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I. EINLEITUNG 

 

1.1 NEUROBLASTOM 

 
Das Neuroblastom (NB) ist der häufigste extrakranielle solide Tumor im Kindes- und Jugend-

alter. Es handelt sich um eine sehr heterogene Erkrankung, sowohl biologisch als auch in 

Bezug auf den klinischen Verlauf. Junge Patient:innen in niedrigen Risikostadien haben eine 

Überlebensrate von über 90 % mit häufiger spontaner Regression oder Heilung durch mini-

male Therapie, während bei älteren Patient:innen und in Hochrisikostadien die Prognose trotz 

Behandlung deutlich schlechter ist (1,2). 

 

1.1.1 EPIDEMIOLOGIE 

 
Das NB macht in Deutschland etwa 5,5 % der Krebserkrankungen bis zum 18. Lebensjahr aus 

und tritt mit einer Inzidenz von 1,1 pro 100 000 auf. Jungen sind 1,4-fach häufiger betroffen 

als Mädchen. Das mittlere Erkrankungsalter beträgt 14 Monate und das Risiko zu erkranken 

nimmt mit zunehmendem Alter ab. So erkranken die meisten Patient:innen innerhalb der ers-

ten sechs Lebensjahre. Das NB ist für 10 % der Krebstode im Kindesalter verantwortlich (3). 

 

Bei etwa 50 % der Patient:innen liegen zum Zeitpunkt der Diagnose bereits Fernmetastasen 

vor (1,2). Die Erkrankung wird insgesamt von etwa 77 % der Patient:innen überlebt (3), aller-

dings besteht bei fortgeschrittener Erkrankung weiterhin eine schlechte Prognose. In diesen 

Hochrisikostadien liegt die Mortalität auch heute trotz intensiver multimodaler Therapie bei 

über 50 % (4). Die Prognose ist altersabhängig mit einer geringeren Mortalität bei jüngeren 

Kindern (5).  

 

1.1.2 ÄTIOLOGIE 

 
Beim NB handelt es sich um einen embryonalen Tumor, der durch die maligne Entartung von 

Vorläuferzellen des sympathischen Nervensystems entsteht (6). Physiologisch migrieren 

diese der Neuralleiste entstammenden Vorläuferzellen und differenzieren an ihrem Zielort (2). 

Durch eine fehlgeleitete Entwicklung kann dabei das NB entstehen. Der Tumor kann sich an 

allen Stellen ausbilden, an denen Ansammlungen sympathischer Nervenzellen bestehen, das 

bedeutet entlang des Grenzstrangs und im Bereich des Nebennierenmarks (7). 

 



EINLEITUNG 

 
2 

Es handelt sich um eine sporadische Erkrankung, eindeutige Risikofaktoren konnten bisher 

nicht ausgemacht werden (6,8). In 1-2 % der Fälle tritt das Neuroblastom familiär mit geneti-

scher Prädisposition auf (9). Diese Tumoren treten früher auf und können multifokal sein, sind 

jedoch sehr heterogen (1). Es gibt darüber hinaus Erkrankungen, die mit einer höheren NB-

Inzidenz assoziiert sind. Das betrifft Erkrankungen des autonomen Nervensystems wie der 

Morbus Hirschsprung und das kongenitale zentrale Hypoventilationssyndrom (Undine-Syn-

drom) (10) sowie Makrosomiesyndrome wie das Beckwith-Wiedemann Syndrom (11). 

 

1.1.3 GENETIK UND MOLEKULARBIOLOGIE 

 
In den letzten Jahrzehnten wurden große Fortschritte zur Aufklärung der molekularen Patho-

genese des NB gemacht (7,12). Das NB ist eine Erkrankung, bei der die numerische Abwei-

chung ganzer Chromosomen oder Teile von Chromosomen eine wichtigere Rolle spielt als 

einzelne Mutationen (6,13). Die chromosomalen Aberrationen kommen bei etwa 90% der Pa-

tient:innen vor (7). Die maligne Entartung der sympathischen Vorläuferzellen kann durch die 

Amplifikation des Onkogens MYCN und die Mutation der Anaplastischen Lymphomkinase 

(ALK) gemeinsam mit Transkriptionsfaktoren der embryonalen Entwicklung des Nervensys-

tems wie Sox11, Nhln2, Twist1, Ascl1, Insm2 und Tcf3 entstehen (14). 

 

In ihrer Biologie ähneln die NB-Zellen den verschiedenen Entwicklungsstufen  

sympathoadrenerger Zellen. Dabei können besonders zwei verschiedene Zell- und Differen-

zierungszustände ausgemacht werden: der wenig differenzierte mesenchymale NB-Zelltyp 

und der weiter entwickelte adrenerge NB-Zelltyp. Mesenchymale Zellen sind aggressiver und 

häufig chemoresistent, während die adrenergen weniger aggressiven Zellen unter anderem 

Zielstrukturen für die zielgerichtete Therapie ausbilden. Dazu gehört das GD2-Gangliosid und 

der Noradrenalintransporter, über den Metaiodbenzylguanidin (MIBG) aufgenommen werden 

kann (15–18). Die mesenchymalen NB-Zellen sind außerdem vermehrt nach Chemotherapie 

und bei Rezidiven zu finden, zu Letzteren tragen sie möglicherweise bei (17). Beide Zelltypen 

sind gemeinsam in Tumoren zu finden und können auch ineinander übergehen (16,17). 

 

Zu den wichtigsten Mutationen gehört die MYCN-Amplifikation, welche in ungefähr 20 % der 

Tumoren vorkommt (6). MYCN kodiert für N-myc, welches die Transkription für Wachstum, 

Metabolismus und Differenzierung reguliert und die NB-Zellen im undifferenzierten Zustand 

hält (7). MYCN wird auch in der physiologischen Entwicklung benötigt, dann aber für die finale 

Differenzierung der Nervenzellen herunterreguliert. Bei konstant hoher Expression kann es zur 

Tumorbildung kommen (19–21). Die Amplifikation gilt als Treiber des Tumorwachstums und 

zählt in allen NB-Stadien als Risikofaktor (7). Sie korreliert mit fortgeschrittener Erkrankung 
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und Therapieversagen sowie einer schlechten Prognose in allen Tumorstadien (22,23). Sie ist 

außerdem assoziiert mit der Deletion des kurzen Armes von Chromosom 1 (1p) (24).  

 

Bei den familiären NBs konnte die Mutation im ALK-Gen als prädisponierend gefunden werden 

(25). ALK-Mutationen und -Amplifikationen finden sich außerdem bei 14 % der sporadischen 

NB-Erkrankungen. Sie kommen häufig gemeinsam mit einer MYCN-Amplifikation vor und sind 

Treiber der Erkrankung. Sie sind mit einer schlechten Prognose assoziiert (26,27). Erwäh-

nenswert ist außerdem der Transkriptionsfaktor PHOX2B. Dieser spielt eine Rolle bei der As-

soziation der Erkrankungen des autonomen Nervensystems, Morbus Hirschsprung und kon-

genitales zentrales Hypoventilationssyndrom, mit einer erhöhten NB-Inzidenz (28). PHOX2B-

Mutationen kommen ebenfalls bei sporadischen NBs vor (29).  

 

Die häufigsten chromosomalen Aberrationen, die im Zusammenhang mit dem NB stehen, sind 

die 1p-Deletion (30), die 11q-Deletion, welche häufig bei Hochrisikotumoren vorkommt, die 

keine MYCN-Amplifikation haben (31,32) sowie die Amplifikation von Chromosom 17 (33). Sie 

sind alle mit einer schlechten Prognose assoziiert (33,34). 

 

Ein weiterer Mechanismus, der zum Erhalt des NB beiträgt, ist die Stabilisierung der Telomere. 

Hierfür kommt es entweder zu einer erhöhten Aktivität der Telomerase durch die Überexpres-

sion des telomerase reverse transcriptase (TERT)-Gens (35,36) oder zu alternativen Telomer-

verlängerungen unter anderem durch die ATRX-Mutation (37,38). Beide Mechanismen wur-

den bei jeweils einem Viertel der Patient:innen gefunden (35,37) und sind mit Hochrisikotumo-

ren und einer schlechten Prognose assoziiert (35–38). Die ATRX-Mutation ist außerdem mit 

dem Alter der Patient:innen assoziiert, so kommt sie häufiger vor, je älter die Patient:innen 

sind und ist bei Patient:innen, die jünger als 18 Monate sind, nicht zu finden (39,40). 

 

1.1.4 KLINIK 

 
Die Klinik des NB ist abhängig von der Lage des Primärtumors und der Metastasierung. Die 

Mehrheit der Primärtumoren befindet sich im Abdomen im Nebennierenmark (50 %) und ent-

lang des Grenzstrangs (30 %). Metastasen betreffen bevorzugt das Knochenmark (80 %), den 

Knochen (48 %), die Lymphknoten (16 %) und die Leber (16 %). In seltenen Fällen kann es 

zu intrakraniellen (8 %) und Hautmetastasen (6 %) kommen (41). 

 

Abdominelle Tumoren können bei zunehmender Größe zur Beeinträchtigung des Darms und 

der Harnorgane führen. Bei Tumoren des thorakalen Grenzstrangs stehen Husten, Dyspnoe 

und Pneumonien im Vordergrund. Seltene hochthorakale Tumoren können durch Infiltration 
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des Ganglion stellatum zu einem Horner-Syndrom mit Miosis, Ptosis und Enophtalmus führen. 

Durch intraspinales Wachstum paravertebraler NBs kann es zu neurologischen Ausfällen bis 

hin zum kompletten Querschnittssyndrom kommen. Im MRT sieht man dabei charakteristische 

„Sanduhrtumoren“. Weitere seltene Symptome sind Brillenhämatome bei Infiltration der Or-

bitae, Bluthochdruck durch sezernierte Katecholamine, therapieresistente Durchfälle durch 

vermehrte Sekretion von vasoaktivem intestinalem Peptid (VIP) und das paraneoplastische 

Opsoklonus-Myoklonus-Ataxie-Syndrom. Besonders die fortgeschrittene und metastasierte 

Erkrankung kann zu Allgemeinsymptomen wie Fieber, Abgeschlagenheit, Schmerzen und Ge-

wichtsverlust führen. Bei Knochenmarkbefall können die Patient:innen mit Blässe und Blutun-

gen infolge von Anämie und Thrombozytopenie auffällig werden. In niedrigen Erkrankungssta-

dien bleiben 20 % der Patient:innen asymptomatisch (6,41). 

 

Die Einteilung erfolgt nach dem INSS (International Neuroblastoma Staging System), welches 

die Tumorausdehnung und die initiale chirurgische Resektion berücksichtigt (42). Im Stadium 

1 bleibt der Tumor auf das Ursprungsorgan begrenzt, im Stadium 2 kommt es zu einer Infiltra-

tion der Umgebung, die im Stadium 3 zu einer Überschreitung der Körpermittellinie führt. Im 

Stadium 4 bestehen Fernmetastasen. Es gibt ein weiteres Stadium 4S, welches nur für Säug-

linge im ersten Lebensjahr mit Fernmetastasen in Knochenmark, Leber und Haut gilt. Pati-

ent:innen im Stadium 4S haben eine bessere Prognose als Patient:innen im Stadium 4 und 

eine spontane Regression trotz ausgeweiteter Metastasierung ist nicht selten (43,44). Die 

Säuglinge können allerdings infolge der Größe des Primärtumors und der Metastasen trotz-

dem schwer erkrankt sein (1,41). Mit der INRGSS (International Neuroblastoma Risk Group 

Staging System) Einteilung kann das NB seit 2009 nach radiologisch definierten Kriterien be-

schrieben werden (45). Somit können die Tumoren vor dem initialen operativen Eingriff einge-

teilt werden. Das Stadium des Säuglingsneuroblastoms (MS) gilt in dieser Einteilung bis zum 

Alter von 18 Monaten.  

 

Die Diagnose wird durch den histologischen Nachweis aus einer Tumorbiopsie oder den zyto-

logischen Nachweis des Knochenmarkbefalls mit gleichzeitig erhöhten Katecholaminmetabo-

liten im Blut oder Urin gesichert (42). 

 

1.1.5 THERAPIE 

 
Die gegenwärtige Therapie des NB beinhaltet die Operation der Tumorherde, die Chemothe-

rapie und die Bestrahlung. Sie erfolgt an das Risikoprofil der Patient:innen angepasst nach 

Einteilung in eine niedrige-, mittlere- und Hochrisikogruppe. Für die Einteilung zählen neben 

dem NB-Stadium das Alter, der MYCN-Amplifikationsstatus und Aberrationen im Chromosom 
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1p. Bei Amplifikation von MYCN erfolgt die Einteilung stets in die Hochrisikogruppe (46,47). 

Dies führt zum Einsatz einer multimodalen intensiven Therapie in der Hochrisikogruppe, wäh-

rend in der niedrigen und mittleren Risikogruppe die Therapieintensität und damit die Toxizität 

reduziert werden kann (6,48,49). Die Behandlung sollte im Rahmen von klinischen Studien 

erfolgen (47). 

 

In der niedrigen Risikogruppe erfolgt die chirurgische Resektion der Tumorherde mit engma-

schiger Nachbeobachtung. Aufgrund der Spontanregression von Tumorresten kommt es 

selbst bei inkompletter Resektion in den meisten Fällen zur Langzeitremission. Eine adjuvante 

Chemotherapie ist deshalb nur bei Progression des residualen Lokalbefundes oder bei be-

drohlichen tumorassoziierten Symptomen indiziert. Sie erfolgt mit bis zu vier Zyklen N4 

(Doxorubicin, Vincristin, Cyclophosphamid, Mesna) oder Carboplatin in Kombination mit Eto-

posid (47,50,51). 

 

In der mittleren Risikogruppe erfolgt zunächst eine operative Gewebeentnahme und, falls ohne 

große Risiken und Verstümmelung möglich, die Tumorentfernung in dieser ersten Operation. 

Postoperativ wird eine Induktionschemotherapie mit sechs alternierenden Chemotherapiezyk-

len N5c (Carboplatin, Etoposid, Vindesin, Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (G-

CSF)) und N6 (Vincristin, Dacarbacin, Ifosfamid, Doxorubicin, Mesna, G-CSF) gegeben. Nach 

zwei bis vier Zyklen Chemotherapie kann, wenn nicht bereits in der ersten Operation erfolgt, 

die chirurgische Resektion des Primärtumors erfolgen. Es schließt sich eine Erhaltungsthera-

pie mit vier Zyklen N7 mit oralem Cyclophosphamid und Mesna an. Bei fortbestehenden in-

operativen vitalen Tumorresiduen ist die Strahlentherapie mit 36 bis 40 Gy indiziert (47,50,51). 

 

In der Hochrisikogruppe erfolgt zunächst die operative Gewebeentnahme aus dem Primärtu-

mor oder aus einer gut zugänglichen Metastase, es sei denn die Diagnose konnte bereits 

durch den Knochenmarkbefall gestellt werden. Eine Resektion des Primärtumors in der initia-

len Operation ist nur bei vertretbarem Eingriffsrisiko möglich. Es folgt eine präoperative Induk-

tionschemotherapie mit sechs alternierenden Chemotherapiezyklen N5 (Cisplatin, Etoposid, 

Vindesin, G-CSF) und N6 (Vincristin, Dacarbacin, Ifosfamid, Doxorubicin, Mesna, G-CSF). 

Während der Induktionschemotherapie erfolgt die chirurgische Resektion des Primärtumors. 

Dabei wird die komplette Resektion angestrebt (47,50,51). Diese ist aber nicht gerechtfertigt, 

wenn sie sehr riskant oder verstümmelnd ist, da im metastasierten Stadium kein Vorteil der 

kompletten gegenüber der inkompletten Resektion gezeigt werden konnte (52). 

 

Anschließend erfolgt die konsolidierende Hochdosischemotherapie mit autologer Stammzell-

transplantation (47,51). Hierfür werden die Chemotherapeutika Busulfan und Melphalan  
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bevorzugt verwendet (53). Bei MIBG-positiven Tumoren kann eine  
123I-MIBG Therapie die Hochdosischemotherapie intensivieren. Das Radionuklid akkumuliert 

in den Tumorzellen und schädigt diese selektiv (47). Die Gabe erfolgt vor der Hochdosische-

motherapie (54).  

 

Die Radiotherapie erfolgt zur verbesserten lokalen Kontrollrate nach der Hochdosischemothe-

rapie bei allen Patient:innen in der Primärtumorregion mit 20 Gy. Bei vitalen Resttumoren wird 

eine Bestrahlung mit bis zu 36 Gy durchgeführt (47,51). 

 

Die post-Konsolidierungstherapie besteht in der Immuntherapie mit dem anti-GD2-Antikörper 

Dinutuximab beta (47,51). Bei GD2 handelt es sich um ein Gangliosid, welches auf NB-Zellen 

exprimiert wird. Durch den Antikörper kommt es zu einer antikörpervermittelten zellulären Zy-

totoxizität, Aktivierung des Komplementsystems und Induktion der Apoptose, welche in einer 

Zerstörung der Tumorzellen resultiert (7,51). 

 

In der Hochrisikogruppe kommt es bei etwa der Hälfte der Patient:innen zu fehlendem Thera-

pieansprechen oder zu rezidivierender Erkrankung innerhalb der ersten zwei Jahre (12,55). 

Medikamentenresistenz und die Toxizität der Behandlung spielen eine Rolle (12), weshalb ein 

aktuelles Ziel ist, das Therapieansprechen von Patient:innen mit Hochrisiko-NB durch die Zu-

gabe von Immuntherapien, zielgerichteten Therapien und Radiopharmaka zur Standardthera-

pie zu verbessern (7). 

 

 

1.2 THERAPIEANSATZ 

 

1.2.1 ZIELGERICHTETE THERAPIE MIT CDK-INHIBITOREN (CDKI) 

 
Die Cyclin-abhängigen Kinasen (CDK) sind Proteinkinasen, genauer Serin/ Threoninkinasen, 

die zusammen mit den Cyclinen eine wichtige Rolle im Zellzyklus spielen. Ihre Dysregulation 

kann zu abnormer Zellproliferation führen und zur Tumorgenese beitragen. Die CDKs regulie-

ren die Übertritte aus der jeweiligen Zellzyklusphase in die nächste Phase und fördern damit 

den Zellzyklus (Abbildung 1). So wirken CDK4 und CDK6 zusammen mit Cyclin D und CDK2 

mit Cyclin E auf das Retinoblastom (RB)-Protein und inaktivieren dieses durch Phosphorylie-

rung. Im inaktiven Zustand kann das RB-Protein den Transkriptionsfaktor E2F nicht mehr bin-

den. Dieser wird aktiv und der Fortgang des Zellzyklus von der G1- in die S-Phase wird möglich 

(56,57). CDK-Inhibitoren (CDKi) können die Hemmung des RB-Proteins aufheben, welches 

erneut E2F binden kann und den Zellzyklus zum Stillstand bringt. Zusätzlich zu CDK2 und 
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CDK4/6 wird auch CDK1 mit Cyclin B im Zellzyklus aktiv, indem es den Übergang von der G2-

Phase in die M-Phase fördert (57,58). Auch hier können CDKis hemmend eingreifen. Ein wei-

terer Wirkort der CDKis ist die Hemmung der RNA-Polymerase II über CDK9 mit Cyclin K/T1, 

wodurch die Transkription reguliert wird (58,59). 

 

 
 

ABBILDUNG 1: ZELLZYKLUS UND VERWENDETE CDKIS 

Vereinfachte Darstellung des Zellzyklus mit den molekularen Angriffspunkten der verwendeten CDKis Abemaciclib, 

Dinaciclib und Fadraciclib, nach Riess et al. (60) 

 

Die Gruppe der CDKis zeigt sowohl experimentell in vitro und in vivo als auch in der klinischen 

Praxis antitumorale Aktivität. Beschriebene Wirkmechanismen sind hierbei die Induktion eines 

Zellzyklusarrests mit folgendem Zelltod und die Sensibilisierung gegenüber Chemo-, Radio- 

und Immuntherapie (60–63). 

 

Ihr Einsatz beim NB erscheint sinnvoll, da chromosomale Amplifikationen beschrieben wurden, 

die zur verstärkten Expression von CCND1 (Cyclin D1), CDK4 und CDK6 führen. Diese korre-

lieren mit schlechtem Gesamtüberleben. Die chromosomalen Abberationen, welche den G1-

Kontrollpunkt betreffen, sind bei bis zu 30 % der Patient:innen zu finden (64,65). Auch die 
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verstärkte Expression von CDK2 und CDK9 ist mit schlechter Prognose assoziiert (61). Wei-

terhin wurde durch CDKis die Verringerung des Onkogens MYCN, welches eine wichtige und 

prognostisch ungünstige Rolle beim NB spielt, gezeigt (66,67). Es wurde ebenfalls beschrie-

ben, dass die MYCN-Amplifikation den Zellzyklus über die Aktivierung von E2F vorantreibt, 

und deshalb CDKis bei MYCN-amplifizierten NBs gut eingesetzt werden könnten (68). 

 

Im NB wurden CDKis bisher in wenigen Studien untersucht. Im präklinischen Ansatz konnte in 

vitro und in vivo die Wirksamkeit verschiedener CDKis gezeigt werden (61,65,67,69). Der 

CDK4/6 Inhibitor Ribociclib wurde in einer klinischen Phase-I-Studie im pädiatrischen Patien-

tenkollektiv evaluiert und konnte dort akzeptable Sicherheit und eine verlängerte stabile Er-

krankung bewirken. Nebenwirkungen betrafen hierbei besonders das blutbildende System mit 

Neutropenie bei 72 %, Leukopenie bei 63 %, Anämie bei 44 %, Thrombozytopenie bei 44 % 

und Lymphopenie bei 38 % der Patient:innen. Weitere Nebenwirkungen waren Erbrechen 

(38 %), Fatigue (25 %), Übelkeit (25 %) und QTc-Verlängerung (22 %) (70). 

 

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene CDKis verwendet. Bei Abemaciclib handelt es sich 

um einen Inhibitor von CDK4/6, der 2018 von der EMA zur Behandlung von hormonrezeptor-

positivem, HER2-negativem lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem Brustkrebs zugelas-

sen wurde. Im Jahr 2022 erweiterte sich die Zulassung auf die adjuvante Behandlung von 

hormonrezeptor-positiven, HER2-negativen, nodal-positiven frühen Brustkrebsstadien mit ho-

hem Rezidivrisiko (71,72). Abemaciclib zeigt eine gute Verträglichkeit (73). Aktuell wird eine 

klinische Phase-I-Studie bei pädiatrischen Patient:innen mit soliden Tumoren durchgeführt, in 

welche auch Patient:innen mit NB eingeschlossen sind (ClinicalTrials.gov identifier 

NCT02644460), sowie eine Phase-1b/II-Studie an NB-Patient:innen mit der Kombination von 

Abemaciclib mit Zytostatika und dem anti-GD2-Antikörper Dinutuximab (NCT04238819). 

 

Bei Dinaciclib handelt es sich um einen globalen CDKi, welcher die CDKs 1, 2, 5 und 9 hemmt. 

Über die CDK2 Inhibition kommt es zur Hemmung des Zellzyklus und über die CDK9 Inhibition 

zur Hemmung der Transkription (61). Die Behandlung mit Dinaciclib zeigt mehr Nebenwirkun-

gen als bei selektiven CDKis, diese können aber möglicherweise durch Kombinationstherapien 

mit reduzierten Dosierungen verringert werden (74,75). Zurzeit wird Dinaciclib in Phase-II- und 

Phase-III-Studien getestet, allerdings bisher ausschließlich im adulten Patientenkollektiv. 

 

Bei Fadraciclib (CYC065) handelt es sich um ein CDKi der neuen Generation, welcher CDK2/9 

hemmt. Er wird als spezifischer und wirkungsvoller als frühere CDKis beschrieben und hemmt 

wie der globale Inhibitor Dinaciclib den Zellzyklus über CDK2 Inhibition und die Transkription 

über CDK9 Inhibition (76). In präklinischen Studien zeigte sich eine gute Verträglichkeit (67), 
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die auch durch eine erste klinische Phase-I-Studie an Erwachsenen mit fortgeschrittenen Tu-

moren (NCT02552953) bestätigt werden konnte (77). In der europäischen ESMART-Studie zu 

fortgeschrittenen pädiatrischen Tumoren (NCT02813135) wird neben anderen zielgerichteten 

Therapeutika und dem CDK4/6 Inhibitor Ribociclib auch Fadraciclib untersucht. 

 

1.2.2 THERAPIE MIT 13-CIS-RETINSÄURE (13-CIS-RA) 

 
Bei der 13-cis-Retinsäure (13-cis-RA) handelt es sich ein Vitamin A-Derivat, das seine Wirkung 

durch Bindung an die Retinsäurerezeptoren RAR und RXR mit darauf folgender veränderter 

Genexpression entfaltet (78). Der Wirkstoff führt in vitro und in vivo zur Differenzierung von 

NB-Zellen und kann zytotoxische Effekte zeigen (79–81). Von den Retinsäureformen zeigt 

13-cis-RA im Vergleich zu 9-cis-RA und all-trans-RA eine geringere Potenz in Bezug auf die 

Differenzierung. Aufgrund seiner besseren pharmakokinetischen Parameter und geringeren 

Toxizität wird es jedoch bevorzugt in der klinischen Anwendung eingesetzt (78). Durch die 

Bindung an die Retinsäurerezeptoren kommt es unter anderem zur Herunterregulation der 

Expression des Onkogens MYCN (82). Ein Wachstumsarrest in der G1-Phase durch Akkumu-

lation des endogenen CDK-Inhibitors p27 wurde ebenfalls beschrieben (80). 

 

Die 13-cis-RA wurde zur Konsolidierungstherapie bei Hochrisiko-NB verwendet, zeigte aller-

dings nur bei wenigen Patient:innen eine klinische Wirksamkeit (83–85). Es wurde beobachtet, 

dass MYCN-amplifizierte Tumoren besser ansprechen (78,86,87). In vitro konnten synergisti-

sche Effekte verschiedener Kombinationstherapien mit RA gezeigt werden (78,88–90). 

 

1.2.3 DIFFERENZIERUNG ALS THERAPIEMECHANISMUS 

 
Das NB wird auch beschrieben als ein Tumor, der in seiner Differenzierung angehalten wurde 

(91). Dabei behalten die Tumorzellen die Fähigkeit zu terminaler Differenzierung (80). Es wird 

vermutet, dass die spontane Regression des NB bei jüngeren Patient:innen unter anderem 

durch die Differenzierung der Tumoren bedingt ist (41,69,92). Als Mechanismus zur Tumorbe-

kämpfung wird die Differenzierung beim NB angestrebt und stellt eine potenziell nebenwir-

kungsärmere Methode im Vergleich zur konventionellen Therapie dar (81). Mit der Zugabe von 

13-cis-RA zur Standardtherapie sollte eine Differenzierung des Tumors erreicht werden, in der 

klinischen Praxis zeigte sich jedoch ein geringes Ansprechen. Ziel der Behandlung ist, dass 

die Tumorzellen zu benignen Zellen ausreifen, im differenzierten Zustand apoptotisch werden 

oder durch verminderte Chemoresistenz empfänglicher für andere Therapeutika werden 

(81,93,94).  
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Die Differenzierung der NB-Zellen zeigt sich anhand morphologischer Kriterien mit veränderter 

Zellform durch das Auswachsen von Neuriten und anhand bestimmter genetischer Marker wie 

ENO2, MAPT, TAU, ROBO2 und STMN4 (69,95,96).  

 

Bei der akuten Promyelozytenleukämie (APL), einer besonderen Form der Leukämie, kann die 

Behandlung mit all-trans-Retinsäure zur Ausdifferenzierung und damit kompletter Remission 

des Tumors führen (83). Möglicherweise ist die Therapie bei APL im Gegensatz zur Behand-

lung des NB mit RA so erfolgreich, weil nur eine Mutation besteht, ein Fusionsgen aus dem 

promyelocytic leukemia (PML)-Gen und dem Retinsäurerezeptor-α (RARα)-Gen. Solide Tu-

moren wie das NB hingegen weisen häufig mehrere onkogene Veränderungen auf (93,97).  

 

Für den Einsatz von CDKis für die Differenzierung des NB spricht die Tatsache, dass der Zell-

zyklusarrest als wichtige Bedingung für die Einleitung der Differenzierung beschrieben wurde 

(80,98–100). So wurde für die CDK3, CDK4 und CDK6 gezeigt, dass sie an der Regulation 

der Differenzierung beteiligt sind (98). In zwei Studien konnte durch CDK4/6 Inhibition mit 

Palbociclib die Differenzierung von NB-Zellen erreicht werden (69,101). Auch der Knockdown 

von Cyclin 1 und CDK4 in NB-Zellen führte zur Differenzierung (102). 

 

Somit ist die Induktion der Differenzierung beim NB im Allgemeinen und durch CDKis im Be-

sonderen mit möglicher Verstärkung durch die 13-cis-RA ein vielversprechender Ansatz der 

Therapie, der im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden sollte. 

 

 

1.3 VORARBEITEN DER ARBEITSGRUPPE ZUM EINSATZ VON CDKIS BEI NB-ZELLLINIEN 

 
In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde die Wirkung der CDKis Abemaciclib und Dinaciclib auf 

vier verschiedene NB-Zelllinien untersucht. Dabei zeigte sich eine konzentrations- und zeitab-

hängige Zytotoxizität in allen Zelllinien.  

 

In den Experimenten zur Dosisfindung der CDKis konnte bei Gabe niedriger Konzentrationen 

von Abemaciclib eine morphologische Veränderung der Zellen gesehen werden. Es kam zum 

Auswachsen von Zellausläufern, die als Neuriten eine morphologische Differenzierung anzeig-

ten (Abbildung 2). Dieser Effekt zeigte sich in mehreren Zelllinien. Bei Dinaciclib trat vorder-

gründig ein zytotoxischer Effekt in allen Konzentrationen auf. 
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ABBILDUNG 2: LAN-1 ZELLLINIE NACH BEHANDLUNG MIT ABEMACICLIB UND DINACICLIB 

Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zelllinie LAN-1 nach Behandlung mit niedrigen Konzentrationen der CDKis 

Abemaciclib und Dinaciclib für zweimal 72 Stunden, die Kontrolle erfolgte mit DMSO. Abemaciclib Behandlung führt 

zu einer Vergrößerung der Zellen sowie zur Bildung von Zellausläufern. Abema – Abemaciclib, Dina – Dinaciclib, 

200-fache Vergrößerung. 

 

Weitere Untersuchungen der Zellen zeigten Veränderungen der Differenzierungsmarker 

ROBO2 und STMN4 in der qPCR (Abbildung 3), die ebenfalls auf eine Differenzierung hindeu-

teten. Das sollte in dieser Arbeit genauer untersucht werden. 
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ABBILDUNG 3: DIFFERENZIERUNGSMARKER ROBO2 UND STMN4 NACH CDKI BEHANDLUNG 

Expression der Differenzierungsmarker ROBO2 und STMN4 und des Stammzellmarkers KLF4 nach Behandlung 

mit Abemaciclib und Dinaciclib. Darstellung der relativen Genexpression (Kontrolle = 1) als Mittelwerte und Stan-

dardabweichung nach Auswertung der qPCR nach ∆∆Ct-Methode. Die Ergebnisse sind auf das Referenzgen 

GAPDH normiert. Die Untersuchung wurde in Triplikaten und in drei unabhängigen Versuchen durchgeführt. Die 

statistische Auswertung erfolgte mit dem two-way ANOVA (Tukey’s multiple comparisons test). Kennzeichnung der 

Signifikanz gegenüber der Kontrolle: ** p ≤ 0,01. 
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II. ZIELSETZUNG 

 
Das NB als häufigster extrakranieller solider Tumor im Kindesalter ist eine Erkrankung, die 

bisher in Hochrisikostadien nur unzufriedenstellend behandelt werden kann mit Überlebensra-

ten von lediglich 50 % (4). Deshalb ist die Suche nach neuen Therapiemöglichkeiten unerläss-

lich. Die Wirkstoffgruppe der CDKis konnte bereits bei anderen Tumorerkrankungen ihr Poten-

tial unter Beweis stellen. Auch im NB zeigte sie präklinisch in mehreren Studien ihre Wirksam-

keit (61,65,67,69) und wird aktuell in einigen wenigen klinischen Studien im pädiatrischen Pa-

tientenkollektiv evaluiert. Insgesamt wird jedoch weitere Forschung in Bezug auf CDKis und 

deren Einsatz beim NB benötigt.  

 

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die Wirksamkeit des neuen CDKi Fadraciclib auf Zellviabilität 

und Zellproliferation bei NB-Zellen zu untersuchen. 

 

Weiterhin sollte gezeigt werden, ob durch die Kombinationstherapie der CDKis Abemaciclib, 

Dinaciclib und Fadraciclib mit 13-cis-RA eine Wirkungsverstärkung im Vergleich zur Monothe-

rapie erreicht werden kann. 

 

Es sollte der Wirkmechanismus der CDKis mit Beachtung der induzierten Zelltodform unter-

sucht werden. Dabei sollte besonders die Differenzierung der Tumorzellen, welche in Vorar-

beiten bereits bei Monotherapie mit Abemaciclib gezeigt werden konnte untersucht werden. 

Es sollte getestet werden, ob die Differenzierung der NB-Zellen auch durch Fadraciclib indu-

ziert wird und ob die Zugabe von 13-cis-RA diese weiter verstärkt. 

 

Die Resistenz gegenüber zielgerichteten Therapien stellt ein Problem in der klinischen Be-

handlung dar. Deshalb sollte untersucht werden, inwiefern die CDKi Behandlung in den NB-

Zellen zur Induktion von Proteinen, welche mit Multiresistenz assoziiert sind, führt. 
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III. MATERIAL UND METHODEN 

 

3.1 MATERIAL 

 

3.1.1 ZELLLINIEN 

 
In dieser Arbeit wurden drei NB-Zelllinien verwendet, die Stadium IV-Tumoren entstammen. 

Alle drei Zelllinien wuchsen adhärent. Es handelte sich um etablierte, kommerziell erhältliche 

Zelllinien, die im Rahmen einer Kooperation mit der Abteilung Pädiatrische Onkologie und Hä-

matologie der Universitätsmedizin Greifswald zur Verfügung gestellt wurden. In Tabelle 1 fin-

den sich Informationen zur Herkunft der Zelllinien, Abbildung 4 zeigt lichtmikroskopische Auf-

nahmen der unbehandelten Zellen. 

 
TABELLE 1: NB-ZELLLINIEN 

Zelllinie Beschreibung 

LAN-1 Isoliert aus einer Knochenmarkmetastase eines zweijährigen Jungen 

CHLA-90 
Isoliert post-Chemotherapie, post-Stammzelltransplantation, von einem 

achtjährigen Jungen 

CHLA-172 Isoliert bei fortschreitender Erkrankung nach Stammzelltransplantation 

 

 

 
ABBILDUNG 4: LICHTMIKROSKOPISCHE AUFNAHMEN VERWENDETER NB-ZELLLINIEN 

Aufnahmen unbehandelter NB-Zellen mit dem Zeiss Axiovert A1 Mikroskop. Es handelt sich um Ausschnitte aus 

Aufnahmen mit 200-facher Vergrößerung. 
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3.1.2 LABORGERÄTE 

 
TABELLE 1: LABORGERÄTE 
Laborgerät Hersteller Hauptsitz 

Brutschrank INCO 246 Memmert Schwabach, Deutschland 

Eppendorf-Pipetten 

(2,5 µl, 5 µl, 10 µl, 20 µl, 100 µl, 

200 µl, 1000 µl) 

Eppendorf Hamburg, Deutschland 

FACSCalibur Durchflusszytometer BD Biosciences New Jersey, USA 

Gefrierschrank -20°C Liebherr Bulle, Schweiz 

Gefrierschrank -80°C Sanyo Moriguchi, Japan 

GloMax Plate Reader Promega Fitchburg, USA 

Inverses Mikroskop Olympus 

CK40-F200 
Olympus Shinjuku, Japan 

Kühlschrank 4°C Bosch Gerlingen, Deutschland 

Mikroskop Axiovert A1 Carl Zeiss Microscopy Jena, Deutschland 

Multipipette BRAND Scientific Wertheim, Deutschland 

Mr. FrostyTM Gefrierbehälter Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

Nanodrop 1000 Spektrophotometer Peqlab Biotechnologies Erlangen, Deutschland 

Neubauer-Zählkammer Marienfeld 
Lauda-Königshofen, 

Deutschland 

Pipetboy Integra Biosciences Biebertal, Deutschland 

Sterilbank SafeMate Vision EuroClone Mailand, Italien 

T100 Thermal Cycler Bio-Rad Laboratories Hercules, USA 

Vakuumpumpe Vacusafe Integra Biosciences Biebertal, Deutschland 

ViiATM 7 Real-Time PCR System Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

Wasserbad WiseBath WITEG Labortechnik Wertheim, Deutschland 

Zentrifuge ROTANTA 460R Hettich Tuttlingen, Deutschland 



MATERIAL UND METHODEN 

 
15 

Zentrifuge MIKRO 200 Hettich Tuttlingen, Deutschland 

 

 

3.1.3 VERBRAUCHSMATERIALIEN 

 
TABELLE 2: VERBRAUCHSMATERIALIEN 
Verbrauchsmaterialien Hersteller Hauptsitz 

96-Well PCR-Platte (Halbrand) Sarstedt Nümbrecht, Deutschland 

CellStar 6-Well Multiwell- 

Platten 
Greiner Bio-One Kremsmünster, Österreich 

CellStar 96-Well Multiwell- 

Platten, F-Boden 
Greiner Bio-One Kremsmünster, Österreich 

Combitips (2,5 ml, 5 ml) BRAND Scientific Wertheim, Deutschland 

FACS-Röhrchen Sarstedt Nümbrecht, Deutschland  

Falcon-Röhrchen (15 ml, 50 ml)  Greiner Bio-One Kremsmünster, Österreich 

Kammerobjektträger, µ-Slide  

(8-Well, 18-Well) 
Ibidi Gräfeling, Deutschland 

Kryoröhrchen Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

PCR-8er-Kette Sarstedt Nümbrecht, Deutschland 

Pipettenspitzen SafeSeal Biozym Scientific 
Hessisch Oldendorf, 

Deutschland 

Reaktionsgefäße SafeSeal 

(0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) 
Biozym Scientific 

Hessisch Oldendorf, 

Deutschland 

Serologische Pipetten  

(2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) 
Greiner Bio-One Kremsmünster, Österreich 

Zellkulturflaschen (T25, T75) Greiner Bio-One Kremsmünster, Österreich 

Zelllschaber Sarstedt Nümbrecht, Deutschland 
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3.1.4 CHEMIKALIEN 

 
TABELLE 3: CHEMIKALIEN 

Chemikalien Hersteller Hauptsitz 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Biomol Hamburg, Deutschland 

5 x Reverse Transcriptase Buffer Bioron Römerberg, Deutschland 

70 % Ethanol Walter-CMP Kiel, Deutschland 

Aqua dest. Roth Karlsruhe, Deutschland 

Bacillol AF Hartmann Heidenheim, Deutschland 

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma Aldrich St. Louis, USA 

Cell Counting Kit-8 (CCK-8) MedChemExpress 
Monmouth Junction, NJ, 

USA 

Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem Darmstadt, Deutschland 

dNTP 10mM  Bioron Römerberg, Deutschland 

EFFLUX-ID Green Multidrug 

Resistance Assay Kit 
Enzo Life Sciences Farmingdale NY, USA 

Fetales Kälberserum (FKS) Pan-Biotech Aidenbach, Deutschland 

Gibco IMDM, ohne Phenolrot Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

IMDM Pan-Biotech Aidenbach, Deutschland 

Insulin-Transferrin-Selen  

(ITS-G) (100X) 
Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

L-Glutamin 200 mM Pan-Biotech Aidenbach, Deutschland 

Nuklease-freies Wasser Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

Paraformaldehyd (PFA) 16 %  Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

Penicillin/ Streptomycin  

10.000 U/ml / 10.000 µg/ml 
Biochrom GmbH Berlin, Deutschland 

Phalloidin Grün BioLegend San Diego, USA 

Phosphate buffered saline  

(PBS; pH 7,4) 
Pan-Biotech Aidenbach, Deutschland 
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Propidiumiodid (PI) Sigma-Aldrich St. Louis, USA 

Random Hexamer Primer Bioron Römerberg, Deutschland 

Reverase™-200 units/µl Bioron Römerberg, Deutschland 

RNeasy Mini Kit Qiagen Venlo, Niederlande 

RPMI 1640 Pan-Biotech Aidenbach, Deutschland 

RPMI 1640, ohne Phenolrot Pan-Biotech Aidenbach, Deutschland 

SensiFAST Probe Lo-ROX MIX Meridian Bioscience Memphis, USA 

Triton-X-100 Sigma-Aldrich St. Louis, USA 

Trypsin 0,05 % / EDTA 0,02 % in 

PBS 
Pan-Biotech Aidenbach, Deutschland 

Trypanblau Sigma-Aldrich St. Louis, USA 

YO-PRO™-1 Iodide Thermo Fisher Scientific Waltham, USA 

 

 

3.1.5 MEDIEN, PUFFER UND LÖSUNGEN 

 
TABELLE 4: MEDIEN, PUFFER UND LÖSUNGEN 

Lösung Zusammensetzung 

0,5 % Triton-X-100 0,5 ml in 100 ml 1x PBS 

2 % BSA in PBS 2 g BSA in 100 ml PBS 

2 % PFA/PBS aus 16 %-igem PFA  1 ml in 7 ml 1x PBS 

Antibody Blocking Solution /  

Antibody Dilution Buffer 

1x PBS 

1 % BSA 

0,5 % Triton X-100 

Blocking Buffer 

1x PBS 

5 % Ziegenserum 

0,5 % Triton X-100 

Freezing Medium 
45 ml FKS 

5 ml DMSO (10 %) 
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IMDM-Medium 

400 ml IMDM 

100 ml FKS (20 %) 

1,5 ml Penicillin/ Streptomycin (0,3 %) 

5 ml Insulin-Transferrin-Selen (1 %) 

14 ml Glutamin (4 mM) 

RPMI-Medium 

500 ml RPMI 

50 ml FKS (10 %) 

5 ml Penicillin/ Streptomycin (1 %) 

7 ml Glutamin (2 mM) 

 

 

3.1.6 THERAPEUTIKA 

 
TABELLE 5: THERAPEUTIKA 

Therapeutikum Stockkonzentration Hersteller 

13-cis-RA 16,64 mM 
Tokyo Chemical Industry 

Co., Tokyo, Japan 

Abemaciclib 10 mM 
Selleckchem, München, 

Deutschland 

Dinaciclib 10 mM 
Selleckchem, München, 

Deutschland 

Fadraciclib 10 mM 
MedChemExpress,  

New Jersey, USA 

 

 

3.1.7 ANTIKÖRPER 

 
TABELLE 6: ANTIKÖRPER 
Antigen Konjugat Spezifität Klon Hersteller 

KLF4 unkonjugiert Mensch 1E6 
Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

ROBO2 unkonjugiert Mensch 356001 
Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

STMN4 unkonjugiert 

Mensch, 

Maus, 

Kaninchen 

polyklonal 
Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 
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DyLight™ anti-
rabbit IgG 

Alexa Fluor 

488 
Kaninchen polyklonal BioLegend, San Diego, 

USA 

anti-mouse 
IgG 

Alexa Fluor 

488 
Maus polyklonal 

BioLegend, San Diego, 

USA 

Calnexin Alexa Fluor 
594 

Mensch AF18 
Santa Cruz Biotechno-

logy, Dallas, USA 

Cytochrom C 
Alexa Fluor 

546 

Mensch, 

Maus, Ratte 
A-8 

Santa Cruz Biotechno- 

logy, Dallas, USA 

p27/Kip1 
Alexa Fluor 

488 

Mensch, 

Maus, Ratte, 

Primat 

SPM348 
Novus Biologicals, Cen-

tennial, USA 

 

 

3.1.8 PRIMER 

 
Alle verwendeten Primer wurden als vorgefertigte Primer-/ Sondenkombination von Thermo 
Fischer Scientific erworben. 
 
TABELLE 7: PRIMER 

Gen Artikelnummer Farbstoffmarkierung  Produktgröße [BP]  

ENO2 Hs00157360_m1 FAM-MBG 77 

GAPDH Hs00266705_g1 VIC-MBG 74 

KLF4 Hs00358836_m1 FAM-MBG 110 

MAP2 Hs00258900_m1 VIC-MBG 98 

RBFOX3 Hs01370654_m1 FAM-MBG 72 

ROBO2 Hs00326067_m1 FAM-MBG 92 

STMN4 Hs00938818_m1 VIC-MBG 100 

TUBB3 Hs00964962_g1 VIC-MBG 56 

 

 

3.1.9 SOFTWARE 

 
Für die Anfertigung dieser Arbeit wurden Programme von Microsoft verwendet (Word, Excel, 

PowerPoint). Die grafische und statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programms 
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GraphPad Prism 8. Die Auswertung der Durchflusszytometrie geschah mit den Programmen 

BD CellQuestTM Pro und FlowJoTM. Für die Immunfluoreszenz wurden ZEN 3.7 (ZEN Pro) zur 

Anfertigung der Bilder und ImageJ zur Quantifizierung benutzt. Bei der qPCR fand das Pro-

gramm QuantStudioTM Anwendung. Die Abbildung 1 wurde mithilfe des Programms BioRen-

der.com angefertigt. Zur Erstellung des Literaturverzeichnisses wurde Zotero verwendet. Die 

Literaturrecherche erfolgte mit PubMed, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov.   
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3.2 METHODEN 

 

3.2.1 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN 

 

3.2.1.1 ZELLKULTIVIERUNG  

 
Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C mit 5 % CO2 unter sterilen Bedingungen im Brut-

schrank. Als Medium erhielt die Zelllinie LAN-1 Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 

mit 10 % FKS, 2 mM Glutamin und 1 % Penicillin/ Streptomycin. Die Zelllinien CHLA-90 und 

CHLA-172 wurden mit Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) mit 20 % FKS, 4 mM 

Glutamin, 0,3 % Penicillin/ Streptomycin und 1 % Insulin-Transferrin-Selen kultiviert. Der  

Mediumwechsel erfolgte zweimal wöchentlich. Bei Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen 

passagiert. 

 

3.2.1.2 ERNTEN UND PASSAGIEREN DER ZELLEN 

 
Die Kontrolle der Konfluenz der Zellen erfolgte lichtmikroskopisch. Zu Beginn wurde das Me-

dium abgesaugt und die Zellkulturflasche wurde mit 5 ml PBS gespült. Zum Ablösen der Zellen 

wurden 1,5 ml Trypsin-/Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) zugegeben. Anschließend er-

folgte die Inkubation im Brutschrank für fünf (LAN-1) bzw. sieben (CHLA-90, CHLA172) Minu-

ten. Mit der doppelten Menge FKS-haltigem Medium wurde die Reaktion gestoppt und die 

Zellsuspension in ein Falcon-Röhrchen überführt. Nun erfolgte die weitere Verwendung für 

Experimente oder je nach gewünschtem Wachstum die Zugabe von 250 µl – 1 ml Zellsuspen-

sion zur Zellkulturflasche und das Auffüllen auf 10 ml mit Medium für die weitere Kultivierung 

im Brutschrank. 

 

3.2.1.3 ZELLZAHLBESTIMMUNG 

 
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte unter dem Lichtmikroskop mithilfe der Neubauer-Zähl-

kammer. Hierfür wurde frische Zellsuspension im Verhältnis 1:1 (CHLA-90, CHLA-172) bzw. 

1:5 (LAN-1) mit Trypanblau verdünnt. Dies diente der Unterscheidung zwischen vitalen und 

avitalen Zellen, da Trypanblau nur in avitale Zellen mit defekter Zellmembran eindringen kann. 

Nach Zugabe von 10 µl der Lösung auf die Neubauer-Zählkammer erfolge die Auszählung von 

zwei diagonal gegenüberliegenden oder allen vier Großquadraten. Anhand der folgenden For-

mel konnte die Zellzahl pro ml berechnet werden: 
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𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛

𝑚𝑙
=  

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒𝑛 𝑙𝑒𝑏𝑒𝑛𝑑𝑒𝑛 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑎𝑢𝑠𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒𝑛 𝐺𝑟𝑜ß𝑞𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑒
× 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔 × 𝐾𝑎𝑚𝑚𝑒𝑟𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟(104) 

 

3.2.1.4 ZELLAUSSAAT 

 
Für die Zellaussaat wurde die benötigte Zellzahl pro ml berechnet und anschließend in einem 

geeigneten Röhrchen (Falcon-Röhrchen oder SafeSeal-Reaktionsgefäß) die entsprechende 

Zellsuspension angesetzt. Die Berechnung erfolgte mit folgender Formel: 

 

𝑔𝑒𝑤ü𝑛𝑠𝑐ℎ𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙/𝑚𝑙

𝑒𝑟𝑟𝑒𝑐ℎ𝑛𝑒𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙/𝑚𝑙
 × 𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 = 𝑒𝑖𝑛𝑧𝑢𝑠𝑒𝑡𝑧𝑒𝑛𝑑𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠𝑖𝑜𝑛𝑠𝑚𝑒𝑛𝑔𝑒 

𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 − 𝑒𝑖𝑛𝑧𝑢𝑠𝑒𝑡𝑧𝑒𝑛𝑑𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠𝑖𝑜𝑛𝑠𝑚𝑒𝑛𝑔𝑒 = 𝑀𝑒𝑛𝑔𝑒 𝑑𝑒𝑠 𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑚𝑒𝑑𝑖𝑢𝑚𝑠 

 

In Tabelle 8 sind die eingesetzten Zellzahlen für die verschiedenen Versuche aufgeführt.  

 

TABELLE 8: ZELLZAHL UND VERWENDETE PLATTENFORMATE  

Versuch Zellzahl [Zellen/ml] Plattenformat 

Konzentrationsreihe 5 x 104 96-Well  

Kombinationstherapie 
3 x 104 (CHLA-172) 

5 x 104 (LAN-1, CHLA-90) 
96-Well 

Durchflusszytometrie 1 x 105 6-Well 

Immunfluoreszenz  
(Cytochrom C, Calnexin, p27) 

 6 x 104 (CHLA-172)  

1 x 105 (CHLA-90)  

1,3 x 105 (LAN-1) 

18-Well µ-Slide 

Immunfluoreszenz  
(ROBO2, STMN4, KLF4) 

1 x 105 8-Well µ-Slide 

RNA-Isolation 1 x 105 6-Well 
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3.2.1.5 BEHANDLUNG DER ZELLEN 

 
Für die Behandlung der Zellen erfolgte nach der Aussaat eine 24-stündige Inkubationszeit im 

Brutschrank, um ein ausreichendes Anwachsen der Zellen zu ermöglichen. Darauf folgte die 

Behandlung mit einem Therapeutikum für eine Inkubationszeit von 72 Stunden. In einem ers-

ten Ansatz schloss sich an die 72-stündige Inkubationszeit mit Therapeutikum die Messung 

an. In einem zweiten Ansatz folgte ein Mediumwechsel und anschließend eine weitere Be-

handlung mit Therapeutikum für erneut 72 Stunden. Die zweite Behandlung wurde entweder 

als Monotherapie mit dem gleichen Therapeutikum wie in der ersten Behandlung oder als se-

quentielle Kombinationstherapie mit einem anderen Therapeutikum durchgeführt. Nach zwei-

mal 72-stündiger Inkubationszeit mit Therapeutikum erfolgte im zweiten Ansatz die Messung. 

 

Verwendet wurden für Fadraciclib die anhand der Konzentrationsreihe ermittelten Konzentra-

tionen (Abschnitt 3.2.2.1) und für alle weiteren Therapeutika die durch die Arbeitsgruppe zuvor 

getesteten Konzentrationen. Diese sind in Tabelle 9 aufgeführt. 

 

TABELLE 9: KONZENTRATIONEN DER TESTSUBSTANZEN 

Zelllinie 13-cis-RA Abemaciclib Dinaciclib Fadraciclib 

LAN-1 1,5 µM 0,2 µM 10 nM 0,4 µM 

CHLA-90, CHLA-172 1,5 µM 1 µM 10 nM 1 µM 

 

3.2.1.6 KRYOKONSERVIERUNG UND REKULTIVIERUNG 

 
Für die Kryokonservierung wurden 1 Million Zellen pro Kryoröhrchen verwendet. Hierfür wurde 

die berechnete Menge an Zellsuspension in ein Falcon-Röhrchen gegeben und für fünf Minu-

ten bei 300xg zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt und das entstan-

dene Pellet im Einfriermedium (FKS + 10 % DMSO) resuspendiert und in ein Kryoröhrchen 

überführt. Mit einer Einfrierhilfe erfolgte die zellschonende Abkühlung, um die Zellen bei -80°C 

lagern zu können.  

 

Für die Rekultivierung wurden die Kryoröhrchen bei Raumtemperatur aufgetaut, die Zellsus-

pension in ein vorbereites Röhrchen mit 5 ml frischem Medium überführt und anschließend für 

acht Minuten bei 300xg zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das entstandene 

Pellet in 10 ml Medium erneut gelöst und in eine Zellkulturflasche überführt. 
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3.2.2 VIABILITÄTSBESTIMMUNG 

 

3.2.2.1 KONZENTRATIONSREIHEN MIT FADRACICLIB 

 
Um für das neue Therapeutikum Fadraciclib die Konzentration für weitere Versuche und Kom-

binationstherapien zu ermitteln, wurde zunächst eine Konzentrationsreihe durchgeführt. Hier-

für erfolgte nach 24-stündigem Anwachsen in einem ersten Ansatz die Behandlung für 72 

Stunden mit anschließender Messung der metabolischen Aktivität der Zellen. Daraus konnte 

auf die Zellviabilität geschlossen werden. In einem zweiten Ansatz wurde nach der ersten Be-

handlung für 72 Stunden ein Mediumwechsel durchgeführt und es erfolgte die erneute Be-

handlung für 72 Stunden. Die getesteten Konzentrationen waren hierbei für alle drei Zelllinien 

0,2 µM, 1 µM, 2 µM und 6 µM Fadraciclib. Die Kontrolle erfolgte jeweils mit DMSO-versetztem 

Medium in der höchsten entsprechenden Konzentration, hier 6 µM. 

 

Nach Ende der Inkubationszeit erfolgte die Messung der Viabilität anhand der metabolischen 

Aktivität mithilfe des Cell Counting Kit-8 (CCK8) Assays nach Angaben des Herstellers (103). 

Pro Well wurden jeweils 20 µl der CCK-8 Lösung zugegeben und für zwei Stunden im Brut-

schrank inkubiert. Vitale Zellen reduzierten das WST-8 (2-(2-Methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nit-

rophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, Mononatriumsalz) zu wasserlöslichem oran-

gefarbenem WST-8 Formazan, dessen Absorption mit dem Photospektrometer bei 450 nm 

gemessen werden konnte. Die Menge an entstehendem Formazan war dabei proportional zur 

Anzahl der lebenden Zellen. 

 

Es wurden jeweils vier Versuche durchgeführt. Eine Reduktion der Zellviabilität um 50 % 

konnte bei einer Konzentration von 1 µM Fadraciclib für alle Zelllinien gefunden werden, so-

dass diese Konzentration für die Kombinationsversuche genutzt wurde. 

 

3.2.2.2 KOMBINATIONSTHERAPIE 

 
Die Kombinationstherapie erfolgte in einem sequentiellen Ansatz mit den drei CDKis Abema-

ciclib, Dinaciclib und Fadraciclib jeweils mit 13-cis-RA. Hierbei wurde nach 24-stündiger Inku-

bationszeit zum Anwachsen für jeweils 72 Stunden pro Behandlung zunächst einer der CDKis 

und dann 13-cis-RA gegeben. Außerdem erfolgte die Behandlung ebenfalls in umgekehrter 

Reihenfolge mit der Gabe von zuerst 13-cis-RA und darauffolgend einem der drei CDKis. Die 

Monotherapie mit 13-cis-RA sowie eine Kontrolle mit DMSO wurden ebenfalls durchgeführt. 

Die Messung der Viabilität anhand der metabolischen Aktivität erfolgte mit dem CCK-8 Assay. 

Es wurden jeweils vier Versuche durchgeführt.  



MATERIAL UND METHODEN 

 
25 

Anschließend konnte die Wirkung bei Kombination der Substanzen im Vergleich zur Monothe-

rapie unter Zuhilfenahme des Bliss Independence Modells mit dem Kombinationsindex (CI) 

berechnet werden. Nach diesem Modell wirken die kombinierten Substanzen unabhängig von-

einander und beeinträchtigen dabei nicht die Wirkung der anderen Substanz. Allerdings tragen 

beide Substanzen zu dem gemeinsamen Ergebnis bei. Für die Berechnung des CI wird die 

Wahrscheinlichkeit für den beobachteten Kombinationseffekt (0 ≤ EAB ≤ 1) mit dem zu erwar-

tenden additiven Effekt der Einzelsubstanzen EA + EB (1 – EA) = EA + EB – EAEB mit (0 ≤ EA ≤ 1) 

und (0 ≤ EB ≤ 1) ins Verhältnis gesetzt. Es ergibt sich die folgende Formel für den CI:  

 

𝐶𝐼 =  
𝐸𝐴 + 𝐸𝐵 − 𝐸𝐴 × 𝐸𝐵

𝐸𝐴𝐵
 

 

CI = Kombinationsindex, E = Effekt-Wahrscheinlichkeit, A = Substanz 1, B = Substanz 2 

 

Hierbei gelten CI-Werte < 1 als synergistische, CI-Werte = 1 als additive und CI-Werte > 1 als 

antagonistische Wirkung der Substanzen in Kombination (104).  

 

Da sich bei der Zelllinie LAN-1 ein starker zytotoxischer Effekt unter Kombinationstherapie mit 

Fadraciclib zeigte, wurde die Fadraciclib-Konzentration für die weiteren Versuche auf 0,4 µM 

reduziert. 

 

 

3.2.3 IMMUNFLUORESZENZ 

 

3.2.3.1 DIFFERENZIERUNGS- UND STAMMZELLMARKER 

 
Zur Untersuchung, ob die Zellen unter Behandlung mit CDKis differenzieren und ob die Diffe-

renzierung durch die Kombinationstherapie mit 13-cis-RA gesteigert werden kann, wurden Im-

munfluoreszenzfärbungen durchgeführt. Hierfür wurde eine neue Färbung mit Antikörpern für 

die Differenzierungsmarker ROBO2 und STMN4 und den Stammzellmarker KLF4 etabliert. Bei 

ROBO2 handelt es sich um einen Transmembranrezeptor, welcher axonales Wachstum und 

Zellmigration fördert. STMN4 soll bei der Entwicklung des Nervensystems eine Rolle spielen, 

beide Proteine kommen vor allem in neuronalem Gewebe vor (96,105,106). 

 

Bei dem durchgeführten Versuch handelte es sich um eine indirekte Immunfluoreszenzfärbung 

mit unkonjugierten primären Antikörpern, sodass passende fluoreszenzmarkierte sekundäre 
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Antikörper zur Anwendung kamen. Zur Etablierung wurde zunächst eine unbehandelte Kon-

trolle der LAN-1 mit aufsteigenden Verdünnungen gefärbt (Tabelle 10), sowie einzeln der se-

kundäre Antikörper getestet. Hierbei zeigte sich eine spezifische auf die Zellen beschränkte 

Färbung bei gemeinsamem Einsatz des primären und sekundären Antikörpers. Bei Einsatz 

lediglich der sekundären Antikörper zeigte sich keine Färbung (Abbildung 5). Somit war die 

Spezifität der sekundären für die primären Antikörper gegeben. Die Verdünnung, bei der eine 

ausreichende Färbung beobachtet wurde, war bei allen drei Antikörpern 1:50. Diese wurde 

somit für die folgenden Versuche verwendet. 

 

TABELLE 10: ANTIKÖRPER UND GETESTETE VERDÜNNUNGEN 

Antikörper Verdünnung Sekundärer Antikörper 

ROBO2 1:50, 1:100 (Stock 0,5 mg/ml) anti-mouse IgG (Alexa Fluor 488) 

STMN4 1:50, 1:100 (Stock 1 mg/ml) DyLight™ Donkey anti-rabbit IgG 
(Alexa Fluor 488) 

KLF4 1:50, 1:100, 1:200 anti-mouse IgG (Alexa Fluor 488) 

 

 

        
 

ABBILDUNG 5: SEKUNDÄRE ANTIKÖRPER 

Immunfluoreszenzfärbung der sekundären Antikörper ohne primäre Antikörper. Die Abwesenheit grüner Fluores-

zenz (Alexa Fluor 488) bestätigte die spezifische Bindung der sekundären Antikörper an die primären Antikörper. 

Aufgenommen mit dem Zeiss Axiovert A1 Mikroskop, der Maßstab in der rechten unteren Ecke zeigt 20 Mikrometer 

(µm) an. blau: Kernfärbung mit DAPI. 

 

Für die weiteren Versuche wurden die Zellen der Zelllinien LAN-1 und CHLA-90 in 18-Well 

Kammerobjektträger ausgesät, für 24 Stunden zum Adhärieren inkubiert und anschließend mit 

anti-mouse IgG anti-rabbit IgG 
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der Monotherapie mit 13-cis-RA, Abemaciclib und Fadraciclib und mit der Kombinationsthera-

pie Abemaciclib/ 13-cis-RA und Fadraciclib/ 13-cis-RA für insgesamt zweimal 72 Stunden be-

handelt. Eine Kontrolle mit DMSO wurde mitgeführt. 

 

Die Färbung erfolgte über zwei Tage. Am ersten Tag wurde zunächst das Medium vorsichtig 

aspiriert und die Zellen anschließend mit 4 % Formaldehyd in PBS für 15 Minuten bei Raum-

temperatur fixiert. Dann erfolgten drei Waschungen mit PBS und die Blockierung unspezifi-

scher Bindungsstellen mit 5 %-igem Ziegenserum sowie die Permeabilisierung der Zellwände 

mit 0,5 % Triton X-100 in PBS für eine Stunde. Anschließend wurde erneut die Flüssigkeit 

aspiriert und der primäre Antikörper in Antibody Dilution Buffer (1x PBS, 1 % BSA, 0,5 % Triton 

X-100) in der Verdünnung 1:50 hinzugegeben und über Nacht bei 4°C inkubiert. 

  

Am zweiten Tag wurde erneut dreimal mit PBS gewaschen und dann der sekundäre Antikörper 

in der Verdünnung 1:250 in Antibody Dilution Buffer zugegeben und 1,5 Stunden bei Raum-

temperatur im Dunkeln inkubiert. Es folgte erneutes Waschen und die Zugabe von 4′,6-Diami-

din-2-phenylindol (DAPI) in PBS in der Verdünnung 1:1750 für zwei Minuten. DAPI färbt die 

Zellkerne, indem es in die DNA interkaliert. Die Kammerobjektträger wurden bei 4°C bis zur 

Messung gelagert. Die Erstellung der Bilder erfolgte am Zeiss Axiovert Fluoreszenzmikroskop. 

Hierbei wurden die Fluoreszenzfarbstoffe mit Licht einer bestimmten Wellenlänge, in dem Fall 

488 nm, angeregt, sodass sie messbares Licht emittierten. Pro Zelllinie und Behandlung wur-

den mindestens drei Bilder aufgenommen. 

 

3.2.3.2 ZELLZYKLUSARREST 

 
Der Zellzyklusarrest unter Behandlung mit CDKis und unter Kombinationstherapie von CDKis 

mit 13-cis-RA sollte mittels direkter Immunfluoreszenzfärbung weiter untersucht werden. Hier-

für wurde die Färbung des p27-Proteins als endogenem Zellzyklusinhibitor (107) durchgeführt. 

Die Färbung wurde an allen drei Zelllinien LAN-1, CHLA-90 und CHLA-172 durchgeführt. Be-

handelt wurden die Zellen wie unter 3.2.3.1 beschrieben.  

 

Für die Färbung wurden die Zellen am ersten Tag zunächst mit PBS gewaschen und anschlie-

ßend mit 2 % Formaldehyd in PBS für 15 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Nach zweima-

liger Waschung wurden die Zellen für eine Stunde mit 1 %-igem bovinem Serumalbumin (BSA) 

in PBS geblockt und mit 0,5 % Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Im Anschluss wurde zwei-

fach gewaschen und der Antikörper anti-p27/ Kip1 in Antibody Blocking Solution (1x PBS, 1 % 

BSA, 0,5 % Triton X-100) in der Verdünnung 1:50 zugegeben und über Nacht bei 4 °C licht-

geschützt inkubiert. 
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Am nächsten Tag wurde erneut zweifach mit PBS gewaschen und schließlich wurden mit DAPI 

in PBS in der Verdünnung 1:1750 die Zellkerne gefärbt. Die Zellen wurden bis zum Mikrosko-

pieren am Zeiss Axiovert Fluoreszenzmikroskop in PBS gelagert. Für jede Behandlung und 

Zelllinie wurden mindestens drei Bilder aufgenommen. 

 

3.2.3.3 ZELLSTRESS 

 
Zur Untersuchung von Zellstress als Reaktion auf die Behandlung mit CDKis wurde eine di-

rekte Immunfluoreszenzfärbung mit anti-Calnexin- und anti-Cytochrom C-Antikörpern an allen 

drei Zelllinien durchgeführt. Calnexin als Protein des endoplasmatischen Retikulums sowie 

Cytochrom C zeigen Zellstress an, welcher unter anderem in der Apoptose der Zellen münden 

kann (108,109). Behandelt wurde wie unter 3.2.3.1 beschrieben. 

 

Am ersten Tag der Färbung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 2 % Formaldehyd 

in PBS für 15 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Nach zweimaliger Waschung wurde für eine 

Stunde mit 1 %-igem BSA in PBS geblockt und mit 0,5 % Triton X-100 in PBS permeabilisiert. 

Schließlich wurde zweifach gewaschen und die Antikörper anti-Cytochrom C in der Verdün-

nung 1:500 und anti-Calnexin in der Verdünnung 1:250 zugegeben und über Nacht lichtge-

schützt bei 4 °C inkubiert. 

 

Am zweiten Tag wurde zweimal gewaschen und anschließend mit Phalloidin Grün zur Färbung 

des Zytoskeletts in der Verdünnung 1:50 für 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln in-

kubiert. Es folgte Waschen mit PBS und die Färbung der Zellkerne mit DAPI in PBS in der 

Verdünnung 1:1750 und schließlich die Lagerung in PBS bei 4°C bis zum Mikroskopieren mit-

tels des Zeiss Axiovert Fluoreszenzmikroskops. Mindestens drei Bilder wurden pro Zelllinie 

und Behandlung aufgenommen. 

 

 

3.2.4 DURCHFLUSSZYTOMETRIE 

 

3.2.4.1 MULTIDRUG-RESISTANCE PROTEINE 

 
Mit der Durchflusszytometrie können einzelne Zellen genauer charakterisiert werden. Die Mar-

kierung von Antikörpern mit Fluoreszenzfarbstoffen ermöglicht die spezifische Bindung an be-

stimmte oberflächliche sowie intrazelluläre Zielstrukturen und durch die Messung der Fluores-

zenz einen Rückschluss auf deren Menge. 
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In dieser Arbeit sollten mit Resistenz assoziierte Proteine mithilfe des EFFLUX-ID® Green Mul-

tidrug Resistance Assay Kits untersucht werden. Dieses misst die Aktivität der Proteine MDR1 

(P-Glykoprotein), MRP1/2 und BCRP (110). Der Versuch wurde an den Zelllinien LAN-1 und 

CHLA-90 durchgeführt. 

 

Nach Aussaat der Zellen und 24-stündiger Inkubationszeit erfolgte die Monotherapie mit 

13-cis-RA und mit Fadraciclib, sowie die sequentielle Kombinationstherapie mit zuerst Abe-

maciclib und anschließend 13-cis-RA. Als Kontrolle wurden mit DMSO behandelte Zellen mit-

geführt. Nach zweimal 72-stündiger Behandlung erfolgte das Ablösen der Zellen mit Trypsin/ 

EDTA und das Erstellen einer Zellsuspension mit indikatorfreiem Medium. Die benötigte Zell-

menge für den weiteren Versuch betrug 1 Million Zellen pro ml. Der Versuch wurde in Dupli-

katen durchgeführt, in jedes FACS-Röhrchen wurde verdünnter Inhibitor vorgelegt: Verapamil 

für MDR1, MK-571 für MRP und Novobiocin für BCRP. Die Kontrolle erfolgte mit 5 %-igem 

DMSO in indikatorfreiem Medium. Nach Zugabe der Zellsuspension und Inkubation im Brut-

schrank für fünf Minuten wurde die EFFLUX-ID® Green Detection Reagent-Lösung zugegeben 

und für 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Schließlich wurden die Röhrchen für fünf Minuten bei 

300xg zentrifugiert, der Überstand dekantiert und das entstandene Pellet in kaltem indikator-

freiem Medium erneut gelöst. 

 

Die Messung erfolgte innerhalb von drei Stunden am BD FACSCalibur, einem Durchflusszy-

tometer, welches mit einem blauen (488 nm) und einem roten (633 nm) Laser ausgestattet ist. 

Kurz vor der Messung wurde Propidiumiodid (PI) zugegeben. Dabei handelt es sich um einen 

Nukleinsäureninterkalator, der dem Ausschluss avitaler Zellen dient, da er nur bei avitalen 

Zellen die Zellwand durchdringen kann. Es wurden ungefärbte Kontrollen mit 5 %-igem DMSO 

in indikatorfreiem Medium und gefärbte Kontrollen mit 5 %-igem DMSO in indikatorfreiem Me-

dium und zusätzlich EFFLUX-ID® Green Detection Reagent-Lösung ohne Inhibitoren mitge-

führt. Das EFFLUX-ID® Green detection reagent konnte nach Anregung mit dem blauen Laser 

im Fluoreszenzkanal FL1 bei einer Absorption/ Emission von 490 nm/ 514 nm gemessen wer-

den. PI wurde über den Fluoreszenzkanal FL3 bei einer Extinktion/ Emission von 488 nm/ 615 

nm gemessen. Im Live Gate wurden 20.000 Ereignisse pro Messung erfasst. 

 

Für die Auswertung wurde der multidrug resistance activity factor (MDR activity factor, MAF) 

wie im Benutzerhandbuch angegeben berechnet. Dieser setzt die gemessene Fluoreszenz 

der behandelten Proben und der gefärbten Kontrolle wie folgt ins Verhältnis:  

 

𝑀𝐴𝐹 = 100 ×  
𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑧𝑒𝑛𝑧𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒 −  𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑧𝑒𝑛𝑧𝑔𝑒𝑓ä𝑟𝑏𝑡𝑒 𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒

𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑧𝑒𝑛𝑧𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒
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Bei Werten des MAF größer 25 kann von Multiresistenz ausgegangen werden. 

 

3.2.4.2 APOPTOSE- UND NEKROSE-ASSAY 

 
Der folgende Versuch wurde freundlicherweise von Dr. Fatemeh Shokraie und PD Dr. Claudia 

Maletzki durchgeführt. 

 

Die durchflusszytometrische Charakterisierung des Zelltodmechanismus unter CDKi Mono- 

und Kombinationsbehandlung mit 13-cis-RA erfolgte mittels YO-PRO-1/ PI Färbung, wobei 

YO-PRO-1 mit grüner Fluoreszenz die apoptotischen und PI mit roter Fluoreszenz die nekro-

tischen Zellen anzeigte. Bei der Apoptose werden die Zellen durchlässig für den Farbstoff YO-

PRO-1, welcher an Nukleinsäuren bindet, allerdings bleiben sie aufgrund der weiterhin intak-

ten Zellmembran nicht permeabel für PI. Dieser Nukleinsäureninterkalator kann nur bei spät-

apoptotischen und nekrotischen Zellen eindringen, wobei die spät-apoptotischen Zellen dann 

mit beiden Farbstoffen angefärbt werden, die nekrotischen dagegen nur mit PI. Die Untersu-

chung wurde an allen drei Zelllinien, LAN-1, CHLA-90 und CHLA-172, durchgeführt. 

 

Die Zellen wurden wie zuvor beschrieben ausgesät, für 24 Stunden inkubiert und anschließend 

für zweimal 72 Stunden behandelt. Es erfolgte die Monotherapie mit Abemaciclib, Fadraciclib 

und 13-cis-RA und die Kombination der beiden CDKis mit 13-cis-RA sowie die Kontrolle mit 

DMSO. Nach der Behandlung wurde der Überstand dekantiert und in ein FACS-Röhrchen 

aufgenommen. Die adhärenten Zellen wurden mit Trypsin/ EDTA gelöst und, nach Abstoppen 

der Reaktion mit PBS, ebenfalls in das Röhrchen überführt. Nach Zentrifugation bei 300xg für 

acht Minuten wurde der Überstand dekantiert, das entstandene Pellet in Färbelösung mit YO-

PRO-1 resuspendiert und für 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Danach 

wurde mit PBS gewaschen, erneut zentrifugiert und schließlich das erhaltene Pellet in PBS 

resuspendiert. Die Zugabe von PI erfolgte kurz vor der Messung am BD FACSCalibur. YO-

PRO-1 wurde im Fluoreszenzkanal FL1 mit einer Extinktion/ Emission von 491 nm/ 509 nm 

und PI im Fluoreszenzkanal FL3 mit einer Extinktion/ Emission von 488 nm/ 615 nm gemes-

sen. Es wurden 20.000 Ereignisse im Live Gate pro Messung erfasst. Für die Einstellung wur-

den die Fluoreszenzfarbstoffe jeweils einmal einzeln gemessen. 

 

 

3.2.5 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN  

 
Die Differenzierung der NB-Zelllinien sollte weiter auf Genexpressionsniveau untersucht wer-

den. Hierfür wurden folgende Gene untersucht: ROBO2, STMN4, MAP2, RBFOX3, TUBB3 
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und ENO2 als Marker für zelluläre Differenzierung sowie KLF4 als Stammzellmarker. Zusätz-

lich zu den in 3.2.3.1 beschriebenen Markern ROBO2, STMN4 und KLF4 (96) wurden in die-

sem Versuch weitere Gene untersucht. Bei MAP2, RBFOX3, TUBB3 und ENO2 handelt es 

sich um Gene, deren Produkte an unterschiedlichen Stellen der physiologischen neuronalen 

Entwicklung eine Rolle spielen und die als Marker für die Differenzierung der NB-Zellen ge-

nutzt werden können (111–113). 

 

3.2.5.1 RNA-ISOLATION 

 
Für die Isolation der RNA wurden die Zelllinien LAN-1 und CHLA-90 entsprechend der vorhe-

rigen Versuche mit der Monotherapie der CDKis Abemaciclib, Dinaciclib und Fadraciclib be-

handelt. Weiterhin wurde die Monotherapie mit 13-cis-RA sowie die Kombinationstherapie der 

drei CDKis mit 13-cis-RA untersucht. Zur Kontrolle wurden mit DMSO behandelte Zellen mit-

geführt.  

 

Zur Bildung von Zellpellets für die RNA-Isolation wurden nach 24-stündiger Inkubation und 

anschließend zweimal 72-stündiger Behandlung die Zellen mithilfe eines Zellschabers abge-

löst. Die Zellsuspension wurde in ein Falcon-Röhrchen überführt und das ausreichende Ablö-

sen unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Um verbleibende Zellen abzulösen, wurde mit PBS 

gespült. Es wurde bei 300xg für acht Minuten zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Das 

entstandene Pellet konnte in PBS gelöst in ein 1,5 ml Röhrchen überführt werden. Es folgte 

eine erneute Zentrifugation und schließlich die Abnahme der Flüssigkeit, um ein trockenes 

Pellet zu erhalten, welches bei -80°C gelagert wurde. 

 

Die Isolierung der RNA aus den Zellen geschah mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen und die 

Durchführung erfolgte entsprechend der Angaben des Benutzerhandbuchs (114). Das Zellpel-

let wurde zunächst mittels Guanidiniumthiocyanat-haltigem RLT-Puffer lysiert und die RNasen 

mittels ß-Mercaptoethanol inaktiviert. Es wurde 70 %-iges Ethanol zugegeben. Das Lysat 

wurde auf die RNeasy-Säulen gegeben und bei 8000xg für 30 Sekunden zentrifugiert. Die 

RNA war nun an der Säule gebunden und der Durchfluss wurde verworfen. Mit RW1-Puffer 

und erneutem Zentrifugieren wurden andere Zellbestandteile wie Kohlenhydrate, Proteine und 

Fettsäuren aus der Säule gewaschen. Anschließend wurde DNase zugegeben, inkubiert und 

zentrifugiert, um verbliebene DNA aus der Säule zu entfernen. Es folgten mehrere Wasch-

schritte mit RPE-Puffer und Zentrifugation bei 8000xg für 30 Sekunden. Am Ende wurde die 

Säule bei 8000xg für eine Minute trockenzentrifugiert und es wurde RNase-freies Wasser zu-

gegeben, in welchem die an der Säule gebundene RNA in Lösung geht. Nach erneuter Zen-

trifugation konnte der Durchfluss mit der RNA aufgefangen und direkt auf Eis gelegt werden.  
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Im Anschluss wurde die Konzentration der extrahierten RNA mittels photometrischer Messung 

am NanoDrop 1000 bei 260 nm, dem Absorptionsmaximum der Nukleinsäuren, gemessen. 

Die Reinheit der RNA konnte hier durch eine zusätzliche Messung bei 280 nm, dem Absorpti-

onsmaximum der Proteine, und dem Quotienten der beiden Werte bestimmt werden. Die Pro-

ben wurden bei -80°C aufbewahrt. 

 

3.2.5.2 UMSCHREIBUNG IN CDNA (REVERSE TRANSKRIPTION) 

 
Die isolierte RNA wurde mittels reverser Transkription in komplementäre DNA (cDNA) umge-

schrieben. Es wurde das cDNA-Synthese-Kit von Bioron verwendet. Zunächst wurde anhand 

der zuvor ermittelten RNA-Konzentrationen 1 µg RNA mit Nuklease-freiem Wasser auf insge-

samt 13 µl verdünnt. Nach Zugabe von 1 µl Random Hexamer Primer wurde der Versuchsan-

satz für zehn Minuten bei 70° C im Thermocycler von BioRad für die Denaturierung von Se-

kundärstrukturen der RNA inkubiert und danach sofort auf Eis gegeben. Anschließend wurde 

der Mastermix, bestehend aus einem fünffachem reverse-Transkriptase-Puffer, einem Des-

oxyribonukleotid-Mix und der Reverase, zugegeben. Die Proben wurden im Thermocycler für 

120 Minuten auf 45° C erhitzt, sodass die reverse Transkription stattfinden konnte. Schließlich 

erfolgte das Erhitzen für zehn Minuten auf 70° C, um das Enzym zu inaktivieren und die Re-

aktion zu beenden.  

 

Nach Ablauf der Synthese wurde die cDNA mit Nuklease-freiem Wasser im Verhältnis 1:4 

verdünnt, sodass die finale cDNA-Konzentration etwa 12,5 ng/ml betrug. Die cDNA wurde bei 

-20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 

 

3.2.5.3 QUANTITATIVE ECHTZEIT-POLYMERASEKETTENREAKTION (QPCR) 

 
Abschließend sollte die Expression der untersuchten Gene mit der quantitativen Echtzeit-Po-

lymerasekettenreaktion (qPCR) gemessen werden. Das Prinzip dieser Methode ist die expo-

nentielle Vervielfältigung der gesuchten Genregionen. Währenddessen wird die Amplifikation 

gemessen, um daraus auf die ursprüngliche Menge des Gens zu schließen. Bei der Verwen-

dung des TaqMan-Systems geschieht dies durch Hybridisierungssonden. Das sind fluores-

zenzmarkierte Oligonukleotide, die ergänzend zu den Primern an die cDNA binden und deren 

Fluoreszenz gemessen werden kann. Das Fluoreszenzsignal wird umso stärker, je mehr 

cDNA-Abschnitte der gesuchten Genregion amplifiziert werden. Als Referenzgen wurde 

GAPDH verwendet. 

 



MATERIAL UND METHODEN 

 
33 

Für die Reaktion wurde ein Versuchsansatz erstellt, bestehend aus 2 µl angefertigter cDNA, 

den entsprechenden forward und reverse Primern und den Hybridisierungssonden, dem Mas-

termix SensiFAST Probe Lo-ROX und Nuklease-freiem Wasser. Es erfolgte das Pipettieren in 

Triplikaten und die Durchführung der qPCR am ViiA™ 7 Cycler. Dabei kam es zu mehreren 

Reaktionsschritten: zunächst die Denaturierung der cDNA bei 95°C, um Einzelstränge zu er-

halten, dann die Anlagerung der Primer an den cDNA-Abschnitt bei 60°C und schließlich die 

Strangsynthese ebenfalls bei 60°C. Diese drei Schritte wurden 40-mal wiederholt. 

 

 
ABBILDUNG 6: ABLAUF TAQMAN QPCR 

 

Die Auswertung erfolgte anhand der Delta-Delta-Ct-Methode. Dabei wurden die Cycle-Tresh-

hold-Werte (Ct-Werte) verglichen. Diese Werte geben den Zyklus der qPCR an, oberhalb des-

sen das Fluoreszenzsignal einen vorgegebenen Schwellenwert überschreitet. Sie dienen als 

Maß für die unterschiedlichen DNA-Mengen der jeweiligen Proben. Bei der Delta-Delta-Ct-

Methode wurde zunächst der Ct-Wert des Referenzgens GAPDH vom Ct-Wert des untersuch-

ten Gens abgezogen, sowohl für die behandelten Proben als auch für die Kontrolle mit DMSO.  

 

∆𝐶𝑡𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒 = 𝐶𝑡𝐺𝑒𝑛 (𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒) −  𝐶𝑡𝐺𝐴𝑃𝐷𝐻 

und  

∆𝐶𝑡𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒 = 𝐶𝑡𝐺𝑒𝑛 (𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒) −  𝐶𝑡𝐺𝐴𝑃𝐷𝐻 

 

Anschließend wurde die jeweils erhaltene Differenz der Kontrolle von der Differenz der behan-

delten Probe abgezogen. Die somit erhaltenen Delta-Delta-Ct-Werte wurden ins Quadrat ge-

setzt um die relative Genexpression zu erhalten.  

 

∆∆𝐶𝑡 = ∆𝐶𝑡𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒 − ∆𝐶𝑡𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒 

 

𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝐺𝑒𝑛𝑒𝑥𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠𝑖𝑜𝑛 =  2−∆∆𝐶𝑡 
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Werte größer als eins zeigten dabei eine Hochregulation, Werte zwischen null und eins eine 

Herunterregulation des untersuchten Gens an. 

 

 

3.3 STATISTIK 

 
Die Darstellung der Daten als Mittelwerte und Standardabweichung erfolgte in Microsoft Excel. 

Jeder Versuch wurde mindestens dreimal unabhängig voneinander durchgeführt. Zur weiteren 

statistischen Auswertung wurde GraphPad Prism8 genutzt. Es wurde mit dem Shapiro-Wilk 

und dem Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung getestet. Statistische Signifikanz 

wurde mithilfe des one-way und des two-way ANOVA (Tukey’s multiple comparisons test) un-

tersucht. Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 festgelegt. Die p-Werte wurden folgender-

maßen gekennzeichnet: p ≤ 0,05 = *, p ≤ 0,01 = **, p ≤ 0,001 = *** und p ≤ 0,0001 = ****. 
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IV. ERGEBNISSE 

 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung des neuen CDKi Fadraciclib als Monotherapie 

und die Kombinationstherapie der CDKis Abemaciclib, Dinaciclib und Fadraciclib mit dem 

etablierten Wirkstoff 13-cis-RA auf NB-Zellen untersucht. In den Vorversuchen wurde zunächst 

die Viabilität der Zellen unter Therapie untersucht. Anschließend wurde in den weiterführenden 

Untersuchungen die Auswirkung der Behandlung auf die Zellen, insbesondere auf deren Dif-

ferenzierung, charakterisiert. 

 

4.1 WIRKUNG DER MONOTHERAPIE MIT FADRACICLIB AUF DIE ZELLVIABILITÄT 

 
Zunächst sollte der antiproliferative Effekt der Monotherapie mit dem CDKi Fadraciclib in auf-

steigender Konzentration untersucht werden. Die Behandlung zeigte sich in allen drei Zellli-

nien, LAN-1, CHLA-90 und CHLA-172, wirksam. Sowohl bei einmal 72-stündiger Behandlung 

als auch bei zweimal 72-stündiger Behandlung kam es im Vergleich zur Kontrolle zu lichtmik-

roskopisch sichtbarer Reduktion des Wachstums (Abbildung 7), sowie zu signifikanter Verrin-

gerung der Zellviabilität, gemessen an der metabolischen Aktivität im CCK-8 Assay (Abbil-

dung 8). Der zytotoxische Effekt war konzentrations- und zeitabhängig und zeigte außerdem 

einen Unterschied in Bezug auf die Zelllinien. So zeigte sich bei der Zelllinie LAN-1 die höchste 

Sensitivität für die Behandlung, während es bei CHLA-172 im Vergleich dazu zu geringerer 

Einschränkung von Wachstum und Viabilität kam. Die Wirksamkeit der Behandlung bei 

CHLA-90 lag zwischen der von LAN-1 und CHLA-172. Die zweimalige Behandlung zeigte in 

allen Zelllinien einen etwas stärkeren zytotoxischen Effekt als die einmalige Behandlung.  

 

Insgesamt konnte die Konzentration, bei der 50 % der Zellen nicht mehr vital sind (IC50), für 

alle drei Zelllinien näherungsweise bei 1 µM bestimmt werden. Bei weiterer Steigerung der 

Dosis kam es lediglich zu einem geringen weiteren Abfall der Viabilität. 

 

 
ABBILDUNG 7: LICHTMIKROSKOPISCHE AUFNAHMEN DER LAN-1 NACH BEHANDLUNG MIT FADRACICLIB 

Dargestellt ist die Zelllinie LAN-1 nach 72-stündiger Behandlung aufsteigender Konzentrationen Fadraciclib. Es 

zeigten sich zytotoxische Effekte bei den Konzentrationen 2 µM und 6 µM, bei 0,2 µM war das Wachstum unbeein-

trächtigt. Aufgenommen mit dem Zeiss Axiovert A1-Mikroskop, 200-fache Vergrößerung. 
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ABBILDUNG 8: DOSIS-WIRKUNGS-KURVEN BEI MONOTHERAPIE MIT FADRACICLIB 

Quantitative Darstellung der Viabilität gemessen an der metabolischen Aktivität der Zellen als Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen relativ zur Kontrolle mit DMSO (= 100 %). Alle Experimente wurden in dreifacher Ausführung 
viermal wiederholt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem two-way ANOVA (Tukey’s multiple comparisons 
test), * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01 und **** p ≤ 0,0001. Kon - Kontrolle 
 

 

4.2 SYNERGISTISCHER EFFEKT DER KOMBINATIONSTHERAPIE MIT CDKIS UND 13-CIS-RA 

 
Als nächstes wurde die sequentielle Kombinationstherapie der CDKis Abemaciclib, Dinaciclib 

und Fadraciclib mit 13-cis-RA untersucht. Hierbei zeigte sich eine Verringerung der Zellviabi-

lität gemessen an der metabolischen Aktivität im CCK-8 Assay im Vergleich zur Kontrolle in 

der Mehrheit der Behandlungskombinationen (Abbildung 9). Hervorzuheben ist die Kombina-

tionstherapie mit Fadraciclib, die eine signifikante Beeinträchtigung der Zellviabilität in allen 

drei Zelllinien zur Folge hatte.  

 

Die Kombinationstherapie mit Abemaciclib erreichte bei der Zelllinie LAN-1 eine signifikante 

Abnahme der Viabilität im Vergleich zur Kontrolle um 60 % bei Abemaciclib/ 13-cis-RA und um 

65 % bei 13-cis-RA/ Abemaciclib. Bei den Zelllinien CHLA-90 und CHLA-172 zeigte sie weni-

ger Wirkung, es kam bei Gabe von Abemaciclib/ 13-cis-RA zu reduzierter Viabilität um 22 % 

bei der Verwendung von CHLA-90 und um 5 % bei CHLA-172. Die Behandlung mit 13-cis-RA/ 

Abemaciclib hatte bei CHLA-90 und CHLA-172 keine Reduktion der Viabilität zur Folge. 

 

Bei der Kombinationstherapie mit Dinaciclib zeigte sich LAN-1 erneut sensitiv gegenüber der 

Behandlung mit einer signifikanten Reduktion der Viabilität im Vergleich zur Kontrolle um 42 % 

bei Dinaciclib/ 13-cis-RA und um 53 % bei 13-cis-RA/ Dinaciclib. Bei CHLA-90 bewirkte die 
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Behandlung mit 13-cis-RA/ Dinaciclib eine Reduktion um 10 %, während bei CHLA-172 die 

Behandlung mit Dinaciclib/ 13-cis-RA zu einer Reduktion um 5 % führte. 

 

Die Kombinationstherapie mit Fadraciclib führte bei LAN-1 im Vergleich zur Kontrolle zur sig-

nifikanten Reduktion der Viabilität um 72 % bei der Gabe von Fadraciclib/ 13-cis-RA und um 

67 % bei 13-cis-RA/ Fadraciclib. Bei CHLA-90 betrug die signifikante Reduktion 60 % bei Fad-

raciclib/ 13-cis-RA und 53 % bei 13-cis-RA/ Fadraciclib. Bei CHLA-172 kam es ebenfalls zu 

einer signifikanten Reduktion der Viabilität um 72% bei Fadraciclib/ 13-cis-RA und um 27 % 

bei 13-cis-RA/ Fadraciclib.  

 

Die Monotherapie mit 13-cis-RA wurde ebenfalls untersucht, es ergab sich in keiner Zelllinie 

eine nennenswerte Verringerung der Zellviabilität. 
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ABBILDUNG 9: VIABILITÄTSMESSUNG NACH SEQUENTIELLER KOMBINATIONSTHERAPIE DER CDKIS MIT 13-CIS-RA 

Quantitative Darstellung der Viabilität gemessen an der metabolischen Aktivität der Zellen als Mittelwerte und Stan-

dardabweichungen relativ zur Kontrolle mit DMSO (= 100 %). Alle Experimente wurden in dreifacher Ausführung 

viermal wiederholt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem two-way ANOVA (Tukey’s multiple comparisons 

test). Kennzeichnung der Signifikanz gegenüber der Kontrolle: * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001 und **** p  

≤ 0,0001. RA – 13-cis-Retinsäure, Abema – Abemaciclib, Dina – Dinaciclib, Fadra - Fadraciclib 

 

Anhand des Bliss Independence Modells konnte die Kombination der verschiedenen Thera-

peutika in Bezug auf ihre synergistische, additive oder antagonistische Wirkung untersucht 

werden. Dabei wurde die Wirkung der Kombinationstherapie mit der Wirkung der Monothera-

pie des jeweiligen CDKi und der 13-cis-RA verglichen.  
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Mit allen drei CDKis gelang es, durch sequentielle Kombination mit 13-cis-RA den Effekt der 

Monotherapie zu verstärken (Abbildung 10). So zeigte sich die Kombinationstherapie mit Abe-

maciclib synergistisch bei LAN-1 und bei CHLA-90. Die Kombination mit Dinaciclib konnte in 

der Zelllinie LAN-1 synergistischen Effekte hervorrufen. Die Kombinationstherapie mit Fadra-

ciclib wirkte in allen drei untersuchten Zelllinien synergistisch.  

 

Der Effekt der selektiven CDKis Abemaciclib und Fadraciclib mit synergistischer Wirkung in 

zwei bis drei Zelllinien war der des globalen CDKi Dinaciclib mit synergistischer Wirkung in 

einer Zelllinie überlegen. Für die weiteren Versuche wurde folglich der Fokus auf die CDKis 

Abemaciclib und Fadraciclib gelegt.  

 

Behandlung LAN-1 CHLA-90 CHLA-172 

    Abema/ RA 0.5 0.6 >1.0 

    RA/ Abema 0.4 >1.0 >1.0 

    Dina/ RA 0.9 >1.0 >1.0 

    RA/ Dina 0.8 >1.0 >1.0 

    Fadra/ RA 0.8 0.8 0.8 

    RA/ Fadra 0.9 0.9 >1.0 

 
ABBILDUNG 10: KOMBINATIONSINDEX NACH BLISS INDEPENDENCE MODELL 

 

 

 

 

4.3 UNTERSUCHUNG DER DIFFERENZIERUNG AUF PROTEINEBENE 

 
Der Wirkmechanismus der CDKis und der Kombinationstherapie mit CDKis und 13-cis-RA 

sollte genauer betrachtet werden. Eine wichtige Frage dieser Arbeit war dabei die potentielle 

Differenzierung der Zellen unter Therapie. Dies wurde mittels Immunfluoreszenzfärbung der 

Differenzierungsmarker ROBO2 und STMN4 und des Stammzellmarkers KLF4 an den Zellli-

nien LAN-1 und CHLA-90 untersucht. 

 

Es kam in beiden Zelllinien sowohl bei Monotherapie der CDKis Abemaciclib und Fadraciclib 

als auch in Kombination der beiden Therapeutika mit 13-cis-RA im Vergleich zur Kontrolle zu 

einer Erhöhung der Differenzierungsmarker ROBO2 und STMN4. Der Stammzellmarker KLF4 

Darstellung der Kombinationsindizes nach Kombinationstherapie mit CDKis und 13-cis-

RA bei den drei NB-Zelllinien, CI < 1 synergistisch, CI = 1 additiv, CI > 1 antagonistisch. 
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zeigte sich weitestgehend unverändert unter der Behandlung. Allerdings konnte kein Unter-

schied der Wirkung zwischen der Monotherapie und der Kombinationstherapie gesehen wer-

den. Zusätzlich zur Erhöhung der Differenzierungsmarker konnten besonders bei CHLA-90 

unter Mono- und Kombinationstherapie beider CDKis morphologische Veränderungen nach-

gewiesen werden, die einerseits auf die Differenzierung und andererseits auf Zellstress hin-

weisen können. Es kam zu einer Vergrößerung der Zellen und teilweise zur Ausbildung langer 

Zellausläufer. Die Monotherapie mit 13-cis-RA führte in beiden Zelllinien zu keiner oder nur zu 

geringer Veränderung der Marker. In Abbildung 11 und 12 sind exemplarische Aufnahmen der 

Färbungen an beiden Zelllinien LAN-1 und CHLA-90 zu sehen. Die Darstellung erfolgt als zu-

sammengefügte Bilder aus beiden Fluoreszenzkanälen. 

 

Die anhand der Bilder abgelesenen Veränderungen der Differenzierungs- und Stammzellmar-

ker ließen sich in der Quantifizierung bestätigen (Abbildung 13). Hierbei wird die integrated 

density bestimmt, um eine objektivere Aussage treffen zu können. Es zeigte sich im Vergleich 

zur Kontrolle eine signifikante Erhöhung von ROBO2 und STMN4 unter CDKi Monotherapie 

und Kombinationstherapie in beiden Zelllinien und eine gleichbleibende Menge KLF4 bei 

LAN-1. Bei CHLA-90 war auch bei KLF4 ein leichter Anstieg zu sehen. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die CDKi Behandlung zu einer Differenzierung der 

NB-Zellen anhand der untersuchten Differenzierungsmarker führte. Diese Wirkung zeigte kei-

nen Unterschied zwischen der Mono- und Kombinationstherapie. 
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ABBILDUNG 11: IMMUNFLUORESZENZFÄRBUNG VON ROBO2, STMN4 UND KLF4 AN LAN-1  

Darstellung repräsentativer Aufnahmen der Fluoreszenzmikroskopie der LAN-1 nach Färbung mit ROBO2, STMN4 

und KLF4, Kernfärbung mit DAPI. Grün = Alexa Fluor 488 für die Zielproteine, blau = DAPI für die Zellkerne. Auf-

genommen mit dem Zeiss Axiovert A1 Mikroskop, der Maßstab in der rechten unteren Ecke zeigt 20 µm an. 
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ABBILDUNG 12: IMMUNFLUORESZENZFÄRBUNG VON ROBO2, STMN4 UND KLF4 AN CHLA-90  

Darstellung repräsentativer Aufnahmen der Fluoreszenzmikroskopie der CHLA-90 nach Färbung mit ROBO2, 

STMN4 und KLF4, Kernfärbung mit DAPI. Grün = Alexa Fluor 488 für die Zielproteine, blau = DAPI für die Zellkerne. 

Aufgenommen mit dem Zeiss Axiovert A1 Mikroskop, der Maßstab in der rechten unteren Ecke zeigt 20 µm an.  



ERGEBNISSE 

 
42 

 

ABBILDUNG 13: QUANTIFIZIERUNG DER ROBO2, STMN4 UND KLF4 FÄRBUNG 

Die Quantifizierung erfolgte mit ImageJ (Integrated Density Analyse). Dargestellt sind die Mittelwerte und Stan-

dardabweichungen der Auswertung von mindestens drei Bildern aus jeweils drei unabhängigen Versuchen. Die 

anschließende statistische Auswertung erfolgte mit dem one-way ANOVA (Tukey’s multiple comparisons test). Die 

Quantifizierung erfolgte freundlicherweise mit Unterstützung durch B.Sc. Sarah Bertels. * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01. 

 

 

4.4 EINFLUSS DER BEHANDLUNG AUF ZELLZYKLUSARREST 

 
Da CDKis durch ihren Wirkmechanismus einen Zellzyklusarrest induzieren können, sollte dies 

anhand der Veränderung des endogenen Zellzyklusinhibitors p27 in der Immunfluoreszenz 

untersucht werden. An den drei Zelllinien LAN-1, CHLA-90 und CHLA-172 wurden die Mono-

therapien mit Abemaciclib und Fadraciclib, sowie die zugehörigen Kombinationen mit 

13-cis-RA auf Veränderung bezüglich der p27-Expression untersucht. 
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In allen drei betrachteten Zelllinien kam es unter Behandlung mit Abemaciclib und Fadraciclib 

Monotherapie und der entsprechenden CDKi/ 13-cis-RA Kombinationstherapie im Vergleich 

zur Kontrolle zu einer Erhöhung der Konzentration des p27-Proteins. Es zeigte sich für beide 

CDKis kein signifikanter Unterschied der Wirkung zwischen der Monotherapie und der Kombi-

nationstherapie. Die Monotherapie mit 13-cis-RA führte zu keiner relevanten Veränderung der 

p27-Expression. Die Bilder sind exemplarisch in Abbildung 14 für die drei Zelllinien LAN-1, 

CHLA-90 und CHLA-172 zu sehen. Hierbei erfolgt die Darstellung als Bilder des Einzelkanals 

für p27. 

 

Die Aussagen aus den Bildern ließen sich durch die Quantifizierung bestätigen (Abbildung 15). 

Es kam zu einem Anstieg von p27 in allen drei Zelllinien unter Behandlung mit Abemaciclib 

und Fadraciclib Mono- und Kombinationstherapie mit 13-cis-RA. Die Monotherapie mit 

13-cis-RA führte zu keiner Veränderung von p27. 

 

Folglich konnte auf einen Zellzyklusarrest unter der CDKi Behandlung geschlossen werden, 

jedoch ohne Verstärkung bei der Kombinationstherapie im Vergleich zur Monotherapie. 
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ABBILDUNG 14: IMMUNFLUORESZENZFÄRBUNG VON P27 NACH ZYTOSTATISCHER BEHANDLUNG 

Darstellung repräsentativer Aufnahmen der Fluoreszenzmikroskopie der LAN-1, CHLA-90 und CHLA-172 nach 

Färbung mit p27-Antikörpern. Gezeigt sind die Einzelkanalbilder mit Alexa Fluor 488 für p27. Aufgenommen mit 

dem Zeiss Axiovert A1 Mikroskop, der Maßstab in der rechten unteren Ecke gibt 20 µm an.  
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ABBILDUNG 15: QUANTIFIZIERUNG DER P27-FÄRBUNG 

Die Quantifizierung erfolgte mit ImageJ (Integrated Density Analyse). Dargestellt sind die Mittelwerte und Stan-

dardabweichungen der Auswertung von mindestens drei Bildern aus jeweils drei unabhängigen Versuchen. Die 

anschließende statistische Auswertung erfolgte mit dem one-way ANOVA (Tukey’s multiple comparisons test). Die 

Quantifizierung wurde freundlicherweise von M.Sc. Annabell Wolff zur Verfügung gestellt. * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01.  

 

 

4.5 EINFLUSS DER BEHANDLUNG AUF ZELLSTRESS 

 
Der Effekt der genutzten Therapeutika auf Zellstress wurde ebenfalls durch eine Immunfluo-

reszenzfärbung untersucht. Es wurden die Marker Cytochrom C und Calnexin verwendet. Die 

Untersuchung fand an den drei Zelllinien LAN-1, CHLA-90 und CHLA-172 statt und die Be-

handlungen beinhalteten die Monotherapien und Kombinationen der CDKis Abemaciclib und 

Fadraciclib. 

 

Unter CDKi Behandlung zeigte sich sowohl in der Monotherapie als auch in der Kombinations-

therapie ein Anstieg von Cytochrom C und Calnexin im Vergleich zur Kontrolle in allen drei 

untersuchten Zelllinien. Die Monotherapie mit 13-cis-RA hatte keine Auswirkung auf die beiden 

Zellstress-Marker. Zusätzlich zu Cytochrom C und Calnexin konnten anhand der Färbung mit 

Phalloidin Grün Auswirkungen der Behandlung auf das Zytoskelett der Zellen untersucht wer-

den. Es kam zu einer Vergrößerung und zum Anschwellen der Zellen und teilweise zur Aus-

bildung langer Zellausläufer. In Abbildung 16 sind die Einzelkanäle der Färbung und das zu-

sammengesetzte Bild aus allen Kanälen zu sehen. In Abbildung 17 sind repräsentative Bilder 

der Immunfluoreszenzfärbung von der Zelllinie CHLA-90 dargestellt. Die Bilder der Zelllinien 

LAN-1 und CHLA-172 sind im Anhang zu finden. 
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Einschränkend muss gesagt werden, dass in dieser Färbung die Bildqualität aufgrund von Ar-

tefakten teilweise weniger gut war und somit insgesamt für die Auswertung weniger Bilder zur 

Verfügung standen. Dennoch konnte die Quantifizierung die Aussagen der Bilder bestätigen 

(Abbildung 18). Es kam in allen drei Zelllinien zum Anstieg beider Zellstress-Marker sowohl 

bei Abemaciclib und Fadraciclib Monotherapie als auch in den Kombinationstherapien. Die 

Monotherapie mit 13-cis-RA hatte keinen Anstieg der Marker zur Folge.  

 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die CDKi Behandlung zu erhöhtem Zellstress 

führte, welcher sich sowohl in einem Anstieg der Zellstressmarker Cytochrom C und Calnexin 

als auch morphologisch zeigte. Dabei ergab sich kein Unterschied im Vergleich der Mono- und 

Kombinationstherapie. 

 

 
 

Dargestellt sind die Einzelkanäle der Cytochrom C, Calnexin Färbung, sowie das zusammengesetzte Bild aller 

Kanäle. Zusätzlich zu den Markern für Zellstress Cytochrom C und Calnexin wurden die Zellkerne mit DAPI und 

das Zytoskelett mit Phalloidin Grün gefärbt. Aufgenommen mit dem Zeiss Axiovert A1 Mikroskop, der Maßstab in 

der rechten unteren Ecke zeigt 20 µm an. 

 

 

ABBILDUNG 16: EINZELKANÄLE DER CYTOCHROM C, CALNEXIN FÄRBUNG 
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Darstellung repräsentativer Aufnahmen der Fluoreszenzmikroskopie der CHLA-90 nach Färbung von Cytochrom C 

(orange) und Calnexin (rot), Zytoskelettfärbung mit Phalloidin Grün, Kernfärbung mit DAPI (blau). Aufgenommen 

mit dem Zeiss Axiovert A1 Mikroskop, der Maßstab in der rechten unteren Ecke zeigt 20 µm an. 

ABBILDUNG 17: IMMUNFLUORESZENZFÄRBUNG MIT CYTOCHROM C UND CALNEXIN NACH ZYTOSTATISCHER BEHANDLUNG 



ERGEBNISSE 

 
48 

 
ABBILDUNG 18: QUANTIFIZIERUNG DER CYTOCHROM C, CALNEXIN FÄRBUNG 

Die Quantifizierung erfolgte mit ImageJ (Integrated Density Analyse). Dargestellt sind die Mittelwerte und Stan-

dardabweichungen der Auswertung von mindestens drei Bildern aus jeweils drei unabhängigen Versuchen. Die 

statistische Auswertung erfolgte mit dem one-way ANOVA (Tukey’s multiple comparisons test), ** p ≤ 0,01. 

 

 

4.6 EINFLUSS DER BEHANDLUNG AUF MEDIKAMENTENRESISTENZ 

 
Für die weitere Charakterisierung der Mono- und Kombinationstherapie mit CDKis wurde die 

Erhöhung der mit Medikamentenresistenz assoziierten Proteine MDR1 (P-Glykoprotein), 

MRP1/2 und BCRP in der Durchflusszytometrie untersucht. Der Versuch wurde an den Zellli-

nien LAN-1 und CHLA-90 mit den Monotherapien der CDKis Abemaciclib und Fadraciclib, der 

Monotherapie mit 13-cis-RA und der Kombinationstherapie mit Abemaciclib und 13-cis-RA 

durchgeführt. Für die Auswertung wurde der MAF berechnet. Ab MAF-Werten größer 25 kann 

von Medikamentenresistenz ausgegangen werden.  

 

Bei der Zelllinie LAN-1 zeigte sich in beinahe allen Behandlungen ein Anstieg aller drei mit 

Resistenz assoziierten Proteine (Abbildung 19). Einen Wert oberhalb der Schwelle von 25  
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erreichte allerdings nur die Kombinationstherapie mit Abemaciclib und 13-cis-RA für das Pro-

tein MRP1/2 (MAF 33), wobei hier bereits der Ausgangswert der Kontrolle (MAF 15) höher war 

als der Ausgangswert bei MDR1 (P-Glykoprotein) (MAF -4) und BCRP (MAF 1).  

 

Bei CHLA-90 fiel die Veränderung der mit Resistenz assoziierten Proteine weniger gleichför-

mig aus. Lediglich bei BCRP gab es unter allen Behandlungen einen Anstieg. Für MDR1 

(P-Glykoprotein) und MRP1/2 waren bereits die Ausgangswerte knapp oberhalb der Schwelle 

für Medikamentenresistenz (MAF 28 und MAF 27) und es ließen sich nur geringe Anstiege 

unter Behandlung verzeichnen. Auffällig war in dieser Zelllinie ein Anstieg aller drei Proteine 

unter Abemaciclib Monotherapie (MAF 37 bis 57) im Vergleich zur Kontrolle (MAF 0 bis 28).  

 

 
ABBILDUNG 19: MEDIKAMENTENRESISTENZ ASSOZIIERTE PROTEINE 

Quantitative Darstellung des MDR Activity Factor (MAF) als Mittelwerte und Standardabweichung. MAF > 25 spricht 
für Medikamentenresistenz. Alle Experimente wurden dreimal wiederholt. Die statistische Auswertung erfolgte mit 
dem two-way ANOVA (Tukey’s multiple comparisons test), * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01 und *** p ≤ 0,001. 
 

 

4.7 NACHWEIS VON APOPTOTISCHEM UND NEKROTISCHEM ZELLTOD 

 
Der zytotoxische Effekt der CDKi Monotherapie und der Kombinationstherapie mit Abemaciclib 

und Fadraciclib sollte genauer charakterisiert werden. Die Untersuchungen erfolgten an den 

drei Zelllinien LAN-1, CHLA-90 und CHLA-172. Hierbei wurde anhand der Aufnahme von 

YO-PRO-1 und PI in die Zellen unterschieden, ob es sich um einen früh- beziehungsweise 

spät-apoptotischen oder einen nekrotischen Zelltod handelte.  
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Als Ergebnis zeigten sich in allen drei Zelllinien in der Kontrolle 95 % der Zellen vital (Abbil-

dung 20). Die Monotherapie mit 13-cis-RA brachte in den Zelllinien CHLA-90 und CHLA-172 

ein vergleichbares Ergebnis wie die Kontrolle. In der Zelllinie LAN-1 kam es bei Monotherapie 

mit 13-cis-RA zu einem Anstieg der avitalen Zellen auf 28 %. Darunter befanden sich 5 % früh-

apoptotische Zellen, 10 % spät-apoptotische Zellen und 12 % nekrotische Zellen.  

 

Die Behandlung mit den CDKis Abemaciclib und Fadraciclib und mit den Kombinationen mit 

13-cis-RA führte in allen drei Zelllinien im Vergleich zur Kontrolle zu einem Anstieg der avitalen 

Zellen. In der genaueren Betrachtung zeigten sich in der Zelllinie LAN-1 unter CDKi Mono- und 

Kombinationstherapie bis zu 13 % der Zellen apoptotisch im Vergleich zu unter 2 % in der 

Kontrolle mit einer gleichmäßigen Verteilung zwischen früh- und spät-apoptotischen Zellen. 

Nekrosen waren in bis zu 11 % der behandelten Zellen im Vergleich zu 3 % in der Kontrolle 

zu beobachten. Es zeigte sich außerdem ein signifikanter Anstieg der spät-apoptotischen Zel-

len auf 9 % unter der Kombinationstherapie mit Abemaciclib und 13-cis-RA im Vergleich zur 

Abemaciclib Monotherapie (1 %).  

 

In der Zelllinie CHLA-90 kam es unter CDKi Mono- und Kombinationstherapie mit Abemaciclib 

zu einem signifikanten Anstieg der nekrotischen Zellen mit bis zu 28 % der behandelten Zellen 

im Vergleich zu 2 % in der Kontrolle. Dabei zeigte sich kein Unterschied zwischen der Mono- 

und der Kombinationstherapie. Die Behandlung mit Fadracicilb und Fadraciclib/ 13-cis-RA 

zeigte einen Anstieg der nekrotischen Zellen auf bis zu 15 %. Weiterhin kam es zu einem 

Anstieg der apoptotischen Zellen in allen Behandlungsansätzen mit bis zu 15 % im Vergleich 

zur Kontrolle mit 3 %.  

 

Die Wirkung der Behandlung auf CHLA-172 war vergleichbar zu CHLA-90. Es kam zu einem 

Anstieg der Nekrosen in den Kombinationstherapien auf bis zu 37 % der Zellen im Vergleich 

zur Kontrolle mit 2 %. Die Monotherapien führten ebenfalls zum Anstieg der Nekrosen auf bis 

zu 35 %. Bei der Apoptose war ein geringerer Anstieg zu verzeichnen mit bis zu 13 % im 

Vergleich zur Kontrolle mit 2 %. Auch hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen 

der Mono- und der Kombinationstherapie. 

 

Insgesamt konnte unter Behandlung in der Zelllinie LAN-1 ein Anstieg sowohl des apoptoti-

schen als auch des nekrotischen Zelltodes gesehen werden. In den Zelllinien CHLA-90 und 

CHLA-172 war die Nekrose die vorherrschende Zelltodform.  
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ABBILDUNG 20: UNTERSUCHUNG DER APOPTOSE UND NEKROSE 

Darstellung des prozentualen Anteils der früh-apoptotischen, spät-apoptotischen und nekrotischen Zellen nach Be-
handlung. Angegeben sind die Mittelwerte [%] und Standardabweichungen aus drei unabhängigen Versuchen. Die 
statistische Auswertung erfolgte mit dem two-way ANOVA (Tukey’s multiple comparisons test), * p ≤ 0,05 und ** p 
≤ 0,01. 
 

 

4.8 UNTERSUCHUNG DER DIFFERENZIERUNG AUF TRANSKRIPTIONSEBENE 

 
Die Differenzierung der NB-Zellen unter CDKi Mono- und Kombinationstherapie wurde zusätz-

lich zur Immunfluoreszenzfärbung ebenfalls mittels qPCR untersucht. Es fand eine Messung 

der Genexpression der Differenzierungsmarker ROBO2, STMN4, RBFOX3, MAP2, ENO2 und 

TUBB3 sowie des Stammzellmarkers KLF4 statt. Die Versuche wurden an den Zelllinien 

LAN-1 und CHLA-90 durchgeführt.  

 

Zunächst wurden die Differenzierungsmarker ROBO2 und STMN4 und der Stammzellmarker 

KLF4 untersucht (Abbildung 21). Die Zelllinie LAN-1 zeigte keine Veränderung der Marker, die 

auf eine Differenzierung hinweisen, lediglich die Abemaciclib Monotherapie führte zu einem 

signifikanten Anstieg der Expression von ROBO2 im Vergleich zur Kontrolle. Bei CHLA-90 

waren in der Kombinationstherapie aller drei CDKis Abemaciclib, Dinaciclib und Fadraciclib 

mit 13-cis-RA teilweise Anstiege der Expression der Differenzierungsmarker ROBO2 und 

STMN4 im Vergleich zu Kontrolle zu sehen. Dies zeigte sich in der simultanen Behandlung 

und in der sequentiellen Behandlung in der Reihenfolge 13-cis-RA/ CDKi. Die Expression des 

Stammzellmarkers KLF4 war bei LAN-1 teilweise erhöht, bei CHLA-90 zeigte sie sich durch-

gängig auf einem niedrigen Niveau. 

 

Zur weiteren Untersuchung, ob andere Marker besser geeignet sind für die Zelllinie LAN-1, 

wurden die Versuche mit den Differenzierungsmarkern RBFOX3, MAP2, ENO2 und TUBB3 
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ausgeweitet (Abbildung 22). Es zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle unter Behandlung ein 

Anstieg der Expression von MAP2 und TUBB3 und zum Teil auch ENO2 in den Kombinations-

therapien mit Abemaciclib und Dinaciclib. Zu beachten ist, dass auch die Monotherapie mit 

13-cis-RA zu einer geringen Erhöhung der Differenzierungsmarker MAP2, RBFOX3, TUBB3 

und ENO2 führte. 
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ABBILDUNG 21: EXPRESSION VON ROBO2, STMN4 UND KLF4 NACH BEHANDLUNG 

(A, B) Darstellung der relativen Genexpression (Kontrolle = 1) als Mittelwerte und Standardabweichung nach Aus-

wertung der qPCR nach ∆∆Ct-Methode. Die Ergebnisse sind auf das Referenzgen GAPDH normiert. Die Untersu-

chung wurde in Triplikaten und in drei unabhängigen Versuchen durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte 

mit dem two-way ANOVA (Tukey’s multiple comparisons test). Kennzeichnung der Signifikanz gegenüber der Kon-

trolle: * p ≤ 0,05 und ** p ≤ 0,01. 
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ABBILDUNG 22: EXPRESSION VON RBFOX3, MAP2, ENO2 UND TUBB3 NACH BEHANDLUNG 

Darstellung der relativen Genexpression (Kontrolle = 1) als Mittelwerte und Standardabweichung nach Auswertung 

der qPCR nach ∆∆Ct-Methode. Die Ergebnisse sind auf das Referenzgen GAPDH normiert. Die Untersuchung 

wurde in Triplikaten und in drei unabhängigen Versuchen durchgeführt. Die statistische Auswertung erfolgte mit 

dem two-way ANOVA (Tukey’s multiple comparisons test). Kennzeichnung der Signifikanz gegenüber der Kontrolle: 

* p ≤ 0,05 und *** p ≤ 0,001 und **** p ≤ 0,0001. 
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V. DISKUSSION 

 
Das NB ist für 10 % der Krebstodesfälle im Kindesalter verantwortlich (3). In Hochrisikostadien 

sind die Behandlungsmöglichkeiten limitiert und nur teilweise effektiv. Bei Rezidiven bestehen 

geringe Überlebenschancen (55). Die Verträglichkeit der Therapien spielt in diesem Patien-

tenkollektiv eine große Rolle, da hauptsächlich sehr junge Kinder betroffen sind. Es sind so-

wohl die akute Toxizität als auch die Langzeitfolgen der Chemotherapie und der Bestrahlung 

zu beachten. So kann es zu einer dauerhaften Einschränkung des Hörvermögens, Wachs-

tumsstörungen und chronischer Niereninsuffizienz kommen. Das Auftreten von Zweitmaligno-

men bei 3,5 % der Patient:innen innerhalb von 25 Jahren darf ebenfalls nicht vernachlässigt 

werden (41,115–117). Der Bedarf nach alternativen, besser verträglichen Behandlungen be-

steht somit weiterhin. 

 

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die antitumorale Wirkung von CDKis in 

Monotherapie und eine Verbesserung des Effekts durch die Kombination mit 13-cis-RA in vitro 

getestet. Im NB konnten mit schlechter Prognose assoziierte Mutationen nachgewiesen wer-

den, die zu einer verstärkten Expression der CDKs führen (61,64,65) und somit als Zielstruk-

turen für die Behandlung mit CDKis dienen können. Neben der Wachstums- und Viabilitäts-

einschränkung durch die Therapie wurde die Induktion einer Differenzierung der Tumorzellen 

als möglicher Behandlungsansatz geprüft. Die gewonnenen Ergebnisse werden im Folgenden 

diskutiert. 

 

 

5.1 ZYTOTOXIZITÄT DER CDKI MONO- UND KOMBINATIONSTHERAPIE BEI NB-ZELLEN 

 
CDKis entfalten ihre Wirkung auf Zellen hauptsächlich über zwei Mechanismen. Durch die 

Inhibition von CDK1/2/4/6, die an der Zellzyklusregulation beteiligt sind, kommt es zu einem 

Zellzyklusarrest, welcher nachfolgend in einer Apoptose oder Nekrose resultieren kann. Au-

ßerdem kommt es über die Inhibition von CDK7/8/9/12/13 zur Hemmung der RNA-Poly-

merase II und damit zu einer veränderten Transkription (57,60,118). Auch hierdurch kann es 

zum Wachstumsarrest kommen, unter anderem durch verminderte Transkription von N-myc 

(67). In dieser Arbeit wurden CDKis für beide Mechanismen verwendet. Abemaciclib hemmt 

über CDK4/6 hauptsächlich den Zellzyklus, während Dinaciclib als globaler CDKi durch Hem-

mung von CDK1/2/5/9 und Fadraciclib durch Hemmung von CDK2/9 sowohl den Zellzyklus 

als auch die Transkription beeinflussen. 13-cis-RA wirkt als Agonist an den Retinsäurerezep-

toren RAR und RXR und führt darüber zu einer veränderten Genexpression (78). Hierbei 
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wurde ein Wachstumsarrest über Erhöhung des endogenen Zellzyklusinhibitors p27 sowie die 

Induktion einer morphologischen Differenzierung von NB-Zellen beschrieben (80). 

 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der neue CDKi Fadraciclib auf das Zellwachstum 

und die Viabilität der drei verwendeten NB-Zelllinien wirkt. Es kam zelllinienabhängig unter 

Verwendung von Konzentrationen von 0,4 - 6 µM zur Reduktion der Viabilität auf unter 50 %. 

Die längere Behandlung im zweimal 72-stündigen Ansatz zeigte ein etwas besseres Anspre-

chen als der einmal 72-stündige Ansatz. In den folgenden Kombinationsversuchen wurde Fad-

raciclib sowie Abemaciclib und Dinaciclib, deren Wirksamkeit in der Monotherapie bereits in 

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe nachgewiesen werden konnte, zusammen mit 13-cis-RA ein-

gesetzt. Hierbei zeigten sich synergistische Effekte der Viabilitätsreduktion mit einer Verstär-

kung der Wirkung im Vergleich zur Monotherapie. Besonders die Kombination mit Fadraciclib 

wirkte in allen Zelllinien synergistisch. Eine Überlegenheit der selektiven CDKis Abemaciclib 

und Fadraciclib gegenüber des globalen CDKi Dinaciclib war ebenfalls zu beobachten. So 

konnte Dinaciclib lediglich bei der Zelllinie LAN-1 einen Synergismus bewirken. 

 

In einer Studie von Martinez-Monleon et al. wurde die Wirksamkeit von Abemaciclib in vitro 

gezeigt. Neun von zehn Zelllinien sprachen auf die Behandlung im einstelligen mikromolaren 

Bereich mit verminderter Proliferation an. Neben Abemaciclib wurde auch die Kombinations-

therapie mit MDM2-Inhibitoren getestet. Bei MDM2 handelt es sich um ein Protoonkogen, wel-

ches an der Regulation von p53 beteiligt ist. Die Kombinationstherapie CDK4/ 6i/ MDM2i wirkte 

bei den Zelllinien mit p53-Wildtyp, allerdings nicht bei denen mit mutiertem p53. Auf die Wirk-

samkeit der Monotherapie mit Abemaciclib hatte der p53-Status keinen Einfluss (65). Zwei der 

in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien, CHLA-90 und CHLA-172, tragen ebenfalls eine 

p53-Mutation (119) und es zeigte sich auch hier die gute Wirksamkeit von Abemaciclib. In 

einer Studie von Chen et al. wurde die Wirksamkeit von Dinaciclib an sechs NB-Zelllinien und 

zwei orthotopen Mausmodellen gezeigt. Hier führten zelllinienabhängig 7 bis 38 nM zu einer 

Wachstumsreduktion in vitro. Am in vivo Modell konnte eine Tumorregression bzw. eine Ver-

hinderung der Tumorbildung an MYCN-transgenen Mäusen gesehen werden. Weiterhin be-

schrieben sie, dass die Wirkung hauptsächlich durch die Hemmung von CDK2 und CDK9 ge-

schieht (61). Poon et al. zeigten die Wirksamkeit von Fadraciclib auf neun verschiedene 

NB-Zelllinien. Es kam zu verminderter Proliferation der Zellen. Die Autor:innen beschrieben 

eine bessere Wirkung bei MYCN-amplifizierten im Gegensatz zu nicht amplifizierten Zellen mit 

einer IC50 von 1 µM vs. > 10 µM. Sie sahen die Wirkung von Fadraciclib in der Herunterregu-

lation von MYCN, welche zu Wachstumsarrest und Induktion der Apoptose führt (67). Dies 

deckt sich teilweise mit den Ergebnissen dieser Arbeit. LAN-1 trägt im Gegensatz zu CHLA-90 
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und CHLA-172 eine MYCN-Amplifikation (120) und zeigte sich sensitiver gegenüber der Inhi-

bition durch Fadraciclib mit einer IC50 von 0,4 µM. Dennoch sprachen auch CHLA-90 und 

CHLA-172 gut auf Fadraciclib mit einer IC50 von 1 µM an. Poon et al. verwendeten einen 

8-stündigen Behandlungsansatz, der in dieser Arbeit verwendete 72-stündige und zweimal 

72-stündige Ansatz trug hier möglicherweise zu niedrigeren IC50 Werten bei. Die Autor:innen 

konnten die Wirksamkeit von Fadraciclib auch am in vivo Mausmodell zeigen. In drei verschie-

denen Modellen, unter anderem einem MYCN-transgenen Modell und einem Modell mit einer 

ALK-Mutation konnte ein verringertes Tumorwachstum und ein verlängertes Überleben bei 

guter Verträglichkeit gezeigt werden. Im MYCN-transgenen Modell erfolgte die Behandlung 

hierfür mit einer Kombinationstherapie aus Fadraciclib und dem DNA-alkylierenden Zytostati-

kum Temozolomid (67,121). Ferguson et al. untersuchten 2023 vergleichbar zur vorliegenden 

Arbeit die Wirksamkeit eines CDKi in Kombination mit RA. Der CDK4/6i Palbociclib konnte 

hierbei mit den Ergebnissen dieser Arbeit übereinstimmend synergistische Effekte in Bezug 

auf die Wachstumsreduktion in der Kombinationstherapie mit all-trans-RA an drei Zelllinien 

zeigen. Die Autor:innen vermuteten die Ursache des Synergismus in einem verstärkten Zell-

zyklusarrest durch die kombinierte Wirkung der beiden Therapeutika (101). 

 

Die Monotherapie mit 13-cis-RA zeigte in der vorliegenden Arbeit lediglich eine geringe Wir-

kung bei der Zelllinie LAN-1 und keine Wirkung bei den Zelllinien CHLA-90 und CHLA-172. 

Dies steht im Gegensatz zu Publikationen der Vergangenheit, die die Wirksamkeit von RA auf 

NB-Zelllinien belegen (82,122,123). Allerdings zeigte der klinische Einsatz von 13-cis-RA in 

den letzten 20 Jahren nicht die erwünschte Wirkung, nur wenige Patient:innen sprechen auf 

die Behandlung an (84,124,125). Dies könnte sich in den Ergebnissen dieser Arbeit widerspie-

geln. LAN-1 trägt eine MYCN-Amplifikation und es wurde beschrieben, dass MYCN-amplifi-

zierte Tumoren besser auf 13-cis-RA ansprechen (78,86,87). CHLA-90 und CHLA-172 hinge-

gen wurden in der Literatur als besonders chemoresistent charakterisiert. Es wurde außerdem 

gezeigt, dass Tumoren im Verlauf der Therapie vermehrt Resistenzen entwickeln (126). Die 

drei in dieser Arbeit verwendeten etablierten Zelllinien entstammen jeweils von Patient:innen, 

die mit Chemotherapie und teilweise mit Stammzelltherapie behandelt wurden. Somit ist eine 

geringe Wirksamkeit der 13-cis-RA Monotherapie im Falle von LAN-1 und eine Wirkverstär-

kung in der Kombinationstherapie mit CDKis in allen drei Zelllinien umso beachtenswerter. 

Ferguson et al. konnten in ihrer Studie ebenfalls nur eine geringe Wirksamkeit der Monothe-

rapie mit all-trans-RA zeigen (101). Es wurden verschiedene Erklärungen für die Resistenz 

von Tumoren gegenüber RA vorgeschlagen, darunter die verminderte RA Aufnahme, der ver-

stärkte Abbau über das Cytochrom p450 System, die aktive Ausscheidung über Efflux-Pum-

pen, die Herunterregulation von RA-responsiven Genen sowie die veränderte Expression von 

Koaktivatoren und downstream-Zielgenen (127–129). 
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Somit sind die vorliegenden Ergebnisse zur Wirksamkeit der CDKis in Mono- und Kombinati-

onstherapie mit der Literaturrecherche vereinbar. Durch die Nutzung von Zelllinien in dieser 

Arbeit, an denen bisher keine Studien mit CDKis durchgeführt wurden, werden neue Erkennt-

nisse erbracht. Ebenfalls wurde die Kombinationstherapie eines CDKi mit RA bisher in nur 

einer anderen Studie beschrieben (101), deren Ergebnisse bestätigt werden konnten.  

 

Auf die Untersuchung der grundlegenden Wirksamkeit der CDKis in Mono- und Kombinations-

therapie folgten genauere Untersuchungen des Mechanismus. Dabei konnte in der Immunflu-

oreszenz gezeigt werden, dass die Behandlung mit Abemaciclib und Fadraciclib allein und in 

Kombination mit 13-cis-RA bei LAN-1, CHLA-90 und CHLA-172 zur Verstärkung von Zellstress 

führte, angezeigt durch die Erhöhung von Cytochrom C und Calnexin. Auch morphologische 

Veränderungen in Sinne einer Zellschwellung unterstützten diese Schlussfolgerung. Dieser 

Zellstress führte zum Zelltod, welcher in der Durchflusszytometrie nachgewiesen werden 

konnte. So resultierte die Mono- und Kombinationstherapie der CDKis in allen drei untersuch-

ten Zelllinien in einer Erhöhung des apoptotischen und nekrotischen Zelltodes im Vergleich 

zur Kontrolle. Bei LAN-1 dominierte dabei die Apoptose, während bei CHLA-90 und CHLA-172 

die Nekrose die vorherrschende Zelltodform war. Bei diesem Versuch zeigten sich zum Teil 

höhere Standardabweichungen in den Zelllinien CHLA-90 und CHLA-175, welche möglich-

weise aufgrund methodischer Ungenauigkeiten entstanden. Auch eine unterschiedliche Sen-

sitivität der einzelnen Zellklone gegenüber der Behandlung sind als Erklärung denkbar. Somit 

lassen die Ergebnisse zwar eine Tendenz der Behandlung für die beiden Zelllinien erkennen, 

sollten allerdings in der Zukunft durch weitere Untersuchungen bestätigt werden. 

 

Die apoptotische Wirkung der CDKis konnte in anderen Studien ebenfalls gesehen werden. 

Swadi et al. verwendeten den CDK4/6i Palbociclib und den CDK1i RO-3306. Beide konnten in 

den zwei verwendeten Zelllinien einen apoptotischen Zelltod induzieren (69). Poon et al. konn-

ten wie oben beschrieben durch den Einsatz von Fadraciclib ebenfalls eine Apoptose in ihren 

NB-Zelllinien sehen. Hierbei war die gemeinsame Hemmung von CDK2 und CDK9 wichtig, da 

weder der Einsatz eines selektiven CDK9 Inhibitors noch der Knockout von CDK2 oder CDK9 

einzeln zur Apoptose führten. Die Autor:innen schlussfolgerten, dass die Herunterregulation 

von MYCN durch die Hemmung von CDK9 die Zellen für die Induktion des Zelltodes durch 

CDK2 sensibilisierte. Am in vivo Mausmodell fanden die Autor:innen ebenfalls apoptotische 

Zellen in den Tumoren (67).  
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5.2 DIFFERENZIERUNG VON NB-ZELLEN DURCH CDKI MONO- UND KOMBINATIONSTHERAPIE 

 
Das NB als embryonaler Tumor behält in seiner Entartung die Fähigkeit zur Differenzierung 

(80). Dieser Mechanismus wird als Ursache der spontanen Regression, welche vor allem 

junge Patient:innen betrifft, vermutet (41,92). Auch wurde die Differenzierung häufig als Wirk-

mechanismus von RA bei NB-Zellen beschrieben (82,122). Andere Substanzen wie nerve 

growth factor (NGF), Prostaglandine, Glukokortikoide und Zytostatika haben in vitro ebenfalls 

bereits zu einer Differenzierung der NB-Zellen geführt (41). 

 

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte eine Differenzierung der NB-Zellen durch niedrige 

Konzentrationen von Abemaciclib anhand morphologischer Kriterien und genetischer Marker 

gezeigt werden. In der vorliegenden Arbeit konnte dieser Effekt bei der Fadraciclib Monothe-

rapie und in den Kombinationstherapien von Abemaciclib und Fadraciclib mit 13-cis-RA eben-

falls gesehen werden. Auf Proteinebene zeigte sich in der Immunfluoreszenz ein Anstieg der 

Differenzierungsmarker ROBO2 und STMN4. Die visuelle Auswertung der Immunfluoreszenz 

wurde mittels Quantifizierung verbessert. Diese wandelt den subjektiven Bildeindruck in ob-

jektive Zahlen um. Auch auf Transkriptionsebene konnte in einigen Fällen ein Anstieg der Dif-

ferenzierungsmarker ROBO2 und STMN4 in der qPCR gesehen werden. An der Zelllinie 

LAN-1 erfolgte zusätzlich die Testung der Differenzierungsmarker RBFOX3, MAP2, ENO2 und 

TUBB3, welche eine Veränderung zeigten. In der qPCR waren jedoch hohe Standardabwei-

chungen zu verzeichnen, sodass deren Aussagekraft einschränkt ist. Insgesamt waren die 

Ergebnisse der qPCR zu uneinheitlich, um sicher auf eine Differenzierung der Zellen schließen 

zu können. In keiner der beiden Untersuchungen war eine Verstärkung der Differenzierung 

durch die Zugabe von 13-cis-RA im Vergleich zur CDKi Monotherapie zu sehen. Der Stamm-

zellmarker KLF4 zeigte sich bei LAN-1 unverändert unter Behandlung. Bei CHLA-90 war in 

der Immunfluoreszenz bei KLF4 ein leichter Anstieg zu sehen. Eine mögliche Erklärung dafür 

stellt ein besseres Überleben eben jener Zellen dar, die stammzellähnlich sind, sodass diese 

für die Färbung weiterhin vorhanden waren. In der Zukunft sollten die Ergebnisse durch wei-

tere Versuche bestätigt werden. 

 

Die Differenzierung von NB-Zellen durch CDKis wurde in der Literatur in wenigen Fällen be-

schrieben. Swadi et al. erreichten durch niedrige Konzentrationen von Palbociclib eine Diffe-

renzierung in einer von zwei NB-Zelllinien. Höhere Konzentrationen führten in dieser Zelllinie 

lediglich zu zytotoxischen Effekten (69). Diese konzentrationsabhängige Differenzierungsin-

duktion entspricht den Ergebnissen der Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe und führte in der 

vorliegenden Arbeit zur Verwendung möglichst geringer Konzentrationen der CDKis. In einer 

anderen Studie von Molenaar et al. konnte durch den Knockdown von CDK4 ebenfalls die 



DISKUSSION 

 
60 

Differenzierung in vitro erreicht werden (102). In der oben beschriebenen Studie von Ferguson 

et al. führte die Palbociclib Monotherapie in drei von fünf Zelllinien zur Differenzierung. Diese 

drei Zelllinien werden laut Autor:innen dem adrenergen Zelltyp zugeordnet. Bei den Zelllinien, 

die besonders den mesenchymalen Zelltyp ausprägen, zeigte sich vor allem eine zytotoxische 

Wirkung (101). LAN-1 wurde ebenfalls als adrenerger Zelltyp charakterisiert (130,131) und 

zeigte in unseren Untersuchungen die Differenzierung unter Behandlung. Bei Ferguson et al. 

führte die längere Behandlung mit Palbociclib über mehr als 17 Tage zur neuronalen Differen-

zierung der Zellen, sie behielten aber die Fähigkeit zur Expansion. Die Autor:innen schlossen 

daraus, dass der Zellzyklusarrest durch den CDKi nicht ausreichend sei und eine Kombinati-

onstherapie die Wirkung verbessern könne. In der Kombination mit all-trans-RA kam es zur 

Differenzierung aller drei untersuchten Zelllinien. Im Spheroidmodell, einer dreidimensionalen 

Form der Zellkultur, konnte dies ebenfalls bestätigt werden. Insgesamt kam es durch die Kom-

binationstherapie zur Differenzierung, diese war jedoch nicht in allen Zelllinien stärker ausge-

prägt als in der Palbociclib Monotherapie (101). Diese Ergebnisse decken sich insgesamt mit 

den Feststellungen dieser Arbeit, dass die Monotherapie mit CDKis und auch die Kombinati-

onstherapie mit CDKis und 13-cis-RA zur Differenzierung der NB-Zellen führen kann. Dabei 

führt jedoch die Kombinationstherapie im Vergleich zur Monotherapie nicht zur Verstärkung 

des differenzierenden Effekts. 

 

Der Zellzyklusarrest wurde als Voraussetzung der Differenzierung sowohl für die Wirkung von 

RA (80,99) als auch für CDKis beschrieben (69,98). In einer Studie wurde gezeigt, dass be-

sonders CDK3, CDK4 und CDK6 als Regulatoren der Differenzierung über einen induzierten 

Zellzyklusarrest wirken (98). In der vorliegenden Arbeit wurde der Zellzyklusarrest an allen drei 

Zelllinien unter Färbung des endogenen Zellzyklusinhibitors p27 in der Immunfluoreszenz un-

tersucht. Dabei konnte ein Zellzyklusarrest sowohl unter Monotherapie mit Abemaciclib und 

Fadraciclib als auch in den Kombinationstherapien gesehen werden.  

 

Der Inhibitor p27 kontrolliert den Zellzyklus, indem er die CDK/ Cyclin-Komplexe des G1/ 

S-Übergangs bindet und somit einen G1-Arrest bewirkt. Es wurde beschrieben, dass p27 an 

der Regulation von Zellentwicklung und Differenzierung beteiligt ist (107). So war in zwei Stu-

dien die Differenzierung von Oligodendrozyten mit einem Anstieg von p27 verbunden 

(132,133) und wurde bei p27-defizienten Mäusen gehemmt (132). Die Induktion der Differen-

zierung in APL-Zellen durch Vitamin D3 führte zu einer verstärkten Expression von p27 (134). 

Das Gleiche konnte an murinen NB-Zellen bei Induktion der Differenzierung durch DMSO  

gezeigt werden (135). Bei zentralen Glia-4 Zellen führte die Induktion der Differenzierung zu 

Astrozyten ebenfalls zu einem p27-Anstieg (136). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die 
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Überexpression von p27 selbst zur Differenzierung führen kann (107,135). Eine mögliche In-

terpretation der vorliegenden Ergebnisse ist folglich, dass der Zellzyklusarrest durch CDKis 

und durch kombinierte Hemmung mit 13-cis-RA zu einem Zellzyklusarrest führt, welcher in der 

Differenzierung der Zellen mündet und dabei mit einem Anstieg des Zellzyklusinhibitors p27 

einhergeht. Die Zunahme von p27 fördert dabei möglicherweise die Differenzierung der Zellen 

zusätzlich.  

 

 

5.3 CDKIS IN DER KLINISCHEN ANWENDUNG 

 
Zum jetzigen Zeitpunkt haben wenige Studien die klinische Wirksamkeit von CDKis an Pa-

tient:innen mit NB untersucht. Das pädiatrische Patientenkollektiv stellt eine besondere Her-

ausforderung für Medikamentenstudien dar, sowohl aus ethischer Sicht als auch in Bezug auf 

die Durchführbarkeit und die Finanzierung (137–139). In einer Phase-I-Studie des CDK4/6i 

Ribociclib an Patient:innen mit NB, rhabdoiden Tumoren und anderen soliden Tumoren konn-

ten Geoerger et al. eine akzeptable Sicherheit mit vor allem hämatologischen Nebenwirkungen 

zeigen. Bei 7 von 15 Patient:innen mit NB zeigte sich eine stabile Erkrankung. In einem Fall 

hielt dies für 8 Monate an, in einem für 15 Monate und eine/r der Patient:innen war nach 26 

Monaten noch unter Therapie. Laut den Autor:innen ist das in diesen fortgeschrittenen Hoch-

risikostadien mit stark vorbehandelten und rezidivierten Patient:innen ein vielversprechendes 

Ergebnis. Die Behandlung zeigte besonders beim NB Erfolg, von den übrigen 17 Patient:innen 

mit anderen Tumoren sprachen nur zwei auf die Behandlung an (70). Abemaciclib wird in zwei 

laufenden Studien an Patient:innen mit NB untersucht (NCT02644460 und NCT04238819), 

bisher liegen noch keine Ergebnisse vor. Von der europäischen ESMART-Studie 

(NCT02813135), in der unter anderem Ribociclib und Fadraciclib in Kombinationstherapien 

untersucht werden, gibt es für die Behandlung mit Ribociclib erste Ergebnisse. Von den drei 

eingeschlossenen Patient:innen mit NB zeigten zwei eine stabile Erkrankung unter Therapie 

mit Ribociclib/Topotecan/Temozolomid bzw. Ribociclib/Everolimus (140). Diese insgesamt 

wenigen Patient:innen bieten aktuell nur eine limitierte Aussagekraft und es müssen in der 

Zukunft weitere Studien durchgeführt werden. Dennoch zeigen die ersten Ergebnisse das 

große Potential der CDKis in der Behandlung des NB und bestätigen die Tendenz der im Rah-

men der vorliegenden in vitro-Studie erhobenen Ergebnisse. 

 

Die Übertragung positiver in vitro Ergebnissen auf die Wirksamkeit in der Anwendung an Pa-

tient:innen stellt stets eine Herausforderung dar. So wurde in der Literatur die Differenzierung 

der NB-Zellen in vitro durch einige Agenzien beschrieben, unter anderem RA, bei der der tat-

sächliche klinische Einsatz als Therapeutikum weniger gute Wirkung zeigt (84). Als Limitation 
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dieser Arbeit ist die Verwendung etablierter, kommerziell erhältlicher Zelllinien zu nennen. Im 

Laufe der Langzeitkultivierung etablierter Zelllinien können sich einige Charakteristika der Zell-

linien im Vergleich zu den Ursprungstumoren verändern (141,142), sodass für eine sichere 

Aussage zur Wirksamkeit an Patient:innen in vivo Untersuchungen benötigt werden. Außer-

dem wurden die Therapeutika in der vorliegenden Arbeit nicht im Langzeitansatz untersucht. 

Somit kann keine Aussage darüber getroffen werden, wie die Zellen sich unter einer Langzeit-

therapie verhalten und ob möglicherweise eine kurze Behandlung für die Wirkung ausreicht. 

Das NB ist ein sehr heterogener Tumor, sowohl intertumoral als auch intratumoral (7,91). Dies 

lässt sich im in vitro Modell nur bedingt nachbilden. Durch die Verwendung drei verschiedener 

Zelllinien in der vorliegenden Arbeit können jedoch Einblicke in die Auswirkungen der Behand-

lung auf Tumorwachstum, Wirkmechanismus und Medikamentenresistenz gezeigt werden. 

Zur Verbesserung der Aussagekraft der Versuche wurden Zelllinien von Hochrisikotumoren 

verwendet, eben des Patientenkollektivs, bei dem die weitere Forschung benötigt wird. LAN-1 

trägt im Gegensatz zu CHLA-90 und CHLA-172 eine MYCN-Amplifikation (120). Die im Rah-

men dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse zeigen somit, dass die Therapie mit CDKis in vitro 

sowohl bei MYCN-amplifizierten als auch bei nicht amplifizierten NB-Zellen Wirkung zeigt. Dies 

ist relevant, da eine MYCN-Amplifikation für eine Einstufung in die Hochrisikogruppe sorgt, es 

jedoch auch Patient:innen in dieser Gruppe gibt, die andere Mutationen tragen wie zum Bei-

spiel die ATRX-Mutation, welche auch bei CHLA-90 gefunden wurde (37,143). 

 

Neben der Wirksamkeit auf Tumorzellen ist ein weiterer wichtiger Punkt jedes Therapeutikums 

die Wirkung auf gesunde Zellen und damit die Verträglichkeit. Die CDKis wirken durch ihren 

Mechanismus auf die CDKs aller Zellen und somit auch der gesunden Zellen. Der Verlust von 

CDK4/6 wurde in Versuchen von den meisten Zellen gut vertragen, ebenso der Verlust von 

CDK2, da diese sich gegenseitig kompensieren können (144,145). Die meisten gesunden Zel-

len scheinen nicht von diesen CDKs abhängig zu sein. Anderes gilt für CDK1, welche essen-

tiell zu sein scheint und unter anderem für die hohe Toxizität von Pan-CDK-Inhibitoren in der 

Vergangenheit verantwortlich gemacht wird (63,146). Es konnte weiterhin gezeigt werden, 

dass besonders Tumorzellen von der RNA-Polymerase II, welche durch CDK9i in ihrer Aktivität 

verringert wird, abhängig sind. So untersuchten Frame et al. Fadraciclib an Brustkrebszelllinien 

und non-malignen epithelialen Zelllinien. Dabei konnten sie zusätzlich zu deutlich höheren IC50 

Werten für non-maligne Zellen zeigen, dass es bei diesen zwar zur Hemmung der RNA-Poly-

merase II kam, diese aber nur bei den transformierten Zellen zur Induktion der Apoptose führte 

(76). Insgesamt ergibt sich daraus eine gute Verträglichkeit für die in dieser Arbeit verwende-

ten CDK4/6i und CDK2/9i. Durch ihre Zulassung für die Behandlung von hormonrezeptor- 

positivem, HER2-negativem lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem Brustkrebs in den 

Jahren 2016, 2017 und 2018 können für die CDK4/6is Palbociclib, Ribociclib und Abemaciclib 
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die Nebenwirkungen nach mehrjähriger klinischer Anwendung evaluiert werden. Hierbei zeigt 

sich insgesamt eine gute Verträglichkeit (147–151). Auch Fadraciclib konnte in einer ersten 

Studie im erwachsenen Patientenkollektiv eine gute Verträglichkeit bestätigen (77). In der 

oben genannten bisher einzigen Studie im pädiatrischen Patientenkollektiv mit Ribociclib 

wurde ebenfalls eine gute Verträglichkeit beobachtet (70). 

 

Ein Aspekt, der auch bei bisherigen Behandlungen des NB eine Rolle spielt, sind Resistenzen, 

die entweder vorbestehen oder sich durch die chemotherapeutische Behandlung entwickeln. 

Diese tragen dazu bei, dass Patient:innen mit rezidiviertem NB eine sehr schlechte Prognose 

haben (7,12,152). In der Anwendung von CDK4/6is bei Brustkrebs wurde gesehen, dass ein 

großer Teil der Patient:innen Resistenzen entwickelt (146,153). Dies geschieht unter anderem 

durch die Überexpression von CCNE1 (Cyclin E) und die Herunterregulation oder Mutation 

von RB1 (154–156). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Resistenzentwicklung in der Durch-

flusszytometrie anhand der Enzymaktivität der Efflux-Proteine MDR1 (P-Glykoprotein), 

MRP1/2 und BCRP untersucht. Die Efflux-Proteine entfernen Therapeutika spezifisch aus der 

Zelle und können als Resistenzmechanismus von Tumorzellen vermehrt exprimiert und in die 

Zellwand eingebaut werden. In den Untersuchungen an den Zelllinien LAN-1 und CHLA-90 

zeigten sich geringe Anstiege der Proteine unter Mono- und Kombinationstherapie, die jedoch 

nicht die Schwelle erreichten, ab welcher von Multiresistenz gesprochen werden kann. Diese 

Ergebnisse gilt es im Langzeitansatz zu überprüfen, da bei dem hier verwendeten zweimal 

72-stündigem Ansatz möglicherweise nicht das volle Ausmaß der Resistenzentwicklung ab-

gebildet werden konnte. Dennoch sind die Ergebnisse des Kurzzeitansatzes vielversprechend. 

Eine Möglichkeit zum Überwinden von Resistenzen ist der Einsatz von Kombinationstherapien 

(70,78,154). Die Resistenzen gegen CDKis entstehen unter anderem über den Phosphoino-

sid-3-Kinase(PI3K)/ Akt-Signalweg (60,146,155). In Einklang damit konnte die Kombinations-

therapie von Palbociclib mit PI3K-Inhibitoren bei Brustkrebs die Entstehung einer Medikamen-

tenresistenz gegen Palbociclib in vitro und in vivo verhindern (154). Welche Kombinationsthe-

rapien mit CDKis beim NB wirksam sind, sollte in weiteren Studien evaluiert werden. Die Kom-

binationstherapie mit 13-cis-RA scheint in Bezug auf den zytotoxischen Effekt vorteilhaft, für 

eine Verstärkung der Differenzierung könnte es vorteilhaftere Kombinationspartner geben. 

 

 

5.4 AUSBLICK 

 
In dieser Studie konnte die Wirksamkeit des CDKi Fadraciclib und der Kombinationstherapien 

der CDKis Abemaciclib, Dinaciclib und Fadraciclib mit 13-cis-RA auf drei NB-Zelllinien gezeigt 

werden. Es kam zu einer Wirkungsverstärkung durch die Kombinationstherapien in Bezug auf 
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den zytotoxischen Effekt. Durch die Behandlung konnte eine Differenzierung der Tumorzellen 

erreicht werden, diese wurde jedoch durch die Kombinationstherapien im Vergleich zur Mono-

therapie nicht verstärkt. Die CDKis stellen somit eine Möglichkeit der Behandlung beim Hoch-

risiko-NB dar. Nicht zuletzt wegen ihrer guten Verträglichkeit könnten sie in der Zukunft im 

pädiatrischen Patientenkollektiv zum Einsatz kommen. Die wenigen bisher durchgeführten kli-

nischen Studien (70,140) bestätigen das große Potenzial der CDKis in der Anwendung beim 

NB.  

 

Zukünftige Untersuchungen sollten sich darauf konzentrieren herauszufinden, wie CDKis beim 

NB in Kombination mit herkömmlichen Zytostatika wirken und ob hierdurch synergistische Ef-

fekte erzielt werden können. In den Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe konnte eine Induktion 

des immunogenen Zelltodes in NB-Zellen durch die Behandlung mit CDKis gesehen werden. 

Die Ergebnisse sind im Anhang unter 8.2 dargestellt. In der Literatur wurde ebenfalls beschrie-

ben, dass CDKis in der Vergangenheit eine Verstärkung der Wirkung von Immuntherapien 

sowie die Induktion von immunogenen Mechanismen selbst zeigten (157–160). Die Kombina-

tion mit Immuntherapeutika scheint deshalb ebenfalls ein vielversprechender Ansatz zu sein, 

den es für die zukünftige Behandlung des NB zu untersuchen gilt. 
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VI. ZUSAMMENFASSUNG  

 
Das Neuroblastom (NB) ist der häufigste extrakranielle solide Tumor im Kindes- und Jugend-

alter und ist dabei für 10 % der Krebstodesfälle verantwortlich. Bisher sind die Behandlungs-

möglichkeiten in Hochrisikostadien begrenzt und die Überlebensrate liegt bei unter 50 %. Dies 

bedingt die Suche nach neuen Therapiemöglichkeiten. Cyclin-abhängige Kinase-Inhibitoren 

(CDKi) sind eine Substanzgruppe, die in den Zellzyklus und außerdem in die Regulation der 

Transkription der RNA-Polymerase II eingreifen. Der Einsatz einer zielgerichteten Therapie mit 

CDKis beim NB erscheint sinnvoll, da in den Tumoren vermehrt Mutationen, die den G1 Kon-

trollpunkt betreffen und als Zielstrukturen dienen können, gezeigt wurden. Dazu gehören die 

verstärkte Expression von Cyclin D und CDK4. Ein weiterer Aspekt der Behandlung des NB 

als embryonaler Tumor, welcher in seiner Entwicklung angehalten wurde, ist die Induktion ei-

ner Differenzierung der Tumorzellen. Diese steht womöglich in Zusammenhang mit der hohen 

spontanen Regressionsrate des NB und bietet sich somit auch als Therapiestrategie an. 

 

In der vorliegenden in vitro-Studie wurde die Wirksamkeit des neuen CDKi Fadraciclib und die 

Kombinationstherapien der selektiven CDKis Abemaciclib und Fadraciclib sowie des globalen 

CDKi Dinaciclib mit 13-cis-Retinsäure (13-cis-RA) untersucht. Die Versuche wurden an drei 

NB-Zelllinien, LAN-1, CHLA-90 und CHLA-172, durchgeführt. Zunächst wurde die Auswirkung 

der Behandlung auf die Viabilität der Tumorzellen getestet. Dabei zeigten alle drei Zelllinien 

bei Monotherapie mit Fadraciclib eine deutlich reduzierte Viabilität. Die Kombinationstherapie 

von Abemaciclib und Fadraciclib mit 13-cis-RA konnte den Effekt der Monotherapie auf die 

Zellviabilität synergistisch verstärken. In der Immunfluoreszenz kam es unter den Mono- und 

Kombinationstherapien zur Verstärkung von Zellstress mit Calnexin und Cytochrom C Erhö-

hung. Die Induktion des apoptotischen und nekrotischen Zelltodes durch die Behandlung 

zeigte sich in der Durchflusszytometrie.  

 

Eine wichtige Fragestellung dieser Arbeit war, aufbauend auf Vorversuchen der Arbeitsgruppe, 

die Fähigkeit der CDKi Mono- und Kombinationstherapie zur Induktion der Differenzierung der 

Tumorzellen. Diese zeigte sich in den untersuchten Zelllinien LAN-1 und CHLA-90 auf Pro-

teinebene in der Immunfluoreszenz sowohl in Mono- als auch in Kombinationstherapie mit 

Abemaciclib und Fadraciclib, jedoch ohne Verstärkung durch die Kombination. Die Analyse 

auf Genexpressionsniveau mittels qPCR ergab hingegen keine verstärkte Differenzierung. Der 

Zellzyklusarrest, welcher als Voraussetzung für die Differenzierung beschrieben wurde, konnte 

in der Immunfluoreszenz mit Erhöhung des endogenen Zellzyklusinhibitors p27 gesehen wer-

den. Die für die klinische Anwendung neben der Wirksamkeit und Verträglichkeit wichtige Re-

sistenzbildung gegen die Therapie wurde mithilfe der Proteine MDR1 (P-Glykoprotein), 
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MRP1/2 und BCRP durchflusszytometrisch untersucht. Hierbei kam es zu einem geringen An-

stieg der Proteine unter der Behandlung, der jedoch nicht die Schwelle für eine Multiresistenz 

erreichte.  

 

Insgesamt zeigten sich die CDKis Abemaciclib und Fadraciclib in dieser in vitro-Studie sowohl 

in der Mono- als auch in der Kombinationstherapie mit 13-cis-RA als vielversprechende The-

rapeutika für die zielgerichtete Behandlung des NB. In der Zukunft gilt es, weitere Untersu-

chungen am in vivo-Xenograft-Modell und mit weiteren potentiellen Kombinationspartnern 

durchzuführen. 
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VIII. ANHANG 

 

8.1 CYTOCHROM C, CALNEXIN-IMMUNFLUORESZENZFÄRBUNG 

 
ABBILDUNG 23: IMMUNFLUORESZENZFÄRBUNG MIT CYTOCHROM C UND CALNEXIN NACH ZYTOSTATISCHER BEHANDLUNG 

Darstellung repräsentativer Aufnahmen der Fluoreszenzmikroskopie der Zelllinien LAN-1 und CHLA-172 nach Fär-

bung von Cytochrom C (orange) und Calnexin (rot), Zytoskelettfärbung mit Phalloidin Grün, Kernfärbung mit DAPI 

(blau). Aufgenommen mit dem Zeiss Axiovert A1 Mikroskop, der Maßstab in der rechten unteren Ecke zeigt 20 µm 

an. Die zugehörigen Quantifizierungen sind unter Abschnitt 4.5 zu finden.  
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8.2 CALRETICULINFÄRBUNG IN DER DURCHFLUSSZYTOMETRIE 

 

 
ABBILDUNG 24: CALRETICULIN-TRANSLOKATION NACH ZYTOSTATISCHER BEHANDLUNG 

Der immunogene Zelltod wurde anhand der Calreticulin Färbung an den Zelllinien LAN-1, CHLA-90 und CHLA-172 

in der Durchflusszytometrie untersucht. Calreticulin kann vom endoplasmatischen Retikulum an die Zelloberfläche 

transloziert werden und dort als Angriffspunkt für das Immunsystem dienen (161). Es wurden die Monotherapien 

mit 13-cis-RA, Abemaciclib und Fadraciclib und die Kombinationen Abemaciclib/ 13-cis-RA und Fadraciclib/ 

13-cis-RA untersucht, als Kontrolle wurde DMSO verwendet. Angegeben sind die Mittelwerte [%] und Standardab-

weichungen aus drei unabhängigen Versuchen. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem one-way ANOVA 

(Tukey’s multiple comparisons test), * p<0.05; *** p<0.001; **** p<0.0001 vs. Kontrolle; # p<0.05; ## p<0.01; ### 

p<0.001; #### p<0.0001 vs. Monotherapie. Der Versuch wurde von Dr. Shokraie und PD Dr. Maletzki durchgeführt. 
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IX. THESEN 

 

1. Das Neuroblastom (NB) ist ein pädiatrischer Tumor, der derzeit in Hochrisikostadien und 
bei Rezidiven mit den gängigen Behandlungsmethoden nur unzureichend behandelt wer-
den kann. Die Überlebensrate liegt bei unter 50 %. 
 

2. Cyclin-abhängige Kinase-Inhibitoren (CDKi) bieten eine neue Möglichkeit der zielgerichte-
ten Therapie, die bereits beim Mammakarzinom klinisch zum Einsatz kommt.  

 
3. Die in dieser in vitro-Studie verwendeten CDKis wirken sowohl durch die Initiierung eines 

Zellzyklusarrests über CDK2/4/6 als auch durch die Veränderung der Transkription der 
RNA-Polymerase II über CDK9. 

 
4. Beim NB wurden vermehrt Mutationen gefunden, die den G1-Kontrollpunkt betreffen und 

als Zielstrukturen der CDKis dienen können.  
 

5. Der neue selektive CDKi Fadraciclib zeigt in vitro Wirksamkeit in Bezug auf Zellwachstum 
und Viabilität von Neuroblastomzellen. 

 
6. Die Kombinationstherapie der selektiven CDKis Abemaciclib und Fadraciclib mit 

13-cis-Retinsäure (13-cis-RA) zeigt in vitro synergistische Effekte in Bezug auf Zellwachs-
tum und Viabilität. Der globale CDKi Dinaciclib profitiert nicht von der Kombinationsthera-
pie. 

 
7. Die Behandlung mit den CDKis Abemaciclib und Fadraciclib in Mono- und Kombinations-

therapie mit 13-cis-RA führt in vitro zu verstärktem Zellstress und Zellzyklusarrest sowie 
zu Apoptose und Nekrose. 

 
8. Ein potentieller Wirkansatz beim NB als embryonalem Tumor ist die Induktion der Differen-

zierung der Tumorzellen. Diese kann unter Abemaciclib und Fadraciclib Mono- und Kom-
binationstherapie mit 13-cis-RA in vitro beobachtet werden. 

 
9. Die Kombinationstherapie mit 13-cis-RA verstärkt die Differenzierung im Vergleich zur  

Monotherapie nicht. 
 

10. In der Therapie des NB spielen Medikamentenresistenzen eine Rolle, besonders bei Hoch-
risikotumoren und Rezidiven. Im Kurzzeitansatz kann unter der Behandlung mit Abemaci-
clib und Fadraciclib Mono- und Kombinationstherapie mit 13-cis-RA in vitro keine Entwick-
lung von Resistenzen gesehen werden.  

 
11. Die Behandlung des NB mit CDKis bietet einen vielversprechenden neuen Therapiean-

satz, den es in der Zukunft in weiteren besonders auch in vivo-Studien zu untersuchen gilt. 
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