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Abstract 

Neuroblastoma (NB) is one of the most common malignancies in childhood. The prognosis for 

patients with high-risk NB or relapsed respectively treatment refractory disease (rNB) remains 

poor and novel therapeutic options are urgently needed. The RIST therapy, a multimodal 

therapy approach combining biologicals (Rapamycin and Dasatinib) with conventional 

chemotherapy (Irinotecan and Temozolomide) in a metronomic way has shown promising 

results in a compassionate use setting.  

Contrary to expectations the anti-tumor effect of the actual used allosteric mTOR inhibitor 

Rapamycin was only modest in clinical investigation and it is assumed that new ATP 

competitive mTOR inhibitors – like Torin 1, Torin 2, PP2A and AZD3147 – could improve the 

efficiency by a more selective and potent inhibition of the mTOR signalling pathway. After 

testing various ATP competitive mTOR inhibitors in viability assays Torin 2 stood out as 

significant improvement compared to Rapamycin in inhibiting the viability of three different 

NB cell lines at significant lower concentrations. Therefore, Rapamycin and Torin 2 were 

compared alone or in combinations that are used in the RIST therapy approach to potentially 

contribute to an improvement of the therapy protocol. The study demonstrated that tested 

neuroblastoma cell lines are more sensitive to Torin 2 leading to a considerably lower treatment 

dose compared to Rapamycin. The effect of both combinations of the mTOR inhibitors with 

Dasatinib has shown to be synergistic. Additionally, Torin 2 inhibited mTOR signalling more 

potent and completely than Rapamycin. A further investigation of the impact on cell cycle 

progression by combination treatments showed an inhibition of Cyclin D1 and induction of p21 

expression. This mechanism might contribute to the induction of G1 cell cycle arrest in NB cells. 

The alternative RIST treatment with Torin 2 affected NB cells lines relating to suppression of 

cell viability and induction of apoptosis as effective as Rapamycin despite a thousandfold 

reduced concentration applied.  
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Zusammenfassung 

Das Neuroblastom (NB) stellt eine der häufigsten Krebserkrankungen im Kindesalter dar. 

Patient/innen mit Hoch-Risiko- bzw. rezidivierten oder unter Therapie refraktären Tumoren 

haben weiterhin eine ungünstige Prognose, weshalb die Entwicklung neuer 

Therapiemöglichkeiten dringend notwendig ist. Die RIST-Therapie, ein multimodaler 

Therapieansatz, in dem Biologika (Dasatinib und Rapamycin) mit einer „milden“ 

konventionellen Chemotherapie (Irinotecan und Temozolomid) in metronomischer Weise 

kombiniert werden, konnte in einer Pilotstudie bereits vielversprechende Ergebnisse liefern.  

Entgegen der Erwartungen konnte der in der Kombinationstherapie bisher verwendete 

allosterisch wirkende mTOR-Inhibitor Rapamycin in klinischen Studien verschiedener 

Krebserkrankungen nur moderate Effekte erzielen. Es wird angenommen, dass die Effektivität 

der Behandlung durch neue ATP-kompetitive mTOR-Inhibitoren – wie Torin 1, Torin 2, 

AZD3147 oder PP242 – aufgrund ihrer hochselektiven und potenten Hemmung des mTOR-

Signalwegs gesteigert werden kann. Das Ziel dieser Studie war eine vergleichende 

Untersuchung von Torin 2 und Rapamycin in Einzelbehandlung beziehungsweise in 

Kombination entsprechend dem RIST-Therapieschema, um möglicherweise zu einer 

Verbesserung des Therapieprotokolls beizutragen. Es konnte gezeigt werden, dass die IC50-

Konzentrationen durch eine höhere Sensitivität der NB-Zelllinien gegenüber Torin 2 im 

Vergleich zu Rapamycin deutlich reduziert werden. Die Kombinationstherapien der mTOR-

Inhibitoren Rapamycin beziehungsweise Torin 2 mit Dasatinib wiesen beide eine 

synergistische Wirkung auf. Zudem wurde eine stärkere und umfassendere Hemmung des 

mTOR-Signalwegs durch Torin 2 nachgewiesen. Die Untersuchung des Einflusses der 

Kombinationstherapie auf die Zellzyklus-Progression zeigte eine Inhibition der Cyclin-D1- und 

Induktion der p21-Expression. Dieser Mechanismus trägt möglicherweise zur Induktion des 

G1-Zellzyklus-Arrests bei. Die alternative RIST-Therapie mit Torin 2 führte trotz der 

tausendfach reduzierten Behandlungsdosis zu vergleichbaren Ergebnissen hinsichtlich einer 

Hemmung der Zellviabilität und Induktion von Apoptose.   
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1 Einleitung 

1.1 Das Neuroblastom 

Das Neuroblastom (NB) ist die häufigste Form extrakranieller, solider Tumoren im Kindesalter 

(1). Im ersten Lebensjahr ist das NB vor den Leukämien die am häufigsten diagnostizierte 

maligne Erkrankung (2–4), 90 % der Diagnosen erfolgen in den ersten fünf Lebensjahren (5). 

Nach dem zehnten Lebensjahr tritt eine Erkrankung äußerst selten auf (4).  

 

Das NB ist ein embryonaler Tumor des sympathischen Nervensystems und entwickelt sich  aus 

primitiven Zellen des Neuralrohrs (6). Es tritt meist paraspinal im Thorax oder Abdomen auf 

(1), wobei etwa 50 % der NB im Nebennierenmark entstehen (1,4). Der andere Teil der Tumore 

hat seinen Ursprung in paraspinalen sympathischen Ganglien des Thorax, Abdomens oder 

Beckens (1).  

 

Das NB ist eine heterogene Erkrankung mit verschiedensten klinischen Ausprägungen. Neben 

der vor allem bei Säuglingen vorkommenden spontanen Tumorregression und Ausreifung  zum 

benignen Ganglioneurinom beziehungsweise Ganglioneuroblastom treten insbesondere bei 

Kindern, die bei Diagnose älter als ein Jahr sind, schwere, metastasierende Krankheitsbilder 

mit ungünstiger Prognose auf (1). Es besteht eine Abhängigkeit der Prognose von Alter, 

Stadium der Erkrankung, molekularer Biologie und zytogenetischen Eigenschaften des Tumors 

(4).  

Unter allen pädiatrischen Krebserkrankungen bei Patient/innen unter 15 Jahren nimmt das NB 

etwa 7 % ein und ist für 15 % der onkologischen Todesfällen bei Kindern verantwortlich (7). 

Die 5-Jahresüberlebensrate lag in den Jahren 1985 – 1994 für Säuglinge < 1 Jahr bei 83 %, 

dagegen bei Kindern zwischen 5 und 9 Jahren bei 40 % (3). 55 % der Patient/innen > 1 Jahr 

weisen bereits bei Diagnose Metastasen auf und haben trotz intensiver Therapie nur eine 

geringe Überlebensrate (1).  

 

Eine häufige genetische Auffälligkeit der NB-Zellen ist die Amplifikation des MycN-

Onkogens. Die genetische Veränderung tritt vor allem in höheren Stadien auf und wird mit 

einer ungünstigen Prognose und rascher Tumorprogression assoziiert (5,8–10). Die 

Überexpression von Myc-Transkriptionsfaktoren kann Ursache einer Dysregulation von 
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Wachstum und Proliferation sein (1). Es wird angenommen, dass die MycN-Amplifikation im 

NB Angiogenese, Überleben und Metastasierung fördert und die Eliminierung von 

Tumorzellen durch das Immunsystem, die sogenannte Immunüberwachung, unterdrückt (11).  

1.2 RIST-Therapie 

Abhängig von Tumorstadium und prognostischen Faktoren werden die chirurgische Entfernung 

des Tumors mit Chemotherapie und gegebenenfalls Radiotherapie kombiniert (4). Die 5-

Jahresüberlebenrate dieser Patient/innen ist aber weiterhin gering (6), weshalb in klinischen 

Studien neue Therapieansätze, wie beispielsweise die RIST-Therapie, getestet werden.   

 

Die RIST-Therapie, eine multimodale Kombinationstherapie, setzt sich aus Rapamune® 

(Rapamycin), Irinomedac® (Irinotecan), Sprycel® (Dasatinib) und Temomedac® 

(Temozolomid) zusammen. Die Biologika Rapamycin und Dasatinib werden mit den 

Chemotherapeutika Temozolomid und Irinotecan in einem metronomischen Therapieschema 

angewandt (12). Das neuartigen Therapiemodell wird derzeit in einer randomisierten Phase-II-

Studie im Vergleich zur konventionellen Chemotherapie mit Irinotecan + Temozolomid unter 

Leitung von Prof. Dr. med. Selim Corbacioglu getestet (RIST-rNB-2011, Clinical Trial.gov 

Identifier: NCT001467986,  (12)). Die Studie soll Aufschluss geben, ob eine Vorbehandlung 

mit molekular wirksamen Medikamenten (Biologika) und Durchführung der Therapie in 

metronomischem Design eine Verbesserung der Neuroblastom-Behandlung bringt (12). Die 

Zielgruppe der Studie sind Patient/innen mit rezidivierendem oder Therapie-refraktärem 

Neuroblastom (rNB) (12), bei denen die Prognose trotz intensiver Therapien weiter ungünstig 

ist (9,13) und eine Verbesserung der Therapiemöglichkeiten dringend notwendig ist.    

 

Kombinationstherapien, also die Kombination zweier oder mehrerer Medikamente, stellen 

häufig einen Vorteil in der Tumortherapie dar: Durch additive oder synergistische 

Wirkmechanismen kann die Effektivität im Gegensatz zu Monotherapien gesteigert werden, 

während toxische Wirkungen durch eine niedrigere Dosierung unter Erhalt oder Steigerung der 

anti-Tumor-Effekte verringert werden können. Zudem wird die Entstehung von 

Therapieresistenzen minimiert beziehungsweise verzögert (14,15). 

Metronomische Therapiedesigns zeichnen sich durch die in regelmäßigen Abständen 

durchgeführte Behandlung ohne lange Therapieunterbrechungen und mit geringen, weit 

unterhalb der maximal tolerierten Dosis (MTD) liegenden Medikamentendosen aus, wodurch 
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die klinischen Effektivität erhalten beziehungsweise sogar gesteigert und toxische Wirkungen 

reduziert werden können (16,17). 

Bei der RIST-Therapie werden die Biologika im Wechsel mit den Chemotherapeutika 

verabreicht (18). Neben der Reduktion der Toxizität und Resistenzentwicklung sollen 

Krebszellen durch die Vorbehandlung mit den Biologika in einer Zellzyklusphase 

synchronisiert (18) und für die folgende Chemotherapie sensibilisiert werden (18–22). Bereits 

therapieresistente Tumorerkrankungen konnten mit metronomischen Therapiemodellen in 

präklinischen Untersuchungen effektiv behandelt werden (23). In verschiedenen 

Tumorentitäten wurden komplette oder partielle Remissionen durch Behandlung im 

metronomischen Therapiedesign erreicht (23,24). 

 

Die RIST-Therapie wurde bereits in vitro und in vivo am Glioblastom (GBM) getestet und 

lieferte vielversprechende Resultate, wie eine signifikante Reduktion der Zellzahl und 

Viabilität, sowie eine Verlängerung des Überlebens und Verringerung der Tumorbelastung 

unter geringen unterwünschten Nebenwirkungen (18). 

 

Im Folgenden werden die einzelnen Medikamente der RIST-Therapie und deren molekulare 

Ziele und Wirkmechanismen kurz erklärt. Die Angriffspunkte der Substanzen sind in 

Abbildung 1 dargestellt.  

 

Abbildung 1: Angriffspunkte der Medikamente der RIST-Therapie 

Darstellung der molekularen Angriffspunkte der Medikamente der RIST-Therapie. (RTK: Rezeptor-Tyrosin-

Kinasen; PI3K: Phosphatidylinositol-3-Kinase; AKT: Proteinkinase B (PKB); mTORC1 bzw. -2: mammalian 

Target of Rapamycin-Complex 1 bzw. 2)   
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Dasatinib 

Dasatinib weist neben der zunächst charakterisierten Inhibition der Bcr-Abl-Tyrosinkinase eine 

hemmende Wirkung gegenüber weiteren Kinasen, wie den Src-Family- und Rezeptor-

Tyrosinkinasen auf (25–27). In NB-Zelllinien konnte für Dasatinib ein antiproliferativer und 

antimigratorischer Effekt nachgewiesen werden (28). 

 

Rapamycin und Torin 2 

Rapamycin und Torin 2 stellen Vertreter der mTOR-Inhibitoren dar und werden tiefergehend 

in Kapitel 1.4.1 bzw. 1.4.2 erläutert.  

 

Irinotecan 

Irinotecan wird durch eine hepatische Carboxyesterase zum aktiven Metaboliten SN-38 (7-

Ethyl-10-Hydroxy-Camptothecin) prozessiert. Durch die Interaktion mit der DNA-

Topoisomerase-I werden DNA-Strangbrüche induziert, die zum Zelltod führen (29).  

 

Temozolomid 

Die zytotoxische Aktivität von Temozolomid wird durch den aktiven Metaboliten 5-(3-

Methyltriazen-1-yl)-Imidazole-4-Carboxamide (MTIC) vermittelt und beruht auf der 

Schädigung der DNA durch Alkylierung (Methylierung von Guanin an O6 und N7) (30).  

1.3 PI3K/AKT/mTOR-Signalkaskade 

Der Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/Proteinkinase B (AKT)/mammalian Target of 

Rapamycin (mTOR)-Signalweg beeinflusst maßgeblich die Regulation von Wachstum, 

Proliferation und Überleben von Zellen (31) und stellt einen der am häufigsten fehlregulierten 

Signalwege in humanen Tumoren dar (32–34). Im NB nimmt er eine zentrale Rolle für maligne 

Transformation und Progression ein (35). Eine Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs fördert 

das Wachstum und Überleben der Tumorzellen, sowie den zellulären Metabolismus (36). Meist 

sind eine Aktivierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) oder somatische Mutationen 

verschiedener Komponenten der Signalkaskade ursächlich (36).  



19 

 

 

Abbildung 2: PI3K/AKT/mTOR-Signalkaskade 

Darstellung der PI3K/AKT/mTOR-Signalkaskade in Anlehnung an (35,37–42). 

Die durch Bindung von Wachstumsfaktoren an RTKs vermittelte Stimulation der PI3-Kinase 

wirkt sich auf verschiedene Signalkaskaden aus. So wird über Phosphorylierung und 

Aktivierung von AKT (auch PKB: Proteinkinase B) durch PDK-1 unter anderem die mTOR-

Signalkaskade reguliert (43). AKT gilt in Tumoren als Haupteffektor von PI3K, wobei der 

mTOR-Komplex 1 (mTORC1) als das wichtigste Substrat der Signalkette unterhalb von AKT 

angesehen wird (36).  

  

Die PI3K/AKT/mTOR-Signalkaskade stellt damit ein interessantes molekulares Ziel der Krebs- 

beziehungsweise NB-Therapie dar. Dies unterstreichen zahlreiche Untersuchungen, die bereits 

eine reduzierte Proliferation in vitro, sowie ein reduziertes Tumorwachstum in vivo durch 

Inhibitoren des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs im NB nachgewiesen haben (44–51). Ein 

Eingriff in den Signalweg kann dabei auf verschiedenen Ebenen stattfinden. In dieser Arbeit 

liegt der Fokus auf dem Anteil des mTOR-Systems, das im Folgenden tiefergehend erläutert 

wird. 
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 Die mTOR-Signalkaskade 

Das mammalian Target of Rapamycin (mTOR) stellt einen zentralen Regulationspunkt für 

Zellwachstum, Proliferation und zellulären Metabolismus dar (52). Es erfolgt die Integration 

verschiedener Signale, wie beispielsweise Wachstumsfaktoren, Nährstoffe, Energiestatus, 

Aminosäuren und Stressbedingungen und die Umwandlung in eine der herrschenden 

Bedingungen angepassten zellulären Antwort (53,54). Diese Regulationsmechanismen stellen 

sicher, dass die Induktion von Wachstum, ein energetisch anspruchsvoller Prozess, nur bei 

ausreichender Versorgung der Zelle mit Energie und Ausgangssubstanzen und in Abwesenheit 

zellulärer Stresssignale erfolgt (40,42). Unter wachstumsstimulierenden Bedingungen wird die 

mRNA-Translation, Ribosomen-Biogenese (41) und G1-Zellzyklus-Progression (52) gefördert 

und eine Zunahme der Zellgröße und Proliferation erreicht (41). Neben der Förderung der 

synthetischen Kapazität erfolgt zudem eine Unterdrückung kataboler Stoffwechselprozesse, 

vorwiegend der Autophagie (53,55). Autophagie stellt einen Stoffwechselweg des Abbaus und 

Recyclings zellulärer Komponenten wie Proteinen (Mikroautophagie) und Organellen 

(Makroautophagie) dar und trägt zum Überleben unter Einfluss von zellulärem Stress, sowie 

Mangelversorgung bei (56,57). Eine Fehlfunktion von Autophagie ist an der Entstehung 

zahlreicher Erkrankungen, wie beispielsweise Krebserkrankungen, beteiligt (56,57). 

 

mTOR besteht aus derzeit zwei bekannten Komplexen: mTORC1 und -2 (mTOR-Komplex 1 

und mTOR-Komplex 2) (58), die unterschiedliche Eigenschaften bezüglich Komponenten, 

Substraten, zellulären Funktionen und Sensitivität gegenüber dem mTOR-Inhibitor Rapamycin 

aufweisen (53). Die Aktivierung des mTORC1 erfolgt durch eine AKT-vermittelte Hemmung 

des TSC-Komplexes (Tuberöser Sklerose Komplex), der den mTORC1 in aktivem Zustand 

unterdrückt (40,53,54). Die Hauptsubstrate des mTORC1 sind die S6K1/2 (ribosomale 

Proteinkinasen S6 1/2) und die 4EBP1-3 (eukaryotic initiating factor 4E binding proteins 1-3), 

worüber die Proteintranslation und die G1-Zellzyklus-Progression gesteigert und damit 

Zellwachstum und Proliferation gefördert werden (38,40,53).  

Eine wichtige Funktion ist das S6K1-vermittelte negative Feedback, wodurch die PI3K/AKT-

Signalkaskade über eine Herunterregulation des IRS-1 (Insulin-Rezeptor-Substrat 1) 

unterdrückt wird (59). IRS-Proteine vermitteln die Stimulation der PI3K-Signalkaskade durch 

Wachstumsfaktoren (60).  

Über die mTORC2-Substrate AKT (auch PKB: Proteinkinase B), PKC (Proteinkinase C) und 

SGK (Serum- und Glucocorticoid-induzierte Proteinkinase) greift der mTOR-Signalweg in die 

Regulation von Zellüberleben, Proliferation und Metabolismus ein (42,53,61). mTOR ist somit 
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über den mTORC2 an der Regulation von AKT beteiligt und als mTORC1 gleichzeitig selbst 

Substrat von AKT (38).  

Für die vollständige Aktivierung von AKT sind zwei Phosphorylierungen notwendig: zum 

einen an Thr308 durch die PDK-1 und zum anderen an Ser473 durch den mTORC2 (62). 

 Die Rolle der mTOR-Signalkaskade bei Krebserkrankungen 

Die mTOR-Signalkaskade nimmt eine zentrale Rolle in der Regulation von Zellwachstum, 

Proliferation und Metabolismus ein (52). Eine Dysregulation und Hyperaktivität der mTOR-

Signalkaskade durch Mutationen verschiedener Signalweg-Komponenten beziehungsweise 

Proteinen, die mTOR regulieren, liegen in verschiedenen Tumorentitäten vor (40,52,63,64). 

Die Signalkaskade trägt in Krebszellen zu neoplastischem Wachstum und Progression bei und 

induziert eine metabolische Transformation, Anstieg der Proliferation und des Potentials zu 

Metastasierung und ist darüber an zahlreichen für die Tumorgenese wichtigen Prozessen 

beteiligt (37). 

Es scheint eine Abhängigkeit von Tumoren mit Hyperaktivität des PI3K/AKT-Signalwegs 

beziehungsweise des Onkoproteins AKT von einer funktionierenden mTOR-Signalkaskade zu 

bestehen (43,55). Über die Aktivierung von AKT durch den mTORC2 werden für die 

Tumorgenese wichtige Prozesse wie Proliferation, Wachstum, Metabolismus, Angiogenese, 

Glukoseaufnahme und das Zellüberleben gefördert (61). Die Anwendung von mTOR-

Inhibitoren greift in dieses System ein und könnte die Tumorgenese beziehungsweise das 

weitere Tumorwachstum unterdrücken.  

Verschiedene Arbeitsgruppen haben bereits eine Aktivierung des PI3K/AKT/mTOR-

Signalwegs im NB zeigen können (35,65,66).  In der Studie von Opel et al. wurde eine 

Aktivierung des Signalwegs durch Phosphorylierung von AKT mit einer verkürzten 

Überlebensdauer und dem Vorhandensein genetischer Marker wie der MycN-Amplifikation, 

die mit aggressiven Tumoren assoziiert wird, in Verbindung gebracht (66). Laut Iżycka-

Świeszewska et al. ist die Aktivierung des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs bei High-Risk-NB 

besonders häufig zu finden (65). 

 

Die Amplifikation von MycN tritt im NB vor allem in höhergradigen Tumoren auf und wird 

mit einer ungünstigen Prognose assoziiert (5,10). Aufgrund der Förderung von Angiogenese, 

Überleben und Metastasierung, sowie Inhibition der Immunüberwachung durch die 

Amplifikation des Onkogens stellt MycN ein erfolgsversprechendes Ziel der Tumortherapie dar 
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(11,67). Es wurden verschiedene Möglichkeiten untersucht, um die MycN-Expression zu 

senken, mit dem Ziel die Entwicklung, Wachstum und Proliferation des NB zu verringern (11). 

Es konnte gezeigt werden, dass MycN durch eine Hemmung des mTOR-Signalwegs degradiert 

beziehungsweise herunterreguliert wird (11,50,51). Zudem gibt es Hinweise auf eine höhere 

Sensitivität MycN-exprimierender Krebszellen gegenüber PI3K/mTOR-Inhibitoren (50,51). 

Die Verwendung von mTOR-Inhibitoren stellt daher einen vielversprechenden Ansatz der NB-

Therapie dar. Gerade für Patient/innen mit Tumoren in höheren Stadien, bei denen eine MycN-

Amplifikation besonders häufig vorliegt und deren Prognose weiterhin sehr ungünstig ist, 

könnte dies zur Verbesserung der Therapieoptionen beitragen. 

1.4 mTOR-Inhibitoren 

Durch den starken Einfluss des mTOR-Signalwegs auf Tumorentwicklung und -progression 

erscheinen mTOR-Inhibitoren als potentiell vielversprechende Therapeutika verschiedener 

Krebserkrankungen (52). In den folgenden Kapiteln soll auf die mTOR-Inhibitoren der ersten 

(Rapamycin beziehungsweise Rapalogs), sowie der zweiten Generation (ATP-kompetitive 

mTOR-Inhibitoren) eingegangen werden. 

 Rapamycin und Rapaloga 

Rapamycin wird durch das Bakterium Streptomyces hygroscopius synthetisiert, welches 1970 

aus einer Bodenprobe von den Osterinseln (Rapa Nui) isoliert wurde. Zunächst wurde eine 

antifungale Wirkung gezeigt (68,69). Durch eine immunsuppressive Wirkung mittels 

Hemmung der T- und B-Zell-Proliferation und der Antikörpersynthese findet Rapamycin 

Anwendung in der Prävention der Organabstoßung nach Transplantation (70). Aufgrund eines 

antiproliferativen Effekts wird Rapamycin zudem als vielversprechendes Medikament in der 

Krebstherapie angesehen (70). Die Wirkung von Rapamycin umfasst die Hemmung der G1-

Zellzyklus-Progression, Proliferation (70) und Angiogenese (71), sowie die Induktion von 

Autophagie (72). Es sind nur wenige Nebenwirkungen und keine Endorgan-Toxizitäten 

bekannt (41). 

 

Mittlerweile wurden zahlreiche Rapamycin-Analoga, sogenannte Rapalogs, entwickelt, die 

sich durch verbesserte pharmakokinetische Eigenschaften, wie beispielsweise einer höheren 

Löslichkeit, auszeichnen (38,41). Der Wirkmechanismus wurde nicht verändert und die 
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therapeutischen Effekte sind mit Rapamycin vergleichbar (41), weshalb im Folgenden 

Rapamycin sowohl für die Ausgangssubstanz, als auch ihre Analoga steht. 

 

Die Hemmung der mTOR-Kinase durch Rapamycin wird über einen allosterischen 

Mechanismus erreicht (73), wobei zunächst nur der mTORC1 und seine Substrate S6K1 und 

4EBP1 unterdrückt werden (38,41). Der mTORC2 und sein Substrat AKT (Ser473) werden bei 

kurz andauernder Behandlung von NB-Zelllinien mit Rapamycin nicht gehemmt. Eine länger 

anhaltende Therapie kann zur Unterdrückung der mTORC2-Aktivität führen (74), wobei dieser 

Effekt Zelllinien-spezifisch ist (38).  

 

Entgegen der Erwartungen durch vielversprechende Ergebnisse präklinischer Untersuchungen 

konnte Rapamycin in der klinischen Anwendung nur moderate Anti-Tumor-Effekte erzielen 

(40). Es gibt verschiedene Ansätze zur Erklärung dieser Wirkungslimitierung: 

Erstens wird durch Rapamycin zunächst nur der mTORC1 gehemmt. Der mTORC2 wird, wie 

oben beschrieben, nur durch länger anhaltende Behandlung (74) und zudem Zelllinien-

spezifisch unterdrückt (38). Dies könnte im Hinblick auf die möglicherweise tragende 

Bedeutung der mTORC2-abhängigen AKT-Aktivierung und damit Förderung von 

Zellüberleben und Proliferation (61) für die eingeschränkte Wirkung verantwortlich sein. 

Zweitens wird der mTORC1 nur unvollständig gehemmt (75–77). In manchen Zelllinien 

scheint sich Rapamycin unterschiedlich auf die mTORC1-Substrate S6K1 und 4EBP1 

auszuwirken. Nach zunächst erfolgender Hemmung von 4EBP1 wird das Substrat unter 

andauernder Rapamycin-Behandlung resistent und wieder phosphoryliert (77). 4EBP1 spielt 

eine wichtige Rolle für die Regulation der Proliferation (78). Die fehlende Hemmung durch 

Rapamycin könnte daher eine Ursache der eingeschränkten antihyperplastischen Wirkung sein 

(79). 

Außerdem wird das in Kapitel 1.3.1 beschriebene mTORC1-vermittelte negative Feedback auf 

den PI3K/AKT-Signalweg durch die mTORC1-Inhibition unterdrückt (40,80), wodurch es 

paradoxerweise zur Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs kommt (80,81). Durch eine 

Aktivierung von AKT werden, entgegen der erwünschten Anti-Tumor-Effekte, das 

Zellüberleben, die Proliferation und das Wachstum der Krebszellen gefördert (80).  
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 ATP-kompetitive mTOR-Inhibitoren  

Die geringe Effektivität von Rapamycin in der klinischen Anwendung führte zur Entwicklung 

von ATP-kompetitiven mTOR-Inhibitoren (42,79).  

Torin 2, ein Vertreter dieser Medikamenten-Gruppe wurde in dieser Arbeit innerhalb des RIST-

Therapieschemas im Vergleich zu Rapamycin genauer untersucht. Die theoretischen 

Hintergründe dieser neuen Inhibitoren werden im Folgenden erläutert. 

 

Die neuen mTOR-Inhibitoren weisen im Gegensatz zur Rapamycin-vermittelten allosterischen 

mTOR-Hemmung einen ATP-kompetitiven Inhibitionssmechanismus auf, wodurch sowohl der 

mTORC1, als auch der mTORC2 effektiv unterdrückt werden (37,40,79). Verschiedene 

Studien konnten zeigen, dass ATP-kompetitive mTOR-Inhibitoren eine stärkere und 

vollständige mTORC1-Hemmung induzieren, die eine Steigerung der antiproliferativen Effekte 

zur Folge hat (76,82).  

Ein wichtiger Aspekt der mTOR-Inhibitoren zweiter Generation ist der hemmende Effekt auf 

AKT. Die lang-anhaltende Therapie mit Rapamycin resultiert in einer Enthemmung des 

negativen Feedbacks auf die PI3K-Signalkaskade, was zur Hyperphosphorylierung von AKT 

führt (80,81). Liu et al. zeigte dagegen für Torin 2 eine über 72 h anhaltende Hemmung der 

AKT-Phosphorylierung an Ser473 (83). Verschiedene ATP-kompetitive mTOR-Inhibitoren 

induzierten neben der Unterdrückung der AKT-Phosphorylierung an Ser473 auch eine 

Inhibition an der zweiten Phosphorylierungsstelle Thr308 (76,84). Feldman et al. nehmen an, 

dass die Unterdrückung der Phosphorylierung an Thr308 abhängig von der 

Dephosphorylierung an Ser473 durch eine Hemmung des mTORC2 ist (76). 

Die unterschiedlichen Auswirkungen der mTOR-Inhibitoren auf die Substrate beziehungsweise 

deren Funktionen sind in Abbildung 3 (nach Saxton and Sabatini, 2017 (40)) dargestellt. 

Demnach unterdrückt Rapamycin über die Hemmung von S6K1 das Wachstum und die 

Proliferation der Zelle und enthemmt den Stoffwechselweg der Autophagie. 4EBP1 sowie der 

mTORC2 und sein Substrat AKT werden durch Rapamycin kaum inhibiert. AKT fördert 

dadurch weiterhin Wachstum und Proliferation und stimuliert den mTORC1. Die ATP-

kompetitiven mTOR-Inhibitoren hemmen dagegen sowohl den mTORC1 als auch den 

mTORC2. Die mTORC1-Hemmung umfasst die Unterdrückung beider Substrate S6K1 und 

4EBP1, wodurch das Wachstum und die Proliferation der Zelle effektiv unterdrückt werden. 

Die Autophagie wird, wie auch durch Rapamycin, enthemmt.  



25 

 

 

Abbildung 3: mTOR-Hemmung durch Rapalogs und ATP-kompetitive mTOR-Inhibitoren im 

Vergleich 

Darstellung der unterschiedlichen Auswirkungen der mTOR-Hemmung durch Rapalogs und ATP-kompetitive 

mTOR-Inhibitoren, nach: Saxton and Sabatini, 2017, S. 970. (40). 

In Untersuchungen zu verschiedenen Vertretern dieser Inhibitoren-Gruppe konnte im Vergleich 

zu Rapamycin eine stärkere Hemmung der Proteintranslation (82) und Proliferation festgestellt 

werden (82,85). Zunächst wurde angenommen, dass die gesteigerte Wirkung durch die 

zusätzliche Hemmung des mTORC2 begründet ist. Allerdings konnte gezeigt werden, dass die 

vollständige mTORC1-Hemmung mit Unterdrückung Rapamycin-resistenter Funktionen, wie 

der Phosphorylierung von 4EBP1, für die erhöhte Effektivität verantwortlich sind (61,76,82). 

 

Die Inhibitoren weisen eine hochpotente und spezifische Hemmung von mTOR auf (85,86), 

was dazu führt, dass die Aktivität von mTORC1 und -2 effektiv unterdrückt wird, während PI3-

Kinasen, zu denen mTOR stark homolog ist, nicht gehemmt werden (86). Die selektive 

Hemmung einer Kinase könnte nebenwirkungsärmer sein als eine gleichzeitige Hemmung 

mehrerer Kinasen. 

Im Gegensatz zu dem bei Rapamycin bekannten immunsuppressiven Effekt (70) konnte in einer 

Untersuchung der Behandlung von T-ALL-Zellen mit Torin-2 trotz des starken zytotoxischen 

Effekts auf die Tumorzellen keine Beeinträchtigung von ruhenden gesunden CD4+ T-

Lymphozyten nachgewiesen werden (87). Anders als Rapamycin könnte Torin 2 die 

Immunabwehr während einer Krebstherapie erhalten.  

Es besteht die Befürchtung, dass die gleichzeitige Hemmung beider mTOR-Komplexe und 

damit das Eingreifen in mehrere Signalsysteme zu einer hohen Toxizität führen könnte (41). 

Dagegen sprechen Zellkultur- und Kurzzeit-Xenograft-Untersuchungen, in denen keine 

schädigenden Effekte festgestellt wurden beziehungsweise die Behandlung gut toleriert wurde 

(61,88).  
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit 

Das Neuroblastom ist eine der häufigsten malignen Erkrankungen im Kindesalter. Patient/innen 

mit rezidiviertem oder unter Therapie progredientem NB (rNB) haben weiterhin eine 

ungünstige Prognose. Für diese Patientengruppe ist eine Verbesserung der 

Behandlungsmöglichkeiten dringen notwendig. Am Universitätsklinikum Regensburg wurde 

unter Leitung von Prof. Dr. med. Selim Corbacioglu für Patient/innen mit rNB ein neues, 

multimodales Therapiemodell entwickelt, in dem Biologika (Rapamycin und Dasatinib) und 

eine „milde“ Chemotherapie (Irinotecan und Temozolomid) metronomisch kombiniert werden. 

In einer Pilotstudie konnten bereits vielversprechende Ergebnisse erzielt werden: bei 38 % der 

rNB-PatientInnen konnte eine Langzeitremission erreicht werden. Die Therapie wird derzeit in 

einer offenen, randomisierten Phase-II-Studie (RIST-rNB-2011) getestet. 

 

In dieser Arbeit soll der neue ATP-kompetitive mTOR-Inhibitor Torin 2 im Vergleich zum 

derzeit verwendeten Rapamycin getestet werden, um möglicherweise eine Verbesserung des 

RIST-Therapieschemas zu erzielen. Es wird angenommen, dass die hohe Potenz und 

Selektivität dieser neuen Inhibitoren-Generation zu einer Reduktion der IC50-Konzentration 

(mittlere inhibitorische Konzentration) bei Behandlung von NB-Zelllinien führt. Dies könnte 

in der klinischen Anwendung zu einer Verringerung der Nebenwirkungen der RIST-Therapie 

beitragen. Daher wurden im ersten Teil dieser Arbeit die IC50-Konzentrationen für die 

Substanzen in Einzelbehandlung, sowie in Kombination entsprechend dem RIST-

Therapieschema ermittelt. Zudem erfolgte die tiefergehende Charakterisierung des Effekts der 

Kombinationsbehandlung hinsichtlich einer potenziellen synergistischen, additiven oder 

antagonistischen Wirkung.  

 

In der Literatur werden eine stärkere Hemmung der mTOR-Signalkaskade und dadurch 

folgender Steigerung der antiproliferativen Wirkung im Vergleich zu Rapamycin, sowie 

zytotoxische und zytostatische Effekte und eine starke Induktion von Autophagie durch ATP-

kompetitive mTOR-Inhibitoren beschrieben (siehe 1.4.2). Die molekulare Wirkungsweise von 

Torin 2 wurde daher in Bezug auf die Hemmung des mTOR-Signalwegs, Induktion von 

Apoptose, Autophagie und Seneszenz, sowie der Vermittlung eines Zellzyklus-Arrests im 

Vergleich zu Rapamycin analysiert.  

 

Andere Studien sowie laborinterne Voruntersuchungen geben Hinweise auf eine von der 

Expression des Onkogens MycN abhängigen Sensitivität gegenüber mTOR-Inhibitoren 
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beziehungsweise der RIST-Therapie. Auf einen Zusammenhang zwischen dem Proteinlevel 

von MycN und dem Therapieansprechen sollte daher mit Hilfe der MycN-induzierbaren 

Zelllinie Tet21N untersucht werden. Der Nachweis einer Korrelation zwischen dem MycN-

Level und Sensitivität gegenüber mTOR-Inhibitoren beziehungsweise der RIST-Therapie 

könnte helfen, die Behandlung Patienten-spezifischer einzusetzen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

 Verwendete Geräte, Software, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien, 

Reagenzien und Antikörper 

Tabelle 1: Geräte 

Gerät Hersteller 

CO2 Inkubator HERA Cell 240 Heraeus 

Integra Pipetboy acu 2  Integra 

Magnetrührer mit Heizung VMA-C4 VWR 

Mikroskop Nikon Eclipse TS100 Nikon 

Mikroskopkamera Nikon DS-Vil Nikon 

Mikrozentrifuge gekühlt Mircro Star 17R VWR 

Mini-PROTEAN Tetra cell 4 Gel 1,0mm Bio-Rad Laboratories 

Multipipette research 300 µl Eppendorf 

Neubauer Zählkammer Brand 

Pipetten Eppendorf research plus 10 µl, 100 µl, 

200 µl, 1000 µl 

Eppendorf 

Pipetten HandyStep® Brand 

Spectrophotometer TECAN  Tecan 

Sterilbank HERAsafe Heraeus 

Tischzentrifuge Combi-Spin FVK-2400N Hartenstein 

Vortex GvLab Gilson 

Vortex Mixer; Vortex Genie2 GVLab Gilson; Scientific Industries 

Waage Kern EW 

Wasserbad GFL1086 Gesellschaft für Labortechnik 

Zentrifuge Centrifuge 5810R Eppendorf 

 

Tabelle 2: Software 

Software Hersteller 

Adobe Photoshop Adobe Inc. 

CalcuSyn (Version 2) Biosoft 

Citavi  Swiss Academic Software 
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GraphPad Prism 6 GraphPad Software, Inc. 

ImageJ NIH, Wayne Rasband 

Magellan 4 TECAN Austria GmbH 

Microsoft Word und Microsoft Excel Microsoft Corporation 

NIS Elements Imaging Software Laboratory Imaging 

 

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien 

  Hersteller 

Combitips advanced 5,0 mL, 10 mL Eppendorf/Omnilab 

Reaktionsgefäß (Eppendorf Tube) 1,5 mL, 2 mL Sarstedt 

Reaktionsgefäß (Falcons) 15 mL, 50 mL 

Cryotubes 2,0 mL 

Sarstedt 

 

Nitrocellulose Blotting Membrane 

(AmershamTM ProtranTM 0,45 µm NC) 

GE Healthcare Life Science 

Pasteur Pipetten  VWR 

Pipettenspitzen mit Filter Sarstedt 

Pipettenspitzen ohne Filter Gilson, Biosphere 

Serologische Pipetten  Sarstedt 

Westernblot Filterpapier Thermo Fisher Scientific 

Zellkulturflaschen 75 cm2, 25 cm2 Corning/Omnilab 

Zellkulturplatten 96 well, 12 well Omnilab 

 

Tabelle 4: Chemikalien und Reagenzien 

Substanz, Katalognummer (#) Hersteller 

2-Propanol Chemikalienausgabe Universität Regensburg 

Agarose (peqGOLD Universal-A.), #35-1020 VWR  

Acryl/Bisacrylamid Rotiphorese Gel 30 (37, 5:1) Roth 

Ammoniumpersulfat (APS) Serva 

Bromphenolblau Merck 

Dimethylformamide (#12767) Cell Signaling 

DMSO, HybriMax, steril filtriert Sigma 

Dulbecco´s Phosphat Buffered Saline (PBS) Sigma 

Ethanol Rotipuran  Carl Roth 

Etoposid, #E1383-25MG Sigma 

Fetal Bovine Serum (FBS)  Biochrom 

G418, Cell Culture Reagent, #E859 VWR 
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GeldRed, #41003 Biotium 

Glycin  Roth 

Gylcerol BioXtra Sigma 

Salzsäure (HCl) 37 % Roth 

Hygromycin B aus Strep. hygroscopius, 

#400052 

Merck 

Isopropanol, 70 % BRAUN 

L-Glutamin (L-Gln), 200 mM Gibco Life Technologies 

MEM NEAA (Non-Essential Amino Acids) Gibco Life Technologies 

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) Sigma 

Natriumazid (5 %) Merck 

PCR Mycoplasma Test Kit I/C  PromoCell 

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)  Biochrom 

Proteinmarker: Blue Prestained Proteinstandard NewEngland BioLabs 

RPMI 1640 mit Phenolrot, ohne Glutamin Gibco Life Technologies 

RPMI 1640 ohne Phenolrot Gibco Life Technologies 

SDS (Sodium Dodecyl Sulfate ReagentPlus) Sigma  

Senescence ß-Galactosidase Staining Kit 

(#9860) 

Cell Signaling 

Sodiumchlorid (NaCl) Sigma 

SuperSignalTM West Dura Trial Kit Thermo Scientific 

SuperSignalTM West Pico PLUS 

Chemiluminescent Substrate 

Thermo Scientific 

Tetramethylethylenediamine (TEMED) Roth 

Tetrazyklin Hydrochlorid, #SAFST7660 VWR 

Tris  Merck 

Trypan Blue BioWhittaker 

Trypsin 0,05%/EDTA 0,02%, (w/v) in PBS  Biochrom 

Tween20 Sigma 

β-Mercaptoethanol (β-ME) Roth 

 

Tabelle 5: Antikörper 

 Antikörper (AK) mit 

Katalognummer (#) 

Hersteller Verdünnung Typ Molekulargewicht 

Primär-AK Akt (pan) (C67E7) 

#4691 

Cell 

Signaling 

1:1000 rabbit 60 kDa 
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Phospho-AKT  

(Ser 473) XP® #4060 

Cell 

Signaling 

1:1000 rabbit 60 kDa 

Phospho-AKT 

(Thr308) XP® #13038 

Cell 

Signaling 

1:1000 rabbit 60 kDa 

Cas-3 (8G10) #9665 Cell 

Signaling 

1:1000 rabbit 35 kDa (full-

length), 

17 +19 kDa 

(cleaved) 

Cyclin D1 Cell 

Signaling 

1:1000 rabbit 36 kDa 

GAPDH (0411) #sc-

47724 

Santa Cruz 1:2000 mouse 37 kDa 

GSK-3α/β (D75D3) 

#5676 

Cell 

Signaling 

1:1000 rabbit 46+51 kDa 

Phospho-GSK-3β 

(Ser9) #9336 

Cell 

Signaling 

1:1000 rabbit 46 kDa 

LC3B  

#NB100-2220SS 

NovusBio 1:2000 rabbit 17 kDa (LC3 II), 

19 kDa (LC3 I) 

N-Myc #9405 Cell 

Signaling 

1:1000 rabbit 62 kDa 

PARP-1 #1072-1 Epitomics 1:1000 rabbit 113 kDa (full-

length), 

29 kDa (cleaved) 

p21 Waf1/Cip 

(DCS60) #2946 

Cell 

Signaling 

1:1000 mouse 21 kDa 

p70 S6 Kinase #9202 Cell 

Signaling 

1:1000 rabbit 70+85 kDa 

Phospho-p70 S6 

Kinase (Thr389) 

(108D2) #9234 

Cell 

Signaling 

1:1000 rabbit 70+85 kDa 

Src #2108 Cell 

Signaling 

1:1000 rabbit 60 kDa 

Phospho-Src Family 

(Tyr 416) #2101 

Cell 

Signaling 

1:1000 rabbit 60 kDa 

4E-BP1 (53H11)  

# 9644 

Cell 

Signaling 

1:1000 rabbit 15-20 kDa 

Phospho-4E-BP1 

(Ser65) (174A9) 

#9456 

Cell 

Signaling 

1:1000 rabbit 15-20 kDa 

Sekundär-

AK 

Anti-mouse IgG, HRP 

#7076S 

Cell 

Signaling 

1:3000 HRP  

Anti-rabbit IgG, HRP 

#7074S 

Cell 

Signaling 

1:3000 HRP  
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 Zellkultur 

Aus Tabelle 6 können die verwendeten Zelllinien, sowie deren Klassifizierung und 

Eigenschaften entnommen werden. Abbildung 4 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen der 

Zelllinien in Kultur.  

 

Tabelle 6: Zelllinien 

Name Verhalten in Zellkultur MycN-Expression Herkunf 

Kelly adhärent; 

als Mono- und Multilayer wachsend; 

rund oder spindelförmig, bilden 

Neuriten  

MycN-Amplifikation (89) DSMZ  

ACC 355 

(09/2017) 

IMR-32 adhärent; 

Fibroblasten-ähnlich, als Monolayer 

wachsend, aber teilweise auch 

Haufenbildung und schwimmende 

Zellen; 

Ernte der Zellen ohne Trypsin 

MycN-Amplifikation (90) DSMZ  

ACC 165 

(11/2016) 

Tet21 N adhärent Induzierbar mit Tetrazyklin (91) DKFZ 

(03/2018) 

 

 

Abbildung 4: Lichtmikroskopische Aufnahme der Zelllinien 

Lichmikroskopische Aufnahmen der Zelllinien bei 10x-Vergrößerung. A Kelly, B IMR-32, C Tet21N (MycN-

Induktion durch Tetrazyklin-Zugabe unterdrückt) 

Tet21N 

Mit Tet21N wurde von Lutz et al. eine MycN-induzierbare Zelllinie entwickelt. Tet21N-Zellen 

sind transfizierte SH-EP-Zellen, die wiederum einen Subklon der SK-N-SH-Zelllinie darstellen 

(91).  
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Durch das Antibiotikums Tetrazyklin wird die Expression des Onkogens MycN transkriptional 

auf ein minimales Level herunterreguliert („MycN-OFF-Zellen“). Unter Entzug von 

Tetrazyklin wird die MycN-Expression induziert („MycN-ON-Zellen“). Das Proteinlevel in 

Tet21N-Zellen unter Induktion ist vergleichbar mit der in LAN-6-Zellen, einer Zelllinie mit 

MycN-Duplikation (91).  

Für die Induktion wurden die Zellen aus den ZK-Flaschen in zwei Falcons überführt. Um das 

Tetrazyklin zu entfernen wurden die Zellen abzentrifugiert (5 Min., 20 °C, 1.2000 rpm), das 

Medium abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation und 

Abnahme des Überstands wurden die für die Induktion bestimmten Zellen in Tetrazyklin-

freiem Medium, und die Zellen, die nicht induziert werden sollten in Tetrazyklin-haltigem 

Medium aufgenommen. 

Die Zelllinie stellt ein optimales in vitro-Modell zur Untersuchung der Abhängigkeit der 

Wirkungsweise von mTOR-Inhibitoren von der MycN-Expression dar. Zelllinien-spezifische 

Eigenschaften, wie beim Vergleich von MycN-amplifizierten mit nicht-amplifizierten 

Zelllinien, können somit als einflussgebender Faktor eliminiert werden. Ein möglicher 

beeinflussender Faktor ist das auf die MycN-OFF-Zellen einwirkende Tetrazyklin. 

2.1.2.1 Medien und Reagenzien für die Zellkultur 

Herstellung der für die Zellkultur verwendeten Medien: 

 

Kelly-Medium: 

1x RPMI 1640 mit Phenolrot, 15 % (v/v) FCS, 1% (v/v) Pen/Strep, 2 mM L-Gln 

 

IMR-32-Medium: 

1x RPMI 1640 mit Phenolrot, 20 % (v/v) FCS, 1 % Pen/Strep, 1x NEAA  

 

Tet21 N-Medium 

1x RPMI 1640 mit Phenolrot, 10 % (v/v) FCS, 1 % Pen/Strep, 4 mM L-Gln, 1 µg/mL 

Tetrazyklin (für MycN-OFF; für die Induktion wurde Medium ohne Tetrazyclin 

angesetzt), 200 µg/mL G418, 90 µg/mL Hygromycin  

 

Die Medien für die Zelllinien Kelly und IMR-32 wurden ein- bis zweimal pro Monat frisch 

angesetzt und bei 4 °C gelagert.  
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Das Medium für die Tet21N-Zellen wurde immer frisch angesetzt.  

 

Einfriermedium für die Kryokonservierung: 

Das Medium wurde frisch vor dem Einfrieren der Zellen angesetzt 

 FBS extra, 10 % (v/v) DMSO 

 Puffer und Reagenzien für Westernblot 

APS 10 % 

1 g Ammoniumpersulfat (APS), mit Millipore-H2O auf 10 mL auffüllen  

Lagerung der Aliquots (1 mL) bei -20 °C  

 

SDS 10 % 

10 g SDS (abwiegen unter dem Abzug), mit Millipore-H2O auf 80 mL auffüllen, erhitzen, 

mit Millipore-H2O auf 100 mL auffüllen 

 

Tris 0,5 M, pH 6,8 

15,14 g Tris (MTris=121,14 g/mol), mit Millipore-H2O auf 200 mL auffüllen, pH-Wert 

mit HCl auf 6,8 einstellen, mit Millipore-H2O auf 250 mL auffüllen 

 

Tris 1,5 M, pH 8,8 

45,43 g Tris (MTris=121,14 g/mol), mit Millipore-H2O auf 200 mL auffüllen, pH-Wert 

mit HCl auf 8,8 einstellen, mit Millipore-H2O auf 250 mL auffüllen 

 

SDS-Laufpuffer  

10x: 

250 mM Tris (30,3 g), 1,92 M Glycin (MGlyc=75,07 g/mol, 144,13 g), 1 % SDS (10 g), 

mit Millipore-H2O auf 1.000 mL auffüllen 

1x: 

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS 

100 mL 10x-SDS-Laufpuffers, 900 mL Millipore- H2O 
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SDS Loading Buffer (SDS-LB) 

5 mL 0,5 M Tris/Hcl pH 6,8; 8 mL 10 % SDS; 4 mL Glycerol; 21 mL Millipore- H2O; 

Bromphenol-Blau 

 

Transfer-Puffer 

10x: 

250 mM Tris (30,3 g); 1,92 M Glycin (144,13 g); mit Millipore-H2O auf 800 mL 

auffüllen, pH mit HCl (37 %) auf 8,5 einstellen, mit Millipore-H2O auf 1.000 mL 

auffüllen 

1x: 

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Ethanol 

700 mL Millipore-H2O; 100 mL 10x-Transferpuffer; 200 mL Ethanol absolut 

(Reihenfolge wichtig, sonst Salzpräzipitate) 

Lagerung des 1x-Transferpuffers bei 4 °C. 

 

TBS-Waschpuffer 

10x-TBS: 

100 mM Tris (24,2 g); 1,5 M Sodiumchlorid (87,8 g); mit Millipore-H2O auf 800 mL 

auffüllen, pH mit HCl auf 7,5 einstellen; mit Millipore-H2O auf 1.000 mL auffüllen 

1x-TBS-T: 

20 mM Tris; 150 mM NaCl; 0,1 % Tween 

100 mL 10x-TBS; 900 mL Millipore-H2O; 1 mL Tween 

 Medikamente 

Tabelle 7: Medikamente für die Behandlung der Zellen 

Medikament und Katalognummer (#) Hersteller 

Dasatinib, #D-3307 LC Laboratories 

Rapamycin, #R-5000 LC Laboratories  

SN-38 (aktiver Metabolit von Irinotecan), #2684 Tocris 

Temozolomid (TMZ), #2226-10 BioVision 

Torin 2, #4248 Tocris 

 

Die Medikamente wurden entsprechend der Datenblätter in DMSO gelöst, aliquotiert und bei 

- 20 °C gelagert. Die gelösten Substanzen wurden maximal zehn Mal aufgetaut und wieder 
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eingefroren, um einer dadurch bedingten Beeinträchtigung der Wirkung vorzubeugen. Nach 

dem Auftauen und beim Ansetzen verschiedener Verdünnungsstufen wurde durch sorgfältiges 

Vortexen der Aliquots sichergestellt, dass eine Lösung mit gleich verteilter 

Substanzkonzentration vorliegt. 

2.2 Methoden 

 Zellkultur, Passage und Aussaat 

Die Neuroblastom-Zellen wurden im entsprechenden Medium der jeweiligen Zelllinie (siehe 

Kapitel 2.1.2.1) in 75 cm2 -Zellkulturflaschen bei befeuchteter Atmosphäre, 37 °C und 5 % CO2 

im Brutschrank kultiviert.  

Die Arbeiten der Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen in der Zellkulturbank 

durchgeführt und die Arbeitsflächen, Materialien etc. mit 70 %igem Propanol gereinigt.  

Die Zellen wurden etwa zwei Mal pro Woche passagiert. Dafür wurde die Konfluenz der Zellen 

regelmäßig unter dem Mikroskop beurteilt und bei einer Konfluenz zwischen 70 -100 % 

passagiert. Bei nicht ausreichender Konfluenz erfolgte nur ein Mediumwechsel. 

 

Zur Passage der Zellen wurde zunächst das Medium abgenommen und die Zellen mit 

10 mL PBS gewaschen. Dieser Waschschritt dient dem Entfernen der im Medium enthaltenen 

Magnesium- und Calziumionen, die die Trypsin-Reaktion inhibieren und das Ablösen des 

Zellrasens vom Flaschenboden verhindern würden. Es folgte eine etwa fünf-minütige 

Trypsinierung (2 mL Trypsin-EDTA pro T75-Flasche) bei Raumtemperatur. Die Trypsin-

Reaktion wurde bei sichtbarer Ablösung der Zellen vom Flaschenboden durch Zugabe von 

10 mL frischem Medium gestoppt. Der Flaschenboden wurde sorgfältig mit dem Medium 

abgespült und die Zellen durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Entsprechend der Ratio der 

Passagierung wurde eine bestimmte Menge der Medium-Zell-Suspension wieder ausgesät und 

mit frischem Medium auf 12 mL Gesamt-Medium-Menge aufgefüllt. Die Zellkultur-Flaschen 

wurden für jede Passage durch eine neue Flasche ersetzt. 

Das Waschen mit PBS und Ablösen der Zellen mit Trypsin entfällt bei der semi-adhärenten 

Zelllinie IMR-32, die nur durch Abspülen vom Flaschenboden in das frische Medium 

aufgenommen wurde. 
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Für die Aussaat in 96- oder 12-Well-Plates wurden die Zellen wie beim Passagieren vom 

Flaschenboden abgelöst, in 10 mL frischem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden 

ausgezählt (siehe Kapitel 2.2.2) und ein Ansatz mit der für den Versuch notwendigen Zellzahl 

in einem entsprechenden Volumen Medium vorbereitet. Vor dem Ausplattieren wurde diese 

Zellsuspension sorgfältig durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Die Aussaat erfolgte mit 

Hilfe einer Multipipette (HandySteps®).  

 Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-Zählkammer 

Für die Bestimmung der Zellzahl wurde die sogenannte Neubauer-Zählkammer verwendet. Für 

das Auszählen wurden die Zellen zunächst, wie unter 2.2.1 beschrieben, von der 

Zellkulturflasche gelöst. Anschließend wurden 10 µl der Zellsuspension entnommen und 1:5 

bis 1:10 mit Trypan Blue-Lösung verdünnt. Trypan Blue dient der Abgrenzung lebender von 

toten Zellen, wobei tote Zellen intensiv blau angefärbt sind, während Lebende hell erscheinen.  

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliquot der verdünnten Zellsupension in eine 

Neubauer-Zählkammer gegeben und vier Kleinquadrate ausgezählt. Die Zellzahl pro Milliliter 

wurde nach folgender Formel berechnet: 

 

Zellzahl/ml = Durchschnitt der Zellzahl pro Kleinquadrat 

  x Verdünnungsfaktor 

  x  104 (Kammerfaktor) 

 

Der Kammerfaktor ergibt sich aus dem Volumen von 0,1 mm3 = 0,1 µl zwischen Neubauer-

Zählkammer und Deckglas. Um eine Zellzahl pro Milliliter zu erhalten, ist somit eine 

Multiplikation mit 104 notwendig (104 µl = 1 mL). 

 Ausschluss einer Mycoplasma-Kontamination  

Zum Ausschluss einer Mycoplasma-Kontamination in den verschiedenen Zelllinien wurde ein 

PCR-Nachweis (Polymerase-Ketten-Reaktion) mit Hilfe des PCR Mycoplasma Test Kits I/C 

(PromoKine) durchgeführt, der auf Amplifikation und Detektion von Mycoplasma-DNA im 

Zellkultur-Überstand beruht. Die Durchführung erfolgte entsprechend dem Protokoll des Test-

Kits. Die PCR-Produkte wurden nach Durchführung der PCR auf ein mit GelRed versetzten 

1,5%-igem Agarose-Gel aufgetragen und die Elektrophorese bei 100 V durchgeführt und die 

DNA-Banden mittels UV-Licht sichtbar gemacht.  
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Untersucht wurden die Zelllinien, die derzeit in der Arbeitsgruppe kultiviert wurden: Kelly, 

IMR-32, SK-N-BE(2), SK-N-MC, SK-N-AS (Tomato) und Tet21N. Die Zelllinien Kelly, P9 

und P13; IMR-32 P17 und P28, sowie Tet21N wurden für diese Arbeit verwendet. 

In keiner der getesteten Zelllinien war eine positive Bande bei 265-278 bp nachweisbar. Für 

alle Zelllinien, außer IMR-32, ist eine Negativbande bei 479 bp zu erkennen (siehe Abbildung 

22). Für die Zelllinie IMR-32 konnte auch in früheren Kontrollen auf Mycoplasma-

Kontaminationen keine Negativbande nachgewiesen werden [Daten hier nicht gezeigt]. Das 

Fehlen der Negativbande könnte möglicherweise durch Zelllinien-spezifische Eigenschaften 

verursacht werden. Durch das Ausbleiben der Positivbande in allen Zelllinien kann von einer 

Mycoplasma-freien Zellkultur ausgegangen werden. 

 MTT-Assay zur Bestimmung der IC50 

Zunächst wurden die Substanz-spezifischen mittleren inhibitorischen Konzentrationen (IC50) 

der Medikamente in Einzelbehandlung und anschließend in Doppelkombination in den 

verschiedenen Zelllinien ermittelt. Zudem wurde auf eine synergistische Wirkung bei 

Kombination zweier Medikamente untersucht. Zum Teil lagen bereits Ergebnisse aus 

Untersuchungen von Marie Matthes vor. Diese Experimente wurden wiederholt und die 

Ergebnisse bestätigt. 

 

Die Ermittlung der IC50-Konzentrationen mittels MTT-Assay, also einer Zellviabilitäts-

Untersuchung, beruht auf dem Nachweis der metabolischen Aktivität lebender Zellen. Hierfür 

werden die Zellen mit dem gelben Tetrazoliumsalz MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium-Bromid) behandelt. Dieses wird in lebenden Zellen abhängig von der Zeit 

in das dunkelblau-violette Formazan mit Absorptionsmaximum bei 570 nm metabolisiert (siehe 

Abbildung 5). In toten Zellen erfolgt keine Reduktion von MTT zu Formazan, weshalb die 

Quantifizierung des Reaktionsprodukts durch die photometrische Messung der 

Absorptionsänderung zur Untersuchung des Anteils lebender Zellen in einer Probe genutzt 

werden kann (92). 
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Abbildung 5: Metabolische Umwandlung von MTT in lebenden Zellen 

Darstellung der chemischen Umwandlung des gelben MTTs zu dunkelblauen Formazan-Kristallen in lebenden 

Zellen, aus: Riss et al. Cell Viability Assays. S. 357 (92). 

2.2.4.1   IC50-Bestimmung bei Einzelbehandlung 

Für die Aktivitätsbestimmung mittels MTT-Assay wurden an „Tag 0“ 30.000 (Kelly) bzw. 

40.000 (IMR-32) Zellen pro Well in 100 µl Medium in 96-Well-Platten mit flachem Boden 

ausgesät. Die äußere Reihe und freie Wells wurden zum Verdunstungsschutz mit jeweils 200 µl 

PBS beschickt. Die Platten wurden 24 h im Brutschrank inkubiert.  

An „Tag 1“ wurden die Zellen in Triplikaten mit je 100 µL Medikamenten-Verdünnung in 

verschiedenen Konzentrationsstufen behandelt. Es wurde darauf geachtet, dass die Zellen vor 

Behandlung eine Konfluenz von 50-70 % hatten. Die Medikamente lagen wie in Kapitel 2.1.4 

beschrieben in DMSO gelöst vor und wurden vor Beginn des Versuchs bei Raumtemperatur 

aufgetaut. Für die Behandlung wurden Verdünnungen mit dem entsprechenden Medium der 

Zelllinie hergestellt. Bei Bestimmung der IC50-Konzentrationen für Einzelsubstanzen wurde 

jeweils eine Titrationsreihe mit 6 bis 12 Verdünnungsstufen gewählt.  

 

Für eine Negativ-Kontrolle wurde in ein Triplikat jeweils 100 µl frisches Medium pro Well 

pipettiert. Als „Lebendkontrolle“ diente ein Triplikat mit einer Behandlung mit DMSO 

(Lösungsmittel der Medikamente). Hierbei wurde eine Verdünnung verwendet, die der 

maximalen DMSO-Endkonzentration in den mit Medikamenten behandelten Wells entsprach. 

Bei der Auswertung wurde diese Kontrolle mit „100 % Viabilität“ gleichgesetzt und die 

gemessenen Viabilitäten um diese Lebendkontrolle normalisiert, um den Einfluss des 

Lösungsmittels aus der Berechnung auszuschließen. 

Die Zellen wurden nach Behandlung 72 h im Brutschrank inkubiert und regelmäßig unter dem 

Mikroskop beurteilt. 
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Die MTT-Stocklösung wurde mit einer Konzentration von 5 mg/ml angesetzt. Dies erfolgte im 

abgedunkelten Raum unter sterilen Bedingungen. Dabei wurden 100 mg MTT (Thiazolyl Blue 

Tetrazolium Bromide) in 20 ml PBS gelöst. Durch mehrmaliges Invertieren und Auf- und 

Abpipettieren konnte die schwer lösliche Substanz in PBS-Puffer aufgenommen werden. Die 

Lagerung erfolgte bei 4 °C mit Alufolie vor Licht geschützt. Die angesetzte Stocklösung wurde 

für maximal zwei Wochen verwendet. 

 

An „Tag 4“, also 72 h nach Behandlung der Zellen, wurde die MTT-Reaktion und 

photometrische Messung der Viabilität durchgeführt. Dafür wurden zunächst eine 1:5-

Verdünnung der MTT-Stocklösung mit farblosem RPMI 1640 (RPMI ohne Phenolrot) als MTT-

Working-Solution (1 mg/ml) hergestellt. Diese wurde immer frisch angesetzt und, wie auch die 

MTT-Stocklösung, mit Alufolie vor Licht geschützt. 

Für die MTT-Reaktion wurde das Medium vorsichtig mit einer Vakuumpipette von den Zellen, 

sowie der PBS-Puffer aus einem als Leerkontrolle dienenden Triplikat abgesaugt. Pro Well 

wurden 100 µl MTT-Working-Solution pipettiert. Es folgte eine Inkubation von 2 h im 

Brutschrank. Anschließend wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 µl Isopropanol pro Well 

abgestoppt und die entstandenen dunkelblauen Formazan-Kristalle durch Auf- und 

Abpipettieren vollständig in Lösung gebracht. Die photometrische Messung der Viabilität bei 

λ=560 nm im Plate Reader TECAN erfolgte nach einer weiteren Inkubation von 30 min bei 

Raumtemperatur unter Schutz vor Licht durch Alufolie. Vor dem Einlegen in das Gerät wurden 

die Wells auf Luftblasen geprüft und diese gegebenenfalls mit einer Kanüle entfernt. Gemessen 

wurde mit der Software Magellan 4. 

 

Für die Auswertung wurden die Werte um die der Leerkontrollen korrigiert und anschließend 

der prozentuale Anteil lebender Zellen, normalisiert um die DMSO-behandelte 

Lebendkontrolle in Microsoft Excel, berechnet. Die weitere Auswertung und Generierung der 

Viabilitätskurven erfolgte mit Hilfe der Software GraphPad Prism. 

Alle Versuche wurden wie beschrieben in Triplikaten durchgeführt und mindestens dreimal 

unabhängig voneinander wiederholt. 
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2.2.4.2    IC50-Bestimmung bei Doppelbehandlung  

Für die Ermittlung der IC50-Konzentration bei Doppelbehandlung wurden ebenfalls MTT-

Assays durchgeführt. Das Ausplattieren an „Tag 0“ erfolgte, wie oben für Einzelbehandlungen 

beschrieben.  

Die Behandlung an „Tag 1“ erfolgte ebenfalls in Triplikaten. Dabei wurden pro Well je 50 µL 

beider Medikamenten-Verdünnungen pipettiert, sodass insgesamt mit 100 µL pro Well und 

einem Endvolumen von 200 µL pro Well behandelt wurde. Die Kontrollen entsprachen denen 

der MTT-Assays bei Einzelbehandlung. Der Versuch wurde ebenfalls in Triplikaten 

durchgeführt.  

 

In Vorversuchen wurde eine Titrationsreihe mit fünf Verdünnungsstufen pro Substanz gewählt, 

sodass sich wie in Abbildung 6 dargestellt 5 x 5 Kombinationen ergeben. Dieser 

Versuchsaufbau erfolgte in Anlehnung an die Ermittlung von IC50-Werten bei 

Doppelbehandlungen durch Johannes Leister im Rahmen seiner Dissertation (93).  

 

 

 

 

 

Abbildung 6: Titrationsschema zur Ermittlung der IC50-Werte bei Doppelbehandlung 

Darstellung des Titrationsschemas zur Ermittlung der IC50-Werte bei Behandlung mit zwei Medikamenten, in 

Anlehnung an MTT-Assays für Doppelbehandlungen durch Johannes Leister (93). Die Konzentrationen fallen von 

1 nach 5 ab. Die Verdünnungsstufe 2 entspricht bei der ersten Durchführung dem IC50 der Substanz bei 

Einzelbehandlung. Bei Folge-Assays wurden die Konzentrationen entsprechend der bisher erhaltenen Ergebnisse 

angepasst.  

Für die Festlegung dieser Titrationsstufen wurden die Ergebnisse der MTT-Assays bei 

Einzelbehandlung hinzugezogen. Dabei wurde der für eine Substanz ermittelte IC50-Wert, unter 

der Annahme einer Reduktion der mittleren inhibitorischen Konzentration durch die potenzielle 

synergistische Wirkung, als zweiter Wert des Titrationsschemas angesiedelt. Die 

Konzentrationen wurden dann von Behandlung 1 nach Behandlung 5 fallend angesetzt. Die 

Titrationsschritte wurden entsprechend der Verläufe der Viabilitätskurven gewählt. Bei starker 
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Steigung dieser Kurve, also einer deutlichen Änderung der Viabilität durch geringe 

Konzentrationsänderungen, wurden enge Titrationsschritte verwendet. Bei flach verlaufenden 

Viabilitätskurven, die zeigen, dass erst eine stärkere Änderung der Konzentration zu einer 

relevanten Zu- oder Abnahme der Viabilität führt, wurden größere Titrationsschritte gewählt. 

Diese Vorversuche dienten der Einschränkung der Konzentrationsbereiche für eine IC50-

Behandlung bei Doppelbehandlung. Die endgültige Festlegung der IC50-Konzentrationen in 

Doppelbehandlung erfolgte mit Hilfe der Ergebnisse der mindestens dreimal wiederholten 

Untersuchungen zum Effekt der Doppelbehandlung, die im folgenden Kapitel beschrieben 

wird.   

Für die Doppelbehandlung wurde außerdem wie folgt ein Dosis-Reduktions-Faktor (DRF) 

berechnet: 

𝐷𝑅𝐹 =
𝐷𝑜𝑠𝑖𝑠 𝑏𝑒𝑖 𝐸𝑖𝑛𝑧𝑒𝑙𝑏𝑒ℎ𝑎𝑛𝑑𝑙𝑢𝑛𝑔

𝐷𝑜𝑠𝑖𝑠 𝑏𝑒𝑖 𝐷𝑜𝑝𝑝𝑒𝑙𝑏𝑒ℎ𝑎𝑛𝑑𝑙𝑢𝑛𝑔
 

 

Der DRF gibt an, um welchen Faktor die Dosis bei Kombination der Medikamente 

(= Doppelbehandlung) im Vergleich zur Einzelbehandlung unter Erhalt des gleichen Effekts 

(IC50, also 50 %-ige Hemmung der Viabilität) reduziert werden kann. 

2.2.4.3   Untersuchung zum Effekt der Kombinationstherapie 

(= Doppelbehandlung) 

Bei Kombination mehrerer Medikamente können verschiedene Medikamenteninteraktionen 

auftreten: additive, synergistische oder antagonistische Wirkung (94,95). Ein Antagonismus 

liegt vor, wenn die Wirkung der Kombinationstherapie schwächer ist als der additive 

Substanzeffekt. Ein synergistischer Effekt dagegen ist stärker, als die additive Substanzwirkung 

(95–97).  

Die Berechnung eines Combination Index (CI) nach der Chou-Talalay-Methode ermöglicht 

eine quantitative und mathematisch fundierte Aussage über den durch die 

Kombinationstherapie erreichten Effekt. Der CI kann für Medikamente, die unterschiedliche 

Wirkungsmechanismen haben oder unabhängig voneinander wirken, wie folgt berechnet 

werden: 

𝐶𝐼 =
𝐷𝐴

(𝐷𝑋)𝐴
+

𝐷𝐵

(𝐷𝑋)𝐵
+

𝐷𝐴 𝑥 𝐷𝐵

(𝐷𝑋)𝐴 𝑥 (𝐷𝑋)𝐵
  (94). 
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Dabei steht D für die Dosis der kombinierten Medikamente 1 und 2 und Dx für den durch die 

entsprechende Substanz entstehenden Effekt bei Dosierung D. 

Für diese Arbeit wurde der CI-Wert für den Effekt bei IC50-Konzentration berechnet, was durch 

die folgende Gleichung dargestellt wird: 

 

𝐶𝐼𝐼𝐶50 =
𝐼𝐶50(𝐴+𝐵)

𝐼𝐶50𝐴
+

𝐼𝐶50(𝐴+𝐵)

𝐼𝐶50𝐵
         (94). 

 

Die Bedeutung der jeweiligen CI-Werte ist in Tabelle 8 angegeben.  

 

Tabelle 8: Bedeutung der CI-Werte  

Bedeutung der CI-Werte nach Reynolds C.P. und Maurer B.J. (2005), S.176 (98). 

CI-Wert Bedeutung 

< 0,1 sehr starker Synergismus 

0,1-0,3 starker Synergismus 

0,3-0,7 Synergismus 

0,7-0,9 leichter Synergismus 

0,9-1,1 additiver Effekt 

1,1-1,45 leichter Antagonismus 

1,45-3,3 Antagonismus 

> 3,3 starker Antagonismus 

 

Die CI-Berechnungen wurden mit der Software CalcuSyn, die auf der Chou-Talalay-Methode 

beruht, durchgeführt.  

 

Zur Berechnung des CIs werden neben den Viabilitäten der Doppelbehandlung auch die 

Viabilitäten der entsprechenden Einzelbehandlung benötigt und es erfolgte folgender 

Versuchsaufbau: 

Die Zellen wurden an „Tag 1“ mit fünf Konzentrationsstufen der Medikamente A und B in der 

Kombination A1+B1, A1+B2, …, A5+B5 behandelt. Zudem wurden Kontrollen mit 

Einzelbehandlung in den entsprechenden Konzentrationen (Beispiel: Dasatinib1 - Dasatinib5 

und Rapamycin1 - Rapamycin5) gemessen. Der Verdünnungsfaktor war für beide Medikamente 

gleich und über alle Konzentrationsstufen hinweg konstant, wurde aber in den verschiedenen 
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Wiederholungen verändert, um den Effekt in verschiedenen Konzentrationsbereichen zu 

untersuchen. So wurden in den verschiedenen Experimenten die Faktoren 1,5; 2 und 2,5 

verwendet. 

Die Negativ- und Lebendkontrolle entsprachen den oben beschriebenen MTT-Assays. 

Für die Berechnung des Synergismus in der Software CalcuSyn wurden die um die 

Lebendkontrolle normalisierten Viabilitätswerte der verschiedenen Titrationsstufen in Doppel- 

und Einzelbehandlung zunächst entsprechend der folgenden Formel umgerechnet: 

𝐹𝐴 (𝐹𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 𝐴𝑓𝑓𝑒𝑐𝑡𝑒𝑑 ) = 1 − (
𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡ä𝑡 [%]

100
) (97). 

Für die Untersuchung des Therapieeffekts und Berechnung des Combination Indexes (CI) 

wurden pro Zelllinie drei Versuche in Triplikaten mit unterschiedlichen Verdünnungsfaktoren 

der Titrationsreihe (1,5; 2 und 2,5) unabhängig voneinander durchgeführt. Für die Berechnung 

des CIs wurden mindestsens zwei unabhängige Experimente hinzugezogen.  

Für die Kombination Dasatinib + Rapamycin in der Zelllinie Kelly wurde bereits durch 

Johannes Leister eine synergistische Wirkung nachgewiesen (93). Die Untersuchung wurden 

einmal wiederholt, um die Ergebnisse zu bestätigen. 

2.2.4.4    IC50-Bestimmung in der Zelllinie Tet21N 

In der Zelllinie Tet21N wurde der Einfluss des Onkogens MycN auf die IC50-Konzentration 

untersucht. Dafür erfolgte vor Durchführung des Assays die Induktion von MycN durch 

Kultivierung der Zellen in Tetrazyklin-freiem Medium.  

Die Durchführung des MTT-Assays erfolgte wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, in 

diesem Kapitel soll deshalb nur speziell auf die MycN-Induktion eingegangen werden. 

In Vorversuchen wurde die Induktion zunächst beim Ausplattieren („Tag 0“), also 24 h vor 

Behandlung durchgeführt. Es konnte allerdings nicht wie erwartet eine erhöhte Sensitivität der 

MycN-ON-Zellen gegenüber Rapamycin gemessen werden, weshalb der Zeitpunkt der 

Induktion verändert wurde, um einen noch zu niedrigen MycN-Level als Ursache dieses 

Ergebnisses auszuschließen.  

Die Induktion erfolgte nun 72 h vor dem Ausplattieren, also 96 h vor dem Behandlungstag. 

Dieser Zeitpunkt wurde gewählt, da in laborinternen Voruntersuchungen gezeigt wurde, dass 

72 h nach Induktion eine starke MycN-Expression vorliegt. (Daten hier nicht gezeigt).  

Für die MycN-Induktion wurden die Zellen von der Zellkultur-Flasche in zwei Reaktionsgefäße 

überführt. Beide Reaktionsgefäße wurden zentrifugiert (5 Min., 20 °C, 1.2000 rpm) und 

anschließend der Überstand abgesaugt. Es folgte ein Waschschritt mit PBS, um noch 
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enthaltenes Tetrazyklin zu entfernen. Dazu wurden die Zellen in 5 mL PBS aufgenommen, 

erneut bei 1.2000 rpm zentrifugiert und der Überstand verworfen.  

Die Zellen, die nicht induziert werden sollten („MycN-OFF-Zellen“) wurden nun wieder in 

Tetrazyklin-haltigem Medium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche gegeben. Die für die 

Induktion vorgesehenen Zellen („MycN-ON-Zellen“) wurden in Tetrazyklin-freiem Medium 

aufgenommen und ebenfalls in eine Zellkulturflasche ausgesät. Die Zellen wurden 

anschließend bis zum Ausplattieren im Brutschrank inkubiert. Das Ausplattieren, die 

Behandlung, die MTT-Reaktion, die Messung der Viabilität und die Auswertung erfolgten, wie 

oben für die anderen Zelllinien beschrieben. 

Für die Kontrolle der MycN-Induktion wurden gleichzeitig Zellen in eine 12-Well-Platte 

ausgesät. Für die Proben zur MycN-Kontrolle am Anfang des Experiments („MTT-0-Proben“) 

wurden bei Induktion jeweils 1,0 x 105 Zellen pro Well ausgesät und zum Zeitpunkt des 

Ausplattierens für das MTT-Experiment, also 72 h später, mit SDS-Loading-Buffer geerntet. 

Für die Proben zur Kontrolle des MycN-Levels am Ende des MTT-Experiments wurden parallel 

zum Ausplattieren des MTT-Versuchs 1,0 x 105 MycN-ON-Zellen (induziert) und 0,8 x 105 

Zellen der MycN-OFF-Zellen (nicht-induziert) pro Well ausgesät und analog zum MTT-

Experiment 24 h später mit 30 µM Rapamycin bzw. einer DMSO-Verdünnung behandelt. Die 

Ernte erfolgte 72 h nach Behandlung zum Zeitpunkt der MTT-Messung. 

Die MycN-Expression wurde anschließend mittels Westernblot, wie in Kapitel 2.2.6 

beschrieben, analysiert. Dadurch wurde kontrolliert, ob die MycN-Induktion erfolgreich war 

und über das gesamte MTT-Experiment angehalten hat. Die Kontrolle der MycN-Expression 

erfolgte parallel zu einem MTT-Versuch. 

 Durchführung der in-vitro-RIST-Therapie 

Die vier Medikamente Dasatinib, Rapamycin bzw. Torin 2, Irinotecan und Temozolomid 

wurden nach Ermittlung der IC50-Konzentrationen in der RIST-Therapie kombiniert. Die 

verwendeten Konzentrationen der Biologika können aus Tabelle 14 und der Chemotherapeutika 

aus Tabelle 16 entnommen werden. Für die Messung der Viabilität am Ende des RIST-

Therapieschemas („Tag 8“) wurde wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben ein MTT-Assay angewandt. 

Für die Untersuchung auf Induktion von Apoptose und Autophagie wurden an „Tag 8“ der 

RIST-Therapie anstelle der MTT-Reaktion Zelllysate für den Westernblot hergestellt (siehe 

Kapitel 2.2.6).  
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Abbildung 7: Schema der in-vitro-RIST-Therapie 

 

Für die in-vitro-Durchführung der RIST-Therapie wurden wie in Abbildung 7 dargestellt 

zunächst die Zellen ausplattiert. Für den MTT-Assay wurden 30.000 Kelly-Zellen pro Well in 

100 µL Medium in eine 96-Well-Platte ausgesät. Zusätzlich wurden für eine DMSO-Kontrolle 

zur Normalisierung der Viabilitäten 5.000 Zellen pro Well ausplattiert (Lebendkontrolle). Für 

die RIST-Therapie-Zelllysate wurden 2,5 x 105 Zellen pro Well und für die Kontrollzellen 

1,5 x 105 Zellen in 1 mL Medium in eine 12-Well-Platte ausgesät.   

Nach 24 h (Tag 1) erfolgte die Behandlung mit Dasatinib + Rapamycin („RIST-Therapie“) 

bzw. Dasatinib + Torin 2 („TIST-Therapie“), die in der Folge auch als „Vorbehandlung“ 

bezeichnet wird. Für den MTT-Assay wurden die Kontrollzellen mit der maximal verwendeten 

DMSO-Konzentration (Lebendkontrolle zur Normalisierung der Viabilitäten) bzw. Medium 

(Negativkontrolle) behandelt. Für die Westenblot-Zelllysate wurden die Zellen für die DMSO-

Kontrolle mit einer DMSO-Verdünnung behandelt.   

Nach 72 h, also an „Tag 4“, wurde ein Mediumwechsel durchgeführt, es folgten 24 h Pause vor 

der Behandlung mit den Chemotherapeutika Irinotecan und Temozolomid. Die DMSO-

Kontrollzellen wurden an „Tag 4“ (72 h nach Behandlung) mit SDS-Loading Buffer 

entsprechend der Konfluenz geerntet. 

An „Tag 5“ wurden die Zellen der RIST-Therapie mit Irinotecan und Temozolomid, sowie die 

Kontrollzellen des MTT-Assays mit DMSO behandelt. 

An „Tag 8“ (72 h nach der Chemotherapie) erfolgte die MTT-Reaktion und Messung der 

Viabilitäten bzw. die Ernte der Zelllysate.  

Zur Kontrolle der Aktivität der Medikamente wurden für den MTT-Assay zusätzlich Kontrollen 

für die Einzel- und Doppelbehandlungen (Dasatinib, Rapamycin, Torin 2, Dasatinib + 

Rapamycin, Dasatinib + Torin 2) wie in den obenstehenden Kapiteln beschrieben, untersucht 

(„Tag 0“: Ausplattieren; „Tag 1“: Behandlung mit einzelner Substanz oder 
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Doppelkombination; „Tag 4“: MTT-Reaktion und Messung der Viabilität). Die Irinotecan- und 

Temozolomid-Kontrollen wurden parallel zur DMSO-Kontrolle geführt („Tag 0“: 

Ausplattieren; „Tag 1“: DMSO-Behandlung; „Tag 4“: Mediumwechsel; „Tag 5“: Behandlung 

mit Irinotecan, Temozolomid oder Irinotecan + Temozolomid; „Tag 8“: MTT-Reaktion und 

Messung der Viabilität).  

Die Behandlungen erfolgten mit IC50-Konzentrationen bei Einzel- bzw. Doppelbehandlung, die 

aus Kapitel 3 zu entnehmen sind.  

 Untersuchung der Proteinexpression und -phosphorylierung mittels 

Westernblot-Analysen 

Herstellung von Proteinlysaten 

Für die Herstellung von Proteinlysaten wurden Zellen in 12-Well-Platten ausgesät (siehe 

Tabelle 9) und 24 h später bei einer Konfluenz von 50-70 % bzw. entsprechend dem RIST-

Therapieschema behandelt.  

Tabelle 9: Ausplattieren in 12-Well-Plates für die Herstellung von Proteinlysaten 

Zelllinie Behandlung Kontrollzellen 

Kelly 2,5 x 105 Zellen/Well 1,5 x 105 Zellen/Well 

IMR-32 3,0 x 105 Zellen/Well 2,0-2,5 x 105 Zellen/Well 

Tet21N 1 x 105 Zellen/Well 0,8 x 105 Zellen/Well 

 

Die Ernte der Zellen erfolgte 6 h, 24 h, 48 h und 72 h nach Behandlung mit Einzel- oder 

Doppelbehandlung bzw. 72 h nach der Chemotherapie des RIST-Therapieschemas, also am 

„8. Tag“ der Kombinationstherapie aus Biologika und Chemotherapeutika.  

Für die Ernte wurde das Medium abgesaugt und die Zellen in SDS-Loading Buffer (SDS-LB) 

aufgenommen und in ein 1.5 ml Reaktionsgefäß (Eppendorf Tube) überführt. Waren viele 

Zellen durch die Therapie abgeschwommen, wurde das Medium in ein 15 ml Reaktionsgefäß 

(Falcon) überführt, zentrifugiert (20 °C, 1200 rpm, 5 min), der Überstand abgenommen und die 

toten Zellen ebenfalls mit dem Lysat-enthaltenden SDS-LB aufgenommen. Die Menge des 

SDS-LB (Beladungspuffers = Sodiumdodecylsulfat (SDS) Loading Buffer (LB), wurde 

entsprechend der Konfluenz der Zellen vorher festgelegt und variierte zwischen 200-

600 µL/Well. Die Zugabe des Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) dient der Denaturierung 

der Proteine und verleiht ihnen eine negative Ladung, die notwendig ist, um die Proteine im 

SDS-Polyacrylamidgel von der Anode zur Kathode zu bewegen und aufzutrennen. 
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Die Proben wurden anschließend gevortext und abzentrifugiert (Tischzentrifuge). Zum 

vollständigen Aufschluss der Zellen und Zerkleinerung der genomischen DNA wurden die 

Proben jeweils zweimal für drei Sekunden lang sonifiziert, erneut gevortext und abzentrifugiert. 

Nach Zugabe von 5 % β-Mercaptoethanol (β-ME) wurden die Proben für 10 min bei 95 °C und 

600 rpm gekocht, wodurch eine Spaltung der Disulfidbrücken erreicht wird.  

Die Lagerung der Proteinlysate erfolget bei -20 °C.  

 

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Auftrennung der denaturierten Proteine wurde zunächst ein SDS-PAGE durchgeführt. Die 

anschließende Analyse erfolgte mittels Westernblot und dient dem Transfer der Proteinbanden 

vom Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulose-Membran. Die Banden wurden schließlich durch 

eine immunologische Färbung mit Antikörpern gegen das entsprechende Zielprotein sichtbar 

gemacht. 

 

Für das SDS-PAGE wurde das Mini-PROTEAN® Tetra Cell-System (Biorad) verwendet. Es 

wurde zunächst das Trenngel, in dem die Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts 

aufgetrennt werden, und anschließend das Sammelgel, in dem die Proben in die Taschen 

geladen und vor Eintritt in das Trenngel konzentriert werden, gegossen. Die Zusammensetzung 

der Gele kann aus Tabelle 10 entnommen werden. Für diese Arbeit wurden 12,5 %-ige Gele 

verwendet. Die Bestandteile Acryl/Bisacrylamid, TEMED und APS wurden bei 4 °C 

aufbewahrt. Die Ansätze wurden vorbereitet und nach Zugabe von TEMED, welches eine 

radikale Polymerisierung und damit das Aushärten des Gels induziert, zügig in die Kammern 

pipettiert. Die Trenngele wurden mit je 500 µL Isopropanol überschichtet und so zum 

Aushärten für 45 min belassen. Nach der Polymerisierung wurde das Isopropanol 

abgenommen, das Sammelgel vorbereitet und in die Kammern pipettiert und zügig die Kämme 

für die Bildung der Taschen eingeschoben. Es wurden Kämme zur Bildung von 15 Taschen 

verwendet. Die Gele wurden für mindestens 45 min zum Aushärten stehen gelassen und 

anschließend entweder direkt beladen oder über Nacht in einer Schale mit 1x-SDS-Laufpuffer 

bei 4 °C gelagert.  

Tabelle 10: Zusammensetzung der Trenn- bzw. Sammelgele  

Angaben für die Herstellung von jeweils 2 Gelen. 

Für 2 Gele: Trenngel 12,5 %  Sammelgel (2 Gele) 

Millipore-Wasser 3,2 mL Millipore-Wasser 2,27 mL 

1,5 M Tris pH 8,8 2,5 mL 0,5 M Tris pH 6,8 1,00 mL 



50 

 

Acryl/Bisacrylamid 4,2 mL Acryl/Bisacrylamid 0,65 mL 

10 % SDS 100 µL 10 % SDS 40 µL 

TEMED 30 µL TEMED 2 µL 

10 % APS 40 µL 10 % APS 30 µL 

 → 4,5 mL/Gel  → 2,0 mL/Gel 

 

Die Proben wurden auf Eis aufgetaut und 1x SDS-Laufpuffer (loading buffer: LB, SDS-LB) in 

die Elektrophorese-Kammer gegeben. In jede Tasche wurden maximal 18 µL der Proteinproben 

in SDS-LB + 5 % (v/v) β-Mercaptoethanol (β-ME) bzw. 5 µL Marker (Blue Prestained Protein 

Standard, NewEngland BioLabs) pipettiert. Die Taschen wurden jeweils vor dem Beladen mit 

1x-SDS-Laufpuffer gespült, um potenzielle Verunreinigungen zu entfernen.  

Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 200 V und 350 mA (V const.) abhängig von 

der Größe des Proteins für etwa 50 min. 

 

Protein-Transfer mittels Westernblot 

Für diese Arbeit wurde das sogenannte „Wet-Blot“-Verfahren angewandt. Pro Gel wurden zwei 

Filzmatten, zwei Filterpapiere und die Membran in einer Wanne mit 1x-Transferpuffer 

befeuchtet und wie in Abbildung 8 dargestellt aufgebaut. Die negativ geladenen Proteine 

werden während des Blottens von der positiv geladenen Anode angezogen und so vom Gel auf 

die Membran übertragen. 

 

Abbildung 8: Aufbau Westernblot 

 

Für das Blotten wurde ein Magnet-Rührfisch, ein Eisblock und 1x-Transferpuffer in die 

Transferkammer gegeben. Der Transfer erfolgte bei 100 V, 350 mA für 1,5 h. Der Rührfisch 

und der Eisblock verhindern ein Erhitzen des Transferpuffers während des Blottens.  
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Nach dem Transfer wurden die Banden des Proteinmarkers mit Kugelschreiber markiert und 

freie Bindungsstellen durch eine 30-miütige Inkubation in 10 mL TBS-T mit 2 % BSA bei 

Raumtemperatur rotierend in einem 50 mL-Falcon geblockt.  

 

Immunologische Färbung der Nitrocellulose-Membrane 

Im Anschluss an das Blocken wurden die Membrane mit dem primären Antikörper über Nacht 

bei 4 °C, rotierend in einem 50 mL-Reaktionsgefäß inkubiert. Am Folgetag wurden die 

Membrane 3 x 5 min mit TBS-T (Waschpuffer) gewaschen. Der sekundäre Antikörper wurde 

für eine Stunde bei Raumtemperatur auf den Membranen belassen und anschließend erneut für 

3 x 5 min mit Waschpuffer gewaschen. Die Verdünnungen der für diese Arbeit verwendeten 

Antikörper sind in Tabelle 5 aufgelistet. Die Verdünnung der primären Antikörper erfolgte in 

TBS-T mit 2 % BSA und 0,05 % Natriumazid (NaN3). Die Antikörper-Verdünnungen wurden 

bei 4 °C gelagert. Da die sekundären Antikörper an Horseradish Peroxidase (HRP) gekoppelt 

sind und diese Peroxidase durch Natriumazid inhibiert wird, wurden sekundäre Antikörper 

immer frisch in TBS-T mit 2 % BSA ohne Natriumazid verdünnt. 

 

Für die Entwicklung wurde SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate oder 

SuperSignal West Dura verwendet. Die beiden Substanzen Peroxide Solution und Lumino-

Enhancer Solution wurden 1:1 in einem Eppendorf Tube gemischt und auf die Membranen, die 

auf einer Glasplatte positioniert wurden, gegeben. Die Entwicklungslösung wurde sorgfältig 

verteilt, sodass die gesamte Membran benetzt war. Pro Membran wurden insgesamt 800 µL 

Lösung angesetzt.  

Zur Anfertigung der Aufnahmen im ImageQuant LAS 4000 wurde die Membran mit 

Frischhaltefolie abgedeckt. Nach der Entwicklung und Anfertigung der Aufnahmen wurde die 

Entwicklungslösung mit Waschpuffer von den Membranen abgewaschen. Es konnten nun 

weitere immunologische Färbungen mit anderen Antikörpern vorgenommen werden oder die 

Membrane bei 4 °C in TBS-T mit 0,05 % Natriumazid aufbewahrt werden. 

 

Bei der Untersuchung der p21- und Cyclin D1-Expression wurde zudem eine Quantifizierung 

mit Hilfe der Software ImageJ vorgenommen. Hierbei wurde die Signalintensität der 

Proteinbanden nach Durchführung einer Westernblot-Analyse gemessen und zur Intensität der 

GAPDH-Bande normalisiert. 
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 Untersuchung der Induktion von Seneszenz mittels β-Galactosidase-

Färbung 

Für die Untersuchung auf Seneszenz-Induktion durch Behandlung der Neuroblastom-Zelllinie 

Kelly mit den oben aufgeführten Biologika wurde das Senescence β-Glactosidase Staining Kit 

(Katalognummer #9860) und Dimethyformamide (Katalognummer #12767) von Cell Signaling 

verwendet. Die β-Galactosidase(β-Gal)-Färbung stellt eine weit verbreitete Methode zur 

Markierung seneszenter Zellen, in denen die ß-Gal-Expression zunimmt, dar (99,100). 

 

Die Aktivierung von Seneszenz mit dem Topoisomerase-II-Inhibitor Etoposid wurde in 

verschiedenen Zelllinien nachgewiesen (101). Bei Behandlung mit niedrigen Etoposid-

Konzentrationen wird als zelluläre Antwort auf die DNA-Schäden Seneszenz induziert. Hohe 

Konzentrationen dagegen führen zur Apoptose der Zelle (101,102). Um eine Positivkontrolle 

für Seneszenz-Induktion in der verwendeten Neuroblastom-Zelllinie Kelly zu etablieren, wurde 

in einem Vorversuch die Induktion von Seneszenz durch Etoposid-Konzentrationen von 

0,1 – 50 µM und einer Behandlungsdauer von 72 h untersucht. Der Behandlungszeitraum 

wurde gewählt, um vergleichbare Bedingungen zwischen der Positivkontrolle und den zu 

untersuchenden Biologika-Behandlungen, die entsprechend dem RIST-Therapieschema für 

72 h durchgeführt werden, zu erhalten.  

Der Versuch wurde im 24-Well-Format durchgeführt. Zunächst wurden verschiedene 

Zellzahlen pro Well ausplattiert, um nach 24 h Inkubation eine für die Behandlung geeignete 

Konfluenz von 50-70% zu erreichen. Dafür stellte sich für die Zelllinie Kelly eine Zellzahl von 

90.000 Zellen pro Well als geeignet heraus. Die Zellen wurden in 500 µL Medium ausgesät. 

Freie Wells wurden zum Schutz vor Verdunstung mit 1 mL PBS beschickt. 24 h nach dem 

Ausplattieren, also an „Tag 1“ erfolgte die Behandlung mit 5 verschiedenen Etoposid-

Konzentrationen. Eine Negativkontrolle wurden mit einer DMSO-Verdünnung, die der 

maximal verwendeten DMSO-Konzentration entsprach, behandelt.  

Nach einer Behandlungsdauer von 72 h wurde an „Tag 4“ ein Mediumwechsel durchgeführt 

und hoch-konfluente Wells passagiert. Es folgte eine Erholungsphase, um eine Änderung des 

zellulären Metabolismus und Phänotyps entsprechend des Senesenz-Signalwegs abzuwarten. 

Die Zellen wurden dafür regelmäßig unter dem Mikroskop kontrolliert und bei hohen 

Konfluenzen passagiert. An „Tag 8“ wurde die β-Gal-Färbung entsprechend dem Protokoll des 

Kits durchgeführt. Um weiterhin behandelte Zellen in Kultur zu halten und zu späteren 

Zeitpunkten erneut Färbungen durchzuführen, wurde ein Teil der Zellen auf eine neue Platte 

umgesetzt und die restlichen Wells gefärbt. Die Färbe-Ergebnisse nach einer Inkubation von 
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24 h in einem nicht mit CO2-begasten und nicht-befeuchteten Inkubator (37 °C) ergab keinen 

Unterschied zwischen der DMSO-Kontrolle und den mit unterschiedlichen Etoposid-

Konzentrationen behandelten Zellen. Auch eine weitere Inkubation im Brutschrank änderte 

dieses Ergebnis nicht.  

 

Die Untersuchung der Seneszenz-Induktion durch Behandlung der Zelllinie Kelly mit den 

Biologika Dasatinib, Rapamycin oder Torin 2, sowie der Doppelbehandlung 

Dasatinib + Rapamycin oder Dasatinib + Torin 2 wurde deshalb folglich im Vergleich zu einer 

DMSO-Negativkontrolle durchgeführt. 

Der Versuchsaufbau entsprach dem Vorversuch mit der Behandlung mit Etoposid. Pro Well 

wurden 90.000 Zellen (Behandlung) bzw. 50.000 Zellen (DMSO-Kontrolle) ausplattiert. Die 

Behandlung mit den Biologika erfolgte wie in Kapitel 2.2.4.1 (Einzelbehandlung) bzw. 2.2.4.2 

(Doppelbehandlung) für den MTT-Assay beschrieben. 

Nach 72 h wurde die Färbung der Versuchsplatte durchgeführt entsprechend dem Protokoll des 

Kits durchgeführt. Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zum Vergleich der Blaufärbung der 

behandelten mit denen der DMSO-Kontrolle erfolgte wie im Protokoll angegeben 24 h nach 

der Färbung mit β-Gal. Die β-Gal-Färbung wurde einmal unter Verwendung von zwei 

Replikaten durchgeführt. 

 Statistische Verfahren 

Für die Bestimmung der IC50-Konzentrationen wurden die um die DMSO-Kontrolle 

normalisierten Zellviabilitäten [%] in GraphPad Prism in logarithmische Werte transformiert 

und auf einen Wertebereich von 0 – 100 % normalisiert. Es erfolgte eine nicht-lineare 

Regressions-Analyse. Die Ergebnisse werden in Mittelwerten ± Standardabweichung 

angegeben.  

Für die Untersuchung des Effekts auf die Reduktion der Zellviabilität durch Kombination der 

Medikamente im Vergleich zur Einzelbehandlung und Kontrolle bzw. des Effekts der RIST- 

und TIST-Therapie im Vergleich zur Kontrolle wurde ein ungepaarter T-Test durchgeführt.  

Für die P-Wert-Ermittlung wurden keine konstanten Standardabweichungen angenommen. Für 

die statistische Signifikanz wurde die Holm-Sidak-Methode und eine Signifikanz-Level von 

α = 5,00 % verwendet.  
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3 Ergebnisse  

3.1 Aktivierung des Seneszenz-Signalwegs durch die Biologika-

Vorbehandlung 

Seneszenz ist nach Hayflick and Moorhead (1961) ein Zustand, in den die Zellen bei Erreichen 

des Endes der Replikationsphase eintreten und der mit einem irreversiblen Zellzyklus- und 

Wachstumsarrest einhergeht (103). Neben der „replikativen Seneszenz“, ausgelöst meist durch 

intrinsische Signale, kann die Zelle auch „vorzeitig“ durch diverse Stressoren, wie 

beispielsweise eine Behandlung mit DNA-schädigenden Medikamenten, eine Inaktivierung 

von Tumorsuppressorgenen oder eine Aktivierung von Onkogenen in diesen Zustand gelangen 

(reviewed in (104,105)). Es wurde untersucht, ob Seneszenz durch die Biologika-

Vorbehandlung der RIST-Therapie induziert wird.  

 

Die Ergebnisse der Untersuchung des Seneszenz-Markers p21 mittels Westernblot sind in 

Kapitel 3.9 dargestellt. Neben der Analyse der Expression von p21 wurde zudem in der Zelllinie 

Kelly eine β-Galactosidase(β-Gal)-Färbung (siehe Kapitel 2.2.7), eine weit verbreitete Methode 

zur Markierung seneszenter Zellen, in denen die ß-Gal-Expression zunimmt (99,100), 

durchgeführt. 

Zunächst sollte die Behandlung mit Etoposid als Positiv-Kontrolle etabliert werden. Der 

Topoisomerase-II-Inhibitor Etoposid führt zu DNA-Doppelstrangbrüchen und ist als 

Seneszenz-induzierende Substanz bekannt (101). Es wurde eine Konzentrationsbreite von 

0,1 – 50 µM Etoposid zu Behandlung der Zelllinie Kelly verwendet, um die Dosis zu 

bestimmen, die für die Induktion von Seneszenz notwendig ist. Allerdings konnte bei keiner 

der Konzentrationen Seneszenz durch eine positive β-Gal-Färbung im Vergleich zur DMSO-

Negativkontrolle nachgewiesen werden. Nach Behandlung in hohen Konzentrationen sind die 

Zellen tot abgeschwommen, was daraufhin deutet, dass die Zellen in Apoptose gehen. Bei 

niedrigeren Behandlungskonzentrationen ergab sich nach β-Gal-Färbung kein Unterschied 

zwischen behandelten Zellen und Kontrollzellen (siehe Abbildung 23: Beispiel einer Färbung 

nach Behandlung mit 1 µM Etoposid). Es konnte keine Etoposid-Behandlung als 

Positivkontrolle für die Induktion von Seneszenz in der Zelllinie Kelly etabliert werden.  
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Die Untersuchung der Zellen nach Behandlung mit Dasatinib, Rapamycin, Torin 2 und den 

Doppelkombinationen der mTOR-Inhibitoren mit Dasatinib erfolgte daher im Vergleich zu 

einer mit DMSO behandelten Negativkontrolle.  

 

Abbildung 9: β-Galactosidase-Färbung nach Einzel- und Doppelbehandlung 

Lichtmikroskopische Aufnahmen (Vergrößerung: 20x) nach Behandlung der Zelllinie Kelly mit den 

Einzelmedikamenten Dasatinib, Rapamycin und Torin 2, sowie der Kombination von Dasatinib mit Rapamycin 

bzw. Torin 2 in entsprechenden IC50-Konzentrationen und Färbung mit β-Galactosidase. A: DMSO-Kontrolle; B: 

Rapamycin; C: Torin 2; D: Dasatinib; E: Dasatinib + Rapamycin; F: Dasatinib + Torin 2. Das Experiment wurde 

einmal mit zwei Replikaten durchgeführt.  

Wie in Abbildung 9 gezeigt, nahm die Blaufärbung nach allen Behandlungen (Abbildung 9, B-

F) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (Abbildung 9, A) tendenziell zu. Durch die starke 

morphologische Veränderung der Zellen konnte allerdings keine Quantifizierung blau gefärbter 

Zellen vorgenommen werden, da die Zellen nicht mehr einzeln abgrenzbar, sondern rundlich 

aufgebläht in haufenförmiger Anordnung vorlagen. Das Zytosol zeigte sich zudem nicht 

einheitlich blau, wie es beispielsweise durch Nelli Frank als Nachweis seneszenter 

Neuroblastom-Zellen gezeigt wurde (104). Die β-Gal-Färbung wurde nur durch vermehrt blaue 

Granula in den behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle sichtbar. Das Ergebnis stellt 

keinen eindeutigen Positivnachweis dar, die tendenzielle Zunahme der Blaufärbung gibt 

zusammen mit dem Ergebnis der Zunahme der p21-Expression (siehe Abbildung 18) einen 

Hinweis auf eine Induktion von Seneszenz durch die Behandlung mit den getesteten Biologika.  
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3.2 Keine erhöhte Sensitivität MycN-exprimierender Tet21N-

Zellen gegenüber Rapamycin 

In Voruntersuchungen durch Johannes Leister und Gina Penkivech wurde bereits ein stärkeres 

Ansprechen MycN-amplifizierter NB-Zelllinien auf Rapamycin beziehungsweise die RIST-

Therapie gezeigt (93,106). Johnsen et al. konnte 2008 in der Zelllinie Tet21N eine 

Abhängigkeit der Sensitivität gegenüber Rapamycin und einem weiteren mTOR-Inhibitor CCI-

779 von der Expression des Onkogens MycN zeigen. MycN-ON-Zellen wiesen hierbei im 

MTT-Assay ein signifikant stärkeres Ansprechen auf die Behandlung mit Rapamycin und CCI-

779 auf (50). 

Für die Untersuchung einer Abhängigkeit der Sensitivität gegenüber der mTOR-Inhibitoren 

Rapamycin und Torin 2 von der Expression des Onkogens MycN diente für diese Arbeit 

ebenfalls das MycN-regulierbare System der Zelllinie Tet21N (siehe Kapitel 2.1.2).  

In dieser Arbeit sollte zunächst die IC50-Konzentration für Rapamycin in induzierten im 

Vergleich zu nicht-induzierten Tet21N-Zellen mittels MTT-Assay wie in Kapitel 2.2.4.4 

beschrieben, bestimmt werden. Um zu kontrollieren, ob die MycN-Induktion erfolgreich war 

und über die gesamte Versuchsdauer hinweg angehalten hatte, wurden Zelllysate zu den 

Zeitpunkten des Ausplattierens, also 72 h nach Induktion (genannt „MTT 0“) und der MTT-

Messung, also 72 h nach Behandlung und 168 h nach Induktion (genannt „MTT 4“), hergestellt 

und die MycN-Expression mittels Westernblot analysiert. Die Untersuchung der 

Proteinexpression erfolgte wie in Kapitel 2.2.6 erläutert.  

Zunächst konnte die MycN-Expression in den Tet21N-Zellen nicht reguliert werden. Sowohl 

bei Kultivierung in Tetrazyklin-freiem Medium als auch in Tetrazyklin-haltigem Medium 

exprimierten die Zellen das Onkogen. Verschiedene potenzielle Ursachen, wie beispielsweise 

ein nicht funktionsfähiges Tetrazyklin konnte in weiteren Versuchen ausgeschlossen werden. 

Bei Verwendung von Zellen junger Passagen (Px+ 4) konnte die MycN-Expression allerdings 

erfolgreich reguliert werden (siehe Abbildung 10).  
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Abbildung 10: MycN-Expression während des MTT-Versuchs zur IC50-Bestimmung von 

Rapamycin in der Zelllinie Tet21N 

Die Zellen zur Herstellung der Lysate wurden analog zum MTT-Versuch induziert, ausplattiert und behandelt. Die 

„MTT-0“-Probe stellt den Zeitpunkt 72 h nach Induktion, also am Tag des Ausplattierens dar. Die Zellen der 

„MTT-4-Probe“ wurden wie für den MTT-Versuch 24 h nach der Aussaat bei 50-70 % Konfluenz mit 30 µM 

Rapamycin bzw. einer DMSO-Verdünnung (Kontrolle) behandelt und 72 h nach Behandlung, also 168 h nach 

Induktion geerntet. Die Kontrolle „C“ wurde für laborinterne Vorversuche hergestellt und zeigt die MycN-

Expression der MycN-ON- und MycN-OFF-Zellen 72 h nach Induktion. Die Westernblot-Analyse der MycN-

Expression wurde parallel zu einem MTT-Experiment angefertigt.  

In MycN-ON-Zellen wurde unter Kultivierung in Tetrazyklin-freiem Medium eine starke Expression 

des Onkogens induziert, während die MycN-OFF-Zellen, die in Tetrazyklin-haltigem Medium kultiviert 

wurden, keine MycN-Expression aufwiesen. Möglicherweise ist die Expressionsregulation durch 

Tetrazyklin abhängig von der Passage der Zellen und geht im Laufe der Zeit verloren.  

 

Abbildung 11: Zellviabilitätskurve zur IC50-Bestimmung für Rapamycin in der Zelllinie Tet21N 

Die Zellen wurden 24 h nach Aussaat bei einer Konfluenz von 50-70 % behandelt. Die Messung der Viabilität 

wurde mittels MTT zum Zeitpunkt 72 h nach Behandlung durchgeführt. Alle Versuche wurden in Triplikaten 

durchgeführt.  

Tabelle 11: IC50-Konzentration in der Zelllinie Tet21N 

 MycN OFF 

(+Tetrazyklin) 

MycN ON  

(-Tetrazyklin) 

Rapamycin [µM] 24,61 31,46 
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Bei Untersuchung der Zellviabilität nach Rapamycin-Behandlung mittels MTT-Assay unter den 

erläuterten Bedingungen konnte trotz erfolgreicher MycN-Induktion keine erhöhte Sensitivität der 

MycN-exprimierenden Zellen gegenüber Rapamycin gezeigt werden (siehe Abbildung 11). Die MycN-

ON-Zellen sprachen mit einer IC50-Konzentration von 31,46 µM im Vergleich zu den MycN-OFF-

Zellen mit 24,61 µM geringfügig schlechter auf den mTOR-Inhibitor an.  

3.3 IC50-Konzentrationen bei Einzel- und Doppelbehandlung mit 

Dasatinib, Rapamycin und Torin 2 

Zunächst erfolgte die Bestimmung der IC50-Konzentrationen bei Behandlung der Zellen mit 

den einzelnen Substanzen Dasatinib, Rapamycin oder Torin 2. Anschließend wurden die IC50-

Konzentrationen bei Doppelbehandlung (Dasatinib + Torin 2; Dasatinib + Rapamycin) ermittelt 

und auf synergistische, additive oder antagonistische Effekte untersucht (siehe Kapitel 3.5). Die 

IC50-Konzentrationen der Doppelbehandlung wurden zudem für die Kombination der 

Medikamente in der RIST-Therapie verwendet.  

 

In laborinternen Voruntersuchungen wurden die IC50-Konzentrationen für die vier neuen ATP-

kompetitiven mTOR-Inhibitoren Torin 1, Torin 2, PP242 und AZD3147 in den Zelllinien Kelly 

und IMR-32 ermittelt. Für die Inhibitoren Torin 1, PP242 und AZD3147 waren hierbei stark 

unterschiedliche Medikamentenkonzentrationen notwendig, um in verschiedenen 

Neuroblastom-Zelllinien eine Hemmung der Viabilität um 50 % zu erreichen. Torin 2 wies, im 

Gegensatz zu den drei anderen Inhibitoren, in den Neuroblastom-Zelllinien Kelly und IMR-32 

vergleichbare niedrig nanomolare IC50-Konzentrationen auf (siehe Tabelle 12). 

Tabelle 12: Vergleich der IC50-Konzentrationen der mTOR-Inhibitoren in den Zelllinien Kelly 

und IMR-32 

 Kelly IMR-32 

Rapamycin 27 µM 37 µM 

Torin 1 42 nM 397 nM 

Torin 2 12 nM 30 nM 

PP242 0,9 nM 662 nM 

AZD3147 177 nM  390 nM 

 

Aufgrund der stark unterschiedlichen Sensitivität der Zelllinien Kelly und IMR-32 gegenüber 

der mTOR-Inhibitoren Torin 1, PP242 und AZD3147 und der vergleichbaren Sensitivität der 
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beiden NB-Zelllinien gegenüber Torin 2 auf der anderen Seite, sowie der im Folgenden 

dargestellten Eigenschaften der mTOR-Inhibitoren, wurde Torin 2 für die weiteren 

Untersuchungen ausgewählt.    

Torin 2 wurde ausgehend von Torin 1 entwickelt, um die ungünstigen pharmakokinetischen 

Eigenschaften zu verbessern (107). Torin 2 weist eine höhere Bioverfügbarkeit, metabolische 

Stabilität und längere Plasmaexpositionszeit sowie eine hoch potente Hemmung der mTOR-

Kinase mit einer 800-fach höheren Selektivität im Vergleich zu PI3K auf (107). Die mTOR-

Inhibition wird über einen langen Zeitraum aufrechterhalten, was vermutlich auf eine langsame 

Dissoziation des Inhibitors von der mTOR-Kinase zurückzuführen ist (83). Zudem hemmt die 

neue Substanz neben der mTOR-Kinase auch PIKK-Kinasen (ATM, ARM, DNA-PK), die eine 

wichtige Stellung in der DNA-Reparatur einnehmen. Die Inhibition dieser Kinasen hat eine 

erhöhte Sensibilität gegenüber Bestrahlung zur Folge (84). Durch Liu et al. konnten bereits 

starke anti-Tumor-Effekte gezeigt werden: Torin 2 hemmte die Proliferation verschiedener 

Krebszelllinien, die Progression des Zellzyklus und induzierte sowohl Apoptose, als auch 

Autophagie (84). 

 

Die IC50-Konzentrationen wurden für den Zeitpunkt 72 h nach Behandlung, wie in Kapitel 

2.2.4.1 und 2.2.4.2 beschrieben, bestimmt. Einige IC50-Konzentrationen waren bereits in 

laborinternen Vorversuchen durch Marie Matthes ermittelt worden. Die Assays wurden für 

diese Arbeit in mindestens drei unabhängigen Experimenten wiederholt und die Werte 

bestätigt. InAbbildung 12 ist ein Beispiel der Zellviabilitätskurven für die IC50-Bestimmung in 

der Zelllinie Kelly dargestellt. Die Graphen zeigen die abnehmenden Zellviabilität gegen die 

logarithmische Medikamentenkonzentration.  

 

Abbildung 12: Zellviabilitätskurven zur IC50-Bestimmung für Dasatinib, Rapamycin und Torin 2 

in der Zelllinie Kelly 

Die Zellen wurden 24 h nach Aussaat bei einer Konfluenz von 50-70 % behandelt. Die Messung der Viabilität 

wurde mittels MTT zum Zeitpunkt 72 h nach Behandlung durchgeführt. Alle Versuche wurden in Triplikaten 

durchgeführt und mindestens dreimal unabhängig voneinander wiederholt. 
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Die ermittelten IC50-Werte können aus Tabelle 13 (Einzelbehandlung) bzw. aus Tabelle 14 

(Doppelbehandlung) entnommen werden. Tabelle 14 zeigt zudem den jeweiligen Dosis-

Reduktions-Faktor (DRF). Der DRF gibt an, um welchen Faktor die Konzentration bei 

Kombination der Medikamente im Vergleich zu Einzelbehandlung unter Erhalt des gleichen 

Effekts (50 %-ige Viabilitätshemmung) reduziert werden kann.  

Tabelle 13: IC50-Konzentrationen Einzelbehandlung mit Biologika 

 Dasatinib [µM] Rapamycin [µM] Torin 2 [nM] 

Kelly 9,47 ± 0,010 27,21 ± 0,006 11,69 ± 0,019 

IMR-32 1,53 ± 0,057 37,47 ± 0,003 29,67 ± 0,013 

IC50-Konzentrationen in den Zelllinien Kelly und IMR-32 bei Dasatinib-, Rapamycin- bzw. Torin-2-Behandlung. 

Alle Versuche wurden in Triplikaten durchgeführt und mindestens dreimal unabhängig voneinander wiederholt.  

In beiden Zelllinien liegen die IC50-Konzentrationen bei Einzelbehandlung für Dasatinib im 

niedrig mikromolaren und für Rapamycin im mittleren mikromolaren Bereich.  

Für Torin 2 liegen die IC50-Konzentrationen dagegen im niedrig bis mittleren nanomolaren 

Bereich. Dies entspricht einer etwa 1000-fachen Reduktion der Konzentrationen bei Vergleich 

von Rapamycin mit Torin 2.  

Tabelle 14: IC50-Konzentrationen und Dosis-Reduktions-Faktor (DRF) bei Doppelbehandlung 

mit Biologika 

 Dasatinib [µM] Rapamycin [µM] DRF Dasatinib DRF Rapamycin 

Kelly 5,00 2,00 1,9 13,6 

IMR-32 0,05 0,13 30,6 288,2 

 Dasatinib [µM] Torin 2 [nM] DRF Dasatinib DRF Torin 2 

Kelly 1,50 9,00 6,3 1,3 

IMR-32 1,00 6,00 1,5 4,9 

IC50-Konzentrationen bei Behandlung der Zelllinien Kelly und IMR-32 mit den Kombinationen Dasatinib + Torin 

2 bzw. Dasatinib + Rapamycin und Angabe des Dosis-Reduktions-Faktors (DRF). 

Die IC50-Konzentrationen bei Behandlung mit zwei Medikamenten wurde mit Hilfe der 

Ergebnisse der Untersuchung auf eine synergistische Wirkung (siehe Kapitel 3.5) aus 

mindestens drei Versuchen festgelegt.  

 

Die IC50-Konzentrationen sind sowohl bei Kombination von Dasatinib mit Rapamycin als auch 

mit Torin 2 im Vergleich zu denen der Einzelbehandlung leicht bis deutlich reduziert. Bei der 

Kombination Dasatinib + Rapamycin in der Zelllinie IMR-32 zeigte sich die stärkste Dosis-

Reduktion um das fast 31-(Dasatinib) bzw. 300-fache (Rapamycin). Bei den weiteren 

Kombinationen konnten die Konzentrationen um das 1,3-13,6-fache reduziert werden.  
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Die hier ermittelten IC50-Konzentrationen der Doppelbehandlung wurden für die 

Vorbehandlung des RIST-Therapieschemas verwendet.  

 

Abbildung 13 zeigt die deutliche Zunahme der Viabilitätshemmung durch Behandlung der 

Zelllinien Kelly und IMR-32 mit den Kombinationen Dasatinib + Torin 2 bzw. Dasatinib + 

Rapamycin im Vergleich zur Behandlung der Zellen mit den Einzelsubstanzen in den gleichen 

Konzentrationen. Behandelt wurde mit den in Tabelle 14 angegebenen IC50-Konzentrationen 

der entsprechenden Doppelbehandlungen.  

 

Abbildung 13: Reduktion der Zellviabilität durch Doppelbehandlung mit Biologika 

Darstellung der Zellviabilität nach Behandlung der Zelllinien A: Kelly und B: IMR-32 mit den Kombinationen 

Dasatinib + Rapamycin bzw. Dasatinib + Torin 2 im Vergleich zur Behandlung der Zellen mit den 

Einzelsubstanzen. Die Zellen wurden 24 h nach Aussaat bei einer Konfluenz von 50-70 % mit den für die jeweilige 

Doppelbehandlung bestimmten IC50-Konzentrationen (siehe Tabelle 14) behandelt. Die Messung der Viabilität 

wurde mittels MTT zum Zeitpunkt 72 h nach Behandlung durchgeführt. Alle Versuche wurden in Triplikaten 

durchgeführt. Die Untersuchung der Doppelbehandlung mit Dasatinib + Rapamycin in der Zelllinie Kelly wurde 

bereits durch Johannes Leister durchgeführt (93) und für diese Arbeit einmal bestätigt. Alle weiteren Experimente 

wurden mindestens dreimal unabhängig voneinander wiederholt.  

Durch die Behandlung der Zelllinie Kelly mit Dasatinib + Rapamycin wurde im Vergleich zur 

Behandlung mit beiden Einzelsubstanzen eine signifikante Reduktion der Viabilität induziert. 

Die Doppelbehandlung mit Dasatinib + Torin 2 hat eine signifikant stärkere Hemmung der 

Viabilität gegenüber der Einzelbehandlung mit Dasatinib zur Folge. In Bezug auf die 

Behandlung mit Torin 2 wurde keine signifikante, aber trotzdem deutlich stärkere Hemmung 

mit p = 0,07 erreicht. 

In der Zelllinie IMR-32 induzierte die Kombination Dasatinib + Rapamycin eine signifikante 

stärkere Viabilitätshemmung gegenüber der Einzelbehandlung mit Dasatinib. Die Hemmung 

der Viabilität durch die Doppelbehandlung im Vergleich zur Einzelbehandlung mit Rapamycin 
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konnte mit p = 0,20 gesteigert werden. Die Doppelbehandlung Dasatinib + Torin 2 führte 

gegenüber beiden Einzelbehandlungen zu einer signifikant stärkeren Reduktion der 

Zellviabilität. 

3.4 IC50-Konzentrationen bei Einzel- und Doppelbehandlung mit 

Irinotecan und Temozolomid 

Für die Durchführung der RIST-Therapie wurden neben der Biologika auch die IC50-

Konzentrationen der Chemotherapeutika Irinotecan (Verwendung des aktiven Metaboliten SN-

38) und Temozolomid, wie in Kapitel 2.2.4.1 und 2.2.4.2 beschrieben, bestimmt. 

Die IC50-Werte können aus Tabelle 15 (Einzelbehandlung) bzw. aus Tabelle 16 

(Doppelbehandlung) entnommen werden. In Tabelle 16 ist zudem der Dosis-Reduktions-Faktor 

(DRF) angegeben. 

Tabelle 15: IC50-Konzentrationen bei Einzelbehandlung mit Chemotherapeutikum 

 Irinotecan [SN-38, nM] Temozolomid [µM] 

Kelly 2,74 ± 0,008 246,0 ± 0,004 

IMR-32 0,67 ± 0,009 159,9 ± 0,004 

IC50-Konzentrationen in den Zelllinien Kelly und IMR-32 bei Irinotecan- bzw. Temozolomid-Behandlung. Alle 

Versuche wurden in Triplikaten durchgeführt und mindestens dreimal unabhängig voneinander wiederholt.  

Die IC50-Konzentration für Irinotecan liegt für beide Zelllinien im niedrig nanomolaren 

Bereich. Für Temozolomid sind für beide Zelllinien hohe mikromolare Konzentrationen 

notwendig, um eine 50 %ige Hemmung der Viabilität zu erreichen. 

 

Tabelle 16: IC50-Konzentrationen und Dosis-Reduktions-Faktor (DRF) bei Doppelbehandlung 

mit Chemotherapeutika 

 Irinotecan [nM] Temozolomid [µM] DRF Irinotecan DRF Temozolomid 

Kelly 1,0 225,0 2,7 1,1 

IMR-32 0,4 120,0 0,2 1,3 

IC50-Konzentrationen bei Doppelbehandlung der Zelllinien Kelly und IMR-32 mit der Kombination Irinotecan + 

Temozolomid und Angabe des Dosis-Reduktions-Faktors. Die IC50-Konzentrationen für die Doppelbehandlung 

wurden nach Durchführung von mindestens drei unabhängigen Experimenten festgelegt. Alle Versuche wurden 

in Triplikaten durchgeführt. 

In der Zelllinie Kelly führte die Kombination der beiden Chemotherapeutika gegenüber der 

jeweiligen Einzelbehandlung zu einer 2,7-fachen Dosis-Reduktion bei Irinotecan und einer 1,1-

fachen Reduktion bei Temozolomid.  
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In der Zelllinie IMR-32 konnte die niedrig-nanomolare IC50-Konzentration für die Irinotecan-

Behandlung durch die Kombination mit Temozolomid um das 0,2-fache reduziert werden. Die 

Temozolomid-Konzentration lag in der Doppelbehandlung um das 1,3-fache niedriger 

gegenüber der Einzelbehandlung.  

Abbildung 14 zeigt die Zunahme der Viabilitätshemmung durch Behandlung der Zelllinien 

Kelly und IMR-32 mit der Kombination Irinotecan + Temozolomid im Vergleich zur 

Behandlung mit den Einzelsubstanzen in den gleichen Konzentrationen. Verwendet wurde die 

in Tabelle 16 angegebene IC50-Konzentrationen der Doppelbehandlung. Die IC50-

Konzentration für Irinotecan liegt für beide Zelllinien im niedrig nanomolaren Bereich. Für 

Temozolomid sind für beide Zelllinien hohe mikromolare Konzentrationen notwendig, um eine 

50 %ige Hemmung der Viabilität zu erreichen. 

 

Tabelle 16  

Abbildung 14: Reduktion der Zellviabilität durch Doppelbehandlung mit Chemotherapeutika 

Darstellung der Zellviabilität nach Behandlung der Zelllinien A: Kelly und B: IMR-32 mit Irinotecan + 

Temozolomid im Vergleich zur Behandlung der Zellen mit den Einzelsubstanzen. Die Zellen wurden 24 h nach 

Aussaat bei einer Konfluenz von 50-70 % mit der IC50-Konzentration bei Doppelbehandlung (siehe Tabelle 16) 

behandelt. Die Messung der Viabilität wurde mittels MTT zum Zeitpunkt 72 h nach Behandlung durchgeführt. 

Alle Versuche wurden in Triplikaten durchgeführt und mindestens dreimal unabhängig voneinander wiederholt. 

In beiden Zelllinien konnte gezeigt werden, dass die Kombination der Chemotherapeutika eine 

signifikant stärkere Hemmung der Zellviabilität im Vergleich zu den entsprechenden 

Einzelbehandlungen zur Folge hat. 

3.5 Synergistische Wirkung der Kombinationsbehandlungen 

Bei Kombinationsbehandlung können additive, synergistische oder antagonistische Effekte 

auftreten (94,95), wobei eine synergistische Wirkung stärker und eine antagonistische Wirkung 

schwächer ist, als der additive Substanzeffekt (95–97).  
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In Brustkrebszellen konnte durch Park et al. ein starker Synergismus der Kombination von 

Dasatinib mit Rapamycin nachgewiesen werden (108). Eine synergistische Wirkung wurde 

durch Johannes Leister im Rahmen seiner Dissertation in verschiedenen Neuroblastom-

Zelllinien, unter anderem auch in der für diese Arbeit verwendeten Zelllinie Kelly, 

nachgewiesen (93).  

Hier wurde nun auf eine synergistische Wirkung der Kombination von Dasatinib mit dem neuen 

ATP-kompetitiven mTOR-Inhibitor Torin 2 in den Zelllinien Kelly und IMR-32 untersucht und 

getestet, ob eine Bestätigung des durch Johannes Leister gezeigten synergistischen Effekts von 

Dasatinib + Rapamycin in der Zelllinie Kelly möglich ist. Zudem wurde der Effekt der 

Kombination von Irinotecan und Temozolomid, also des Chemotherapie-Arms der RIST-

Therapie, analysiert.   

Für die Untersuchung des Effekts der Doppelbehandlungen wurde die Software CalcuSyn, die 

auf der Chou-Talalay-Methode basiert, verwendet. Dabei wurde quantitativ ermittelt, ob ein 

Synergismus oder Antagonismus im Hinblick auf den Effekt der 50 %-igen Hemmung der 

Viabilität vorliegt.  

Tabelle 17: Kombinatorische Indices (CI) bei Doppelbehandlung mit Biologika 

 Dasatinib + Torin 2 Dasatinib + Rapamycin 

Kelly 0,60 ± 0,15  0,23 ± 0,07 

IMR-32 0,17 ± 0,11  0,20 ± 0,02  

CI-Werte für die Behandlung mit Dasatinib + Torin 2 bzw. Dasatinib + Rapamycin in zuvor ermittelter IC50-

Konzentration (siehe Kapitel 3.33) in den Zelllinien Kelly und IMR-32. In der Tabelle werden die Mittelwerte der 

Ergebnisse aus mindestens zwei Experimenten und deren Standardabweichung angegeben.  

Die berechneten CI-Werte (siehe Tabelle 17) liegen in den Zelllinien Kelly und IMR-32 sowohl 

für die Kombination Dasatinib + Rapamycin, als auch Dasatinib + Torin 2 unter 0,9, was eine 

synergistische Wirkung für beide Doppelbehandlungen zeigt (Bedeutungen der CI-Werte: siehe 

Tabelle 8 in Kapitel 2.2.4.3). Der Effekt dieser Kombinationsbehandlung ist also stärker als die 

additive Wirkung der Einzelmedikamente. In der Zelllinie IMR-32 lagen die CI-Werte im 

Bereich zwischen 0,1 – 0,3. Dies entspricht einer starken synergistischen Wirkung. In der 

Zelllinie Kelly konnte mit einem CI = 0,23 für die Kombination Dasatinib + Rapamycin 

ebenfalls ein starker Synergismus gezeigt und der durch Johannes Leister erbrachte Nachweis 

eines Synergismus bestätigt werden (vgl.: Leister, J.: CI = 0,18 für Dasatinib + Rapamycin in 

Kelly (93)). Der Effekt der Behandlung Dasatinib + Torin 2 in der Zelllinie Kelly lag mit einem 

CI = 0,60 im Bereich zwischen leichtem und starkem Synergismus.  

Beide Doppelbehandlungen weisen damit in Hinblick auf den Effekt einer 50 %-igen 

Hemmung der Zellviabilität eine synergistische Wirkung auf.  
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Tabelle 18: Kombinatorische Indices (CI) bei Doppelbehandlung mit Chemotherapeutika 

 Irinotecan (SN-38) + Temozolomid  

Kelly 1,20 ± 0,09 

IMR-32 1,30 ± 0,15  

CI-Werte für die Doppelbehandlung mit Irinotecan (SN-38) und Temozolomid in zuvor ermittelter IC50-

Konzentration (siehe Kapitel 3.4) in den Zelllinien Kelly und IMR-32. In der Tabelle werden die Mittelwerte der 

Ergebnisse aus mindestens drei Experimenten und deren Standardabweichung angegeben.  

Die CI-Werte der Doppelbehandlung mit den Chemotherapeutika Irinotecan + Temozolomid 

(siehe Tabelle 18) liegen mit 1,20 in Kelly und 1,30 in IMR-32 zwischen 1,1 und 1,45 und 

entsprechen damit einem leichten Antagonismus. Der Effekt bei Kombination ist also geringer, 

als die additive Wirkung beider Einzelmedikamente.  

3.6 Vergleichbare Viabilitätshemmung durch TIST- und RIST-

Therapie 

Für einen Vergleich des bisher verwendeten RIST-Schemas mit der alternativen „TIST-

Therapie“, die anstelle von Rapamycin den ATP-kompetitiven mTOR-Inhibitor Torin 2 enthält, 

wurde mittels MTT-Assay die Viabilitätshemmung im Vergleich zu einer DMSO-Kontrolle 

bestimmt (Abbildung 15). Die Durchführung ist in den Kapiteln 2.2.4 und 2.2.5 erläutert.  

 

Abbildung 15: Vergleich der „RIST-Therapie“ mit dem alternativen Schema „TIST-Therapie“ 

Vergleich der Zellviabilität nach Behandlung der Zelllinie Kelly mit der RIST-Therapie, sowie dem alternativen 

Schema mit Torin 2 mit einer DMSO-Kontrolle. Die Zellen wurden entsprechend dem RIST-Therapieschema 

(siehe Abbildung 7) behandelt. Die Messung der Viabilität wurde mittels MTT an „Tag 8“ durchgeführt. Alle 

Versuche wurden in Triplikaten durchgeführt und mindestens dreimal unabhängig voneinander wiederholt. 

Beide Therapieschemata führen zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilität im 

Vergleich zur Kontrolle. Zwischen den beiden Therapieprotokollen zeigte sich kein relevanter 
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Unterschied. Hervorzuheben ist allerdings, dass der Effekt der TIST-Therapie in 1.000-fach 

reduzierter Behandlungskonzentrationen erreicht wird.  

3.7 Effektive Hemmung der mTOR-Signalkaskade  

Zunächst wurde der Effekt von Torin 2 in Kombination mit Dasatinib (D+T) auf die Expression 

und Phosphorylierung der direkten mTOR-Substrate, sowie weiterer Proteine des mTOR-

Signalwegs und der Kinase Src im Vergleich zur Kombination von Rapamycin mit Dasatinib 

(D+R) und einer DMSO-Kontrolle (C) für die Zeitpunkte 6 und 24 h in Kelly und IMR-32 

mittels Westernblot analysiert (Abbildung 16). Hierzu wurde jeweils ein phosphospezifischer 

Antikörper zum Nachweis des Phosphorylierungsgrades des entsprechenden Proteins (z.B. 

Zeile 1, P-4E-BP) verwendet, sowie ein Antikörper, der die Gesamtexpression eines Proteins 

(z.B. Zeile 2: 4E-BP) nachweist. 

 

Abbildung 16: Hemmung der mTOR-Signalkaskade durch Biologika-Doppelbehandlung 
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Effekte der Behandlung Dasatinib + Torin 2 (D+T) im Vergleich zu Dasatinib + Rapamycin (D+R) bzw. einer 

DMSO-Kontrolle (C) auf die Phosphorylierung (P) der Substrate der mTOR-Komplexe 1 und 2 (mTORC1 und 

2), sowie von der Kinase Src in den Zelllinien Kelly und IMR-32. Die Zellen wurden mit IC50-Konzentrationen 

der entsprechenden Doppelbehandlung behandelt und nach 6 bzw. 24 h geerntet. Mittels Westernblot wurde die 

Phosphorylierung der Proteine 4E-BP, p70S6K, AKT, GSK-3β und Src untersucht. Zur Kontrolle der 

Proteinladung wurde GAPDH verwendet. Die Abbildung zeigt ein Ergebnis aus zwei unabhängigen Experimenten 

mit vergleichbaren Resultaten. WB: Westernblot. 

In beiden Zelllinien zeigte sich für beide Medikamenten-Kombinationen eine starke Hemmung 

des mTORC1 durch die deutliche Reduktion der Phosphorylierungen der mTORC1-Substrate 

4E-BP1 (Ser65) (Regulator der mRNA Translation) und p70S6K (Thr389) (S6 Kinase) im 

Vergleich zur Kontrolle. Bei Vergleich der mTOR-Inhibitoren fällt auf, dass die 

Phosphorylierung von 4E-BP1 in der Zelllinie Kelly durch die Kombination mit Torin 2 (D+T) 

im Vergleich zu Rapamycin (D+R) stärker unterdrückt wird (Zeile 1 und 2, Spur 1, 2 und 4, 5).   

 

Durch die Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Torin 2 (D+T) konnte zudem eine starke 

mTORC2-Hemmung durch eine deutliche Unterdrückung der Phosphorylierung der AKT-

Kinase an Ser473 in beiden getesteten Zelllinien gezeigt werden. Der Effekt auf die AKT- 

Phosphorylierung (Ser473) war in der Zelllinie Kelly bei 6 h stärker (Zeile 5 und 6, Spur 1, 4, 

7 und 10). 

Durch die Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) konnte in Kelly keine 

Hemmung von AKT (Ser473) erreicht werden, es erfolgte sogar eine Hyperphosphorylierung 

von AKT (Ser473) im Vergleich zur Kontrolle (Zeile 5 und 6, Spur 2 und 5). In der Zelllinie 

IMR-32 konnte dagegen zum Zeitpunkt 24 h eine Unterdrückung der AKT-Phosphorylierung 

nachgewiesen werden (Zeile 5 und 6, Spur 11). Hemmende Effekte durch Rapamycin auf die 

AKT-Phosphorylierung (Ser473) traten somit erst nach langanhaltender Behandlung (24 h) und 

Zelllinien-spezifisch (nur bei IMR-32) auf.  

 

In der Folge wurden weitere, im Signalweg tiefer liegende Zielproteine untersucht. Zunächst 

wurde die Phosphorylierung der Kinase GSK-3β mittels Westernblot analysiert. Eine 

hemmende Phosphorylierung von GSK-3β (Ser9) kann sowohl durch AKT (109), als auch 

durch S6K erfolgen (110). Eine geringe Abnahme dieser Phosphorylierung konnte für beide 

Behandlungskombinationen und Zelllinien gezeigt werden (Zeile 7 und 8, Spur 1, 2, 4, 5, 7, 8, 

10 und 11). 

 

Neben der Zielproteine der mTOR-Inhibitoren wurde auch die Aktivität des dualen Abl/Src-

Kinase-Inhibitors Dasatinib über die Phosphorylierung von Src (Tyr416) getestet (Abbildung 

16). Durch beide Behandlungskombinationen wurde eine starke Hemmung dieser 
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Phosphorylierung erreicht. Die Gesamtproteinmenge von Src nahm dabei sowohl in Kelly als 

auch IMR-32 deutlich zu (Zeile 9 und 10, Spur 1, 2, 4, 5, 7, 8, 10 und 11). 

 

Zudem sollte der Einfluss der Behandlungen auf die mTOR-regulierten Proteine MycN und 

Cyclin D1 untersucht werden. Im dephosphorylierten, also aktiven Zustand, induziert die 

Kinase GSK-3β durch Phosphorylierung von MycN an Thr58 und Cyclin D1 an Thr286 die 

Degradation der beiden Proteine (51,111). Die Phosphatase PP2A wird durch den mTORC1 

phosphoryliert und inhibiert, was die Akkumulation von doppelt phosphoryliertem, aktiven 

MycN ermöglicht (112). 

Eine Stimulation von PI3K/AKT induziert eine Steigerung der Expression von Cyclin D1 durch 

Zunahme der Proteintranslation, während PI3K-Inhibitoren wie Wortmannin oder der mTOR-

Inhibitor Rapamycin zur Abnahme der Cyclin D1-Level führen (113). Die Regulation von 

Cyclin D1 und MycN sind daher sowohl dem mTORC1 als auch dem mTORC2 unterstellt. Die 

gezeigte Rapamycin- bzw. Torin 2-vermittelte mTORC1- und mTORC2-Hemmung führt daher 

zur Annahme, dass die Proteine MycN und Cyclin D1 nach Behandlung reduziert werden 

sollten. Bei Behandlung mit dem mTOR-Inhibitor Rapamycin wurde in verschiedenen 

Zelllinien eine Herunterregulation von Cyclin D1 nachgewiesen (114–116). Eine Abnahme von 

MycN durch mTOR-Inhibitoren wurde bereits in mehreren Neuroblastom-Zelllinien gezeigt 

(50,51). Um den Einfluss auf die Proteinexpression dieser Proteine zu analysieren wurden die 

späteren Zeitpunkte 24 und 72 h gewählt (Abbildung 17). 

 

Abbildung 17: Auswirkungen auf die Proteine MycN und Cyclin D1 

Effekte der Doppelbehandlung Dasatinib + Torin 2 (D+T) im Vergleich zu Dasatinib + Rapamycin (D+R) bzw. 

einer DMSO-Kontrolle (C) auf die Proteinlevel von MycN und Cyclin D1 in den Zelllinien Kelly und IMR-32. 

Die Zellen wurden mit IC50-Konzentrationen der entsprechenden Doppelbehandlung behandelt, nach 24 bzw. 72 h 

mit geerntet und die Proteine mittels Westernblot untersucht. Zur Kontrolle der Proteinladung wurde GAPDH 

verwendet. Die Abbildung zeigt ein Ergebnis aus zwei unabhängigen Experimenten mit vergleichbaren Resultaten. 

WB: Westernblot. 

In der Zelllinie Kelly konnte nach Behandlung mit Dasatinib + Rapamycin (D+R) bzw. Torin 2 

(D+T) keine Abnahme des Onkogens MycN festgestellt werden (Zeile 1, Spur 1-6). Dagegen 
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wurde das MycN-Level in der Zelllinie IMR-32 durch beide Behandlungskombinationen 

reduziert (Zeile 1, Spur 7-12).  

Durch die Behandlung mit Dasatinib plus Torin 2 (D+T) konnte in beiden Zelllinien keine 

Reduktion von Cyclin D1 induziert werden (Zeile 2, Spur 1, 4, 7 und 10). Bei der Behandlung 

mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) zeigte sich hingegen in der Zelllinie Kelly zu beiden 

Zeitpunkten eine Abnahme des Proteinlevels im Vergleich zur Kontrolle (Zeile 2, Spur 2 und 

5). In der Zelllinie IMR-32 war nach D+R-Behandlung nur bei 24 h eine Reduktion von 

Cyclin D1 ersichtlich (Zeile 2, Spur 8 und 11). 

 

Als weiterer potenzieller Mechanismus der Therapie-induzierten Wachstumshemmung in 

Neuroblastom-Zelllinien wurde die p21-Expression nach Biologika-Doppelbehandlung in 

Kelly und IMR-32 für den Zeitpunkt 72 h nach Behandlung mittels Westernblot untersucht, das 

Signal quantifiziert und für eine Darstellung der p21-Expression um die Expression der 

Kontrolle (Haushaltsgen: GAPDH) normalisiert (Abbildung 18). 

Eine Überexpression von p21, einem Inhibitor Cyclin-abhängiger Kinasen (CdK), führt in 

verschiedenen Karzinomzellen zur Hemmung des Wachstums (117). Die Unterdrückung des 

Wachstums wird zum einen durch Bindung an PCNA (proliferating cell nuclear antigen) 

vermittelt, wodurch die DNA-Replikation gehemmt wird. Zum anderen wird durch Inhibition 

der CdK-Aktivität die Zellzyklus-Progression verhindert (118,119). Die Zunahme von p21 

scheint zudem entscheidend für die frühe Phase der zellulären Seneszenz zu sein (120).  

 

Abbildung 18: Steigerung der p21-Expression durch Biologika-Behandlung 

Darstellung des Effekts der Doppelbehandlung mit Dasatinib + Torin 2 (D+T) im Vergleich zu Dasatinib + 

Rapamycin (D+R) bzw. einer DMSO-Kontrolle (C) auf die Expression von Zellzyklus-Inhibitor p21 in den 

Zelllinien Kelly und IMR-32. Die Zellen wurden mit IC50-Konzentrationen der entsprechenden Doppelbehandlung 

behandelt, nach 72 h geerntet und die Proteine mittels Westernblot (WB) untersucht. Zur Kontrolle der 

Proteinladung wurde GAPDH verwendet. Für die Angabe der p21-Expression wurde das p21-Signal quantifiziert 

und um das von GAPDH normalisiert. Die Abbildung zeigt ein Ergebnis aus zwei unabhängigen Experimenten 

mit vergleichbaren Resultaten.  
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In der Zelllinie Kelly induzierte die Behandlung mit Dasatinib plus Torin 2 (D+T) im Vergleich 

zur Kontrolle eine 1,8-fache Zunahme der p21-Expression (Zeile 1, Spur 1), während die 

Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) nur zu einer geringen, 1,3-fachen 

Zunahme von p21 führte (Zeile 1, Spur 2). In der Zelllinie IMR-32 stimulierten beide 

Behandlungen eine starke, mehr als doppelt so hohe Zunahme der Expression von p21 im 

Vergleich zur Kontrolle (Zeile 1, Spur 4 und 5). Zwischen den beiden Behandlungen lag in 

dieser Zelllinie nur ein geringer Unterschied (D+T: 2,3-fache Zunahme; D+R: 2,1-fache 

Zunahme). Die Bande von p21 lag bei 17 kDa, anstelle der angegebenen 21 kDa. Dies ist 

wahrscheinlich auf ein aberrantes Laufverhalten zurückzuführen.  

3.8 Hemmung der AKT-Aktivität 

Es ist bekannt, dass die Behandlung mit Rapamycin durch Enthemmung des negativen 

Feedbacks S6K/IRS-1/AKT eine Hyperphosphorylierung von AKT – eine Feedback-

Aktivierung – induziert (81). Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass neue ATP-kompetitive 

mTOR-Inhibitoren wie Torin 2 durch die gleichzeitige Hemmung beider mTOR-Komplexe die 

Feedback-Aktivierung von AKT verhindern und dadurch eine höhere Anti-Tumor-Wirkung 

aufweisen könnten (61). In Kapitel 3.7 wurde bereits der Effekt der Behandlungen auf die AKT-

Phosphorylierung an Ser473 als Substrat von mTORC2 besprochen. Zudem wurde die 

Phosphorylierung von AKT an Thr308 untersucht (Abbildung 19).  

 

Abbildung 19: Hemmung der Phosphorylierung von AKT durch Biologika-Doppelbehandlung 

Effekte der Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Torin 2 (D+T) im Vergleich zu Dasatinib plus Rapamycin 

(D+R) bzw. einer DMSO-Kontrolle (C) auf die Phosphorylierung von AKT (Ser473 und Thr308) in den Zelllinien 

Kelly und IMR-32. Die Zellen wurden mit den IC50-Konzentrationen der entsprechenden Doppelbehandlung 

behandelt, nach 6 bzw. 24 h geerntet und mittels Westernblot (WB) analysiert. Zur Kontrolle der Proteinladung 

wurde GAPDH verwendet. Die Abbildung zeigt ein Ergebnis aus mindestens zwei unabhängigen Experimenten 

mit vergleichbaren Resultaten.  



72 

 

In der NB-Zelllinie Kelly konnte die Thr308-Phosphorylierung durch Doppelbehandlung mit 

Dasatinib plus Torin 2 (D+T) über 24 h effektiv gehemmt werden (Zeile 2, Spur 4). Im 

Gegensatz dazu erfolgte nach Behandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) schon nach 

24 h eine Re-Induktion bzw. sogar Hyperaktivierung von AKT (Thr308) (Zeile 2, Spur 5). In 

der Zelllinie IMR-32 konnte die Thr308-Phosphorylierung durch die Kombinationsbehandlung 

mit Torin 2 nicht unterdrückt werden, zeigte sich aber deutlich schwächer als nach der 

Rapamycin-Behandlung, die schon nach 6 h eine Hyperaktivierung von AKT induzierte, 

welche auch bis zum 24 h-Zeitpunkt andauerte (Zeile 2, Spur 7 und 10).  

3.9 Apoptose und Autophagie 

Für diese Arbeit wurde zunächst die Biologika-Doppelbehandlung, die als Vorbehandlung in 

der RIST-Therapie verwendet wird, in den Neuroblastom-Zelllinien Kelly und IMR-32 auf die 

Induktion von Apoptose mittels Caspase-3- und PARP-1-Spaltung im Westernblot untersucht 

(Abbildung 20). Eine weitere potenzielle Antwort der Zellen auf die Behandlung stellt die 

Induktion von Autophagie dar, weshalb auch die Expression der Marker LC3B-I und -II mittels 

Westernblot analysiert wurden (Abbildung 20).  

 

Abbildung 20: Induktion von Apoptose und Autophagie durch Biologika-Doppelbehandlung 

Untersuchung auf Induktion von Apoptose durch Caspase-3- und PARP-1-Spaltung (cleaved), sowie von 

Autophagie mit Hilfe der Expression von LC3B-I und -II mittels Westernblot (WB) in den Zelllinien Kelly und 

IMR-32. Die Zellen wurden mit IC50-Konzentrationen der entsprechenden Doppelbehandlung behandelt und nach 

72 h mit geerntet. Zur Kontrolle der Proteinladung wurde GAPDH verwendet. Die Abbildung zeigt ein Ergebnis 

aus zwei unabhängigen Experimenten mit vergleichbaren Resultaten. D+T: Dasatinib plus Torin 2, D+R: Dasatinib 

plus Rapamycin, C: DMSO-Kontrolle. 
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In der Zelllinie Kelly konnte kein positiver Apoptose-Nachweis nach Biologika-

Doppelbehandlung erbracht werden. Nach 72 h waren keine Cas-3-Spaltprodukte nachweisbar 

(Zeile 2, Spur 1 und 2). Das PARP-1-Spaltprodukt ist nach Behandlung vergleichbar zur 

Kontrolle und kann als Hintergrund gewertet werden (Zeile 4, Spur 1 und 2). In der Zelllinie 

IMR-32 führte die Behandlung zu einer geringen Cas-3- und PARP-1-Spaltung (Zeile 2 und 4, 

Spur 4 und 5). In IMR-32 konnte somit durch die Vorbehandlung mit der Biologika-

Kombination Apoptose induziert werden. 

Die Menge des Konversionsprodukts LC3B-II, das aus LC3B-I entsteht, ist abhängig von der 

Anzahl der Autophagosomen und wird zur Detektion von Autophagie verwendet (121). Wie 

durch Mizushima et al. beschrieben wurde, besteht eine höhere Sensitivität der LC3B-

Antikörper gegenüber LC3B-II im Vergleich zu LC3B-I (121), weshalb nicht die Ratio von 

LC3B-I zu -II analysiert wird, sondern die Bandenintensität von LC3B-II zwischen den 

verschiedenen Behandlungen bzw. der DMSO-Kontrolle verglichen wird. Nach beiden 

Behandlungskombinationen konnte im Vergleich zur Kontrolle eine geringe Akkumulation von 

LC3B-II nachgewiesen werden. In der Zelllinie Kelly zeigte sich diese Zunahme stärker nach 

Behandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) (Zeile 5, Spur 1 und 2). In der Zelllinie IMR-

32 dagegen konnte nach Dasatinib plus Torin 2 (D+T)-Behandlung eine stärkere Zunahme von 

LC3B-II festgestellt werden als durch Dasatinib plus Dasatinib plus Rapamycin (D+R) (Zeile 

5, Spur 4 und 5). Die beiden Vorbehandlungen können also beide in verschiedenen NB-

Zelllinien eine leichte Autophagie auslösen.  

 

Im nächsten Schritt wurde die Induktion von Apoptose nach Durchführung des gesamten RIST- 

bzw. TIST-Therapieprotokolls untersucht (Abbildung 21).  

 

Abbildung 21: Induktion von Apoptose durch RIST- und TIST-Therapie 

Untersuchung auf Induktion von Apoptose durch PARP-1-Splatung mittels Westernblot (WB) in der Zelllinie 

Kelly. Die Zellen wurden in der RIST-Therapie mit IC50-Konzentrationen der entsprechenden Doppelbehandlung 

behandelt und an „Tag 8“ des RIST-Therapieschemas geerntet. „TIST“ entspricht der alternativen RIST-Therapie 

mit Dasatinib plus Torin 2 (D+T)-Vorbehandlung. „RIST“ stellt das Therapieschema mit 

Dasatinib plus Rapamycin (D+R)-Vorbehandlung dar. „C“ ist die mit DMSO-behandelte Kontrolle, die an 
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„Tag 4“ des RIST-Schemas geerntet wurde. Zur Kontrolle der Proteinladung wurde GAPDH verwendet. Die 

Abbildung zeigt ein Ergebnis aus zwei unabhängigen Experimenten mit vergleichbaren Resultaten. 

Die deutliche PARP-1-Spaltung nach beiden Behandlungen weist die Induktion von Apoptose 

durch die RIST- und auch alternative TIST-Therapie nach, während in der mit DMSO 

behandelten Kontrolle keine Spaltprodukte und damit keine Apoptose-Induktion auftrat (Zeile 

2, Spur 1, 2 und 3). Beim Vergleich der beiden Therapieschemata RIST und TIST ergeben sich 

keine Unterschiede, d.h. die alternative TIST-Therapie induziert vergleichbar gut Apoptose in 

den getesteten NB-Zelllinien wie die RIST-Therapie (Zeile 2, Spur 1 und 2). Wichtig ist dabei, 

dass die Behandlung des TIST-Schemas aber deutlich niedrigere Konzentrationen von Torin 2 

im Vergleich zu Rapamycin im RIST-Schema beinhaltet.  
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4 Diskussion 

4.1 Hinweise auf Seneszenz-Induktion durch die Vorbehandlung 

mit der Biologika-Kombination 

Seneszenz wirkt sich hemmend auf die Tumorgenese und -progression aus. Die Unterdrückung 

des Prozesses kann zur Progression prämaligner Läsionen hin zu malignen Tumoren beitragen 

(100). Durch den Tumor-supprimierenden Effekt erscheint die therapie-induzierte Seneszenz 

als ein vielversprechender Ansatz zu Behandlung von Krebserkrankungen. Es konnte gezeigt 

werden, dass in Seneszenz gegangene Tumorzellen durch in den Tumor einwandernde 

Immunzellen entfernt werden, wodurch eine Tumorregression vermittelt wird (100). Trotz 

vielversprechender Ergebnisse muss die Therapie-induzierte Seneszenz kritisch gesehen 

werden: In einen Ruhezustand versetzte Tumorzellen könnten zurückbleiben und ein Potential 

für einen Rückfall darstellen (100).  

Ein weiterer positiver Aspekt der Seneszenz-Aktivierung in der NB-Therapie und speziell für 

die Behandlung von Tumoren mit MycN-Amplifikation ist die Regulation des Onkogens in 

Korrelation zu Seneszenz: Es gibt Hinweise auf eine Reduktion von MycN, als Marker für 

Tumore mit aggressivem Verhalten und rapider Progression, durch Aktivierung von Seneszenz 

(104). Zudem konnte die Elimination von extrachromosomal amplifiziertem MycN durch 

Micronuclei-Formation (122) mit Hilfe  Hydroxyurea-induzierter Seneszenz gesteigert werden 

(123). Taschner-Mandl et al. konnten außerdem feststellen, dass durch eine metronomische 

Therapie mit chemotherapeutischen Medikamenten sowohl in vitro, als auch in vivo, Seneszenz 

in MycN-amplifizierten NB-Zellen induziert wird und sich diese wachstumshemmend auf 

nicht-seneszente Zellen auswirken (124).  

 

In dieser Arbeit wurde eine Zunahme des Seneszenz-Markers p21 nach Vorbehandlung 

entsprechend des RIST- bzw. TIST-Schemas nachgewiesen (siehe Abbildung 18). Die Färbung 

der Zellen mit β-Galactosidase (β-Gal) in Kelly zeigte neben enormen morphologischen 

Veränderungen eine tendenzielle Zunahme einer granulären Blaufärbung. Die Zellen wiesen 

allerdings keine generelle Färbung des Zytosols auf, wie es zum Beispiel beim Seneszenz-

Nachweis durch Nelli Frank in NB-Zelllinien gezeigt wurde (104). Dies könnte durch die starke 

morphologische Veränderung der Zellen begründet sein. Die Zellen lagen nicht mehr flach und 

adhärent auf dem Wellboden, sondern bildeten große, rundlich aufgeblähte Zellhaufen, in denen 

das Zytosol stark granulär erschien (siehe Abbildung 9). Möglicherweise stellt das 
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metronomische Therapiedesign, das in der Studie von Taschner-Mandl et al. angewendet wurde 

(124) bzw. die durch Nelli Frank durchgeführte Therapie über einen Zeitraum von 3-6 Wochen 

einen wichtigen Faktor für die Induktion von Seneszenz dar.  

Die β-Gal-Färbung scheint daher im Rahmen dieses Versuchsaufbaus keine geeignete Methode 

für den Nachweis der Seneszenz-Induktion zu sein. Für eine weiterführende Untersuchung 

sollte die in vitro-RIST-Therapie über einen längeren Zeitraum durchgeführt werden, um das 

metronomische Therapiedesign besser darzustellen. Zudem sollten weitere Marker sowie ein 

Nachweis der Unterdrückung von Proliferation durch beispielsweise BrdU- oder Ki67-Labeling 

(100,105) miteingeschlossen werden. 

Insgesamt gibt die verstärkte Blaufärbung zusammen mit der Akkumulation von p21 einen 

Hinweis auf eine mögliche Induktion von Seneszenz durch die Biologika-Behandlungen.  

4.2 Keine erhöhte Sensitivität gegenüber Rapamycin der 

induzierbaren MycN-exprimierenden Tet21N-Zellen  

Die Amplifikation des Onkogens MycN ist eine, vor allem in höheren Stadien, häufig 

auftretende genetische Auffälligkeit in NB und wird mit einer ungünstigen Prognose (5,10) und 

rascher Tumorprogression assoziiert (5). Johnsen et al. wies unter Verwendung der MycN-

regulierbaren Zelllinie Tet21N eine Abhängigkeit der Sensitivität gegenüber Rapamycin und 

einem weiteren mTOR-Inhibitor CCI-779 von der Expression des Onkogens nach (50). 

Vaughan et al. zeigte eine erhöhte Sensitivität MycN-amplifizierter Zelllinien wie 

beispielsweise Kelly gegenüber dem ATP-kompetitiven mTOR-Inhibitor Torin 1. Es bestand 

ein Zusammenhang zwischen dem Ausmaß der Proliferationshemmung und der MycN-

Expression (51). In dieser Arbeitsgruppe konnte zudem durch Johannes Leister und Gina 

Penkivech ein stärkeres Ansprechen gegenüber Rapamycin bzw. der RIST-Therapie in MycN-

amplifizierten Zelllinien gezeigt werden (93,106).  

In dem hier untersuchten Versuchsaufbau unter Verwendung der Zelllinie Tet21N konnte die 

Annahme einer höheren Sensitivität MycN-exprimierender Zellen gegenüber der Behandlung 

mit Rapamycin nicht bestätigt werden. Die Sensitivität der MycN-ON-Zellen war sogar etwas 

geringer als die der MycN-OFF-Zellen, was sich in einer höheren Viabilität bei gleicher 

Behandlungskonzentration zeigte (siehe Abbildung 11). Die MycN-Expression war sowohl zu 

Beginn des Experiments als auch zum Zeitpunkt der Viabilitätsmessung am Ende des Versuchs 

deutlich vorhanden (siehe Abbildung 10). Trotz der erfolgreichen Induktion des Onkogens 

konnte die erwartete höhere Sensitivität der MycN-ON-Zellen gegenüber mTOR-Inhibitoren 
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nicht nachgewiesen werden. Die Induktion der Tet21N-Zellen zur Expression des Onkogens 

MycN erfolgte durch Entfernung von Tetrazyklin aus dem Medium in den hier gezeigten 

Versuchen 24 h beziehungsweise 72 h vor Behandlung der Zellen mit Rapamycin. In der Studie 

von Johnsen et al. dagegen wurden die Zellen dauerhaft in Tetrazyklin-freiem Medium, also 

als MycN-ON-Zellen kultiviert und die MycN-Expression 24 h vor Durchführung der Versuche 

durch Zugabe von Tetrazyklin unterdrückt. Möglicherweise ist eine längere beziehungsweise 

dauerhafte MycN-Induktion notwendig, um eine Adaptation der Zelle an die Expression des 

Onkogens zu bewirken und ein stabiles, von MycN abhängiges System zu erhalten. Zur 

weiteren Untersuchung der Abhängigkeit der Sensitivität gegenüber mTOR-Inhibitoren 

beziehungsweise der RIST-Therapie von der MycN-Expression sollte daher der 

Versuchsaufbau geändert werden und die MycN-Expression dauerhaft induziert werden. Der 

Nachweis einer potenziell vorhanden erhöhten Sensitivität MycN-exprimierender NB-Zellen 

gegenüber der RIST-Therapie ist von enormer Bedeutung, um eine individualisierte Therapie 

der Patient/innen mit MycN-amplifizierten Tumoren durchführen und die Krebserkrankung 

gezielt an dessen „Achillesferse“ angreifen zu können. Damit könnte eine deutliche 

Verbesserung speziell der Behandlung der Patient/innen mit MycN-amplifizierten Tumoren, 

also Erkrankungen, die häufig in höheren Stadien vorliegen und mit einer schlechten Prognose 

und rascher Tumorprogression einhergehen (5), erreicht werden. 

4.3 Reduktion der IC50-Konzentration von mikromolaren auf 

nanomolare Bereiche durch Torin 2 

Torin 2 induziert eine hoch potente Hemmung des mTOR-Signalwegs (107). In den NB-

Zelllinien Kelly und IMR-32 zeigte sich für Torin 2 im Vergleich zu Rapamycin eine mehr als 

1000-fache Reduktion der Konzentration zur halbmaximalen Hemmung der Zellviabilität (IC50-

Konzentration) von mikromolaren auf nanomolare Dosen. 

Durch eine hohe Selektivität der Torin 2-vermittelten mTOR-Hemmung gegenüber der 

Unterdrückung anderer Proteinkinasen (107) werden weitere Signalsysteme in diesem 

Konzentrationsbereich nicht bzw. kaum beeinflusst, wodurch bei Anwendung des ATP-

kompetitiven mTOR-Inhibitors anstelle von Rapamycin in der alternativen TIST-Therapie 

Nebenwirkungen verringert werden könnten. 
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4.4 Synergistische Wirkung der Kombinationstherapie 

Kombinationstherapien weisen meist große Vorteile in der Behandlung von 

Krebserkrankungen auf: Durch synergistische Wirkmechanismen kann im Vergleich zur 

Monotherapie der therapeutische Effekt gesteigert und toxische Wirkungen durch niedrigere 

Dosen unter Erhalt eines gleichbleibenden oder sogar stärkeren Effekts verringert werden. 

Zudem wird die Entwicklung von Therapieresistenzen verhindert bzw. verlangsamt (95). 

Medikamentenkombinationen können additive, synergistische oder antagonistische Wirkungen 

haben (94,95), wobei eine synergistische Wirkung stärker und eine antagonistische Wirkung 

schwächer als der additive Substanzeffekt ist (95–97). 

 

Die Kombination von Dasatinib plus Rapamycin (D+R) wurde bereits durch Johannes Leister 

in NB-Zelllinien, sowie durch Park et al. in Brustkrebs-Zelllinien untersucht. Beide Studien 

zeigten eine synergistische Wirkung der Kombinationstherapie und damit Überlegenheit im 

Vergleich zur Behandlung mit den Einzelsubstanzen (93,108).  

Die vergleichende Untersuchung der Kombinationen von Dasatinib plus Rapamycin (D+R) 

bzw. Torin 2 (D+T) in Kelly und IMR-32 dieser Arbeit hat gezeigt, dass die Konzentrationen 

beider Inhibitoren unter Erhalt einer 50 %-igen Hemmung der Zellviabilität um das 

1,5- bis 300-fache reduziert werden können. Die starke Reduktion der 

Medikamentenkonzentrationen unter Erhalt des gleichen Effekts weist auf eine synergistische 

Wirkung der Inhibitoren hin, was durch die Berechnung der CI-Werte und damit 

Quantifizierung des Effekts der Kombinationsbehandlung bestätigt werden konnte. Die 

Kombination von Dasatinib mit dem neuen ATP-kompetitiven mTOR-Inhibitor Torin 2 ist der 

bisher in der RIST-Therapie verwendeten Kombination mit Rapamycin im Hinblick auf die 

synergistische Verstärkung der Effekte und dadurch ermöglichten Verringerung der 

Medikamentendosis ebenbürtig. Die im Vergleich zu Rapamycin deutlich niedrigere IC50-

Konzentration von Torin 2 im nano- statt mikromolaren Bereich könnte allerdings vor allem 

unter Berücksichtigung der hohen Selektivität des ATP-kompetitiven Inhibitors (107) eine 

deutliche Verbesserung des Nebenwirkungsprofils der RIST-Therapie zur Folge haben. 

 

Bei der Kombination von Irinotecan plus Temozolomid (I+T) konnte zwar eine signifikant 

stärkere Hemmung der Zellviabilität im Vergleich zu den Monotherapie gezeigt werden (siehe 

Abbildung 14), der Effekt war mit einem CI > 1,1 allerdings antagonistisch, also geringer als 

der additive Effekt beider Einzelsubstanzen. Ein vergleichbares Ergebnis wurde für die Zelllinie 

Kelly bereits durch Johannes Leister gezeigt (93). 
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4.5 Verstärkte Hemmung der mTOR-Komplexe durch Torin 2 

Die mTOR-Hemmung durch Rapamycin ist weitgehend auf den mTORC1 beschränkt. Eine 

Hemmung des mTORC2 erfolgt nur in bestimmten Zelllinien und nach lang anhaltender 

Therapie (38,74). Zudem sind auch einige mTORC1-Funktionen resistent gegenüber 

Rapamycin (76,77,82). Dagegen werden durch neue ATP-kompetitive mTOR-Inhibitoren wie 

Torin 2 beide mTOR-Komplexe effektiv gehemmt (84,107,125). Dies konnte in dieser Arbeit 

auch für die Kombination von Dasatinib plus Torin 2 (D+T) durch Hemmung der 

Phosphorylierungen von 4E-BP1 (Ser65), S6K (Thr389) und AKT (Ser473) gezeigt werden 

(siehe Abbildung 16). Die Kombination mit Rapamycin (D+R) induzierte dagegen zwar eine 

deutliche Hemmung von S6K, aber nur eine schwächere Hemmung des mTORC1-Substrats 

4E-BP1. Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen verschiedener Studien, die zum einen eine 

unvollständige Hemmung des mTORC1-Substrats 4E-BP1 durch Rapamycin  gezeigt haben 

und zum anderen eine Unterdrückung Rapamycin-resistenter mTORC1-Funktionen und 

dadurch induzierten stärkeren Unterdrückung von Wachstum und Proliferation durch ATP-

kompetitive mTOR-Inhibitoren nachweisen konnten (76,82). 4E-BP1 wirkt sich über die 

Regulation der Translation bestimmter mRNAs maßgeblich auf die Proliferation aus (78), 

weshalb die durch Torin 2-vermittelte vollständige mTORC1-Hemmung eine Steigerung der 

anti-proliferativen Wirkung der RIST-Therapie bedeuten könnte. 

 

Durch die Behandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) konnte zudem in der Zelllinie 

Kelly zu keinem Zeitpunkt eine Hemmung der Ser473-Phosphorylierung von AKT als 

mTORC2-Substrat festgestellt werden. In der Zelllinie IMR-32 scheint der mTORC2 nach 

langanhaltender Behandlung sensitiv gegenüber Rapamycin zu sein, was sich in einer 

Dephosphorylierung an Ser473 zeigt. Eine Zelllinien-abhängige Wirkung auf den mTORC2 

und sein Substrat AKT (Ser473) nach Langzeit-Therapie ist aus der Literatur bekannt (38,74) 

und wird als Ursache der gezeigten Effekte in den NB-Zelllinien angenommen.  

In der Zelllinie Kelly wurde nach einer Behandlung von 6 h eine Hyperphosphorylierung von 

AKT (Ser473) sichtbar. Diese Hyperphosphorylierung kann wahrscheinlich auf eine durch 

Rapamycin-vermittelte Aktivierung des PI3K-Signalwegs durch Hemmung des negativen 

S6K/PI3K/AKT-Feedbacks zurückgeführt werden (80,81).  

 

Neben der Phosphorylierung von AKT an Ser473 wurde in der Zelllinie Kelly durch 

Behandlung mit Dasatinib plus Torin 2 (D+T) auch Thr308 der AKT Kinase dephosphoryliert. 

In der Zelllinie IMR-32 konnte zwar keine Hemmung der Thr308-Phosphorylierung festgestellt 
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werden, AKT lag aber weitaus weniger phosphoryliert vor als nach Behandlung mit Rapamycin 

plus Dasatinib (D+R). Eine transiente Hemmung dieser Phosphorylierungsstelle wurde bereits 

durch verschiedene ATP-kompetitive mTOR-Inhibitoren gezeigt (76,84,126). Feldman et al. 

stellten in der Untersuchung des mTOR-Inhibitors PP242 eine Abhängigkeit der 

Dephosphorylierung an Thr308 von der Unterdrückung der mTORC2-vermittelten 

Phosphorylierung an Ser473 fest (76). Liu et al. stellten die Vermutung auf, dass die 

Dephosphorylierung an Ser473 eine Translokation von AKT an die Plasmamembran, an der die 

Thr308-Phosphorylierung durch die PDK-1 erfolgt, vermindert (84).  

Die Behandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) induzierte wie oben dargestellt in der 

Zelllinie Kelly nach 6 h eine Hyperphosphorylierung von AKT an Ser473. Nach 24 h konnte 

auch eine verstärkte Phosphorylierung der Thr308-Stelle nachgewiesen werden. In der Zelllinie 

IMR-32 lag AKT zu allen Zeitpunkten hyperphosphoryliert vor. Die Zunahme der Thr308-

Phosphorylierung nach Rapamycin-Behandlung könnte wie oben dargestellt durch die 

verstärkte Phosphorylierung an Ser473 aufgrund der fehlenden mTORC2-Hemmung begründet 

sein. In IMR-32 führte die langanhaltende Rapamycin-Behandlung wie oben erläutert nach 24 h 

zur Hemmung der Ser473-Phosphorylierung. Diese könnte sich daher möglicherweise zu einem 

späteren, in dieser Arbeit nicht untersuchten Zeitpunkt vergleichbar zu den Ergebnissen der 

Torin 2-Behandlung in Kelly hemmend auf die Thr308-Phosphorylierung auswirken.   

 

Zusammenfassend konnte durch Torin 2 eine stärkere Unterdrückung der Phosphorylierung 

von AKT sowohl an Ser473 als auch an Thr308 gezeigt werden. Da eine Steigerung der AKT-

Aktivität das Überleben, die Proliferation und das Wachstum von Tumorzellen steigert (61,80), 

könnte die Verwendung von Torin 2 anstelle von Rapamycin eine Verbesserung der Anti-

Tumor-Wirkung der RIST-Therapie ermöglichen.  

Zudem muss wieder die deutlich niedrigere Konzentration von Torin 2 im Vergleich zu 

Rapamycin angemerkt werden. Der vergleichbare beziehungsweise zum Teil stärkere Effekt 

auf die mTOR-Signalkaskade wird unter Verwendung geringerer Konzentrationen erreicht und 

könnte daher in der Klinik zur Reduktion der Nebenwirkungen aufgrund niedriger 

Behandlungsdosen unter Erhalt beziehungsweise Steigerung der Therapiewirkung beitragen.   

 

Die Wirkung von Dasatinib wurde durch effektive Hemmung der Src-Phosphorylierung 

(Tyr416) in beiden Biologika-Kombinationen nachgewiesen (siehe Abbildung 16). Es fällt auf, 

dass die Gesamtproteinmenge von Src durch beide Behandlungen deutlich zunimmt. Dies ist 

möglicherweise durch eine Zunahme der Degradation des phosphorylierten Zustands (p-
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Tyr416) beziehungsweise der erhöhten Stabilität im nicht-phosphorylierten Zustand (Tyr416) 

zu erklären. Nach Harris et al., der eine rapide Abnahme der steady-state-Proteinlevel der 

aktiven Form von Src beobachtete, scheint die an Tyr527 dephosphorylierte und an Tyr416 

autophosphorylierte Form von Src in einen aktiven, geöffneten Status überzugehen, welche 

rasch durch Ubiquitin-vermittelt Proteolyse degradiert wird (127). 

4.6 Einfluss auf MycN 

Die Amplifikation von MycN im NB wird mit einer ungünstigen Prognose (5,10) und raschen 

Tumorprogression assoziiert (5). Eine Therapie-induzierte Reduktion der MycN-Proteinlevel 

könnte daher einen vielversprechenden Ansatz für die effektive Therapie des NB darstellen 

(67). Eine Abnahme von MycN durch mTOR-Inhibitoren konnte bereits in mehreren NB-

Zelllinien gezeigt werden (50,51). Vaughan et al. konnte eine von der mTOR-Aktivität 

abhängige Degradation von MycN nach Torin 1-Behandlung unter anderem in der Zelllinie 

Kelly nachweisen. Dabei erwies sich im Speziellen die Inhibition des mTORC2 und der damit 

verbundenen Enthemmung von GSK-3β als entscheidend für die Stimulation der MycN-

Degradation (51). Die durch mTOR-Inhibitoren vermittelte MycN-Degradation ging in der 

Studie von Johnsen et al. mit einer Reduktion der Zellproliferation und VEGF-Sekretion, sowie 

der Induktion von Apoptose einher (50). 

Hier konnte in der Zelllinie Kelly allerdings durch die Kombinationsbehandlungen mit 

Dasatinib und den mTOR-Inhibitoren Torin 2 bzw. Rapamycin keine Abnahme von MycN 

gezeigt werden. Dagegen wurde das Onkoprotein in der Zelllinie IMR-32 durch beide 

Kombinationen deutlich reduziert (siehe Abbildung 17).  

Es stellt sich die Frage, warum sich die Behandlungen in den beiden NB-Zelllinien 

unterschiedlich auf die MycN Proteinlevel auswirkten.  

Eine potenzielle Ursache des fehlenden Effekts auf MycN in der Zelllinie Kelly stellt die 

Kombination mit Dasatinib dar. Möglicherweise treten dabei unbekannte, Zelllinien-abhängige 

Interaktionsmechanismen auf, die die reduzierende Wirkung auf MycN beeinflussen. Daher 

wurden die Einzelbehandlungen mit Rapamycin und Torin 2 im Vergleich zu den 

Doppelkombinationen untersucht. Die Ergebnisse waren allerdings nicht eindeutig bzw. nicht 

reproduzierbar [Daten hier nicht gezeigt].  

Die gezeigte Zelllinien-abhängige Wirkung der mTOR-Hemmung auf MycN könnte 

möglicherweise auch auf einer unterschiedlichen Expression der Aurora-A-Kinase beruhen. 

Aurora-A hemmt die MycN-Degradation durch Bindung an das Protein (128). NB-Zellen mit 
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erhöhter Aurora-A-Expression sind daher weniger abhängig von Wachstumsfaktoren und einer 

aktiven PI3K/AKT-Signalkaskade, um ein erhöhtes MycN-Level durch Unterdrückung der 

Degradation aufrecht zu erhalten (39,128). MycN könnte durch eine möglicherweise 

vorliegenden hohen Aurora-A-Expression in der Zelllinie Kelly vor der durch die mTOR-

Hemmung-vermittelten Degradation geschützt sein. Durch eine Kombination mit Aurora-A-

Kinase-Inhibitoren, die eine Interaktion mit MycN durch Einfluss auf die Konformation (siehe 

dazu Gustafson et al. (129)) verhindern, sollte in zukünftigen Studien der Einfluss von Aurora-

A auf dieses Ergebnis tiefergehend untersucht werden. 

Vergleichbar dazu könnte auch eine Mutation der ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase), die 

durch Interaktion mit AKT die Phosphorylierung von MycN an Thr58 reduziert und damit die 

Proteinstabilität erhöht (39), eine Ursache des verminderten Einflusses auf MycN darstellen. 

Nach Harenza et al. weist die Zelllinie Kelly im Gegensatz zu IMR-32 die aktivierende 

ALKF1174L-Mutation auf (130). Berry et al. konnte zeigen, dass eine Überexpression von 

ALKF1174L das onkogene Potential von MycN steigert und zu einem frühen Einsetzen und 

Letalität der Erkrankung führt. Zudem wurde die Proteinstabilität und damit das Proteinlevel 

von MycN durch die ALKF1174L-vermittelte konstitutive Signalgebung erhöht (131). Durch eine 

Behandlung MycN-amplifizierter Tumore mit Torin 2 erreichten Berry et al. eine 

Tumorreduktion unter Abnahme von MycN. Dagegen verlor Torin 2 in zusätzlich ALK-

mutierten Tumoren jeglichen Effekt auf die Tumorgröße. Durch die Kombination von Torin 2 

mit dem ALK-Inhibitor Crizotinib konnte das Wachstum und die Größe der doppelt mutierten 

Tumoren deutlich reduziert und teilweise sogar eine Tumorregression erreicht werden (131). 

Die ALKF1174L-Mutation in der Zelllinie Kelly stellt eine wahrscheinliche Ursache des 

fehlenden Effekts auf MycN dar. Daher sollte in zukünftigen Studien eine tiefergehende 

Untersuchung des Effekts von Torin 2 in Kombination mit einem ALK-Inhibitor, wie 

beispielsweise Crizotinib, auf die MycN Proteinexpression folgen.  

4.7 Einfluss auf die Zellzyklus-regulierenden Proteine Cyclin D1 

und p21 

Rapamycin gilt als Inhibitor des G1-S-Übergangs und vermittelt damit eine Hemmung der 

Zellzyklus-Progression und Proliferation (70). In laborinternen Voruntersuchungen konnte 

durch beide mTOR-Inhibitoren Torin 2 und Rapamycin in den NB-Zelllinien Kelly und IMR-

32 ein G1-Arrest induziert werden [Daten hier nicht gezeigt]. Einen Teil dieser Arbeit stellte 

die tiefergehende Analyse der potenziell verantwortlichen Mechanismen des Zellzyklus-
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Arrests dar. So konnte eine Reduktion von Cyclin D1 und Zunahme des Zellzyklus- Inhibitors 

p21 nach Behandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) nachgewiesen werden. Die 

Kombination von Dasatinib plus Torin 2 (D+T) hatte dagegen keine Auswirkung auf die 

Expression von Cyclin D1, führte aber zu einer Akkumulation des Zellzyklus-Inhibitors p21 

(siehe Abbildung 17 beziehungsweise Abbildung 18).  

Cyclin D1 gilt als wichtiger Regulator des G1-S-Übergangs im Zellzyklus: Als Teil eines 

Holoenzyms mit Cyclin-abhängigen Kinasen (CdKs) ist das Protein an der Phosphorylierung 

und damit Hemmung des Retinoblastom-Proteins (Rb-Protein) beteiligt, wodurch die G1-S-

Transition gefördert wird (132–134).  

Nach Behandlung mit dem mTOR-Inhibitor Rapamycin wurde bereits in verschiedenen 

Zelllinien eine Herunterregulation von Cyclin D1 nachgewiesen (114–116) und könnte als 

Mechanismus der Rapamycin-vermittelten Proliferationshemmung und der Induktion des G1-

Arrests fungieren (114,115). Die Kontrolle der Cyclin D1-Expression stellt einen 

Hauptmechanismus der Regulation der Proliferation durch den mTOR-Signalweg dar (135). 

Die Ubiquitin-abhängige proteolytische Degradation von Cyclin D1 ist abhängig von der 

Phosphorylierung des Proteins an T286 (136), welche laut Diehl et al. durch die Kinase GSK-

3β vermittelt wird (111). Für die Regulation der Kinase GSK-3β durch den PI3K/AKT/mTOR-

Signalweg sind verschiedene Mechanismen bekannt: Die hemmende Phosphorylierung von 

GSK-3β an Ser9 erfolgt zum einen durch das mTORC2-Substrat AKT (109) und zum anderen 

durch das mTORC1-Substrat p70S6K (110). Obwohl durch beide Behandlungskombinationen 

in der vorliegenden Studie eine Reduktion der Phosphorylierung von GSK-3β (Ser9) induziert 

wurde, erfolgte nur nach Behandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) eine Abnahme von 

Cyclin D1. Die Beteiligung von GSK-3β an der Phosphorylierung und Degradation von Cyclin 

D1 konnte durch andere Studien nicht vollständig bestätigt werden (137). Die Regulation der 

Cyclin D1-Expression könnte also auch durch einen hier nicht untersuchten Signalweg 

erfolgen, der nur durch Rapamycin, und nicht Torin 2 angesprochen wird.  

Dong et al. zeigte in Mammakarzinom-Zelllinien einen Rapamycin-vermittelten G1-Arrest 

unter Abnahme von Cyclin D1. Dabei war die Aktivierung von GSK-3β und Phosphorylierung 

von Cyclin D1 an Thr286 entscheidend für die Abnahme des Proteinlevels (114). Allerdings 

erfolgte die Aktivierung von GSK-3β durch Rapamycin nicht wie oben beschrieben durch eine 

Dephosphorylierung an Ser9. Rapamycin schien die Kinase durch einen bisher unbekannten 

Mechanismus zu aktivieren (114). Dieser Mechanismus wird durch Torin 2 möglicherweise 

nicht aktiviert, was erklären könnte, warum auf die Hemmung der Phosphorylierung von GSK-

3β keine Abnahme des Cyclin D1-Levels erfolgte. Für eine tiefergehende Analyse der Wirkung 
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auf die Regulation von Cyclin D1 sollte neben dem Phosphorylierungsstatus auch die 

Kinaseaktivität von GSK-3β, beispielsweise wie durch Dong et al. (114) erfolgt, untersucht 

werden. Neben einer unterschiedlichen Regulation der GSK-3β-Aktivität durch Rapamycin und 

Torin 2 könnten auch derzeit unbekannte Interaktionen zwischen Dasatinib und Torin 2 für die 

ausbleibende Abnahme von Cyclin D1 verantwortlich sein. Daher sollte der Vergleich der 

Effekte nach Doppelbehandlung mit denen der Einzelbehandlung Bestandteil nachfolgender 

Experimente sein. 

 

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass beide Behandlungskombinationen eine starke 

Zunahme der Expression des Zellzyklus-Inhibitors p21 induzieren. Dies stellt einen möglichen 

Mechanismus der Effektivität der Behandlung dar. Durch eine Überexpression von p21, einem 

CdK-Inhibitor, wird die Proliferation verschiedener Karzinomzellen unterdrückt (117). Neben 

einem Wachstumsarrest wird p21 auch mit dem Auftreten eines senszenten Phänotyps 

assoziiert (138). Eine Therapie-induzierte Seneszenz könnte, wie in Kapitel 4.1 erläutert, einen 

vielversprechenden Ansatz zum Erreichen einer Tumorregression darstellen (118).  

CdK-Inhibitor p21 scheint zudem eine wichtige Rolle für das Neuroblastom einzunehmen. 

Fontana et al. beschreiben einen neuen onkogenen Signalweg des NB: MycN soll über eine 

Transaktivierung des miRNA-17-5p-92-Clusters die Herunterregulation von p21 stimulieren 

und darüber die Zellzyklus-Progression regulieren. Durch eine Antagomir-17-5p-vermittelte 

(anti-miRNA-17-5p-Oligonucleotid) Zunahme von p21, sowie BIM (Bcl-2-like protein 11), 

konnte ein Zellzyklus-Arrest sowie Apoptose induziert und dadurch das Wachstum MycN-

amplifizierter und Therapie-resistenter NB-Zellen reduziert werden (139). In der Untersuchung 

verschiedener NB-Proben wurde außerdem ein Zusammenhang zwischen einer niedrigen 

Expression von p21 und Tumoren mit hoher MycN-Expression, ungünstiger Prognose und 

Therapieresistenz festgestellt. Eine mittelstarke bis hohe p21-Expression wurde dagegen in 

Tumorproben mit geringerer Aggressivität und besserem Therapieansprechen gefunden. Die 

Therapieresistenz und ungünstige Prognose MycN-exprimierender Tumore könnte daher in 

Zusammenhang mit einer Unterdrückung von p21 stehen (139). Eine Therapie-induzierte 

Akkumulation des Proteins erscheint aus diesem Grund als vielversprechender Ansatz für eine 

effektive NB-Behandlung.  

 

Die Medikamente Rapamycin und Torin 2 induzieren beide einen Zellzyklus-Arrest in der G1-

Phase. Die unterschiedlichen Auswirkungen auf Cyclin D1 und p21 geben einen Hinweis auf 

eine differenzierte Induktion dieses Zellzyklus-Arrests. Der Mechanismus des Zellzyklus-
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Arrests nach Behandlung mit Rapamycin könnte teilweise auf die Abnahme von Cyclin D1 

zurückzuführen sein, während der durch Torin 2 induzierte Zellzyklus-Arrest durch die 

Hochregulation der Expression von p21 vermittelt werden könnte.  

4.8 Apoptose und Autophagie 

Die Induktion von Apoptose durch Torin 2 und andere ATP-kompetitive mTOR-Inhibitoren 

wurde bereits in verschiedenen Studien beschrieben (51,84,126,140). Hier konnte durch die 

Doppelbehandlung mit Torin 2 bzw. Rapamycin und Dasatinib in der Zelllinie Kelly keine bzw.  

in der Zelllinie IMR-32 nur eine geringe Zunahme der PARP-Spaltprodukte und damit keine 

bzw. nur schwache Zunahme von Apoptose gezeigt werden (siehe Abbildung 20). 

In der Doppelbehandlung wurden die mTOR-Inhibitoren wie beschrieben in sehr geringen 

Konzentrationen angewendet. In weiteren Experimenten in der Arbeitsgruppe wurde deshalb 

zudem die Behandlung mit den Einzelsubstanzen in ansteigenden Konzentrationen untersucht. 

Dabei konnte nach Behandlung mit Rapamycin in hohen Konzentrationen eine deutliche 

PARP-Spaltung nachgewiesen werden [Daten hier nicht gezeigt]. Die ausbleibende (Kelly) 

bzw. nur geringe (IMR-32) Induktion von Apoptose nach Doppelbehandlung mit Dasatinib plus 

Rapamycin (D+R) kann daher wahrscheinlich auf die verwendete niedrige Konzentration des 

mTOR-Inhibitors innerhalb der Kombinationsbehandlung zurückgeführt werden. Durch 

alleinige Behandlung mit Torin 2 waren allerdings auch nach hohen Konzentrationen nur 

minimal PARP-Spaltprodukte entstanden [Daten hier nicht gezeigt]. In dieser Untersuchung 

konnte somit in den NB-Zelllinien Kelly und IMR-32 keine starke zytotoxische Wirkung von 

Torin 2 festgestellt werden.  

4.9 Vergleichbare Wirkung der TIST-Therapie 

In dieser Arbeit wurde die Wirkung der RIST-Therapie im Vergleich zur alternativen TIST-

Therapie mit Torin 2 zunächst in Bezug auf die Hemmung der Zellviabilität in Kelly untersucht. 

Dabei ergab sich durch beide Therapieschemata eine signifikante Hemmung der Zellviabilität.  

 

Wie oben beschrieben wurden durch die beiden Vorbehandlungen in Kelly kein und in der 

Zelllinie IMR-32 nur eine minimale PARP-Spaltung und damit nur eine geringe Induktion von 

Apoptose nachgewiesen. Nach Durchführung des vollständigen RIST-Therapieschema konnte 

unabhängig von der Vorbehandlung (Rapamycin oder Torin 2) ein positiver Apoptose-
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Nachweis erbracht werden. Nach Behandlung mit der TIST-Therapie gingen die NB-Zellen in 

vergleichbarem Ausmaß in Apoptose, wie es nach der RIST-Therapie erfolgte.  

Wichtig ist dabei: Trotz der Verwendung der im Vergleich zu Rapamycin deutlich niedrigeren 

Torin 2-Konzentration ergaben sich vergleichbare Effekte beider Therapieprotokolle in Bezug 

auf die Reduktion der Zellviabilität und Induktion von Apoptose. Dieses Ergebnis könnte eine 

Steigerung der Effektivität der RIST-Therapie in der klinischen Anwendung bedeuten. Die 

Reduktion der Konzentrationen in der TIST-Therapie könnte zudem zu einer Verbesserung des 

Nebenwirkungsprofils unter Erhalt eines vergleichbaren Anti-Tumor-Effekts führen. 

4.10 Ausblick 

Die Ergebnisse dieser in vitro-Studie geben erste präklinische Hinweise auf eine mögliche 

Verbesserung der RIST-Kombinationstherapie durch Austausch von Rapamycin gegen Torin 2. 

Um weitere Erkenntnisse über die Effektivität der alternativen TIST-Therapie mit Torin 2 zu 

gewinnen, ist zunächst eine in vivo-Testung der TIST-Therapie am Mausmodell notwendig. 

Gegenstand der weiteren Studie des alternativen Therapieprotokolls sollten zudem das 

Nebenwirkungsprofil, sowie die Untersuchung auf toxische Effekte sein. Zur Verifizierung der 

Wirksamkeit sollte außerdem eine Untersuchung der TIST-Therapie im Rahmen einer 

klinischen Studie durchgeführt werden.   
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6 Anhang 

6.1 Untersuchung der Zellkultur auf eine Kontamination mit 

Mycoplasmen 

 

Abbildung 22: Agarose-Gel nach Mycoplasma-PCR 

Untersuchung auf Mycoplasma-DNA in den in der Arbeitsgruppe kultivierten Zelllinien. Die potenziell in den 

Zellkultur-Überständen enthaltene Mycoplasma-DNA wurde zunächst mit Hilfe des PCR Mycoplasma Test Kits 

I/C (PromoKine) amplifiziert und in einem mit dem fluoreszierenden Farbstoff GelRed versetzten 1,5 %-igem 

Agarose-Gel separiert. In keiner der Zelllinien konnte eine Positivbande (265 – 278 bp) nachgewiesen werden. Es 

kann daher von einer Mycoplasma-freien Zellkultur ausgegangen werden. 

6.2 Induktion von Seneszenz 

 

Abbildung 23: Vorversuch zur Induktion von Seneszenz 

Versuch der Etablierung einer Etoposid-Behandlung als Positivkontrolle für die Induktion von Seneszenz in der 

Zelllinie Kelly. Die Zellen wurden 24 h nach Aussaat für eine Dauer von 72 h mit 1 µM Etoposid behandelt. 

Anschließend erfolgte ein Mediumwechsel und nach einer Erholungsphase von 72 h die Färbung mit β-

Galactosidase. Die Abbildung zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen (Vergrößerung 40 x) der Zellen 24 h nach 

der Färbung. A: DMSO-Kontrolle; B: Etoposid 1 µM. Nach Behandlung mit Etoposid ergab sich kein Unterschied 

zur mit DMSO behandelten Negativ-Kontrolle. Es konnte keine der untersuchten Etoposid-Konzentrationen als 

Positiv-Kontrolle für die Induktion von Seneszenz etabliert werden. 
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6.3 IC50-Bestimmung bei Einzelbehandlung 

 

Abbildung 24: Zellviabilitätskurven der Einzelbehandlungen mit Dasatinib, Torin 2 und 

Rapamycin 

Zellviabilitätskurven der IC50-Bestimmung für Dasatinib, Torin 2 bzw. Rapamycin in den Zelllinien A: Kelly und 

B: IMR-32. Die Zellen wurden 24 h nach Aussaat bei einer Konfluenz von 50-70 % behandelt. Die MTT-Reaktion 

und Messung der Viabilität wurden zum Zeitpunkt 72 h nach Behandlung durchgeführt. Alle Versuche wurden in 

Triplikaten durchgeführt und mindestens dreimal unabhängig voneinander wiederholt. 

 

Abbildung 25: Zellviabilitätskurven der Einzelbehandlungen mit Irinotecan und Temozolomid 
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Zellviabilitätskurven der IC50-Bestimmung für Irinotecan (aktiver Metabolit: SN-38) bzw. Temozolomid in den 

Zelllinien A: Kelly und B: IMR-32. Die Zellen wurden 24 h nach Aussaat bei einer Konfluenz von 50-70 % 

behandelt. Die MTT-Reaktion und Messung der Viabilität wurden zum Zeitpunkt 72 h nach Behandlung 

durchgeführt. Alle Versuche wurden in Triplikaten durchgeführt und mindestens dreimal unabhängig voneinander 

wiederholt. 
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6.4 Publikation 
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