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| Arbeitshypothese und Fragestellung

Der Anlass fiir die vorliegende Untersuchung ist die Problematik der Resistenzbildung
in der Behandlung des Neuroblastoms mit Zytostatika, die verantwortlich fiir die wei-
terhin unbefriedigende Prognose von Hochrisiko-Neuroblastomerkrankungen ist.
In dieser Arbeit liegt der Fokus auf einem Resistenzmechanismus, der im Zusammen-
hang mit dem Detoxifikationsvorgang durch das Glutathion (GSH) steht. Es hat sich
gezeigt, dass Tumorzellen unter anderem {iiber dieses GSH-System Oxyradikale entgif-
ten. Abhédngig von der Aktivitit des GSH-Systems und dem damit zusammenhingenden
Oxyradikalspiegel verhalten sich Tumorzellen mehr oder weniger resistent gegen viele
Zytostatika (Xu et al. 1992).
Demzufolge ist es erstrebenswert durch pharmakologische Modulationen des GSH-
Systems die Empfindlichkeit insbesondere von Tumorzellen gegeniiber oxyradikalbil-
denden Zytostatika, wie sie in der Therapie des Neuroblastoms eingesetzt werden, zu
steigern. In der vorliegenden Arbeit wurden die Zytostatika Cisplatin, Doxorubicin
(Dox), Melphalan und Arsentrioxid (As;O3) ndher untersucht. Fiir diese vier Substanzen
ist eine erhohte Oxyradikalentgiftungskapazitit des GSH-Reduktions-Oxidations-
(RedOx-) Systems beschrieben. Zwei pharmakologisch eingefiihrte Substanzen, deren
Ansatzpunkte eine Einflussnahme auf das GSH-RedOx-System ermoglichen, sind das
Buthioninsulfoxamid (BSO) und die Ethacrynsidure (EA). Bei BSO handelt es sich um
einen Chemosensitizer beziiglich aller iiber GSH zu detoxifizierenden Substanzen. Die
EA ist ein reversibler Inhibitor der Glutathion-S-Transferase (GST). Zuséitzlich senkt es
durch Verbrauch von Glutathion den GSH-Spiegel einer Zelle. Nach diesen Befunden
stellen sich fiir uns beziiglich der Neuroblastomzelllinie LA-N-1 folgende Fragen:

1. Verstirkt die Koinkubation mit BSO die Wirksamkeit ausgewéhlter, oxyradikal-

bildender Zytostatika?
2. Verstirkt die Koinkubation mit EA die Wirksamkeit der unter 1. eingesetzten
Zytostatika?
3. Verstarkt eine kombinierte Gabe von BSO + EA die Wirksamkeit dieser Zytos-

tatika tiber das Ausmall der mdoglichen Effekte unter 1. und 2. hinaus?
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Il Einleitung

1 Einfihrung in das zu Grunde liegende Krankheitsbild

Das Neuroblastom ist ein maligner Tumor mit embryonalem Ursprung vom peripheren
sympathischen Nervensystem ausgehend. Primér betroffen ist das Nebennierenmark,
der sympathische Grenzstrang und die Ganglien.

Die Inzidenz betrdgt in Deutschland 1,2 pro 100.000 Kindern. In der Altersklasse der
unter 1-Jihrigen liegt sie mit 7,9 pro 100.000 am hochsten. Ab dem zweiten Lebensjahr
betridgt die Inzidenz weniger als 2 pro 100.000 Kindern. Im Schulkindalter ist das Neu-
roblastom eine sehr seltene Erkrankung (<0,3/100.000). Insgesamt ist es das dritthidu-
figste Malignom im Kindesalter. Jungen sind etwas hédufiger betroffen als Madchen.
Auf genetischer Ebene gibt es einige Auffilligkeiten, die eine prognostische Wertigkeit
haben. Eine hohe Amplifikationsrate des N-MY C-Protoonkogens auf Chromosom zwei
verschlechtert die Prognose des Patienten. Eine Imbalance am Chromosom 1p hat eben-
falls eine negative prognostische Bedeutung. Die Kombination einer Hyperdiploidie mit
einer Diagnosestellung vor dem ersten Geburtstag hat demgegeniiber eine gute Progno-
se.

Weitere Prognosefaktoren sind das klinische Stadium, der Metastasierungstyp und das
Alter des Patienten. Die klinische Stadieneinteilung erfolgt nach dem ,International

Neuroblastoma Staging System* (INSS):
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Stadium (nach Brodeur et al. (1993))

1 Lokalisierter Tumor; Entfernung vollstindig im Ganzen; mit oder ohne
mikroskopische Residuen; ipsilaterale Lymphknoten (LK) mikroskopisch Tumorzell-
negativ; anhaftende, entfernte LK diirfen positiv sein.

Oder Ein im Ganzen entfernter Mittellinientumor, Mittellinie ist hier definiert als

Wirbelséule; ohne ipsi- oder kontralateralem LK-Befall.

2A Lokalisierter Tumor; Entfernung unvollstindig im Ganzen; ipsilateral

nicht-anhaftende LK mikroskopisch Tumorzell-negativ.

2B Lokalisierter Tumor; mit oder ohne vollstindige Excision im Ganzen;
mit ipsilateral nicht-anhaftenden, Tumorzell-positiven LK;

vergroflerte, kontralaterale LK mikroskopisch Tumorzell-negativ.

3 Unresezierbarer einseitiger Tumor; iiber die Mittellinie infiltrativ wach-
send; mit oder ohne regionalem LK-Befall.

Oder Einseitig lokalisierter Tumor; Beteiligung kontralateraler regionaler LK.

Oder Mittellinientumor; nicht-resezierbare Infiltration oder LK-Beteiligung auf beiden

Seiten.

4 Disseminierter Tumor in entfernte LK, Knochen, Knochenmark, Leber,

Haut und/oder andere Organe;

4S Lokalisierter Priméartumor wie definiert in 1, 2A oder 2B; mit begrenzter

Dissemination in Leber, Haut und Knochenmark; Patient jiinger als ein Jahr alt.

Das klinische Erscheinungsbild der Erkrankung héngt von der Neuroblastomlokalisati-
on, dem Erkrankungsstadium und Metastasierungstyp ab. Die Primirlokalisationen des
Neuroblastoms sind am ehesten die Nebennieren oder auch der abdominelle sympathi-
sche Grenzstrang. Im Verlauf der Erkrankung kommt es somit hdufig zu einer Zunahme
des Bauchumfanges und Bauchschmerzen. Weiterhin héufig beschrieben werden Kopf-
schmerzen, Protrusio Bulbi und gelegentlich neurologische Syndrome wie unter ande-

rem das Horner-Syndrom, die Querschnittslihmung oder auch Opsomyokloni.
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Die Diagnosestellung erfolgt durch den Nachweis von Vanillinmandelsdure und Homo-
vanillinsdure im Urin sowie einer typischen Lokalisation des Tumors in bildgebenden
Verfahren wie die Sonographie, Szintigraphie, Computertomographie oder Kernspinto-
mographie. 70 % der Patienten haben zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits Me-
tastasen. Insbesondere betroffen davon sind die langen Knochen, der kndcherne Sché-
del, das Knochenmark und die Leber.

Fiir die Therapieplanung ist das Alter des Kindes, die Tumorlokalisation und die Zyto-
genetik, wie zum Beispiel die N-MYC-Amplifikation oder 1p-Imbalanz, ausschlagge-
bend.

Im Stadium 1 und 2 reicht eine nicht-notwendigerweise radikale Operation als einzige
therapeutische Mallnahme aus.

Neben der chirurgischen Behandlung spielt die Kombinationschemotherapie bei den
hoheren Tumorstadien eine herausragende Rolle. Dabei kommen in erster Linie Car-
boplatin, Cisplatin, Cyclophosphamid, Dacarbacin, Doxorubicin, Etoposid, Ifosfamide,

Melphalan, Topotecan, Vincristin und Vindesine zur Anwendung.

2 Einfuhrung in die Problematik

Die 3-Jahres-Uberlebensrate von Neuroblastom-Patienten hat sich laut deutschem Kin-
derkrebsregister insgesamt in den Jahren 1984 bis 2003 von 60 auf 83 % verbessert.

Die Anzahl der Langzeitiiberlebenden hoherer Erkrankungsstadien stieg jedoch in den
letzten Jahrzehnten nicht nennenswert an (Matthay et al., 1999; Berthold et al., 2005;
Flahaut et al., 2006). Behandelt werden diese Patienten derzeit mit einer Polychemothe-
rapie unterschiedlicher Kombinationen der unter II.1 genannten Medikamente und auto-
loger Knochenmarktransplantation. Fiir das Therapieversagen beim metastasierten Neu-
roblastom sind in der Regel Chemotherapieresistenzen verantwortlich. Die Verbesse-
rung der derzeitigen Standardtherapie in der Behandlung von Hochrisiko-Patienten ist

notwendig.

Ein moglicher Ansatzpunkt ist die medikamentdse Verhinderung einer Resistenzent-

wicklung.



II. Einleitung 8

Die Ursachen fiir Resistenzentstehungen konnen zahlreich sein. Auf zelluldrer Ebene

sind das unter anderem (K.D. Tew et al. (1998)):

e Zellmembranveridnderungen
e  Detoxifikationsmechanismen
* Reparaturmechanismen

e Verinderte Apoptosegene

Die vorliegende Arbeit fokussiert sich auf eine mogliche Ursache der Resistenzentwick-
lung von Neuroblastomzellen, die im Zusammenhang mit einem verstirkten Detoxifika-
tionsvorgang durch das Glutathion (GSH) steht. GSH ist eine intrazelluldre Substanz,
die fiir die Entgiftung von Oxyradikalen verantwortlich ist.

An Leukidmiezellen von Miusen konnte festgestellt werden, dass zellulidre Resistenzen
mindestens teilweise mit reduzierten Oxyradikalspiegeln zusammenhingen (Xu et al.,
1992). Es hat sich gezeigt, dass Tumorzellen unter anderem iiber dieses GSH-System
Oxyradikale entgiften. So verhielten sich Tumorzellen abhingig von der Aktivitit des
GSH-Systems mehr oder weniger resistent gegen viele Zytostatika (P. Calvert et al.,

1998).

Um Einflussmoglichkeiten auf Resistenzentwicklungen im Bereich des GSH-RedOx-
Systems indirekt untersuchen zu konnen, d.h. ohne direkte, intrazellulire Messung des
GSH-Spiegels, wihlten wir Zytostatika, fiir deren Wirkmechanismus nach internationa-
ler Studienlage die Oxyradikalbildung sowie die Oxyradikalentgiftung als Resistenzme-
chanismus eine entscheidende Rolle spielt (3.1 bis 4.4).

Die Medikamente sollten in der Therapie des Neuroblastoms einsetzbar sein.



II. Einleitung 9

3 Oxyradikalbildung als Wirkmechanismus der Zytostatika Doxorubi-
cin, Cisplatin, Melphalan und Arsentrioxid

3.1  Oxyradikalbildung als Wirkmechanismus von Doxorubicin

Doxorubicin gehort zu den Standardmedikamenten in der Therapie des Neuroblastoms.
Bereits Anfang der 80er Jahre konnte an kardialen Zellen gezeigt werden, dass Doxoru-
bicin Oxyradikale durch seinen Metabolismus generiert. Dies fiihrte zu peroxidativen
Prozessen (Doroshow et al., 1983).

Im Einklang mit diesen Ergebnissen wurde an der MCF-7-Zelllinie festgestellt, dass
Oxyradikale fiir die zytotoxischen Mechanismen von Doxorubicin eine Rolle spielen
(Mimnaugh et al., 1989). An der U-937-Zelllinie konnte zudem beobachtet werden, dass
Peroxidakkumulationen als Teil des Wirkmechanismus von Doxorubicin den Apopto-
sevorgang auslosen (Troyano et al. 2001). In Zellen der MDA-MB-231-Linie wurde
eine erhohte Doxorubicinaktivitit nach Lipidperoxidation nachgewiesen. Dieser Effekt
war durch Antioxidantien unterdriickbar (Germain et al., 1998).

Dass Antioxidantien direkt die Wirksamkeit von Doxorubicin abschwichen, konnte im
gleichen Jahr fiir maligne Gliomzellen gezeigt werde (Roller et al. 1998).

Den Studien zu Folge spielt die Oxyradikalbildung fiir den Wirkmechanismus von Do-

xorubicin eine Rolle. Dieses ist z.B. durch antioxidative MaBBnahmen beeinflussbar.

3.2 Oxyradikalbildung als Wirkmechanismus von Cisplatin

Cisplatin ist ein Medikament, das regelhaft in der Therapie des Neuroblastoms einge-
setzt wird.

Die Cisplatinwirksamkeit hiangt mit dem Anstieg intrazelluldrer Oxyradikale zusam-
men. Cisplatin erhoht als Alkylanz die Konzentration von reaktiven Aldehyden in PML-
Zellen signifikant. Die Folge sind oxidative Schiden u.a. an Proteinen (Previati et al.
2006). Bereits 1994 und 2003 konnte Cisplatin u.a. in Nierenzellen von Ratten als Pro-

duzent von intrazelluliren Oxyradikalen ausgemacht werden (Masuda et al. 1994; Yos-
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hida et al. 2003). Im Einklang mit diesen Studien wurde an der U-937-Zelllinie fiir Cis-
platin gezeigt, dass Peroxidakkumulationen als Teil des Wirkmechanismus den Apopto-
sevorgang auslosen (Troyano et al. 2001).

In einer Arbeit von 2004 war die Generierung von Oxyradikalen nach Cisplatingabe in
Lymphozyten und CML-Zellen unter anderem fiir DNA-Fragmentierungen verantwort-
lich. ,,Freie-Radikal-Finger* fiihrten zu geringeren Fragmentierungsraten (Wozniak et
al. 2004). An malignen Gliomzellen hat sich gezeigt, dass Antioxidantien die Wirksam-
keit von Cisplatin abschwichen. Einen direkten Zusammenhang von Cisplatinwirkung
und freien Radikalen konnte aber nicht festgestellt werden (Roller et al. 1998).

Die Studienlage zeigt, dass die Oxyradikalbildung zu den Wirkmechanismen von Cis-

platin gehort. Dies ist durch eine antioxidative Modulation beeinflussbar.

3.3 Oxyradikalbildung als Wirkmechanismus von Melphalan

Melphalan gehort zu den Standardmedikamenten im Therapieschema des Neu-
roblastoms. Die Effektivitit von Melphalan kann durch die Senkung des GSH-Levels
gesteigert werden (Calvert et al. 1998). Die Konsequenz gesenkter GSH-Spiegel ist —
wie bereits angefiihrt — der intrazelluldre Anstieg von Oxyradikalen (siehe auch Abb.
B). Fiir den Wirkmechanismus von Melphalan spielen sie folglich eine Rolle.

Wie schon fiir Doxorubicin und Cisplatin zeigte sich bei Versuchen an der U-937-
Zelllinie fiir Melphalan, dass Peroxidakkumulationen als Teil des Wirkmechanismus

den Apoptosevorgang auslosen (Troyano et al. 2001).

3.4 Oxyradikalbildung als Wirkmechanismus von Arsentrioxid

Im Gegensatz zu den ersten drei genannten Medikamenten ist Arsentrioxid derzeit kein
Standardmedikament in der initialen Therapie des Neuroblastoms im Kindesalter.
Das Nebenwirkungsprofil von As,O3; im Kindesalter ist bislang unklar. Einige Studien

liefern jedoch Hinweise:
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As>Os3 ist in Studien effizient und sicher gewesen. Unerwiinschte Wirkungen traten sel-
ten, reversibel und selbstlimitierend auf (Soignet et al. 2006).

Unter der Therapie mit As,O3 kam es gegeniiber Kontrollgruppen spiter zu Lymphozy-
tosen und Splenomegalien (Recher et al. 2001).

Als Medikament im Rahmen von Chemotherapien scheint As,O3; nach Studienlage eine
interessante Alternative zu den etablierten Medikamenten (siehe II.1) in der Behandlung
des Neuroblastoms zu sein. Bereits 2001 wurde As,O3 als therapeutische Alternative bei
Ovarial- und Zervixkarzinomzellen, die gegen Cisplatin resistent geworden waren, be-
schrieben (Du et al. 2001). Diese Arbeit berichtete zudem, dass unter As,O3 kein Effekt
an Fibroblasten zu beobachten ist. Auch auf andere gesunde Zellen hat As,Os nur einen
geringen Einfluss. Das konnte moglicherweise das Risiko von Folgeschdden nach einer
Chemotherapie senken. Diese scheinbar gute Vertrdglichkeit macht das Arsentrioxid
insbesondere fiir die Therapie von Kindern interessant.

Ein weiterer Grund dieses Medikament in unsere Arbeit aufzunehmen ist, dass die in-
ternationale Studienlage das As,O3; im Falle von Chemotherapieresistenzen als vielver-
sprechende Erginzung erscheinen ldsst. So wurde bereits 1999 von zwei Studien an
APL-Patienten aus China bzw. den USA berichtet. 14 von 15 bzw. 11 von 12 Patienten
kamen nach ATRA- und Chemotherapieresistenz unter Einsatz von As,Os in eine hima-
tologische und zytogenetische Remission (Agis et al. 1999).

Ida- bzw. daunorubicin- und doxorubicinresistente AML-Zellen sind fiir As,Os nicht
kreuzresistent (Lehmann et al. 2001). Speziell an resistenten Neuroblastomzellen wurde
beobachtet, dass eine Wirksamkeit von As,Os3 in tolerablen Dosierungen von 2 bzw. 4
pmol/lI erreicht wird (Karlsson et al. 2005).

As;03 scheint im Rahmen der Resistenzentwicklung eine vertridgliche Alternative bei

nicht mehr wirkenden Chemotherapeutika zu sein.

Beziiglich der Oxyradikalbildung als Wirkmechanismus des As,Oz wurde der Oxyradi-
kalgehalt von T-Zellen als ,kritischer Parameter fiir die Toxizitdt von Arsentrioxid
beschrieben (Hildemann et al. 1999). An humanen Zervixkarzinomzellen konnte gezeigt
werden, dass As,O; eine vermehrte Produktion von intrazelluldren Oxyradikalen verur-
sacht. Die Folge war die Caspase-3-Aktivierung mit DNA-Fragmentierung und mor-

phologischer Apoptose (Woo et al. 2002). Dieses Ergebnis wurde fiir Zervix-Ca- und
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Kolonkarzinomzellen bestitigt. In den Kolonkarzinomzellen zeigte sich, dass das As;O3
die SH-Gruppe des GSHs angreift. Resultat ist die intrazellulire Uberproduktion von
Oxyradikalen (Chun et al. 2002; Nakagawa et al. 2002).

Fiir die Neuroblastomzelllinie LA-N-1 konnte bereits 2000 die Beobachtung gemacht
werden, dass As,O3 zu einer Erhohung der intrazelluldren Oxyradikale fiihrt (Qra et al.

2000).

Folglich scheint das Arsentrioxid in der Therapie von Kindern einsetzbar, wobei die
Bildung von Oxyradikalen eine wichtige Rolle fiir den Wirkmechanismus des Medika-

mentes spielt.

4 Oxyradikalentgiftung als Resistenzmechanismus gegen die Zytosta-
tika Doxorubicin, Cisplatin, Melphalan und Arsentrioxid

4.1 Oxyradikalentgiftung als Resistenzmechanismus gegen Doxorubicin

In doxorubicinresistenten Brusttumorzellen werden Glutathion-Peroxidasen und
-Transferasen tibermédBig exprimiert. Insgesamt zeigen resistente Zellen eine Toleranz-
entwicklung gegen Superoxide (Mimnaugh et al. 1989).

Fiir die MCF-7-Linie konnte gezeigt werden, dass Resistenzen gegen Doxorubicin mit
einem gesteigerten Oxyradikalabbau zusammenhéngen (Sinha et al. 1990).

Zudem verdndert eine vermehrte GST-Genexpression z.B. in Brustkarzinomzellen die
Resistenzlage von Doxorubicin (Moskow et al. 1989; Nakagawa et al. 1990).

Eine erhohte Kapazitit fiir die Detoxifikation von Oxyradikalen in Form eines 2fachen
Anstiegs der GSH-Peroxidase-Konzentration fiihrt zu einer Doxorubicinresistenz von
humanen Leukimiezellen (HL-60-R) (Raghu et al. 1993).

Die Aktivitat des GSH-RedOx-Systems ist fiir das Outcome nach Doxorubicinbehand-
lung wichtig. Je geringer die Aktivitit, desto effektiver ist das Medikament (Kauvar et
al. 1998). Dass insbesondere die GST Einfluss auf die Wirksamkeit von Doxorubicin

hat konnte in Versuchen an Kolon-Ca-Zellen nachgewiesen werden (Niitsu et al. 1998).
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Nach Studienlage ist die hemmende Einflussnahme auf das GSH-RedOx-System eine

Moglichkeit die Wirksamkeit des Doxorubicins zu steigern.

4.2 Oxyradikalentgiftung als Resistenzmechanismus gegen Cisplatin

Cisplatinresistente Ovarial-Ca-Zellen weisen im Vergleich zu sensiblen Zellen erhthte
GSH-Spiegel auf (Hamilton et al. 1985). In Ovarialkarzinomzellen zeigt sich, dass eine
hohe Cisplatinresistenz mit einem deutlichen Anstieg der zelluliren GSH-Synthese as-
soziiert ist (Godwin et al. 1992).

Der Schutz einer V79-Lungentumorzelle vor Alkylierung héngt direkt von der GST ab
(Townsend et al. 1998). In Versuchen an Kolon-Ca-Zellen konnte nachgewiesen wer-
den, dass die GST fiir die Wirksamkeit von Cisplatin wichtig ist (Niitsu et al. 1998).
Das Ausmal} der Resistenz von Kolon- bzw. Ovarialkarzinomzellen gegen Cisplatin
hingt direkt mit dem GSH-RedOx-System zusammen. So wurden in cisplatinresistenten
Kolonkarzinomzellen erhohte GST-Spiegel nachgewiesen (Goto et al. 1999).

Die Aktivitidt des GSH-RedOx-Systems scheint fiir das Outcome nach Cisplatintherapie
relevant. Je geringer die Aktivitit, desto effektiver ist das Medikament (Kauvar et al.
1998).

Gegensitzlich stellte sich in Arbeiten an Brustkarzinomzellen heraus, dass eine ver-
mehrte GST-Genexpression die Resistenzlage alkylierender Medikamente nicht beein-

flusst (Moskow et al. 1989; Nakagawa et al. 1990).
Die einschlidgige Literatur liefert Hinweise, dass moglicherweise durch eine hemmende

Einflussnahme auf das GSH-RedOx-System die Wirksamkeit von Cisplatin moduliert

werden kann.

4.3 Oxyradikalentgiftung als Resistenzmechanismus gegen Melphalan

In melphalanresistenten Leukidmiezellen lassen sich hohere GSH-Konzentrationen als in

sensiblen Zellen nachweisen. Ein Absenken fiihrt zu einer Resistenzauthebung (Vistica
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et al. 1970). Gleiches gilt fiir melphalanresistente Ovarial-Ca-Zellen. Auch in ihnen
lassen sich hohere GSH- Spiegel im Vergleich zu sensiblen Zellen messen (Hamilton et
al. 1985). Wie schon fiir Cisplatin festgestellt hingt der Schutz einer V79-
Lungentumorzelle vor Alkylierung direkt von der GST ab (Townsend et al. 1998). Im
Einklang mit diesem Ergebnis konnte in Versuchen an Kolon-Ca-Zellen nachgewiesen
werden, dass die GST fiir die Wirksamkeit von Melphalan eine Rolle spielt (Niitsu et al.
1998).

Wie schon fiir Doxorubicin und Cisplatin festgestellt, gilt auch fiir Melphalan, dass die
Aktivitdt des GSH-RedOx-Systems fiir das Outcome nach Melphalanbehandlung wich-
tig ist. Je geringer die Aktivitit, desto effektiver ist das Medikament (Kauvar et al.
1998).

Gegensitzlich zu den zitierten Studien konnte in Brustkarzinomzellen festgestellt wer-
den, dass eine vermehrte GST-Genexpression die Resistenzlage beziiglich alkylierender

Medikamente nicht beeinflusst (Moskow et al. 1989; Nakagawa et al. 1990).

In der Zusammenschau ergeben sich Hinweise, dass durch eine, die Aktivitit verrin-
gernde Modulation des GSH-RedOx-Systems die Wirksamkeit des Melphalans verbes-

sert werden kann.

4.4 Oxyradikalentgiftung als Resistenzmechanismus gegen Arsentri-
oxid

Die As;Os-induzierte Apoptoserate korreliert in Neuroblastomzellen invers mit dem
intrazelluldaren GSH-Gehalt (Dai et al. 1999). Dementsprechend konnte in einer weite-
ren Studie in 7 von 10 Neuroblastomzelllinien mit 2 pMol As,O3 ein Apoptosevorgang
ausgelost werden. Die drei anderen Zellinien besa3en die hochsten GSH-Spiegel (Akao
et al. 1999). In As,Os-resistenten Rattenleberepithelien konnte eine erhohte Genexpres-
sion der GST festgestellt werden (Liu et al. 2001). Im Einklang mit diesen Studien ldsst
sich an Kolonkarzinomzellen beobachten, dass eine hohe Aktivitit des GSH-RedOx-

Systems vor Apoptose schiitzt (Nakagawa et al. 2002).
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Die Studienlage ldsst vermuten, dass die hemmende Einflussnahme auf das GSH-

RedOx-System die As;O3-Wirkung verstédrken kann.

5 Die Oxyradikalentgiftung durch Glutathion (GSH)

Oxyradikale entstehen unter anderem bei der Verstoffwechselung von Medikamenten
und zerstoren Molekiile oxidativ. Die intrazelluldre Entgiftung von Oxyradikalen erfolgt
hauptsichlich durch das GSH-RedOx-System (siehe Abb.: A). GSH ist ein Tripeptid,
dessen Synthese enzymkatalysiert unter Verbrauch von zwei ATP-Molekiilen stattfin-
det. Glycin, Glutamat und Cystein stellen die Ausgangssubstanzen dar. Die geschwin-
digkeitsbestimmenden sowie der Feedback-Hemmung zugéngigen Stellen der Synthe-
sekaskade sind die Cysteinkonzentration und die y-Glutamyl-Cystein-Synthetase (y-
GCS). Die Sulthydrylgruppe bestimmt die Funktion des GSH. Sie ermoglicht unter an-
derem die o.g. Entgiftung von Oxyradikalen.

Fiir die Entgiftung eines Teils Wasserstoffperoxid als Oxyradikal werden zwei Teile
Glutathion, das zu 98 % in reduzierter Form vorliegt, und die GSH-Peroxidase bendtigt.
Unter ihrer Einwirkung entstehen zwei Teile Wasser sowie ein Teil oxidiertes Glutathi-
on (Glutathiondisulfid — GSSG). Das entstandene GSSG kann unter Verwendung von
NADPH + H", das aus dem Pentosephosphatweg stammt, und der Glutathiondisulfidre-
duktase (GSSG-Reduktase) regeneriert werden. Endprodukt und neuer Ausgangspunkt
sind zwei Teile Glutathion und ein Teil NADP', welches wieder in den Pento-
sephosphatweg eingeht. Lauft diese Entgiftung nicht ab, kommt es zu einer oxidativen
Zerstorung von Molekiilen und somit von Zellbestandteilen. Das GSH-RedOx-System
schiitzt neben Enzymen, Proteinen und dem Hidmoglobin insbesondere die DNA vor

Oxyradikalen.

Das GSH-RedOx-System (sieche Abb.: A) als ein zelluldarer Entgiftungsmechanismus
von Oxyradikalen spielt auch fiir die Chemotherapieresistenzentwicklung eine wichtige

Rolle.
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Wie oben erwihnt konnte an Leukédmiezellen von Méusen gezeigt werden, dass zellulé-
re Resistenzen zumindest teilweise mit reduzierten Oxyradikalspiegeln zusammenhén-
gen (Xu et al. 1992). Erhohte GSH-Spiegel in humanen Leukdmiezellen fithren zu einer
verstirkten Detoxifikation von freien Radikalen. Das Resultat ist eine Medikamentenre-
sistenz zum Beispiel gegeniiber Doxorubicin (Raghu et al. 1993).

Um den Faktor 3,3 erhohte GSH-Konzentrationen und gesteigerte Glutathion-S-
Transferase-(GST-)Aktivitdten fithren zu 30fach cisplatinresistenteren Leukdmie- und
Hodentumorzellen (Gosland et al. 1996).

Hinzu kommt, dass die GST in Tumorzellen hdufig von vornherein iiberexprimiert ist.
Dies wurde fiir Ovarial-Ca- oder auch Basalzell-Ca-Zellen nachgewiesen (Strange et al.
1998). Ubersichtsarbeiten zeigten, dass hohe GSH-Spiegel die Effektivitit unter ande-
rem von Cisplatin und Melphalan bis hin zu einer kompletten Resistenzentwicklung
einschrianken konnen (Calvert et al. und Chen et al. 1998).

Es konnte beobachtet werden, dass der Abbau von GSH in Kolonkarzinomzellen zu
einem Anstieg der Wirksamkeit von Arsentrioxid fiihrt. Eine hohe Aktivitit des GSH-
RedOx-Systems senkt hingegen dessen Zytotoxizitit (Nakagawa et al. 2002).

Zuvor wurde bereits festgestellt, dass der Anstieg von GSH-Konjugaten, z.B. mit Arsen,
in Rattenleberepithelzellen Anteil an einer erworbenen Toleranz hat (Liu et al. 2001).
Folglich kann ein aktives GSH-RedOx-System Zellen vor der Wirksamkeit von oxyra-
dikalbildenden Medikamenten durch verstirkte Detoxifikation der Oxyradikale schiit-
zen. Eine mogliche Konsequenz ist aber die Entwicklung einer Resistenz gegen Che-
motherapeutika mit hauptsichlich diesem Wirkmechanismus.

Somit konnte ein Ansatzpunkt fiir die Uberwindung von Resistenzen die pharmakologi-
sche Modulation des GSH-Systems sein. Das Ziel wire, die Empfindlichkeit, insbeson-
dere von Tumorzellen gegeniiber oxyradikalbildenden Zytostatika, wie sie in der Thera-

pie des Neuroblastoms eingesetzt werden, zu steigern.

6 Moglichkeiten der Einflussnahme auf das GSH-RedOx-System

Um Einfluss auf das GSH-RedOx-System nehmen zu konnen, ist es wichtig mogliche

Ansatzpunkte fiir Medikamente innerhalb dieses Systems zu kennen.
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Zwei pharmakologisch bereits eingefiihrte Substanzen, deren Ansatzpunkte eine Ein-
flussnahme auf das GSH-RedOx-System ermdoglichen, sind das Buthioninsulfoxamid

(BSO) und die Ethacrynsiure (EA).

6.1  Einfluss von BSO auf das GSH-RedOx-System

Bei BSO handelt es sich um einen Chemosensitizer beziiglich aller tiber GSH zu detoxi-
fizierenden Substanzen. Es hemmt die y-GCS spezifisch und kompetitiv, was zu einer
Verminderung der GSH-Konzentration fiihrt (Abb.: B).

Dieser Zusammenhang wurde in Studien der 80er-Jahre in vitro und in vivo gezeigt
(P.A. Andrews et al., R.A. Kramer et al., S. Somfai- Relle et al., R.F. Ozols et al.).

In Versuchen an Melanomzellen bestitigten sich diese Beobachtungen. Unter Einwir-
kung von 10 puMol BSO wurde ein vollstindiger Abfall des GSH-Spiegels innerhalb
von 24 Stunden erreicht. Dieser Effekt hielt bis zur 72. Stunde an (J.P. Fruehauf et al.
1998). An Leberzellen zeigte sich, dass Sulfoxamide in der Lage sind, die intrazellulére
GSH-Konzentration effektiv zu senken. BSO war das am wenigsten toxische und spezi-
fischste aller Analoga (Griffith et al. 1982).

Hinsichtlich der von uns eingesetzten Zytostatika konnten dhnliche Beobachtungen ge-
macht werden.

So lieBen sich doxorubicinresistente HL-60-R-Leukidmiezellen partiell durch die kom-
binierte Gabe von Doxorubicin mit BSO sensitivieren (Raghu et al. 1993). An doxoru-
bicinresistenten Lungen-Ca-Zellen gelang es durch BSO-Vorbehandlung die Resistenz
aufzuheben (Zaman et al. 1995).

Gegensitzlich zu diesen Beobachtungen zeigte sich an einer malignen Gliomzelllinie,
dass eine BSO-vermittelte GSH-Depletion die Wirksamkeit von Doxorubicin nur gering
verbessert (Roller et al. 1998). Dies konnte darauf hinweisen, dass Doxorubicin und
Chemosensitizer in verschiedenen Zellsystemen durchaus unterschiedlich reagieren.
Auch an humanen Promonocytenzellen konnte kein zusétzlicher Effekt von BSO auf die

Doxorubicinwirksamkeit festgestellt werden (Troyano et al. 2001).
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Fiir Melphalan zeigte sich, dass in vivo in peripheren mononukleédren Zellen nach kom-
binierter Gabe von Melphalan mit BSO z.T. GSH-Konzentrationsabfille von bis zu 90
% zu beobachten sind (Gosland et al. 1996).

Eine Kombination von Melphalan bzw. Cisplatin mit BSO fiihrte an humanen Mela-
nomzellen zu einem synergistischen Effekt im Vergleich zur Einzelgabe nach
24stiindiger Vorinkubation des BSOs (Fruehauf et al. 1998).

Auch an metastasierten Melanomzellen konnte ein Absinken des GSH-Spiegels unter
Inkubation von Melphalan und BSO gemessen werden. Der Spiegelabfall war in den
Tumorzellen stirker ausgeprégt als in gesunden Zellen (Chen et al. 1998).

Im Einklang damit wurde an humanen Promonocytenzellen gezeigt, dass die Kombina-
tion der Alkylantien Cisplatin und Melphalan mit BSO zu einem Anstieg ihrer Wirk-
samkeit fiihrt. Eine verstirkte Peroxidakkumulation wurde beobachtet (Troyano et al.
2001).

Im Gegensatz zu diesen Studien konnte an einer Gliomzelllinie kein wirksamkeitsstei-
gernder Effekt von BSO auf Cisplatin festgestellt werden (Roller et al. 1998). Dies
konnte, wie fiir Doxorubicin oben angemerkt, darauf hinweisen, dass die Alkylantien
und Chemosensitizer in verschiedenen Zellsystemen durchaus unterschiedlich reagie-

ren.

Beziiglich des eingesetzten As;Os konnte an Rattenleberzellen, die eine Toleranz ge-
geniiber As;Os3 entwickelt hatten, gezeigt werden, dass diese unter BSO-Exposition
wieder sensibilisiert werden kénnen. Zellulidr kam es darunter zu einer verstirkten Ar-
senakkumulation (Liu et al. 2001).

An Kolonkarzinomzellen (SW 480) wurde beobachtet, dass vor As,Osz verabreichtes
BSO zu einer Verbesserung der Apoptoserate fiihrt (Nakagawa et al. 2002). Versuche
mit Nierenzellkarzinomzellen, auf die As,O; in klinisch anwendbaren Dosen keinen
signifikant toxischen Einfluss hatte, erbrachten das Ergebnis, dass in Kombination mit
BSO eine Wirkungssteigerung von bis zu 45 % zu erreichen ist. Ein deutlicher GSH-

Spiegelabfall war unter der BSO-Einwirkung messbar (Wu et al. 2004).

Zwischen 1989 und 1996 wurde mittels klinischer Studien die gute Vertridglichkeit des

BSOs verifiziert. Ubelkeit und Erbrechen waren die vorrangig zu beobachtenden Ne-
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benwirkungen (Bailey et al. 1998). Das macht dieses Medikament klinisch gut einsetz-
bar.

Nach Studienlage scheint BSO im Falle der von uns eingesetzten Chemotherapeutika
eine effiziente Moglichkeit zu sein, hemmend auf das GSH-RedOx-System einzuwir-

ken.

6.2 Einfluss der EA auf das GSH- RedOx- System

Die EA ist urspriinglich ein Schleifendiuretikum. EA wird nach Aufnahme in eine Zelle
spontan oder von der GSH-S-Transferase (GST) katalysiert mit GSH konjugiert.

Das EA-GSH-Konjugat (EA-SG) wird mittels des MR-Proteins, einem Mitglied der
ABC-Transporter-Familie, aus der Zelle geschleust (Abb.: B).

Die Bindungsrate ist sehr hoch (Satoh et al. 1995). Nur ca. 5 % wird intrazelluldr an-
derweitig metabolisiert (Tirona 1999).

Diese hohe Affinitit der EA zu der GST und die daraus resultierende sinkende Verfiig-
barkeit der GST fiir die Unterstiitzung der Detoxifikation anderer Substanzen, wie zum
Beispiel Oxyradikalen, macht es als Modulator des GSH-RedOx-Systems interessant.
Die GST katalysiert jede nicht spontan ablaufende Konjugation elektrophiler Substan-
zen oder von Produkten oxidativen Stresses mit GSH.

Im Endeffekt handelt es sich bei der EA um einen reversiblen Inhibitor der GST. Zu-
satzlich senkt es durch Verbrauch den GSH-Spiegel einer Zelle.

Studien konnten in der Vergangenheit die Einflussnahme der EA auf die GST und deren
Anteil an Resistenzentwicklungen verifizieren. Ein direkter Zusammenhang zwischen
der EA und dem GSH-RedOx-System zeigte sich an Kolonkarzinomzellen. Waren diese
gegen EA resistent geworden, lielen sich erhohte GST- und GSH-Spiegel messen (K.D.
Tew et al. 1998).

Beziiglich der von uns eingesetzten Zytostatika wurde ebenfalls 1998 von der wichtigen
Rolle, die die GST bei der Resistenzbildung gegen Cisplatin und Melphalan aber auch
gegen Doxorubicin spielt, berichtet. In einem Versuch an Kolonkarzinomzellen schiitzte
ein hoher GST-Anteil vor der Zytotoxizitit dieser Medikamente. Diese Ergebnisse bes-

titigten sich in Versuchen an Nacktméusen (Y. Niitsu et al. 1998).
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An kleinzelligen Lungenkarzinomzellen zeigte sich, dass die kombinierte Gabe von EA
und Doxorubicin an doxorubicinresistenten Zellen eine Verringerung der Ausschleu-
sungsrate des Zytostatikums zur Folge hat. Die Wirksamkeit von Doxorubicin konnte so
gesteigert werden (Awasthi et al. 1996).

Dass der zellulidre Schutz vor Alkylierung und damit vor Medikamenten wie Melphalan
und Cisplatin in V79-Zellen direkt iiber die GST erfolgt, konnte 1998 gezeigt werden
(Townsend et al. 1998). Im Einklang mit diesen Studien war in einer Versuchsreihe an
Ovarial- bzw. Kolonkarzinomzellen der Grad der Cisplatintoxizitit vom GST-Level
abhingig. Je hoher dieses Level, desto resistenter verhielten sich Zellen Cisplatin ge-
geniiber. In Kombination mit EA konnte bei diesen Versuchen ein Absinken der GST-
Spiegel in vitro und in vivo beobachtet werden. Das verstirkte die Cisplatinwirksamkeit
(Goto et al. 1999). Fiir Melphalan konnte festgestellt werden, dass die EA in vitro und
in vivo die Wirksamkeit unter anderem in Lungenkarzinomzellen steigern kann.

Die Cisplatinwirksamkeit lief sich in diesen Zellen aber nicht beeinflussen (Gosland et
al. 1996). Kongruent konnte an Ratten nachgewiesen werden, dass EA den zytotoxi-
schen Effekt von Melphalan steigern kann (Mulder et al. 1997). Gegensitzlich hierzu
aber im Einklang mit Gosland et al. in Bezug auf Cisplatin hatte die EA 1994 in einer
anderen Studie an Brustkarzinomzellen keinen Einfluss auf die Wirksamkeit von Cis-
platin und Melphalan gezeigt (Chen et al. 1994).

Dies konnte, wie auch fiir BSO oben angemerkt, darauf hinweisen, dass die Alkylantien
und in diesem Fall die EA in verschiedenen Zellsystemen durchaus unterschiedlich rea-
gieren.

Rattenleberzellen, die eine Toleranz gegeniiber As,O3 entwickelt hatten, zeigten erhohte

GST-Expressionen. EA konnte die Zytotoxizitét steigern (Liu et al. 2001).

Nach den zitierten Beobachtungen stellt sich fiir uns die Frage, ob BSO und die EA
einzeln oder kombiniert in der Lage sind, die Empfindlichkeit von Zellen der LA-N-1-
Linie gegen Oxyradikalbildner zu erhohen und somit deren Wirksamkeit an diesen Zel-
len zu verbessern.

In der vorliegenden Arbeit soll diese Fragestellung fiir die Substanzen Doxorubicin,

Cisplatin, Melphalan und Arsentrioxid an der LA-N-1-Zelllinie tiberpriift werden.
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]| Material

1 Zelllinie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine humane Neuroblastomzelllinie genutzt. Es handelt
sich dabei um die LA- N- 1- Linie. Erstmalig in Kultur genommen wurde diese Zelllinie
1977 von R. C. Seeger im Children’s Hospital in Los Angeles, USA.

Fiir diese Arbeit wurden uns die Zellen freundlicherweise von Herrn Guido Looft aus

der Arbeitsgruppe um Herrn Prof. Dr. Erttmann aus der Universititsklinik Eppendorf in

Hamburg zur Verfiigung gestellt.

2 Verwendete Medikamente

2.1 Zytostatika

2.1.1 Doxorubicin

— Anthracyclin-Derivat —

Hersteller: Pharmacia GmbH; Karlsruhe

Wirkmechanismus: Elektronenakzeptor (begiinstigt Oxyradikalbildung)
DNA: interkalierend
Topoisomerase-II-Hemmung

Formel: Cy7H29NOy4

MG: 579 g/l
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2.1.2 Cisplatin
— Platinkomplexverbindung; Zugehorigkeit: Alkylantien —

Hersteller: Hexal AG; Holzkirchen;

Wirkmechanismus: Oxyradikalbildung
DNA- Replikationshemmung

Formel: cis-Pt(II)(NH3),Cl,

MG: 300 g/l

2.1.3 Melphalan
— Stickstofflostverbindung; Zugehorigkeit: Alkylantien —

Hersteller: GlaxoSmithKline GmbH & Co. KG; Miinchen;

Wirkmechanismus: Oxyradikalbildung

Alkylierung der Nukleinsduren

Formel: Ci3H13CLLN,O,

MG: 305 g/l
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2.1.4 Arsentrioxid

— Arsenverbindung —

Hersteller:

Cell Therapeutics, Inc.; Seattle, WA 98119

Wirkmechanismus: Oxyradikalbildung
Formel: As,03
MG: 198 g/l
2.2 Diuretika
Ethacrynsiure
— Schleifendiuretikum —
Hersteller: Sigma-Aldrich
Steinheim, Deutschland
Wirkmechanismus: Reversible Hemmung des Na+ 2Cl- K+ -Carrier im aufsteigenden
Ast der Henleschen Schleife von luminal;
reversibler Inhibitor der GST;
Reduktion des GSH-Spiegels
Wirkstoff: 2,3-Dichloro-4-(2-methylen-ebutyryl-) phenoxy-acetic-acid
Formel: C13H12C1204
MG: 303 g/l
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2.3 Chemosensitizer

Buthioninsulfoxamid

Hersteller: Sigma-Aldrich

Steinheim, Deutschland

Wirkstoff: Buthioninsulfoxamid

Wirkmechanismus: Hemmung der y-GCS

Formel: CsH3SO3N,

MG: 222 g/l

3 Gerate

G1) Sterile Werkbank Class II, Type A/B 3 (Nuaire Biological Safety Cabinets)
G2) Kiihl-Gefrier-Kombination, KGE 3411 (Bosch)

G3) Begasungsbrutschrank B5060 EK- CO2 (Heraeus)
G4) Tisch-Zentrifuge Rotanta 96 R (Hettich)

G5) 96-Well-Platten Reader, Anthos htIII (Anthos)

G6) Mikroskop 47 30 50- 9901 (Zeiss)

G7) Aufsichtmikroskop Wilovert A (Hund)
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G8) Spektrophotometer (Anthos)
G9) Whirler REAX 2000 (Heidolph)

G10) Akku-Pipetos Classic

G11) Wasserbad

G12) Neubauer-Zihlkammer

G13) Zellkulturflaschen, Cellstar 175 cmz, 650 ml

G14) Cryo Tube, Cellstar 1,8 ml

G15) PP-Test tubes, Cellstar 50 ml

G16) Conical Tube, Falcon Blue Max(tm) jr., 15 ml

G17) 500 PP- Microcentrifuge tube, 1,5 ml

G18) Pipetten, Falcon 10 ml

G19) Pipettenspitzen I, Biosphere Filter Tips
100/200/1000 pl

G20) Pipettenspitzen II, Biopur, 2500 pl

G21) 96-Well-Platten, Cellstar

G22) 6-Well-Platten, Nunclon Surface

(Hirschmann Laborgeriite)

(GFL)

(Assistent)

(Greiner Bio- One)

(Greiner Bio- One)

(Greiner Bio- One)

(Becton Dickinson)

(Greiner Bio- One)

(Becton Dickinson)

(Sarstedt)

(Eppendorf)

(Greiner Bio- One)

(Nunc A/S)
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4 Reagenzien

R1) RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin, 500 ml

R2) Fetales Kélberserum, 500 ml

R3) Penicillin-Streptomycin Solution, 100 ml
(10000 U/ml Penicillin G und

10000 pg/ml Streptomycin in 0,85 %iger Saline)

R4) MEM- Sodium- Pyruvat (100 mMol), 100 ml

R5) Trypsin/ EDTA
(0,5 g/L Trypsin und 0,2 g/L EDTA in PBS)

R6) Stop Mix, 500 ml

R7) Dye Solution, 75 ml

R8) Aqua bidest

R9) Trypan blau (5 %ig)

R10) Waschlosung

(Gibco SCO)

(Gibco SCO)

(Gibco SCO)

(Gibco SCO)

(PAA Laboratories GmbH)

(Promega)

(Promega)

(UKE)

(Gibco SCO)

(Gibco SCO)
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5 Herstellernachweis

Anthos

Assistent

Becton Dickinson

Bosch

CALBIOCHEM

Eppendorf

GFL- Gesellschaft fiir Labortechnik mbH

Gibco SCO

Greiner Bio- One

Heidolph

Heraeus

Hettich

Hirschmann Laborgeriite

Hund

Nuaire Biological Safety Cabinets

Krefeld, Deutschland

Sondheim, Deutschland

Le Pont De Claix

bzw. Meylan Cedex, Frankreich

Stuttgart, Deutschland

Darmstadt, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Burgwedel, Deutschland

Paisley, Schottland

Frickenhausen, Deutschland

Schwabach, Deutschland

Hannover, Deutschland

Tuttlingen, Deutschland

Eberstadt, Deutschland

Wetzlar, Deutschland

Plymouth, USA
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Nunc A/S

PAA Laboratories GmbH

Promega

Sarstedt

Sigma- Aldrich

UKE

Zeiss

Roskilde, Ddnemark

Pasching, Osterreich

Madison, USA

Niimbrecht, Deutschland

Steinheim, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Jena, Deutschland
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IV  Methoden

1 Kultivierung der Zellen

1.1 Stammkultur

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Neuroblastomzelllinie genutzt. Es handelt sich
dabei um die LA-N-1-Linie
(humanes Neuroblastom; 1977 R. C. Seeger; Children’s Hospital Los Angeles).

Angeziichtet wurden die Zellen in 100 ml Medium (RPMI 1640 + L-Glutamine, + 1 %
Penicillin-Streptomycin + 1 % Pyruvat + 10 % fetales Kilberserum) in Zellkulturfla-
schen.

Dort verblieben sie abwechselnd iiber 192 bzw. 144 Stunden in einem Begasungsbrut-
schrank (37 °C; 5 % CO,), damit die Zellen am Flaschenboden anwachsen und sich
vermehren konnten. Im Anschluss wurde der Uberstand dekantiert, die am Flaschenbo-
den angewachsenen Zellen mit 10 ml Waschlosung gewaschen und mit Hilfe von 5 ml
Trypsin (5 %ig) abgelost. Die so gelosten Zellen wurden einschlieBlich des Trypsins mit
10 ml Medium aufgenommen und bei 20 °C und einer Gravitationszahl von 130 bzw.
950 U/min fiinf Minuten lang zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde dekan-
tiert, das Pellet mit Medium aufgenommen und gefiinftelt in 100 ml Medium weiterkul-

tiviert.

Wenn die so geziichteten Zellen die exponentielle Wachstumsphase erreichten, konnten

sie fiir Versuche eingesetzt werden.
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1.2  Zellen fur die Experimente

War am Boden einer Zellkulturflasche ein dichter Zellteppich gewachsen, konnten diese
Zellen abgeerntet und fiir Versuche eingesetzt werden.

Dafiir wurde erneut zunichst der Uberstand aus den Zellkulturflaschen dekantiert, der
Flaschenboden mit 10 ml Waschlosung gewaschen und die Zellen mittels 5 ml Trypsin
(5 %ig) gelost, um im Anschluss in 10 ml Medium aufgenommen zu werden.

Aus dieser 15 ml umfassenden Zellsuspension wurden 10 pl entnommen und in eine
1:10 Verdiinnung mit TrypanBlau iiberfiihrt. In einer Neubauer-Zdhlkammer wurde die

Zellanzahl unter einem Mikroskop bei einer 125fachen Vergroerung ausgezahlt.

Der Rest der Suspension wurde unter oben genannten Bedingungen fiinf Minuten lang
zentrifugiert.
Der Uberstand wurde dekantiert, das Pellet mittels Medium auf die fiir die Versuche

gewiinschte Zellzahl von 2x10° Zellen/ml verdiinnt.

2 Experimente

2.1 Dosis- Wirkungskurven

Um die mittleren inhibierend wirkenden Dosierungen der Zytostatika auf die LA-N-1-
Zelllinie zu ermitteln, wurden Dosis-Wirkungskurven angefertigt. Wir wollten sowohl
wirksamkeitshemmende als auch -steigernde Auswirkungen der eingesetzten Substan-
zen feststellen konnen.

Die Verdiinnungen erfolgten mit RPMI 1640 Medium.

Der vorbereiteten Zellsuspension — 2x10° Zellen/ml — wurde die jeweils zu testende
Konzentration an Zytostatika zugegeben und iiber 48 Stunden in einem Begasungsbrut-

schrank (37 °C; 5 % CO,) inkubiert.
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Beispielhaft sei die Dosis-Wirkungskurve von Doxorubicin an der LA-N-1-Zelllinie
abgebildet (Abb. 1). Auf der y-Achse wurden die iiberlebenden Zellen in ganzen Zahlen
aufgetragen. Der x-Achse ist die eingesetzte Doxorubicinkonzentration zugeordnet. Es
wurden die liberlebenden Zellen als Absolutwert in Abhidngigkeit der eingesetzten Do-

xorubicinkonzentration aufgetragen.

Dosis- Wirkungskurve flr Doxorubicin an der Zelllinie

LAN-1
n=12

-

Uberlebende Zellen [%4]
o 5 8 8 8 %8 8 388 8

0.01 d1 ; 10
Doxorubicin [jug/mi]

o
g

Abb.1: Die Inkubationszeit des Doxorubicins betrug 48 Stunden. Die Messwerte entsprechen
den Mittelwerten +/- Standardabweichung aus drei unabhangigen Versuchen mit jeweils n = 4.
Angegeben sind die im Anschluss lebenden Zellen in Prozent auf der y-Achse. Die jeweils ein-

gesetzte Doxorubicin- Konz. ist auf der x-Achse aufgetragen.

Aus diesem Graphen ergibt sich die inhibitorische Dosis 50 % — ID50 — von Doxorubi-
cin. Die Versuche, die zu der dargestellten Dosis-Wirkungskurve fiir Doxorubicin fiihr-
ten, weisen insgesamt ein n von 12 auf. Es zeigten sich ID50-Schwankungen zwischen
0,12 pg/ml und 0,22 pg/ml. Um im Rahmen der Versuche sowohl hemmende als auch
steigernde Effekte sicher sehen zu konnen, entschieden wir uns dafiir die Konzentration

unterhalb der niedrigsten ermittelten ID50 zu wihlen und setzten fiir die Versuche 0,09
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pg/ml ein. Im Falle von Cisplatin traf dies fiir 2490 ng/ml, von Melphalan fiir 0,12
mg/ml und von Arsentrioxid fiir 0,3 mg/l zu. Die zum Teil stark schwankende Prozent-
zahl der Zellen nach Inkubation mit dem jeweiligen Zytostatikum in unseren Versuchen
an Zellkulturen deutete sich bereits bei der Erstellung der Dosis-Wirkungskurven an

und schwicht die Reproduzierbarkeit.

2.2 Proliferationsassays mit Zytostatika unter dem Einfluss von
Buthioninsulfoxamid (BSO)

Das BSO wurde mittels RPMI 1640 Medium auf die fiir den Versuch gewiinschte Kon-
zentration verdiinnt.

Mit dieser Losung wurde eine Zellsuspension von 2x10° Zellen/ml iiber vier Stunden im
Begasungsbrutschrank (37 °C; 5 % CO,) vorinkubiert.

Im Anschluss erfolgte die Zugabe des Zytostatikums in einer zuvor definierten Kon-

zentration. Die weitere Inkubationszeit betrug 44 Stunden.

2.3 Proliferationsassays mit Zytostatika unter dem Einfluss von
Ethacrynsaure (EA)

Die Ethacrynsidure wurde mit RPMI 1640 Medium auf die zu untersuchenden Konzent-
rationen verdiinnt.

Die Vorinkubationszeit der Ethacrynsidure mit der Zellsuspension (2x10° Zellen/ml)
betrug eine Stunde.

Dieser Ansatz wurde im Anschluss fiir weitere 47 Stunden unter Zugabe einer definier-

ten Zytostatikakonzentration inkubiert (37 °C; 5 % CO,).
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2.4 Proliferationsassays mit Zytostatika unter dem Einfluss der
Kombination von Ethacrynsaure mit Buthioninsulfoxamid
(EA + BSO)

Alle Verdiinnungen auf die einzusetzenden Konzentrationen wurden mit RPMI 1640
Medium hergestellt.

Die oben genannten Vorinkubationszeiten wurden eingehalten. Den Zellsuspensionen
(2x10° Zellen/ml) wurde zuniichst das BSO zugegeben. Nach drei Stunden Vorinkuba-
tion erfolgte die Zugabe der Ethacrynsdure und eine weitere Stunde spéter die der Zy-
tostatika. Im Anschluss wurden die entstandenen Ansdtze 44 Stunden im Begasungs-

brutschrank (37 °C; 5 % CO,) inkubiert.

3 Auswertung

Fiir die Auswertung wurde das Produkt ,,CellTiter 96 Non-Radioactive Cell Proliferati-
on Assay* der Firma Promega verwendet. Allen auszuwertenden Ansétzen wurde eine
darin enthaltene Losung (Dye Solution) zugefiihrt, deren Inkubationszeit vier Stunden
im Begasungsbrutschrank (37 °C; 5 % CO,) betrug. Diese Dye Solution enthilt eine
Tetrazolium-Komponente, die von lebenden Zellen in ein Formazanprodukt iiberfiihrt
werden kann.

Im Anschluss wurde diese Reaktion durch Zugabe einer in dem Produkt enthaltenen
»topplosung* unterbrochen. Diesem Vorgang wurde zwei Stunden Zeit gegeben.

Die Formazankonzentration wurde direkt photometrisch bei einer Wellenldnge von 570
nm gemessen. Die Formazankonzentration verhélt sich proportional zu der Zahl der

uberlebenden Zellen.

Fiir die Berechnung einer Eichkurve wurden vier unterschiedlich konzentrierte Zellsus-
pensionen (2x10° Zellen/ml, 2x10° Zellen/ml, 2x10* Zellen/ml, 2x10° Zellen/ml) herge-
stellt. Jeder dieser Suspensionen konnte eine Absorption zugeordnet werden. Alle an-
schlieend gemessenen Absorptionen wurden mittels der so entstandenen Kurve einge-

ordnet und einer ganzen Zahl iiberlebender Zellen zugeordnet (Abb. 2).
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Eichkurve
Zuordnung von Absorption und Zellzahl
10+
§
g 0.1-
0.01 ] ) ) J
10° 10" 102 103 10*
Zellzahl

Abb.2: Diese Abbildung zeigt die resultierende Eichkurve. Auf der y-Achse ist die Absorption,

auf der x-Achse die zuzuordnende Zellzahl in ganzen Zahlen aufgetragen.

Um zu einer Aussage iiber die Signifikanz der Ergebnisse zu kommen, war eine statisti-
sche Auswertung notwendig. Eingesetzt wurde hierfiir das Excel-Programm von Micro-
soft, GraphPad Prism sowie die Biicher ,,Angewandte Statistik- Anwendung statisti-
scher Methoden von L. Sachs aus dem Springer-Verlag und das ,,Lehrbuch Statistik —
Einstieg und Vertiefung® von R. Leonhart aus dem Hans Huber Verlag.

Dazu gehorte die Berechnung der Mittelwerte und ihrer Standardabweichung gleicher
Ansitze. Die Berechnung der P-Werte erfolgte mittels des Student-T-Tests. Das Signi-

fikanzniveau o wurde auf 0,05 festgelegt.
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\' Ergebnisse

1 Einfluss von BSO auf die zytotoxische Wirkung von Doxorubicin

Die Auswirkungen des Chemosensitizers BSO auf die Wirksamkeit von Doxorubicin
sollte untersucht werden. Eingesetzt wurden 0,09 pg/ml Doxorubicin. Das liegt knapp
unterhalb des Bereiches der ID50. Kombiniert wurde Doxorubicin mit 0,88 bzw. 2,2

pg/ml BSO.

Die Ergebnisse zeigen, dass die zytotoxische Wirkung von Doxorubicin (P < 0,001)
durch die Kombination mit BSO nicht weiter gesteigert werden kann (P = 0,063 fiir

0,88 ug/ml bzw. P = 0,461 fiir 2,2 ug/ml) (siche Abb.3).
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Abb.3: Die Konzentration der vier Ansatze betrug jeweils 2x10° LA-N-1-Zellen/ml. In einem
ersten Schritt wurden der dritte bzw. vierte Ansatz mit 0,88 bzw. 2,2 pg/ml BSO (ber vier Stun-
den inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Koinkubation des zweiten, dritten und vierten Ansatzes
mit 0,09 pg/ml Doxorubicin fir weitere 44 Stunden. In der Kontrolle wuchsen die Zellen ohne
Zusatze. Die Messwerte entsprechen den Mittelwerten +/- Standardabweichung aus n = 8 Ex-
perimenten und geben die Uberlebende Zellzahl in Prozent im Vergleich zu unbehandelten Kon-
trollen (100 %) an (y-Achse).
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2 Einfluss von EA auf die zytotoxische Wirkung von Doxorubicin

Eingesetzt wurden 0,09 pg/ml Doxorubicin. Das liegt im Bereich der ID50.
Kombiniert wurde Doxorubicin mit 0,9 bzw. 9 ug/ml EA. Der Einfluss von EA auf Do-

xorubicin sollte untersucht werden.

Aus der Versuchsreihe ergibt sich, dass der zytotoxische Effekt von Doxorubicin
(P =0,001) durch die Zugabe von 0,9 ng/ml EA (P = 0,057) nicht signifikant gesteigert
werden kann.

In Kombination mit 9 pg/ml EA (P = 0,001) ldsst sich die Wirksamkeit signifikant stei-
gern (siche Abb.4).
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Abb.4: Die Konzentration der vier Ansatze betrug jeweils 2x10° LA-N-1-Zellen/ml. In einem
ersten Schritt wurden der dritte bzw. vierte Ansatz mit 0,9 bzw. 9 pg/ml EA Uber eine Stunde
inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Koinkubation des zweiten, dritten und vierten Ansatzes mit
0,09 pg/ml Doxorubicin fir weitere 47 Stunden. In der Kontrolle wuchsen die Zellen ohne Zu-
satze. Die Messwerte entsprechen den Mittelwerten +/- Standardabweichung aus n = 8 (*...:n =
4) Experimenten und geben die Uberlebende Zellzahl in Prozent im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollen (100 %) an (y-Achse).
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3 Wirkung einer kombinierten Gabe von EA und BSO auf die Toxizitat
von Doxorubicin

Der Einfluss einer Kombination von BSO und EA auf die Wirksamkeit von Doxorubi-
cin sollte tiberpriift werden. Eingesetzt wurden 0,09 pg/ml Doxorubicin. Das liegt im
Bereich der ID50. Zugegeben wurden 0, 3 bzw. 9 ug/ml EA in Kombination mit O bzw.
0,11 pg/ml BSO.

Der Einfluss von EA auf Doxorubicin (fiir 3 pg/ml: P = 0,031; nach 9 pg/ml Gabe: P =
0,002) lasst sich nicht durch die Zugabe von 0,11 pg/ml BSO signifikant modulieren. (P
=0,227 bzw. P = 0,829) (siche Abb.5).
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Abb.5: Die Konzentration der sechs Ansatze betrug jeweils 2x10° LA-N-1-Zellen/ml. Dem zwei-
ten, vierten und sechsten Ansatz wurden 0,11 pg/ml BSO zugefiihrt. Nach drei Stunden wurden
die Ansatze drei und vier bzw. finf und sechs mit 3 bzw. 9 pug/ml EA inkubiert. Eine weitere
Stunde spéter erfolgte in allen Fallen die Koinkubation mit 0,09 pg/ml Doxorubicin fir weitere 44
Stunden. Eine parallel gelaufene Kontrolle ohne Medikamentenzusatz wird hier aus Griinden
der Ubersicht nicht dargestellt. Die Messwerte entsprechen den Mittelwerten +/- der Standard-
abweichung aus n = 8 Experimenten und geben die Uberlebenden Zellzahlen in Prozent im

Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (entspr. 100 %) an (y-Achse).
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4 Einfluss von BSO auf die zytotoxische Wirkung von Cisplatin

Die Auswirkungen des Chemosensitizers BSO auf die Wirksamkeit von Cisplatin sollte
untersucht werden. Eingesetzt wurden 2500 ng/ml Cisplatin. Das liegt im Bereich der

ID50. Kombiniert wurde Cisplatin mit 0,22 bzw. 2,2 ug/ml BSO.

Es zeigt sich, dass der zytotoxische Effekt von Cisplatin (P = 0,005) durch Zugabe von
0,22 pg/ml BSO gesteigert werden kann (P = 0,023). Diese Steigerung der Wirksamkeit
ist duch die Kombination mit 2,2 pg/ml BSO nicht zu verstirken (P = 0,262)

(siehe Abb.6).
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Abb.6: Die Konzentration der vier Ansatze betrug jeweils 2x10° LA-N-1-Zellen/ml. In einem
ersten Schritt wurden der dritte bzw. vierte Ansatz mit 0,22 bzw. 2,2 pg/ml BSO (ber vier Stun-
den inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Koinkubation des zweiten, dritten und vierten Ansatzes
mit 2500 ng/ml Cisplatin fur weitere 44 Stunden. In der Kontrolle wuchsen die Zellen ohne Zu-
satze. Die Messwerte entsprechen den Mittelwerten +/- Standardabweichung aus n = 8 Experi-
menten und geben die Uberlebende Zellzahl in Prozent im Vergleich zu unbehandelten Kontrol-
len (100 %) an (y-Achse).
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5 Einfluss von EA auf die zytotoxische Wirkung von Cisplatin

Eingesetzt wurden 2500 ng/ml Cisplatin. Das liegt im Bereich der ID50. Kombiniert
wurde Cisplatin mit 0,9 bzw. 9 pg/ml EA. Der Einfluss von EA auf Cisplatin sollte un-

tersucht werden.

Die Wirksamkeit von Cisplatin kann mit 9 pg/ml EA signifikant gesteigert werden (P =
0,025). 0,9 ug/ml EA reichen fiir diesen Effekt nicht aus (P = 0,44) (siehe Abb.7).
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Abb.7: Die Konzentration der vier Ansatze betrug jeweils 2x10° LA-N-1-Zellen/ml. In einem
ersten Schritt wurden der dritte bzw. vierte Ansatz mit 0,9 bzw. 9 pg/ml EA Uber eine Stunde
inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Koinkubation des zweiten, dritten und vierten Ansatzes mit
2500 ng/ml Cisplatin fir weitere 47 Stunden. In der Kontrolle wuchsen die Zellen ohne Zusétze.
Die Messwerte entsprechen den Mittelwerten +/- Standardabweichung aus n = 8 (*...:n = 4)
Experimenten und geben die Uberlebende Zellzahl in Prozent im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollen (100 %) an (y-Achse).
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6 Wirkung einer kombinierten Gabe von EA und BSO auf die Toxizitat
von Cisplatin

Der Einfluss einer Kombination von BSO und EA auf die Wirksamkeit von Cisplatin
sollte iiberpriift werden. Eingesetzt wurden 2500 ng/ml Cisplatin. Das liegt im Bereich
der ID50. Zugegeben wurden 0, 3 bzw. 9 pg/ml EA in Kombination mit 0 bzw. 0,11
pg/ml BSO.

Der unten abgebildete Graph zeigt, dass die zytotoxische Wirkung von Cisplatin auch in
dieser Versuchsreihe nur durch die Zugabe von 9 pug/ml EA verstirkt (P = 0,001) wer-
den kann. Dieser Effekt kann durch Kombination mit 0,11 pg/ml BSO nicht moduliert
werden (P = 0,146) (siche Abb.8).
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Abb.8: Die Konzentration der sechs Ansatze betrug jeweils 2x10° LA-N-1-Zellen/ml. Dem zwei-
ten, vierten und sechsten Ansatz wurden 0,11 pg/ml BSO zugefuhrt. Nach drei Stunden wurden
die Ansatze drei und vier bzw. finf und sechs mit 3 bzw. 9 pug/ml EA inkubiert. Eine weitere
Stunde spater erfolgte in allen Féllen die Koinkubation mit 2500 ng/ml Cisplatin fur weitere 44
Stunden. Eine parallel gelaufene Kontrolle ohne Medikamentenzusatz wird hier aus Griinden
der Ubersicht nicht dargestellt. Die Messwerte entsprechen den Mittelwerten +/- der Standard-
abweichung aus n = 8 Experimenten und geben die Uberlebenden Zellzahlen in Prozent im

Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (entspr. 100 %) an (y-Achse).
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7 Einfluss von BSO auf die zytotoxische Wirkung von Melphalan

Die Auswirkungen des Chemosensitizers BSO auf die Wirksamkeit von Melphalan soll
untersucht werden. Eingesetzt wurden 0,12 mg/ml Melphalan. Das liegt im Bereich der

ID50. Kombiniert wurde Melphalan mit 0,22 bzw. 2,2 ug/ml BSO.

Die Wirksamkeit von Melphalan (P < 0,001) kann durch die Kombination mit 0,22
pg/ml BSO allenfalls grenzwertig signifikant verstirkt werden (P = 0,04). Dieser Effekt

lasst sich durch die Konzentrationssteigerung auf 2,2 pg/ml BSO deutlich steigern

(P =0,006) (siche Abb.9).
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Abb.9: Die Konzentration der vier Ansatze betrug jeweils 2x10° LA-N-1-Zellen/ml. In einem
ersten Schritt wurden der dritte bzw. vierte Ansatz mit 0,22 bzw. 2,2 pg/ml BSO (ber vier Stun-
den inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Koinkubation des zweiten, dritten und vierten Ansatzes
mit 0,12 mg/ml Melphalan fir weitere 44 Stunden. In der Kontrolle wuchsen die Zellen ohne
Zusétze. Die Messwerte entsprechen den Mittelwerten +/- Standardabweichung aus n = 8 Ex-
perimenten und geben die Uberlebende Zellzahl in Prozent im Vergleich zu unbehandelten Kon-
trollen (100 %) an (y-Achse).
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8 Einfluss von EA auf die zytotoxische Wirkung von Melphalan

Eingesetzt wurden 0,12 mg/ml Melphalan. Das liegt im Bereich der ID50. Kombiniert
wurde Melphalan mit 0,15 bzw. 9 pg/ml EA. Der Effekt von EA auf Melphalan sollte

untersucht werden.

Die Wirksamkeit von Melphalan (P < 0,001) Idsst sich unter Zugabe von 0,15 pg/ml EA
steigern (P = 0,004). Die Kombination mit 9 pg/ml EA verstirkt diesen Effekt (P <
0,001) (siehe Abb.10).
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Abb.10: Die Konzentration der vier Ansatze betrug jeweils 2x10° LA-N-1-Zellen/ml. In einem
ersten Schritt wurden der dritte bzw. vierte Ansatz mit 0,15 bzw. 9 ug/ml EA Uber eine Stunde
inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Koinkubation des zweiten, dritten und vierten Ansatzes mit
0,12 mg/ml Melphalan fiir weitere 47 Stunden. In der Kontrolle wuchsen die Zellen ohne Zuséat-
ze. Die Messwerte entsprechen den Mittelwerten +/- Standardabweichung aus n = 8 (*...:n = 4)
Experimenten und geben die Uberlebende Zellzahl in Prozent im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollen (100 %) an (y-Achse).
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9  Wirkung einer kombinierten Gabe von EA und BSO auf die Toxizitat
von Melphalan

Der verstirkende Effekt von EA und von BSO auf die Zytotoxizitdt von Melphalan
konnte in den vorigen Versuchen gezeigt werden. Hier soll der Einfluss einer Kombina-
tion von BSO und EA auf die Wirksamkeit von Melphalan iiberpriift werden. Eingesetzt
wurden 0,12 mg/ml Melphalan. Das liegt im Bereich der ID50. Zugegeben wurden 0, 3
bzw. 9 ug/ml EA in Kombination mit 0 bzw. 0,11 pug/ml BSO.

Wie gezeigt, kann die Zytotoxizitdt von Melphalan unter Zugabe von 3 pug/ml EA ge-
steigert werden (P < 0,001). Kombiniert mit 0,11 pg/ml BSO wird dieser Effekt signifi-
kant abgeschwicht (P = 0,014). Die Wirksamkeitssteigerung, die durch 9 pg/ml EA
hervorgerufen wird (P < 0,001), bleibt von einer BSO- Zugabe unberiihrt (P = 0,142)
(siehe Abb.11).
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Abb.11: Die Konzentration der sieben Ansitze betrug jeweils 2x10° LA-N-1-Zellen/ml. Dem
dritten, finften und siebten Ansatz wurden 0,11 pg/ml BSO zugeflihrt. Nach drei Stunden wur-
den die Ansétze vier und funf bzw. sechs und sieben mit 3 bzw. 9 pg/ml EA inkubiert. Eine wei-
tere Stunde spéter erfolgte mit Ausnahme des Kontrollansatzes die Koinkubation mit 0,12
mg/ml Melphalan fir weitere 44 Stunden. Die Messwerte entsprechen den Mittelwerten +/- der
Standardabweichung aus n = 8 Experimenten und geben die Uberlebenden Zellzahlen in Pro-

zent im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (entspr. 100 %) an (y-Achse).
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10 Einfluss von BSO auf die zytotoxische Wirkung von Arsentrioxid

Die Auswirkungen des Chemosensitizers BSO auf die Wirksamkeit von Arsentrioxid
soll untersucht werden. Eingesetzt wurden 0,4 mg/l Arsentrioxid. Das liegt im Bereich

der ID50. Kombiniert wurde Arsentrioxid mit 0,22 bzw. 2,2 ug/ml BSO.

Arsentrioxid lisst sich in seiner Wirksamkeit (P < 0,001) durch Kombination mit 0,22
pg/ml BSO signifikant steigern (P < 0,001). Dieser Effekt verstidrkt sich unter Zugabe
von 2,2 ug/ml BSO nicht weiter (P = 0,5) (sieche Abb.12).
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Abb.12: Die Konzentration der vier Ansétze betrug jeweils 2x10° LA-N-1-Zellen/ml. In einem
ersten Schritt wurde der dritte bzw. vierte Ansatz mit 0,22 bzw. 2,2 ug/ml BSO Uber vier Stun-
den inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Koinkubation des zweiten, dritten und vierten Ansatzes
mit 0,4 mg/l Arsentrioxid flir weitere 44 Stunden. In der Kontrolle wuchsen die Zellen ohne Zu-
satze. Die Messwerte entsprechen den Mittelwerten +/- Standardabweichung aus n = 8 Experi-
menten und geben die Uberlebende Zellzahl in Prozent im Vergleich zu unbehandelten Kontrol-
len (100 %) an (y-Achse).
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11 Einfluss von EA auf die zytotoxische Wirkung von Arsentrioxid

Eingesetzt wurden 0,3 mg/l Arsentrioxid. Das liegt im Bereich der ID50. Kombiniert
wurde Arsentrioxid mit 0, 0,15, 1,5, 3 bzw. 9 ug/ml EA. Der Effekt von EA auf Arsen-

trioxid sollte untersucht werden.

Die Wirkung von Arsentrioxid (P < 0,001) ldsst sich weder mit 0,15 pg/ml EA
(P = 0,094) noch unter Zugabe von 1,5 pug/ml EA (P = 0,153) modulieren. Ab einer
Konzentration von 3 pg/ml EA ist eine hemmende Wirkung auf die Zytotoxizitit

(P =0,018) zu beobachten (siche Abb.13).
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Abb.13: Die Konzentration der sechs Ansétze betrug jeweils 2x10° LA-N-1-Zellen/ml. In einem
ersten Schritt wurde der dritte Ansatz mit 0,15 pg/ml, der Vierte mit 1,5 ug/ml, der Fiinfte mit 3
pg/ml und der Sechste mit 9 ug/ml EA Uber eine Stunde inkubiert. Im Anschluss erfolgte die
Koinkubation des zweiten bis sechsten Ansatzes mit 0,3 mg/I Arsentrioxid flr weitere 47 Stun-
den. In der Kontrolle wuchsen die Zellen ohne Zusatze. Die Messwerte entsprechen den Mittel-
werten +/- Standardabweichung aus n = 16 (*...:n = 8) Experimenten und geben die Uberleben-
de Zellzahl in Prozent im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (100 %) an (y-Achse).
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12 Wirkung einer kombinierten Gabe von EA und BSO auf die Toxizitat

von Arsentrioxid

Dieser Versuchsaufbau soll zeigen, ob der hemmende Einfluss von 3 bzw. 9 pg/ml EA
auf die Zytotoxizitdt von Arsentrioxid durch die Zugabe von 0,11 ug/ml BSO aufgeho-
ben werden kann. Eingesetzt wurden 0,3 mg/l Arsentrioxid. Das liegt im Bereich der

ID50. Zugegeben wurden 3 bzw. 9 ug/ml EA in Kombination mit 0,11 pg/ml BSO.

In Kombination mit 0,11 pg/ml BSO zeigt sich eine starke Zytotoxizitétssteigerung
(P =0,001) von Arsentrioxid. Der zuvor gezeigte hemmende Einfluss von 3 ug/ml EA
(P =0,021) kann durch Zugabe von 0,11 pg/ml BSO aufgehoben werden (P < 0,001).

Die Hemmung von 9 pg/ml EA auf Arsentrioxid kann durch die Kombination mit 0,11

pg/ml BSO umgekehrt werden (P < 0,001) (sieche Abb.14).
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Abb. 14: Die Konzentration der sieben Ansitze betrug jeweils 2x10° LA-N-1-Zellen/ml. Dem
dritten, finften und siebten Ansatz wurden 0,11 pg/ml BSO zugefihrt. Nach drei Stunden wur-
den die Ansétze vier und finf bzw. sechs und sieben mit 3 bzw. 9 pg/ml EA inkubiert. Eine wei-
tere Stunde spéter erfolgte in allen Ansatzen mit Ausnahme der Kontrolle die Koinkubation mit
0,3 mg/I Arsentrioxid fir weitere 44 Stunden. Die Messwerte entsprechen den Mittelwerten +/-
der Standardabweichung aus n = 8 Experimenten und geben die Uberlebenden Zellzahlen in

Prozent im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (entspr. 100 %) an (y-Achse).
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13 Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse ...

13.1 ... einer kombinierten Gabe mit BSO

2,2 pg/ml BSO
1) DOXORUBICIN 10%
2) CISPLATIN 108%
3) MELPHALAN 29%
4) ARSENTRIOXID 44%

Tab. 1: Dieser Tabelle liegen die Daten der Abbildungen 3, 6, 9 und 12 zu Grunde, in welchen

die Wirkung einer kombinierten Gabe mit BSO auf die Toxizitat des eingesetzten Zytostatikums

(1-4) dargestellt wurde. Die Prozentangaben zeigen den zuséatzlichen zytotoxischen Effekt

durch den Chemosensitizer bezogen auf die Wirkung des Zytostatikums ohne Chemosensitizer.

Ausgewahlt wurden die Messwerte nach Einsatz von 2,2 pg/ml BSO.

Rot...: Keine signifikante Steigerung der Zytostatika-Wirkung.
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13.2 ... einer kombinierten Gabe mit EA

9 ug/ml EA
1) DOXORUBICIN 100%
2) CISPLATIN 75%
3) MELPHALAN 55%
4) ARSENTRIOXID -37%

Tab. 2: Dieser Tabelle liegen die Daten der Abbildungen 4, 7, 10 und 13 zu Grunde, in welchen

die Wirkung einer kombinierten Gabe mit EA auf die Toxizitdt des eingesetzten Zytostatikums
(1-4) dargestellt wurde. Die Prozentangaben beziehen sich auf die zytotoxische Wirkung des

Zytostatikums ohne EA. Ausgewahlt wurden die Messwerte nach Einsatz von 9 pg/ml EA.
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13.3 ... einer kombinierten Gabe von BSO + EA
a) BSO b) EA c) BSO + EA

1) DOXORUBICIN +19% +119% +114%'

2) CISPLATIN +39% +192% +146%'
+92%(30puMol) +73%'

3) MELPHALAN -5% ,
+35%(10puMol) +22%
+19%(30puMol) +187%°

4) ARSENTRIOXID +142% .
-71%(10uMol) +139%

Tab. 3: Dieser Tabelle liegen die Daten der Abbildungen

5,8, 11 und 14 zu Grunde, in welchen

die Wirkung einer kombinierten Gabe von EA und BSO auf die Toxizitdt des eingesetzten Zy-
tostatikums (1-4) dargestellt wurde. Die Prozentangaben beziehen sich auf die zytotoxische
Wirkung des Zytostatikums ohne weitere Zugabe. a) bzw. b) stellt den wirksamkeitssteigernden
Effekt von 0,11 pg/ml BSO bzw. 9 pg/ml EA dar. Unter ¢) wird zusammengefasst, ob der poten-
tiell festgestellte, toxizitatssteigernde Effekt durch eine Koinkubation von BSO und EA weiter

gesteigert werden kann. (Erlauterungen der Indices: siehe unten)

Rot...: Keine signifikante Steigerung der Zytostatika-Wirkung.

Nach kombinierter Gabe von BSO und EA signifikante Steigerung der Zytostatika-Wirkung
gegeniiber der BSO-Einzelgabe; kein signifikanter Effekt der EA auf die Zytostatika-Wirkung.

Nach kombinierter Gabe von BSO und EA signifikante Steigerung/Hemmung der Zytostatika-
Wirkung sowohl im Vergleich zu der BSO- als auch der EA-Einzelgabe.

Nach kombinierter Gabe von BSO und EA signifikante Steigerung der Zytostatika-Wirkung
gegeniiber der EA-Einzelgabe; keine signifikante Steigerung des BSO-Einflusses auf die Zytos-
tatika-Wirkung.
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VI Diskussion

1 Diskussion der eigenen Ergebnisse

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob durch Kombination von oxyradikalbildenden
Zytostatika mit Ethacrynsédure und/oder BSO deren Wirksamkeit an der Neuroblastom-

zelllinie LA-N-1 in vitro verbessert wird.

Der Wirkmechanismus von BSO und EA greift an zwei unterschiedlichen Stellen des
GSH-RedOx-Systems an (sieche Abb. A und B, IX Anhang).

Wir erhoffen uns von der kombinierten Gabe von EA + BSO eine additive Verstiarkung
ihrer moglichen Einzeleffekte. Die BSO-induzierte GSH-Depletion wird bei einer kom-
binierten Gabe mit der GST-Inhibierung und dem GSH-Verbrauch der EA verkniipft.
Eine Studie von Fruehauf et al. von 1998 an humanen Melanomzellen deutet darauf hin,
dass Wechselwirkungen zwischen GSH und der GST bestehen.

Es konnte gezeigt werden, dass sich GST-positive Tumorzellen BSO gegeniiber resis-
tenter als negative Kontrollen verhielten.

An Brustkarzinomzellen zeigte sich, dass eine Kombination von BSO + EA zu einer

Potenzierung der Zytotoxizitiat von Melphalan fiihrt (Chen et al. 1994, 1995).

1.1  Ergebnisse fiir Doxorubicin

1.1.1 Einfluss von BSO auf die Zytotoxizitat von Doxorubicin

Die Toxizitdt von 0,09 ng/ml Doxorubicin war weder durch die zusétzliche Gabe von
0,22 noch von 2,2 pg/ml BSO weiter zu steigern.

Eine BSO-vermittelte GSH-Depletion verbesserte somit die Wirksamkeit von Doxoru-
bicin an LA-N-1-Zellen nicht.

Dieses Ergebnis bestitigt fiir LA-N-1 die von Roller et al. 1998 und Troyano et al. 2001

gemachten Beobachtungen. Beide Studien konnten an malignen Gliomzellen bzw. hu-
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manen Promonocytenzellen keinen steigernden Effekt von BSO auf die Doxorubicin-
wirksamkeit feststellen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass fiir die Effektivitit von Doxorubicin im Falle
der LA-N-1-Linie die Oxyradikalbildung und damit das GSH-RedOx-System nicht von
entscheidender Wichtigkeit ist (siche Abb.: 3).

Der Wirkmechanismus der Topoisomerase-II-Hemmung scheint wesentlicher als die

oxidative DNA-Schéadigung zu sein.

1.1.2 Einfluss der EA auf die Zytotoxizitdt von Doxorubicin

In unseren Versuchen konnte die Wirksamkeit von 0,09 pg/ml an LA-N-1-Zellen in
kombinierter Gabe mit 9 ug/ml EA gesteigert werden.

Niedrigere EA-Konzentrationen zeigten keine signifikanten Verdnderungen, es scheint
also eine minimale Wirkkonzentration zu geben.

Die Beobachtung, dass die kombinierte Gabe von EA und Doxorubicin an doxorubicin-
resistente, kleinzellige Lungenkarzinomzellen die Steigerung der Wirksamkeit von Do-
xorubicin zur Folge hat (Awasthi et al. 1996), kénnen wir an dieser Neuroblastomzellli-
nie bestdtigen. Die Wirksamkeit von Doxorubicin scheint durch die Kombination mit
EA gesteigert werden zu konnen (siche Abb.: 4).

Dieses Ergebnis widerspricht der unter 1.1.1 von uns aufgestellten Hypothese, dass die
Wirksamkeit von Doxorubicin unabhingig vom GSH-RedOx-System ist.

Eine mogliche Erklarung hierfiir wire, dass die EA iiber andere Faktoren Einfluss auf
die Medikamentenwirksamkeit nimmt. Denkbar wire eine Milieubeeinflussung im Sin-
ne eines Absinkens des pH-Wertes (Bittar et al. 1967). Der pH-Wert und sein Effekt auf

die Wirksamkeit der Zytostatika ist in dieser Studie nicht untersucht worden.
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1.1.3 Einfluss einer kombinierten Gabe von BSO + EA auf die

Zytotoxizitat von Doxorubicin

Der Einfluss der EA auf Doxorubicin kann durch die Zugabe von 0,11 pg/ml BSO nicht
weiter modifiziert werden.

Doxorubicin profitiert nicht von einer Zweifach-Kombination (siehe Abb.: 5).

Fiir Dox steht dies im Einklang mit den von uns gemachten Beobachtungen (1.1.1). Es
konnte festgestellt werden, dass die BSO-vermittelte Depletion des Glutathions ledig-
lich einen geringen Einfluss auf die Zytotoxizitdt von Doxorubicin hat (Roller et al.

1996).

Dies bestitigt zudem unsere Annahme, dass der Effekt der EA in hohen Konzentratio-
nen auf die Wirksamkeit von Doxorubicin nicht in Zusammenhang steht mit dem GSH-
RedOx-System. Der beobachtete Effekt der EA bleibt von einer parallelen Einfluss-

nahme durch BSO auf dieses System unberiihrt.

Kritisch angemerkt werden sollte, dass die in diesem Versuch eingesetzte BSO-
Konzentration alleine keine signifikante Wirkungssteigerung von Doxorubicin bewirkt.
0,11 pg/ml setzten wir ein, da 0,22 pg/ml BSO auf As,Os so ausgeprigte Effekte zeigte,
dass dort ein potentieller zusitzlicher Effekt der EA nicht hitte erkannt werden konnen.
Es sollten in allen Versuchsreihen identische BSO- bzw. EA-Konzentrationen einge-
setzt werden. Die Versuche an As,Ojs lieferten Hinweise, dass bereits der nicht signifi-
kante Einfluss der EA in der Kombination mit BSO zusitzliche Effekte zeigte. Diese
Beobachtung kann fiir BSO in Kombination mit EA und Doxorubicin nicht gemacht
werden.

Um die Frage abschlieBend zu klidren, ob BSO + EA die Wirksamkeit von Doxorubicin
tiber die Einzeleffekte hinaus steigern kann, sollten weitere Studien mit hoheren BSO-

Konzentrationen vorgenommen werden.
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1.2 Ergebnisse fiir Cisplatin

1.2.1 Einfluss von BSO auf die Zytotoxizitat von Cisplatin

Die Wirkung von Cisplatin konnte durch die Kombination mit 0,22 ug/ml BSO signifi-
kant gesteigert werden. Der Effekt betréagt fiir 2,2 pg/ml BSO zusitzliche 108% (siehe
Abb.: 6, Tab. 1).

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Studien von Fruehauf et al. (1998), Chen et
al. (1994) und Troyano et al. (2001).

Das Ergebnis an einer Gliomzelllinie, dass kein wirksamkeitssteigernder Effekt von
BSO auf Cisplatin festzustellen ist (Roller et al. 1998), bestitigt sich fiir die Zelllinie
LA-N-1 nicht.

Oxyradikale scheinen im Wirkmechanismus des Cisplatins also eine Rolle zu spielen.

1.2.2 Einfluss der EA auf die Zytotoxizitat von Cisplatin

Eine Wirkungssteigerung von Cisplatin durch eine Kombination mit EA ist bei einer
EA-Konzentration von 9 pg/ml um zusétzliche 75% zu beobachten (siehe Abb.: 7, Tab.
2). Die GST hat diesen Beobachtungen zu Folge Einfluss auf die Eliminierung von Cis-
platin. Hier scheint es eine minimale Wirkkonzentration zu geben, da im Ansatz mit 0,9
pg/ml EA noch kein signifikanter Effekt auf die Cisplatinwirksamkeit vorzuliegen
scheint (Abb. 7).

Diese Ergebnisse bestitigen die zitierten Studien von Mulder et al. (1997) und Goto et
al. (1999) fiir die Neuroblastomzelllinie LA-N-1. Eine Kombination mit EA konnte dort

die Cisplatinwirksamkeit verstirken.

Die Beobachtung, dass die EA keine Effekte auf die Wirksamkeit von alkylierenden
Medikamenten hat (Chen et al. 1994), kann fiir Cisplatin und die LA-N-1-Zelllinie nicht

bestétigt werden.
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1.2.3 Einfluss einer kombinierten Gabe von BSO + EA auf die Zytotoxizi-

tat von Cisplatin

An Brustkarzinomzellen ist gezeigt worden, dass eine Kombination von BSO + EA zu
einer Potenzierung der Zytotoxizitit von Melphalan fiihrt (Chen et al. 1994, 1995).
Fruehauf et al. (1998), Gosland et al. (1996), Chen et al. (1994) und Troyano et al.
(2001) beobachteten fiir Cisplatin und Melphalan nach Kombination mit BSO identi-
sche Effekte.

In Anbetracht dieser Studien erwarten wir nach einer Kombination von Cisplatin mit
BSO + EA vergleichbare Effekte, wie sie nach der Kombination mit Melphalan gesehen
worden sind. Unsere Ergebnisse zeigten jedoch keine Potenzierung der Zytotoxizitit

von Cisplatin.

Der Einfluss der EA auf Cisplatin kann durch die Zugabe von 0,11 pg/ml BSO nicht
weiter modifiziert werden. Der Einfluss von BSO und EA nach Einzelgabe ergiinzt sich
weder additiv noch synergistisch (sieche Abb.: 8, Tab. 3). An dieser Stelle sei auf bereits
beschriebene Kritikpunkte aus den Versuchen mit Doxorubicin (1.1.3) verwiesen. Um
die Frage der Wirksamkeit des kombinierten Einflusses von EA + BSO auf Cisplatin
abschliefend zu klédren, ist moglicherweise der Einsatz hoherer, nach alleiniger Gabe

signifikanter BSO-Konzentrationen notwendig.

Sollten sich unsere Ergebnisse bestitigen, wire ein moglicher Erkldrungsansatz der von
Gosland et al. 1996 beschriebene Unterschied in der Beeinflussung von Melphalan und
Cisplatin durch die Kombination mit EA. Dort lie sich die Wirksamkeit von Cisplatin
im Gegensatz zu Melphalan nicht durch die EA beeinflussen. Auch bei uns ist erst im
Grenzbereich der klinischen Einsetzbarkeit der EA von 9 pug/ml ein Einfluss auf die
Cisplatinwirksamkeit zu erkennen. Der Wirkmechanismus von Melphalan wird in unse-
ren Versuchen stirker negativ beeinflusst als das fiir Cisplatin der Fall ist. Moglicher-
weise beeinflussen sich das GSH- RedOx- System und die GST- katalysierte Entgiftung

bei der Verstoffwechselung von Cisplatin weniger, als das fiir Melphalan der Fall ist.
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1.3 Ergebnisse fiir Melphalan

1.3.1 Einfluss von BSO auf die Zytotoxizitat von Melphalan

Die Zytotoxizitdt des Melphalans konnte unter Kombination mit 0,22 pg/ml BSO signi-
fikant wenn auch geringgradig gesteigert werden.

Dieser Effekt verstarkt sich durch Dosissteigerung auf 2,2 pg/ml BSO. Bei der hoheren
BSO- Konzentration ist die Steigerungsrate 29 % gegeniiber der Wirkungsrate von
Melphalan alleine (siche Abb.: 9).

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Studien von Fruehauf et al. (1998), Gos-
land et al. (1996), Chen et al. (1998) und Troyano et al. (2001). BSO konnte dort iiber
eine senkende Einflussnahme auf den GSH-Spiegel die Effektivitit vom Melphalan

steigern.

Oxyradikale spielen im Wirkmechanismus des Melphalans also eine Rolle. Die Steige-
rungsrate zeigt aber mit 29 % im Vergleich zu den Steigerungsraten anderer Zytostatika
(Tab.: 1 und 3), dass der Einfluss des GSH- RedOx- Systems auf dessen Effektivitit

eher gering ist.

1.3.2 Einfluss der EA auf die Zytotoxizitdt von Melphalan

Die Effektivitidt von Melphalan an LA-N-1-Zellen lésst sich durch die kombinierte Gabe
mit 0,15 pg/ml EA signifikant steigern.

Mit ansteigender EA-Konzentration auf maximal 9 pg/ml verstédrkt sich dieser Effekt
weiter bis zu einer Steigerung von 55 % (siehe Abb.: 10, Tab.: 2).

Diese Ergebnisse bestitigen die Hypothese, dass EA den zytotoxischen Effekt von
Melphalan an der LA-N-1- Neuroblastomzelllinie steigern kann (Mulder et al. 1997).
Die Beobachtungen, die EA habe keine Effekte auf die Wirksamkeit von alkylierenden
Medikamenten (Chen et al. 1994), kann fiir Melphalan und die LA-N-1-Zelllinie nicht

bestétigt werden.
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Die GST scheint nach unseren Beobachtungen bedeutenden Einfluss auf die Eliminie-
rung von Melphalan zu haben. Thre Hemmung vermag die Melphalanwirksamkeit um

bis zu 55 % zu steigern (Tab.: 2).

1.3.3 Einfluss einer kombinierten Gabe von BSO + EA auf die Zytotoxizi-

tat von Melphalan

Der wirksamkeitssteigernde Effekt von 3 ug/ml EA an Melphalan wird durch die Kom-
bination mit 0,11 ug/ml BSO abgeschwicht.

Dieser hemmende Einfluss besteht bei hochsten EA-Konzentrationen (9 pg/ml) nicht
mehr (siehe Abb.: 11, Tab.: 3). Die graphische Darstellung der Ergebnisse ldsst vermu-
ten, dass auch der Effekt von 9 pg/ml EA durch die Kombination mit 0,11 ug/ml BSO
negativ beeinflusst wird. Moglicherweise fiihrt hier die groflere Standardabweichung zu
der fehlenden Signifikanz. Weitere Versuche mit groBeren Stichproben konnten diese

Frage beantworten.

An der hier verwendeten Zelllinie bestdtigen sich fiir Melphalan die von Chen et al.
1994 gemachten Beobachtungen an humanen Brustkarzinomzellen nicht. Die Wirksam-
keit ldsst sich durch die Kombination von BSO + EA nicht iiber den Effekt der EA-
Einzelgabe hinaus steigern. Der Einfluss von BSO und der EA ergénzt sich weder addi-
tiv noch synergistisch.

Im Gegenteil: die Auswirkungen der EA auf die Effektivitdt von Melphalan werden bei
gleichzeitiger Einflussnahme auf das GSH-RedOx-System durch BSO geringer.

Auch hier legen die Ergebnisse nahe, dass noch weitere Versuche mit hoheren BSO-

Konzentrationen mit einer signifikanten Wirkungsdosis folgen sollten

Eine mogliche Erkldrung fiir unsere Ergebnisse wire die Hypothese, dass sich das GSH-
RedOx-System der GST-katalysierten Entgiftung durch Ausschleusung gegeniiber do-
minant verhalt.

Ist der wirksamkeitssteigernde Effekt durch die Einflussnahme auf das GSH-RedOx-
System mittels BSO geringer als der Effekt auf die GST durch die EA, senkt das das
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Gesamtausmal} der Wirkungssteigerung. Die Einzeleffekte addieren sich nicht. Sie wer-
den zu Ungunsten der EA-Auswirkungen zusammengefasst.
Moglicherweise spielt auch die geringe Selektivitit der EA beziiglich der GST-

Isoenzyme eine Rolle (Kauvar et al. 1998).

Entgegen der Erwartung eines synergistischen Effektes von BSO und EA ergibt sich ein
wechselseitig hemmender Effekt der beiden Sensitizer an der LA-N-1-Zelle.

1.4 Ergebnisse fiir Arsentrioxid

1.4.1 Einfluss von BSO auf die Zytotoxizitiat von Arsentrioxid

Der Effekt von 0,4 mg/l As;O3; an LA-N-1-Zellen ist durch eine Kombination mit BSO
signifikant um bis zu 44 % zu steigern.

Das Ausmal ist unabhéngig von der BSO-Konzentration (sieche Abb.: 12).

Dieses Ergebnis steht in Einklang mit den zitierten Studien von Wu et al. (2004), Naka-
gawa et al. (2002) und Liu et al. (2001).

Eine BSO-vermittelte GSH-Depletion verbessert die Wirksamkeit von As,Os3 an

LA-N-1-Zellen. Das bestitigt die Annahme, dass die Bildung von Oxyradikalen ein

wichtiger Wirkmechanismus von As;Os ist.

1.4.2 Einfluss der EA auf die Zytotoxizitat von Arsentrioxid

Die Kombination von As,Oz mit EA fiihrt zu keiner Wirkungssteigerung.
EA-Konzentrationen ab 3 pg/ml fithren zu einer Hemmung der Wirksamkeit (Abb.: 13,
Tab. 2). Die Beobachtung, dass EA die As;Os- Wirkung verstirken kann (Liu et al.

2001), konnen wir fiir diese Neuroblastomzellen nicht bestitigen.
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Die Durchfithrung weiterer Versuche ist insbesondere hinsichtlich der Frage notwendig,
ob eine Dosierung von 9 pg/ml EA die Wirksamkeit von As;Os hemmt (Abb.: 13) oder
unbeeinflusst (Abb.: 14) ldsst. Hier kommen wir in unabhidngigen Versuchen zu einem

unterschiedlichen Ergebnis.

Unsere Beobachtungen lassen vermuten, dass die GST-katalysierte Entgiftung von
As,05 eine untergeordnete Rolle spielt. Deswegen haben niedrige EA-Konzentrationen
keine Auswirkungen auf die Effektivitidt von As;Os, wihrend hohere Dosen sogar eine
dosisabhingige Hemmung der zytotoxischen Wirkung zu haben scheinen (sieche Abb.:
13). Unsere Ausgangshypothese impliziert, dass die GST-Aktivitidt die Wirksamkeit von
As;0O3 reduziert. Wir beobachten aber das Gegenteil: As,O3 biifit an Effektivitit ein,
wenn wir die GST mittels hohen EA-Konzentrationen hemmen.

Die Tatsache, dass die Hemmung der Wirksamkeit in den Versuchsreihen, die in Abb.
14 dargestellt sind, bei einer EA-Konzentration von 9 ug/ml nicht mehr signifikant ist
kann ein Hinweis darauf sein, dass die EA insbesondere in einem Konzentrationsbe-
reich um 3 pg/ml herum das GSH-RedOx-System so aktivierend beeinflusst, dass das
As,0O3 besser eliminiert werden kann. Hier konnte die unter 1.1.2 bereits erwdhnte mog-
liche pH-Wert-Verschiebung, die in dieser Studie nicht untersucht worden ist, eine Rol-

le spielen (Bittar et al. 1967). Dieser Prozess wire dann séttigbar.

1.4.3 Einfluss einer kombinierten Gabe von BSO + EA auf die Zytotoxizi-

tat von Arsentrioxid

Die Wirksamkeit von Arsentrioxid an Neuroblastomzellen kann durch die kombinierte
Gabe von 0,11 pg/ml BSO und 9 ug/ml EA iiber den Einfluss der Einzelgaben hinaus
gesteigert werden. Die beobachtete Hemmung der Wirksamkeit von As,O3; durch die
EA (Abb. 13) wird unter BSO-Zusatz aufgehoben und es kommt zu einer Steigerung
(Abb. 14). Dieser Effekt iibertrifft die einfache Summe der Einzeleffekte.

Hier bestitigt sich die Ausgangserwartung, dass BSO und die EA sich in Kombination

einander verstirkend wirkungssteigernd auswirken konnen.
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Wie u.a. in den Kombinationen mit Cisplatin und Melphalan beobachtet, gibt die Kom-
bination mit BSO, und damit der Einfluss auf die GSH-Synthese, die Tendenz fiir die

Auswirkungen einer EA + BSO-Zugabe an.

Zusammenfassend lést sich beziiglich der Wirkungsweise von As,Oj3 festhalten, dass
1. die Bildung von Oxyradikalen ein wichtiger Wirkmechanismus von As;Os
zu sein scheint;
il. der hauptsidchliche Entgiftungsweg des As;Os eher nicht die GST-
katalysierte Konjugation mit GSH ist;
1ii. As,03 in seinem Wirkmechanismus von der GST sogar zu profitieren

scheint.

2  Kritische Einordnung der Ergebnisse und Schlussfolgerungen be-

ziuglich der Fragestellung

Bei der Bewertung der Ergebnisse ist zu bedenken, dass die Anzahl der von uns durch-
gefiihrten Experimente mit einer geringen Stichprobe zwischen 4 und 16 die Durchfiih-
rung weiterer in vitro-Studien zwecks Verifizierung notwendig macht. Eine Schwiche
dieser Arbeit ist die zum Teil stark schwankende Prozentzahl der Zellen nach Inkubati-
on mit den hier in konstanten Konzentrationen eingesetzten Zytostatika. Die breiteste
Streuung zeigt das As;O3; mit Werten zwischen 37% und 69%. Ahnliches gilt fiir Doxo-
rubicin (Werte zwischen 51% und 79%) und Melphalan (Werte zwischen 53% und
63%). Eine gute Reproduzierbarkeit beziiglich der iiberlebenden Zellzahl zeigten die
Versuche mit Cispaltin. Dort lag die Schwankung zwischen 84% und 88%. Das Ziel
Konzentrationen unterhalb der ID50 einzusetzen ist uns dennoch nur in zwei dargestell-
ten Fillen (As;O3; + BSO bzw- + EA) nicht gelungen. Um unsere Ergebnisse zu verifi-
zieren wire das Erreichen konstanterer Zellzahlen erforderlich. Alleine iiber eine hohe
Wiederholungsrate der ID50-Bestimmung scheint dies nicht erreichbar zu sein. Fiir Do-
xorubicin fithrten wir den Versuch insgesamt achtmal durch. Die bestimmte ID50 lag

zwischen 0,12 pg/ml und 0,22 pg/ml.
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In der Regel entstanden vier Messwerte einer Versuchsreihe an einem Versuchstag, was
moglicherweise zu geringeren Standardabweichungen gefiihrt haben konnte, als die
schwankenden Zellzahlen vermuten lassen. Dies schriankt die Aussagekraft unserer Er-
gebnisse ein.

Die Durchfithrung weiterer Versuche ist insbesondere hinsichtlich der Frage notwendig,
ob eine Dosierung von 9 ug/ml EA die Wirksamkeit von As;O3; hemmt (Abb. 13) oder
unbeeinflusst (Abb. 14) ldsst. Hier kommen wir in unabhéngigen Versuchen zu einem

unterschiedlichen Ergebnis.

Zu Beginn dieser Arbeit stellte sich fiir uns die Frage, ob BSO und die EA einzeln oder
kombiniert in der Lage sind, die Empfindlichkeit von Zellen der LA-N-1-Linie gegen
Oxyradikalbildner zu erh6hen und somit deren Wirksamkeit an diesen Zellen zu verbes-
sern. Untersucht worden sind die Substanzen Doxorubicin, Cisplatin, Melphalan und
Arsentrioxid.

Schlussfolgernd ist festzuhalten, dass die Kombination der von uns getesteten Che-
motherapeutika mit BSO an LA-N-1-Zellen die Wirksamkeit von Cisplatin, Melphalan
und insbesondere As,Ojs steigert.

Auf ihre Zytotoxizitdt hat die GSH-Konzentration einer Zelle Einfluss. Je niedriger sie
ist, desto effektiver sind sie.

Die BSO-abhingige GSH-Depletion hat auf den Wirkmechanismus von Doxorubicin
keine signifikanten Auswirkungen.

Die Kombination mit EA steigert die Effektivitdt von Doxorubicin, Melphalan und Cis-
platin. Der Wirkmechanismus dieser Zytostatika wird anscheinend signifikant durch die
GST beeinflusst.

Der Wirkmechanismus von Cisplatin und Melphalan wird sowohl von hohen intrazellu-
laren GSH-Spiegeln als auch von einer hohen GST-AKktivitét negativ beeinflusst.

Die Zytotoxizitit von As;Osz wird durch Zugabe von EA abgeschwicht. Eine Erkldarung
wire, dass die Wirksamkeit von As,Os durch die GST verstiarkt wird.

Moglicherweise ist fiir diesen auf biochemischer Ebene nur schwer zu erkldarenden Ef-
fekt und fiir den Einfluss der EA auf das Doxorubicin, welches in den Versuchen mit
BSO unbeeinflusst blieb und somit eher unabhingig vom GSH-RedOx-System wirkt,
aber auch die Ansduerung des Milieus durch die Ethacrynsiure verantwortlich (Bittar et

al. 1967).
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Die Loslichkeit der EA kann in den hochsten eingesetzten Konzentrationen in unseren
Versuchen als grenzwertig bezeichnet werden, so dass postuliert werden konnte, dass
aufgrund der hohen Sittigung der Reaktionslosung auch andere biochemische Parame-
ter beeinflusst wurden, wie z.B. die Sekundir- und Tertidrstruktur der beteiligten Prote-
ine und Enzyme und damit deren Reaktionseigenschaften. Eine Verschiebung des Reak-
tionsgleichgewichtes wire ebenso denkbar.

Eine Verfirbung des Mediums war zu keiner Zeit beobachtbar. Eine pH-Wert-Messung
hat im Rahmen dieser Arbeit nicht stattgefunden, was die Verifizierung unserer Hypo-
thesen beziiglich eines Einflusses des pH-Wertes hier nicht moglich macht. Diesbeziig-

lich sind weiterfiihrende Studien notwendig.

Fiir die Untersuchung der Frage, ob sich die BSO- bzw. EA-Effekte nach Koinkubation
addieren, entschieden wir uns nur 0,11 pg/ml BSO einzusetzen, da 0,22 pg/ml BSO auf
As,0O3 so ausgeprigte Effekte zeigte, dass dort ein potentieller zusitzlicher Effekt der
EA nicht hitte erkannt werden konnen. Es sollten in allen Versuchsreihen identische
BSO- bzw. EA-Konzentrationen eingesetzt werden. Zudem lieferten die Versuche mit
As;O3 Hinweise, dass bereits die nicht signifikante Einflussnahme auf das GSH-

RedOx-System z.B. per EA (9 ug/ml) fiir beobachtbare Effekte ausreicht (Tab.:1).

Unter BSO + EA zeigte sich kein signifikant steigernder Effekt auf die Wirksamkeit
von Doxorubicin, Cisplatin und Melphalan, der iiber das Ausmaf} der Steigerung durch
die EA hinausgeht.

Wird BSO in einer die As;O3-Wirkung signifikant steigernden Dosierung eingesetzt, so
fiihrt die parallele Inkubation mit 9 pg/ml EA zu einer Wirkungssteigerung von As;Os

iber einen additiven Effekt der Einzelwirkungen hinaus.

Im Falle der Kombinationen von BSO + EA mit Doxorubicin, Cisplatin und Melphalan
haben wir beobachtet, dass die Coinkubation mit der gewihlten BSO-Dosierung im
selbst nicht signifikant die Wirkung verstirkenden Bereich, die Auswirkungen einer EA
-Inkubation nicht signifikant beeinflussen kann. Interessant wéren weiterfithrende Ver-
suche, in denen eine hohere Dosis von z.B. 0,22 ug/ml BSO in Kombination mit Doxo-

rubicin, Cisplatin und Melphalan eingesetzt werden wiirden.
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Eine biochemische Ursache dafiir, dass sich moglicherweise der BSO-Einfluss bei In-
kubation von BSO + EA dominant gegeniiber dem EA-Einfluss verhilt, was sich aus
der Versuchsreihe mit As,0; ebenso wie aus der Tendenz aller in Tab. 1 dargestellten
Ergebnisse ableiten lieBe, konnte die relative Instabilitit der EA gegeniiber Enzymen
(z.B. der y-glutamyl-Transpeptidase als Bestandteil des GSH-RedOx-Systems) sein
(Burg et al. 2002).

Entscheidend konnten auch GST- Unterklassen sein (Hudson et al 1998), zu denen sich
die EA nicht sehr selektiv verhilt (Kauvar et al. 1998).

Moglicherweise ist die Affinitit der EA zu den von ihr beeinflussbaren GST-Klassen in
der LA-N-1-Zellinie geringer, als die Affinitit der hochselektiven BSO zur y-GCS. Dass
die GST und das BSO interagieren konnte 1998 gezeigt werden (Fruehauf et al. 1998).
Denkbar wire somit auch eine Konkurrenz der EA und des BSOs um die GST, und dar-
aus resultierend eine potentielle Verdrangung der EA von seinem Wirkort durch das

BSO.

Eine mogliche Erkldrung fiir die ausgeprédgteren Auswirkungen sowohl von BSO als
auch von der EA auf die Wirksamkeit von As,Os im Vergleich zu den anderen ausge-
testeten Zytostatika konnte sein, dass die Oxyradikalbildung und die medikamentose
Einflussnahme darauf fiir den Wirkmechanismus von As,;Os die grofite Rolle spielen.
Dieses ist bei As;O3 als direktem Radikalbildner aufgrund der drei Sauerstoffatome

nahe liegend.

Schlussfolgerungen beziiglich des klinischen Einsatzes konnen auf Grundlage dieser
Studie an Zellkulturen noch nicht gezogen werden.

Hinzu kommt, dass in den vorliegenden Versuchsreihen die Tatsache unbeeinflussbar
blieb, dass Resistenzlagen sich in vitro nicht immer wie in vivo verhalten. In vitro wer-
den i.d.R. nur relativ niedrige Resistenzlevel (2- bis 30-fach) erreicht (Gosland et al.
1996). Folglich konnen im Labor sensibel gewordene Zelllinien in vivo resistent blei-
ben. Beziiglich der gemachten Aussagen sind weitere Studien zwecks Verifizierung

notwendig.



VI. Diskussion 63

VII Zusammenfassung

Die Resistenzbildung von Neuroblastomzellen gegen Oxiradikalbildende Zytostatika ist
ein ungelostes Problem und verantwortlich fiir die weiterhin unbefriedigende Prognose
von Hochrisiko-Neuroblastomerkrankungen. Vor diesem Hintergund war das Ziel die-
ser Arbeit, die Frage zu klidren, ob BSO und EA in der Lage sind iiber die Modulation
des GSH-GSSG-Redox-Systems die Empfindlichkeit von Tumorzellen gegen Oxyradi-
kalbildner zu erhohen und somit deren Wirksamkeit in-vitro an der Neuroblastomzellli-
nie LA-N-1 zu verbessern.

Als oxyradikalbildende Zytostatika wurden Doxorubicin, Cisplatin, Melphalan und Ar-
sentrioxid untersucht. Zusammenfassend ergaben sich folgende Befunde:

Die Kombination der von uns getesteten Chemotherapeutika mit BSO an LA-N-1-
Zellen steigert die Wirksamkeit von Cisplatin, Melphalan und insbesondere As;Os.

Die Kombination mit EA steigert die Effektivitdt von Doxorubicin, Melphalan und Cis-
platin. Die Zytotoxizitdt von As,O3 wird durch Zugabe von EA abgeschwicht.

Die Inkubation mit BSO + EA verstirkt den Wirkmechanismus von As,Os uiber einen
addierenden Effekt der Einzelwirkungen hinaus.

Auf die Wirksamkeit von As,Oj3 als direktem Radikalbildner mit drei Sauerstoffatomen
in der Verbindung haben sowohl BSO als auch EA ausgeprigtere Auswirkungen als auf
die anderen getesteten Zytostatika.

Die in-vitro-Befunde an der Neuroblastomzelllinie LA-N-1 weisen auf eine Einsatz-
moglichkeit von As;Os3 alleine oder in Kombination mit BSO und EA zur Behandlung
des Neuroblastoms hin.

Die erwiesene Wirksamkeit von Doxorubicin, Cisplatin und Melphalan in der Therapie
des Neuroblastoms konnte durch die kombinierte Gabe mit EA profitieren, wenn auch
nur im Grenzbereich hoher klinisch einsetzbarer EA- Konzentrationen. Hier betrug die
maximale Wirkungssteigerung durch die kombinierte Gabe mit EA im Vergleich zur
Einzelgabe bis zu 100 % fiir Doxorubicin, 75 % fiir Cisplatin und bis zu 55 % fiir
Melphalan.

Aufgrund der erhobenen Befunde ergibt sich die Notwendigkeit fiir weitere in-vitro-
und in-vivo-Untersuchungen zur optimalen Anwendung von Arsentrioxid in der Be-

handlung des Neuroblastoms.
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IX Anhang

1 Abbildungen

Abbildung A:

GLUTATHION- REDOX- WEG

ZGSH + H202
| + GSH-Peroxidase

| > 2HO0

(aus dem Pentosephosphatweg unter Ver-

GSSG + NADPH + H*  wendung der Glc-6-P-Dehydrogenase)

| + GSSG-Reduktase

} — NADP*

2 GSH

Fiir die Entgiftung eines Teils Wasserstoffperoxid werden zwei Teile Glutathion (GSH:
98 % des Glutathions liegen in reduzierter Form vor) und die GSH-Peroxidase benotigt.
Unter ihrer Einwirkung entstehen zwei Teile Wasser sowie ein Teil oxidiertes Glutathi-
on (GSSG: Glutathiondisulfid). Das entstandene GSSG kann unter Verwendung von
NADPH + H* (aus dem Pentosephosphatweg kommend) und der Glutathiondisulfidre-
duktase (GSSG-Reduktase) regeneriert werden. Endprodukt und neuer Ausgangspunkt
sind zwei Teile Glutathion und ein Teil NADP', welches wieder in den Pento-

sephosphatweg eingeht.
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Abbildung B

WIRKMECHANISMUS von BSO

+ ATP + ATP
GLU + CYS ———> y-Glutamylcystein + Glycin ——> Glutathion (G)
T T
y-GCS (BSO hemmt) Glutathion-Synthase

WIRKMECHANISMUS von EA

Glutathion + zytotox. Medikament (X) > X-G =>  Glutathionkonz.|

T
GST (EA hemmt)

Glutathion + EA > EA-G =>  Glutathionkonz. |

T
GST (EA hemmt)

Glutathion ist ein Tripeptid, dessen Synthese enzymkatalysiert unter Verbrauch von
zwei ATP (aus der Glykolyse kommend) ablduft. Glycin, Glutamat und Cystein sind die
Ausgangssubstanzen. Die geschwindigkeitsbestimmenden sowie der Feedback-
Hemmung zugingigen Punkte sind die Cysteinkonzentration und die y-GCS.

BSO hemmt die y-GCS; EA senkt u.a. durch Verbrauch den GSH-Spiegel und ist rever-
sibler Inhibitor der GST. Die GST katalysiert die Bindung von Abzubauendem an GSH.
Das Konjugat wird ausgeschleust. Die Hemmung der GST und der Abfall des GSH-
Spiegels fiithren zu einem intrazelluliren Anstieg nicht abgebauter, toxischer (fiir die

Zelle) Substanzen.



Danksagung 80

Danksagung

Ich moéchte mich bei Herrn Prof. Dr. Erttmann fiir die Bereitstellung des Themas und

seine Unterstiitzung bei der Gestaltung dieser Arbeit bedanken!

Ich mochte Herrn Guido Looft fiir die Betreuung und seine gro3e Hilfsbereitschaft dan-

ken!

Vielen Dank auch an die Klinik und Poliklinik fiir Pddiatrische Himatologie und Onko-
logie des Universitétsklinikums Hamburg-Eppendorf fiir die Bereitstellung aller fiir
diese Arbeit notwendigen Materialien und Rdumlichkeiten.

Vielen Dank fiir die freundliche Aufnahme in Ihr Team!

Ich mochte mich bei meinen Eltern bedanken! Ohne Euch hitte diese Arbeit nicht von

mir geschrieben werden konnen.

Ich mochte Dr. Florian Albers fiir seine Anregungen und die investierte Zeit danken!

Vielen Dank an Uwe Eilers, Hilke Mellin und Prof. Dr. Dr. Hans-Karl Albers fiir die

Anmerkungen und Korrekturarbeiten!



Lebenslauf

81

Lebenslauf

Name
Geburtstag und -ort
Eltern

Schulbildung
1988-1992
1992-2001
21.06.2001

Studium
2001-2002
2002-2008

September 2004
2007-2008

Oktober 2008

Besondere Titigkeiten

1998-1999
1999-2001

Miriam Eilers
28. Februar 1982 in Hamburg
Irmgard Eilers, Erzieherin

Uwe Eilers, Dipl. Rechtspfleger (FH)

Grundschule Altrahlstedt in Hamburg
Gymnasium Meiendorf in Hamburg

Abitur

Physik an der Universitit in Hamburg

Humanmedizin am Universitits-Krankenhaus-Eppendorf
in Hamburg

Physikum

Praktisches Jahr in den Asklepios Kliniken Nord und
Barmbek

2. Staatsexamen

Schulsprecherin

Mitglied der Schulkonferenz

Hamburg, 2008



Erkldrung 82

Erklarung

EIDESSTATTLICHE VERSICHERUNG:

Ich versichere ausdriicklich, dass ich die Arbeit selbstindig und ohne fremde Hilfe ver-
fasst, andere als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt und die
aus den benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen einzeln nach
Ausgabe (Auflage und Jahr des Erscheinens), Band und Seite des benutzten Werkes
kenntlich gemacht habe.

Ferner versichere ich, dass ich die Dissertation bisher nicht einem anderen Fachvertreter

an einer anderen Hochschule zur Uberpriifung vorgelegt oder mich anderweitig um Zu-

lassung zur Promotion beworben habe.

Hamburg, 01.02.2010



