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1 Einleitung

1.1 Immunsystem und Tumor

Das Immunsystem hat verschiedene Aufgaben. Die Abwehr von Bakterien, Viren und
Pilzen zdhlt zu den wichtigsten. Stindig wird das Immunsystem oder vielmehr der
menschliche Korper Antigenen ausgesetzt, die in der Folge eine Immunreaktion
ausldsen.

Vorraussetzung fiir die Auslosung einer Immunreaktion ist der Kontakt des Antigens
mit einem Rezeptor des Immunsystems, wie z.B. Toll-like-Rezeptoren, B-Zell-
Rezeptoren, oder den T-Zell-Rezeptoren. Der Mechanismus des Erkennens ist
Vorraussetzung fiir die Funktion des Immunsystems. Dabei ist es nicht nur wichtig,
korperfremde als fremde Antigene zu erkennen, sondern auch kdrpereigene ,,Antigene*
als eigene. [1]

Bei Immunantworten gegen Tumorzellen haben sich zwei Zelltypen als relevant
herausgestellt. Erstens die CD8+ zytotoxischen T-Lymphozyten, die {iber MHC-Klasse
I und dem sog. Cross-priming iiber professionelle Antigen prdsentierende Zellen (APC)
aktiviert werden. Als Effektor-T-Zellen konnen sie dann die Tumorzellen auch ohne
weitere Costimulation durch Iytische Proteine oder dem Fas-Liganden den
Tumorzelltod einleiten. Zweitens konnen die Natural-Killer Zellen (NK-Zellen)
Tumorzellen, die kein MHC-Klasse I exprimieren, iiber &hnliche Mechanismen wie die

zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) toten. Ein weiterer Mechanismus zur Induktion der
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Apoptose ist die Aktivierung durch den Tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL). Dieser Ligand existiert membran-gebunden auf aktivierten
NK-Zellen und kann auch von diesen sezerniert werden. [2-4] Sowohl T- als auch NK-
Zellen konnen durch das Cytokin Interleukin 2 (IL-2) stimuliert werden. IL-2 bewirkt
bei naiven T-Lymphozyten einmal Wachstum und eine Differenzierung zu Effektor-T-
Zellen. NK-Zellen werden durch Stimulation mit IL-2 zu Lymphokin-Aktivierten-Killern
(LAK). Dadurch erhoht sich vor allem die lytische Aktivitit gegen Tumorzellen.
Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Tumorabwehr ist das Erkennen von Tumorzellen.
Eine Tumorzelle ist primédr eine korpereigene Zelle, die sich aber durch die Expression
sog. Tumorantigene auszeichnet, die vom adaptiven Immunsystem erkannt werden
konnen. Als Tumorantigene konnen aberrant exprimierte korpereigene, mutierte
korpereigene oder onkovirale Molekiile wirken. [5]

Tumorzellen schaffen es, iiber verschiedene Mechanismen der Erkennung vom
Immunsystem zu entflichen. Die MHC-Klasse I —Expression kann vermindert sein und
die Tumorzellen konnen somit nicht von zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt
werden. Weiterhin konnen Tumorzellen zytotoxische T-Lymphozyten nicht induzieren,
wenn sie keine Costimulatoren oder MHC-Klasse II exprimieren. Denn die Aktivierung
von zytotoxischen T-Lymphozyten ist auf professionelle APC angewiesen, die iiber
costimulatorische Faktoren verfiigen, wie z.B. B7-1 (CD80) oder B7-2 (CD86). Des
Weiteren konnen Tumoren immunsuppressive Substanzen sezernieren, wie z.B. den
transformierenden Wachstumsfaktor-B (TGF-8), der die Aktivitit von T-Zellen
unterdriickt, oder Interleukin-10 (IL-10), welches die Reifung von dendritischen Zellen
herabsetzt. Tumorzellen kénnen nicht nur der Erkennung durch das Immunsystem
entkommen, sondern auch die fiir die Apoptose notwendigen Proteine wie z.B. den
Caspasen herunterregulieren. Dadurch koénnen sie dem programmierten Zelltod
entfliehen und sind gegen einen Angriff von Abwehrzellen immun. Wird die Expression
dieser Proteine in Tumorzellen wieder angeregt, so sind diese Tumorzellen z.B.

empfindlicher gegen TRAIL, welcher in diesen Apoptose auslost. [6]
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1.2 Regulation der Gentranskription durch

Histonacetylierung

Das Kompaktieren der DNA in eine hohere Ordnung und dynamischer Struktur des
Chromatins ist ein wichtiger Kontrollpunkt fiir die Genexpression durch die Regulation
der Abrufbarkeit von Transkriptionsfaktoren der DNA. Das Chromatin ist aus
verschiedenen sich wiederholenden Einheiten aufgebaut, die Nukleosomen genannt
werden. Die DNA ist um einen Kern aus acht Histonproteinen gewickelt. (Abb. 1)
Modifikationen an diesen Proteinen spielen eine grofle Rolle fiir die Regulation von
Genexpression und Signaliibertragungen. Phosphorylierung, Methylierung und
Acetylierung beeinflussen die Architektur des Chromatins und regulieren somit die
Genexpression. Das Zusammenspiel aus struktureller Regulation des Chromatins, dem

Zugang zur DNA und die Genexpression stellen ein Gleichgewicht dar.

Abb. 1  Der Aufbau von Chromatin
Die DNA ist um einem Oktamer aus Histonproteinen gewunden. Ein Oktamer wird als Nukleosom
bezeichnet. Die Gesamtheit aus Nukleosomen bezeichnet man als Chromatin.

Von den genannten Modifikationen an Histonproteinen ist die Acetylierung die am
meisten untersuchte und studierte. Das Gleichgewicht zwischen Acetylierung und
Deacetylierung wird von zwei Proteinen reguliert. Die Histonacetyltransferase (HAT)
und die Histondeacetylase (HDAC) beeinflussen die Balance zwischen Acetylierung
und Deacetylierung der DNA. Erhohte Histonacetylierung ist assoziiert mit erhdhter
Transkription, wohingegen erniedrigte Acetylierung mit verminderter Genexpression
einhergeht. [7-9] Es ist bekannt, dass in Tumorzellen die Aktivitdt der HDAC sehr stark
erhoht ist. Dies fiihrt zu falscher Differenzierung, gestorter Transkription, erhohter

Uberlebensdauer und unkontrollierter Proliferation. [10, 11] Die Histonacetylierung
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kann durch Histondeacetylase-Inhibitoren (HDI) gehemmt und die Transkription

dadurch aktiviert werden.

1.2.1 Einteilung der HDAC

Es gibt drei Hauptgruppen von HDAC, die auf den strukturellen Eigenschaften
basieren: Klasse I (Rpd3), Klasse II (Hdal) und Klasse III (Sir2/Hst) (Abb. 2). Letztere
ist NAD" abhiingig und wird von den aktuellen HDI nicht beeinflusst. Die Klasse I und
IT wird von fast allen bekannten HDI inhibiert. Zur Klasse I gehéren HDAC1, HDAC2,
HDAC3 und HDACS. Sie befinden sich vor allem im Zellkern und kommen in den
meisten Geweben vor. Die Klasse II HDAC schlielen die HDAC4, HDACS5, HDACS,
HDAC7, HDAC9 und HDACI10 ein. Diese HDAC konnen sich zwischen Zellkern und
Zytoplasma bewegen und es ist vorstellbar, dass sie noch iiber weitere Aufgaben als
Klasse I HDAC verfiigen. [12] Insbesondere die HDACS6 ist primdr im Zytoplasma zu
finden. Teilweise ist beobachtet worden, dass die HDAC6 auch als Tubulindeacetylase
arbeitet und so die Zellmotilitét {iber die Regulation der Mikrotubuli beeinflusst. [13]

HDAC |
Klasse I Klasse I Klasse I
HDACI1, HDAC2, HDAC4, HDACS, Sirtuins: werden nicht
HDAC3, HDACS8 HDAC6, HDACT7, von HDI inhibiert.
HDAC9, HDAC10

Abb. 2 Einteilung der HDAC
HDAC werden in drei Klassen unterteilt. Die Klasse I und II konnen von HDI inhibiert werden.
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1.2.2 Einteilung der HDI

Es werden sechs strukturell unterschiedliche HDI-Gruppen unterschieden wie in Abb. 3
dargestellt. Im Folgenden werden die Gruppen vorgestellt aus denen die in dieser Arbeit
verwendeten HDI stammen. HDI aus der Gruppe der Hydroxamiksduren wie z.B.
Trichostatin-A (TSA) oder Suberoyl Anilide Hydroxamic Acid (SAHA) haben drei
unterschiedliche Doménen: eine hydrophobische Seite, die an der HDAC das aktive
Zentrum blockiert, eine zinkbindende Seite, die mit dem aktiven Zentrum kommuniziert
und einen weiteren hydrophobischen Teil, um die optimale Entfernung zwischen
zinkbindender und hydrophobischer Seite herzustellen. [14]

Die HDI aus der Gruppe der Karbonsduren mit kleinem Molekulargewicht wie z.B.
Natriumbutyrat (NaB) oder Valproat inhibieren HDAC erst im millimolaren Bereich. Es
wird angenommen, dass der Hydroxylrest mit dem Zinkion des aktiven Zentrums der

HDAC kommuniziert. [15]

HDI |

Karbonsduren mit Hydroxamikséuren Benzamide
kleinem z.B. SAHA, TSA z.B. MS-275, N-Acetyl-
Molekulargewicht Hydroxamic acids Dinalin (CI-994)
z.B. NaB, Valproat S\ qu Benzamides
short-chain fatty acids i o [I Ne—n— ol
a] (A A
H HH
R—C . .
oM Hybrid-Molekiile
z.B. Cyclic Hydroxamic
Epoxyketone Acid-containing Peptide Zvklische Peptide
z.B. Trapoxin B (CHAP) | zB. Depsipeptid

Abb. 3 FEinteilung der HDI
Die HDI werden in sechs Gruppen nach ihrer Struktur eingeteilt. Die HDI der grau unterlegten
Gruppen wurden in dieser Arbeit verwendet. [12]
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HDI aus der Gruppe der Benzamide wie z.B. MS-275 oder CI-994 haben bisher einen
unbekannten Mechanismus der HDAC-Inhibition. Weiterhin sind sie weniger aktiv als
Hydroxamate wie SAHA und liegen mit ihren Wirkkonzentrationen im millimolaren

Bereich.

1.2.3 Wirkungen der HDI auf Tumoren

HDI stehen momentan im Mittelpunkt der Forschung aufgrund ihrer Wirkungen gegen
maligne Erscheinungen. Insbesondere in vitro zeigen sie zytotoxische Effekte gegen
Nierenkarzinom [16], Mammakarzinom [17, 18], Prostatakarzinom [6, 19, 20] und
Neuroblastom [21-23]. Weitere Effekte konnten bei Maus-Tumor-Modellen (xenogenen
Transplantaten) bei Prostata-, Pankreas- und Lungenkarzinom sowie dem
Medulloblastom nachgewiesen werden. [19, 20, 23, 24]

HDI verursachen Tumorzelldifferenzierung, induzieren Apoptose und verhindern
Proliferation. Durch Inhibition von HDAC ist mehr acetyliertes und
transkriptionsfahiges Chromatin vorhanden. Dadurch reaktivieren sie die Genexpression
von Tumorsuppressorgenen wie p21 oder p53. [25, 26] Weiterhin werden Fas/FasL,
TRAIL-Rezeptor und Caspase-3 hochreguliert. [6, 17, 27, 28]

Die Effekte gegen Tumorzellen lassen sich jedoch noch nicht vollstidndig erkldren, denn
unter 2 % der Gene in malignen Zellen sind vom Einfluss der HDI betroffen. Jedoch in
einer anderen Studie beeinflussten SAHA und Depsipeptid wenigstens 22% der Gene.
HDI kénnen nur eine begrenzte Anzahl an Genen modulieren. [29-31]

Eventuell spielen bei den Wirkungen der HDI gegen Tumorzellen bei in vivo
Experimenten die zellulire Abwehr des Immunsystems eine Rolle. Die AG Sonnemann
konnte zeigen, dass mit HDI vorinkubierte Tumorzellen hochsensibel auf TRAIL mit
Apoptose reagieren. Einige Tumorzelllinien waren ohne Inkubation mit HDI nahezu
resistent gegeniiber der Wirkung von TRAIL. [6] Da aktivierte NK-Zellen TRAIL auf
ihrer Zelloberfldche haben und zusétzlich TRAIL sezernieren, konnten in vivo Effekte
der HDI gegen Tumorzellen auf eine Wirkung der zelluldren Abwehr durch NK-Zellen

vermittelt werden.
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Mehrere HDI haben Phase I Studien durchlaufen. Patienten mit B-Zell-Lymphomen,
Hodgkin-Lymphomen, Multiplen Myelomen, T-Zell-Lymphomen, Mantelzell-
Lymphomen, kleinen lymphozytischen Lymphomen und Myeloischer Leukédmie
wurden mit SAHA intravends und oral behandelt. [32-35] Die Nebenwirkungen
reichten von Erschopfung, Ubelkeit, Dehydratation und Myeolodepression,
Thrombozytopenie bei intravendser Gabe. Ein Patient mit kleinem lymphozytischen
Lymphom erreichte eine komplette Remission, ein anderer eine partielle Remission,
drei andere Patienten hatten einen stabilen Krankheitsverlauf fiir 9 Monate. Ahnliche
Ergebnisse aus Phase I Studien wurden von MS-275 und CI-994 bei soliden
Lymphomen berichtet. [36, 37]

Die groBle Stirke der HDI liegt in der Kombination mit anderen Therapeutika. Es
konnte bereits von der AG Sonnemann gezeigt werden, dass die zusitzliche Gabe von
HDI es ermdglicht, bei gleicher oder hoherer Effizienz die Dosis von Standardtherapien
wie Chemotherapeutika oder Bestrahlung zu reduzieren. [38]. In einer Phase I Studie
wurde der HDI CI-994 mit Carboplatin und Paclitaxel kombiniert und zeigte komplette
und partielle Remissionen bei Patienten mit kleinzelligem Lungenkarzinom,
Colonkarzinom sowie Blasenkarzinom. [37] Eine andere Studie sah bei der
Kombination von Gemcitabin plus CI-994 bei Patienten mit Pankreaskarzinom keine

Vorteile gegeniiber alleiniger Gabe von Gemcitabin. [39]

1.3 Das Medulloblastom bei Kindern

Das Medulloblastom gehort zu den primitiven neuroektodermalen Tumoren (PNET).
Diese repriasentieren mit 20 bis 25% die hdufigsten malignen Hirntumoren im
Kindesalter. Sie stellen primitive Nervenzellen dar, die als unreife Vorldauferzellen
gesehen werden konnen. Gewohnlich wéchst das Medulloblastom vom Kleinhirnwurm
in den vierten Ventrikel und kann dort durch eine Obstruktion einen Hydrozephalus
verursachen. Die hidufige Ausbreitung iiber den Riickenmarkskanal erfordert manchmal
eine Therapie des gesamten Zentralnervensystems. [40] Trotz intensiver Therapie,

bestehend aus Chirurgie, Bestrahlung und Chemotherapie, sterben mehr als ein Fiinftel
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der Kinder mit Medulloblastom. [41, 42] Die iiberlebenden Kinder haben haufig
neurokognitive Defizite, die sich vor allem im schulischen Bereich auswirken und

teilweise eine Umschulung in einen Lernforderbereich notwendig macht. [43]

1.4 Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom ist die zweithdufigste maligne Erkrankung bei Minnern in
Westeuropa. [44] Histologisch imponiert das Prostatakarzinom am héufigsten als
Adenokarzinom. Die Héufigkeit nimmt ab dem 50. bis 60. Lebensjahr zu und erreicht
im Alter von 70 Jahren ihren Gipfel. [45] Ist der Tumor nur lokal begrenzt, leben nach
10 Jahren ca. 90% der Patienten. Bei kapsuldrer Invasion leben ca. 80% und bei
Invasion der Samenbldschen nur noch 58% der Patienten nach zehn Jahren. [46] Die
Standardtherapie des nicht metastasierten Prostatakarzinoms ist die radikale
Prostatektomie, die offen oder laparoskopisch durchgefiihrt werden kann. Postoperative
Komplikationen entstehen aufgrund der anatomischen Ndhe zu bestimmten Strukturen.
Bei Verletzung von GefaBnervenbiindeln kommt es zu erektiler Dysfunktion in ca. 50%
der Félle. Ein weiteres Problem ist die Inkontinenz durch Verletzung des M. sphinkter
ani externus in ca. 15% der Fille. [47] Eine alternative Strategie ist das sog. ,,Watchful
Waiting®. Bei Patienten mit einer Lebenserwartung von weniger als zehn Jahren, sehr
alten Ménnern und bei hoch-differenzierten Tumoren hat diese Methode die gleichen
Ergebnisse wie die radikale Prostatektomie. [48, 49] Die Therapie des lokal
fortgeschrittenen und metastasierten Karzinoms ist nur palliativ moglich. Goldstandard
ist hier die Hormontherapie, die auf Unterdriickung von Androgenen abzielt und somit
die Proliferation der androgen-abhingigen Tumoren bremst. Nach ca. einem Jahr
kommt es aber durch Selektionsmechanismen zum Wachstum von androgen-
unabhéngigen Tumorzellen. [50]

Hormontherapie als adjuvante Therapie nach Radiotherapie hat sich als vorteilhaft
gegeniiber einer alleinigen Radiotherapie erwiesen. Das krankheitsfreie Intervall und die
Gesamtmortalitdt lag bei adjuvanter Hormontherapie nach Radiotherapie bei 78% im

Vergleich zu 40% in einem 66-Monats-Follow-up. [51, 52]
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1.5 Ziele dieser Arbeit

HDI fiihren bei manchen Tumoren zu einer Hochregulation von Fas/FasL, TRAIL-
Rezeptor, NKG2D-Rezeptor und agieren synergistisch mit TRAIL bei
Apoptoseeinleitung bei Tumorzellen.

Durch diese Fakten sind zwei Zelltypen des Immunsystems nahezu pridestiniert fiir
eine Unterstiitzung der tumortoxischen Affekte der HDI in vivo. CTL und NK-Zellen
konnten mit HDI synergistisch wirken und die therapeutischen Effekte dieser
Substanzen teilweise vermitteln.

Ziel dieser Arbeit ist es, Effekte zytotoxischer Immunzellen auf Tumorzellen nach deren
Vorbehandlung mit HDI zu untersuchen.

Als  Tumorzelllinien wurden die Prostatakarzinomzelllinie PC3 und die
Medulloblastomzelllinie DAOY verwendet. Die zytotoxischen Zellen wurden aus
Peripherial Blood Mononuclear Cells von Blutspendern gewonnen. Um moglichst
agressive und aktivierte CTLs gewinnen zu konnen, ist eine Stimulation mit IL2
notwendig. IL2 bewirkt bei aktivierten T-Lymphozyten Wachstum und Differenzierung
zu Effektorzellen. Die NK-Zellen exprimieren nach IL2-Stimulation TRAIL und
differenzieren LAK. [2-4, 53]



2 Material

2.1 Laborgerate

FACS-Gerit
Biirker-Zahlkammer
CO;-Inkubator
Lichtmikroskope

Pipetten

Sterilwerkbank

Vortex (Schiittelgerét)
Zentrifuge: Megafuge 1.0/1.0R

BD FACScan

OptikLabor, Friedrichsdorf

Binder Labortechnik, Tuttlingen
Hund, Wetzlar und Carl Zeiss, Jena
Eppendorf, Hamburg

Heraeus Instruments, Hanau
Heidolph, Schwabach

Heraeus Instruments, Hanau

2.2 Verbrauchsmaterialien

15 ml Zentrifugenréhrchen
50 ml Zentrifugenrohrchen

Pipettenspitzen

Sarstedt, Niirnberg
Sarstedt, Niirnberg
Eppendorf, Hamburg und Greiner,

Frickenhausen
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Material

Reaktionsgefafie (0,5 ml, 1,5 ml und Eppendorf, Hamburg

2,0 ml)
Sterilfilter (0,4 pm)

Schleicher & Schuell, Dassel

Zellkulturflaschen (25-, 75-, 175 sz) Nunc, Roskilde, Ddnemark

Zellkulturplatten (24-, 96-Loch-,

Flachboden)

2.3 Reagenzien

Beads, 10 Mikron

Calcein-AM

Ethanol

FACS-Puffer

Fetales Kélberserum (FCS)
Ficoll (Dichte 1,077 g/cm’)

Humanserum

Improved MEM Zn*"-Option
(Richter’s Modification)

L-Glutamin

MEM (Dulbecco’s)
MS-275
Natriumbutyrat

PBS
Penicillin / Streptomycin

RPMI 1640

Nunc, Roskilde, Ddnemark

Polysciences, Inc., Fluoresbrite plain
YG 10.0 micron

Molecular Probes, Oregon, USA
J.T.Baker, Deventer, Holland

BD FACSFLOW™

Gibco BRL, Eggenstein

Biochrom AG, Berlin

Blutspende Transfusionsmedizin,
Universitit Greifswald

Invitrogen, Karlsruhe

Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin
Altana Pharma, Konstanz
Sigma, Deisenhofen

PAA Laboratories, Pasching,
Ostereich

PAA Laboratories, Pasching,
Ostereich

PAA Laboratories, Pasching,

11



Material

SAHA
Trypsin/EDTA, 10x
Trypanblau-Lésung

Vincristin

Osterreich

Alexis, Griinberg
Biochrom, Berlin
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

2.4 Kulturmedien fiir Tumorzelllinien

MEM fir PC3-Zellen:

Improved MEM fiir DAOY-Zellen:

500 ml MEM

10 % FCS

2 % L-Glutamin (200 mM)

2 % Penicillin/ Streptomycin

500 ml Improved MEM Zn*"-Option
(enthélt L-Glutamin, L-Prolin,
Gentamicin, ohne Phenolrot)

10 % FCS

2 % Penicillin / Streptomycin

2.5 Kulturmedium fiir mononukeire Zellen

R10HS:

R10F:

500 ml RPMI 1640 (ohne Glutamin)
10 % Humanserum (steril filtriert)

2 % L-Glutamin (200 mM)

2 % Penicillin/ Streptomycin

500 ml RPMI 1640 (ohne Glutamin)
10 % FCS (steril filtriert,

hitzeinaktiviert)
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Material

2 % L-Glutamin (200 mM)
2 % Penicillin/ Streptomycin

2.6 Tumorzelllinien

Prostate Cancer-Zelllinie (PC3) American Type Culture Collection,
Rockville, USA
Medulloblastom-Zelllinie (DAOY)  Geschenk von Dr. M. Grotzer, Ziirich

2.7 Weitere Puffer und Losungen

Lysepuffer 0,2 % Triton

Trypanblau-Ldsung: 50 ml Trypanblau-Losung
50 ml PBS

Trypsinlosung: 10x Trypsin/EDTA 1:10 verdiinnt mit
sterilem PBS
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3 Methoden

3.1 Tumorzellkulturen

Die zellbiologischen Arbeiten wurden unter einer Sterilwerkbank durchgefiihrt. Die
PC3-Zellen wurden in ca. 35ml MEM-L&sung bei 37°C und 5%iger CO,- Atmosphére
in einer 175cm*Kulturflasche inkubiert. Die DAOY-Zellen wurden in der Improved
MEM Zn**-Option-Losung kultiviert. Bei ungefihr 90%iger Konfluenz erfolgte das
,Ernten” der Zellen. Nach zweimaligem Waschen mit ca. 25ml PBS wurden die Zellen
mit 3ml Trypsin-EDTA beschichtet und fiir 5 bis 6 Minuten inkubiert. Unter
mikroskopischer Kontrolle konnte das Ablosen der Tumorzellen beobachtet werden.
Nach dem Abstoppen des Vorgangs durch 50ml PBS konnten die Zellen entnommen
und bei 1600U/min fiir Smin zentrifugiert werden. Das entstandene Zellpellet wurde in
Medium aufgenommen. Ein Teil der Zellen wurde je nach Bedarf mit 35ml Medium in

eine Kulturflasche gegeben und im CO,-Inkubator gehalten.

3.2 Gewinnung von mononukleiren Zellen

Aus dem Blut von Spendern der Transfusionsmedizin der Universitit Greifswald wurde
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Methoden

ein Erythrozyten-depletiertes Zellkonzentrat hergestellt, ein sog. Buffy-Coat. Nach 1:2
Verdiinnung mit PBS erfolgte die vorsichtige Aufschichtung der Suspension auf ca. 7
bis 10ml Ficoll in einem 50ml-Réhrchen. Durch Zentrifugation bei 2800U/min fiir
15min ohne Bremse erfolgte die Trennung von Erythrozyten und mononukledren Zellen
durch Bildung eines Zellrings aus Lymphozyten und Monozyten iiber dem Ficoll. Die
Zellen aus dem Zellring wurden abpipettiert, in PBS resuspendiert und bei 1700U/min
fiir 5Smin zentrifugiert. Eventuell verbliebene Erythrozyten im Zellpellet konnten durch
steriles Wasser lysiert werden. Zweimaliges Zentrifugieren bei 800U/min fiir Smin
reduzierte die Blutplittchen im noch thrombozytenreichen Zellpellet. Man erhielt so
genannte Peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Nach Aufnahme des Zellpellets
in 20 bis 40ml R10HS erfolgte die Zellzdhlung.

3.3 Stimulation von mononuklearen Zellen

Interleukin-2 (IL-2) stimuliert isolierte PBMC, so dass aus NK-Zellen LAK und aus
naiven T-Lymphozyten zytotoxische T-Lymphozyten entstehen. Um diese Zelltypen zu
generieren, wurden in 175 cm?-Kulturflaschen in einem Volumen von 50 ml R10HS ca.

60-10° PBMC iiber 72 h mit einer IL-2-Konzentration von 6000 IU/ml inkubiert.

3.4 Bestimmung der Lebendzellzahl

Trypanblau wird nur von toten Zellen aufgenommen. 10ul der Zellsuspension wurden
in 90ul Trypanblaulosung aufgenommen. In einer Biirker-Z&dhlkammer erfolgte die

Zellzahlung der lebenden Zellen.
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3.5 Methoden zur Zelltodbestimmung

Es wurden zwei Methoden zur Quantifizierung des Zelltodes verwendet. Die Calcein-
Methode zur fluorometrischen Bestimmung des Zelltodes und die FACS-Methode, bei
der durch PI-Markierung tote Tumorzellen definiert werden. Im Folgenden sollen beide

Methoden erldutert werden.

Quantifizierung des

Zelltodes

Calcein-Methode FACS-Methode

Calcein-AM-Markierung PI-Markierung

Abb. 4 Methoden zur Tumorzelltodbestimmung

3.5.1 Calcein-Methode

Die Methode beruht auf der Spaltung des durch Zellen aufgenommenen, nicht
fluoreszierenden Calcein-AM-Esters durch zytoplasmatische Esterasen. Es entsteht das
sehr stark fluoreszierende Calcein (Absorption 494nm, Emission 517nm, molarer
Extinktionskoeffizient 76 000). Vitale Zellen halten Calcein im Zytoplasma, wéhrend es
bei einer Zell-Lyse zu einer Calceinfreisetzung kommt. Die Fluoreszenz kann mit einem
Plattenfluorometer (Exzitationsfilter 485/20nm, Emissionsfilter 530/25 nm) gemessen

werden.
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vitale Zelle lysierte Zelle

4 N

Calcein

Calcein

l Spaltung l Spaltung

Calcein

Calcein

\_ )/

Calcein

Abb. 5  Calceinspaltung

Der Calcein-AM-Ester wird durch zytoplasmatische Esterasen hydrolysiert. So entstandenes
fluoreszierendes Calcein wird in vitalen Zellen zuriickgehalten und bei Zell-Lyse freigesetzt. Die
Fluoreszenz ldsst sich im Plattenfluorometer messen.

3.5.1.1 Experimentaufbau der Calcein-Methode

Aus Spenderblut isolierte PBMC wurden drei Tage mit 5000001U/ml IL-2 stimuliert.
PC3-Tumorzellen wurden in einer Konzentration von 1-10* Zellen in 100pl MEM pro
Vertiefung in 96-Loch-Zellkulturplatten eingesit, wobei flir die 1,5h und 3h Kinetik je
eine Platte sowie eine Platte zur mikroskopischen Kontrolle benétigt wurden. Nach ca.
24h wurde dem Kulturmedium 2, 5 und 10uM SAHA in je 200ul pro Vertiefung
zugesetzt. Nach 24-stiindiger Inkubation wurden die Tumorzellen zweimal mit PBS
gewaschen und mit 12,5uM Calcein-AM in je 50ul pro Vertiefung 30min bei 36°C
inkubiert. Anschlieend erfolgte ein erneutes zweimaliges Waschen mit PBS und die
Zugabe der vorher bei 1200U/min fiir 6min zentrifugierten PBMC in unterschiedlichen
Konzentrationen in 200ul R10F pro Vertiefung. Als Kontrolle wurden Tumorzellen mit
Lysepuffer versetzt, um eine maximale Lyse zu erreichen. Die Zellkulturplatten wurden
30s bei 200G zentrifugiert und 1,5h bzw. 3h bei 37°C inkubiert. Nach der jeweiligen
Inkubationszeit erfolgte das Abnehmen der Uberstande und die Lyse der verbliebenen
Zellpellets, um beim Messen eine reziproke Kontrolle zu bekommen. Danach wurde die
fluorometrische Messung der Uberstinde und der lysierten Zellpellets nach mindestens

15min durchgefiihrt.
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Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag4
PBMC + IL-2
PC-3 Calcein
PBMC
Inkubation mit
PBMC
PC-3

Fluorometrische 1.5h 1h
Messung

Abb. 6 Experimentaufbau der Calceinmethode
Tag 1: Gewinnung von PBMC, Tag 2: Einséen von PC3, Tag 3: Inkubation mit SAHA, Tag 4:
Calcein-Markierung, Inkubation mit PBMC, fluorometrische Messung

3.5.2 FACS-Methode

Die FACS-Methode beruht auf der Analyse der Zellpopulationen durch die
Durchflusszytometrie. Einzelne Zellen werden in einem laminaren Strom einzeln an
einem Laser vorbeigefiihrt. Durch die entstehenden Reflexionsmuster konnen
Lichtdetektoren GroBe und Granularitit jeder einzelnen Zelle bestimmen. Die Grof3e
einer Zelle wird durch den Forwardscatter (FSC), d. h. den ,,Schatten* der Zelle im
Laserlicht, ihre Granularitit durch den Sidescatter (SSC), das seitlich abgelenkte
Streulicht, bestimmt.

Zusitzlich konnen durch bestimmte Fluoreszenzfarbstoffe, die beispielsweise an
Antikorper gebunden sind, definierte Zellpopulationen angefarbt und diese dadurch
differenziert werden.

Um den Tumorzelltod mit dem Durchflusszytometer zu bestimmen, gibt es
verschiedene Moglichkeiten. Propidiumiodid (PI) interkaliert in doppelstrangige DNA
und farbt so den Zellkern. Es dringt nur durch die Plasmamembran toter Zellen, ldsst
sich mit Licht der Wellenldnge 490nm anregen und emittiert Licht der Wellenldnge

635nm. Das Durchflusszytometer misst die toten, rot leuchtenden Zellen in der
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Fluoreszenz 2 (FL-2).

Granularitat
(SSC)
—
Laser — > GroBe (FSC)
—»

Abb. 7 Prinzip der Durchflusszytometrie:
An einem Laser vorbeigefiihrte Zellen konnen durch ihren ,,Schatten” (FSC) und Streulicht (SSC)
nach GroBe und Granularitit differenziert werden.

3.5.2.1 Experimentaufbau der FACS-Methode

Analog zur Calcein-Methode wurden aus Spenderblut PBMC gewonnen und mit IL-2
stimuliert. Am darauf folgenden Tag wurden Tumorzellen in die Vertiefungen einer 24-
Vertiefung-Zellkulturplatte eingesit. Die optimale Tumorzellzahl lag bei der PC3-Linie
bei 5-10* Zellen pro Vertiefung. Firr die Medulloblastomzellinie DAOY war eine
Konzentration von 4-10* Zellen pro Vertiefung als optimal herausgestellt. Je Vertiefung
wurde 1ml des entsprechenden Mediums verwendet. Am dritten Tag erfolgte die
Inkubation der Tumorzellen mit verschiedenen Konzentrationen der HDIs. Fiir die
Experimente wurden Konzentrationen der HDIs verwendet, die jeweils eine
Tumorzellreduktion um ca. 66 % und ca. 50 % bewirkten. Fiir SAHA ergaben sich die
Konzentrationen 1 und 5uM, fiir NaB 1 und 5SmM. Bei MS-275 lagen diese
Konzentrationen bei 2 wund 10uM. Das Zytostatikum Vincristin  hatte
Wirkkonzentrationen von 2 und 10nM. Da die verwendeten Tumorzellen an den Boden
der Zellkultuplatten adhérieren, konnte der Kulturiiberstand abpipettiert und durch je
Iml der HDI-Losung im entsprechenden Medium ersetzt werden. Tumorzellen ohne
HDI-Inkubation dienten als Kontrolle. Am vierten Tag wurden die Uberstinde wieder
abgenommen und durch eine Zellsuspension aus stimulierten PBMC ersetzt. Die

stimulierten PBMC wurden vorher bei 1200U/min fiir 6min zentrifugiert und auf die
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Konzentrationen 1-10° und 1-10° PBMC eingestellt. Am fiinften und am sechsten Tag
erfolgten die zytoflurometrischen Messungen. Die Uberstinde mit den PBMC wurden
verworfen und die Tumorzellen je einmal mit Medium und PBS gewaschen. Die danach
noch adhdrenten Tumorzellen wurden durch eine 6-8min Inkubation mit 200ul Trypsin-
EDTA von den Zellkulturplatten abgeldst. Danach wurde die Reaktion mit Medium
abgestoppt und die Tumorzellsuspension in Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Es folgte
eine mikroskopische Kontrolle der Vertiefungen, um eventuell noch adhédrente Zellen

durch nochmaliges Waschen zu l9sen.

Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag 6

PBMC + IL-2

Tumorzellen PBMC 24h 48 h
Messung Messung
Tumorzellen

Inkubation Zytoflurometrische

mit PBMC Messung

Abb. 8  Experimentaufbau der FACS-Methode:

Tag 1: Gewinnung und Stimulation von PBMC, Tag 2: Einsden von Tumorzellen, Tag 3:
Inkubation mit dem HDI, Tag 4: Inkubation mit PBMC, Tag 5: zytoflurometrische Messung 24 h,
Tag 6: zytoflurometrische Messung 48h.

Die Zellsuspension in den 15ml Falcon-Réhrchen wurden bei 1200U/min fiir 6min
zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in 200ul des entsprechenden Medium (MEM oder
improved MEM) aufgenommen und in FACS-Rohrchen tberfiihrt. Dann erfolgte das
zytofluorometrische Messen der Proben.

3.5.3 Auswertung der Daten

Die Daten aus den Messungen mit dem FACS-Gerdt wurden mit dem Programm
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Cellquest der Firma Becton, Dickinson and Company gewonnen und mit dem
Programm WinMDI von Joe Trotter (The Scripps Research Institute), der dieses
Programm kostenlos zur Verfligung stellt, ausgewertet. Die Tumorzellen wurden nach
GroBe, Granularitit und Eigenfluoreszenz definiert. Fiir die statistische Analyse wurde
GraphPad Prism 3.02 verwendet. Als statistischer Test kam ein gepaarter, zweiseitiger

T-Test zur Anwendung.
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4 Ergebnisse

Zunichst wurde eine Methode gesucht, mit der sich ein moglicher Einfluss von HDI auf
die Empfindlichkeit von Tumorzellen fiir zytolytische Effektormechanismen des
Immunsystems messen ldsst. Eine Schwierigkeit ist dabei, dass der Tod der
Tumorzellen in Anwesenheit eines Uberschusses von Immunzellen bestimmt werden
muss. Zunichst wurde eine Variante des bekannten Chromfreisetzungstests gepriift, bei
dem die Tumorzellen statt mit einem radioaktivem Chromisotop durch einen
Fluoreszenzfarbstoff markiert werden, dem Calcein. In einem zweiten Ansatz wurde die

Zahl iiberlebender Tumorzellen durchflusszytometrisch erfasst.

Ergebnisse der Calcein-Methode:

Bei diesem Verfahren werden die Tumorzellen mit einem Calceinester inkubiert, der
von den Zellen aufgenommen wird. Dort findet eine Spaltung der Esterverbindung statt,
so dass der fluoreszierende Farbstoff Calcein entsteht. Sobald bei Zelltod die Membran
permeabel wird, wird das Calcein in den Kulturiiberstand freigesetzt, wo seine
Konzentration fluorometrisch gemessen werden kann. Im Idealfall ist sie ein Mal} fiir
den Anteil toter Zellen. Eine bekannte Schwierigkeit der Methoden, die auf der

Freisetzung zytoplasmatischer Substanzen beruhen, ist deren spontane Freisetzung,
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Ergebnisse

entweder durch spontane Zelllyse oder durch aktiven Transport. Die spontane
Freisetzung schriankt den Messbereich ein. Das Ausmall und die Kinetik der
Spontanfreisetzung sind abhédngig vom Zelltyp. Messungen sind dann optimal moglich,
wenn die Spontanfreisetzung innerhalb von 4 Stunden hochstens 25% der maximalen
Freisetzung betrdgt. Um herauszufinden, ob die Spontanfreisetzung von Calcein gering
genug war, um einen MeBbereich zu erhalten, der den Einfluss von einem HDI als auch
aktivierten PBMC beinhaltet, wurden mehrere Experimente durchgefiihrt. Die ersten
Experimente zeigten, dass die spontane Calceinfreisetzung innerhalb von 1,5 Stunden
bereits 50% der maximalen Calceinfreisetzung betrug. Damit war der Messbereich stark
eingeschrinkt. Betrachtete man die Werte fiir die Titration von SAHA, zeigte sich auch
ein unerwarteter Effekt. Die Fluoreszenz nahm mit steigender SAHA-Konzentration ab.
Wurden Immunzellen zur Kultur hinzugefiigt, lie8 sich keine Calceinfreisetzung mehr
messen, obwohl im Mikroskop Zelltod zu beobachten war. Die Messwerte lagen unter
der Medium-Kontrolle. Deshalb lief sich ein moglicher Effekt der PBMC mit dieser
Methode nicht nachweisen. Griinde konnten erstens in der zu groflen eingeséten
Tumorzellzahl von 4:10* Zellen pro Vertiefung liegen, da es eventuell zu einem
Raummangel fiir die Zellen kam und dadurch zu einer erhohten Spontanlyse, zweitens
in der zu groflen zytotoxischen Wirkung von SAHA, so dass weniger Tumorzellen
Calcein aufnehmen konnten und drittens eventuell in der Aufnahme des Calceins durch

die PBMC.

2000+ I I 1 Medium
]. 1 2uM SAHA
g == 5uM SAHA
g . 10pM SAHA
o 1000+
3
u- H H H
0 HHI H

Medium 103 3-10° 104 3-10* 10° 3-10° Lyse

PBMC

Abb. 9  Tumorzelltod in Abhdngigkeit von der SAHA- und PBMC-Konzentration
Konzentrationsreihe von 10° bis 3:10* PBMC mit Medium-Kontrolle auf der linken Seite und
maximaler Lyse auf der rechten Seite. Titrationsreihe von SAHA von 2uM bis 10puM.
Auswertbarer Bereich lag zwischen der Medium-Kontrolle und der maximalen Zelllyse. Jedoch
keine der Werte erreichten diesen Bereich. Fluoreszenz nahm mit Zunahme der SAHA-
Konzentration ab. Ein Effekt der PBMC war nicht zu erkennen. Der Fehlerbalken spiegelt die
Standardabweichung wider.
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Ein anderes Experiment sollte die optimale Tumorzellzahl je Vertiefung ermitteln. Die
Freisetzung von Calcein war proportional zur eingesdten Tumorzellzahl. Die spontane
Freisetzung von Calcein nach 1,5 Stunden betrug unabhingig von der eingeséten
Tumorzellzahl 50%. Daraus folgt eine geringe Sensitivitdt der Methode. Bei weiteren
Experimenten konnte auch keine eindeutige Wirkung der aktivierten PBMC mit dieser
Methode nachgewiesen werden. Folglich wurde der Schwerpunkt auf die Entwicklung
einer durchflusszytometrischen Methode verlagert. Die Ergebnisse dieser Methode

werden im Folgenden dargestellt und erldutert.

1500- ‘ ; : 2 Medium
II C—12uM SAHA
g ; ; ; 1 == 5uM SAHA
o 1000 | | |
u | | | -10|JMSAHA
e l l l
] | | |
= | | |
L 500- : : :
,I0fine alll] B HHHI HHI :

Medium Lyse Medium Lyse Medium Lyse Medium Lyse
510° 10* 2-10* 4-10*
PC3

Abb. 10 Fluoreszenz in Abhdngigkeit von der SAHA-Konzentration und Tumorzellzahl
Unabhingig von der verwendeten Tumorzellzahl wurde innerhalb von 1,5h etwa 50% des
aufgenommenen Calceins freigesetzt. Die Effekte von SAHA auf die Tumorzellen waren
insgesamt gering. Die Fehlerbalken spiegeln die Standardabweichung wider.

4.1 Ergebnisse der FACS-Methode

Tumorzellen wurden in eine 24-Vertiefung-Platte eingesit, fiir 24 Stunden mit einem
HDI inkubiert und dann fiir 24 oder 48 Stunden mit aktivierten PBMC konfrontiert.
Nach durchflusszytometrischer Quantifizierung der iliberlebenden Tumorzellen lassen
sich Aussagen iiber deren Zahl in Abhéngigkeit von der HDI- und PBMC-
Konzentration treffen. Zur Bestimmung der absoluten Tumorzellzahlen im FACS wurde
jeder Vertiefung eine definierte Anzahl von Beads zugesetzt und in Relation zu den

gemessenen Anteilen der lebenden und toten Tumorzellen gebracht. Um die lebenden
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Ergebnisse

von den toten Tumorzellen zu trennen, erfolgte eine PI-Farbung, die die toten Zellen
markiert und in der Flureszenz-3 zu messen ist. Auf diese Weise lief sich die Anzahl
lebender Tumorzellen genau bestimmen. Die Daten lassen sich in einem Histogramm

darstellen und auswerten.

Lebende Tote
= = Tumorzellen Tumorzellen
L] ¢——o * —e
"é /

o Beads Tumorzellen .
=l =
W] a
=
L

5]
100 101 107 10° 10¢ o

o 100 10t 0?07 1o

FL3-Height

Abb. 11  Die FACS-Methode

Die Beads zur Quantifizierung der Zellrelationen stellen die rote, die Tumorzellen die griine und
die PBMC die blaue Population dar. Durch ein Gate werden nur die Tumorzellpopulation nach PI-
Farbung analysiert. Dadurch kann man tote von lebenden Tumorzellen unterscheiden.

4.1.1 PC3 und SAHA

Die ersten Experimente wurden mit der PC3-Tumorzelllinie und dem HDI SAHA
durchgefiihrt. Der Zelltod wurde nach jeweils 24 und 48 Stunden gemessen. Um die
drei Experimente zusammenzufassen (bei 48 Stunden sind es vier Experimente),
wurden die absoluten Werte mit der jeweiligen Zahl unbehandelter Tumorzellen
normalisiert (=100%) und in Prozent ausgedriickt. Betrachtet man die Werte mit den
jeweiligen PBMC- Konzentrationen, so sicht man, dass die PBMC einen Effekt auf die
PC3 hatten. Bei 10° PBMC reduzierte sich die Tumorzellzahl auf ca. 75% und durch
Verzehnfachung der PBMC auf 10° sank die Zahl der iiberlebenden PC3 auf ungefihr
25%. Nach 48 Stunden nahm sowohl absolut als auch relativ die Tumorzellzahl zu. So
ergab sich bei 10° PBMC ein Wert von 85% und bei 10° PBMC ca. 30% iiberlebende

Tumorzellen. Die Wirkung der PBMC auf die Tumorzellen erschien zeitlich begrenzt.
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Eine 24-stiindige Inkubation mit SAHA allein fiihrte innerhalb von 24 bis 48 Stunden
ebenfalls zum Zelltod. Der Effekt war konzentrationsabhingig. Die Inkubation mit 1uM
SAHA bewirkte eine Reduktion der Tumorzellen auf 75% nach 24 Stunden. Der Effekt
von 1uM SAHA war ebenfalls zeitlich begrenzt, denn nach 48 Stunden hatte sich die
Tumorzellzahl sowohl absolut als auch relativ auf ca. 80% erhoht. Ursache konnte die
Entnahme von SAHA aus der Kultur zu Beginn der PBMC-Inkubation sein. SAHA in
einer Konzentration von 5pM bewirkte eine Reduktion der liberlebenden PC3 auf 40%
nach 24 Stunden. Nach 48 Stunden ergab sich eine nochmalige Reduktion um 10% auf
ca. 30%. Offenbar war der Effekt einer hoheren Konzentration von SAHA nachhaltiger.
Wurde die Inkubation mit PBMC mit einer Vorbehandlung mit SAHA kombiniert, so
ergaben sich verstidrkende Effekte. Durch die Vorinkubation mit 1uM SAHA sank die
prozentuale Uberlebenszahl bei 10° PBMC von 75% auf ca. 50%. Bei 10° PBMC sank
der Anteil tiberlebender Zellen nochmals um die Hélfte auf 25%. Ein noch deutlicherer
Effekt ergab sich bei 5uM SAHA-Konzentration. Durch die Zugabe von 10° PBMC
sank der Anteil auf 25% und bei 10° PBMC auf unter 10%. Der maximale Effekt war
bei 5uM SAHA und 10° PBMC nach 48 Stunden zu sehen. Hier fiel die Zahl der
tiberlebenden Zellen auf unter 5%. (Abb. 12)

24h | 48h I 10° PBMC

| l C—110° PBMC
l 1 ohne PBMC

100
90- |
80| |1 T
70- ‘
60- i |
50 1
40-
30- |

20- i ﬁ
104
0 i i o

0 1TuM  5uM 0 1TuM  5uM

% lebende PC3

SAHA

Abb. 12 Tumorzelltod in Abhdngigkeit von der SAHA- und PBMC-Konzentration
Sowohl die PBMC (graue und schwarze Balken) als auch SAHA bewirkten -eine
Tumorzellreduktion. Durch die Kombination beider ergab sich eine deutliche Reduzierung der
iiberlebenden Tumorzellen. Gezeigt werden die arithmetischen Mittel von drei unabhidngigen
Experimenten. Die Fehlerbalken spiegeln Standardabweichung wider.
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Sowohl die PBMC als auch SAHA zeigten einen zytotoxischen Effekt auf die PC3-
Tumorzellen. Die Frage war, ob es sich um einen additiven oder synergistischen Effekt
handelt. Wenn es sich um einen additiven Effekt der PBMCs handelt, miissten die
prozentualen Anteile iiberlebender Zellen gleich bleiben, wenn man bei verschiedenen
HDI-Konzentrationen die Kontrollen ohne PBMC-Zusatz mit 1 gleich setzt.

Als tber-additven Effekt definierten wir eine Verringerung des relativen Anteils
iiberlebender Tumorzellen auf 50% und 75% der HDI-freien Kontrolle. Bei einer
Verringerung auf unter 50% sprechen wir von einem synergistischen Effekt zwischen

aktivierten PBMC und dem HDI. (Abb. 13)

A B
14 — — 14 — —
100% 100%
75%
Z 50%
Medium HDI Medium HDI
1 — —
[ 1 Medium
Hl rBMC
100%
75%
50%
i
Medium HDI

Abb. 13 Definition: Synergismus, tiber-additiver und additiver Effekt

Abbildung A zeigt gleich bleibende Relationen und somit einen rein additven Effekt von
aktivierten PBMC und dem HDI. Abbildung B stellt abnehmende Relationen dar, die zwischen
50% und 75% liegen und als iiber-additiven Effekt bezeichnet werden. Abbildung C spiegelt die
Relationen bei einem Synergismus wider. Die Relationen verringern sich auf unter 50%.
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In der Analyse der Wirkung von PBMC und SAHA auf PC3 wurden unterschiedliche
Effekte erzielt. Wenn man die Werte ,,ohne PBMC* gleich 1 setzte, ergaben sich mit
zunehmender HDI-Konzentration teilweise Unterschiede in den prozentualen Anteilen
der iiberlebenden Tumorzellen.

Die 24h-Werte zeigten bei 1uM SAHA gleiche Relationen bei 10° und 10° PBMLC.
Somit handelte es sich um einen additiven Effekt nach 24 Stunden. Bei 5uM SAHA
und 10° PBMC waren die Effekte der PBMC und SAHA nach unserer Definition iiber-
additiv.

Nach 48 Stunden waren die Relationen nicht gleich bleibend. Die prozentualen Anteile
fiir 10° PBMC verringerten sich in 15%-Schritten. Eine noch deutlichere Wirkung war
bei den 10° PBMC-Werten zu erkennen. Die Reduzierung erfolgte bei 10° PBMC bei
luM SAHA um die Hilfte und bei 5SuM SAHA nochmals um ein Drittel. Dies
entspricht nach unserer Definition einem synergistischen bei 10° PBMC und einen

additiven Effekt bei 10° PBMC. (Abb. 14)
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Abb. 14 Normalisierung der prozentualen Werte von SAHA und PBMC
Nach 24 Stunden wirkten SAHA und Immunzellen im Wesentlichen additiv, nach 48h
synergistisch. (* p < 0,05, ** p < 0,01, Vergleich mit der jeweiligen Kontrolle ohne SAHA).

4.1.2 PC3 und NaB

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Experimente mit der PC3-Zellline und NaB
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dargestellt. Sowohl die aktivierten PBMC als auch NaB allein zeigten zytotoxische
Effekte auf die PC3. 10° PBMC bewirkten nach 24 Stunden eine Reduktion der
Tumorzellen auf ca. 75%. Nach 48 Stunden stieg die Zahl der Tumorzellen wieder auf
ca. 80%. Bei 10° PBMC reduzierte sich die Zahl der Tumorzellen auf 40% nach 24
Stunden und auf ca. 30% nach 48 Stunden. Durch Inkubation mit ImM NaB sank die
Tumorzellzahl auf 60% nach 24 Stunden und stieg nach 48 Stunden auf ca. 75%. Die
zytotoxische Wirkung von ImM NaB erschien zeitlich begrenzt. Bei SmM NaB
reduzierte sich die Tumorzellzahl auf 30% nach 24 Stunden und blieb konstant bei ca.

30% nach 48 Stunden.
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Abb. 15  Tumorzelltod in Abhdngigkeit von der NaB- und PBMC-Konzentration

Sowohl die PBMC (graue und schwarze Balken) als auch NaB bewirkten eine
Tumorzellreduktion. Durch die Kombination beider ergab sich eine deutliche Reduzierung der
iiberlebenden Tumorzellen. Gezeigt sind die arithmetischen Mittel von drei unabhéngigen
Experimenten. Die Fehlerbalken spiegeln die Standardabweichung wider.

Kombinierte man PBMC und NaB so reduzierte sich die Zahl der iiberlebenden
Tumorzellen bei 10° PBMC und 1mM NaB von 75% auf 40% und 20% bei SmM NaB.
Parallel reduzierte sich die Uberlebenszahl bei 10° PBMC und 1mM NaB von 40% auf
20% und unter 10% bei SmM NaB. Nach 48 Stunden zeigte sich ein dhnlicher Verlauf.
Jedoch schienen die prozentualen Werte bei 10° PBMC und 1mM NaB im Vergleich zu
den Werten nach 24 Stunden erhdht. Offenbar war auch die Kombination von PBMC
und NaB in ihren Effekten zeitlich limitiert. Nach 48 Stunden verringerten sich die
Werte bei 10° PBMC und ImM NaB von 80% auf ca. 50% und 15% bei 5SmM NaB.
Parallel ergaben sich bei 10° PBMC und 1mM NaB Werte von 30% auf 10% und 5%
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bei SmM NaB. (Abb. 15)

Die Ergebnisse nach Normalisierung zeigten nach 24 Stunden bei SmM einen iiber-
additvien Effekt bei 10° PBMC im Vergleich zur Kontrolle ohne NaB. Bei 5mM NaB
war auch eine Verdnderung der Relationen der jeweiligen Werte im Vergleich zu den
Werten ohne NaB erkennbar, jedoch war dies nicht signifikant. Nach 48 Stunden ergab
sowohl bei ImM und 5mM ein deutlicher Unterschied der Relationen zwischen den
PBMC und NaB. Bei 10° PBMC und ImM NaB lag der Wert im Bereich des
Synergismus, war jedoch nicht signifikant. Nach 48 Stunden bei 5mM NaB und 10°
PBMC war die iiber-additive Wirkung signifikant bei 10° PBMC jedoch nicht. (Abb.
16)
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Abb. 16  Normalisierung der prozentualen Werte von NaB und PBMC

Nach 24 Stunden zeigten sich unterschiedliche Relationen bei 1 und SmM NaB. Somit ergab sich
tendenziell ein iiber-additiver Effekt. Nach 48 Stunden ergaben sich unterschiedliche Relationen
mit deutlicher Abnahme der iiberlebenden Tumorzellen. Dies deutete auf einen synergistischen
Effekt zwischen PBMC und NaB hin. Gezeigt sind die arithmetischen Mittel von drei
unabhéngigen Experimenten. Die Fehlerbalken spiegeln die Standardabweichung wider. (* p <
0,05, ** p < 0,01, Vergleich mit der jeweiligen Kontrolle ohne NaB).

4.1.3 PC3 und MS-275

Auch der HDI MS-275 zeigte zytotoxische Effekte in Kombination mit aktivierten
PBMC. Es war wiederum eine Wirkung der PBMC allein und des MS-275 erkennbar.
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Beide Faktoren alleine bewirkten eine Reduktion der iiberlebenden PC3 auf 75% bei
10> PBMC und 2uM MS-275 nach 24 Stunden. Eine weitere Reduktion ohne die
Kombination war bei 10° PBMC und 10pM MS-275 auf ca. 45% beobachtbar. Wurden
beide Faktoren kombiniert, zeigte sich eine geringe Reduktion. Bei 10° PBMC war eine
Verringerung der iiberlebenden Tumorzellen von 75% auf 50% bei 2uM und ca. 35%
bei 10pM MS-275. Bei einer PBMC-Zahl von 10° ergab sich eine Reduktion von 45%
auf 40% bei 2uM und ca. 25% bei 10uM MS-275.
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Abb. 17 Tumorzelltod in Abhdngigkeit von der MS-275- und PBMC-Konzentration
Sowohl die PBMC (graue und schwarze Balken) als auch MS-275 bewirkten eine
Tumorzellreduktion. Durch die Kombination beider ergab sich eine nur relativ geringe
Reduzierung der iiberlebenden Tumorzellen sowohl bei 24 als auch nach 48 Stunden. Gezeigt sind
die arithmetischen Mittel von drei unabhingigen Experimenten. Die Fehlerbalken spiegeln die
Standardabweichung wider.

Ahnlich verhielt es sich nach 48 Stunden. Eine Verdopplung des Effektes auf die
Tumorzellen war erst bei einer Konzentration von 10uM MS-275 moglich. So
verringerte sich die Zahl der PC3 von ungefihr 30% auf 10% bei 10° PBMC.

Bei 10° PBMC fielen die Werte von 70% ohne MS-275 auf ca. 30% bei 10uM MS-275.
(Abb. 17)
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Abb. 18  Normalisierung der Prozentualen Werte von MS-275 und PBMC

Nach 24 Stunden zeigten sich abnehmende Relationen bei 2 und 10uM MS-275. Somit ergab sich
ein additiver Effekt. Nach 48 Stunden zeigten sich gleiche Relationen. Auch hier war ein additiver
Effekt zu vermuten. Die Fehlerbalken spiegeln die Standardabweichung wider. (* p < 0,05, ** p <
0,01, Vergleich mit der jeweiligen Kontrolle ohne MS-275).

Die Normalisierung der prozentualen Werte der Wirkung von MS-275 und den PBMC
auf die PC3 zeigte aufgrund der zum Teil sogar abnehmenden Relationen nach 24
Stunden keinen Synergismus. Auch nach 48 Stunden fielen fast gleich bleibende
Relationen auf, so dass man nur einen leicht tiber-additiven Effekt von MS-275 und den

aktivierten PBMC bei 10° PBMC und 2 uM annehmen kann. (Abb. 18)

4.1.4 PC3 und Vincristin

Als Vergleich zu den relativ neuen HDIs wurden Experimente mit dem in der
Tumortherapie bekannten Zytostatikum Vincristin durchgefiihrt. Wie bei den anderen
Experimenten war auch bei Vincristin ein zytotoxischer Effekt auf die Tumorzellen
beobachtbar. Nach 24 Stunden ergab sich eine Reduktion der iiberlebenden PC3 auf
90% bei 2nM und auf 50% bei 10nM Vincristin. Analog zu den anderen Experimenten
sah man wiederum einen zytotoxischen Effket der PBMC. Durch die Kombination
beider Faktoren fiel die Uberlebenszahl der Tumorzellen nach 24 Stunden von 80% bei

10° PBMC auf 70% bei 2nM und auf 35% bei 10nM Vincristin.
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Parallel waren die Wirkungen bei 10° PBMC. Hier sanken die Werte von 45% auf ca.
35% bei 2nM und ca. 20% bei 10nM Vincristin. Nach 48 Stunden ergaben sich weniger
eindeutige Effekte. Der Anteil der prozentual {iberlebenden Tumorzellen blieb sowohl
bei 10° als auch bei 10° PBMC bei 2nM Vincristin und bei der Kontrolle ohne
Vincristin anndhernd gleich. Jedoch zeigte sich in allen PBMC—Konzentrationen eine

Reduktion um die Hélfte bei 10nM Vincristin. (Abb. 19)
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Abb. 19  Tumorzelltod in Abhdngigkeit von der Vincristin- und PBMC-Konzentration
Sowohl die PBMC (graue und schwarze Balken) als auch Vincristin bewirkten eine
Tumorzellreduktion. Durch die Kombination beider ergab sich eine Reduzierung der {iberlebenden
Tumorzellen nach 24 Stunden. Nach 48 Stunden zeigten sich gleiche Werte fiir alle PBMC-
Fraktionen bei 2nM Vincristin. Bei 10nM Vincristin war jedoch eine Reduktion um 50%
beobachtbar. Gezeigt sind die arithmetischen Mittel von drei unabhingigen Experimenten. Die
Fehlerbalken spiegeln die Standardabweichung wider.

Auch bei Vincristin fand eine Uberpriifung, ob es sich um einen additiven oder
synergistischen Effekt zwischen den PBMC und Vincristin, statt.

Es zeigten sich sowohl nach 24 als auch 48 Stunden gleich bleibende Relationen
zwischen den jeweiligen PBMC-Konzentrationen bei den Vincristin-Konzentrationen
von 2 und 10nM. Daraus liefl sich schliefen, dass sowohl Vincristin als auch die
aktivierten PBMC einen zytotoxischen Effekt auf die PC3 hatten, aber in der
Kombination nur additiv wirkten. (Abb. 20)
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Abb. 20  Normalisierung der prozentualen Werte mit Vincristin

Nach 24 Stunden zeigten sich gleiche Relationen bei 2 und 10nM Vincristin. Somit ergab sich ein
additiver Effekt. Nach 48 Stunden zeigten sich ebenfalls gleiche Relationen. Auch nach 48
Stunden war ein additiver Effekt zu beobachten. Die Fehlerbalken spiegeln die
Standardabweichung wieder. (* p < 0,05, ** p < 0,01, Vergleich mit der jeweiligen Kontrolle ohne
Vincristin).

4.1.5 DAOY und SAHA

Die Ergebnisse der Medulloblastomzelllinie DAOY werden im Folgenden dargestellt.
Zundchst war ein Effekt der PBMC zu erkennen. Sie bewirkten in einer Konzentration
von 10° PBMC ein Reduktion der Tumorzellzahl nach 24 Stunden auf 70% und bei 10°
PBMC auf ca. 40%. Nach 48 Stunden lag der Anteil iiberlebender Zellen bei 10° PBMC
70%, unverindert zum 24 Stunden Wert. 10° PBMC waren fiir eine Verringerung auf
ca. 30% nach 48 Stunden verantwortlich. SAHA in einer Konzentration von 1uM allein
bewirkte nach 24 Stunden eine Reduktion auf ca. 85% und auf 50% bei SuM. Nach 48
Stunden erschien der Effekt von SAHA bei 1uM nachzulassen und bei SuM blieben die
Werte konstant bei 50%. Wie bei der PC3-Zellinie nahm nach 48 Stunden die
Tumorzellzahl zu. Ein zeitlich begrenzter Effekt war bei SAHA wiederum zu vermuten.
Kombinierte man aktivierte PBMC und SAHA, sah man nach 24 Stunden bei 10°
PBMC eine Reduktion von 70% (ohne SAHA) auf 60% bei 1uM SAHA und auf 25%
bei 5uM SAHA. Bei 10° PBMC reduzierte sich die Zahl der Tumorzellen von 40%
(ohne SAHA) auf ca. 25% bei 1uM SAHA und auf 5% bei 5uM SAHA. Nach 48
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Stunden schienen die Wirkungen bei 10° PBMC und 10° PBMC sowohl bei 1uM als
auch bei 5uM SAHA annédhernd gleich zu bleiben im Vergleich zu den Werten nach 48
Stunden. (Abb. 21)
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Abb. 21  Tumorzelltod in Abhdngigkeit der SAHA- und PBMC-Konzentration

Sowohl die PBMC (graue und schwarze Balken) als auch SAHA bewirkten eine
Tumorzellreduktion. Durch die Kombination beider ergab sich eine deutliche Reduzierung der
tiberlebenden Tumorzellen. Gezeigt sind die arithmetischen Mittel von drei unabhéngigen
Experimenten. Die Fehlerbalken spiegeln die Standardabweichung wider.

% lebende DAOY

Ob es sich bei den Effekten von SAHA und den aktivierten PBMC um einen additiven
oder synergistischen Effekt handelte, kann eine Normalisierung der Werte auf ,,ohne
PBMC*, welcher gleich 1 gesetzt wird, darstellen.

Es ist deutlich zu erkennen, dass nach 24 Stunden die Relationen bei 1uM SAHA bei
10° und 10° PBMC annihernd gleich im Vergleich zu den Werten ohne SAHA blieben.
Bei 5uM SAHA war im Vergleich zu ,,ohne SAHA® eine signifikante VergroBerung
des Verhiltnisses und 10° PBMC zu erkennen, was fiir einen Synergismus spricht. Bei
10° PBMC zeigte sich ein iiber-additiver Effekt. Ahnliches galt fiir die Relationen nach
48 Stunden. Hier ergab sich bei 5uM SAHA ein signifikanter Synergismus bei 10°
PBMC. (Abb. 22)
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Abb. 22 Normalisierung der prozentualen Werte bei SAHA

Nach 24 Stunden zeigten sich weitestgehend zunehmende, signifikante Relationen v.a. bei den
PBMC-Konzentrationen von 10° im Vergleich zu ,,ohne SAHA“. Somit ergab sich tendenziell ein
synergistischer Effekt. Nach 48 Stunden ergaben sich unterschiedliche Relationen mit deutlicher
Abnahme der iiberlebenden Tumorzellen. Dies deutete auf einen synergistischen Effekt zwischen
PBMC und SAHA hin. Die Fehlerbalken spiegeln die Standardabweichung wider. (* p < 0,05, **
p < 0,01, Vergleich mit der jeweiligen Kontrolle ohne SAHA).

4.1.6 DAOY und NaB

Auch NaB und wiederum aktivierte PBMC zeigten zytotoxische Effekte auf die
Tumorzellinie DAOY. Nach 24 Stunden erkannte man einen Effekt der PBMC der bei
10° zu einer Reduktion auf ca. 70% und bei 10° PBMC auf ca. 45% fiihrte. Nach 48
Stunden nahm der prozentuale Anteil lebender Tumorzellen bei 10° PBMC wieder zu.
Bei 10° PBMC erfolgte eine Verringerung um 15% auf ca. 30%. NaB allein bewirkte
eine Tumorzellreduktion auf 60% bei 1mM und auf 45% bei SmM NaB nach 24
Stunden. Nach 48 Stunden erhohte sich der prozentuale Anteil bei 1mM NaB
geringfiigig auf ca. 65%. Anscheinend war der Effekt von 10° PBMC und 1mM NaB
zeitlich begrenzt und hohe Konzentrationen bewirkten einen nachhaltigeren Effekt auf
die Tumorzellen. Nach 48 Stunden verringerte sich die Anzahl von lebenden DAOY bei
SmM auf ca. 35%. Kombinierte man PBMC und NaB, fiel der Anteil iiberlebender
Tumorzellen nach 24 Stunden bei 10° PBMC von 70% ohne NaB auf 40% mit 1mM
NaB und auf 30% mit 5mM NaB. 10® PBMC fiihrten zu einer Verringerung von 45%
ohne NaB auf 20% mit 1mM NaB und auf ca. 15% mit 5SmM NaB. Nach 48 Stunden
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zeigte sich bei ImM NaB und 10° PBMC eine Reduktion auf ca. 40% und bei 10°
PBMC auf ca. 15%. SmM NaB erreichen eine Reduktion bei 10° PBMC auf ca. 20%
und bei 10° PBMC auf unter 10%. (Abb. 23)
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Abb. 23 Tumorzelltod in Abhdngigkeit von der NaB- und PBMC-Konzentration

Sowohl die PBMC (graue und schwarze Balken) als auch NaB bewirkten eine
Tumorzellreduktion. Durch die Kombination beider ergab sich eine deutliche Reduzierung der
tiberlebenden Tumorzellen. Gezeigt sind die arithmetischen Mittel von vier unabhéngigen
Experimenten. Die Fehlerbalken spiegeln die Standardabweichung wider.

Die Normalisierung der prozentualen Werte zeigte nach 24 Stunden anndhernd gleich
bleibende Relationen der NaB-Konzentrationen 1 und SmM. Dies deutet auf einen
additiven Effekt zwischen den aktivierten PBMC und NaB. Nach 48 Stunden ergab sich
die Tendenz zunehmender Relationen. Bei 10° PBMC sah man bei ImM und 5mM NaB
im Vergleich zu ohne NaB eine Verringerung der Werte, so dass tendenziell ein iiber-
additiver Effekt nach 48 Stunden zwischen den aktivierten PBMC und NaB vermutet
werden kann. Jedoch ist dieser Effekt erst bei 5SmM NaB und 10° PBMC signifikant.
Auch bei 10° PBMC waren zunechmende Relationen bei 1 und 5mM NaB erkennbar.

Die synergistische Wirkung von aktivierten 10° PBMC und NaB bei 5mM ist nicht
signifikant. (Abb. 24)
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Abb. 24  Normalisierung der prozentualen Werte bei DAOY mit NaB

Nach 24 Stunden zeigten sich weitestgehend gleichbleibende Relationen im Vergleich zu ohne
NaB. Somit ergibt sich tendenziell ein additver Effekt. Nach 48 Stunden ergaben sich
unterschiedliche Relationen mit Abnahme der iiberlebenden Tumorzellen. Dies deutete auf einen
synergistischen Effekt zwischen PBMC und NaB hin, welcher jedoch erst bei SmM signifikant
wurde. Die Fehlerbalken spiegeln die Standardabweichung wider. (* p < 0,05, ** p < 0,01,
Vergleich mit der jeweiligen Kontrolle ohne NaB).

4.1.7 DAOY und MS-275

Die Ergebnisse der Experimente mit DAOY und MS-275 werden im Folgenden
dargestellt. Nach 24 Stunden bewirkten 10° PBMC eine Verringerung der DAOY auf
60% und 10° PBMC eine Verringerung auf 45%. MS-275 in einer Konzentration von
2uM verursachte nach 24 Stunden eine Reduktion auf ca. 75% und in einer
Konzentration von 10uM auf ca. 45%. Nach 48 Stunden ergaben 10° PBMC eine
Verkleinerung der lebenden DAOY auf 70% und 10° PBMC auf 40%. Die Wirkung von
10° PBMC erscheint zeitlich begrenzt. 10° PBMC erreichten eine Tumorzellreduktion
auf ca. 40% nach 48 Stunden. MS-275 war nach 48 Stunden fiir eine
Tumorzellreduktion auf 45% bei 2uM MS-275 und auf ca. 30% bei 10uM MS-275
verantwortlich. Wurden aktivierte PBMC und MS-275 kombiniert, so zeigte sich nach
48 Stunden eine Reduktion bei 10° PBMC und 2uM MS-275 von 60% ohne MS-275
auf ca. 50%. Bei 10uM verringerte sich die Tumorzahl auf ca. 25% bei 10° PBMC. Die
Effekte von 10° PBMC und 2uM MS-275 verursachten eine Verringerung der
Tumorzellen von 45% ohne MS-275 auf 25%. Nach 48 Stunden reduzierte sich die Zahl
lebender Tumorzellen bei 10° PBMC und 2uM von 70% ohne MS-275 auf 30%. Bei

38



Ergebnisse

10uM MS-275 sogar auf ca. 10% bei 10° PBMC. PBMC in einer Konzentration von 10°
und 2uM MS-275 bewirkten eine Reduzierung lebender Tumorzellen von 40% ohne
MS-275 auf unter 10%. Auf unter 5% reduzierten sich die lebenden Tumorzellen bei der

Kombination von 10° PBMC und 10uM MS-275. (Abb. 25)
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Abb. 25  Tumorzelltod in Abhdngigkeit von der MS-275- und PBMC-Konzentration
Sowohl die PBMC (graue und schwarze Balken) als auch MS-275 bewirkten eine
Tumorzellreduktion. Durch die Kombination beider ergab sich eine deutliche Reduzierung der
lebenden Tumorzellen. Gezeigt sind die arithmetischen Mittel von drei unabhingigen
Experimenten. Die Fehlerbalken spiegeln die Standardabweichung wider.

Um einen synergistischen oder additiven Effekt zwischen den aktivierten PBMC und
MS-275 nachzuweisen, erfolgte wiederum eine Normalisierung auf die Werte ,,ohne
PBMC*. Nach 24 Stunden sicht man bei 10° PBMC im Vergleich zu ohne und 2uM
MS-275 annédhrend gleich bleibende Werte. Bei 10uM vergroBert sich das Verhéltnis im
Vergleich zu ohne MS-275 bei 10° PBMC.

Auch bei 10° PBMC ist eine Zunahme der Relationen bei 2uM und 10uM MS-275
beobachtbar. Bei 10uM MS-275 ist diese Wirkung signifikant. Nach 48 Stunden sind
ghnliche Effekte mit der Tendenz zu einem iiber-additiven Effekt beobachtbar. Bei 10°
PBMC und 10uM MS-275 ist die iiber-additive Wirkung signifikant. (Abb. 26)
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Abb. 26  Normalisierung der prozentualen Werte bei MS-275

Nach 24 Stunden zeigten sich weitestgehend gleich bleibende Relationen im Vergleich zu den
Werten ohne MS-275 bei 2uM. Bei 10uM MS-275 vergroBerten sich die Relationen. Somit ergab
sich tendenziell ein synergistischer Effekt. Nach 48 Stunden ergaben sich unterschiedliche
Relationen mit Abnahme der iiberlebenden Tumorzellen. Dies deutete auf einen synergistischen
Effekt zwischen PBMC und MS-275 hin, welcher jedoch aufgrund eines extremen einzelnen
Wertes bei 10° PBMC und ohne MS-275 nicht signifikant ist. Die Fehlerbalken spiegeln die
Standardabweichung wider. (* p < 0,05, ** p < 0,01, Vergleich mit der jeweiligen Kontrolle ohne
MS-275).

4.1.8 DAOY und Vincristin

Auch Vincristin zeigte in den Experimenten einen zytotoxischen Effekt. Die aktivierten
PBMC bewirkten auch bei diesen Experimenten einen Tumorzelltod nach 24 Stunden.
Bei 10° PBMC ergab sich eine Reduktion auf ca. 70% und bei 10° PBMC auf ca. 40%.
Vincristin in einer Konzentration von 2nM war fiir eine Verringerung der DAOY auf ca.
85% und 10nM auf ca. 45% verantwortlich. Nach 48 Stunden konnte man bei 10
PBMC ecine Reduktion der DAOY auf ca. 80% erkennen, eine Zunahme um 10% im
Vergleich zu dem Wert nach 24 Stunden. Scheinbar haben auch in diesem Experiment
die PBMC in einer Konzentration von 10° eine zeitlich begrenzte Wirkung. Bei
Vincristin schienen die Werte sowohl bei 2nM als auch bei 10nM nach 48 Stunden im
Vergleich zu den Werten nach 24 Stunden gleich zu bleiben mit der Tendenz einer
geringen Reduzierung. Folglich ist der prozentuale Effekt von Vincristin iiber einen

Zeitraum von 48 Stunden stabil. Kombinierte man aktivierte PBMC und Vincristin, so
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erkannte man nach 24 Stunden bei 10° PBMC und 2nM Vincristin eine Reduktion der
iiberlebenden Tumorzellen von 70% ohne Vincristin auf 55%. Bei 10nM Vincristin und
10° PBMC konnte die Zahl auf 30% reduziert werden. 10° PBMC in Kombination mit
2nM Vincristin bewirkten eine Verringerung von ca. 40% ohne Vincristin auf 30%. In
Kombination mit 10nM Vincristin erfolgte eine nochmalige Reduktion auf ca. 20%.
Nach 48 Stunden zeigten sich dhnliche Effekte. 10° PBMC fiihrten bei 2nM zu einer
Verringerung auf ca. 55% von 80% ausgehend und auf 30% bei 10nM Vincristin. Dies
entspricht ungefihr den Werten nach 24 Stunden. Betrachtete man 10° PBMC nach 48
Stunden, so ergab sich eine Reduktion bei 2nM Vincristin von ca. 30% ohne Vincristin
auf ca. 20% mit 2nM Vincristin. Bei 10nM Vincristin kam es in Kombination mit 10°

PBMC nach 48 Stunden zu einer weiteren Verringerung der Tumorzellzahl auf ca. 10%.

(Abb. 27)
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Abb. 27  Tumorzelltod in Abhdngigkeit von der Vincristin- und PBMC-Konzentration
Sowohl die PBMC (graue und schwarze Balken) als auch Vincristin bewirkten eine
Tumorzellreduktion. Durch die Kombination beider ergab sich eine weitere Reduzierung der
lebenden Tumorzellen. Gezeigt sind die arithmetischen Mittel von drei unabhingigen
Experimenten. Die Fehlerbalken spiegeln die Standardabweichung wider.

Um einen synergistischen Effekt zwischen den aktivierten PBMC und Vincristin bei der
Tumorzelllinie DAOY nachzuweisen, erfolgt eine Normalisierung der prozentualen
Werte auf den jeweiligen Werte ,,ohne PBMC*. Nach 24 Stunden sieht man bei 10°
PBMC gleich bleibende Relationen. Der Wert bleibt konstant bei einem Anteil von ca.
0,7 jeweils fiir 10° PBMC und bei 2nM sowie 10nM Vincristin. Auch bei 10° PBMC

und entsprechend 2nM und 10nM Vincristin bleiben die Relationen tendenziell gleich,
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so dass nach 24 Stunden die Effekte von PBMC und Vincristin auf die DAOY additiv
sind. Nach 48 Stunden zeigt sich bei 10° PBMC und 2nM sowie 10nM Vincristin auch
tendenziell gleich bleibende Verhiltnisse. Ahnlich verhilt es sich mit 10° PBMC und
den entsprechenden Konzentrationen von Vincristin. Eine leichte Zunahme der
Relationen ist erkennbar, welche jedoch nicht signifikant ist. Insgesamt ist auch nach 48

Stunden eine additive Wirkung von aktivierten PBMC und Vincristin beobachtbar.
(Abb. 28)
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Abb. 28  Normalisierung der prozentualen Werte bei DAOY mit Vincristin
Nach 24 Stunden zeigten sich weitestgehend gleich bleibende Relationen im Vergleich zu den
Werten ohne Vincristin bei 2nM und 10nM Vincristin. Somit ergab sich tendenziell ein additiver
Effekt. Nach 48 Stunden ergaben sich auch gleiche Relationen. Dies deutete auf einen additiven

Effekt zwischen PBMC und Vincristin hin. Die Fehlerbalken spiegeln die Standardabweichung
wieder. (*p < 0,05, ** p < 0,01, Vergleich mit der jeweiligen Kontrolle ohne Vincristin).

4.1.9 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Calcein-Methode erwies sich wegen der starken Spontanfreisetzung des Calceins
aus den Tumorzellen fiir unsere Fragestellung als ungeeignet.

Die Effekte von HDI in Kombination mit aktivierten PBMC auf die Tumorzelllinien
waren teilweise iiberadditiv oder sogar synergistisch. Dies hing von der Tumorzelllinie
und dem eingesetzten HDI ab. Im Gegensatz dazu zeigte das Zytostatikum Vincristin

stets nur additive Effekte mit den Immunzellen. (Tab. 1)
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Tab. 1 Zusammenfassung der Ergebnisse

HDI Zytostatikum
SAHA NaB MS-275 Vincristin
Zelllinie, PC3 | DAOY | PC3 | DAOY PC3 | DAOY | PC3 DAOY
24 h tiber- | synerg. | iiber- | additiv | additiv | symerg. additiv | additiv
add. add.
48 h | synerg. synerg. iiber- | iiber- | iiber- tiber- | additiv | Additiv
add. add. add. add.
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In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass HDI die Suszeptibilitit von Tumorzelllinien
(Prostatakarzinom und Medulloblastom) fiir zytotoxische Effektormechanismen des
Immunsystems erh6éhen kdnnen. Dies war bei dem Zytostatikum Vincristin nicht der

Fall. Die Wirkungen dieser Substanz und die aktivierter Immunzellen waren nur additiv.

5.1 Effekte verschiedener HDI und Vincristin

HDIs konnen in vielen epithelialen und hé@matologischen Tumorarten einen
Zellwachstumsstillstand hervorrufen und eine weitere Zelldifferenzierung induzieren.
AuBerdem konnten tumortoxische Effekte bei Neuroblastomen [22], Lungentumoren
[54], Prostatakarzinomen [19] und Mammakarzinomen [18] nachgewiesen werden. [25,
55, 56]

In dieser Arbeit wurde daraufthin ein durchflusszytometrisches Verfahren entwickelt,
das in einen Zeitraum von mehreren Tagen iiberlebende Tumorzellen misst. Damit
konnte gezeigt werden, dass die drei HDIs SAHA, NaB und MS-275 bei den
Tumorzelllinien PC3 und DAQOY dosisabhingig zu einer starken Abnahme der Zellzahl
fiihrten. Diese Abnahme ist wahrscheinlich wesentlich auf Zelltod zuriickzufiihren.

Die Arbeitsgruppe Sonnemann konnte mit verschiedenen Methoden zeigen, dass HDIs

in diesen Zelllinien Zeichen der Apoptose auslosen: Caspase-Aktivierung, DNA-
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Fragmentation und Anderung des mitochondrialen Membranpotenzials und somit
Aktivierung der Caspase-9 durch aus den Mitochondrien austretendes Cytochrom c.
[56, 57]

Im Gegensatz zur AG Sonnemann inkubierten wir die Tumorzellen nur 24 Stunden mit
den HDIs, entfernten dann den freien Wirkstoff durch Waschen und beobachteten die
Zellen weitere 48 Stunden. Dabei stellten wir fest, dass die Wirkung der HDIs mit der
Zeit nachlie3, und die Tumorzellen ihr Wachstum wieder aufnahmen: wéhrend direkt
nach der Inkubation mit den HDIs und auch noch 24 Stunden spéter weniger
Tumorzellen vorhanden waren als vorher, hatte ihre Zahl nach 48 Stunden deutlich
zugenommen, allerdings in geringerem Malle als bei den unbehandelten Zellen. Dies
bedeutet, dass die Wirkung der HDIs auf die Tumorzellen, die nicht abgetdtet wurden,
transient war. Hierzu konnten Membrantransporter in den Tumorzellen beigetragen
haben, die die HDIs extrazelluldr transportiert haben. [58] Dieser Effekt konnte die
Wirksamkeit der HDIs auch bei Patienten begrenzen.

Vincristin wird als ein etabliertes Zytostatikum bei z.B. Medulloblastomen im
Kindesalter genutzt und wurde deshalb in dieser Studie als Vergleichssubstanz
ausgewdhlt [42, 59]. Vincristin bindet an das Protein Tubulin und hemmt so die
Ausbildung von Mikrotubuli. Mikrotubuli bilden den so genannten Spindelapparat und
sorgen bei der Zellteilung dafiir, dass die jeweiligen Chromosomenpaare der neu
entstandenen Zellen auseinander gezogen werden. Dadurch verhindern Vincaalkaloide
wie Vincristin die Zellteilung und beeinflussen so besonders die sich schnell teilenden
Zellen in Tumoren. [60]

Die zytotoxischen und zytostatischen Wirkungen von Vincristin konnten auch
vergleichend dargestellt werden. Wie bei den HDIs wurde Vincristin nach 24-stiindiger
Inkubation ausgewaschen. Auch beobachtete man zum Zeitpunkt der Entnahme deutlich
weniger Tumorzellen im Vergleich zu unbehandelten Tumorzellen. Nach 48 Stunden
war ebenfalls ein erneutes Wachsen der Tumorzellen beobachtbar. Die Anzahl
behandelter Tumorzellen war jedoch deutlich geringer als die der unbehandelten
Tumorzellen. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Wirkungen von HDI
und Vincristin auf die getesteten Tumorzelllinien vergleichbar waren, wenn diese
Substanzen allein eingesetzt wurden. Die Unterschiede der HDI und Vincristin konnten

in der Pharmakokinetik liegen. Obwohl wenig untersucht, ist doch die Bioverfiigbarkeit
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jeglicher Substanz von entscheidender klinischer Bedeutung. Die Notwendigkeit eines
konstanten systemischen Konzentrationsspiegels, der nur iiber parenterale Zufuhr
gehalten werden kann, wird wahrscheinlich die klinische Weiterentwicklung eines HDIs
beeinflussen. Lénger dauernde oder tdgliche Infusionen sind generell nicht
wiinschenswert. Aus diesem Grund wurde in einer Phase I Studie von intravendser
Gabe von SAHA auf orale Verabreichung umgestellt. [33, 34] Weitere Unterschiede
konnten in den Nebenwirkungen liegen. Vincristin wirkt immunsuppressiv und
neurotoxisch. Auch fiir die HDI werden mit dem breiteren Einsatz zunehmend
Nebenwirkungen beschrieben. So treten z. B. Thrombozytopenien bei Depsipeptid und
SAHA sowie unspezifischen EKG-Verdnderungen und Erschopfung bei SAHA auf.
Wiéhrend Thrombozytopenien die Dosis limitieren, kénnte man Erschopfung und
unspezifische EKG-Veridnderungen ohne klinische Manifestation eventuell tolerieren.

[33, 34, 61, 62]

5.2 Effekte der aktivierten PBMC

Als zytotoxische Effektorzellen setzten wir PBMC ein, die 72 Stunden durch eine hohe
Konzentration von IL2 vorstimuliert waren. Solche Zellen werden in der Literatur oft
als lymphokine-activated killer cells (LAK) bezeichnet, die wichtigsten Effektorzellen
sind unter diesen Bedingungen meist aktivierte NK-Zellen. IL2 bewirkt bei aktivierten
T-Lymphozyten Wachstum und Differenzierung zu Effektorzellen. Die aktivierten NK-
Zellen exprimieren nach IL2-Stimulation TRAIL. [2-4, 53] Da die AG Sonnemann
einen Synergismus zwischen TRAIL und HDI nachweisen konnten, verwendeten wir
fiir Stimulation IL2. [6] Die tumor-toxischen Effekte der aktivierten PBMC im engeren
Sinne der aktivierten NK-Zellen wurden sowohl in vitro als auch am Menschen bei
verschiedenen Tumorarten gezeigt. Insbesondere bei Stammzelltransplantationen
konnten zytolytische Aktivitdten gegen leukdmische Zellen von NK-Zellen in vitro als
auch am Patienten nachgewiesen und genutzt werden. Dadurch konnten Rezidive
teilweise vermieden werden. [63-67]

Die Zugabe dieser aktivierten PBMC fiihrte bei beiden Tumorzelllinien, PC3 und

46



Diskussion

DAQY, zu einer deutlichen und reproduzierbaren Abnahme der Zellzahl. Dies ist
vermutlich auf die zytolytische Aktivitit der in den PBMC enthaltenen aktivierten NK-
Zellen zuriickzufiihren. Da die PBMC aus Buffy Coats von zufillig gewihlten
Blutspendern gewonnen wurden, waren diese nicht MHC-kompatibel. MHC-Molekiile
auf der Oberfliche der Tumorzellen préasentieren korpereigene Proteine des Menschen
aus denen sie extrahiert wurden. Es ist sehr unwahrscheinlich, dass die aus
Blutspendern gewonnen, aktivierten PBMC die gleichen MHC-Proteine préisentieren.
Somit sollten die zytotoxischen T-Zellen die Tumorzellproteine als nicht-selbst
erkennen und dann zelllytisch tdtig werden. Das Gleiche gilt fiir die NK-Zellen. Diese
konnen bei verringerter oder fehlender MHC-Klasse-I-Expression aktiviert werden.
Werden verdnderte und non-self MHC-Klasse-I-Proteine von Tumorzellen prisentiert,
so ergibt sich auch ein starker Stimulus fiir die NK-Zellen. [68] Trotzdem {iberlebten im
Durchschnitt ca. 30% der Tumorzellen bei einer Konzentration von 10° Zellen, einem
etwa zehnfachen Uberschuss im Vergleich mit den Tumorzellen. Auch nach 48 Stunden
iiberlebten zumindest bei 10° Zellen weniger Tumorzellen. Bei 10° Zellen war teilweise
ein erneutes Wachstum der Tumorzellen beobachtbar. Moglicherweise gab es
Tumorzellsubpopulationen, die generell von den PBMC nicht erkannt wurden. Da es
sich um Tumorzelllinien handelte, erscheint dies allerdings nicht sehr wahrscheinlich.
Es ist aber vorstellbar, dass die Tumorzellen nur in bestimmten Phasen des Zellzyklus
sensitiv fliir einen Angriff der Immunzellen sind. Mdglicherweise lag es an der zu
geringen Anzahl an Immunzellen: 10:1 ist noch keine sehr grofle Effektor/Target-Ratio.
10> PBMC entsprachen einer geringen Effektor/Target-Ratio von 2:1. Trotzdem
konnten 10° aktivierte PBMC im Durchschnitt 30% der Tumorzellen bei beiden
Zelllinien toten. Teilweise wuchsen die Tumorzellen nach 48 Stunden weiter, so dass
die Effekte sich verringerten. Griinde kdnnten ein sich innerhalb von 48 Stunden
einstellender Selektionsmechanismus der Tumorzellen sein. Mdglicherweise verlieren
die NK-Zellen aber auch nach einer bestimmten Zeit in der Kultur ihre zytotoxische

Potenz, und die tiberlebenden Tumorzellen kdnnen dann ungehindert weiter wachsen.
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5.3 Teilweise synergistische Interaktion von HDI

und aktivierten PBMC

Die AG Sonnemann konnte zeigen, dass HDI manche Tumorzelllinien fiir radioaktive
Bestrahlung, dem Chemotherapeutikum Etoposid und TRAIL empfindlicher machen.
Insbesondere TRAIL interagierte mit HDI synergistisch bei Prostata-, Lungenkarzinom-
und Medulloblastomzellinien. [6, 38] Da NK-Zellen nach Stimulation mit IL2 TRAIL
exprimieren und sezernieren, verwendeten wir IL2-stimulierte PBMC um mit HDI
vorinkubierte Tumorzellen zu toten.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass SAHA mit aktivierten PBMC und somit
auch LAK nach 24 Stunden iiber-additive und nach 48 Stunden synergistische Effekte
auf die Tumorzelllinie PC3 hatte. Bei der Medulloblastomzelllinie DAOY war eine
synergistische Wirkung bei 24 und 48 Stunden nachweisbar. Es gibt mehrere
Erklarungsmdglichkeiten fiir die synergistische Wirkung von HDI und Immunzellen.
HDI kénnten die Erkennung der Tumorzellen durch NK-Zellen erleichtern und/oder die
Apoptosewege in den Tumorzellen bahnen und dadurch die Effektorfunktion
zytotoxischer Zellen unterstiitzen. Ein Beispiel fiir die erste Moglichkeit wire die
Erhohung der Expression von MHC class I-related chain A and B (MICA/B), was zu
einer Aktivierung tiber den NKG2D-Rezeptor von NK-Zellen und CTLs fiihren kdnnte.
[69, 70] Durch Aktivierung von NK-Zellen {iber den NKG2D-Rezeptor erhoht sich
deren lytische Aktivitidt und die Freisetzung von Perforin aus Granula der NK-Zelle
fiihrt zur Apoptose der Tumorzelle. Ob in unserem System tatsdchlich NK-Zellen die
wichtigsten Effektorzellen sind, und ob sie mittels TRAIL die Apoptose auslosen, muss
in weiteren Experimenten geklart werden.

Darauf, dass HDI der Apoptoseresistenz von Tumorzellen entgegenwirken, gibt es
bereits Hinweise: so wurde z.B. von der AG Sonnemann die Aktivierung von
proapoptotischen Enzymen wie den Caspasen beschrieben. [56] Weiterhin zeigten
andere Arbeitsgruppen, dass auch der TRAIL-Rezeptor in Tumorzellen hochreguliert
werden kann. Da HDI die Caspase-Aktivitdt und die Expression von TRAIL erhohen,
konnten sich somit auch die synergistischen Effekte von HDI und aktivierten PBMC
erklaren. [17, 28, 38, 56, 71]
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Um zu priifen, ob HDI einer anderen Stoffklasse die gleichen Effekte wie SAHA und
die PBMC auf die Tumorzelllinien PC3 und DAOY hat, wurden noch NaB und MS-275
untersucht. Bei NaB konnten zytotoxische Effekte auf PC3, DAOY und andere
Zelllinien nachgewiesen werden. [38, 56] In dieser Arbeit zeigte NaB iiber-additive
Effekte in Verbindung mit aktivierten PBMC. Obwohl fiir NaB die gleichen tumor-
toxischen Wirkkonzentrationen gewdhlt wurden wie bei SAHA, ergab sich kein
synergistischer Effekt mit den aktivierten PBMC. Mdglicherweise hatte NaB eine
geringere Potenz, die Expression vom TRAIL-Rezeptor, Capasen oder NKG2D zu
beeinflussen. In dieser Arbeit konnte auch dargestellt werden, dass MS-275 mit
aktivierten PBMC bei der Tumorzelllinie PC3 {iber-additive und bei DAOY nach 24
Stunden synergistische Effekte in Bezug auf Apoptose zeigte. Worin konnten die
Griinde fiir unterschiedliche Effekte bei den beiden Zelllinien liegen? Unterschiedliche
Tumorzelltypen reagieren moglicherweise verschieden auf bestimmte HDI, so dass
dhnlich wie bei NaB die Expression vom TRAIL-Rezeptor, Capasen oder NKG2D bei
unterschiedlichen Tumorzelllinien verschieden sein kann. Die Tumorzelllinie DAOY
hat eine hohere Teilungsrate, somit laufen mitotische Vorginge hiufiger ab, was sie
vulnerabler gegeniiber Zytostatika macht als PC3. MS-275 wirkt besonders selektiv auf
die HDACI, wéhrend die anderen eingesetzten HDI auch die HDAC6 hemmen. [72]
Das Protein HDACS6 ist vor allem im Cytosol anzufinden und reguliert als Tubulin-
Deacetylase zusitzlich die Zellmotilitédt. [13] Moglicherweise ist diese Selektivitit von
MS-275 ein beeinflussender Faktor.

Ahnlich wie HDI die Tumorzelllinien PC3 und DAOY fiir den Angriff von aktivierter
PBMC sensibilisieren, verbessern sie auch die Wirksamkeit anderer Therapeutika gegen
Tumore. SAHA konnte in Kombination mit Standardchemotherapeutika wie Etoposid,
dem immunmodulierenden Thalidomidderivat IMID-1 und Dexamethason multiple
Myelomzellen empfindlicher machen, die vorher resistent gegen eines der
Therapieschemata waren. [38, 73, 74] Weiterhin konnten SAHA und NaB
synergistische Effekte mit dem Phosphatidylinositol-3-Kinase-Inhibitor LY-29 zeigen.
[75]

Vincristin wirkt als Zytostatikum alternierend auf die Tubulinsynthese und somit
antimitotisch durch Hemmung des Aufbaus des Spindelapparates. [76-78] Die

Hemmung der Mitose verursacht Zellzyklusarrest und hat keine Wirkung auf die
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Expression von Genen, deren Produkte den Angriff von NK-Zellen verbessern wiirden.

Dies erklart, weshalb Vincristin mit Immunzellen nur additiv wirkte.

5.4 Bedeutung der Ergebnisse

Unsere in vitro gewonnenen Ergebnisse konnten zum Verstdndnis der klinischen
Beobachtungen zur Anti-Tumor-Wirkung der HDI beitragen. Alle HDI zeigten, im
Gegensatz zu Vincristin, in Verbindung mit aktivierten PBMC bei den Tumorzelllinien
PC3 und DAOY in Bezug auf Apoptose einen iiber-additiven oder sogar einen
synergistischen Effekt. Dies deutet darauf hin, dass die tumortoxische Wirkung der HDI
teilweise durch das Immunsystem vermittelt sein konnte. Dies wirft die Frage auf, wie
HDI auf die Zellen des Immunsystems wirken. Dies wurde bisher nur ansatzweise
untersucht. Nach einer allogenen Knochenmarkstransplantation als
Behandlungsstrategie bei Leukdmien ist eine Grafi-Versus-Host-Disease (GVHD) nicht
erwiinscht, ein Graft-Versus-Leukemia-Effekt ist dagegen gewollt. Bei Miusen, bei
denen eine Leukdmie induziert wurde, konnte SAHA die GVHD-Reaktion durch
Unterdriickung proinflamatorischer Cytokine vermindern. Der Graft-Versus-Leukemia-
Effekt, der zumeist durch T-Zellen vermittelt wird, wurde von SAHA nicht beeinflusst.
[79] In einer anderen Studie wurden die Effekte von NaB auf Kolonkarzinomzellen
untersucht. Dabei konnte NaB die Suszeptibilitit fiir Komplementwirkungen erhéhen,
da NaB die Expression des Decay-accelerating Factors (DAF), welcher die
Komplementaktivierung reguliert, vermindert. [80] Weiterhin finden sich Hinweise auf
eine anti-inflamatorische Wirkung der HDI durch Suppression von INF-Gamma. Diese
Effekte konnten beim Patienten die zytotoxischen Effektormechanismen des
Immunsystems auf Tumorzellen vermindern und so die therapeutische Wirkung der

HDI begrenzen.
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6 Zusammenfassung

Histondeacetylase-Inhibitoren (HDI) wirken toxisch auf verschiedene Tumortypen. Sie
lockern durch Hemmung von Histondeacetylasen die Chromatinstruktur maligner
Zellen. Dadurch kénnen sie Apoptose, Zellzyklusarrest und Differenzierung auslosen.
Weiterhin ~ ermdglichen sie  die  Wiederaufnahme der Transkription von
Tumorsuppressorgenen sowie die verstirkte Expression proapoptotischer Proteine, und
sie fliihren zu einer Aktivititserhohung von Caspasen. Werden Tumorzellen mit HDI
inkubiert, erhoht sich deren Empfindlichkeit gegeniiber dem tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), so dass in Tumorzellen, die vorher nahezu
resistent gegen TRAIL waren, sehr effektiv Apoptose ausgelost wird. Natural killer
cells (NK-Zellen) sezernieren nach Stimulation mit Interleukin 2 (IL-2) TRAIL und
exprimieren das Molekiil auf ihrer Zelloberfliche. Deshalb sollte in dieser Arbeit
untersucht werden, ob eine Vorbehandlung mit HDI die Empfindlichkeit von
Tumorzellen fiir zytolytische Effekte von Immunzellen erhdht.

Dafiir wurden Prostatakarzinomzellen (PC3) und Medulloblastomzellen (DAOY) 24
Stunden mit verschiedenen HDI vorinkubiert und dann mit IL-2 stimulierten peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) konfrontiert. IL-2 stimulierte PBMC enthalten
aktivierte cytotoxische T-Lymphozyten (CTL) und aktivierte NK-Zellen. Beide
Zellpopulationen konnen prinzipiell in Tumorzellen Apoptose auslosen. Verwendete
HDI waren suberoyl anilide hydroxamic acid (SAHA), Natriumbutyrat (NaB) und das
Benzamid MS-275. Um deren Wirkungen mit einem etablierten Zytostatikum zu
vergleichen, wurde Vincristin als Kontrolle eingesetzt. Die quantitative Bestimmung der
Zahl iiberlebender Tumorzellen erfolgte 24 bzw. 48 Stunden nach der Konfrontation mit
den Zytokin-aktivierten Blutzellen in einem durchflusszytometrischen Verfahren.
Propidiumjodid wurde zur Identifizierung toter Tumorzellen verwendet. Die HDI
SAHA, NaB und MS-275 hatten allein eine dosisabhingige zytotoxische Wirkung auf
die getesteten Tumorzelllinien. In Kombination mit den aktivierten PBMC zeigten die
HDI iiberadditive und manchmal sogar synergistische zytolytische Effekte. Dagegen
wirkten Vincristin und aktivierte PBMC stets nur additiv.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass die in klinischen Studien
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beobachteten tumortherapeutischen Wirkungen von HDI neben
zytotoxischen Wirkung teilweise auf einer synergistischen

Effektormechanismen des Immunsystems beruhen kdnnten.

threr direkten

Wirkung mit
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