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Abkürzungsverzeichnis 

 

GMSAT Genom und Metabolismus stabilisierende Antitumor Therapie 
genome and metabolism stabilizing antitumor-therapy 
 

MDIS  minimalistisches Synergie Screening 
minimalistic drug interaction screening 
 

CSP vermutete synergistische Potenz 
conjectured synergistic potency 
 

BPR Bruchpunktregion 
breakpoint region 
 

DCA Dichloroacetat 
dichloroacetate 
 

CNV Kopienzahlvariationen 
copy number variations 
 

segCNV segmentale Kopienzahlvariationen 
segmental copy number variations 
 

SNP Einzelnukleotid-Polymorphismus 
single nucleotide polymorphism 
 

HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
high performance liquid chromatography  
 

ROS reaktive Sauerstoffspezies 
reactive oxygen species  
 

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
 

SRB Sulforhodamin B 
Sulforhodamine B 
 

  
  

  



   
 

5 
 

Zusammenfassung 

Einleitung: Die tumorale Mikroevolution führt regelhaft zu Rezidiven, Therapieresistenz und 
Progress einer Tumorerkrankung. Wichtige Voraussetzungen für die Mikroevolution ist die 
genomische Instabilität und ein Tumorstoffwechsel, der die Metabolite für eine hohe 
Zellteilungsrate bereitstellt. In dieser Arbeit wurde deshalb neben der Analyse der 
genomischen Instabilität ein Therapiekonzept entwickelt, das auf synergistisch 
interagierenden Pharmaka beruht, deren Hauptansatzpunkte die Stabilisierung des Genoms 
und die Modulierung des Tumorstoffwechsels darstellen. 

Methoden: Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP)-Daten von 111 Tumorproben und 917 
Tumorzelllinen wurden verwendet, um das Genom verschiedener Tumorentitäten nach 
segmentalen Kopienzahlvariationen (segCNV) und damit zusammenhängenden 
Bruchpunktregionen (BPR) zu untersuchen. Mittels 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)- und Sulforhodamin B (SRB)-Assays wurden Dosis-
Wirkungskurven von 14 Pharmaka in Brust- und Kolonzelllinien erstellt. Die Pharmaka wurden 
im Rahmen des dafür entwickelten minimalistischen Synergie Screenings (MDIS) auf 
Synergien überprüft. Gefundene Synergien wurden mit der Methode von Chou und Talalay 
verifiziert. Für die Kombination aus PX-478 und Dichloroacetat (DCA) wurde zur weiteren 
Analyse die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) mittels Hochleistungsflüssigkeits-
chromatographie (HPLC) ermittelt.  

Ergebnisse: Die Analysen von SNP-Array-Daten zeigten, dass genomische Reorganisation 
in Tumoren im Gegensatz zu gesunden Zellen häufig vorkommt.  Einige BPR sind in allen 
untersuchten Krebsarten zu finden, während andere ausschließlich in bestimmten 
Tumorentitäten auftreten. Im MDIS konnten von 91 möglichen Kombinationen 18 für HT-29 als 
potenziell synergistisch identifiziert werden. Die Kombination zwischen PX-478 und DCA 
zeigte eine 62,4% stärkere antitumorale Wirkung als die Summe der Einzeleffekte. Fünf der 
gefundenen Synergien wurden mit der Methode von Chou und Talalay überprüft und vier 
konnten bestätigt werden. Die Synergien aus DCA und PX-478, DCA und NHI-2 sowie Nutlin-
3 und PX-478 konnten sowohl in HT-29 als auch MDA-MB-231 bestätigt werden. HPLC-
Analysen zeigten für die Kombination aus DCA und PX-478 eine signifikant erhöhte ROS-
Bildung. 

Schlussfolgerung: BPR stellen ein wichtiges Korrelat der genomischen Instabilität in 
Tumoren dar. Am Beispiel der Genom und Metabolismus stabilisierenden Antitumor-Therapie 
(GMSAT) zeigte sich das MDIS als effektives Werkzeug in der Detektion vielversprechender 
Synergien. Die Kombination aus PX-478 und DCA zeigte sich synergistisch und effektiv in 
allen untersuchten Tumorentitäten. 
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Abstract 

Introduction: Tumoral microevolution frequently leads to recurrent disease, progression and 
therapy resistance in cancer. Important driving factors of the microevolution are the genomic 
instability and the tumor metabolism which converge on an accelerated proliferation rate 
combined with a high mutagenicity. The aim of this work is to better understand the 
mechanisms of genomic instability in tumors as well as alterations in metabolism and to 
develop a therapy concept which focusses on synergistic interactions of genome and 
metabolism targeting compounds. 

Methods: Single-nucleotide polymorphism (SNP) array data of 111 tumor samples and 917 
cancer cell lines were analysed to determine the occurrence of segmental copy number 
alterations (segCNV) and the respective breakpoint regions (BPR). Dose response curves of 
14 selected compounds were created with 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) and Sulforhodamine B (SRB) assays. All possible pairwise combinations were 
tested by a minimalistic drug interaction screening (MDIS), a method designed to cost 
efficiently screen for synergistic interactions. Detected synergisms were further verified by the 
method of Chou and Talalay. The combination of PX-478 and Dichloroacetate (DCA) was 
further analysed by high performance liquid chromatography (HPLC) determine reactive 
oxygen species (ROS) production. 

Results: Analysis of SNP array data suggested that breakpoint regions regularly occur in 
tumors in general, whereas some BPR are characteristic for specific tumor entities. Out of 91 
possible pairwise combinations, MDIS detected 18 HT-29 cells. Five synergies were further 
analysed by the method of Chou and Talalay of which four could be confirmed. PX-478 in 
combination with DCA exhibited a 62.4% stronger antitumoral effect than the sum of the single 
drug effects in MDIS. Three of the combinations DCA + PX-478, DCA + NHI-2 and Nutlin-3 + 
PX-478 could be confirmed in HT-29 and MDA-MB-231 cells.  HPLC analyses showed that the 
combination led to a significant increase in ROS production. 

Conclusion: Breakpoint regions are an important correlate of genomic instability in tumors. 
MDIS proved to be an effective screening tool in the detection of potential synergistic 
interactions at the example of genome and metabolism stabilizing antitumor therapy (GMSAT). 
The combination of PX-478 and DCA was found to exert synergistic effects in all investigated 
tumor entities. 
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1 Einleitung 

1.1 Die tumorale Mikroevolution 
In den meisten Tumorentitäten verbleiben nach primärer Therapie Tumorzellen im Körper 
erhalten, die im Verlauf zu Rezidiven oder Metastasierung führen können [73]. Die tumorale 
Mikroevolution ermöglicht es den Tumorzellen, Eigenschaften zu entwickeln, die zu 
Immunevasion, erneuter Proliferation, Metastasierung [24] und der Entwicklung 
therapieresistenter Subpopulationen [9] führen. Voraussetzung für die Mikroevolution ist die 
genetische Instabilität [3], die zu einer erhöhten Mutationsrate führt. Ein zweiter Faktor ist eine 
beschleunigte Zellteilungsrate, die durch eine Dysregulation im Zellzyklus begünstigt wird [17]. 
Zudem sind große Menge an energieliefernden Metaboliten für die Synthese von DNA und 
Zellbestandteilen notwendig, die durch einen dysregulierten Tumorstoffwechsel geliefert 
werden [78]. 

1.2 Genomische Reorganisation 
Während der Tumorigenese finden meist diverse genetische und epigenetische 
Veränderungen statt [20,24,30,38,54,78]. Molekulare Mechanismen wie Störungen an der 
Replikationsgabel (fork stalling) oder nichtallelische homologe Rekombination [41,59,83] 
können zu Veränderungen des Genoms wie Kopienzahlvariationen (CNV) und segmentale 
Kopienzahlvariationen (segCNV) führen, die im Verlauf der Tumorigenese zunehmen 
[5,65,70]. Unterschiede in segCNV können aus SNP-Array-Datenbanken erhoben werden und 
Hinweis auf Bruchpunktregionen (BPR) im Genom sein, die anfällig für genomische 
Reorganisation sind. 
Eine bekannte Theorie ist das zufällige Bruchpunkt-Modell (random breakage model), das 
davon ausgeht, dass chromosomale Veränderungen sich zufällig über das Genom verteilen 
[49]. Allerdings deuten andere Untersuchungen darauf hin, dass es spezielle Regionen gibt, 
sogenannte “fragile sites” [16,23,40], die besonders anfällig für Brüche im Genom sind 
[49,58,62,85]. Um diese Prozesse besser zu verstehen, wurden in der ersten Studie SNP-
Array-Daten von 111 Krebsgewebeproben, 20 Proben einer gesunden Kontrollkohorte und 
917 Krebszelllinien ausgewertet [71]. 

1.3 Genom und Metabolismus stabilisierende Anti-Tumor Therapie (GMSAT) 
Um die tumorale Mikroevolution einzudämmen, wurde ein Konzept entwickelt, das als zentrale 
Ansatzpunkte das Genom, den Tumorstoffwechsel und Zellüberleben/Wachstum definiert [62]. 
Eine andere komplexe Erkrankung, die ebenfalls eine Mikroevolution durchläuft, ist die 
Infektion mit dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV). Bedingt durch die hohe Mutationsrate 
der viralen reversen Transkriptase [60] kommt es noch heute zur Entwicklung von 
Therapieresistenzen, insbesondere bei den nukleotidischen Reverse-Transkriptase-
Inhibitoren (NRTI) [44]. Glücklicherweise kann eine HIV-Infektion heutzutage mit einer 
Kombinationstherapie (combined antiretroviral therapy, “cART”) [46] effektiv in Remission 
gehalten werden. Für die Therapie einer so komplexen Erkrankung wie Krebs ist vermutlich 
eine komplexere Kombinationstherapie von Nöten, die den Tumor auf mehreren Ebenen 
angreift. Ein Beispiel für einen solchen Ansatz ist das CUSP9-Konzept. Hier wurden mehrere 
Pharmaka, die bereits für andere Erkrankungen zugelassen sind, als Therapieansatz für das 
rezidivierende Glioblastom vorgeschlagen [22,29,66]. Die Kombination mehrerer Präparate 
hat das Potenzial, einen breiteren Effekt auf die verschiedenen Subpopulationen eines Tumors 
zu haben und damit die Progressionsfreiheit zu erhöhen [2]. Mit dem Ziel einer antitumoralen 
Kombinationstherapie wurde der Fokus auf möglichst oral verfügbare “small molecules” gelegt 
[17,33,87], deren Ansatzpunkte zum GMSAT-Konzept passen [62]. 
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1.4 Die Suche nach synergistischen Interaktionen ausgewählter Pharmaka 
Bei einer Vielzahl von potenziellen Substanzen ist ein industrielles, High-Throughput-Konzept 
sinnvoll, um die effektivsten Kombinationen zu ermitteln. Industrielle Finanzierung spielt in der 
Forschung eine immer größere Rolle [69]. Dabei liegt der Fokus vermehrt auf neu entwickelten 
und patentierbaren Medikamenten [47], während bereits patentierte Medikamente oder 
Generika, für die bereits klinische Zulassungen und Langzeit-Daten bestehen, vernachlässigt 
werden. Besonders interessant sind Medikamente, die in Kombination eine synergistische 
antitumorale Wirkung haben. Für die Suche nach Synergien wurden bereits Methoden 
publiziert [64,82], von denen viele auf High-Throughput-Untersuchungen basieren [6,44].  
Diese sind jedoch oft mangels Infrastruktur und Finanzierung schwer umsetzbar. Deshalb 
wurde durch Jonas Parczyk, Andreas Klein und mich im Rahmen dieser Arbeit ein 
minimalistisches Synergie Screening (MDIS) entwickelt, dessen Ziel es ist, Synergien 
verlässlich und kosteneffizient in einer verhältnismäßig großen Anzahl an Medikamenten 
vorherzusagen [62].  
In der Literatur existieren mehr als 10 verschiedene Definitionen von synergistischer 
Interaktion [20]. Bereits Mitte des 20. Jahrhundert wurde mit der Loewe-Synergie [38] eine 
Methode zur Quantifizierung von Synergien beschrieben, die auf einem sogenannten 
combination index (CI) basiert. Im Verlauf wurde die “median effect method” von Chou und 
Talalay entwickelt, die auf dem Massenwirkungsgesetz [10,37] beruht. Die Quantifizierung 
synergistischer Interaktionen mehrerer Konzentrationen über die gesamte Dosis-Wirkungs-
Kurve mit der Compu-Syn-Software [42] ist heutzutage eine weit verbreitete und etablierte 
Methode [86]. Da diese strenge Definition den Rahmen eines MDIS sprengt, müssen die 
vielversprechendsten Vorhersagen des MDIS im Anschluss als Synergie bestätigt werden. 

1.5 Medikamente 
Medikamente wurden nach dem GMSAT-Konzept den Ansatzpunkten Genom, 
Tumorstoffwechsel und Zellüberleben/Wachstum zugeordnet. 
Im Bereich Genom ist das small molecule PRIMA-1met interessant, welches die Wildtyp-
Konformation und -Funktionen von mutiertem p53 (‘Wächter des Genoms‘ [34,74]) wieder 
herstellen kann [7,57]. Nutlin-3 dagegen verhindert die p53-MDM2-Interaktion und hemmt 
damit den p53-Abbau [79]. SJ172550, ein weiteres small molecule, setzt ganz ähnlich an der  
p53-MDM4-Interaktion an und führt so zu einer erhöhten p53 Konzentration [35].  
Für den Ansatzpunkt Metabolismus wurde unter anderem DCA ausgewählt, ein bereits lange 
bekanntes Medikament, welches bereits bei hereditärer Laktatazidose eingesetzt wurde [68]. 
Über die Hemmung der Pyruvatdehydrogenase-Kinase und somit Aktivierung der 
Pyruvatdehydrogenase (PDH), sorgt es für eine vermehrte Einschleusung von Pyruvat in den 
Zitratzyklus und kehrt den Warburg-Effekt damit partiell um [8]. Andere wichtige Medikamente 
sind der HIF-1a-Inhibitor PX-478, Metformin, welches den Komplex 1 der Atmungskette hemmt 
[82], der Laktat Dehydrogenase A (LDH-A)-Inhibitor NHI-2 sowie der Hexokinase 2 (HK2)-
Inhibitor 3-Bromopyruvat (3-BP) [30]. Ein wichtiger tumoraler Stoffwechselweg ist zudem der 
Abbau von Glutamin [13]. Dieser wird durch den Glutaminase-Inhibitor CB-839 adressiert [21].  
In der Kategorie Zellüberleben/Wachstum wurde neben dem Survivin-Inhibitor YM155 [50] und 
dem (PI3K)-Inhibitor Pictilisib/GDC-0941 [77] auch InoC2PAF [19,56] und das Ingwerderivat 
6-Shogaol ausgewählt, welches den AKT/mTOR Pathway hemmt. [26]. 
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2 Material und Methodik  

2.1 Zellkultur 
Bei HT-29 handelt es sich um eine primäre Kolonkarzinom Zelllinie mit p53 Mutation (R273H), 
die 1964 von Fogh und Trempe insoliert wurde. Zudem ist eine Dysregulation von c-MYC [4] 
beschrieben. HT-29 wurde freundlicherweise von Karsten Parczyk (Bayer AG) zur Verfügung 
gestellt und ursprünglich über ATCC (Katalog-Nummer: HTB-38) bezogen. 
In allen Versuchen wurde sie mit Penicillin/Streptomycin (100 U ml−1)-haltigem DMEM mit L-
Glutamine (584 mg l−1) und 10% hitzebehandeltem, fetalem Kälberserum kultiviert. 
Die Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 weist ebenfalls eine p53-Mutation (R280K) auf und wurde 
ursprünglich aus einem Pleuraerguss isoliert. Sie exprimiert weder Hormonrezeptoren für 
Östrogen und Progesteron, noch besteht eine Amplifikation von HER-2 (triple-negativ). Die 
Zelllinie wurde unserer Arbeitsgruppe freundlicherweise von Göran Landberg (Sahlgrenska 
Cancer Center, University of Gothenburg, Gothenburg, Sweden) zur Verfügung gestellt. 
In allen Versuchen wurde sie mit Penicillin/Streptomycin (100 U ml−1)-haltigem DMEM/F12 mit 
L-Glutamine (365,1 mg l−1) und 10% hitzebehandeltem, fetalem Kälberserum verwendet. 
Die Kultivierung erfolgte bei beiden Zelllinien in einem 37°C warmen Inkubator mit 5% CO2. 
Für das Waschen und Umsetzen der Zellen wurde PBS und 0,05% haltiges Trypsin verwendet. 

2.2 Medikamente 

Medikament Bezugsquelle 

CB-839 Selleck Chemicals, Houston, TX, USA 

Cisplatin Cayman Chemical Ann Arbor, MI, USA 
DCA, Metformin Sigma-Aldrich, Munich, Germany 

NHI-2 Bio-Techne GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt, 
Germany 

Prima-1met, Nutlin-3, SJ 172550, YM155 Selleck Chemicals, Houston, TX, USA 
Pictilisib Absource Diagnostics GmbH, Munich, 

Germany 
PX-478, 6-Shogaol Hölzel Diagnostika Handels GmbH, Cologne, 

Germany 

3-Bromopyruvat Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, 
USA 

Ino-C2-PAF (1-O-octadecyl-2-O-(2-(myo-
inositolyl)-ethyl)-sn-glycero-3-(r/s)-
phosphatidylcholine) [18] 

AG Zelladhäsions-vermittelte 
Signaltransduktion,Institut für Biochemie, 
Universitätsmedizin Berlin 

 
In destilliertem Wasser wurden 3-Bromopyruvat, Cisplatin, DCA, Metformin, PRIMA-1-met, 
PX-478, YM155 und Ino-C2-PAF gelöst. Dimethylsulfoxid (DMSO) wurde zur Lösung von 6-
Shogaol, CB-839, NHI-2, Nutlin-3, Pictilisib und SJ-17255 verwendet. Pro Well wurde Die 
DMSO Konzentration 0,6% (0.6 µl pro Well) nicht überschritten. 

2.3 Messung des Zellüberlebens und der Proliferation 
Um das Zellüberleben zu messen, wurden je 1,5 104 HT-29/ MDA-MB-231 Zellen pro Well in 
eine 96-well Platte mit flachem Boden gegeben und 24 Stunden zu einer Konfluenz von 50% 
inkubiert. Danach wurden die Zellen mit den jeweiligen Einzelpräparaten oder deren 
Kombination mediziert und für weitere 48 Stunden inkubiert. Die Negativ-Kontrolle wurde mit 
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0,6 % DMSO behandelt, wobei es in Bezug auf das Zellüberleben keine Unterschiede zu nicht 
DMSO-behandelten Zellen gab. Danach wurden die Zellen entweder mit einem 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid- (MTT) von Bio-Techne GmbH oder 
einem Sulforhodamin B (SRB)-Assay analysiert. Der MTT-Assay wurde wie vom Hersteller 
angegeben verwendet. Beim SRB-Assay wurden die Zellen mit 10 % Trichloessigsäure (w/v) 
behandelt und mit 0,06 % SRB in 1% Essigsäure über 30 Minuten gefärbt. Daraufhin fanden 
mehrere Waschzyklen mit 1% Essigsäure (v/v) statt, gefolgt von einer Auflösung in 10 mM Tris 
(pH 10,5). Die Proteinmasse wurde mit einem Mikroplattenleser (microplate reader) bei einer 
Wellenlänge von 492 nm ausgelesen. In allen Untersuchungen wurden mindestens zwei 
Replikate und drei separate Experimente durchgeführt. Die Dosis-Wirkungskurven wurden mit 
der Software GraphPad Prism statistical analysis software 7.05 berechnet. Für die mittlere 
effektive Konzentration (EC50) der 14 Pharmaka wurde die Funktion “nonlinear regression” 
verwendet. 

2.4 Minimalistic drug interaction screening (MDIS) 
HT-29 Zellen wurden mit den 14 Substanzen in den 91 möglichen Zweier-Kombinationen mit 
Dosierungen im Bereich der EC25 behandelt. Es wurden mindestens zwei technische Replikate 
in drei unabhängigen Experimenten durchgeführt, sodass pro Zellline ungefähr 909 
Datenpunkte (303 pro Replikat) zu Stande kamen. Zur Vorhersage synergistischer Interaktion 
wurde die vermutete synergistischen Potenz (CSP) berechnet. Dabei wurden die Einzeleffekte 
addiert und vom Kombinationseffekt abgezogen. CSP-Werte über 10% wurden als mögliche 
(„possible“), über 15% als wahrscheinliche („likely“) und über 25% als sehr wahrscheinliche 
(„very likely“) Synergien eingestuft. Für diese Berechnungen wurde Microsoft Excel verwendet. 
Die statistische Auswertung erfolgte in GraphPad Prism.  

2.5 Bestätigung der Synergien 
Die über das MDIS vorhergesagten Synergien wurden wie von Chou und Talalay empfohlen 
in drei bis sieben verschiedenen Konzentrationen über die Dosis-Wirkungs-Kurve überprüft 
[12]. HT-29 Zellen wurden mit den Einzelmedikamenten sowie der jeweiligen Kombination in 
einem konstanten EC50:EC50 Verhältnis mediziert. Signifikante Unterschiede zwischen dem 
Zellüberleben von Einzeldosis und Kombination wurde durch einen ungepaarten T-Test 
ermittelt. Nur Konzentrationen mit einem p-Wert ≤ 0,05 im Bezug der Kombination auf beide 
Substanzen wurden in den Darstellungen mit einem Sternchen (*) versehen. 
Die Kombination-Indices (CI)  wurden mit der CompuSyn-Software berechnet [42]. Der CI ist 
ein quantitativer Wert für synergistische Interaktion in einer bestimmten Konzentration. Ein 
Wert unter 0,3 wurde als “strong”, zwischen 0, 3 – 0,7 “robust” (ursprünglich von Chou and 
Talalay als “synergism” bezeichnet) und zwischen 0,7 und 0,85 als “moderate” synergistisch 
definiert. Werte zwischen 0,9 und 1,1 weisen einen additiven  Effekt nach und ein CI-Wert 
größer 1,1 steht für einen Antagonismus [11]. Der CI-Wert wurde wie folgt berechnet:  
 

 

(D)1 und (D)2 im Zähler stehen für die Konzentrationen von Substanz 1 und 2, die in der 
Kombination verwendet wurde und den Effekt (x %) auf das Zellüberleben haben. Im Nenner, 
(Dx)1 and (Dx)2, stehen die Dosen der Einzelmedikamente, die nötig sind, um den gleichen 
Effekt (x %) wie die Kombination zu erzielen. Diese Dosen (Dx)1 und (Dx)2 wurden mit 
CompySyn aus den Datenpunkten der Einzelsubstanzen berechnet. Um Berechnungsfehler 
möglichst gering zu halten, wurden vorwiegend direkte experimentelle Datenpunkte 
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verwendet, wie von Zhao und Kollegen empfohlen [86]. Um die “median effect plots” zu 
berechnen wurde die folgende Gleichung verwendet: 

  

Dm ist die “median effect dose”, m steht für die Steigung des „median-effect plots“ und fa steht 
für die betroffene Fraktion des Effektes auf das Zellüberleben. 

2.6 Membranlipidoxidationsrate 
HT-29-Zellen wurden in eine 10cm große Petrischale ausgesetzt und nach 24 Stunden 
Inkubation, sowie Erreichen einer Konfluenz von ungefähr 80%, mit der EC50 von DCA, PX-
478 sowie der Kombination mediziert. Nach einer Inkubationsperiode von weiteren 48 Stunden 
wurden die Zellen mit Trypsin abgelöst, pelletiert und in 500 µl hosphatgepufferter Salzlösung 
(PBS) resuspendiert. Die Lipidextraktion erfolgte nach Homogenisierung in einem 
Volumenverhältnis Methanol:Chloroform:Wasser von 2:1:1 nach einer modifizierten Bligh/Dyer 
Methode. Die resultierende Lipidsuspension wurde mit Argon gespült, um eine artifizielle 
Oxidation zu vermeiden. Danach erfolgte die alkalische Hydrolyse mit KOH und die 
resultierenden freien Fettsäuren wurden mit Revervse-Phase-HPLC (RP-HPLC) detektiert. 
Arachidonsäure und die oxidierten Derivate 10-/15- Hydroxyeicosatetraensäure (HETE) 
wurden durch ihre spezifischen Retentionszeiten und UV-Spektren identifiziert und mittel 
Integration quantifiziert [31]. 

2.7 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels ungepaartem T-Test in GraphPad Prism 7.05. P-
Werte unter 0,05 wurden als signifikant angesehen. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle 
wurden mit einem Sternchen (*) versehen und Werte, die signifikant unterschiedlich sowohl 
zur Kontrolle als auch zu den jeweiligen Einzelsubstanzen waren, erhielten zwei Sternchen 
(**). Alle Experimente wurden mindestens in zwei technischen Kontrollen und drei voneinander 
unabhängigen Experimenten durchgeführt.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Publikation 1: Genome reorganization in different cancer types: detection of 
cancer specific breakpoint regions 
In dieser Studie wurden bereits publizierte SNP-Array-Daten von 111 Tumorproben (16x 
Malignes Melanom, 48x Mamma-, 25x Pankreaskarzinom, 22x von Pankreaskarzinom 
abgeleitete Zelllinien) analysiert. Als Kontrolle wurden Proben aus dem peripheren Blut 
gesunder Probanden verwendet.  
Aus den bestehenden SNP-Daten wurden zunächst segCNV berechnet. Ein Bruchpunkt 
wurde definiert als zwei DNA-Segmente, die sich in ihren durchschnittlichen CNV um mehr als 
die log2-ratio von 0,5 unterscheiden und von denen ein Segment mindestens aus zehn und 
das andere mindestens aus vier SNP besteht. Zur einfacheren Auswertung wurde das Genom 
in 30951 Regionen à 100 kb unterteilt, von denen 19687 (63,61 %) mindestens einen 
Bruchpunkt aufwiesen. Es konnten 15 Top-BPR identifiziert werden. In diesen Regionen 
hatten mindestens 20% (23) der Tumorzellen einen Bruchpunkt. Weiterhin wiesen elf (73%) 
von diesen eine Assoziation zu bereits bekannten Sollbruchstellen (fragile sites) auf. Drei der 
Top-15-BPR (Chr. 9,13,14) traten über alle untersuchten Tumorentitäten verteilt auf, wobei der 
Bruchpunkt auf Chromosom 9 in 43 % aller Tumore auftrat. Weiterhin wurden sieben BPR 
(Chromosom 1,4,5,7,8,13) exklusiv in PDAC-Zellen und eine (Chromosom 2) exklusiv in 
Brustkrebsproben gefunden.  
Diese Studie legt nahe, dass BPR auf einigen Abschnitte des menschlichen Genoms eine 
spezifische Rolle in den jeweiligen Tumorentitäten spielen. Genomische Reorganisation in 
anderen Abschnitten dagegen findet unspezifisch über alle Tumorentitäten verteilt und teils 
auch in gesunden Zellen statt.  

3.2 Publikation 2: Synergisms of genome and metabolism stabilizing antitumor 
therapy (GMSAT) in human breast and colon cancer cell lines: a novel approach to 
screen for synergism 
Mit dem Ziel die tumorale Mikroevolution zu verlangsamen wurden 14 Medikamente 
ausgewählt, die auf die Systeme Tumorstoffwechsel, genetische Instabilität und 
Wachstum/Überleben abzielen. 
Daraufhin wurden Dosis-Wirkungskurven für Kolon- (HT-29) und Mammakarzinom (MCF-7, 
MDA-MB-231) Zelllinien angefertigt und die EC50 bestimmt.  Weiterhin wurden die 
Medikamente in einem dafür entwickelten MDIS in allen 91 möglichen Zweier-Kombinationen 
in HT-29 und MCF-7 kombiniert und dem MTT-Assay ausgewertet. 
Insgesamt wurden 19 (HT-29) und 27 (MCF-7) synergistische Interaktionen gefunden, bei 
denen die Kombinationstherapie mindestens einen 10% stärkeren Effekt hatte als die Summe 
der Einzeleffekte. Diese Ergebnisse wurden weiter nach ihrem CSP-Wert in die Kategorien 
mögliche (CSP > 10%), wahrscheinliche (CSP > 15%) und sehr wahrscheinliche (CSP > 25%) 
Synergien eingeteilt. 
Die stärkste synergistische Interaktion wurde für der Kombination DCA und PX-478 in HT-29 
Zellen mit 62,4% erreicht. Mit der Methode von Chou und Talalay wurden acht im MDIS 
vorhergesagte synergistische Interaktionen verifiziert von denen sechs bestätigt werden 
konnten. Nutlin-3 kombiniert mit PX-478 wurde in HT-29 (CI = 0,63) und MDA-MB-231 (CI = 
0,62) bestätigt. Das Gleiche gilt für die Kombination von DCA und NHI-2 mit CI Werten von 
0,5 (HT-29) und 0,62 (MDA-MB-231).  Die Kombination von PX-478 und DCA wurde in einer 
separaten Studie weiterführend untersucht. 
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3.3 Publikation 3: Dichloroacetat and PX-478 exhibit strong synergistic effects in a 
various number of cancer cell lines 
In dieser Studie konnten die Medikamentenkombination aus DCA und PX-478 mit der Methode 
von Chou und Talalay in Zelllinien der Entitäten Bronchial- (A549, H441), Mamma- (MCF-7, 
MDA-MB-231) Zervix- (HeLa), Kolonkarzinom (HT-29) sowie Hepatozellulärem Karzinom 
(HepG2) und Glioblastom (U251) als Synergie bewiesen werden.  
Für HT-29 und MDA-MB-231 ergaben sich CI-Werte von 0,54 und 0,8. Die verwendeten Dosen 
zeigten nur minimale Effekte auf die nicht tumoröse Zelllinie HEK-293. 
PX-78-behandelte HT-29 Zellen wiesen eine um 58% signifikant erhöhte 
Membranlipidoxidationsrate im Vergleich zur Kontrolle auf (p = 0,04). Bei der Kombination aus 
DCA und PX-478 lag die Steigerung sogar bei 109% (p = 0,02). Diese Oxidation beruht auf 
einer erhöhten ROS-Produktion wie in FACS-Analysen mit H2DCFDA bestätigt werden 
konnte. Western Blot Ergebnisse sowie FACS Analysen zeigen eine vermehrte Induktion von 
Zellzyklusarrest und Apoptose. 
  



   
 

14 
 

4 Diskussion 

4.1 Genomische Veränderungen in der Tumorigenese 
Genomische Veränderungen nehmen im Verlauf der Tumorigenese zu [74]. Passend zu 
unseren Ergebnissen konnten in einer Analyse von 2737 Proben verschiedener Tumore für 
jede Entität tumorspezifische Bruchpunkte gefunden werden [41]. Interessanterweise fanden 
Beroukhim und Kollegen in 3131 Tumorproben 158 BPR, von denen 36 mit bekannten 
Krebszielgenen wie FHIT and CDKN2 erklärt werden konnten [5]. In unserer Studie waren acht 
Gene in Breakpoints lokalisiert, die in Verbindung zu Krebs stehen [71]. C8orf33 und NBEA 
scheinen tumorsupprimierende Funktionen zu haben [52,63], während die anderen sechs mit 
Tumorprogress assoziiert sind: IBSP, MEPE, RELN, THSD7A sind mit Migration, Invasion, 
Infiltration und Angiogenese assoziiert [15,46,69,81] und CACNA1B sowie KIAA0513 mit 
Zellproliferation und Apoptose. Überexpression von CACNA1B ist zudem mit einer 
ungünstigeren Prognose bei  nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom (NSCLC) [88] assoziiert 
und eine veränderte KIAA0513-Expression aufgrund von Methylierung stand in Korrelation zu 
letalen Verläufen beim Neuroblastom [52]. 

4.2 MDIS – ein effizientes Werkzeug auf der Suche nach synergistischen Interaktionen 
Für die Durchführung des MDIS werden ausschließlich 96-Well-Platten, ein ELISA-Reader, 
Medikamente und ein Zellkulturlabor benötigt.  
Es konnten 19 Synergien (20,9%) in HT-29 und 27 (29,7%) in MCF-7 Zellen vorhergesagt 
werden. Vier wahrscheinliche und sehr wahrscheinliche Synergien wurden mit der Methode 
von Chou und Talalay überprüft und konnten alle vier bestätigt werden. In der Gruppe der 
möglichen Synergien wiesen nur zwei von vier Kombinationen signifikante Synergien auf. 
Somit ist bei MCF-7 von elf (12,1%) und bei HT-29 von acht (8,8%) verlässlichen Vorhersagen 
auszugehen. Interessanterweise wurde die Kombination aus DCA und NHI-2 in HT-29 nicht 
im MDIS als Synergie vorhergesagt, konnte aber mit der Methode von Chou und Talalay als 
Synergie identifiziert werden. Das MDIS scheint sich daher nicht gut dafür zu eignen, 
synergistische Interaktionen auszuschließen [62]. 
Borisy und Kollegen führten ein Roboter-assistiertes Screening auf synergistische Interaktion 
bei 30 antimykotischen Medikamenten mit 435 möglichen Zweierkombinationen in sechs 
verschiedenen Konzentrationen und insgesamt 31320 Datenpunkten durch [81]. Für 14 
Medikamente wären das 6552 Datenpunkte im Vergleich zu 303 Datenpunkte im MDIS, was 
einer Reduktion des experimentellen Umfangs von 95,38% entspricht. Damit eignet sich das 
Werkzeug gut, um effizient einen Überblick über die synergistischen Interaktionen von 
Pharmaka eines Forschungsfeldes zu bekommen.  
 
4.3 DCA und PX-478 – eine vielversprechende Kombinationstherapie 
Die Kombination aus DCA und PX-478 wies von den 182 ermittelten CSP-Werten mit 62,4% 
in HT-29 die mit Abstand stärkste synergistische Interaktion auf. Zudem wurden für die beiden 
Pharmaka die meisten und stärksten synergistischen Interaktionen im MDIS nachgewiesen. 
Diese Synergie konnte neben HT-29 und MDA-MB-231 in allen sechs weiteren Tumorzelllinien 
bestätigt werden [62]. 
In präklinischen Studien hat sich DCA in Kombination mit diversen Zytostatika wie Paclitaxel, 
Doxorubicin und Cisplatin als Chemosensibilisator bewährt [71] und sich in Kombination mit 
dem Metformin-Analogon Phenformin effektiv in der Bekämpfung von Krebs-Stammzellen 
(Jiang et al., 2016) gezeigt. Passend zu diesen Ergebnissen konnte im MDIS sowohl für HT-
29 als auch MCF-7 Zellen eine synergistische Interaktion zwischen DCA und Metformin als 
wahrscheinlich vorhergesagt werden [62].  
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Limitiert wird die klinische Anwendung von DCA bisher insbesondere durch die 
dosisabhängige Neurotoxizität mit Entwicklung einer peripheren Polyneuropathie. Als Ursache 
hierfür wird oxidativer Stress postuliert, den die normalerweise Glykolyse betreibenden 
Schwann-Zellen offenbar nicht kompensieren können [69]. Für DCA zeigen die Ergebnisse 
dieser Arbeit allerdings lediglich einen nicht signifikanten Anstieg der 
Membranlipidoxidationrate 21% (p = 0,21) in HPLC-Analysen und keinen signifikanten Anstieg 
der ROS-Produktion in FACS-Daten [55]. 
Im Fall von PX-478 konnte bereits vor über 10 Jahren am Beispiel mehrerer  Lungenkarzinom 
Maus-Modelle gezeigt werden, dass es Progress, Tumorgröße und Metastasierung signifikant 
verringert [27]. Passend zu den Ergebnissen dieser Arbeit konnte in präklinischen 
Untersuchungen zum duktalen Pankreaskarzinom beschrieben werden, wie die Kombination 
von PX-478 und Arsentrioxid zu einer Proliferationshemmung und Apoptose Induktion durch 
ROS-Erhöhung führt [34]. Letzteres wurde durch unsere Analysen bestätigt, da das 
Medikament zu einer signifikanten Steigerung der Membranlipidoxidationrate in HT-29 (58%, 
p = 0,04) und ROS-Produktion von 2–12% (p = 0,008) in Hela-Zellen führte [55]. 
Interessanterweise zeigte sich in der bisher einzigen Phase-1-Studie mit PX-478 im 
Gegensatz zu DCA kein Hinweis auf Neurotoxizität [75]. Somit stellt sich die Frage, ob die 
DCA induzierte Neurotoxizität tatsächlich allein auf eine ROS-Erhöhung zurückzuführen ist. 
Obwohl die orale Gabe von PX-478 in einer klinischen Phase-1 Studie als sicher und gut 
verträglich beschrieben wurde und in soliden Tumoren mit einer verlängerten 
Krankheitsstabilisierung (stable disease) assoziiert war [75], wurden bisher keine weiteren 
klinischen Studien durchgeführt. Aktuell wird PX-478 in präklinischen Studien als Medikament 
der Frühgeborenen-Retinopathie [54] und der Autoimmunmyokarditis [25] untersucht.  
Die Kombinationstherapie von DCA und PX-478 kann dazu beitragen, die Einzeldosen um 
durchschnittlich 57% zu reduzieren [55]. Allerdings könnte die dadurch erreichte 
Toxizitätsverminderung durch die signifikant gesteigerte ROS-Produktion (109%, p=0,02) 
wieder relativiert werden.   
Neue Forschung im Bereich von Drug-Delivery-Systemen [1] und die Gabe von Antioxidantien 
[69] gibt Hoffnung, diese Hürden in Zukunft zu überwinden. 
Aufgrund der hier dargestellten Effektivität der Kombination von PX-478 und DCA in einer 
Vielzahl von Tumorentitäten empfehlen sich als nächste Schritte das Tiermodell und 
darauffolgend klinische Studien. 

4.4 Zusammenfassung 

Insgesamt konnte mit der hier präsentierten Arbeit das Potenzial neuer Therapieansätze im 
Bereich Genom und Tumorstoffwechsel gezeigt werden. Mit dem MDIS konnte ein effizientes 
Werkzeug entwickelt werden, dass es kleinen Arbeitsgruppen ermöglichen kann, neue 
Forschungsfelder zu explorieren. 
Neben einer Vielzahl möglicher und bestätigter Synergien, die in dieser Arbeit aufgezeigt 
werden, konnte die Synergie aus PX-478 und DCA ihr Potenzial als Antitumor-Therapie unter 
Beweis stellen. Interessant wäre auch die genauere Untersuchung weiterer hier vorgestellter 
Synergien wie zum Beispiel der Kombination aus Nutlin-3 und PX-478 oder DCA und NHI-2. 
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Version meiner Arbeit nicht veröffentlicht.  
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