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Zusammenfassung

Das Neuroblastom ist fur 15% aller onkologischen Todesfalle im Kindesalter
verantwortlich und zahlt zum haufigsten extrakraniellen Tumor bei < 15-jahrigen
Patienten. Die 5-Jahres-Uberlebensrate von Patienten mit metastasiertem
Neuroblastom ist mit etwa 50 % noch immer sehr unginstig. Das Medikament Cisplatin
wird als Teil der Induktionschemotherapie flr Patienten der Hochrisikogruppe des
Neuroblastoms eingesetzt. Die Nebenwirkungen von Cisplatin sind zahlreich. Es wirkt
haufig nephrotoxisch, neurotoxisch und ototoxisch, insbesondere bei jungen Patienten,
die an einem Neuroblastom erkranken. Das Ziel dieser Forschungsarbeit besteht darin,
die Auswirkungen von drei Chemotherapeutika, dem Cisplatin, dem CHK1-Inhibitior
LY2603618 (Rabusertib) und dem PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza), auf die
Tumorzellen der Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y zu erfassen und zu
untersuchen, ob die jeweilige Kombinationsbehandlung die Sensibilitat der

Neuroblastomzellen in-vitro auf eine Cisplatin-Therapie erhdhen kann.

In dieser Arbeit konnte eine Zytotoxizitdt dieser drei Chemotherapeutika auf
Neuroblastomzellen  ermittelt werden. Die  MYCN-amplifizierten  IMR-32-
Neuroblastomzellen zeigen fir diese drei Chemotherapeutika eine hdhere Sensibilitat im
Vergleich zu den nicht MYCN-amplifizierten SH-SY5Y-Neuroblastomzellen. Zudem
weisen die Ergebnisse darauf hin, dass Cisplatin in IMR-32-Neuroblastomzellen
Zellzyklusarreste in der G1- und S -Phase induziert und in der Neuroblastomzelllinie SH-
SY5Y eine dosisabhangige Apoptose verursacht. Des Weiteren konnte darauf
hingewiesen werden, dass eine Kombinationsbehandlung aus LY2603618 und Cisplatin
die IMR-32-Neuroblastomzellen fir Cisplatin nicht sensibilisiert. Die Versuche unter
Verwendung hippocampaler Neurone ergeben den Hinweis, dass LY2603618 sowie
auch Cisplatin in der Einzelbehandlung neurotoxisch wirkt. Die Neurotoxizitat einer
Kombinationsbehandlung aus LY2603618 und Cisplatin scheint bei hippocampalen
Neuronen nicht héher zu sein als im Vergleich zur Einzelbehandlung mit Cisplatin. Die
Kombination aus Olaparib und Cisplatin weist in IMR-32-Neuroblastomzellen auf einen
additiven oder synergistischen zytotoxischen Effekt hin. Eine Neurotoxizitat von Olaparib

konnte nicht sicher ausgeschlossen werden.

Es konnte in dieser Arbeit der Hypothese, dass die CHK1-Inhibition oder die PARP-
Inhibition die Sensibilitdt der Neuroblastomzellen auf eine Cisplatin-Therapie erhéhen
kann, bei der CHK1-Inhibition fir die Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien nicht
bestatigt werden. Diese Hypothese konnte bei der PARP-Inhibition fir die IMR-32-



Neuroblastomzellen bestatigt werden und fir die SH-SY5Y-Neuroblastomzellen nicht

bestatigt werden.

Summary

Neuroblastoma accounts for 15% of all childhood oncologic deaths and is the most
common extracranial tumor in < 15-year-old patients. The 5-year survival rate of patients
with metastatic neuroblastoma is still very unfavorable at approximately 50%. The drug
cisplatin is used as part of induction chemotherapy for patients in the high-risk
neuroblastoma group. The side effects of cisplatin are numerous. It often has
nephrotoxic, neurotoxic, and ototoxic effects, especially in young patients who develop
neuroblastoma. The aim of this research is to assess the effects of three
chemotherapeutic agents, cisplatin, the CHK1 inhibitor LY2603618 (rabusertib), and the
PARRP inhibitor olaparib (Lynparza), on the tumor cells of neuroblastoma cell lines IMR-
32 and SH-SY5Y, and to investigate whether the respective combination treatment can

increase the sensitivity of neuroblastoma cells to cisplatin therapy in vitro.

In this work, cytotoxicity of these three chemotherapeutic agents on neuroblastoma cells
was determined. MYCN-amplified IMR-32 neuroblastoma cells showed higher sensitivity
to these three chemotherapeutic agents compared with non-MYCN-amplified SH-SY5Y
neuroblastoma cells. In addition, the results indicate that cisplatin induces cell cycle
arrest in G1 and S phase in IMR-32 neuroblastoma cells and causes dose-dependent
apoptosis in the SH-SY5Y neuroblastoma cell line. Furthermore, it was indicated that
combination treatment of LY2603618 and cisplatin did not sensitize IMR-32
neuroblastoma cells to cisplatin. Experiments using hippocampal neurons provide
evidence that LY2603618, as well as cisplatin, is neurotoxic in single treatment. The
neurotoxicity of combination treatment of LY2603618 and cisplatin does not appear to
be higher in hippocampal neurons compared with single treatment with cisplatin. The
combination of olaparib and cisplatin indicates an additive or synergistic cytotoxic effect
in IMR-32 neuroblastoma cells. Neurotoxicity of olaparib could not be excluded with

certainty.

It was not possible in this work to confirm the hypothesis that CHK1 inhibition or PARP
inhibition may increase the sensitivity of neuroblastoma cells to cisplatin therapy in the
case of CHK1 inhibition for tumor cells of both neuroblastoma cell lines. This hypothesis
could be confirmed for PARP inhibition for the IMR-32 neuroblastoma cells and could not

be confirmed for the SH-SY5Y neuroblastoma cells.
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1. Einleitung

1.1. Neuroblastom

Das Neuroblastom ist ein dysontogenetischer, maligner Tumor des sympathischen
Nervensystems und entwickelt sich aus den Zellen der Neuralleiste. Es zahlt nach den
Tumoren des zentralen Nervensystems (ZNS) zum haufigsten malignen soliden Tumor
im Kindesalter und damit zum haufigsten extrakraniellen Tumor bei Kindern und
Jugendlichen <15 Jahren (1). Es macht 15% aller onkologischen Todesfalle im
Kindesalter aus (2). Die Inzidenz bei den < 15-Jahrigen liegt bei 8,7 Erkrankungen pro
eine Million Kinder. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei zwei Jahren (1). Spontane
Tumorrickbildungen (Regressionen) zeigen sich, insbesondere bei neonatalen Kindern
(bis 28 Tage nach Geburt), aber auch bei Patienten im Krankheitsstadium 4S (siehe
Tabelle 1). Selbst bei einer Metastasierung ist in den ersten 15 Lebensmonaten eine
spontane Regression mdglich (1). Die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir Patienten mit
diagnostiziertem Neuroblastom betragt allgemein etwa 75%. Rund die Halfte der

Patienten haben zum Diagnosezeitpunkt ein Krankheitsstadium 4 (siehe Tabelle 1).

Eine Metastasierung tritt bei 60 % der Betroffenen zum Diagnosezeitpunkt auf. Das
Neuroblastom zeigt tendenziell ein lokal infiltratives Wachstum und metastasiert
frihzeitig, insbesondere in das Knochenmark (70,5 %) und in die Knochen (55,7 %).
Aber auch die Lymphknoten (30,9 %) und die Leber (29,6 %) kdnnen von Metastasen
infiltriert sein (3,4). Seltener ist die Augenhoéhle (Orbita) oder die Haut von Metastasen
betroffen. In hdchst seltenen Fallen kénnen auch die Lunge oder das ZNS von
Metastasen befallen sein. Bei ca. einem Prozent der Patienten sind ausschlieRlich

Metastasen und kein Primartumor zu identifizieren (3,4). Die Atiologie ist bislang unklar.

Das Proto-Onkogen MYC proto-oncogene (MYCN) tragt zu einer Vergroflerung des
Neuroblastoms bei (5,6). Es ist an der Entstehung des Neuroblastoms, an der
Zelldifferenzierung, dem Zellwachstum, dem Energiestoffwechsel und der Apoptose
(Zelltod) der Neuroblastomzellen beteiligt und dient als wichtigster genetischer Marker
fur eine schlechte Prognose (7,8). Daher werden Patienten, bei denen sowohl ein
Neuroblastom als auch eine MYCN-Ampilifikation (starke Expression) festgestellt wurde,
nach aktueller Leitlinie in die Hochrisikogruppe (siehe Tabelle 5) eingeschlossen (9). Das
Neuroblastom ist am haufigsten im Nebennierenmark sowie am Grenzstrang (Truncus
symphaticus) beidseits der Wirbelsdule lokalisiert. Bei einer Infiltration des
Grenzstranges kann das Neuroblastom in jeder Hohe der Wirbelsaule lokalisiert sein,

am haufigsten jedoch auf Hohe des Bauchraumes (10,11).



Die Symptomatik ist vielseitig. Neben Allgemeinsymptomen kénnen, je nach Tumorlage,
auch lokalisierte Symptome auftreten. Zu den Allgemeinsymptomen zahlen Fieber,
Schmerzen, plétzliche Gewichtsabnahme, Inappetenz und Abgeschlagenheit. Des
Weiteren kénnen durch die erhdhte Katecholaminbildung auch sekundare Symptome,
wie Hypertonie oder chronische Diarrhoe entstehen. Bei einer Lokalisation im
Halsbereich, von der weniger als 20 % der Patienten betroffen sind, kann das
Neuroblastom durch Kompression auf das Ganglion cervicale inferius oder das Ganglion
stellatum zum Horner-Syndrom fuhren, das durch die Horner-Trias aus Miosis,
Enophthalmus und Ptosis gekennzeichnet ist (10,11). Bei der Miosis kommt es zur
Pupillenverengung und beim Enophthalmus zum Einsinken der Augapfel (Bulbus oculi)
in die Augenhohlen (Orbitae). Die Ptosis ist gekennzeichnet durch das Herabhangen des
Oberlids Uber dem Auge (12). Des Weiteren kdénnen bei einer Lokalisation im
Halsbereich mit  fortschreitender Erkrankung periorbitale Ekchymosen
(Hauteinblutungen) entstehen. Periorbitale Ekchymosen zeigen sich Kklinisch als
Monokel-bzw. Brillenhdmatom. Bei einer Lokalisation im Thoraxbereich, die bei ca. 20 %
der Patienten vorhanden ist, kbnnen Husten, Dyspnoe (Kurzatmigkeit) und Stridor
(,zischendes" Nebengerausch der Lunge) in der Auskultation auftreten. Zudem kann bei
Vorliegen eines Sanduhrtumors, bei dem es zur Infiltration durch die Foramina
intervertebralia (Zwischenwirbellécher) kommt, eine Querschnittslahmung auftreten
(10,11). Der Begriff Sanduhrtumor leitet sich von den bildgebenden Verfahren ab, wie
bspw. die Computertomografie (CT) und Magnetresonanztomografie (MRT). Hierbei
zeigt das Neuroblastom eine intraspinale, extradurale Infiltration. Bei mehr als 60 % der
Betroffenen ist das Neuroblastom im Bereich des Abdomens lokalisiert. Hierbei kbnnen
neben Lymphknotenschwellungen und diffusen Knochenschmerzen bei Infiltration des
Knochenmarks ein aufgetriebener Bauch, Bauchkoliken, Obstipation (Verstopfung) und

Ischurie (Harnverhalt) auftreten (10,11).

1.2. Einteilung des Neuroblastoms

Die Einteilung des Neuroblastoms nach Krankheitsstadien erfolgt nach verschiedenen
Kriterien. Wichtige Kriterien zur Klassifikation (Stadieneinteilung) des Neuroblastoms ist
die Grofle des Tumorgewebes, eine Lymphknoteninfiltration, eine Metastasierung und
das Ausmald einer initial chirurgischen Tumorresektion (9). Es werden derzeit die
Klassifikationen International Neuroblastoma Staging System (INSS) und die
International Neuroblastoma Risk Group Staging System (INRG) in der Klinik parallel
verwendet (siehe Tabelle 1). Die INRG-Klassifikation hat den Vorteil, dass das
Krankheitsstadium zeitlich vor der Operation anhand spezieller Risikofaktoren festgelegt

wird. Diese Risikofaktoren werden in der radiologischen Bildgebung image defined risk
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factor (IDRF) genannt (6). Hierzu zahlen bspw. die Ummantelung des Plexus brachialis
oder grofler Blutgefalke durch das Neuroblastomgewebe, die ipsilaterale
Tumorausdehnung in zwei Korperkompartimenten, die Kompression der Trachea
(Luftréhre) und eine Infiltration in das Ligamentum hepatoduodenale, in die Nierenstiele
oder in den Intraspinalraum. Diese speziellen Risikofaktoren kénnen mit bildgebenden

radiologischen Verfahren, wie dem CT oder MRT, sichtbar gemacht werden (1,6).

Eine exakte Einteilung der Krankheitsstadien ist bei der INSS-Klassifikation erst nach
der chirurgischen Intervention moglich, wahrend die INRG-Klassifikation sich auf die
Bildgebung zeitlich vor der chirurgischen Intervention stitzt. Daher ist zwar heutzutage
die INSS-Klassifikation noch in Gebrauch, jedoch erlangte die INRG-Klassifikation
inzwischen eine internationale Gultigkeit (6,9).

Tabelle 1 INSS-Klassifikation und INRG-Klassifikation zur Einteilung der
Krankheitsstadien beim Neuroblastom

INSS-Stadium | Definition INRG-Stadium | Definition

1 Lokalisiertes L1 Auf einer
Neuroblastom mit RO- Korperhdhle
Resektion unabhangig von begrenztes
mikroskopischen Resten, Neuroblastom ohne
kein Befall von ipsi- nachgewiesenen
lateralen und kontra- IDRF

lateralen LK, Befall von LK
nahe Neuroblastom-
gewebe

2a Ipsilaterales Neuroblastom
mit R1-Resektion, kein
Befall von ipsilateralen
und kontralateralen LK

2b Ipsilaterales Neuroblastom | L2 Nachweis von
mit RO/-R1-Resektion mit mindestens einem
Befall ipsilateraler LK IDRF

3 Bilaterales, nicht

resektables Neuroblastom,
sowie Befall kontra-
lateraler LK oder
uberschreitende Aus-
Dehnung der Mittellinie
(kontralateral begrenzend
zur Wirbelsaule)

4 Metastasierung M Metastasierung
unabhangig von der unabhangig von der
Tumorausdehnung bei Tumorausdehnung
einem Alter = 1 Jahr bei (kein Stadium MS)

Diagnosefeststellung




4S Neuroblastom im Stadium | MS Metastasierung,

1, 2a und 2b mit begrenzt auf Haut,

Metastasierung bei einem Leber und

Alter <1 Jahr bei Knochenmark bei

Diagnosefeststellung einem Alter <18
Monaten bei

Diagnosefeststellung

M Muiltifokale Tumore

In dieser Tabelle sind die INSS-Klassifikation (International Neuroblastoma Staging System) und
die INRG-Klassifikation (International Neuroblastoma Risk Group Staging System) dargestellt.
Die INSS-Klassifikation differenziert zwischen den lokal beschrankten Stadien 1-3, dem
metastasierten Stadium 4 und dem metastasierten Neuroblastom 4S (Alter <1 Jahr). Die INRG-
Klassifikation differenziert zwischen den lokal beschrankten Stadien L1 und L2, wobei spezifische
Risikofaktoren, sog. IDRF (image defined risk factor) und das Stadium M (Metastasen) und MS
(Metastasen im Alter <18 Monaten) beriicksichtigt werden. (Abkiirzungen: LK = Lymphknoten,
RO = vollstandige Tumorresektion, R1 = Tumorresektion mit Resttumor) (6,9)

Auch unter histologischen Kriterien ist eine Einteilung des Neuroblastoms mdglich.
Aufgrund des seltenen Vorkommens dieser Erkrankung wird eine Beurteilung des
Neuroblastomgewebes, insbesondere bei alteren Patienten, durch einen Pathologen
dringend empfohlen. Das histologische Grading-System nach Hughes (siehe Tabelle 2)
findet auch noch heutzutage, vor allem in der Klinik Deutschlands, Verwendung. Es
orientiert sich anhand von morphologischen Kriterien, die Auskunft dartiber geben, wie
differenziert (ausgereift) die einzelnen Zellen des Neuroblastomgewebes sind (13). Je
grolRer der Anteil an undifferenzierten (unreifen) Zellen im Neuroblastomgewebe ist,
desto schneller ist das Tumorwachstum in der Regel. Je schneller das Tumorgewebe

wachst, desto groRer ist grundsatzlich die Malignitat (13).

Tabelle 2 Einteilung der Malignitatsgrade des Neuroblastoms nach Hughes

Grad 1 Grad 1 a: Diffuses Ganglioneuroblastom: diffuse Mischung aus
differenziertem und undifferenziertem Neuroblastomgewebe

Grad 1 b: Ganglioneuroblastom vom Kompositionstyp: Ubergang
zwischen wechselnd grofen Arealen aus differenziertem und
undifferenziertem Neuroblastomgewebe

Grad 2 Undifferenziertes Neuroblastomgewebe mit partieller Differenzierung
einzelner Ganglienzellen (Nucleoli, Anstieg der Kern-Plasma Relation,
Zytoplasmafortsatze)

Grad 3 Undifferenziertes, klein- und rundzelliges Neuroblastomgewebe, geleg.
Rosettenbildung

In dieser Tabelle ist die histologische Einteilung des Neuroblastoms nach Hughes dargestellt, die
anhand morphologischer Kriterien erfolgt. Je hoher der Malignitatsgrad nach Hughes des
Neuroblastomgewebes ist, desto grof3er ist in der Regel die Malignitat des Neuroblastoms (13).

International wird weitgehend die International Neuroblastoma Pathology Classification
(INPC)-Klassifikation zur histologischen Einteilung verwendet, in der zwischen giinstigen

und ungulnstigen histologischen Eigenschaften unterschieden wird (siehe Tabelle 3). In



dieser Klassifikation werden der Neuroblastomtyp oder das Differenzierungsverhalten
der einzelnen Zellen eingeschatzt, sowie das Patientenalter und der Mitose-
Karyorrhexis-Index (MKI) bertcksichtigt. Ein hoher MKI oder ein mittlerer MKI ab einem
Alter von 1,5 Jahren zahlt dabei zu den ungtinstigen histologischen Eigenschaften (14).

Tabelle 3 Unterscheidung glnstiger und ungunstiger histologischer Eigenschaften
nach der INPC-Klassifikation

Gunstige Histologie Ungunstige Histologie
— Ganglioneuroblastom oder — Nodulares Ganglioneuroblastom
Ganglioneurom — Alter < 1,5 Jahre: undifferenziert,
— Alter < 1,5 Jahre: gering differenziert, hoher MKI
differenziert, niedriger MKI, mittlerer — Alter 1,5-5 Jahre: undifferenziert,
MKI gering differenziert, mittlerer MKI,
— Alter 1,5-5 Jahre: differenziert, hoher MKI
niedriger MKI — Alter > 5 Jahre: unabhangig weiterer
Faktoren

In dieser Tabelle ist eine vereinfachte Ubersicht giinstiger und ungiinstiger histologischer
Eigenschaften bzgl. der Prognose nach der INPC-Klassifikation (/nternational Neuroblastoma
Pathology Classification) dargestellt. (Abkiirzungen: MKI = Mitose-Karyorrhexis-Index, niedriger
MKI<2 %= <100 von 5000 Zellen, mittlerer MKI=2 % =100-200 von 5000 Zellen, hoher
MKI =4 % = =200 von 5000 Zellen) (14)

1.3. Prognose des Neuroblastoms

Wichtige prognostische Faktoren im Rahmen der INSS-Klassifikation und INRG-
Klassifikation sind die Ausbreitung des Neuroblastoms zum Diagnosezeitpunkt, das
Metastasierungsverhalten und das Ausmaf der Tumorresektion. Nicht nur die Einteilung
der Krankheitsstadien des Neuroblastoms mithilfe der INSS-Klassifikation und der
INRG-Klassifikation  unter  Berlcksichtigung des Patientenalters bei der
Diagnosefeststellung dienen der Einschatzung der Prognose, sondern auch die
molekulargenetischen Eigenschaften des Neuroblastomgewebes (siehe Tabelle 4) und
die INPC-Klassifikation zur Erfassung gulnstiger und ungulnstiger histologischer
Eigenschaften (siehe Tabelle 3). Je niedriger das Krankheitsstadium des Patienten bei
der Diagnosefeststellung ist, desto besser ist in der Regel die Prognose, mit Ausnahme
der Patienten im Krankheitsstadium 4S (INSS) oder MS (INRG) (6,9). Daher kann bspw.
bei Patienten in den Krankheitsstadien 1 und 2 nach der INSS-Klassifikation eine
chirurgische Resektion des Neuroblastoms ausreichen. Patienten in fortgeschrittenen
Stadien oder Patienten mit Metastasierungen im Krankheitsstadium 4 (INSS) benétigen
intensivere und komplexere Therapieansatze (6,9). Es lassen sich nach der
Diagnosefeststellung eines Neuroblastoms die Heilungsaussichten fir die jeweiligen

Patienten im Allgemeinen sehr schwierig einschatzen.



Patienten im Krankheitsstadium 4S oder MS, in den Krankheitsstadien 1 und 2 mit lokal
begrenztem Neuroblastom, im Alter < 18 Monaten sowie Patienten im Krankheitsstadium
3 ohne unginstige molekulargenetische Eigenschaften haben mit einer 10-
Jahresuberlebensrate von zum Teil > 90 %, eine sehr gute Prognose (6,9). Die 5-Jahres-
Uberlebensrate von Patienten mit metastasiertem Neuroblastom ist mit etwa 50 % noch
immer sehr unglinstig (15). Je alter die Patienten bei der Diagnosefeststellung sind,
desto schlechter ist in der Regel die Prognose (6,9). Die ereignisfreie 5-
JahresUberlebensrate bzgl. des Alters wunabhangig weiterer prognostischer
Einflussfaktoren ist bei Patienten <18 Monaten mit 82,1 % im Vergleich zu 63,5 %. bei
Patienten = 18 Monaten deutlich héher. Die richtige Einteilung des Neuroblastoms in die
jeweiligen Krankheitsstadien nach INSS und INRG unter Bericksichtigung des

Patientenalters sind daher unerlasslich zur Einschatzung der Prognose.

Unter Beriicksichtigung der histologischen Differenzierung des Neuroblastomgewebes
unabhangig weiterer prognostischer Einflussfaktoren ist die ereignisfreie 5-Jahres-
Uberlebensrate bei Patienten mit differenziertem Neuroblastomgewebe mehr als 15 %
héher als bei Patienten mit undifferenziertem Neuroblastomgewebe. Die ereignisfreie
5-JahreslUberlebensrate bzgl. des MKI unabhangig weiterer prognostischer
Einflussfaktoren ist bei Patienten mit einem niedrigen MKI knapp mehr als 20 % hoéher
als bei Patienten mit einem hohen MKI. Aus diesen Daten lasst sich die prognostische
Bedeutung histologischer Eigenschaften des Neuroblastomgewebes einschatzen
(6,9,11,16).

Die molekulargenetischen Eigenschaften sind derzeit Gegenstand vieler
Forschungsarbeiten und gewinnen zunehmend an Bedeutung hinsichtlich der Einteilung
des Neuroblastoms und der Einschatzung der Prognose. Aktuell gibt es mehrere
molekulargenetische Eigenschaften der Desoxyribonukleinsdure (DNS) des
Neuroblastoms, die bei der Therapieplanung einen besonderen Stellenwert haben.
Hierzu zahlt insbesondere die Amplifikation des Proto-Onkogens MYCN und die 1p-
Deletion. Die 11g-Deletion ist eine weitere segmentale chromosomale Aberration, die im
Zusammenhang mit dem Neuroblastom einen unginstigen Prognosefaktor darstellt. Das
Proto-Onkogen MYCN ist ein kleiner Abschnitt auf Chromosom 2. Bei einer Amplifikation
kommt es zur gesteigerten Expression dieses Chromosomenabschnittes (6,9,17,18). Bei
einer 1p-Deletion kommt es zu einem Verlust von Genmaterial auf dem kurzen Arm (p-
Arm) des Chromosoms 1. Eine 11g-Deletion ist gekennzeichnet durch den Verlust eines
kleinen Teils des langen Arms (g-Arm) des Chromosoms 11 (19). Die MYCN-
Amplifikation und die strukturellen Chromosomenaberrationen flihren unabhangig vom

Patientenalter zu einer unglnstigen Heilungsaussicht. Die ereignisfreie 5-



Jahresiberlebensrate ist bei Patienten ohne MYCN-Amplifikation oder ohne 1p-Deletion
bzw. 11g-Deletion jeweils, unabhangig weiterer prognostischer Einflussfaktoren, ca.
25% groRer als bei Patienten mit einer MYCN-Amplifikation oder einer strukturellen
Chromosomenaberration wie der 1p-Deletion bzw. 11g-Deletion. Aus diesen Daten lasst
sich die prognostische Bedeutung molekulargenetischer Eigenschaften des

Neuroblastomgewebes einschatzen (16,17,20).

Des Weiteren existieren noch andere molekulargenetische Eigenschaften, die mit einer
schlechten Prognose korrelieren. Hierzu zahlen die Mutation der ALK receptor tyrosine
kinase (ALK) und die Telomerase-Aktivierung (6). Die ALK ist eine Rezeptor-
Tyrosinkinase, deren Funktion noch nicht eindeutig geklart ist, die aber scheinbar an der
Neurogenese beteiligt ist (21). Die ereignisfreie 5-Jahresiberlebensrate unabhangig
weiterer prognostischer Einflussfaktoren ist bei Patienten mit einer ALK-Mutation ca.
15 % niedriger als bei Patienten ohne eine ALK-Mutation (21). Die Telomerase ist ein
Enzym, das durch Hinzufugen guaninreicher repetetiver Sequenzen zur Erhaltung der
Telomerlange der Zellen beitragt, denn die DNS-Polymerase ist nicht in der Lage, die
DNS an den aulersten Enden vollstandig zu kopieren. Dadurch kommt es zu einem
Verlust von Nukleotiden im Verlauf des Zellzyklus, was zu einer allmahlichen Verkiirzung
der Telomerlange fuhrt, wodurch im weiteren Verlauf die Apoptose eingeleitet wird. Die
Telomerase-Aktivierung in Tumorzellen fihrt zu einer Erhaltung der Telomerlange,
wodurch die Tumorzelle der Apoptose entgeht und sich somit schitzt (22). Die
Telomerase-Aktivierung wird durch die Induktion des Gens telomerase reverse
transcriptase (TERT) durch MYCN-Amplifikation oder durch eine genomische
Umlagerungen des TERT-Lokus verursacht (23). Weitere Gene mit einer somatischen
Mutationshaufigkeit sind protein tyrosine phosphatase non-receptor type 11 (PTPN11),
ATRX chromatin remodeler (ATRX) und neuroblastoma RAS viral oncogene homolog
(NRAS). Es wird derzeit weiter geforscht, welche Bedeutung diese Gene fir die
Entstehung des Neuroblastoms und fir die Prognoseeinschatzung haben (24). Das Gen
PTPN11 ist an der Tyrosinphopsphorylierung und somit an zahlreichen zellularen
Prozessen beteiligt (25). Das ATRX-Gen ist an der Chromatin-Remodellierung beteiligt
und wurde haufig in padiatrischen Tumoren gefunden (26). Das Proto-Onkogen NRAS
codiert fur Guanosintriphosphat-bindendes Protein (GTPase)-Proteine, die an der
Differenzierung und der Proliferation (Wachstum, Vermehrung) von Zellen beteiligt sind
(27). Nach einer aktuellen Studie stehen auch eine Uberexpression des
Tumorsuppressorgens tumor protein p53 (TP53), sowie cyclin E1 (CCNE1), Cyclin-
abhangige Kinasen (CDK), aber auch Checkpoint kinase 1/2 (CHK1/2), ATR
serine/threonine kinase (ATR), RAD recombinase (RAD51), BRCA1 DNA repair



associated (BRCA1) und BRCA2 DNA repair associated (BRCA2) als unglnstige
prognostische Marker im Fokus der Wissenschaftler. Die Uberexpression des TP53-
assoziierten Gens sestrin 1 (SESN1) war in dieser Studie mit einem gunstigen
prognostischen Effekt verbunden (28,29). Das Gen TP53 ist das am haufigsten mutierte
Gen in menschlichen Tumoren (28). Bei Neuroblastomen jedoch ist das Gen TP53 selten
mutiert, wodurch der Einsatz als prognostischer Marker in der Klinik fragwurdig ist (28).
Das Protein p53 kann sowohl Uber einen Gi-Zellzyklus-Arrest oder einer Checkpoint-
Kontrolle wahrend des G2/M Ubergangs den Zellzyklus (siehe Abb. 1) unterbrechen,
damit DNS-Schaden Uber DNS-Reparaturmechanismen wie die Nukleotid-
Exzisionsreparatur, Basen-Exzisionsreparatur (BER) und non-homologous end-joining
(NHEJ) repariert werden konnen. Im Falle eines irreparablen DNS-Schadens kann tber
das Protein p53 eine Apoptose induziert werden (30). Bei einem Defekt des TP53 Gens
kann eine entartete Zelle diese Schutzfunktion umgehen, wodurch Zellen mit einer
geschadigten DNS sich unkontrolliert teilen kdnnen. Durch diesen Vorgang kommt es
zur Tumorbildung bei vielen menschlichen Tumoren (30). Ein ftriploider
Chromosomensatz, aber auch eine Hyperploidie im Allgemeinen korreliert mit einer

guten Prognose (6,9).

Des Weiteren dienen auch Laborparameter als Prognosefaktor. Ein hoher Wert der
Laborparameter Ferritin und Lactatdehydrogenase (LDH) im Blutserum ist mit einer
schlechten Prognose assoziiert (6,9). Ferritin dient als Eisenspeicherprotein und LDH ist
ein Enzym, das zur Energiegewinnung an der anaeroben Glykolyse beteiligt ist (11,31).

Tabelle 4 Ubersicht unglinstiger molekulargenetischer Eigenschaften des
Neuroblastoms und Gene mit somatischer Mutationshaufigkeit

Ungunstige Molekulargenetik Gene mit somatischer Mutationshaufigkeit
e  MYCN-Amplifikation e PTPN11
o 1p-/11g-Deletion o ATRX
e ALK-Mutation e NRAS
e Telomerase-Aktivierung
e Uberexpression von TP53,
CCNE1, BRCA1/2, CDK,
CHK1/2, ATR, RAD51

In dieser Tabelle ist sowohl eine Ubersicht von ungiinstigen molekulargenetischen Eigenschaften
bzgl. der Prognose des Neuroblastoms und von Genen mit somatischer Mutationshaufigkeit beim
Neuroblastom dargestellt. Die Tabelle wurde nach entsprechender Literaturrecherche angefertigt
(24,28,29).

1.4. Stratifizierung des Neuroblastoms

Nach einer Diagnosefeststellung des Neuroblastoms werden nicht alle Patienten auf

dieselbe Art behandelt, sondern es folgt eine Zuteilung der Patienten in risikoangepasste
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Behandlungsgruppen, in denen unter Berlcksichtigung der Prognose unterschiedliche
Behandlungskonzepte vorgesehen sind. Dieser Vorgang der Einteilung wird in der
Medizin Stratifizierung genannt. Die Stratifizierung berlcksichtigt alle bekannten
prognostischen Faktoren, wie die Einteilung in das jeweilige Krankheitsstadium, das
Alter bei der Diagnosefeststellung und die histologischen und molekulargenetischen
Eigenschaften des Patienten (6,9). Nach den aktuellen Behandlungsrichtlinien ist eine
Einteilung in drei Therapiegruppen vorgesehen. Zu diesen drei risikoangepassten
Behandlungsgruppen gehdren derzeit die niedrige Risikogruppe, die mittlere
Risikogruppe und die Hochrisikogruppe (siehe Tabelle 5) (6,9). Patienten mit lokalem
Neuroblastomwachstum ohne Metastasierung und mit glnstigem Alter bei der
Diagnosefeststellung werden in die niedrige Risikogruppe eingeordnet. Fur die
Zuordnung eines Patienten in die niedrige Risikogruppe ist entscheidend, dass keine
MYCN-Amplifikation oder 1p-Deletion vorliegen (6,9). Patienten mit einer
fortgeschrittenen Erkrankung, einem unginstigen Alter bei der Diagnosefeststellung und
einer 1p-Deletion werden der mittleren Risikogruppe zugeordnet. Fur die Zuordnung
eines Patienten in die mittlere Risikogruppe ist entscheidend, dass keine MYCN-
Amplifikation vorliegt (6,9). In die Hochrisikogruppe werden sowohl alle Patienten mit
den Krankheitsstadien 1, 2, 3 oder 4S (INSS) einschlieBlich einer MYCN-Amplifikation
als auch Patienten mit dem Krankheitsstadium 4 (INSS), die alter als 18 Monate sind,

eingeordnet (6,9).

Tabelle 5 Ubersicht zur Stratifizierung des Neuroblastoms

Niedrige Risikogruppe

Krankheitsstadium  Alter MYCN-Amplifikation 1p-Deletion
1-2 (INSS) 0-21J Nein Nein
3 (INSS) 0-2J Nein Nein
MS (INRG) <18 M Nein Nein

Mittlere Risikogruppe

Krankheitsstadium  Alter MYCN-Amplifikation 1p-Deletion
2 (INSS) 0-21J Nein Ja
3 (INSS) >2J Nein Nein
3 (INSS) 0-21J Nein Ja
MS (INRG) <18 M Nein Ja




Hochrisikogruppe

Krankheitsstadium  Alter MYCN-Amplifikation 1p-Deletion
1-4S (INSS) 0-21J Ja Ja/Nein
4 (INSS) >18 M Ja/Nein Ja/Nein

In dieser Tabelle ist eine Ubersicht zur Zuordnung der Patienten in risikoangepasste
Behandlungsgruppen (Stratifizierung) dargestellt. Die Tabelle wurde entsprechend der aktuellen
Leitlinien selbststandig angefertigt. (Abkirzungen: INSS = International Neuroblastoma Staging
System, INRG-Klassifikation = International Neuroblastoma Risk Group Staging System,
J =Jahre, M = Monate) (6,9)

1.5. Therapie des Neuroblastoms

Die Therapie der Neuroblastompatienten wird umso komplexer, je groRer der
Krankheitsfortschritt bzw. je aggressiver das Wachstum des Neuroblastoms ist
(9,32,33). Die 5-Jahres-Uberlebensrate hat sich von Patienten mit metastasierten
Neuroblastomen in den letzten Jahrzehnten von <20% auf etwa 50 % verbessert (15).
Zu den Behandlungsmethoden gehoéren nach aktueller Leitlinie die chirurgische
Tumorresektion, eine Chemotherapie, eine Strahlentherapie, eine Hochdosis-
Chemotherapie einschlieBlich einer darauffolgenden autologen Stammzell-
Transplantation und eine Immuntherapie mit Antikérpern (6,9). Weitere
Therapieverfahren, z. B. die ¥'I-MIBG-Therapie (Methyljodbenzylguanidin), kénnen
zusatzlich zum Einsatz kommen (6,9). Die "*'I-MIBG-Therapie ist eine Therapie mit
radioaktiv markiertem Methyljodbenzylguanidin, bei der das Neuroblastomgewebe von
»innen“ bestrahlt wird (34).

Bei Patienten der niedrigen Risikogruppe ist haufig lediglich eine Gewebeentnahme
(Biopsie) zur Einschatzung histologischer Eigenschaften erforderlich, da eine hohe Rate
an spontanen Regressionen vorhanden ist. Im Optimalfall wird bei Patienten der
niedrigen Risikogruppe lediglich eine chirurgische Tumorresektion durchgefihrt, ohne
dass komplexere Therapieansatze noétig sind. Im Falle eines Resttumors (sog. R1-
Resektion) innerhalb des Zeitfensters von zwdlf Monaten nach einer Operation, eines
Rezidivs (Krankheitsrickfall), eines erneuten Tumorwachstums oder eines erneuten
Auftretens behandlungsbedurftiger Symptome, wird bei Patienten der niedrigen
Risikogruppe, entsprechend der nationalen Studien NB95-S und NB97, eine milde
Chemotherapie bestehend aus vier Zyklen der Zytostatika (Chemotherapeutika)
Doxorubicin, Vincristin und Cyclophosphamid (N4) (Doxorubicin 15mg/m? x d 30-
Minuten-Infusion an Tag 1, 3, 5 und Vincristin 0,75mg/m? x d i. v. an Tag 1, 3, 5 und
Cyclophosphamid 300 mg/m? x d 30-Minuten-Infusion Tag 1-7) appliziert (gegeben). Als

alternative Zytostatika kdnnen hierbei auch Carboplatin und Etoposid verwendet werden
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(siehe Tabelle 6) (6,9,35,36). Wenn ein weiteres Wachstum des Neuroblastoms

verhindert wird, kann die Chemotherapie beendet werden.

Patienten der mittleren Risikogruppe erhalten in der Regel eine Kombination aus der
chirurgischen Tumorresektion und einer adjuvanten (unterstitzenden) Chemotherapie.
Eine adjuvante Chemotherapie wird im Anschluss an die Operation durchgefihrt, um
das Auftreten eines Rezidivs zu vermeiden. Bei einer neoadjuvanten Chemotherapie
erfolgt die Chemotherapie zeitlich vor der chirurgischen Tumorresektion (6,9,37). Wenn
aufgrund der Ausdehnung des Tumorwachstums und der Infiltration des Neuroblastoms
eine chirurgische Tumorresektion zu riskant oder nicht moglich ist, wird im Anschluss
einer Biopsie zunachst eine neoadjuvante Chemotherapie durchgefihrt, um das
Neuroblastomgewebe vorerst zu verkleinern. Im Anschluss erfolgt dann in der Regel
eine chirurgische Tumorresektion, wenn aufgrund einer Verkleinerung des
Neuroblastomgewebes eine Operabilitdt gewahrleistet ist. Auf die chirurgische
Tumorresektion kann anschlieRend wieder eine adjuvante Chemotherapie durchgeftihrt
werden. Die Chemotherapie bei Patienten der mittleren Risikogruppe, entsprechend der
nationalen Studie NB2004-HR und nach der Therapieempfehlung der Gesellschaft flr
padiatrische Onkologie und Hamatologie (GPOH), setzt sich aus sechs Zyklen einer
intensiven Induktionschemotherapie und vier Zyklen einer milderen Erhaltungs-
Chemotherapie zusammen. Das Ziel dieser Induktionschemotherapie ist die
Verkleinerung des Tumorvolumens (6,9,38). In der Induktionschemotherapie werden
zwei Zytostatikakombinationen aus Carboplatin, Etoposid und Vindesin (N5c)
(Carboplatin 160 mg/m? x d Dauerinfusion>96 Stunden ab Tag 1, Etoposid
100 mg/m? x d Dauerinfusion >96 Stunden ab Tag 1, Vindesin 3 mg/m? Infusion > 1
Stunde an Tag 1) und Vincristin, Dacarbazin, Ifosfamid und Doxorubicin (N6) (Vincristin
1,5 mg/m? x d Infusion > 1 Stunde an Tag 1 und 8, Dacarbazin 200 mg/m? x d Infusion
> 1 Stunde an Tag 1-5, Ifosfamid 1500 mg/m? x d Dauerinfusion > 120 Stunden ab Tag
1, Doxorubicin 30 mg/m? x d Infusion >4 Stunden an Tag 6 und 7) alternierend (im
Wechsel) intravends appliziert. Die Erhaltungschemotherapie besteht meist aus der
oralen Applikation (Medikamentengabe) von Cyclophosphamid (N7) (siehe Tabelle 6)
(150mg/m? xd als Einzelgabe an Tag 1-8). Sollte nach der intensiven
Induktionschemotherapie noch ein Resttumor vorhanden sein, so wird bei Patienten im
Alter > 18 Monaten eine Bestrahlung des Resttumors (Strahlendosis 36—40 Gy) wahrend
der Erhaltungschemotherapie mit Cyclophosphamid durchgeflihrt. Alternativ zur
Bestrahlung kann aber auch im Falle einer Operabilitédt des Resttumors eine chirurgische

Resektion nach zwei bis vier Chemotherapiezyklen angestrebt werden. Die
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Behandlungsdauer eines Patienten der mittleren Risikogruppe betragt ca. ein Jahr
(6,9,33).

Bei einer Stratifizierung in die Hochrisikogruppe sollte eine intensive multimodale
Therapie durchgefiihrt werden. Diese besteht aus einer Induktionschemotherapie, einer
konsolidierenden Hochdosischemotherapie mit autologer Stammzelltransplantation und
einer nachfolgenden Post-Konsolidierungstherapie. Eine chirurgische Tumorresektion
im Sinne einer gross total resection (> 95% des Primartumors), eine Immuntherapie und
eine  "I-MIBG-Therapie gehéren ebenfalls zum Behandlungskonzept der
Hochrisikogruppe. Da Nebenwirkungen der Therapieansatze auftreten kdnnen, finden in
der Regel bei den erkrankten Patienten sowohl Mahahmen zur Therapietberwachung
als auch unterstitzende Supportivtherapien in der Klinik Anwendung. Die aktuelle
Induktionschemotherapie in der Hochrisikogruppe beinhaltet, entsprechend der
nationalen Studie NB2004-HR und der Therapieempfehlung der GPOH, sechs Zyklen
alternierender Zytostatikakombinationen aus Cisplatin, Etoposid und Vindesin (N5)
(Cisplatin 40 mg/m? x d Dauerinfusion > 96 Stunden ab Tag 1, Etoposid 100 mg/m? x d
Dauerinfusion > 96 Stunden ab Tag 1, Vindesin 3 mg/m? Infusion > 1 Stunde an Tag 1)
und Vincristin, Dacarbazin, Ifosfamid und Doxorubicin (N6) (Vincristin 1,5 mg/m? x d
Infusion > 1 Stunde an Tag 1 und 8, Dacarbazin 200 mg/m? x d Infusion > 1 Stunde an
Tag 1-5, Ifosfamid 1500 mg/m? x d Dauerinfusion > 120 Stunden ab Tag 1, Doxorubicin
30 mg/m? x d Infusion >4 Stunden an Tag 6 und 7). In der Regel erfolgt eine erneute
chirurgische Tumorresektion wahrend oder im Anschluss dieser
Induktionschemotherapie (6,9,33). Nach der erneuten chirurgischen Tumorresektion
erhalten die Patienten eine Hochdosischemotherapie aus Busulfan und Melphalan
(siehe Tabelle 6), auf die eine autologe (zum selben Individuum gehoérend)
Stammzelltransplantation folgt. Diese myeloablative (knochenmarkschadigende)
Chemotherapie aus Busulfan und Melphalan ist als Standard fir eine Hochdosis-
Chemotherapie zu wahlen, da sie der Kombination aus Melphalan, Etoposid und
Carboplatin Uberlegen zu sein scheint (6,9,33,39,40). Die amerikanische Children’s
Oncology Group (COG) konnte in der Studie ANBL0532 zeigen, dass eine
Tandemhochdosischemotherapie (zweifache Durchfiihrung) gegenuber einer einzelnen
Hochdosischemotherapie (berlegen ist. Eine Bestatigung dieser Uberlegenheit wird
derzeit erforscht (41). Nachteil der Kombination aus Busulfan (9,6 mg/kg) und Melphalan
(140 mg/m?) ist eine relativ hohe Inzidenz der Lebervenenverschlusskrankheit (veno-
occlusive disease, VOD), die mit einem relativ hohen Sterberisiko einhergeht. Eine
Prophylaxe mit dem Fibrinolytkium Defibrotid konnte das Risiko fur VOD jedoch

reduzieren (38,40,42). Bei Patienten mit MIBG-positivem Resttumor kann zeitlich vor der
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Hochdosischemotherapie eine MIBG-Therapie erfolgen. Bei der Hochdosis-
Chemotherapie werden im Rahmen einer myeloablativen Therapie nicht nur die
Neuroblastomzellen geschadigt, sondern es kann auch das blutbildende Medulla ossium
(Knochenmark) geschadigt werden. Daher werden bei diesen Patienten vor Beginn der
Hochdosischemotherapie die hamatopoetischen Stammzellen Uber eine Blutabnahme

oder seltener einer Knochenmarkpunktion enthommen (6,9,43).

Nach Abschluss der Hochdosischemotherapie folgt eine autologe Stammzell- oder
Knochenmarktransplantation, in dem die hamatopoetischen Stammzellen der Patienten
durch eine Infusion verabreicht werden. Es folgt eine Zellmigration der infundierten
hamatopoetischen Stammzellen aus der Peripherie wieder in das Knochenmark, wo sie
neue funktionstichtige Blutzellen bilden kénnen. Die Patienten sind in der Phase der
Neubildung des Knochenmarks hochgradig fur Infektionen gefahrdet. Daher sind
entsprechende praventive MalRnahmen erforderlich (6,9,43). Wenn eine erneute
autologe Stammzelltransplantation erforderlich sein sollte, kann stattdessen auch eine
haploidente [50 % Ubereinstimmung der humanen Leukozyten Antigene (HLA) zwischen
Spender und Empfanger] Stammzelltransplantation durchgefiinrt werden (44). Nach
Abschluss der konsolidierenden  Hochdosischemotherapie  mit  autologer
Stammzelltransplantation erfolgt eine Post-Konsolidierungstherapie (Erhaltungs-
Therapie), die durch die Bestrahlung des Neuroblastomgewebes und einer
Immuntherapie mit dem Antikérper Anti-Disialogangliosid 2 (GD2)-Antikérper
Dinutuximab beta (10 mg/m? x d Giber 10 Tage als Dauerinfusion) gekennzeichnet ist,
um eventuell verbliebene Neuroblastomzellen zu lysieren (6,9). Zwischen der
Bestrahlung und der Immuntherapie sollte ein zeitliches Intervall von 4 Wochen
eingehalten werden (45). Der Antikdrper bindet spezifisch an einen Kohlenhydratanteil
von GD2, das auf Neuroblastomzellen Uberexprimiert wird, wodurch immunologische
Effektorzellen, wie mononukleére Blutzellen und Granulozyten die Neuroblastomzellen
lysieren kénnen. Die Therapie der Patienten der Hochrisikogruppe kann in der Regel bis

zu 2 Jahren andauern. Die Heilungsaussicht ist noch immer unguinstig (6,9,38,46).

Aufgrund der zunehmenden Erforschung neuer molekularer Marker kdnnten neue
Therapieansatze entwickelt werden, die eventuell eine bessere Uberlebensrate erzielen
kénnen. Dieser Abschnitt widmet sich dem aktuellen Forschungsstand in der Therapie
des Neuroblastoms. Es befinden sich bspw. ALK-Inhibitoren zurzeit in der klinischen
Prifung (47). Aber auch Topoisomerase-Inhibitoren, Nukleosidanaloga und Inhibitoren,
die auf bestimmte zellulare Signalwege ,phosphatidylinositol 3-kinasel/ Akt kinase/
mechanistic target of rapamycin kinase” (PI3K/AKT/MTOR), Wnt family member (WNT)
oder den ,RAS p21 protein activator | mitogen-activated protein kinase® (RAS/MAPK)
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abzielen, sind derzeit im Fokus der Wissenschaft (siehe 1.8) (48). Eine Hemmung der
Interaktion des p53 mit dem mouse double minute 2 protein (MDM2) tber p53-MDM2-
Antagonisten stellt ebenfalls eine potenzielle therapeutische Strategie fir
Neuroblastome dar (49). Auch Antagonisten von cyclin-dependent kinase 2 (CDK2)
stellen potenzielle Therapeutika fir das Neuroblastom mit MYCN-Amplifikation dar (28).
Des Weiteren wird derzeit auch eine Kombination aus dem Telomerase-Inhibitor
Imetelstat und dem Zytostatikum Etoposid erforscht. Diese Kombination konnte das
Uberleben von Mausen mit Neuroblastom-Xenotransplantaten verbessern (23). Ein
weiterer Therapieansatz koénnte die lange nicht-kodierende IncRNA ,myocardial
infarction associated transcript® (MIAT) sein. MIAT ist in mehreren MYCN-amplifizierten
Neuroblastomzelllinien hochreguliert und ist zusammen mit dem Proto-Onkogen MYCN
an der Zellzyklusprogression (Steigerung), der Zellproliferation und dem Energie-
Stoffwechsel in Neuroblastomzellen beteiligt. Ein /n-vitro-Experiment konnte zeigen,
dass ein Knock-down (Niederschlag) von MIAT die Apoptose in MYCN-amplifizierten
Zelllinien ausléste und die Proliferation und Migration (Zellwanderung) inhibierte
(hemmte). Eine Verringerung der Expression von MIAT kénnte demnach einen neuen
Therapieansatz darstellen. Zudem konnte MIAT als neuer molekularer Marker in der
Diagnostik und Stratifizierung zukunftig eine Rolle spielen (8). Eine Ausrichtung auf das
Proto-Onkogen MYCN stellt eine wichtige therapeutische Strategie zur Bekampfung von
Neuroblastomen dar (siehe 1.8). Eine Erhdhung der Konzentration der Ligasen F-box
and WD-40 domain-containing protein 7 (FBXW?7) oder HECT, UBA and WWE domain
containing E3 ubiquitin protein ligase 1 (HUWE1), die MYCN abbauen kénnen oder
Medikamente, die eine Hemmung von histone deacetylase 8 (HDACS8) oder einer
Minderung der Transkriptionsaktivitdt von MYCN hervorrufen kdnnen, stellen eine
weitere therapeutische Strategie dar (50). Es kénnte zukiinftig auch der ,Baculoviral IAP
repeat containing 5 (BIRC5) /Survivin-Inhibitor Sepantroniumbromid (YM155)
eingesetzt werden, das den Abbau des Proto-Onkogens MYCN in mehreren MYCN-
amplifizierenden Zelllinien, u.a. der IMR-32-Neuroblastomzelllinie, férdert (51). Auch der
Abbau der Aurora Kinase A (AURKA), das als Enzym an der Stabilisierung des Proto-
Onkogens MYCN beteiligt ist, liefert einen neuen moglichen Therapieansatz beim
Neuroblastom (52). Zudem wurden auch Inhibitoren (Hemmstoffe) der oxidativen
Phosphorylierung (Energiegewinnung) als neuer Therapieansatz vorgeschlagen (53).
Ein neuer immunologischer Therapieansatz kdnnte zuklnftig ebenfalls eingesetzt
werden. Tumorassoziierte Makrophagen (TAM) mit einem M2-Phanotyp, die zur
Forderung der Metastasierung beitragen, konnten durch ihre Hemmung, Apoptose oder
der Umprogrammierung in einen immunstimulierenden Phanotyp, einen solchen

immunologischen Therapieansatz darstellen (54).
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Tabelle 6 Ubersicht der Zytostatikatherapie-Optionen zur Behandlung des
Neuroblastoms entsprechend der nationalen Studie NB2004-HR

Niedrige Standardchemotherapie:
Risikogruppe | 4 Zyklen Doxorubicin, Vincristin und Cyclophosphamid (N4)

Alternativchemotherapie: 4 Zyklen Carboplatin und Etoposid

Mittlere Induktionschemotherapie:
Risikogruppe | Alternierend 6 Zyklen Carboplatin, Etoposid und Vindesin (N5c)
und Vincristin, Dacarbazin, Ifosfamid und Doxorubicin (N6)

Erhaltungschemotherapie: 4 Zyklen Cyclophosphamid (N7)

Hoch- Induktionschemotherapie:
Risikogruppe | Alternierend 6 Zyklen Cisplatin, Etoposid und Vindesin (N5) und
Vincristin, Dacarbazin, Ifosfamid und Doxorubicin (N6)

Hochdosischemotherapie: Busulfan, Melphalan

In dieser Tabelle ist eine Ubersicht zu den Zytostatikatherapien in den einzelnen Risikogruppen
nach aktueller Leitlinie dargestellt (6,9,36).

1.6.  Der Zellzyklus

Bei jedem Lebewesen finden Zellteilungen statt, um neue Gewebe zu bilden und
abgestorbene Zellen zu ersetzen. Dieser biologische Prozess findet im Zellzyklus statt.
Ein wichtiges Ziel des Zellzyklus ist die Zellteilung, in der die Chromosomen des
Zellkerns auf zwei Zellhalften verteilt werden, um eine neue Tochterzelle zu schaffen.
Der Zellzyklus besteht aus insgesamt vier Phasen, der M-Phase und der anschlieRenden
Interphase, die sich in die G1-, S-, und G2-Phase untergliedert (siehe Abb. 1) (55).
Daneben existieren noch insgesamt vier Kontrollpunkte (Checkpoints). Zu diesen
Kontrollpunkten gehdren der Gi-Checkpoint, der G2-Checkpoint, der M-Checkpoint und
der Intra-S-Phase-Checkpoint (siehe Abb. 1). Der G1-Checkpoint ist abhangig von p53,
wahrend die anderen Kontrollpunkte von der checkpoint kinase 1 (CHK1) und checkpoint
kinase 2 (CHK2) abhangig sind (56-59). An den Kontrollpunkten wird gepruft, ob die
nachste Zellzyklusphase begonnen werden kann und ob die bisherige oder
vorhergehende Phase regelrecht abgelaufen ist. Des Weiteren sorgen sie dafur, dass
sich die Zellen nicht unkontrolliert teilen und nur so viele Zellen gebildet werden, wie
auch gebraucht werden. Nichtbrauchbare oder geschadigte Zellen werden durch die
Apoptose eliminiert. Die G1-Phase (gap-1) ist durch den Beginn des Zellwachstums
gekennzeichnet, in dem ein einfacher Chromosomensatz vorliegt, sowie durch eine
vermehrte Proteinbiosynthese und der Bildung von Nukleotiden fir die DNS-Replikation
(Verdopplung des Erbgutes) (55). In der spaten Gi-Phase des Zellzyklus befindet sich
der G1-Checkpoint. In der S-Phase findet die Replikation der DNS statt. Hier verdoppelt
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sich der Chromosomensatz, sodass am Ende der Replikation ein zweifacher
Chromosomensatz vorliegt. Die G2-Phase (gap-2) dient der Vorbereitung der Mitose, an
deren Ende wieder ein einfacher Chromosomensatz vorliegt (55). Der G2-Checkpoint
befindet sich am Ende der G2-Phase. Die M-Phase ist durch die mitotische Zellteilung
(Mitose) gekennzeichnet und gliedert sich in die Phasen Prophase, Prometaphase,
Metaphase, Anaphase, Telophase und Cytokinese. Des Weiteren existieren noch eine
SubGa1-Fraktion und eine Go-Phase, in der die Zellen ruhen und sich nicht mehr
vermehren (55,60). Die SubGai-Fraktion ist gekennzeichnet durch fragmentierte
apoptotische Zellen mit degradierter DNS. Die Zellen der SubGi-Fraktion treten nicht
mehr in den Zellzyklus ein (60). Differenzierte Zellen begeben sich in die Go-Phase. Ein
Eintritt in die Go-Phase wird durch eine terminale Differenzierung, einen Mangel an
Wachstumsfaktoren oder eine hohe Populationsdichte hervorgerufen. In dieser
Ruhephase findet keine Zellteilung mehr statt. Wachstumsfaktoren kénnen bei Bedarf

einen Wiedereintritt in den Zellzyklus bewirken (55).

Zellzyklus

G,-Kontrollpunkt M-Kontrollpunkt

Mitose

Go-Phase
G;-Phase /v
S-Phase \
Sub-G;-Fraktion

G,-Phase
/" X

Intra-S-Phase-Kontrollpunkt G;-Kontrollpunkt

Abbildung 1 Ubersicht der Zellzyklusphasen

In dieser Abbildung sind die Zellzyklusphasen dargestellt, bestehend aus insgesamt vier Phasen,
der M-Phase und der anschlieBenden Interphase, die sich in die Gi1-, S-, und G2-Phase
untergliedert. In Ergénzung sind die drei Kontrollpunkte des Zellzyklus und die Go-Phase sowie
die SubG1-Fraktion dargestellt, modifiziert nach Loéffler und Petrides (55,59)

1.7. Die Bedeutung der Zellzykluskontrolle

Der G1-Checkpoint Uberpruft die ZellgroRe, das Vorkommen von eventuellen DNS-
Schaden und die Menge an Substraten, die fir die Replikation in der S-Phase bendétigt
werden (55). Der Intra-S-Phase-Checkpoint unterdrickt das Abfeuern neuer

Replikationsurspringe, wenn Replikationsstress vorliegt und reguliert die
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Replikationsgabeln (57-59). Die Uberprifung, ob die DNS erfolgreich repliziert wurde,
findet im Gz2-Checkpoint statt. Der M-Checkpoint Gberprift am Ende der Metaphase der
Mitose eine regelrechte Anheftung der Kinetochore an den mitotischen Spindelapparat.
Die Kinetochore sind aus DNS und Proteinen bestehende Komplexe und befinden sich

an den Centromeren der Chromosomen (55).

Wenn die Kontrollpunkte Fehler registrieren, so wird der Zellzyklus angehalten, um
eventuelle DNS-Schaden zu reparieren oder im Falle irreparabler Schaden die Apoptose
einzuleiten (55). Eine Reparatur geschadigter DNS erfolgt durch eine direkte Reparatur,
Basen-Exzisionsreparatur (BER), Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER), Mismatch-
Reparatur (MMR), NHEJ oder durch die homologe Rekombination (55,61). Tumorzellen
bevorzugen NHEJ, um eine geschadigte DNS zu reparieren (2). Bei der BER, NER und
der MMR kann die geschadigte Base bzw. das geschadigte Nukleotid, z. T. zusammen
mit benachbarten Nukleotiden, herausgeschnitten werden. Um den DNS-Schaden zu
beheben, kann die entstandene Liicke durch eine Polymerase wieder aufgeflillt werden
und durch eine Ligase verschlossen werden. Mithilfe der NHEJ oder der homologen
Rekombination kénnen DNS-Doppelstrangbriiche (DSB) behoben werden (55,61,62).
Bei der NHEJ werden zwei DNS-Fragmente wieder zusammengefligt, ohne dass, im
Gegensatz zur homologen Rekombination, eine homologe DNS-Sequenz als Vorlage
dient. Der Vorteil ist eine zligige Reparatur von DNS-Schaden. Eventuelle auftretende
Deletionen, Insertionen oder Mutationen im Genom sind die Nachteile der NHEJ (55,62).
Das Auftreten von Aberrationen, aufgrund einer fehlerhaften Reparatur, kann zu einer

genomischen Instabilitdt in Tumorzellen fihren, die ein Malignitatskriterium darstellt (63).

Die Entscheidung einen Kontrollpunkt zu passieren, wird Uber intrazellulare
Wachstumsfaktoren, Cycline und CDKs gesteuert. Es ist eine exakte Regulation der
Cyclin/CDK-Komplexe fur einen geordneten Ablauf des Zellzyklus notwendig. Die
Aktivitat der CDKs wird sowohl Uber die Phosphorylierung, Dephosphorylierung und
Ubiquitinierung von Cyclinen als auch durch spezifische CDK-Inhibitoren (CKI) wie
inhibitor of kinase 4 (INK4) oder cyclin inhibitor protein/kinase inhibitor protein (CIP/KIP)
gesteuert (55). Weitere Regulatoren sind die CDK-aktivierende Kinase (CAK), die
subzelluldre Lokalisation und die transkriptionelle Regulation der CKls durch den
Transkriptionsfaktor p53. Eine Inaktivierung der CDKs findet sich haufig in
neoplastischen Zellen (Tumorzellen). Diese haben auch die Eigenschaft, dass die
Zellzykluskontrolle und Steuerung von Wachstumsfaktoren verloren gegangen ist. Der
Zellzyklus wird nicht mehr physiologisch kontrolliert (55,62). Die Tumorzellen teilen sich
autonom und die Dauer eines Zellzyklus ist in der Regel im Vergleich zu physiologischen

(gesunden) Zellen verandert (64). Die Uberwachungen an den Kontrollpunkten sind
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daher von grofer Notwendigkeit, damit fehlerhafte Zellen oder geschadigte DNS sich
nicht replizieren kénnen. Eine fehlerhafte Kontrolle an den Checkpoints kann daher zur

Karzinogenese (Tumorentstehung) beitragen (65).

1.8. Signalweg von MYCN und seine Bedeutung fiir das
Neuroblastom

Das Proto-Onkogen MYCN befindet sich auf Chromosom 2 und tragt zu einer
Vergrdlierung des Neuroblastoms bei (5,6). MYCN ist in mehreren neonatalen Geweben
in geringen Konzentrationen vorhanden. Besonders haufig wird es im Metencephalon
(Hinterhirn) exprimiert (50). Es ist an der Zelldifferenzierung, dem Zellwachstum, dem
Energiestoffwechsel und der Apoptose (Zelltod) von Neuroblastom-Zellen beteiligt und
dient als wichtigster genetischer Marker fur eine schlechte Prognose (7,8). Zudem
koordinieren MYC-Proteine die DNS-Replikation und den Zellzyklus (66). MYC-Proteine
fuhren zu einem erhohten Replikationsstress, der zu einer Aktivierung der DNS-
Schadensantwort fihren kann (29). Es ergaben sich Hinweise darauf, dass MYCN
Neuroblastomzellen fir die Cisplatin-induzierte Apoptose sensibilisieren kann (2). Die
Proto-Onkogene MYCN und MYCC koénnen zudem auch die CHK1-Transkription
erhodhen (67). Daher ist die Untersuchung einer Einzel- und Kombinationsbehandlung
mit Cisplatin und CHK1-Inhibitoren bei MYCN-amplifizierten Neuroblastomzellen, wie es

in dieser Arbeit beschrieben ist, besonders interessant.

Eine Uberexpression des Proto-Onkogens MYCN wird im Wesentlichen von seinen
Interaktionspartnern bestimmt. Zu diesen Interaktionspartnern gehéren glycogen
synthase kinase 3 beta (GSK3B), POU class 5 homeobox 1 (OCT4), aldehyde
dehydrogenase 18 family member A1 (ALDH18A1), micro-ribonucleic acid (RNA) let-7,
FBXW?7 und CDK1/Cyclin B (68). Die Rezeptortyrosinkinase ALK aktiviert Akt kinase
(AKT) Uber eine Aktivierung von PI3K. AKT kann Uber eine Hemmung des
Tumorsuppressorproteins GSK3p das Proto-Onkogen MYCN exprimieren. Eine
Hemmung von GSK3B kann auch Uber MYCN opposite strand (NCYM) erfolgen (68).
MYCN induziert wiederum die Expression von NCYM (positive Rickkopplung) und high
mobility group AT-hook 1 (HMGA1). OCT4 und ALDH18A1 bilden ebenfalls eine positive
Ruckkopplungsschleife fur die Expression von MYCN. Durch MYCN induziertes HMGA1
inhibiert die Expression der Tumorsuppressorproteine p53 und NUMB endocytic adaptor
protein (NUMB), was eine symmetrische Zellteilung in MYCN-amplifizierten
Neuroblastomzellen zur Folge hat (68). Der Abbau von MYCN oder eine Uberexpression
des Tumorsuppressorproteins ftripartite motif containing 32 (TRIM32) flhrt zu einer
asymmetrischen Zellteilung in Neuroblastomzellen. Hierbei entstehen in einer einzigen

Zellteilung zwei verschiedene Zellen. Es ist ein Merkmal fur die Heterogenitat von
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Tumorzellen (68). Des Weiteren kann lin-28 homolog B (LIN28B) die Micro-RNA let-7
inhibieren und tragt somit ebenfalls zur Uberexpression des Proto-Onkogens MYCN bei.
Dadurch kann auch die Uberexpression von AURKA begtinstigt werden, was wiederum
zur Uberexpression von MYCN beitragt und die FBXW7-abhidngige MYCN-
Ubiquitinierung inhibiert, die ebenfalls eine symmetrische Zellteilung des Neuroblastoms
zur Folge hat (68). Ein Mangel an CDK1/Cyclin B tragt ebenfalls zu einer Uberexpression
von MYCN bei, da eine durch TRIM32 induzierte Ubiquitinierung von MYCN ausbleibt.
TRIM32 wird durch CDK1/Cyclin B an die Spindelpole wahrend der Metaphase rekrutiert
und kann somit MYCN ubiquitinieren bzw. abbauen (68).

Eine kanzerogene Aktivitdt des Proto-Onkogens MYCN kann durch genetische
Veranderungen entstehen, wie bspw. eine Genamplifikation oder eine Chromosomen-
Aberration. Sie kann aber auch durch Aktivierung mitogener Signalwege, z. B. sonic
hedgehog signaling molecule (SHH), entstehen. Der SHH-Signalweg konnte in
Medulloblastomzellen PI3K aktivieren, was wiederum Uber AKT GSK3[ inhibieren
konnte und somit eine Uberexpression des Proto-Onkogens MYCN induzierte. Die
Signalwege PI3K/AKT/MTOR und die Proteine WNT und transforming growth factor beta
(TGFPB), fur die ein Zusammenhang mit MYCN, eine Inhibierung durch Phosphorylierung
von GSK3B und somit eine tumorauslésende Aktivitat in Erwagung gezogen wird,
werden derzeit genauer untersucht (48,50). Eine umfassende Untersuchung dieser

Signalwege im Zusammenhang mit dem Neuroblastom ist daher besonders interessant.

Es konnte gezeigt werden, dass mehrere onkogene Proteine an einer Uberexpression
des Proto-Onkogens MYCN beteiligt sind (50,68). Als therapeutisches Ziel zur
Behandlung des Neuroblastoms ist MYCN besonders interessant. Allerdings fehlen
jedoch den MYC-Proteinen in ihrer Struktur funktionelle Domanen, wodurch sich ein
direktes, therapeutisches Vorgehen gegen MYCN als besonders schwierig ereignet.
Aufgrund des komplexen Signalweges des Proto-Onkogens MYCN ist es schwierig,
onkogene Effektorwege fir eine prazise medikamentése Therapie zu definieren. Die
gezielte Therapie des Proto-Onkogens MYCN stellt eine grol’e Herausforderung dar
(50,68).

1.9. Die Rolle von CHK1 in der DNS-Schadensantwort

Die Serin/Threonin-Kinasen CHK1 und CHK2 stellen eine Schlisselkomponente der
DNS-Schadensantwort (DNA damage response, DDR) dar. Ein wichtiges Ziel der CHK1
als Bestandteil der DNS-Schadensantwort besteht darin, die Zelle vor Gbermafligem
Replikationsstress zu schitzen (69-71). Replikationsstress ist ein Zellzustand, bei dem
die DNS-Replikationsgabel wahrend der S-Phase in einen Stillstand arretiert (72). Dieser
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Schutz  wird gewahrleistet, indem der ATR/CHK1-Signalweg blockierte
Replikationsgabeln stabilisiert, die Zellzyklusprogression sowie das Feuern des
Replikationsursprungs kontrolliert und die homologe Rekombination zur Reparatur
geschadigter DNS z. B. aufgrund von DSB vermittelt. CHK1 kann einen Zellzyklusarrest
(Unterbrechung des Zellzyklus) in der S-Phase oder Gz2-Phase herbeifiihren und zeigt
somit einen Einfluss auf die Zellzyklusprogression und die DNS-Reparatur (siehe Abb.
2). Des Weiteren reguliert CHK1 Nukleasen, die zur Regulation der Replikation beitragen
(70,71). CHK1 kann mit diversen Proteinen, die an der Replikation beteiligt sind,
Komplexe eingehen. Zu diesen Proteinen zahlt bspw. das proliferating cell nuclear
antigen (PCNA), ein wichtiger Cofaktor der DNS-Polymerase & (56,73,74). ATR kann
CHK1 am Chromatin phosphorylieren und somit aktivieren, wenn insbesondere
Einzelstrangbriiche (SSB) oder blockierte Replikationsgabeln vorliegen (siehe Abb. 2).
Besonders in der S-Phase und G2-Phase ist ATR aktiv (56,71). Replikationsstress kann
ATR aktivieren (75). Im Falle eines Vorliegens von DSB, folgt in der Regel eine
Aktivierung des ATM serine/threonine kinase (ATM)/CHK2-Signalweges (siehe Abb. 2),
der einen Zellzyklusarrest am G1/S-Phasentbergang und Gz2/M-Phaseniibergang oder
eine Apoptose induzieren kann (56,69,71). Die DSB stellen die schwerste Form der
DNS-Schadigung dar (76).

Aktiviertes CHK1 kann die Phosphatase cell divison cycle 256 A (CDC25A) Uber eine
Phosphorylierung inhibieren (siehe Abb. 2), was wiederum Cyclin/CDK-Komplexe
(bspw. Cyclin D/CDK 4/6) inaktiviert (65,71). Dadurch wird ein Zellzyklusarrest in der S-
Phase oder Gz2Phase induziert und die Zelle kann, in dieser Zeit der Arretierung
(Unterbrechung), ihre DNS-Schaden reparieren. Des Weiteren kann CHK1 Effektoren
phosphorylieren, die an der Regulierung der Transkription und der Veranderung des
Energieverbrauchs beteiligt sind (56,71). Eine Aktivierung von CHK1 kann somit zum
Uberleben von Tumorzellen beitragen, da sie ihre DNS-Schaden Uber Reparatur-
Mechanismen wie bspw. die homologe Rekombination oder NHEJ reparieren kdnnen
(71). Zudem kann eine Aktivierung von CHK1 auch eine Therapieresistenz von DNS-
schadigenden, therapeutischen MalRnahmen bewirken (71). Eine solche Therapie-
Resistenz wurde in vorherigen Untersuchungen in der Strahlentherapie und bei den
histone deacetylase inhibitors (HDAC-Inhibitoren) zur Behandlung des Multiplen
Myeloms nachgewiesen (56). Zudem konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen, die eine
erhohte CHK1 Expression aufzeigen, aufgrund von Therapieresistenzen und des
Schutzes vor Replikationsstress Uberlebensvorteile haben (56). Durch diese
Uberlebensvorteile kénnen CHK1 exprimierende Tumorzellen im Tumorgewebe

dominieren, was die Entstehung von Therapieresistenzen sowie evil. Rezidive
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begunstigt und die Malignitat des Tumors erhoht. Dies ist ein starkes Argument dafir,
CHK1 in der onkologischen Therapie zu inhibieren und CHK1-Inhibitoren genauer zu

untersuchen (56).

Eine Inhibition von CHK1 hat eine Aktivierung des CDC25A zur Folge, welches
wiederum die Cyclin/CDK-Komplexe aktiviert, wodurch die Zelle in die nachfolgende
Zellzyklusphase Ubertreten kann. Dies kann zu einer weiteren DNS-Synthese und somit
zur Mitose geschadigter DNS fuhren (71). Eine CHK1-Inhibition resultiert in einer
unangemessenen Zellzyklusprogression, einer erhdhten Konzentration an CDC25A,
einer verstarkten Aktivierung von cyclin-dependent kinase 1 (CDK1) und CDK2 und
somit einer mitotischen Katastrophe, die durch eine anormale Segregation (Trennung)
der Chromosomen gekennzeichnet ist. Dadurch entstehen mehrere Mikrokerne (71).
Unvollstandig duplizierte DNS kann aufgrund des Fehlens des CHK1-gesteuerten G2/M-
Kontrollpunkts vorzeitig die Mitose durchlaufen. Beim Vorliegen irreparabler DNS-
Schaden wird somit die Apoptose induziert. Dieser Vorgang beschreibt eine mitotische
Katastrophe (56). Aufgrund irreparabler DNS-Schaden z. B. durch DSB, kénnen hohe
p53-Konzentrationen die Expression pro-apoptotischer Proteine wie bspw. BCL2
associated X (BAX) und p53 upregulated modulator of apoptosis (PUMA) sowie eine
Expression der Todesrezeptoren Fas cell surface death receptor (FAS) und TNF-related
apoptosis inducing ligand (TRAIL)-receptor-2 (TRAILR2) induzieren, die eine Aktivierung
des intrinsischen und extrinsischen Signalwegs der Apoptose bewirken. Im Gegensatz
dazu kann bei einem Verlust von p53, das bei Tumorzellen haufig vorkommt, der CHK1-
Signalweg verstarkt genutzt werden, um das Uberleben maligner Tumorzellen zu sichern
(565,77). Nicht nur CHK1-Inhibitoren flihren als Monotherapeutikum zu einer mitotischen
Katastrophe, sondern auch ATR-Inhibitoren (70). Es wird vermutet, dass eine
Kombination aus beiden Inhibitoren zu umfangreichen DNS-Schaden und somit zu einer
Replikationskatastrophe fihren kénnte (70). Eine Apoptose wird ebenfalls Uber eine
Dysregulation der Nukleasen bei einer CHK1-Hemmung herbeigefuhrt, da neue
Schaden an der DNS hervorgerufen werden. Eine Verabreichung von CHK1-Inhibitoren
sollte am besten zu einem Zeitpunkt erfolgen, in dem mdglichst viele Zellen in der S-

Phase arretieren (verweilen) (71).

LY2603618 (Rabusertib) war der erste selektive und potente CHK1-Inhibitor, dessen
Piperidin-Anteil durch ein Morpholin ersetzt wurde, wodurch das Auftreten der durch
CHK1-Inhibitoren hervorgerufenen Kardiotoxizitat reduziert werden konnte (70). Zudem
gilt LY2603618 (Rabusertib) als spezifischster CHK1-Inhibitor (78). Dies stellten
Argumente dar, warum in dieser Arbeit LY2603618 als CHK1-Inhibitor verwendet wurde.

Jedoch brachten jingere klinische Studien, in Bezug auf das non-small-cell lung cancer
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(NSCLC), keine vielversprechenden Ergebnisse bezlglich der Wirksamkeit von
LY2603618 (70). In vergangenen Studien konnte LY2603618 weder eine Aufthebung des
G2-Checkpoints noch eine Verstarkung der durch Cisplatin, Doxorubicin oder Etoposid
induzierten Apoptose in Neuroblastomzellen der Hochrisikogruppe bewirken (79). Die
Behandlung fuhrte zu einer erheblichen Verminderung der CDK1-Gesamtmenge. Der
CHK1-Inhibitor CCT244747 zeigte jedoch eine antitumorale Wirkung in Bezug auf das
MYCN-amplifizierte Neuroblastom (70).

Klassische Chemotherapeutika fuhren zu einer toxischen Akkumulation (Anh&aufung) von
Replikationsstress und wirken insbesondere auf Zellen, die eine hohe
Zellproliferationsrate aufzeigen, welche nicht nur auf maligne Zellen beschrankt ist. So
kann dies zu unerwlinschten Nebenwirkungen fihren, die insbesondere das stark
proliferierende Gewebe des Gastrointestinaltraktes und der Medulla ossis
(Knochenmark) betreffen. Eine gezielte Hemmung von Proteinen der DNS-
Schadensantwort kénnte theoretisch fur Tumorzellen besonders todlich und fur
gesunde, physiologische Zellen weniger toxisch sein. CHK1-Inhibitoren stellen im
Vergleich zu den klassischen Chemotherapeutika einen neuartigen therapeutischen
Ansatz mit einem potenziell breiteren therapeutischen Fenster dar (72).
Nebenwirkungen  einer  CHK1-Inhibition  sind Kardiotoxizitat und  eine
Entwicklungsstérung des blutbildenden Systems (70), (71). CHK1-Inhibitoren werden
aktuell in praklinischen und klinischen Studien bei einer Vielzahl von
Tumorerkrankungen getestet. Erste Studien berichten allerdings tber Toxizitat (80). Es
wird vermutet, dass thromboembolische Ereignisse des CHK1-Inhibitors LY2603618
(Rabusertib) in Kombination mit Cisplatin auftreten kénnen. In der Verwendung als
Monotherapeutikum konnte keine erhdhte Anzahl an thromboembolischen Ereignissen

festgestellt werden. Der Mechanismus ist derzeit noch nicht vollstandig erforscht (81).

Die CHK1-Inhibition stellt ein spannendes Forschungsgebiet dar. Es gibt Riickschlage
und Nachteile, aber auch Fortschritte und Vorteile, CHK1-Inhibitoren einzusetzen, bspw.
in einer Kombinationsbehandlung mit Cisplatin. Die Frage ist, ob CHK1-Inhibitoren
zukunftig in der onkologischen Klinik als Standardtherapie des Neuroblastoms oder
anderer Tumorerkrankungen verwendet werden kénnen und in die Behandlungs-
Richtlinien aufgenommen werden kdnnen. Daher ist eine genaue Untersuchung der

CHK1-Inhibitoren von grof3em Interesse.
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Abbildung 2  Ubersicht der DNS-Schadensantwort

DNS -Reparatur

In dieser Abbildung werden die wichtigsten Schritte der Signalkaskade in der DNS-
Schadensantwort (DDR) veranschaulicht. MRN ist ein Enzymkomplex, der aus MRE11 homolog,
double strand break repair nuclease (MRE11), RAD50 double strand break repair protein
(RAD50) und Mre11 complex subunit Nbs1 (NBS1) besteht und als Sensor von DSB dient. Das
replication protein A (RPA) bindet an SSB. Je nachdem welcher DNS-Schaden vorliegt wird
entweder der ATM- oder ATR-Signalweg aktiviert. Die Signalkaskade wird durch
Phosphorylierungsreaktionen betrieben, an deren Ende je nach Typ und Schwere des Schadens
eine Apoptose, ein Zellzyklusarrest, eine Seneszenz (Einstellung der Zellteilung) oder eine DNS-
Reparatur (BER bei SSB und homologe Rekombination bei DSB) eingeleitet wird. (Abkuirzungen:
DSB = DNS-Doppelstrangbriiche, SSB = DNS-Einzelstrangbriche, BER = Basen-Exzisions-
Reparatur, ATM=ATM serine/threonine kinase, ATR=ATR serine/threonine kinase,
CHK1 = Checkpoint-Kinase 1, CHK2 =Checkpoint-Kinase 2, p53 =Tumorsuppressorprotein,
CDC25A = cell divison cycle 25 A), maodifiziert nach Sulli et al. 2012 und Roos et al. 2013 (82,83)

1.10. Die Bedeutung der PARP-Inhibition in Neuroblastomzellen

Mittlerweile sind  Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase-(PARP)-Inhibitoren,

Olaparib (Lynparza), schon in den Behandlungsrichtlinien des Ovarialkarzinoms

wie bspw.

aufgenommen worden und werden standardmafig in der Post-Konsolidierungstherapie
nach einer Operation oder Chemotherapie eingesetzt (84). Olaparib wurde zudem von
der European Medicines Agency (EMA) auch als Monotherapeutikum fir die Post-
Konsolidierungstherapie von platinsensitiven, rezidiviertem und BRCA1/2-mutierten
Tubenkarzinom und Peritonealkarzinom zugelassen (85). PARPs sind multifunktionale

Enzyme, die an der Reparatur von SSB und der Basen-Exzisionsreparatur (BER)

23



beteiligt sind, indem sie an X-ray repair cross complementing 1 (XRCC1) binden und es
an die Stelle des DNS-Schadens rekrutieren (85-87). XRCC1 kann wahrend der BER
eine toxische Bindung von PARP1 an die SSB verhindern und zu einer zigigen
Reparatur der SSB beitragen. Der genaue Mechanismus ist derzeit Bestandteil der
Forschungen (88). Des Weiteren ist PARP1 auch an der NHEJ beteiligt (86,89). Es ergab
sich der Hinweis darauf, dass eine hohe PARP1-Expression eine schlechte Prognose
des Neuroblastoms aufzeigt. Das deutet darauf hin, dass PARP1 einen potenziellen,
bisher unbekannten Prognosefaktor darstellt (90). PARP1 und PARP2 sind zudem an
der Poly-Adenosindiphosphat (ADP)-Ribosylierung (Parylierung) beteiligt. Die
Parylierung stellt eine posttranslationale Modifikation von Proteinen dar, in der mehrere
ADP-Ribose-Einheiten mithilfe des Beta-Nicotinamidadenindinukleotids (B-NAD*) auf
Zielproteine Ubertragen werden kdénnen und reguliert wichtige zelluldre Funktionen,
darunter die Transkription, den WNT-Signalweg, die Zellteilung und die
Aufrechterhaltung von Telomeren (86,89). PARP1 kann bspw. Reparaturproteine
parylieren, die an SSB und BER beteiligt sind. Eine Autoparylierung von PARP1
ermaglicht eine Dissoziation (Trennung) des PARP1 von der DNS (86,89).

Olaparib (Lynparza), friher AZD2281 genannt, ist ein oral applizierter PARP-Inhibitor.
Dieses Medikament wirkt als kompetitiver Inhibitor von B-NAD* an der C-terminalen
katalytischen Domane von PARP1 und PARP2 und inhibiert deren Parylierungen.
PARP1 und PARP2, die Uber ihren N-Terminus (Zinkfingerdomane) an der DNS
gebunden sind, werden Uber die Hemmung der Autoparylierungen aufgrund einer
PARP-Inhibition an der Dissoziation der DNS gehindert (sog. ,PARP trapping“). Eine
Hemmung des BER infolge einer PARP-Inhibition flihrt zu einer Anhaufung von nicht
reparierten SSB. Zudem verursachen die toxischen PARP-DNS-Komplexe innerhalb der
Replikation (S-Phase) des Zellzyklus DSB (85,87,91). DSB werden in der Regel Uber die
homologe Rekombination oder NHEJ repariert (siehe 1.7). Gene wie BRCA1 oder
BRCAZ2 sind wichtige Komponenten dieser homologen Rekombination. Tumorzellen mit
deletaren Mutationen an BRCA1 oder BRCAZ sind nicht in der Lage, diese DSB Uber
eine homologe Rekombination zu reparieren (84,85,87,92). Aufgrund des Verlustes der
homologen Rekombination greifen diese Tumorzellen bevorzugt zur NHEJ, single strand
annealing (SSA), microhomology-mediated end joining (MMEJ) oder bleiben unrepariert,
wodurch eine genomische Instabilitdt in diesen Tumorzellen resultiert. Die Folge ist eine
gesteigerte Anzahl mitotischer Katastrophen und Apoptosen. Die Inhibition der PARP-
Aktivitat und der Verlust der homologen Rekombination aufgrund BRCA 1/2-Mutationen
fuhrt zu einer synthetischen Letalitdt der Tumorzellen (84,85,87,92). Synthetische

Letalitat beschreibt das Phanomen, das durch das gleichzeitige Auftreten von zwei
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genetischen Ereignissen definiert ist, die ausschlief3lich in Kombination einen Zelltod
auslosen (85). Eine Voraussetzung flr den Behandlungs-Erfolg von PARP-Inhibitoren
ist der Nachweis von Mutationen an BRCA1/2 (29,92).

Tumorzellen, die eine geschadigte DNS-Schadensantwort besitzen, sind besonders
empfindlich gegeniber einer PARP-Inhibition (93). Die dadurch resultierende Apoptose
fuhrt zu einer Regression (Ruckbildung) des Tumors. Der Einsatz von Olaparib beim
Mammakarzinom und Prostatakarzinom zeigte ebenfalls eine gute Wirksamkeit (29,92).
Eine Aufnahme in die aktuelle Leitlinientherapie steht bei diesen Tumorerkrankungen
noch aus. Ein eindeutiger Patientennutzen wird derzeit durch klinische Studien
untersucht. Aufgrund der Verhinderung der PARP-vermittelten DNS-Reparatur durch
PARP-Inhibitoren, wie bspw. Olaparib, sind sie nicht nur als Monotherapeutikum
wirksam, sondern auch als Radiosensibilisator oder Chemosensibilisator, insbesondere
in einer Kombinationsbehandlung mit Alkylatoren oder Platinanaloga (29,92). Aus
diesem Grund wird im Rahmen dieser Arbeit eine Kombinationsbehandlung mit Cisplatin
untersucht. Praklinische Studien dber die Wirksamkeit von Olaparib auf
Neuroblastomzellen konnten eine Zytotoxizitdt auf Neuroblastomzellen bestatigen
(29,92). In anderen Versuchen hat die Kombinationsbehandlung aus Olaparib und
Cisplatin/Carboplatin eine synergistische (,als Mitspieler wirkende®) Toxizitat bei
BRCA1/2-defizienten Zelllinien des Ovarialkarzinoms und Mammakarzinoms gezeigt
(85).

Die haufigsten Nebenwirkungen, die im Zusammenhang mit Olaparib auftreten, sind
Mudigkeit, Nausea (Ubelkeit) und Vomitus (Erbrechen) (85). Schwerwiegendere
Nebenwirkungen sind seltener, aber haufig hamatologischer Natur. Die Anamie
(,Blutarmut) und Nausea stellen die haufigsten Nebenwirkungen dar (93,94). Eine
verstarkte  Myelosuppression  (Knochenmarksuppression) stellt eine  haufige
dosislimitierende Toxizitat in der Kombinationsbehandlung dar, die erhebliche Dosis-
anderungen des PARP-Inhibitors und/oder des anderen zytotoxischen Wirkstoffs
erfordert (85,95). Zu der dosislimitierenden Toxizitdt von Olaparib gehéren auch
Nebenwirkungen auf das zentrale Nervensystem, wie Kopfschmerzen, Schwindel oder
Dysgeusie (Geschmacksstérungen). Die Inzidenz schwerer hdmatologischer Toxizitat
war in den Kklinischen Studien sehr unterschiedlich. Schwere Neutropenien
(Verminderung der neutrophilen Granulozyten im Blut) traten in Kombinations-
Behandlungen haufiger auf, was darauf hindeutet, dass eine Kombinationsbehandlung
die chemotherapiebedingte Toxizitat verstarken konnte. Eine seltene schwerwiegende

Komplikation stellt das Myelodysplastische Syndrom (MDS) dar, aus dem sich eine akute
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myeloische Leukdmie (AML) entwickeln kann, die fir den Patienten letal (todlich)
verlaufen kann (85,95).

Auler den Nebenwirkungen stellt die Resistenz von Tumorzellen gegen die PARP-
Inhibition ein weiteres Problem dar. Der haufigste erworbene Mechanismus der
Resistenz BRCA1/2-mutierter Tumorzellen gegen PARP-Inhibitoren ist eine intra-
genische Mutation der BRCA1/2-Gene, wodurch die regelrechte Funktion von BRCA1/2
wiederhergestellt wird. Diese Resistenz wurde bei BRCA1/2-mutierten Tumorzellen
festgestellt, die in-vitro einem Selektionsdruck von PARP-Inhibition und Cisplatin
ausgesetzt waren (96). Daher ist dieser Resistenzmechanismus fir Patienten mit
BRCA1/2-Mutation und einer Therapie mit Platinderivaten von grof3er Kklinischer
Relevanz (96). Die Zahl der Resistenzen durfte bei einem vermehrten therapeutischen
Einsatz von PARP-Inhibitoren ansteigen. Die Unterdrickung des PI3K/AKT-
Signalweges in Kombination mit PARP-Inhibitoren stellt einen derzeitigen, strategischen

Schwerpunkt zur Uberwindung der PARP-Resistenz beim Ovarialkarzinom dar (97).

Die Frage, ob Olaparib als Monotherapeutikum oder in einer Kombinationsbehandlung
mit Platinderivaten beim Neuroblastom eine zytotoxische Wirkung zeigt, war ein
Bestandteil dieser Arbeit. Praklinische Versuche zeigten gute Ergebnisse, bezogen auf
die Wirksamkeit einer PARP-Inhibition in MYCN-amplifizierten Neuroblastomzellen
(29,92). Eine MYCN-Amplifikation fihrt zu einem erhéhten Replikationsstress in
Neuroblastomzellen. Dieser Replikationsstress wird durch eine PARP-Inhibition
gesteigert, die in erhdhten DNS-Schaden und somit einer gesteigerten Apoptose
resultieren (29,92).

Zusammenfassend zeigt auch der therapeutische Einsatz von PARP-Inhibitoren
insgesamt sowohl Ruckschlage und Nachteile als auch Fortschritte und Vorteile. Eine
PARP-Inhibition allein oder in Kombination mit anderen Chemotherapeutika stellt

dennoch eine potenzielle therapeutische Strategie fur das Neuroblastom dar (29,92).

1.11. Wirkweise und Stellenwert von Cisplatin in der Therapie des
Neuroblastoms

Cisplatin [(SP-4-2)-Diamminedichloridoplatin (Il)] ist seit Ende der 1970er Jahre eines
der potentesten und am haufigsten verwendeten Chemotherapeutika in der Medizin und
wird neben dem Neuroblastom in diversen Tumorerkrankungen in der Regel in
Kombination mit anderen Chemotherapeutika standardmaRig intravends appliziert
(98,99). Die Wirkungsweise von Cisplatin beruht auf einer Vernetzung mit den

Purinbasen (Adenin und Guanin) der DNS, wodurch Reparaturmechanismen gestort
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werden. Diese Stérungen der Reparaturmechanismen kénnen zu DNS-Schaden fiihren

und die Apoptose induzieren (98,100). Cisplatin kann DSB hervorrufen (101).

Aus chemischer Sicht besteht Cisplatin aus einem doppelt geladenen Platinkation, das
von vier Liganden umgeben ist, davon zwei Amin-Liganden auf der linken Seite und zwei
Chlorid-Liganden auf der rechten Seite. Die Chlorid-Liganden koénnen kovalente
Bindungen mit den Purinbasen eingehen (98). Cisplatin gelangt dabei in die Zellen Gber
Membrantransporter, wie der Kupfermembrantransporter high-affinity Cu transporter
CTR1 (CTR1) und organic cation/carnitine transporter 2 (OCT2), und wird erst
intrazellular aktiviert, in dem Cisplatin in unterschiedlich geladene reaktive Spezies unter
Einlagerung von entweder einem oder zwei Wassermolekulen hydrolisiert wird (98). Zu
diesen Spezies gehbren je nach Einlagerung monoaquatische [cis-(NH)PtCI(HO)]" und
diaquatische [cis-(NH)Pt(HO)]?>*- Formen, die ca. 1000-mal reaktiver im Vergleich zu
nicht-hydrolisiertem Cisplatin sind (98). Aufgrund der héheren Chloridkonzentrationen im
Blut wird Cisplatin extrazellular nicht hydrolysiert (102). Die Chloridatome werden
aufgrund der Einlagerung von Wassermolekilen verdrangt. Das hydrolysierte Cisplatin
ist ein starkes Elektrophil (reaktionsanfalliges Kation) und bindet an das reaktive N7-
Zentrum von Purinen, was zur Bildung von Quervernetzungen auf einem der beiden
DNS-Strange fihrt [sog. ,deoxyribonucleic acid (DNA)-intrastrand-crosslinks®]. Zu
diesen Quer-Vernetzungen zahlen die 1,2-intrastrand-d(GpG)-adducts (Addukte
zwischen zwei Guaninbasen), 1,2-intrastrand-d(ApG)-adducts (Addukte zwischen
Adenin und Guanin) und 1,3-intrastrand-d(GpXpG)-adducts (Addukte zwischen zwei
Guaninbasen, zwischen denen sich eine andere Base befindet). Die 1,2-intrastrand-
d(GpG)-adducts machen mit ca. 90 % den gréRten Anteil der kovalent gebundenen
Addukte aus (98). Diese Quervernetzungen auf einem DNS-Strang, sowie
Quervernetzungen zwischen beiden DNS-Strangen, tragen zur Toxizitat von Cisplatin
bei (98). Die Tertiarstruktur der DNS wird erheblich verandert und kann vom Protein high
mobility group box 1 (HMGB1) erkannt werden (102,103). Es entstehen ternare (aus drei
Grundeinheiten bestehend) DNS-Platin(Pt)-HMGB1-Komplexe, die zur Blockade der
Replikation und Transkription fuhren und einen Zellzyklusarrest herbeifihren kénnen
(102).

In der Zeit des Zellzyklusarrestes kann die Tumorzelle ihre DNS-Schaden reparieren
(102). DNA-intrastrand crosslinks werden Uber NER repariert (83). Wenn die Reparatur
misslingt, wird eine Apoptose induziert. Eine erfolgreiche Reparatur fuhrt zu einer
Resistenz (102). Auch Uber andere molekulare Wirkmechanismen, wie bspw. die
Induktion des p53-Signalweges, die Herabregulierung von Proto-Onkogenen und anti-

apoptotischen Proteinen oder die Aktivierung des JNK-Signalweges, zeigt Cisplatin
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seine Wirksamkeit (98). Ein weiterer Mechanismus, der zur Toxizitdt von Cisplatin
beitragt, ist der oxidative Stress, der durch Cisplatin verursacht wird. Cisplatin induziert
in Abhangigkeit von Dosis und Expositionsdauer reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die
ebenfalls DNS-Schaden verursachen und zur Apoptose (extrinsischer und intrinsischer
Weg) fuhren (98). Der Zelltod durch ROS kann auch aufgrund einer Autophagie
(Verdauung eigener Bestandteile) in Lysosomen ausgelést werden. Des Weiteren wirkt
Cisplatin auch Uber eine Hemmung der oxidativen Phosphorylierung (Atmungskette)

zytotoxisch, wodurch die Energieversorgung beeintrachtigt wird (98).

Es gibt jedoch Probleme in der therapeutischen Verwendung von Cisplatin. Zu diesen
Problemen zahlen die Nebenwirkungen und Resistenzmechanismen (99).
Verantwortlich fur die Cisplatin-Resistenzen sind u.a. eine Verringerung der
intrazellularen Akkumulation in den Tumorzellen aufgrund von Stdérungen des
Transportweges, eine Inaktivierung durch Glutathion und Metallothioneinen, eine
erhdhte Reparatur von DNS-Schaden, Veranderungen des Methylierungsstatus der

DNS und Uberexpression von Chaperonen (99).

1.12. Cisplatin-bedingte unerwiinschte Arzneimittelreaktionen

Die Nebenwirkungen von Cisplatin sind zahlreich. Es gibt etwa 40 spezifische Arten der
Toxizitat von Cisplatin, von denen die Nephrotoxizitat generell die haufigste ist (102). Die
Nephrotoxizitat entsteht aufgrund einer Akkumulation von Cisplatin im S-3 Segment des
proximalen Tubulus und kann zu tubularen Schaden und zum akuten Nierenversagen
fuhren (104). Bei jungen Patienten tritt ein akutes Nierenversagen allerdings selten auf
(104). Eine Nephrotoxizitat bei jungen Patienten aufRert sich haufig in einer Abnahme
der glomerularen Filtrationsrate (GFR), einer Hypokalidmie (Verringerung der Kalium-
Konzentration im Blut), einer Hypokalzdmie (Verringerung der Kalziumkonzentration im
Blut) und einer Hypomagnesidmie (Verringerung der Magnesiumkonzentration im Blut)
(104). Bei einer extremen Verringerung dieser Elektrolytkonzentrationen im Blut kdnnen
Herzrhythmusstérungen und gesteigerte neuromuskuldre Hyperexzitabilitat, wie

Muskelkrampfe oder Tetanie (,Pfétchenstellung” der Hande) auftreten (105,106).

Des Weiteren wirkt Cisplatin haufig auch ototoxisch (gehdrschadigend), neurotoxisch
(nervenschadigend), hepatotoxisch (leberschadigend) und kardiotoxisch
(herzschadigend) (102). Insbesondere Kinder, die im Rahmen eines Neuroblastoms
erkranken, neigen unter einer Cisplatin-Therapie zu Horverlust. Die Ototoxizitat hangt
vom Alter und dem Geschlecht ab. Junge Patienten, die Kohorte (Personengruppe) des
Neuroblastoms, sind anfalliger fur Cisplatin-bedingte Horschaden (102). Bei mannlichen

Patienten ist die Wahrscheinlichkeit ototoxischer Schaden groRer als bei weiblichen
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Patienten (102). Meistens treten bei jungen Patienten unter einer Cisplatin-Therapie
ototoxische und nephrotoxische Schaden auf (107). Des Weiteren kénnen bei jungen
Patienten auch zentrale und periphere neurotoxische Symptome, sowie gastrointestinale
und hamatologische Beschwerden auftreten (107). Die Ototoxizitat von Cisplatin ist auf
eine Akkumulation in der Cochlea (Horschnecke) und somit einer Schadigung der
aulleren Sinneshaarzellen zurtickzufiihren (108). Zu den ototoxischen Symptomen
zahlen Ohrenschmerzen, Taubheit und Tinnitus (,Ohrensausen®), wobei der Tinnitus
nicht von der Schallreizweiterleitung abhangt (108). Ca. 90 % der Patienten, die eine
Cisplatin-Therapie erhalten, entwickeln Nausea, Vomitus oder Diarrhoen (Durchfall)
(102). Seltener treten sekundare Malignome im Rahmen einer Cisplatin-Therapie auf
(98,102).

Die Nebenwirkungen sorgen fur eine erhebliche Beeintrachtigung der Lebensqualitat,
die einer Verringerung der Medikamentendosis von Cisplatin oder einen Abbruch der
Cisplatin-Therapie bedingen und somit den Behandlungserfolg einschranken kénnen
(98). Aufgrund der zahlreichen Nebenwirkungen von Cisplatin und der besonderen,
erhohten Gefahr eines Horverlustes bei jungen Patienten, ist die Erforschung einer
besseren Kombinationstherapie mit dem Ziel einer Verminderung unerwinschter
Arzneimittelreaktionen, die im Rahmen der Cisplatin-Therapie haufig auftreten,

erforderlich.

1.13. Cisplatin-bedingte Neurotoxizitat

Aufgrund der Verwendung von hippocampalen Neuronen in dieser Arbeit wird hiermit
ein spezieller Bezug auf die Neurotoxizitdt gelegt. Neurotoxizitdt ist eine
dosislimitierende Nebenwirkung von Cisplatin und bewirkt Gberwiegend eine periphere
sensorische Neuropathie, unter der ca. 30% der Behandelten leiden (102). Eine
periphere sensorische Neuropathie ist gekennzeichnet durch Parésthesien (Kribbeln),
Taubheit, Nadelstiche, Schmerzen oder Brennen und tritt bevorzugt in den Fingern,
Handen und FlRen auf. Ellbogen und Knie kénnen ebenfalls betroffen sein. Bei einer
erhdhten Exposition kann auch ein Verlust der Propriozeption (Tiefensensibilitat)
hervorgerufen werden, der in einem ataktischen Gang (Gangbild mit ,stampfendem®
Charakter) resultieren kann. Ein Befall von motorischen Neuronen findet in der Regel
nicht statt (108). Die Symptomatik kann auch mehrere Monate nach Beendigung der
Behandlung auftreten (sog. coasting). In seltenen Fallen kann auch ein Lhermitt’sches
Phanomen auftreten, das mit der Ventralflexion (Beugung) des Halses beginnt und durch
das Empfinden elektrischer Schocks von der Halswirbelsdule zu den oberen

Extremitaten hinreichen kann (108).
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Seltener treten zentralnervése Nebenwirkungen auf, wie z. B. der Status epilepticus
(langandauernder epileptischer Anfall > 5 min.), Koma oder Hemiparese (Lahmung einer
Korperhélfte), da in der Regel Cisplatin die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann
(102,108,109). Mehrere Faktoren kdnnen die Integritat der Blut-Hirn-Schranke allerdings
beeintrachtigen. Dazu zahlen Hirntumore bzw. Hirnmetastasen, eine
Kombinationsbehandlung von Chemotherapeutika unterschiedlicher Wirkung, hohe
Dosen eines Chemotherapeutikums oder eine Chemotherapie-bedingte Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine (108). Die héchste Konzentration von Cisplatin weisen
die Spinalganglien auf. Insbesondere die Dorsalwurzelganglien sind betroffen (102). Da
dort keine Blut-Hirn-Schranke vorhanden ist, sondern ein groRes fenestriertes
Kapillarnetz einschlielich einer reduzierten Menge an entgiftendem Glutathion, kann
Cisplatin leicht Uber die Membrantransporter CTR1 und OCT2 in die sensorischen
Neurone eindringen und nicht nur an der DNS der Neuronen, sondern auch an die
mitochondriale DNS binden (102,108). Infolgedessen entstehen DNS-Schaden, die zu
einer Beeintrachtigung der Replikation und Transkription der DNS fuhren und somit
einen Zellzyklusarrest herbeifihren, der wiederrum eine Kaskade von
Signaltransduktionen auslést und eine Apoptose einleiten kann (102). Es folgen zudem
auch ein Energieversagen, eine Storung des Elektronenflusses an der
Mitochondrienmembran und somit eine Uberproduktion von ROS. Die Folge der
mitochondrialen Dysfunktion ist eine Degeneration des axonalen Transportes (102).
Axonaler Transport ist definiert als der Prozess, durch den im Neurosom gebildete

Proteine durch das Zytoskelett zu den Nervenenden transportiert werden (110).

In Bezug auf hippocampale Neurone konnte Cisplatin eine Beeintrachtigung der
Neurogenese von Dendriten sowie kognitiver Funktionen wie Lernen und
Gedachtnisleistungen bewirken (111). Die bisherigen Erkenntnisse reichen flr einen
effektiven Wirkstoff zur Neuroprotektion und Behandlung Cisplatin-bedingter
Neurotoxizitat nicht aus (108). Mehrere Untersuchungen legen nahe, dass eine
Kombinationsbehandlung aus Cisplatin und anderen Chemotherapeutika zu einer
Reduktion von Nebenwirkungen und Resistenzen, die durch eine Cisplatin-Therapie
hervorgerufen werden koénnen, beitragen kann (99). Daher ist eine Kombinations-
Behandlung bspw. mit CHK1-Inhibitor oder PARP-Inhibitor, wie in dieser Arbeit

beschrieben, von gro3em Interesse.

1.14. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Doktorarbeit besteht darin, die Auswirkungen von Cisplatin, einer CHK1-

Inhibition und einer PARP-Inhibition auf Neuroblastomzellen zu erfassen und die
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Cisplatin-Einzelbehandlungen mit den Kombinationsbehandlungen aus Cisplatin und
dem jeweiligen Inhibitor zu vergleichen. Hierbei sollte untersucht werden, ob die jeweilige
Kombinationsbehandlung die Sensibilitit der Neuroblastomzellen in-vitro auf eine
Cisplatin-Therapie erhdhen kann. In der Klinik ist bisher kein deutlich effektiver Wirkstoff
als protektive Pravention oder therapeutische Malnahme der Cisplatin-bedingten
Nebenwirkungen verflgbar. In dieser Arbeit wurden sowohl Cisplatin als auch CHK1-
Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) zur Inhibition der Checkpoint-Kinase 1 (CHK1) und
PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) zur Inhibition der Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase
(PARP) verwendet. Dabei dienten die MYCN-amplifizierte Neuroblastomzelllinie IMR-32
und die Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y, die nicht durch eine MYCN-Amplifikation
gekennzeichnet ist, als Modell flir die Tumorzellen, wahrend primare Zellen
(hippocampale Neurone) aus Rattenembryonen ein Modell fir das physiologische
Nervengewebe darstellten. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Inhibition von
CHK1 oder PARP die Sensibilitdt der Neuroblastomzellen auf eine Cisplatin-Therapie
erhéhen kann, wodurch die antitumorgen wirksame Konzentration von Cisplatin in-vitro
vermindert werden kann und somit ein Grundstein gelegt wird, der im Rahmen der
Neuroblastomtherapie eventuell Nebenwirkungen einschranken und den Behandlungs-

Erfolg optimieren kénnte.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

Zelllinien
Tabelle 7 Ubersicht der verwendeten Zelllinien
Bezeichnung Hersteller
IMR-32 DSMZ, German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures GmbH
SH-SY5Y DSMZ, German Collection of

Microorganisms and Cell Cultures GmbH

Chemotherapeutika

Tabelle 8 Ubersicht der verwendeten Chemotherapeutika

Bezeichnung Hersteller

CHK1-Inhibitor LY2603618 Rabusertib Selleck Chemicals

Cisplatin Teva Pharmaceutical Industries Ltd.

Olaparib (Lynparza, AZD2281) Apexbio Technology LLC

Medien- und Medienzusatze

Tabelle 9 Ubersicht der verwendeten Medien und Medienzusatze
Bezeichnung Hersteller
B-27® Supplement (50X) Thermo Fisher Scientific Inc.
DMEM Sigma-Aldrich
Fetal calf serum (FCS) Merck Millipore
Fungizone® Thermo Fisher Scientific Inc.
HBSS (10 x) (-Ca/-Mg) Thermo Fisher Scientific Inc.
HEPES (1 M) Thermo Fisher Scientific Inc.
MEM Non-essential Amino Acid sol. (100x)  Sigma-Aldrich
Natrium-Pyruvat (100 mM) Life Technologies
Neurobasal® Medium Thermo Fisher Scientific Inc.
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich
RPMI-1640 Medium Sigma-Aldrich
Wasser, steril filtriert Sigma-Aldrich
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Chemikalien
Tabelle 10

Ubersicht der verwendeten Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Borax (di-Natriumtetraborat-10-hydrat)

Merck Millipore

Borsaure

Carl Roth GmbH und Co. KG

Dimethylformamid

Sigma-Aldrich

DMSO Merck Millipore

Essigsaure Carl Roth GmbH und Co. KG
Ethanol Merck Millipore

Formaldehyd (37 %) Carl Roth GmbH und Co. KG
HCI Carl Roth GmbH und Co. KG
Isopropanol VWR International GmbH
KH,PO, Carl Roth GmbH und Co. KG
Methanol VWR International GmbH
Na,HPO, Merck KGaA

NaCl VWR International GmbH
Na-Resazurin Sigma-Aldrich

NaOH Merck KGaA

Poly-D-Lysin Hydrobromid Sigma-Aldrich
Propidiumiodid Carl Roth GmbH und Co. KG
Tris-HCI Sigma-Aldrich

Triton X-100 Sigma-Aldrich

Trypanblau Sigma-Aldrich

Lésungen und Puffer
Tabelle 11

Ubersicht der verwendeten Lésungen und Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung
Borat-Puffer 0,95 g Borax

0,62 g Borsaure

200 ml H,O

pH 8,4; steril filtrieren
1x HBSS + 10 mM HEPES 225ml H,0

25ml 10x HBSS (-Ca/-Mg)
2,53 ml 1M HEPES
pH 7,3, steril filtrieren
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IMR-32 Medium

500 ml RPMI 1640 (88 %) +

57,47 ml FCS (10 %) +

5,75 ml MEM Non-Essential Amino Acid
Solution 100x (1 %) +

5,75 ml Penicillin/Streptomycin (1 %)

NaCl/Pi-Puffer

154 mM NaCl
3,77 mM Na;HPO,
1,06 MM KH,PO,

NB/B27

5,26 ml B-27 (2 %)

2,63 ml Fungizone (1 %)

2,63 ml Na-Pyruvat (1 %)

250 ml Neurobasal Medium (95 %)
2,63 ml Penicillin/Streptomycin (1 %)

NB/FCS

13,7 ml FCS (5 %)

2,79 ml Fungizone (1 %)

2,79 ml Na-Pyruvat (1 %)

250 ml Neurobasal Medium (92 %)
2,79 ml Penicillin/Streptomycin (1 %)

PBS (pH 7,4)

2,7 mM KCI
2mM KH,PO,
137 mM NaCl

10 mM Na,HPO,

PBS high salt

2mM KH,PO,
2,7 mM KCI

400 mM NaCl

10 mM Na,HPO,

PBST

PBS
0,3 % (v/v) Triton X-100

PDL-L6sung (Poly-D-Lysin)

10 ml Borat-Puffer
100 mg Poly-D-Lysin steril filtrieren

Resazurin-NaCl/Pi-Lésung

9999 ml NaCl/Pi-Puffer (99,9 %)
1 ml Resazurin-Stocklésung (0,1 %)

Resazurin-Stocklésung

440 mM Na-Resazurin in
Dimethylformamid

SH-SY5Y Medium

500 ml DMEM (89 %) +
57,47 ml FCS (10 %) +
5,75 ml Penicillin/Streptomycin (1 %)

Verbrauchsmaterialien

Tabelle 12 Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

12-well-Platten

Greiner Bio-One International GmbH

60-mm-Platten

Greiner Bio-One International GmbH

96-well-Platten

Greiner Bio-One International GmbH

Deckglaser 18 x 18 mm

VWR International GmbH

EASYstrainer™-Zellsiebe

Greiner Bio-One International GmbH

Einfrierréhren Cryo.s™

Greiner Bio-One International GmbH
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Falcon 15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One International GmbH

Filterspitzen 10 ul, 20 pl

Biozym Scientific GmbH

Objekttrager

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Pasteurpipetten

Brand GmbH & Co. KG

Pipettenspitzen 10 pl, 100 ul, 1000 pl

Starlab International GmbH

Reaktionsgefal 0,5 ml, 1,5ml, 2ml Sarstedt

Spritzen Braun Injekt 5 ml, 20 ml B. Braun SE

Sterilfilter 0,2 uM, 0,45 uM VWR International GmbH
Stepper Tips 20 ul, 100 pl Eppendorf SE

Zellkulturflaschen 25 cm?, 75 cm?

Greiner Bio-One International GmbH

Zellkulturschalen @: 3,5cm, 6 cm

Greiner Bio-One International GmbH

Primarantikorper

Tabelle 13  Auflistung der Primarantikorper
Name Spezies Bezugsquelle Verdiinnung
Anti-GFAP Maus Sigma-Aldrich 1:500
Anti-MAP2 Maus Sigma-Aldrich 1:500
Sekundarantikorper
Tabelle 14 Ubersicht der verwendeten Sekundarantikdrper
Name Spezies Bezugsquelle Verdiinnung
Alexa Fluor® 488  Ziege anti-Maus ~'hermo Fisher Scientific, Inc.  1: 500
Thermo Fisher Scientific, Inc. 1 : 500

Alexa Fluor® 555 Ziege anti-Maus

Enzyme
Tabelle 15

Ubersicht der verwendeten Enzyme

Bezeichnung

Hersteller

DNase-freie RNase

Serva Electrophoresis GmbH

Trypsin-EDTA-L6sung 0,05 %

Sigma-Aldrich

Trypsin-EDTA-L6sung (10 x)

Sigma-Aldrich
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Gerate

Tabelle 16 Ubersicht der verwendeten Geréte
Bezeichnung Hersteller
Axiovert 40 CFL Carl Zeiss AG
Binokulares Mikroskop Axiovert 10 Carl Zeiss AG

Binokulares Mikroskop Leica S8AP

Leica Microsystems

CO2-Inkubator Serie CB

Binder GmbH

Durchflusszytometer BD AccuriTM C6

Becton, Dickinson and Company

Feinwaage Kern ABS

Kern & Sohn GmbH

Flockeneisbereiter SPR-80

NordCap®

Fluoreszenzmikroskop BX43

Olympus

Heizblock Drybath System

Starlab International GmbH

Heizplatte/Magnetriihrer Combimag Ret

IKA®-Werke GmbH & CO. KG

Kihlzentrifuge Megafuge 16R

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Laborschuttler SWIP SM25-C

Edmund Bihler GmbH

Mikroliterpipetten Pipetman classic 10 pl,

Gilson

Mikrotiterplatten-Lesegerat Infinite 200®

Tecan Group AG

Mini-Zentrifuge

Neolab Migge GmbH

Multipette® M4

Eppendorf SE

Netzgerat PowerPac™ Basic Power

Bio-Rad™

Personal Bio-Vortex V-1 plus

Peqlab Biotechnologie GmbH

Sterilbank Hera Safe

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Thermomixer® compact

Eppendorf SE

Waage 3716MP

Sartorius AG

Warme-/Trockenschrank-Inkubator

Memmert GmbH + Co. KG

Wasserbad W22

GK Sondermaschinenbau GmbH

Zahlkammer Neubauer-Improved

Paul Marienfeld GmbH & Co.

Multifuge™ X1

Thermo Fisher Scientific, Inc.




Software

Tabelle 17 Ubersicht der verwendeten Computersoftware

Bezeichnung Hersteller

BD Accuri™ C6 Becton, Dickinson and Company

CellSens Dimension Olympus

GraphPad Prism 5.01 GraphPad

Microsoft Excel Microsoft

Software ImageJ National Institutes of Health, Bethesda, MD

Sonstige Materialien

Tabelle 18 Ubersicht weiterer verwendeter Materialien

Bezeichnung Hersteller

Augenschere nopa instruments Medizintechnik GmbH
Glasflaschen Schott AG

Glaspipetten 5 ml, 10 ml, 20 ml Brand GmbH und Co.

KG Isofluran AbbVie

Nagellack (Acryl, klar) Trend it up (DM)

Ol Immersion Oil Type-F Olympus

Vectashield® Vector Laboratories

Wistar-Ratten Janvier Labs

Zellzahler Infactory

Herstellernachweise
Tabelle 19 Ubersicht der Herstellerhauptsitze

Hersteller Sitz

AbbVie North Chicago, lllinois, USA

B. Braun SE Melsungen, Deutschland

Becton, Dickinson and Company Franklin Lakes, New Jersey, USA
Binder GmbH Tuttlingen, Deutschland

Biozym Scientific GmbH Oldendorf, Deutschland

Brand GmbH & Co. KG Wertheim, Deutschland

Carl Roth GmbH und Co. KG Karlsruhe, Deutschland
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Carl Zeiss AG

Jena, Deutschland

DSMZ (Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH)

Braunschweig, Deutschland

Edmund Buhler GmbH

Hechingen, Deutschland

Eppendorf SE

Hamburg, Deutschland

Gilson

Middleton, Wisconsin, USA

GK Sondermaschinenbau GmbH

Arnsdorf, Deutschland

GraphPad

La Jolla, Kalifornien, USA

Greiner Bio-One International GmbH

Kremsmiinster, Osterreich

IKA®-Werke GmbH & CO. KG

Staufen, Deutschland

Janvier Labs

Le Genest-Saint-Isle,
Pays de la Loire, Frankreich

Kern & Sohn GmbH

Balingen-Frommern, Deutschland

Leica Microsystems

Wetzlar, Deutschland

Life Technologies

Carlsbad, Kalifornien, USA

Memmert GmbH + Co. KG

Schwabach, Deutschland

Merck KGaA

Darmstadt, Deutschland

Merck Millipore

Billerica, Massachusetts, USA

Microsoft Corporation

Redmond, Washington, USA

Neolab Migge GmbH

Heidelberg, Deutschland

nopa instruments Medizintechnik GmbH

Tuttlingen, Deutschland

NordCap®

Bremen, Deutschland

Olympus

Shinjuku, Japan

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG

Peglab Biotechnologie GmbH

Lauda-Kdnigshofen, Deutschland

Erlangen, Deutschland

Sarstedt

Numbrecht, Deutschland

Sartorius AG

Géttingen, Deutschland

Schott AG

Mainz, Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH

Heidelberg, Deutschland

Selleck Chemicals LCC

Houston, Texas, USA

Sigma-Aldrich

St. Louis, Missouri, USA

Starlab International GmbH

Hamburg, Deutschland

Tecan Group AG

Mannedorf, Schweiz

Teva Pharmaceutical Industries Ltd.

Petach Tikwa, Israel

Apexbio Technology LLC

Houston, Texas, USA
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Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, Massachusetts, USA

VWR International GmbH Radnor, Pennsylvania, USA

Vector Laboratories Burlingame, Kalifornien, USA

2.2. Kultivierung der Neuroblastomzelllinien

Eine Zellkultivierung fand sowohl mit zwei humanen Neuroblastomzelllinien (siehe
Tabelle 7) als auch mit primaren Zellen (hippocampale Neurone) statt, die aus
Rattenembryonen prapariert wurden. Die Kultivierung der beiden Neuroblastomzelllinien
IMR-32 (DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) und
SH-SY5Y (DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH)
wurde bei einer gleichmafRigen Temperatur von 37 °C und einem CO2-Gehalt von 5 % in
einem Warmeschrankinkubator durchgefiihrt. Die Kultivierung der MYCN-amplifizierten
Zelllinie IMR-32 wurde im Zellkulturmedium, entwickelt am Roswell Park Memorial
Institute (RPMI-1640), durchgefihrt. Die nicht MYCN-amplifizierte Zelllinie SH-SY5Y
wurde dagegen in Dulbeccos’s modified Eagle's minimal essential medium (DMEM)
kultiviert (siehe Tabelle 9) (112). Beide Zellkulturmedien enthielten jeweils 20 % fetales
Kélberserum fetal calf serum (FCS) und 1% Penicillin/Streptomycin. Die
Neuroblastomzelllinie IMR-32 wurde zusatzlich mit nicht essenziellen Aminosauren in
Kultur gehalten (1 x MEM Non-Essential Amino Acid).

Nach einer 48 h Inkubation im Warmeschrankinkubator und der anschlieRenden
Einschatzung der Zelldichte in einem binokularen Mikroskop erfolgte die Aussaat beider
Neuroblastomzelllinien aus den Kulturflaschen. Hierbei wurden die Neuroblastomzellen
nach Entwicklung eines ausreichenden Zellrasen von 70-80 % einmalig mit 2ml
phosphate buffered saline (PBS) gespult, um Mediumreste zu entfernen. Anschliel3end
wurden die Neuroblastomzellen mittels 2 min. Inkubation mit 0,05% Trypsin/
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) abgeldst und mit dem entsprechenden Medium mithilfe
einer Glaspipette in ein Probenrdéhrchen tberfihrt und gemischt. Nach einer Zahlung der
Zellzahl in der Zahlkammer Neubauer-improved wurden die entsprechend
ausgerechneten Zellzahlen (5000 Zellen/well und 10 000 Zellen/well) in den jeweiligen
Kavitdten der Mikrotiterplatte (96-well-Platte) ausgesat. Die Aussaat beider
Neuroblastomzelllinien fur die Durchfihrung der Behandlungen mit Chemotherapeutika
fand 24 h vor Versuchsbeginn der Behandlungen statt. Zudem wurde auch parallel zur
Aussaat ein Teil dieser Neuroblastomzellen fir eine erneute Kultivierung und eine

weitere zukunftige Verwendung in unbenutzte Kulturflaschen Gberfihrt.
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2.3. Praparation primarer Zellen (hippocampale Neurone) aus
Rattenembryonen

Die notwendige Hirnentnahme aus E18-Embryonen erfolgte unter Beachtung der zum
Zeitpunkt der Versuche geltenden tierschutzrechtlichen Regelungen der Organ-
Entnahme unter dem Aktenzeichen 015/13. Es wurde eine tragende Wistar-Ratte in
einem grofRen Glasbehalter inklusive Deckel mit 2ml des volatilen Andsthetikums
Isofluran betdubt und danach mittels Genickbruch getétet (113). AnschlieRend wurde
das Abdomen der Wistar-Ratte mit 70 %igem Ethanol ausreichend benetzt und zigig mit
Schere und Skalpell eréffnet. Die E18-Embryonen wurden aus dem Uterus und dem
Amnion (Fruchtblase) herausprapariert, gezahlt und dekapitiert. Anschlieliend wurden
die Kopfe in eine Zellkulturschale mit HBSS-Puffer tberfihrt.

Es folgte eine Praparation der Hippocampi aus den Képfen der Rattenembryonen. Dabei
wurde zunachst der Kopf fixiert, indem mit einer kleinen Pinzette in die Augen des
Embryos gestochen wurde. AnschlieRend wurde mit einer kleinen Schere okzipital in
einem 45° Winkel ins Cerebellum geschnitten und vorsichtig das Enzephalon (Gehirn)
herausgeschoben und in eine frische Zellkulturschale mit HBSS-Puffer Uberfihrt. Es
folgte eine Resektion der Meningen (Hirnhdute) und Trennung der Cortices
(GroBhirnrinde) vom Truncus encephali (Hirnstamm) mittels einer kleinen Pinzette unter
einem binokularen Mikroskop. Mithilfe einer Augenschere wurden die beiden
Hippocampi eines Kopfes, ein Hippocampus pro Hemisphare, aus dem Cortex
(Hirnrinde) herausprapariert und in eine frische Zellkulturschale mit HBSS-Puffer
Uberflhrt und auf Flockeneis gelegt. Nach der Praparation folgte die Kultivierung der
hippocampalen Neurone (siehe 2.4). Die Praparation wurde zigig und prazise

durchgeflihrt, um eine mdglichst hohe Zellausbeute zu gewinnen.

2.4. Kultivierung der primaren Zellen (hippocampale Neurone)

Die hippocampalen Neurone aus der Praparation der Rattenembryonen wurden
ebenfalls bei einer gleichmaRigen Temperatur von 37 °C und einem CO2-Gehalt von 5 %
kultiviert. Nach Abschluss der Praparation aus E18-Embryonen (siehe 2.3), wurden die
Hippocampi in einer 0,05 %igen Trypsin-Losung uberfuhrt und fir 5min. bei einer
Temperatur von 37 °C im Wasserbad inkubiert. AnschlieRend wurden die Hippocampi
mit 5ml des NB/FCS-Mediums aus der Trypsin-LOsung entnommen und in ein
Probenréhrchen Uberfuhrt. Nach der naturlichen Sedimentation der Hippocampi (keine
Zentrifugation) wurde vorsichtig das Medium abgenommen und 5 ml frisches NB/FCS-
Medium dazugegeben. Der Vorgang der Sedimentation, die Abnahme des
uberstehenden NB/FCS-Mediums, sowie die Zugabe des frischen NB/FCS-Mediums
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wurden zweimal wiederholt. Beim letzten Mal wurden lediglich 2 ml NB/FCS-Medium zu

den Hippocampi dazugegeben.

Zur Vereinzelung der hippocampalen Neurone erfolgte eine mehrmalige Titruation mit
verddeten Pasteurpipetten. AnschlieRend wurde nur so viel NB/FCS-Medium
dazugegeben, bis das Gesamtvolumen 5 ml betrug. Danach wurden die hippocampalen
Neurone vorsichtig gemischt und durch ein EASYstrainer™-Zellsieb gesiebt, um grébere
Gewebereste oder Zellklumpen zu entfernen. Zudem wurde eine 1:5-Verdinnung
hergestellt (20 pl Zellsuspension, 20 yl Trypanblau, 60 yl NB/FCS), bevor mithilfe der
Zahlkammer Neubauer-Improved die Zellen gezahlt wurden. AnschlieRend wurden die
entsprechenden Zellzahlen der Zellsuspension (172000 Zellen/well) ermittelt. Die
Verwendung von Trypanblau zur Zellzdhlung dient der Bestimmung der Zellviabilitat, da
die Substanz ausschlieBlich von geschadigten Zellen und nicht von intakten Zellen
aufgenommen wird (114). Nach der Zellzdhlung wurden die entsprechend
ausgerechneten Zellzahlen der Zellsuspension auf die mit Poly-D-Lysin-(PDL)-
beschichteten Deckglaschen in den entsprechenden Kavitaten der 12-well-Platte
ausgesat. Das PDL ist ein chemisch synthetisiertes Polymer, das aufgrund
elektrostatischer Wechselwirkungen eine Zelladhasion der Neuronen an den

Deckglaschen beguinstigt und das Wachstum der Neuriten fordert (115).

Nach einer Inkubation von 2—4 h bei einer Temperatur von 37 °C und einem CO2-Gehalt

von 5 % im Warmeschrankinkubator erfolgte ein Mediumwechsel in 72 h vorgepuffertes

NB/B27 Medium. Ein erneuter Wechsel des NB/B27 Mediums wurde nach einer Woche
durchgefliihrt. Die hippocampalen Neurone wurden nach einer insgesamt 2-wéchigen
Inkubationszeit im Warmeschrankinkubator und nach mikroskopischer Einschatzung der
Zelldichte mit Cisplatin, einem CHK1-Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) und einem
PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) fur je 72 h behandelt. Auch bei den hippocampalen
Neuronen wurden sowohl Einzelbehandlungen als auch Kombinationsbehandlungen mit

Cisplatin durchgefiihrt.

2.5. Alamar Blue Assay

Der Alamar Blue Assay dient zur Bestimmung der Zellviabilitdt beispielsweise nach
Behandlung mit Chemotherapeutika oder anderen zytotoxischen Substanzen. Dieses
Verfahren eignet sich auch fur die Proliferationsanalysen. Metabolisch aktive Zellen
resorbieren dabei blaues, nicht fluoreszierendes Resazurin und metabolisieren es in
ihren Mitochondrien zu pinkfarbenem, fluoreszierendem Resorufin (sieche Abb. 3). Dabei
korrelieren die Zellviabilitdt, die Zytotoxizitdt und die mitochondriale Aktivitat

beziehungsweise die metabolische Aktivitat mit der Reduktionsrate des Resazurins. Die
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Stoffe Resazurin und Resorufin sind im Rahmen der Inkubationszeit von 90 min., die im
Alamar Blue Assay verwendet wird, flr Zellen nicht toxisch (116,117). Zellen, die durch
zytotoxische Substanzen geschadigt wurden, haben eine verminderte metabolische
Aktivitat oder sind zum Messzeitpunkt bereits apoptotisch und kdnnen demnach weniger
Resazurin in Resorufin reduzieren, was wiederum in einer verminderten emittierten
Fluoreszenz gemessen werden kann (118). Eine erniedrigte Zellviabilitatim Alamar Blue
Assay kann durch eine Apoptose, Proliferationshemmung oder einem Zellzyklusarrest
bedingt sein (119).

Fluoreszenz
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Abbildung 3 Reduktion des Resazurins in Resorufin

Reduktion des Resazurins unter Oxidation des Reduktionsmittels Nicotinamid-
Adenindinukleotid(phosphat) (NAD(P))H* zu fluoreszierendem Resorufin und NAD(P)* + H20. Die
in der Abbildung dargestellte Redoxreaktion wurde selbstandig unter Heranziehung von
www.ChemSpider.com (Zugriffsdatum 29.11.22) erstellt, modifiziert nach Lavogina et al. 2022
(120)

Die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y wurden jeweils einer Behandlungszeit
von 24h und 72h mit Cisplatin ausgesetzt. Des Weiteren wurden in anderen
Experimenten beide Neuroblastomzelllinien mit einem CHK1-Inhibitor LY2603618
(Rabusertib) fir 72 h und einem PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) fir 72 h behandelt,
sowohl als Einzelbehandlung als auch als Kombinationsbehandlung mit Cisplatin. Fur
die Proliferationsanalysen der Neuroblastomzellen, in denen zum Vergleich eine
Behandlung mit Chemotherapeutika ausblieb, wurde je ein Alamar Blue Assay nach

24 h, 48 h, und 72 h angefertigt.

Bei der Durchfiihrung eines Alamar Blue Assays wurde eine Resazurin-NaCl/Pi-Lésung
(440 uM) hergestellt, indem die Resazurin-Stocklésung im Verhaltnis 1:1000 mit NaCl/P;-
Puffer verdinnt wurde. Diese Resazurin-NaCl/Pi-Lésung (440 uM) wurde zur
Herstellung einer Resazurin-Arbeitsldsung (44 uM) im Verhaltnis 1:10 mit DMEM
verdiinnt. Nach Ablauf der Behandlungszeiten mit den verwendeten Chemotherapeutika

(siehe Tabelle 8) wurde zur Bestimmung der Zellviabilitat jede Kavitat (well) der
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Mikrotiterplatte (96-well-Platte) abgesaugt und 100 ul der Resazurin-Arbeitsidésung
(44 uM) hinzugegeben. Dabei musste beachtet werden, dass lediglich der flissige
Uberstand und nicht die Zellen auf dem Grund der Kavitaten der Mikrotiterplatte (96-
well-Platte) abgesaugt wurden. Die Inkubationszeit der Resazurin-Arbeitslésung (44 uM)
betrug 90 min. und wurde im Warmeschrankinkubator bei einer Temperatur von 37 °C
und einem COz-Gehalt von 5 % durchgefiihrt. Zudem wurde bei jedem Experiment eine
unbehandelte Kontrolle (unbehandelte Kontrolle, DMSO-Kontrolle bei LY2603618 und
Olaparib) mitgeflhrt. Es wurde lediglich ein Mediumwechsel bei der unbehandelten
Kontrolle (Kon) zum Behandlungszeitpunkt durchgefiihrt. Bei jedem Alamar Blue Assay
wurden zusatzlich Blanks (Leerwerte, Kontroll-wells) mitgefihrt, indem sich lediglich die
Resazurin-Arbeitslosung (44 uM) befand. In der unbehandelten Kontrolle wurde die
relative Zellviabilitat fur die Auswertung auf 100 % gesetzt. Mithilfe des Mikrotiterplatten-
Lesegerates Infinite 200® wurde die emittierte Fluoreszenz gemessen (Exzitation:
535 nm; Emission: 590nm, 5 Blitze, Integrationszeit: 20 uys) und anschlieRend die

Hintergrundfluoreszenz der Blanks subtrahiert.

2.6. Untersuchungen zur Zellzyklusverteilung

Die Durchflusszytometrie Fluorescence-Activated Cell Sorting (fluoreszenzaktivierte
Zellanalyse, FACS) ist in der Regel ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von
Proteinen und Oberflachenmolekilen (121-123). Das methodische Prinzip der
Durchflusszytometrie beruht auf der Erfassung einer emittierenden Fluoreszenz, die
durch eine Markierung (,Farbung®) von Proteinen und Oberflachenmolekilen
hervorgerufen wird, nachdem diese markierten Proteine oder Oberflachenmolekule
einzeln einen Laserstrahl passieren. Die Markierung erfolgt dabei unter der Verwendung
von Fluoreszenzfarbstoffen oder an den Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Antikdrpern.
Durch diese Methode kénnen in relativ kurzer Zeit gro3e Zellpopulationen erfasst werden
(121-123). Mithilfe der Durchflusszytometrie wurde der DNS-Gehalt der Neuroblastom-
Zelllinien IMR-32 und SH-SYS5Y in den jeweiligen Zellzyklusphasen gemessen.

Der Zellzyklus besteht aus der M-Phase und der anschlief’enden Interphase, die sich in
die G1-, S-, und Gz2-Phase untergliedert (siehe Abb. 1) (65). Des Weiteren existieren noch
eine SubGi-Fraktion und eine Go-Phase, in der die Zellen ruhen und sich nicht mehr
vermehren (55,60). Die SubGi-Fraktion ist gekennzeichnet durch fragmentierte
apoptotische Zellen mit degradierter DNS (60). In apoptotischen Zellen liegt ein
inkompletter Chromosomensatz vor, da spezifische Endonukleasen eine Chromatin-
Spaltung und somit eine Degradierung der DNS verursachen. Der DNS-Gehalt der

SubG1-Population ist mithilfe der Durchflusszytometrie nachweisbar (60). Nach
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Behandlung der Zellen mit Chemotherapeutika oder anderen zytotoxischen Substanzen
kann der DNS-Gehalt der SubG1-Fraktion ansteigen (siehe Abb. 9 B) (60).

Nachdem eine entsprechende Umrechnung und Zellzihlung fiir 650 000 Zellen pro 60-
mm-Platte erfolgt war, wurden beide Neuroblastomzelllinien fur die durchfluss-
zytometrische Bestimmung auf 60-mm-Platten ausgeséat. Im Anschluss einer
Inkubationszeit von 24 h im Warmeschrankinkubator, bei einer Temperatur von 37 °C
und einem CO2 -Gehalt von 5 %, wurde die Zelldichte in einem binokularen Mikroskop
eingeschatzt. Bei einem ausreichend bedecktem Zellrasen von 70-80 % wurden beide
Neuroblastomzelllinien mit 5uM, 10 uM und 25 uM Cisplatin-Verdinnungen fir 24 h
behandelt. Im Anschluss wurde das Medium abgenommen und in ein Probenréhrchen
Uberfihrt. In dem Medium befanden sich die apoptotischen Zellen (SubG1-Population).
Zudem wurden aber auch die Tumorzellen der Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-
SY5Y auf dem Grund der 60-mm-Platten mit Trypsin/EDTA abgeldst und ebenfalls in
das Probenrdhrchen Uberfuhrt. Die Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y
wurden im Gegensatz zu den Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie IMR-32 vor der
Behandlung mit Trypsin einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die
Probenréhrchen 5 min. mithilfe der Kuhlzentrifuge Megafuge 16R zentrifugiert
(reduzierte Bremse, 300 x g, 4 °C), der Uberstand vorsichtig abgesaugt, das Zellpellet
mit 1 ml PBS resuspendiert und erneut flr 5 min. zentrifugiert (reduzierte Bremse, 300 x
g, 4 °C). Nach erneutem Absaugen des Uberstands wurden die Zellen zum Schluss mit
100 ul PBS resuspendiert und die Proben auf Flockeneis gestellt. Hierbei wurde eine
1000 pl Pipettenspitze verwendet, um die Zellen nicht aufgrund der gréf3eren Scherkrafte
bei Verwendung kleinerer Pipettenspitzen zusatzlich zu belasten. Zuletzt wurden die
Neuroblastomzellen in den Proben aufgrund der Zugabe von Ethanol permeabilisiert
(,durchdringbar gemacht®) und fixiert (124,125). Hierbei wurde mithilfe eines Vortex
unter dauerhaft, langsamem Mischen tropfenweise 2ml 80 % Ethanol (-20 °C)
dazugegeben. Im Anschluss wurden die Proben fiir maximal 2 Wochen bei -20°C

gelagert.

Am Tag der durchflusszytometrischen Bestimmung wurden die Proben fur 10 min. in der
Zentrifuge Heraeus™ Multifuge™ X1 zentrifugiert (reduzierte Bremse, 500 x g, 4 °C), der
Uberstand vorsichtig abgesaugt und das Pellet in 133 yl PBS + 1 ul Ribonuklease A
(RNase A) (1 mg/ml) (siehe Tabelle 15) zunachst resuspendiert und anschlieRend fur
1 h bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die RNase A katalysiert als Endonuklease die
Transphosphorylierung und Zersetzung der Ribonukleinsauren (RNS), in dem es an
mehreren Bindungsstellen der Polynukleotidkette bindet. Nach Ablauf der

Inkubationszeit wurde zu jeder Probe 367 ul Propidiumiodid (Pl) (50 ug/ml)
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hinzugegeben und anschlieend fir 15-20 min. lichtgeschutzt auf Flockeneis inkubiert.
Pl bindet sowohl an die RNS als auch an die DNS. Die RNase A bewirkt innerhalb der
Inkubationszeit eine Entfernung der RNS und ist somit zur Quantifizierung des DNS-
Gehaltes unerlasslich (126,127). Der Fluoreszenzfarbstoff Pl diffundiert dabei
ausschlieBlich in spatapoptopische und nekrotische Zellen, da die Fahigkeit von PI, in
eine Zelle einzudringen, von der Permeabilitdt der Zellmembran abhangt (128). Dabei
interkaliert Pl zwischen den Basen der DNS spatapoptotischer Zellen (129). Pl wird bei
Wellenlangen zwischen 400 und 600 nm angeregt und emittiert Licht in einer
Wellenlange zwischen 600 und 700nm (121-123). Die durchflusszytometrische
Messung wurde am Durchflusszytometer BD AccuriTM C6 durchgefiihrt. Hierbei wurden
die Zellen durch hydrodynamische Fokussierung, ahnlich einer Perlenkette, an einem
geblundelten, monochromatischen Laserstrahl vorbeigeleitet. Durch die Energie des
Laserstrahls wurden die Elektronen des Pl zunadchst auf ein hdheres Energieniveau
angehoben. Unmittelbar nach dem Laserimpuls konnten die Elektronen des PI unter
Abgabe von Energie, in Form von Photonen (Licht), auf ihr Ursprungniveau
zurickkehren. Die Emission der Photonen konnte mithilfe eines Photonendetektors, der
im Durchflusszytometer integriert ist, gemessen werden. Dabei ist die emittierte
Photonenkonzentration proportional zur Menge an Pl gebundener DNS (121-
123,126,130). Die nachfolgende Analyse der Zellzyklusverteilung fand mithilfe der BD

Accuri™ C6 Software statt.

2.7. Immunzytochemische Bestimmung der Zellausbeute der
primaren Zellen (hippocampale Neurone)

Zur immunzytochemischen Bestimmung zum Nachweis hippocampaler Neurone der
Zellausbeute nach Praparation wurde zuerst eine Fixation der Neurone durchgefiihrt, die
auf PDL-beschichteten Deckglaschen ausgesat wurden. Hierbei wurde das NB/B27
Medium vorsichtig abgesaugt und die Neurone auf den Deckglaschen einmalig mit 4 ml
PBS gewaschen, um die Mediumreste zu entfernen. Anschlieend wurden die Neurone
auf den Deckglaschen mit 4 ml 4 %iger Formaldehyd/PBS-L6sung (15 min., RT) fixiert.
Dabei wurde die Ldsung vor jeder Durchflihrung frisch angesetzt und auf RT gebracht.
Folglich wurde die 4 %ige Formaldehyd/PBS-Lésung 3 x flir je 5 min. mit PBS entfernt
und die Zellmembran der Neurone im Anschluss fur eine Dauer von 20 min. mit -20 °C
kaltem Methanol permeabilisiert. Alle nachfolgenden Schritte wurden bei RT
durchgefuihrt. Nach abgeschlossener Fixation wurden die Zellen wieder mit PBS gesplilt,
um das Methanol zu entfernen. AnschlieRend erfolgte eine Blockade unspezifischer
Antigenbindungsstellen mithilfe von 5 %igem bovinem Serumalbumin (BSA) in PBS mit
0,3 %igem Triton X-100 (PBST) (60 min, RT). Nach vollstdndiger Entfernung des
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5 %igen BSA in PBST wurde 50 ul einer Antikérperlésung des Primarantikérpers Anti-
microtubule associated protein 2 (MAP2) Maus (siehe Tabelle 13) in PBST (1:500) auf
die Deckglaschen hinzugegeben und bis zum nachsten Tag bei 4 °C in einer feuchten
Kammer inkubiert. Das Mikrotubuli assoziierte Protein MAP2 kommt in differenzierten
Neuronen vor und dient als Zytoskelettregulator an neuronalen Dendriten. Daher eignete
es sich hervorragend als spezifischer somatodendritischer Marker differenzierter
Neuronen (131,132). Im Anschluss an die Markierung mit dem Primarantikérper Anti-
MAP2 Maus (siehe Tabelle 13) folgten mehrere Waschschritte mit PBS (2 x 5 min, RT),
PBS high salt (2 min, RT) und PBST (5 min, RT), bevor eine Inkubation im Dunkeln (1 h,
RT) mit 50 ul des Fluorophor-gekoppelten Sekundarantikérpers Alexa Fluor® 555 (siehe
Tabelle 14) in PBST (1:500) auf die Deckglaschen hinzugegeben wurde. Alle
nachfolgenden Schritte erfolgten im Dunkeln. Nach erneutem 3-maligem Waschen mit
PBS flr je 5min. und dem anschlieBenden 2-maligem kurzzeitigen Spulen mit PBST
wurden die Deckglaschen mit 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)-haltigem Vectashield®
eingedeckt, mit Nagellack (Acryl, klar) luftdicht verschlossen und bei 4 °C lichtgeschitzt
gelagert. Das DAPI diente dabei als Gegenfarbemittel der doppelstrangigen DNS, um
die Nuclei (Zellkerne) der primaren Zellen (hippocampale Neurone) in blauer Farbe
darzustellen. DAPI wird im ultravioletten Licht bei einer Wellenlange von ca. 300—-400 nm
angeregt und emittiert im Bereich von ca. 450 nm. Dadurch entstand eine blaufarbige
Fluoreszenz (127). In einem anderen Versuch wurde als Primarantikdrper Anti-glial
fibrillary acidic protein (GFAP) Maus (siehe Tabelle 13) und als Fluorophor-gekoppelter
Sekundarantikdrper Alexa Fluor® 488 (siehe Tabelle 14) verwendet. Die Arbeitsschritte
unterschieden sich hierbei nicht im Vergleich mit dem Versuch zur Verwendung des
Primarantikérpers Anti-MAP2 Maus und des Sekundarantikorpers Alexa Fluor® 555.
Das saure Gliafaserprotein GFAP ist ein bedeutendes Intermediarfilamentprotein in
reifen Astrozyten und diente daher als spezifischer Marker der Neuroglia (133,134). Mit
dem Fluoreszenzmikroskop BX43 und der Software cellSens Dimension wurde die

mikroskopische Auswertung durchgefihrt.

2.8. Statistische Auswertung

Mithilfe der Software Microsoft Excel und der Software GraphPad Prism 5.01 erfolgten
die statistischen Auswertungen, indem das jeweilige arithmetische Mittel, die
Standardabweichungen und die Standardfehler der Versuche berechnet wurden. Zur
Ermittlung der statistischen Signifikanz wurde unter der Verwendung der Software
GraphPad Prism 5.01 eine unparametrisch einfache Varianzanalyse one-way analysis
of variance (ANOVA) mit Tukey's post hoc multiple comparison test durchgefihrt.

Hierbei wurden p-Werte<0,05 als statistisch signifikant angesehen. Es erfolgten
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statistische Analysen zwischen der jeweiligen unbehandelten Kontrollgruppe und der
entsprechend behandelten Gruppe. Zudem wurden auch statistische Analysen bei
Kombinationsbehandlungen zwischen verschiedenen Behandlungsgruppen
durchgefihrt. Die Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede behandelter
Proben im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle (unbehandelte Kontrolle, DMSO-
Kontrolle) erfolgte durch die Verwendung folgender Symbole: *=p<0,05; **=p<0,01;
**=p<0,001. Eine Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede von
behandelten Proben zwischen beiden Neuroblastomzelllinien erfolgte durch die
Verwendung folgender Symbole: #=p <0,05; #=p<0,01; ## =p<0,001.
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3. Ergebnisse

3.1. Wachstumsverhalten der Neuroblastomzelllinien IMR-32 und
SH-SY5Y

Es wurden in dieser Arbeit zwei unterschiedliche humane Neuroblastomzelllinien fur die
Versuche herangezogen, um die Aussagekraft zu erhéhen und um die Auswirkungen
der Chemotherapeutika auf Neuroblastomzellen, mit und ohne Amplifikation des Proto-
Onkogens MYCN, zu charakterisieren. Die verwendete Neuroblastomzelllinie IMR-32
zeigt eine Amplifikation des Proto-Onkogens MYCN, wahrend die SH-SY5Y-
Neuroblastomzellen keine Amplifikation des Proto-Onkogens MYCN aufzeigten (112).
Aufgrund der MYCN-Amplifikation stellt die Neuroblastomzelllinie IMR-32 ein Modell flr
die Hochrisikogruppe dar. Die SH-SY5Y-Neuroblastomzellen kdnnen in Abhangigkeit
mehrerer Faktoren jeder der drei risikoangepassten Behandlungsgruppen zugeordnet
werden (siehe Tabelle 5). Es wurde bei beiden Neuroblastomzelllinien die Zellviabilitat
bestimmt, sowie mittels Durchflusszytometrie nach der Behandlung mit Cisplatin der
Zellzyklus analysiert. Zudem wurde auch die Zellviabilitat nach Behandlung sowohl mit
dem CHK1-Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) als auch mit dem PARP-Inhibitor Olaparib
(Lynparza) untersucht. Zusatzlich wurde auch geprift, ob die Zellviabilitdt beider
Neuroblastomzelllinien sich sowohl durch eine Kombinationsbehandlung mit Cisplatin
und einem CHK1-Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) als auch durch eine
Kombinationsbehandlung mit Cisplatin und einem PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza)

im Vergleich zur Einzelbehandlung mit Cisplatin verandert.

Zu Beginn wurden die Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien ausgesat, ihre Zellzahl
bestimmt und ihr Wachstumsverhalten charakterisiert, indem jeweils nach 24 h, 48 h,
und 72 h die Zelldichte unter einem binokularen Mikroskop eingeschatzt wurde. Es
wurden Proliferationsanalysen durchgefihrt, in denen eine Behandlung mit
Chemotherapeutika ausblieb, um das Wachstum und die Vermehrung der
Neuroblastomzellen zu charakterisieren. Hierbei erfolgten zur Charakterisierung des
Wachstumsverhaltens Zellviabilitdtsmessungen jeweils am Tag der Aussaat, nach 24 h,
48h und 72h. Die Ergebnisse dieser Zellviabilitdtsmessungen nach einer
Wachstumszeit von 48 h und 72 h wurden auf die Ergebnisse der Proliferationsanalysen
nach einer Wachstumszeit von 24 h bezogen, da am Tag der Aussaat zwar eine
Zellviabilitat gemessen werden kann, aber die in den Untersuchungen dieser Arbeit zu

messende Proliferation der Zellen am Tag der Aussaat beginnt.

Die beiden Neuroblastomzelllinien zeigten ein unterschiedliches Wachstumsverhalten

(siehe Abb. 4 A). Die Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie IMR-32 zeigten nach einer
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Aussaat von 5000 Zellen eine Verdopplungszeit von 62 h und nach einer Aussaat von
10 000 Zellen keine Verdopplung in einem Zeitfenster von 72 h. Nach einer Aussaat von
5000 Zellen zeigten die Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y eine
Verdopplungszeit von 48 h und bei einer Zellzahl von 10 000 Zellen nach Aussaat eine
Verdopplungszeit von 53 h (siehe Abb. 4 A). Die IMR-32-Neuroblastomzellen zeigten im
Vergleich zu den SH-SY5Y-Neuroblastomzellen, entgegen den Herstellerangaben, im
Mittel ein langsameres Wachstum. Die Ergebnisse der Proliferationsanalysen fur die
Neuroblastomzelllinie IMR-32 sind nach einer Aussaat von 5000 Zellen bei einer
Wachstumszeit (Proliferationszeit) von 48h nicht signifikant unterschiedlich zur
Proliferationszeit von 24 h, nach einer Wachstumszeit von 72 h jedoch signifikant (siehe
Abb. 4 A). Bei einer Zellzahl von 10 000 Zellen nach Aussaat sind die Ergebnisse nach
beiden Proliferationszeiten im Vergleich zur Proliferationszeit von 24 h signifikant. Die
Ergebnisse der Proliferationsanalysen fur die Neuroblastomzelllinie SH-SYS5Y sind nach
einer Aussaat von 5000 Zellen fur beide Wachstumszeiten im Vergleich zur
Proliferationszeit von 24 h signifikant. Bei einer Zellzahl von 10 000 Zellen nach Aussaat
sind die Ergebnisse nach beiden Proliferationszeiten ebenfalls signifikant. Aufgrund des
langsamen Zellwachstums beider Neuroblastomzelllinien, sowie einer verminderten
Zelldichte in der mikroskopischen Beurteilung und der gréfieren Standardabweichung
der Neuroblastomzelllinie IMR-32 nach einer Aussaat von 5000 Zellen im Vergleich zu
einer Aussaat von 10000 Zellen, wurde die Entscheidung getroffen, fir die
Behandlungen mit den verwendeten Chemotherapeutika eine Zellzahl von 10 000 Zellen

pro well auf der Mikrotiterplatte (96-well-Platte) auszusaen.

A
IMR-32 Proliferation 5000 Zellen IMR-32 Proliferation 10000 Zellen
44 4-
N - n=3 N - n=2
§ 34 g 3
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i i
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Abbildung 4 Wachstumsverhalten der Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y
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Es erfolgte eine Aussaat der Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y in unterschiedlicher
Zellzahl. Die mikroskopische Einschatzung des Zellrasens, sowie die Proliferationsanalysen
erfolgten jeweils am Tag der Aussaat und nach 24 h, 48h und 72h. Die Ergebnisse der
Proliferationsanalysen nach einer Wachstumszeit von 48 h und 72 h wurden auf die Ergebnisse
der Proliferationsanalysen nach einer Wachstumszeit von 24 h bezogen. Die Graphen der
Proliferationsanalysen beginnen daher bei einer Wachstumszeit innerhalb von 24 h mit einer rel.
Fluoreszenz ab dem Wert ,Null“.

A) Darstellung der Mittelwerte + Standardabweichung der Proliferationsanalysen (n =2-4, N=1).
Die Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede im Vergleich zur Proliferationszeit von
24 h erfolgte durch die Verwendung folgender Symbole: * = p <£0,05; **=p<0,01; **=p<0,001.
(Abk.: n=Anzahl der unabhangigen Versuche, N=Anzahl der technischen Replikate pro
Versuch)

B) Exemplarische Darstellung reprasentativer Bilder beider Neuroblastomzelllinien nach 24 h und
72 h Wachstum (100-fache VergréRerung) und einer Aussaat von 10 000 Zellen

3.2. Isolation und Identifizierung von primaren Zellen
(hippocampale Neurone) aus Rattenembryonen

Zur Untersuchung des Einflusses der Chemotherapeutika Cisplatin, CHK1-Inhibitor
LY2603618 (Rabusertib) und PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) auf das
physiologische Gewebe wurden primare Zellen aus 18-Tage alten Rattenembryonen
(Alter E18) prapariert. Es wurden als primare Zellen, hippocampale Neurone prapariert,
um eine eventuell neurotoxische (nervenschadigende) Wirkung der verwendeten
Chemotherapeutika nach den Behandlungen zu erfassen. Die hippocampalen Neurone
wurden insgesamt 2 Wochen lang nach der Praparation kultiviert, bevor diese, nach
mikroskopischer Einschatzung der Zelldichte, mit den jeweiligen Chemotherapeutika
behandelt wurden. Es wurden sowohl Einzelbehandlungen der jeweiligen
Chemotherapeutika in verschiedenen Konzentrationen fur einen Zeitraum von 72h
durchgefuhrt als auch Kombinationsbehandlungen der beiden Inhibitoren jeweils mit

Cisplatin in verschiedenen Konzentrationen fur einen Zeitraum von 72 h.

Hippocampale Neurone

Am Tag der Préaparation 1 Woche nach Praparation
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2 Wochen nach Praparation

Abbildung 5 Kultivierung primarer Zellen (hippocampale Neurone) aus 18 Tage alten
Rattenembryonen

Als Modell fir das physiologische Nervengewebe wurden primare Zellen (hippocampale
Neurone) aus 18-Tage alten Rattenembryonen (Alter E18) prapariert und auf PDL (Poly-D-Lysin)-
beschichteten Deckglaschen (172 000 Zellen/well) in den entsprechenden Kavitaten der 12-well-
Platte ausgesat. Nach einer 2-wdchigen Kultivierung erfolgten die Behandlungen mit den
jeweiligen Chemotherapeutika. Diese Abbildung zeigt exemplarisch drei lichtmikroskopische
Aufnahmen (100-fache VergréRerung), die das Wachstumsverhalten hippocampaler Neurone
unmittelbar nach Praparation, nach 1 Woche und nach 2 Wochen aufzeigen. Erst nach einer 2-
wochigen Kultivierung zeigten die hippocampalen Neurone eine morphologische Differenzierung.

Bei der Kultivierung der hippocampalen Neurone war die Anzucht einer Zellkultur, die
ausschlieBlich aus hippocampalen Neuronen besteht, nicht moglich gewesen. Es
befanden sich in der Kultur der hippocampalen Neurone nach der Praparation auch
Zellen der Neuroglia, die fur die nervale Funktion hippocampaler Neurone wichtige
Supportivfunktionen Ubernehmen. Zu den Zellen der Neuroglia, die im Hippocampus
vorkommen, gehdren Uberwiegend Astrozyten und Oligodendrozyten (135). Zur
Identifizierung der hippocampalen Neurone und zum Nachweis der Zellausbeute der
hippocampalen  Neurone nach Praparation, wurden immunzytochemische
Bestimmungen (siehe Abb. 6) durchgeflihrt, mit Hilfe derer der Anteil der hippocampalen
Neurone an den Gesamtzellen bestimmt wurde. Hierbei wurden drei unabhangige
immunzytochemische Bestimmungen mit dem Primarantikdrper Anti-MAP2 Maus und
als Vergleich eine immunzytochemische Bestimmung mit dem Primarantikdrper Anti-
GFAP Maus durchgefiihrt (siehe Abb. 6). Mit dem Primarantikérper Anti-MAP2 Maus
wird spezifisch das Mikrotubuli assoziierte Protein (MAP2) markiert, das in
differenzierten Neuronen vorkommt und als Zytoskelettregulator an neuronalen
Dendriten fungiert (131,132). Der Primarantikdrper Anti-GFAP Maus markiert das saure
Gliafaserprotein GFAP. Es ist ein bedeutendes Intermediarfilamentprotein in reifen
Astrozyten und dient daher als spezifischer Marker der Neuroglia (133,134). Es wurde
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Alexa Fluor® 555 als Fluorophor-gekoppelter Sekundarantikérper nach Verwendung des
Primarantikérpers Anti-MAP2 Maus herangezogen. Nach Verwendung des Primar-
Antikoérpers Anti-GFAP Maus wurde der Fluorophor-gekoppelter Sekundarantikorper
Alexa Fluor® 488 verwendet. Um die Zellkerne der primaren Zellen (hippocampale
Neurone) darzustellen, wurde die DNS mit DAPI gefarbt. Mithilfe des Fluoreszenz-
Mikroskops BX43 und der Software cellSens Dimension erfolgte die mikroskopische

Auswertung.

Bei der Kultivierung der hippocampalen Neurone waren insgesamt 82 % MAP2-positiv.
Somit konnte nachgewiesen werden, dass der Anteil MAP2-positiver Zellen in den
Kulturen der hippocampalen Neurone 82 % betragt. Des Weiteren war eine Kultur der
hippocampalen Neurone zu 27 % GFAP-positiv. Hierdurch konnte nachgewiesen
werden, dass der Anteil an Neuroglia in dieser Kultur aus hippocampalen Neuronen
mind. 27 % betragt. Bei der Gesamtauswertung der insgesamt vier immun-
zytochemischen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass der Anteil der
hippocampalen Neurone nach der Praparation und einer 2-wdchigen Kultivierung
insgesamt 80 % betrug. Mithilfe der immunzytochemischen Bestimmungen konnte somit
nachgewiesen werden, dass die fiur die Versuchsdurchfiihrungen verwendete

Zellpopulation zum Uberwiegenden Teil aus hippocampalen Neuronen bestand.

Grunfarbige Darstellung der Neuroglia mittels Anti-GFAP und Alexa Fluor® 488

Abbildung 6 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung primarer Zellen (hippocampale
Neurone) und Gliazellen nach Verwendung der entsprechenden
Primarantikorper

Exemplarische Darstellung fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen (400-fache VergréRRerung).
Die Zellkerne sind entsprechend der Farbung mit DAPI blaufarbig dargestellt. Der Zellkérper
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differenzierter Neurone ist entsprechend der Fluoreszenz des Sekundarantikorpers Alexa Fluor®
555 orangefarbig dargestellt. Entsprechend der Fluoreszenz des Sekundarantikdrpers Alexa
Fluor® 488 ist die Neuroglia grinfarbig dargestellt. Es wurden hippocampale Neurone aus 18-
Tage alten Rattenembryonen prapariert und 2 Wochen nach dem Ausséaen in drei unabhangigen
Versuchen (n=3, N=1) mit dem Neuronen-spezifischen monoklonalen Primarantikbrper Anti-
MAP2 inkubiert. Zudem wurde auch ein Versuch (n=1, N=1) mit dem monoklonalen
Primarantikdrper Anti-GFAP durchgefihrt. Der Antikérper Anti-MAP2 dient als spezifischer
Marker differenzierter Neurone. Als spezifischer Marker fiir die Neuroglia wurde der Antikorper
Anti-GFAP verwendet. Es wurde Alexa Fluor® 555 als Fluorophor-gekoppelter
Sekundarantikorper nach Verwendung des Primarantikorpers Anti-MAP2 herangezogen. Nach
Verwendung des Primarantikérpers Anti-GFAP wurde der Fluorophor-gekoppelte
Sekundarantikorper Alexa Fluor® 488 verwendet. Im Anschluss wurden die Objekttrager im
Fluoreszenzmikroskop beurteilt. Pro Objekttrager wurden 200 Zellkerne ausgewertet (insgesamt
800 Zellkerne). (Abk.: n=Anzahl der unabhangigen Versuche, N=Anzahl der technischen
Replikate pro Versuch)

3.3. Cisplatin induziert eine dosis- und teilweise
behandlungsdauerabhangige Reduktion der Zellviabilitat in
den Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y

Es wurden zur Evaluation des zytotoxischen Effektes des Chemotherapeutikums
Cisplatin auf die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y lichtmikroskopische
Aufnahmen angefertigt (siehe Abb. 7 A/B) und im Anschluss die Zellviabilitdt mittels
Alamar Blue Assay bestimmt. Hierbei wurden die Tumorzellen beider
Neuroblastomzelllinien 24 h nach dem Aussaen uber eine Behandlungsdauer von 24 h
(siehe Abb. 7 A) und 72h (siehe Abb. 7 B) mit Cisplatin in verschiedenen
Konzentrationen behandelt. Die Zellviabilititsmessungen erfolgten jeweils im Vergleich
zu unbehandelten Neuroblastomzellen, die als Kontrollgruppen dienten. Mithilfe der
Software GraphPad Prism 5.01 wurden Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt (siehe Abb. 8),
die in Abhangigkeit der Behandlungsdosis die Zellviabilitdt der Neuroblastomzellen in

Prozent der unbehandelten Kontrolle aufzeigt.

Die Zelldichte beider Neuroblastomzelllinien ist anhand der lichtmikroskopischen
Aufnahmen nach einer Behandlungsdauer von 24 h mit zunehmenden Konzentrationen
von Cisplatin leicht eingeschrankt. Morphologisch sind jedoch mit zunehmender
Konzentration zum Teil kleine Tumorzellverbande aus zerstorten Tumorzellen mit
vermindertem Zytoplasmagehalt erkennbar (siehe Abb. 7 A). Nach einer Behandlungs-
Dauer von 72h ist die Zelldichte beider Neuroblastomzelllinien anhand der
lichtmikroskopischen Aufnahmen mit zunehmenden Konzentrationen von Cisplatin
deutlich eingeschrankt (siehe Abb. 7 B). Anhand der Aufnahmen ist die Menge an
Neuroblastomzellen, die apoptotisch scheinen, mit zunehmenden Konzentrationen von

Cisplatin bei beiden Neuroblastomzelllinien gestiegen.
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| IMR-32 24 h Behandlung |

2 uM CisPt
10 uM CisPt 25 uM CisPt

| SH-SY5Y 24 h Behandlung |

2 yM CisPt
10 uM CisPt 25 uM CisPt
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| IMR-32 72 h Behandlung |

0,1 uM CisPt

0,2 uM CisPt 0,4 uM CisPt

| SH-SY5Y 72 h Behandlung |

0,5 uM CisPt
1 uM CisPt 2 uM CisPt

Abbildung 7  Lichtmikroskopische Aufnahmen der Neuroblastomzelllinien IMR-32 und
SH-SY5Y nach Behandlung mit Cisplatin.

Die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y (10000 Zellen/well) wurden 24 h nach der
Aussaat fir 24 h und 72h mit Cisplatin (CisPt) behandelt. Im Anschluss der Behandlungen
wurden lichtmikroskopische Aufnahmen (100-fache Vergréerung) der Neuroblastomzellen
angefertigt.
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A) Exemplarische Darstellung lichtmikroskopischer Aufnahmen, die sowohl die Zelldichte als
auch die morphologischen Unterschiede beider Neuroblastomzelllinien nach einer 24 h
Behandlung mit Cisplatin (CisPt) in den Konzentrationen von 2 yM, 10 yM und 25 yM aufzeigen.
Zum Vergleich sind in dieser Abbildung auch lichtmikroskopische Aufnahmen der unbehandelten
Neuroblastomzellen (Kon) aufgefuhrt. Die Zelldichte beider Neuroblastomzelllinien ist anhand der
Aufnahmen mit zunehmender Konzentration leicht eingeschrankt. Anhand der Aufnahmen ist
zudem die Menge an Neuroblastomzellen, die apoptotisch scheinen, mit zunehmenden
Konzentrationen von Cisplatin bei beiden Neuroblastomzelllinien leicht gestiegen. Morphologisch
sind mit zunehmender Konzentration zum Teil kleine Tumorzellverbdnde aus zerstdrten
Tumorzellen mit vermindertem Zytoplasmagehalt erkennbar. (Abk.: Kon=unbehandelte
Kontrolle)

B) Exemplarische Darstellung lichtmikroskopischer Aufnahmen, die sowohl die Zelldichte als
auch die morphologischen Unterschiede beider Neuroblastomzelllinien nach einer 72 h
Behandlung mit Cisplatin (CisPt) in den Konzentrationen von 0,1 uM, 0,2 yM und 0,4 uM fir die
IMR-32-Neuroblastomzellen und 0,5 yM, 1 uM und 2 pM fiir die SH-SY5Y-Neuroblastomzellen
aufzeigen. Zum Vergleich sind in dieser Abbildung auch lichtmikroskopische Aufnahmen der
unbehandelten Neuroblastomzellen (Kon) aufgefihrt. Die Zelldichte beider
Neuroblastomzelllinien ist anhand der Aufnahmen mit zunehmenden Konzentrationen deutlich
eingeschrankt. Anhand der Aufnahmen ist zudem die Menge an Neuroblastomzellen, die
apoptotisch scheinen, mit zunehmenden Konzentrationen von Cisplatin bei beiden
Neuroblastomzelllinien gestiegen. (Abk.: Kon = unbehandelte Kontrolle)

In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass Cisplatin als Teil der Induktions-
Chemotherapie der Hochrisikogruppe des Neuroblastoms, die Zellviabilitat beider
Neuroblastomzelllinien in Abhangigkeit zur Konzentration und Behandlungszeit fir
bestimmte Konzentrationen zunehmend einschrankte (siehe Abb. 8) (9). Nach einer 24 h
Behandlung mit Cisplatin konnte kein signifikanter Unterschied zwischen beiden
Neuroblastomzelllinien bzgl. der Zellviabilitat festgestellt werden (siehe Tabelle 21).
Beide Neuroblastomzelllinien zeigen hierbei einen dhnlichen Graphenverlauf, in denen
eine Verringerung der Zellviabilitdt mit zunehmender Konzentration von Cisplatin
erkennbar ist (siehe Abb. 8). Die Ergebnisse nach einer 24 h Behandlung mit Cisplatin
waren fur beide Neuroblastomzelllinien erst ab einer Konzentration von 2 yM signifikant
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (sieche Abb. 8). Es konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen beiden Neuroblastomzelllinien nach einer 72 h Behandlung in den
Konzentrationen 0,1, 0,5, 1 und 2 uM Cisplatin festgestellt werden. Die Tumorzellen der
Neuroblastomzelllinie IMR-32 zeigen nach einer Behandlungszeit von 72 h eine hdhere
Sensibilitdt in diesen Konzentrationen als jene der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y. Bei
den Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie IMR-32 waren in der 72h Behandlung
niedrigere Konzentrationen ausreichend, um die Zellviabilitat zu vermindern. Cisplatin
zeigt in den Konzentrationen 0,1, 0,5, 1 und 2 yM eine hdhere therapeutische Potenz bei
Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie IMR-32, die durch eine MYCN-Amplifikation
gekennzeichnet ist (112).
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Abbildung 8 Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Neuroblastomzellen nach Behandlung
mit Cisplatin.

Es wurden die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y (10 000 Zellen/well) 24 h nach der
Aussaat fur 24h und 72h mit Cisplatin (CisPf) behandelt. Im Anschluss wurde zur
Zellviabilitatsmessung je ein Alamar Blue Assay durchgefiihrt und der Anteil lebender Zellen im
Verhaltnis zur gesamten Zellpopulation angegeben (Zellviabilitét). Die dargestellten Ergebnisse
wurden als Anteil lebender Zellen in Prozent zur unbehandelten Kontrolle ermittelt, die auf 100 %
normalisiert wurde. Die Graphen zeigen die Mittelwerte + Standardabweichungen aus insgesamt
sechs unabhangigen Versuchen (n=6, N=1 ) fiir die 24 h Behandlung und finf unabhangigen
Versuchen (n=5, N=1) fir die 72 h Behandlung der Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien.
Der rotfarbige Graph stellt die Zellviabilitat der IMR-32-Neuroblastomzellen dar. Die Zellviabilitat
der SH-SY5Y-Neuroblastomzellen wird durch den blaufarbigen Graphen dargestellt. Die
Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede behandelter Proben im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle erfolgte durch die Verwendung folgender Symbole: *=p<0,05;
**[**=p<0,01; **/*** = p <0,001. Identische Signifikanzen beider Neuroblastomzelllinien werden
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zur Ubersichtlichkeit durch schwarzfarbige Signifikanzsymbole (,Signifikanzsternchen)
gekennzeichnet. Bei nicht identischen Signifikanzen beider Neuroblastomzelllinien kennzeichnen
rotfarbige Signifikanzsymbole die Signifikanz der Neuroblastomzelllinie IMR-32 und blaufarbige
Signifikanzsymbole die Signifikanz der SH-SY5Y-Neuroblastomzellen. (Abk.: n=Anzahl der
unabhéangigen Versuche, N = Anzahl der technischen Replikate pro Versuch)

Eine erhohte therapeutische Potenz ist auch in den Inhibitory-Concentration-50 %(1Cso)-
Werten und inhibitory-concentration-80 %(ICso)-Werten erkennbar (siehe Abb. 8 und
Tabelle 20). Diese IC-Werte beider Behandlungszeiten sind bei den Tumorzellen der
Neuroblastomzelllinie IMR-32 niedriger als bei den Tumorzellen der Neuroblastom-
Zelllinie SH-SY5Y. Die Ergebnisse nach einer 72 h Behandlung mit Cisplatin waren fur
beide Neuroblastomzelllinien signifikant. Auch der Vergleich beider Behandlungszeiten
je Neuroblastomzelllinie zeigte einen signifikanten Unterschied in der Zellviabilitat (siehe
Tabelle 21). Die Ergebnisse dieses Versuches zeigten, dass die Zellviabilitdt nach einer
72 h Behandlung mit Cisplatin im Gegensatz zu einer 24 h Behandlung teilweise deutlich
niedriger ausfiel. Die statistische Auswertung ergab fir die Neuroblastomzelllinie IMR-
32 einen signifikanten Unterschied beider Behandlungszeiten in den Konzentrationen
0,1,0,5,1, 2, 5und 10 uM Cisplatin (siehe Tabelle 21). In diesem Konzentrationsbereich
von 0,1-10uM Cisplatin zeigte sich fir die Neuroblastomzelllinie IMR-32 eine
behandlungsdauerabhangige Reduktion der Zellviabilitat. In den Konzentrationen 25, 50
und 100 yM Cisplatin war dieser Unterschied flir die Neuroblastomzelllinie IMR-32 nicht
signifikant. FUr die Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y ergab sich ein signifikanter
Unterschied beider Behandlungszeiten in den Konzentrationen 1, 2, 5, 10 und 25 uM
Cisplatin (siehe Tabelle 21).

Tabelle 20  Zytotoxischer Effekt von Cisplatin auf Neuroblastomzellen und primaren
Zellen (hippocampale Neurone)

CisPt ICso ICs0 Zelltyp
24h 6 pM 22 uM IMR-32

10 pM 26 uM SH-SY5Y
72h 0,2 yM 0,4 uM IMR-32

1M 2uM SH-SY5Y

3 uM 16 uM Primare Zellen

Es wurden die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y 24 h nach der Aussaat fiir 24 h und
72 h mit Cisplatin (CisPt) behandelt und im Anschluss ihre Zellviabilitat mithilfe des Alamar Blue
Assays gemessen (siehe Abb. 8). Zudem wurden auch die primaren Zellen (hippocampale
Neurone) 2 Wochen nach der Aussaat fir 72 h mit Cisplatin (CisPt) behandelt und im Anschluss
ihre Zellviabilitat mittels Alamar Blue Assay gemessen. In dieser Tabelle sind die |Cso-Werte
(Inhibitory-Concentration-50 %) und die |Cso-Werte (Inhibitory-Concentration-80 %) der
insgesamt sechs unabhangigen Versuche (n =6, N = 1) fir die Behandlungszeit von 24 h und der
insgesamt funf unabhangigen Versuche (n=5, N=1) fir die Behandlungszeit von 72h
aufgelistet. Ebenfalls sind in dieser Tabelle zum Vergleich mit den hippocampalen Neuronen ihre
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ICs0-Werte und ICso-Werte der insgesamt drei unabhéngigen Versuche (n=3, N=1) fir die
Behandlungszeit von 72 h aufgefiihrt. (Abk.: n = Anzahl der unabhangigen Versuche, N = Anzahl
der technischen Replikate pro Versuch)

Zusammenfassend fihrte das Chemotherapeutikum Cisplatin zu einem dosis-
abhangigen und teilweise (bei bestimmten Konzentrationen) behandlungsdauer-
abhangigen Zellviabilitdtsverlust in Neuroblastomzellen mit und ohne MYCN-
Amplifikation. Cisplatin zeigte nach einer 72h Behandlung bei Tumorzellen der
Neuroblastomzelllinie IMR-32, die durch eine MYCN-Amplifikation charakterisiert ist, im
Vergleich zur Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y eine starkere therapeutische Potenz in
bestimmten Konzentrationen (112).

Tabelle 21 Ubersicht der statistischen Auswertungen der Neuroblastomzellen nach
Behandlung mit Cisplatin

IMR-32 + SH-SY5Y 24 h CisPt

Konzentration (uM) | 0,1 0,5 1 2 5 10 25 50

Signifikanz - - - - — — - —

IMR-32 + SH-SY5Y 72 h CisPt

Konzentration (uM) | 0,1 0,5 1 2 5 10 25 50

Slgnlflkanz *k%k *kk *kk *kk _ _ — _

IMR-32 24 h + 72 h CisPt

Konzentration (uM) 0,1 0,5 1 2 5 10 25 50

Slgnlflkanz * *kk *kk *kk *kk *kk —_ —

SH-SY5Y 24 h + 72 h CisPt

Konzentration (uM) 0,1 0,5 1 2 5 10 25 50

Slgnlflkanz — — *kk *kk *kk *k*k * —

Es wurde mithilfe der Software GraphPad Prism 5.01 je eine unparametrisch einfache
Varianzanalyse (one-way ANOVA) mit Tukey’'s post hoc multiple comparison test durchgefuhrt.
Dabei wurden fiir die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y jeweils die 24 h Behandlung
und die 72h Behandlung miteinander verglichen. Zudem wurden auch beide
Neuroblastomzelllinien innerhalb der jeweiligen Behandlungszeit miteinander verglichen. Die
Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede zwischen den jeweiligen Bedingungen
(siehe Anzeige Uber den einzelnen tabellarischen Darstellungen) erfolgte fiir beide
Neuroblastomzelllinien durch die Verwendung folgender Symbole: *=p <0,05; ***=p<0,001; —
= nicht signifikant).
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3.4. Cisplatin induziert einen Arrest in der Gi-Phase und S-Phase
bei der Neuroblastomzelllinie IMR-32 sowie eine
dosisabhangige Apoptose in der Neuroblastomzelllinie SH-
SY5Y

Eine erniedrigte Zellviabilitdt im Alamar Blue Assay kann durch eine Apoptose, eine

Proliferationshemmung bzw. einen Zellzyklusarrest bedingt sein (119). Um dies genauer

zu untersuchen, wurden durchflusszytometrische Analysen (siehe Abb. 9 A/B)

durchgefuhrt. Hierbei wurden relativ hohe dquimolare Konzentrationen (5 uM, 10 uM und

25um) von Cisplatin fur beide Neuroblastomzelllinien verwendet, um den Anteil
apoptotischer Neuroblastomzellen zu erfassen. Mit diesen Konzentrationen wurden die

Tumorzellen bei beiden Neuroblastomzelllinien 24 h nach der Aussaat fur einen

Zeitraum von 24 h behandelt. Nach der Behandlungszeit wurde zur Analyse der

Zellzyklusverteilung fur jede Probe eine durchflusszytometrische Analyse durchgefihrt.

Die Proliferation wird in humanen Zellen, insbesondere in der Gi-Phase des Zellzyklus,

gesteuert. Eine Proliferationshemmung flihrt zu einer Verlangerung der Dauer der G1-

Phase (136). Aufgrund eines Zellzyklusarrestes kann der Anteil der Zellen in der

jeweiligen Zellzyklusphase ansteigen, da die Zellen an dem Ubergang in die nachste

Zellzyklusphase gehindert werden (137). Die SubGi-Fraktion reprasentiert den Anteil an

apoptotischen Zellen (60).

Die durchflusszytometrischen Analysen der Neuroblastomzelllinie IMR-32 zeigten im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle keinen signifikanten Anstieg des DNS-Gehaltes
in der in der SubG1-Fraktion (siehe Abb. 9 B). In der Gi-Phase konnte jedoch ein
signifikanter Anstieg des DNS-Gehaltes bei einer Konzentration von 25 uM Cisplatin
festgestellt werden (siehe Abb. 9 B). Des Weiteren war auch ein signifikanter Anstieg
des DNS-Gehaltes im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle bei einer Konzentration
von 5 uM Cisplatin in der S-Phase zu erkennen, der im Vergleich zum DNS-Gehalt bei
einer Konzentration von 10 uM Cisplatin signifikant abnahm. Sowohl im Vergleich zum
DNS-Gehalt bei einer Konzentration von 5uM als auch bei einer Konzentration von
10 uM Cisplatin nahm der DNS-Gehalt bei einer Konzentration von 25 uM Cisplatin
ebenfalls signifikant ab (siehe Abb. 9 B). Zudem zeigten die durchflusszytometrischen
Analysen der Neuroblastomzelllinie IMR-32 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
einen signifikanten dosisunabhangigen Abfall des DNS-Gehaltes in der G2/M-Phase
(siehe Abb. 9 B).

Die durchflusszytometrischen Analysen der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y zeigten im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle einen signifikanten dosisabhéngigen Anstieg des
DNS-Gehaltes in der SubGi-Fraktion (siehe Abb. 9 B). In der Gi-Phase konnte im
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Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine signifikante Abnahme des DNS-Gehaltes bei
einer Konzentration von 25 uM Cisplatin nachgewiesen werden (siehe Abb. 9 B). Diese
Abnahme des DNS-Gehaltes war im Vergleich zu einer Konzentration von 5 uM Cisplatin
ebenfalls signifikant. Die SubGi-Fraktion zeigt eine signifikante Zunahme nach einer
24 h Behandlung mit 25 uM Cisplatin im Vergleich zur Behandlung mit 5 uM Cisplatin
(siehe Abb. 9 B). Der DNS-Gehalt in der S-Phase war nahezu konstant. Es konnte weder
ein signifikanter Anstieg noch ein signifikanter Abfall erfasst werden. In der G2/M-Phase
konnte ein signifikanter Abfall des DNS-Gehaltes im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle gemessen werden, der von der niedrigsten Konzentration (5uM) bis zur
héchsten Konzentration (25 puM) Cisplatin ebenfalls signifikant zur unbehandelten
Kontrolle war (siehe Abb. 9 B).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass Cisplatin einen Zellzyklusarrest in der
Gi-Phase und S-Phase bei der Neuroblastomzellinie IMR-32 sowie eine

dosisabhangige Apoptose in der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y induziert.
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Abbildung 9 Analyse der Zellzyklusverteilung der Neuroblastomzelllinien IMR-32 und
SH-SYS5Y mittels Durchflusszytometrie nach einer 24 h Behandlung mit
Cisplatin

Es wurden die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y (650 000 Zellen/60-mm-Platte) 24 h
nach der Aussaat fur 24 h mit den Konzentrationen (5 yM, 10 yuM und 25 uym) Cisplatin (CisPt)
behandelt. Im Anschluss wurde zur Analyse der Zellzyklusverteilung jeweils eine
durchflusszytometrische Analyse durchgefuhrt. Die SubGi-Fraktion stellt den Anteil der
apoptotischen Zellen dar.
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A) Darstellung exemplarischer Bilder der Zellzyklusverteilung der Tumorzellen beider
Neuroblastomzelllinien nach einer 24 h Behandlung mit Cisplatin (CisPt). (Abklrzungen:
Kon = unbehandelte Kontrolle, Pl = Propidiumiodid)

B) Darstellungen der Auswertungen der SubG1-, G1-, S- und G2/M-Fraktionen der Zellzyklen der
Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien jeweils nach einer 24 h Behandlung mit Cisplatin
(CisPt). Es wurde jeweils der auf die unbehandelte Kontrolle (Kon) normalisierte
Mittelwert + Standardabweichung der zwei unabhangigen Versuche fir die IMR-32-
Neuroblastomzellen (n=2, N=2-3) und der drei unabhangigen Versuche fir die SH-SY5Y-
Neuroblastomzellen (n=3, N =1-2) fur die Auswertungen herangezogen. Die schwarzfarbigen
Balken reprasentieren jeweils die unbehandelten Kontrollen (Kon). Die jeweiligen Behandlungen
mit Cisplatin (CisPt) werden durch die graufarbigen Balken dargestellt. Eine Kennzeichnung
statistisch signifikanter Unterschiede behandelter Proben im Vergleich zur jeweiligen
unbehandelten Kontrolle erfolgte durch die Verwendung folgender Symbole fiir beide
Neuroblastomzelllinien: *=p<0,05; *=p<0,01; ***=p<0,001. (Abk.: Kon=unbehandelte
Kontrolle, n=Anzahl der unabhangigen Versuche, N = Anzahl der technischen Replikate pro
Versuch)

3.5. Cisplatin induziert eine dosisabhangige Reduktion der
Zellviabilitat in den primaren Zellen (hippocampale Neurone)

Zur Evaluation des zytotoxischen Effektes des Chemotherapeutikums Cisplatin auf die
primaren Zellen (hippocampale Neurone), die ein Modell fir das physiologische
Nervengewebe darstellten, wurden ebenfalls lichtmikroskopische Aufnahmen der
hippocampalen Neurone nach einer Behandlung mit Cisplatin angefertigt (siehe Abb. 10)
und die Zellviabilitat mittels Alamar Blue Assay bestimmt (siehe Abb. 11). Hierbei wurden
die hippocampalen Neurone 2 Wochen nach dem Aussaen einer Behandlungszeit von
72h mit Cisplatin in verschiedenen Konzentrationen ausgesetzt. Die
Zellviabilitdtsmessungen erfolgten jeweils im Vergleich zu unbehandelten hippo-
campalen Neuronen, die als Kontrollgruppen dienten. Die Dosis-Wirkungs-Kurve, die
mithilfe der Software GraphPad Prism 5.01 erstellt wurde (siehe Abb. 11), zeigt in
Abhangigkeit der Behandlungsdosis die Zellviabilitdt der hippocampalen Neurone in

Prozent der unbehandelten Kontrolle auf.

Nach einer Behandlungsdauer von 72 h ist die Zelldichte der hippocampalen Neurone
anhand der lichtmikroskopischen Aufnahmen mit zunehmenden Konzentrationen von
Cisplatin eingeschrankt. Die Aufnahmen zeigen eine dosisabhangige Zunahme
zerstorter Zellen, die apoptotisch scheinen. Morphologisch sind bei einer Konzentration
von 20uM Cisplatin eine Verringerung und Verkirzung der Zellauslaufer, ein
verminderter Zytoplasmagehalt in den Perikaryen (neuronale Zytosomata) sowie eine
Zunahme kleiner, abgerundeter Zellhaufen (cell membrane blebbing) erkennbar (siehe
Abb. 10).
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Abbildung 10 Lichtmikroskopische Aufnahmen der primaren Zellen (hippocampale
Neurone) nach Behandlung mit Cisplatin.

Die primaren Zellen (hippocampale Neurone) (172 000 Zellen/well) wurden 2 Wochen nach der
Aussaat fir 72h mit Cisplatin (CisPt) behandelt. AnschlieRend wurden lichtmikroskopische
Aufnahmen (100-fache VergréRerung) der hippocampalen Neurone angefertigt. Die
exemplarisch dargestellten lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen sowohl die Zelldichte als
auch die morphologischen Unterschiede der hippocampalen Neurone nach einer Behandlung mit
Cisplatin in den Konzentrationen von 2 yM, 5uM und 20 yM. Zum Vergleich sind in dieser
Abbildung auch lichtmikroskopische Aufnahmen der unbehandelten Neuroblastomzellen (Kon)
aufgefiihrt. Die Zelldichte der hippocampalen Neurone ist mit zunehmenden Konzentrationen
eingeschrankt. Anhand der Aufnahmen ist zudem die Menge an hippocampalen Neuronen, die
apoptotisch scheinen, mit zunehmenden Konzentrationen von Cisplatin gestiegen. (Abk.:
Kon = unbehandelte Kontrolle)

In den Zellviabilititsmessungen konnte gezeigt werden, dass die Zellviabilitat der
hippocampalen Neurone, als Modell fur das physiologische Nervengewebe, mit
zunehmender Konzentration von Cisplatin abnahm. Diese Dosisabhangigkeit von
Cisplatin ist auch in den ICso-Werten und ICso-Werten erkennbar (siehe Tabelle 20). Bei
den Konzentrationen 1 und 2 uM Cisplatin war dieser Verlust der Zellviabilitdt nicht
signifikant im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (siehe Abb. 11). Die
Konzentrationen 5, 10, 20 und 50 yM Cisplatin zeigten dagegen einen signifikanten

Zellviabilitatsverlust.

Zusammenfassend betrachtet, induzierte Cisplatin eine dosisabhangige Reduktion der

Zellviabilitat in hippocampalen Neuronen.
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Abbildung 11 Dosis-Wirkungs-Beziehungen der primaren Zellen (hippocampale
Neurone) nach Behandlung mit Cisplatin.

Es wurden die primaren Zellen (hippocampale Neurone) (172 000 Zellen/well) 2 Wochen nach
der Aussaat fur 72h mit Cisplatin (CisPf) behandelt. AnschlieBend wurde zur
Zellviabilitatsmessung je ein Alamar Blue Assay durchgefiihrt und der Anteil lebender Zellen im
Verhaltnis zur gesamten Zellpopulation angegeben (Zellviabilitat). Die dargestellten Ergebnisse
wurden als Anteil lebender Zellen in Prozent zur unbehandelten Kontrolle ermittelt, die auf 100 %
normalisiert wurde. Der in dieser Abbildung dargestelite Graph zeigt die
Mittelwerte + Standardabweichungen aus insgesamt drei unabhangigen Versuchen (n=3, N=1)
fur die 72 h Behandlung. Die Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede behandelter
Proben im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erfolgte durch die Verwendung folgender
Symbole: *=p <0,05; **=p <0,01. (Abk.: n = Anzahl der unabhangigen Versuche, N = Anzahl der
technischen Replikate pro Versuch)

3.6. CHK1-Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) induziert eine
dosisabhdngige Reduktion der Zellviabilitat in den
Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y

Als Nachstes sollte der zytotoxische Effekt des Chemotherapeutikums CHK1-Inhibitor
LY2603618 (Rabusertib) auf die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SYS5Y evaluiert
werden, um im Hinblick auf die darauffolgenden Kombinationsbehandlungen die
Wirksamkeit einer CHK1-Inhibition zu erfassen. Hierbei wurden lichtmikroskopische
Aufnahmen der Neuroblastomzellen nach Behandlung mit LY2603618 angefertigt (siehe
Abb. 12) und anschlieBend die Zellviabilitdt ebenfalls mittels Alamar Blue Assay
bestimmt, nachdem die Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien 24 h nach dem
Aussaen einer Behandlungsdauer von 72h mit LY2603618 in verschiedenen
Konzentrationen ausgesetzt worden waren (sieche Abb. 13). Da LY2603618 das
Lésungsmittel DMSO enthielt, erfolgten die Zellviabilititsmessungen jeweils im

Vergleich zur unbehandelten Dimethylsulfoxid (DMSO)-Kontrolle, um einen zyto-
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toxischen Effekt des DMSO auszuschlielen. Es wurden ebenfalls Dosis-Wirkungs-
Kurven mithilfe der Software GraphPad Prism 5.01 erstellt, die in Abhangigkeit der
Behandlungsdosis die Zellviabilitdt der Neuroblastomzellen in Prozent der DMSO-

Kontrolle aufzeigen (siehe Abb. 13).

Anhand der lichtmikroskopischen Aufnahmen ist die Zelldichte der Tumorzellen beider
Neuroblastomzelllinien nach einer Behandlungsdauer von 72h mit zunehmenden
Konzentrationen von LY2603618 eingeschrankt (siehe Abb. 12). Die Aufnahmen zeigen
eine dosisabhangige Zunahme zerstorter Zellen und Zellfragmente sowie eine
dosisabhange Abnahme der Zelldichte und der Zellzahl. Morphologisch sind bei einer
Konzentration von 0,5 uM LY2603618 bei den IMR-32-Neuroblastomzellen und bei einer
Konzentration von 2 yM LY2603618 bei den SH-SY5Y-Neuroblastomzellen ein deutlich
erhohter Anteil zerstorter Zellen und Zellfragmente im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
erkennbar (siehe Abb. 12). Die Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie IMR-32 zeigen
bei dieser Konzentration von 0,5uM LY2603618 eine hdhere Anzahl an kleinen
Tumorzellverbanden im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Anhand der Aufnahmen lasst
sich bei den Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien eine Abnahme des
Zytoplasmagehalts mit einer zunehmenden Konzentration von LY2603618 erkennen
(siehe Abb. 12).

| IMR-32 72 h Behandlung |

Kon DMSO

0,25 uM LY 0,5uM LY
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Abbildung 12 Lichtmikroskopische Aufnahmen der Neuroblastomzelllinien IMR-32 und
SH-SY5Y nach Behandlung mit Checkpoint-Kinase-Inhibitor LY2603618
(Rabusertib)

Die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y (10000 Zellen/well) wurden 24 h nach der
Aussaat fir 72 h mit CHK1-Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) (LY) behandelt. Im Anschluss
wurden lichtmikroskopische Aufnahmen (100-fache VergréRerung) der Neuroblastomzellen
angefertigt. Die exemplarisch dargestellten lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen sowohl die
Zelldichte als auch die morphologischen Unterschiede der Neuroblastomzelllinie IMR-32 nach
einer Behandlung mit LY2603618 in den Konzentrationen von 0,25 uyM und 0,5 uyM und der
Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y nach einer Behandlung mit LY2603618 in den Konzentrationen
von 0,5uM und 2pM. Zum Vergleich sind in dieser Abbildung auch lichtmikroskopische
Aufnahmen der unbehandelten Neuroblastomzellen (Kon) und der DMSO-Kontrolle (DMSO)
aufgefiihrt. Die Zelldichte der Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien ist anhand der
Aufnahmen mit zunehmenden Konzentrationen eingeschrankt. Anhand der Aufnahmen ist zudem
die Menge an Neuroblastomzellen, die apoptotisch scheinen, mit zunehmenden Konzentrationen
von LY2603618 bei beiden Neuroblastomzelllinien gestiegen. (Abk.: Kon=unbehandelte
Kontrolle, DMSO = Dimethylsulfoxid)

Mit den Zellviabilitdtsmessungen konnte gezeigt werden, dass CHK1-Inhibitor
LY2603618 (Rabusertib) (LY) die Zellviabilitdt beider Neuroblastomzelllinien in
Abhangigkeit zur Konzentration zunehmend einschrankte (siehe Abb. 13). Die
Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie IMR-32 zeigen in den Konzentrationen 0,25, 0,5,
0,75 und 1pM eine hdéhere Sensibilitit gegenidber dem CHK1-Inhibitor als die
Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y (siehe Abb. 13). Ein signifikanter Unterschied in der
Zellviabilitdt zwischen beiden Neuroblastomzelllinien konnte nach einer 72h
Behandlung mit LY2603618 in diesen Konzentrationen festgestellt werden. Bei den
Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie IMR-32 sind niedrigere Konzentrationen
ausreichend, um die Zellviabilitat zu vermindern. LY2603618 zeigte im Vergleich zu der
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Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y in den Konzentrationen 0,25, 0,5, 0,75 und 1 uM eine
erhohte therapeutische Potenz bei den Tumorzellen der MYCN-amplifizierten
Neuroblastomzelllinie IMR-32 (112).

72h

- |MR-32
-~ SH-SY5Y

Viabilitat [% zur Kontrolle]

0.00 0.25 0.50 0.751.00 2 3 4 5
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Abbildung 13 Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Neuroblastomzellen nach Behandlung
mit Checkpoint-Kinase-Inhibitor LY2603618 (Rabusertib)

Es wurden die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y (10 000 Zellen/well) 24 h nach der
Aussaat fur 72 h mit CHK1-Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) (LY) behandelt. Im Anschluss wurde
zur Zellviabilitdtsmessung je ein Alamar Blue Assay durchgefihrt und der Anteil lebender Zellen
im Verhaltnis zur gesamten Zellpopulation angegeben (Zellviabilitdt). Die dargestellten
Ergebnisse wurden als Anteil lebender Zellen in Prozent zur unbehandelten Kontrolle ermittelt,
die auf 100 % normalisiert wurde. Die Graphen zeigen die Mittelwerte + Standardabweichungen
aus insgesamt drei unabhangigen Versuchen (n=3, N=1) fur die 72h Behandlung. Der
rotfarbige Graph stellt die Zellviabilitat der IMR-32-Neuroblastomzellen dar. Die Zellviabilitat der
SH-SY5Y-Neuroblastomzellen wird durch den blaufarbigen Graphen dargestellt. Die
Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede behandelter Proben im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle erfolgte durch die Verwendung folgender Symbole: *=p <0,05; **=p<0,01;
***=p<0,001. Eine Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede behandelter Proben
zwischen beiden Neuroblastomzelllinien erfolgte durch die Verwendung folgender Symbole:
#=p<0,05; ##=p<0,001. (Abk.: n=Anzahl der unabhangigen Versuche, N=Anzahl der
technischen Replikate pro Versuch)

Die erhOhte therapeutische Potenz ist auch in den ICso-Werten und [Cso-Werten
erkennbar (siehe Abb. 13 wund Tabelle 22). Bei den Tumorzellen der
Neuroblastomzelllinie IMR-32 sind die IC-Werte niedriger als bei jenen der
Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y (siehe Abb. 13 und Tabelle 22). Der Verlust der
Zellviabilitat der Neuroblastomzelllinie IMR-32 war nach einer 72h Behandlung mit
LY2603618 in den Konzentrationen 0,25, 0,5, 0,75 und 1 uM signifikant im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle (siehe Abb. 13). Bei den SH-SY5Y-Neuroblastomzellen war der

69



Zellviabilitatsverlust im Vergleich zur DMSO-Kontrolle nach einer 72 h Behandlung mit
LY2603618 in den Konzentrationen 1, 2 und 5 uM signifikant.

Zusammenfassend zeigen die Resultate der Zellviabilitatsmessungen, dass der CHK1-
Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) zu einem dosisabhangigen Verlust der Zellviabilitat in
Neuroblastomzellen mit und ohne MYCN-Amplifikation fihrt. Der CHK1-Inhibitor zeigte
im Vergleich zur Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y in bestimmten Konzentrationen eine
erhdhte therapeutische Potenz bei Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie IMR-32, die
durch eine MYCN-Amplifikation charakterisiert ist (112).

Tabelle 22 Zytotoxischer Effekt des Checkpoint-Kinase-Inhibitor LY 2603618
(Rabusertib) auf Neuroblastomzellen und primare Zellen (hippocampale

Neurone)
LY ICso ICs0 Zelltyp
72h 0,4 uM 0,6 pM IMR-32
1 uM 4 uM SH-SY5Y
2 uM 4 uM Primare Zellen

Es wurden die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y 24 h und die primaren Zellen
(hippocampale Neurone) 2 Wochen nach der Aussaat fir 72 h mit CHK1-Inhibitor LY 2603618
(Rabusertib) (LY) behandelt. AnschlieBend wurde ihre Zellviabilitdt mittels Alamar Blue Assay
gemessen. In dieser Tabelle sind die ICso-Werte (Inhibitory-Concentration-50 %) und die 1Ceo-
Werte (Inhibitory-Concentration-80 %) der insgesamt drei unabhangigen Versuche (n=3, N=1)
je Zelltyp fir die Behandlungszeit von 72h aufgelistet. (Abk.: n=Anzahl der unabhangigen
Versuche, N = Anzahl der technischen Replikate pro Versuch)

3.7. CHK1-Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) induziert eine
dosisabhangige Reduktion der Zellviabilitat in den primaren
Zellen (hippocampale Neurone)

Zur Evaluation des zytotoxischen Effektes des Chemotherapeutikums CHK1-Inhibitor
LY2603618 (Rabusertib) auf die primaren Zellen (hippocampale Neurone) wurden
ebenfalls lichtmikroskopische Aufnahmen (siehe Abb. 14) nach einer Behandlung mit
LY2603618 angefertigt und die Zellviabilitat mittels Alamar Blue Assay bestimmt (siehe
Abb. 15). Hierbei wurden die hippocampalen Neurone 2 Wochen nach dem Aussaen
einer Behandlungszeit von 72h mit LY2603618 in verschiedenen Konzentrationen
ausgesetzt. Die Messungen der Zellviabilitdt mittels Alamar Blue Assay erfolgten im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Die Dosis-Wirkungs-Kurve wurde mithilfe der Software
GraphPad Prism 5.01 erstellt, die in Abhangigkeit zur Behandlungsdosis die Zellviabilitat
der hippocampalen Neurone in Prozent zur DMSO-Kontrolle darstellt (siehe Abb. 15).

Anhand der lichtmikroskopischen Aufnahmen scheint nach einer Behandlungsdauer von
72 h mit 1 yM LY2603618 eine Differenzierung hippocampaler Neurone akzeleriert zu

sein, da im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle und DMSO-Kontrolle ein vermehrtes
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neuronales Netzwerk sichtbar ist. Zugleich sind auch vermehrt Zellen zu finden, deren
Zellkorper klein und abgerundet sind und auf den Prozess der Apoptose hinweisen. Die
apoptotischen Hinweise sind nach einer Behandlung mit 5uM LY2603618 starker
ausgepragt als nach einer Behandlung mit 1 uM LY2603618. Die vermehrten neuronalen
Netze sind nach der Behandlung mit 5 yM LY2603618 im Vergleich zu einer Behandlung
mit 1 uM LY2603618 vermindert (siehe Abb. 14).

| Hippocampale Neurone 72 h Behandlung |

ARG %

1uM LY 5uM LY

Abbildung 14 Lichtmikroskopische Aufnahmen der primaren Zellen (hippocampale
Neurone) nach Behandlung mit Checkpoint-Kinase-Inhibitor LY2603618
(Rabusertib).

Die primaren Zellen (hippocampale Neurone) (172 000 Zellen/well) wurden 2 Wochen nach der
Aussaat fur 72h mit CHK1-Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) (LY) behandelt. AnschlieRend
wurden lichtmikroskopische Aufnahmen (100-fache VergréRerung) der hippocampalen Neurone
angefertigt. Die exemplarisch dargestellten lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen sowohl die
Zelldichte als auch die morphologischen Unterschiede der hippocampalen Neurone nach einer
Behandlung mit LY2603618 in den Konzentrationen von 1 uM und 5 pM. Zum Vergleich sind in
dieser Abbildung auch lichtmikroskopische Aufnahmen der unbehandelten hippocampalen
Neurone (Kon) und der DMSO-Kontrolle (DMSQO) dargestellt. Es sind mit zunehmenden
Konzentrationen von LY2603618 vermehrt Zellen zu finden, deren Zellkérper klein und
abgerundet sind und auf den Prozess der Apoptose hinweisen. Nach der Behandlung mit 5 yM
LY2603618 sind kaum neuronale Netzwerke sichtbar. (Abk.: Kon =unbehandelte Kontrolle,
DMSO = Dimethylsulfoxid)

Es konnte gezeigt werden, dass CHK1-Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) ebenfalls die
Zellviabilitdt der hippocampalen Neurone, als Modell flr das physiologische
Nervengewebe, in Abhangigkeit zur Konzentration zunehmend einschrankte. Die
hippocampalen Neurone zeigten eine Sensibilitdt gegeniber dem CHK1-Inhibitor. Dies

ist sowohl anhand der lichtmikroskopischen Aufnahmen (siehe Abb. 14) als auch in den
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ICso-Werten und ICso-Werten erkennbar (siehe Tabelle 22). Der Zellviabilitatsverlust
nach einer 72 h Behandlung mit dem Chemotherapeutikum LY2603618 war im Vergleich
zur DMSO-Kontrolle in den Konzentrationen 2, 5 und 10 uM signifikant (siehe Abb. 15).

Zusammenfassend betrachtet, fluhrte das Chemotherapeutikum CHK1-Inhibitor
LY2603618 (Rabusertib) zu einem dosisabhangigen Verlust der Zellviabilitat in

hippocampalen Neuronen.

72 h

140-

120- -e- Hippocampale Neurone

100

*%*

*k%k

Viabilitat [% zur Kontrolle]

00 05 10 2 4 6 8 10
LY [uM]

Abbildung 15 Dosis-Wirkungs-Beziehungen der primaren Zellen (hippocampale
Neurone) nach Behandlung mit Checkpoint-Kinase-Inhibitor LY 2603618
(Rabusertib).

Es wurden die primaren Zellen (hippocampale Neurone) (172 000 Zellen/well) 2 Wochen nach
der Aussaat fur 72 h mit CHK1-Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) (LY) behandelt. Anschlie3end
wurde zur Zellviabilitditsmessung je ein Alamar Blue Assay durchgefuhrt und der Anteil lebender
Zellen im Verhaltnis zur gesamten Zellpopulation angegeben (Zellviabilitdt). Die dargestellten
Ergebnisse wurden als Anteil lebender Zellen in Prozent zur DMSO-Kontrolle ermittelt, die auf
100 % normalisiert wurde. Der in dieser Abbildung dargestellte Graph zeigt die
Mittelwerte + Standardabweichungen aus insgesamt drei unabhangigen Versuchen (n=3, N=1)
fur die 72 h Behandlung. Die Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede behandelter
Proben im Vergleich zur DMSO-Kontrolle erfolgte durch die Verwendung folgender Symbole:
**=p<0,01; **=p<0,001. (Abk.: n=Anzahl der unabhangigen Versuche, N =Anzahl der
technischen Replikate pro Versuch)

3.8. CHK1-Inhibition kann die Neuroblastomzelllinie IMR-32 und
die Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y fiir Cisplatin nicht
sensibilisieren

Die IMR-32 und SH-SY5Y-Neuroblastomzellen wurden sowohl als Einzelbehandlung als
auch als Kombinationsbehandlung mit verschiedenen Konzentrationen des CHK1-
Inhibitors LY2603618 (Rabusertib) und von Cisplatin behandelt, um festzustellen, ob der
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CHK1-Inhibitor die Neuroblastomzellen fir Cisplatin sensibilisieren kann. Es wurden flr
diesen Versuch aquimolare Konzentrationen von LY2603618 und aquitoxische
Konzentrationen von Cisplatin der beiden Neuroblastomzelllinien verwendet, die sich
aus den vorherigen Versuchen (Einzelbehandlungen) ergaben. Hierbei wurden die
Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien jeweils mit der gleichen Konzentration
(dquimolar) von LY2603618 behandelt. Diese Konzentration wurde bewusst niedrig
gewahlt, um die Neuroblastomzellen nicht zu stark zu schadigen und einen
zytotoxischen Effekt der Kombinationsbehandlungen beider Chemotherapeutika zu
erfassen. Es wurden in diesem Versuch zudem Einzelbehandlungen mit Cisplatin
durchgefuhrt. Unmittelbar im Anschluss an die Einzel- und Kombinationsbehandlungen,
zeitlich vor den Zellviabilitdtsmessungen, wurden lichtmikroskopische Aufnahmen der
Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien angefertigt (siehe Abb. 16). Der
Zellviabilitatsverlust infolge der entsprechenden Kombinationsbehandlung aus beiden
Chemotherapeutika wurde mit dem Zellviabilitatsverlust nach der jeweiligen
Konzentration dieser Cisplatin-Einzelbehandlungen verglichen, die auch in den
entsprechenden Kombinationsbehandlungen eingesetzt wurden. Diese Konzentrationen
von Cisplatin, die sich zwischen den beiden Neuroblastomzelllinien unterschieden,
hatten in den vorherigen Einzelbehandlungen mit Cisplatin (sieche Abb. 8) bei beiden
Neuroblastomzelllinien einen identischen zytotoxischen Effekt (aquitoxisch). In diesem
Versuch wurde die Zellviabilitat ebenfalls mittels Alamar Blue Assay bestimmt, nachdem
die Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien 24h nach dem Aussaen fir eine
Zeitspanne von 72h mit dem CHK1-Inhibitor und Cisplatin in verschiedenen
Konzentrationen ausgesetzt worden waren (siehe Abb. 17). Auch in diesen Versuchen
erfolgten die Messungen der Zellviabilitdt im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle. Die
Cisplatin-Einzelbehandlungen dieses Versuches bezogen sich hierbei auf die
unbehandelte Kontrolle (Kon), in der ausschlie3lich das entsprechende Zellmedium der
Neuroblastomzellen hinzugegeben wurde. Jedoch bezogen sich die Einzel-
Behandlungen mit LY2603618 und die Kombinationsbehandlungen auf die DMSO-
Kontrolle. Mithilfe der Software GraphPad Prism 5.01 wurde ein Balkendiagramm mit
den jeweiligen Standardabweichungen erstellt (siehe Abb. 17), das in Abhangigkeit zur
Behandlungsdosis die Zellviabilitdt der Neuroblastomzellen in Prozent zur jeweiligen

Kontrolle (unbehandelte Kontrolle, DMSO-Kontrolle) aufzeigt.

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen mit zunehmenden Konzentrationen von
Cisplatin nach einer Behandlungsdauer von 72h bei den Tumorzellen beider
Neuroblastomzelllinien eine Abnahme der Zelldichte (siehe Abb. 16). Bei einer

Konzentration von 0,4 uM Cisplatin bei den IMR-32-Neuroblastomzellen und einer
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Konzentration von 2 uM Cisplatin bei den SH-SY5Y-Neuroblastomzellen ist jeweils ein
erhohter Anteil zerstorter Zellen und Zellfragmente im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle morphologisch erkennbar (siehe Abb. 16). In diesen Aufnahmen kann eine
dosisabhangige Zunahme zerstorter Zellen sowie eine dosisabhangige Abnahme der
Zelldichte und der Zellzahl nach einer Behandlung mit Cisplatin erkannt werden. Mit
zunehmenden Konzentrationen von Cisplatin zeigen die Tumorzellen der
Neuroblastomzelllinie IMR-32 eine hdhere Anzahl an Tumorzellverbanden. Auch die SH-
SY5Y-Neuroblastomzellen zeigen bei einer Konzentration von 2uM Cisplatin eine
hohere Anzahl an Tumorzellverbanden im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die
GroRe dieser Tumorzellverbande ist jedoch im Vergleich zur Neuroblastomzelllinie IMR-
32 deutlich kleiner. Zudem zeigen die Aufnahmen bei den Tumorzellen beider
Neuroblastomzelllinien mit einer zunehmenden Konzentration von Cisplatin eine
Abnahme des Zytoplasmagehalts (siehe Abb. 16). Die lichtmikroskopischen Aufnahmen
der Einzelbehandlungen mit LY2603618 zeigen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle keinen
morphologischen Unterschied (siehe Abb. 16). Die Zelldichte der IMR-32-
Neuroblastomzellen bei den Kombinationsbehandlungen aus beiden Chemo-
Therapeutika ist anhand der Aufnahmen im Vergleich zu den jeweiligen
Einzelbehandlungen mit Cisplatin nicht effizienter eingeschrankt (siehe Abb. 16). Es sind
keine morphologischen Unterschiede zwischen den Kombinationsbehandlungen und
den jeweiligen Einzelbehandlungen mit Cisplatin erkennbar. Bei der Neuroblastom-
Zelllinie SH-SYS5Y ist die Zelldichte im Vergleich zu den Einzelbehandlungen ebenfalls
nicht oder geringflgig starker eingeschrankt. Eine geringflgige Abnahme der Zelldichte
im  Vergleich zur Einzelbehandlung mit 2pyM Cisplatin kann in der
Kombinationsbehandlung aus 0,6 uM LY2603618 und 2 uM Cisplatin bei den SH-SY5Y-
Neuroblastomzellen festgestellt werden. In den Aufnahmen dieser Kombinations-
Behandlung ist eine verminderte Zellzahl im Vergleich zur Einzelbehandlung mit 2 yM
Cisplatin erkennbar (siehe Abb. 16).

| IMR-32 72 h Behandlung |

74



V-

0,1 uM CisPt 0,2 uM CisPt 0,4 uM CisPt

0,2uMLY +0,1pM CisPt  0,2uM LY +0,2uM CisPt  0,2uM LY + 0,4 uM CisPt

| SH-SY5Y 72 h Behandlung |

Kon DMSO 0,6 uM LY

0,5 uM CisPt 1 uM CisPt 2 yM CisPt

P

0,6 UM LY + 0,5 uM CisPt 0,6 UM LY + 1 uM CisPt 0,6 UM LY + 2 pM CisPt

75



Abbildung 16 Lichtmikroskopische Aufnahmen der Neuroblastomzelllinien IMR-32 und
SH-SY5Y nach Einzel- und Kombinationsbehandlungen  mit
verschiedenen Konzentrationen des Checkpoint-Kinase-Inhibitors
LY2603618 (Rabusertib) und Cisplatin

Die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y (10000 Zellen/well) wurden 24 h nach der
Aussaat fir 72h mit verschiedenen Konzentrationen des CHK1-Inhibitors LY2603618
(Rabusertib) (LY) und des Chemotherapeutikums Cisplatin (CisPt) behandelt. Im Anschluss
wurden lichtmikroskopische Aufnahmen (100-fache Vergréflerung) der Neuroblastomzellen
angefertigt. Die dargestellten lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen sowohl die Zelldichte als
auch die morphologischen Unterschiede der Neuroblastomzelllinie IMR-32 nach einer Einzel- und
Kombinationsbehandlung mit LY2603618 (LY) in den Konzentrationen von 0,2 uM und mit
Cisplatin (CisPt) in den Konzentrationen von 0,1uM, 0,2uyM und 04 puM und der
Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y nach einer Einzel- und Kombinationsbehandlung mit LY2603618
in den Konzentrationen von 0,6 uM und mit Cisplatin in den Konzentrationen von 0,5 uM, 1 uM
und 2uM . Zum Vergleich sind in dieser Abbildung auch lichtmikroskopische Aufnahmen
unbehandelter Neuroblastomzellen (Kon) und der DMSO-Kontrolle (DMSO) aufgefuhrt. Anhand
der Aufnahmen ist zu erkennen, dass die Zelldichte beider Neuroblastomzelllinien mit
zunehmenden Dosen von Cisplatin eingeschrankt ist. Zudem ist die Menge an
Neuroblastomzellen, die apoptotisch scheinen, mit zunehmenden Konzentrationen von Cisplatin
bei beiden Neuroblastomzelllinien gestiegen. Bei der Neuroblastomzelllinie IMR-32 konnte
anhand der Aufnahmen die Zelldichte durch die Kombinationsbehandlungen aus beiden
Chemotherapeutika nicht  effizienter eingeschrankt werden. Die Zelldichte der
Neuroblastomzelllinie ~ SH-SY5Y  konnte  anhand der  Aufnahmen  durch die
Kombinationsbehandlungen im Vergleich zu den Einzelbehandlungen ebenfalls nicht oder
geringfugig starker (siehe SH-SY5Y 0,6 uM LY + 2 puM CisPt) eingeschrankt werden. (Abk.:
Kon = unbehandelte Kontrolle, DMSO = Dimethylsulfoxid)

Anhand der Zellviabilitatsmessungen konnte gezeigt werden, dass die Zellviabilitat
beider Neuroblastomzelllinien mit zunehmenden Konzentrationen von Cisplatin sowohl
in der Einzelbehandlung als auch in der Kombinationsbehandlung aus beiden
Chemotherapeutika erniedrigt wurde (siehe Abb. 17). Die Zellviabilitdtsverluste waren in
den IMR-32-Neuroblastomzellen héher als bei den SH-SY5Y-Neuroblastomzellen nach
den Einzelbehandlungen mit Cisplatin (siehe Abb. 17). Der Verlust der Zellviabilitat der
Neuroblastomzelllinie IMR-32 zeigte in der Einzelbehandlung mit 0,4 uM Cisplatin und in
der Kombinationsbehandlung aus 0,2uM LY2603618 und 0,4 uM Cisplatin ein
signifikantes Ergebnis zur jeweiligen Kontrolle (unbehandelte Kontrolle, DMSO-
Kontrolle) (siehe Abb. 17). Fur die Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y zeigte der
Zellviabilitatsverlust, bis auf die Einzelbehandlung mit 0,5 uM Cisplatin, signifikante
Ergebnisse im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (unbehandelte Kontrolle, DMSO-
Kontrolle). Die Zellviabilitdtsverluste der Kombinationsbehandlungen aus LY2603618
und Cisplatin waren bei der Neuroblastomzelllinie IMR-32 im Vergleich zu den
Zellviabilitatsverlusten der Einzelbehandlungen mit Cisplatin etwa gleich groR (siehe
Abb. 17). Die Kombinationsbehandlungen der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y zeigten,
im Gegensatz zu der Neuroblastomzelllinie IMR-32, einen leicht erhdhten Verlust der
Zellviabilitdt im Vergleich zu den jeweiligen Einzelbehandlungen mit Cisplatin. Die

Ergebnisse der Zellviabilititsmessungen ergaben, dass der durch Cisplatin induzierte
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Verlust der Zellviabilitdt der Neuroblastomzelllinie IMR-32 bei den Kombinations-
Behandlungen aus beiden Chemotherapeutika im Vergleich zu den entsprechenden
Einzelbehandlungen mit Cisplatin nicht gesteigert werden konnte (siehe Abb. 17). Bei
den SH-SY5Y-Neuroblastomzellen konnte der durch Cisplatin induzierte Verlust der
Zellviabilitat bei den Kombinationsbehandlungen aus 0,6 yM LY2603618 und 0,5 uM
Cisplatin sowie 0,6 yM LY2603618 und 1puM Cisplatin im Vergleich zu den
entsprechenden Einzelbehandlungen mit Cisplatin leicht erhdht werden. Die statistische
Auswertung ergab, dass diese Ergebnisse der Kombinationsbehandlungen fur die
Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien im Vergleich zu den entsprechenden
Einzelbehandlungen mit Cisplatin nicht signifikant sind. Die Neuroblastomzelllinie IMR-
32 zeigte in diesem Versuch etwa gleich hohe Zellviabilitdtsverluste nach einer
Behandlung mit Cisplatin im Vergleich zu den vorherigen Einzelbehandlungen mit
Cisplatin (siehe Abb. 8 und Abb. 17). Bei der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y sind die
Verluste der Zellviabilitat nach einer Behandlung mit Cisplatin in diesem Versuch im
Mittel um ca. 10-30 % geringer ausgefallen als in den vorherigen Einzelbehandlungen
mit Cisplatin (siehe Abb. 8 und Abb. 17).

Zusammenfassend betrachtet, fihrten sowohl die Einzelbehandlungen als auch die
Kombinationsbehandlungen zu einem dosisabhangigen Verlust der Zellviabilitat in
Neuroblastomzellen mit und ohne MYCN-Amplifikation. Die CHK1-Hemmung mit CHK1-
Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) konnte die Sensibilitdt der Tumorzellen beider
Neuroblastomzelllinien gegenlber einer Einzelbehandlung mit Cisplatin nicht erhéhen.
Die Ergebnisse der Kombinationsbehandlungen fur die Tumorzellen beider
Neuroblastomzelllinien sind im Vergleich zu den entsprechenden Einzelbehandlungen

mit Cisplatin nicht signifikant.
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Abbildung 17 Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Neuroblastomzellen nach Einzel- und
Kombinationsbehandlungen mit Checkpoint-Kinase-Inhibitor LY2603618
(Rabusertib) und Cisplatin.

Es wurden die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y (10 000 Zellen/well) 24 h nach der
Aussaat fur 72h mit verschiedenen Konzentrationen des CHK1-Inhibitors LY2603618
(Rabusertib) (LY) und Cisplatin (CisPt) behandelt. Das Balkendiagramm zeigt zur Vereinfachung
der Visualisierung gelbfarbige Balken fur die Einzelbehandlung mit CHK1-Inhibitor LY2603618
(Rabusertib) (LY) und blaufarbige Balken fiir die Einzelbehandlung mit Cisplatin (CisPf). Die
Balken fir die Kombinationsbehandlungen aus beiden Chemotherapeutika sind griin markiert.
Zur Zellviabilitditsmessung wurde je ein Alamar Blue Assay durchgefihrt und der Anteil lebender
Zellen im Verhaltnis zur gesamten Zellpopulation angegeben (Zellviabilitdt). Die dargestellten
Ergebnisse wurden als Anteil lebender Zellen in Prozent zur unbehandelten Kontrolle ermittelt,
die auf 100 % normalisiert wurde. Die Einzelbehandlungen mit Cisplatin bezogen sich hierbei auf
die unbehandelte Kontrolle (Kon), wohingegen die Einzelbehandlungen mit LY2603618 und die
Kombinationsbehandlungen aus beiden Chemotherapeutika sich auf die DMSO-Kontrolle
(DMSOQ) bezogen. Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardabweichungen aus insgesamt
zwei unabhangigen Versuchen (n=2, N=1) fur die 72 h Behandlungen. Die Signifikanzen der
behandelten Proben stehen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen (Kon, DMSO). Die
Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede behandelter Proben im Vergleich zur
jeweiligen Kontrolle (Kon, DMSO) erfolgte durch die Verwendung folgender Symbole: * = p < 0,05;
**=p<0,01; **=p<0,001. (Abk.: Kon=unbehandelte Kontrolle, DMSO = Dimethylsulfoxid,
n = Anzahl der unabhangigen Versuche, N = Anzahl der technischen Replikate pro Versuch)

3.9. CHK1-Inhibition sensibilisiert primare Zellen (hippocampale
Neurone) fiir Cisplatin nicht

Die primaren Zellen (hippocampale Neurone) wurden sowohl als Einzelbehandlung als
auch als Kombinationsbehandlung mit verschiedenen Konzentrationen des CHK1-
Inhibitors LY2603618 (Rabusertib) und Cisplatin behandelt, um einen zytotoxischen
Effekt der Kombinationsbehandlung auf die hippocampalen Neurone zu evaluieren.
Zudem wurden in diesem Versuch auch Einzelbehandlungen mit Cisplatin durchgefuhrt.
Hierbei sollte der zytotoxische Effekt der Kombinationsbehandlung in Bezug zur

jeweiligen Cisplatin-Einzelbehandlung dieses Versuches verglichen werden. Zum Zweck
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der Erfassung der zytotoxischen Wirkung der Kombinationsbehandlungen wurden nach
diesen Einzel- und Kombinationsbehandlungen lichtmikroskopische Aufnahmen der
hippocampalen Neurone angefertigt (siehe Abb. 18) und die Zellviabilitdt ebenfalls
mittels Alamar Blue Assay bestimmt, nachdem die hippocampalen Neurone 2 Wochen
nach dem Aussden einem Zeitraum von 72h mit LY2603618 und Cisplatin in
verschiedenen Konzentrationen ausgesetzt worden waren (siehe Abb. 19). Es wurden
hierbei Konzentrationen verwendet, die sich aus den vorherigen Versuchen
(Einzelbehandlungen) mit LY2603618 und Cisplatin ergaben. Die Messungen der
Zellviabilitat erfolgten ebenfalls im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (unbehandelte
Kontrolle, DMSO-Kontrolle). Die Cisplatin-Einzelbehandlungen dieses Versuches
bezogen sich hierbei auf die unbehandelte Kontrolle (Kon). Die Einzelbehandlung mit
LY2603618 sowie die Kombinationsbehandlungen aus beiden Chemotherapeutika
bezogen sich ebenfalls auf die DMSO-Kontrolle. Es wurde ein Balkendiagramm mit den
jeweiligen Standardabweichungen mithilfe der Software GraphPad Prism 5.01 erstellt
(siehe Abb. 19). Dieses Balkendiagramm stellt in Abhangigkeit der Behandlungsdosis
die Zellviabilitdt der hippocampalen Neurone in Prozent zur jeweiligen Kontrolle
(unbehandelte Kontrolle, DMSO-Kontrolle) dar.

Anhand der lichtmikroskopischen Aufnahmen Iasst sich nach einer Behandlung von
1 uM Cisplatin eine Zunahme von abgerundeten kleinen Zellen erkennen, die auf eine
Apoptose hinweisen, wahrend nach einer Behandlung von 2 uM Cisplatin die Anzahl der
Zellen vermindert ist und kaum noch Zellen mit den morphologischen Merkmalen der
unbehandelten Kontrolle und DMSO-Kontrolle sichtbar sind (siehe Abb. 18). Der CHK1-
Inhibitor LY2603618 flihrt, wie bereits in Abb.14 beobachtet, zu einem deutlich
sichtbaren neuronalen Netzwerk. Die Kombinationsbehandlungen mit Cisplatin und
LY2603618 zeigen keine morphologischen Unterschiede zu den Cisplatin-
Einzelbehandlungen (siehe Abb. 18).

| Hippocampale Neurone 72 h Behandlung |

Kon
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0,5uM LY + 1 uM CisPt 0,5uM LY + 2 uM CisPt

Abbildung 18 Lichtmikroskopische Aufnahmen der primaren Zellen (hippocampale
Neurone) nach Einzel- und Kombinationsbehandlungen  mit
verschiedenen Konzentrationen des Checkpoint-Kinase-Inhibitors
LY2603618 (Rabusertib) und Cisplatin

Die primaren Zellen (hippocampale Neurone) (172 000 Zellen/well) wurden 2 Wochen nach der
Aussaat fur 72h mit verschiedenen Konzentrationen des CHK1-Inhibitors LY2603618
(Rabusertib) (LY) und des Chemotherapeutikums Cisplatin (CisPf) behandelt. Im Anschluss
wurden lichtmikroskopische Aufnahmen (100-fache VergréRerung) der hippocampalen Neurone
angefertigt. Die dargestellten lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen sowohl die Zelldichte als
auch die morphologischen Unterschiede der hippocampalen Neurone nach einer Einzel- und
Kombinationsbehandlung mit LY2603618 (LY) in den Konzentrationen von 0,5uM und mit
Cisplatin (CisPt) in den Konzentrationen von 1M und 2 yM. Zum Vergleich sind in dieser
Abbildung auch lichtmikroskopische Aufnahmen unbehandelter hippocampaler Neurone (Kon)
und der DMSO-Kontrolle (DMSO) aufgefiihrt. Anhand der Aufnahmen sind mit zunehmenden
Konzentrationen von Cisplatin vermehrt Zellen zu finden, deren Zellkérper klein und abgerundet
sind und auf den Prozess der Apoptose hinweisen. Die Kombinationsbehandlungen aus
LY2603618 und Cisplatin zeigen keine morphologischen Unterschiede zu den Cisplatin-
Einzelbehandlungen. (Abk.: Kon = unbehandelte Kontrolle, DMSO = Dimethylsulfoxid)

Die Zellviabilitdt der hippocampalen Neurone verringerte sich mit zunehmenden
Konzentrationen von Cisplatin in der Einzelbehandlung (siehe Abb. 19). Die
Kombinationsbehandlungen aus CHK1-Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) und Cisplatin
zeigten im Vergleich zu den Einzelbehandlungen mit Cisplatin unter Bertcksichtigung
der grofReren Standardabweichungen der Kombinationsbehandlungen im Vergleich zu
den Cisplatin-Einzelbehandlungen keinen erhéhten Verlust der Zellviabilitat (siehe Abb.
19). Die Ergebnisse waren sowohl fur die Einzelbehandlungen als auch fur die
Kombinationsbehandlungen nicht signifikant im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle
(unbehandelte Kontrolle, DMSO-Kontrolle) (siehe Abb. 19). Der durch Cisplatin
induzierte Verlust der Zellviabilitdt bei den hippocampalen Neuronen konnte in den
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Kombinationsbehandlungen aus LY2603618 und Cisplatin im Vergleich zu den
jeweiligen Einzelbehandlungen mit Cisplatin nicht signifikant gesteigert werden (siehe
Abb. 19).

Zusammenfassend betrachtet, zeigen die Ergebnisse der Zellviabilititsmessungen,
dass die Einzelbehandlungen mit Cisplatin zu einem dosisabhangigen, nicht
signifikanten Verlust der Zellviabilitdt in hippocampalen Neuronen fihrten. Die
Sensibilitdt der hippocampalen Neurone flr Cisplatin konnte durch eine CHK1-
Hemmung mit dem CHK1-Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) nicht erhoht werden.

Hippocampale Neurone 72 h
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Abbildung 19 Dosis-Wirkungs-Beziehungen der primaren Zellen (hippocampale
Neurone) nach Einzel- und Kombinationsbehandlungen mit Checkpoint-
Kinase-Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) und Cisplatin.

Es wurden primare Zellen (hippocampale Neurone) (172 000 Zellen/well) 2 Wochen nach der
Aussaat fur 72h mit verschiedenen Konzentrationen des CHK1-Inhibitors LY2603618
(Rabusertib) (LY) und Cisplatin (CisPt) behandelt. Das Balkendiagramm zeigt zur Vereinfachung
der Visualisierung gelbfarbige Balken fur die Einzelbehandlung mit CHK1-Inhibitor LY2603618
(Rabusertib) (LY) und blaufarbige Balken fur die Einzelbehandlung mit Cisplatin (CisPt). Die
Balken fir die Kombinationsbehandlungen aus beiden Chemotherapeutika sind griin markiert.
Zur Zellviabilitdtsmessung wurde je ein Alamar Blue Assay durchgefuhrt und der Anteil lebender
Zellen im Verhaltnis zur gesamten Zellpopulation angegeben (Zellviabilitdt). Die dargestellten
Ergebnisse wurden als Anteil lebender Zellen in Prozent zur unbehandelten Kontrolle ermittelt,
die auf 100 % normalisiert wurde. Die Einzelbehandlungen mit Cisplatin bezogen sich hierbei auf
die unbehandelte Kontrolle (Kon), wohingegen die Einzelbehandlungen mit Olaparib und die
Kombinationsbehandlungen aus beiden Chemotherapeutika sich auf die DMSO-Kontrolle
(DMSO) bezogen. Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardabweichungen aus insgesamt
zwei unabhangigen Versuchen (n=2, N=1) fur die 72 h Behandlungen. Eine Signifikanz der
behandelten Proben im Vergleich zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle (unbehandelte
Kontrolle, DMSO-Kontrolle) sowie eine Signifikanz der Kombinationsbehandlungen im Vergleich
zu der jeweiligen Cisplatin-Einzelbehandlung ist nicht gegeben. (Abk.: Kon =unbehandelte
Kontrolle, DMSO = Dimethylsulfoxid, n=Anzahl der unabhangigen Versuche, N =Anzahl der
technischen Replikate pro Versuch)
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3.10. PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) induziert eine
dosisabhdngige Reduktion der Zellviabilitat in den
Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y

Ein weiteres Experiment diente der Evaluation eines zytotoxischen Effektes des
Chemotherapeutikums Olaparib (Lynparza) auf die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und
SH-SY5Y. Diese Ergebnisse dienten der Erfassung der Wirksamkeit einer PARP-
Inhibition im Hinblick auf die darauffolgenden Kombinationsbehandlungen. Nachdem die
Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien 24 h nach dem Ausséaen einer Behandlungs-
Zeit von 72 h mit Olaparib in verschiedenen Konzentrationen ausgesetzt worden waren,
folgten im Anschluss ebenfalls eine Anfertigung lichtmikroskopischer Aufnahmen (siehe
Abb. 20) und eine Bestimmung der Zellviabilitat mittels Alamar Blue Assay (siehe Abb.
21 A/B). Auch in diesen Versuchen erfolgten Zellviabilitatsmessungen jeweils im
Vergleich zur unbehandelten Dimethylsulfoxid (DMSO)-Kontrolle, da Olaparib das
Lésungsmittel DMSO enthielt. Des Weiteren wurden ebenfalls mithilfe der Software
GraphPad Prism 5.01 Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt. Diese zeigen eine dosis-
abhangige Zellviabilitdt der Neuroblastomzellen in Prozent zur DMSO-Kontrolle auf
(siehe Abb. 21 A/B).

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen mit einer zunehmenden Konzentration von
Olaparib bei den Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien eine Abnahme der
Zelldichte nach einer Behandlungsdauer von 72 h (siehe Abb. 20). Es sind bei einer
Konzentration von 2,5 uM Olaparib bei den IMR-32-Neuroblastomzellen und bei einer
Konzentration von 10 uM Olaparib bei den SH-SY5Y-Neuroblastomzellen erhéhte
Anteile zerstorter Zellen und Zellfragmente im Vergleich zur jeweiligen DMSO-Kontrolle
morphologisch erkennbar (siehe Abb. 20). Anhand der Aufnahmen kann eine
dosisabhangige Zunahme zerstorter Zellen sowie eine dosisabhangige Abnahme der
Zelldichte und der Zellzahl erkannt werden. Mit einer zunehmenden Konzentration von
Olaparib zeigen die Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie IMR-32 eine hohere Anzahl
an Tumorzellverbanden im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Auch die SH-SY5Y-
Neuroblastomzellen zeigen bei einer Konzentration von 10 uM Olaparib eine hoéhere
Anzahl an Tumorzellverbanden im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, die im Vergleich zur
Neuroblastomzelllinie IMR-32 deutlich kleiner sind. Zudem zeigen die Aufnahmen bei
den Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien eine Abnahme des Zytoplasmagehalts

mit einer zunehmenden Konzentration von Olaparib (siehe Abb. 20).
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| IMR-32 72 h Behandlung |

Kon DMSO

0,25 uM Ola 1uM Ola 2,5uM Ola

| SH-SY5Y 72 h Behandlung |

Kon

2,5uM Ola 10 uM Ola

Abbildung 20 Lichtmikroskopische Aufnahmen der Neuroblastomzelllinien IMR-32 und
SH-SY5Y nach Behandlung mit PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza)

Die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y (10000 Zellen/well) wurden 24 h nach der
Aussaat fir 72 h mit dem PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) (Ola) behandelt. Im Anschluss
wurden lichtmikroskopische Aufnahmen (100-fache VergréRerung) der Neuroblastomzellen
angefertigt. Die exemplarisch dargestellten lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen sowohl die
Zelldichte als auch die morphologischen Unterschiede der Neuroblastomzelllinie IMR-32 nach
einer Behandlung mit Olaparib in den Konzentrationen von 0,25 uM, 1 uM und 2,5 yM und der
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Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y nach einer Behandlung mit Olaparib in den Konzentrationen von
2,5 uM und 10 uM. Zum Vergleich sind in dieser Abbildung auch lichtmikroskopische Aufnahmen
der unbehandelten Neuroblastomzellen (Kon) und der DMSO-Kontrolle (DMSQ) aufgefiihrt. Die
Zelldichte der Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien ist anhand der Aufnahmen mit
zunehmenden Konzentrationen eingeschrankt. Anhand der Aufnahmen ist zudem die Menge an
Neuroblastomzellen, die apoptotisch scheinen, mit zunehmenden Konzentrationen von Cisplatin
bei beiden Neuroblastomzelllinien gestiegen. (Abk.: Kon=unbehandelte Kontrolle,
DMSO = Dimethylsulfoxid)

Die Messungen der Zellviabilitat beider Neuroblastomzelllinien zeigten eine Dosis-
Abhangigkeit zum PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza). Die Graphen der Tumorzellen
beider Neuroblastomzelllinien zeigen hierbei eine Verringerung der Zellviabilitat mit
zunehmender Konzentration des PARP-Inhibitors Olaparib an (siehe Abb. 21 A). Es
konnte ein signifikanter Unterschied in der Zellviabilitdt zwischen beiden Neuroblastom-
Zelllinien nach einer 72h Behandlung des PARP-Inhibitors Olaparib in den
Konzentrationen 1 und 2,5 uM festgestellt werden (siehe Abb. 21 A). Der Graph der
Neuroblastomzelllinie IMR-32 zeigt in Abhangigkeit der Skalierung der x-Achse
(Abzisse) einen sigmoiden Verlauf, bei dem die Zellviabilitat im Konzentrationsbereich
von 0,5 uM und 1 uM Olaparib nahezu konstant ist und erst in héheren Konzentrationen
wieder dosisabhangig abnimmt (siehe Abb. 21 B). Die IMR-32-Neuroblastomzellen
zeigen bei den Konzentrationen 1 und 2,5 uM eine hdhere Sensibilitdt gegentiber dem
Olaparib als die SH-SY5Y-Neuroblastomzellen (siehe Abb. 21 A). Um die Zellviabilitat
zu vermindern, sind bei den IMR-32-Neuroblastomzellen im Vergleich zu der
Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y niedrigere Konzentrationen von Olaparib ausreichend.
Olaparib zeigte in den Konzentrationen 1 und 2,5 uM eine erhéhte therapeutische Potenz
bei den Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie IMR-32, die im Gegensatz zu den SH-

SY5Y-Neuroblastomzellen durch eine MYCN-Amplifikation gekennzeichnet ist (112).
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Abbildung 21 Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Neuroblastomzellen nach Behandlung
mit PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza)

Es wurden die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y (10 000 Zellen/well) 24 h nach der
Aussaat fur 72 h mit PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) (Ola) behandelt. Im Anschluss wurde
zur Zellviabilitdtsmessung je ein Alamar Blue Assay durchgefihrt und der Anteil lebender Zellen
im Verhaltnis zur gesamten Zellpopulation angegeben (Zellviabilitat). Die dargestellten
Ergebnisse wurden als Anteil lebender Zellen in Prozent zur DMSO-Kontrolle ermittelt, die auf
100 % normalisiert wurde. Die Graphen zeigen die Mittelwerte + Standardabweichungen aus
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insgesamt drei unabhangigen Versuchen (n =3, N=1) fiir die 72 h Behandlung der Tumorzellen
beider Neuroblastomzelllinien. (Abk.: n=Anzahl der unabhangigen Versuche, N = Anzahl der
technischen Replikate pro Versuch)

A) Darstellung der Dosis-Wirkungs-Kurven nach einer 72 h Behandlung der Tumorzellen
beider Neuroblastomzelllinien mit Olaparib (Ola). Der rotfarbige Graph stellt die
Zellviabilitdt der IMR-32-Neuroblastomzellen dar. Die Zellviabilitait der SH-SY5Y-
Neuroblastomzellen wird durch den blaufarbigen Graphen dargestellt. Die
Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
erfolgte durch die Verwendung folgender Symbole: **=p<0,01; ***=p<0,001. Eine
Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede behandelter Proben zwischen
beiden Neuroblastomzelllinien erfolgte durch die Verwendung folgender Symbole:
#=p<0,05;#=p=<0,01.

B) Separate Darstellung, insbesondere des niedrigen Konzentrationsbereichs, der IMR-32-
Neuroblastomzellen nach einer 72 h Behandlung mit Olaparib (Ola). Die Kennzeichnung
statistisch signifikanter Unterschiede im Vergleich zur DMSO-Kontrolle erfolgte durch die
Verwendung folgender Symbole: *** =p <0,001.

Auch an den ICso-Werten und [ICgo-Werten ist diese erhohte therapeutische Potenz
erkennbar (siehe Tabelle 23). Die IC-Werte sind bei den IMR-32-Neuroblastomzellen
deutlich niedriger als die IC-Werte der SH-SY5Y-Neuroblastomzellen (siehe Abb. 21 A
und Tabelle 23). Im Vergleich zur DMSO-Kontrolle war der Verlust der Zellviabilitat der
Neuroblastomzelllinie IMR-32 in den Konzentrationen 1, 2,5 und 5 uM signifikant (siehe
Abb. 21 A/B). Bei der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y war der Zellviabilitatsverlust im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle in den Konzentrationen 5,10, 25 und 50 uM signifikant

(siehe Abb. 21 A).

Zusammenfassend betrachtet, konnte bei dem PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) ein
dosisabhangiger Verlust der Zellviabilitat in Neuroblastomzellen mit und ohne MYCN-
Amplifikation nachgewiesen werden, wobei die MYCN-amplifizierten IMR-32-
Neuroblastomzellen in bestimmten Konzentrationen eine hdhere therapeutische Potenz
im Vergleich zur Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y aufwiesen (112).

Tabelle 23  Zytotoxischer Effekt des PARP-Inhibitors Olaparib (Lynparza) auf
Neuroblastomzellen und primaren Zellen (hippocampale Neurone)

Ola ICso ICso Zelltyp
72h 0,5 uM 2 yM IMR-32
5 uM 22 yM SH-SY5Y

>100 pM >100 pM Primare Zellen

Es wurden die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y 24 h und die primaren Zellen
(hippocampale Neurone) 2 Wochen nach der Aussaat fur 72 h mit dem PARP-Inhibitor Olaparib
(Lynparza) (Ola) behandelt und im Anschluss ihre Zellviabilitdt mittels Alamar Blue Assay
gemessen. In dieser Tabelle sind die ICso-Werte (Inhibitory-Concentration-50 %) und die 1Cso-
Werte (Inhibitory-Concentration-80 %) der insgesamt drei unabhangigen Versuche (n=3, N=1)
je Zelltyp fur die Behandlungszeit von 72 h aufgelistet. (Abk.: n=Anzahl der unabhangigen
Versuche, N = Anzahl der technischen Replikate pro Versuch)
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3.11. PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) fiihrte zu keinem
dosisabhdngigen Verlust der Zellviabilitat in den primaren
Zellen (hippocampale Neurone)

Um den zytotoxischen Effekt des Chemotherapeutikums Olaparib (Lynparza) auf die
primaren Zellen (hippocampale Neurone) zu erfassen, wurden ebenfalls Zellviabilitats-
Messungen mittels Alamar Blue Assay durchgeflhrt. Die hippocampalen Neurone
wurden hierbei mit dem PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) in verschiedenen
Konzentrationen 2 Wochen nach der Aussaat einer Zeitspanne von 72 h ausgesetzt.
Danach wurden lichtmikroskopische Aufnahmen (siehe Abb. 22) angefertigt und die
Zellviabilitat gemessen (siehe Abb. 23). Die Zellviabilitatsmessungen erfolgten jeweils
im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Im Anschluss wurde eine Dosis-Wirkungs-Kurve
mithilfe der Software GraphPad Prism 5.01 erstellt, die in Abhangigkeit der
Behandlungsdosis die Zellviabilitat der hippocampalen Neurone in Prozent zur DMSO-
Kontrolle darstellt (siehe Abb. 23).

Nach einer Behandlungsdauer von 72 h ist anhand der lichtmikroskopischen Aufnahmen
die Zelldichte der hippocampalen Neurone dosisunabhangig von Olaparib konstant. Die
Aufnahmen zeigen in den Konzentrationen 10 und 50uM Olaparib keine
morphologischen Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle sowie zur DMSO-Kontrolle
auf (siehe Abb. 22).

| Hippocampale Neurone 72 h Behandlung |

10 uM Ola 50 uM Ola

Abbildung 22 Lichtmikroskopische Aufnahmen der primaren Zellen (hippocampale
Neurone) nach Behandlung mit dem PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza)
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Die primaren Zellen (hippocampale Neurone) (172 000 Zellen/well) wurden 2 Wochen nach der
Aussaat fur 72 h mit dem PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) (Ola) behandelt. Anschlielend
wurden lichtmikroskopische Aufnahmen (100-fache VergréRerung) der hippocampalen Neurone
angefertigt. Die exemplarisch dargestellten lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen sowohl die
Zelldichte als auch die morphologischen Merkmale der hippocampalen Neurone nach einer
Behandlung mit Olaparib in den Konzentrationen von 10 uM und 50 pM. Zum Vergleich sind in
dieser Abbildung auch lichtmikroskopische Aufnahmen der unbehandelten hippocampalen
Neurone (Kon) und der DMSO-Kontrolle (DMSQO) aufgefiihrt. Die Zelldichte der hippocampalen
Neurone ist anhand der Aufnahmen mit zunehmender Konzentration uneingeschrankt konstant.
(Abk.: Kon = unbehandelte Kontrolle, DMSO = Dimethylsulfoxid)

Es konnte gezeigt werden, dass der PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) die Zellviabilitat
der hippocampalen Neurone, als Modell fir das physiologische Nervengewebe, in
Abhangigkeit zur Konzentration nicht beeinflusst. Die Zellviabilitat der hippocampalen
Neurone ist trotz zunehmender Konzentration des PARP-Inhibitors Olaparib konstant.
Daher sind in diesem Versuch der ICso-Wert und der ICgo-Wert > 100 uM Olaparib (siehe
Tabelle 23). Die Ergebnisse der Messungen der Zellviabilitat sind fur die hippocampalen
Neurone im Vergleich zur DMSO-Kontrolle nach einer 72 h Behandlung nicht signifikant
(siehe Abb. 23).

Zusammenfassend betrachtet, flihrte das Chemotherapeutikum PARP-Inhibitor Olaparib
(Lynparza) zu keinem dosisabhangigen Verlust der Zellviabilitat in hippocampalen

Neuronen.
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Abbildung 23 Dosis-Wirkungs-Beziehungen der primaren Zellen (hippocampale
Neurone) nach Behandlung mit dem PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza)

Es wurden die primaren Zellen (hippocampale Neurone) (172 000 Zellen/well) 2 Wochen nach
der Aussaat fir 72 h mit dem PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) (Ola) behandelt. Anschliel3end
wurde zur Zellviabilitdtsmessung je ein Alamar Blue Assay durchgefihrt und der Anteil lebender
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Zellen im Verhaltnis zur gesamten Zellpopulation angegeben (Zellviabilitdt). Die dargestellten
Ergebnisse wurden als Anteil lebender Zellen in Prozent zur DMSO-Kontrolle ermittelt, die auf
100 % normalisiert wurde. Der in dieser Abbildung dargestellte Graph zeigt die
Mittelwerte + Standardabweichungen aus insgesamt drei unabhangigen Versuchen (n=3, N=1)
fur die 72 h Behandlung. Eine Signifikanz der behandelten Proben im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle ist nicht gegeben. (Abk.: n=Anzahl der unabhdngigen Versuche, N=Anzahl der
technischen Replikate pro Versuch)

3.12. PARP-Inhibition kann die Neuroblastomzelllinie IMR-32 im
Gegensatz zur Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y fir Cisplatin
sensibilisieren

Um festzustellen, ob Olaparib die Neuroblastomzellen fur Cisplatin sensibilisieren kann,
wurden die Tumorzellen der Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y sowohl als
Einzelbehandlung als auch als Kombinationsbehandlung mit verschiedenen
Konzentrationen des PARP-Inhibitors Olaparib (Lynparza) und Cisplatin behandelt. Fir
diesen Versuch wurden ebenfalls aquimolare Konzentrationen von Olaparib und
aquitoxische Konzentrationen von Cisplatin der beiden Neuroblastomzelllinien
verwendet, die sich aus den vorherigen Versuchen (Einzelbehandlungen) ergaben. Auch
in diesem Versuch wurde die aquimolare Konzentration bewusst niedrig gewahlt, um die
Neuroblastomzellen nicht zu stark zu schadigen und die zytotoxische Wirkung der
Kombinationsbehandlungen mit Cisplatin zu erfassen. Es wurden ebenfalls in diesem
Versuch Einzelbehandlungen mit verschiedenen Konzentrationen von Cisplatin
durchgeflihrt, die auch in den entsprechenden Kombinationsbehandlungen verwendet
wurden und sich zwischen beiden Neuroblastomzelllinien unterschieden. Bevor die
Messungen der Zellviabilitat durchgefihrt wurden, folgte im Anschluss an die Einzel-
und Kombinationsbehandlungen mit diesen Chemotherapeutika eine Anfertigung
lichtmikroskopischer Aufnahmen der Neuroblastomzellen (siehe Abb. 24). Die
Zellviabilitat infolge der Kombinationsbehandlungen wurde mit der Zellviabilitdt nach
einer Behandlung mit den jeweiligen Konzentrationen der Cisplatin-Einzelbehandlungen
verglichen. Auch in diesem Versuch wurde die Zellviabilitdt mittels Alamar Blue Assay
bestimmt, nachdem die Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien 24 h nach der
Aussaat fir eine Behandlungsdauer von 72h mit Olaparib und Cisplatin in
verschiedenen Konzentrationen behandelt wurden (siehe Abb. 25). Die
Zellviabilitdtsmessungen erfolgten im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (unbehandelte
Kontrolle, DMSO-Kontrolle). Die Cisplatin-Einzelbehandlungen dieses Versuches
bezogen sich hierbei auf die unbehandelte Kontrolle (Kon), wohingegen sich die
Einzelbehandlungen mit Olaparib und die Kombinationsbehandlungen aus beiden
Chemotherapeutika auf die DMSO-Kontrolle bezogen. Es wurde ein Balkendiagramm
mit den jeweiligen Standardabweichungen mithilfe der Software GraphPad Prism 5.01

erstellt (siehe Abb. 25). Dieses Balkendiagramm zeigt in Abhangigkeit der
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Behandlungsdosis die Zellviabilitdt der Neuroblastomzellen in Prozent zur jeweiligen
Kontrolle (unbehandelte Kontrolle, DMSO-Kontrolle) auf.

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen auch in diesem Versuch bei den
Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien mit zunehmenden Konzentrationen von
Cisplatin nach einer Behandlungsdauer von 72 h eine Abnahme der Zelldichte (siehe
Abb. 24). In den jeweils hochsten Konzentrationen (0,4 uM Cisplatin fir IMR-32-
Neuroblastomzellen und 2 uM Cisplatin fur SH-SY5Y-Neuroblastomzellen) der Cisplatin-
Einzelbehandlungen dieses Versuches ist fur beide Neuroblastomzelllinien ein erhohter
Anteil zerstorter Zellen und Zellfragmente im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
morphologisch erkennbar (siehe Abb. 24). Es kann in diesen Aufnahmen eine
dosisabhangige Zunahme zerstorter Zellen sowie eine dosisabhangige Abnahme der
Zelldichte und Zellzahl nach einer Behandlung mit Cisplatin erkannt werden. Die
Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien zeigen mit einer zunehmenden
Konzentration von Cisplatin eine hdhere Anzahl an Tumorzellverbanden sowie eine
Abnahme des Zytoplasmagehalts im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, wobei die
GrofRe dieser Tumorzellverbande in den SH-SY5Y-Neuroblastomzellen im Vergleich zur
Neuroblastomzelllinie IMR-32 deutlich kleiner ist (siche Abb. 24). Die licht-
mikroskopischen Aufnahmen der Einzelbehandlungen mit Olaparib zeigen fir die IMR-
32-Neuroblastomzellen eine leicht eingeschrankte Zelldichte und eine leichte Zunahme
der Tumorzellverbande im Vergleich zur DMSO-Kontrolle, wohingegen fir die
Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y im Vergleich zur DMSO-Kontrolle kein morphologischer
Unterschied zu erkennen ist (siehe Abb. 24). Die Zelldichte der IMR-32-
Neuroblastomzellen ist bei den Kombinationsbehandlungen aus beiden Chemo-
Therapeutika anhand der Aufnahmen im Vergleich zu den jeweiligen
Einzelbehandlungen mit Cisplatin effizienter eingeschrankt (siehe Abb. 24).
Morphologisch zeigen diese Aufnahmen der Kombinationsbehandlungen einen héheren
Anteil zerstorter Zellen und Zellfragmente, eine groRere Abnahme der Zelldichte, eine
verminderte Zellzahl, eine groRere Abnahme des Zytoplasmagehalts und eine héhere
Anzahl an Tumorzellverbdnden im Vergleich zu den entsprechenden Einzel-
Behandlungen mit Cisplatin. Auf3er in der Kombinationsbehandlung aus 1 uM Olaparib
und 2 uM Cisplatin ist bei den Kombinationsbehandlungen der Neuroblastomzelllinie SH-
SY5Y die Zelldichte im Vergleich zu den Einzelbehandlungen ebenfalls starker
eingeschrankt. Es zeigen sich in diesen Kombinationsbehandlungen ebenfalls, wenn
auch schwacher im Vergleich zur Neuroblastomzelllinie IMR-32, ein hdherer Anteil
zerstorter Zellen und Zellfragmente, eine groflere Abnahme der Zelldichte, eine

verminderte Zellzahl, eine hdhere Abnahme des Zytoplasmagehalts und eine hdhere
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Anzahl an Tumorzellverbanden im Vergleich zu den entsprechenden Einzel-
Behandlungen mit Cisplatin (siehe Abb. 24).

| IMR-32 72 h Behandlung |

DMSO 0,2 uM Ola

Kon

0,1 uM CisPt 0,2 uM CisPt 0,4 uM CisPt

- | .V'-‘ .- -

0,2uM Ola + 0,1 pM CisPt  0,2uM Ola + 0,2 yM CisPt 0,2 M Ola + 0,4 uM CisPt

| SH-SY5Y 72 h Behandlung |

Kon

DMSO 1M Ola
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0,5 uM CisPt 1 uM CisPt 2 uM CisPt

1 uM Ola + 0,5 uM CisPt 1 uM Ola + 1 yM CisPt 1 uM Ola + 2 uM CisPt

Abbildung 24 Lichtmikroskopische Aufnahmen der Neuroblastomzelllinien IMR-32 und
SH-SY5Y nach Einzel- und Kombinationsbehandlungen  mit
verschiedenen Konzentrationen des PARP-Inhibitors Olaparib (Lynparza)
und Cisplatin.

Die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y (10000 Zellen/well) wurden 24 h nach der
Aussaat fir 72 h mit verschiedenen Konzentrationen des PARP-Inhibitors Olaparib (Lynparza)
(Ola) und des Chemotherapeutikums Cisplatin (CisPt) behandelt. Im Anschluss wurden
lichtmikroskopische Aufnahmen (100-fache Vergrofierung) der Neuroblastomzellen angefertigt.
Die dargestellten lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen sowohl die Zelldichte als auch die
morphologischen Unterschiede der Neuroblastomzelllinie IMR-32 nach einer Einzel- und
Kombinationsbehandlung mit Olaparib (Ola) in den Konzentrationen von 0,2 uM und mit Cisplatin
(CisPt) in den Konzentrationen von 0,1 uM, 0,2 yM und 0,4 uM und der Neuroblastomzelllinie SH-
SY5Y nach einer Einzel- und Kombinationsbehandlung mit Olaparib in den Konzentrationen von
1 uM und mit Cisplatin in den Konzentrationen von 0,5 yM, 1 yM und 2 uM. Zum Vergleich sind in
dieser Abbildung auch lichtmikroskopische Aufnahmen unbehandelter Neuroblastomzellen (Kon)
und der DMSO-Kontrolle (DMSO) aufgefiihrt. Die Zelldichte beider Neuroblastomzelllinien ist
anhand der Aufnahmen mit zunehmender Konzentration von Cisplatin eingeschrankt. Bei der
Neuroblastomzelllinie IMR-32 konnte anhand der Aufnahmen die Zelldichte aufgrund der
Kombinationsbehandlungen aus beiden Chemotherapeutika im Vergleich zu den
Einzelbehandlungen deutlich  starker eingeschrankt werden. Die Zelldichte der
Neuroblastomzelllinie  SH-SY5Y  konnte anhand der Aufnahmen, bis auf die
Kombinationsbehandlung aus 1uM Olaparib und 2uM Cisplatin, ebenfalls durch die
Kombinationsbehandlungen im Vergleich zu den Einzelbehandlungen eine starkere Abnahme
zeigen. Zudem ist anhand der Aufnahmen bei den Kombinationsbehandlungen der Tumorzellen
beider Neuroblastomzelllinien die Menge an Neuroblastomzellen, die apoptotisch scheinen, im
Vergleich zu den Einzelbehandlungen weitgehend gestiegen. (Abk.: Kon=unbehandelte
Kontrolle, DMSO = Dimethylsulfoxid)

Die Zellviabilitdt beider Neuroblastomzelllinien war mit zunehmenden Konzentrationen
von Cisplatin sowohl in der Einzelbehandlung als auch in der Kombinationsbehandlung
mit PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) erniedrigt (sieche Abb. 25). Bei den Tumorzellen
beider Neuroblastomzelllinien sind die Verluste der Zellviabilitat nach einer Behandlung

mit Cisplatin in diesem Versuch ebenfalls geringer ausgefallen als in den vorherigen
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Einzelbehandlungen mit Cisplatin (siehe Abb. 8 und Abb. 25). Die IMR-32-
Neuroblastomzellen zeigten hdhere Verluste der Zellviabilitat bei den Einzel-
Behandlungen mit Cisplatin sowie bei den Kombinationsbehandlungen aus Olaparib und
Cisplatin im Vergleich zu den SH-SY5Y-Neuroblastomzellen (siehe Abb. 25). Der
Zellviabilitatsverlust der Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien zeigte sowohl in der
mittleren und hdchsten Konzentration der Einzelbehandlung mit Cisplatin als auch in
allen Kombinationsbehandlungen aus Olaparib und Cisplatin signifikante Ergebnisse im
Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (unbehandelte Kontrolle, DMSO-Kontrolle) (siehe Abb.
25). Die Kombinationsbehandlungen beider Neuroblastom-Zelllinien zeigten, bis auf die
Kombinationsbehandlung der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y aus 1 uM Olaparib und
2 UM Cisplatin, im Mittel einen héheren Verlust der Zellviabilitdt im Vergleich zu den
jeweiligen Einzelbehandlungen mit Cisplatin. Die statistischen Auswertungen ergaben,
dass der durch Cisplatin induzierte Verlust der Zellviabilitat in der Kombinations-
Behandlung der IMR-32-Neuroblastomzellen aus 0,2 uM Olaparib und 0,1 yM Cisplatin
im Vergleich zu der Einzelbehandlung mit 0,1 uM Cisplatin signifikant gesteigert werden
konnte (sieche Abb. 25). Die Zellviabilititsverluste der anderen Kombinations-
Behandlungen der Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien sind bis auf diese
Kombinationsbehandlung der IMR-32-Neuroblastomzellen aus 0,2 uM Olaparib und
0,1 uM Cisplatin im Vergleich zu den entsprechenden Einzelbehandlungen nicht

signifikant.

Zusammenfassend betrachtet, zeigen die Resultate der Zellviabilitdtsmessungen, dass
sowohl die Einzelbehandlungen als auch die Kombinationsbehandlungen zu einem
dosisabhangigen Verlust der Zellviabilitat in Neuroblastomzellen mit und ohne MYCN-
Amplifikation fuhrten. Die PARP-Inhibition zeigte in den Kombinationsbehandlungen,
sowohl in der Neuroblastomzelllinie IMR-32, die durch eine MYCN-Amplifikation
charakterisiert ist, als auch in der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y, bis auf die
Kombinationsbehandlung aus 1 puM Olaparib und 2uM Cisplatin, im Mittel einen
starkeren Zellviabilitatsverlust im Vergleich zu den jeweiligen Einzelbehandlungen mit
Cisplatin. Die Kombinationsbehandlung aus 0,2 yM Olaparib und 0,1 uM Cisplatin
konnte im Vergleich zur Einzelbehandlung mit 0,1 uM Cisplatin die Sensibilitat der IMR-
32-Neuroblastomzellen  signifikant erhdhen. Alle anderen Ergebnisse der
Kombinationsbehandlungen der Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien zeigen
keine Signifikanz im Vergleich zu den entsprechenden Einzelbehandlungen mit

Cisplatin.
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Abbildung 25 Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Neuroblastomzellen nach Einzel- und
Kombinationsbehandlungen mit PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) und
Cisplatin.

Es wurden die Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y (10 000 Zellen/well) 24 h nach der
Aussaat fur 72 h mit verschiedenen Konzentrationen des PARP-Inhibitors Olaparib (Lynparza)
(Ola) und Cisplatin (CisPt) behandelt. Das Balkendiagramm zeigt zur Vereinfachung der
Visualisierung orangefarbige Balken fiir die Einzelbehandlung mit Olaparib (Lynparza) (Ola) und
blaufarbige Balken fir die Einzelbehandlung mit Cisplatin (CisPt). Die Balken fur die
Kombinationsbehandlungen aus beiden Chemotherapeutika sind mintgrin markiert. Zur
Zellviabilitatsmessung wurde je ein Alamar Blue Assay durchgeflhrt und der Anteil lebender
Zellen im Verhaltnis zur gesamten Zellpopulation angegeben (Zellviabilitdt). Die dargestellten
Ergebnisse wurden als Anteil lebender Zellen in Prozent zur unbehandelten Kontrolle ermittelt,
die auf 100 % normalisiert wurde. Die Einzelbehandlungen mit Cisplatin bezogen sich hierbei auf
die unbehandelte Kontrolle (Kon), wohingegen die Einzelbehandlungen mit Olaparib und die
Kombinationsbehandlungen aus beiden Chemotherapeutika sich auf die DMSO-Kontrolle
(DMSO) bezogen. Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardabweichungen aus insgesamt
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drei unabhangigen Versuchen (n =3, N = 1) fiir die 72 h Behandlungen der Neuroblastomzelllinie
IMR-32 und insgesamt vier unabhangigen Versuchen (n=4, N=1) fir die 72 h Behandlungen
der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y. Die Signifikanzen der behandelten Proben stehen im
Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen (Kon, DMSO). Eine Signifikanz der
Kombinationsbehandlung im Vergleich zur jeweiligen Einzelbehandlung mit Cisplatin wird durch
einen Querbalken dargestellt. Die Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede
behandelter Proben im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (Kon, DMSO) oder der
Einzelbehandlung mit Cisplatin erfolgte durch die Verwendung folgender Symbole: * = p <0,05;
**=p<0,01; **=p=<0,001. (Abk.: Kon=unbehandelte Kontrolle, DMSO = Dimethylsulfoxid,
n = Anzahl der unabhangigen Versuche, N = Anzahl der technischen Replikate pro Versuch)

3.13. Eine durch PARP-Inhibition induzierte Sensibilisierung
hippocampaler Neurone gegeniiber einer Cisplatin-
Behandlung kann nicht sicher ausgeschlossen werden

Zur Evaluation eines zytotoxischen Effektes der Kombinationsbehandlungen auf die
primaren Zellen (hippocampale Neurone) wurden in diesem Versuch eine
Einzelbehandlung mit dem PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza), Einzelbehandlungen mit
Cisplatin und Kombinationsbehandlungen aus beiden Chemotherapeutika durchgefiihrt.
Hierbei wurden verschiedene Konzentrationen in den Cisplatin-Einzelbehandlungen und
Kombinationsbehandlungen aus beiden Chemotherapeutika verwendet, die aus den
vorherigen Versuchen (Einzelbehandlungen) ermittelt wurden. Unmittelbar vor den
Zellviabilitdtsmessungen wurden lichtmikroskopische Aufnahmen von den hippo-
campalen Neuronen im Anschluss an die Einzel- und Kombinationsbehandlungen
dieses Versuches durchgefihrt (siehe Abb. 26). Die Zellviabilitdt wurde ebenfalls mittels
Alamar Blue Assay bestimmt, nachdem die hippocampalen Neurone 2 Wochen nach
dem Aussaen in einem Zeitraum von 72 h mit Olaparib und Cisplatin in verschiedenen
Konzentrationen behandelt wurden (siehe Abb. 27). ldentisch zu den anderen,
beschriebenen Versuchen dieser Arbeit, in denen zwei Chemotherapeutika eingesetzt
wurden, erfolgten diese Zellviabilitdtsmessungen ebenfalls im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle (unbehandelte Kontrolle, DMSO-Kontrolle). Zudem wurde die Zellviabilitat der
Kombinationsbehandlungen mit den entsprechenden Cisplatin-Einzelbehandlungen
verglichen. Mithilfe der Software GraphPad Prism 5.01 wurde ein Balkendiagramm mit
den jeweiligen Standardabweichungen erstellt (siehe Abb. 27), das in Abhangigkeit der
Behandlungsdosis die Zellviabilitdt der hippocampalen Neurone in Prozent zur

jeweiligen Kontrolle (unbehandelte Kontrolle, DMSO-Kontrolle) darstellt.

Anhand der lichtmikroskopischen Aufnahmen ist eine leichte Abnahme der Zelldichte bei
einer Konzentration von 2puM Cisplatin im Vergleich zu den unbehandelten
hippocampalen Neuronen (Kon) und der DMSO-Kontrolle (DMSQO) zu erkennen (siehe
Abb. 26). Die Zelldichte ist bei einer Konzentration von 1 uM Cisplatin im Vergleich zu
beiden Kontrollen unverandert. Die Aufnahmen zeigen bei der Einzelbehandlung mit

Olaparib in der Konzentration von 1uM im Vergleich zur DMSO-Kontrolle keinen
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morphologischen Unterschied (siehe Abb. 26). Des Weiteren zeigen die Aufnahmen der
Kombinationsbehandlung aus 1uM Olaparib und 2uM Cisplatin einen geringen
morphologischen Unterschied im Vergleich zu der Einzelbehandlung mit 2 uM Cisplatin.
Es ist eine leicht verminderte Zellzahl und Zelldichte in dieser Kombinationsbehandlung
im Vergleich zur Cisplatin-Einzelbehandlung zu erkennen. Die Aufnahmen der
Kombinationsbehandlung aus 1uM Olaparib und 1 uM Cisplatin zeigen keinen
morphologischen Unterschied im Vergleich zu der Einzelbehandlung mit 1 uM Cisplatin
(siehe Abb. 26).

| Hippocampale Neurone 72 h Behandlung |

Kon DMSO

i

1 uM Ola + 1 uM CisPt 1 M Ola + 2 uM CisPt

N -

Abbildung 26 Lichtmikroskopische Aufnahmen der primaren Zellen (hippocampale
Neurone) nach Einzel- und Kombinationsbehandlungen mit
verschiedenen Konzentrationen des PARP-Inhibitors Olaparib (Lynparza)
und Cisplatin.
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Die primaren Zellen (hippocampale Neurone) (172 000 Zellen/well) wurden 2 Wochen nach der
Aussaat fur 72 h mit verschiedenen Konzentrationen des PARP-Inhibitors Olaparib (Lynparza)
(Ola) und des Chemotherapeutikums Cisplatin (CisPt) behandelt. Im Anschluss wurden
lichtmikroskopische Aufnahmen (100-fache Vergroferung) der hippocampalen Neurone
angefertigt. Die dargestellten lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen sowohl die Zelldichte als
auch die morphologischen Unterschiede der hippocampalen Neurone nach einer Einzel- und
Kombinationsbehandlung mit 1uM Olaparib (Ola) und mit Cisplatin (CisPf) in den
Konzentrationen von 1uyM und 2uM. Zum Vergleich sind in dieser Abbildung auch
lichtmikroskopische Aufnahmen unbehandelter hippocampaler Neurone (Kon) und der DMSO-
Kontrolle (DMSO) aufgefiihrt. Die Zelldichte der hippocampalen Neurone konnte anhand der
Aufnahmen bei einer Konzentration von 2 uM Cisplatin im Vergleich zu beiden Kontrollen leicht
eingeschrankt werden. Die Aufnahmen der Kombinationsbehandlung aus 1 uM Olaparib und
2uM Cisplatin zeigt eine leicht verminderte Zellzahl und Zelldichte im Vergleich zu der
Einzelbehandlung mit 2uM Cisplatin. (Abk.: Kon = unbehandelte Kontrolle,
DMSO = Dimethylsulfoxid)

Mit einer zunehmenden Konzentration von Cisplatin in den Cisplatin-
Einzelbehandlungen dieses Versuches verringerte sich die Zellviabilitdt der hippo-
campalen Neurone (siehe Abb. 27). Die Kombinationsbehandlungen aus dem PARP-
Inhibitor Olaparib (Lynparza) und Cisplatin zeigten im Vergleich zu den
Einzelbehandlungen mit Cisplatin im Mittel einen erhdhten Verlust der Zellviabilitat
(siehe Abb. 27). Die Ergebnisse waren fir die Einzelbehandlung mit 2 uM Cisplatin und
fur die jeweilige Kombinationsbehandlung aus 1uM Olaparib und 2 uM Cisplatin
ebenfalls signifikant im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (unbehandelte Kontrolle,
DMSO-Kontrolle) (siehe Abb. 27). Die Kombinationsbehandlungen aus Olaparib und
Cisplatin konnten im Vergleich zu den Cisplatin-Einzelbehandlungen die Sensibilitat der

hippocampalen Neuronen fur Cisplatin nicht signifikant steigern (siehe Abb. 27).

Zusammenfassend betrachtet, fihrten sowohl die Einzelbehandlungen als auch die
Kombinationsbehandlungen zu einem dosisabhangigen Verlust der Zellviabilitat in
hippocampalen Neuronen. Eine PARP-Inhibition mit dem PARP-Inhibitor Olaparib
(Lynparza) konnte, trotz des erhdhten Verlustes der Zellviabilitat, die Sensibilitat der
hippocampalen Neurone gegenlber einer Einzelbehandlung mit Cisplatin nicht

signifikant erhdhen.
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Abbildung 27: Dosis-Wirkungs-Beziehungen der primaren Zellen (hippocampale
Neurone) nach Einzel- und Kombinationsbehandlungen mit PARP-
Inhibitor Olaparib (Lynparza) und Cisplatin.

Es wurden priméare Zellen (hippocampale Neurone) (172000 Zellen/well) 2 Wochen nach der
Aussaat fur 72 h mit verschiedenen Konzentrationen des PARP-Inhibitors Olaparib (Lynparza)
(Ola) und Cisplatin (CisPt) behandelt. Das Balkendiagramm zeigt zur Vereinfachung der
Visualisierung orangefarbige Balken fiir die Einzelbehandlung mit Olaparib (Ola) und blaufarbige
Balken fur die Einzelbehandlung mit Cisplatin (CisPf). Die Balken fur die
Kombinationsbehandlungen aus beiden Chemotherapeutika sind mintgrin markiert. Zur
Zellviabilitditsmessung wurde je ein Alamar Blue Assay durchgefuhrt und der Anteil lebender
Zellen im Verhaltnis zur gesamten Zellpopulation angegeben (Zellviabilitdt). Die dargestellten
Ergebnisse wurden als Anteil lebender Zellen in Prozent zur unbehandelten Kontrolle ermittelt,
die auf 100 % normalisiert wurde. Die Einzelbehandlungen mit Cisplatin bezogen sich hierbei auf
die unbehandelte Kontrolle (Kon), wohingegen die Einzelbehandlungen mit Olaparib und die
Kombinationsbehandlungen aus beiden Chemotherapeutika sich auf die DMSO-Kontrolle
(DMSO) bezogen. Die Balken zeigen die Mittelwerte + Standardabweichungen aus insgesamt
drei unabhangigen Versuchen (n=3, N=1) fir die 72 h Behandlungen. Die Signifikanzen der
behandelten Proben stehen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen (Kon, DMSO). Eine
Signifikanz der Kombinationsbehandlung im Vergleich zur jeweiligen Einzelbehandlung mit
Cisplatin ist nicht gegeben. Die Kennzeichnung statistisch signifikanter Unterschiede behandelter
Proben im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (Kon, DMSO) erfolgte durch die Verwendung
folgender Symbole: *=p<0,05; ***=p<0,001. (Abk.: Kon=unbehandelte Kontrolle,
DMSO = Dimethylsulfoxid, n = Anzahl der unabhangigen Versuche, N = Anzahl der technischen
Replikate pro Versuch)
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4. Diskussion

4.1. Wachstumsverhalten der Neuroblastomzellen

Die Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie IMR-32 zeigte bei einer Zellzahl von 5000
Zellen nach der Aussaat eine Verdopplungszeit von 62h und bei einer Zellzahl von
10 000 Zellen nach der Aussaat keine Verdopplung in einem Zeitfenster von 72 h. Bei
einer Zellzahl von 5000 Zellen nach der Aussaat zeigten SH-SY5Y-Neuroblastomzellen
eine Verdopplungszeit von 48 h und bei einer Zellzahl von 10000 Zellen nach der
Aussaat eine Verdopplungszeit von 53 h. Laut Herstellerangaben der DSMZ betragt die
Verdopplungszeit der Neuroblastomzelllinie IMR-32 ca. 40-50 h und der Neuroblastom-
Zelllinie SH-SY5Y >55h (112).

Das Wachstumsverhalten der Neuroblastomzelllinie SH-SYS5Y ist trotz einer etwas
zeitlich gesteigerten Proliferation im Vergleich zu den Herstellerangaben plausibel. Die
Signifikanz ist zudem auch nach einer Wachstumszeit von 48 h und 72 h im Vergleich
zur Proliferationszeit von 24 h gegeben. Das Wachstumsverhalten der Neuroblastom-
Zelllinie IMR-32 scheint in den Proliferationsanalysen trotz signifikanter Ergebnisse im
Vergleich zur Proliferationszeit von 24 h bei einer Zellzahl von 10000 Zellen nach
Aussaat suspekt, da keine Verdopplung nach einer Proliferationszeit von 72 h auftrat. In
der Regel proliferieren die Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie IMR-32 schneller als
die SH-SY5Y-Neuroblastomzellen. Das war hier jedoch nicht der Fall. Das Wachstum
der Neuroblastomzelllinie IMR-32 war, entgegen den Herstellerangaben, deutlich

langsamer.

Einen Grund fur dieses Ergebnis kdnnte ein zufalliger Laborfehler sein, der innerhalb
des beschrankten Zeitraumes, in der die Proliferationsanalysen stattgefunden haben,
aufgetreten sein kénnte. Die Proliferationsanalysen der IMR-32-Neuroblastomzellen
fanden innerhalb eines Zeitraumes von 3 Wochen statt. Vielleicht ware bei einer hheren
Anzahl von Proliferationsanalysen in verschiedenen Zeitrdumen ein anderes Ergebnis
bei den IMR-32-Neuroblastomzellen zustande gekommen. Weitere Ursachen kdnnten
auch ein Proliferationsstopp, ein Zellzyklusarrest oder eine Apoptose aufgrund
schlechter Wachstumsbedingungen oder unbeabsichtigter, zufalliger Kontaminationen
sein. Es konnte in jedem Versuch der Behandlungen mit den verwendeten
Chemotherapeutika eine Abnahme der Zelldichte oder Zellschaden der unbehandelten
Kontrollgruppen durch eine morphologische Beurteilung in einem binokularen Mikroskop
ausgeschlossen werden (siehe Abb. 4 B und lichtmikroskopische Fotoaufnahmen im
Ergebnisteil). Die Neuroblastomzellen zeigten unabhangig von der Zelllinie stets eine

ausreichende Zelldichte (Zellrasen zu ca. 70-80 % bedeckt nach Aussaat von 10 000
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Zellen) an, bevor und nachdem sie mit den entsprechenden Chemotherapeutika
behandelt wurden. Zudem haben die Ergebnisse trotz gegebener Signifikanz im
Vergleich zur Proliferationszeit von 24 h eine niedrigere Aussagekraft, da lediglich zwei
Versuche in beiden Neuroblastomzelllinien durchgeflihrt wurden. Die Aussagekraft der
Ergebnisse der Proliferationsanalysen ist aus diesen Grinden fragwirdig zu
interpretieren. Es hatten mehr Proliferationsanalysen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
innerhalb des Forschungszeitraumes stattfinden mussen, um eine gute Aussagekraft zu
erhalten. Das wissenschaftliche Design bezgl. der Proliferationsanalysen wird daher als

verbesserungswirdig bewertet.

Die Aussagekraft der Einzel- und Kombinationsbehandlungen ist trotz des suspekten
Wachstumsverhaltens der Neuroblastomzelllinie IMR-32 in den Proliferationsanalysen
dennoch gegeben, da stets unbehandelte Kontroligruppen mitgefuihrt wurden, deren
Wachstumsverhalten unmittelbar vor und nach den jeweiligen Behandlungen mit den
verwendeten Chemotherapeutika kontrolliert wurde. Auch wenn der Grund fir das
langsamere Wachstum der [IMR-32-Neuroblastomzellen im Vergleich zu der
Wachstumszeit der Herstellerangaben ein Proliferationsstopp, eine eingeschrankte
Zelldichte oder ein Zellzyklusarrest ware, so ware die Aussagekraft der
Einzelbehandlungen und Kombinationsbehandlung dennoch gegeben, da jedes
Experiment unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt wurde und Zellviabilitats-
Verluste durch den Einfluss der Chemotherapeutika unter den gleichen Bedingungen

gemessen wurde.

4.2. Interpretation der Auswirkungen von Cisplatin auf
Neuroblastomzellen

In den Zellviabilitdtsmessungen induziert Cisplatin, als Teil der Induktionschemotherapie
der Hochrisikogruppe des Neuroblastoms, eine dosis- und teilweise Behandlungs-
dauerabhangige Reduktion in den Neuroblastomzelllinien IMR-32 und SH-SY5Y (siehe
Abb. 8 und Tabelle 20) (9). Anhand der lichtmikroskopischen Aufnahmen ist die Menge
an Neuroblastomzellen, die apoptotisch scheinen, mit zunehmenden Konzentrationen
von Cisplatin bei beiden Neuroblastomzelllinien gestiegen, wodurch diese
Zellviabilitdtsverluste bestatigt werden (siehe Abb. 7 A/B). Es konnte in anderen
Untersuchungen ein &hnlicher morphologischer Befund (siehe 3.3) nach einer
Behandlung mit Cisplatin in IMR-32 und SH-SY5Y-Neuroblastomzellen beschrieben
werden  (138,139). Die Signifikanz der  Dosis-Wirkungs-Kurven  beider
Neuroblastomzelllinien und beider Behandlungszeiten ist im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle weitgehend Uberall gegeben, auler im niedrigen

Konzentrationsbereich nach einer 24 h Behandlung (siehe Abb. 8). Die Ergebnisse der
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Messungen der Zellviabilitit haben eine hohe Aussagekraft, da die Signifikanzen
groflitenteils gegeben sind und funf bis sechs unabhangige Versuche durchgeflihrt
wurden. Um die Ergebnisse im niedrigen Konzentrationsbereich der 24 h Behandlung zu
bestatigen, in der keine Signifikanzen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gegeben
sind (siehe Abb. 8), kdnnte eine Versuchswiederholung, ggf. auch mit einer anderen
Methode zur Messung der Zellviabilitat wie z. B. dem Neutralrot-Assay oder MTT-Assay
durchgefuhrt werden (140,141). Es konnte gezeigt werden, dass Cisplatin in der 24 h
Behandlung einen signifikant toxischen Effekt im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
erst ab einer Konzentration von 2 yM aufzeigt, wahrend nach einer 72 h Behandlung bei
nahezu jeder der verwendeten Konzentrationen ein signifikant toxischer Effekt im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nachgewiesen werden konnte (siehe Abb. 8). In
dem Konzentrationsbereich von 1-10 uM zeigte sich fir beide Neuroblastomzelllinien
ein signifikanter Unterschied beider Behandlungszeiten (siehe Abb. 8 und Tabelle 21).
Daraus lasst sich schlieRen, dass nicht nur die Konzentration, sondern auch die
Behandlungsdauer von Cisplatin einen Einfluss auf die Zytotoxizitdt ausibt. Dies
entspricht der Haber’schen Regel, in der ein Summationsgift wie Cisplatin bei einer
Verlangerung der Behandlungsdauer trotz identischer Dosisgabe oder niedrigerer
Dosisgabe dieses Summationsgiftes im Vergleich zur vorherigen kirzeren
Behandlungsdauer einen gleichen oder sogar groReren zytotoxischen Effekt erzielen
kann (142,143). Aufgrund einer unzureichenden Ausscheidung oder schlechten
Abbaubarkeit kann ein Summationsgift im Organismus akkumulieren und zu einer
chronischen Intoxikation fuhren (143). Cisplatin kann auch mehrere Monate nach
Abschluss der Behandlung im Gewebe nachgewiesen werden. Es wird in der Niere
angereichert, da es von den Zellen des proximalen Tubulus Uber den Transporter OCT2
(siehe 1.11) basolateral aufgenommen wird, jedoch apikal Uber den Transporter solute
carrier family 47 member 2 (SLC47A2, MATE-2K) diese Zellen nur schlecht verlassen
kann (143). Zum einen zeigt jede der Konzentrationen, die in den Tumorzellen beider
Neuroblastomzelllinien verwendet wurden, einen signifikant toxischen Effekt in der 72 h
Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle und zum anderen sind nach einer
Behandlungszeit von 72 h deutlich niedrigere Konzentrationen von Cisplatin zum Verlust
der Zellviabilitdt ausreichend im Vergleich zur Behandlungszeit von 24 h (siehe Abb. 8
und Tabelle 20). Um fir die Klinik einen Hinweis hervorzubringen, dass niedrigere Dosen
von Cisplatin als Monotherapeutikum sogar einen besseren Behandlungserfolg bewirken
konnten, sofern die Behandlungsdauer zunehme, mussten klinische Versuche unter
Bericksichtigung der Pharmakodynamik und Pharmakokinetik erfolgen. Niedrige Dosen
von Cisplatin zeigen in der Regel weniger unerwiinschte Arzneimittelreaktionen als hohe

Dosen (98,102). Die unerwlnschten Arzneimittelreaktionen sind dosislimitierend und
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somit von der Dosis abhangig. Héhere Dosen ergeben demnach ein vermehrtes oder
starkeres Auftreten unerwiinschter Arzneimittelreaktionen bei gleicher Expositionsdauer
(98,102).

Des Weiteren zeigen die Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie IMR-32 nach einer
Behandlungszeit von 72h im niedrigen Konzentrationsbereich eine deutlich héhere
Sensibilitdat im Vergleich zur Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y (siehe Abb. 8). Eine
erhohte therapeutische Potenz Cisplatins bei den Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie
IMR-32 ist auch in den Inhibitory-Concentration-50 % (1Cso)-Werten und den Inhibitory-
Concentration-80 % (ICso)-Werten erkennbar (siehe Tabelle 20). Der ICso-Wert gibt die
ungefahre Konzentration an, bei der die Zellviabilitdt der Zellpopulation um 50 %
reduziert ist. Der Anteil an lebenden, aktiven Zellen im Verhaltnis zur gesamten
Zellpopulation betragt hier also 50 %. Beim 1Cso-Wert wird die ungefahre Konzentration
angezeigt, bei der die Zellviabilitat der Zellpopulation um 80 % reduziert ist. Der Anteil
an lebenden, aktiven Zellen im Verhaltnis zur gesamten Zellpopulation betragt beim 1Cso-
Wert 20 %. Je geringer die IC-Werte ausfallen, desto héher ist die therapeutische Potenz
des Chemotherapeutikums (142). Mithilfe der IC-Werte kann die richtige Dosis und
Behandlungsdauer fiir die Anwendung von Cisplatin und anderen Chemotherapeutika
besser eingeschatzt werden als ohne Berlcksichtigung der IC-Werte (142). Die
Ergebnisse der Zellviabilititsmessungen nach einer 72h Behandlung mit Cisplatin
deuten darauf hin, dass ein Neuroblastom mit MYCN-Amplifikation scheinbar sensibler
auf Cisplatin reagiert als ein Neuroblastom ohne MYCN-Amplifikation. Fir die Klinik
konnte dies bedeuten, dass Cisplatin als Monotherapeutikum im Rahmen der
Neuroblastomtherapie einen besseren Behandlungserfolg bei einer MYCN-Amplifikation
erzielen konnte als bei einem Neuroblastom ohne MYCN-Amplifikation, sofern klinische
Studien diese Ergebnisse bestdtigen kdnnen. Das Proto-Onkogen MYCN ist an
wichtigen Prozessen des Neuroblastoms beteiligt, wie bspw. der Zelldifferenzierung,
dem Zellwachstum, dem Energiestoffwechsel und der Apoptose und dient als wichtigster
genetischer Marker fir eine schlechte Prognose (7,8). Daher werden Patienten, bei
denen sowohl eine Neuroblastomerkrankung als auch eine MYCN-Amplifikation
festgestellt wurde, nach aktueller Leitlinie in die Hochrisikogruppe eingeschlossen (9).
Eine bessere Kombinationstherapie zu finden, ist insbesondere fiir die Hochrisikogruppe
von grolRer Wichtigkeit und Bestandteil dieser Arbeit. Die Annahme, dass ein
Neuroblastom mit MYCN-Amplifikation sensibler auf Cisplatin oder ein anderes
Chemotherapeutikum reagiert, erscheint nachvollziehbar, da MYC-Proteine zu einem
erhdhten Replikationsstress flihren, der eine Aktivierung der DNS-Schadensantwort

ausldsen kann (29). Das Proto-Onkogen MYCN induziert eine erhéhte Transkription von
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p53 (144). Irreparable DSB kénnen zu einer Aktivierung von ATM flihren (siehe Abb. 2),
wodurch ebenfalls die p53-Konzentration ansteigen kann (55). Aktiviertes p53 kann
einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase einleiten (55). Extrem hohe Konzentrationen von
p53 kdnnen eine Apoptose induzieren (55). Bei etwa 50 % aller Tumorerkrankungen sind
p53-Mutationen nachweisbar (145). Dies ist insofern von Bedeutung, dass diese
genetisch mutierten Tumorzellen nicht in der Lage sind, die Apoptose einzuleiten und
daher schlechter auf eine Chemotherapie ansprechen (146). Das Neuroblastom ist eine
Tumorerkrankung, in der selten eine p53-Mutation nachweisbar ist (28). Aufgrund des
seltenen Nachweises einer p53-Mutation in Neuroblastomzellen und einer erhdhten
Transkription von p53 infolge der MYCN-Amplifikation sowie infolge von Cisplatin
induzierten DSB, ist die Induktion eines Zellzyklusarrestes in der Gi-Phase oder eine
Apoptose bei den IMR-32-Neuroblastomzellen naheliegend. Dies kdnnte eine Ursache
sein, warum Neuroblastomzellen mit MYCN-Amplifikation sensibler auf Cisplatin
reagieren als Neuroblastomzellen ohne MYCN-Amplifikation. Einen Zellzyklusarrest in
der Gi-Phase sowie eine Apoptose der IMR-32-Neuroblastomzellen kann durch die
Induktion des p53-Signalweges hervorgerufen werden, die durch eine Aktivierung der
ATM infolge des Auftretens von DSB ausgel6ést werden kann (siehe Abb. 2) (55,101).
Vorherige Untersuchungen weisen darauf hin, dass MYCN Neuroblastomzellen fir die
Cisplatin-induzierte Apoptose sensibilisierte (2). Neuroblastomzellen mit induzierter
MYCN-Expression zeigten in vorherigen Untersuchungen nicht nur bei Cisplatin,
sondern auch bei anderen Chemotherapeutika, die in die entsprechenden
Behandlungsrichtlinien aufgenommen wurden und in der Klinik eingesetzt werden (siehe
Tabelle 6), starkere Apoptosewerte als Neuroblastomzellen ohne MYCN-Expression.
Des Weiteren konnte eine Anhaufung von Zellpopulationen in der G2/M-Phase sowie
eine Beschleunigung des Ubergangs von der Gi-Phase zur S-Phase in Neuroblastom-
Zellen mit MYCN-Expression in Folge einer Cisplatin-Behandlung festgestellt werden
(147). In diesem Versuch wurden Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie SH-EP Tet-21N
(SH-EPM"N) verwendet (147). Eine Aktivierung der DNS-Schadensantwort bei bspw.
MYCN-amplifizierenden Zelllinien kann einen Zellzyklusarrest herbeiflihren, in der die
Tumorzelle versucht, auftretende DNS-Schaden (SSB, DSB) zu reparieren. Entweder ist
die Reparatur erfolgreich und die Tumorzelle sichert ihr Uberleben oder es misslingt die
Reparatur, wodurch die Apoptose induziert werden kann. Ein dauerhafter
Zellzyklusarrest, in der die Zelle es nicht schafft DNS-Schaden zu reparieren, kann
ebenfalls zur Apoptose fihren (56,70-72). Dem Replikationsstress einer alleinigen
MYCN-Amplifikation kann die Tumorzelle in der Regel aufgrund einer Aktivierung der

DNS-Schadensantwort entgegenwirken (147). Bei einer Kombination mit Cisplatin
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steigen aufgrund der Mehrfachbelastung die Apoptosewerte (147). Cisplatin sorgt
ebenfalls fir einen Replikationsstress, der zu einer Aktivierung der DNS-Schadens-
Antwort flhrt (148). Zudem konnte bei Tumorzellen des Ovarialkarzinoms gezeigt
werden, dass eine Herunterregulierung von MYCN eine Cisplatin-Resistenz forderte,
wodurch das Ergebnis unterstltzt wird, dass Neuroblastomzellen mit MYCN-
Amplifikation deutlich sensibler auf Cisplatin reagieren als Neuroblastomzellen ohne
MYCN-Amplifikation (149).

Da das Proto-Onkogen MYCN und das Chemotherapeutikum Cisplatin jeweils zu einer
Aktivierung der DNS-Schadensantwort fihren kann, sollten die Proteine der DNS-
Schadensantwort mit einer sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) aufgetrennt werden und anschlieBend mit Western-Blot-Analysen
detektiert werden (29). Ein Nachweis von bspw. phosphorylietem CHK1, CHK2 oder
p53 (siehe Abb. 2), hatte eine Aktivierung der DNS-Schadensantwort bestatigen kénnen.
Interessant ware auch der Nachweis von inaktivem, phosphoryliertem CDC25A, welches
Cyclin/CDK-Komplexe inaktivieren kann und auf einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase
hinweisen kann (71,150). Der Nachweis von dephoshoryliertem CDC25A kénnte
dementsprechend ein Anzeichen fiir einen Ubergang von der Gi-Phase zur S-Phase
sein (71,151). Cycline, die den Zellzyklus regulieren, koénnen ebenfalls durch
Immunoblotting nachgewiesen werden. Durch die Messung der Cycline kann bestimmt
werden, in welcher Zellzyklusphase sich die Neuroblastomzellen befinden (152). Cyclin
D sowie die cyclinabhangigen Kinasen cyclin-dependent kinase 4 (CDK4) und cyclin-
dependent kinase 6 (CDKG6) bilden einen wichtigen Komplex fiir den Ubergang von der
G1-Phase zur S-Phase (55,153). Dieser Komplex kann beim Vorliegen von DSB durch
den CDK-Inhibitor cyclin dependent kinase inhibitor 1A (CDKN1A, p21°) gehemmt
werden, wodurch eine Phosphorylierung des Tumorsuppressorproteins RB
transcriptional corepressor 1 (RB1, Retinoblastomprotein) und eine Freisetzung von E2F
transcription factor 1 (E2F1) verhindert wird (55). Die Folge ist ein Zellzyklusarrest in der
G1-Phase (154). Der Nachweis einer Phosphorylierung des Tumorsuppressorproteins
RB1 kénnte aus diesem Grund auf einen Ubergang von der Gi-Phase zur S-Phase
hinweisen (55). Der Hinweis eines Gi-Arrestes kénnte daher durch dephosphoryliertes
RB1 erbracht werden. Die Transkription des Gens CDKN1A wird Uber aktiviertes p53
stimuliert (55). Auch aus diesem Grund ist ebenfalls ein Nachweis von phosphoryliertem

p53 und eine Ermittlung der p53-Konzentration von Interesse.

Daruber hinaus interessant ware auch der Nachweis einer Phosphorylierung des
Proteins GSK3p, das beim Auftreten von DSB von ATM der DNS-Schadensantwort

aktiviert werden kann. GSK3B wurde schon als Tumorsuppressor beschrieben, der
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Proteine aktivieren kann, die wiederrum die DNS-Schadensreparatur und den Zellzyklus
beeinflussen (155). In einer Untersuchung konnte nachgewiesen werden, dass GSK3f3
die Phosphatase CDC25A phosphorylierte und dass eine Inaktivierung von GSK3 mit
einer Uberproduktion von CDC25A korrelierte (156). Durch die Phosphorylierung von
CDC25A kann ein Zellzyklusarrest in der Gi-Phase induziert werden (150). Eine
Inhibition von GSK3p korrelierte mit einem beschleunigten Ubergang von der Gi-Phase
zur S-Phase (156). Wenn eine Aktivierung der GSK3p, aufgrund einer Cisplatin-
Therapie, in den Neuroblastomzellen nachgewiesen werden kann, konnten auch
GSK3B-Inhibitoren als Kombinationsbehandlung mit Cisplatin vorgeschlagen werden,
um insbesondere MYCN-amplifizierte Neuroblastomzelllinien besser zu ,bekampfen®.
Diese Kombinationsbehandlung aus einem GSK3pB-Inhibitor und Cisplatin konnte einen
beschleunigten Eintritt in die S-Phase und eine Akkumulation geschadigter DNS (DSB)
in der S-Phase der Neuroblastomzellen bewirken, der vermutlich zu einem
Zellzyklusarrest friihestens in der S-Phase oder zu einer Apoptose fulhren kann. Eine
Aktivierung der GSK3B, aufgrund einer Cisplatin-Therapie, konnte in vorherigen
Untersuchungen in cochledren Horsinneszellen nachgewiesen werden (157). Die
Ergebnisse dieser Untersuchung deuten darauf hin, dass die Cisplatin-induzierte
Ototoxizitat mit der Aktivierung der GSK3B verbunden sein kénnte (157). Nicht nur
GSK3B-Inhibitoren, sondern auch Inhibitoren von ALK, PI3K, AKT, CDK, HDACS8 oder
von anderen Proteinen, wie bspw. AURKA oder LIN28B, die an der Stabilitat des Proto-
Onkogens MYCN beteiligt sind, kdnnen einen Therapieansatz darstellen, der eventuell
die Sensibilitat von Neuroblastomzellen auf Cisplatin erhdht, insbesondere bei MYCN-
amplifizierte Neuroblastomzelllinien (28,48,50,52,68).

Zur Sicherstellung, ob Cisplatin tatsachlich DSB in den Neuroblastomzelllinien IMR-32
und SH-SY5Y verursacht, sollten immunzytochemische Farbungen durchgeflihrt
werden, wie bspw. die Foci y-H2A.X variant histone (H2AX) und fumor protein p53
binding protein 1 (TP53BP1). H2AX ist ein Histon, das beim Vorliegen von DSB durch
Proteinkinasen wie ATM oder ATR aktiviert wird. Das dadurch entstehende yH2AX kann
durch immunzytochemische Farbungen nachgewiesen werden (158). TP53BP1
interagiert mit p53 und haftet in Schadensnahe am Chromatin (159). Ein weiterer Test
zum Nachweis von DSB ist BrdU in situ nick end labeling (ISEL), bei dem
Bromdesoxyuridin (BrdU) die freien OH-Gruppen der Strangbriche bindet und

immunzytochemisch durch einen Antikdrper nachgewiesen werden kann (160).

Eine erniedrigte Zellviabilitat im Alamar Blue Assay kann durch eine Apoptose,
Proliferationshemmung bzw. einem Zellzyklusarrest bedingt sein (119). Um dies

genauer zu untersuchen, wurden durchflusszytometrische Analysen durchgefuhrt. Es
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konnte nachgewiesen werden, dass Cisplatin sowohl in der Neuroblastomzelllinie IMR-
32 einen Zellzyklusarrest in der Gi1-Phase und S-Phase als auch eine dosisabhangige
Apoptose in der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y induziert. Die Signifikanzen im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle sind bis auf den Gi-Arrest, der eine Signifikanz
bei einer Konzentration von 25 uM im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle und im
Vergleich zur Konzentration von 5 uM aufzeigt, groRtenteils gegeben (siehe Abb. 9 B).
Die Ergebnisse zeigen, dass mit zunehmenden Konzentrationen von Cisplatin die IMR-
32-Neuroblastomzellen in einen Gi-Arrest Ubergegangen waren, wahrend die Fraktion
der S-Phase signifikant im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle mit zunehmenden
Konzentrationen von Cisplatin abnahm (siehe Abb. 9 B). Ein Grund dafir ware, dass
nach einer Behandlung mit niedrigen Konzentrationen von Cisplatin die Anzahl von DNS-
Schaden, bspw. aufgrund von DSB, zum Messzeitpunkt niedriger sein kdnnte als nach
einer Behandlung mit hohen Konzentrationen von Cisplatin. Die Tumorzellen der
Neuroblastomzelllinie IMR-32 konnten sich somit bei hohen Konzentrationen von
Cisplatin schutzen, um die Replikation (S-Phase) geschadigter DNS, bspw. aufgrund
von DSB, zu vermindern und um diese Schaden innerhalb eines Gi-Arrestes bspw.
mithilfe der homologen Rekombination zu reparieren. Bei einer niedrigen Konzentration
von Cisplatin kdnnte eine niedrige Anzahl der DSB innerhalb der Gi-Phase der IMR-32-
Neuroblastomzellen der Grund dafur sein, den G1-Checkpoint zu Gberwinden und daher
in der S-Phase zu arretieren. Ahnlich dieser Uberlegung konnte in einer Untersuchung
der Tyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib bei hepatozellularen Tumorzellen mit zunehmenden
Konzentrationen einen dosisabhangigen Gi-Arrest sowie mit zunehmenden
Konzentrationen eine Abnahme der Fraktion der S-Phase induzieren (161). Eine weitere
Ursache fiir den dosisabhangigen Gi-Arrest der IMR-32-Neuroblastomzellen konnten
verschiedene p53-Konzentrationen der Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien sein.
Der G1-Checkpoint ist von p53 abhangig (56). Aktiviertes p53 kann die Transkription des
Gens CDKN1A stimulieren, sodass der Zellzyklus in der Gi-Phase so lange angehalten
werden kann, bis die Schaden an der DNS behoben sind (55). Eine Reparatur in der G1-
Phase konnte mithilfe der homologen Rekombination durchgefiihrt worden sein, die flr
eine DSB-Reparatur in der S-Phase und Gi-Phase verantwortlich ist (162). Eine DSB-
Reparatur auBerhalb der S-Phase und Gi-Phase wird mithilfe der NHEJ durchgefuhrt
(162). Die Ursache fir den Gs-Arrest der IMR-32-Neuroblastomzellen in hohen
Konzentrationen von Cisplatin kdnnte im Vergleich zu niedrigen Konzentrationen von
Cisplatin eine erhohte Konzentration von p53 sein. Einem vorherigen Versuch zur Folge
konnte das Chemotherapeutikum 5-Fluoruracil in einer Zelllinie des Hypopharynx-

Karzinoms einen CDKN1A-abhangigen Zellzyklusarrest in der G1-Phase induzieren, der
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ebenfalls mit einer erhdhten Expression von p53 einherging (163). Cisplatin konnte
allerdings in diesem Versuch keinen Gs-Arrest, sondern eine p53-abhangige Apoptose
sowie einen CDKN1A-unabhangigen Zellzyklusarrest in der S-Phase induzieren (163).
In einer anderen Untersuchung konnte Cisplatin ebenfalls keinen p53-abhangigen G-
Arrest induzieren (164). Einer weiteren Untersuchung zur Folge kann Cisplatin einen G-
Arrest ausschlieRlich in Zellen induzieren, die p53 in der Wildform exprimieren (165).
Aufgrund der Seltenheit einer p53-Mutation in Neuroblastomzellen, ist die Induktion
eines Gi-Arrestes der IMR-32-Neuroblastomzellen nachvollziehbar (28). In vorherigen
Versuchen konnte zudem nachgewiesen werden, dass die Zellen verschiedener
Tumorerkrankungen aufgrund einer Cisplatin-Behandlung einen Gi-Arrest induzieren
kénnen (166). Eine Untersuchung des p53-Status in Bezug auf diesen Gi-Arrest fand
jedoch nicht statt (166). Immunzytochemische Farbungen zur Ermittlung der mitotischen
Aktivitat und ein 5-Ethynyl-2‘-desoxyuridin (EdU)-Zellproliferations-Assay konnten die
Ergebnisse dieser Arbeit vertiefen. Ein EdU-Zellproliferations-Assay konnte den Einfluss
Cisplatins auf die S-Phaseaktivitat bestimmen. EdU ist ein Thymidinanalogon, das
wahrend der S-Phase in die DNS eingebaut wird und mithilfe eines Fluoreszenzmarkers
detektiert werden kann (167). Der Zellzyklusarrest in der Gi-Phase oder in der S-Phase
kénnte aber auch ohne die Wirkung des Chemotherapeutikums Cisplatin bedingt sein,
da die IMR-32-Neuroblastomzellen in den Proliferationsanalysen im Vergleich zu den

Herstellerangaben ein langsameres Wachstum aufzeigten.

Die Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y zeigt eine dosisabhangige Apoptose, da mit
zunehmender Konzentration von Cisplatin eine signifikante Zunahme der SubGia-
Fraktion im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nachgewiesen werden konnte (siehe
Abb. 9 B). Daraus lasst sich schlief3en, dass die Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie
SH-SY5Y bei einer zunehmenden Konzentration von Cisplatin vermehrt in die Apoptose
ubergehen. Diese Erkenntnis kdnnte durch eine SDS-PAGE bestatigt werden. Mithilfe
von fluoreszierenden, aktivitatsbasierten Sonden kénnte die Aktivitat der Caspasen in-
vitro nachgewiesen werden (168). Eine Apoptose der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y
aufgrund einer Cisplatin-Behandlung, konnte zeitlich vor Beginn der Arbeit
nachgewiesen werden und wird zudem ebenfalls mit dieser Arbeit bestatigt (169-174).
Die Gs-Fraktion und die Gz/M-Fraktion der SH-SY5Y-Neuroblastomzellen zeigen eine
signifikante Abnahme nach einer 24 h Behandlung mit 25 uM Cisplatin im Vergleich zur
Behandlung mit 5 uM Cisplatin (siehe Abb. 9 B). Des Weiteren zeigt die SubG1-Fraktion
eine signifikante Zunahme nach einer 24 h Behandlung mit 25 uM Cisplatin im Vergleich
zur Behandlung mit 5 uM Cisplatin (siehe Abb. 9 B). Daraus lasst sich schlieen, dass
bei einer Konzentration von 25uM Cisplatin die Zellpopulation der SH-SY5Y-
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Neuroblastomzellen in der G1-Phase und G2/M-Phase zugunsten der Zellpopulation der
SubGi-Phase abnahm. In diesen hohen Konzentrationen von Cisplatin ist der
apoptotische Anteil der Zellpopulation dieser Neuroblastomzelllinie grof3er als in der G-
Phase und G2/M-Phase. Nach einer Kontrolle am G+-Checkpoint, G2-Checkpoint und M-
Checkpoint kdnnten die Anzahl und Auspragungen der DNS-Schaden (SSB, DSB) so
grold gewesen sein, dass nach dieser Kontrolle die Apoptose eingeleitet wurde. Dies
konnte die Abnahme der Gi-Fraktion, die Abnahme der G2/M-Fraktion und die Zunahme

der SubG1-Fraktion der SH-SY5Y-Neuroblastomzellen erklaren.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Cisplatin eine dosis- und
behandlungsdauerabhangige Reduktion der Zellviabilitdt in beiden Neuroblastom-
Zelllinien bewirkt und dass die MYCN-amplifizierte Neuroblastomzelllinie IMR-32 eine
deutlich héhere Sensibilitdt auf Cisplatin zeigt als die SH-SY5Y-Neuroblastomzellen.
Vorherige Studien konnten sowohl eine Reduktion der Zellviabilitdt von
Neuroblastomzellen nach einer Cisplatin-Behandlung als auch eine héhere Sensibilitat
MYCN-amplifizierter Neuroblastomzellen fir Cisplatin erfassen. Des Weiteren konnte in
dieser Arbeit darauf hingewiesen werden, dass Cisplatin in der Neuroblastomzelllinie
IMR-32 einen Zellzyklusarrest in der Gi-Phase und S-Phase bewirkt. Die Ergebnisse
weisen zudem auf eine dosisabhangige Apoptose in der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y
hin. Praklinische Studien kdénnen die Ergebnisse eines Zellzyklusarrestes in der Gi-
Phase und S-Phase der IMR-32-Neuroblastomzellen sowie einer dosisabhangigen
Apoptose der SH-SY5Y-Neuroblastomzellen nach einer Behandlung mit Cisplatin

unterstitzen.

4.3. Interpretation der Auswirkungen der CHK1-Inhibition und der
Auswirkungen auf Neuroblastomzellen in Bezug zur
Kombination mit Cisplatin

Die CHK1-Inhibition mit LY2603618 (Rabusertib) bewirkte bei der Neuroblastomzelllinie
IMR-32 ab einer Konzentration von 0,25 uM und bei den SH-SY5Y-Neuroblastomzellen
ab einer Konzentration von 1 uM einen signifikanten Verlust der Zellviabilitat im Vergleich
zur DMSO-Kontrolle (siehe Abb. 13). Anhand der lichtmikroskopischen Aufnahmen
konnte dieser zytotoxische Effekt mit zunehmender Konzentration von LY2603618
ebenfalls erkannt werden (siehe Abb. 12). Die morphologische Beurteilung der
Neuroblastomzellen nach einer Behandlung mit LY2603618 (siehe 3.6) ahnelt jener
einer vorherigen Untersuchung nach einer Behandlung mit Cisplatin (138,139). Fur die
Klinik bedeutet dies, dass eine CHK1-Inhibition als Therapeutikum des Neuroblastoms

moglicherweise einen Behandlungserfolg erzielen kann, sofern klinische Studien den
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Nutzen einer CHK1-Inhibition bestatigen kénnen. In einer vorherigen Untersuchung
konnte nachgewiesen werden, dass der CHK1-Inhibitor Prexasertib als Mono-
Therapeutikum in Neuroblastomzellen mit und ohne MYCN-Amplifikation einen Verlust
der Zellviabilitat und DSB hervorruft sowie eine Apoptose induziert (175). In dieser
vorherigen Untersuchung wurde die MYCN-amplifizierte Kelly-Neuroblastom-Zelllinie
und die nicht MYCN-amplifizierte NBL-S-Neuroblastomzelllinie verwendet (175). Ein
anderer Versuch konnte einen Verlust der Zellviabilitdt in verschiedenen MYCN-
amplifizierten Neuroblastomzellen infolge der Behandlung mit den CHK1-Inhibitoren
CHIR-124 und PF477736 aufzeigen (67). Der CHK1-Inhibitor AZD7762 konnte einen
Zellviabilitatsverlust in Melanomzellen bewirken (176). Ein Verlust der Zellviabilitat

konnte ebenfalls in Zellen der chronischen lymphatischen Leukdmie (CLL) nach einer
Behandlung mit dem CHK1-Inhibitor MU380 nachgewiesen werden (177).

Aufgrund der CHK1-Inhibition mit LY2603618 konnte die DNS-Schadensantwort
hochstwahrscheinlich gehemmt werden. Um dies zu belegen, sollten die Proteine der
DNS-Schadensantwort bspw. mit einer SDS-PAGE aufgetrennt werden und
anschlielend mit Western-Blot-Analysen detektiert werden (29). Von besonderem
Interesse bei dieser Hemmung der DNS-Schadensantwort ware der Nachweis einer
Aktivierung oder Deaktivierung von CDC25A (siehe Abb. 2), die auf einen Ubergang in
die nachste Zellzyklusphase bzw. einen Zellzyklusarrest hinweisen konnte. Cyclin/CDK-
Komplexe kdnnten ebenfalls nachgewiesen werden (152). Eine Inhibition von CHK1
fuhrt zu einer Aktivierung des CDC25A, welches wiederum die Cyclin/CDK-Komplexe
aktiviert, wodurch die Zelle in die nachste Phase des Zellzyklus Ubergehen kann. Dies
kann zu einer weiteren DNS-Synthese, zur Replikation und somit zur Mitose
geschadigter DNS flhren (mitotische Katastrophe) (71). Immunzytochemische
Farbungen wie bspw. die Foci y-H2A.X (siehe 4.2) oder ein Comet-Assay kdnnten DSB
nachweisen, die zu einer mitotischen Katastrophe fuhren kénnen (158,178). In einem
vorherigen Versuch konnten DSB infolge einer CHK1-Inhibition nachgewiesen werden
(178). Dieser Nachweis erfolgte in Osteosarkomzellen und Pankreaskarzinomzellen
nach einer Behandlung mit dem CHK1-Inhibitor MK-8776 (178). Zudem konnte in diesem
Versuch herausgefunden werden, dass diese CHK1-Inhibition zu einem vorzeitigen
Abfeuern von Replikationsurspringen fihren kann, wodurch eine Stérung der
Transkription, eine Bildung von R-Schleifen und ein Kollaps der Replikationsgabel
resultieren kann. Ob diese Auswirkungen tatsachlich an der Zytotoxizitat dieser CHK1-
Inhibition beteiligt sind, konnte in diesem Versuch nicht nachgewiesen werden (178).
Anhand dieser Untersuchungen erscheint es plausibel, dass eine mitotische Katastrophe

aufgrund von DSB fiur den Zellviabilitdtsverlust der Tumorzellen beider Neuroblastom-
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Zelllinien in dieser Arbeit nach einer Behandlung mit LY2603618 verantwortlich sein

konnte.

Die Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie IMR-32 zeigen in den Konzentrationen
0,25 uM—-1 uM eine signifikant hohere Sensibilitdit gegeniber LY2603618 als die
Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y (siehe Abb. 13). Die erhéhte therapeutische Potenz ist
auch in den ICso-Werten und ICso-Werten erkennbar (siehe Tabelle 22). Auch bei der
CHK1-Inhibition lasst sich anhand dieser Ergebnisse schlieen, dass ein Neuroblastom
mit MYCN-Amplifikation vermutlich sensibler auf eine CHK1-Inhibition reagiert im
Vergleich zu einem Neuroblastom ohne MYCN-Amplifikation. Wenn klinische
Untersuchungen diese Annahme bestatigen konnen, wurde dies fur die Klinik bedeuten,
dass eine CHK1-Inhibition in der Neuroblastomtherapie eventuell einen besseren
Behandlungserfolg bei einer MYCN-Amplifikation bewirken kdnnte als bei einem
Neuroblastom ohne MYCN-Amplifikation. Diese Annahme scheint naheliegend zu sein,
da MYCN eine Aktivierung der DNS-Schadensantwort ausldst (29). Das Proto-Onkogen
MYCN konnte in einem Versuch eine Erhéhung der p53-Konzentrationen bewirken
(144). Erhohte p53-Konzentrationen konnen einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase oder
eine Apoptose herbeifiihren (55). Ein gemessener Verlust der Zellviabilitat kann durch
einen Zellzyklusarrest sowie einer Apoptose bedingt sein (119). Ein Zellzyklusarrest oder
eine Apoptose kénnten somit die Ursache der hoéheren Sensibilitat der MYCN-
amplifizierten IMR-32-Neuroblastomzellen im Vergleich zu den nicht MYCN-
amplifizierten Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y sein. Eine CHK1-
Inhibition mit Prexasertib zeigte in einem Versuch einen Verlust der Zellviabilitat in
MYCN-amplifizierten und nicht MYCN-amplifizierten Neuroblastomzelllinien, wobei die
MYCN-amplifizierten Neuroblastomzelllinien deutlich héhere Sensibilitdten aufzeigten
(152). In MYCN-amplifizierten Neuroblastomzellen, die eine 11g-Deletion und eine
CHK1-Inhibition zeigten, kam es in vorherigen Untersuchungen zu einer synthetischen
Letalitat (152). Diese Untersuchungen bestatigen die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit, dass die MYCN-amplifizierten IMR-32-Neuroblastomzellen sensibler auf
LY2603618 reagieren als die nicht MYCN-amplifizierten SH-SY5Y-Neuroblastomzellen.
Die Ergebnisse der Zellviabilitatsmessungen nach einer Behandlung mit LY2603618
haben eine hohe Aussagekraft, da die Signifikanzen fur beide Neuroblastomzelllinien im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle grofitenteils gegeben sind und drei unabhangige
Versuche durchgefihrt wurden. In einem anderen Versuch konnte nachgewiesen
werden, dass MYCN-amplifizierte Neuroblastomzellen weniger sensibel auf eine CHK1-
Inhibition reagieren, da aufgrund einer CHK1-Inhibition DSB auftreten kdénnen, die

wiederum Uber eine Aktivierung der DNS-Schadensantwort und Uber eine Reparatur
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mithilfe der homologen Rekombination und NHEJ ihr Uberleben sichern konnten (179).
Diese Ergebnisse von Ando et al. 2019 widersprechen der Annahme, dass
Neuroblastomzellen mit  MYCN-Amplifikation sensibler auf eine CHK1-Inhibition
reagieren als Neuroblastomzellen ohne MYCN-Amplifikation (179). Tumorzellen der
Neuroblastomzelllinie IMR-32 wurden in diesen Untersuchungen allerdings nicht
verwendet (179). Die Zellviabilitatsmessungen dieser Arbeit bei den Tumorzellen beider
Neuroblastomzelllinien weisen darauf hin, dass eventuell das Proto-Onkogen MYCN
Neuroblastomzellen fir eine CHK1-Inhibition sensibilisiert. Um die Ergebnisse dieser
Arbeit, dass die IMR-32-Neuroblastomzellen eine hdéhere Sensibilitdt auf LY2603618
aufzeigen als die SH-SY5Y-Neuroblastomzellen, zu bestatigen oder zu widerlegen,
sollten weitere Versuche mit der Neuroblastomzelllinie IMR-32, ggf. mit mehreren
MYCN-amplifizierten Neuroblastomzelllinien, durchgefihrt werden. Maoglicherweise
stellt die Neuroblastomzelllinie IMR-32 eine Ausnahme dar. Spontane Mutationen
kénnten ebenfalls eine Rolle spielen. In nicht MYCN-amplifizierten Tumorzellen der
Neuroblastomzelllinie SK-N-SH wurden bereits spontane Mutationen wahrend der In-
vitro-Passage dieser Zellen entdeckt (180). Spontane Mutationen treten jedoch dulRerst
selten auf (180). Um diese Mutationen auszuschlielen, konnte eine DNS-
Sequenzierung bspw. mit Pyrosequenzierung oder anderen Verfahren der next-
generation sequencing (NGS) weiterhelfen (181). Die Neuroblastomzelllinie IMR-32 ist
nicht nur durch eine MYCN-Amplifikation gekennzeichnet, sondern auch durch die
Translokation t (1;17), die ebenfalls eine Rolle fir eine hdéhere Sensibilitat MYCN-
amplifizierter Neuroblastomzellen spielen kénnte (112,182). Des Weiteren konnte auch
ein unbekannter Effekt des CHK1-Inhibitors LY2603618 (Rabusertib) dazu beigetragen
haben. Nicht nur ein CHK1-Inhibitor kénnte ein wirksames Therapeutikum darstellen,
sondern auch eine CHK1-Uberaktivierung in Abwesenheit von DNS-Schaden wie bspw.
DSB (56). Eine Uberaktivierung koénnte vielleicht einen dauerhaften Zellzyklusarrest
induzieren, indem das Wachstum des Tumors eingeschrankt wird, wodurch der
therapeutische Einsatz klassischer Chemotherapeutika verhindert werden koénnte.
Dieses Medikament musste CHK1 spezifisch erkennen und phosphorylieren kénnen.
Eine spezifische Kinase, die in der Lage ist, Phosphatgruppen dauerhaft auf CHK1 zu
Ubertragen, konnte eventuell diese Uberaktivierung bewirken. Ein vorheriger Versuch
konnte nachweisen, dass mediator of DNA damage checkpoint 1 (MDC1) neben ATR an
einer Phosphorylierung von CHK1 beteiligtist (183). Ob phosphorylierende Kinasen eine

Uberaktivierung von CHK1 bewirken kénnen, misste noch herausgefunden werden.

Die Kombinationsbehandlungen hatten das Ziel einen praklinischen Therapieansatz zu

finden, der in-vitro die Sensibilitat der Neuroblastomzellen auf eine Cisplatin-Therapie
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erhoht. Die Kombinationsbehandlungen aus LY2603618 und Cisplatin bei den
Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien zeigten im Vergleich zu den
Einzelbehandlungen mit Cisplatin keinen signifikanten Unterschied in der Zellviabilitat
(siehe Abb. 17). Fir die Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y sind die Signifikanzen im
Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (unbehandelte Kontrolle, DMSO-Kontrolle)
grofitenteils gegeben (siehe Abb. 17). Die Signifikanzen der Neuroblastomzelllinie IMR-
32 sind in der hdochsten Konzentration der Einzelbehandlung mit Cisplatin und in der
hochsten Konzentration der Kombinationsbehandlung aus LY2603618 und Cisplatin im
Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (unbehandelte Kontrolle, DMSO-Kontrolle) gegeben
(siehe Abb. 17). Die Neuroblastomzelllinie IMR-32 zeigte in den vorherigen
Einzelbehandlungen mit Cisplatin allerdings auch im niedrigen Konzentrationsbereich
signifikante Ergebnisse im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Kon) (siehe Abb. 8).
Die Aussagekraft dieser vorherigen Einzelbehandlungen mit Cisplatin ist jedoch deutlich
grolRer, da die Anzahl der unabhangigen Versuche dieser Einzelbehandlungen mit
Cisplatin groRer ist als die Anzahl unabhangiger Versuche der Kombinations-
Behandlungen. Bei den Kombinationsbehandlungen wurden fir beide Neuroblastom-
Zelllinien zwei unabhangige Versuche durchgefihrt. Die hdohere Aussagekraft der
vorherigen Einzelbehandlungen mit Cisplatin lasst darauf schlielien, dass eher die
Einzelbehandlungen dieses Versuches mit Cisplatin (siehe Abb. 17) als die vorherigen
Einzelbehandlungen (siehe Abb. 8) zu uberdenken sind. Eine hdhere Anzahl
unabhangiger Versuche konnte die Aussagekraft steigern. Die niedrige Anzahl der
unabhangigen Versuche ist hochstwahrscheinlich die Ursache fur eine fehlende
Signifikanz im niedrigen Konzentrationsbereich von Cisplatin im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (Kon). Auch andere Varianten der statistischen Auswertung
(nicht in dieser Arbeit dargestellt), wie bspw. eine parametrisch einfache Varianzanalyse
(one-way ANOVA) mit Bonferronis Posthoc-Test fuhrten dbzgl. zu identischen
Ergebnissen im Vergleich zu den dargestellten Ergebnissen in dieser Arbeit. Der CHK1-
Inhibitor LY2603618 konnte die Sensibilitdt der Tumorzellen beider Neuroblastom-
Zelllinien gegenuber einer Einzelbehandlung mit Cisplatin nicht signifikant erhdhen
(siehe Abb. 17). Bei den SH-SY5Y-Neuroblastomzellen kénnte die Kombinations-
Behandlung aus LY2603618 und Cisplatin eine Tendenz zur Erhéhung der Sensibilitat
gegenlber einer Einzelbehandlung mit Cisplatin zeigen, was auf eine kumulative
Toxizitdt dieser Kombinationsbehandlung hinweisen kann. Die Ergebnisse der
Einzelbehandlungen mit LY2603618 (siehe Abb. 13) sowie der Kombinations-
Behandlungen aus LY2603618 und Cisplatin (siehe Abb. 17) weisen darauf hin, dass
eine CHK1-Inhibition MYCN-amplifizierte Neuroblastomzellen fir Cisplatin nicht

sensibilisieren kann, wohingegen in der Einzelbehandlung dieser CHK1-Inhibition das
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Proto-Onkogen MYCN Neuroblastomzellen fir eine CHK1-Inhibition sensibilisiert. Dies
koénnte bedeuten, dass bei MYCN-amplifizierten Neuroblastomzellen eine Kombinations-
Behandlung aus einer CHK1-Inhibition und Cisplatin weniger effektiv ist als eine
Einzelbehandlung mit dieser CHK1-Inhibition. Normalerweise ist infolge einer
Kombinationsbehandlung ein grofierer zytotoxischer Effekt auf Tumorzellen zu erwarten
als infolge einer Einzelbehandlung mit einer Substanz, die in dieser Kombinations-
Behandlung verwendet wird. Ob dieses Ergebnis ein Zufallsbefund darstellt oder auf
einen unentdeckten molekularen Mechanismus hinweist, der in der Kombinations-
Behandlung die MYCN-amplifizierten Neuroblastomzellen schutzt, wahrend in der
Einzelbehandlung ein deutlicher zytotoxischer Effekt vorhanden ist, bleibt offen und
sollte genauer untersucht werden. In vorherigen Untersuchungen zeigten MYCN-
amplifizierte Neuroblastomzellen eine hdhere Sensibilitat als nicht MYCN-amplifizierte
Neuroblastomzellen in einer Kombinationsbehandlung mit CHK1-Inhibitoren (70,152).
Die lichtmikroskopischen Aufnahmen unterstitzen die Ergebnisse der Zellviabilitats-
Messungen weitgehend (siehe Abb. 16). Die Beurteilung lichtmikroskopischer
Aufnahmen liefert zwar einen Hinweis darauf, dass moglicherweise ein toxischer Effekt
vorhanden sein koénnte, aber die Aussagekraft dieser qualitativen Analysen der
morphologischen Beurteilung ist im Vergleich zu den quantitativen Analysen der

Zellviabilitatsmessungen niedriger (184,185).

Die praklinischen Untersuchungen bezgl. der Neuroblastomforschung Uber einen
effektiven Nutzen einer Kombinationsbehandlung aus Cisplatin und einer CHK1-
Inhibition zeigten in den letzten Jahren unterschiedliche Ergebnisse. In vorherigen
Untersuchungen konnten Kombinationsbehandlungen nachgewiesen werden, die
sowohl eine Sensibilisierung der Neuroblastomzellen fur Cisplatin als auch keine
Sensibilisierung fur Cisplatin aufzeigten (71). Diese Studien konnen die Ergebnisse
dieser Arbeit bestatigen, dass LY2603618 die Tumorzellen beider Neuroblastom-
Zelllinien fur Cisplatin nicht sensibilisiert. In diesem Versuch wurden im Vergleich zu
dieser Arbeit andere Neuroblastomzelllinien und CHK1-Inhibitoren verwendet (71). In
anderen Untersuchungen konnte jedoch nachgewiesen werden, dass eine CHK1-
Inhibition die Zellen verschiedener Tumorerkrankungen fir zahlreiche DNS-schadigende
therapeutische MalRnahmen empfindlicher macht. Zu diesen therapeutischen
MaRnahmen zahlen neben Cisplatin auch eine Bestrahlung und Wirkstoffe wie
Antimetaboliten  (Cytarabin, Hydroxyharnstoff, Gemcitabin,  5-Fluorouracil),
Topoisomerase |- und II-Gifte (Etoposid, Doxorubicin, Topotecan, SN-38) und
Alkylierungsmittel (Methylmethansulfonat) (70). Eine CHK1-Inhibition sensibilisierte

zudem auch mehrere Tumorzellen fir eine Behandlung mit dem PARP-Inhibitor Olaparib
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und mit dem HDAC-Inhibitor Vorinostat (80,186). Auch Inhibitoren der Wee 1 kinase
(WEE1), die CHK1 nachgeschaltet sind, zeigten in Kombination mit einer CHK1-
Inhibition bei Neuroblastomzellen eine hoéhere Sensibilitdit im Vergleich zu einer
Einzelbehandlung (70). Eine Kombination aus dem CHK1-Inhibitor MK-8776 und dem
PARP-Inhibitor Olaparib konnte, insbesondere bei MYCN-amplifizierte Neuroblastom-
Zelllinien, synergistisch wirken (80). Die Neuroblastomzelllinie IMR-32 zeigte hierbei die
hochste Sensibilitat fur diese Kombination (80). LY2603618 konnte den
Replikationsstress des Proto-Onkogens MYCN verstarken und die mitotischen
Katastrophen fordern. Eine Kombination aus CHK1-Inhibition und PARP-Inhibition ist
daher ein neuer potenzieller Behandlungsansatz, der unter dem Verzicht klassischer
Chemotherapeutika weniger unerwiinschte Arzneimittelreaktionen hervorrufen konnte
(80). Aufgrund des Einsatzes niedriger Dosen der CHK1-Inhibitoren bei einer
Kombination mit PARP-Inhibitoren kénnten moglicherweise hamatotoxische oder
kardiotoxische Nebenwirkungen der CHK1-Inhibitoren vermindert werden (179). Des
Weiteren wurde herausgefunden, dass eine Kombinationsbehandlung aus CHK1-
Inhibition und ATM-Inhibition zur Blockierung der homologen Rekombination und NHEJ
fuhrt und die Sensibilitat der Neuroblastomzellen fiir eine CHK1-Inhibition erhdht (179).
Die Kombinationsbehandlungen aus einer CHK1-Inhibition und einer PARP-Inhibition
bzw. ATM-Inhibition fihrt zu der Annahme, dass der Einsatz von klassischen
Chemotherapeutika, wie bspw. Platinderivaten, eventuell in Zukunft verdrangt werden
kdénnte, wodurch Cisplatin-bedingte Nebenwirkungen vermieden werden kdnnten (179).
Diese erfolgsversprechenden Kombinationsbehandlungen mehrerer Studien bestatigen
die Annahme, dass eine CHK1-Inhibition Neuroblastomzellen fir eine Therapie mit
Chemotherapeutika sensibilisieren kann. Die Hypothese, dass eine CHK1-Inhibition
Neuroblastomzellen fir eine Therapie mit Cisplatin sensibilisieren kann, konnte mit
dieser Arbeit fur die Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien nicht bestatigt werden.
Die CHK1-Inhibition ist jedoch in der Lage, Neuroblastomzellen fur eine Therapie mit
Cisplatin zu sensibilisieren (70,71). Ob diese Ergebnisse in der CHK1-Forschung
tatsachlich in Hinblick auf eine Vermeidung unerwinschter Arzneimittelreaktionen und
Resistenzmechanismen einen Behandlungserfolg erzielen kénnen, musste vorerst in

weiteren praklinischen Studien und anschlieRenden klinischen Studien gepruft werden.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit nachgewiesen, dass eine CHK1-Inhibition mit
LY2603618 (Rabusertib) ein Verlust der Zellviabilitdt in Neuroblastomzellen mit und
ohne MYCN-Amplifikation bewirken konnte. Die MYCN-amplifizierte Neuroblastom-
Zelllinie IMR-32 zeigte eine deutlich hdhere Sensibilitat auf diese CHK1-Inhibition als die

Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y. Es sind Studien vorhanden, die eine hohere Sensibilitat

114



MYCN-amplifizierter Neuroblastomzellen im Vergleich zu Neuroblastomzellen ohne
MYCN-Amplifikation bestatigen kénnen sowie auch Studien, die diese Annahme nicht
bestatigen. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass eine CHK1-Inhibition
die Sensibilitdt der Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien fiir Cisplatin nicht steigern
kann. Daher kann anhand der Ergebnisse die Annahme, dass eine CHK1-Inhibition die
Sensibilitdt von Neuroblastomzellen fir eine Cisplatin-Therapie erhéhen kann, fir die
IMR-32 und SH-SY5Y-Neuroblastomzellen nicht bestatigt werden. Eine Sensibilisierung
von Neuroblastomzellen fur eine Cisplatin-Therapie infolge einer CHK1-Inhibition kann

durch andere praklinische Studien sowohl widerlegt als auch bestatigt werden.

4.4. Interpretation der Auswirkungen der PARP-Inhibition sowie
der Auswirkungen auf Neuroblastomzellen in Bezug zur
Kombination mit Cisplatin

Die Zellviabilitdtsmessungen konnten zeigen, dass der PARP-Inhibitor Olaparib
(Lynparza) zu einer dosisabhangigen Reduktion der Zellviabilitdt in beiden
Neuroblastomzelllinien fuhrte (siehe Abb. 21 A). Anhand der lichtmikroskopischen
Aufnahmen ist die Menge an Neuroblastomzellen, die apoptotisch scheinen, mit
zunehmenden Konzentrationen von Olaparib bei beiden Neuroblastomzelllinien
gestiegen, wodurch die Zellviabilitatsverluste bestatigt werden (siehe Abb. 20). Auch die
morphologische Beschreibung nach einer Behandlung der Neuroblastomzellen mit
Olaparib (siehe 3.10) zeigt Ahnlichkeiten zur morphologischen Beschreibung der
Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie IMR-32 und SH-SY5Y nach einer Behandlung
mit Cisplatin (siehe 3.3), die durch vorherige Untersuchungen bestatigt werden kénnen
(138,139). Die Signifikanzen der Zellviabilititsmessungen sind bei der
Neuroblastomzelllinie IMR-32 ab einer Konzentration von 1 uM Olaparib und bei der
Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y ab einer Konzentration von 5 uM Olaparib im Vergleich
zur DMSO-Kontrolle gegeben (siehe Abb. 21 A). Bei der Neuroblastomzelllinie IMR-32
kam es im niedrigen Konzentrationsbereich (<1 uM Olaparib) zu einem Verlust der
Zellviabilitat, der im Bereich von 0,5 uM-1 uM Olaparib stagnierte (siehe Abb. 21 B). Die
Zellviabilitatsverluste der Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien weisen darauf hin,
dass eine PARP-Inhibition als Therapeutikum des Neuroblastoms einen
Behandlungserfolg erzielen konnte, sofern klinische Studien den therapeutischen
Nutzen einer PARP-Inhibition bestatigen. Die Stagnation der Zellviabilitdt der
Neuroblastomzelllinie IMR-32 im niedrigen Konzentrationsbereich (siehe Abb. 21 B)
kénnte aufgrund eines Zellzyklusarrestes und der nachfolgenden DNS-
Schadensreparaturmechanismen (siehe 1.7) der IMR-32-Neuroblastomzellen

hervorgerufen worden sein, um SSB und DSB infolge einer Behandlung mit Olaparib zu
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reparieren und ihr Uberleben zu sichern. Dies kénnte auf einen Resistenzmechanismus
infolge einer Behandlung mit einer niedrigen Konzentration von Olaparib hinweisen, der
bspw. durch Western-Blot-Analysen nachgewiesen werden koénnte. Ab einer
Konzentration von 1 uM Olaparib ist die Zellviabilitdt der Neuroblastomzelllinie IMR-32
mit zunehmender Konzentration reduziert. Ab dieser Konzentration konnte der
Resistenzmechanismus Uberwunden worden sein, infolgedessen die IMR-32-
Neuroblastomzellen die Apoptose induziert haben kdnnten. Durchflusszytometrische
Analysen kdnnten diese Annahme bestatigen (60). Die Uberlegung, dass eine Reparatur
der Zellen fur den fehlenden Verlust der Zellviabilitdt nach einer Behandlung mit einer
geringen Konzentration eines Chemotherapeutikums verantwortlich sein kdnnte, wurde

nach einer Behandlung mit Doxorubicin in Keratinozyten gebildet (187).

Die Tumorzellen der Neuroblastomzelllinie IMR-32 zeigen eine deutlich hdhere
Sensibilitdt gegeniber Olaparib als die Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y (siehe Abb. 21
A). Die erhohte therapeutische Potenz des PARP-Inhibitors Olaparib ist auch in den I1Cso-
Werten und ICso-Werten erkennbar (siehe Tabelle 23). Anhand der Ergebnisse lasst sich
schlielten, dass Neuroblastomzellen mit MYCN-Amplifikation eine hohere Sensibilitat
auf eine PARP-Inhibition aufzeigen im Vergleich zu jenen ohne MYCN-Amplifikation. Fur
die Klinik kdnnte dies nach Bestatigung durch klinische Untersuchungen bedeuten, dass
eine PARP-Inhibition im Rahmen der Neuroblastomtherapie einen besseren
Behandlungserfolg bei einem Neuroblastom mit MYCN-Amplifikation bewirken kénnte
als jenem ohne MYCN-Amplifikation. Praklinische Studien Uber die Wirksamkeit von
Olaparib auf Neuroblastomzellen konnten einen dosisabhdngigen Verlust der
Zellviabilitdt  MYCN-amplifizierter und nicht MYCN-amplifizierter Tumorzellen
verschiedener Neuroblastomzelllinien bestatigen, wobei die Tumorzellen MYCN-
amplifizierter Neuroblastomzelllinien eine deutlich héhere Sensibilitat aufzeigten als die
Tumorzellen der Neuroblastomzelllinien ohne MYCN-Amplifikation (29,92). Die
Annahme, dass Neuroblastomzellen mit MYCN-Amplifikation eine hdhere Sensibilitat
auf eine PARP-Inhibition aufzeigen als Neuroblastomzellen ohne MYCN-Amplifikation,
ist nachvollziehbar. Eine PARP-Inhibition fihrt zu einer Hemmung der Reparatur von
SSB, blockierten Replikationsgabeln und vermehrten DNS-Schaden (29). Das Proto-
Onkogen MYCN sorgt zusatzlich fur Replikationsstress (29). In einer vorherigen
Untersuchung wurden bei einer PARP-Inhibition MYCN-amplifizierter Neuroblastom-
Zellen vermehrt replikationsassoziierte Micronucleoli (Kernkdrperchen) und nukleare
YH2AX-Foci gefunden, wodurch diese Annahme unterstitzt wird (29). Neueste
Erkenntnisse legen nahe, dass ein Neuroblastom mit einer 11g-Deletion ebenfalls

sensibel auf eine PARP-Inhibition reagiert (29). Die Auswirkungen einer PARP-Inhibition
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auf die DNS-Schadensantwort sollte noch untersucht werden und ist noch nicht vollends
geklart (90). Die Zellviabilitatsmessungen in dieser Arbeit deuten darauf hin, dass
eventuell das Proto-Onkogen MYCN Neuroblastomzellen fir eine PARP-Inhibition

sensibilisiert.

Die Kombinationsbehandlungen hatten das Ziel einen praklinischen Therapieansatz zu
finden, der In-vitro die Sensibilitat der Neuroblastomzellen auf eine Cisplatin-Therapie
erhdht. Anhand der Ergebnisse war die Zellviabilitdt beider Neuroblastomzelllinien mit
steigenden Konzentrationen von Cisplatin sowohl in den Kombinationsbehandlungen mit
Olaparib als auch in den Einzelbehandlungen mit Cisplatin zunehmend reduziert (siehe
Abb. 25). Bis auf die hdchste Konzentration der Kombinationsbehandlung der SH-SY5Y-
Neuroblastomzellen zeigte sich bei jeder Kombinationsbehandlung beider
Neuroblastomzelllinien im Mittel einen starkeren Verlust der Zellviabilitdt im Vergleich zu
den entsprechenden Einzelbehandlungen mit Cisplatin (siehe Abb. 25). Diese
Ergebnisse geben einen Hinweis darauf, dass eine Kombination aus einer PARP-
Inhibition und Cisplatin mdglicherweise einen besseren Behandlungserfolg beim
Neuroblastom erzielen kann, sofern klinische Studien einen therapeutischen Nutzen
dieser Kombinationsbehandlung bestatigen konnen. Die Ergebnisse der
Zellviabilitatsmessungen der Kombinationsbehandlungen konnten ebenfalls durch
lichtmikroskopische Aufnahmen bestatigt werden (siehe Abb. 24). Die Zelldichte der
Neuroblastomzellen beider Neuroblastomzelllinien ist bei den Kombinations-
Behandlungen anhand der lichtmikroskopischen Aufnahmen mit zunehmender
Konzentration von Cisplatin (CisPt) eingeschrankt (siehe Abb. 24). Anhand der
lichtmikroskopischen Aufnahmen ist bei den Kombinationsbehandlungen der
Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien die Menge an Neuroblastomzellen, die
apoptotisch scheinen, im Vergleich zu den entsprechenden Einzelbehandlungen mit
Cisplatin grotenteils gestiegen (siehe Abb. 24). Praklinische Untersuchungen zeigten,
dass eine Kombinationsbehandlung aus Olaparib und Cisplatin zu einer synergistischen
Toxizitat bei Tumorzellen des Oviarialkarzinoms und Mammakarzinoms fuhrte (85). Des
Weiteren konnte ein synergistischer Effekt beider Chemotherapeutika auch in
Tumorzellen des NSCLC und Osophaguskarzinoms nachgewiesen werden (188,189).

Diese Untersuchungen unterstiitzen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit.

Jede der Kombinationsbehandlungen der Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien
zeigt eine Signifikanz im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (siehe Abb. 25). Die
Kombinationsbehandlungen aus 0,2 uM Olaparib und 0,1 uM Cisplatin zeigten bei der
Neuroblastomzelllinie IMR-32 im Vergleich zu den Einzelbehandlungen mit 0,1 uM

Cisplatin einen signifikanten Unterschied (siehe Abb. 25). Die Verluste der Zellviabilitat
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sind in den Kombinationsbehandlungen der Tumorzellen beider Neuroblastomzelllinien
im Vergleich zu den entsprechenden Einzelbehandlungen mit Cisplatin im niedrigen und
mittleren Konzentrationsbereich gréfier als im hohen Konzentrationsbereich (siehe Abb.
25). Daraus lasst sich schlieRen, dass die DNS-Schaden (SSB, DSB) nach einer
Einzelbehandlung mit hohen Konzentrationen von Cisplatin vermutlich so grol} gewesen
sind, dass die Zellviabilitat der Neuroblastomzellen eventuell infolge eines
Zellzyklusarrestes oder einer Apoptose stark reduziert wurde. Dieser starke
Viabilitdtsverlust konnte hdchstwahrscheinlich durch den Verlust der homologen
Rekombination bzw. durch eine erhdhte Anzahl mitotischer Katastrophen aufgrund einer
PARP-Inhibition nicht mehr starker durch eine hohe Konzentration der
Kombinationsbehandlung reduziert werden. Dies konnte die Ursache dafur sein, dass
der zytotoxische Effekt der Kombinationsbehandlungen der Tumorzellen beider
Neuroblastomzelllinien im Vergleich zu den entsprechenden Einzelbehandlungen mit
Cisplatin im niedrigen und mittleren Konzentrationsbereich groRer ist als im hohen
Konzentrationsbereich. Ein groRerer Zellviabilitdtsverlust einer Kombinations-
Behandlung im niedrigen Konzentrationsbereich im Vergleich zum hohen
Konzentrationsbereich konnte ebenfalls bei Neuroblastomzellen nachgewiesen werden,
die mit Erdafitinib und Cisplatin behandelt wurden (190). In dieser Studie war der Anteil
an apoptotischen Neuroblastomzellen in der Einzelbehandlung mit Cisplatin so grof3
gewesen, dass eine Kombinationsbehandlung aus Erdafitinib und Cisplatin in hohen
Konzentrationen keinen starkeren zytotoxischen Effekt verursachen konnte im Vergleich
zu einer Kombinationsbehandlung aus Erdafitinib und Cisplatin in niedrigen
Konzentrationen (190). Eine niedrige Dosierung von Olaparib und Cisplatin in
Kombination kdnnte nach einer Bestatigung durch klinische Studien eventuell einen
besseren Behandlungserfolg erzielen, wodurch das Auftreten von toxischen
Nebenwirkungen aufgrund der Verwendung einer niedrigen Dosis von Cisplatin
verringert werden kénnte. Es konnte bspw. nachgewiesen werden, dass Paclitaxel in der
Kombinationsbehandlung die therapeutische Wirkung von Cisplatin in Tumorzellen des
Mammakarzinoms verstarken kann, wodurch eine ahnliche antineoplastische Wirkung
und eine Reduzierung des Auftretens Cisplatin-bedingter Nebenwirkungen mit einer
geringeren Dosis von Cisplatin in der Kombinationsbehandlung aus Paclitaxel und
Cisplatin im Vergleich zur Cisplatin-Einzelbehandlung erzielt werden konnte (191). Die
Ergebnisse der Zellviabilititsmessungen haben eine hohe Aussagekraft, da die
Signifikanzen fur beide Neuroblastomzelllinien im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle
(unbehandelte Kontrolle, DMSO-Kontrolle) grétenteils gegeben sind und drei
unabhangige Versuche durchgefihrt wurden. Der Nachweis eines signifikant

zytotoxischen Effektes der Kombinationsbehandlung aus 0,2 uM Olaparib und 0,1 uM
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Cisplatin im Vergleich zur Einzelbehandlung mit 0,1 uM Cisplatin bei gleichzeitigem
Fehlen der Signifikanz dieser Einzelbehandlung im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle, fihrt demgegenuber zu einer Minderung der Aussagekraft. Nichtsdestotrotz
zeigen die Ergebnisse der Kombinationsbehandlungen, dass eine PARP-Inhibition
Neuroblastomzellen fiir Cisplatin sensibilisiert (siehe Abb. 25). Bei den IMR-32-
Neuroblastomzellen weisen die Messergebnisse der Zellviabilitdt dieser Kombinations-
Behandlung auf einen additiven oder synergistischen zytotoxischen Effekt hin. Die
Ergebnisse der Zellviabilitatsmessungen dieser Kombinationsbehandlung kénnte bei
den SH-SY5Y-Neuroblastomzellen auf eine Tendenz fur eine kumulative Toxizitat beider
Chemotherapeutika im niedrigen Konzentrationsbereich hinweisen. Bei einer additiven
Toxizitdt kann davon ausgegangen werden, dass die kumulative Toxizitat der
Kombinationsbehandlung aus der Summe der einzelnen toxischen Potenzen jeder
einzelnen Substanz eingeschatzt werden kann (192). Ein synergistischer toxischer
Effekt liegt vor, wenn der toxische Effekt der einzelnen Substanzen in Kombination einen
hoheren toxischen Effekt bewirkt als die Summe der einzelnen toxischen Effekte dieser
Substanzen (192). Ein synergistisch toxischer Effekt Ubersteigt demnach den Effekt
einer toxischen Additivitat (192). Aufgrund der relativ groRen Standardabweichungen im
niedrigen und mittleren Konzentrationsbereich der Kombinationsbehandlungen aus
Olaparib und Cisplatin bei den IMR-32-Neuroblastomzellen (siehe Abb. 25), ist eine klare
Zuordnung einer toxischen Additivitdt oder eines synergistischen Effektes der
Kombinationsbehandlungen nicht moglich. Die Verluste der Zellviabilitdt der
Einzelbehandlungen mit Cisplatin in diesem Versuch (siehe Abb. 25) sind im Mittel um
ca. 10-20% geringer ausgefallen als in den vorherigen Einzelbehandlungen mit
Cisplatin (siehe Abb. 8). Diese Variation in der Zellviabilitat bei verschiedenen Versuchen
ist jedoch vertretbar und kdnnte von vielen Faktoren in der Versuchsdurchfuhrung
abhangig oder zufallig entstanden sein. Jeder Versuch in dieser Arbeit wurde madglichst

unter den gleichen Bedingungen durchgefuhrt.

Sollte sich ein effektiver Nutzen dieser Kombinationsbehandlungen aus Olaparib und
Cisplatin in Neuroblastomzellen auch in klinischen Studien bestatigen, ist es von
besonderem Interesse, Resistenzmechanismen genau zu charakterisieren. Ein Problem
in der Klinik stellt die zunehmende Resistenz von Tumorzellen gegen die PARP-
Inhibition dar (96). Eine Untersuchung legt nahe, dass in resistenten Tumorzellen eine
vermehrte Expression der DNA polymerase theta (POLQ) vorhanden ist. Wenn die
homologe Rekombination aufgrund der PARP-Inhibition ausfallt, findet die Tumorzelle
andere Reparaturwege, wie die MMEJ, die wiederum von POLQ abhangt (96). Eine

praklinische Studie, in der eine Kombination aus einer POLQ-Inhibition, einer PARP-
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Inhibition und Cisplatin verwendet wird, konnte daher eine interessante
Kombinationsbehandlung in Hinblick auf die zunehmende Resistenzentwicklung
darstellen. Auch Tumore mit einer BRCA1-C61G-Mutation entwickeln schnell eine
Resistenz gegenuber einer PARP-Inhibition (96). Das heat-shock protein (HSP-90) kann
die mutierten BRCA1-Proteine unter einer PARP-Inhibition stabilisieren und den
Tumorzellen sowohl gegeniber einer PARP-Inhibition als auch gegenuber Cisplatin eine
Resistenz verleihen (96). Eine Kombination aus einer HSP-90-Inhibition und einer
PARP-Inhibition, kombiniert mit Cisplatin im Vergleich, wéare daher ebenfalls ein
interessanter Vorschlag einer praklinischen Studie im Hinblick auf die zunehmende
Resistenzentwicklung in der Klinik. Aufgrund der Verwendung einer erhdhten Anzahl von
Medikamenten steigt jedoch das toxische Potenzial. Stoffe, die CDK1, CDK12, PI3K,
AKT und HDAC inhibieren kénnen, kénnten aufgrund ihrer Bedeutung fir das Proto-
Onkogen MYCN (siehe 1.5, 1.8 und 4.2) eventuell ebenfalls kombiniert werden. Es
konnte gezeigt werden, dass Tumore mit defekter homologer Rekombination eine hohe
Sensibilitdt gegenlber einer PARP-Inhibition aufzeigten. Diese Inhibitoren kénnen die
homologe Rekombination hemmen und Tumorzellen fiir die Kombinationsbehandlung
aus einem PARP-Inhibitor und Cisplatin sensibilisieren (92,96). Auch das Medikament
JQ1, das als Inhibitor der bromodomain family member proteins (BET) die MYCN-
Expression herunterreguliert, kdnnte mit einer PARP-Inhibition kombiniert werden, dain
Neuroblastomzellen unabhangig vom MYCN-Status synergistische Effekte bei einer
Kombinationsbehandlung aus JQ1 und Olaparib nachgewiesen werden konnten (92).
BET-Proteine sind wichtige Transkriptionsregulatoren, die an der Zellzyklusprogression
und der Reparatur von DSB beteiligt sind (92). Bei MYCN-amplifizierten
Neuroblastomzelllinien war diese Kombinationsbehandlung aus JQ1 und Olaparib mit
einer Herunterregulierung der MYCN-Transkription, vermehrten DNS-Schéaden,
Defekten in der DNS-Reparatur und einer Apoptose verbunden (92). In Neuroblastom-
Zelllinien ohne MYCN-Amplifikation fihrte diese Kombinationsbehandlung zu einem
Zellzyklusstillstand (92). Auch eine Kombination aus einer PARP-Inhibition und einer
ATR-Inhibition zeigte eine erhdhte Zytotoxizitdt (193). Diese Kombination kdnnte
ebenfalls mit Cisplatin in weiteren Versuchen kombiniert werden. Ob all diese
Ergebnisse in der Forschung von PARP-Inhibitoren tatsachlich in Hinblick auf eine
Vermeidung unerwinschter Arzneimittelreaktionen und Resistenzmechanismen einen
Behandlungserfolg erzielen kdnnen, musste vorerst in weiteren praklinischen und

anschlieenden klinischen Studien gepruft werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte herausgefunden werden, dass eine PARP-Inhibition

als Therapeutikum des Neuroblastoms moglicherweise einen Behandlungserfolg
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erzielen kann, da eine PARP-Inhibition mit Olaparib (Lynparza) in beiden
Neuroblastomzelllinien zu einem dosisabhangigen Verlust der Zellviabilitat fihrte. Die
MYCN-amplifizierte Neuroblastomzelllinie [IMR-32 zeigte eine deutlich hohere
Sensibilitdt auf diese PARP-Inhibition. Die PARP-Inhibition konnte die Sensibilitat der
IMR-32-Neuroblastomzellen im Gegensatz zu den SH-SY5Y-Neuroblastomzellen
gegenuber einer Einzelbehandlung mit Cisplatin im niedrigen Konzentrationsbereich
signifikant erhdhen. Die Ergebnisse dieser Versuche konnen durch andere Studien

bestatigt werden.

4.5. Interpretation der Auswirkungen der verwendeten
Chemotherapeutika auf primare Zellen (hippocampale
Neurone)

Die hippocampalen Neurone zeigten erst nach einer 2-wochigen Kultivierung im
Anschluss ihrer Praparation aus den 18-tdgigen Rattenembryonen (Alter E18) eine
morphologische Differenzierung und ein konfluentes Wachstum (siehe Abb. 5). Bei der
Gesamtauswertung der insgesamt vier immunzytochemischen Untersuchungen konnte
nachgewiesen werden, dass der Anteil der hippocampalen Neurone an den
Gesamtzellen nach der Praparation und einer 2-wdchigen Kultivierung insgesamt 80 %
betrug. Die immunzytochemischen Bestimmungen (siehe Abb. 6) weisen darauf hin,
dass die Durchfuhrungen der Versuche in dieser Doktorarbeit Uberwiegend mit
hippocampalen Neuronen geschah, die sich fir die experimentellen Untersuchungen
dieser Arbeit besonders eigneten. Primare Zellen werden aus vitalen Organismen
entnommen. Sie sind im Gegensatz zu Stammzellen terminal differenziert und daher
reprasentativ fur das jeweilige Gewebe, aus denen sie entnommen wurden. Daher sind
hippocampale Neurone reprasentativ fur das Nervengewebe (194). Aufgrund der
einfachen anatomischen Struktur, der anatomischen Ahnlichkeit zum Isocortex, der etwa
90 % aller Cortexareale des Gehirns (Enzephalon) ausmacht, werden insbesondere
hippocampale Neurone in der experimentellen Hirnforschung eingesetzt (195,196). In
einer vorherigen Untersuchung konnte nachgewiesen werden, dass Cisplatin die
Neurogenese und Morphogenese von Dendriten der hippocampalen Neurone
beeintrachtigt, wodurch kognitive Defizite, wie Lernstérungen und Gedachtnisstérungen
hervorgerufen werden kénnen (111). Zudem konnten aufgrund der Verwendung von
hippocampalen Neuronen in dieser Arbeit, nicht proliferierende Nervenzellen mit
proliferierenden Neuroblastomzellen im Hinblick auf die Wirksamkeit der Chemo-
Therapeutika verglichen werden. Des Weiteren wurden hippocampale Neurone flr die
Verwendung in dieser Arbeit ausgewahlt, da diese ein Modell fir das physiologische

Nervengewebe darstellen, mit deren Hilfe die Neurotoxizitat eingeschatzt werden kann
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(111). Hierbei sollte eine Reduktion von Cisplatin-bedingten unerwlinschten
Arzneimittel-Reaktionen erfolgen, die zu erheblichen Einschrankungen der
Lebensqualitat fihren. Zu diesen unerwiinschten Arzneimittelreaktionen gehéren haufig
nicht nur neurotoxische Erkrankungen, sondern auch Nierenschaden und Hoérschaden
bei Uberwiegend jungen Patienten, die an einem Neuroblastom erkranken (102,107).
Cisplatin-bedingte neurotoxische Nebenwirkungen (siehe 1.13) kénnen z. T. mehrere
Monate nach Beendigung der Behandlung auftreten, da Neurone eine begrenzte
Regenerations-Fahigkeit besitzen (108). Bislang reichen die Erkenntnisse nicht aus, um
einen effektiven Wirkstoff als protektive Pravention oder therapeutische MalRnahme
dieser Nebenwirkungen in der Klinik einzusetzen (108). Daher ist eine bessere
Kombinations-Therapie mit einer grélReren therapeutischen Breite im Vergleich zur
Einzelbehandlung mit Cisplatin erstrebenswert. Aus diesem Grund wurden in dieser
Arbeit die hippocampalen Neurone mit Cisplatin, einem CHK1-Inhibitor LY2603618
(Rabusertib) und einem PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) fur je 72 h behandelt.

Auch bei den hippocampalen Neuronen wurden sowohl Einzelbehandlungen als auch
Kombinationsbehandlungen mit Cisplatin durchgefuhrt. In den Einzelbehandlungen mit
Cisplatin konnte ein dosisabhangiger Verlust der Zellviabilitat gezeigt werden (siehe
Abb. 11). Diese Dosisabhangigkeit ist auch in den ICs;-Werten und 1Cgo-Werten
erkennbar (siehe Tabelle 20). Die Signifikanz ist im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle ab einer Konzentration von 5 uM Cisplatin gegeben (siehe Abb. 11). Bei einer
Konzentration von 2 uM zeigt Cisplatin einen sicheren Verlust der Zellviabilitat. Die
Aussagekraft ist hoch, da drei unabhangige Versuche durchgefiihrt wurden.
Insbesondere im niedrigen Konzentrationsbereich, in der keine Signifikanzen im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle gegeben sind, kdnnte eine héhere Anzahl an
Versuchen, die Aussagekraft erhdhen und die Konzentration bestatigen, in der ein
signifikanter neurotoxischer Effekt gegeben ist. Anhand der lichtmikroskopischen
Aufnahmen ist die Menge an hippocampalen Neuronen, die apoptotisch scheinen, mit
zunehmenden Konzentrationen von Cisplatin gestiegen (siehe Abb. 10). Eine ahnliche
Beurteilung der Morphologie sowie ein cell membrane blebbing (siehe 3.5) konnte
bereits in vorherigen Untersuchungen in hippocampalen Neuronen nach einer
Behandlung mit Cisplatin beschrieben werden (197). Das cell membrane blebbing ist mit
der Apoptose verbunden und kann daher einen Indikator fur die Zellviabilitat darstellen
(198). Anhand dieser Ergebnisse lasst sich schlielten, dass Cisplatin mindestens ab
einer Dosis von 1 yM, eher ab einer Dosis von 2 yM und am wahrscheinlichsten ab einer
Dosis von 5 uM, neurotoxisch wirken konnte. Das Auftreten toxischer Nebenwirkungen

hangt im Allgemeinen nicht nur von der Dosis, sondern von vielen Faktoren ab, vor allem
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von der individuellen Toxikodynamik und Toxikokinetik (143). Eine Ubertragende
Interpretation der Ergebnisse aus Rattenembryonen auf den humanen Organismus, ist

nur bedingt méglich.

In den Einzelbehandlungen mit dem CHK1-Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) konnte
ebenfalls ein dosisabhangiger Verlust der Zellviabilitat gezeigt werden (siehe Abb. 15).
Diese Dosisabhéangigkeit ist auch in den |Cso-Werten und ICso-Werten erkennbar (siehe
Tabelle 22). Die Zelldichte der hippocampalen Neurone ist zudem anhand der
lichtmikroskopischen Aufnahmen mit zunehmender Konzentration eingeschrankt, womit
die Ergebnisse der Zellviabilitatsmessungen bestatigt werden kdnnen (siehe Abb. 14).
Die Menge an hippocampalen Neuronen, die apoptotisch scheinen, ist anhand der
Aufnahmen mit zunehmenden Konzentrationen von LY2603618 gestiegen. Bis auf eine
Akzeleration der Differenzierung der hippocampalen Neurone mit zunehmenden
Konzentrationen von LY2603618 ahnelt die Morphologie der hippocampalen Neurone
nach einer Behandlung mit LY2603618 (siehe 3.7) in Bezug auf die Apoptosehinweise
der Morphologie nach einer Behandlung mit Cisplatin (siehe 3.5). Eine morphologische
Beurteilung hippocampaler Neurone eines vorherigen Versuches nach einer
Behandlung mit Cisplatin kann diese Ahnlichkeit bestatigen (197). Anhand der
lichtmikroskopischen Aufnahmen scheint es, als kénnte LY2603618 die Differenzierung
von hippocampalen Neuronen beschleunigen bei einer gleichzeitig erhdhten Menge des
Auftretens von morphologischen Apoptosehinweisen. Die Signifikanz ist im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle ab einer Konzentration von 2uM gegeben (siehe Abb. 15). Die
Zellviabilitat der hippocampalen Neurone nach einer CHK1-Inhibition mit LY2603618 ist
ab einer Konzentration von 1 uM vermindert. Die Aussagekraft ist ebenfalls hoch, da

auch in diesem Versuch drei unabhangige Versuche durchgeflihrt wurden.

Die Kombinationsbehandlung aus LY2603618 und Cisplatin konnte die Sensibilitat der
hippocampalen Neurone fir Cisplatin nicht erhdhen (siehe Abb. 19). Die Verluste der
Zellviabilitdt dieses Versuches (siehe Abb. 19) stimmen mit den Verlusten der
Zellviabilitdt der vorherigen Einzelbehandlungen mit LY2603618 (siehe Abb. 15) und
Cisplatin (siehe Abb. 11) Uberein. Die lichtmikroskopischen Aufnahmen bestatigen die
Ergebnisse der Zellviabilititsmessungen (siehe Abb. 18). Es lasst sich schliel3en, dass
LY2603618 mindestens ab einer Dosis von 0,5 yM (wahrscheinlicher ab einer Dosis von
2 uM) neurotoxische Nebenwirkungen hervorrufen koénnte, da die Ergebnisse der
Zellviabilititsmessungen ab einer Konzentration von 2 yM eine im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle signifikant neurotoxische Wirkung in hippocampalen Neuronen zeigen. Die
Literaturrecherche ergab keinen Hinweis auf eine Studie, die bisher eine deutlich

ausgepragte, starke Neurotoxizitat einer CHK1-Inhibition durch LY2603618 nachweisen
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konnte. Eine vorherige Untersuchung mit dem CHK1-Inhibitor AZD-7762 konnte in-vitro
lediglich auf ein geringes Risiko einer niedrigen Neurotoxizitdt in primaren
hippocampalen Neuronen und Gliazellen hinweisen (199). In den Kombinations-
Behandlungen konnte Cisplatin einen dosisabhangigen Verlust der Zellviabilitat
herbeifihren (siehe Abb. 19). Der Zellviabilitatsverlust nach einer Kombinations-
Behandlung aus LY2603618 und Cisplatin zeigt im Vergleich zum Verlust der
Zellviabilitat nach einer Einzelbehandlung mit Cisplatin keinen wesentlichen
Unterschied. Der neurotoxische Effekt der Kombinationsbehandlung aus LY2603618
und Cisplatin scheint daher nicht grofer zu sein als der neurotoxische Effekt der
Einzelbehandlung mit Cisplatin. Die Standardabweichung ist im hdchsten
Konzentrationsbereich der Kombinationsbehandlung sehr grof3. Da eine Praparation
hippocampaler Neurone aus verschiedenen Rattenembryonen verschiedener Individuen
durchgeflhrt wurde, ist eine groRere Standardabweichung bei den Ergebnissen der
hippocampalen Neuronen nachvollziehbar. Des Weiteren hangen die Ergebnisse stark
von dem Anteil der Ausbeute hippocampaler Neurone und somit von der
Praparationsleistung des Versuchsdurchfiihrers ab. Die Ergebnisse geben dennoch
einen Hinweis darauf, dass die Neurotoxizitat der Konzentrationen, die verwendet
wurden, in einer Kombination aus LY2603618 und Cisplatin im Vergleich zur
Einzelbehandlung mit Cisplatin nicht wesentlich gesteigert wird. In Hinblick auf den
therapeutischen Nutzen der Ergebnisse in Bezug zu den Neuroblastomzellen unter der
Vermeidung von Nebenwirkungen ware mindestens eine Konzentration von 0,25 uM
LY2603618 fur die Neuroblastomzelllinie IMR-32 und mindestens eine Konzentration
von 0,75 uM LY2603618 flir die Neuroblastomzelllinie SH-SY5Y erforderlich, um eine
zytotoxische Wirkung bei den Tumorzellen zu erzielen und Nebenwirkungen theoretisch
zu vermeiden. Fir beide Neuroblastomzelllinien sollte die Konzentration von LY2603618
mindestens 0,5 uM (héchstens 2 uM) sein, um eine nebenwirkungsfreie Anwendung
oder tolerierbare Nebenwirkungen zu ermdglichen. Bei einer Dosis von 2 yM des CHK1-
Inhibitors LY2603618 konnte der therapeutische Nutzen der Tumorzellen beider
Neuroblastomzelllinien in Hinblick auf tolerierbare Nebenwirkungen besonders grof3

sein.

Die Einzelbehandlungen mit dem PARP-Inhibitor Olaparib (Lynparza) fuhrten zu keinem
dosisabhangigen Verlust der Zellviabilitat (siehe Abb. 23). Daher sind die ICso und 1Cgo-
Werte fur Olaparib > 100 uM (siehe Tabelle 23). Eine Signifikanz der Ergebnisse im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle ist daher nicht gegeben. Die Aussagekraft der Ergebnisse
dieser Zellviabilitatsmessungen ist hoch, da drei unabhangige Versuche durchgefihrt

wurden. Die Zelldichte der hippocampalen Neurone ist zudem anhand der
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lichtmikroskopischen Aufnahmen mit zunehmender Konzentration konstant und
unverandert (siehe Abb. 22). Die Aufnahmen bestatigen die Ergebnisse der
Zellviabilitatsmessungen. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass Olaparib
nicht neurotoxisch auf hippocampale Neurone wirkt. Daraus lasst sich schlieRen, dass
Olaparib mdglicherweise allgemein nicht neurotoxisch wirkt. Fur die Klinik wirde dies
bedeuten, dass ein Chemotherapeutikum gefunden wurde, dass eventuell keine oder
kaum neurotoxische Nebenwirkungen hervorruft. Um jedoch eine neurotoxische
Wirkung des PARP-Inhibitors Olaparib vollstandig auszuschlieen, mussten praklinische
Untersuchungen mit allen neuronalen Zelltypen sowie Kklinische Untersuchungen
durchgefuhrt werden, deren Ergebnisse auf eine fehlende Neurotoxizitat hinweisen. Der
bisherige Forschungsstand zeigt jedoch, dass Olaparib ebenfalls haufig neurotoxische
Nebenwirkungen hervorrufen kann (85,95). Zu diesen gehéren Nebenwirkungen des
zentralen Nervensystems wie Kopfschmerzen, Schwindel, Midigkeit oder Dysgeusie.
Des Weiteren kdénnen haufig auch Nausea, Vomitus und Andmien auftreten (85,95).
Diese Nebenwirkungen treten allerdings unter In-vivo-Bedingungen auf. Ergebnisse, die

auf In-vivo-Bedingungen basieren, sind einer In-vitro-Untersuchung tberlegen.

Die Kombinationsbehandlung aus Olaparib und Cisplatin sowie die Einzelbehandlung
mit Cisplatin konnten einen dosisabhangigen Verlust der Zellviabilitat im hdchsten
Konzentrationsbereich herbeifiihren (siche Abb. 27). Die Ergebnisse der
Zellviabilitdtsmessungen werden durch die lichtmikroskopischen Aufnahmen bestatigt
(siehe Abb. 26). Es wurden drei unabhangige Versuche durchgefihrt. Daher ist die
Aussagekraft der Kombinationsbehandlungen aus Olaparib und Cisplatin hoch. Die
Verluste der Zellviabilitat dieses Versuches (siehe Abb. 27) stimmen mit den Verlusten
der Zellviabilitat der vorherigen Einzelbehandlungen mit Olaparib (siehe Abb. 23) und
Cisplatin (siehe Abb. 11) Uberein. In der Kombinationsbehandlung aus Olaparib und
Cisplatin fallt im Vergleich zur Einzelbehandlung mit Cisplatin auf, dass der Verlust der
Zellviabilitat der hippocampalen Neurone nach der Kombinationsbehandlung aus 1 uM
Olaparib und 2 uM Cisplatin deutlich héher ist als der Verlust der Zellviabilitdt nach einer
Einzelbehandlung mit 2 uM Cisplatin (siehe Abb. 27). Olaparib konnte jedoch die
Sensibilitdt der hippocampalen Neurone gegeniber einer Einzelbehandlung mit
Cisplatin nicht signifikant erhéhen. Eine durch PARP-Inhibition induzierte
Sensibilisierung hippocampaler Neurone gegentiber einer Cisplatin-Behandlung kann
daher nicht bestatigt werden. Ob der grélkere Zellviabilitdtsverlust im hdéchsten
Konzentrationsbereich der Kombinationsbehandlung aus Olaparib und Cisplatin im
Vergleich zur Einzelbehandlung mit Cisplatin tatsachlich auf eine neurotoxische Wirkung

auf hippocampale Neurone zuzufiihren ist oder mit den allgemein eher hoheren
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Standardabweichungen und der unterschiedlichen Zellausbeute im Rahmen der
Praparation hippocampaler Neurone zusammenhangt oder zufallig entstanden ist, bleibt
offen. Hier waren weitere Untersuchungen sinnvoll, um ein eindeutiges Ergebnis zu
liefern. Der deutlich hohe Zellviabilitatsverlust der hippocampalen Neurone nach dieser
Kombinationsbehandlung weist darauf hin, dass die Neurotoxizitat der Konzentrationen,
die verwendet wurden, aufgrund einer Kombination aus Olaparib und Cisplatin im
Vergleich zur Einzelbehandlung mit Cisplatin eventuell gesteigert werden kann. Die
Zellviabilitat hippocampaler Neurone scheint bei einer Einzelbehandlung mit Olaparib
kaum beeinflusst zu werden. Eine durch PARP-Inhibition induzierte Sensibilisierung
hippocampaler Neurone gegeniber einer Cisplatin-Behandlung kann daher nicht sicher

ausgeschlossen werden. Somit kann eine Neurotoxizitat nicht ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend betrachtet, deuten die Resultate der Zellviabilitdtsmessungen der
hippocampalen Neurone darauf hin, dass Cisplatin mindestens ab einer Dosis von 1 uM,
wahrscheinlicher ab einer Dosis von 2 uM, am wahrscheinlichsten ab einer Dosis von
5uM, neurotoxische Nebenwirkungen hervorrufen koénnte. Eine Cisplatin-bedingte
Neurotoxizitat konnte durch eine Vielzahl von Studien belegt werden. Es ergab sich der
Hinweis darauf, dass der CHK1-Inhibitor LY2603618 (Rabusertib) ab einer
Konzentration von 0,5 uM (wahrscheinlicher ab einer Dosis von 2 uM) neurotoxisch wirkt.
Ein eindeutig groRer neurotoxischer Effekt einer CHK1-Inhibition durch LY2603618
wurde in vorherigen Studien nicht nachgewiesen. Bei einer Dosis von 2 yM LY2603618
konnte der therapeutische Nutzen von LY2603618 auf die Tumorzellen beider
Neuroblastomzelllinien in Hinblick auf tolerierbare Nebenwirkungen besonders grof
sein. Zudem ergab sich ein Hinweis darauf, dass die Neurotoxizitat der Konzentrationen,
die verwendet wurden, aufgrund einer Kombination aus der CHK1-Inhibition und
Cisplatin im Vergleich zur Einzelbehandlung mit Cisplatin nicht wesentlich gesteigert
wird. Diese Arbeit kann zwar auf eine Tendenz zur Sensibilisierung hippocampaler
Neurone in der Kombinationsbehandlung im Vergleich zu einer Cisplatin-Behandlung
hinweisen, aber eine neurotoxische Wirkung von Olaparib in der Einzelbehandlung
hippocampaler Neurone konnte nicht bestatigt werden, weswegen eine Neurotoxizitat
Olaparibs in dieser Arbeit nicht sicher ausgeschlossen werden kann. Vorherige Studien
berichten jedoch Uber das Auftreten von Neurotoxizitdt, die durch Olaparib

hervorgerufen werden kdnnen.
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