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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Hepatoblastom

Das Hepatoblastom (HB) ist der haufigste Lebertumor bei Kindern und nimmt
ca. 1 % aller malignen Tumore des Kindesalters ein [1]. Der Tumor tritt meist
bei Patienten unter 3 Jahren auf, wobei das durchschnittliche Alter bei der
Erstdiagnose 1 Jahr betragt. Die Prognose des HBs ist altersabhangig und bei
alteren Kindern oder Erwachsenen deutlich schlechter. Jungen sind
typischerweise haufiger betroffen als Madchen, wobei die mannliche
Pradisposition bei 1,6-3,3 zu 1 liegt [2]. Es kommt bei den meisten Patienten zu
einer Erhdhung der Konzentration des Serum-a-Fetoproteins (AFP). Zu den
Hauptsymptomen  gehért zudem  eine  vergrolerte Leber und
Abdominalschmerzen [3]. Es gibt Hinweise darauf, dass Patienten mit
Beckwith-Wiedemann-Syndrom und ,Familidrer adenomatdser Polyposis®
(FAP) eine Praposition bezlglich der Entwicklung eines HBs aufweisen [4-6].
HBs treten in der Regel unifokal auf, wobei der rechte Leberlappen haufiger
betroffen ist als der linke [7, 8]. Die Behandlung des HBs erfolgt Ublicherweise
in einer Kombination aus Chemotherapie und der kompletten chirurgischen
Entfernung des Tumorgewebes. In Europa erfolgt vor der chirurgischen
Resektion des Tumors eine neoadjuvante Chemotherapie, gefolgt von einer
kurzen adjuvanten Chemotherapie. In den USA hingegen wird das
Tumorgewebe wenn moglich zuerst chirurgisch entfernt und anschlieend eine

adjuvante Chemotherapie durchgefuhrt [9, 10].

1.2 Pathophysiologie

Hepatoblastome setzen sich aus Zellen zusammen, die unreifen
Lebervorlduferzellen gleichen, und werden daher als embryonaler Tumor
klassifiziert [11]. Die Tumormasse des HBs besteht sowohl aus mesenchymal
als auch aus embryonal differenzierten Zellen, was auf eine pluripotente

Stammzellgenese hindeutet [12, 13]. Histologisch tritt das HB entweder als
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epithelialer Typ (56 %) mit rein fetalem und fetal/lembryonalem Phanotyp oder
als gemischter epithelial/mesenchymaler Typ (44 %) auf [14]. Typischerweise
ist das HB nicht mit einer Zirrhose assoziiert. Die komplette Pathophysiologie
des HBs konnte noch nicht endgultig abgeklart werden, jedoch weist die
bisherige Datenlage darauf hin, dass unterschiedliche Pathomechanismen der
Genese des HBs zugrundeliegen. Daten legen die Vermutung nahe, dass es
bei Hepatoblastomen, die mit dem Beckwith-Wiedemann-Syndrom assoziiert
sind, zu einem Verlust der Heterogenitat von Chromosom 11p kommt [15]. In
mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass in FAP assoziierten
Hepatoblastomen Mutationen im APC Gen und Mutationen im R-Catenin Gen
eine wichtige Rolle in der Pathogenese des HBs spielen [16, 17]. Bei
sporadisch auftretenden Hepatoblastomen konnten bei 67 % der Tumoren
Mutationen im 3-Catenin Gen gefunden werden [18]. Weitere haufig gefundene
genetische Aberrationen sind Amplifikationen der Chromosomen bzw.
Chromosomenarme 2, 8q, 49 und 20 sowie Mutationen im Axin-Gen und im
.,Hedgehog Pathway“ [19-22].

1.3 Klinik und Diagnose

Die meisten Patienten fallen durch ein aufgeblahtes Abdomen mit einer
Resistenz im rechten Unterbauch auf [3]. Der rechte Leberlappen ist dreimal
haufiger befallen als der linke, bei 20-30 % der Patienten tritt ein bilobularer und
bei ca.15 % ein multizentrischer Befall auf. Die Patienten leiden zumeist unter
Schmerzen, Leberschwellung und Gewichtsverlust. Wahrend die Serumspiegel
fur Bilirubin und Leberenzyme in der Regel normal sind, kommt es in etwa bei
80 % der Falle zu einer Erhdhung des AFP, differenzialdiagnostisch ist dieser
Marker insbesondere bei Neugeborenen zur Abgrenzung des HBs von der
Leberhamangiomatose und dem Hamangioendotheliom wichtig [7, 8]. Obwohl
es keine eindeutige Korrelation zwischen dem AFP-Spiegel und dem Outcome
gibt, zeichnet sich doch die Tendenz ab, dass Patienten mit sehr niedrigen
(<100 ng/ml) und sehr hohen (> 1000000 ng/ml) AFP-Plasmaspiegeln eine

schlechtere Prognose aufweisen als Patienten mit intermediaren Werten. Durch

2



Einleitung

die zusatzlich bestehende Korrelation zwischen dem Ausmal der Erkrankung
und dem AFP-Spiegel stellt AFP einen wichtigen Verlaufsparameter dar [23].
Neben der korperlichen Untersuchung und den Laborparametern ist die
Bildgebung mittels MRT, CT und Ultraschall ein wichtiger diagnostischer und
prognostischer Faktor, die zudem eine zentrale Rolle bei der Stadieneinteilung

des Tumors spielt.

14 Tumorstagingsysteme

Die klinische Stadieneinteilung des HBs ist derzeit noch uneinheitlich. Das in
den USA und Deutschland gebrauchlichste System beinhaltet vier
postchirurgische Stadien, die sich nach einer initialen Laparotomie oder nach

der bildgebenden Diagnostik richten.

Tab. 1: Stadieneinteilung der Deutschen Gesellschaft fiir Padiatrische Onkologie und
Hamatologie (GPOH) [24]

Stadium | Definition

| vollstandig resezierter Tumor (RO-Resektion)

] primar resezierter Tumor, mikroskopischer Rest (R1-Resektion)

]| makroskopischer Resttumor (R2-Resektion) und/oder

Lymphknotenbefall und/oder Ruptur mit Tumorspilling

v Tumor mit Fernmetastase

Die Internationale Gesellschaft fur Padiatrische Onkologie (SIOP) hat fur ihre
Lebertumorstudie SIOPEL1 ein eigenes System der Einteilung entwickelt. Das
praoperative Tumorstagingsystem PRETEXT (engl. Pretreatment extent of
disease) teilt den Tumor nach praoperativen Befunden der Bildgebung (obligat:
Kernspintomographie, erganzend: Computertomographie, Ultraschall) in 4
verschiedene Stadien ein. Die vier Gruppen richten sich nach der Anzahl der
infiltrierten Sektoren nach der Aufteilung der Leber in vier ,chirurgische®
Abschnitte. Diese Einteilung ermdglicht eine praoperative Stadieneinteilung, um

unter anderem die bestmdgliche Therapie zu bestimmen.
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Tab. 2: Stadieneinteilung nach PRETEXT [25]

Stadium | Definition

| Tumor befallt einen Sektor, 3 Sektoren sind frei

| Tumor befallt 2 Sektoren, 2 zusammenhangende Sektoren sind

frei

i Tumor befallt 3 Sektoren oder 2 nicht zusammenhangende
Sektoren, 1 Sektor oder 2 nicht zusammenhangende Sektoren

sind frei

v Tumor beféllt alle 4 Sektoren, kein Sektor ist frei.

Das System der GPOH korreliert zwar hochsignifikant mit dem tumorfreien
Uberleben, doch aufgrund der guten Reproduzierbarkeit, der prognostischen
Relevanz und wegen der geringeren Abhangigkeit vom Untersucher haben sich
amerikanische und europaische Studiengruppen geeinigt, neben den national
gebrauchlichen Systemen auch das praoperative Tumoreinteilungssystem
PRETEXT anzuwenden [3, 25]. Daher werden auch alle HB-Patienten, die im
Rahmen einer Studie behandelt werden, nach dem PRETEXT System
eingestuft [25].

1.5 Therapie

Die chirurgische Resektion des HBs gilt nach derzeitigem Wissensstand als
essentiell, um das Uberleben des Patienten zu ermdglichen. Eine primare
Resektion ist jedoch nur bei kleinen Tumoren indiziert, die nicht metastasiert
sind, sich sicher auf einen Leberlappen beschranken und somit der PRETEXT
Gruppe | und Il zuzuordnen sind [9, 10]. Erscheint ein Tumor mit diesem
Operationsverfahren nicht sicher resektabel oder kann kein Sicherheitsabstand
von mindestens 1 cm eingehalten werden, erfolgt immer eine neoadjuvante
Chemotherapie. Generell werden Hepatoblastome nach den heutigen
Therapieprotokollen in eine Standardrisiko (SR)- und eine Hochrisiko (HR)-
Gruppe eingeteilt. SR-Hepatoblastome konnen den PRETEXT Gruppen |, I

oder Il zugeordnet werden, d. h. sie sind eindeutig auf die Leber beschrankt
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und es sind nicht alle vier chirurgischen Sektoren befallen. Es fallen somit
solche Tumore in diese Gruppe, die potentiell nach einer Chemotherapie
vollstandig entfernt werden konnen [10, 26]. Zur Gruppe der HR-
Hepatoblastome zahlen solche mit Befall aller vier chirurgischen Sektoren
(PRETEXT VI), mit Fernmetastasen, einer extrahepatischen Invasion und/oder
AFP-Werten, die unter 100 ng/ml liegen [27, 28]. Zusatzlich konnte die
Einteilung nach SR- und HR-Hepatoblastomen auch aus einer Genchipanalyse
erfolgen, wobei eine differenzielle Expression von 16 Genen fur die
Charakterisierung dieser Gruppen herangezogen werden koénnte [29]. Diese
molekulare Klassifizierung wurde bisher jedoch nicht in klinische Studien
aufgenommen. Obwohl in der SIOPEL Studie gezeigt wurde, dass eine
Monobehandlung mit Cisplatin (CDDP) im Vergleich zur Kombination
Cisplatin/Doxorubicin  (PLADO) zu dem gleichem Outcome bei SR-
Hepatoblastomen flihrt, wird in Deutschland als Standard zur Behandlung des
HBs eine Kombinations-Chemotherapie eingesetzt [9, 10, 26]. Zur Therapie von
SR-Hepatoblastomen empfehlen die ,Leitlinien der Gesellschaft fur Padiatrische
Onkologie und Hamatologie“ aufgrund der besseren Vertraglichkeit ein
Therapieregime, dass bis zu drei Blocke PLADO als neoadjuvante und
mindestens einen Block PLADO als adjuvante Chemotherapie beinhaltet. Um
HR-Hepatoblastome zu behandeln, wird im Augenblick eine intensivere
Chemotherapie empfohlen. Diese sieht vor, Cisplatin alle zwei Wochen im
Wechsel mit Carboplatin und Doxorubicin zu verabreichen, neoadjuvant sind
dafur sieben Blocke und adjuvant drei Blocke vorgesehen. Bei Patienten mit
SR-Hepatoblastom wird heute eine dauerhafte Remission von ca. 95 %
erreicht, bei dem Kollektiv, das der Hochrisikogruppe zugeordnet wird, kommt
es trotz der intensivierten Therapie lediglich bei 69 % zu einer dauerhaften
Heilung [10, 26, 27]. Bei vielen Patienten der HR-Gruppe wie auch bei
Patienten, bei denen sich Rezidive gebildet haben, konnte nach der Firstline
Therapie eine gesteigerte Expression von Brustkrebs-Resistenzproteinen
(BCRP, ABCG2) und sogenannten ,Multidrug“-Resistenzen festgestellt werden.
Da sich diese Resistenzen bei fast 80 % aller HB-Patienten entwickeln, die vier
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oder mehr Chemotherapiezyklen erhalten haben, ist die Erforschung und

Entwicklung alternativer Behandlungsmethoden von gréfter Wichtigkeit [30-32].

1.6 Zielgerichtete molekulare Krebstherapie

Ein alternativer Therapieansatz zu herkdmmlichen Chemotherapeutika, die
durch  Hemmung von sich schnell teilenden Zellen zu schweren
Nebenwirkungen wie Immunsuppression und Haarausfall fuhren, ist die sog.
LZielgerichtete molekulare Krebstherapie®. Unter  dieser neuen
Behandlungsmethode versteht man Substanzen, die durch Inhibition
bestimmter Proteinen, die bei Tumorwachstum und -progression eine zentrale
Rolle spielen, zu einer Hemmung der Tumorgenese und -ausbreitung fuhren.
Durch die zielgerichtete Interaktion mit molekularen und zellularen
Veranderungen, die spezifisch bei Tumorzellen auftreten, kann diese Therapie
eventuell effektiver als Chemotherapie und zugleich schonender zu normalen
Korperzellen sein. Diese neue Wirkstoffgruppe wird gegenwartig in Studien als
Monotherapie und in verschiedenen Kombinationsbehandlungen mit anderen
Substanzen und Chemotherapeutika evaluiert [33].

Dazu gehdéren auch Kinase-Inhibitoren, diese Gruppe von ,zielgerichteten
molekularen Krebstherapien® konkurriert mit ATP um die Kkatalytische
Bindedomane von Kinasen und fuhrt somit zu einer Hemmung der katalytischen
Aktivitat des Enzyms. Kinasen spielen eine Schllsselrolle in der Regulation der
Zellhomoostase und regulieren Uber Signaltransduktion viele zellulare Prozesse
wie Zellproliferation, Migration, Differenzierung und die Apoptose [34-36].
Aufgrund ihrer Bedeutung wird die Aktivitat in Zellen auf mehreren Ebenen
streng reguliert. Alterationen an Kinase-Genen, die zu konstitutiv aktivierten
oder veranderten Kinasen fluhren, werden mit der Entstehung und Progression
vieler Tumorlinien in Verbindung gebracht. Die haufigsten Molekular-
mechanismen, die zu einer deregulierten Kinaseaktivitat fuhren, sind
genomische Neuanordnungen, Punktmutation, Deletion und Uberexpression
von Genen. Das Augenmerk dieser Arbeit richtet sich auf Aurora-, MET- und

Wee1-Kinasen. Diese Enzyme konnen durch eine Vielzahl von Inhibitoren
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gehemmt werden, die therapeutisch an den unterschiedlichsten Tumorentitaten
getestet werden. Die im Rahmen dieser Arbeit erfolgten Experimente
konzentrieren sich auf die mogliche enzymatische Inhibition durch die Kinase-
Inhibitoren VX-680, SU11274 und Wee1-Inhibitorll und ihren Einfluss auf HB-

Zellen.

1.6.1 Die Wee1-Kinasen und der Wee1-Inhibitorll

Die strenge Kontrolle des Zellzyklus von Saugetieren erfolgt durch die
sequentielle Aktivierung von zellzyklusabhangigen Kinasen (CDK’s) [37]. Eine
Dysfunktion dieser molekularen ,Checkpoints® fuhrt zur Proliferation von
Tumorzellen. Wee1 spielt eine zentrale Rolle in der Zellzyklusregulation und
regelt durch Phosphorylierung von Kinasen den Ubergang von der G2 Phase in
die Mitose. Die Cycline A und B bilden zusammen mit CDK1 einen aktiven
Komplex der Proteine phosporyliert die beim G2/M Ubergang eine wichtige
Rolle spielen. Durch Phosphorylierung von CDK1 an Threonin 14 und Tyrosin
15 wird der Komplex in seinen inaktiven Zustand Uberfuhrt. Die Proteinkinase
Wee1 [38] phosporyliert an Tyr-15, wahrend eine andere Proteinkinase (Myt1)
sowohl Thr-14 als auch Tyr-15 an CDK1 phosphoryliert [39]. Zur erneuten
Aktivierung des CDK1 CyclinA/B-Komplexes muss CDK2 an Thr-14 und Tyr-15
durch die Phosphatase Cdc25 dephosporyliert werden (siehe Abb. 1).

Py

O

Cyc Cyc

inaktiv q_—"‘ aktiv
T4 Y15 /—\

Wee1

Zellzyklusprog ressic>

Abb. 1: Darstellung der Rolle der Wee1-Kinase in der Regulation von CDK2 (verédndert
nach EMBO reports 4,7 671-677 2003)
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Der Wee1-Inhibitorll der Firma Merck ist eine Pyrrolo-Carbazol-Mischung, die
zu einer Hemmung der ATP-Bindungsstelle der Wee1-Kinase flhrt
(ICs0 =59 nM). Durch die Hemmung der Wee1-Kinase mit Wee1-Inhibitorll
kommt es zu einer dauerhaften Aktivierung des CyklinA/B CDK1-Komplexes
und zu einer Disregulation des Zellzyklusses. In zahlreichen Studien konnte
eine proliferationshemmende Wirkung von Wee1-Inhibitoren in Einzel- und
Kombinationsbehandlungen mit Chemotherapeutika nachgewiesen werden [40,
41]. Bedingt durch die Tatsache, dass Wee1-Inhibitoren den G2/M-
Kontrollpunkt aufheben und somit auch die Regulationsmechanismen aul3er
Kraft setzten, die die DNA auf Fehler hin Uberprifen, scheint die Kombination
mit DNA-Schaden herbeifUhrenden Chemotherapeutika wie Cisplatin

vielversprechend [42].

1.6.2 Der Membranrezeptor MET und SU11274

MET ist ein Membranrezeptor, der eine essentielle Rolle in der
embryologischen Entwicklung und Wundheilung spielt. Der einzige bekannte
Ligand fir MET ist der von Stroma- und Tumorzellen gebildete ,hepatocyte
growth factor” (HGF) [43]. Die Bindung von HGF aktiviert die katalytische
Aktivitat der Thyrosinkinase, dies fuhrt zur Autophosphorylierung der
intrazellularen Domane und zur Aktivierung des Phosphatidylinositol 3- und
MAP-Kinase-Weges [44, 45]. In vivo fuhrt die durch HGF in Gang gesetzte
Signalkaskade zu gesteigertem Zellwachstum, Zellmigration, Angiogenese,
Wundheilung, Geweberegeneration und Chemotaxis [44, 45]. Gen-
Amplifikationen bzw. Proteiniberexpression von MET konnte bisher bei einer
grollen Anzahl an soliden Tumoren wie z. B. Ovarial-, Lungen-, Haut- und
Magentumoren beobachtet werden [46-49]. SU11274 ist ein Molekul, das an die
ATP-Bindungsstelle der MET-Kinase bindet und diese kompetitiv inhibiert. In
Studien an Zellkulturen des klarzelligen Sarkoms, des Ovarialkarzinoms und
des humanen malignen Melanoms flhrte die Inkubation mit SU11274 zu einer
Hemmung der Zellproliferation und zu einer Steigerung der Anzahl
apoptotischer Zellen [50-52]. In der Studie Uber die Wirkung von SU11274 an
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Melanomzellen konnte zudem der Beweis erbracht werden, dass der Wirkstoff
eine antitumorale Wirkung in vivo auf Melanome an xenotransplantierten
Mausen hat [51]. Es zeigte sich, dass es bei Hepatoblastomen nicht nur zu
einer Deregulation von MET kommt, sondern daruber hinaus zu einer
Uberexpression von HGF und zu einer gesteigerten MET-Kinase-Aktivitat bei
Zellen, die mit Chemotherapeutika behandelt wurden [53, 54]. Aufgrund der
Tatsache, dass eine Uberexpression von MET bei Hepatoblastomen
beobachtet wurde und dass eine proliferationshemmende Wirkung von
SU11274 bereits in anderen Studien belegt werden konnte, wird SU11274 im
Rahmen dieser Arbeit angewendet, um einen eventuellen proliferations-

hemmenden Effekt auf HB-Zellen zu Uberprufen.

1.6.3 Die Aurorakinasen und der Aurorakinase-Inhibitor VX-680

Die Aurora-Familie der Serin/Threonin-Kinasen ist essentiell fir das

Voranschreiten von Korperzellen in der Mitose (siehe Abb.2) [55-58].
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Abb. 2: Darstellung der Rolle der Aurorakinase A und B im Zellzyklus mit Zellzyklus-
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Einleitung

Die Aurorakinase A spielt eine wichtige Rolle in der Formierung der
Mitosespindeln und in der Reifung der Zentrosome. Aurora A und B sind
zusammen verantwortlich fur die Phosphorylierung von Histon H3 an Serin 10
wahrend der Mitose und Aurora B hat einen wichtigen Einfluss auf die
Chromosomenwanderung und Zytokinese [55, 58, 59]. Die Aurorakinase B ist
ein ,Passagier-Protein“, das wahrend der Prometaphase an die Zentromere
gebunden ist und sich wahrend der Ana- und Telophase im Mittelbereich der
Spindelfasern befindet. Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Hemmung
der Aurorakinase B eine Unterbrechung der Kinetochor-Mikrotubuli-Interaktion
bewirkt und eine Polyploidisierung der Zellen zur Folge hat [60-62]. Die
Funktion und Rolle der Aurorakinase C ist hingegen noch unklar. Die
Expression und Aktivitat der Aurorakinasen wird wahrend des Zellzyklusses
streng reguliert, alle drei Kinasen erreichen ihre hochste Aktivitat wahrend der
G2-Phase und wahrend der Mitose, in ruhenden Zellen ist die Konzentration
hingegen gering [63, 64]. Histon H3 wurde als Hauptsubstrat von Aurorakinasen
in der Literatur am besten beschrieben [59, 65]. Weitere Zielproteine der
Aurorakinasen sind unter anderem CENP-A [66], Topoisomerase 2 alpha [67],
Vimentin [68] und viele weiter in der Zellteilung beteiligte Proteine (siehe
Abb. 2). Eine Uberexpression der Aurorakinasen konnte bei Darmkrebstumoren
[63, 69], Brusttumoren [70], Nierenzelltumoren und anderen humanen
Tumorzelllinien nachgewiesen werden [71]. Es wurde bisher eine Vielzahl an
Substanzen entdeckt, die eine unterschiedliche Hemmung der Aurorakinasen
zur Folge haben [72]. Der in dieser Arbeit verwendete Aurorakinase-Inhibitor
VX-680 fuhrt zu einer hochpotenten Hemmung aller drei Aurorakinasen. Durch
die identischen ATP Bindungsstellen dieser Kinasen kann das VX-680 Molekdl
reversibel an diese binden und somit ihre enzymatische Wirkung inhibieren.
Studien konnten zeigen, dass VX-680 bei vielen Tumorzelllinien zu
Polyploidisierung, Apoptose und Proliferationsinhibition fuhrt. Far Kolorektal-,
Leukamie-, Brust-, Prostata-, Pankreas-, Melanom- und Zervikaltumorzellen
konnte in vitro eine halbmaximale Inhibitionskonzentration (ICso0) der Viabilitat im
Bereich von 15 bis 113 nM bestimmt werden [73]. Inwieweit VX-680 eine

Wirkung an Hepatoblastomzellen aufzeigt, wurde noch nicht evaluiert.
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1.7 Der Histon-Deacetylase-Inhibitor Vorinostat (SAHA)

Das intrazellulare Gleichgewicht von Acetylierung und Deacetylierung wird
durch die enzymatischen Aktivitaten von Histon-Deacetylasen (HDAC) und
Acetyltransferasen aufrechterhalten. Eine Hypoacetylierung von Histon-
Proteinen fuhrt zu einer verringerten Expression von Zielgenen, wahrend eine
Hyperacetylierung durch den Zugang von DNA-Regulatoren und
Transkriptionsfaktoren zu den nukleosomalen DNA-Strukturen mit einer
gesteigerten Genexpression einhergeht [74, 75]. Eine gesteigerte Expression
von HDACs in Tumorzellen konnte in zahlreichen soliden Tumoren wie z. B. in
Magentumoren und dem Prostatakarzinom gefunden werden [76, 77]. Durch die
Uberexpression von HDACs in Tumorzellen liegen die Histon-Proteine vermehrt
in einem hypoacetyliertem Zustand vor, dadurch wird die Genexpression
herunterreguliert und die Zelle ,konzentriert” sich vermehrt auf die Zellteilung
[75]. Bis heute wurden insgesamt 18 HDACs beim Menschen entdeckt, diese
werden, basierend auf ihrer Homologie zu Hefe-HDACs wund ihrer
enzymatischen Aktivitat, in drei Klassen eingeteilt [78]. Vorinostat oder
,suberoylanilide hydroxamic acid“ (SAHA) gehoéren zur groRen Klasse der
HDAC-Inhibitoren. SAHA bindet direkt an das katalytische Zentrum der HDAC
Gruppen | und Il und inhibiert diese im Bereich nanomolarer Konzentrationen
(ICs0 < 86 nM).

SAHA ist unter dem Namen Zolinza seit 2006 als erster Histon-Deacetylase-
Inhibitor flr die Behandlung des fortgeschrittenen, refraktaren, kutanen T-
Zelllymphoms zugelassen [79, 80]. Es laufen au3erdem mehrere klinische
Studien, die die Wirksamkeit und Vertraglichkeit von Vorinostat unter anderem
bei Patienten mit fortgeschrittenen, metastasierten Weichteilsarkomen und in
der Kombination mit Bortezomib in der Behandlung von wiederkehrenden
multiplen Myelomen untersuchen [81]. Es zeigte sich, dass SAHA ein
therapeutisches Potential bei mehreren neurodegenerativen Erkrankungen hat
und zudem ein Vvielversprechendes Medikament zur Pravention und

Behandlung der ,frontotemporalen Demenz” darstellt [82].
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In mehreren Studien, die anhand von Zellkulturen oder Tierversuchen
durchgefuhrt wurden, konnte ein additiver oder synergistischer Effekt von SAHA
mit verschiedenen Substanzen bzw. Therapien, die zur Tumortherapie
eingesetzt werden, gezeigt werden. Dies schliet Strahlentherapie,
Anthrazycline, Imatinib, den Proteasom-Inhibitor Bortezomib und neben vielen
weiteren Substanzen den Aurorakinase-Inhibitor VX-680 ein [83-85]. In der
Kombinationsbehandlung mit SAHA konnte die Aktivitat von MK-0457 (VX-680)
gegen akute und chronische myeloische Leukamiezellen in vitro signifikant
gesteigert werden [86-88]. Da der HDAC-Inhibitor in seinem Wirkprofil genauso
wie VX-680 an Histon H3-Proteinen ansetzt und bereits ein synergistischer
Effekt der beiden Substanzen bei chronisch myeloischen Leukamiezellen
beobachtet wurde, wird SAHA im Rahmen dieser Arbeit zusammen mit VX-680

an Hepatoblastomzellen eingesetzt.

1.8 Ziele dieser Arbeit

Trotz standig verbesserter Behandlungsmethoden ist die Prognose bei
Patienten mit fortgeschrittenen oder rezidivierten Hepatoblastomen weiterhin
schlecht. Ziel der vorliegenden Untersuchung ist die Analyse der
antineoplastischen Wirkung von VX-680, Wee1-Inhibitorll und SU11274 auf
Hepatoblastomzellen der Zelllinien HepT1 und HuH6. Nach Untersuchung der
proliferationshemmenden Wirkung der Substanzen in Einzelbehandlungen soll
anschlielend die Kombination mit dem Chemotherapeutikum CDDP als
wichtigstes Zytostatikum in der Behandlung des bei HBs evaluiert werden. Da
sowohl Aurorakinasen als auch Histon-Deacetylasen mit Histonen interagieren,
soll der gemeinsame Einsatz von VX-680 und SAHA an HB-Zellen evaluiert
werden.

Neben dem proliferationshemmenden Effekt steht der intrazellulare
Wirkmechanismus, der Einfluss auf die Zellmorphologie wund die
Apoptoseinduktion der Substanzen im Vordergrund dieser Arbeit.

Diese Untersuchungen sollen eine wissenschaftliche Basis fur die Bedeutung

der Kinasen und ihrer Inhibitoren in der Therapie des Hepatoblastoms bilden.
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2 Material & Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Aceton

Acrylamid Rotiphorese® Gel 30
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampuwa® Wasser
4,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Dithiothreitol (DTT)
Eindeckmedium Depex

Eosin Certisain®

Ethanol absolute

EZ4U Aktivator

EZ4U Substrat
Formaldehydl6sung, min. 37 %
Glycerol

Mayer’'s Hamalaunlésung
Methanol
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (Temed)
PBS

Precision Plus Protein Standards
SDS, = 99 %, fur die Biochemie
Treton X-100

Trizma® Base
Trypsin/Ethylendiaminacetat-Losung
Tween® 20

Xylol

Ziegen Serum
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Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Fresenius Kabi, Bad Homburg
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Biomedica, Wien, Osterreich
Biomedica, Wien, Osterreich
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Bio-Rad, Munchen

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
PAA Lab., Pasching, Osterreich
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Dako, Glostrup, Danemark
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2.1.2 Kits (Reagenziensysteme)

Roti-Lumin Chemiluminiszenz, (Carl Roth, Karlsruhe)
Roti®-Lumin 1 2 ml
Roti®-Lumin 2 2 ml

1 min Inkubation

Vectastain ABC-Kit, (Vector Laboratories, Burlingame (CA), USA)
PBS-T 500 pl

Substanz A 10 pl

Substanz B 10 pl

30 min Inkubation

DAB Reagenz, (Biocompare, San Francisco (CA), USA)
Dest. H20

Puffer 10 pl

DAB 20 pl

H202 10 pl

2.1.3 Losungen und Puffer

Anodenpuffer
Tris/CAPS Puffer 10 ml
20 % SDS 0,5 ml

H20 89 ml

Blockierlosung (fur Western Blot)
5 % Magermilchpulver
In PBS-T
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Blockierlosung (fur Immunhistochemie)
Ziegenserum 500 pl

Triton X-100 30 pl

1 xTBS 9,5 ml

Citrat-Puffer

Sodium Citrat Trisodiumsalz Dihydrat (C6H5Na307 x 2 H,0)2,94 g
H20 1000 ml

pH 6,0 Lagerung bei RT

Elektrophoresepuffer (5 x)

Tris Base 15,1 g

Glycin 94 g

SDS10g

In 900 ml H20 ldsen, auf pH 8,3 einstellen

und auf 1000 ml auffullen

Eosin-Losung 96 %
Ethanol 50 ml
Eosin1g

H20 100 ml
Lagerung bei RT

FACS Puffer

PBS 500 ml

2% FCS 10 ml

2 mM EDTA 292,5 mg

0,005 % Natrium Azid (0,025 g/500 ml (2-3 Kristalle))
Lagerung bei 4°C
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Kathodenpuffer
Tris/CAPS Puffer 10 ml
Methanol 15 ml

Dest. H20 pH 9,6

Methanol/ Peroxidase Mischung
30 % H202 10 ml

Methanol 90 ml

Lagerung bei -20°C

PBS-T
Tween® 20 1 ml
1 x PBS 1| Lagerung bei RT

20 % SDS-Loésung

SDS 2g

Essigsaure 200 pl

H20 10 ml Lagerung bei RT

Waschpuffer 1 x TBS
10 x TBS 100 ml
Dest. H20 900 ml

1 x Probenauftragspuffer
Tris-HCL (pH 6,8 bei 25°C)
2 % SDS

10 % Glycerol

50 mM DTT

0,01 % Bromophenolblau
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10 x Tris Buffered Saline (TBS)
Trizma base (C4H11NO3) 24,2 g
Sodiumchlorid (NaCl) 80 g

H20 1000 ml

pH 7,6 Einstellung mit konzentrierter Salzsaure
3 % Wasserstoffperoxid
30 % H202 10 ml

Dest. H20 90 ml

2.1.4 Zellkulturen und Medien

2.1.4.1 Medien

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

2.1.4.2 Medienzusitze

Biochrom, Berlin

Fetales Kalberserum
L-Glutamin, 200 mM

Penicillin/Streptomycin, 10.000 U/ml / 10.000 ug/ml

;2.1 4.3 Verwendete Zellen

Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin

Biochrom, Berlin

HepT1 humane Hepatoblastomzelllinie embryonaler Typ [89]

HuH6 humane Hepatoblastomzelllinie gemischter Typ [90]
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2.1.5 Antikorper

2.1.5.1 Primarantikorper

Tab. 3: Auflistung aller verwendeten Primérantikorper

Bezeichnung Quelle Firmal Verwendung u.
Bezugsquelle Verdiinnung
Anti-Acetyl-Histon H3, | Kaninchen | Cell Signaling Western Blot
polyklonal Technology, 1:1000
Danvers (MA), USA | IHC 1:100
Anti-Acetyl-Histon Kaninchen | Cell Signaling Western Blot
H3(Lysin9), polyklonal Technology, 1:1000
Danvers (MA), USA
Anti-Acetyl-Histon Kaninchen | Cell Signaling Western Blot
H3(Lysin18), Technology, 1:1000
polyklonal Danvers (MA), USA
Anti-Acetyl-Histon Kaninchen | Cell Signaling Western Blot
H3(Lysin23), Technology, 1:1000
polyklonal Danvers (MA), USA
Anti-Histon H3, Kaninchen | Cell Signaling Western Blot
polyklonal Technology, 1:1000
Danvers (MA), USA
Anti-Phospho-Histon | Kaninchen | Cell Signaling FACS 1:100
H3(Serin10), Technology, IF 1:1000
polyklonal Danvers (MA), USA | IHC 1:100
Western Blot
1:1000
HEK-6D6, monoklonal | Maus AG Buhring, UKT FACS 1:5
W4AS5, monoklonal Maus AG Buhring, UKT FACS 1:5
W5D3, monoklonal Maus AG Buhring, UKT FACS 1:5
W6B3C2, monoklonal | Maus AG Buhring, UKT FACS 1:5
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2.1.5.2 Sekundirantikérper

Tab. 4: Auflistung aller verwendeten Sekundarantikorper

Bezeichnung Quelle | Firma Anwendung u.
Verdiinnung
Anti-Kaninchen IgG Ziege | Cell Signaling Western Blot 1:1000
HRP-gekoppelter Technology,
Antikorper, polyklonal Danvers (MA), USA
Anti-Kaninchen IgG Ziege | Biozol, Eching IHC 1:100
biotinyliert, (H+L),
polyklonal
Anti-Maus IgG-PE, Ziege | BD Biosciences, FACS 1:100
polyklonal Franklin Lakes (NJ), | (Stammzellmarker)
USA
FITC Anti-Kaninchen, | Ziege | Biozol, Eching FACS 1:100
polyklonal (Immunfarbung)
IF 1:100

Alle verwendeten Antikorper wurden bei -20 Grad im Tiefkuhlfach gelagert.

2.1.6 Gerate und Hilfsmittel

BD FACSTM 7-Color Setup Beads BD Biosciences, Franklin Lakes
(NJ), USA

ELISA-Reader, MileniaL Kinetic Analyzer Milenia, Gielten

Eppendorf Multipette® Xstream Eppendorf, Hamburg
Heizplatte, HI 1220 Leica, Nussloch

Inkubator, BBD 6220 Heraeus, Hanau

Kamera, AxioCam MR colour Carl Zeiss, Jena

Logic Shaker Neo Lab, Heidelberg
Mikroskop, Axioskop 40 Carl Zeiss, Jena

Mikroskop, Axiovert 135 Carl Zeiss, Jena
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Mikroskop, Leitz Fluovert FS
Mikroskop, Olympus BX60

Mini Protean® 3 Cell

Neubauer Zahlkammer

Pipetboy acu IBS

Roéntgen Entwicklungsmaschine Classic
Sterilbank, LaminAir® HBL 2472 GS
Trans Blot Semi-Dry Transfer Cell
Tuttnauer Autoclave — Steam Sterilizer
Vortexer, VF

Wasserbad, HI 1210

Zentrifuge, Biofuge 15R

Zentrifuge, Mini Spin®

Zentrifuge, Rotixa/RP

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Leica, Nussloch
Olympus, Hamburg
Bio-Rad, Munchen
Carl Roth, Karlsruhe
Integra, Chur

AGFA, Dusseldorf
Heraeus, Hanau
Bio-Rad, Munchen
Systec, Wettenberg
Janke&Kunkel, Staufen
Leica, Nussloch
Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Hettich, Tuttlingen

Combitips Eppendorf Biopur® plus

Culture Slides 8 Chamber Vessel

Deckglaser, 24 x 60 mm

Desinfektionsspray, Softasept®
Eppendorf-Tubes
FACS-Rundbodenrdhren

Falcon-Tubes, Cellstar®

Fettstift, Dako Cytomation Pen
HyperfilmTM ECL, Chemilumineszenz Film

Immersionsol, Immersol® 518N
Laborhandschuhe, DermaClean®
Low-binding Platten, 96-well, Costar®
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Eppendorf, Hamburg

BD Biosciences, Franklin Lakes
(NJ), USA

R. Langenbrinck,
Emmendingen

B. Braun, Melsungen
Greiner, Frickenhausen
Becton Dickinson, Heidelberg
Greiner, Frickenhausen
Dako, Glostrup, Danemark
AmershamBiosciences,
Freiburg

Carl Zeiss, Jena

Ansell GmbH, Muanchen
Corning, Corning (NY), USA
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Pipettenspitzen, SafeSeal-Tips Premium

Roti® PVDF Transfermembran

Stabpipetten steril; 1ml, 2ml, 5ml, 10ml, 25ml

Zellkulturplatte, 12-well Falcon®
Zellkulturplatte, 6-well Falcon®
Zellkulturplatte, 96-well, Falcon®

Zellkulturplatten, Rundschalen 100 x 20 mM

Zellschaber, Costar®

2.1.8 Computerprogramme

Biozym, Oldendorf

Carl Roth, Karlsruhe

Falcon, Grafelfing

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Sarstedt, NUumbrecht
Corning, Corning (NY), USA

Adobe Reader
AxioVision 3.1
AxioVision Viewer 3.0
FACS Diva Software
FCS Express V3

GraphPad Prism®, Version 4.0

Office Word 2007
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Adobe Systems, Minchen
Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

Becton Dickinson, Heidelberg
De Novo Software, Los
Angeles (LA), USA
GraphPad Software, La Jolla
(CA), USA

Microsoft, Unterschleil3heim



Material & Methoden

2.2 Methoden

2.21 Zelllinien

Zelllinien bestehen aus einer Gruppe von Zellen, die die Fahigkeit besitzen, sich
unbegrenzt teilen zu kénnen. Die Zellen kénnen aufierhalb des Organismus,
aus dem sie stammen, unter bestimmten Laborbedingungen in speziellen
Medien (in vitro) gezuchtet werden. Zelllinien finden aufgrund dieser
Eigenschaften haufig Anwendung sowohl in der Grundlagen- als auch in der
klinischen Forschung. Die Experimente dieser Forschungsarbeit wurden an

Hepatoblastomzellen der Linien HepT1 und HuH6 durchgefihrt.

12.2.1.1 HepT1

Die Hepatoblastomzelllinie HepT1 wurde 1996 von Pietsch et al. [89]
charakterisiert und etabliert. Das Zellmaterial stammte aus der Leber eines 34
Monate alten Madchens. Es konnte ausgeschlossen werden, dass der Tumor
durch das Beckwith-Wiedemann-Syndrom oder durch die ,Familiare
adenomatdse Polyposis Colli“ verursacht wurde. Der Tumor fiel durch ein
multinodulares und infiltrierendes Wachstum auf. Er bestand aus soliden und
trabekularen Bereichen epithelialer Zellen, die sehr embryonalen Hepatozyten
ahnelten, daher wurde dieser Typ als embryonaler Subtyp eingeordnet.
Morphologisch zeichnen sich die Tumorzellen durch granular-eosinophiles
Zytoplasma mit pleomorphen Kernen aus, in denen sich 2-3 Nukleoli mit
irregular kondensiertem Chromatin befinden. Der Karyotyp erscheint polyploid
mit 65-125 Chromosomen und zahlreichen strukturellen und numerischen
Aberrationen der Chromosomen 1p, 6, 9, 11q, 13g, 15p und 20. An den
Chromosomenarmen 1p und 11q finden sich Deletionen. An Chromosom 15
befindet sich Material von Chr. 6q und es finden sich zwei Isochromosomen 9p.
Chromosom 20 ist mit einer Haufigkeit von 6-8 Mal am haufigsten in den Zellen

vertreten. Die Zelllinien exprimieren genau wie der Primartumor in hohem Malde
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Zytokeratine,  Alpha-Fetoprotein, = Vimentin,  Erythropoietin und den
Stammzellfaktor SCF.

Die Zellpopulation verdoppelt sich ca. alle zwei Tage. Die Zellen wachsen in
epithelialen, einschichtigen Clustern mit flachen, polygonalen Zellen. Werden
Zellen subkutan in Nacktmause transplantiert, wachsen Tumoren mit denselben

zytologischen Eigenschaften wie im Primartumor heran [89].

2.2.1.2 HuH6

Die Zelllinie HUH6 wurde 1976 zum ersten Mal von Doi [90] charakterisiert und
etabliert. Das Tumorgewebe stammte aus dem rechten Leberlappen eines
1-jahrigen Jungen. Histologisch prasentierte sich der Tumor als differenziert
und mit nodularen Strukturen. Das Kern-Plasma-Verhaltnis betrug 1:1 bis 1:2
bei wenigen Kernpolymorphismen. Das Gewebe bestand aus vaskularen
Anteilen, Zellen der extramedularen Hamatopoese und
chondroosteogenetischem Gewebe. Zusatzlich gab es gemischte Anteile, in
denen Epithelzellen, Fibroblasten und hamatopoetische Zellen zu finden waren.
Aufgrund dieser Eigenschaften wird der Tumor als Hepatoblastom vom gut
differenziert, gemischten Typ charakterisiert. In vitro konnte bei den Zellen die
Produktion von Alpha-Fetoprotein und Albumin nachgewiesen werden.
Elektronenmikroskopisch sind epitheliales Gewebe, Desmosomenblindel,
Tonofibrillen, ein grofRer Nukleolus und glykogenreiche zytoplasmatische
Granula zu erkennen. Die Zellpopulation verdoppelt sich alle 1-2 Tage. Die
Zellen lassen sich in Hamster und Nacktmause transplantieren, in denen sie
sich duktal ausbreiten [90].
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2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Versorgung und Aufbewahrung

Als Grundmedium fur die Zellkulturen HepT1 und HuH6 wurde Dulbecco’s MEM
mit Zusatzen von 10 % FCS, 2mM L-Glutamin und 1 % Penicillin/Streptomycin
verwendet.

Die Zellen wurden in 75 cm? Petrischalen kultiviert, in denen sie zu konfluenten
Zellkulturen heranwachsen konnten. Die Aufbewahrung der Zellkulturen erfolgte
in einem Inkubator bei 37° C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit. Samtliche
Arbeiten wurden unter einer Sterilbank (HLB 2472 GS Haraeus Lamin Air)
durchgefuhrt, und alle verwendeten Reagenzien, die in Kontakt mit den Zellen
gekommen sind, auf 37° C im Wasserbad vorgewarmt. Alle drei Tage erfolgte
ein Mediumwechsel, bei dem das Medium durch Pipetten abgesaugt und durch
7 ml Dulbecco’s MEM ersetzt wurde. Sobald im Lichtmikroskop ein dichter
Zellrasen mit fast vollstandiger Konflueszenz zu sehen war, wurden die Zellen
passagiert. Das Medium wurde mit Hilfe von Pipetten vollstandig entfernt und
anschlieBend wurden 3 ml PBS hinzugegeben, um die Zellen von
abgestorbenem Material und Proteinen zu befreien. Nach Absaugen der PBS
Ldosung wurden 2 ml Tripsin-EDTA Losung auf den Zellrasen gegeben und
anschlieBend 3 min bei 37° C inkubiert. Das Ablésen der Zellen wurde
lichtmikroskopisch kontrolliert und anschlie®end die durch Trypsin verursachte
Proteinolyse durch die Zugabe von 4 ml Medium gestoppt. Die Zellsuspension
wurde zu gleichen Anteilen auf zwei Petrischalen verteilt und durch Zugabe von
Medium wieder auf ein Gesamtvolumen von 7 ml aufgeflllt. Nach ca. 2 h waren

die Zellen wieder adharent.

2.2.2.2 Zellzahlbestimmung

Fir die Bestimmung der Zellzahl erfolgte zuerst die Absaugung des Mediums
aus den Petrischalen, sodass nur noch die am Boden haftenden Zellen

vorhanden waren. Nach Zugabe von 2 ml Tripsin-EDTA wurden die Zellen fur
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3 min bei 37° C inkubiert und das Ablésen der Zellen mikroskopisch Gberpruft.
AnschlieRend wurde die proteolytische Wirkung von Tripsin durch Zugabe von
4 ml Medium gestoppt. Die Zellen wurden resuspendiert, in 15 ml Falcon's
geflllt und im Anschluss bei 1300 U/min (250 x g) fur 3 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt, 5 ml Medium hinzugegeben und resuspendiert.
Vor der Zahlung wurde auf eine frisch mit Alkohol gereinigte Neubauer-
Zahlkammer ein angefeuchtetes Deckglaschen gedrickt, bis die sogenannten
Newtonringe zu sehen waren. Anschlielend wurde mit einer 15 ul Pipette die
Zellsuspension zwischen Kammer und Deckglas getropft, durch Kapillarkrafte
kam es zu einer gleichmaRigen Verteilung der Flussigkeit in dem
Zwischenraum. Unter dem Mikroskop erfolgte die Auszahlung aller vier
Quadranten bei 40-facher VergroRerung. Um eine Doppelzahlung der auf den
Linien befindlichen Zellen zu vermeiden, wurden jeweils 2 Rander diskriminiert.

Aus der gezahlten Zellzahl wurde der Mittelwert pro Quadrat bestimmt und mit

dem Kammerfaktor (10°) multipliziert. Somit konnte relativ genau die

durchschnittliche Zellzahl pro ml in der Suspension bestimmt werden.

12.2.2.3 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurde das 15 ml Falcon im Wasserbad bei 37° C
erwarmt, anschlieRend wurden 10 ml DMEM ohne Zusatze in das Falcon
pipettiert. Nach der Zentrifugierung des Rohrchen bei 1300 U/min (250 x g) fur
3 min wurde der Uberstand verworfen und 10 ml DMEM mit Zuséatzen
hinzugegeben. Die Zellen wurden resuspendiert und auf eine Kulturplatte

ubertragen.

2.2.3 Verwendete Substanzen

2.2.3.1 Kinase- und Histon-Deacetylase-Inhibitoren

Zur Ubersicht sind alle in dieser Arbeit verwendeten Kinase- und Histon-

Deacetylase-Inhibitoren in der Tab. 5 aufgelistet.
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Tab. 5: Verwendete Kinase- und Histon-Deacetylase-Inhibitoren

Wirkungsort und Chem. Summenformel Firma

Handelsname

MET-Kinase-Inhibitor (3Z)-N-(3-Chlorophenyl)- | Biaffin GmbH& Co KG,
SU11274 3-([91]methylene)-N- Kassel
methyl-2-oxo-2,3-dihydro-

1H-indole-5-sulfonamide

Wee-Kinase-Inhibitor 6-Butyl-4-(2- Calbiochem, San Diego
Wee1-Inhibitorll (chlorophenyl)-9- (CA), USA

hydroxypyrrolo[3,4-

c]carbazole-1,3-(2H,6H)-

dione
Aurorakinase-Inhibitor Ca3H2sNsOS Selleck Chemicals,
VX-680 Houston (TX), USA
Histon-Deacetylase- C14H20N203 Selleck Chemicals,
Inhibitor Vorinostat Houston (TX), USA
(SAHA)

Alle Substanzen wurden in 100 % DMSO gel6st, auf eine Konzentration von
10 mM gebracht und in 10 yl Portionen auf Eppendorf-Rdhrchen verteilt. Die
Lagerung der Kinase-Inhibitoren erfolgte bei -20°C, die des Histon-
Deacetylase-Inhibitors SAHA bei -80° C. Eine Verdlinnung der Stammldsung
mit DMEM diente dazu, die gewunschte Endkonzentration zu erreichen.

;2.2.3.2 Chemotherapeutika

In den Versuchen kam als einziges Chemotherapeutikum Cisplatin (CDDP) zum
Einsatz. CDDP wurde von der Apotheke in der Kinderklinik bezogen und bei
4° C im Kuhlschrank aufbewahrt. Um die jeweiligen Endkonzentrationen zu
erreichen, wurde CDDP mit DMEM verdinnt.

27



Material & Methoden

2.2.4 \Viabilitatsbestimmung

Der ,EZ4U Cell Proliferation Assay“ der Firma Biomedica ist eine
nichtradioaktive Methode zur Zellproliferations- und Zytotoxitatsmessung. Dabei
werden die Zellkulturen mit der Losung eines Tetrazoliumsalzes versetzt und
1 h inkubiert. Lebende Zellen verstoffwechseln das gelbe Tetrazoliumsalz 3-
(4,5-Dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-Tetrazoliumbromid durch die sich in den
Mitochondrien befindenden Succinat-Dehydrogenasen in rote Formazan-
kristalle. Die Menge an farbigen Formazan-Derivaten korreliert mit der Anzahl
an lebenden Zellen. Die Absorption des entstandenen Formazans wird

spektrophotometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm bestimmt.

2.2.4.1 Viabilititsbestimmung von 2-dimensionalen Zellkulturen

Bei zweidimensionalen Zellkulturen handelt es sich um adharente Zellen, die in
sogenannten Monolayern wachsen. Die Zellen wurden wie unter 2.2.2.2

beschrieben gezahlt und anschlieRend durch Zentrifugation und Zugabe des

Mediums auf eine Zellzahl von 10* Zellen pro 100 yl gebracht. Die
Zellsuspension wurde in 100 pl Mengen auf 96-Well-Platten verteilt und 24 h bei
37° C inkubiert. Es wurde eine Menge von 50 ul Kinaseinhibitoren (VX-680,
Wee1-Inhibitorll oder SU11274), CDDP oder dem Histon-Deacetylase Inhibitor
SAHA in verschiedenen Konzentrationen in Mono- und Kombinations-
behandlungen zu den Wells gegeben, sodass sich am Ende in jedem
Versuchsansatz eine Gesamtmenge von 150 ul befand. Nach 72h
Inkubationszeit wurde das ,EZ4U Reagenz“ hergestellt, dazu musste eine
Menge von 2,5ml ACT (Aktivator) im Wasserbad auf 37° C erwarmt und
anschlielfend darin ein Flaschchen SUB (Substrat) geldst werden. In jede
Probe einer 96-Well Platte wurden 15 pl Reagenz gegeben und danach die
Platten flr eine Stunde bei 37° C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Platten aus dem Inkubator genommen und durch sanftes Antippen
an allen vier Seiten gemischt. Die Optische Dichte konnte anschlieRend bei

einer Wellenlange von 450 nm im ELISA-Reader gemessen werden. Die

28



Material & Methoden

Auswertung erfolgte Uber das Programm GraphPad Prism. Es wurde ein
Mittelwert der Triplikate bestimmt, der Leerwert (nur DMEM) abgezogen und die
Optische Dichte auf die unbehandelte Kontrolle normalisiert. Die erhaltene
Viabilitat wurde in Abhangigkeit von der Konzentration in einer nicht linearen
Kurve mit variabler Steigung dargestellt. Aus den Parametern der Kurve konnte

die ICs0 (Konz. bei der die Viabilitat der Kultur bei 50 % lag) berechnet werden.

2.2.4.2 Viabilititsbestimmung von 3-dimensionalen/sphéroiden

; Zellkulturen

Zur Evaluation der Substanzen an chemoresistenten Zellen wurden kunstliche
~Multidrug“-Resistenzen der Zelllinien HepT1 und HuH6 erzeugt. Es wurden
2x10° Zellen pro Well in eine spezielle, mit Hydrogel beschichtete 96-Well-
Platte gegeben. Bedingt durch die Hydrogelbeschichtung und die hohe Zellzahl
wuchsen die Zellen nicht adharent, sondern ordneten sich in klusterformigen,
spharoiden 3-dimensionalen Kulturen an. Im Unterschied zu 2D-Kulturen
weisen Spharoide eine heterogene Zellverteilung auf, d. h. nur die in der
Peripherie lokalisierten Zellen teilen sich aktiv, wodurch eine 3-dimensionale
Raumordnung entsteht. An den bei Spharoiden auftretenden ,Multidrug®-
Resistenzen lassen sich Chemoresistenzen imitieren und es lasst sich die
Frage klaren, ob diese mit alternativen Substanzen umgangen werden kénnen.
In den Experimenten wurde VX-680 in Einzel- und in Kombinationsbehandlung
mit SAHA in einer aufsteigenden Konzentrationsreihe evaluiert. Im Gegensatz
zu 2-dimensionalen Kulturen wurden 2 x 10° Zellen und die mit Hydrogel
beschichtete 96-Well-Platte verwendet. Um die Viabilitat der Zellen nach 72 h
Inkubation zu bestimmen, musste zuerst die spharoidale Struktur durch einen
kleinen Stab aufgeldst werden, anschlie3end konnte die Viabilitatsbestimmung

wie unter 2.2.4.1 beschrieben durchgefiuhrt werden.
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2.2.5 Western Blot

2.2.5.1 Alilgemein

Der Western Blot ist eine Methode, bei der elektrophoretisch aufgetrennte
Proteine aus einem Trenngel auf einen geeigneten Trager, z. B. Nitrozellulose
oder Nylon, Ubertragen werden. Hierbei wird eine Kopie des Gels produziert,
wobei es zu einer Immobilisierung der Proteine auf dem Filter kommt. Die
Bindung der Makromolekile an Nitrocellulose erfolgt Uber hydrophobe
Wechselwirkungen und Wasserstoffbrucken.

Das urspringlich im Gel erhaltene Trennmuster der Protein-Molekule bleibt
nach der Ubertragung erhalten, sodass man eine exakte Replik des
ursprunglichen Gels bekommt. Unter idealen Bedingungen tritt beim Transfer
keine Veranderung sowohl der Immunreaktivitdt als auch der funktionellen
Aktivitat der Proteine, z. B. deren enzymatischen Aktivitat, auf.

Da die Proteine nach dem Transfer fir die Behandlung mit verschiedenen
Liganden, Antikorpern, Lectinen oder Enzymsubstraten zuganglich sind, erlaubt
der Einsatz der Blotting-Technik nicht nur auf einfache Weise qualitative und
quantitative Bestimmungen einzelner Proteine in einem komplexen Gemisch

anderer Proteine, sondern auch deren Identifikation [92].

;2.2.5.2 Proteingewinnung

Die Anwendung des Western Blot-Verfahrens diente dazu, den Einfluss von
SAHA und VX-680 auf Histon H3-Proteine der Zelllinien HepT1 und HuH6 zu
untersuchen. Besondere Aufmerksamkeit galt der Veranderung der
Phosphorylierung und Acetylierung der Histon H3-Proteine. Fur die Versuche
wurden 6-Well-Platten mit 2 x 10° Zellen und 2 ml DMEM Medium mit Zusatzen
pro Well verwendet. Nach 24 h wurden die verwendeten Substanzen in
unterschiedlichen Konzentrationen in Einzel- und Kombinationsbehandlungen
zu den Zellkulturen hinzugefligt. Nach weiteren 24 h Inkubation wurden die

Zellen in PBS gewaschen, 150 ul Probenauftragspuffer in die Wells gegeben
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und die Platte anschlieRend 15 min auf Eis gestellt. Durch diesen Vorgang kam
es zu einer Auflosung der Zellen, die zur Freisetzung intrazellularer Proteine
fuhrte. Anschlieend wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgelost und in
1,5 ml Eppendorf Réhrchen Ubertragen. Die Eppendorf Réhrchen wurden flr
5 min in ein kochendes Wasserbad gestellt, wodurch es zur Denaturierung der
Proteine kam, anschlieend folgte die Zentrifugation der Réhrchen fir 5 min bei
1300 U/min (250 x g). Durch die Zentrifugation konnte sich ein eventuelles
Prazipitat absetzen, der Uberstand, in dem sich auch die geldsten Histon-
Proteine befanden, wurde in ein neues Eppendorf-Réhrchen geftllt und danach

bei -80° C eingefroren.

2.2.5.3 Herstellung der Gele

Fir 8 cm x 7,3 cm Gele (1,5 mm dick) wurden die entsprechenden Glasplatten
mit Ethanol gereinigt und anschlieend mit fusselfreiem Tuch abgewischt. Die
Platten wurden zusammengesetzt und in die Vorrichtung von Bio-Rad
gespannt.

Anschlielend wurde zur Herstellung des Trenngels (12 %) die in Tab. 6

aufgefuhrten Losungen verwendet.

Tab. 6: Zusammensetzung eines Trenngels (12 %)

Acrylamid/Bisacrylamid Losung 6 ml
APS 75 pl
Dest. Wasser 5,25 ml
SDS (20 %) 75 pl
Temed 7,5 ul
Trennpuffer 3,75 mi

Nach Zugabe der beiden letzten Komponenten APS und TEMED wurde die
Ldsung jeweils kurz durchgemischt und das Gel anschlieRend mit Hilfe einer
5 ml Stabpipette in die Offnung zwischen Glas und Deckglass gegossen. Direkt

nach dem GielRen wurde die Flissigkeit mit n-Propanol Uberschichtet, um einen
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geraden Gelrand zu erhalten. Nach ca. 2 Stunden wurde das Propanol vom
polymerisierten Trenngel abgegossen und die Reste mit Wasser abgespult. Die
verbliebene Flussigkeit wurde mit Filterpapier abgesaugt.

Damit die Apparatur mit Proben beladen werden konnte, musste das
Sammelgel (6 %) aus Losungen der Tab. 7 hergestellt werden. Nach Zugabe
der letzten Komponenten TEMED und APS wurde die Lésung schnell mit einer
5 ml Pipette durchgemischt und sofort auf das polymerisierte Trenngel
gegeben. Direkt nach dem GielRen wurde der Probenkamm eingesetzt. Nach
ca. 1-2 h war die Polymerisierungsreaktion vollstandig abgelaufen und die Gele

konnten mit den Proben beladen werden.

Tab. 7: Zusammensetzung eines Sammelgels (6%)

Acrylamid/Bisacrylamid-Losung 750 pl
APS 75 pl
Dest. Wasser 1,87 ml
Sammelpuffer 875 ul
TEMED 3,5 ul

;2.2.5.4 Gelelektrophorese und Protein-Blotting

Nach vollstandiger Polymerisation wurde das sich zwischen Glas und Deckglas
befindliche Gel in die Mini Protean® 3 Cell Apparatur von Bio-Rad eingebaut
und die Behalter mit Laufpuffer gefullt. AnschlieRend folgte die Entnahme des
Probenkamms und es konnte mit der Befullung der Kammern begonnen
werden. Nach der Erwarmung der Proteinextrakte im Wasserbad wurden
anschlielend jeweils 20 ul in jede Kammer pipettiert. Zur Kalibrierung der
Proteinbanden wurde die vorderste Kammer mit 20 pl Precision Plus Protein
Standards befullt. Die Gelelektrophoreseapparatur wurde auf 200 V eingestellt
und far 35 min laufen gelassen. Wahrend der gelelektrophoretischen
Auftrennung der Proteine musste die Roti® PVDF Transfermembran zur
Aktivierung far 15 min in Methanol gelegt und danach mit dest. Wasser

gewaschen werden. Es wurde jeweils ein extradickes Blotpapier in
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Kathodenpuffer und ein weiteres in Anodenpuffer fir 5 min eingelegt. Daran
anknlipfend erfolgte die Ubertragung der Blotpapiere und des Gels aus der
Gelelektrophoreseapparatur auf die Trans-Blot Apparatur von Bio-Rad nach

dem in Abb. 3 dargestellten Schema.

Abb. 3: Uberblick iiber den Aufbau von Trans-Blot SD cell:
1, Sicherheitsdeckel; 2, Kathode; 3, Filterpapier mit
Kathodenpuffer getrankt; 4, Gel; 5, Transfermembran;
6, Filterpapier mit Anodenpuffer getrankt; 7, Anoden-
Plattform; 8, Stromkabel; 9, Basis (Schema nach Bio-Rad).

Nachdem das Gel und die aktivierte Membran in die in Abb. 3 dargestellte
Trans-Blot Apparatur gelegt wurden, erfolgte die Ubertragung der Proteine aus
dem Gel auf die Membran fir 30 min bei einer Spannung von 10 V.
Nachfolgend wurde die Membran 1 h zum Blockieren in 5 % Milchpulver in PBS
eingelegt. Die verwendeten Primarantikdrper wurden 1:1000 in 5 % Milchpulver
in PBS verdinnt, mit der Membran eingeschweifl3t und tGber Nacht bei 4° C
inkubiert. Am nachsten Tag konnten durch 3 x 5 min Waschen mit PBS-T die
unspezifisch gebundenen Antikorper entfernt werden. Nach der Verdinnung
des Sekundarantikorpers Anti-Kaninchen 1gG, HRP linked (1: 1000 in PBS-T)
wurden 2-3ml des verdinnten Antikorpers zusammen mit der Membran
eingeschweilt und zur homogenen Verteilung auf der Membran 1 h auf den
Neo Lab Logic Shaker gegeben. Danach wurde die Membran erneut fur 3 x
5min mit PBS-T gewaschen. AnschlieRend wurden das Roti-Lumin
Chemiluminiszenz Substrat 1 und 2 zu gleichen Teilen miteinander in einem

Gefal® vermischt und die Membran hinzugegeben. Nach ca. 1 min wurde die
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Membran aus der Flussigkeit genommen und in einer lichtundurchlassigen Box
fur eine bestimmte Zeit auf Rontgenpapier gelegt. Nach der Entwicklung in der
Entwicklungsmaschine Classic EOS von AGFA waren die Banden in
unterschiedlichen Starken auf dem RoOntgenpapier sichtbar. Durch die
Kalibrierung mit ,Precision Plus Protein Standard® war es maoglich, die

abgebildeten Banden einem bestimmten Molekulargewicht zuzuordnen.

2.2.6 Apoptosebestimmung mittels NucView Caspase-3 Detektion

Um apoptotische Zellen in einer Kultur sichtbar zu machen, wurde das
,NucView TM 488 Caspase-3 Kit for Living cells“ verwendet. Das Substrat
detektiert die Caspase-3 Aktivitat in lebenden Zellen. Dabei besteht das nicht
fluoreszierende Substrat aus einem DNA-Farbstoff und einem DEVD-Peptid,
welches spezifisch Caspase-3 erkennt. Es dringt in die Zelle ein, wird durch die
aktive Caspase-3 gespalten und setzt so den hochaffinen DNA-Farbstoff frei.
Dieser diffundiert in den Zellkern und fluoresziert im hydrophoben Milieu der
Nucleoside.

Fir die Versuche wurden Kulturen von HepT1 und HuH6-Zellen auf 96-Well-
Platten zu je 1 x 10* Zellen je Well ausgesat. Die Zellen wurden 24 h inkubiert
und anschlieRend mit Mono- und Kombinationsbehandlungen von SAHA und
VX-680 in verschiedenen Konzentrationsreihen behandelt. Nach weiteren 24 h
im Inkubator bei 37° C wurden pro Well 5 yl des NucViewTM 488 Caspase-3
Substrates direkt auf die Zellen gegeben, durch leichtes Schwenken der Platten
gemischt und fur 30 min bei RT inkubiert. Um zusatzlich die Zellkerne sichtbar
zu machen, erfolgte die Zugabe des DAPI Reagenz in einer Endkonzentration
von 10 uM. Unter einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 135, Carl Zeiss)
wurden die Zellen im grun fluoreszierenden Bereich Uber eine Kamera
(AxioCam MR, Carl Zeiss) abfotografiert und die Anzahl an fluoreszierenden

Zellen der verschiedenen Versuchsansatze mit der Kontrolle verglichen.
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2.2.7 Durchflusszytometrie

2.2.7.1 Allgemein

Die Durchflusszytometrie wird dazu verwendet, die Eigenschaften von Zellen
und Zellbestandteilen zu untersuchen, wahrend die Zellen hintereinander durch
eine dunne Messkammer flieBen. Fur die meisten Anwendungen der
Durchflusszytometrie ist diese Flusszelle aus Glas, und die zu untersuchenden
Zellen werden beim DurchflieBen von der Seite mit Hilfe eines Laserlichts
angestrahlt. Wenn Zellen den Laserstrahl kreuzen, verursachen sie Streulicht
(engl. Light Scatter). Je grolder eine Zelle ist, und je mehr Strukturen in ihrem
Inneren sind, desto grol3er ist das entstehende Streulicht.

Das Streulicht wird an 2 Stellen gemessen:

a) (fast) in Richtung des ursprunglichen Strahls (Vorwartsstreulicht) und

b) etwa im 90°-Winkel zum ursprunglichen Strahl (Seitwartsstreulicht)

a) Das Vorwartsstreulicht (engl. Forward Light Scatter, Abk. FSC)
Mit dem Vorwartsstreulicht wird vor allem die Grole der Zellen gemessen. Je
groRRer eine Zelle ist, desto mehr wird das Licht des Laserstrahls abgelenkt.

b) Das Seitwartsstreulicht (engl. Side Scatter, Abk. SSC)
Mit dem Seitwartsstreulicht wird die Granularitat der Zellen widergespiegelt.
Finden sich z. B. in einer Zelle viele Lysosomen, hat die Zelle eine grofere

Seitwartsstreuung als eine Zelle mit wenig Lysosomen.

Durch Verwendung von Antikérpern, an die fluoreszierenden Gruppen kovalent
gebunden sind, kdnnen verschiedene Strukturen einer Zelle markiert werden.
Beim Durchqueren des Laserstrahls wird die fluoreszierende Gruppe angeregt

und das Lichtsignal kann im Durchflusszytometer detektiert werden [91].
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52.2.7.2 FACS-Analyse fur Immunfarbung

Die Methode der Durchflusszytometrie wurde unter anderem dazu verwendet,
die Abnahme von phosphorylierten Histon H3-Proteinen unter Behandlung von
VX-680 und SAHA zu untersuchen. Dabei kam ein Anti-Phospho-Histon H3
(Serin 10) Antikorper zum Einsatz, der spezifisch an phosphorylierte Serinreste
von Histon H3-Proteinen bindet. Durch Verwendung eines FITC-
Sekundarantikérpers konnten die Zellen mit phosporylierten Histon H3-
Proteinen, an die der Anti-Phospho-Histon H3 (Serin 10) Ak gebunden hatte, im
FACS-Gerat detektiert werden. Fur die Experimente wurden Kulturen von

HepT1 und HuH6-Zellen auf 12-Well-Platten zu je 1 x 10° Zellen je Well
ausgesat. Die Zellen wurden 24 h inkubiert und anschlieend mit Mono- und
Kombinationsbehandlungen von SAHA und VX-680 in verschiedenen
Konzentrationsreihen behandelt. Nach 24 h wurden der Uberstand der Platten
in Reagenzglaser ubertragen, die Wells mit 0,5 ml PBS gewaschen, der
Uberstand mit der Pipette abgesaugt und auch in das jeweilige Reagenzglas
gegeben. Durch die Zugabe von 0,5 ml Tripsin in die Wells erfolgte nach einer
3-minutigen Inkubation die Ablosung der adharenten Zellen. Diese wurden
anschliefend abgesaugt und in das Reagenzglas gegeben. Die Reagenzglaser
wurden bei 1300 U/min (250 x g) 5 min zentrifugiert und danach der Uberstand
verworfen. Um die Zellen zu fixieren, wurde zu jedem Zellpelett 3,7 %
Formaldehyd (1 ml) gegeben und 10 min bei RT inkubiert. Anschliel3end
wurden die Reagenzglaser bei 1300 U/min (250 x g) 5 min zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Darauffolgend wurden die Zellen mit FACS-Puffer
gewaschen (3 ml/Tube), durchgemischt, zentrifugiert und der Uberstand erneut
verworfen. Zum Blockieren der Zellen wurden dem Zellpelett 100 pl 1 %
Ziegenserum in PBS-Tween zugesetzt und das FACS-Rohrchen auf dem
Vortexer durchgerihrt. Nach einer Stunde wurde 1 pl Anti-Phospho-Histon H3
(Serin 10) Ak hinzugegeben und die Réhrchen Uber Nacht im Kihlschrank
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Rohrchen mit 3 ml FACS-Puffer
gewaschen, erneut zentrifugiert und nach Verwerfen des Uberstandes der
Sekundarantikérper FITC Anti-Kaninchen 1:100 verdinnt in PBS-T
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hinzugegeben. Die Réhrchen wurden fur 30 min bei RT in eine dunkle Kammer
gestellt, danach mit FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Nach Aufnahme des Zellpeletts in 300 pl FACS-Puffer wurde das
Roéhrchen gerittelt und die Messung am FACS-Gerat durchgefuhrt

(Exzitation: 488 nm, Emission: 520 nm).

;2.2.7.3 FACS-Analyse von Stammzellmarkern

Um zu Uberprifen, ob die Uberlebenden Zellen in einer Petrischale nach einer
Langzeitbehandlung Stammzellcharakter haben, wurde eine durchfluss-
zytometrische Untersuchung mit Antikdrpern durchgefuhrt, die sich gegen
Oberflachenmarker einer Subpopulation von mesenchymalen Stammzellen und
neuronalen Progenitorzellen richten. Diese wurden uns freundlicherweise von
der AG Buhring zur Verfigung gestellt (Dr. Blihring Medizinische Klinik Il, UKT,
personliche Angaben).

FUr die Durchfuhrung des Versuches wurden jeweils drei dichtbewachsene
10 cm-Petrischalen der Zelllinien HuH6 und HepT1 mit 10 uM VX-680, 0,2 uM
SAHA und einer Kombination aus 10 yM VX-680 und 0,2 uM SAHA behandelt.
Die Zellen wurden 72 h inkubiert, dann wurde ein Medienwechsel durchgefuhrt
und die Zellen erneut mit den gleichen Konzentrationen inkubiert. Die HuH6-
Zellreihe wurde nach insgesamt 96 h untersucht, die HepT1-Zellreihe nach
144 h. Die Uberlebenden Zellen wurden anschlieRend fotografiert und die
GroRen der Zellen mit denen der unbehandelten Kontrolle verglichen. Danach
wurden die Zellen nach folgendem Protokoll auf ihre Eigenschaften den
Stammzellcharakter betreffend untersucht.

Zuerst wurde das Zellpellet in PBS gewaschen und die toten Zellen durch
Absaugen entfernt. AnschlieBend wurden die adharenten Zellen durch
Trypsinierung von ihrem Untergrund geldst, in 15 ml Falcons pipettiert und bei
1300 U/min (250 x g) fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und in jedes Falcon 3 ml Waschpuffer gegeben. Die Falcons wurden auf dem
Vortexer durchgeruhrt, erneut =zentrifugiert und nach Verwerfen des

Uberstandes wurden die Zellen in 300 yl Waschpuffer aufgenommen und
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durchgerthrt. Die Zellen aus jedem Falcon wurden in 50 ul-Mengen auf funf
FACS-Rohrchen verteilt. Das erste Rohrchen diente jeweils als
Negativkontrolle, d. h. es wurde sowohl bei den behandelten Zellen als auch bei
der Kontrolle kein Antikoper hinzugegeben. In die anderen vier R6hrchen wurde
jeweils 10 yl Antikdrper

(W4A5 Ak, W5D3 Ak, W6B3C2 Ak und HEK-6D6 Ak) hinzugegeben.

Nach Zugabe der Antikorper wurden die Zellen durchgeruhrt und 30 min auf Eis
inkubiert. Unspezifisch gebundene Ak wurden durch Waschen der Zellen in
3 ml Waschpuffer, Zentrifugierung und Verwerfen des Uberstandes entfernt.
Darauffolgend wurden zu jedem Zellpelett 50 yl Sekundarantikérper Anti-Maus
IgG-PE 1:100 verdunnt in Waschpuffer hinzugegeben. Die Proben wurden
30 min im Kuhlschrank inkubiert, danach mit 3 ml Waschpuffer gewaschen,
zentrifugiert und nach Verwerfen des Uberstandes in 200 yl Waschpuffer
aufgenommen. Die Auswertung erfolgte anschlieRend am Durchflusszytometer
(Exzitation: 488 nm, Emission: 564-606 nm).

2.2.8 Immunhistochemische Untersuchung

Immunhistochemische Untersuchungen dienen der Examinierung von Geweben
auf bestimmte Strukturen. In den Versuchen wurde durch Antikdrper Uberpruft,
ob sich in den HB-Gewebeschnitten phosporylierte bzw. acetylierte Histone
nachweisen lassen. Es kamen sowohl aus Patienten gewonnene Kryoschnitte

als auch aus Xenotransplantaten stammende Paraffinschnitte zur Anwendung.

2.2.8.1 Kryoschnitte

Die Kryoschnitte wurden von den Medizinisch-technischen Assistenten (MTA)
der kinderchirurgischen Abteilung aus humanen HB-Proben hergestellt. Dabei
wurden mit Hilfe eines Kryostaten ca. 10 Schnitte pro Tumorprobe mit einer
Schichtdicke von 10-15 um angefertigt. Damit sich das Einbettmedium nicht
verflussigt, wurden die eingebetteten Gewebe bei einer Temperatur von -20° C

geschnitten. Der fertige Schnitt konnte danach auf einen Objekttrager
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aufgenommen, fur 10 min bei RT getrocknet und anschliellend bei -80° C
gelagert werden.

Die Praparate wurden aus dem -80° C Kuhlschrank genommen und fir 15 min
in ein -20° C Fach gelegt, um ein Brechen der Schnitte bei einem abrupten
Temperaturwechsel zu verhindern. Die Schnitte wurden auf der Werkbank
getrocknet, anschlieend in ein Aceton-Methanol-Gemisch (1:1) gegeben und
5 min fixiert. Nachdem die Flussigkeit verflogen war, wurden die Gewebe mit
einem Fettstift umrandet und far 5 min in Waschpuffer (1 x TBS) gewaschen.
AnschlieBend wurden die Deckglaser zur Neutralisierung der endogenen
Peroxidase fur 10 min bei RT in 3 %igem H202 in Methanol inkubiert und
danach 2 x 5 min mit Waschpuffer gewaschen. Zur Blockierung der Gewebe
erfolgte die Zugabe von in PBS-T gelostem 1 %igem Ziegenserum und eine 30-
minutige Inkubation bei RT in einer Feuchtkammer. Die Blockierflussigkeit
wurde entfernt und die Primarantikdrper 1:1000 in Blockierfllissigkeit verdinnt
zu den Geweben gegeben. Verwendet wurden Anti-Acetyl-Histon H3 und Anti-
Phospho-Histon H3 (Serin 10) Ak. Die Schnitte wurden im Kuhlschrank bei 4° C
uber Nacht inkubiert. Die Fllssigkeit wurde am nachsten Tag entfernt und die
Gewebe 3 x mit Waschpuffer gewaschen. Auf jedes Gewebe wurde nun
biotinylierter Anti-Kaninchen Sekundarantikorper gelost in Blockierflussigkeit
(1:100) gegeben und fur 30 min bei RT inkubiert. Gleich nach Zugabe des
Sekundarantikérpers wurde das ABC-Kit (Vector SK-6100) hergestellt und
ebenfalls fir 30 min bei RT inkubiert. Nach dieser Zeitspanne wurden die
Schnitte 3 x mit Waschpuffer gewaschen und anschlieBend 300 yl DAB
Reagenz zu den Geweben gegeben. Sobald sich in den Geweben braune
Punkte gebildet hatten, wurden die Schnitte 10-15 min in dest. H2O gewaschen.
Um die Gewebe in Hamatoxylin-Eosin Farbung darzustellen, wurden sie fir
2 min in Meyer's Hamalaunlésung getrankt und fur 5 min unter flieBendem
Leitungswasser geblaut. Die Schnitte wurden 5 x in Eosin-Losung getaucht und
fir 2 min unter flieRendem Leitungswasser gewaschen. Uber eine aufsteigende
Alkoholreihe (1 x 70 %, 1 x 95 %, 2 x 100 % Ethanol fur je 5 min) und Xylol (1 x
5 min) wurden die Schnitte entwassert und anschlielend mit Depex

eingedeckelt.
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2.2.8.2 Paraffinschnitte

Wie die Kryoschnitte wurden die aus Xenotransplantaten gewonnenen
Paraffinpraparate von den MTAs des kinderchirurgischen Labors hergestellt.
Aus jedem Paraffinblock wurden daftir an einem Mikrotom ca. 10 Schnitte pro
Tumorprobe mit einer Schichtdicke von 4-5 ym angefertigt. Um eine vorteilhafte
Konsistenz fur den Zuschnitt zu erhalten, wurden die Paraffinblocke zuvor Uber
Nacht bei -20° C gelagert. Die hergestellten Praparate wurden mit einem Pinsel
in ein 45°C warmes Wasserbad Uberfihrt und dadurch gestreckt.
Darauffolgend wurden die Schnitte glatt auf einen Objekttrager positioniert und
auf einer 60° C heillen Heizplatte getrocknet. Die Lagerung bis zur
Weiterverarbeitung erfolgte bei RT. Uber Xylol (3 x 5 min) und eine absteigende
Alkoholreihe (2 x 100 %, 2 x 95 % je 5 min) erfolgte die Deparaffinierung der
Gewebe. AnschlieRend wurden die Schnitte fur je 5min in dest. H20
gewaschen. Im Gegensatz zu Kryoschnitten mussten bei Paraffinschnitten die
Antigene demaskiert werden, damit die Antikorper zu den Antigenen gelangen
konnten. Dafur wurden die Gewebeschnitte in einem Dampfkochtopf in 1 x
Citrat-Puffer kurz zum Kochen gebracht, die Kochplatte ausgeschaltet und die
Schnitte nach 10 min aus dem Topf entnommen. Die Gewebe wurden 3 x 5 min
in dest. H2O gewaschen, anschlieRend in 3 % Wasserstoffperoxid fir 10 min
inkubiert und danach erneut 2 x 5 min mit dest. H20O gewaschen. Nachdem die
Schnitte erneut fur 5 min in Waschpuffer gewaschen worden waren, erfolgte die
Blockierung in 1 %igem Ziegenserum, gelost in PBS-T, ab da war das Protokoll
identisch zu dem unter 2.2.8.1 beschriebenem Immunhistochemie-Protokoll fur

Kryoschnitte.

2.2.9 Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunfluoreszenz wurde verwendet, um durch Farbexpression
phosporylierte Histon H3-Proteine auf einem Bild darzustellen. Es wurde von
HepT1- und HuHG-Zelllinien jeweils eine Kulturplatte mit 8 Kammern der Firma

BD Bioscience angelegt und in jede Abteilung eine Zell/Medium-Suspension
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von 150 yl mit ca. 5 x 10*Zellen gegeben. Den Zellen wurde 24 h Zeit
gegeben, um sich abzusetzen, anschlieend wurden in die Wells verschiedene
Konzentrationen von Einzel- und Kombinationsbehandlungen mit VX-680 und
SAHA gegeben. Nach 24 h wurden die Kammern sanft mit PBS gewaschen.
Das PBS wurde aspiriert und die Zellen mit einer Lage von 2-3mm 3 %
Formaldehyd, geldst in PBS, bedeckt. Die Zellen wurden 15 min bei RT fixiert.
Das Formaldehyd wurde anschlieend aspiriert und die Kammern 3 x 5 min mit
PBS-T gewaschen. Zum Blockieren wurde Ziegenserum 1:100 mit PBS-T
vermischt, auf die Zellen in den Kammern gegeben, so dass alle bedeckt
waren, und fur 60 min auf den Zellen gelassen. Anti-Phospho-Histon H3
(Serin  10) Antikorper wurde 1:1000 in Blockierpuffer vermischt, die
Blockierlésung aspiriert und 300 ul in jede Kammer gegeben. Die Zellen wurden
uber Nacht bei 4° C im Kuihischrank inkubiert. Durch Waschen wurden die
Zellen (3 x 5min PBS) von Uberresten des Primarantikdrpers befreit,
anschlieRend wurde der Sekundarantikdrper FITC Anti-Kaninchen in einer
Endverdinnung von 1:100 in Blockierlésung zu den Zellen gegeben. Fir die
Kerndarstellung wurde DAPI in einer Endkonzentration von 10 uM in die
Kammern gegeben. Nach einer 2-stindigen Inkubationszeit im Dunkeln bei RT
wurden die Zellen 3 x 5min mit PBS gewaschen und anschlieRend

mikroskopiert und photographiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Wirkung von Kinase-Inhibitoren auf die Viabilitat von HB-

Zellen

3.1.1 Einfluss von VX-680, Wee1-Inhibitorll und SU11274 auf die
Proliferation von HB-Zellen

In einem ersten Test wurde die Wirkung der Kinase-Inhibitoren VX-680, Wee1-
Inhibitorll und SU11274 auf HB-Zellen in einem Proliferationsassay bewertet.
Kulturen von HepT1 und HuH6-Zellen wurden fir 72 h mit Inhibitoren in
aufsteigenden Konzentrationen (0-100 uM) kultiviert. Anschlie®end erfolgte die

Bestimmung der Zellviabilitat mit Hilfe des EZ4U Zellproliferationsassays.
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Abb. 4: Wirkung der Kinase-Inhibitoren VX-680, Wee1-Inhibitorll (Wee1-l abgekiirzt) und
SU11274 auf die Viabilitat von HB-Zellen. HepT1- und HuH6-Zellen wurden mit
aufsteigenden Konzentrationen der Kinase-Inhibitoren (0 pM bis 100 uM) fir 72 h
behandelt. Die relative Zellviabilitidt wurde im EZ4U Proliferationsassay bezogen auf eine

unbehandelte Kontrolle bestimmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte und Standard-
abweichung von Triplikaten.
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Wie Abb. 4 zeigt, fuhrten die verschiedenen Kinase-Inhibitoren zu einer
unterschiedlichen Beeinflussung der Zellviabilitat. Unter Wirkung des MET-
Kinase-Inhibitors SU11274 konnte bei der HepT1-Zelllinie keine und bei der
HuHG6-Zelllinie nur eine geringe Proliferationshemmung beobachtet werden. Bei
beiden Zelllinien war keine Konzentration unter Behandlung von SU11274
bestimmbar, bei der eine 50 %ige Wachstumsinhibition (ICso0) erreicht wurde.
Bei den Zellen, die mit dem Aurorakinase-Inhibitor VX-680 inkubiert wurden, trat
sowohl bei HuH6 als auch bei HepT1 eine Proliferationshemmung auf.
Wahrend die ICso fir HuH6-Zellen unter Behandlung von VX-680 bei 8,0 +
1,1 uM lag, wurde bei HepT1-Zellen die halbmaximale Wachstumsinhibition erst
bei einer Konzentration von 16,6 £ 1,2 uM VX-680 erreicht. Betrachtet man die
Proliferationskurven der Zellen, die mit dem Wee1-Inhibitorll inkubiert wurden,
so zeigte sich eine 50 %ige Wachstumsinhibition bei HepT1-Zellen erst bei
einer Konzentration von 29,2 + 1,1 uM. Bei HuH6-Zellen lag der ICso Wert flr
den Wee1-Inhibitor Il mit ca. 29 uM in einem ahnlichen Bereich wie bei HepT1-
Zellen, allerdings konnte aufgrund des groRen Konfidenzintervalls der exakte
Wert nicht bestimmt werden. Es war zu verzeichnen, dass bereits geringere
Konzentrationen des Aurorakinase-Inhibitors zu einer Reduktion der Viabilitat
von HepT1-Zellen fuhrten, als es unter Behandlung des Wee1-Inhibitorsll der
Fall war. Zusammengefasst zeigte von den drei verwendeten Substanzen
VX-680 bei beiden Zelllinien die starkste Proliferationshemmung, wobei flr eine
50 %ige Wachstumsinhibition bei HepT1-Zellen ca. die 2-fache Konzentration

verwendet werden musste wie fur HuH6-Zellen.

3.1.2 Einfluss von Wee1-Inhibitorll in Kombination mit CDDP auf die

Proliferation von HB-Zellen

Wee1-Inhibitorll zeigte in der Einzelbehandlung eine deutlich schwachere
Proliferationshemmung als VX-680, jedoch konnte in Studien beobachtet
werden, dass Wee1-Inhibitoren oft in Kombination mit anderen, vor allem die
DNA schadigenden Substanzen zu einer Wirkungsverstarkung beitragen
konnen [42]. Wee1-Inhibitorll wurde mit CDDP kombiniert, da dieses
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Chemotherapeutikum als Standardmedikament in der Behandlung von
Hepatoblastomen eingesetzt wird und auch eine breite Anwendung bei weiteren
PRETEX-Gruppen findet [27, 93]. Die verwendete Konzentration von CDDP

entsprach der ICso, die aus Vorversuchen an der HuH6-Zelllinie ermittelt werden
konnte.
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Abb. 5: Wirkung des Wee1-Inhibitorsll auf die Viabilitdt von HB-Zellen. HuH6- und HepT1-
Zellen wurden mit einer konstanten Konzentration von 2,5 ug/ml CDDP behandelt und mit
aufsteigenden Konzentrationen von Wee1-l (0-100 uM) fiir 72 h inkubiert. Die relative
Zellviabilitit wurde im EZ4U Proliferationsassay bezogen auf eine unbehandelte

Kontrolle bestimmt. Die Daten geben Mittelwerte und Standardabweichung von
Triplikaten wieder.

Bei Betrachtung der Abb. 5 zeigt sich, dass bei der HepT1-Zelllinie die alleinige
Inkubation mit 2,5 yg/ml CDDP zu einer Viabilitdt von ca. 60 % fuhrt, es jedoch
zu keiner gesteigerten Viabilititshemmung in der Kombination mit dem
Wee1-Inhibitorll kommt. HuH6-Zellen reagierten deutlich sensitiver auf CDDP,
sodass bereits durch das Chemotherapeutikum eine mehr als halbmaximale
Wachstumsinhibition erreicht wurde, jedoch trat auch bei dieser Zelllinie keine
synergistische Wirkung zwischen den beiden Substanzen auf. Auffallend war,
dass eine deutliche Viabilitatsreduzierung bei beiden Zelllinien in der
Einzelbehandlung und in der Kombination erst ab einer Konzentration von
mindestens 25 pM Wee1-| einsetzte.
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3.1.3 Einfluss von VX-680 in Kombination mit CDDP auf die Proliferation
von HB-Zellen

Genauso wie der Wee1-Inhibitorll wurde VX-680 mit dem Chemotherapeutikum
CDDP kombiniert und anschlie®end im Proliferationsassay untersucht, ob ein
Kombinationseffekt in der Wirkung der beiden Substanzen besteht.
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Abb. 6: Wirkung von VX-680 und CDDP auf die Viabilitat von HB-Zellen. HuH6- und
HepT1-Zellen wurden mit einer konstanten Konzentration von 2,5 ug/ml CDDP behandelt
und mit aufsteigenden Konzentrationen von VX-680 (0-50 puM) fiir 72 h inkubiert. Die
relative Zellviabilitdt wurde im EZ4U Proliferationsassay bezogen auf eine unbehandelte

Kontrolle bestimmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte und Standardabweichung aus
Triplikaten.

In den in Abb. 6 dargestellten Proliferationsassays konnte beobachtet werden,
dass alle verwendeten Substanzen eine proliferationshemmende Wirkung auf
die Zelllinien HuUH6 und HepT1 hatten, und es wurde flr alle Substanzen bzw.
Kombinationen eine Konzentration erreicht, die zu einer Inhibition der
Zellviabilitat von mehr als 50 % fuhrte. Unter der alleinigen Wirkung von
2,5 ug/ml CDDP wurde bei der HepT1-Zelllinie eine Proliferationshemmung von
ca. 25 % erreicht, bei den HuH6-Zellen kam es bereits bei dieser Konzentration

zu einer Hemmung von 50 %. Bei HepT1-Zellen war der ICso-Wert in der
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Kombination mit CDDP (12,8 £ 1,8 uM) im Vergleich zur Einzelbehandlung mit
VX-680 (16,6 = 1,2 yuM) nur geringfligig niedriger. Die Kurven naherten sich im
weiteren Verlauf bei ansteigenden Konzentrationen des Aurorakinase-Inhibitors
an. Zwar konnte der ICso-Wert der HuH6-Zelllinie in der Kombination nicht
bestimmt werden, da bei einer Konzentration von 2,5 ug/ml CDDP bereits eine
Viabilitdt von weniger als 50 % zu beobachten war, jedoch zeigte sich beim
Vergleich der Kurven miteinander keine Proliferationshemmung, die Uber die
Wirkung der Einzelsubstanzen hinausgeht. Die Wirkung von VX-680 setzte bei
beiden Zelllinien sowohl in der Einzelbehandlung als auch in der Kombination
zwischen 3 uM und 4 uM ein. Eine synergistische Wirkung der beiden

Substanzen konnte nicht nachgewiesen werden.

3.1.4 Einfluss von VX-680 und SAHA auf die Proliferation von HB-Zellen

Da SAHA als Histon-Deacetylase-Inhibitor genauso wie der Aurorakinase-
Inhibitor VX-680 eine Wirkung auf Histon H3-Proteine hat, wurde diese
Kombination auch im Proliferationsassay untersucht. Zur Anwendung kamen
verschiedene Konzentrationen von SAHA (0; 0,1; 0,2; 0,5 uM), die mit einer
aufsteigenden Konzentrationsreihe von VX-680 (0-50 uM) kombiniert wurden.
Wie in den vorangegangenen Versuchen wurde im EZ4U Proliferationsassay

photometrisch der Einfluss auf die Zellviabilitat bestimmt.
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Abb. 7: Wirkung von VX-680 und SAHA auf die Proliferation von HepT1- und HuH6-Zellen.
VX-680 wurde in aufsteigenden Konzentrationen (0-50 uM) in Kombination mit 0; 0,1; 0,2
oder 0,5uM SAHA auf die Zelllinien gegeben und fiir 72 h inkubiert. Die relative
Zellviabilitit wurde im EZ4U Proliferationsassay bezogen auf eine unbehandelte
Kontrolle bestimmt. Die Daten geben Mittelwerte und Standardabweichung von
Triplikaten wieder.

In dem in Abb. 7 dargestellten Versuch konnte in allen vier
Kombinationsvarianten bei den HepT1-Zellen eine Viabilitatsreduktion im
Kurvenverlauf beobachtet werden. SAHA fuhrte ab einer Konzentration von
0,2 uM zu einer leichten Reduktion der Viabilitdt um ca. 15 %. Die Kurven der
verschiedenen Kombinationsbehandlungen verliefen sehr eng und parallel
zueinander, so dass keine relevanten Unterschiede in den Behandlungen
festzustellen waren. Fur die Proben, die ohne SAHA inkubiert wurden, lag der
durchschnittliche 1Cso-Wert von VX-680 bei 16,6 £ 1,2 uM, fur die Behandlung
mit 0,5 yM SAHA konnte eine ICs0o von 15,4 + 1,1 uM bestimmt werden. Es
zeigte sich, dass HuH6-Zellen sensitiver auf die Kombination VX-680 und
SAHA reagierten als HepT1-Zellen. Der dargestellte Kurvenverlauf zeigt
deutliche Unterschiede zwischen den Konzentrationsansatzen auf. Der alleinige
Einfluss von SAHA auf die Viabilitatsreduktion von HuH6-Zellen war jedoch wie
bei den HepT1-Zellen schwach ausgepragt. Unter Einwirkung der maximalen
Konzentration von 0,5 uM SAHA kam es lediglich zu einer Reduktion der
Zellviabilitat von ca. 20%. Die [Cso-Werte der unterschiedlichen
Behandlungsregime lagen fur 0 uM SAHA bei 10 £ 1,2 uM, fir 0,1 uM SAHA
bei 9,3 + 1,0 yM, fiir 0,2 yM SAHA bei 7,1 £ 1,1 yM und fur 0,5 yM SAHA bei
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52+1,1 uM VX-680. Ein statistischer Vergleich der Kurven (F-Test) zeigte
einen signifikanten Unterschied der IC50 bei Behandlungen mit SAHA im
Vergleich zu VX-680 allein (p<0.05). Bei der hochsten eingesetzten
Konzentration von SAHA konnte somit die ICso bei ca. der Halfte der VX-680-
Konzentration im Vergleich zur Behandlung ohne SAHA erreicht werden.
Ebenso wie in den vorangegangenen Versuchen setzte die Wirkung von VX-
680 bei beiden Zelllinien zwischen 3 puyM und 4 yM ein. Im HuH6
Proliferationsassay konnte bei dieser Konzentration ein Abfallen der Kurven bei
allen vier Behandlungen in Abhangigkeit von der Konzentration von SAHA
verzeichnet werden. Die Beobachtung, dass HuH6-Zellen nur eine geringe
Sensibilitat gegenuber SAHA in der Einzelbehandlung aufweisen, und die
Tatsache, dass die Kombinationsbehandlung in Abhangigkeit von der SAHA
Konzentration zu einer gesteigerten Viabilitdtshemmung flhrt, deutet auf eine
synergistische Wirkung der beiden Substanzen hin.

Zusammengefasst zeigten die Versuche, dass SAHA als Einzelbehandlung auf
die Proliferation von HepT1- und HuHG6-Zellen nur einen geringen Einfluss hat.
Wahrend der Histon-Deacetylase Inhibitor bei HepT1-Zellen keinen
wirkungssteigernden Effekt auf den Aurorakinase-Inhibitor zeigte, konnte bei
HuH6-Zellen eine synergistische Wirkung der beiden Substanzen aufgezeigt

werden.

3.2 Morphologische Veranderungen von HB-Zellen unter
Behandlung von VX-680 und SAHA

Um zu untersuchen, ob die Langzeitexposition von VX-680 und SAHA zu
morphologischen Veranderungen von HepT1 und HuH6 fihrt, wurden
Petrischalen der beiden Zelllinien mit diesen Substanzen inkubiert und
anschliefend lichtmikroskopisch untersucht. Aus Vorversuchen wurde die
Erkenntnis gewonnen, dass HB-Zellen unter Behandlung von 10 yM VX-680
(3.1.1) und 0,2 uM SAHA (3.1.4) nicht mehr proliferieren. Daher konnten
Zellkulturen mit einer nahezu 100 %igen Konfluenz mit den genannten

Konzentrationen in Einzel- und Kombinationsbehandlungen der beiden
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Substanzen inkubiert werden. Nach 72h Inkubation erfolgte ein
Mediumwechsel und eine erneute Behandlung, nach weiteren 24 h (HuH6) bzw.
72 h (HepT1) fand die Untersuchung der Zellen statt. Die HuH6-Zelllinie musste
bereits nach insgesamt 96 h untersucht werden, da nach diesem Zeitraum der
Zellrasen bereits sehr licht war und nur noch wenige Zellen lebten. In Abb. 8 ist
die lichtmikroskopische Darstellung beider Zelllinien nach Langzeitinkubation zu
sehen. Da bei Betrachtung der Zellen nach 24 h keine Veranderungen zu
verzeichnen war, jedoch eine Veranderung der Zellkerne beobachtet werden
konnte, wurden diese nach 24 h untersucht und in DAPI Kernfarbung die

Durchmesser bestimmt (Abbildung nicht dargestellt).

Kontrolle SAHA 0,2 uM VX-680 10 yM  VX-680 10 pM+
SAHA 0,2 uM

100um

Abb. 8: Lichtmikroskopische Darstellung von HB-Zellen unter verschiedenen
Behandlungen mit VX-680 und SAHA. Oben: HuH6-Zellen nach 72 h+24h
Inkubationszeit. Unten: HepT1-Zellen nach 72 h + 72 h Inkubationszeit.

Bei lichtmikroskopischer Betrachtung der Kulturen (Abb. 8) lie sich eine
sichtbare Abnahme der Zellpopulation unter allen Behandlungen beobachten.
Der alleinige Einfluss von SAHA flihrte zu einem leichten Rlckgang der

Konfluenz, wogegen unter Monotherapie mit VX-680 und unter
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Kombinationstherapie ein starker Rickgang des Zellrasens aufgezeigt werden
konnte. Unter Einwirkung von 0,2 yM SAHA traten vereinzelt Vakuolen in den
Zellen auf und in der Petrischale wurden mehr tote Zellen im Vergleich zur
Kontrolle festgestellt. Im Zellzusammenhalt und in der Zellform waren jedoch
keine Unterschiede evident. In den Schalen, die mit 10 yM VX-680 und mit der
Kombination inkubiert wurden, nahm die Anzahl an Vakuolen weiter zu, und es
traten auch vermehrt tote Zellen auf. Die Zellen nahmen eine runde Form an
und wuchsen in inselartigen Zellverbanden. Die Wirkung von VX-680 und SAHA
auf die Morphologie von HB-Zellen war fur beide Zelllinien sehr ahnlich und
sowohl lichtmikroskopisch (Abb. 8) als auch in der DAPI Kernfarbung war eine
Grollenzunahme der Zellen und Zellkerne bei beiden Zelllinien zu beobachten.
Es wurden jeweils 10 Zellen und 10 Zellkerne zufallig ausgewahlt und die
Durchmesser bestimmt. Der Mittelwert und die Standardabweichung wurden in

einem Balkendiagramm dargestellt (Abb. 9).
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Abb. 9: GroBenveranderung der Durchmesser (um) von Zellen und Zellkernen der
Zelllinien HepT1 (blau) und HuH6 (rot) unter Behandlung mit VX-680 und SAHA. Die
Auswertung der Zellen erfolgte nach 72 h + 72 h (HepT1) bzw. nach 72 h + 24 h (HuH6),
die der Zellkerne nach 24 h. Die Daten geben die Mittelwerte und Standardabweichung
von 10 Messwerten wieder (Two-way ANOVA, Bonferroni test *p<0,05;
**p <0,01;***p < 0,001 im Vergleich zur Kontrolle).
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In Abb. 9 zeigt sich, dass durch die alleinige Behandlung mit 0,2 uM SAHA kein
GrolRenzuwachs bei der HepT1-Zelllinie auftrat. Bei Betrachtung der Zellen, die
mit VX-680 und der Kombinationsbehandlung inkubiert wurden, war allerdings
eine signifikante GroRenzunahme des Zell- und des Zellkerndurchmessers im
Vergleich zur Kontrolle zu verzeichnen. In der Kombinationstherapie steigerte
sich jedoch der Durchmesser der Zellen nach Langzeitinkubation und der
Durchmesser der Zellkerne nach 24 h, verglichen mit der Monobehandlung mit
VX-680, nur geringfugig (nicht signifikant). Bei HuH6-Zellen war eine
signifikante GréRenzunahme der Zell- und Zellkerndurchmesser bereits bei der
Monobehandlung mit 0,2 uM SAHA festzustellen. Der GréRenzuwachs fiel in
der Behandlung mit VX-680 noch relevanter aus, und auch in der
Kombinationsbehandlung nahm der Durchmesser von Zellen und Zellkernen
signifikant im Vergleich zur Kontrolle und zur Monobehandlung mit VX-680
weiter zu. Bei einer Konzentration von 10 yM VX-680 und 0,2 yM SAHA
steigerte sich der Durchmesser von HepT1-Zellen um das 1,5-fache, der
Durchmesser von HuH6-Zellen nahm unter den gleichen Konzentrationen sogar
um mehr als das 4-fache im Vergleich zur Kontrolle zu.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass VX-680 bei beiden Zelllinien zu
einem signifikanten Groflenzuwachs der Zellen und Zellkerne fuhrte. Unter
Behandlung des Histon-Deacetylase-Inhibitors SAHA kam es sowohl in der
Einzelbehandlung im Vergleich zur Kontrolle als auch in der
Kombinationsbehandlung im Vergleich zur Inkubation mit VX-680 nur bei der

HuHG6-Zelllinie zu einer signifikanten GrolRenzunahme der Zellen und Zellkerne.

3.3 Apoptoseinduktion von VX-680 und SAHA in HB-Zellen

Der beobachtete Zelltod in der Zellkultur nach Inkubation mit VX-680 kann
entweder durch den programmierten Zelltod (Apoptose), Nekrose oder
Autophagie entstehen. Um zu uberprufen, ob es durch VX-680 zur Induktion der
Apoptose in HB-Zellen kommt, wurde unter Verwendung von NucView 488 die
aktive Caspase-3 als Surrogat fur die Apoptose dargestellt. Um zusatzlich einen

eventuellen proapoptotischen Effekt von SAHA zu untersuchen, wurden beide
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Substanzen in Einzel- und Kombinationsbehandlungen fir 24 h mit HuH6- und
HepT1-Zellen inkubiert. Aufgrund der unterschiedlichen ICso-Werte flir HuH6-
und HepT1-Zellen kamen verschiedene Konzentrationen von VX-680 zum
Einsatz.

Das nicht fluoreszierende Substrat von Caspase 3 (NucView 488) wird in
apoptotischen Zellen durch die Aktivierung von Caspasen in ein
fluoreszierendes Produkt umgesetzt. Durch die grine Fluoreszenz lie3en sich

indirekt die apoptotische Zellen darstellen.

Kontrolle VX-680 6 uM VX-680 12,5 pM

SAHA 0,2 pM VX-680 6 uM+ VX-680 12,5 uM+
SAHA 0,2 uM SAHA 0,2 pM

Abb. 10: Induktion der Apoptose in HuH6-Zellen nach Behandlung mit VX-680 und SAHA.

Die Zellen wurden mit Inhibitoren 24 h inkubiert, mit dem Caspase 3-Substrat

NucView488 gefarbt und durch Fluoreszenzmikroskopie ausgewertet. Griin leuchtende

Zellen befinden sich in der Apoptose.
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Kontrolle VX-680 12,5 uM VX-680 25 uM

SAHA 0,2 pM VX-680 12,5 pM+ VX-680 25 uM+
SAHA 0,2 uM SAHA 0,2 pM

Abb. 11: Induktion der Apoptose in HepT1-Zellen nach Behandlung mit VX-680 und
SAHA. Die Zellen wurden mit Inhibitoren 24 h inkubiert, mit dem Caspase 3-Substrat

NucView488 gefarbt und durch Fluoreszenzmikroskopie ausgewertet. Griin leuchtende

Zellen befinden sich in der Apoptose.

Bei Betrachtung der Abb. 10 und 11 fallt auf, dass im Vergleich zu den
Kontrollproben von HepT1 und HuH6, bei denen nur ein schwaches
Fluoreszenzsignal zu verzeichnen ist, die Anzahl an apoptotischen Zellen in
allen anderen Versuchsansatzen zunimmt. Die verwendete Konzentration von
SAHA fiuhrte bei beiden Zelllinien nur zu einer schwachen Induktion der
Apoptose, und auch die proapoptotische Wirkung von VX-680 an HepT1-Zellen,
die mit einer Konzentration von 12,5 uM inkubiert wurden, wies nur eine geringe
Differenz zu den Proben auf, die einer Behandlung mit 0,2 yM SAHA
ausgesetzt waren. Mit einer Erhohung der Konzentration auf 25 yM steigerte
sich die Anzahl an apoptotischen Zellen jedoch um deutlich mehr als das
Doppelte. HuH6-Zellen reagierten merklich sensitiver auf VX-680 und es konnte
bereits bei 6 yM eine starke Apoptoseinduktion konstatiert werden. Bei einer
Konzentrationserhohung auf 12 uM steigerte sich die Anzahl apoptotischer
Zellen, eine Verdopplung im Vergleich zu den Proben, die mit 6 uM inkubiert

wurden, war jedoch nicht evident. In den Kombinationsbehandlungen mit

53



Ergebnisse

SAHA, die mit jeweils zwei verschiedenen Konzentrationen von VX-680
inkubiert wurden, zeigte sich bei beiden Zelllinien im Vergleich zu den
Einzelbehandlungen mit VX-680 keine Steigerung der Apoptoseinduktion.
Zusammenfassend konnte sowohl fur SAHA als auch VX-680 eine Induktion
der Apoptose beobachtet werden, wobei VX-680 eine starkere proapoptotische
Induktion als SAHA aufwies. Im Vergleich der Kulturen zueinander zeigte sich,
dass HuHG-Zellen deutlich sensitiver auf den Aurorakinase-Inhibitor reagierten
als HepT1-Zellen. Eine gesteigerte Apoptoseinduktion in den Kombinations-
behandlungen verglichen mit den Einzelbehandlungen von VX-680 konnte flr

keine Zellkultur evaluiert werden.

3.4 Einfluss von VX-680 und SAHA auf die Phosphorylierung

und Acetylierung von Histon H3-Proteinen in HB-Zellen

3.4.1 Veranderung der Phosphorylierung in der Immunfluoreszenz-

darstellung

Um den Einfluss von VX-680 und SAHA auf die Phosphorylierung von Histon
H3-Proteinen in HB-Zellen zu untersuchen, wurden HuH6- und HepT1-Zellen
jeweils mit 0,2 uyM SAHA, 10 uM VX-680 und einer Kombination aus 0,2 yM
SAHA und 10 uM VX-680 behandelt. Zur Anwendung kam ein Anti-Phospho-
Histon H3 (Serin 10) Ak, der spezifisch an phosphoryliertem Serin an der
Position 10 von Histon H3 bindet. Die Versuchsansatze wurden nach der
Behandlung fur 24 h inkubiert und anschlieBend unter einem

Fluoreszenzmikroskop untersucht.
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Kontrolle SAHA 0,2 uM VX-680 10 uM VX-680 10 uM+
SAHA 0,2 uM
100um
100um,

Abb. 12: Phosphorylierung von Histon H3 in HB-Zellen: HepT1 (obere Reihe) und HuH6-
Zellen (untere Reihe) wurden mit Inhibitoren fiir 24 h inkubiert. Immunfluoreszenz-
analysen mit Anti-Phospho-Histon H3 (Serin10) und FITC Anti-Maus IgG zeigen wenige
griine Zellen mit phosphorylierten Histon-Proteinen. Unter Einfluss von VX-680 nimmt die

Anzahl der Zellen mit phosporylierten Serinresten an Histon H3 stark ab.

Bei beiden Zelllinien war das Fluoreszenzsignal in der Kontrolle (Abb.12) nicht
sehr stark ausgepragt, jedoch waren deutlich grin fluoreszierende Zellen in
beiden Kontrollproben zu erkennen. Wahrend in den Proben, die mit 0,2 yM
SAHA inkubiert wurden, bei beiden Zelllinien kein merklicher Ruckgang der
Fluoreszenz zu verzeichnen war, zeigte sich eine deutliche Abnahme der
Histon H3-Phosphorylierung in den Versuchsansatzen, die mit VX-680
behandelt wurden. Bei HepT1-Zellen waren nach 24 h Behandlung mit 10 uM
VX-680 und in der Kombination mit 0,2 uM SAHA nur noch sehr wenige
fluoreszierende Zellen zu sehen. Auf HuH6-Zellen wirkte VX-680 so stark, dass
sowohl in der Monobehandlung als auch in der Kombination keine
fluoreszierenden Zellen mehr beobachtet werden konnten. Bei beiden Zelllinien
war somit eine Reduzierung von phosphoryliertem Histon H3 unter Behandlung

von VX-680 bei einer Konzentration von 10 uM nachweisbar. Der Histon-
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Deacetylase-Inhibitor SAHA zeigte hingegen keinen Einfluss auf die

Phosphorylierung von Histon H3 an Serin 10.

3.4.2 Veranderung der Phosphorylierung in der FACS-Analyse

Wie in Versuch 3.4.1 wurden beide Zelllinien mit den gleichen Wirkstoffen und
Konzentrationen fur 24 h behandelt. Nach der Inkubationszeit wurde der Anti-
Phospho-Histon H3 (Serin 10) Antikdrper in die Proben gegeben und
anschlie3end in einer FACS-Analyse der prozentuale Anteil von phosporylierten

Serinresten an Histon H3-Proteinen in den einzelnen Proben bestimmt.

Kontrolle SAHA 0,2uM
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Abb. 13: Histonphosphorylierung in HuH6-Zellen. Die durchflusszytometrische Analyse

mit Anti-Phospho-Histon H3 (Serin 10) wurde in HuH6-Zellen nach 24 h Inkubation mit

VX-680 und SAHA durchgefiihrt. Das Fenster gibt den prozentualen Anteil der HB-Zellen

mit phosporylierten Serinresten an Histon H3 an.
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Auch in der FACS-Analyse (Abb. 13) war ersichtlich, dass mit VX-680 inkubierte
HuHG6-Zellkulturen eine geringere Phosphorylierung von Serinresten an Histon
H3 aufweisen. Der Anteil an positiven Zellen sank von 6,5 % in der Kontrolle auf
1,8 % in der Einzelbehandlung mit 10 yM VX-680. In den Versuchsansatzen mit
SAHA steigerte sich die Menge an positiven Zellen auf 7,2 % und auch in der
Kombinationsbehandlung waren mit 4,6 % deutlich mehr Phospho-Histon H3
(Serin 10)-positive Zellen vorhanden als unter der Einzelbehandlung mit 10 uM
VX-680 (1,8 %). Bei HepT1-Zellen konnte zwar unter allen Inkubationsansatzen
eine Abnahme konstatiert werden, jedoch wurden in der Kontrolle lediglich
2,8 % Zellen detektiert, die phosphoryliertes Serin an Position 10 von Histon H3
aufwiesen. Somit kann dieser Versuch keine starke Aussagekraft Gber den
Einfluss von SAHA und VX-680 auf HepT1-Zellen liefern (Daten nicht
dargestellt). Es war auffallig, dass entgegen der Ergebnisse in Abschnitt 3.4.1
HuH6-Zellen in der FACS-Analyse mehr Histon H3 (Serin 10)-positive Zellen

aufwiesen als HepT1-Zellen.

3.4.3 Veranderung von Phosphorylierung und Acetylierung von Histon

H3-Proteinen im Western Blot.

HepT1- und HuH6-Zellen wurden wie in Versuch 3.4.1 und 3.4.2 mit den
gleichen Wirkstoffen und Konzentrationen flr 24 h inkubiert. Anschliel’end
wurden durch Zelllyse und Western Blot untersucht, ob sich die in den Zellen
befindlichen Histon H3-Proteine in ihrem Phosphorylierungs- bzw.

Acetylierungsgrad im Vergleich zur Kontrolle verandert hatten.
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13.4.3.1 Wirkung von VX-680 und SAHA auf die Phosphorylierung von

Histon H3-Proteinen

Kontrolle VX-680 SAHA VX-680+
10 uM 0,2uM SAHA

——
— Histon H3 (Serin 10)
HuH6 L. 4
E,i Histon H3
- |
- Histon H3 (Serin 10)
HenT1

r.- . ‘ Histon H3

Abb.14: Phosphorylierung von Histon H3 an Serin 10 nach Exposition von HB-Zellen zu
VX-680 und SAHA. HuH6- und HepT1-Zellen wurden mitttels Western Blot nach 24 h
Inkubation mit 10 yM VX-680 und 0,2 uyM SAHA untersucht. Die Beladung der Gele wurde
mit dem Anti-Histon-H3 Ak auf parallel laufenden Ansétzen lberpriift. Alle dargestellten
Banden erschienen bei ca. 15 Kilodalton. Die H3-Phosphorylierung an Serin 10 nimmt in
den Proben mit VX-680 Behandlung ab (2 min Belichtung).

Bei Betrachtung der Western Blot-Analyse (Abb. 14) mit Anti-Phospho-Histon
H3 (Serin 10) Antikdper zeigten sich Banden bei ca. 15 Kilodalton (kDa). Da
Histon-Proteine sich bei ca. 15 kDa befinden, konnte davon ausgegangen
werden, dass der Antikorper an diese bindet. Da keine weiteren Banden auf
den Gelen ersichtlich waren, wurde aullerdem eine spezifische Bindung des
Antikorpers an Histon H3-Proteine angenommen. Bei der HuH6-Zelllinie traten
starke Banden bei 15 kDa in der Kontrolle und bei der Behandlung mit SAHA
auf. Durch die Expositon mit 10uM VX-680 wund in der
Kombinationsbehandlung mit 0,2 yM SAHA waren keine Banden mehr
ersichtlich, was auf eine komplette Dephosphorylierung an Serin 10 hindeutet.

Bei den HepT1-Zellen war der gleiche Effekt zu beobachtet, jedoch erschienen
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die Banden in der Kontrollbehandlung und in der Behandlung mit SAHA deutlich

schwacher als bei HuUH6.

13.4.3.2 Wirkung von VX-680 und SAHA auf die Acetylierung von Histon H3-

Proteinen

Um die Veranderung der Acetylierung von Histon-Proteinen unter dem Einfluss
von SAHA zu untersuchen, wurden vier verschiedene an Lysinreste von Histon
H3 bindende Antikoérper verwendet: Anti-Acetyl-Histone H3 (Lysin 9), Anti-
Acetyl-Histon H3 (Lysin 18), Anti-Acetyl-Histon H3 (Lysin 23) und ein genereller
Anti-Acetyl-Histon H3-Antikorper. Beide Zelllinien wurden entweder mit 0,2 yM
SAHA, 10 uM VX-680 oder einer Kombination aus beiden Substanzen flr 24 h
inkubiert. Von den vier an Acetyl-Histon bindenden Antikdrpern war nur das
Signal von Anti-Acetyl-Histon H3 (Lysin 18) und des generellen Anti-Acetyl-
Histon H3 Antikorpers stark genug, jedoch lieRen sich im Western Blot-
Verfahren keine Unterschiede in der Intensitdt und GroRe der Banden in
Abhangigkeit von der Behandlung feststellen (Daten nicht dargestellt). Um die
alleinige Wirkung von SAHA besser zu untersuchen, wurden beide Zelllinien
zusatzlich mit einer aufsteigenden Konzentrationsreihe von SAHA (0; 0,4; 0,8;
1,2; 1,6; 2 uM) fur 24 h inkubiert und unter Verwendung des Anti-Acetyl-Histon
H3 Ak auf die Acetylierung an Histon H3 untersucht.
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Abb. 15: Acetylierung von Histon H3 in HB-Zellen. Western Blot-Analyse von HuH6- und

HepT1-Zellen mit Anti-Acetyl-Histon H3 Ak nach 24 h Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen von SAHA. Bei HepT1-Zellen kommt es durch steigende
Konzentrationen von SAHA zur Zunahme der Acetylierung an Histon H3. Die Exposition

des Films zu Chemolumineszenz dauerte 2 min.

In Abb. 15 konnten fiur alle verschiedenen Behandlungen starke Banden bei 15
kDa registriert werden. Bei der HuH6-Zelllinie war bereits eine sehr starke
Acetylierung in der Kontrollbehandlung vorhanden, die sich unter Einfluss von
SAHA nicht maligeblich anderte. HepT1-Zellen zeigten hingegen in den
Kontrollproben einen deutlich geringeren Acetylierungsgrad und es konnte
konzentrationsabhangig von SAHA ab einer Konzentration von 0,4 uM eine
Zunahme von acetyliertem Histon H3 konstatiert werden.

Zusammenfassend wurde mit Immunfluoreszenz, FACS-Analyse und der
Western Blot-Methode aufgezeigt, dass VX-680 einen hemmenden Einfluss auf
die Phosphorylierung von Histon H3 hat. Eine gesteigerte Dephosphorylierung
konnte hingegen weder unter der Monobehandlung mit SAHA noch unter der
Kombinationsbehandlung mit VX-680 beobachtet werden. Es zeigte sich sowohl
in der FACS-Analyse als auch bei der Western Blot-Methode, dass HepT1-
Zellen in den Kontrollansatzen deutlich weniger phosporylierte Histon H3-
Proteine aufweisen als HuH6-Zellen. Hinsichtlich der Acetylierung an Histon H3
stellten sich in den Kontrollproben der HuH6-Zellen starkere Banden als in den
Kontrollproben der HepT1-Zellen dar. Konzentrationsabhangig von SAHA war

eine Zunahme der Acetylierung nur bei HepT1-Zellen evident.
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3.5 Histonmodifikation in HB-Gewebe

Um zu dberprifen, ob eine Phosphorylierung bzw. Acetylierung an Histon H3-
Proteinen in HB-Geweben vorhanden ist, wurden HB-Gewebeschnitte
immunhistochemisch mit Anti-Phospho-Histon H3 (Serin 10)- bzw. mit Anti-
Acetyl-Histon H3-Antikérpern untersucht. Die Farbung erfolgte sowohl an
Paraffinschnitten aus asservierten Xenotransplantaten (Kontrollgruppe des
Tierversuchs K5/10) der Zelllinien HuH6 und HepT1, als auch an HB-

Gefrierschnitten, die aus Patientengeweben gewonnen wurden.

Negativkontrolle Histon H3

Abb. 16: Histonmodifikation bei HuH6-Geweben. Paraffinschnitte von Xenotransplantaten

generiert aus HuH6-Zellen wurden immunhistochemisch untersucht. Histon H3,
Phospho-Histon H3 (Serin 10) und Acetyl-Histon H3-positive Zellen erscheinen braun. Die

Pfeile in den unteren beiden Bildern deuten auf braun gefarbte Zellen.
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Phospho-Histon H3 (Serin10) Acetyl-Histon H3
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Abb. 17: Histonmodifikation bei HepT1-Geweben. Paraffinschnitte von Xeno-
transplantaten generiert aus HepT1-Zellen wurden immunhistochemisch untersucht.
Phospho-Histon H3 (Serin 10)- und Acetyl-Histon H3-positive Zellen erscheinen braun.

Die Pfeile deuten auf braun gefarbte Zellen.

In der Kontrolle, die unter Abwesenheit des Primarantikdrpers durchgefuhrt
wurde, kam es zu keiner Farbreaktion, so dass Lila angefarbte Zellen als
negativ anzusehen waren. In der Positivkontrolle konnte unter Verwendung des
Anti-Histon H3 Ak. ein Farbumschlag in nahezu jeder Zelle hin zu einem
braunen Farbton beobachtet werden (Negativ- und Positiv-Kontrolle fur HepT1
nicht dargestellt). In der immunhistochemischen Untersuchung zeigten sich
sowohl bei HuH6- als auch bei HepT1-Gewebeschnitten vereinzelt Phospho-
Histon H3 (Serin 10)-positive Zellen. Bei beiden Zelllinien war zudem eine
grolde Anzahl an Acetyl-Histon H3-positiven Zellen evident. Wahrend bei dem
HuH6-Gewebe kein Unterschied zwischen der Positivkontrolle und der Farbung
mit Anti-Acetyl-Histon H3 zu sehen war, konnten bei dem HepT1-Gewebe noch
vereinzelt negative Zellen ausgemacht werden.

Bei Betrachtung der zwei Gewebetypen liellen sich keine deutlichen
Unterschiede in der Menge der Phosphorylierung zwischen HuH6- und HepT1-
Geweben feststellen, jedoch zeigte sich, dass das HuH6-Gewebe eine noch
starkere Acetylierung als das HepT1-Gewebe aufwies.
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Histon H3
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Abb. 18: Histonmodifikation bei Hepatoblastomgewebe (gemischter Typ). Gefrierschnitte
von humanen primaren Hepatoblastomen wurden immunhistochemisch untersucht.
Histon H3,- Phospho-Histon H3 (Serin 10)- und Acetyl-Histon H3-positive Zellen
erscheinen braun. Die Pfeile in den unteren beiden Bildern deuten auf braun gefarbte
Zellen.

In den in Abb. 18 dargestellten HB-Geweben vom gemischten Typ waren in der
Negativkontrolle keine braun gefarbten Zellen zu sehen, in der Positivkontrolle
unter Verwendung des Anti-Histon-H3 Ak konnte hingegen eine deutliche
Braunfarbung aller Zellen beobachtet werden. Es konnte bei einigen Zellen eine
Phosphorylierung und bei deutlich mehr Zellen eine Acetylierung von Histon
H3-Proteinen konstatiert werden.

Zusammenfassend lieRen sich sowohl in Kryo-Praparaten als auch in

Paraffinschnitten phosporylierte Serinreste an Histon H3 nachweisen. Die
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Phosphorylierung  von  Histon  H3-Proteinen  schien jedoch  bei
Patientengeweben starker als bei den Mauspraparaten ausgepragt zu sein.
Eine sehr starke Acetylierung an Histon H3 zeigte sich bei allen untersuchten
Praparaten, wobei die Anzahl an Histon-Acetyl H3-positiven Zellen bei den aus

Mausen gewonnenen HuH6-Geweben am starksten war.

3.6 Veranderung der Expression von Tumorstammzell-
markern unter Behandlung mit VX-680 und SAHA

Es wurde ermittelt, ob sich die Expression von vermuteten
Tumorstammzellmarkern in HB-Zellkulturen unter Behandlung mit VX-680 und
SAHA verandert. Zur Durchfuhrung dieser Versuche wurden die Antikorper
W4A5, W6B3C1, W5D3 und HEK-6D6 verwendet und durchflusszytometrisch
untersucht. Diese Antikérper reagieren mit Oberflachenmarkern einer
Subpopulation von mesenchymalen Stammzellen und neuronalen
Progenitorzellen. Sie wurden von der AG Buhring freundlicherweise zur
Verfligung gestellt (Dr. Buhring Medizinische Kilinik I, UKT, personliche
Angaben).

In Vorversuchen wurde ermittelt, dass bei Konzentrationen von 10uM VX-680
(3.1.1) und 0,2uM SAHA (3.1.4) keine Zellproliferation bei HepT1- und HuH6-
Zellen mehr stattfindet. Daher konnten Petrischalen mit nahezu 100 %
konfluentem Zellrasen mit 0,2 uM SAHA, 10 uM VX-680 und der Kombination
behandelt werden.

Nach 72 h wurde ein Mediumwechsel durchgefluhrt, die Zellen erneut behandelt
und anschlieRend inkubiert, nach weiteren 24 h (HuH6) bzw. 72 h (HepT1)
erfolgte die Markierung mit Antikdrpern und die anschlieRende FACS-Analyse.
Durch die Langzeitbehandlung waren nur noch wenige Zellen am Leben. An
diesen Zellen wurde untersucht, ob sie sich im Expressionsverhalten von
stammzelltypischen  Oberflachenmarkern im  Vergleich zur Kontrolle
unterscheiden wirden. Fur HEK-6D6 und W4AS5 konnte in der FACS-Analyse
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eine Subpopulation und eine spezifische Bindung beobachtet werden, nicht
hingegen fur W6B3C1 und W5D3.
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Abb. 19: Durchflusszytometrische Analyse mit HEK-6D6 und W4A5 bei HuUH6- und HepT1-
Zellen. (A) Im Histogramm ist beispielhaft die Bindung von HEK-6D6- und HuH6-Zellen
dargestellt. Im Vergleich zur Negativkontrolle (schwarze Kurve) bindet HEK-6D6 an einer
Subpopulation in der HuH6-Kultur (M2). Die Zugabe von SAHA und VX-680 bei HepT1-
Zellen fur 72 h + 72 h und bei HuH6-Zellen fiir 72 h + 24 h dndert den Anteil HEK-6D6- (B)
und W4A5- (C) positiver Zellen in der Kultur. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichung von drei Versuchen (***Two-way ANOVA, Bonferroni test p < 0.001

im Vergleich zur Kontrolle).
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Bei HuH6-Zellen kam es bei allen Inkubationsansatzen zu einer prozentualen
Zunahme der Zellen, die positiv auf die Antikérper HEK-6D6 und WA4A5
reagierten. Die Anzahl der HuH6-Zellen, die eine positive Reaktion auf den
HEK-6D6 Antikorper zeigten, steigerte sich, wie im Balkendiagramm in Abb. 19
zu sehen, von ca. 10 % in der Kontrolle auf ca. 20 % in den Ansatzen, die mit
0,2 uM SAHA inkubiert wurden. In den Kulturen, die mit 10 yM VX-680
behandelt wurden, reagierten ca. 48 % der Zellen positiv auf HEK-6D6, bei den
Zellen, die der Kombinationsbehandlung ausgesetzt waren, betrug der Anteil
ca. 35 %. Aufgrund der grol’en Standardabweichung der Ergebnisse konnte
jedoch keine Signifikanz ermittelt werden. Bei Betrachtung der Versuchs-
ansatze, die mit dem W4A5-Antikorper gefarbt wurden, war ein Anstieg von ca.
10 % W4A5-positiven Zellen in der Kontrolle auf ca. 18 % durch die Inkubation
mit 0,2 uM SAHA zu verzeichnen. Die Behandlung mit 10 uM VX-680 flhrte zu
einem signifikanten Anstieg von W4A5-positiven Zellen auf ca. 50 %, in der
Kombination mit 0,2 yM SAHA steigerte sich der Wert auf ca. 60 %. Bei der
HepT1-Zelllinie war der Anteil der Kontrollzellen, die positiv auf die Antikdrper
HEK-6D6 und W4A5 reagierten, mit jeweils 15 % groRer als bei HuH6-Zellen,
jedoch konnte keine signifikante Veranderung in der Quantitat der HEK-6D6-
und WA4A5-positiven Zellen unter verschiedenen Behandlungen festgestellt
werden.

Aus diesen Versuchen lie3 sich nicht deuten, ob die Zunahme von HuH6-Zellen
mit stammzelltypischen Oberflachenmarkern unter Einfluss der Substanzen
durch eine gesteigerte Expression oder durch eine Elimination der negativen

Zellen hervorgerufen wurde.

3.7 Wirkung von VX-680 und SAHA auf Spharoide

Um die Wirkung von VX-680 und SAHA auf ,Multidrug® resistente Zellen zu
testen, wurden HB-Zellen auf sog. ,low-binding“ Platten ausgesat. Durch die
spezielle Beschichtung der 96-Well-Platten ordneten sich die Zellen in 3-
dimensionalen Strukturen, in sogenannten Spharoiden, an. Beide Zelllinien

wurden mit einer Einzelbehandlung VX-680 (0 uM bis 100 uM) und in einer
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Kombinationsbehandlung mit SAHA (0,5 uM) fir 72h inkubiert und
anschlieRend mit EZ4U Proliferationsassays ausgewertet. Der Ansatz wurde

parallel mit adharent wachsenden Zellen durchgefuhrt und verglichen.
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Abb. 20: Wirkung von VX-680 und SAHA auf die Viabilitit von HB-Zellen in
2D- (durchgezogene Linien) und 3D- (gestrichelte Linien) Kulturen. VX-680 wurde in
aufsteigenden Konzentrationen (0 bis 100 yM) in Kombination mit 0 oder 0,5 yM SAHA zu
HepT1- und HuH6-Zellen gegeben. Die relative Zellviabilitat wurde nach 72 h im EZ4U
Proliferationsassay bezogen auf eine unbehandelte Kontrolle bestimmt. Die Daten
reprasentieren Mittelwerte und Standardabweichung aus Triplikaten.

Es zeigte sich in der in Abb. 20 dargestellten Graphen, dass VX-680 und SAHA
nur zu einer schwachen Proliferationshemmung bei Spharoiden fuhren. Eine
Hemmung der Viabilitat konnte fir HuH6- und HepT1-Zellen in der Kombination

mit 0,5 uM SAHA ab einer Konzentration von ca. 8 yM VX-680 beobachtet
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werden. Wahrend der proliferationshemmende Effekt der Einzelbehandlung bei
HuH6-Zellen etwas spater bei ca. 13 uM VX-680 einsetzte, waren die
Kurvenverlaufe der Spharoidassays fur HepT1-Zellen in der Behandlung mit
VX-680 und in der Kombination mit SAHA beinahe identisch. In den
Proliferationsassays der 3D-Kulturen zeigte die alleinige Wirkung von 0,5 uM
SAHA keinen proliferationshemmenden Effekt. In der Kombination mit VX-680
trat allerdings bei HuH6-Zellen in den Versuchen mit Spharoidkulturen ab ca.
16uM der gleiche synergistische Effekt auf, der bereits bei adharenten HuHG-
Zellen beobachtet wurde. Die Bestimmung einer halbmaximalen Proliferations-
hemmung war bei Spharoidkulturen fir beide Zelllinien nicht méglich. Bei der in
den Versuchen verwendeten Maximalkonzentration von 100 uM VX-680 waren
mehr als 50 % vitale Zellen in den Spharoidkulturen beider Zelllinien zu finden.
Eine kunstlich hergestellte ,Multidrug“-Resistenz konnte somit mit den

eingesetzten Substanzen und Konzentrationen nicht umgangen werden.
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4 Diskussion

4.1 Inhibition von Wee1- und MET-Kinasen in HB-Zellen

Ein alternativer Therapieansatz zu herkdmmlichen Chemotherapeutika ist die
sog. ,Zielgerichtete molekulare Krebstherapie®. Darunter versteht man kleine
Molekule, die zielgerichtet in die Signaltransduktion von Tumorzellen eingreifen.
Dazu zahlen die Kinase-Inhibitoren Wee1-Inhibitorll, SU11274 und der im
nachsten Abschnitt besprochene Aurorakinase-Inhibitor VX-680. In den
Proliferationsassays zeigte sich, dass der MET Kinase-Inhibitor SU11274 in
physiologisch  erreichbaren  Konzentrationen  praktisch zu  keiner
Viabilitatsreduktion bei HB-Zellen flhrte. Diese Beobachtung war insofern
uberraschend, als Daten, die im Rahmen einer Expressionsanalyse von
Hepatoblastomen und normalen  Hepatozyten  gewonnen  wurden
(www.ebi.ac.uk/arrayexpress Zugangsnummer E-MEXP-1851), darlegen, dass
es bei Hepatoblastomen zu einer Deregulation von MET kommt. Die Daten
zeigten jedoch auch eine breite Varianz der MET-Expression auf, so dass von
25 Proben 12 eine starkere und 13 eine schwachere MET-Expression als
normales Lebergewebe aufwiesen. In einer weiteren Studie zeigte die
Untersuchung von 13 HB-Proben, die vor einer Chemotherapie entnommen
wurden, eine MET-Uberexpression. Die beobachtete Reduzierung von MET
nach einer chemotherapeutischen Behandlung wurde so gedeutet, dass MET
eine wichtige Rolle in der Pathogenese dieses Tumors spielt [54]. Der in der
Literatur beschriebene antiapoptotische Effekt von HGF (engl. Hepatocyte
growth factor) bei mit Chemotherapeutika behandelten Hepatoblastomen lasst
darauf schlieen, dass es bei einer Hemmung von MET, dem Zielrezeptor von
HGF und einer gleichzeitigen Behandlung mit Cisplatin zu einer gesteigerten
Apoptoseinduktion kommen sollte [53]. Da SU11274 keinerlei Wirkung in der
Einzelbehandlung zeigte, wurde diese Kombination nicht evaluiert. Die in der
Genexpressionsanalyse ermittelte breite Varianz der MET-Expression bei
Hepatoblastomen konnte ein Hinweis darauf sein, dass die Deregulation von

MET keine SchlUsselrolle in der Pathogenese des Hepatoblastoms spielt,
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obwohl eine Proliferationsinduktion durch HGF in den HB-Zelllinien HepT1 und
HuH6 nachgewiesen werden konnte [94].

Im Gegensatz zu SU11274 fuhrt der Wee1-Inhibitorll konzentrationsabhangig
zu einer Proliferationshemmung von HepT1- und HuH6-Zellen. Dass mit ca.
29 uM fur eine halbmaximale Proliferationshemmung bei beiden Zelllinien eine
recht hohe Konzentration angesetzt werden musste, war zunachst nicht sehr
verwunderlich, da in den meisten Studien Wee1-Inhibitoren eine starke
zytotoxische Wirkung erst in Kombination mit DNA-schadigenden Substanzen,
z. B. Chemotherapeutika, entfalten konnten [95, 96]. Der Wee1-Inhibitorll zeigte
jedoch in der Kombination mit CDDP keine verstarkte proliferationshemmende
Wirkung. In einer Studie wird geschildert, dass vor allem bei Tumoren mit einer
p53 Defizienz durch Hemmung der Wee1-Kinase eine verstarkte
Sensibilisierung gegenuber Chemotherapeutika auftritt [96]. In der Literatur sind
fur sporadisch auftretende Hepatoblastome zehn verschiedene Mutationen an
p53 beschrieben worden, die allerdings nur bei 24 % aller untersuchten
Tumoren auftraten [97]. In einer weiteren Studie konnten hingegen in 15 HB-
Proben und in funf unterschiedlichen Zelllinien, darunter HepT1 und HuHB6,
keine Uberexpression und keine Mutationen von p53 nachgewiesen werden
[98]. Die Datenlage deutet darauf hin, dass p53 fur die Genese des
Hepatoblastoms  keine  Schlusselrolle  einnimmt. Die  mangelnde
Wirkungsverstarkung mit CDDP ist somit mit der multifaktoriellen Genese des
HBs in Einklang zu bringen, in der p53 Mutationen wahrscheinlich nur eine

untergeordnete Rolle spielen.

4.2 Inhibition von Aurorakinasen in HB-Zellen

Die Behandlung der HB-Zelllinien HepT1 und HuH6 mit VX-680 fuhrte
dosisabhangig zu einer starkeren Reduktion der Viabilitat als der Wee1-
Inhibitorll. Die proliferationshemmende Wirkung war dabei bei HuH6-Zellen
deutlich starker als bei HepT1 ausgepragt, so dass beim Vergleich der ICso-
Werte die halbmaximale Proliferationshemmung bei der Halfte der VX-680-

Konzentration erreicht werden konnte. Es zeigte sich somit, dass die Zelllinie,
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die sensibler gegenliber CDDP ist, auch empfindlicher auf VX-680 reagiert. Da
in der Literatur Histon H3 als Hauptsubstrat flr Aurorakinasen beschrieben ist,
konzentrierte sich die Arbeit auf die Veranderung der Phosphorylierung von
Serin 10 an Histon H3-Proteinen [59, 65]. Es =zeigte sich, dass die
Phosphorylierung unter Einfluss von VX-680 stark reduziert wurde. Durch die
essentielle Rolle, die phosphoryliertem Histon H3 in der Zellteilung und im
Zellzyklus zukommt, ist die Viabilitatsreduzierung mit einer Abnahme der
Histonphosporylierung in Einklang zu bringen. Die unterschiedliche Sensibilitat
der Zelllinien VX-680 gegenuber lasst sich durch den unterschiedlichen
Phosphorylierungsgrad von Histon H3 in HepT1 und HuH6-Zellen erklaren. Es
war zu beobachten, dass die basale Phosporylierung an Histon H3 (Serin 10)
bei Hepatoblastomzellen sehr schwach ist, was darauf hindeuten kdnnte, dass
sich der Uberwiegende Anteil der Zellen nicht in der G2-Phase befindet. Jedoch
zeigten sich trotzdem Unterschiede zwischen den Zelllinien, so dass bei der
haufiger phosphorylierten HuHG-Zelllinie auch eine starkere Proliferations-
hemmung unter Einfluss von VX-680 beobachtet werden konnte. Die in
Abschnitt 3.4.1 beobachtete ausgepragtere Phosporylierung von HepT1 kann
eventuell darauf zurickgefuhrt werden, dass nur ein kleiner Ausschnitt des
Versuchs wiedergegeben wurde. In der FACS-Analyse und in der Wester Blot-
Darstellung, die eine deutlich groRere Zellzahl reprasentieren, zeigte sich
hingegen eindeutig, dass HuH6-Zellen ein haufigere Phosphorylierung an
Histon H3 als HepT1-Zellen aufweisen. Da in immunhistochemisch
untersuchten Gewebeschnitten, sowohl in Xenotransplantaten als auch in den
humanen HB-Praparaten, eine Phosphorylierung von Histon H3 an Serin 10
nachgewiesen werden konnte, ist davon auszugehen, dass VX-680 nicht nur
bei Zelllinien, sondern auch in vivo eine proliferationshemmende Wirkung auf
HB-Zellen hat.

Es zeigte sich, dass der Aurorakinase-Inhibitor zu morphologischen
Veranderungen der Zellen fihrte. In beiden Zelllinien konnte neben einer
Abnahme der Zellpopulation eine Vakuolenbildung und ein Anschwellen der
Zellen bemerkt werden. Es war zu beobachten, dass HuH6- und HepT1-Zellen

ein Mehrfaches ihrer urspringlichen Grolke erreichten, wobei die Wirkung wie
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auch in den Proliferationsassays bei HuH6-Zellen starker ausgepragt war. Fir
diverse Tumorentitaten wurde unter Einfluss von VX-680 eine Arretierung des
Zellzyklus in der G2/M-Phase beobachtet, die zu einer Polyploidie der Zellen
fuhrt [99]. Wahrscheinlich hat der Aurorakinase-Inhibitor auf HB-Zellen die
gleiche Wirkung und das Anschwellen der Zellen ist auf die Vervielfachung des
Chromosomensatzes ohne anschlieRende Zellteilung zurtickzufihren (von
manchen Autoren auch als mitotische Katastrophe bezeichnet [100]). Da eine
wichtige Konsequenz von andauernder Zellarretierung der induzierte Zelltod ist,
wurden beide Zelllinien auf die Induktion von Apoptose unter Einfluss von
VX-680 Uberprift. Es zeigte sich, dass diese abhangig von der VX-680
Dosierung induziert wird. Wie zu erwarten war, reagierten HuHG6-Zellen
sensibler auf VX-680 und es kam zu einer starkeren Apoptoseinduktion als bei
HepT1-Zellen. Diese Beobachtungen gehen konform mit den Effekten von
VX-680, die in anderen Zelllinien aufgezeigt wurden, und den bekannten
Funktionen der Aurorakinasen den Zellzyklus und die Apoptose betreffend [73,
101]. Die gewonnenen Daten deuten darauf hin, dass VX-680 bei HB-Zellen
uber die Hemmung von Aurorakinasen zur Proliferationshemmung,
Zellzyklusarretierung und daraus folgend zum Zelltod fuhrt.

Da fur das Hepatoblastom bereits etablierte Chemotherapieprotokolle bestehen,
wurde in Proliferationsassays die Kombination VX-680 mit CDDP untersucht.
Bei der Datenanalyse zeigte sich, dass die Kombinationswirkung etwas
schwacher als die Summe der Einzelwirkungen ist. Somit wirkten zwar beide
Substanzen starker als jeweils in der Einzelbehandlung, jedoch war kein
additiver Effekt zu verzeichnen. Bei Ovarialtumoren wurde eine synergistische
Wirkung des Aurorakinase-Inhibitors VE-465 mit dem Chemotherapeutikum
Paclitaxel festgestellt, jedoch trat dieser Effekt nur bei geringen Dosen des
Chemotherapeutikums auf [102]. Da in dieser Arbeit nur die
Standardkonzentration von 2,5 pg/ml (ICso der HuH6-Zelllinie) verwendet wurde,
kann Kkeine Aussage daruber getroffen werden, ob bei geringeren
Konzentrationen von CDDP ein eventueller synergistischer Effekt mit VX-680
auftritt. Da CDDP auch zu einer mitotischen Katastrophe fuhrt, kann es

durchaus sein, dass bei geringeren Konzentrationen ein synergistischer Effekt
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auftritt, der bei héheren Konzentrationen durch eine Kompetition der beiden
Substanzen verschwindet.

Die Annahme zugrunde legend, dass in Tumorpopulationen unterschiedliche
Differenzierungsstufen der Tumorzellen vorhanden sind, die eine differenzielle
Sensibilisierung gegenuber Inhibitoren aufzeigen, wurde des Weiteren
untersucht, ob sich eine Veranderung von mutmaflichen Stammzellmarkern bei
Hepatoblastomen unter Langzeitbehandlung nachweisen lasst. Es war zu
beobachten, dass es bei HuH6-Zellen nach einer mehrere Tage dauernden
Inkubation zu einer Selektion der Zellen kommt, die positiv auf die Antikorper
HEK-6D6 und WA4A5 reagieren, die sich gegen stammzelltypische
Oberflachenmarker richten. Davon ausgehend, dass es sich bei den ubrig
gebliebenen Zellen um Zellen mit Stammzellcharakter handelt, ist die
mangelnde Sensibilitdt VX-680 gegenlber durchaus mit der bekannten
Chemoresistenz von Stammzellen zu vereinbaren. Zwar zeigte sich bereits in
den vorangegangenen Versuchen, dass HuHG6-Zellen sensibler auf VX-680
reagieren, dennoch ist es Uberraschend, dass es bei HepT1-Zellen zu keiner
Zunahme der auf den Oberflachenmarker positiv reagierenden Zellen kommt.
Warum es bei HuUH6 im Gegensatz zu HepT1-Zellen zu einer Selektion von
Zellen mit Stammzellcharakter gekommen ist, lasst sich nur schwer mit dem
schwacheren Ansprechen der HepT1-Zelllinie auf VX-680 erklaren, da nach der
Langzeitinkubation, die 48 h langer als bei HuH6-Zellen durchgefihrt wurde
auch nur noch sehr wenige Zellen am Leben waren. Eine Erklarung fir die
homogene Elimination von HepT1-Zellen kann der hohere prozentuale Anteil
von Zellen mit Stammzellcharakter in den Kontrollproben und die langsamere
Proliferation der Zelllinie sein. Durch die langsamere Proliferation der HepT1-
Zellen wird der Unterschied zwischen den einzelnen Differenzierungsstufen
geringer ausfallen, was durchaus eine homogenere Elimination der Population
erklart. Da HuH6-Zellen eine hohere Proliferationsrate als HepT1 aufweisen,
kommt es wahrscheinlich durch die Langzeitbehandlung selektiv zur
Reduzierung der sich schnell teilenden Population, wahrend die Zellen mit
Stammzellcharakter vermehrt Uberleben. Ob die negativ Population eliminiert

oder ob die Oberflachenmarker durch die Behandlung induziert worden sind,
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bleibt jedoch spekulativ. Weiterfihrende Untersuchungen zur Identifikation und
Isolation von Stammzellen wie z. B. der Aldefluor Test kdnnten Uber die
Differenzierung der Zellen Klarheit schaffen, da diese Methode auf der
Untersuchung der stammzelltypischen Dehydrogenase und nicht auf der

Untersuchung von Oberflachenmarkern basiert.

4.3 Auswirkung von Phosphorylierung und Acetylierung von

Histonproteinen in HB-Zellen

Da sowohl VX-680 als auch SAHA in ihrem Wirkprofil an Histon H3-Proteinen
ansetzen, wurde diese Kombinationsbehandlung ebenfalls im Rahmen dieser
Arbeit evaluiert. Bei Zellen der akuten und chronischen myeloischen Leukamie
wurde diese Kombinationsbehandlung bereits bewertet, und eine synergistische
proliferationshemmende Wirkung von VX-680 und SAHA beschrieben [86].
Interessanterweise zeigte SAHA, obwohl es in der Einzelbehandlung nur eine
sehr schwache proliferationshemmende Wirkung zu haben schien, in der
Kombination mit VX-680 bei der HuH6-Zelllinie einen synergistischen
proliferationshemmenden Effekt. Auch bei Betrachtung der GréRenzunahme
von HB-Zellen zeigte sich nur bei HuH6-Zellen in der Einzelbehandlung mit
SAHA und in der Kombination mit VX-680 eine Zunahme des Zelldurch-
messers. Bei der Untersuchung, inwieweit sich SAHA alleine und in der
Kombination mit VX-680 auf die Induktion der Apoptose in HB-Zellen auswirkt,
war bei beiden Zelllinien in der Einzelbehandlung eine Zunahme von
apoptotischen Zellen zu beobachten. In der Kombination mit SAHA konnte
jedoch keine Wirkungsverstarkung des proapoptotischen Effekts von VX-680
verzeichnet werden. Da in einer anderen Studie, in der die 5-fache
Konzentration von SAHA in Kombination mit dem Proteasom-Inhibitor
Bortezomib eingesetzt wurde, eine synergistische Apoptoseinduktion bei HUH6-
Zellen festzustellen war, ist nicht auszuschlieRen, dass dieser Effekt bei
hoheren Konzentration auch mit VX-680 zu beobachten ist [103]. Da allerdings
Konzentrationen ab 5 pM zu toxischen Schaden an Hepatozyten fuhren, wurde

SAHA nur im niedrigen Konzentrationsbereich evaluiert [104]. Bei der
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genaueren Untersuchung der synergistischen Wirkung der
Proliferationshemmung bei  HuH6-Zellen konnte keine  gesteigerte
Dephosphorylierung von Histon H3 an Serin 10 in der Kombinationsbehandlung
festgestellt werden. Auch mit Hinblick auf den an besten beschriebenen
Wirkmechanismus von SAHA, die Deacetylierung von Histon-Proteinen, konnte
die synergistische Wirkung nicht erklart werden. Interessanterweise zeigte
SAHA gerade bei der HepT1-Zelllinie, bei der nur eine schwache Wirkung von
SAHA und kein synergistischer Effekt verzeichnet werden konnte, in einer
Konzentrationsreihe von 0,2-2 yM eine deutliche Zunahme der Acetylierung an
Histon H3. Bei HuH6-Zellen hingegen fiihrte SAHA nicht zu einer messbaren
Zunahme der Acetylierung, was wahrscheinlich der starken Acetylierung in den
Kontrollproben geschuldet war. Da bereits 0,4 yM SAHA zu einer starken
Zunahme der Acetylierung fuhrte, aber bei der gleichen Konzentration in den
Proliferationsassays bei HepT1-Zellen keine deutliche Viabilitdtsreduzierung
festgestellt werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass eine gesteigerte
Gesamtacetylierung von  Histon-Proteinen nicht in einem engen
Zusammenhang mit der Viabilitatsabnahme von HB-Zellen steht.
Interessanterweise ist auch gerade in den Kontrollproben bei HuH6-Zellen, die
nicht nur schneller proliferieren, sondern auch empfindlicher auf SAHA
reagieren, eine starkere Acetylierung als bei HepT1-Zellen festzustellen. D. h.,
eine weiter gesteigerte Acetylierung ware nicht mit einer erhdhten
Proliferationshemmung bei dieser Zelllinie zu vereinbaren. Wie SAHA auf
Hepatoblastomzellen wirkt und wie die synergistische Wirkung mit VX-680 bei
HuH6-Zellen zustande kommt, bleibt somit offen. In der Studie, in der VX-680
und SAHA an ALL-Zellen evaluiert wurden, zeigte sich, dass SAHA unter
anderem zu einer Herunterregulation der Aurorakinasen A und B flhrte, womit
der synergistische Effekt mit VX-680 erklart wurde [88]. Der Gehalt der
Aurorakinasen wurde in dieser Arbeit zwar nicht direkt gemessen, jedoch zeigte
die Bestimmung der Phosporylierung an Histon H3 indirekt, dass es zu keiner
Herunterregulation der Aurorakinaseaktivitat unter Einfluss von SAHA bei
HuHG6-Zellen kommt. Da sowohl VX-680 als auch SAHA ein mannigfaltiges

Wirkungsprofil aufweisen, das noch nicht im Ganzen bekannt ist, kann der
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Grund fir den synergistischen Effekt auch die Beeinflussung weiterer am
Zellzyklus beteiligter Proteine wie z. B. Acetyl-Tubuline sein.

Inwieweit die Kombination mit SAHA auch in vivo zu einer Wirkungsverstarkung
beitragt, lasst sich aufgrund des komplexen Wirkungsprofils und des nicht
geklarten synergistischen Effekts bei HuH6-Zellen schwer voraussagen. In der
Genexpessionsanalyse des Hepatoblastoms liel} sich nur fir HDAC 2 eine
Uberexpression aufzeigen [29]. Zusammen mit der in dieser Arbeit
immunhistochemisch dargestellten starken Acetylierung von HB-Geweben
deutet dies darauf hin, dass eine Uberexpression von Histon-Deacetylasen, mit
der Folge, dass Histone in hypoacetylietem Zustand vorliegen, wie sie bei
zahlreichen anderen Tumorentitdten beobachtet wurde, nicht der Pathogenese

des HBs zugrunde liegt.

4.4 Wirkung von VX-680 auf ,Multidrug“-resistente HB-Zellen

Um zu untersuchen, wie ,Multidrug®-resistente Zellen auf VX-680 reagieren,
wurde aufgrund der Schwierigkeit der direkten Gewinnung von resistenten
Zellen aus Hepatoblastomen das Modell der 3D-Kulturen eingefuhrt [105].
Durch die grolRe Anzahl an Zellen und die spezielle Beschichtung der
Inkubationsplatten ordneten sich die Kulturen in raumlichen Strukturen (sog.
Spharoiden) an, wodurch eine kunstliche Chemoresistenz erzeugt wurde. Bei
Betrachtung der Wirkung von VX-680 auf die Proliferationshemmung in
Spharoiden zeigte der Aurorakinase-Inhibitor jedoch nur einen geringen Effekt.
Somit konnten in einem erschaffenen System mit vielen Zellkontakten und
kinstlich erzeugten “Multidrug“-Resistenzen keine Vorteile gegenuber der
Behandlung mit CDDP herausgestellt werden. Allgemein sind die Ergebnisse
aus solchen Modellen schwierig auf die Wirkung von Substanzen in
Organismen zu Ubertragen, da der proliferationshemmende Effekt sich auf die
alleinige Wirkung an Tumorzellen reduziert. So zeigte sich z. B., dass VX-680
im Xenograft-Modell des klarzelligen Nierenzellkarzinoms einen hemmenden
Effekt auf die Gefaliproliferation hat [99]. Solche Nebeneffekte kdnnen somit

nur im Tier-Modell evaluiert werden.
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5 Ausblick

Die erhobenen Daten zeigen einen antiproliferativen und proapoptotischen
Effekt von VX-680 an Hepatoblastomzellen in vitro. Zusatzlich zeigt sich eine
synergistische Wirkung von VX-680 und SAHA bei der HuH6-Zelllinie. Die in
Hepatoblastomgewebe nachgewiesene Phosphorylierung an Histon H3 stellt
die Grundlage dafir, dass die Erprobung von VX-680 im Xenograft-Modell Sinn
macht. Ob die Kombination mit SAHA auch in vivo zu einer Steigerung der
antiproliferativen Wirkung fuhrt, bleibt offen, zumal die molekulare Grundlage
des synergistischen Effektes nicht geklart werden konnte. Da in vitro Effekte wie
z. B. der hemmende Einfluss von VX-680 auf die Gefaliproliferation nicht
untersucht werden konnen, ist es wahrscheinlich, dass VX-680 in vivo eine

starkere Wirkung auf das Hepatoblastom hat als an Zellkulturen.
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6 Zusammenfassung

Das Hepatoblastom ist der am haufigsten vorkommende bdsartige Lebertumor
im Kleinkindalter und in der Kindheit. Er stellt ca. 1% der bodsartigen
Kindertumore dar und hat im fortgeschrittenen Stadium eine schlechte
Prognose. Ein sehr groRes Problem ist die Entwicklung von Resistenzen
gegenuber klassischen Zytostatika. Aufgrund ihrer potentiellen zytostatischen
und zytotoxischen Wirkung stellen Modulatoren der KinasesignalUbermittlung
einen vielversprechenden Ansatz in der Tumortherapie dar.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war die Analyse der antineoplastischen
Wirkung der Kinase-Inhibitoren VX-680, Wee1-Inhibitorll und SU11274 auf HB-
Zellen der Linien HepT1 und HuH6. VX-680 und Wee1-Inhibitorll wurden
sowohl einzeln als auch in Kombination mit dem Chemotherapeutikum CDDP
mit den Zelllinien inkubiert. VX-680 wurde zusatzlich in der Kombination mit
dem Histon-Deacetylase-Inhibitor SAHA evaluiert. In Proliferationsassays
konnte der starkste proliferationshemmende Effekt auf HB-Zellen fur VX-680
dokumentiert werden. Es zeigte sich, dass HuH6-Zellen deutlich sensibler auf
den Aurorakinase-Inhibitor reagierten als HepT1-Zellen. Der ICso-Wert wurde
fur HuH6 mit 8 yM und bei HepT1 mit 16,6 yM bestimmt. Wahrend VX-680 zu
keiner additiven Proliferationshemmung von CDDP beitrug, zeigte sich bei
gesteigerter Dephosphorylierung und vermehrter Acetylierung mit VX-680 und
SAHA eine synergistische Wirkung auf den proliferationshemmenden Effekt bei
HuH6-Zellen. Die Inhibition mit VX-680 fuhrt zu einem Anstieg apoptotischer
Zellen und zu morphologischen Veranderungen wie Vakuolenbildung und
einem Anschwellen der Zellen und Zellkerne. Mit Hilfe von Western Blot,
Immunfluoreszenz und FACS Analyse liel3 sich eine Abnahme der
Phosphorylierung an Serinresten von Histon H3-Proteinen unter Einwirkung von
VX-680 in HB-Zellen dokumentieren. Die Inkubation von HuH6-Zellen mit VX-
680 fuhrte zu einer Anreicherung von Tumorzellen mit Stammzellcharakter. In
einem Modell zur Chemoresistenz (3D) konnten, im Vergleich zu 2D-Kulturen,
keine wesentliche Proliferationsabnahme durch VX-680 und SAHA beobachtet
werden. Unter den getesteten Kinase-Inhibitoren zeigte VX-680 eine
spezifische Wirkung auf die Dephosphorylierung von Histon H3-Proteinen und
zellulare Effekte wie Proliferationshemmung, Zellschwellung und Apoptose-
induktion bei HB-Zellen. Die Wirkung von VX-680 bei resistenten Zellen und auf
vermeintliche Tumorstammzellen deutet jedoch auf einen limitierten Nutzen des
Kinase-Inhibitors fur die Gruppe der therapierefraktaren Hepatoblastome hin.
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Abklrzungen

8 Abkurzungen

% Prozent

°C Grad Celsius

2D zweidimensional oder Abkurzung fur 2D-Kultur
3D dreidimensional oder Abklrzung fur 3D-Kultur
Abb. Abbildung

ABCG2 Brustkrebs Resistenzprotein

ACT Aktivator (EZ4U)

AFP alpha- (a-) Fetoprotein

AG Arbeitsgruppe

Ak Antikorper

ALL Akute lymphatische Leukamie

APS Amoniumpersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BCRP engl. breast cancer resistance protein

bzw. beziehungsweise

c° Grad

CA Californien

ca. circa

CAPS engl. 3-(Cyclohexylamino)-1-propanesulfonic acid
CDDP Cisplatin

CDK engl. cycline-dependent kinase

Chem. Chemisch

Chr. Chromosom

cm Zentimeter

CO2 Kohlenstoffdioxid

CT Computertomographie

DAB 3,3'-Diaminobenzidin

DAPI 4'.6-Diamidin-2-phenylindol

dest. destilliert
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DEVD

DMEM Kulturmedium
DMSO

DNA

DTT

engl.

FACS

FAP

FCS

FSC

g
GPOH

ar.
h

H20
H202
HB
HCC

HCL
HDAC
HE
HepT1
HGF

HR
HRP

HuH6
ICs0

Aminosauresequenz aus Asparaginsaure-
Glutaminsaure-Valin-Asparaginsaure
Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Dithiothreitol

englisch

engl. Fluorescence activated cell sorting
Familiare adenomatdse Polyposis

fetales Kalberserum (engl. fetal calf serum)
Vorwartsstreulicht (engl. Forward Scatter)
Fliehkraft

Gesellschaft fir Padiatrische Onkologie und
Hamatologie

giechisch

Stunde/n

Wasser

Wasserstoffperoxid

Hepatoblastom

Leberzellkarzinom ( engl. Hepatocellular
carcinoma)

Salzsaure

Histon-Deacetylase

Hamatoxylin-Eosin

humane Hepatoblastomzelllinie, embryonaler Typ
Hepatozyten-Wachstumsfaktor

(engl. Hepatocyte growth factor)
Hochrisiko

Meerrettichperoxidase

(engl. horse radish peroxidase)

humane Hepatoblastomzelllinie, gemischter Typ

mittlere inhibitorische Konzentration
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IgG
IF
IHC

in vitro

in vivo

kDa
Konz.
kryo

I

LA

M
MA
MDR

min
mi
mM
MRT
MTA
ng
NJ
nm
nM
O,

PBS
PBS-T
PE
PLADO

Immunglobulin G

Immunfluoreszenz
Immunhistochemie

lateinisch: im Glas; organische Vorgange
aullerhalb des Organismus
lateinisch: im Lebendigen; organische Vorgange
innerhalb des Organismus

Kilodalton

Konzentration

gr. Kalte

Liter

Los Angeles

Molar

Massachusetts
»Multidrug“-Resistenz, Mehrfachresistenz
gegenuber Zytostatika

Minute/n

Milliliter

Millimolar
Magnetresonanztomographie
Medizinisch-technischer Assistent
Nanogramm

New Jersey

Nanometer

Nanomolar

Sauerstoff

Signifikanzwert (von engl. probability)
Phosphat gepufferte Kochsalzlésung
PBS-Tween

Phyocerythrin
Kombinationschemotherapeutikum

(Cisplatin/Doxorubicin)
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PRETXT

RT
SDS
SIOP

SIOPEL
sog.

SR
SSC
SUB
TBS
TEMED
Thr

TKI

Tris

X

Tyr

u. a.

U/min

Wee1-I|
Well

Ml
um
MM

engl. Pretreatment extent of disease; System zur
Tumorklassifizierung

Raumtemperatur

Natriumlaurylsulfat (engl. Sodium Lauryl Sulfate)
Internationale Gesellschaft flr padiatrische
Onkologie (franz. Societé Internationale
d'Oncologie Pediatrique)

SIOP-Studie

sogenannte

Standardrisiko

Seitwartsstreulicht (engl. Sidescatter)
Substrat (EZ4U)

engl. Tris-buffered saline
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Threonin

Tyrosinkinaseinhibitor
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Texas

Thyrosin

unter anderem

Umdrehungen pro Minute

Volt

Wee1-Inhibitor

(engl. Vertiefung)

mal

mikro

Mikroliter

Mikrometer

Mikromolar
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