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1. Einleitung 

1.1 Glioblastoma multiforme 

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist der häufigste, bösartigste Hirntumor astrozytärer 
Herkunft, definiert sich über ein aggressiv-diffuses Wachstum und wird nach  
WHO-Klassifikation als Gliom des Grades 4 bezeichnet 1,2. GBMs umfassen über die Hälfte 
(≈ 57 %) aller Gliome und sind am häufigsten in den Frontal- und Temporallappen lokalisiert 
3,4. Dabei können sie de novo entstehen (primär) oder sich aus einem Astrozytom 
niedrigeren Grades entwickeln (sekundär) 5,6. Mit einer Inzidenz von ≈ 3/100.000 Einwohner 
pro Jahr (USA) wird das GBM typischerweise im höheren Alter (Durchschnittsalter: 65 
Jahre) und häufiger bei Männern diagnostiziert 7–9. Zu den prognostischen Faktoren 
gehören neben dem Alter, dem Allgemein- und dem neurologischen Zustand spezifische 
molekulare Alterationen. Diese schließen u.a. den Promotormethylierungsstatus des DNA-
Reparaturenzyms O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT), Mutationen in den 
Genen Isocitratdehydrogenase, v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B, das 
Tumorsuppressor Retinoblastom-Protein1 (Rb1), telomerase reverse transcriptase-
Promotor, Deletionen im Chromosom 10 (phosphatase and tensin homolog (PTEN), 
epidermal growth factor receptor (EGFR)-Alteration und platelet-derived growth factor 

receptor A), CDK4/6 Amplifikationen, sowie homozygote cyclin-dependent kinase 

inhibitor2A/B (CDKN2A/B)-Deletionen ein 7,10–14. Als Konsequenz dieser unterschiedlichen 
genetischen Aberrationen und oftmals variablen phänotypischen und epigenetischen 
Zuständen weisen GBMs eine erhebliche inter- und intratumorale Heterogenität auf 15,16. 
Während Tumorsuppressor53 (TP53)-Mutationen sowie eine EGFR-Überexpression 
oftmals bei primären und sekundären GBMs nachweisbar sind 17, ist ein Verlust von PTEN 
typischerweise mit primären GBMs und das Fehlen von Chromosom 19q zusammen mit 
TP53-Mutationen mit sekundären GBMs assoziiert 18,19. Prognostisch und therapeutisch 
relevant für das Ansprechen auf das Alkylanz Temozolomid (TMZ) ist der MGMT-
Promotorstatus. MGMT entfernt Alkylgruppen von der O6 Position des Guanins und 
konterkariert die Wirkung von Alkylanzien wie TMZ 20. Epigenetische Modifikation mittels 
(Hyper-) Methylierung des MGMT-Promotors führen zu einem Verlust bzw. einer geringen 
Menge an funktionellem MGMT-Protein und damit zu einer unzureichenden Reparatur der 
DNA-Alkylierung 21. 
Die Standardtherapie des GBM untergliedert sich in mehrere Säulen 11,22–24. Zu den 
Grundpfeilern gehört die möglichst vollständige Resektion (Gesamtüberlebensvorteil: 3-6 
Monate) 14,15, gefolgt von einer Radiotherapie (RT) (entsprechend ≈ 12 Monate), die mit 
TMZ begleitet wird (≈ 15 Monate; 5-Jahresüberlebensrate: 5-7 %) 5,7,8,10,25–28. Eine 
zusätzliche, seit März 2020 zugelassene, Behandlung basiert auf elektrischen 
Wechselfeldern (tumor treating fields (TTF)) mit dem Ziel, einen Arrest der 
Tumorzellproliferation zu induzieren. Diese Therapie kann unabhängig vom MGMT 
Promotormethylierungsstatus erwogen werden 3,29,30. Bei neu diagnostizierten GBM wurde 
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mit TTF plus TMZ-Erhaltungstherapie das mediane Überleben signifikant verlängert (~ 21 
Monate) 29. Die Prognose bleibt trotz multimodaler Behandlungsansätze und dem 
fortschreitenden Verständnis der zugrunde liegenden molekularen Veränderungen 
ungünstig. Zudem tritt in nahezu allen Fällen ein Rezidiv mit schlechterer Prognose und 
verändertem molekularen Muster auf (medianes Gesamtüberleben: 2-9 Monate) 31–34. Eine 
ineffiziente Verabreichung von Medikamenten über die Blut-Hirn-(Tumor)-Schranke, eine 
immunsuppressive Tumor-Mikroumgebung (iTM), die Entwicklung von Resistenzen und die 
Heterogenität stellen wesentliche Ursachen für ein Therapieversagen dar 35–37. Zahlreiche 
Studien haben zudem das Vorhandensein pluripotenter stammzell-ähnlicher GBM-Zellen 
(glioma stem-like cells (GSCs)) nachgewiesen, die für die Bildung, die Invasivität und das 
Wiederauftreten von GBM mitverantwortlich sind 38. Auch neuronale Stammzellen tragen 
ursächlich zur GBM-Entwicklung in der subventrikulären Zone durch somatische Driver 

Mutationen bei 39,40. Viele molekulare Mechanismen wurden mit der Resistenz von 
GSCs/neuronalen Stammzellen gegenüber zytotoxischen Therapien in Verbindung 
gebracht, darunter Mechanismen, die den G2-M-DNA-Schadens-Checkpoint und 
verschiedene Signalwege (Notch, kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells, 
enhancer of zeste homolog 2 und Poly(ADP-ribose)-Polymerasen), sowie die WNT/β-
Catenin-Signalkaskade einschließen 38,41–44. In aktuellen Studien werden vermehrt 
Therapiekonzepte evaluiert, die auf spezifischer Inhibition von Signalwegen basieren, um 
die Prognose der betroffenen PatientInnen bei gleichzeitiger Reduktion therapie-
assoziierter Nebenwirkungen und Prävention von Resistenzen zu verbessern 33,35,45–47. 

1.2 Kopf-Hals-Tumoren 

Kopf-Hals-Tumoren stehen paradigmatisch für die Heterogenität von Tumoren und 
repräsentieren weltweit die sechsthäufigste Tumorentität 48–50. Diese entspringen dem 
mukosalen Epithel der Mundhöhle, des Naso-, Oro- und Hypopharynx, des Larynx, sowie 
der Speicheldrüsen 49,51. Der vorherrschende histologische Typ von Kopf-Hals-Tumoren 
sind Plattenepithelkarzinome (head and neck squamous cancer carcinoma (HNSCC)) 51. 
Die Prävalenz variiert regional und wird im Allgemeinen mit der Exposition gegenüber 
Karzinogenen, beispielsweise dem Tabakkonsum und dem übermäßigen Alkoholabusus in 
Verbindung gebracht. Zunehmend werden Tumoren, die im Oropharynx mit ausgeprägten 
klinischen, histopathologischen und molekularen Merkmalen entstehen, mit einer früheren 
Infektion onkogener high-risk Stämme des humanen Papillomavirus (HPV), wie etwa HPV-
16 und -18, in Verbindung gebracht 52–54. Im Allgemeinen haben Männer ein höheres 
Erkrankungsrisiko mit einem medianen Diagnosealter für nicht viral-assoziierte HNSCC von 
66 Jahren und für HPV-assoziierte Oropharynxkarzinome bzw. Epstein-Barr-Virus-
assoziierte Nasopharynxkarzinome von ~ 50 Jahren 55,56. Therapeutisch betrachtet haben 
HPV-positive HNSCC eine bessere Prognose, da sie empfindlich gegenüber 
Radiochemotherapie (RCT) sind 57. Obwohl ein Teil der prämalignen oralen Läsionen, die 
sich als Leukoplakie oder Erythroplakie präsentieren, zu invasivem Krebs fortschreiten, 
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stellt sich die Mehrheit (≈ 58 %) der PatientInnen im lokal-regional fortgeschrittenen 
Stadium vor, ohne dass eine klinische Vorgeschichte einer Prämalignität vorliegt 49,51. Dies 
geht mit einer schlechten Prognose (5-Jahres-Überlebensrate ≤ 50 %) bei fortgeschrittenen 
HPV-negativen HNSCC-PatientInnen einher 58. Darüber hinaus wurden zwar verschiedene 
Tumorsuppressor-Mutationen wie TP53, CDKN2A und Notch festgestellt, jedoch keine 
spezifischen Driver Mutationen 59–61. Der Behandlungsansatz richtet sich nach 
anatomischer Lokalisation, dem Stadium, pathologischen Merkmalen, funktionellen 
Überlegungen und den Wünschen der PatientInnen. In der Regel erfolgt eine chirurgische 
Resektion, ggf. mit einer adjuvanten hypofraktionierten RT oder einer RCT 49. In erster Linie 
werden die Wirkstoffe Cisplatin, Carboplatin, 5-Fluorouracil (5-FU) und/oder Taxane 
eingesetzt, aber auch Gemcitabin, Vinorelbin und Methotrexat kommen zur Anwendung 62. 
Mit Ausnahme der Tumorerkrankung der Mundhöhle im Frühstadium oder des Larynx 
erfordert die Behandlung dieser Tumoren einen multimodalen Ansatz mit multidisziplinärer 
Betreuung 49. HNSCC weisen eine hohe Tumormutationslast und Immunzellinfiltration auf, 
weshalb sie für Immuntherapien prädestiniert sind 63. Daher sind Immuncheckpoint 
Inhibitoren, wie Pembrolizumab und Nivolumab, die auf das programmed cell death protein 

1 (PD-1) abzielen, für rezidivierende und metastasierte HNSCC in der Erst- und 
Zweitlinienbehandlung zugelassen 64,65. Eine weitere Behandlungsoption bieten die 
zielgerichteten Therapieansätze. Zu diesen zählt u.a. der monoklonale Antikörper 
Cetuximab, welcher sich gegen EGFR richtet und von der Food and Drug Administration 
als Strahlensensibilisator oder in Kombination mit Chemotherapie für die Behandlung eines 
rezidivierten Tumors zugelassen ist 66. Neben diesem existieren noch weitere EGFR-
gerichtete monoklonale Antikörper, aber auch weitere Wachstumsfaktorrezeptor-Inhibitoren 
67. Die Implementierung zusätzlicher zielgerichteter Therapien zur Verbesserung der 
Prognose wird dringend benötigt. 2019 berichtete eine Phase-2-Studie über 
vielversprechende Ergebnisse bei Platin-resistentem bzw. Cetuximab-resistentem HPV-
negativen HNSCC, die Palbociclib und Cetuximab erhielten 68.  

1.3 Immun-Escape-Mechanismen 

Maligne Gliome, wie GBMs, aber auch HNSCC, sind durch eine lokale und systemische 
Immunsuppression gekennzeichnet, die die Wirksamkeit von diversen, insbesondere 
immuntherapeutischen Behandlungsansätzen beeinträchtigt 69–71. Tryptophan (Trp), eine 
essentielle Aminosäure, wird über den Kynurenin-Signalweg (KS) verstoffwechselt, 
wodurch eine Vielzahl von Metaboliten mit entscheidenden Funktionen bei der 
Neurotransmission und der Regulierung von Immunreaktionen entstehen 72. Eine 
Überaktivierung des KS, vornehmlich durch die Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO1) und 
Tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO2) Überexpression sowie nachgeschalteter 
Effektormechanismen, einschließlich der Aryl-Hydrocarbon (AHR)-vermittelten 
Transkription, führt zu einer iTM und ist mit einer schlechten Prognose bei diversen 
Tumorentitäten assoziiert 71,73–77. Die lokale Immuntoleranz wird durch Anergie und 
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Apoptose von CD8+ T-Zellen, Aktivierung von regulatorischen T-Zellen (Treg), sowie durch 
Akkumulation von immunsuppressivem Kynurenin (KYN), welches u.a. von dendritischen 
Zellen und myeloiden Suppressorzellen sezerniert wird, gefördert 78–81 (Abb. 1). 
Niedermolekulare Inhibitoren, die auf den Trp-Abbau abzielen, werden derzeit in klinischen 
Studien getestet, jedoch hat ein Großteil bisher lediglich heterogene Ergebnisse in der 
Immuntherapie erzielt 72,77. Dies verdeutlicht, dass die Überwindung der iTM u.a. bei GBM 
und HNSCC eine besondere therapeutische Herausforderung darstellt, die es mit 
vielversprechenden Ansätzen zu überwinden gilt. 

 

Abbildung 1: Wirkung des Trp-Abbaus auf Zellen in der Tumormikroumgebung. Die Auswirkungen des 
Trp-Katabolismus (Indolamin 2,3-dioxygenase, IDO1; Tryptophan 2,3-dioxygenase, TDO2; Kynurenin 
Oxoglutarattransaminase, KAT; Kynureninase, KYNU; Kynurenine 3-monooxygenase, KMO; Chinolinat-
Phosphoribosyltransferase, QPRT; Anryl-Hydrocarbonrezeptor, AHR) sowie immunsuppressiver Metaboliten 
(Adenosin, IL-10, TGFβ, PGE2, TNFα, VEGF-A) und der Trp-Metaboliten auf Mac (Makrophagen), DZ 
(dendritische Zellen), MDSC (Myeloide Suppressorzellen), TZ (T Lymphozyten; T-Helfer-Zellen (TH1), 
regulatorische (Tregs) und cytotoxische T-Zellen (CD4+, CD8+)) und NK (Natürliche Killerzellen) (→ Immun-
evasion) sowie auf die Tumorzellen (→ EMT, klonogenes Überleben, Medikamentenresistenz) sind dargestellt 
72,77,81. Grafik wurde mit Biorender erstellt. 
 
1.4 Replikative Immortalität durch konstitutive CDK-Aktivierung 

Die meisten Tumoren, einschließlich GBM und HNSCC, weisen Genomveränderungen auf, 
die zur konstitutiven Aktivierung von Cyclin-abhängigen Kinasen (CDKs) führen 82,83. Das 
wiederum mündet in eine unkontrollierte Zellproliferation, bei der viele Schutzmechanismen 
außer Kraft gesetzt werden und eine Deaktivierung von Zellzykluskontrollpunkten erfolgt 84–

87. CDKs gehören zur Familie der konservierten Serin/Threonin-Proteinkinasen. Unter 
physiologischen Bedingungen spielen sie in Verbindung mit ihren zugeordneten 
regulatorischen Untereinheiten, den Cyclinen, eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der 
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Zellzyklusprogression (CDK 1-4, 6, 7, 11), der Transkriptionsregulation und mRNA-
Prozessierung sowie der DNA-Reparatur (CDK 5, 7-11) 88,89 (Abb. 2).  

 

Abbildung 2: Die Zellzyklusphasen, die damit verbundenen CDK/Cyclin-Komplexe und die CDK-

Inhibitoren. An der Progression sind mehrere CDK-Cyclin-Komplexe beteiligt, darunter CDK1/2/4/6 und 
verschiedene Cyclin-Klassen (Typ A, B, D, E). In der G1-Phase ist die Synthese von Cyclin D erhöht, dort 
arbeitet es mit CDK4/6 zusammen, um den Eintritt und das Fortschreiten durch G1 bzw. G1/S-Übergang zu 
fördern. Während in der S-Phase und den letzten Stadien von G2 Cyclin A stark exprimiert, kontrolliert CDK2-
Cyclin A die Phosphorylierung von Proteinen, die an der DNA-Replikation beteiligt sind. In der G2-Phase ist der 
Hauptregulator CDK1. Die gebildeten Komplexe vermitteln auch die Transkriptionsregulation, die mRNA-
Verarbeitung und die zelluläre Differenzierung. Grafik erstellt mit Biorender. 
 
Weiterhin steuern die CDKs verschiedene Prozesse der Zellteilung, einschließlich der 
mitotischen Progression, epigenetischen Regulation und Selbsterneuerung von 
Nervenzellen (CDK 5, 12-20) 87,90–95. Die Kinaseaktivität von CDK-Cyclin-Komplexen wird 
durch verschiedene körpereigene CDK-Inhibitoren (CDKi) kontrolliert 96. An der CDK 4/6 
Regulation sind die Mitglieder der Ink4-Familie (u.a. p16INK4a) beteiligt 97 und an der 
Regulation der Aktivitäten der Cyclin D-, E-, A- und B-abhängigen Kinase-Komplexe (CDK 
2, 4 und 6) partizipieren die Cip/Kip Mitglieder (u.a. p21Cip1) 98,99. Im Zentrum dieses 
Signalweges steht das Rb1, welches den Übergang von der G1 zur S-Phase mit Hilfe des 
Transkriptionsfaktors E2F kontrolliert 100 (Abb. 2). Das Ungleichgewicht zwischen CDKs und 
CDKi führt zu einer abnormalen Zellproliferation und fördert die Tumorprogression 93,101. So 
weisen etwa 24 % aller malignen Erkrankungen genomische Veränderungen in Cyclin-
sensibilisierenden Genen bzw. CDK-Signalwegen auf 85. CDK5 fördert die Invasion und 
Migration durch Herunterregulation des Aktin-regulierenden Proteins Caldesmon 102,103. 
CDK8 wurde als Koaktivator des β-Catenin-Signalwegs bei kolorektalen Karzinomen 
identifiziert 104 und CDK10 verursacht eine Resistenz gegen eine endokrine Therapie beim 
Mammakarzinom 105. Aufgrund ihrer wesentlichen Rolle zum Erhalt der zellulären 
Homöostase 88 und des Befundes, dass die Cyclin D1 (CCND1)/CDK4/6–CDKN2A 
(p16INK4A)–Rb-Achse in mehr als der Hälfte der GBM- und HNSCC-Fälle verändert ist, 
eignen sich CDKs hervorragend als therapeutische Angriffspunkte 106–109. CDK4/6i binden 
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an den ATP-Spalt der Ziel-CDK, greifen in die Phosphorylierung des Rb-Proteins ein und 
führen so zu einem G1-Zellzyklusarrest. Drei oral verfügbare CDK4/6i (Palbociclib, 
Ribociclib, Abemaciclib) sind für die Behandlung von HR+ HER2- Mammakarzinomen 
zugelassen 110–115. Zu den prädiktiven Biomarkern für das Ansprechen von CDK4/6i 
gehören CCND1-Veränderungen und die Inaktivierung von CDKN2A/B 48. Dabei ist 
Palbociclib durch größere Substituenten gekennzeichnet. Diese sterischen Eigenschaften 
sind für die höhere Selektivität gegenüber CDK4/D1/D3 und CDK6/D6 verantwortlich 116. Im 
Gegensatz dazu weist Abemaciclib einen kleineren Substituenten auf, weswegen es sich 
leichter in die inaktive ATP-Tasche einbettet und andere Kinasen, einschließlich GSK3α/β 
und CaMKII α/β/γ, beeinflusst. Die Blockierung des G1-Zellzyklus, die Hemmung der DNA-
Synthese und der pRb in verschiedenen Zellmodellen untermauern den Wirkmechanismus 
der CDK4/6i 106,117–122. Jüngste Studien haben gezeigt, dass CDK4/6i das Tumorwachstum 
auch durch andere Mechanismen unterdrücken, einschließlich der Induktion von 
Seneszenz, durch Zellstoffwechselregulation und durch die Verstärkung der antitumoralen 
Immunantwort 123,124. Neben der CDKi-Behandlung Rb-positiver Mammakarzinom-Modelle 
erwies sich diese Therapieform bei einer Vielzahl weiterer humaner Xenograft-Modelle, 
unter anderem GBM und HNSCC, als wirksam 73,119–122,125–131. Aktuell laufen eine Phase-l-
Studie mit einem ERK-Inhibitor in Kombination mit Abemaciclib (NCT04391595) und eine 
Phase-ll-Studie mit Abemaciclib bei rezidivierten GBM (NCT02981940). In einer Studie mit 
HPV-negativen HNSCC-PatientInnen wird die Immunmodulation durch Abemaciclib 
evaluiert (NCT04169074). Im Gegensatz zu den selektiven CDK4/6i haben multi-CDKi 
bisher keine klinische Zulassung erhalten 124,132. Ihre Fähigkeit, gleichzeitig auf CDKs 
einzuwirken, die am Zellzyklus und an der Transkription beteiligt sind, lässt vermuten, dass 
sie vielseitiger und wirksamer sein könnten, als die selektiven CDK4/6i 133. Der multi-
CDK7/12/13i THZ1 ist in der Lage, Apoptose zu induzieren, das Tumorwachstum zu 
hemmen und Resistenzen in murinen Xenograft-Modellen zu verhindern 134,135. In 
Nasopharynx-Ca und GBM-Zellen zeigt THZ1 eine ausgeprägte antineoplastische Aktivität 
durch Modulation von Super Enhancern 135,136. Der multi-CDK1/2/5/9i Dinaciclib hemmt 
bereits im nanomolaren Konzentrationsbereich das Zellwachstum 137. Es ist gegen ein 
breites Spektrum solider und hämatopoetischer Tumormodelle wirksam und weist ein 
günstiges Sicherheits- und pharmakokinetisches Profil bei Mäusen auf 137,138. Die Induktion 
von Apoptose konnte für mehrere Zelllinien, darunter Melanom-, Osteosarkom-, feline orale 
SCC- und GBM-Zellen beschrieben werden und hat sich bei refraktärer chronisch 
lymphatischer Leukämie als klinisch wirksam erwiesen 138–144. Aktuell wird Dinaciclib in 
klinischen Phase-I/II-Studien eingesetzt; eine Phase-III-Studie wurde bereits 
abgeschlossen 143,145–149. Eine synergistische Wirksamkeit wurde in Kombination mit Bcl-
2/Bcl-xL-Inhibitoren nachgewiesen 142. Dies belegt die grundsätzliche Wirksamkeit von 
CDKi und zeigt das Potential von CDKi-basierten Kombinationstherapien, die an 
unterschiedlichen molekularen Zielstrukturen ansetzen.  
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2. Zielstellung 

Eine umfassende genomische Charakterisierung verschiedener Tumorentitäten hat 
wichtige tumorrelevante Signalwege aufgedeckt, die nahezu universell auf genetische oder 
epigenetische Veränderungen abzielen, die die Aktivität dieser Signalwege regulieren. Zu 
den häufigsten Veränderungen in GBM und HNSCC zählt die die CDKN2A (p16INK4A)–Rb-
Achse. Folglich wurden CDKs als therapeutische Zielstrukturen für die präklinische 
Anwendung interessant. Gleichzeitig stellt das immunsuppressive Tumormikromilieu eine 
besondere Herausforderung für die Therapie dar. Um das Tumorwachstum effektiv 
kontrollieren zu können, müssen verschiedene Faktoren berücksichtigt werden. Diese 
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit adressiert.  
 
Das Ziel dieser Promotionsarbeit war zunächst eine umfassende in vitro-Analyse zur 
Relevanz des Kynurenin-Stoffwechselweges in Patienten-abgeleiteten GBM-Zelllinien. Im 
zweiten Teil der Arbeit erfolgte die Untersuchung eines zielgerichteten CDK-
Inhibierungsansatzes an GBM-Zellen im 2D- bzw. 3D-Modell und im dritten Teil fand eine 
Evaluierung einer kombinierten CDKi-Chemotherapie-basierten Behandlung an HNSCC in 

vitro und in vivo statt, um schließlich einen Beitrag zum besseren Verständnis der zugrunde 
liegenden Mechanismen zu leisten.  
 
Folgende Ansätze wurden dabei verfolgt: 
 

I. Untersuchung des Expressionsstatus von Schlüsselgenen und Metaboliten im Trp-
Katabolismus basal und unter Einfluss von TMZ, Dinaciclib und dem IDO-Induktor 
Interferon-γ (IFN-γ).  

II. Evaluierung der antitumoralen Wirkung von Abemaciclib, Palbociclib und Dinaciclib. 
Hierbei wurden sowohl Mono- als auch Kombinationsansätze getestet und die 
zugrunde liegenden funktionellen und molekularen Mechanismen im 2D- und 3D-
Modell identifiziert. 

III. Detaillierte Charakterisierung der Wirksamkeit eines kombinierten CDKi-
Chemotherapie-Ansatzes an HNSCC-Zelllinien unter Berücksichtigung der 
Relevanz der zeitlichen Applikation und Aufklärung der funktionellen 
Veränderungen in vitro und in vivo.  
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3. Methoden 

Detaillierte Informationen zum methodischen Ablauf können den zitierten Literaturstellen 
sowie den angefügten Originalpublikationen entnommen werden. 

3.1 Zelllinien, Inhibitions- und in vivo-Versuche 

In der vorliegenden Dissertation wurden, je nach Versuch und Publikation, bis zu 13 
Patienten-abgeleitete GBM-Zelllinien (HROG02, -04, -05, -06, -10, -15, -24, -36, -38, -52,  
-63, -73, -75) sowie HNSCC-Zelllinien UT-SCC-14 (primärer Zungentumor) und UT-SCC-
15 (Rezidiv, Lymphknotenmetastase) verwendet. 2D-Kulturen wurden in Vollmedium 
(DMEM/F12 + FCS, Glutamin, Pen/Strep.) bei 37 °C, befeuchteter Atmosphäre und 5 % 
CO2 kultiviert. 3D-GBM-Sphäroide (GBS) und GSC wurden, wie in 150 beschrieben, 
kultiviert. Folgende CDKi wurden genutzt: Abemaciclib (10 µM), Palbociclib (1 oder 10 µM), 
THZ1 (5 oder 20 nM), Dinaciclib (5, 10 oder 100 nM). Die HNSCC-Zelllinien wurden mit 
folgenden Chemotherapeutika (CT) behandelt: 5-FU (0,32 µg/ml), Cisplatin (0,05/ 0,5 
µg/ml), Cetuximab (0,5 µg/ml). IFN-γ (50 ng/ml) diente der IDO-1 Stimulation. Bei GBM war 
TMZ (10 µM) die Referenz. Alle Substanzen wurden 1x oder 2x 72h (Dosis: <IC50) 
verwendet. Die Experimente wurden mindestens in drei biologischen Replikaten 
durchgeführt. Alle Tierversuche wurden vor Beginn durch das Landesamt für 
Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern gemäß 
dem deutschen Tierschutzgesetz und der EU-Richtlinie 2010/63/EU genehmigt 
(Aktenzeichen: 7221.3-1-066/18). Die Mäuse wurden in der zentralen Versuchstierhaltung 
der Universitätsmedizin Rostock gezüchtet und erhielten Enrichment. Während des 
Versuchs wurden die Mäuse in Käfigen des Typs III mit Futter-Pellets und Leitungswasser 
ad libitum gehalten. HNSCC-Xenotransplantate wurden durch subkutane Flankeninjektion 
in NMRI Foxn1nu-Mäuse erzeugt, nach Tumorbildung (~50 mm3) den Behandlungsgruppen 
zugeordnet und regelmäßig das Tumorvolumen (Tv) bestimmt. Die Tötung der Tiere 
erfolgte anhand definierter Abbruchkriterien. Anschließend wurden die Tumoren 
eingebettet und mit HE gefärbt.  

3.2 Funktionelle Analyse zellbiologischer Parameter 

Die Zellviabilität wurde im 2D-Modell mit dem fluorometrischen Calcein-(AM)-Farbstoff bzw. 
mit der Kristallviolettfärbung zur Biomassebestimmung und in den 3D-Kulturen 
luminometrisch mit dem CellTiter-Glo® 3D bewertet. Mittels Immunfluoreszenzfärbung (IF) 
wurden diverse Proteine bzw. Strukturen intra- und extrazellulär durch spezifische 
Antikörper/Substanzen markiert und angefärbt. Zu diesen zählten u.a.: 
- IDO1: Enzym des Trp-Abbaus; Calretikulin (CalR): Nachweis immunogener Zelltod (ICD) 
- p53, p21 Waf1/Cip1, p16 bzw. β-Galaktosidase-Aktivität: Seneszenz 
- H2A.XPhospho (Ser139): DNA-Schäden und -Reparatur 
- HLA-ABC, CD279 (PD-1), Phalloidin green (Aktinfilament) 
- MitoTracker: Polarisation mitochondriale Membran, LysoTracker: saure Organellen 
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- ERTracker: ER, ImageIT Hypoxia: Hypoxie 
Analyse: inverses Licht-/Fluoreszenzmikroskop (Leica DMI 4000B) oder konfokales 
Lasermikroskop (Zeiss Elyra 7). Quantifizierung: Software ZEN (Zeiss) bzw. FIJI-ImageJ. 
Durchflusszytometrische Analysen umfassten: 

- YO-PRO1/PI-Färbung: Apoptose und Nekrose, CalR-Translokation als Nachweis für ICD 
- MitoSOX Red: reaktive mitochondriale O2-Spezies 
- CD107a/b (LAMP1/2) und Rab7a: spät-endosomale Marker 

Die durchflusszytometrischen Messungen und Auswertungen erfolgten am 
FACSCalibur™ bzw. FACSVerse™ mittels FACSuite™/ Cell-Quest-Pro-Software. 
Zur Beurteilung der Zellmotilität, Migration und Invasion wurden im 2D-Modell ein wound 

healing Assay und ein modifiziertes Boyden-Chamber-Assay durchgeführt. Die 3D-
Invasionsfähigkeit wurde anhand des Eindringvermögens der Zellen aus ihren Sphäroiden 
in eine Matrigel-Matrix beurteilt. Zellkulturüberstände (un-/behandelt) wurden gesammelt 
und die KS-Metaboliten (Trp, KYN, Kynureninsäure (KYNA)) mit Hilfe eines LC/MS (AB 
Sciex 5500 QTrap™, in Kooperation am Institut für Immunologie und 
Transfusionsmedizin, Greifswald) gemessen. Die Impedanz wurde mit einem ECIS Z0, 
ausgestattet mit einer 96-Well-Array-Station mit interdigitalen Elektroden, gemessen (in 
Kooperation mit PD Dr. rer. nat. Nadja Engel, Klinik und Poliklinik für Mund-, Kiefer- und 
Plastische Gesichtschirurgie, Rostock). 

3.3 RNA-Isolation, cDNA-Synthese, quantitative RT-PCR und 

Microarray-Analyse 

Die Gesamt-RNA (un-/behandelt) wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben und die Targets 
mittels quantitativer real-time PCR unter Verwendung von Taqman-Genexpressionsassays 
(IDO1, TDO2, KMO, HAAO, KAT1/2/3/4, KYNU, QPRT und Housekeeping Gen: GAPDH/β-

Aktin) an einem Light Cycler Viia7 analysiert. Die Zielgen-mRNA wurde auf GAPDH/β-Aktin 
normalisiert und das Expressionslevel kalkuliert: 2−ΔCT (ΔCt = CtZielgen – CtHousekeeping Gen). Zur 
genauen Erfassung der molekularen Veränderungen wurde die RNA von HROG63-Zellen 
(unbehandelt, Dinaciclib) extrahiert, quantifiziert und die Expressionsprofilierung (Affymetrix 
Human Clariom S Array) durchgeführt (in Kooperation mit Herrn Dr. Dirk Koczan, Core 
Facility Micro-Array-Technologie, Rostock). Die primäre Datenanalyse, einschließlich der 
SST-RMA Normalisierung, wurde mit der Affymetrix TAC-Software vorgenommen. 

3.4 Statistik 

Alle Werte sind als Mittelwert (MW) ± SD/SEM angegeben. Die Unterschiede zwischen  
un-/behandelten Zellen wurden mittels One- oder Two-way ANOVA nach Überprüfung der 
Normalitätsannahme (Shapiro-Wilk-Test) ermittelt. Wenn die Normalität nicht gegeben war, 
wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet. Die Kaplan-Meier-Überlebensanalyse wurde 
unter Anwendung des Log-Rank-Tests (Mantel-Cox-Test) durchgeführt. Die statistische 
Auswertung erfolgte mit GraphPad PRISM Software, Version 8.0.2. Als Signifikanzkriterium 
wurde p < 0,05 angenommen. 
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4. Ergebnisse 

Die Resultate der Promotionsarbeit sind in drei Originalpublikationen mit Impact Factor 
veröffentlicht: 
 
 
Riess C, Schneider B, Kehnscherper H, Gesche J, Irmscher N, Shokraie F, Classen CF, 
Wirthgen E, Domanska G, Zimpfer A, Strüder D, Junghanss C, Maletzki C. Activation of the 
Kynurenine Pathway in Human Malignancies Can Be Suppressed by the Cyclin-Dependent 
Kinase Inhibitor Dinaciclib. Front Immunol. 2020 Feb 14;11:55.  
https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.00055 
 
Impact Factor 2022: 7.561 
 
 
Riess C, Koczan D, Schneider B, Linke C, Del Moral K, Classen CF, Maletzki C. Cyclin-
dependent kinase inhibitors exert distinct effects on patient-derived 2D and 3D glioblastoma 
cell culture models. Cell Death Discov. 2021 Mar 15;7(1):54  
https://doi.org/10.1038/s41420-021-00423-1 
 
Impact Factor 2022: 7.109 
 
 
Schoenwaelder N, Salewski I, Engel N, Krause M, Schneider B, Müller M, Riess C, Lemcke 
H, Skorska A, Grosse-Thie C, Junghanss C, Maletzki C. The Individual Effects of Cyclin-
Dependent Kinase Inhibitors on Head and Neck Cancer Cells - A Systematic Analysis. 
Cancers (Basel). 2021 May 15;13(10):2396.  
doi: 10.3390/cancers13102396 
 
Impact Factor 2022: 6.639 
 
 
Im Folgenden werden die wesentlichen Ergebnisse zusammengefasst. Neben den 
Illustrationen im Text sind weitere Abbildungen den Veröffentlichungen im Anhang 
(Abschnitt 8.4) zu entnehmen. 
 
 
 

 

https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.00055
https://doi.org/10.1038/s41420-021-00423-1
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4.1 Dinaciclib hemmt die IFN-γ induzierte KS-Aktivität 

Der basale Expressionsstatus verschiedener KS-verwandter Gene wurde in 13 
verschiedenen GBM-Zelllinien untersucht (Abb. 3A). IDO1 war schwach exprimiert und 
wurde in 11/13 GBM-Proben nachgewiesen. TDO2 und KYNU waren in allen GBM-Proben 
konstitutiv höher exprimiert als IDO1. In 1/3 klinischen GBM-Resektaten war IDO1 auch 
immunhistochemisch nachweisbar. Während die IDO1-Genexpression in 5/5 untersuchten 
GBM-Zelllinien durch IFN-γ induziert und der KS damit aktiviert wurde, war die 
Genexpression von TDO2 und KAT3 reduziert (Abb. 3B). Auf Proteinebene war ebenso in 
HROG05 eine starke IDO1 Hochregulation zu beobachten sowie eine marginale in 
HROG63 Zellen (Abb. 3D).  
 

 

Abbildung 3: Spezifische Analyse des KS in GBM-Zellen auf Gen-, Protein- und Metabolitebene; basal, 

unter Stimulation und unter Behandlung. A basale relative mRNA-Expression (2−ΔCT) von IDO1, TDO2, 

KYNU, KAT2, KAT3 und KAT4 normalisiert auf GAPDH in 13 GBM-Zelllinien. B relative mRNA-Expression 
(2−ΔCT) von IDO1 und TDO2 unter IFN-γ Stimulation normalisiert auf GAPDH in fünf GBM-Zelllinien. C relative 
mRNA-Expression (2−ΔCT) von IDO1 und TDO2 unter dem Einfluss von TMZ, D und IFN-γ und der SIM-Gabe 
der Substanzen mit IFN-γ normalisiert auf GAPDH in fünf GBM-Zelllinien. D Immunfluoreszenz (IF) zum 
Nachweis von IDO1 an einer ausgewählten GBM-Zelllinie einzeln unter dem Einfluss von TMZ, D und IFN-γ 
sowie unter SIM-Gabe der Substanzen mit IFN-γ (Maßstab: 20 μm). E Metabolitenspiegel in GBM-Zellen 
einzeln, unter Therapie oder in SIM- oder SEQ-Gabe. Das KYN/Trp-Verhältnis in GBM-Zellen wurde durch 
Division der KYN-Werte durch die Trp-Werte ermittelt. Ktr – Kontrolle, TMZ – Temozolomid, D – Dinaciclib, Kom 
– Kombination, SIM – simultan, SEQ – sequentiell. 
 
In weiterführenden Analysen wurde überprüft, ob TMZ und Dinaciclib, auch in Kombination 
mit IFN-γ, einen Einfluss auf die KS-vermittelte Gen-, Protein- und Metabolitebene ausüben 



Ergebnisse  12 

(Abb. 3C). Hierbei zeigte sich, dass TMZ in 3/5 Fällen IDO1 herunterregulierte. Die 
Genexpression von KAT2, KAT4 und KMO war zelllinien-spezifisch heterogen. Die 
TMZ/IFN-γ-Kombination, eine Nachahmung der in vivo-Situation, führte in 2/4 GBM-Proben 
zu einer stärkeren Hochregulation. Die Zugabe von Dinaciclib entweder zu IFN-γ oder TMZ 
reduzierte die mRNA-Expression von IDO1 deutlich. Andere KP-verwandte Gene wie TDO2 
und KAT1-4 wurden in ähnlicher Weise herunterreguliert. Dies konnte auch auf 
Proteinebene bestätigt werden, indem Dinaciclib das IFN-γ-induzierte IDO1 effektiv 
blockierte, während TMZ allein sowie in Kombination mit IFN-γ den Proteinspiegel stark 
erhöhte (Abb. 3D). Der IFN-γ-induzierende Stimulus konnte in einer Dreier-Kombination 
nicht weiter unterdrückt werden. Die KS-bezogenen Metabolite Trp, KYN und KYNA waren 
unter Zugabe von TMZ oder Dinaciclib nur geringfügig beeinflusst (Abb. 3E). Wie erwartet 
waren der Trp-Abbau und der KYN-Spiegel unter IFN-γ oder in Kombination mit TMZ stark 
erhöht. Im Gegensatz dazu blieb dies unter Dinaciclib im Vergleich zur Kontrolle 
unverändert. Somit ist Dinaciclib in der Lage, die IFN-γ-vermittelte und damit 
höchstwahrscheinlich auch die Chemotherapie-induzierte IDO1-Hochregulierung in GBM-
Zellen zu blockieren. 

4.2 Selektive CDKi weisen ein großes therapeutisches Potential im 2D- 

und 3D-GBM-Modell auf 

In weiterführenden Untersuchungen wurden neben Dinaciclib auch die selektiven CDK4/6i 
Abemaciclib und Palbociclib und das Standardtherapeutikum TMZ in Mono- und 
Kombinationstherapie eingesetzt. Neben verschiedenen morphologischen Veränderungen, 
wie der Bildung kleiner Vakuolen und Zellschrumpfung bei Dinaciclib und einem 
multivakuolären Phänotyp bei Abemaciclib, führte die Monotherapie der beiden CDKi 
Dinaciclib und Abemaciclib zu einer stark verminderten Viabilität in den fünf getesteten 
Zelllinien (Abb. 4A). Anschließend wurde eine simultane (SIM) und eine sequentielle (SEQ) 
Kombinationsbehandlung durchgeführt. Dabei ließ sich feststellen, dass der Zeitpunkt des 
Einsatzes der einzelnen Kombinationspartner die Wirksamkeit beeinflusst: In 3/5 Fällen 
potenzierte (Synergismus) die SIM-Behandlung von Dinaciclib und Abemaciclib die 
antitumorale Wirkung der Monotherapie. Bei der SEQ-Behandlung von Dinaciclib und TMZ 
war ebenfalls ein synergistischer Effekt in 4/5 Fällen nachweisbar, wohingegen sich die 
anderen Behandlungsschemata meist antagonistisch auswirkten (Abb. 4A). In den 3D-
Kulturen blieben die zytotoxischen Auswirkungen weitestgehend erhalten, wobei die GSCs 
deutlich empfindlicher gegenüber den CDKi waren als die GBSs. Die Behandlung mit 
Palbociclib und TMZ hatte in beiden Modellen einen geringen bzw. keinen Einfluss auf 
Viabilität und Morphologie. Aus diesem Grund wurde der Fokus in den weiteren Analysen 
auf die Behandlung mit den CDKi Abemaciclib und Dinaciclib und als Referenz TMZ gelegt. 
In funktionellen Analysen wurde überprüft, welchen Einfluss die CDK-Inhibition auf 
verschiedene zelluläre Parameter hat. Anhand einer Apoptose/Nekrose-Analyse konnte 
exemplarisch an HROG63 gezeigt werden, dass die Nekrose der dominierende Zelltod bei 
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Dinaciclib war, wohingegen Abemaciclib eher eine frühe Apoptose auslöste. Die duale 
CDK-Inhibition von Abemaciclib und Dinaciclib induzierte eine Mischform aus Apoptose und 
Nekrose (Abb. 4B). Der immunogene Zelltod, u.a. charakterisiert durch die Translokation 
von Calretikulin (CalR), war durch keine der Behandlungsschemata induzierbar und spielte 
daher eine untergeordnete Rolle (Pub. ll Abb. 2C). Im Anschluss wurde die Ursache der 
zytoplasmatischen Vakuolbildung und der Einfluss der CDKi auf die Mitochondrien 
untersucht. Eine CDKi-induzierte lysosomale Aktivierung ließ sich vor allem unter 
Abemaciclib in den Zelllinien HROG05 und HROG63 erkennen. Darüber hinaus war eine 
mitochondriale Dysfunktion unter CDKi-Therapie nachweisbar, die sich durch 
Hyperpolarisation der mitochondrialen Membran (MMP) und mitochondrialen oxidativen 
Stress (Mito-ROS) in HROG05 auszeichnete (Abb. 4C, linke Bildreihen und unten rechts). 
Auch in den 3D-Modellen zeigten sich erhöhte MMP unter Dinaciclib (Pub. ll, Abb. 3G). 

Abbildung 4: Viabilität, Invasivität und mitochondriale Funktionalität in GBM-Zellen nach CDKi- und 

TMZ-Behandlung. A links: Quantitative Analyse der Zellvitalität (% vs. Ktr = 100 %). n = 5; MW ± SEM, ∗∗p < 
0,01; ∗p < 0,05 vs. Ktr (One-way-ANOVA). rechts: Bliss-Unabhängigkeitsmodell – SIM/SEQ-Behandlung mit 
Dinaciclib sowie Abemaciclib oder TMZ aller getesteten Zelllinien im 2D- und 3D Modell. Wenn Δ<1 wirkten 
Substanzen synergistisch (grünes Muster); bei Δ=1 wirkten Substanzen additiv (gelbes Muster); bei Δ>1 wirkten 
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die Substanzen antagonistisch (oranges und rotes Muster); Grafik wurde mit Biorender erstellt.  
B Durchflusszytometrische Analyse des Zelltods (in %): früh apoptotisch (YO-PRO-1+), spät apoptotisch (YO-
PRO-1+/PI+), nekrotisch (PI+). n = 3, MW ± SEM, ∗∗∗p < 0,001; ∗p < 0,05 vs. Ktr (Two-way ANOVA). C 

Vakuolisierung unter CDKi-Therapie. linke Bildreihen: Repräsentative Darstellung aus n = 3 von HROG05 und 
HROG63. grün (Lyso) = saure Komponenten, rot (MitoT) = MMP, mittige Bildreihe: rot (MitoT) = MMP 
(mitochondrialer Ursprung), blau (ERT) = endoplasmatischer Ursprung, rot (Dextran) = Macropinocytose-
Ursprung (Maßstab: 50 μm). rechts oben: Quantitative durchflusszytometrische Analyse der LAMP1/Rab7a+-
Zellen in %. n = 3, MW± SEM, ∗∗∗p < 0,001; ∗∗p < 0,01 vs. Kontrolle. (One-way-ANOVA). rechts unten: 
Quantitative durchflusszytometrische Analyse der Mito-ROS. Anteil MitoSox+-Zellen in %. n = 3, MW ± SEM, ∗p 
< 0,05 vs. Ktr (One-way-ANOVA). D Einfluss auf 3D-Invasivität. Repräsentative Darstellung aus n = 3, HROG05, 
d1 und d7, (Maßstab: 250 μm). E Seneszenzinduktion durch Aktivierung von p16/p21 und ß-Galactosidase. 
links: Repräsentative Darstellung aus n = 3, HROG05. blau = Dapi, orange = p16, grün = p21, (Maßstab: 50 
µm). rechts: Quantitative Analyse der X-Gal-positiven Zellen im Verhältnis zur Gesamtzellzahl, HROG05, n = 3, 
MW± SEM, ∗∗∗p < 0,001; ∗p < 0,05 vs. Ktr., (Two-way-ANOVA). F Quantitative Analyse der γ-H2AX-Foci-Anzahl 
im Verhältnis zur Gesamtzellzahl mit Bestrahlung (+ B) und ohne Bestrahlung (- B). Zellkerne wurden als positiv 
deklariert, wenn mehr als 20 Foci/Kern sichtbar waren, HROG05, n = 3, MW ± SEM, ∗∗∗p < 0,001; ∗∗p < 0,01 
vs. Ktr. (Two-way-ANOVA). G Waterfall-Plot des RNA-Expressionsniveaus (Fold-Change) von HROG63, 
ausgewählte Gene: p < 0,001. Limma wurde hier zur Berechnung des P-Wertes verwendet, n = 3. Ktr – 
Kontrolle, TMZ – Temozolomid, D – Dinaciclib, Ab – Abemaciclib, SIM – simultan, SEQ – sequentiell. 
 

Einige große CDKi-induzierte Vakuolen in HROG05 waren weder positiv für MMP noch für 
eine lysosomale Aktivität, den ER-Tracker oder 10 kDa Dextran (Abb. 4C, Mitte). In diesen 
Behandlungsschemata wurde die Vakuolisierung von einer höheren Abundanz der spät-
endosomalen Marker LAMP1 und Rab7a in HROG05 begleitet (Abb. 4C, rechts oben). Der 
Einfluss auf die Migration und Invasion im 2D-System ließ sich zwar nicht durch Dinaciclib 
verändern, allerdings konnte die GBM-Motilität in beiden Zelllinien vollständig verhindert 
werden (Pub. ll, Abb. 5). Beide CDKi unterdrückten die Invasivität von GB- und GSC-
Sphäroiden über einen Zeitraum von 7d in beiden Zelllinien effektiv, wohingegen TMZ diese 
gleichermaßen verstärkte (Abb. 4D). Zusätzlich zu den beschriebenen Effekten induzierten 
die CDKi Abemaciclib und Dinaciclib Seneszenz über die Aktivierung von p16/p21 (Abb. 
4E). Lediglich Dinaciclib induzierte γ-H2AX-Foci, ein Nachweis für DNA-
Doppelstrangbrüche, die nach einer kombinierten CDKi-Strahlentherapie verstärkt 
auftraten (Abb. 4F). Schließlich wurde die starke globale zytotoxische Wirkung von 
Dinaciclib in HROG63 durch eine Genexpressionsanalyse bestätigt. Hierbei wurden u.a. 
Gene, die an der Regulierung und Progression des Zellzyklus, der Transkriptionsregulation 
und der Zellmigration beteiligt sind, stark herunterreguliert, während das Expressionsniveau 
von Chemotaxis-vermittelnden Genen und DNA-Stress- und Schädigungsgenen signifikant 
hochreguliert wurde (Abb. 4G). Erstaunlicherweise beeinträchtigte Abemaciclib die 
Koloniebildung in einer Langzeitbehandlung besser als Dinaciclib. Die kombinierte Gabe 
beider CDKi war aber im Stande, einer intrinsischen/erworbenen Resistenz in HROG05 
effektiv entgegenzuwirken (Pub. ll, Abb. 8). 
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4.3 Implementierung eines kombinierten CDKi/Chemotherapeutika-

Ansatzes bei HNSCC-Modellen 

An den HNSCC-Zelllinien UT-SCC-14 und UT-SCC-15 wurde schließlich das 
therapeutische Potential eines kombinierten Behandlungsansatzes basierend auf den CDKi 
Dinaciclib, Palbociclib und THZ1 sowie den HNSCC-Standardtherapeutika 5-FU, Cisplatin 
und Cetuximab evaluiert.  

 

Abbildung 5: CDKi/CT-Kombination erhöht anti-tumorale Effekte in HNSCC über verschiedene 

Mechanismen in vitro und in vivo. A Quantitative Viabilitätsanalyse der UT-SCC-14 (oben) und UT-SCC-15 
(unten) im SIM- und SEQ-Schema. links: Bliss-Unabhängigkeitsmodell – SIM-Behandlung der Zelllinien UT-
SCC-14 und UT-SCC-15 mit jeweiligen Subtanzen. Grün indiziert synergistische Wirkung, gelb weist auf 
additiven Effekt hin und orange/rot deutet jeweils eine antagonistische Wirkung an. Grafik wurde mit Biorender 
erstellt. rechts: Relative Biomasse (% vs. Ktr). n=3-4; MW±SD, ∗∗∗p<0,0002; ∗∗p<0,002; ∗p<0,05 vs. Ktr. (Mann-
Whitney U-Test); ##p<0,002; #p<0,05 vs. CDKi (Kruskal-Wallis-Test). B Durchflusszytometrische Analyse des 
Zelltods (in %); links: Apoptose-Nekrose-Assay von UT-SCC-14 (oben) und UT-SCC-15 (unten): früh 
apoptotisch (YO-PRO-1+), spät apoptotisch (YO-PRO-1+/PI+) oder nekrotisch (PI+); n = 4-5, MW ± SD, Kruskal-
Wallis-Test; spät apoptotisch # p < 0,05 vs. Ktr; nekrotisch * p < 0,05, ** p < 0,01 vs. Ktr; rechts: immunogener 
Zelltod (CalR+) von UT-SCC-14 (oben) und UT-SCC-15 (unten), MW ± SD, One-way-ANOVA, n = 3-4, * p < 
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. Ktr. C Phänotypisierung und Zellzyklusanalyse von UT-SCC-14. oben: 
Quantitative durchflusszytometrische Analyse des Phänotyps (PD-1 und HLA-ABC in %), n > 3; MW ± SD, * p 
< 0,05, ** p < 0,01, vs. Ktr, One-way-ANOVA. unten: Quantitative durchflusszytometrische Analyse des 
Zellzyklus mit Angabe der Zellen in der G1-, S- und G2-Phase (in %), n > 3; MW ± SD, * p < 0,05, ** p < 0,01 
vs. Ktr. D Impedanzmessung und Immunfluoreszenzfärbung des Zytoskeletts und weiterer Kompartimente. 
links: Repräsentative Darstellung verschiedener Kompartimente unter Behandlung von UT-SCC-14 (Maßstab: 
50 µm): erste Bildreihe: rot (MitoT) = mitochondriale Aktivität, grün (Lyso) = saure Komponenten, blau = 
endoplasmatischer Ursprung; zweite Bildreihe: grün (Phalloidin green) = Aktinfilament, blau (DAPI) = Zellkern; 
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rechts oben: Realzeit Impedanzmessung von (un-) behandelten UT-SCC-14; rechts unten: Quantitative 
durchflusszytometrische Analyse der Vakuolbildung von UT-SCC-14, dargestellt ist der prozentuale Anteil 
(LAMP1+/Rab7a+), n > 3, MW ± SD, * p < 0,05 vs. Ktr. E in vivo Therapieansatz. links: Tumorwachstumskurve 
und Kaplan-Meier-Überlebenskurve: Berechnung Tumorvolumen (Tv): Tv des jeweiligen Tages x (Vt)/ Tv zu 
Beginn des Experimentes; Log-Rank-Test (Mantel-Cox), UT-SCC-14: Ktr (n = 8 Mäuse); Cis/D/Kombination (n 
= 7 Mäuse/Gruppe); UT-SCC-15: Ktr (n = 10 Mäuse); Cis/D (n = 7 Mäuse/Gruppe); Kombination (n = 5 Mäuse); 
MW±SEM, * p < 0,05 vs. Dinaciclib. rechts: Repräsentative Darstellung der HE-gefärbten Tumorproben der 
einzelnen Behandlungsgruppen. Maßstab: 20x. Ktr – Kontrolle, D – Dinaciclib, P – Palbociclib, Cis – Cisplatin, 
5-FU – 5-Fluorouracil, Ctx – Cetuximab, Kom – Kombination, SEQ – sequentiell, CalR - Calretikulin. 
 
Beide Zelllinien waren empfindlich gegenüber der Monoapplikation der CDKi. Die dualen 
SIM-CDKi-Behandlungen führten bei den UT-SCC-14 überwiegend zu additiven bzw. 
synergistischen Effekten, welche zum Teil auch bei den UT-SCC-15 erzielt wurden. Die 
SIM-CDKi/CT-Kombinationen waren dagegen hauptsächlich antagonistisch. Eine 
Ausnahme bildeten Cisplatin in Verbindung mit Dinaciclib (UT-SCC-14) sowie Cetuximab 
mit Dinaciclib oder THZ1 (UT-SCC-15). Im SEQ-Ansatz wurden die CDKi entweder vor oder 
nach den CT verabreicht. Eine stärkere Biomassereduktion ergab sich, mit Ausnahme der 
SEQ-Palbociclib/Cisplatin bzw. Cetuximab-Gabe, wenn zunächst die CT und im Anschluss 
Dinaciclib verabreicht wurde (Abb. 5A, Pub. lll, Abb.1). In weiterführenden funktionellen 
Analysen wurde gezeigt, dass Dinaciclib und deren Kombinationen Nekrosen auslösten, 
wohingegen THZ1 und deren Kombinationen Apoptose und eine Mischform hervorriefen 
(Abb. 5B, links). Die CalR-Translokation, die anhand CalR-positiver Zellen und des mittleren 
Fluoreszenzsignals erfasst wurde, wurde hier durch Dinaciclib, dessen Kombinationen 
sowie durch die THZ1/5-FU Applikation hervorgerufen (Abb. 5B, rechts). Auch die 
immunologisch relevanten Marker HLA-ABC und PD-1 waren nach Dinaciclib-, dessen 
Kombinationen und Palbociclib-Behandlung speziell bei den UT-SCC-14 erhöht (Abb. 5C, 
oben). Zusätzlich zeigte sich eine mäßige Seneszenzinduktion nach CDKi-Therapie (Pub. 
lll, Supplement). Ein signifikanter G1-Arrest ließ sich nach kombinierter THZ1/5-FU-
Therapie (UT-SCC-14) beobachten, während dies bei den UT-SCC-15 nur nach Palbociclib 
und 5-FU-Monotherapie der Fall war (Abb. 5C, unten). Die Zellimpedanz, welche 
Aufschluss über Zellschichtveränderungen, Adhäsionseigenschaften und die 
Membranintegrität gibt, wurde massiv durch Dinaciclib und die Kombinationen verringert, 
hauptsächlich bedingt durch Zellablösung (Abb. 5D, rechts oben). Bestätigt wurden die 
Daten der Zellimpedanzmessung durch das Anfärben des Aktinfilaments (Abb. 5D, zweite 
Bildreihe). Bei THZ1 konnte ein leichter Impedanzanstieg verzeichnet werden, der sich 
auch in verstärkten Stressfasern widerspiegelte. Im Gegensatz dazu verstärkten Cisplatin 
und 5-FU die Aktinausbreitung. Der Kombinationsansatz aus THZ1/5-FU führte zu einem 
verzögerten Impedanzabfall ebenfalls einhergehend mit einem Ablösen der Zellen (Abb. 
5D, rechts oben). Durch die Behandlung induzierte Doppelstrangbrüche wurden anhand 
von γ-H2AX-Foci bestimmt und konnten lediglich bei Palbociclib sowie den THZ1/5-FU 
basierten Therapien verzeichnet werden (Pub. lll, Abb. 4). In Kongruenz mit den zuvor 
erhobenen Daten (Pub. ll, hier 4.3) konnte bestätigt werden, dass Dinaciclib und die 
Kombinationen einen Einfluss auf die MMP in beiden Zelllinien ausübten. Palbociclib, THZ1 
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oder Cisplatin induzierten die Bildung von Lysosomen in UT-SCC-14-Zellen (Abb. 5D, erste 
Bildreihe). Eine höhere Abundanz der spät-endosomalen Marker LAMP1 und Rab7a wurde 
Zelllinien- und therapiespezifisch nachgewiesen. Hier konnte ein Anstieg nach Dinaciclib, 
Palbociclib und 5-FU bei den UT-SCC-14 und nach SIM-Palbociclib/Dinaciclib-Gabe bei 
den UT-SCC-15 festgestellt werden (Abb. 5D, rechts unten). Die Zellmotilität war, wie in 
Pub. ll beschrieben, auch hier durch Dinaciclib und in Verbindung mit THZ1 bei den UT-
SCC-14 stark beeinträchtigt. Diese Effekte wirkten sich auch auf die Invasivität der UT-
SCC-14-Zellen aus (Pub. lll, Supplement). Abschließend wurden die in vitro-Daten von 
Dinaciclib und Cisplatin im in vivo-Modell validiert. UT-SCC-14 Xenografts zeigten ein 
schlechtes Therapieansprechen, da lediglich ein geringer Einfluss auf das Tumorwachstum 
zu verzeichnen war. Im Gegensatz dazu wurde das Tumorwachstum bei den UT-SCC-15 
Xenotransplantaten deutlich reduziert, am ausgeprägtesten bei der Kombination. Die 
Immunhistologie bestätigte dabei die beobachteten Ergebnisse. Während bei den UT-SCC-
14 Transplantaten eine anfängliche Nekrose bei Dinaciclib und Cisplatin Monotherapie zu 
sehen war, ließ sich bei den UT-SCC-15 Transplantaten eine deutliche Nekrose in allen 
Behandlungsmodalitäten erkennen (Abb. 5E).  
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5. Diskussion 

Das häufige Auftreten von Rezidiven und die Resistenz gegenüber der konventionellen 
Therapie stellen sowohl beim GBM als auch bei HNSCC eine große Herausforderung dar. 
Bisherige Bestrebungen, die Prognose der betroffenen GBM-PatientInnen zu verbessern, 
haben in den letzten 50 Jahren nur zu einer marginalen Verbesserung geführt 45,151,152. Auch 
die Überlebensrate bei HNSCC hat sich in den letzten drei Jahrzehnten nur moderat 
gebessert 153. Genomische Alterationen in den CDKs und die Generierung eines 
immunsuppressiven Mikromilieus sind dabei entscheidende Faktoren 154–157. 
Therapeutische Ansätze basierend auf der Inhibition der CDKs werden aktuell in 
präklinischen und klinischen Studien evaluiert 45,154,157–162. Zur Steigerung der 
therapeutischen Effektivität werden zunehmend multimodale Behandlungsprotokolle mit 
klassischen Chemotherapeutika, Biologika wie beispielsweise monoklonalen Antikörpern 
und immuntherapeutischen Ansätzen, aber auch zielgerichteten Therapien eingesetzt 
45,106,160,163–166. CDK-Inhibitoren gehören zur Klasse der zielgerichteten Substanzen und 
wurden in der vorliegenden Dissertationsschrift als Therapeutika verwendet.  
 
Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag neben der grundsätzlichen Relevanz des KS beim 
GBM vor allem auf der detaillierten Charakterisierung der zellbiologischen Effekte nach 
CDKi Mono- sowie Kombinationstherapie mit Chemotherapeutika bei GBM und HNSCC. 
Hierzu wurden die CDKi sowohl simultan als auch sequentiell an Patienten-abgeleiteten 
GBM-Zelllinien im 2D- und 3D-Modell in vitro und an HNSCC im 2D- und am 
Xenotransplantatmodell eingesetzt. Diese Behandlungsansätze besitzen einen innovativen 
Charakter und stellen eine vielversprechende Strategie dar.  

5.1 Analyse IDO1-assoziierter Gene und Metaboliten und Suppression 

des KS durch Dinaciclib 

IDO1, aber auch TDO2, sind in verschiedenen Entitäten, wie etwa malignen Gliomen und 
HNSCC, konstitutiv überexprimiert und durch eine lokale und systemische Immun-
suppression gekennzeichnet. Dies korreliert mit der Aggressivität und dem Tumorgrad 
73,167–170. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der KS in den untersuchten GBM-
Zelllinien bzw. primären Geweben aktiv ist und zu einem iTM beiträgt. Dies ist 
charakterisiert durch eine geringe basale IDO1- und eine konstitutiv hohe TDO2-
Expression. Obwohl IDO1 normalerweise nicht oder nur in sehr geringen Mengen im Gehirn 
exprimiert wird, steigt es bei entzündlichen Prozessen rasch an. Dabei wird IDO1 in 96 % 
der malignen Gliome exprimiert 171,172. Auch TDO2 mRNA war bereits in einer Reihe von 
menschlichen Tumorproben detektierbar, darunter auch beim GBM 173,174. Um die 
immunvermittelte entzündliche TM nachzuahmen, wurde das Zytokin IFN-γ verwendet. 
IFN-γ induziert IDO1, wodurch der Trp-Serumspiegel sinkt und der KYN-Metabolit ansteigt 
175. So wurde unter IFN-γ-Stimulation die Expression von IDO1 sowohl auf Gen- als auch 
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Proteinebene hochreguliert. Dahingegen verhielt sich die Genexpression von TDO2 und 
KAT3 unter Stimulation invers. Während TMZ IDO1 auf der mRNA-Expressionsebene 
negativ beeinflusste, stieg die Menge des resultierenden Proteins an. Dieses könnte 
entweder auf eine verlängerte Halbwertzeit des Proteins aufgrund einer verringerten 
Abbaugeschwindigkeit oder auf eine bevorzugte Translation während des zellulären 
Stresses zurückzuführen sein. Die IFN-γ-Stimulation in Kombination mit TMZ war hingegen 
von einer erhöhten IDO1-Expression und einer vermehrten KYN- und KYNA-Produktion 
begleitet. Der Anstieg des Trp-Katabolismus und der KYN-Produktion (KYN/Trp-Verhältnis) 
werden häufig als indirekter Indikator für die kumulativen Aktivitäten von TDO2, IDO1 und 
IDO2 verwendet 176,177. Einige Tumoren, wie GBM, können IDO1 als adaptiven 
Resistenzmechanismus exprimieren, wobei IDO1 über IFN-γ von Tumor-infiltrierenden T-
Zellen induziert wird 178. Darüber hinaus weisen Gliome und glioneuronale Tumoren eine 
erhöhte Trp-Aufnahme und einen erhöhten Trp-Abbau in vivo auf 179. Angesichts dieser 
Beobachtung könnte dies eine Erklärung für die (erworbene) Arzneimittelresistenz und das 
Rezidiv-Verhalten bei GBM liefern. Aus diesem Grunde sollten IDO1 Inhibitoren auf TMZ 
basierte Therapieansätze untersucht werden. In dieser Studie war lediglich Dinaciclib in der 
Lage, den KS unabhängig vom Kombinationspartner zu beeinträchtigen, da es die IFN-γ-
induzierte IDO1-Hochregulation nach gleichzeitiger Behandlung wirksam unterdrückte. Es 
ist allerdings davon auszugehen, dass es sich eher um eine indirekte Beeinflussung 
handelt, da GBM-Zellen mit einer starken IDO-Expression nach Dinaciclib-Behandlung nur 
eine geringfügig veränderte IDO-Proteinabundanz aufwiesen. Nach längeren oder 
wiederholten Behandlungszyklen könnte sich dieser beobachtete Effekt noch verstärken 
lassen. So wurde bereits von mehreren präklinischen Studien in Erwägung gezogen, (nicht) 
selektive IDO-Inhibitoren in Verbindung mit Chemo- und/oder Strahlentherapie zu 
verabreichen, um synergistische Effekte zu erzielen 180. Schließlich könnte dieses 
Phänomen Auswirkungen auf weitere immuntherapeutische Ansätze haben und der zu 
diesem Zeitpunkt ermittelte KYN/Trp-Index dabei ein relevanter klinischer Maßstab als 
prognostischer Wert für GBM-PatientInnen sein 181. 

5.2 Mechanistische Erkenntnisse zu CDKs auf Viabilität, Invasion, 

Vakuolisierung und mitochondriale Beeinträchtigung in GBM-

Zellen 

Alle getesteten GBM-Zelllinien waren sowohl im 2D- als auch im 3D-Modell empfindlich 
gegenüber Abemaciclib und Dinaciclib. Demgegenüber wurden nur marginale zytotoxische 
Effekte durch Palbociclib erzielt. Abemaciclib und Palbociclib werden als selektive CDK4/6i 
beschrieben. Abemaciclib unterscheidet sich jedoch strukturell von Palbociclib. In der 
Konsequenz weist Abemaciclib eine andere Selektivität für CDK4/6 und andere Kinasen 
auf 182. Dieser Umstand könnte eine Erklärung für die hier beobachtete unterschiedliche 
Zytotoxizität liefern. Damit sprechen die Daten für eine zukünftige Anwendung von 
Abemaciclib und Dinaciclib anstelle von Palbociclib bei der Behandlung von GBM-
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PatientInnen, auch unter der Berücksichtigung der Permeabilität von Abemaciclib über die 
Blut-Hirn-Schranke. Sowohl Abemaciclib als auch Dinaciclib führten zur Bildung saurer 
Kompartimente mit unterschiedlicher Intensität. Abemaciclib induzierte eine frühe 
Apoptose, während Dinaciclib primär Nekrose hervorrief. CDKi-vermittelte Apoptose ist in 
verschiedenen Tumormodellen beschrieben worden 126,141,154,183–189. Im Gegensatz dazu 
wurde die Autophagie erst kürzlich für Abemaciclib beschrieben 190,191 und nur eine 
Veröffentlichung deskribierte die zytoprotektive Rolle der Autophagie unter Dinaciclib-
Therapie 192. Wie bereits für einen anderen pan-CDKi (Flavopiridol) gezeigt, sind 
Veränderungen der LC3B-II-Aggregation und die verringerte Expression von 
p62/Sequestosome1 mögliche Ursachen 193. Die GBM-Motilität war durch beide CDKi stark 
beeinträchtigt, wohingegen die Migration und Invasion im 2D-System stärker durch 
Abemaciclib beeinflusst wurde. Beide CDKi waren jedoch im Stande, die Invasivität von 
GBS und GSC erheblich zu inhibieren. In anderen Studien wurde bereits eine verringerte 
Motilität unter CDKi-Behandlung beschrieben: Die Hemmung von CDK4 konnte die 
Invasion, metastatische Ausbreitung und das Fortschreiten eines duktalen Adenokarzinom-
Modelles verringern 194. In anderen Berichten wurde sogar die Beteiligung von CDK5, 
CDK2, CDK9, Cyclin-B/CDK1, Vimentin, Snail, COX-2 und PGE2 an der metastatischen 
Ausbreitung vermutet 195–197. Auffallend war, dass TMZ das invasive Wachstum in beiden 
3D-Modellen gleichermaßen verstärkte. Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen 
beobachteten Kochanowski et al. eine gesteigerte Invasivität in MGMThigh-GBM-Zellen 
unter langfristiger TMZ-Belastung 198. Durch die CDK-Inhibition waren die behandelten 
Zellen metabolischem Stress ausgesetzt. Dieser ist durch eine übermäßige Aktivität der 
Mitochondrien sowie eine eminente ROS-Produktion gekennzeichnet 199. 
Dementsprechend konnte eine CDKi-induzierte mitochondriale Dysfunktion festgestellt 
werden, charakterisiert durch MMP sowie Mito-ROS. Auch in einer anderen Studie 
induzierte eine CDK4/6i Applikation ROS-Bildung und eine gesteigerte Mito-Aktivität 200. 
Zusätzlich zu den bisher beschriebenen Effekten war die Behandlung mit Abemaciclib 
ebenso durch die Bildung eines multivakuolären Phänotyps charakterisiert. Dies wird auch 
in anderen Publikationen übereinstimmend beschrieben 201–203. Einige große CDKi-
induzierte Vakuolen waren dabei für die verschiedenen Tracker unempfindlich. Das lässt 
darauf schließen, dass die Vakuolen nicht aus den Mitochondrien oder dem ER 
entstammen. In diesem Fall wurde die Vakuolisierung von einer höheren Abundanz der 
spät-endosomalen Marker LAMP1/2 und Rab7a begleitet. Der beobachtete Phänotyp 
ähnelt oberflächlich einer speziellen Form des Zelltods, der Methuosis. Diese ist durch die 
Bildung multipler zytoplasmatischer Vakuolen gekennzeichnet, die von Endosomen durch 
Förderung der Makropinozytose stammen 204–206.  
GBM-Zellen können eine intrinsische und/oder erworbene Strahlenresistenz aufweisen 
207,208. Unter den hier verwendeten Substanzen war nur Dinaciclib in der Lage, diese 
Resistenz umzukehren, indem es γ-H2AX-Foci, einen DSB-Biomarker, induzierte. Ein 
kombinierter CDKi-Strahlentherapieansatz verstärkte diesen Effekt. Dieser Vorgang ging 
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mit einer Herunterregulierung von CDK1 und der strahlenresistenz-vermittelten SIRT3 
mRNA-Expression einher (Pub. ll, Abb. 7). Auf dieser Grundlage lässt sich die Hypothese 
aufstellen, dass die CDKi-Behandlung den oxidativen Stress der Zellen erhöht, DSB 
induziert und die Seneszenz potenziert, um den Zelltod auszulösen. Dinaciclib ist im 
direkten Vergleich mit anderen getesteten CDKi zytotoxischer. Dies lässt sich 
wahrscheinlich auf die globale Aktivität bei der Beeinflussung mehrerer CDKs zurückführen. 
Bestätigt durch die Microarray-Daten ließ sich vergegenwärtigen, dass die Wirkungsweise 
von Dinaciclib noch komplexer ist als bislang angenommen. Dazu gehört nicht nur die 
Unterbrechung des Zellzyklus, sondern auch der induzierte Zelltod über zahlreiche 
Mechanismen, wie etwa die gestörte DNA-Schadensreparatur, genomische Instabilität, 
gestörte Transkriptions-regulierung, Induktion von dysregulierten Mitochondrien, 
Seneszenz und Autophagie. 

5.3 Bedeutung der CDKi-Therapie bei HNSCC in vitro und in vivo  

Um die Effekte der zielgerichteten CDK-Inhibition einzeln und in Kombination mit 
Chemotherapeutika genauer zu charakterisieren und die Wirkmechanismen zu 
identifizieren, wurden funktionelle zellbiologische Parameter in vitro ermittelt und in vivo 
validiert. Hierbei spielte der Kombinationspartner zusammen mit der zeitlichen Reihenfolge 
der einzelnen Substanzen eine entscheidende Rolle. So wirkte die SIM CDKi-Gabe, nicht 
aber die duale Applikation mit CT, synergistisch. Die SEQ Anwendung führte zu 
heterogenen Ergebnissen. Theoretisch sollten CT von einer vorherigen CDKi-Behandlung 
profitieren. Dies war jedoch nur bei Palbociclib-Vorbehandlung der Fall und bestätigt die 
Ergebnisse einer kürzlich durchgeführten Studie, in der über eine intrinsische Resistenz in 
Form einer c-Myc und Cyclin E Hochregulation bei einer SEQ-Cisplatin/Palbociclib Gabe 
berichtet wurde 209. Ein weiteres Argument für eine CDKi-Erstlinientherapie liefert der 
Schutz normaler hämatopoetischer Stamm- und Vorläuferzellen durch einen G1-Arrest 
sowie die Aufrechterhaltung der Antitumorimmunität 210. Dies konnte kürzlich in einer 
Phase-ll-Studie von SCLC unter Trilaciclib-Therapie beobachtet werden 210,211. Bei den 
beiden multi-CDKi war die SEQ Anwendung der Erstlinien-CT der Zweitlinien-CT 
überlegen. Mechanistisch betrachtet war die Zytotoxität auf eine frühe Apoptose mit einem 
anschließenden Übergang zur Nekrose zurückzuführen. Auch Hossain et al. konnten eine 
Apoptoseinduktion unter Dinaciclib beobachten 212. Ganz im Einklang damit verringerte sich 
die Impedanz unter Dinaciclib Mono- und Kombinationstherapie massiv, welches mit 
Veränderungen der Zellform und der Organisation des Zytoskeletts einherging. Dies 
wiederum kann die Zell-Zell-Kontakte über Adhäsionsmoleküle, die elektrische Kopplung 
und die Passage durch Gap Junctions beeinträchtigen 213. Bei der THZ1/5-FU-Kombination 
konnte ein verzögerter Impedanzabbau beobachtet werden, vermutlich hervorgerufen 
durch 5-FU. Umgekehrt bewirkte die THZ1-Therapie einen geringfügigen Impedanzanstieg, 
begleitet von einer Aktinumstrukturierung der Stressfasern. Stressfasern erhöhen die 
zelluläre Steifigkeit und verringern die Motilität 214–216. Die Verschiebung der 
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Aktinorganisation und Beeinflussung der Impedanz könnte damit eine der wichtigsten 
Reaktionen auf die CDKi-Behandlung sein. Außerdem ist davon auszugehen, dass der 
Aktinfilamentumbau und der Impedanzabfall auch Einfluss auf die Suszeptibilität gegenüber 
immunvermittelter Zytolyse haben könnte und die Wirksamkeit immuntherapeutischer 
(Kombinations-)strategien beeinflusst 217,218. Im Rahmen dieser Arbeit ließ sich eine erhöhte 
CalR-Translokation bei der SEQ THZ1/5-FU- und bei der Dinaciclib- Applikation gegenüber 
HNSCC-Zellen erkennen. Neben dieser war ebenso eine Hochregulation von MHC l und 
PD-1 ersichtlich. Auch Hossain et al. stellten einen Dinaciclib-vermittelten ICD bei 
Kolonkarzinomzellen fest 212. Wie bereits in Publikation ll beschrieben, konnte auch bei dem 
HNSCC-Modell eine MMP nach CDKi-Behandlung verzeichnet werden. In einem finalen in 

vivo-Experiment wurden schließlich Dinaciclib und Cisplatin aufgrund der vorherigen 
komplexen in vitro Wirkmechanismen ausgewählt. Während die Therapien bei den UT-
SCC-14-Modell kaum einen Effekt erzielten, war eine ausgeprägte Inhibition der 
Proliferation speziell unter der Kombination bei den UT-SCC-15-abgeleiteten Xenografts zu 
verzeichnen. Die Diskrepanz des Ansprechens könnte in dem Staging der Tumoren 
begründet liegen, so dass fortgeschrittene Tumoren sogar eher von der Therapie profitieren 
als niedrig-gradige. Dies sollte prospektiv an einem größeren PatientInnen-Kollektiv 
evaluiert werden. 
 
Zusammenfassend konnte in dieser Dissertation gezeigt werden, dass die CDKs wesentlich 
an der Proliferation, Invasivität und Malignität von Tumorzellen beteiligt sind. Eine Inhibition 
der CDK führte einerseits zu einer indirekten Hemmung des IFN-γ-induzierten-KS, 
andererseits zu einer Beeinträchtigung der Viabilität, bedingt durch eine mitochondriale 
Dysfunktion und ausgeprägte Vakuolisierung bei GBM-Zellen. Auch das HNSCC-Modell 
lieferte weitere Beweise für die komplexe Wirkungsweise und therapeutische Aktivität der 
CDKi. Für die Zukunft gilt es, die Wirkung der Substanzen weiter zu charakterisieren und 
mit weiteren zielgerichteten bzw. immunverstärkenden Ansätzen zu kombinieren, um die 
daraus resultierenden Ergebnisse in vivo- bzw. am Organ-on a Chip-Modell zu validieren 
und so zur Verbesserung der bestehenden Therapiestrategien beizutragen. 
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6. Zusammenfassung und Ausblick 

Aufgrund des aggressiven Charakters stellen die Behandlungen des Glioblastoma 
multiforme (GBM) und der Kopf-Hals-Tumoren (HNSCC) eine besondere Herausforderung 
dar. Zusätzlich können genomische Veränderungen, die zur konstitutiven Aktivierung bzw. 
Überexpression von Cyclin-abhängigen Kinasen (CDK) führen und damit zu einem 
immunsuppressiven Tumormikromilieu beitragen, entscheidend den Tumorprogress 
begünstigen. Die noch immer infauste Prognose von GBM-PatientInnen sowie die nach wie 
vor hohe HNSCC-Morbiditäts- und Mortalitätsrate unterstreicht die Notwendigkeit, neue und 
wirksamere Behandlungsoptionen zu entwickeln. 
Im ersten Teil der Arbeit wurde das Expressionsmuster von Schlüsselgenen und 
Metaboliten des Tryptophan-Katabolismus basal und unter Einfluss des Zytokins IFN-γ, des 
Standardtherapeutikums Temozolomid (TMZ) und des multi-CDK Inhibitors (CDKi) 
Dinaciclib an Patienten-abgeleiteten GBM-Zelllinien untersucht. Dabei konnte gezeigt 
werden, dass der Kynurenin-Signalweg (KS) in den untersuchten GBM-Zelllinien und 
Geweben aktiv ist. Dies ist durch eine heterogene basale Indolamin 2,3-dioxygenase-
Expression (IDO1) und konstitutiv exprimiertes Tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO2) 
charakterisiert. Unter IFN-γ-Stimulation wurde IDO1 auf Gen- und Proteinebene induziert, 
wohingegen TMZ die IDO1 mRNA-Menge negativ beeinflusste. Im Gegensatz dazu war die 
IFN-γ-Stimulation in Kombination mit TMZ von einer erhöhten IDO1-Expression und einer 
vermehrten Kynurenin- und Kynureninsäure-Produktion begleitet. Lediglich Dinaciclib war 
nach gleichzeitiger Gabe der Kombinationspartner in der Lage, die IFN-γ-induzierte IDO1-
Hochregulierung wirksam zu unterdrückten und damit den KS wahrscheinlich indirekt zu 
beeinträchtigen.  
Im zweiten Teil der Dissertation wurde das antitumorale Potential der selektiven CDK4/6i 
Abemaciclib und Palbociclib, sowie des multi-CDKi Dinaciclib im 2D- und 3D-GBM-Modell 
analysiert. Abemaciclib und Dinaciclib beeinträchtigten die Viabilität in beiden Modellen 
signifikant, einhergehend mit deutlichen morphologischen Veränderungen sowie 
verminderter Motilität und Invasion. Zusätzlich induzierten beide CDKis Seneszenz, eine 
mitochondriale Dysfunktion und eine Hyperpolarisation der mitochondrialen Membran. 
Während nach der Behandlung mit Abemaciclib vor allem eine Zunahme von sauren 
Kompartimenten zu beobachten war, löste Dinaciclib DNA-Doppelstrangbrüche aus, die 
durch Radiatio noch verstärkt wurden. Die Gabe beider CDKi wirkte synergistisch, die 
Kombination mit TMZ antagonistisch. Eine Genexpressionsanalyse bestätigte die globale 
Wirkung von Dinaciclib durch stark signifikant veränderte Gene – u.a. des Zellzyklus, der 
Transkriptionsregulation, der DNA-damage response und des Stress-Segments. In einem 
Langzeitversuch wurde in einem der mit Dinaciclib behandelten Fälle eine 
Resistenzentwicklung beobachtet, die jedoch durch Abemaciclib verhindert werden konnte. 
Die Wirksamkeit von Palbociclib war insgesamt schwächer und zelllinienspezifisch, TMZ 
hatte kaum messbare antineoplastische Effekte auf das GBM-Wachstum. 
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Auf Basis dieser Befunde wurde im dritten Teil der Arbeit die therapeutische Wirksamkeit 
verschiedener CDKi (Palbociclib, Dinaciclib und THZ1) einzeln und in Kombination mit 
Chemotherapeutika (5-FU, Cetuximab, Cisplatin) in HNSCC-Modellen genauer 
charakterisiert und die Wirkmechanismen identifiziert. Dabei ergaben sich individuelle 
Effekte, die in der Heterogenität dieser Tumorentität begründet liegen. Die simultane duale 
CDKi-Applikation und die sequentielle Therapie, bei denen zunächst die 
Chemotherapeutika und im Anschluss die CDKi gegeben wurden, waren hier am 
effektivsten. Wie zuvor bereits im zweiten Teil beobachtet, löste Dinaciclib auch bei den 
HNSCC hauptsächlich Nekrose aus, wobei ein Part des immunogenen Zelltods, die CalR-
Translokation, bei dieser Tumorentität eine größere Rolle zu spielen schien. Auch die 
immunologisch relevanten Marker HLA-ABC und PD-1 wurden nach Dinaciclib- und 
Palbociclib-Behandlung vermehrt nachgewiesen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 
die Zellimpedanz unter Dinaciclib deutlich beeinträchtigt war, was ebenfalls mit einer 
eingeschränkten Invasivität einherging. Das in vivo-Modell zeigte eine zelllinienspezifische 
Suszeptibilität mit dem besten Therapieansprechen bei der Kombinationsapplikation aus 
Dinaciclib und Cisplatin. 
 
Zusammenfassend belegen die Ergebnisse dieser Promotionsarbeit die hohe Wirksamkeit 
der CDKi allein und in Kombination. Besonders das gezeigte breite Wirkspektrum deutet 
auf ein großes therapeutisches Potential beim GBM und HNSCC hin. Hierbei wurden 
neuartige Wirkmechanismen identifiziert, die eine ideale Ausgangsbasis für die künftige 
Nutzung dieser Substanzen als innovative Therapiestrategie für GBM- und HNSCC-
PatientInnen sowohl in der Primär- als auch in der Rezidivsituation darstellen. 
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CDKN2A/B ............................................................................... cyclin-dependent kinase inhibitor2A/B 
Cip ....................................................................................................... CDK-interagierenden Proteine 
COX-2 .................................................................................................................... Cyclooxygenase-2 
DMEM .......................................................................................... Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DNA .................................................................................................................. deoxyribonucleic acid 
DSB ...................................................................................................................... Doublestrandbreak 
EGFR ........................................................................................... Epidermal Growth Factor Receptor 
ER ........................................................................................................ Endoplasmatisches Retikulum 
FCS ............................................................................................................................ Fetal calf serum 
GAPDH ........................................................................ Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GBM .............................................................................................................. Glioblastoma multiforme 
GBS ........................................................................................................................... GBM-Sphäroide 
GSC ................................................................................................... stammzellähnliche GBM-Zellen 
GSK ........................................................................................................... Glycogen synthase kinase 
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KMO .................................................................................................... Kynurenine 3-monooxygenase 
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MMP ....................................................................... Hyperpolarisation der mitochondrialen Membran 
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PDGFRA .............................................................................. platelet-derived growth factor receptor A 
Pen/Strep ......................................................................................................... Penicillin/Streptomycin 
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PI  ................................................................................................................................ Propidiumiodid 
PTEN ............................................................................................ Phosphatase and Tensin homolog 
QPRT .......................................................... Nicotinate-nucleotide pyrophosphorylase [carboxylating] 
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Rb1 ................................................................................................................ Retinoblastom-Protein1 
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SD/SEM .................................................................................................. Standardabweichung/-fehler 
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SIRT3 .................................................... NAD-dependent protein deacetylase sirtuin-3, mitochondrial 
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TTF ................................................................................................................... Tumor Treating Fields 
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8.5.2 Cyclin-dependent kinase inhibitors exert distinct effects on patient-
derived 2D and 3D glioblastoma cell culture models 
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