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Abstract

Neuroblastoma (NB) is the most common extracranial solid tumor of childhood. The
amplification of the well-known MYCN oncogene in about 25 % of cases correlates
with high-risk NB. Despite intensive treatment regimens the outcome for patients with
relapsed or treatment-refractory high-risk NB remains poor and novel treatment
strategies are urgently needed. The RIST therapy represents a novel multimodal
treatment design for high-risk NB and is based on metronomically combining
molecular-targeted inhibitors (Rapaymcin and Dasatinib (Sprycel®)) with conventional
cytostatics (Irinotecan and Temozolomid). The phase Il prospective randomized RIST
clinical trial (RIST-rNB-2011, ClinicalTrials.gov ID: NCT01467986) showed an
improvement of progression-free survival and overall survival in MYCN-amplified
relapsed or refractory neuroblastoma.

With the aim to improve the RIST therapy, we tested in this study the novel ATP-
competitive mTORC.2 inhibitor Vistusertib (AZD2014) as substitute for the allosteric
mTORC+ inhibitor Rapamycin. By determining the half-maximal inhibitory
concentration (ICso) values in three MYCN-amplified neuroblastoma cell lines (Kelly,
SK-N-BE(2) and IMR-32), we demonstrated that nanomolar concentrations of
Vistusertib effectively reduced the cell viability compared to high ICso values of
Rapamycin in the micromolar range. Vistusertib treatment of NB cell lines at 1Cso
values inhibited the mTOR signaling pathway with reduced phosphorylation of the
ribosomal protein S6 kinase 1 (S6K1, Thr389) and the eukaryotic translation initiation
factor 4E-binding protein 1 (4E-BP1, Ser65) which represent two well-characterized
substrates of mMTORC+. Cell cycle analysis revealed that Vistusertib induced a Gj
phase arrest in all three NB cell lines tested whereas apoptosis was not detectable by
testing caspase-3 or PARP1 cleavage. Combination treatment of Dasatinib plus
Vistusertib inhibited the cell viability significantly more effective compared to single
treatments. In a pre-clinical in vitro model substitution of Rapamycin with Vistusertib in
the multimodal VIST regimen showed that cell viability was significantly reduced in all
three NB cell lines tested.

Taken together, our results suggest that Vistusertib acts at much lower drug
concentrations as effective as Rapamycin in the RIST protocol. Recent clinical studies

applying Vistusertib in other types of high-risk cancers indicate an acceptable toxicity



profile. Therefore, Vistusertib may represent a valid option to be evaluated in

prospective clinical trials for relapsed or treatment-refractory high-risk neuroblastoma.



Zusammenfassung

Das Neuroblastom ist der haufigste extrakranielle solide Tumor im Kindesalter. Die
Amplifikation des bekannten MYCN-Onkogens in ungefahr 25 % aller Falle korreliert
mit dem  Vorliegen eines  Hochrisiko-Neuroblastom.  Trotz  intensiven
Behandlungsverfahren bleibt das Outcome fur Patient*innen mit rezidivierendem oder
therapierefraktarem Hochrisiko-Neuroblastom schlecht und neue Therapieansatze
werden dringend bendtigt. Die RIST-Therapie stellt einen neuen multimodalen
Therapieansatz fur das Hochrisiko-Neuroblastom dar und basiert auf der
metronomischen Kombination der molekular-zielgerichteten Inhibitoren (Rapamycin
und Dasatinib (Sprycel®)) mit den konventionellen Zytostatika (Irinotecan und
Temozolomid). Die offene, randomisierte Phase-llI-Studie RIST-rNB-2011
(ClinicalTrials.gov  ID:  NCT01467986) =zeigte eine Verbesserung des
progressionsfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens bei MYCN-amplifizierten
rezidivierendem oder therapierefraktdarem Neuroblastom.

Mit dem Ziel die RIST-Therapie zu verbessern, wurde im Rahmen dieser Studie der
neue ATP-kompetitive mTORC+.-Inhibitor Vistusertib (AZD2014) anstelle des
allosterischen mTORC:+-Inhibitors Rapamycin getestet. Bei der Ermittlung der
halbmaximalen inhibitorischen Konzentration (ICso) in drei MYCN-amplifizierten
Neuroblastom-Zelllinien (Kelly, SK-N-BE(2) und IMR-32) konnte gezeigt werden, dass
nanomolare Konzentrationen von Vistusertib effektiv die Zellviabilitat im Vergleich zu
den hohen ICso-Werten von Rapamycin im mikromolaren Bereich hemmen. Die
Behandlung von Neuroblastom-Zelllinien mit ICso-Werten von Vistusertib inhibierte den
mTOR-Signalweg mit reduzierter Phosphorylierung der ribosomal protein S6 kinase 1
(S6K1, Thr389) und des eukaryotic translation initiation factor 4E-binding proteins 1
(4E-BP1, Ser65), welche zwei bekannte Substrate von mTORC+ sind.
Zellzyklusanalysen zeigten, dass Vistusertib in allen drei Neuroblastom-Zelllinien
einen G1-Phase-Arrest induziert, wohingegen keine Induktion von Apoptose bei der
Testung von Caspase-3 oder PARP1-Spaltung nachgewiesen wurde. Die
Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib inhibierte die Zellviabilitat signifikant
starker als im Vergleich zur Einzelbehandlung. In einem praklinischen In-vitro-Modell
zeigte die Substitution von Rapamycin durch Vistusertib in der multimodalen VIST-
Therapie, dass in allen drei untersuchten Neuroblastom-Zelllinien die Zellviabilitat

signifikant reduziert war.



Zusammengefasst lasst sich sagen, dass Vistusertib bei deutlich niedrigeren
Konzentrationen genauso effektiv wie Rapamycin in der RIST-Therapie agiert. Kurzlich
durchgefuhrte klinische Studien mit Vistusertib bei anderen Hochrisiko-Karzinomen
wiesen auf ein akzeptables Nebenwirkungsprofil hin. Deshalb konnte Vistusertib eine
gute Option fur die Evaluation in zukunftigen klinischen Studien bei rezidivierendem
oder therapierefraktarem Hochrisiko-Neuroblastom darstellen.
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1 Einleitung

1.1 Das Neuroblastom

Das Neuroblastom stellt im Kindesalter den haufigsten extrakraniellen soliden Tumor
dar (1). Ungefahr 15 % aller padiatrisch-onkologischen Todesfalle lassen sich auf das
Neuroblastom zurlckfuhren (2). 30 % der Diagnosen werden im ersten Lebensjahr
gestellt und 90 % der Diagnosen in den ersten funf Lebensjahren (3).

Das Neuroblastom entspringt den primitiven Zellen des Neuralrohrs und ist somit ein
embryonaler Tumor des sympathischen Nervensystems (4). Der Primartumor tritt zu
65 % im Abdomen auf, wovon die Halfte im Nebennierenmark entsteht. Jedoch lasst
sich der Primartumor auch im Hals, Mediastinum oder Becken diagnostizieren (5, 6).
Klinisch betrachtet ist das Neuroblastom eine sehr variable maligne Erkrankung, bei
der die Symptome von der Lokalisation des Primartumors, der Metastasierung und
Paraneoplasien abhangig sind (2). Daruber hinaus reicht die Prognose des
Neuroblastoms abhangig von dem Erkankungsalter, dem Erkrankungsstadium, der
Molekularbiologie und den zytogenetischen Eigenschaften von spontaner Regression
im Sauglingsalter bis zu metastasierendem oder therapierefraktarem Hochrisiko-
Neuroblastom mit schlechter Prognose (7, 8). Wahrend bei Vorliegen eines
Niedrigrisiko-Neuroblastoms die Gesamtuberlebensrate bei etwa 97 % liegt (7), liegt
bei Vorliegen eines Hochrisiko-Neuroblastoms das Langzeitliberleben trotz intensiver
Therapie nur bei etwa 40 % (9).

Das International Neuroblastoma Staging System (INSS) teilt Patient*innen
postoperativ anhand der initialen Tumorausdehnung, der Lymphknoteninfiltration und
dem Ausmal} der chirurgischen Tumorresektion in die Stadien 1 - 4S ein (10, 11). Um
jedoch bereits vor Behandlung eine Risikostratifikation der Patient*innen anhand von
klinischen Kriterien und image-defined risk factors (IDRF) durchzufuhren, wurde das
International Neuroblastoma Risk Group Staging System (INRGSS) eingefluhrt. Hierbei
reicht die Stadieneinteilung von L1 (lokalisierter Tumor in einem Korperbereich ohne
bildgebende Risikofaktoren) tber L2 (lokoregionaler Tumor mit einem oder mehreren
bildgebenden Risikofaktoren) und M (Metastasierung) zu MS (Metastasierung in die
Haut, Leber oder das Knochenmark). Neben der Stadieneinteilung flieRen auch das
Alter, die histologische Klassifikation, der Grad der Tumordifferenzierung, der MYCN-
Onkogen-Status, das Vorliegen bzw. Fehlen von Chromosom 11q und der Ploidiegrad
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in das Klassifikationsschema ein. Dadurch werden die Patienten*innen in vier
verschiedene Risikogruppen eingeteilt: very low risk (ereignisfreies 5-Jahres-
Uberleben > 85 %), low risk (ereignisfreies 5-Jahres-Uberleben > 75 %, aber < 85 %),
intermediate (ereignisfreies 5-Jahres-Uberleben > 50 %, aber < 75 %) und high risk
(ereignisfreies 5-Jahres-Uberleben < 50 %) (12, 13).

Bei etwa 25 % aller Neuroblastompatient*innen Iasst sich eine Amplifikation des
MYCN-Onkogens finden, welche bei einem Hochrisiko-Neuroblastom vorliegt und mit
schlechter Prognose assoziiert ist (14-16). Das Vorliegen einer MYCN-Amplifikation
beim Neuroblastom zahlt als wichtiger prognostischer Faktor (12, 15), denn diese
korreliert mit einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium und einer raschen
Tumorprogression (14, 16). Das MYCN-Onkogen kodiert fur einen
Transkriptionsfaktor, welcher fur diverse Prozesse des Zellzyklus entscheidend ist und

beim Neuroblastom Angiogenese, Uberleben und Metastasierung fordert (15, 17, 18).

1.2 RIST- und VIST-Therapie

Besonders ungunstig ist die Prognose bei rezidivierendem oder therapierefraktarem
Hochrisiko-Neuroblastom (19-21). Trotz intensiver Behandlung liegt das mediane
Gesamtuberleben fur Patient*innen mit therapiefraktarem Neuroblastom bei etwa
28 Monaten und bei Patient*innen mit rezidivierendem Neuroblastom bei etwa
11 Monaten (22). Neue Therapieansatze werden besonders fur diese Patientengruppe

dringend bendtigt und sind Gegenstand aktueller Forschung.

Die unter der Leitung von Prof. Dr. Corbacioglu durchgefuhrte offene, randomisierte
Phase-II-Studie RIST-rNB-2011 (ClinicalTrials.gov ID: NCT01467986) wurde im
September 2020 beendet und richtete sich an Patient*innen mit rezidivierendem oder
therapierefraktarem Hochrisiko-Neuroblastom. Die RIST-Therapie stellt ein
neuartiges, multimodales Modell dar, bei dem die Zytostatika Irinotecan (I) und
Temozolomid (T) mittels metronomischer Gabe mit Rapamycin (R), einem mTOR-
Inhibitor der 1. Generation, und Dasatinib (Sprycel®, S), einem ATP-kompetitiven
Tyrosinkinase-Inhibitor, kombiniert werden (Abbildung 1) (21, 23). In der Pilotstudie
zur RIST-Therapie konnte gezeigt werden, dass das mediane progressionsfreie

Uberleben bei 90 Wochen lag und das mediane Gesamtlberleben nach 148 Wochen
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bei 43 % lag (24). Die Veroffentlichung der Studienergebnisse zeigte, dass durch die
RIST-Therapie im Vergleich zur alleinigen Gabe der Zytostatika Irinotecan und
Temozolomid bei MYCN-amplifizierten rezidivierendem oder therapierefraktarem
Hochrisiko-Neuroblastom das progressionsfreie Uberleben signifkant verbessert und
die Gesamtuberlebenszeit erheblich verlangert werden konnte (21).

Ced (ORI I
& U

Phase 1 Phase 2 >
5

In vivo

Monate 0 2

Abbildung 1: RIST-Therapieschema in vivo.

In der offenen, randomisierten Phase-II-Studie RIST-rNB-2011 besteht die Behandlung im
metronomischen Therapiedesign in Phase 1 aus vier Zyklen mit jeweils 1x Rapamycin plus Dasatinib
(Sprycel®) (R+S) fiir 4 Tage gefolgt von 3 Tagen Pause und anschlieBend jeweils 1x Irinotecan plus
Temozolomid (I+T) fiir 5 Tage gefolgt von 2 Tagen Pause liber insgesamt 8 Wochen. Phase 2 besteht
aus vier Zyklen mit jeweils 2x Rapamycin plus Dasatinib tiber 4 Tage gefolgt von 3 Tagen Pause und
anschlieSend jeweils 1x Irinotecan plus Temozolomid (I+T) fiir 5 Tage gefolgt von 2 Tagen Pause (iber
insgesamt 12 Wochen.

Kombinationstherapien

In der Krebstherapie spielen Kombinationstherapien mit zwei oder mehreren
Medikamenten eine wichtige Rolle, da diese Einzeltherapien oft Uberlegen sind.
Kombinationstherapien weisen eine geringere Toxizitat als Einzeltherapien auf, da
unterschiedliche  Signalwege Dbetroffen sind (25). Ebenfalls wird bei
Kombinationstherapien mit einer niedrigeren Dosis ein ahnlicher therapeutischer
Effekt erzielt als mit hoheren Konzentrationen bei Einzelbehandlung (26). Durch das
Vorliegen eines Synergismus werden niedrigere Dosierungen der einzelnen
Medikamente bendtigt, was Nebenwirkungen reduzieren kann (27, 28). In einem
Mausmodell zeigte die Kombinationsbehandlung der Zytostatika Irinotecan und
Temozolomid sogar eine hohere Aktivitat als die Einzelbehandlung mit dem jeweiligen
Zytostatikum und die Toxizitat von Temozolomid wurde durch die Kombination mit
Irinotecan reduziert (29). Daruber hinaus konnen Kombinationstherapien das Auftreten

von Medikamentenresistenzen reduzieren oder verzogern (30-32).
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Kombinationstherapien, bei denen eines der verwendeten Medikamente
antagonistisch zu einem der anderen Medikamente in gesunden Zellen wirkt, kdnnen
gleichzeitig einen zytotoxischen Effekt auf Krebszellen und einen protektiven Effekt auf
gesunde Zellen haben (33, 34).

Metronomische Therapien

Unter einer metronomischen Chemotherapie versteht man die Gabe von
Chemotherapeutika in vergleichsweise niedriger Dosierung, welche in regelmafligen
Abstanden ohne langere Unterbrechungen verabreicht wird (35). Vorteile von
metronomischen  Therapieschemata im  Vergleich  zu konventionellen
Therapieschemata sind durch die niedrigere Dosierung eine reduzierte Toxizitat, ein
verlangertes Uberleben und eine Minimierung von Therapieresistenzen (30, 36-41).
Die RIST-Therapie macht sich die Vorteile beider genannter Therapieschemata
zunutze. Durch die Vorbehandlung mit Dasatinib und Rapamycin wird ein G1-Phase-
Arrest im Zellyklus induziert und die Zellen werden fur die darauffolgende
Chemotherapie sensibilisiert (21, 42-44). Neben der offenen, randomisierten Phase-II-
Studie RIST-rNB-2011 (ClinicalTrials.gov ID: NCT01467986) wurde die RIST-
Therapie auch am Glioblastom in vitro und in vivo im Mausmodell getestet und lieferte
mit einer signifikanten Viabilitdtsreduktion im Vergleich zur Behandlung mit den
einzelnen Medikamenten der RIST-Therapie, einer deutlichen Reduktion der
Tumorlast Uber antiproliferative und proapoptotische Effekte und einer signifikanten
Verlangerung des Uberlebens vielversprechende Ergebnisse (44).

In der folgenden Abbildung 2 sind die Wirkmechanismen bzw. Angriffspunkte der
einzelnen Medikamente der RIST- bzw. VIST-Therapie dargestellt.
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Abbildung 2: Wirkmechanismen der einzelnen Medikamente der RIST- bzw. VIST-Therapie.
Darstellung der Wirkmechanismen der einzelnen Medikamente. AKT: Proteinkinase B, mTORC1 bzw.
mTORC2: mammalian/mechanistic target of rapamycin complex 1 bzw. 2, PI3K: Phosphoinositid-3-
Kinase, RTK: Rezeptor-Tyrosinkinasen. Abbildung modifiziert nach Rebecca WAétzig, Dissertation,
Universitétsklinikum Regensburg, 2022, Titel: ,Testung verschiedener mTOR-Inhibitoren zur
Verbesserung der RIST-Therapie in einem in-vitro Modell des Neuroblastoms” (45).

Dasatinib (Sprycel®, S)

Dasatinib ist ein Tyrosinkinase-Inhibitor der 2. Generation, der unter anderem die
BCR-ABL-Tyrosinkinase, die Scr-Tyrosinkinase und die c-KIT-Tyrosinkinase hemmt
(46-48). Verwendung findet Dasatinib bei der Behandlung der chronischen
myeloischen Leukamie (CML) (49, 50). In Neuroblastom-Zelllinien konnten durch die
Behandlung mit Dasatinib neben einer deutlichen Reduktion der Zellviabilitat (51) auch
antiproliferative und antimigratorische Effekte festgestellt werden (52).

Rapamycin (R) und Vistusertib (V)

Rapamycin und Vistusertib gehoren zu den mammalian/mechanistic target of
Rapamycin (mTOR)-Inhibitoren und werden ausfuhrlicher in den Kapiteln 1.4.1 und
1.4.2 erlautert.
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Irinotecan (l)

Irinotecan wird in der Leber verstoffwechselt und durch eine Carboxyesterase in den
aktiven Metaboliten SN-38 (7-Ethyl-10-hydroxycamptothecin) Uberfuhrt (53-55). Durch
die Anlagerung von Irinotecan an den Komplex aus Topoisomerase | und DNA kann
der zuvor erfolgte DNA-Einzelstrangbruch nicht wieder verschlossen werden, da
Enzyme wie die DNA-Polymerase bei Kontakt mit dem Komplex einen
Doppelstrangbruch verursachen, wodurch die DNA-Replikation gestort und Apoptose
induziert wird (56-58). In den durchgeflhrten In-vitro-Versuchen dieser Arbeit wurde
der aktive Metabolit SN-38 von Irinotecan verwendet.

Temozolomid (T)

Temozolomid ist wie Irinotecan ein Prodrug und wird im Korper spontan in seinen
aktiven Metaboliten MTIC (5-(3-Methyltriazen-1-yl)-imidazol-4-carboxamid)
hydrolysiert. Durch Methylierung an N7 von Guanin, an N3 von Adenin und an O6 von
Guanin (59) kommt es zu DNA-Basenschadigung und infolgedessen zu Apoptose (60).

In vitro wurden die Neuroblastomzellen mit Rapamycin plus Dasatinib (R+S) bzw.
Vistusertib plus Dasatinib (V+S) vorbehandelt und dann flr 72 Stunden inkubiert.
Anschliel3end erfolgte ein Mediumwechsel und die Zellen konnten sich fur 24 Stunden
erholen. AbschlieBend wurden die Neuroblastomzellen mit Irinotecan plus
Temozolomid (I+T) behandelt und fur 72 Stunden inkubiert (Abbildung 3).

RIST-Therapie:

In vitro

VIST-Therapie:

In vitro

Erholung
(24 h)

Abbildung 3: Vereinfachtes RIST- und VIST-Therapieschema in vitro.
Fiir die RIST-Therapie in vitro wurden die Neuroblastomzellen mit Rapamycin plus Dasatinib (Sprycel®)
(R+S) vorbehandelt und fiir 72 h inkubiert. Dann erfolgte ein Mediumwechsel und nach 24 h wurden die
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Neuroblastomzellen mit Irinotecan plus Temozolomid (I1+T) behandelt und fiir 72 h inkubiert. Flir die
VIST-Therapie in vitro wurden die Neuroblastomzellen mit Vistusertib plus Dasatinib (Sprycel®) (V+S)
vorbehandelt und fiir 72 h inkubiert. Dann erfolgte, wie in der RIST-Therapie, ein Mediumwechsel und
nach 24 h wurden die Neuroblastomzellen mit Irinotecan plus Temozolomid (I+T) behandelt und fiir 72 h
inkubiert.

1.3 PIBK/AKT/mTOR-Signalweg

Der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/ Proteinkinase B (AKT)/ mammalian/mechanistic
target of rapamycin (mTOR)-Signalweg ist entscheidend fur Zellwachstum,
Zelluberleben, Metabolismus und Angiogenese (61, 62) und ist in vielen humanen
Krebserkrankungen dysreguliert (63). Im Neuroblastom ist der PISK/AKT/mTOR-
Signalweg oftmals aktiviert und resultiert durch maligne Transformation und
Progression in schlechter Prognose (64-66). In Tumorzellen fihren haufig genetische
Mutationen in Genen, die fur Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) kodieren, zu einer
aberranten Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs. Diese Aktivierung I0st eine
Signaltransduktionskaskade aus, die das Wachstum, das Uberleben und den
Metabolismus von Tumorzellen fordert (67).

Die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs beginnt mit der Bindung von
Wachstumsfaktoren an Rezeptor-Tyrosinkinasen, welche PI3K aktivieren. Durch die
Aktivierung von PI3K wird Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) phosphoryliert,
was in der Aktivierung von Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) resultiert.
Hierdurch wird die 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDK1) aktiviert,
welche AKT phosphoryliert und somit aktiviert (Abbildung 4) (68, 69). AKT ist eine
Serin/Threonin-Kinase, die infolge der Aktivierung von PI3K aktiviert wird und als
Haupteffektor von PI3K in Tumoren gilt. AKT ist fur vermehrtes Zellwachstum und
Zelluberleben verantwortlich (67) und ein wichtiger Bestandteil in der Aktivierung von
mTORC; (70).

22



Hormone/
Wachstumsfaktoren [::]

Zelliiberleben 1,
zellulirer Metabolismus 1,
/ zytoskelettale Organisation

|
|
' CyclinDIP 2
| / s

. 7
| Degradation P g 7
: mTORC]

Raptor Ssl()

| /\»- —-o Degradation |
| l{\

I Feedback-

/
Autophagie |

Proteinsyntheset, —» —— Zellzyklus-Progression 1
Wachstum, Proliferation

Abbildung 4: PI3BK/AKT/mTOR-Signalweg.

Darstellung des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs. AKT: Proteinkinase B, elF4E: eukaryotic translation
initiation  factor 4E, GSK3b (GSK3B): Glykogensynthase-Kinase 3 beta, IRS-1:
Insulinrezeptorsubstrat 1, mTORC: bzw. mTORC2: mammalian/mechanistic target of rapamycin
complex 1 bzw. 2, PDK1: 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1, PI3K: Phosphoinositid-3-
Kinase, PP2A: protein phosphatase 2A, Raptor (RPTOR): regulatory-associated protein of mTOR, Rheb
(RHEB): Ras homolog enriched in brain, Rictor (RICTOR): Rapamycin-insensitive companion of nTOR,
rpS6: ribosomal protein S6, RTK: Rezeptor-Tyrosinkinasen, S6K1: ribosomal protein S6 kinase 1, TSC1
bzw. TSC2: tuberous sclerosis complex 1 bzw. 2, 4E-BP1: eukaryotic translation initiation factor
4E-binding protein 1. Abbildung nach Rebecca Witzig, Dissertation, Universitétsklinikum Regensburg,
2022, Titel: ,Testung verschiedener mTOR-Inhibitoren zur Verbesserung der RIST-Therapie in einem
in-vitro Modell des Neuroblastoms*” (45).

Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg stellt ein vielversprechendes Ziel in der
Krebstherapie und auch in der Therapie des Neuroblastoms dar. In In-vitro- und
In-vivo-Untersuchungen beim Neuroblastom konnte gezeigt werden, dass Inhibitoren
des PI3K/AKT-Signalwegs die Tumorproliferation reduzieren, Angiogenese hemmen,
zu einer Abnahme der MYCN-Proteinlevel fuhren und das Gesamtuberleben
signifikant verbessern (siehe Kapitel 1.3.2) (71-74). Ein medikamentoser Eingriff in den

komplexen PI3K/AKT/mTOR-Signalweg kann auf verschiedenen Ebenen erfolgen. In
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der folgenden Arbeit wird der Schwerpunkt auf dem ATP-kompetitiven mTOR-Inhibitor
Vistusertib (AZD2014) liegen.

Das mTOR spielt eine entscheidende Rolle in der Regulation von
Zellzyklusprogression und Zellproliferation (75). Das mTOR ist eine Serin/Threonin-
Proteinkinase, die aus zwei Komplexen, dem mTOR-Komplex 1 (mTORC+) und dem
MmTOR-Komplex 2 (mTORC:.), besteht (76).

Die Hauptsubstrate des mTORC1 sind die ribosomal protein S6 kinase 1 (S6K1) und
das eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 (4E-BP1). Beide
regulieren die mRNA-Translation und dadurch die Proteinsynthese (77, 78). Die
mTORC-vermittelte Phosphorylierung von 4E-BP1 |0st die Bindung von 4E-BP1 von
dem eukaryotic translation initiation factor 4E (elF4AE), wodurch die Initiation der
Cap-abhangigen mRNA-Translation beginnt (77) und durch Phosphorylierung von
S6K1 wird die Elongation der Translation geférdert (79, 80). Uber das mTORC-
Substrat 4E-BP1 wird die Zellproliferation reguliert (81), wohingegen uber das
MTORC-Substrat S6K1 das Zellwachstum reguliert wird (81, 82). Der Knotenpunkt
MmTORC+ integriert diverse Stimuli wie Stress, Sauerstoff, Wachstumsfaktoren,
Energie und Aminosauren, was in der Forderung der Synthese von Lipiden,
Nukleotiden und Proteinen resultiert. Zudem hemmt mTORC1 Autophagie, was in
Zellwachstum resultiert (76). Die mTORC+-Aktivitat ist abhangig von intrazellularen
und umwelttechnischen Einflissen. So wird die Aktivitat durch niedrige ATP-Level,
Hypoxie und DNA-Schaden gehemmt (76, 83, 84). Der tuberous sclerosis complex
(TSC)-Proteinkomplex fungiert als Guanosintriphosphat (GTP)ase-aktivierendes
Protein (GAP) fur RHEB (Ras homolog enriched in brain), was als GTP-bindendes
Protein direkt an mTORC+ bindet und diesen aktiviert (83, 85-87). Paradoxerweise
fuhrt die Hemmung von mTORC; und damit seines Substrats S6K1 uber die
ausbleibende Degradation des Insulinrezeptorsubstrats 1 (IRS-1) zu einer Aufhebung
des negativen Feedback-Mechanismus. Das bedeutet, dass eine Inhibition von S6K1
in einer erneuten Aktivierung des PISK/AKT/mTOR-Signalwegs resultiert (88-90).

Die mTORC2-Substrate AKT (Proteinkinase B), SGK1 (Serum-Glukokortikoid-
regulierte Kinase 1) und PKC (Proteinkinase C) werden durch Phosphorylierung
aktiviert und spielen eine wichtige Rolle in der Regulation von Zelluberleben,
Zellzyklusprogression und Anabolismus (91-94). Zudem wird mTORC2 durch
Wachstumsfaktoren aktiviert, was zur Forderung von Zelluberleben und
Zellproliferation fuhrt (76). Fur die vollstandige Aktivierung von AKT muss zunachst
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Serin 473 (Ser473) durch mTORC2 phosphoryliert werden, was zur weiteren
Phosphorylierung von Threonin 308 (T308) durch PDK1 fuhrt (91, 92, 94, 95). AKT ist
nicht nur Substrat von mTORC2, sondern wird auch infolge der Aufhebung des
negativen Feedback-Mechanismus durch die Inhibition von mTORC+ selbst aktiviert
(88, 90, 96).

1.3.1 Rolle des mTOR-Signalwegs bei Krebserkrankungen

Der mTOR-Signalweg spielt eine Schlusselrolle in der Regulation des Fortschreitens
des Zellzyklus und der Zellproliferation (75). In diversen Tumoren ist der mTOR-
Signalweg dysreguliert und hyperaktiv — entweder durch Mutationen, die Enzyme vor
dem Signalweg betreffen und ihn aktiveren oder durch mTOR-Substrate selbst (76,
97, 98). Der aberrant aktivierte mTOR-Signalweg kann in Tumoren metabolische
Transformation, Neovaskularisation, Metastasierung, geringeres Uberleben und
Resistenz gegenuber Krebsmedikamenten bewirken (98, 99). Die Aufrechterhaltung
von Tumoren, die einen hyperaktiven PI3K/AKT-Signalweg aufweisen, erfordert einen
intakten mTOR-Signalweg (69). Durch den mTORC: kann AKT direkt phosphoryliert
werden (91). AKT spielt eine wichtige Rolle in der Regulation von diversen zellularen
Prozessen wie Zelluberleben, Proliferation, Wachstum, Metabolismus und
Angiogenese. Die Aktivierung von AKT durch Phosphorylierung korreliert mit
reduziertem Uberleben und der Amplifikation von MYCN, was beim Neuroblastom
einen Marker fur aggressiven Verlauf darstellt (64). Verschiedene Studien konnten
bereits zeigen, dass im Neuroblastom haufig eine Aktivierung des PISK/AKT/mTOR-
Signalwegs vorliegt (64, 72, 74). Zudem ist bekannt, dass dieser Signalweg besonders
haufig beim Hochrisiko-Neuroblastom aktiviert ist (100).

Durch die Behandlung mit mTORC12-Inhibitoren wird der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg
gehemmt, was einen vielversprechenden Therapieansatz beim Neuroblastom und

insbesondere beim Hochrisiko-Neuroblastom darstellt.

1.3.2 MYCN-Amplifikation

Die Amplifikation des MYCN-Onkogens tritt in 25 % aller Neuroblastomfalle und in
40 - 50 % der Hochrisiko-Neuroblastome auf und korreliert mit einem schlechten
klinischen Outcome (2, 101). Es konnte gezeigt werden, dass in Neuroblastomzellen

25



MYCN indirekt in der Lage ist die Expression des vascular endothelial growth factor
(VEGF) zu induzieren und dadurch Angiogenese fordern kann (102, 103). Der
PISK/AKT/mTOR-Signalweg tragt zur Stabilisierung von MYCN bei (Abbildung 4), was
mit vermehrter Proliferation, Angiogenese und Metastasierung assoziiert ist (65, 104).
Demzufolge kdnnen Inhibitoren, die in den PISK/AKT/mTOR-Signalweg eingreifen, die
Degradation von MYCN fordern (72, 105). In vitro konnte gezeigt werden, dass mTOR-
Inhibitoren die MYCN-Proteinexpression in Neuroblastom-Zelllinien herunterregulieren
und in vivo Apoptose erhdhen, Proliferation vermindern und Angiogenese hemmen
(72). Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Degradation von MYCN mit der
kompletten Blockade von mTORC+ und mTORC: korreliert (105). Zudem hemmt
MYCN die Immuniberwachung (18). Fur Patient*innen mit einem Hochrisiko-MYCN-
amplifizierten Neuroblastom stellen mTORC1.2-Inhibitoren eine Verbesserung der

Prognose bzw. des Outcomes dar.

1.4 mTOR-Inhibitoren

Durch die signifikante Bedeutung des mTOR-Signalwegs bei Krebserkrankungen
werden mTOR-Inhibitoren als vielversprechende Krebsmedikamente betrachtet (106).
Im folgenden Kapitel werden die mTOR-Inhibitoren der 1. Generation (Rapamycin und
seine Analoga) und die mTOR-Inhibitoren der 2. Generation (ATP-kompetitive mTOR-

Inhibitoren) genauer betrachtet.

1.4.1 Rapamycin und Rapaloga

Rapamycin wurde als antifungaler Metabolit des Bakteriums Strepfomyces
hygroscopicus auf der Insel Rapa Nui (Osterinseln) entdeckt (107, 108). Durch die
immunsuppressiven Eigenschaften wird Rapamycin (Sirolimus, Rapamune®) heute als
Immunsuppressivum nach Organtransplantationen verwendet (109, 110). Durch die
Dysregulation des mTOR-Signalwegs bei vielen Krebserkrankungen (111) wird
Rapamycin in  Kombination zur Behandlung bei rezidivierendem oder
therapierefraktarem  Hochrisiko-Neuroblastom  oder bei  fortgeschrittenem
Nierenzellkarzinom eingesetzt (21, 112).

Neben Rapamycin wurden weitere Rapamycin-Analoga, sogenannte Rapaloga,

entwickelt. Diese Derivate von Rapamycin, zum Beispiel Everolimus, weisen
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verbesserte pharmakokinetische Eigenschaften (113), wie eine verbesserte orale

Bioverfugbarkeit und Wasserloslichkeit, auf (114). Im Folgenden werden unter dem

Begriff ,Rapamycin“ sowohl die Ausgangssubstanz Rapamycin selbst als auch ihre

Analoga verstanden.

Rapamycin wirkt Uber einen Gain-of-Function-Mechanismus, wodurch es mit dem

intrazellularen Protein FKBP12 einen Medikamenten-Rezeptor-Komplex bildet und an

mTORC+ bindet. Dadurch wird dieser Komplex und dessen Substrate 4E-BP1 und

S6K1 allosterisch gehemmt (106, 115). FKBP12-Rapamycin bindet nicht direkt an

mTORC:, wodurch dieser nicht von Rapamycin gehemmt wird (115). Jedoch konnte

gezeigt werden, dass bei langerer Behandlung von bestimmten Zelllinien auch
teilweise mMTORC, gehemmt wird, jedoch ist dieser Wirkmechanismus noch nicht

geklart (116).

Trotz ursprunglicher groRer Hoffnung als vielversprechendes Krebsmedikament

konnte Rapamycin in klinischen Studien nicht komplett Uberzeugen. Dem zugrunde

liegen folgende Faktoren:

1) Rapamycin hat —im Gegensatz zu seinen Rapaloga — eine schlechtere Loslichkeit
und Pharmakokinetik (106).

2) Rapamycin kann in Abhangigkeit von den verwendeten Zelllinien und
Konzentrationen zytostatisch oder zytotoxisch wirken (106, 117, 118), weshalb
Rapamycin haufig im Rahmen von Kombinationstherapien eingesetzt wird (106).

3) Rapamycin hemmt den mTOR-Signalweg grofdtenteils Uber die Inhibition des
MTORC+ und teilweise auch Uber die Inhibition des mTORC: (siehe oben
stehender Abschnitt). Jedoch ist die Inhibition der Phosphorylierung der mTORC1-
Substrate 4E-BP1 und S6K1 und des mTORC.-Substrats AKT in bestimmten
Krebszelllinien und bei unterschiedlich langer Behandlungsdauer verschieden
stark ausgepragt (116, 119, 120). Langer andauernde Behandlungen mit
Rapamycin sorgen fur eine Resistenz von Rapamycin gegen das mTORC+-
Substrat 4E-BP1, welches trotz initialer Reduzierung der Phosphorylierung wieder
phosphoryliert wird (119). Kurz andauernde Behandlungen mit Rapamycin
reduzieren die Phosphorylierung des mTORC>-Substrats AKT nicht, jedoch fuhren
langer andauernder Behandlungen mit Rapamycin in bestimmten Zelllinien zu
reduzierter oder sogar gehemmter Aktivitat von AKT (116, 120).

4) Wie in Kapitel 1.3 bereits erlautert, fuhrt die Inhibiton von mTORC;
paradoxerweise uber die Aufhebung des negativen Feedback-Mechanismus zur
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Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs (88-90). Durch die Aktivierung von AKT
wird die Proliferation und das Uberleben von Tumorzellen geférdert und Apoptose
gehemmt (121-123), wodurch die tumorhemmenden Effekte von Rapamycin
moglicherweise abgeschwacht werden (90).

5) Es ist bekannt, dass Rapamycin immunsuppressive Eigenschaften hat (124). In
der Behandlung von T-ALL-Zellen mit ATP-kompetitiven mTOR-Inhibitoren hatten
diese einen zytotoxischen Effekt auf die Tumorzellen, jedoch zeigten sich bei der
Behandlung von ruhenden CD4*-T-Lymphozyten keine Anzeichen von Apoptose
(125). Zudem wurde gezeigt, dass ATP-kompetitive mTOR-Inhibitoren weniger
immunsuppressiv als allosterische mTOR-Inhibitoren wie Rapamycin sind (126)
und durch potentere antineoplastische Effekte bessere Therapieoptionen bei
Krebserkrankungen sein konnten (127).

1.4.2 ATP-kompetitive mTOR-Inhibitoren

Aufgrund der in Kapitel 1.4.1 beschriebenen Limitationen von Rapamycin wurden ATP-
kompetitive mTOR-Inhibitoren entwickelt und in klinischen Studien getestet (128-130).
Vistusertib (AZD2014) gehort zu den ATP-kompetitiven mTOR-Inhibitoren (131, 132)
und soll in der vorliegenden Arbeit im Rahmen der VIST-Therapie im Vergleich zu
Rapamycin in der RIST-Therapie untersucht werden.

Die ATP-kompetitiven mTOR-Inhibitoren gehoren zur 2. Generation der mTOR-
Inhibitoren und wirken Uber einen ATP-kompetitiven Mechanismus, der sowohl
MmTORC, als auch mTORC: effektiv hemmt (131, 133). In Studien konnte gezeigt
werden, dass ATP-kompetitive Inhibitoren die bei langerer Behandlung auftretende
Rapamycin-resistente Phosphorylierung des mTORC+-Substrats 4E-BP1 effektiv
hemmen, was der Zellproliferation starker entgegenwirkt (81, 119, 133). Durch die
zusatzliche Hemmung von mTORC2 kommt es zur Inhibition des mTORC2-Substrats
AKT. Wie in Kapitel 1.3 beschrieben, fuhrt die Inhibition des mTORC: durch
Rapamycin Uber die Aufhebung des negativen Feedback-Mechanismus zur
paradoxen Aktivierung von AKT (88-90). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass ATP-
kompetitive Inhibitoren die Phosphorylierung von AKT an Ser473 und Thr308
hemmen, wobei die Inhibition der Phosphorylierung an Ser473 entscheidender ist, da
abhangig von dieser auch eine geringere Phosphorylierung an Thr308 stattfindet (96).

Die ATP-kompetitiven Inhibitoren weisen somit eine potentere Hemmung von
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MTORC und mTORC: als Rapamycin auf (134), was fur Vistusertib in vitro und in vivo
bei Ostrogenrezeptor-positivem Brustkrebs mit endokriner Resistenz gezeigt werden
konnte (135).

Durch die Blockade beider mTOR-Komplexe und damit das Eingreifen in mehrere
Signalwege, wurde befurchtet, dass ATP-kompetitive mTOR-Inhibitoren zu
schwerwiegenderen Nebenwirkungen fuhren konnten (136). In klinischen Studien
konnte jedoch gezeigt werden, dass sich die Nebenwirkungen von Vistusertib
grofldtenteils zwischen Grad 1 und 2 befanden (Mudigkeit, Hautausschlag und milde
gastrointestinale Symptomatik wie Ubelkeit, Erbrechen und orale Mukositis), jedoch
kaum schwerwiegenden Nebenwirkungen auftraten (128, 129, 131). Daruber hinaus
zeigte sich in der AcSé-ESMART-Phase-I/II-Studie, dass Vistusertib als Monotherapie
und auch in Kombination mit Topotecan und Temozolomid von péadiatrischen

Patient*innen gut vertragen wurde (137).

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Im Kindesalter ist das Neuroblastom der haufigste maligne extrakranielle Tumor. Die
Prognose des Neuroblastoms gestaltet sich als schwierig, da es zu spontaner
Regression, jedoch auch zu Metastasierung und todlichem Verlauf kommen kann.
Besonders ungunstig ist die Prognose bei rezidivierendem oder therapierefraktarem
Hochrisiko-Neuroblastom (19-21). Da gerade fur diese Patient*innen keine
empfohlene Standardtherapie existiert, stellt der von Prof. Dr. Corbacioglu entwickelte
Therapieansatz, die sogenannte RIST-Therapie (RIST-rNB-2011, ClinicalTrials.gov
ID: NCT01467986), eine vielversprechende Therapieoption dar. Hierbei handelt es
sich um einen neuartigen, multimodalen Therapieansatz bei dem die Zytostatika
Irinotecan und Temozolomid mit den molekular-zielgerichteten Inhibitoren Rapamycin
und Dasatinib metronomisch kombiniert werden. Die offene, randomisierte Phase-II-
Studie RIST-rNB-2011 zeigte, dass Patient*innen mit rezidivierendem oder
therapierefraktarem Hochrisiko-MYCN-amplifizierten Neuroblastom ein signifikant
verbessertes progressionsfreies Uberleben haben (21, 23).

Der PISK/AKT/mTOR-Signalweg spielt eine zentrale Rolle in diversen
Zellregulationsprozessen wie Proliferation und Differenzierung und nimmt somit eine

entscheidende Rolle als Target in der Krebstherapie ein (138). Die mTOR-Inhibitoren
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der 2. Generation wirken Uber einen ATP-kompetitiven Mechanismus und hemmen
sowohl mTORC; als auch mTORC.. Somit wird die Feedback-vermittelte Aktivierung
von AKT durch die alleinige Inhibition von mTORC+ verhindert und der PISK/AKT-
Signalweg bleibt vollstdandig gehemmt (139). Da der mTORC. im Vergleich zu
mTORC+ signifikant weniger sensitiv auf Rapamycin reagiert (140), erscheint die
Testung mit einem mTORC.2-Inhibitor zur Verbesserung der RIST-Therapie sinnvoll.
Zudem ist bekannt, dass Rapamycin unerwunschte immunsuppressive Eigenschaften
hat (124).

Vistusertib (AZD2014) ist ein ATP-kompetitiver mTORC1,2-Inhibitor, der in diversen
klinischen Phase-II-Studien zur Behandlung des Mamma-, Endometriums- und
Ovarialkarzinoms getestet wurde (128, 130, 141). Die Behandlung mit Vistusertib bei
Neuroblastomen mit MYCN-Amplifikation zeigte in Magnetresonanztomographie
(MRT)-Untersuchungen in der T1-Wichtung eine signifikante Reduktion des
Tumorvolumens, was mit einer erhohten Konzentration von apoptotischen Zellen
assoziiert war (142). Des Weiteren sieht die Europaische Gesellschaft fir Padiatrische
Onkologie (European Society for Paediatric Oncology, SIOPE) mTORC1,2-Inhibitoren
als Medikamentengruppe mit priorisiertem Forschungsbedarf zur moglichen
Behandlung von Neuroblastomen mit MYCN-Amplifikation an (143). Ebenfalls gunstig
zeigte sich das Nebenwirkungsprofil in durchgefuhrten klinischen Studien, bei denen
sich die aufgetretenen Nebenwirkungen wie Mudigkeit und Exanthem im milden bis
moderaten Bereich (Grad 1-2) befanden (129). Demzufolge stellt die Testung mit
Vistusertib als Ersatz fur Rapamycin in der modifizierten RIST-Therapie, der
sogenannten VIST-Therapie, eine erfolgversprechende und gut vertragliche
Alternative bei der Behandlung von Hochrisiko-Neuroblastom-Patient*innen dar und
wurde auf seine Wirksamkeit im Rahmen dieser Arbeit untersucht.
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2 Materialien und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Gerate und Messapparaturen

Tabelle 1: Geridte und Messapparaturen.

Gerate und Messapparaturen

Hersteller

ChemiDoc™ Touch Imaging System
COz-Inkubator HERAcell® 240

CLARIOStar® Plus Microplate Reader

Integra PIPETBOY acu 2

MACSQuant® Analyzer 10 Flow Cytometer
Magnetrihrer mit Heizplatte VMS-C4
ADVANCED

Mehrfachdispenser HandyStep® S
Mehrkanalpipette Eppendorf Research® plus,
12-Kanal, 30 - 300 pl

Mikroskop Nikon Eclipse TS100
Mikroskopkamera Nikon DS-Vi1 mit Kamera-
steuereinheit Nikon DS-U3 DS
Mikrozentrifuge Micro Star 17R

Milli-Q® EQ 7000 Wasseraufbereitungssystem
Mini-PROTEAN® Tetra Gelektrophoresesystem
Mini-Vortexmischer

Neubauer-Zahlkammer

Pipetten Eppendorf Research® plus 0,5 - 10 pl,
10 - 100 pl, 20 - 200 pl und 100 - 1000 pl
Rollenmischer RS-TR 5

Schittelwasserbad GFL 1086

Sonifizierer SONOPLUS Ultraschall-
Homogenisator mini20

Sterilbank HERAsafe®

Bio-Rad Laboratories Inc.
Heraeus Holding GmbH
BMG LABTECH GmbH
Integra Biosciences AG
Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG

VWR International (Avantor Inc.)

Brand GmbH & Co. KG
Eppendorf SE

Nikon Corporation

Nikon Corporation

VWR International (Avantor Inc.)
Merck KGaA

Bio-Rad Laboratories Inc.
Gilson Inc.

Brand GmbH & Co. KG
Eppendorf SE

Phoenix Instrument GmbH

Gesellschaft fiir Labortechnik mbH

Bandelin Electronic GmbH & Co. KG

Heraeus Holding GmBH
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ThermoMixer® C mit SmartBlock 1,5 ml
Tischzentrifuge Centrifuge 5810 R
Vortexmischer Vortex-Genie™R 2
Vortexschuttler

Waagen

Eppendorf SE

Eppendorf SE

Scientific Industries Inc.

VWR International (Avantor Inc.)

KERN & SOHN GmbH

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterialien mit Katalognummer

#)

Hersteller

Aluminiumfolie ROTILABO® 30 um, 500 mm,
100 m #2596.1

Combitips advanced® 5 ml und 10 ml
CryoPure Roéhre 2 ml mit Nennvolumen von
1,8 ml #72.379

FACS-Reaktionsgefal® (Rundboden-
Testréhrchen aus Polystyrol ohne Verschluss,

5 ml) #352052

FACS-Reaktionsgefal® mit Zellsieb (Rundboden-

Testrohrchen aus Polystyrol mit Schnapp-
verschluss und Zellsieb, 5 ml) #352235

Folie, transparent, 12,7 x 17,8 cm #L07020-025
Incidin™ OxyWipe #3116140

MACSQuant® Bleach Solution #130-093-663
MACSQuant® Running Buffer #130-092-747
MACSQuant® Storage Solution #130-092-748
MACSQuant® Washing Solution #130-092-749
Nitrozellulose-Membran (Amersham™ Protran®
0,45 um NC), 150 mm x 4 m #10600012
Pasteurpipetten ohne Wattestopfen aus Kalk-
Natron-Glas, 2 ml, Gesamtlange: 230 mm,

unsteril #4522.1

Carl Roth GmbH & Co. KG

Eppendorf SE
Sarstedt AG & Co. KG

Falcon (Corning Inc.)

Falcon (Corning Inc.)

Advansta Inc.

Ecolab Inc.

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG
Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG
Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG
Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG

Cytiva (Danaher Corporation)

Carl Roth GmbH & Co. KG
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Pipettenspitzen mit Filter (Biosphere® plus)

0,5 -20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl und 1250 pl
#70.3020.255, 70.3030.255, 70.3031.255,
70.3050.255, 70.1186.210

SafeSeal Reagiergefald 1,5 ml und 2 ml
#72.690.001, 72.695.500

Serologische Pipetten mit Spitze, wattiert, 2 ml,
5 ml, 10 ml, 25 ml und 50 ml #86.1252.025,
86.1253.025, 86.1254.025, 86.1685.020,
86.1256.001

Western Blotting-Filterpapier, 0,83 mm Dicke,

7 x 8,4 cm #84783

Zellkulturflaschen 25 cm? (TC-behandelt)
#353014, 83.3910

Zellkulturflaschen 75 cm? (TC-behandelt)
#353135, 83.3911

Zentrifugenréhrchen, konisch, 15 ml und 50 mi
#352096, 352070

12-Well-Platten, Zellkulturplatten (TC-behandelt)
#353225, 83.3921.005

24-Well-Platten, Zellkulturplatten (TC-behandelt)
#353226, 83.3922.005

96-Well-Platten, Zellkulturplatten (TC-behandelt)
#3598, 83.3924.005

Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

Sarstedt AG & Co. KG

Thermo Fisher Scientific Inc.

Corning Inc., Sarstedt AG & Co. KG

Corning Inc., Sarstedt AG & Co. KG

Falcon (Corning Inc.)

Falcon (Corning Inc.)

Sarstedt AG & Co. KG

Falcon (Corning Inc.), Sarstedt AG & Co. KG

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien.

Chemikalien und Reagenzien mit
Katalognummer (#)

Hersteller

2-Propanol > 99,5 % #l9516
Acryl/Bisacrylamid-Losung (37,5 : 1)
(ROTIPHORESE® Gel 30)
Ammoniumpersulfat (APS) #13375

Sigma-Aldrich (Merck KGaA)
Carl Roth GmbH & Co. KG

SERVA Electrophoresis GmbH
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B-Mercaptoethanol #444203

Bovines Serumalbumin (BSA) #A6588,0100
Bromphenolblau-Natriumsalz #1.11746
Dimethylsulfoxid (DMSO), HybriMax™, steril
filtriert #D2650

Eagle’s minimum essential medium (EMEM),
ohne Glutamin #12-125F

Ethanol ROTIPURAN® 2 99,8 %, p.a. #9065.1
Fetal calf serum (FCS) #F7524

Glycin 2 98,5 %, #1873.2

Glycerin BioXtra 2 99 % #G6279

Ham’s F-12 Nahrstoffmischung, ohne Glutamin
#N4888

Isopropanol (2-Propanol) 70 %, rein #CN09.1
L-Glutamin (L-GIn), 200 mM #25030-024

Minimum essential medium non-essential amino
acids (MEM NEAA), 100x #11140035
Natriumazid #K305.1

Natriumchlorid (NaCl) #3957.1
Phosphate-buffered saline (PBS) nach Dulbecco
(DPBS), 1x #14190094

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep), 10.000
Einheiten Penicillin und 10 mg Streptomycin pro
ml #P0781

Propidiumiodid #P4864

Proteinmarker (Blue Prestained Protein
Standard) #P7718S

Ribonuklease (RNase) A #EN0531

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640-
Medium mit Phenolrot, ohne Glutamin
#31870025

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640-

Merck KGaA

AppliChem (lllinois Tools Work (ITW) Inc.)
Merck KGaA

Sigma-Aldrich (Merck KGaA)

Lonza Group AG

Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich (Merck KGaA)
Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich (Merck KGaA)
Sigma-Aldrich (Merck KGaA)

Carl Roth GmbH & Co. KG

(Gibco) Life Technologies (Thermo Fisher
Scientific Inc.)

(Gibco) Life Technologies (Thermo Fisher
Scientific Inc.)

Merck KGaA

Carl Roth GmbH & Co. KG

(Gibco) Life Technologies (Thermo Fisher
Scientific Inc.)

Sigma-Aldrich (Merck KGaA)

Sigma-Aldrich (Merck KGaA)

NewEngland BioLabs Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

(Gibco) Life Technologies (Thermo Fisher

Scientific Inc.)

(Gibco) Life Technologies (Thermo Fisher
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Medium ohne Phenolrot, ohne Glutamin
#32404014

Salzsidure ROTIPURAN® 37 % rauchend, p.a.
#4625.1

Sodium dodecyl sulfate (SDS) ReagentPlus®
#4509

SuperSignal™ West Pico PLUS
Chemilumineszenz-Substrat #34577
SuperSignal™ West Dura Extended Duration
Substrat #34075

Tetramethylethylenediamin (TEMED) #2367.1

Thiazolylblau-Tetrazoliumbromid (MTT) #M5655

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
#1083820500

Trypanblau-Lésung (0,4 %), liquid, steril filtriert
#178154

Trypsin 0,05 %/Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA) 0,02 %, (w/v) in PBS #T3924

Tween® 20 (Polyoxyethylen(20)-sorbitan-
monolaurat) #P9416

Scientific Inc.)

Carl Roth GmbH & Co. KG

Sigma-Aldrich (Merck KGaA)

Thermo Fisher Scientific Inc.

Thermo Fisher Scientific Inc.

Carl Roth GmbH & Co. KG

Sigma-Aldrich (Merck KGaA)

Merck KGaA

Sigma-Aldrich (Merck KGaA)

Sigma-Aldrich (Merck KGaA)

Sigma-Aldrich (Merck KGaA)

2.1.4 Antikorper

Tabelle 4: Antikérper.

Antikorper mit Hersteller Verdiinnung Typ Molekular-
Katalognummer gewicht
#)
Primar- AKT (pan) Cell Signaling 1 : 1000 Kaninchen 60 kDa
antikorper (C67ET7) #4691 Technology
Inc.
Phospho-AKT Cell Signaling 1 : 1000 Kaninchen 60 kDa
(Ser473) (D9E) ~ Technology

XP® #4060 Inc.




Phospho-AKT
(Thr308) (D25E6)
XP® #13038

Caspase-3 (8G10)

#9665

GAPDH (0411)
#sc-47724

PARP #9542

p70 S6 Kinase
#9202

Phospho-p70 S6
Kinase (Thr389)
(108D2) #9234

Src #2108

Phospho-Src
Family (Tyr416)
#2101

4E-BP1 (53H11)
#9644

Phospho-4E-BP1
(Ser65) #9451

Cell Signaling
Technology

Inc.

Cell Signaling
Technology

Inc.

Santa Cruz
Biotechnology

Inc.

Cell Signaling
Technology

Inc.

Cell Signaling
Technology

Inc.

Cell Signaling
Technology

Inc.

Cell Signaling
Technology

Inc.

Cell Signaling
Technology

Inc.

Cell Signaling
Technology

Inc.

Cell Signaling
Technology

Inc.

: 1000

: 1000

: 2000

: 1000

: 1000

: 1000

: 1000

: 1000

: 1000

: 1000

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

60 kDa

35 kDa
(full-length),
17,19 kDa

(cleaved)

37 kDa

116 kDa
(full-length),
89 kDa

(cleaved)

70, 85 kDa

70, 85 kDa

60 kDa

60 kDa

15 - 20 kDa

15 - 20 kDa
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Sekundar- Anti-Maus IgG, Cell Signaling 1 : 3000 Pferd /
antikorper HRP-konjugiert Technology

#7076S Inc.
Anti-Kaninchen Cell Signaling 1 : 3000 Ziege /
IgG, HRP- Technology

konjugiert #7074S  Inc.

2.1.5 Medikamente

Tabelle 5: Medikamente fiir die Behandlung.

Medikamente mit Katalognummer (#) Hersteller

Dasatinib #D-3307 LC Laboratories

Rapamycin #R-5000 LC Laboratories

Irinotecan (SN-38) #2684 Tocris Bioscience (Bio-Techne Corporation)
Temozolomid #2226-10 BioVision Inc.

Vistusertib (AZD2014) #HY-15247 Hycultec GmbH

Die Medikamente wurden entsprechend der mitgelieferten Datenblatter in
Dimethylsulfoxid (DMSQO) gel6st, aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Die gelosten
Medikamente wurden maximal funf Mal aufgetaut und wieder eingefroren, um die
Wirkung der jeweiligen Medikamente nicht zu beeintrachtigen. Nach dem Auftauen
wurde durch sorgfaltiges Vortexen der Aliquots sichergestellt, dass in diesen das

jeweilige Medikament in einer gleich verteilten Substanzkonzentration vorlag.

2.1.6 Zellkultur

2.1.6.1 Zelllinien

Die verwendeten Neuroblastom-Zelllinien Kelly, SK-N-BE(2) und IMR-32 mit ihrer
charakteristischen Morphologie, ihnrem MYCN-Status, ihrer Herkunft und ihrer DSMZ-
Nummer konnen Tabelle 6 entnommen werden. Die Zelllinien wurden in ihrem
zugehorigen Zellkulturmedium (siehe Kapitel 2.1.6.2) in 75 cm?- Zellkulturflaschen bei
37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit im Inkubator kultiviert. Diese wurden etwa

zweimal pro Woche bei einer Konfluenz zwischen 70 - 100 % passagiert. Bei zu

37



geringer Konfluenz erfolgte nur ein Wechsel des jeweiligen Zellkulturmediums. Das

Splitverhaltnis der Zelllinien lag etwa zwischen 1 : 2 und 1 : 8.

Kelly

Die Neuroblastom-Zelllinie Kelly wurde von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) erworben. Die Zellen wurden 1983 von
einem ein Jahr alten Madchen mit Neuroblastom gewonnen (144). Die adharent
wachsende Zelllinie bildet sowohl runde als auch spindelférmige Zellen mit Neuriten
und wachst als Mono- und Multilayer (Abbildung 5). In der Zelllinie Kelly liegt neben
einer 100-fachen MYCN-Amplifikation auch eine ALK- und TP53-Mutation sowie die
Deletion von Chromosom 1p vor (144).

SK-N-BE(2)

Die Neuroblastom-Zelllinie SK-N-BE(2) wurde ebenfalls von der DSMZ gekauft. Die
Zellen wurden 1972 aus dem Knochenmark eines 22 Monate alten Jungen mit
disseminiertem Neuroblastom nach zahlreichen Chemotherapie- und
Bestrahlungszyklen gewonnen (145). Charakteristisch fur die Zelllinie SK-N-BE(2) ist
ihr adharentes, epitheloides Wachstumsmuster als Monolayer (Abbildung 5) sowie
neben einer MYCN-Amplifikation auch eine TP53-Mutation (145).

IMR-32

Ebenfalls wurde von der DSMZ die Neuroblastom-Zelllinie IMR-32 bezogen. Diese
wurde 1967 aus der abdominellen Masse eines einjahrigen Jungen mit unbehandeltem
Neuroblastom entnommen (146). Die Zelllinie IMR-32 wachst adharent und erscheint
fibroblastisch (Abbildung 5). Sie kommt als Monolayer wachsend vor, wobei eine
Haufenbildung sowie schwimmende Zellen moglich sind. Neben einer MYCN-
Amplifikation liegt auch eine DDX7-Amplifikation vor (146, 147).
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Tabelle 6: Beschreibung der verwendeten Neuroblastom-Zelllinien: Morphologie, MYCN-Status,

Herkunft und DSMZ-Nummer.

Zelllinie Morphologie MYCN-Status Herkunft und
DSMZ-Nummer (#)
Kelly adharentes Wachstum, runde oder amplifiziert DSMZ #ACC 355
spindelférmige Zellen mit Neuriten, als
Mono- und Multilayer wachsend
SK-N-BE(2) adharentes Wachstum, epitheloide Zellen, amplifiziert DSMZ #ACC 632
als Monolayer wachsend
IMR-32 adharentes Wachstum, Fibroblasten-
ahnliche Zellen, als Monolayer wachsend, amplifiziert DSMZ #ACC 165
Haufenbildung und schwimmende Zellen
maoglich, Passagieren ohne PBS und
Trypsin/EDTA
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Abbildung 5: Lichtmikroskopische Aufnahme der Neuroblastom-Zelllinien.

Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zelllinien bei 100-facher Vergréf3erung. A: Kelly, B: SK-N-BE(2)

und C: IMR-32. Mal3stabsleiste: 100 um.

2.1.6.2 Medien und Reagenzien flir die Zellkultur

Die jeweiligen Medien wurde ein- bis zweimal pro Monat frisch hergestellt und

dauerhaft im Kuhlschrank bei 4 °C gelagert.

Kelly-Zellkulturmedium:

1x Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 mit Phenolrot, 10 % (v/v) fetal calf
serum (FCS), 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep), 2 mM L-Glutamin (L-GIn)

39



SK-N-BE(2)-Zellkulturmedium:
Y2 x Eagle’s minimum essential medium (EMEM), 2 x Ham’s F-12, 10 % (v/v) FCS,
1 % (v/v) Pen/Strep, 2 mM L-GIn

IMR-32-Zellkulturmedium:
1x RPMI 1640 mit Phenolrot, 20 % (v/v) FCS, 1 % Pen/Strep, 1x non-essential amino
acids (NEAA)

Einfriermedium fir die Kyrokonservierung:

FCS (wurde frisch vor dem Einfrieren der Zellen hergestellt und danach verworfen),
10 % (v/v) DMSO

2.1.7 Puffer und Reagenzien fiir den Westernblot

APS 10 %:
1 g Ammoniumpersulfat (APS), mit Millipore®-Wasser auf 10 ml auffiillen; Lagerung
der Aliquots (1 ml) bei -20 °C

SDS 10 %:
10 g Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) (unter dem Abzug
abwiegen), mit Millipore®-Wasser auf 80 ml auffiillen, erhitzen, mit Millipore®-Wasser

auf 100 ml auffiillen

Tris 0,5 M, pH-Wert 6,8:
15,14 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (Mris = 121,14 g/mol), mit  Millipore®-

Wasser auf 200 ml auffiillen, pH-Wert mit Salzsaure auf 6,8 einstellen, mit Millipore®-

Wasser auf 250 ml auffillen

Tris 1,5 M, pH-Wert 8.8:

45,43 g Tris (Mris = 121,14 g/mol), mit Millipore®-Wasser auf 200 ml auffiillen, pH-Wert
mit Salzsaure auf 8,8 einstellen, mit Millipore®-Wasser auf 250 ml auffillen
SDS-Laufpuffer
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10x:

250 mM Tris (30,3 g), 1,92 M Glycin (May=75,07 g/mol, 144,13 g), 1 % SDS (10 g),
mit Millipore®-Wasser auf 1000 ml auffiillen

ix:

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

100 ml 10 x-SDS-Laufpuffer, 900 ml Millipore®-Wasser

SDS-Ladepuffer:
5ml 05 M Tris, 8 ml 10 % SDS, 4 ml Glycerin, 21 ml Millipore®-Wasser,
Bromphenolblau nach Augenmal} hinzugeben

Transfer-Puffer:

10x:

250 mM Tris (30,3 g), 1,92 M Glycin (144,13 g), mit Millipore®-Wasser auf 800 ml
auffullen, pH-Wert mit Salzsaure auf 8,5 einstellen, mit Millipore®-Wasser auf 1000 ml

auffullen

ix:

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % Ethanol

700 ml Millipore®-Wasser, 100 ml 10x-Transferpuffer, 200 ml Ethanol (= 99,8 %)
(Reihenfolge wichtig, da sich sonst Salzprazipitate bilden); Lagerung des 1x-
Transferpuffers bei 4 °C

Tris-buffered saline (TBS)-Waschpuffer:

10x Tris-buffered saline (TBS):

100 mM Tris (24,2 g), 1,5 M Natriumchlorid (87,8 g), mit Millipore®-Wasser auf 800 ml
auffullen, pH-Wert mit Salzsaure auf 7,5 einstellen, mit Millipore®-Wasser auf 1000 ml

auffullen

1x Tris-buffered saline with Tween® 20 (TBS-T):

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

100 ml 10x-TBS, 900 ml Millipore®-Wasser, 1 ml Tween® 20
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2.1.8 Software

Tabelle 7: Software.

Software Hersteller
CalcuSyn Version 2.0 BIOSOFT (Acropolis Company Ltd.)
CLARIOstar® MARS Data Analysis BMG Labtech GmbH

Software 3.32

CLARIOstar® Reader Control Software BMG Labtech GmbH

540 R3

EndNote 20 Clarivate PLC

GraphPad Prism 10 GraphPad Software Inc.

ImageJ Version 1.53 Wayne Rasband (National Institutes of

Health (NIH))

Microsoft Excel Microsoft Corporation
Microsoft PowerPoint Microsoft Corporation
Microsoft Word Microsoft Corporation

NIS Elements Imaging Software F Package 3.22 Nikon Corporation

2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur, Passage und Aussaat

2.2.1.1 Zellkultur

Die Kultivierung der Neuroblastom-Zelllinien Kelly, SK-N-BE(2) und IMR-32 erfolgte im
Zellkulturmedium der jeweiligen Zelllinie (siehe Kapitel 2.1.6.2) in 75 cm?-
Zellkulturflaschen im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit. In der
Zellkulturbank wurden die Arbeiten stets unter sterilen Bedingungen erledigt und die
Arbeitsflachen und verwendeten Materialien mehrmals mit 70-prozentigem Propanol
desinfiziert.

2.2.1.2 Passage

Die verwendeten Zelllinien wurden in der Regel zwei Mal pro Woche passagiert. Dabei
wurden die Zellen zunachst unter dem Mikroskop beurteilt und bei einer vorliegenden
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Konfluenz von 70 - 100 % passagiert. Betrug die Konfluenz der Zellen weniger als
70 %, dann wurde nur ein Mediumwechsel durchgefuhrt. Fur die Passage wurde
zunachst das Zellkulturmedium abgesaugt und der Zellrasen mit 10 ml 1x phosphate-
buffered saline (PBS) gewaschen. Der Waschvorgang dient dem Entfernen von im
Zellkulturmedium enthaltenen Magnesium- und Calciumionen, denn diese wurden die
darauffolgende Trypsin-Reaktion blockieren und so das Abldsen des Zellrasens vom
Flaschenboden verhindern. Danach wurden die Zellen fur etwa 5 Minuten bei
Raumtemperatur trypsiniert (1,8 ml 0,05 % Trypsin/EDTA pro 75 cm?-
Zellkulturflasche). Das Stoppen der Trypsin-Reaktion erfolgte mit 10,2 ml frischem
Zellkulturmedium der jeweiligen Zelllinie bei sichtbarer Ablosung des Zellrasens vom
Flaschenboden. Der Flaschenboden wurde grundlich mit frischem Zellkulturmedium
abgespult und die Zellen wurden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vereinzelt.
Entsprechend des Splitverhaltnisses, welches abhangig von der Konfluenz und der
jeweiligen Zelllinie etwa zwischen 1 : 2 und 1 : 8 lag, wurde die Medium-Zell-
Suspension in eine neue 75 cm?-Zellkulturflasche ausgesat und auf 12 ml pro 75 cm?
Zellkulturflasche mit frischem Zellkulturmedium aufgefulit.

Der Waschschritt mit 1x PBS sowie das Ablosen der Zellen mit Trypsin wurde bei der
Zelllinie IMR-32 ausgelassen, da sich die Zellen problemlos durch Abspulen mit
frischem Zellkulturmedium vom Flaschenboden ablosen liel3en. Lediglich fur die
Aussaat in 24- oder 96-Well-Platten wurden die IMR-32-Zellen kurz mit 1x PBS
gewaschen und trypsiniert, da dadurch die Zellen besser vereinzelt werden konnten

und somit leichter mit der Neubauer-Zahlkammer gezahlt werden konnten.

2.2.1.3 Aussaat

Um die Zellen in 24- oder 96-Well-Platten auszusden, wurde wie beim Passagieren
vorgegangen und die Zellen in 10 ml frischem Zellkulturmedium resuspendiert. Die
Zellen wurden zunachst mithilfe der Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt (siehe
Kapitel 2.2.2) und anschliel3end wurde die fur den Versuch bendtigte Zellzahl und das
entsprechende Volumen Zellkulturmedium in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen pipettiert.
Vor dem Ausplattieren wurde die Zellsuspension durch sorgfaltiges Auf- und
Abpipettieren gemischt. Fir die Aussaat in der 96-Well-Platte wurde ein
Mehrfachdispenser (HandyStep® S) verwendet.
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2.2.2 Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauer-Zahlkammer

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit der Neubauer-Zahlkammer. Zunachst
wurden die Zellen, wie in Kapitel 2.2.1.2 beschrieben, von der Zellkulturflasche gelost
und mehrmals resuspendiert. Anschlieend wurden 20 pl der Zellsuspension in einem
1,5 ml Reagiergefal mit 20 yl Trypanblau-L6sung (0,2 % in 1x PBS) vermischt. Durch
die Trypanblau-Losung werden tote Zellen intensiv blau angefarbt, da der Farbstoff
nicht in lebende Zelle eindringen und diese anfarben kann. Unter dem Mikroskop kann
dadurch zwischen lebenden und toten Zellen unterschieden werden. Fur die
Auszahlung wurden 10 pl der verdinnten Zellsuspension in eine Neubauer-
Zahlkammer pipettiert und alle vier Eckquadrate ausgezanhlt. Die Zellzahl pro Milliliter
wurde mit der folgenden Formel berechnet:

Zellzahl pro Milliliter = durchschnittlich gezahlte Zellzahl pro Eckquadrat « VF « KF

Der Verdunnungsfaktor (VF) der Trypanblau-Losung betragt 2 und der Kammerfaktor
(KF) betragt 10%. Dieser berechnet sich aus dem Volumen von 0,1 mm3 = 0,1 pl
zwischen Neubauer-Zahlkammer und Deckglas. Um die Zellzahl pro Milliliter zu
beerechnen, muss eine Multiplikation mit dem Kammerfaktor (= 10*) erfolgen.

2.2.3 Kryokonservierung von Zellen

Nach dem Waschschritt mit 1x PBS und der anschlieBenden Trypsinierung, wie in
Kapitel 2.2.1.2 beschrieben, erfolgte das Stoppen der Trypsin-Reaktion mit
Zellkulturmedium, welches 10-prozentiges FCS enthalt. Mittels Neubauer-
Zahlkammer wurden die Zellen ausgezahlt (siehe Kapitel 2.2.2), damit pro CryoPure
Rohre etwa 5 x 10° Zellen enthalten waren. Die Zellen wurden zunachst zentrifugiert
(5 Minuten bei 300 rcf bei 20 °C) und im Anschluss daran wurde das Einfriermedium
fur die Krykonservierung (1 ml, bestehend aus 90 % FCS und 10 % DMSO)
hinzugefugt. Die CryoPure Rohren wurden zuerst in einem isolierenden Behalter
gelagert, dann fur mindestens 6 Stunden bei -80 °C eingefroren und anschlie3end
dauerhaft im Stickstofftank bei -200 °C gelagert.

Ab dem Uberschreiten einer gewissen Passage bzw. bei mikroskopisch sichtbaren
Veranderungen der Zellen wurden neue Zellen mit einer jungen Passage (in der Regel
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< 10) aus dem Stickstofftank aufgetaut. Die CryoPure Rohren wurden zunachst aus
dem Stickstofftank geholt und mdglichst rasch im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut.
Nach dem Auftauen wurde die Zellsuspension mit 10 ml frisch angesetztem
Zellkulturmedium in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt. Diese wurde zentrifugiert
(siehe oberer Abschnitt), um das DMSO-haltige Einfriermedium zu entfernen und die
Zellen wurden dann mit frischem Zellkulturmedium resuspendiert. Die Zell-Medium-
Suspension wurde anschlieBend in eine 25 cm?-Zellkulturflasche Gberfihrt und im
Brutschrank gelagert. Vor der Verwendung in Versuchen wurden die Zellen
mindestens dreimal passagiert.

2.2.4 MTT-Assay zur ICs-Bestimmung

Zunachst wurden die halbmaximalen inhibitorischen Konzentrationen (ICso) der
jeweiligen Medikamente bei Einzelbehandlung und dann bei Doppelbehandlung fur die
Zelllinien Kelly, SK-N-BE(2) und IMR-32 bestimmt. Einige 1Cso-Werte wurden bereits
von Marie Matthes in laborinternen Vorversuchen ermittelt und von Johannes Leister
(148) und Rebecca Watzig (149) bestatigt. Die Versuche wurden wiederholt und die
ermittelten 1Cso-Werte bestatigt. Alle Versuche wurden in Triplikaten durchgefuhrt und
mindestens dreimal unabhangig voneinander wiederholt.

Ein MTT-Assay wird zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat von lebenden Zellen
angewendet (Zellviabilitdtsassay). Die Zellen werden mit dem gelben Tetrazoliumsalz
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) behandelt. In vitalen
Zellen wird das gelbe Salz in das dunkelblau-violette Formazan verstoffwechselt
(Abbildung 6). In toten Zellen ist keine Reduktion von MTT zu Formazan mehr moglich.
Formazan hat sein Absorptionsmaximum bei A = 570 nm, wodurch mittels
photometrischer Messung die Absorptionsanderung genutzt wird, um den Anteil vitaler
Zellen in einer Probe zu bestimmen (150).
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Abbildung 6: Metabolische Umwandlung von MTT in vitalen Zellen.

Darstellung der metabolischen Umwandlung des gelben MTT-Tetrazoliumsalz in das dunkelblau-
violette Formazan in vitalen Zellen. MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyitetrazoliumbromid,
NAD*: Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (oxidierte Form), NADH: Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
(reduzierte Form). Abbildung nach Riss et al., Cell Viability Assays, S. 357 (150).

2.2.5 IC50-Bestimmung bei Einzelbehandlung

Fiar die Durchfuhrung der 1Cso-Bestimmung bei Einzelbehandlung wurden fur die
Medikamente Dasatinib, Rapamycin, Vistusertib, Irinotecan und Temozolomid
Titrationsreihen mit je funf Verdinnungsstufen festgelegt. Fur die Messung der
Zellviabilitat im Rahmen des RIST-Therapieschemas an ,Tag 4 wurde, wie in Kapitel
2.2.4 beschrieben, ein MTT-Assay durchgefuhrt.

Fur die Durchfuhrung der ICso-Bestimmung bei Einzelbehandlung wurden an ,Tag 0"
30.000 Kelly-Zellen, 10.000 SK-N-BE(2)-Zellen und 40.000 IMR-32-Zellen pro Well in
100 pl Zell-Medium-Suspension in 96-Well-Platten ausplattiert. Die au3eren Reihen
der 96-Well-Platten wurden zum Verdunstungsschutz nicht mit Zellen, sondern mit je
200 pl 1x PBS befullt. AnschlieRend wurden die Platten fur 24 Stunden im Brutschrank
inkubiert.

An Tag ,1% also nach 24 Stunden, wurden Triplikate der ausplattierten Zellen mit je
100 pyl Medikamentenverdinnung pro Well behandelt, sodass sich insgesamt ein
Volumen von 200 plin jedem Well befand. Vor der Behandlung wurden die Zellen unter
dem Mikroskop betrachtet und bei einer Konfluenz zwischen 30 - 50 % behandelt. Die
verwendeten Medikamente waren in DMSO gel6st (siehe Kapitel 2.1.5) und wurden
bei Raumtemperatur aufgetaut. Die jeweiligen Verdunnungsstufen fur die
Medikamente wurden im entsprechenden Zellkulturmedium fur jede Zelllinie separat
hergestellt. Fur die 1Cso-Bestimmung bei Einzelbehandlung wurden Titrationsreihen
mit je funf Verdinnungsstufen festgelegt. Als Negativkontrolle wurde ein Triplikat an
Tag ,,0“ mit je 100 pl Zellkulturmedium pro Well befullt und an Tag ,1“ wurden erneut
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je 100 pl Zellkulturmedium pro Well hinzugeflugt. Als Lebendkontrolle wurde an Tag ,, 1"
ein Triplikat der ausplattierten Zellen mit je 100 yl DMSO-Verdinnung behandelt.
Dabei entsprach die DMSO-Verduinnung der maximalen DMSO-Konzentration in den
mit Medikamenten behandelten Wells, wobei diese 1 % nicht Uberstieg. Bei der
Auswertung wurde die Lebendkontrolle mit 100-prozentiger Zellviabilitat gleichgesetzt
und die gemessenen Zellviabilititen wurden dieser entsprechend normalisiert,
wodurch der Einfluss von DMSO als LdOsungsmittel aus der Berechnung
ausgeschlossen wurde. Wenn in den mit Medikamenten behandelten Wells die
maximale DMSO-Konzentration unter 0,1 % lag, dann wurde die entsprechende
Lebendkontrolle an Tag ,1“ mit 100 ul Zellkulturmedium pro Well behandelt. Bei einer
derart geringen Konzentration von DMSO pro Well ist von keinem Einfluss von DMSO
auf die Zellviabilitat auszugehen. Nach der Behandlung wurden die Zellen fur
72 Stunden im Brutschrank inkubiert und in regelmafigen Abstanden mikroskopisch
kontrolliert.

An Tag ,3% also einen Tag vor der Messung der Zellviabilitat, wurde die MTT-
Stammlosung (5 mg/ml) angesetzt. Dafur wurde unter der Sterilbank mit
ausgeschaltetem Licht 100 mg MTT (Thiazolylblau-Tetrazoliumbromid) in 20 ml
1x PBS durch mehrmaliges Invertieren und Auf- und Abpipettieren gelost. Die MTT-
Stammldsung wurde bei 4 °C und mit Alufolie vor Licht schutzend gelagert und nach
Herstellung maximal 4 Wochen verwendet.

An Tag ,4“ also 72 Stunden nach der Behandlung der Zellen, erfolgte die MTT-
Reaktion und photometrische Messung der Zellviabilitat (Abbildung 7). Vor der
Messung der Zellviabilitat wurden zunachst die Konfluenzen der jeweiligen Triplikate
unter dem Mikroskop betrachtet und notiert. Dann wurde die MTT-Arbeitslosung
(1 mg/ml) hergestellt, welche sich aus einem Teil MTT-Stammlosung und funf Teilen
RPMI 1640 ohne Phenolrot zusammensetzt. Diese wurde ohne Licht unter der
Sterilbank fur jede photometrische Messung frisch angesetzt. Zunachst wurde unter
der Sterilbank vorsichtig das Zellkulturmedium von den Zellen abgesaugt, ebenso
wurde ein Triplikat mit 1x PBS abgesaugt, welches als Leerkontrolle diente. In jedes
Well wurden 100 pl MTT-Arbeitslosung pipettiert und die Platte anschlieRend fur
2 Stunden im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die MTT-Reaktion durch die
Zugabe von 100 pl Isopropanol pro Well abgestoppt und die hierbei entstehenden
dunkelblauen Formazan-Kristalle wurden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren
vollstandig gelost. Dann wurde die Platte mit Aluminiumfolie vor Licht geschutzt, bei
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Raumtemperatur fur 30 Minuten inkubiert und abschlieRend wurde mit dem
CLARIOStar® Plus Microplate Reader die Zellviabilitat bei A = 570 nm photometrisch
gemessen. Vor dem Einflhren der Platte in den CLARIOStar® Plus Microplate Reader
wurden die einzelnen Wells auf Luftblasen dUberpruft und gegebenenfalls mit einer

Pipette entfernt.
72 h Inkubation

[ |

Tag 0: Tag 4:
Ausplattieren der MTT-Reaktion
Zellen
Tag 1: Tag 3:
Behandlung mit Dasatinib, Rapamycin, Ansetzen der
Vistusertib, Irinotecan oder Temozolomid MTT-Stammilésung

Abbildung 7: Schematische Darstellung der ICso-Bestimmung bei Einzelbehandlung.
Darstellung der im Labor durchgefiihrten ICso-Bestimmung bei Einzelbehandlung.

Fur die Auswertung des MTT-Assays wurden die gemessenen Werte um die der
Leerkontrollen korrigiert, mit Microsoft Excel in Prozent (%) berechnet und
anschliellend wurde der prozentuale Anteil lebender Zellen anhand der DMSO-
behandelten Lebendkontrolle normalisiert. Die weitere Auswertung mit 1Cso-Wert-
Ermittlung und Erstellung der Viabilitatskurven erfolgte mittels der Software GraphPad

Prism.

2.2.6 IC50-Bestimmung bei Doppelbehandlung

Fur die Durchfihrung des MTT-Assays wurden an ,Tag 0“ 30.000 Kelly-Zellen, 10.000
SK-N-BE(2)-Zellen und 40.000 IMR-32-Zellen pro Well in 100 ul Zell-Medium-
Suspension in 96-Well-Platten ausplattiert. Die auleren Reihen der 96-Well-Platten
wurden zum Verdunstungsschutz nicht mit Zellen, sondern mit je 200 ul 1x PBS befullt.
AnschlieRend wurden die Platten fur 24 Stunden im Brutschrank inkubiert.

An Tag ,1% also nach 24 Stunden, wurden Triplikate der ausplattierten Zellen mit je
50 yl von beiden Medikamentenverdiunnungen pro Well behandelt, sodass sich
insgesamt ein Volumen von 200 pl in jedem Well befand. Vor der Behandlung wurden
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die Zellen unter dem Mikroskop betrachtet und bei einer Konfluenz zwischen 30 — 50 %
behandelt. Die verwendeten Medikamente waren in DMSO gel6st (siehe Kapitel 2.1.5)
und wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. Die jeweiligen Verdunnungsstufen fur die
Medikamente wurden im entsprechenden Zellkulturmedium fur jede Zelllinie separat
hergestellt. Fur die 1Cso-Bestimmung bei Doppelbehandlung wurden Titrationsreihen
mit je funf Verdunnungsstufen pro Medikament festgelegt (Abbildung 8). Dieses
Titrationsschema wurde von Johannes Leister (148) und Rebecca Watzig (45) im
Labor eingefuhrt und etabliert.

1 | ICs0 | 3 4 5

Abbildung 8: Titrationsschema fiir die ICso-Bestimmung bei Doppelbehandlung.

Darstellung des Titrationsschemas fir die [Cso-Bestimmung bei Doppelbehandlung mit zwei
unterschiedlichen Medikamenten (Medikament A und Medikament B). Die
Medikamentenkonzentrationen nehmen von 1 nach 5 ab. Die Verdiinnungsstufe 2 entspricht bei der
ersten Durchfiihrung dem ICso-Wert bei Einzelbehandlung mit dem jeweiligen Medikament. Bei der
weiteren Durchfiihrung von MTT-Assays wurden die Medikamentenkonzentrationen entsprechend den
ausgewerteten Ergebnissen angepasst. Abbildung nach Rebecca WAétzig, Dissertation,
Universitétsklinikum Regensburg, 2022, Titel: ,Testung verschiedener mTOR-Inhibitoren zur
Verbesserung der RIST-Therapie in einem in-vitro Modell des Neuroblastoms* (45).

Die Medikamentenkonzentrationen wurden von 1 nach 5 fallend berechnet. Die
Titrationsschritte fur die jeweiligen Felder wurden abhangig von den Viabilitatskurven
ausgewahlt. Wenn die Viabilitatskurve des Medikaments steil verlauft, dann wurden
kleine Titrationsschritte bzw. nur eine geringe Anderung der
Medikamentenkonzentration gewahlt, da bereits eine geringe Konzentrationsanderung
zu einer deutlichen Viabilitatsanderung fuhrt. Wenn die Viabilitatskurve des
Medikaments hingegen flach verlauft, dann wurden grofR3e Titrationsschritte gewahilt,
da erst eine groRere Anderung der Medikamentenkonzentration zu einer deutlichen

Viabilitatsanderung fuhrt. Diese Vorversuche dienten der groben Einschatzung des
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Bereiches fur die ICso-Werte bei Doppelbehandlung. Die endgultige Festlegung fur die
ICs0-Werte bei Doppelbehandlung erfolgte nach der Durchfihrung von mindestens drei
unabhangig voneinander wiederholten MTT-Assays bei denen die Zellviabilitat bei
etwa 50 % lag. Das Ansetzen der MTT-Stamml6sung an Tag ,.3" und die MTT-Reaktion
und photometrische Messung der Zellviabilitdt an Tag ,4“ erfolgte wie bei der ICso-
Bestimmung bei Einzelbehandlung in Kapitel 2.2.5.

Nach der Ermittlung der ICso-Werte bei Doppelbehandlung wurde der Dosis-

Reduktions-Faktor (DRF) fur jedes Medikament wie folgt berechnet:

ICso-Wert bei Einzelbehandlun
DRF = == : 9 (151)
ICso-Wert bei Doppelbehandlung

Der DRF gibt an, um welchen Faktor die Dosis bei der Kombination der einzelnen
Medikamente (= Doppelbehandlung) im Vergleich zur Einzelbehandlung reduziert
werden kann, damit weiterhin eine 50-prozentige Viabilitdtshemmung der Zellen

erreicht wird.

2.2.7 Untersuchung des Combination Index (Cl) bei Doppelbehandlung

Durch die Kombination von zwei oder mehreren Medikamenten konnen synergistische,
additive oder antagonistische Effekte auftreten (27). Synergismus bedeutet, dass der
Effekt der Kombination der Medikamente groer ist als der kumulative Effekt der
einzelnen Medikamente. Bei einem additiven Effekt entspricht der Effekt bei
Kombination der Medikamente demselben Effekt als bei Einzelbehandlung (27, 152).
Antagonismus hingegen bedeutet, dass der Effekt der Kombination der Medikamente
geringer ist als der kumulative Effekt der einzelnen Medikamente (152).

Der Combination Index wird nach der Chou-Talalay-Methode berechnet und
ermoglicht eine quantitative Aussage uber den durch die Kombinationstherapie

erzielten Effekt. Die Berechnung erfolgt mit der nachstehenden Formel:

Da Dg Da+Dg
| = + + 1 154
C (Dx)A (Dx)B (Dx)A * (Dx)B ( 53’ S )

Hierbei stellt ,D* die Dosis der kombinierten Medikamente A und B dar und ,Dx“ den
durch die beiden Medikamente entstehenden Effekt bei Dosis ,D*.
Der Effekt bei ICso-Werten wurde mit der folgenden Formel berechnet:

ICso(a+B) , ICs0(a+B)
= +
Clicso Coon Coon (153, 154)
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Die Cl-Werte wurden durch die Software CalcuSyn, welche auf der Chou-Talalay-
Methode beruht, berechnet. Der daraus resultierende Effekt der Cl-Werte ist in der
folgenden Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Bedeutung der Combination Index (Cl)-Werte.
Bedeutung der Cl-Werte nach Chou, T. C. (2008), S. 2065 (155).

Cl-Wert Bedeutung

<01 sehr starker Synergismus
0,17-0,3 starker Synergismus
0,3-0,7 Synergismus

0,7-0,85 maRiger Synergismus
0,85-0,9 leichter Synergismus
0,9-1,1 additiver Effekt

1,1-1,2 leichter Antagonismus
1,2-1,45 maRiger Antagonismus
1,45-3,3 Antagonismus

3,3-10 starker Antagonismus
>10 sehr starker Antagonismus

Zur Berechnung des Combination Index wurden neben den Zellviabilidten fur die
Einzelbehandlung mit den Medikamenten auch die Zellviabilitaten fur die
Doppelbehandlung mit den Medikamenten bendtigt. An ,Tag 1“ wurden die Zellen mit
funf Konzentrationsstufen von Medikament A und Medikament B in den Kombinationen
A1+ B1, A1 + B2, ..., As + Bs behandelt. Der Verdinnungsfaktor betrug fur beide
Medikamente Uber alle Konzentrationsstufen hinweg 1,5. Die Negativ- und
Lebendkontrollen erfolgten wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben. Fur die Untersuchung auf
Synergismus bzw. Antagonismus mittels der Software CalcuSyn wurden die anhand
der Lebendkontrolle  normalisierten  Viabilitatswerte  der  verschiedenen
Konzentrationsstufen bei Einzel- und Doppelbehandlung mit der folgenden Formel
umgerechnet und in CalcuSyn eingetragen:

Viabilitat (¢

FA (fraction affected) = 1 - (2 2%)) (156, 157)
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2.2.8 Durchfuihrung der RIST- und VIST-Therapie in vitro

Fir die Durchfihrung der RIST- und VIST-Therapie in vitro wurden die Medikamente
Dasatinib, Rapamycin, Vistusertib, Irinotecan und Temozolomid kombiniert. Die
entsprechenden [Cso-Werte fur die molekular-zielgerichteten Inhibitoren konnen
Tabelle 11 in Kapitel 3.1 und die ICso-Werte fur die Chemotherapeutika konnen
Tabelle 13 in Kapitel 3.2 entnommen werden. Fur die Messung der Zellviabilitat im
Rahmen des RIST-Therapieschemas an ,Tag 8“ wurde, wie in Kapitel 2.2.4
beschrieben, ein MTT-Assay durchgefuhrt.

Fur die Durchfuhrung der RIST- und VIST-Therapie in vitro wurden an ,Tag 0"
30.000 Kelly-Zellen, 10.000 SK-N-BE(2)-Zellen und 40.000 IMR-32-Zellen pro Well in
100 pl Zell-Medium-Suspension in 96-Well-Platten ausplattiert. Um die Zellviabilitaten
zu normalisieren, wurde eine DMSO-Kontrolle als Lebendkontrolle mit 7500 Zellen pro
Well fur die Kelly-Zellen, mit 2500 Zellen pro Well fur die SK-N-BE(2)-Zellen und mit
10.000 Zellen pro Well fur die IMR-32-Zellen ausplattiert. Die duf3eren Reihen der
96-Well-Platten wurden zum Verdunstungsschutz nicht mit Zellen, sondern mit je
200 ul 1x PBS befullt. Anschlie3end wurden die Platten fur 24 Stunden im Brutschrank
inkubiert.

An Tag ,1% also nach 24 Stunden, erfolgte die Behandlung mit Dasatinib plus
Rapamycin (D+R) bzw. Dasatinib plus Vistusertib (D+V), welche als Vorbehandlung
fur das RIST- bzw. VIST-Therapieschema dient. Es wurden Triplikate der
ausplattierten Zellen mit je 50 pl von beiden Medikamentenverdunnungen pro Well
behandelt, sodass sich insgesamt ein Volumen von 200 pl in jedem Well befand. Die
Kontrollzellen wurden mit der maximal verwendeten DMSO-Konzentration als
Lebendkontrolle zur Normalisierung der Viabilitaten und mit Zellkulturmedium als
Negativkontrolle behandelt. Vor der Behandlung wurden die Zellen unter dem
Mikroskop betrachtet und bei einer Konfluenz zwischen 30 - 50 % behandelt. Die
verwendeten Medikamente waren in DMSO gel6st (siehe Kapitel 2.1.5) und wurden
bei Raumtemperatur aufgetaut. Die jeweiligen Verdunnungsstufen fur die
Medikamente wurden im entsprechenden Zellkulturmedium fur jede Zelllinie separat
hergestellt.

An Tag ,4% also nach 72 Stunden, wurde bei den ausplattierten Zellen ein
Mediumwechsel durchgefuhrt und es folgte eine 24-stindige Pause vor der
Behandlung mit den Chemotherapeutika.
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An Tag ,5“ wurden die vorbehandelten Zellen mit Irinotecan plus Temozolomid (I+T)
und die Kontrollzellen mit der maximal verwendeten DMSO-Konzentration behandelt.
An Tag ,8% also 72 Stunden nach der Behandlung mit den Chemotherapeutika,
erfolgte die MTT-Reaktion und photometrische Messung der Zellviabilitat
(Abbildung 9). Dies erfolgte wie bei der ICso-Bestimmung bei Einzelbehandlung in
Kapitel 2.2.5.

Zur Aktivitatskontrolle der Medikamente wurden zusatzlich Kontrollen fur die Einzel-
und Doppelbehandlungen, wie in den Kapiteln 2.2.5 und 2.2.6 beschrieben,
durchgefuhrt (,Tag 0“: Ausplattieren; ,Tag 1“: Behandlung mit Dasatinib, Rapamycin,
Vistusertib, Irinotecan, Temozolomid, Dasatinib plus Rapamycin (D+R), Dasatinib plus
Vistusertib (D+V) bzw. Irinotecan plus Temozolomid (1+T); ,Tag 4“: MTT-Reaktion und
Messung der Zellviabilitdt). Die Behandlungen erfolgten mit den ICso-Werten bei
Einzel- bzw. Doppelbehandlung und den 1,5-fach erhéhten [Cso-Werten bei
Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) (siehe Kapitel 3.1 und 3.2,
Tabellen 10, 11, 12 und 13).

72 h Inkubation 72 h Inkubation
[ | [ |
Tag 0: Tag 4: Tag 8:
Ausplattieren der Mediumwechsel MTT-Reaktion
Zellen
Tag 1: Tag 5:
Vorbehandlung mit Behandlung mit
Dasatinib + Rapamycin (RIST-Therapie) Irinotecan + Temozolomid

bzw.
Dasatinib + Vistusertib (VIST-Therapie)

Abbildung 9: Schematische Darstellung der RIST- und VIST-Therapie in vitro.
Darstellung der im Labor durchgefiihrten RIST- und VIST-Therapie in vitro. RIST-Therapie: Dasatinib
(Sprycel®) + Rapamycin und lIrinotecan + Temozolomid, VIST-Therapie: Dasatinib (Sprycel®) +
Vistusertib und Irinotecan + Temozolomid. Abbildung modifiziert nach Rebecca WAétzig, Dissertation,
Universitétsklinikum Regensburg, 2022, Titel: ,Testung verschiedener mTOR-Inhibitoren zur
Verbesserung der RIST-Therapie in einem in-vitro Modell des Neuroblastoms” (45).
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2.2.9 Durchflusszytometrie

Fur die Durchfuhrung der Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting,
FACS) wurden in 12-Well-Platten an Tag ,0“ 2,5 x 10° Zellen pro Well in 1 ml fiir zu
behandelnde Kelly-Zellen und 2 x 10° Zellen pro Well in 1 ml fir DMSO-Kontrollen,
7,5 x 10* Zellen pro Well in 1 ml fir zu behandelnde SK-N-BE(2)-Zellen und 6 x 10*
Zellen pro Well in 1 ml fir DMSO-Kontrollen, 3 x 10° Zellen pro Well in 1 ml fiir zu
behandelnde IMR-32-Zellen und 2,5 x 10° Zellen pro Well in 1 ml fir DMSO-Kontrollen
ausplattiert. Leere Wells wurden zum Verdunstungsschutz mit je 2 ml 1x PBS befullt.
AnschlieRend wurden die Platten fur 24 Stunden im Brutschrank inkubiert.

An Tag ,1% also nach 24 Stunden, wurden Triplikate der ausplattierten Zellen mit dem
ICs0-Wert und dem doppelten ICso-Wert von Vistusertib fur die jeweilige Zelllinie (siehe
Kapitel 3.1, Tabelle 10) behandelt. Dafir wurden diese mit je 1 ml
Medikamentenverdinnung behandelt, sodass sich insgesamt ein Volumen von 2 ml in
jedem Well befand. Vor der Behandlung wurden die Zellen unter dem Mikroskop
betrachtet und bei einer Konfluenz zwischen 30 - 50 % behandelt. Die verwendeten
Medikamente waren in DMSO gelOst (siehe Kapitel 2.1.5) und wurden bei
Raumtemperatur aufgetaut. Die jeweiligen Verdunnungsstufen fur Vistusertib wurden
im entsprechenden Zellkulturmedium fur jede Zelllinie separat hergestellt.

An Tag ,3% also 48 Stunden nach der Behandlung, wurden die Zellen nach
abgewandeltem Miltenyi-Protokoll fixiert. Der Uberstand wurde mit der Vakuumpumpe
abgesaugt, dann wurden die Wells mit je 1 ml 1x PBS gewaschen, was anschlie3end
wieder abgesaugt wurde. Danach wurden 0,3 ml Trypsin/EDTA pro Well hinzugefugt
und far 1 - 5 Minuten inkubiert, bis sich die Zellen abgeldst hatten. Daraufhin wurde
1 ml Probenpuffer (1x PBS mit 1 % FCS) pro Well hinzugefugt. Fur die Zelllinie IMR-32
war eine Trypsinierung nicht erforderlich, da sich die Zellen problemlos durch Abspulen
mit Probenpuffer ablosen lie3en. Die jeweiligen Zellsuspensionen wurden in FACS-
Reaktionsgefalie Uberfuhrt und in einen Kuhlblock mit Eis gestellt. Danach wurden die
Zellen fir 8 Minuten bei 300 rcf und 4 °C zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand
abgesaugt und 2 ml Probenpuffer pro FACS-Reaktionsgefaly hinzugefugt und
gevortext, sodass sich das Zellpellet geldst hat. Daraufhin wurden die Zellen erneut
zentrifugiert, der Uberstand wieder abgesaugt und das Zellpellet im Restvolumen von
etwa 100 pl gel6st. Nachfolgend wurden die FACS-Reaktionsgefale fur etwa
10 Sekunden gevortext und anschlieliend wurde vorsichtig und tropfchenweise
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70-prozentiges eiskaltes Ethanol unter Vortexen hinzugegeben, um die Zellen zu
fixieren. Die FACS-Reaktionsgefalle wurden mit einem Deckel verschlossen und fur
mindestens 18 Stunden bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert.

Nach mindestens 18 Stunden wurden pro FACS-Reaktionsgefald 2 ml Probenpuffer
hinzugefugt und vorsichtig gevortext. Im Anschluss daran wurden die FACS-
Reaktionsgefale fir 10 Minuten bei 400 rcf und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand
abgesaugt. Durch vorsichtiges Vortexen wurde das Zellpellet im Restvolumen gelost.
Danach wurden 0,4 ml Farbelosung pro FACS-Reaktionsgefal® (0,4 ml Probenpuffer,
20 pg Propidiumiodid und 0,2 mg Ribonuklease (RNase) A) hinzugeflugt und vorsichtig
gevortext, dann fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und abschlieRend am
MACSQuant® Analyzer 10 Flow Cytometer gemessen. Vor der Messung wurde die
Zellsuspension in ein FACS-Reaktionsgefaly mit Zellsieb pipettiert, um das Gerat vor
Verstopfung zu schutzen.

2.2.10 Untersuchung der Expression und Phosphorylierung von Proteinen
mittels Westernblot-Analysen

Herstellung der Proteinlysate

Fur die Herstellung der Proteinlysate wurden in 24-Well-Platten 225.000 Kelly-Zellen
pro Well, 50.000 SK-N-BE(2)-Zellen pro Well und 250.000 IMR-32-Zellen pro Well
ausgesat. Bei einer Konfluenz von 30 - 50 % wurden diese 24 Stunden spater mit
Rapamycin, Vistusertib, Dasatinib plus Rapamycin (D+R), Dasatinib plus Vistusertib
(D+V) bzw. DMSO behandelt und nach 24 Stunden geerntet.

Vor der Ernte wurden zunachst die Zellen unter dem Mikroskop betrachtet, ihre
Konfluenz beurteilt und anhand dieser die Menge des SDS-Ladepuffers festgelegt.
100 % Konfluenz variierte zwischen 350 und 400 pl SDS-Ladepuffer. Dann wurde der
Uberstand abgesaugt und die Zellen entsprechend ihrer Konfluenz in SDS-Ladepuffer
aufgenommen und in ein 1,5 ml Reagiergefal® uberfuhrt. Falls durch die Einzel- bzw.
Doppelbehandlung viele Zellen abgeschwommen waren, wurden die Zellen samt
ihrem Zellkulturmedium in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen Gberfuhrt und fur 5 Minuten
bei 300 rcf und 20 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen
und die sowohl toten als auch lebenden Zellen ebenfalls in SDS-Ladepuffer
aufgenommen. Durch die Zugabe von Natriumdodecylsulfat (sodium sodecyl! sulfate,
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SDS) werden die Proteine denaturiert und ihnen wird eine negative Ladung verliehen.
Diese ist notwendig, damit die Proteine im SDS-Polyacrylamidgel von der Anode zur
Kathode wandern und nach ihrer Gro3e aufgetrennt werden. AnschlieRend wurden die
Proteinlysate gevortext und abzentrifugiert. Um die Zellen vollstandig aufzuschlief3en
und die genomische DNA zu zerkleinern, wurden die Proteinlysate jeweils zweimal fur
drei Sekunden lang mit dem SONOPLUS Ultraschall-Homogenisator mini20
sonifiziert, dann erneut gevortext und abschlieRend abzentrifugiert. Eine Spaltung der
Disulfidbricken wurde durch die Zugabe von 5 % [(-Mercaptoethanol (3-ME) und
Erhitzen der Proben auf 95 °C im Heizblock (ThermoMixer® C mit SmartBlock) fir
10 Minuten bei 400 rpm erreicht. Die Lagerung der Proteinlysate erfolgte bei -20 °C.

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelektrophorese (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)

Mittels SDS-Page wurden die denaturierten Proteine aufgetrennt und mittels
Westernblot wurden die Proteinbanden vom Gel auf eine Nitrozellulose-Membran
transferiert. Abschlieend wurden die Proteinbanden durch Farbung mit Antikérpern
gegen das entsprechende Zielprotein sichtbar gemacht.

Fur die SDS-PAGE wurde das Gelektrophoresesystem Mini-PROTEAN® Tetra Cell
verwendet. Zunachst wurde das Trenngel (12,5 %), welches die Proteine nach ihrem
Molekulargewicht auftrennt, und dann das Sammelgel, welches der Beladung und

Konzentrierung der Proben dient, gegossen (Tabelle 9).

Tabelle 9: Zusammensetzung der Trenn- bzw. Sammelgele.
Angaben der Materialien fiir die Herstellung von jeweils 2 Trenn- bzw. Sammelgelen.

Materialien Trenngele (12,5 %) Materialien Sammelgele
Millipore®-Wasser 3,2ml Millipore®-Wasser 2,27 ml
1,5 M Tris pH 8,8 2,5 mi 0,5 M Tris pH 6,8 1,00 mi
Acryl/Bisacrylamid 4,2 ml Acryl/Bisacrylamid 0,65 ml
10 % SDS 100 pl 10 % SDS 40 pl
TEMED 30 ul TEMED 2l
10 % APS 40 pl 10 % APS 30

— 4,5 ml/Gel — 2,0 ml/Gel
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Die Materialien Acryl/Bisacrylamid, TEMED und APS wurden bei 4 °C aufbewahrt,
wohingegen die Ubrigen Materialien bei Raumtemperatur aufbewahrt wurden. Nach
der abschlielenden Zugabe von TEMED wurde das Gel zugig in die Gelkammer
pipettiert, da TEMED als Katalysator der radikalischen Polymerisation das Aushéarten
des Gels induziert. Das Trenngel wurde mit je 500 ul Isopropanol Uberschichtet und
fur 45 Minuten ausgehartet. Im Anschluss an die Polymerisation das Isopropanol
abgenommen, das Sammelgel gegossen und in die Kammern pipettiert sowie zugig
ein Kamm zur Bildung von 15 Taschen eingeschoben. Das Sammelgel wurde fur 45
Minuten ausgehartet und anschlieRend entweder direkt beladen oder Uber Nacht in 1x
SDS-Laufpuffer bei 4 °C gelagert und am nachsten Tag beladen.

Die Gelelektrophorese-Kammer wurde mit 1x SDS-Ladepuffer beflllt, ebenso wurden
damit die Taschen vor dem Beladen gespult, um mogliche Verunreinigungen zu
beseitigen. Die Proteinlysate wurden direkt nach Herstellung in die Taschen pipettiert
(15 pl bzw. 20 pl) oder auf Eis aufgetaut und dann in die Taschen pipettiert. Zusatzlich
wurde 5 pl Proteinmarker (Blue Prestained Protein Standard, NewEngland BiolLabs
Inc.) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 200 V und 350 mA fur
45 - 50Minuten.

Proteintransfer mittels Westernblot-Verfahren

In einer mit 1x Transferpuffer beflllten Wanne wurden pro Gel zwei Filzmatten und
zwei Filterpapiere befeuchtet und, wie in Abbildung 10 dargestellt, aufgebaut. Wahrend
des Blottens wandern die aufgrund des SDS-Ladepuffers negativ geladenen Proteine
zur positiv geladenen Anode, wodurch die Proteine im Gel auf die Membran
Ubertragen werden.

Kathode
] —_—
I Filterpapier
] Gel
Membran
] Filterpapier
I . Filzmatte
| |y
Anode

Abbildung 10: Aufbau des Westernblots.

Abbildung nach Rebecca Wétzig, Dissertation, Universitétsklinikum Regensburg, 2022, Titel: ,Testung
verschiedener mTOR-Inhibitoren zur Verbesserung der RIST-Therapie in einem in-vitro Modell des
Neuroblastoms* (45).
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FUr das Blotten wurde ein Magnetruhrstabchen, ein Gefrierblock und 1x Transferpuffer
in die Transferkammer gegeben. Der Gefrierblock in der Transferkammer verhindert
das Erhitzen des Transferpuffers wahrend des Blottens. Der Transfer erfolgte bei
100 V und 350 mA fur 1,5 Stunden. Danach wurden die Banden des Proteinmarkers
mit Kugelschreiber markiert und freie Bindungsstellen durch eine 30-minutige
Inkubation in 10 ml Waschpuffer (TBS-T) mit 2 % bovinem Serumalbumin (BSA) bei
Raumtemperatur blockiert.

Immundetektion der Proteine und Nachweis mittels Chemilumineszenz

Nach dem Blockieren wurde die Membran mit dem primaren Antikorper tber Nacht bei
4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal fur je 5 Minuten mit
Waschpuffer unter Schitteln gewaschen. AnschlieRend wurde die Membran mit dem
sekundaren Antikorper fur 1 Stunde unter konstantem Schutteln bei Raumtemperatur
inkubiert und abschliel3end erneut dreimal fur je 5 Minuten mit Waschpuffer unter
Schutteln gewaschen. Die verwendeten primaren Antikorper wurden entsprechend der
Produktdatenblatter in TBS-T mit 2 % BSA und 0,05 % Natriumazid (NaNs) verdunnt
(Tabelle 4) und bei 4 °C gelagert. Die sekundaren Antikorper wurden stets frisch in
TBS-T mit 2 % BSA ohne Natriumazid verdunnt, da diese an horseadish peroxidase
(HRP) gekoppelt sind, was durch Natriumazid gehemmt wird.

Fur die Entwicklung wurde das SuperSignal™ West Pico PLUS Chemilumineszenz-
Substrat oder das SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrat verwendet.
Die Entwicklungslosung besteht aus den beiden Substanzen Stable Peroxide Solution
und Luminol/Enhancer Solution, welche im Verhaltnis 1 : 1 (jeweils 500 ul) gemischt
wurden. AnschlieBend wurde diese Losung sorgfaltig und gleichmaRig auf der
gesamten Membran verteilt.

Zur Anfertigung der Aufnahmen wurde das ChemiDoc™ Touch Imaging System von
Bio-Rad Laboratories Inc. verwendet und die Membran in transparenter Folie
(Advansta Inc.) vor Verdunstung geschutzt. Nach Anfertigung der Aufnahmen wurde
die Membran bei 4 °C in TBS-T mit 0,05 % Natriumazid gelagert oder fur weitere

immunologische Farbungen mit anderen Antikorpern verwendet.
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2.2.11 Statistische Verfahren

Zur Bestimmung der ICso-Werte wurden die gemessenen Zellviabilitaten auf die
Vehikel (DMSO)-behandelte Kontrolle normalisiert [%], dann mittels GraphPad Prism
in logarithmische Werte transformiert und auf 0 - 100 % normalisiert. Anschlie3end
wurde eine nicht-lineare Regressionsanalyse durchgefuhrt und die Ergebnisse wurden
graphisch als Viabilitatskurven dargestellt. Die ICso-Werte wurden als Mittelwerte
+ Standardabweichung angegeben.

Die Normalverteilung der Ergebnisse wurde durch den Shapiro-Wilk-Test mittels
GraphPad Prism uberpruft. Zur Signifikanzberechnung von Mittelwerten von mehr als
drei zu untersuchenden Gruppen wurden einfaktorielle und zweifaktorielle
Varianzanalysen (analysis of variance, ANOVA) durchgefuhrt. Fur Post-hoc-Analysen
wurde der  Tukey-Test verwendet. Es wurden keine  konstanten
Standardabweichungen fur die p-Wert-Ermittlungen angenommen. p-Werte = 0,05
wurden als nicht signifikant (ns) gewertet, p-Werte zwischen 0,01 und 0,05 als
signifikant (*), p-Werte zwischen 0,001 und 0,01 als sehr signifikant (**) und p-Werte
< 0,001 als hoch signifikant (***).
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3 Ergebnisse

3.1 Bestimmung der ICso-Werte von Dasatinib, Rapamycin und Vistusertib bei
Einzel- und Doppelbehandlung

Zuerst erfolgte die Bestimmung der halbmaximalen inhibitorischen Konzentration
(ICs0). Diese gibt an, welche Konzentration eines Inhibitors (in diesem Fall eines
Medikaments) benotigt wird, um in vitro einen biologischen Prozess um 50 % zu
reduzieren (158). Nach der Bestimmung der ICso-Werte bei Einzelbehandlung mit den
molekular-zielgerichteten Inhibitoren Dasatinib, Rapamycin und Vistusertib in den drei
Neuroblastom-Zelllinien Kelly, SK-N-BE(2) und IMR-32 wurden diese miteinander
verglichen. Danach wurden die 1Cso-Werte bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus
Rapamycin (D+R) und Dasatinib plus Vistusertib (D+V) in den drei Neuroblastom-
Zelllinien bestimmt und miteinander verglichen.

Die Ermittlung der ICso-Werte erfolgte 72 Stunden nach der Behandlung der Zellen mit
den verschiedenen Inhibitoren mittels Viabilitatsmessung (MTT-Assay). Laborintern
wurden bei Vorversuchen bereits die 1Cso-Werte bei Einzelbehandlung mit Dasatinib,
Rapamycin und Vistusertib in den drei Zelllinien Kelly, SK-N-BE(2) und IMR-32 von
Marie Matthes ermittelt. Von Rebecca Watzig wurden die 1Cso-Werte von Dasatinib
und Rapamycin in den Zelllinien Kelly und IMR-32 in mindestens drei unabhangigen
Versuchen bestatigt (149). Fur die durchgefuhrten Versuche dieser Arbeit wurden die
ICs0-Werte von Dasatinib, Rapamycin und Vistusertib verifiziert, indem diese in
mindestens drei unabhangigen Versuchen erneut bestatigt wurden. In der folgenden
Abbildung 11 sind die Zellviabilitatskurven fur die ICso-Bestimmung der molekular-
zielgerichteten Inhibitoren Dasatinib, Rapamycin und Vistusertib in der Zelllinie
SK-N-BE(2) dargestellt. Gezeigt ist die Zellviabilitat in Prozent (%) in Abhangigkeit der
logarithmischen Medikamentenkonzentration.
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Abbildung 11: Zellviabilitdtskurven fiir die Zelllinie SK-N-BE(2) zur ICs,-Bestimmung der
verwendeten molekular-zielgerichteten Inhibitoren.

Die Zellen wurden 24 h nach dem Ausplattieren in einer 96-Well-Platte bei einer Konfluenz von etwa
30 - 50 % mit (A) Dasatinib, (B) Rapamycin, und (C) Vistusertib behandelt. Die Viabilitdtsmessung
erfolgte 72 h nach der Behandlung mittels MTT-Assay. Die ICso-Werte bei Einzelbehandlung mit
Dasatinib, Rapamycin und Vistusertib wurden von Marie Matthes in laborinternen Vorversuchen
ermittelt und in dieser Arbeit bestétigt. Alle Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt und mindestens
dreimal unabhéngig voneinander wiederholt (n = 3), die Standardabweichung ist angegeben.

Die ermittelten ICso-Werte bei Einzelbehandlung der Inhibitoren konnen aus Tabelle 10
entnommen werden. Die dazugehorigen Zellviabilitatskurven fur die Zelllinien Kelly
und IMR-32 sind im Anhang (Abbildung 22 und 23) aufgefuhrt.

Tabelle 10: ICso-Werte bei Einzelbehandlung mit den molekular-zielgerichteten Inhibitoren
Dasatinib, Rapamycin und Vistusertib in drei verschiedenen Neuroblastom-Zelllinien.

Dasatinib [pM] Rapamycin [uM] Vistusertib [nM]
Kelly 9,47 £ 0,010 27,21 + 0,006 29,72 £ 0,010
SK-N-BE(2) 25,73 + 0,003 24,27 + 0,003 149,0 £ 0,014
IMR-32 1,53 £ 0,057 37,47 + 0,003 87,44 + 0,016

Die ICso-Werte bei Einzelbehandlung mit Dasatinib, Rapamycin und Vistusertib in den Zelllinien Kelly,
SK-N-BE(2) und IMR-32 wurden von Marie Matthes in laborinternen Vorversuchen ermittelt und die
ICso-Werte bei Einzelbehandlung mit Dasatinib und Rapamycin in den Zelllinien Kelly und IMR-32
wurden von Rebecca Waétzig bestétigt (149). Alle Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt und
mindestens dreimal unabhédngig voneinander wiederholt (n = 3), die Standardabweichung ist
angegeben.

Die 1Cso-Werte von Dasatinib in den drei Zelllinien befanden sich im niedrig bis
mittleren mikromolaren Bereich (1,5 - 25,7 yM, Tabelle 10). Fir Rapamycin lagen die
ICs0-Werte im mittleren mikromolaren Bereich (24,3 - 37,5 uM, Tabelle 10). Far
Vistusertib hingegen befanden sich die 1Cso-Werte im mittleren bis hoheren
nanomolaren Bereich (29,7 - 149,0 nM, Tabelle 10), was in der Zelllinie Kelly in etwa
einer 1000-fachen Reduktion, in der Zelllinie SK-N-BE(2) in etwa einer 150-fachen
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Reduktion und in der Zelllinie IMR-32 in etwa einer 400-fachen Reduktion der

Konzentration von Vistusertib im Vergleich zu Rapamycin entspricht.

Im Vergleich zur Einzelbehandlung lagen in jeder Zelllinie bei Doppelbehandlung mit
Dasatinib plus Rapamycin (D+R) und bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus
Vistusertib (D+V) die ICso-Werte bei einer leicht bis deutlich niedrigeren Konzentration.

Die ermittelten 1Cso-Werte bei Doppelbehandlung sind Tabelle 11 zu entnehmen.

Tabelle 11: ICs0-Werte bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) und Dasatinib
plus Vistusertib (D+V) und Angabe der daraus resultierenden Dosis-Reduktions-Faktoren (DRF).

Dasatinib [uM] Rapamycin [uM] DRF Dasatinib DRF Rapamycin

Kelly 5,00 2,00 1,9 13,6
SK-N-BE(2) 20,00 5,00 1,3 4,9
IMR-32 0,05 0,13 30,6 288,2

Dasatinib [uM] Vistusertib [nM]  DRF Dasatinib DREF Vistusertib

Kelly 4,00 15,00 24 2,0
SK-N-BE(2) 16,00 70,00 1,6 21
IMR-32 0,05 70,00 30,6 1,2

Die ICso-Werte bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) und die daraus
resultierenden Dosis-Reduktions-Faktoren (DRF) wurden in der Zelllinie Kelly von Johannes Leister
ermittelt (148) und von Rebecca Wiétzig bestétigt (149), in der Zelllinie SK-N-BE(2) von Marie Matthes
in laborinternen Vorversuchen ermittelt und in der Zelllinie IMR-32 von Rebecca Watzig ermittelt (149).
Sie dienen hier als Vergleich zur Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V). Alle Versuche
wurden in Triplikaten durchgefiihrt und mindestens dreimal unabhéngig voneinander wiederholt (n = 3).

Die Untersuchung der Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) in der
Zelllinie Kelly wurde bereits durch Johannes Leister durchgefuhrt (148) und von
Rebecca Watzig (149) bestatigt. In der Zelllinie Kelly konnte bei der Kombination von
Dasatinib plus Vistusertib (D+V) gegenuber der Einzelbehandlung eine Dosisreduktion
von 2,4 bei Dasatinib und 2,0 bei Vistusertib erzielt werden (Tabelle 11). In der Zelllinie
SK-N-BE(2) wurde durch die Kombination beider Inhibitoren eine Dosisreduktion von
1,6 bei Dasatinib und 2,1 bei Vistusertib erreicht (Tabelle 11). In der Zelllinie IMR-32
war die Dosisreduktion bei Doppelbehandlung mit einer Dosisreduktion von 30,6 bei
Dasatinib am starksten im Vergleich zu den anderen beiden untersuchten Zelllinien,
wohingegen die Dosisreduktion von 1,2 bei Vistusertib am geringsten im Vergleich zu
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den anderen beiden untersuchten Zelllinien war (Tabelle 11). Die in Tabelle 11
ermittelten 1Cso-Werte bei Doppelbehandlung wurden bei der Behandlung im Rahmen
des RIST- und VIST-Therapieschemas verwendet.

Durch die Kombination von Dasatinib plus Vistusertib (D+V) im Vergleich zur
Einzelbehandlung mit den molekular-zielgerichteten Inhibitoren in gleicher
Konzentration wurde in allen drei untersuchten Zelllinien eine deutlich reduzierte
Zellviabilitat erreicht (Abbildung 12). Behandelt wurde mit den in Tabelle 11
angegebenen ICso-Werten bei Doppelbehandlung.

(A) Kelly (B) SK-N-BE(2) (C) IMR-32
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Abbildung 12: Reduktion der Zellviabilitdt bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib
(D+V).

Die Zelllinien (A) Kelly, (B) SK-N-BE(2) und (C) IMR-32 wurden 24 h nach dem Ausplattieren in einer
96-Well-Platte bei einer Konfluenz von etwa 30 - 50 % mit den entsprechenden ICso-Werten bei
Doppelbehandlung (Tabelle 11) behandelt. Die Viabilitdtsmessung erfolgte 72 h nach der Behandlung
mittels MTT-Assay. Alle Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt und mindestens dreimal
unabhéngig voneinander wiederholt (n = 3), die Standardabweichung ist angegeben.

In der Zelllinie Kelly wurde durch die Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib
(D+V) im Vergleich zur Einzelbehandlung mit Dasatinib und Vistusertib eine signifikant
starkere Hemmung der Zellviabilitat erreicht (Abbildung 12A). Ebenfalls wurde die
Zellviabilitat durch die Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) im
Vergleich zur Einzelbehandlung mit dem jeweiligen Inhibitor in der Zelllinie SK-N-BE(2)
signifikant starker gehemmt (Abbildung 12B). Auch in der Zelllinie IMR-32 fuhrte die
Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) zu einer signifikant starkeren
Reduktion der Zellviabilitat im Vergleich zur Einzelbehandlung mit Dasatinib und

Vistusertib. AbschlieRend lasst sich sagen, dass in allen drei untersuchten Zelllinien
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die Zellviabilitat bei Doppelbehandlung signifikant niedriger war als bei

Einzelbehandlung.

3.2 Bestimmung der ICso-Werte von Irinotecan und Temozolomid bei Einzel- und

Doppelbehandlung

Fir die In-vitro-Durchfiihrung der RIST- bzw. VIST-Therapie wurden neben den ICso-
Werten der molekular-zielgerichteten Inhibitoren auch die [Cso-Werte der
Chemotherapeutika Irinotecan und Temozolomid fur die Einzel- und
Doppelbehandlung in den Neuroblastom-Zelllinien Kelly, SK-N-BE(2) und IMR-32
bestimmt.

Laborintern wurden bereits die [ICso-Werte bei Einzelbehandlung mit Irinotecan,
Temozolomid und bei Doppelbehandlung mit Irinotecan plus Temozolomid (I+T) in den
Zelllinien Kelly und IMR-32 von Rebecca Watzig ermittelt (149). Fur die Zelllinie
SK-N-BE(2) wurden die ICso-Werte bei Einzelbehandlung und Doppelbehandlung in
der vorliegenden Arbeit ermittelt.

In der folgenden Abbildung sind die Zellviabilitdtskurven fur die 1Cso-Bestimmung der
Chemotherapeutika Irinotecan und Temozolomid in der Zelllinie SK-N-BE(2)
dargestellt (Abbildung 13). Gezeigt ist die Zellviabilitat in Prozent (%) in Abhangigkeit
der logarithmischen Medikamentenkonzentration.
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Abbildung 13: Zellviabilitdtskurven fiir die Zelllinie SK-N-BE(2) zur Bestimmung der ICso-Werte
von Irinotecan und Temozolomid.

Die Zellen wurden 24 h nach dem Ausplattieren in einer 96-Well-Platte bei einer Konfluenz von etwa
30 - 50 % mit (A) Irinotecan und (B) Temozolomid behandelt. Die Viabilitdtsmessung erfolgte 72 h nach
der Behandlung mittels MTT-Assay. Alle Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt und mindestens
dreimal unabhéngig voneinander wiederholt (n = 3), die Standardabweichung ist angegeben.
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Die ermittelten ICso-Werte bei Einzelbehandlung konnen aus Tabelle 12 und die
ermittelten 1Cso-Werte bei Doppelbehandlung und der Dosis-Reduktions-Faktor (DRF)

konnen aus Tabelle 13 enthommen werden.

Tabelle 12: ICso-Werte bei Einzelbehandlung mit Irinotecan und Temozolomid in drei
verschiedenen Neuroblastom-Zelllinien.

Irinotecan [nM] Temozolomid [uM]
Kelly 2,74 £ 0,008 246,0 £ 0,004
SK-N-BE(2) 1,49 £ 0,022 362,5 + 0,005
IMR-32 0,67 £ 0,009 159,9 + 0,004

Die ICso-Werte bei Einzelbehandlung mit Irinotecan und Temozolomid in den Zelllinien Kelly und
IMR-32 wurden von Rebecca Watzig ermittelt (149). Alle Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt
und mindestens dreimal unabhéngig voneinander wiederholt (n = 3), die Standardabweichung ist
angegeben.

Die 1Cso-Werte von Irinotecan in den drei Zelllinien befanden sich im niedrig
nanomolaren Bereich (Tabelle 12). Fir Temozolomid hingegen befanden sich die ICso-
Werte im hoheren mikromolaren Bereich (Tabelle 12).

Tabelle 13: ICso-Werte bei Doppelbehandlung der Chemotherapeutika Irinotecan plus
Temozolomid (I+T) und Angabe der daraus resultierenden Dosis-Reduktions-Faktoren (DRF).

Irinotecan [nM] Temozolomid [uM] DRF DRF
Irinotecan Temozolomid
Kelly 1,0 225,0 2,7 1,1
SK-N-BE(2) 0,9 230,0 1,7 1,6
IMR-32 0,4 120,0 1,7 1,3

Die ICso-Werte bei Doppelbehandlung der Chemotherapeutika Irinotecan plus Temozolomid (1+T) und
die daraus resultierenden Dosis-Reduktions-Faktoren (DRF) in den Zelllinien Kelly und IMR-32
wurden von Rebecca Watzig ermittelt (149). Alle Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt und
mindestens dreimal unabhéngig voneinander wiederholt (n = 3).

Wie in Tabelle 13 ersichtlich, lagen in jeder Zelllinie bei Doppelbehandlung mit
Irinotecan plus Temozolomid (I+T) die ICso-Werte im Vergleich zur Einzelbehandlung
bei einer leicht bis deutlich niedrigeren Konzentration. In Zelllinie Kelly konnte die
Kombination der beiden Chemotherapeutika gegenuber der Einzelbehandlung eine
Dosisreduktion von 2,7 bei Irinotecan und 1,1 bei Temozolomid erzielen (Tabelle 13).
Ebenso wurde in der Zelllinie SK-N-BE(2) durch die Doppelbehandlung eine
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Dosisreduktion von 1,7 bei Irinotecan und 1,6 bei Temozolomid erzielt. In der Zelllinie
IMR-32 wurde durch die Kombination beider Chemotherapeutika eine Dosisreduktion
von 1,7 bei Irinotecan und 1,3 bei Temozolomid erreicht.

In der Zelllinie SK-N-BE(2) wurde durch die Kombination der Chemotherapeutika
Irinotecan plus Temozolomid (I+T) im Vergleich zur Einzelbehandlung mit den
Chemotherapeutika in gleicher Konzentration eine signifikant niedrigere Zellviabilitat
erreicht (Abbildung 14). Behandelt wurde mit den in Tabelle 13 angegebenen ICso-
Werten bei Doppelbehandlung.

SK-N-BE(2)
150 sk

100

Zellviabilitat [%]
3
1

Abbildung 14: Reduktion der Zellviabilitét in der Zelllinie SK-N-BE(2) bei Doppelbehandlung mit
den Chemotherapeutika Irinotecan plus Temozolomid (I+T).

Die Zellen wurden 24 h nach dem Ausplattieren in einer 96-Well-Platte bei einer Konfluenz von etwa
30 - 50 % mit den entsprechenden ICso-Werten bei Doppelbehandlung (Tabelle 13) behandelt. Die
Viabilitdtsmessung erfolgte 72 h nach der Behandlung mittels MTT-Assay. Alle Versuche wurden in
Triplikaten durchgefiihrt und mindestens dreimal unabhéngig voneinander wiederholt (n = 3), die
Standardabweichung ist angegeben.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass in der Zelllinie SK-N-BE(2), wie in den Zelllinien
Kelly und IMR-32 von Rebecca Watzig ermittelt (149), ebenfalls eine signifikant
starkere Hemmung der Zellviabilitdt bei Doppelbehandlung der beiden
Chemotherapeutika Irinotecan plus Temozolomid (I1+T) im Vergleich zur

Einzelbehandlung in den gleichen Konzentrationen erzielt werden konnte.
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3.3 Untersuchung auf Synergismus und Antagonismus

Durch die Kombination von zwei oder mehreren Medikamenten konnen synergistische,
additive oder antagonistische Effekte auftreten (27). Synergismus bedeutet, dass der
Effekt der Kombination der Medikamente groRer ist als der kumulative Effekt der
einzelnen Medikamente. Bei einem additiven Effekt entspricht der Effekt bei
Kombination der Medikamente demselben Effekt als bei Einzelbehandlung (27, 152).
Antagonismus hingegen bedeutet, dass der Effekt der Kombination der Medikamente
geringer ist als der kumulative Effekt der einzelnen Medikamente (152).

Ein starker Synergismus bei der Kombination von Dasatinib plus Rapamycin (D+R)
konnte bereits in Brustkrebszellen durch Park et al. (159), in der Neuroblastom-Zelllinie
Kelly durch Johannes Leister (148) und Rebecca Watzig (149) und in der
Neuroblastom-Zelllinie IMR-32 durch Rebecca Watzig (149) nachgewiesen werden. In
der Neuroblastom-Zelllinie SK-N-BE(2) konnte durch Rebecca Watzig (149) ein
mafiger Synergismus nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, ob durch die Kombination von Dasatinib mit dem mTORC:.-Inhibitor
Vistusertib in den Zelllinien Kelly, SK-N-BE(2) und IMR-32 ebenfalls ein Synergismus
auftritt.

Tabelle 14: Combination Index (Cl)-Werte bei Doppelbehandlung mit den molekular-
zielgerichteten Inhibitoren Dasatinib plus Rapamycin (D+R) und Dasatinib plus Vistusertib

(D+V).

Dasatinib plus Rapamycin (D+R) Dasatinib plus Vistusertib (D+V)

Kelly 0,23 + 0,07 1,18 £ 0,12
SK-N-BE(2) 0,75 + 0,02 1,09+ 0,15
IMR-32 0,20 + 0,02 0,004 + 0,003

Die Cl-Werte bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) wurden in der Zelllinie Kelly
von Johannes Leister ermittelt (148) und von Rebecca Witzig bestétigt (149) und in den Zelllinien
SK-N-BE(2) und IMR-32 von Rebecca Watzig ermittelt (149). Sie dienen hier als Vergleich zur
Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V). Alle Versuche wurden in Triplikaten
durchgefiihrt und mindestens dreimal unabhédngig voneinander wiederholt (n = 3), die
Standardabweichung ist angegeben. Cl: < 0,9 = synergistisch, 0,9 - 1,1 = additiv, > 1,1 = antagonistisch
(154).

Der ermittelte Cl-Wert bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) in
der Zelllinie Kelly lag bei 1,18, was einer leicht antagonistischen Wirkung entspricht
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(Tabelle 14). Das bedeutet, dass der Effekt der Doppelbehandlung geringer ist als der
additive Effekt der einzelnen Inhibitoren. Im Vergleich dazu lag bei der
Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) in der Zelllinie Kelly eine stark
synergistische Wirkung vor (148, 149). In der Zelllinie SK-N-BE(2) lag der Cl-Wert bei
Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) bei 1,09, was einer additiven
Wirkung entspricht (Tabelle 14). Die Doppelbehandlung mit beiden Inhibitoren lieferte
also denselben Effekt wie die Einzelbehandlung mit den jeweiligen Inhibitoren.
Hingegen wurde durch die Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) in
der Zelllinie SK-N-BE(2) ein mafiger Synergismus nachgewiesen (149). Der ermittelte
Cl-Wert bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) lag in der Zelllinie
IMR-32 bei 0,004, was einem sehr starken Synergismus entspricht (Tabelle 14). Der
Effekt dieser Doppelbehandlung ist also starker als die kumulative Wirkung der
einzelnen Medikamente. Durch die Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin
(D+R) in der Zelllinie IMR-32 konnte ebenfalls ein starker Synergismus nachgewiesen
werden (149).

3.4 Induktion des Gi-Phase-Arrests im Zellzyklus durch Vistusertib
Es ist bekannt, dass Rapamycin den Ubergang von der G1- zur S-Phase im Zellzyklus
hemmt (160). Im Vergleich hierzu wurde in der vorliegenden Arbeit der Effekt der

Behandlung mit Vistusertib in den drei Neuroblastom-Zelllinien Kelly, SK-N-BE(2) und

IMR-32 auf den Zellzyklus mittels Durchflusszytometrie untersucht.
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Abbildung 15: Induktion des Gi-Arrests im Zellzyklus nach der Behandlung mit Vistusertib.
Untersuchung der Effekte der Einzelbehandlung mit Vistusertib im Vergleich zu einer Vehikel (DMSO)-
behandelten Kontrolle auf den Zellzyklus in den Zelllinien (A) Kelly, (B) SK-N-BE(2) und (C) IMR-32. Die
Zellen wurden 24 h nach dem Ausplattieren in einer 24-Well-Platte bei einer Konfluenz von etwa
30 - 50 % zum einen mit den entsprechenden ICso-Werten bei Einzelbehandlung (Tabelle 10) und zum
anderen mit den doppelten ICso-Werten bei Einzelbehandlung behandelt. Die Fixierung der Zellen wurde
48 h nach der Behandlung durchgefiihrt. Die Fdrbung und Messung erfolgten 72 h nach der
Behandlung. Alle Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt und mindestens dreimal unabhédngig
voneinander wiederholt (n = 3), die Standardabweichung ist angegeben.

In jeder der drei untersuchten Zelllinien befanden sich nach der Behandlung mit
Vistusertib signifikant mehr Zellen in der Go/G+-Phase als in der Vehikel (DMSO)-
behandelten Kontrolle (Abbildung 15). Darlber hinaus befand sich in jeder Zelllinie
eine nochmals leicht erhohte Zellzahl in der Go/G+1-Phase, wenn der doppelte 1Cso-
Wert von Vistusertib verwendet wurde. Ebenfalls befanden sich in allen untersuchten
Zelllinien nach der Behandlung mit Vistusertib signifikant weniger Zellen in der S-
Phase als in der Vehikel (DMSO)-behandelten Kontrolle (Abbildung 15). Dieser Effekt
konnte durch die Behandlung mit dem doppelten ICso-Wert von Vistusertib verstarkt
werden. Somit konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit Vistusertib ein
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Arrest des Zellzyklus in der Gs-Phase in allen drei untersuchten Neuroblastom-

Zelllinien induziert wurde.

3.5 Hemmung des mTOR-Signalwegs

Der mTOR-Signalweg ist, wie in Kapitel 1.3.1 beschrieben, in vielen Tumoren (63), wie
auch dem Neuroblastom dysreguliert, und spielt somit eine essentielle Rolle bei
moglichen Therapieoptionen des Neuroblastoms (161). Um die Effekte der
Einzelbehandlung mit Vistusertib auf die Expression und Phosphorylierung der
MTORC+-Substrate 4E-BP1 und S6K1 zu untersuchen, wurden die Zelllinien Kelly,
SK-N-BE(2) und IMR-32 mit Vistusertib und einer Vehikel (DMSO)-behandelten
Kontrolle behandelt, nach 24 Stunden geerntet und mittels Westernblot analysiert
(Abbildung 16). Verwendet wurde dabei jeweils ein Antikorper, welcher die
Gesamtexpression des zu untersuchenden Proteins (z. B. p70S6K1) nachweist, sowie
der entsprechende phosphospezifische Antikorper (z. B. P-p70S6K1), welcher die
Phosphorylierung des Proteins nachweist.
(A)Kelly  (B) SK-N-BE(2) (C) IMR-32

24 h 24 h 24 h

V C V C V C
WB: P-4E-BP1 (Ser65) -— - — — — 15 -20kDa
WB: 4E-BP1 —— = EE 15 - 20 kDa
WB: P-p70S6K1 (Thr389) —a s — 70, 85 kDa
WB: p70S6K1 — —— 70, 85 kDa
WB: GAPDH —nem S e 37 kDa

Abbildung 16: Hemmung des mTOR-Signalwegs durch Einzelbehandlung mit Vistusertib.
Untersuchung der Effekte der Einzelbehandlung mit Vistusertib (V) im Vergleich zu einer Vehikel
(DMSQ)-behandelten Kontrolle (C) auf die Phosphorylierung (P) der mTOR-Substrate in den Zelllinien
(A) Kelly, (B) SK-N-BE(2) und (C) IMR-32. Die Zellen wurden mit den entsprechenden |Cso-Werten bei
Einzelbehandlung (Tabelle 10) behandelt und nach 24 h geerntet. Mittels Westernblot-Analysen wurde
der Status der Phosphorylierung der Proteine 4E-BP1 (Ser65) und p70S6K (Thr389) untersucht. Zur
Kontrolle der Proteinladung wurde GAPDH verwendet. Die Abbildung zeigt ein représentatives Ergebnis
aus drei unabhéngigen Experimenten. WB: Westernblot.

Durch die Einzelbehandlung mit Vistusertib konnte in jeder der drei untersuchten
Zelllinien die Phosphorylierung der mTORC1-Substrate 4E-BP1 an Serin 65 (Ser65)
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und p70S6K1 an Threonin 389 (Thr389) im Vergleich zur Kontrolle deutlich reduziert
werden (Abbildung 16).

Weiterhin wurde mittels Westernblot-Analysen der Effekt der Doppelbehandlung mit
Dasatinib plus Rapamycin (D+R) und Dasatinib plus Vistusertib (D+V) im Vergleich zu
einer Vehikel (DMSO)-behandelten Kontrolle 24 Stunden nach der Behandlung auf die
MTORC-Substrate 4E-BP1 und S6K1 untersucht (Abbildung 17). Auf3erdem wurde in
den drei Zelllinien die Aktivitat des Tyrosinkinase-Inhibitors Dasatinib anhand der
Phosphorylierung von Src (Tyr416) untersucht. Zudem wurde das mTORC2-Substrat
AKT (Ser473) und AKT (Thr308) in allen drei Zelllinien untersucht, jedoch zeigte sich
nach vier unabhangig voneinander durchgefuhrten Experimenten in keiner Zelllinie
eine Abnahme der Phosphorylierung im Vergleich zur Kontrolle (Daten in der
vorliegenden Arbeit nicht gezeigt). Vistusertib als ATP-kompetitiver mTORC1.-
Inhibitor musste jedoch zu einer Abnahme der Phosphorylierung des mTORC:-
Substrats AKT fuhren. Da auch die Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin
(D+R), welche zuvor eine Abnahme der Phosphorylierung von AKT zeigte (149), nicht
effektiv wirkte, wird davon ausgegangen, dass technische Probleme vorlagen und die

Antikorper moglicherweise nicht in Ordnung waren.

(A) Kelly (B) SK-N-BE(2)  (C) IMR-32
24 h 24 h 24 h
D+R D+V C D+RD+V C D+RD+V C
WB: P-4E-BP1 (Ser65) E [=—=] g~ = 15-20kDa
WB: 4E-BP1 =¥ =% - 15 - 20 kDa
WB: P-p70S6K1 (Thr389) — - [ T——y | —| 70, 85 kDa
WB: p70S6K1 [p—— et 70, 85 kDa
WB: P-Src (Tyr416) [ == | - [p— 60 kDa
WB: Src [ = —] [ ] | = — | 60 kDa
WB: GAPDH [ =] [—— — 37 kDa

Abbildung 17: Hemmung neoplastischer Signalwege durch Doppelbehandlung mit Dasatinib
plus Rapamycin (D+R) und Dasatinib plus Vistusertib (D+V).

Untersuchung der Effekte der Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R), Dasatinib plus
Vistusertib (D+V) bzw. einer Vehikel (DMSQ)-behandelten Kontrolle (C) auf die Phosphorylierung (P)
der mTOR-Substrate und der Tyrosinkinase Src in den Zelllinien (A) Kelly, (B) SK-N-BE(2) und (C)
IMR-32. Die Zellen wurden mit den entsprechenden ICso-Werten bei Doppelbehandlung (Tabelle 11)
behandelt und nach 24 h geerntet. Mittels Westernblot-Analysen wurde die Phosphorylierung der
Proteine 4E-BP1, p70S6K und Src untersucht. Zur Kontrolle der Proteinladung wurde GAPDH
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verwendet. Die Abbildung zeigt ein représentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen Experimenten. WB:
Westernblot.

In allen drei untersuchten Zelllinien fuhrte die Doppelbehandlung mit Dasatinib plus
Vistusertib (D+V) zu einer deutlichen Reduzierung der Phosphorylierung der mTORC -
Substrate 4E-BP1 und p70S6K1 (Abbildung 17). Die Phosphorylierung von 4E-BP1
nahm in der Zelllinie Kelly bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R)
und Dasatinib plus Vistusertib (D+V) im Vergleich zur Kontrolle leicht ab
(Abbildung 17A). In der Zelllinie Kelly wurde die Phosphorylierung von p70S6K1 bei
Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) leicht reduziert
(Abbildung 17A), wohingegen sie bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus
Rapamycin (D+R) gehemmt wurde (Abbildung 17A). Die Phosphorylierung von
4E-BP1 wurde in der Zelllinie SK-N-BE(2) bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus
Rapamycin (D+R) und Dasatinib plus Vistusertib (D+V) im Vergleich zur Kontrolle stark
reduziert (Abbildung 17B). In der Zelllinie SK-N-BE(2) wurde die Phosphorylierung von
p70S6K1 bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) sehr stark
reduziert und bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) sogar
inhibiert (Abbildung 17B). In der Zelllinie IMR-32 wurde die Phosphorylierung von
4E-BP1 bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) gehemmt
(Abbildung 17C), wohingegen sie bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus
Rapamycin (D+R) stark reduziert wurde (Abbildung 17C). Die Phosphorylierung von
p70S6K1 wurde sowohl bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R)
als auch bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) in der Zelllinie
IMR-32 inhibiert (Abbildung 17C).

Die Phosphorylierung von Src (Tyr416) konnte durch beide Doppelbehandlungen in
den Zelllinien Kelly und SK-N-BE(2) gehemmt werden (Abbildung 17A+B), obwohl die
Gesamtproteinmenge von Src in  beiden Zelllinien deutlich zunahm
(Abbildung 17A+B). In der Zelllinie IMR-32 konnte auch nach vier unabhangig
voneinander durchgefuhrten Experimenten die Phosphorylierung von Src (Tyr416) im
Vergleich zur Kontrolle nicht reduziert werden (Abbildung 17C). Jedoch nahm hier
ebenfalls, wie in den Zelllinien Kelly und SK-N-BE(2), die Gesamtproteinmenge
deutlich zu (Abbildung 17C), wodurch die relative Phosphorylierung von Src (Tyr416)
auch in der Zelllinie IMR-32 abnahm.

72



3.6 Keine Induktion von Apoptose bei Einzelbehandlung mit Vistusertib oder bei
Doppelbehandlung mit Dasatinib (D+V)

Um zu Uberprifen, ob Vistusertib in den Neuroblastom-Zelllinien Kelly, SK-N-BE(2)
und IMR-32 neben dem in Kapitel 3.4 beschriebenen G1-Phase-Arrest auch Apoptose
induziert, wurde dies mittels cysteine-dependent aspartate-directed/specific protease
3 (Caspase-3)- und Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 (PARP1)-Spaltung in

Westernblot-Analysen untersucht.

(A) Kelly (B) SK-N-BE(2)  (C) IMR-32
24 h 24 h 24 h
V C V C V C
p—— -— e - . —
WB: Caspase-3 17, 19, 35 kDa
WB: PARP1 g g bl o | b — 89, 116 kDa
WB: GAPDH - e —_— - e 37 kDa

Abbildung 18: Keine Induktion von Apoptose bei Einzelbehandlung mit Vistusertib.

Untersuchung der Effekte der Einzelbehandlung mit Vistusertib (V) im Vergleich zu einer Vehikel
(DMSO)-behandelten Kontrolle (C) auf die Induktion von Apoptose anhand von Caspase-3- und
PARP1-Spaltung mittels Westernblot-Analysen in den Zelllinien (A) Kelly, (B) SK-N-BE(2) und
(C) IMR-32. Die Zellen wurden mit den entsprechenden ICso-Werten bei Einzelbehandlung (Tabelle 10)
behandelt und nach 24 h geerntet. Zur Kontrolle der Proteinladung wurde GAPDH verwendet. Die
Abbildung zeigt ein représentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen Experimenten. WB: Westernblot.

In keiner der drei untersuchten Zelllinien konnte 24 Stunden nach der Behandlung der
Zellen mit Vistusertib ein positiver Nachweis der Apoptoseinduktion durch
Capspase-3- oder PARP1-Spaltprodukte gezeigt werden (Abbildung 18). In allen drei
Zelllinien war nach der Behandlung mit Vistusertib das PARP1-Spaltprodukt (89 kDa)
vergleichbar zur Vehikel (DMSO)-behandelten Kontrolle sichtbar, was nicht als eine
erhohte Spaltung durch die Behandlung, sondern als Hintergrund gewertet werden
kann. Diese Schlussfolgerung wird dadurch unterstutzt, dass kein Caspase-3-
Spaltprodukt (17, 19 kDa) nachgewiesen wurde. Im Vergleich dazu konnte 24 Stunden
nach der Behandlung mit den entsprechenden ICso-Werten von Rapamycin
(Tabelle 11) in der Neuroblastom-Zelllinie Kelly Apoptose induziert werden, jedoch
nicht in den Zelllinien SK-N-BE(2) und IMR-32 (Abbildung 26 im Anhang).
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Danach wurde untersucht, ob durch die Doppelbehandlung mit Dasatinib plus

Vistusertib (D+V) Apoptose induziert werden kann.

(A) Kelly (B) SK-N-BE(2) (C) IMR-32
24 h 24 h 24 h
D+RD+V C D+RD+V C D+RD+V C
-— e e —— an e =Y T J
WB: Caspase-3 17,19, 35 kDa
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Abbildung 19: Keine Induktion von Apoptose bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus
Rapamycin (D+R) und Dasatinib plus Vistusertib (D+V).

Untersuchung der Effekte der Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R), Dasatinib plus
Vistusertib (D+V) bzw. einer Vehikel (DMSO)-behandelten Kontrolle (C) auf die Induktion von Apoptose
anhand von Caspase-3-Spaltung mittels Westernblot-Analysen in den Zelllinien (A) Kelly,
(B) SK-N-BE(2) und (C) IMR-32. Die Zellen wurden mit den entsprechenden [Cso-Werten bei
Doppelbehandlung (Tabelle 11) behandelt und nach 24 h geerntet. Zur Kontrolle der Proteinladung
wurde GAPDH verwendet. Die Abbildung zeigt ein représentatives Ergebnis aus drei unabhéngigen
Experimenten. WB: Westernblot.

Weder durch die Vorbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) noch durch die
Vorbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) konnte 24 Stunden nach der
Behandlung Apoptose in den Zelllinien Kelly, SK-N-BE(2) und IMR-32 induziert werden
(Abbildung 19). Es wurden in keiner Zelllinie Caspase-3-Spaltprodukte sichtbar, denn
die sichtbaren Caspase-3-Spaltprodukte in den Zelllinien waren vergleichbar mit der
Kontrolle und konnen somit als Hintergrund gewertet werden. In der IMR-32-Zelllinie
konnten jedoch 72 Stunden nach der Behandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R)
geringe Caspase-3-Spaltprodukte nachgewiesen werden, was auf eine Induktion von
Apoptose hinweist (149).

3.7 Reduktion der Zellviabilitat in der multimodalen RIST-Therapie im Vergleich

zur alternativen VIST-Therapie bei ICso-Behandlung

Um das etablierte RIST-Therapieschema mit dem alternativen VIST-Therapieschema
zu vergleichen, wurde mittels MTT-Assays die Viabilitatshemmung der beiden
Schemata im Vergleich zu Vehikel (DMSO)-behandelten Kontrolle Uberpruft
(Abbildung 20). Wie in Kapitel 1.4 bereits erlautert, besteht der Unterschied zwischen
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dem RIST- und VIST-Therapieschema im Austausch des allosterischen mTOR-
Inhibitors Rapamycin durch den ATP-kompetitiven mTORC1,2-Inhibitor Vistusertib. Die
Durchflihrung beider Schemata ist in Kapitel 2.2.8 (Abbildung 9) dargestellit.
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Abbildung 20: Vergleich der RIST- und VIST-Therapie bei ICs-Behandlung.

Untersuchung der Zellviabilitdt nach der Behandlung mit der RIST-Therapie, der VIST-Therapie bzw.
einer Vehikel (DMSQ)-behandelten Kontrolle in den Zelllinien (A) Kelly, (B) SK-N-BE(2) und (C) IMR-
32. Die Zellen wurden entsprechend des Schemas (Abbildung 9) und mit den entsprechenden [Cso-
Werten bei Doppelbehandlung (Tabelle 11 und Tabelle 13) behandelt. Die Messung der Zellviabilitét
erfolgte an ,, Tag 8“ mittels MTT-Assay. Alle Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt und mindestens
dreimal unabhéngig voneinander wiederholt (n = 3), die Standardabweichung ist angegeben.

Beide Therapieschemata fuhrten im Vergleich zur Vehikel (DMSO)-behandelten
Kontrolle zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitat (Abbildung 20). In allen drei
untersuchten Zelllinien konnte die Behandlung mit der RIST-Therapie eine signifikant
starkere Reduktion der Zellviabilitat im Vergleich zur Behandlung mit der VIST-
Therapie erzielen. Besonders deutlich ist der Unterschied zwischen beiden
Therapieschemata in den Zelllinien Kelly (Abbildung 20A) und SK-N-BE(2)
(Abbildung 20B). In der Zelllinie Kelly konnte durch die VIST-Therapie eine Reduktion
der Zellviabilitat auf etwa 49 % erreicht werden, wohingegen durch die RIST-Therapie
sogar eine Reduktion auf 16 % erreicht wurde (Abbildung 20A). Durch die VIST-
Therapie wurde in der Zelllinie SK-N-BE(2) die Zellviabilitat nur auf etwa 82 %
reduziert, durch die RIST-Therapie hingegen auf etwa 38 % (Abbildung 20B). In der
Zelllinie IMR-32 konnte durch die VIST-Therapie die Zellviabilitat auf etwa 60 % und
durch die RIST-Therapie auf etwa 44 % reduziert werden (Abbildung 20C).
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3.8 Reduktion der Zellviabilitat nach der Behandlung mit 1,5-fach erhéhten ICso-
Werten in der VIST-Therapie

Mit dem Ziel die Zellviabilitat in der VIST-Therapie in allen drei untersuchten Zelllinien
weiter zu reduzieren, wurden Kelly-, SK-N-BE(2)- und IMR-32-Zellen mit 1,5-fach
erhohten 1Cso-Werten bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V)
behandelt. Diese behandelten Zellen wurden mit gleichbleibenden ICso-Werten bei
Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) und einer Vehikel (DMSO)-

behandelten Kontrolle verglichen.
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Abbildung 21: Vergleich der RIST- und VIST-Therapie bei Behandlung mit 1,5-fach erhéhten ICso-
Werten in der VIST-Therapie.

Untersuchung der Zellviabilitdt nach der Behandlung mit der RIST-Therapie, der VIST-Therapie bzw.
einer Vehikel (DMSQ)-behandelten Kontrolle in den Zelllinien (A) Kelly, (B) SK-N-BE(2) und (C) IMR-
32. Die Zellen, die mit der RIST-Therapie behandelt wurden, wurden entsprechend des Schemas
(Abbildung 9) und mit den entsprechenden ICso-Werten bei Doppelbehandlung (Tabelle 11 und Tabelle
13) behandelt. Die Zellen, die mit der VIST-Therapie behandelt wurden, wurden entsprechend des
Schemas (Abbildung 9) und mit den 1,5-fach erhéhten ICso-Werten bei Doppelbehandlung mit Dasatinib
plus Vistusertib (D+V) behandelt. Die Messung der Zellviabilitdt erfolgte an ,Tag 8" mittels MTT-Assay.
Alle Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt und mindestens dreimal unabhédngig voneinander
wiederholt (n = 3), die Standardabweichung ist angegeben.

Beide Therapieschemata fuhrten im Vergleich zur Vehikel (DMSO)-behandelten
Kontrolle in allen drei untersuchten Zelllinien zu einer deutlichen Reduktion der
Zellviabilitat um mindestens 50 % (Abbildung 21). In der Zelllinie Kelly flhrte die

modifizierte VIST-Therapie zu einer Reduktion der Zellviabilitat auf etwa 24 %, wobei
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die Zellviabilitat in der RIST-Therapie mit etwa 16 % noch starker reduziert wurde
(Abbildung 21A). Somit wurde in der Zelllinie Kelly trotz modifizierter VIST-Therapie
mit 1,5-fach erhdhten [Cso-Werten bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus
Vistusertib (D+V) die Zellviabilitéat in der RIST-Therapie mit 1Cso-Werten signifikant
starker reduziert. In der Zelllinie SK-N-BE(2) konnte die modifizierte VIST-Therapie
eine Reduktion der Zellviabiliat auf etwa 34 % erzielen, was annahernd gleich im
Vergleich zur RIST-Therapie war (Abbildung 21B). Durch die Behandlung mit der
modifizierten VIST-Therapie konnte in der Zelllinie IMR-32 eine Reduktion der
Zellviabilitat auf etwa 20 % erreicht werden, was im Vergleich zur RIST-Therapie eine
signifikant starkere Reduktion der Zellviabilitat darstellte (Abbildung 21C).
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4 Diskussion

4.1 Signifikante Reduktion der ICs-Werte bei Verwendung von Vistusertib

anstelle von Rapamycin

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass in den drei MYCN-
amplifizierten  Neuroblastom-Zelllinien Kelly, SK-N-BE(2) und IMR-32 die
halbmaximale inhibitorische Konzentration (ICso) von Vistusertib im nanomolaren
Bereich im Vergleich zu den hohen ICso-Werten von Rapamycin im mikromolaren
Bereich die Zellviabilitat effektiv reduziert hat. Um eine 50-prozentige
Viabilitdtshemmung bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) zu
erreichen, wurden in jeder der drei untersuchten Zelllinien signifikant niedrigere
Konzentrationen von den molekular-zielgerichteten Inhibitoren bendtigt als bei der
jeweiligen Einzelbehandlung. Die Untersuchung des Combination Index (Cl) bei
Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) zeigte in der Zelllinie Kelly
einen leichten Antagonismus, in der Zelllinie SK-N-BE(2) eine additive Wirkung und in
der Zelllinie IMR-32 einen sehr starken Synergismus. Daruber hinaus wurde durch
Vistusertib in allen drei untersuchten Neuroblastom-Zelllinien in Zellzyklusanalysen ein
G1-Phase-Arrest ausgeldst, wohingegen in keiner Zelllinie durch Vistusertib Apoptose
induziert wurde, was anhand von Caspase-3- oder PARP1-Spaltung in Westernblot-
Analysen untersucht wurde. In weiteren Westernblot-Analysen konnte gezeigt werden,
dass die Behandlung der Neuroblastom-Zelllinien mit Vistusertib und mit Dasatinib
plus Vistusertib (D+V) den mTOR-Signalweg durch eine reduzierte Phosphorylierung
der mTORC+-Substrate 4E-BP1 und S6K1 inhibiert. Zudem fuhrte die Behandlung mit
der VIST-Therapie im Vergleich zur Kontrolle zu einer signifikanten Reduktion der
Zellviabilitat und mit 1,5-fach erhohten 1Cso-Werten bei Doppelbehandlung mit
Dasatinib plus Vistusertib (D+V) in der VIST-Therapie konnte die Zellviabilitat im
Vergleich zur RIST-Therapie in den Zelllinien SK-N-BE(2) und IMR-32 starker reduziert
werden.

Vistusertib ist ein ATP-kompetitiver mTOR-Inhibitor, der sowohl mTORC; als auch
mTORC: effektiv hemmt (131, 132). In den Neuroblastom-Zelllinien Kelly, SK-N-BE(2)
und IMR-32 konnte gezeigt werden, dass sich die ICso-Werte von Rapamycin im
mikromolaren Bereich auf den nanomolaren Bereich bei Vistusertib reduzieren lassen.

Eine vorangegangene Studie stellte fest, dass der mTOR-Signalweg auch von
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anderen ATP-kompetitiven mTOR-Inhibitoren wie Torin-2 bei deutlich geringeren 1Cso-

Werten im Vergleich zu Rapamycin gehemmt wird (149).

4.2 Uberpriifung der Doppelbehandlung auf Synergismus bzw. Antagonismus

Bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) und Dasatinib plus
Vistusertib (D+V) wurde vorliegend gezeigt, dass die Konzentrationen beider
Inhibitoren bei Doppelbehandlung im Vergleich zur Einzelbehandlung mit dem
jeweiligen Inhibitor in allen untersuchten Neuroblastom-Zelllinien gesenkt werden
konnten. Bei der Kombination von zwei oder mehreren Medikamenten im Rahmen
einer Behandlung konnen synergistische, additive oder antagonistische Effekte
auftreten. In der Krebstherapie haben synergistische Kombinationsbehandlungen von
Medikamenten den Vorteil, dass eine niedrigere Dosis der Medikamente im Vergleich
zur Einzelbehandlung bendtigt wird und dadurch Nebenwirkungen reduziert werden
konnen (26-28). Jedoch konnte inzwischen nachgewiesen werden, dass
synergistische Medikamentenkombinationen das Auftreten von Resistenzen durch
Spontanmutationen begunstigen konnen (162).

Eine synergistische Wirkung der Kombination von Dasatinib plus Rapamycin (D+R) in
den Neuroblastom-Zelllinien Kelly, SK-N-BE(2) und IMR-32 wurde sowohl von
Johannes Leister als auch von Rebecca Watzig gefunden und bestatigt den Vorteil der
Doppelbehandlung im Vergleich zur Behandlung mit den einzelnen Medikamenten (45,
148). Bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) in der Zelllinie
IMR-32 liegt der ermittelte Cl-Wert bei 0,004, was fur einen sehr starken Synergismus
spricht (siehe Kapitel 3.3). Der Effekt dieser Doppelbehandlung ist also starker als die
kumulative Wirkung der einzelnen Medikamente. In einer vorangegangenen Studie
wurde bei der Verwendung des ATP-kompetitiven Inhibitors Torin-2 in der Zelllinie
IMR-32 ebenfalls ein Synergismus beobachtet (45). Bei dem hier vorliegenden sehr
starken Synergismus in der IMR-32-Zelllinie kann durch eine erniedrigte
Medikamentenkonzentration auch eine mogliche Reduktion der Nebenwirkungen
erfolgen, da sich die beiden Medikamente Dasatinib und Vistusertib ,erganzen®,
wodurch in dieser Zelllinie Vistusertib in der alternativen VIST-Therapie im Vergleich
zu Rapamycin in der RIST-Therapie Uberlegen sein konnte.

In der Zelllinie SK-N-BE(2) entspricht der ermittelte Cl-Wert bei Doppelbehandlung mit
Dasatinib plus Vistusertib (D+V) einer additiven Wirkung. Die Doppelbehandlung mit
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beiden Inhibitoren hat also fast denselben Effekt wie die Einzelbehandlung mit den
jeweiligen Inhibitoren.

Der ermittelte Cl-Wert bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) in
der Zelllinie Kelly weist auf eine leicht antagonistische Wirkung hin, was bedeutet, dass
der Effekt der Doppelbehandlung geringer ist als der additive Effekt der einzelnen
Inhibitoren. Kombinationstherapien konnen gleichzeitig einen zytotoxischen Effekt auf
Krebszellen und einen protektiven Effekt auf gesunde Zellen haben, wenn eines der
verwendeten Medikamente antagonistisch zu einem der anderen Medikamente in
gesunden Zellen wirkt (33, 34). Auch konnten Studien zeigen, dass antagonistische
Medikamentenkombinationen eher das Auftreten von Resistenzen verhindern und
synergistische Medikamentenkombinationen eher das Auftreten von Resistenzen
fordern konnen (162, 163). Eine weitere Studie identifizierte die Co-Aktivierung von
apoptotischen und nicht-apoptotischen Signalwegen als eine Ursache von
Antagonismus bei der Kombination von zwei oder mehreren Medikamenten (164).
Die drei untersuchten Neuroblastom-Zelllinien haben unterschiedlich auf die
Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) angesprochen, worauf in
Kapitel 4.6 ausfuhrlicher eingegangen wird.

4.3 Hemmung des mTOR-Signalwegs durch Vistusertib

Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg ist in vielen Tumoren (63), wie auch dem
Neuroblastom, dysreguliert. Die Aktivierung von AKT korreliert mit schlechter
Prognose (64) und spielt somit eine wichtige Rolle bei moglichen Therapieoptionen
des Neuroblastoms (161). Rapamycin hemmt gro3tenteils nur mTORC+, wohingegen
mTORC: oft nur in bestimmten Zelllinien und nach langerer Behandlung gehemmt wird
(106, 115, 116). ATP-kompetitive mTOR-Inhibitoren wie Vistusertib hemmen beide
mTOR-Komplexe effektiv (134, 135).

In allen drei untersuchten Zelllinien fuhrte die Doppelbehandlung mit Dasatinib plus
Vistusertib (D+V) zu einer deutlichen Reduzierung der Phosphorylierung der mTORC -
Substrate 4E-BP1 und p70S6K1. Daruber hinaus wurde in den drei untersuchten
Neuroblastom-Zelllinien die Phosphorylierung von 4E-BP1 an Serin 65 bei
Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) starker reduziert als bei
Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R). Eine Resistenz von
Rapamycin gegen das mTORC-Substrat 4E-BP1 zeigte eine Studie von Feldman et
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al., denn der ATP-kompetitive mTOR-Inhibitor PP242 inhibiert die Phosphorylierung
von 4E-BP1 vollstandig an Serin 65, wohingegen Rapamycin die Phosphorylierung nur
teilweise inhibiert (96). Des Weiteren konnte in anderen Studien bestatigt werden, dass
ATP-kompetitive Inhibitoren die Rapamycin-resistente Phosphorylierung des
mTORC-Substrats 4E-BP1 effektiv hemmen (119, 133). Uber 4E-BP1 wird die
MmTORC+-vermittelte mRNA-Translation und Zellproliferation reguliert (77, 81),
weshalb die durch Vistusertib vermittelte starkere Inhibition von mTORC; eine
Steigerung der antiproliferativen Wirkung der VIST-Therapie im Vergleich zur RIST-
Therapie bedeuten konnte.

Die Phosphorylierung von p70S6K1 wurde bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus
Rapamycin (D+R) in allen drei Zelllinien inhibiert, wohingegen sie bei
Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) in den Zelllinien Kelly und
SK-N-BE(2) signifikant reduziert und in der Zelllinie IMR-32 gehemmt wurde. Eine
vollstandige Hemmung der Phosphorylierung von p70S6K1 durch Vistusertib im
Vergleich zu Rapamycin wurde somit nicht in allen untersuchten Neuroblastom-
Zelllinien erreicht.

Zudem wurden die mTORC2-Substrate AKT (Ser473) und AKT (Thr308) in allen drei
Zelllinien untersucht, jedoch zeigte sich nach vier unabhangig voneinander
durchgefuhrten Experimenten in keiner Zelllinie eine Abnahme der Phosphorylierung
im Vergleich zur Kontrolle. Vistusertib als ATP-kompetitiver mTORC1.-Inhibitor
musste jedoch zu einer Abnahme der Phosphorylierung des mTORC2-Substrats AKT
fuhren (165). Da auch die Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R)
zuvor eine Abnahme der Phosphorylierung von AKT zeigte (149) und nicht effektiv
wirkte, wird davon ausgegangen, dass die Antikorper moglicherweise nicht in Ordnung
waren. In einer vorangegangenen Studie konnte aulerdem gezeigt werden, dass
Vistusertib effektiv die Phosphorylierung von AKT an Ser473 reduziert und somit
MTORC: effektiv hemmt (135). Auch Rebecca Watzig bestatigte, dass der ATP-
kompetitive Inhibitor Torin-2 Uber eine deutliche Abnahme der Phosphorylierung von
AKT an Serd473 und Thr308 den mTORC: effektiv hemmt (149). Jedoch zeigt eine
vorangegangene Studie mit dem ATP-kompetitiven mTOR-Inhibitor WYE-125132
unter anderem an Brust- und Lungenkarzinomzellen ebenfalls keine Suppression von
P-AKT (Thr308), allerdings eine Suppression von P-AKT (Ser473) und P-p70S6K
(Thr389) (166). Es ist unklar, ob dies auf die verwendeten Zelllinien oder auf die
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pharmakologischen bzw. strukturellen Unterschiede der jeweiligen ATP-kompetitiven
mTOR-Inhibitoren zurickzufuhren ist.

Durch beide Doppelbehandlungen konnte in den Zelllinien Kelly und SK-N-BE(2) die
Phosphorylierung von Src (Tyr4d16) gehemmt werden, wohingegen die
Gesamtproteinmenge von Src in beiden Zelllinien deutlich zunahm. In der Zelllinie
IMR-32 konnte auch nach vier unabhangig voneinander durchgeflhrten Experimenten
die Phosphorylierung von Src (Tyr416) im Vergleich zur Kontrolle nicht reduziert
werden, jedoch nahm auch hier wie in den Zelllinien Kelly und SK-N-BE(2) die
Gesamtproteinmenge deutlich zu, wodurch auch in der Zelllinie IMR-32 von einer

relativen Abnahme der Src-Phosphorylierung ausgegangen werden kann.

4.4 Keine Apoptoseinduktion durch Vistusertib

In veroffentlichten Studien wurde gezeigt, dass Rapamycin und ATP-kompetitive
Inhibitoren abhangig von der verwendeten Dosis und den verwendeten Zelllinien in der
Lage sind, Apoptose zu induzieren (105, 118, 167, 168). Dies zeigt auch eine zuvor
durchgefuhrte Studie bei der in AML-Zelllinien durch die Kombination des pan-PIM-
Inhibitors AZD1208 mit Vistusertib Proliferation reduziert und Apoptose gesteigert
werden konnte (169). Mdoglicherweise ist dies auf den pan-PIM-Inhibitor
zuruckzufuhren, da PIM-Kinasen Apoptose verhindern (170).

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich in den drei Neuroblastom-Zelllinien weder bei
Einzelbehandlung mit Vistusertib noch bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus
Vistusertib  (D+V) Caspase-3- oder PARP1-Spaltprodukte. In anderen
Untersuchungen mit Zelllinien fur das Hepatozellulare Karzinom und das
Prostatakarzinom konnte Vistusertib Apoptose induzieren, jedoch lagen die dort
verwendeten Konzentrationen (200 - 600 nM) deutlich Uber den in dieser Arbeit
verwendeten Konzentrationen (165, 171). Auch konnte nach der Doppelbehandlung
mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) in keiner Zelllinie Apoptose induziert werden. Es
stellte sich aber heraus, dass Rapamycin im hoheren mikromolaren Bereich Apoptose
induzieren kann (118). Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, wurde der ATP-
kompetitive mTOR-Inhibitor Vistusertib nur in sehr niedrigen Konzentrationen
verwendet. Dass in den durchgefuhrten Westernblot-Analysen keine Induktion von
Apoptose stattgefunden hat, kdnnte somit daran liegen, dass die verwendeten |Cso-

Werte von Rapamycin und Vistusertib zu niedrig waren, um Apoptose zu induzieren.
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Ein weiterer Grund konnte sein, dass der Zeitpunkt der Ernte der behandelten Zellen
mit 24 Stunden nach Einzel- oder Doppelbehandlung moglicherweise zu frih war. In
einer vorangegangenen Studie konnte gezeigt werden, dass in der Zelllinie IMR-32
72 Stunden nach Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) Apoptose
induziert werden konnte (149).

Somit wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass Vistusertib bei den verwendeten
Konzentrationen zwischen 30 - 149 nM bei Einzelbehandlung und 15 - 70 nM bei
Doppelbehandlung keine zytotoxischen Eigenschaften in den untersuchten
Neuroblastom-Zelllinien besitzt, sondern nur zytostatische Eigenschaften durch die
Induktion des G1-Phase-Arrests im Zellyzklus, was Vistusertib fur die Vorbehandlung
in der alternativen VIST-Therapie eignet, jedoch nicht als Monotherapie.

4.5 Vergleichbare Wirkung der VIST-Therapie

In der vorliegenden Arbeit wurde die alternative VIST-Therapie mit der RIST-Therapie
verglichen. In allen drei untersuchten Neuroblastom-Zelllinien fuhrten beide
angewendete Therapieschemata im Vergleich zur Vehikel (DMSO)-behandelten
Kontrolle zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitaét. Mit dem Ziel die
Zellviabilitat in der VIST-Therapie weiter zu reduzieren, wurden die Neuroblastom-
Zelllinien mit 1,5-fach erhdhten 1Cso-Werten bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus
Vistusertib (D+V) behandelt und mit der RIST-Therapie verglichen. In der Zelllinie Kelly
fuhrte dies bei der modifizierten VIST-Therapie zu etwas hoheren Zellviabilitaten als in
der RIST-Therapie. In den Zelllinien SK-N-BE(2) und IMR-32 konnte die modifizierte
VIST-Therapie dabei eine starkere Reduktion der Zellviabilitat im Vergleich zur RIST-
Therapie erzielen. Diese Ergebnisse zeigen, dass in den untersuchten Neuroblastom-
Zelllinien SK-N-BE(2) und IMR-32 die modifizierte VIST-Therapie in Hinblick auf die
Zellviabilitat eine Verbesserung gegenuber der RIST-Therapie bei niedrigeren
Konzentrationen und somit moglicher Reduktion der Nebenwirkungen darstellt.

Eine randomisierte Phase-Il-Studie bei klarzelligem Nierenzellkarzinom verglich
Vistusertib mit Everolimus, einem Derivat von Rapamycin (Sirolimus). Obwohl das
progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben von Vistusertib schlechter
war, Uberzeugte Vistusertib im Vergleich zu Everolimus mit einem akzeptablem
Nebenwirkungsprofil und Pharmakokinetikprofil (172). In einer weiteren Phase-I-
Studie bei Nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom und Ovarialkarzinom lagen die
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Nebenwirkungen nach Einteilung der Common Terminology Criteria of Adverse Events
(CTCAE) Uberwiegend zwischen Grad 1 und 2 (leicht bis mittelschwer) (173). Dartuber
hinaus zeigte sich in der AcSé-ESMART-Phase-|-/ll-Studie eine gute Vertraglichkeit
von Vistusertib bei padiatrischen Patient*innen (137). Zudem zeigte Vistusertib bei
MYCN-amplifizierten Neuroblastomen in MRT-Untersuchungen in der T1-Wichtung
eine signifikante Antitumoraktivitat. Hierbei stellt sich die Frage, inwiefern dies als
diagnostischer Marker zum Ansprechen der Therapie beim Neuroblastom geeignet ist
(142). In zwei durchgefuhrten Phase-II-Studien konnte Vistusertib allein im Vergleich
zu Everolimus oder in Kombination mit Fulvestrant keine Verlangerung des

progressionsfreien Uberlebens erzielen (130, 172).

4.6 Unterschiedliches Ansprechen der Neuroblastom-Zelllinien auf die VIST-

Therapie

Das Neuroblastom ist ein Tumor mit einer sehr variablen klinischen Heterogenitat (1,
174). Das International Neuroblastoma Staging System (INSS) dient der
postoperativen Einteilung der Patient*innen in die Stadien 1 - 4S (10, 11) und das
International Neuroblastoma Risk Group Staging System (INRGSS) teilt Patient*innen
bereits vor Behandlung anhand von klinischen Kriterien und image-defined risk factors
(IDRF) in die Stadien L1, L2, M und MS ein. Daruber hinaus spielen auch das Alter,
die histologische Klassifikation, der Grad der Tumordifferenzierung, der MYCN-
Onkogen-Status, das Vorliegen bzw. Fehlen von Chromosom 11q und der Ploidiegrad
eine wichtige Rolle bei der Einteilung in die Risikogruppen (12, 13).

In einer verodffentlichten Studie von Rodriguez-Fos et al. wurde nachgewiesen, dass
Mutationen im Genom von Neuroblastomen mit der Prognose der Patient*innen
korrelieren (175). Hierbei konnte gezeigt werde, dass DNA-Schaden durch
Sauerstoffradikale und replication slippage das Genom von Hochrisiko-MYCN-
amplifizierten Neuroblastomen mit geringem Gesamtuberleben auszeichnen. Zudem
lagen in Hochrisiko-MYCN-amplifizierten Neuroblastomen Kopienzahlvariationen in
Form von Insertionen und Deletionen vor, welche zu replication slippage beitragen.
Das Genom von Hochrisiko-Nicht-MYCN-amplifizierten Neuroblastomen mit geringem
Gesamtuberleben zeichnet sich durch fehlerhafte homologe Rekombination aus. In
Nicht-Hochrisiko-Neuroblastom-Genomen mit guter Prognose wurde eine fehlende
Segregation von Chromosomen und eine mutierte Topoisomerase-1-Aktivitat
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gefunden.  Generell wurde eine fehlerhafte  Segregation in  allen
Neuroblastomgenomen nachgewiesen (175).

Eine Studie von Bei et al. (147) identifizierte das DEAD-Box Helicase 1 (DDX1)-Gen
als haufigen Co-Amplifikator mit MYCN, wobei keine DDX1-Amplifikation ohne MYCN-
Amplifikation vorlag. Bei den MYCN-amplifizierten Neuroblastom-Zelllinien Kelly und
SK-N-BE(2) wurde keine DDX71-MYCN-Co-Amplifikation nachgewiesen, wohingegen
bei der MYCN-amplifizierten Neuroblastom-Zelllinie IMR-32 eine DDX1-MYCN-Co-
Amplifikation nachgewiesen wurde (147). Zudem konnten Bei et al. (147) feststellen,
dass eine DDX1-MYCN-Amplifikation mit einer Abhangigkeit von mTORC; einherging.
Hier zeigte sich, dass Zelllinien mit DDX71-MYCN-Co-Amplifikation besser auf
Rapamycin ansprechen als nur MYCN-amplifizierte Zelllinien. Das lasst die Frage
aufkommen, ob das Vorliegen einer DDX7-MYCN-Amplifikation als moglicher
Biomarker fur das Ansprechen auf mTORC+-Inhibitoren beim Neuroblastom zu werten
ist (147). DarUber hinaus stellt sich die Frage, ob das Vorliegen einer DDX1-MYCN-
Amplifikation neben der Abhangigkeit von mTORC+ auch mit einer zusatzlichen
Abhangigkeit von mTORC: einhergeht. Dies wurde in der Studie von Bei et al. (147)
nicht untersucht, kdnnte aber Hinweise liefern, ob Vistusertib als mTORC1.2-Inhibitor
hierbei Rapamycin als mTORC-Inhibitor GUberlegen ist.

Rebecca Watzig konnte bei der Doppelbehandlung mit Dasatinib und dem mTORC12-
Inhibitor Torin-2 in der Zelllinie Kelly einen starken Synergismus nachweisen (149),
wohingegen in dieser Arbeit bei der Doppelbehandlung mit Dasatinib und dem
mTORC.2-Inhibitor Vistusertib in der Zelllinie Kelly ein leichter Antagonismus vorlag.
Ebenfalls wurde bei der Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Torin-2 in der Zelllinie
SK-N-BE(2) ein maldiger Antagonismus nachgewiesen (149), jedoch lag in dieser
Arbeit bei der Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Vistusertib (D+V) ein additiver
Effekt vor. Im Vergleich dazu lag bei Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin
(D+R) ein maRiger Synergismus vor (148, 149). In der Zelllinie IMR-32 konnte sowonhl
bei Einzel- als auch bei Doppelbehandlung die Phosphorylierung von 4E-EP1 nahezu
gehemmt werden, was in den anderen Zelllinien Kelly und SK-N-BE(2) nicht gelang.
Sowohl in dieser Arbeit als auch bei Rebecca Watzig konnten beide alternativen
Therapieschemata (VIST- und TIST-Therapie) in der Zelllinie Kelly keine niedrigere
Zellviabilitat als die RIST-Therapie erreichen (149). Die VIST-Therapie sprach am
besten bei der Zelllinie IMR-32 an, bei Rebecca Watzig sprach die TIST-Therapie
ebenfalls am besten bei der Zelllinie IMR-32 an (149). Somit liefert der mTORC1/2-
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Inhibitor Vistusertib in der VIST-Therapie in der Zelllinie Kelly ein schlechteres
Ansprechen, wohingegen in der Zelllinie IMR-32 ein besseres Ansprechen erreicht
wurde. Ob das unterschiedliche Ansprechen der Neuroblastom-Zelllinien auf die VIST-
Therapie moglicherweise am Vorliegen oder Fehlen einer DDX1-MYCN-Co-
Amplifikation der untersuchten Zelllinien liegt oder an der Aktivierung bzw. Inhibition
weiterer Signalwege des mTORC.2-Inhibitors Vistusertib, ist nicht abschlielfend
geklart und bedarf weiterer Forschung.

4.7 Kritische Betrachtung von Vistusertib

Bei den laborinternen Arbeiten mit Vistusertib zeigte sich eine gewisse Photolabilitat,
weswegen alle Arbeiten unter der Sterilbank ohne Licht und mit Aluminiumfolie
durchgefuhrt wurden. Zudem zeigte sich bei bereits in DMSO gelostem Vistusertib eine
Erhohung der Zellviabilitat nach etwa 2 Monaten, wobei die Haltbarkeit vom Hersteller
mit 3 Monaten angegeben ist. Daraufhin wurde ungelostes Vistusertib in Pulverform
bestellt und nach Bedarf aliquotiert. Hier stellt sich die Frage, inwiefern Vistusertib im
praklinischen Setting am besten gehandhabt werden sollte, damit die gewonnenen

Ergebnisse reproduzierbar sind.

4.8 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen praklinisch eine mogliche Verbesserung der RIST-
Therapie durch den Austausch von Rapamycin mit Vistusertib. Weitere praklinische
Untersuchungen mussten durchgefuhrt werden, um diese Ergebnisse zu untermauern.
Hierzu konnte in Neuroblastom-Zelllinien getestet werden, ob durch das VIST-
Therapieschema nach der Behandlung mit den Chemotherapeutika, ebenfalls wie
durch das RIST-Therapieschema, Apoptose induziert wird (149).

Um die Effektivitat in weiteren Studien zu untersuchen, kdonnte die VIST-Therapie an
dreidimensionalen (3D-) Spharoiden getestet werden, die dem Tumor in vivo in Bezug
auf Tumorbiologie, -architektur und -metabolismus &hneln (176-178). Eine
vorangegangene Studie hat die 3D-Zellkulturen fur die in dieser Arbeit verwendeten
Neuroblastom-Zelllinien Kelly, SK-N-BE(2) und IMR-32 und die RIST-Therapie
etabliert. In dieser Studie wurde gezeigt, dass die Doppelbehandlung mit Dasatinib
plus Rapamycin (D+R) auch in Spharoiden zu einer reduzierten Zellviabilitat, einem
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eingeschrankten neoplastischen Signaling und einer reduzierten Expression von
Krebsstammzellmarkern fuhrt (179). Interessant ware zu vergleichen, wie effektiv
Vistusertib in Kombination mit Dasatinib und die VIST-Therapie in 3D-Zellkulturen
wirkt.

Eine In-vivo-Testung im Mausmodell mit besonderem Augenmerk auf der Toxizitat und
dem Nebenwirkungsprofil musste durchgefuhrt werden, um zu uberprufen, ob
Vistusertib in beiden Kriterien ein akzeptables Ergebnis aufweist. Veroffentlichte
Phase-II-Studien zeigten bereits, dass sich die Nebenwirkungen von Vistusertib
uberwiegend im leicht bis mittelschweren Bereich befinden (172, 180) und somit kein
schlechteres Nebenwirkungsprofil als allosterische mTOR-Inhibitoren aufweisen.
Anschlieliend musste eine klinische Studie zur Testung der Wirksamkeit der VIST-
Therapie durchgefuhrt werden, auch in Hinblick auf mogliche Biomarker, die ein
Ansprechen der VIST-Therapie prognostizieren kdnnten.
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6 Anhang

6.1 Bestimmung der ICso-Werte von Dasatinib, Rapamycin und Vistusertib bei
Einzelbehandlung
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Abbildung 22: Zellviabilitdtskurven fiir die Zelllinie Kelly zur ICso-Bestimmung der verwendeten
molekular-zielgerichteten Inhibitoren.

Die Zellen wurden 24 h nach dem Ausplattieren in einer 96-Well-Platte bei einer Konfluenz von etwa
30 - 50 % mit (A) Dasatinib, (B) Rapamycin und (C) Vistusertib behandelt. Die Viabilitdtsmessung
erfolgte 72 h nach der Behandlung mittels MTT-Assay. Die ICso-Werte bei Einzelbehandlung mit
Dasatinib, Rapamycin und Vistusertib wurden von Marie Matthes in laborinternen Vorversuchen
ermittelt und die ICso-Werte bei Einzelbehandlung mit Dasatinib und Rapamycin wurden von Rebecca
Waétzig bestétigt (149). In dieser Arbeit wurden die ICso-Werte bei Einzelbehandlung mit Dasatinib,
Rapamycin und Vistusertib erneut verifiziert. Alle Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt und
mindestens dreimal unabhéngig voneinander wiederholt, die Standardabweichung ist angegeben.
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Abbildung 23: Zellviabilitédtskurven fiir die Zelllinie IMR-32 zur ICs-Bestimmung der verwendeten
molekular-zielgerichteten Inhibitoren.

Die Zellen wurden 24 h nach dem Ausplattieren in einer 96-Well-Platte bei einer Konfluenz von etwa
30- 50 % mit (A) Dasatinib, (B) Rapamycin, und (C) Vistusertib behandelt. Die Viabilitdtsmessung
erfolgte 72 h nach der Behandlung mittels MTT-Assay. Die ICso-Werte bei Einzelbehandlung mit
Dasatinib, Rapamycin und Vistusertib wurden von Marie Matthes in laborinternen Vorversuchen
ermittelt und die ICso-Werte bei Einzelbehandlung mit Dasatinib und Rapamycin wurden von Rebecca
Waétzig bestétigt (149). In dieser Arbeit wurden die ICso-Werte bei Einzelbehandlung mit Dasatinib,
Rapamycin und Vistusertib erneut verifiziert. Alle Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt und
mindestens dreimal unabhéngig voneinander wiederholt, die Standardabweichung ist angegeben.
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6.2 Original-Westernblots
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p70S6K1, 70, 85 kDa GAPDH, 37 kDa
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Abbildung 24: Original-Westernblots zu Abbildung 16: Hemmung des mTOR-Signalwegs durch
Einzelbehandlung mit Vistusertib.
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4E-BP1, 15 - 20 kDa
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P-p70S6K1 (Thr389), 70, 85 kDa
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P-p70S6K1 (Thr389), 70, 85 kDa

Kelly ~ SK-N-BE(2) IMR-32
24 h 24 h 24h
D+RD+VCD+RD+VCD+RD+V C
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p70S6K1, 70, 85 kDa
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P-Src (Tyr416), 60 kDa
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Src, 60 kDa
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GAPDH, 37 kDa

Kelly ~ SK-N-BE(2) IMR-32
24 h 24 h 24 h
D+RD+VC D+RD+VCD+RD+VC
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Abbildung 25: Original-Westernblots zu Abbildung 17: Hemmung neoplastischer Signalwege
durch Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) und Dasatinib plus Vistusertib

(D+V).
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Caspase-3, 17, 19, 35 kDa

Kelly Kelly SK-N-BE(2) IMR-32
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PARP1, 89, 116 kDa
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GAPDH, 37 kDa

Kelly Kelly SK-N-BE(2) IMR-32 Kelly Kelly SK-N-BE(2) IMR-32
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Kelly Kelly SK-N-BE(2) IMR-32
24 h 24h 24h 24 h
RvCcC RVC RVC RVC
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Abbildung 26: Original-Westernblots zu Abbildung 18: Keine Induktion von Apoptose durch
Vistusertib bei Einzelbehandlung.
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Caspase-3, 17, 19, 35 kDa

Kelly ~ SK-N-BE(2) IMR-32 Kelly  SK-N-BE(2) IMR-32
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GAPDH, 37 kDa

SK-N-BE(2) IMR-32 Kelly ~ SK-N-BE(2) IMR-32
24 h 24h 24h
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Abbildung 27: Original-Westernblots zu Abbildung 19: Keine Induktion von Apoptose bei
Doppelbehandlung mit Dasatinib plus Rapamycin (D+R) und Dasatinib plus Vistusertib (D+V).
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