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1. Einleitung

1.1 Neuroektodermale Tumoren im Kindes- und Jugendalter

Dem embryonalen Neuralrohr entspringen alle Zellen des ZNS, vor allem Neuronen,
Astrozyten und Oligodendrozyten. Die Neuralleiste bildet sich aus der dorsalen Lippe des
Neuralrohrs. Die Zellen dieser Leiste wandern wahrend der embryonalen Entwicklung
aus und bilden das periphere Nervensystem. Im zentralen und im peripheren
Nervensystem entwickeln sich erst Neurone (Neurogenese) und in der Folge Glia
(Gliogenese) [1]. Als neuroektodermale Tumoren werden alle Tumoren benannt, die
histogenetisch von den Zellen des Neuroektoderms abstammen [2]. Mehr als jeder vierte
padiatrisch onkologische Patient leidet an einem neuroektodermalen Tumor. Die grofiten
Gruppen sind Tumoren des ZNS (ca. 20% aller Patienten) und Neuroblastome (ca. 8%
aller Patienten). Dies entspricht jahrlich ca. 350 padiatrischen Hirntumorpatienten [3] und
ca. 150 Neuroblastompatienten in Deutschland [4]. Zu den Tumoren des PNS gehbren
zudem periphere primitiv neuroektodermale Tumoren (peripherer PNET), maligne
periphere Nervenscheidentumoren (MPNST) und Neurofiborome. Im Folgenden werden
die in dieser Arbeit untersuchten Tumoren des zentralen und peripheren Nervensystems

vorgestellt.

Tumoren des zentralen Nervensystems

Hochgradige diffus infiltrierende Astrozytome (ICD-O 9401/3 und 9440/3)

Es handelt sich um Neoplasien astrozytaren Ursprungs, die in Abhangigkeit von der

nukledren Atypie, der mitotischen Aktivitat, endothelialen Proliferaten und Nekrosen von
WHO Grad Il bis IV eingestuft werden. Sie kommen im gesamten zentralen
Nervensystem vor und infiltrieren diffus das umgebende Gewebe. Dabei stellt das
Glioblastoma multiforme den bdsartigsten Phanotyp dar [2]. Die Biologie der Tumoren im
Kindes- und Jugendalter unterscheidet sich deutlich von dem der erwachsenen
Patienten. Padiatrische Patienten mit supratentoriellen komplett entfernten Tumoren, die
mit adjuvanter Chemo- und Strahlentherapie in gleicher Intensitdt behandelt werden,
haben im Gegensatz zu erwachsenen Patienten eine signifikant hdhere
Gesamtuberlebensrate von bis zu 60% nach 5 Jahren [5-7]. Die Mehrzahl der Patienten
entwickelt jedoch einen Tumor, der nicht komplett entfernt werden kann. Da das
Ansprechen auf die adjuvante Therapie deutlich eingeschrankt ist, haben diese Patienten

unverandert eine aulerst unglinstige Prognose [5-7].



Supratentorieller primitiv neuroektodermaler Tumor ICD-O 9473/3

Es handelt sich um einen embryonalen Tumor des Gehirns, der aus undifferenziert oder
nur wenig differenzierten neuroepithelialen Zellen besteht. Diese kdnnen in
verschiedene Richtungen ausreifen: Neuronal, astrozytar, ependymal, muskular oder
melanozytisch. Tumoren mit einer spezifischen neuronalen Differenzierung werden
zerebrale Neuroblastome genannt. Die Tumoren werden beim Auftreten in der hinteren
Schéadelgrube als Medulloblastome und in der Pinealisregion als Pinealoblastome
bezeichnet [2]. Allen gemeinsam ist die Neigung zur Dissemination Uber den Liquorweg
[8]. Somit erhalten alle Patienten neben der postoperativen Chemotherapie und fokalen
Bestrahlung eine kraniospinale Bestrahlungstherapie [9]. Die supratentoriellen PNET sind
im Vergleich zum Medulloblastom deutlich aggressiver mit einer héheren Rate an
primarer Resistenz gegenlber der adjuvanten Therapie und bedeuten fir die Patienten

eine unglnstige Prognose [8,10,11].

Tumoren des peripheren Nervensystems

Neuroblastom ICD-O 9500/3

Es handelt sich um den haufigsten soliden extrakraniellen Tumor im Kindes- und

Jugendalter. Diese Tumoren gehen von den Zellen aus, die das Nebennierenmark und
das sympathische Nervensystem entstehen Ilassen. Zusammen mit den
Medulloblastomen und den supratentoriellen primitiv neuroektodermalen Tumoren bilden
sie die Gruppe der embryonalen Tumoren innerhalb der WHO-Klassifikation der Tumoren
des Nervensystems. Der Schwannzell-Anteil bestimmt gemafl dem internationalen
Neuroblastom Pathologie Komitee die pathologische Einteilung, wobei Neuroblastome
Schwannzell-Stroma arme Tumoren darstellen. Abhangig vom Anteil differenzierter
Neuroblasten (Uber oder unter 5%) liegt ein schwach oder stark differenziertes
Neuroblastom vor [2]. Die Hauptlokalisation liegt in der Nebenniere (40%) gefolgt von
den abdominellen, thorakalen und zervikalen sympathischen Ganglien. Die Biologie zeigt
eine groRe Variabilitdt. Neben spontanen Remissionen trotz disseminierter Erkrankung
im S&uglingsalter haben lokalisierte Tumorformen ebenfalls eine gute Prognose. Im
Gegensatz dazu sind die disseminierten Formen bei Patienten, die alter als ein Jahr sind,
mit einer deutlich unginstigen Prognose behaftet. Unabhangige Determinanten einer
aggressiven Biologie sind der Nachweis einer MY CN-Amplifikation und eine Deletion der

chromosomalen Region 1p36 [4].



Neurofibrom ICD-O 9540/0

Es handelt sich um gut abgegrenzte intraneurale oder diffus infiltrierende Tumoren, die

aus einer Mischung aus Schwannzellen, perineuralen Zellen und Fibroblasten bestehen
und in einer Matrix aus kollagenen Fasern eingebettet sind. Diese kommen spontan oder
im Rahmen des Tumordispositionssyndrom Neurofibromatose Typ 1, welches mit einer
zellularen Verminderung von Neurofibromin verbunden ist, vor [2]. In der Regel sind sie
in der Haut anzutreffen. Etwas weniger haufig treten sie in peripheren Nerven oder weiter
proximal im Bereich der Nervenbundel auf. Wahrend Hirnnerven nie befallen sind,
werden Beteiligungen der Hinterstrangwurzeln nicht selten beobachtet. In der Haut sind
sie einfach zu entfernen, wahrend die operative Entfernung weiter proximal oder zentral
immer mit Funktionsverlusten assoziiert ist. Sie treten in der Regel mit dem Beginn der

Pubertat auf und sind bisher lediglich chirurgischen MaRnahmen zugéanglich [12].

Maligne periphere Nervenscheidentumoren ICD-O 9540/3

Es handelt sich um maligne Tumoren, die von den peripheren Nerven abstammen.
Histologisch imponieren die Tumoren durch ein spindelzelliges, zelldichtes faszikulares
Wachstumsmuster. Die weniger atypischen Zellkerne sind elongiert mit leicht
eosinophilem Zytoplasma. Ungefahr die Halfte der Tumoren entsteht im Rahmen der
NF-1. Ungefahr 2 von 3 Tumoren wachsen auf der Basis von Neurofibromen,
insbesondere plexiformen Neurofibromen [2]. Obwohl die Tumoren in der Mehrzahl
zwischen der 3. und 6. Lebensdekade auftreten, kénnen in der Padiatrie vor allem
Adoleszenten mit und ohne NF-1 diese Tumoren entwickeln. Die haufigsten
Lokalisationen sind groRere Nervenstrange des Gesalles, der Oberschenkel, des Plexus
brachialis, des Oberarms und der paraspinalen Region. Die Tumoren erweisen sich
gegeniber Chemotherapie und Strahlentherapie wenig empfindlich und die Patienten

haben dementsprechend eine verminderte Uberlebenswahrscheinlichkeit [12].

1.2 Biologie der Tumorzelle

Alle Saugerzellen verfiigen Uber dulerst dhnliche molekulare Mechanismen, die zellulare
Proliferation, Differenzierung der Zelle, Seneszenz der Zelle und Zelltod regulieren. Ein
gestortes Gleichgewicht dieser zentralen Mechanismen fihrt einerseits zur Entstehung
einer malignen Biologie der Zellen und andererseits entscheidet das Ausmal} der
Fehlregulation die Ausprédgung der bdsartigen Eigenschaften. Die Transformation einer
normalen Zelle in eine maligne Krebszelle ist Folge eines mehrstufigen Prozesses, den
die Zellen vom normalen hin zum malignen Phéanotyp durchlaufen. Dieser Prozess

spiegelt die Akkumulation der genetischen Veranderungen wider, die die Grundlage fur



die bdsartige Biologie darstellen [13]. Die Mehrzahl der bdsartigen Erkrankungen beim
Menschen wird im Erwachsenenalter diagnostiziert. Dies weist darauf hin, dass
wahrscheinlich limitierende stochastische Faktoren wirksam sind. Aus den Daten zur in
vitro Herstellung von malignen Zellen, muss von 4-7 Stufen/Faktoren ausgegangen
werden, die zusammentreffen missen, um eine Zelle mit malignem Phanotyp entstehen
zu lassen [14]. Diese Beobachtung wird zudem durch genetische Untersuchungen zur
progressiven Entartung von Tumorzellen, wie z.B. bei der Entwicklung vom diffusen
Astrozytom, Uber das anaplastische Astrozytom bis hin zum Glioblastoma multiforme

gestitzt [2].

Das Uberleben einer bosartigen Zelle hangt stark von inren malignen Fahigkeiten ab, die
die Uberwindung von intrazellularen und extrazellularen Homdostasemechanismen
ermdglichen. Hanahan und Weinberg haben sechs essentielle Veranderungen in der
Zellphysiologie von Krebszellen identifiziert, die die Uberwindung der Kontrollelemente

der Homdostase darstellen [13]:

Selbstversorgung mit Wachstumssignalen

- Unempfindlichkeit gegeniber wachstumshemmenden Signalen
- Umgehung des programmierten Zelltodes

- grenzenloses Teilungsvermdgen

- anhaltende Gefallneubildung

Fahigkeit zur Gewebsinvasion und Metastasierung

Diese Veranderungen auf Proteinebene haben jeweils ein genetisches Korrelat im Sinne
eines onkogenen Gewinns und/oder Verlustes an Tumorsuppression [13]. Diese Korrelate
reichen von der Punktmutation bis zu groben Stdérungen des Karyotyps. Dieser
Entartungsprozess gleicht der Darwin’schen Evolution, indem Tumorzellen durch jede der
akkumulierten genetischen Verdnderungen einen Wachstumsvorteil erhalten, die
letztendlich zur Ausbildung der Tumorerkrankung trotz der intra- und extrazellularen

Kontrollmechanismen fihrt [15].

In Analogie zu der bei Hanahan und Weinberg gegebenen Ubersicht haben wir diese
kritischen Eigenschaften der Biologie von neuroektodermalen Tumoren im Kindes- und
Jugendalter bezlglich des Einflusses des Wachstumsfaktors MK, der P-gp und MRP

vermittelten Resistenzmechanismen und der antitumoralen Wirkung von VPA untersucht.



1.3 Einfluss von Midkine auf die Biologie neuroektodermaler Tumoren

Midkine (MK) ist ein Heparin-bindender Wachstumsfaktor [16]. Das humane Gen fur
Midkine (MDK) befindet sich auf Chromosom 11p11.2 [17]. Die Promotorregion
beherbergt eine Retinolsdure bindende Region sowie zwei Wilms-Tumor-Suppressor-
Gen-1 (WT1) bindende Regionen [18,19].

MDK 1pl1.2

RARE Wi ,
DGKZ = 1 ‘ o ' CHRM4

Abb. 1: Struktur des humanen Midkine-Gens [20]
RARE = Retinolsdure bindende Region,
WT1 = Wilms-Tumor-Suppressor-Gen-1 bindende Region

Die MK-Sequenz ist mit der des Wachstumsfaktors Pleiotrophin zu 50 % identisch.
Aufgrund der starken Homologie bilden sie eine eigene Familie von sezernierten
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, die sich strukturell von den anderen Heparin-
bindenden Wachstumsfaktoren unterscheiden [21]. Bisher konnten vier verschiedene
Rezeptoren von MK identifiziert werden (Abb. 2). Die Heparin-bindende Aktivitat von MK
fuhrte zu der Annahme, dass Heparin-Sulfat-Proteoglykane am Rezeptorkomplex beteiligt
sein koénnten. Tatsachlich konnte eine Bindung von MK an N-Syndecan, das aus
transmembranen Heparin-Sulfat-Proteoglykanen besteht, nachgewiesen werden [22]. Des
Weiteren bindet MK an die Protein-Tyrosin-Phosphatase ¢ (PTP (), wobei sich die
Bindungsstelle hierfir in der C-terminalen Domane befindet und der intrazellulare
Signalweg uber eine Aktivierung der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (P13-Kinase) und der
Extrazelluldren Signalabhdngigen Kinase (Erk) lauft [23]. Ein weiterer Rezeptor fur MK ist
die Anaplastische Lymphom Kinase (ALK), deren weiterer Signalpfad ebenfalls Uber PI3-
Kinase und Erk erfolgt [24]. Der vierte Rezeptor ist das mit dem LDL-Rezeptor verwandte
Protein (LRP), durch den MK in die Zelle aufgenommen wird und anschlie®end in den
Zellkern gelangen kann [25]. Inwieweit einzelne Rezeptoren an den spezifischen

Wirkungen von MK beteiligt sind, ist zur Zeit noch unklar [26].
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Abb. 2: Der Rezeptorkomplex von Midkine und die intrazellulare Signalkette [20,27]

Funktion und biologische Eigenschaften

Die biologischen Eigenschaften von MK sind vielfaltig, wobei sich insbesondere eine
Beteiligung an Entwicklung, Angiogenese und Inflammation gezeigt hat. MK spielt als
neurotropher Faktor eine wichtige Rolle in der Entwicklung des Nervensystems. Bei
Mausen fordert MK die Ausbreitung von Neuriten und die Differenzierung von embryo-
nalen Karzinomzellen zu Neuronen. Dariiber hinaus verlangert MK das Uberleben von
embryonalen Neuronen in Kultur [21,28]. Photorezeptor-Zellen des Auges von Ratten

kénnen in vivo durch MK vor Licht-induziertem Schaden bewahrt werden [29].

Midkine-Expression in Tumoren

In Untersuchungen konnte die Bedeutung von MK flr die Tumorigenese herausgestellt
werden. So wurde gezeigt, dass MK auf bestimmte Zelltypen mitogen wirkt. Die
Proliferation von undifferenzierten neuroektodermalen Tumorzellen und 10T1/2
Fibroblasten wurde durch MK gesteigert [30]. Des Weiteren fihrte MK zur Transformation
von NIH3T3 Zellen [31], zeigte fibrinolytische Aktivitat in Endothelzellen [32] und férderte
die Chemotaxis von Neutrophilen und Makrophagen [33,34]. Aulerdem wirkt MK als
angiogenetischer Faktor bei der Proliferation von Brustkrebszellen [35]. Die MK-

Expression ist bei einer Vielzahl von Tumoren erhoéht. Dies wurde bereits in
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Gewebeproben von Karzinomen der Speiserbhre, des Magens, der Bauchspeicheldrise,
des Kolons, der Leber [36-38], der Brust [39] und der Lunge [40] nachgewiesen. In den
ZNS-Tumoren  Glioblastom,  Medulloblastom, Astrozytom und in  primitiven
neuroektodermalen Tumoren (PNET) wird MK vermehrt exprimiert [41]. Bei embryonalen
Tumoren wurde eine erhéhte MK-mRNS-Expression sowohl in Neuroblastom-Proben (N =
72) und -Zelllinien (N = 11), als auch in sechs Nephroblastom-Gewebeproben gemessen
[38,42].

Midkine als Tumormarker

Tumormarker sind Substanzen, deren Auftreten oder erhéhte Konzentration in Koérper-
flissigkeiten einen Zusammenhang mit dem Vorhandensein und/oder Verlauf von Tumor-
erkrankungen aufweist. Er sollte von Tumorzellen produziert werden und in
Korperflussigkeiten bereits in frGhen Krankheitsstadien nachweisbar sein, damit der
Nachweis des Markers als Screening-Methode fur den jeweiligen Tumor dienen kann. Der
Tumormarker sollte idealer Weise tumorspezifisch sein, das heil3t bei Gesunden oder
benignen Erkrankungen nicht vorkommen. Dabei sollte die Konzentration des Markers mit
dem Tumorvolumen Kkorrelieren und das klinische Ansprechen auf die antitumorale
Therapie reflektieren [43]. Bei dem Wachstumsfaktor MK handelt es sich um ein
sezerniertes Protein, das mittels eines ELISA-Testverfahrens im Serum nachgewiesen
werden kann [44]. In einer Studie von lkematsu et al. wurden bei 87% der untersuchten
Karzinom-Patienten (N = 150) erhéhte MK-Serumspiegel gefunden. Die Werte gingen bei
vier von funf Patienten mit hepatozellularem Karzinom nach der Entfernung des Tumors
signifikant zurick [45]. Shimada et al. untersuchten 93 Patienten mit einem primaren
Plattenepithel-Karzinom des Osophagus. Die Serumwerte der Tumorpatienten waren
signifikant héher als bei den gesunden Kontrollpatienten. Auflerdem waren hohe Werte
Uber 0,3 ng/ml mit einer schlechten Prognose assoziiert [46]. Bei Neuroblastom-Patienten
korrelieren die erhdhten MK-Werte mit unginstigen Prognosefaktoren wie MYCN-
Amplifikation, niedriger TrkA-Expression, Diploidie/Tetraploidie und einem Alter von tber
einem Jahr [47].

1.4 Mechanismen der Chemoresistenz neuroektodermaler Tumoren

Die Behandlung der Neuroblastome im Kindes- und Jugendalter beinhaltet eine
neoadjuvante Therapie mit verschiedenen Substanzen, u.a. Anthrazykline und Vinca-
Alkaloide [48,49]. Bei disseminierten Erkrankungen und beim Nachweis von negativen
prognostischen Faktoren wie MYCN-Amplifikation und Deletion der chromosomalen

Region 1p36 werden die Patienten mit Hochdosischemotherapie mit autologem
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Stammzell-,Rescue“ behandelt [4]. Es kommt bei Patienten mit einer disseminierten
Erkrankung nach Ansprechen der Tumorerkrankung auf die Therapie haufig zu einer
Resistenzentwicklung auf die Chemotherapie [50]. Diese Resistenzentwicklung ist zum
grolen Teil mit einer vermehrten Expression der fir Resistenz der Zellen mit
verantwortlichen Proteine ,Multidrug-resistance associated protein“ (MRP) und/oder P-
Glykoprotein (P-170) verbunden [51]. Diese beiden Proteine gehéren zur Familie der
ABC (ATP-Binding cassette)-Transporterproteine, die aus sieben Subfamilien besteht:
ABC1, MDR/TAP, MRP, ALD, OABP, GCN20 und White [52,53].

P-Glykoprotein wird auch als Permeabilitatsglykoprotein bezeichnet und ist ein Vertreter
der ABC-Transporter der MDR/TAP-Subfamilie (ATP-Binding cassette sub-family B
member 1), die hauptsachlich fir die Resistenz gegeniber Chemotherapie verantwortlich
ist. Das Protein wird in den Epithelzellen des Diunndarms, den Hepatozyten, den renalen
proximalen Tubuluszellen sowie den kapillaren Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke
exprimiert. Die Funktion besteht im Transport unterschiedlicher Molekile durch extra-
und intrazellulare Membranen. Infolgedessen wird bei einer vermehrten Expression des
Proteins im Dinndarm die Aufnahme von Substanzen vermindert, die als Substrate von
P-gp fungieren. Umgekehrt kénnen supratherapeutische Plasmakonzentrationen und
Toxizitdten von Substanzen infolge einer verminderten P-gp Expression beobachtet
werden. Bezlglich der verminderten Empfindlichkeit von zentralnervésen Tumoren
gegeniber einer systemischen Chemotherapie spielt dieses Protein ebenfalls eine Rolle,
da es in der Blut-Hirn-Schranke fur die Ausschleusung von therapeutisch aktiven

Substanzen sorgt [52].

Das ,Multi-drug resistance-associated protein® (MRP) ist ein Vertreter der ABC-
Transporter der CFTR/MRP Subfamilie (ATP-Binding cassette sub-family C member 2).
Dieses Protein wird im apikalen Teil der Hepatozyten (kanalikular) exprimiert und agiert
als Teil des biliaren Transports. Verschiedene Mutationen dieses Gens sind bei
Patienten mit einer autosomal rezessiv vererbten konjugierten Hyperbilirubindmie (Dubin-

Johnson-Syndrom) assoziiert [53].
Chemoresistente Neuroblastomzelllinien sind ausgezeichnete in vitro-Modelle, um die

biologischen Veranderungen, die mit der Chemoresistenz einhergehen, zu untersuchen
[54,55].
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1.5 Antitumorale Behandlung neuroektodermaler Tumoren mit Valproinsaure

Die klinische Erfahrung in der Behandlung maligner Gliome zeigt, dass trotz der sehr
aggressiven intensiven Behandlung mit Chemo- und Strahlentherapie manche als
Restlasionen mit differenzierten Tumorzellen persistieren. Dabei ist nicht klar, ob es zu
einer Selektion differenzierter Tumorzellen kam oder unreife Tumorzellen zur
Differenzierung induziert wurden [56-58]. Untersuchungen mit kurzkettigen Fettsduren
wie Phenylacetat zeigten, dass in vitro wie in vivo verschiedene Tumorzellen in ihrem
Wachstum gehemmt wurden und von einer Differenzierung der Zellen begleitet war
[59,60].

O

OH

VPA (di-n-Propylessigsaure, Abb.3), eine weitere kurzkettige Fettsaure, ist als
antiepileptische Substanz und in der Behandlung psychiatrischer Erkrankungen bereits
seit Jahrzehnten im Einsatz. Somit sind das pharmakokinetische und Toxizitatsprofil
bestens bekannt. Talspiegel von VPA fir die antiepileptische Wirkung liegen im Bereich
um 50 bis 100 mg/l. Dies entspricht 0,3 bis 0,6 mM [61]. Die teratogene Wirkung von
VPA in diesem Wirkbereich ist ebenfalls bekannt [62,63]. Hohere Dosen sind mit der
Gefahr der Entwicklung einer Thrombozytopenie, einer Pankreatitis, einer
Schilddrisenunterfunktion, und einem polyzystischen Ovarial-Syndrom assoziiert [64,65].
Im Rahmen der Studien zur Teratogenitat, wurden in der Regel unreife neuroektodermale
Tumorzellen als Modell genommen [66]. Diese Erfahrungen haben wir aufgenommen
und so konnten wir zeigen, dass die teratogene Wirkung einer wachstumshemmenden
Wirkung auf neuroektodermale Tumorzellen entspricht. Zudem wurden auch
hamatopoetische Tumorzellen in ihrem Wachstum gehemmt. Die Wachstumshemmung
der Tumorzellen war von einer Differenzierungsinduktion und der Erhdhung der

Immunogenitat der Zellen begleitet [67,68].

Der der antitumoralen Wirkung von VPA zugrunde liegende Hauptmechanismus besteht
aktuellem Wissensstand nach in einer Inhibition der Histondeacetylasen. Die
Histonacetylierung ist einer der Hauptmechanismen epigenetischer Regulierung der

Genexpression, in dem die DNS-Helix aus ihrer Bindung an Histone gelockert wird und
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somit der Bindung von Promotorproteinen, die die Expression férdern, zur Verfigung
steht. Auf der anderen Seite flhrt die Histondeacetylierung zu einer starkeren Bindung
der DNS-Strange an die Histone, die somit den die Expression férdernden
Promotorkomplexen nicht mehr zur Verfligung steht. Infolgedessen wird die Expression
der kodierenden Abschnitte vermindert. In Ubersichten haben wir die aktuellen
Kenntnisse zum Mechanismus der antitumoralen Wirkmechanismen von VPA dargestellt.
Die wichtigsten Effekte sind Hemmung der Proliferation, Induktion der Differenzierung
und Erhéhung der Immunogenitat der behandelten Tumorzellen. Die antitumorale
Wirkung flhrt auch zur Minderung der Metastasierung und der angiogenen Potenz der
behandelten Zellen [69-71]. In letzter Zeit sind weitere Substanzen entwickelt worden, die

bestimmte Histondeacetylasen inhibieren [72].

Nach den ersten Ergebnissen in unseren praklinischen Modellen haben wir klinisch die
differenzierungsinduzierende Fahigkeit von VPA bei Epilepsiepatienten untersucht [73].
Im Weiteren haben wir, ermutigt durch Erfolge bei einzelnen Patienten [74-76], ein
Konzept entworfen, in dem nach einer Induktionstherapie bestehend aus einer Chemo-
und Strahlentherapie bei padiatrischen Patienten mit hochmalignen Gliomen eine
Erhaltungstherapie angeschlossen wurde, die auf einer Differenzierungsinduktion mit
VPA basierte (Therapieoptimierungsstudie der GPOH und GNP ,HIT-GBM-C*, Abb. 4).
Dabei nahmen wir an, dass die verbliebenen Tumorzellen, die eine kombinierte Chemo-
und Strahlentherapie Uberlebt hatten, mittels VPA zur Differenzierung induziert wirden
und zudem infolge erhéhter Immunogenitdt von den Immunzellen des Wirts abgetotet
werden [77].

HIT-GBM-C Protocol

Rear Window
Phase Il Study

Response
Cohort Comparison
Study

Radiation 1;’ repeat until maximal

response
54 - 60 Gy total P MR MR

fractions: 1.8 Gy Induct.
N 6 -7 weeks MR v MR of Differ.
R NUC - NUC
P P
E E
|
vV vvvy

l Progression: oral Topotecan ‘
Valproic acid p.o.

------------------------ day1 2 3

P Cisplatin 20mg/m2 X X X

E Etoposide 100 mg/m2 X X X
Induct. individual

V: Vincristine 1.5 mg/m2 of Differ. 100 ug/ml serum

........................ day12345 level
at Cisplatin 20mg/m2 X X X XX
E Etoposide 100 mg/m2 x x x
! Ifosfamid 1.5 g/m2 XX XXX

Abb. 4: Schema der Therapieoptimierungsstudie HIT-GBM-C
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1.6 Wissenschaftliche Fragestellungen dieser Schrift:

Moduliert MK die Biologie neuroektodermaler Tumoren im Kindes- und
Jugendalter?

Ist die Chemoresistenz neuroektodermaler Tumoren im Kindes- und Jugendalter

mit anderen malignen Eigenschaften verbunden?

Ubt VPA bei padiatrischen Patienten mit neuroektodermalen Tumoren im Kindes-

und Jugendalter antitumorale Wirkung aus?
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2. Eigene Arbeiten
2.1 Zirkulierende Wachstumsfaktoren sind mit der Tumorentwicklung bei

Neurofibromatose Typ 1 assoziiert

Mashour GA*, Hernaiz Driever P*, Hartmann M*, Drissel SD, Zhang T, Scharf B, Ursula
Felderhoff-Muser U, Sakuma S, Friedrich RE, Martuza RL, Mautner VF, Kurtz A:
Circulating growth factor levels are associated with tumorigenesis in neurofibromatosis
type 1, Clin Cancer Res, 2004, 5677-83 (10), *Autoren haben zu gleichen Teilen

beigetragen

Patienten mit dem haufigsten Tumordispositionssyndrom Neurofibromatose Typ 1 (NF-1)
entwickeln infolge ihrer Erkrankung im Laufe ihres Lebens multiple Neurofiborome des
peripheren Nervensystems, die von Neurofibromin-defizienten Schwannzellen ausgehen
so wie andere Tumoren des ZNS. Aufgrund der variablen Verldufe insbesondere im
Kindes- und Jugendalter wird die Diagnose mittels der klassischen Kriterien gemaf NCI
(National Cancer Institute) haufig erst spat gestellt. Fehlerhaft erhdhte
Wachstumsfaktoren spielen bei der Entstehung der Tumoren eine wesentliche para-

sowie endokrine Rolle.

Wir wollten mit dieser Arbeit folgende Fragen beantworten:

- Hat das Serum von NF-1 Patienten einen mitogenen Effekt auf Schwannzellen
und Endothelzellen in vitro?

- Sind Wachstumsfaktoren wie Midkine (MK), Stammzellfaktor (SCF) und
epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) im Serum von NF-1 Patienten erhdht?

- Haben die Konzentrationen von Wachstumsfaktoren im Serum von NF-1
Patienten einen diagnostischen Wert?

- Unterscheiden sich die Serumkonzentrationen von Wachstumsfaktoren von NF-1
Patienten im Laufe des Lebens?

- Besteht eine Korrelation zwischen Serumkonzentrationen von

Wachstumsfaktoren bei NF-1 Patienten und deren Tumorlast?

Zu diesem Zweck wurde das Serum von 39 Patienten mit Neurofibromatose Typ 1 im
Alter zwischen 7 und 70 Jahren untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Konzentrationen
von MK und SCF in dieser Patientengruppe im Vergleich zu einer beziglich Alter und
Geschlecht gleich verteilten Kohorte der Normalpopulation (n=35) signifikant erhéht
waren. Die Konzentrationen des EGF wiesen keine Erhéhung im Vergleich zur Kohorte

der Normalbevdlkerung auf. Innerhalb der Patientengruppe mit NF-1 stiegen die MK-
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Spiegel von einem Durchschnittswert von 0,79 ng/ml bei Patienten unter 18 Jahren auf
einen Durchschnittswert von Gber 1,18 ng/ml bei Patienten Uber 18 Jahren. Fir 96% der
NF-1 Patienten in unserer Kohorte waren Konzentrationen oberhalb eines
Schwellenwertes fur SCF (>440 pg/ml) und MK (>0.9 ng/ml) diagnostisch hinweisend.
Das Serum der NF-1 Patienten verstarkte die Proliferation von menschlichen primaren
Schwannzellen aus Neurofibromen sowie Endothelzellen signifikant starker als das Serum
der Kohorte der Normalbevélkerung. Die Werte fur MK im Serum korrelierten nur
tendentiell und nicht signifikant mit der Tumorlast der kutanen Neurofiborome der NF-1

Patienten.
Schlussfolgerung: Die erhdhten Wachstumsfaktorkonzentrationen im Serum tragen zu der

diffusen Tumorentwicklung der NF-1 Patienten bei und sind ein Ansatz fur eine mogliche

molekulare Diagnostik der NF-1.
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2.2 Uberexpression von Midkine in malignen peripheren
Nervenscheidentumorzellen inhibiert die Apoptose und erhoht die angiogene

Potenz

Friedrich C, Holtkamp N, Cinatl Jr J, Sakuma S, Mautner VF, Wellmann S, Michaelis M,
Henze G, Kurtz A and Herndiz Driever P: Overexpression of Midkine in malignant
peripheral nerve sheath tumor cells inhibits apoptosis and increases angiogenic potency,
Int J Oncol, 2005, 1433-30 (27)

Maligne periphere Nervenscheidentumoren (MPNST) sind aggressiv wachsende Tumoren
des peripheren Nervensystems, die spontan und vor allem im Rahmen des
Tumordispositionssyndroms NF-1 entstehen. Aufgrund der Kenntnis, dass der
Wachstumsfaktor MK bei der Genese von Neurofiboromen und plexiformen
Neurofibromen, den Vorstufen von MPNST, eine mitogene, anti-apoptotische und
angiogene Rolle spielt, haben wir den Einfluss von MK auf MPNST Zellen untersucht.

Hierzu wurden MPNST stabil mit einem MK-Vektor transfiziert.

Wir wollten mit dieser Arbeit folgende Fragen beantworten:
- Kénnen MPNST-Zellen stabil mit einem MK-Vektor transfiziert werden?
- Sezernieren transfizierte MPNST-Zellen vermehrt MK?
- Verandert die erhéhte MK-Produktion die Proliferation von MPNST-Zellen?
- Verandert die erhéhte MK-Produktion die Sensitivitdt von MPNST-Zellen
gegeniber Chemotherapeutika?
- Andert MK das Apoptoseverhalten von MPNST-Zellen?
- Erhéht MK die angiogenetische Potenz von MPNST-Zellen?
- Wachsen nicht tumorigene MPNST-Zellen nach stabiler Transfektion mit MK im

Xenotransplantat-Modell an?

Hierzu wurden die MPNST-Zelllinien S462 und ST88-14 stabil mit einem MK-Vektor und
einem Kontrollvektor transfiziert. Die Uberexpression von MK nach stabiler Transfektion
der MPNST-Zelllinie S462 erhdhte die Lebensfahigkeit der Zellen und schitzte diese vor
Apoptose durch Serumentzug, hatte jedoch keinen Einfluss auf die Proliferationsrate der
Zellen. Zudem wurde durch die Uberexpression von MK in S462 Zellen die Vincristin
vermittelte Apoptose vermindert. Das konditionierte Medium der MK transfizierten Zellen
erwies sich als starkes Mitogen flir menschliche HUVEC. Die erhéhte MK-Expression in
S462 Zellen war mit einer erhdhten mRNS Konzentration des vaskuldren endothelialen

Wachstumsfaktor (VEGF) assoziiert. Trotz der stabilen Transfektion von MK und der
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beobachteten Erhéhung des malignen Verhaltens in vitro waren weder S462 noch ST88-

14 MK-transfizierte MPNST- Zellen in der Lage im Xenotransplantat-Modell anzuwachsen.
Schlussfolgerung: Die antiapoptotische und angiogene Aktivitdt von MK auf MPNST

unterstreicht die Mdglichkeit, spezifische MK Inhibitoren als therapeutischen Ansatz in der

Behandlung von MPNST-Patienten zu entwickeln.
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2.3 Das mit Chemoresistenz erworbene erhdhte maligne Verhalten von

Neuroblastomzellen ist unabhédngig von der P-gp Expression

Kotchetkov R*, Hernaiz Driever P*, Cinatl J, Michaelis M, Karaskova J, Blaheta R,
Squire JA, von Deimling A, Moog J, Cinatl J Jr: Increased malignant behavior in
neuroblastoma cells with acquired multi-drug resistance does not depend on P-gp
expression, Int J Oncol, 2005,1029-37 (27), *Autoren haben zu gleichen Teilen

beigetragen

Die primare und erworbene Resistenz von neuroektodermalen Tumorzellen wird mit dem
zellularen Nachweis des Proteins MRP (,multidrug-resistant related protein®) oder P-gp
(P170) in Verbindung gebracht. Aktuell ist die Bedeutung beider Resistenzmechanismen
bei NB-Zellen weitestgehend nicht erhellt. Wir benutzten ein NB-Modell, das aus NB-
Zelllinien besteht, die eine Chemoresistenz gegeniber Vincristin bzw. Doxorubicin in vitro
erworben haben und mit den parentalen chemosensiblen Zellen verglichen werden

konnen.

Wir wollten mit dieser Arbeit folgende Fragen beantworten:

- Sind Vincristin- und Doxorubicin-resistente Neuroblastomzelllinien sensibel
gegeniber anderen Chemotherapeutika wie Etoposid und Topotecan?

- Wird das Resistenzverhalten durch Verapamil und einem AKT-Inhibitor SH 5
moduliert?

- Exprimieren chemoresistente Neuroblastomzelllinien P-gp, MRP, N-myc und
NCAM?

- Wird die Funktion dieser Proteine in chemoresistenten Zellen durch Reserpin und
Verapamil modifiziert?

- Ist der Erwerb der Chemoresistenz mit zusatzlichen genomischen Veranderungen
assoziiert?

- Ist der Erwerb der Chemoresistenz mit einer p53-Mutation assoziiert?

- Ist die erworbene Chemoresistenz mit einem in vitro und in vivo aggressiverem
Verhalten beziiglich Strahlenresistenz, Adhasion an Endothelzellen, Uberleben
unter serumfreien Bedingungen und Tumorwachstum im Xenotransplantatmodell

assoziiert?
Hierzu zuchteten wir zwei NB-Zelllinien, die einerseits gegenuber Vincristin (UKF-NB-
3'VCR') und andererseits gegeniiber Doxorubicin (UKF-NB-3'DOX®) resistent sind.

UKF-NB-3'VCR'" und UKF-NB-3'DOX? Zellen zeigten parallel eine Uberexpression von
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funktionalem P-gp, erhaltene Sensitivitat gegeniber Topotecan und Etoposid und einen
deutlich verstarkt malignen Phanotyp. Dieser zeichnete sich durch eine konstitutive
Phosphorylierung von Proteinkinase B (AKT), deutlich erhdéhte Strahlenresistenz, und
erhdhtes Uberleben, d.h. verminderte Apoptose nach Serumentzug aus. Die Inhibition von
P-gp der chemoresistenten NB-Zelllinien fihrte zur Wiederherstellung der Sensitivitat
gegeniiber Chemotherapie, beeinflusste jedoch nicht das erhdhte Uberleben unter
Serumentzug und die verstarkte Resistenz gegenlber Strahlentherapie. Auf der anderen
Seite fuhrte die Inhibition von AKT zur erneuten Empfindlichkeit der resistenten NB-Zellen
gegeniber Serumentzug. Die Chemoresistenz blieb davon unbeeinflusst. Im Rahmen
der erworbenen Chemoresistenz der beiden NB-Zelllinien beobachteten wir zusatzliche
chromosomale Veranderungen. UKF-NB-3'VCR' Zellen wiesen auRerdem eine
.,missense“-Mutation in Exon 5 des P53 Gens, eine erhdhte MYCN Amplifikation, eine
verstarkte Adhasion an Endothelzellen, eine verminderte Expression des neuronalen
zellularen Adhasionsmolekils (NCAM), eine erhdhte Klonogenitat und eine verstarktes

Wachstum im Xenotransplantat-Modell auf.
Schlussfolgerung: Erworbene Chemoresistenz von Neuroblastomzellen geht mit einem

wesentlich starker ausgepragten biologisch malignen Verhalten der Zellen einher. Diese

Phanomene sind unabhangig von der Expression des Chemoresistenzproteins P-gp.
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2.4 Erhohte fetale Hamoglobinsynthese weist auf eine Differenzierungsinduktion

bei Kindern wahrend Valproinsaurebehandlung hin

Kieslich M, Schwabe D, Cinatl J Jr, Hernaiz Driever P:
Increase of fetal hemoglobin synthesis indicating differentiation induction in children
receiving valproic acid, Ped Hem Oncol, 2003,15-22 (20)

In in vitro Versuchen hatten wir nachgewiesen, dass VPA eine Differenzierungsinduktion
und Wachstumshemmung von neuroektodermalen Tumorzellen, wie Neuroblastom- und
Glioblastomzellen, bei Konzentrationen auslost, die auch bei der antiepileptischen
Therapie von Epilepsiepatienten mit VPA regelhaft erreicht werden. Ausgehend von der
Kenntnis, dass andere verwandte kurzkettige Fettsduren die Hamoglobin F -
Konzentration bei Hdmoglobinopathien induzieren sind wir der Frage nachgegangen, ob
VPA-Konzentrationen, die bei Epilespiepatienten infolge antiepileptischer Therapie
erreicht werden, nachweisbare Veranderungen bei Patienten ohne Hamoglobinopathie im
Sinne einer Differenzierungsinduktion von erythroiden Progenitorzellen ausldst. Als
Kontrollen untersuchten wir alters- und geschlechtsgepaarte Kinder- und Jugendliche vor

Beginn einer antiepileptischen Therapie.

Wir wollten mit dieser Arbeit folgende Fragen beantworten:
- Erhéht VPA in antiepileptisch wirksamen Konzentrationen im Blut die Hamoglobin
F — Konzentration?
- Ist die Erhéhung der Hadmoglobin F - Konzentration im Serum abhangig von der
Konzentration an VPA im Serum?
- Hat die VPA-Medikation einen Einfluss auf andere Parameter der Erythropoese:

Retikulozytenzahl und Hamoglobinkonzentration?

Das fetale Hamoglobin war signifikant bei 30 padiatrischen Epilepsie-Patienten, die mit
einer VPA Monotherapie mindestens 3 Monate behandelt wurden, im Vergleich zu einer
bezlglich Alter und Geschlecht gleich verteilten unbehandelten Patientengruppe deutlich
erhoht. Dabei korrelierten die fetalen Hamoglobinkonzentrationen mit den Talspiegeln der
VPA im Serum. Andere Parameter wie Gesamthamoglobin und Retikulozytenzahl blieben
von der VPA-Behandlung unbeeinflusst. Im Gegensatz dazu stieg das mittlere zellulare
Volumen der Eryththrozyten (MCV) signifikant an, wahrend die Thrombozytenzahlen

sanken.

Schlussfolgerung: Wir wiesen einen dosisabhangigen stimulierenden Effekt auf die fetale
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Hamoglobinsynthese bei VPA behandelten padiatrischen Epilepsiepatienten nach. Somit
ist wahrscheinlich, dass VPA bei Konzentrationen, die bei Epilepsiepatienten erreicht
werden, differenzierungsinduzierende therapeutische Effekte auch bei p&adiatrischen
Patienten mit soliden Tumoren erreicht werden kénnen. Die breite klinische Erfahrung und
die gute Vertraglichkeit von VPA ermutigt zur Prifung der antitumoralen Wirksamkeit von

VPA im Sinne einer Differenzierungsinduktion in der padiatrischen Onkologie.
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2.5 Valproinsaure induziert die Differenzierung eines supratentoriellen primitiv

neuroektodermalen Tumors

Herndiz Driever P, Wagner S, Hofstddter F, Wolff JEA: Valproic acid induces
differentiation of a supratentorial primitive neuroectodermal tumor, Ped Hem Oncol, 2004,
743-751 (21)

In praklinischen Modellen fihrte VPA in antiepileptisch wirksamen Dosen zur
Differenzierungsinduktion von neoplastischen Zellen. Diese fuhrte zur Entwicklung eines
antitumoralen Behandlungskonzeptes, dass auf der Annahme basiert, dass Tumorzellen
unreifen Progenitorzellen entsprechen, die die Fahigkeit zur terminalen Differenzierung
besitzen. In diesem Fallbericht stellen wir einen Jungen vor, der an einem supratentoriell
primitiv neuroektodermalen Tumor litt und Uber 7 Monate mit VPA antiepileptisch
behandelt wurde bevor ein Rezidiv des Tumors auftrat. Der Rezidivtumor wies im
Gegensatz zum initialen Tumor eine ausgepragte gliale Differenzierung und einen
niedrigen Proliferationsindex auf. Es handelt sich hierbei um den ersten Bericht eines
Rezidivs eines supratentoriellen primitiv neuroektodermalen Tumors im Kindes- und

Jugendalter, der eindeutige Zeichen einer Differenzierungsinduktion aufweist.
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2.6 Gute Vertraglichkeit von Valproinsdure bei erheblich vorbehandelten

padiatrischen Patienten mit hochmalignen Gliomen

Wolff JE, Kramm C, Kortmann RD, Pietsch T, Rutkowski S, Jorch N, Gnekow A, Hernaiz
Driever P: Valproic acid was well tolerated in heavily pretreated pediatric patients with
high-grade glioma, J Neurooncol, 2008, 309-14 (90)

Infolge der préklinischen Erkenntnisse zur antitumoralen Wirksamkeit von VPA, den
Hinweisen auf die differenzierungsinduzierende Eigenschaften von VPA auf erythroide
Progenitorzellen in der Behandlung von Epilepsiepatienten, den Erfahrungen von
Einzelfallen, und der ausgepragten klinischen Erfahrung zur Vertraglichkeit wurde VPA
als antitumorale Substanz in der Behandlung von Patienten mit malignen Gliomen im
Kindes- und Jugendalter als remissionserhaltende Therapie nach postoperativer

adjuvanter Chemo- und Strahlentherapie oder im Rezidiv eingesetzt.

Wir wollten mit dieser Arbeit folgende Fragen beantworten:

- Hat die Behandlung mit VPA bei p&adiatrischen Patienten mit einem malignen
Gliom, die bereits Chemo- und Strahlentherapie erhalten haben, eine toxische
Wirkung?

- Koénnen bei der Behandlung mit VPA Spiegel erreicht werden, die eine
antitumorale Wirksamkeit ermoglichen?

- Fdhrt die Behandlung der Patienten mit VPA zu einem Ansprechen der Tumoren
auf die Therapie?

- Hat die Behandlung von padiatrischen malignen Gliompatienten mit VPA einen

guinstigen Einfluss auf das Uberleben?

Im Rahmen des HIT-GBM-C Protokolls flr padiatrischen Patienten mit malignen Gliomen,
d.h. als Erhaltungstherapie, oder infolge eines Rezidivs wurden 44 ausgepragt
chemotherapeutisch vorbehandelte padiatrische Patienten mit hochgradigen Gliomen
oder diffus intrinsischen pontinen Gliomen mit VPA behandelt. Die Dosis wurde individuell
angepasst. Der Erkrankungsstatus zu Beginn der Behandlung war folgender: komplette
Remission 12, stabile Resterkrankung 10, progressive Erkrankung 22. Die
durchschnittlichen Talspiegel fur VPA betrugen 99 mg/l. Die haufigste unerwiinschte
Wirkung war Somnolenz. Eine schwere Toxizitat wurde nicht beobachtet. Einer der
Rezidivpatienten sprach auf die Therapie mit VPA an. Eine frihe Progression der
Erkrankung wurde bei 3 Patienten in der Ersttherapie und bei 6 Patienten in der

Rezidivbehandlung beobachtet. Das mediane Gesamtiberleben flr alle Patienten betrug
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1,33 Jahre. Wahrend Patienten in der Erstbehandlung eine 5-Jahres-
Gesamtiberlebensrate von 44% erreichten, war im Rezidivfall nur eine 5-Jahres-

Gesamtuberlebenschance von 0,14 zu beobachten.
Schlussfolgerung: Die Anwendung von VPA in dieser padiatrischen Patientengruppe war

sicher. Die moderate antitumorale Wirksamkeit erlaubt die weitere klinische Prifung der

Substanz innerhalb einer Kombination mit anderen antitumoralen Agenzien.
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3. Diskussion

Einfluss von MK auf neuroektodermale Tumoren

Tumoren exprimieren eine Vielzahl an Wachstumsfaktoren, die im Serum der Patienten
nachgewiesen werden koénnen [78]. Neben dem Vorteil der serumbasierten
Tumordiagnostik und Klassifikation, férdern diese Wachstumsfaktoren systemisch das
Tumorwachstum, insbesondere von Metastasen, und stellen somit therapeutische
Zielstrukturen dar. In einer Untersuchung wurden mittels Serumbehandlung mit Pentosan-
Polysulfat zirkulierende Heparin-bindender Proteine komplexiert und in der Folge aus dem
Serum depletiert. Dieses depletierte Serum stimulierte signifikant geringer das
Tumorzellwachstum in vitro, welches die para- und endokrine Bedeutung der
Wachstumsfaktoren unterstreicht [79]. Die Ergebnisse dieser Untersuchung legen ebenso
nahe, dass durch die relativ unspezifische Depletion wahrscheinlich auch andere durch
die Tumoren sowie von anderen Geweben sezernierte Faktoren mit eliminiert worden
sind, die mdglicherweise auch antitumorale Eigenschaften haben [80]. Deshalb wollten wir
die Zusammensetzung des Serums von NF-1 Patienten untersuchen, um spéater eine
spezifischere Hemmung und/oder Elimination von zentralen Wachstumsfaktoren fir das
Tumorwachstum in der antitumoralen Behandlung zu ermdglichen.

MK kann als heparin-bindender Wachstumsfaktor in der Epidermis und Tumorzellen von
NF-1 Patienten nachgewiesen werden [81,82]. Damit stellt MK einen idealen Kandidaten
fur die Diagnostik der NF-1 und ein potentielles Therapieziel dar. Im Weiteren wird SCF in
NF-1 Schwannzellen exprimiert und sezerniert [83]. In unserer Untersuchung konnten wir
beide Faktoren in signifikant erhdhten Konzentrationen im Serum von NF-1 Patienten
nachweisen. Dabei fiel auf, dass die erhéhten MK-Werte fast ausschlieRlich bei Patienten
im Erwachsenenalter nicht jedoch bei Kindern und Jugendlichen nachweisbar waren,
deren Werte im Vergleich zur gesunden altersgleichen Normalbevdlkerung identisch
verteilt waren. Dabei stellt sich die Frage, ob sich der Unterschied der MK-
Serumkonzentrationen allein durch die hormonellen Veranderungen im Rahmen der
Pubertat erklaren lasst [81,82]. Der Anstieg der MK-Werte findet um den Beginn des
disseminierten Wachstums der kutanen Neurofibrome statt, die fast parallel mit der
Pubertat einhergeht. Mdglicherweise spielen somit die hormonellen Anderungen im
Rahmen der Pubertdt eine onkogene Rolle. In unserer Studie korrelierte Tumorlast,
soweit mittels der klinischen Untersuchung (Zahlen der Neurofibrome in definierten
Hautarealen ohne Beurteilung von Tumorgrésse und Tumormasse) erfassbar, nicht mit
erhohten MK-Werten. In Zukunft sind mdglicherweise bildgebende Verfahren wie

Ganzkdrper-MRT in der Lage, die definitive Tumorlast im Sinne von Zahl der Lasionen
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und Tumorvolumen quantitativ zu erfassen. Durch das bessere Erfassen der Tumorlast
ware es mdoglich, die Konzentrationen an Wachstumsfaktoren im Serum praziser mit der
Tumorlast und zudem auch im Verlauf der Zeit zu vergleichen.

In unserer Untersuchung konnten wir zeigen, dass MK und SCF das Wachstum von
Schwannzellen aus NF-1 assoziierten Neurofibromen und von Endothelzellen stimuliert.
Somit stitzen unsere Daten Beobachtungen, dass MK und SCF zum systemischen
Tumorwachstum bei NF-1 Patienten im Sinne eines auto- und parakrinen Mechanismus
beitragen, da beide Faktoren MPNST-assoziierte Zellen und MK auch Endothelzellen in
ihrem Wachstum stimulieren [35,81,84]. Uberraschenderweise reichte bereits die
Verdoppelung der Wachstumsfaktoren im Serum der NF-1 Patienten aus, um sowohl die
Zellproliferation von Endothel- als auch von Schwannzellen in vitro zu stimulieren, die mit
dem Serum der Patienten behandelt wurden. Eine Erklarung daftr ware die Beobachtung,
dass bereits minimale Anderungen der Expression von Onkogenen das Tumorwachstum
beeinflussen kénnen. Damit kdnnten bereits geringe Anderungen an Serumfaktoren zum
bekannten periodischen Wachsen multipler Tumorlasionen bei NF-1 Patienten beitragen
[85,86]. Andererseits missen wir postulieren, dass wahrscheinlich auch andere nicht in
unserer Untersuchung nachgewiesene Faktoren eine stimulierende Wirkung auf
Schwannzellen und Endothelzellen hatten.

Damit haben wir mehrere Hinweise, dass das Wachstum der Tumoren bei NF-1 durch die
Serumkomponenten stimuliert wird. Die Anzahl der Tumoren wird wiederum am ehesten
durch andere genetische und epigenetische Faktoren determiniert, die zum Teil fur die
phanotypische Vielfalt auf interindividueller Ebene zwischen NF-1 Patienten und innerhalb
von NF-1 Familien verantwortlich sind [87,88]. Es erscheint unwahrscheinlich, dass ein
Wachstumsfaktor alleine das Wachstum von Neurofibromzellen unter physiologischen
stimuliert. Wahrscheinlich handelt es sich am ehesten um eine Matrix zirkulierender
Serumfaktoren, die zusatzlich zu den von uns bestimmten Faktoren MK und SCF das
systemische Wachstum der Tumoren stimuliert. Es bieten sich hierfir mehrere Faktoren
an: Fetales Antigen 1, Nervenwachstumsfaktor und Progesteron. Fetales Antigen 1 und
NGF wurden in erhéhter Konzentration im Serum von NF-1 Patienten nachgewiesen [89-
91]. Dabei war die Erhéhung des fetalen Antigen 1 mit Auffalligkeiten des Gehirns und
des Rickenmarks bei NF-1 Kindern assoziiert [90]. Im Weiteren konnte eine Stimulation
von NF-1 assoziierten Tumorzellen durch Progesteron erreicht werden [92]. Die
Assoziation von hohen MK-Spiegeln im Serum und dem Nachweis eines Glioms der
Sehbahn bei drei padiatrischen Patienten in unserer Untersuchung sowie der Nachweis
von MK in Gliomen [93], lasst vermuten, dass bei unseren Patienten ein kausaler
Zusammenhang zwischen dem  Tumorwachstum und den erhdhten MK-

Serumkonzentrationen vorliegt. Dabei stellt sich die Frage, ob es sich um eine Erhéhung
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infolge der Tumoren oder um eine Erhédhung handelt, die die Tumorbildung geférdert hat.
Hierzu missten grélRere padiatrische NF-1 Patientenpopulationen bezlglich der MK-
Werte untersucht werden, die an einem pilozytischen Astrozytom leiden und somit mit
anderen NF-1 Kindern ohne Hirntumor verglichen werden kdnnten.

Es ware vorstellbar, dass Konzentrationsdnderungen von MK, SCF und anderen noch zu
identifizierenden Wachstumsfaktoren dem Wachstum oder Stillstand der Tumorlast von
NF-1 Patienten vorausgehen. Ebenso ist zu prifen, ob diese Wachstumsfaktoren

mdgliche Surrogatmarker fur kiinftige innovative Therapien darstellen.

Ganz im Gegensatz zu unseren Erwartungen war die Uberexpression von MK in den
stabil transfizierten S462 MPNST Zellen nicht in der Lage die Proliferation zu steigern.
Andererseits entspricht es publizierten Daten, dass exogenes MK das Wachstum von
ST88-14 MPNST-Zellen und aortalen Endothelzellen und CC139 Hamster Fibroblasten
nicht erhoht [81,94,95]. Andere Zelltypen wiederum lie3en sich in ihrer Proliferationsrate
durch MK empfindlich stimulieren: G401 Nephroblastomzellen und 10T1/2 Fibroblasten
[30,96]. Somit erscheint in der Zusammenschau das mitogene Potential von MK selektiv
zu sein. Retinolsaure behandelte embryonale Karzinomzellen 1009 waren bis zum
Zeitpunkt der Differenzierung in ihrer Proliferation durch MK stimulierbar [30]. Eine
Erklarung fur die mangelnde Stimulation der Proliferation unserer Zelllinie ware, dass die
ohnehin hohe Expression der Ursprungszellen keinen Effekt der Steigerung erlaubt. Die
mitogene Bedeutung von MK fur MPNST wird dadurch unterstitzt, dass in einer anderen
Untersuchung ST88-14 Zellen nach Behandlung mit antisense-Oligonukleotiden fir MK in
ihrer Proliferationsrate erheblich eingeschrankt waren [81].

Ein wichtiger Befund unserer Untersuchung war die Steigerung der antiapoptotischen
Signale. Hierzu haben wir die MK-transfizierten S462 MPNST-Zellen unterschiedlichen
Apoptose induzierenden Stimuli ausgesetzt. Dazu zahlen Serumentzug sowie
Behandlung mit wichtigen chemotherapeutischen Substanzen wie Vinca-Alkaloiden und
Platinderivaten. Die MK transfizierten S462 Zellen wiesen eine verminderte Apoptose, d.h.
ein starkeres Uberleben nach Serumentzug wie auch nach Vincristinbehandlung auf.
Diese Beobachtung deckt sich mit den Befunden von PC12 Ph&ochromozytomzellen, die
durch MK-Gabe nach Serumentzug deutlich zahlreicher Uberlebten [97]. Im Weiteren
forderte MK in anderen Studien das Uberleben von murinen Neuronen nach Serumentzug
und inhibierte zudem die Aktivierung von Caspase-3 [98]. Parallel zu unseren Versuchen
konnte in den S462 Zellen eine LOH des einen TP53-Allel nachgewiesen werden [99].
Das verbliebene Allel weist in unserer Untersuchung eine TP53-Mutation auf, welches zu
einer Anderung der Aminosauresequenz fihrt. Trotz der Mutation mit Funktionsverlust der

proapoptotischen Wirkung von P53 haben in unserer Studie ein Viertel der nicht MK-
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transfizierten Kontrollzellen nach Serumentzug Uberlebt. Im Gegensatz zu der
Beobachtung, dass MK die S462 MPNST Zellen gegeniber Vincristinbehandlung Wirkung
schitzte, war MK nicht in der Lage S462 Zellen vor der Cisplatin induzierten Apoptose zu
feien. Die starkere Resistenz der Zellen gegeniber Vincristin in unseren Untersuchungen
ist moglicherweise mit dem MK-vermittelten Anstieg der VEGF Expression assoziiert, da
beide Vincristin resistente Subklone auch hohe VEGF mRNS Konzentrationen aufwiesen.
Dies ist eine mogliche Erklarung, da VEGF eine bcl-2 vermittelte Hemmung der Apoptose
in Leukamiezellen induzierte [100].

Die angiogene Potenz von MK ist noch nicht endgiltig geklart. Auf der einen Seite
existieren Hinweise, dass rekombinantes menschliches MK auf HUVEC keinen mitogenen
Einfluss hatte [95,101], umgekehrt induzierte partiell auf gereinigtes MK aus dem
Uberstand humaner Tumorzellen eindeutig die Proliferation von HUVEC [24,35,82].
Unsere Untersuchungen stutzen die Hinweise auf angiogene Effekte von MK auf HUVEC,
da der Zelliberstand der MK-transfizierten Zellen nach Serumentzug HUVEC in ihrer
Proliferation eindeutig stimulierte. Dies ist moglicherweise durch die verstarkte Expression
von VEGF zu erklaren. Der Nachweis vermehrter VEGF mRNS steht im Einklang mit der
Beobachtung anderer Studien, dass auch andere Wachstumsfaktoren wie PDGF, EGF
und FGF-2 die Expression von VEGF in Gliom- und anderen Tumorzellen erhéhte [102].
Wir  erwarteten, dass die MK-transfizierten S462 MPNST  Zellen im
Xenotransplantatmodell in der bestrahlten Nacktmaus als Tumoren anwachsen wurden,
da MK-Transfektion von NIH3T3 Zellen wie auch SW13 Adenokarzinomzellen ein
Tumorwachstum in diesem Modell ermdglichte [24,31]. Zudem war auch die
Tumorigenitdt von MCF-7 Mammakarzinomzellen und UM-MC-3 Blasenkarzinomzellen
durch erhéhtes MK mit einem verbesserten Tumorwachstum und verstarkter Angiogenese
im Xenotransplantat-Modell assoziiert [35,103]. Leider war dies fur keinen Klon der von
uns transfizierten MPNST-Zellen der Fall. Somit missen in MPNST-Zellen Faktoren aktiv
sein, die trotz MK-Transfektion das Anwachsen in diesem Modell verhindern.

In der Summe sind wir der Ansicht, dass unsere Ergebnisse, die Aussage unterstitzen,
dass MK und seine Signalwege potentielle Ziele fir eine spezifische antitumorale

Therapie von neuroektodermalen Tumoren darstellen.

Chemotherapieresistenz neuroektodermaler Tumorzellen

In unseren Untersuchungen konnten wir zeigen, dass der Erwerb von P-gp assoziierter
Resistenz gegentber Doxorubicin und Vincristin in NB-Zellen mit einer breiten Zunahme
an malignen Eigenschaften, vor allem einem stark vermehrten Tumorwachstum im

Xenotransplantat-Modell einhergeht. Somit widersprechen unsere Daten, den
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Ergebnissen anderer Studien, dass chemoresistente NB-Zellen eine verminderte
Tumorigenitat aufweisen [104]. Zudem konnten wir die Ergebnisse der Untersuchungen
zur Chemoresistenz gegenltber Doxorubicin und Vincristin anderer NB-Zelllinie, die
ebenfalls in unserer Arbeitsgruppe generiert wurden, bestatigen [54]. Der Vorteil unseres
Modells ist, dass im Gegensatz zu selektiv P-gp transfizierten NB-Zellen, unsere
chemoresistenten NB-Zellen, ahnlich der klinischen Situation, durch Kultivieren mit
aufsteigenden Konzentrationen selektiert wurden, bis stabile chemoresistente NB-
Subklone entstanden. Die unbeeintrachtigte Sensibilitat der resistenten NB-Zellen in
unserer Studie gegenuber den Substanzen Topotecan und Etoposid entspricht den
klinischen Erfahrungen, dass im NB-Rezidiv die Tumorzellen auf Topotecan-haltige
Regime ansprechen [48]. Die induzierte Kreuzresistenz der chemoresistenten NB-Zellen
gegeniber Bestrahlung hat hohe klinische Relevanz fir die zeitliche Abfolge der
multimodalen Therapie, da die Bestrahlungsbehandlung einen wichtigen Teil in der NB-
Behandlung von Hochrisikopatienten darstellt [105].

Interessanterweise wurden in unseren Untersuchungen die anderen malignen
Eigenschaften der resistenten NB-Zellen nicht durch die Inhibition des verstarkt
exprimierten P-gp beeinflusst. Dies ware eine mdgliche Erklarung, dass die Gabe von
Verapamil, die zur Hemmung der Chemoresistenz in Behandlungsstudien der
padiatrischen Onkologie angewendet wurde, nicht die erwarteten therapeutischen Erfolge
im Sinne eines Ansprechens auf die Therapie noch auf die Wahrscheinlichkeit des
Uberlebens erzielte [106]. Somit erscheint P-gp lediglich einen Einfluss auf die
Chemoresistenz auszulben und der vergesellschaftete erweiterte maligne Phanotyp
durch andere Faktoren unabhangig von P-gp reguliert zu sein.

Im Weiteren war die Chemoresistenz der NB-Zellen in unserer Studie mit einer Zunahme
an chromosomalen und genetischen Verdnderungen der NB-Zellen im Sinne einer
MY CN-Amplifikation, P53 missense Mutation und einem mit weiteren Aberrationen
behafteten Karyotyp assoziiert. Dies wirde der klinischen Situation entsprechen, dass
eine verstarkte MYCN-Amplifikation, der Verlust an Wildtyp P53 und die Zunahme der
chromosomalen Verdnderungen mit einer schlechteren klinischen Prognose assoziiert ist
[107-111]. Eine Zunahme an chromosomalen Veranderungen entspricht einer Zunahme
an genomischer Instabilitdt. Diese wiederum erlaubt neue genetische Bedingungen im
Sinne eines Gewinns an Onkogenen und/oder Verlusten von Tumorsuppressoren, die
neue selektive Vorteile der NB-Zellen vermittelt kdnnen. Dabei stellt sich die Frage, ob es
sich hierbei um einen genuinen Erwerb von Eigenschaften und daftr verantwortlichen
genetischen Veranderungen handelt oder ob unserer Beobachtung eine Selektion

zugrunde liegt.
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Aus der Kenntnis unserer Ergebnisse im in vitro und in vivo Modell zu Chemoresistenz
von NB-Zellen, die auf die Assoziation von starker maligner Biologie der NB-Zellen und
einer Chemoresistenz hinweisen, wirden Patienten mit NB mit malignem Phanotyp, d.h.
im Sinne einer Disseminierung hochwahrscheinlich bereits bei Diagnosestellung eine
primare Chemoresistenz ihrer NB-Zellen aufweisen. Infolgedessen ware das Konzept, die
Patienten mit HDCT und aSCR zu behandeln, nicht ausreichend. Mdglicherweise wirden
die Patienten bezuglich ihrer Uberlebenswahrscheinlichkeit profitieren, wenn sie
zusatzlich zum bisherigen Konzept mit Medikamenten behandelt wirden, die gezielt die
anderen malignen Merkmale wie Metastasierung, Angiogenese und Invasion angreifen.
Dieses konnten kleine Molekile sein, die spezifisch in die Signalwege eingreifen, die fur

Klonogenitat, Angiogenese und antiapoptotisches Verhalten verantwortlich sind.

Antitumorale Wirkung von VPA auf neuroektodermale Tumoren

Durch die in den ersten beiden Teilen diskutierten Ergebnisse, wird unserer Meinung klar,
dass neuroektodermale Tumorzellen Gber multiple Mechanismen verfligen, die einerseits
den Zellen beim Uberwinden der intra- und extrazelluldaren homdostatischen
Kontrollmechanismen helfen und andererseits sie auch gegenlber der konventionellen
Chemotherapie resistent machen. Somit haben wir uns mit der Suche nach Substanzen
beschéaftigt, die einerseits eine antitumorale Wirkung ausiben und andererseits eine
deutlich hohere therapeutische Breite als die herkdmmlichen chemotherapeutischen
Medikamente aufweisen. Nachdem wir in Voruntersuchungen zeigen konnten, dass die
antiepileptisch wirksame Substanz VPA antitumorale Wirksamkeit auf verschiedene
neuroektodermale Tumorzellen im Sinne einer Proliferationshemmung,
Differenzierungsinduktion und Erhdhung der Immunogenitat auslbte, haben wir bei
padiatrischen Patienten, die mit VPA im Rahmen einer Epilepsie behandelt wurden,
nachgewiesen, dass VPA in antikonvulsiv wirksamen Dosen die Induktion der y-Globulin-
Expression erythroider Progenitorzellen bewirkt. In der Folge konnten wir vorhergehende
Berichte bestatigen, dass VPA zu einer Erhéhung an HbF im Blut der behandelten
Patienten fiuhrt [112]. In einer klinischen Untersuchung zeigte sich, dass VPA bei
Sichelzellanamiepatienten eine signifikante Erhéhung der HbF-Spiegel im Blut
verursachte. In der gleichen Studie waren jedoch die Unterschiede der HbF-Spiegel im
Blut bei VPA behandelten Epilepsiepatienten im Vergleich zu Carbamazepin-behandelten
Epilepsiepatienten nicht signifikant [113]. Diese HbF-Konzentrationserh6hungen sind
wahrscheinlich nicht wie bei Behandlung mit Poetinen beobachtet, auf eine erhoéhte
Kinetik der erythroiden Differenzierung von Progenitorzellen zurtickzufihren, sondern am

ehesten auf eine direkt veranderte Aktivitat der fetalen Hamoglobingene zurtick zu fihren.
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Dieses Postulat wird durch eine Untersuchung gestitzt, in der Erythroblasten mit
kurzkettigen Fettsduren unterschiedlicher Lange (2 bis 9 Kohlenstoffatome) behandelt
wurden. Dabei zeigte sich durch die Behandlung mit den Fettsduren eindeutig erhéhte y-
Globulin mRNS Konzentrationen pro Erythroblast, wobei die kirzeren Fettsauren starker

stimulierten als die langeren Fettsduren [114].

Neben den praklinischen Beobachtungen der antitumoralen Aktivitat von VPA unserer und
anderer Gruppen haben wir einzelne Falle untersuchen kdnnen, die auf die antitumorale
Wirkung von VPA bei neuroektodermalen Tumoren bei pé&adiatrischen Patienten
hinweisen. In einem Patienten konnten wir nachweisen, dass das Wachstum eines
progredienten malignen Glioms durch VPA-Behandlung nicht nur gehemmt werden
konnte, sondern auch das Tumorvolumen abnahm. Hierzu wurde der Patient mit VPA in
Dosierungen behandelt, die zu Spiegelkonzentrationen der VPA flhrte, die bis zu 3 mal
hdher lagen als antiepileptisch wirksame Konzentrationen. Als unerwiinschte Wirkung trat
eine erhebliche Mudigkeit auf. Diese beeintrachtigte den Patienten und so setzte er die
VPA Medikation ab. In der Folge kam es zum erneuten Rezidiv des Tumors [76]. In einem
weiteren padiatrischen Patienten mit einem supratentoriellen PNET beobachteten wir
nach postoperativer multimodaler Therapie und Behandlung tUber 9 Monate mit VPA als
Antikonvulsivum im Rezidiv einen ausgepragt glial differenzierten Tumor. Dabei konnten
wir aufgrund der Morphologie eine reaktive Astrogliose neuropathologisch ausschliel3en.
Der Rezidivtumor wurde entfernt und der Patient sich seit mehr als 6 Jahren in kompletter
Remission [74]. Die Beobachtung, dass der Patient so lange Zeit nach dem frihen
Rezidiv eines supratentoriellen PNET bei Behandlung mit Temozolomid (12 Zyklen) und
gleichzeitiger Fortflihrung der antikonvulsiven Therapie mit VPA sich weiterhin in
Remission befindet, spricht dafir, dass VPA bei der antitumoralen Behandlung

synergistisch im Sinne der Differenzierungsinduktion des Primartumors gewirkt hat.

Die gute Vertraglichkeit von VPA bei padiatrischen Patienten, die praklinischen Daten und
die Einzelfallbeobachtungen, ermdglichten uns, eine klinische Studie zur Wirksamkeit von
VPA bei padiatrischen Patienten mit malignen Gliomen zu initiieren [77]. Diese
Therapieoptimierungsstudie HIT-GBM-C war eine Studie, die unter der Leitung der
Gesellschaft fir Padiatrische Onkologie und der Gesellschaft fiur Neuropadiatrie geflihrt
wurde. Dabei wurden 44 padiatrische Patienten mit malignen Gliomen und diffus
intrinsischen Ponsgliomen in der Erstbehandlung nach einer postoperativen multimodalen
Chemo- und Strahlentherapie als Erhaltungstherapie oder im Rezidiv/Progression mit
VPA behandelt. Ahnlich wie in anderen Phase | Studien zu VPA bei erwachsenen

Patienten mit Malignomen konnten wir eine gute Vertraglichkeit von VPA bei
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vorbehandelten Patienten beobachten [115]. Dabei gelang es uns, Patienten mit VPA
Dosen zu behandeln, die zu Wirkspiegeln im Bereich um 100 pg/ml fuhrten. Dies
entspricht dem oberen Grenzbereich der antikonvulsiven Therapie mit VPA. In anderen
Untersuchungen zur antitumoralen Behandlung mit VPA bei Erwachsenen waren
neurotoxische Wirkungen in der Regel dosislimitierend [115]. Hierzu ist anzumerken, dass
in dieser klinischen Studie bei Erwachsenen alle Patienten VPA intravends erhalten
hatten. Die VPA-Behandlung fand Uber 5 Tage alle 28 Tage in einer Dosierung von 60
mg/kg/Tag statt [115]. Im Gegensatz dazu nahmen unsere Patienten, die VPA im Rahmen
des HIT-GBM-C Protokolls als Erstbehandlung erhielten, die Medikation oral in einer
Dosis bis zu 50 mg/kg/Tag als abendliche Einzeldosis ein. Bei keinem unserer Patienten
beobachteten wir trotz der intensiven Vorbehandlung kritische toxische unerwiinschte
Wirkungen. Unseren aktuellen Daten nach erreichten die 22 Patienten der
Erstbehandlung bei lediglich 3 friilhen Rezidivtumoren eine 5-Jahres-Uberlebensrate von
40%. Dies ist ein Ergebnis, welches deutlich héher liegt als erwartet [116]. Im Weiteren
wurden sogar bei Patienten, die VPA in der Rezidivbehandlung erhielten, 3
Langzeitliberlebende mit 4,5, 4,95 und 5 Jahren beobachtet. Ein wesentlicher Anteil der
Patienten in der Erstbehandlung (7/14) wurde mittels VPA mit einer stabilen Erkrankung
gehalten. Somit weisen diese Ergebnisse auf einen klinischen antitumoralen Effekt von
VPA bei padiatrischen Patienten mit malignem Gliom neben Einzelberichten hin.

VPA und andere Histondeacetylase-Hemmer werden daher in Zukunft in
Kombinationstherapien auf ihre antitumorale Wirksamkeit weiter geprift werden, da
préklinische Daten einen antitumoralen Synergismus von VPA mit Chemo- und

Strahlentherapie aufweisen.
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4. Zusammenfassung

Wir untersuchten die Biologie von neuroektodermalen Tumoren im Kindes- und
Jugendalter bezlglich des Einflusses des Wachstumsfaktors MK, der P-gp und MRP
vermittelten Resistenzmechanismen und dem damit assoziierten malignen Phanotyp
sowie der antitumoralen Wirkung von VPA.

Wir wiesen signifikant erhdhte Serumkonzentrationen des Heparin-bindenden
Wachstumsfaktors MK und des SCFs bei NF-1 Patienten nach. In der untersuchten
Kohorte erwies sich die Kombination der beiden Wachstumsfaktoren ab einem
Schwellenwert flir 96% der NF-1 Patienten als diagnostisch. Das Serum der NF-1
Patienten férderte das Wachstum von humanen Schwannzellen und Endothelzellen in
vitro im Sinne einer tumorférdernden Matrix. Serumsignaturen der Wachstumsfaktoren
ermoglichen somit auch eine molekulare Diagnostik der NF-1. Im Weiteren konnten wir
nachweisen, dass stabil mit MK transfiziete MPNST-Zellen in ihrer Fahigkeit, auf
apoptotische Stimuli zu reagieren, deutlich eingeschrankt waren und eine Chemoresistenz
gegenuber Vincristin erwarben. Die ebenso erworbene verstarkte angiogene Potenz
ermdglichte jedoch nicht das Anwachsen im Xenotransplantat-Modell. Das Kultivieren von
NB-Zellen unter zunehmenden Konzentrationen von Vincristin und Doxorubicin fihrte zur
Resistenz der NB-Zellen gegenuber diesen Substanzen. Diese Chemoresistenz war mit
einer erhdhten Expression von P-gp verbunden. Damit traten auch zusatzliche
chromosomale Veranderungen, eine inaktivierende p53 Mutation und ein deutlich starker
ausgepragtes malignes Verhalten im Sinne von Klonogenitat und erhdéhter Adhasion an
Endothelzellen in vitro und verstarktem Tumorwachstum in vivo auf. Die spezifische
Inhibition von P-gp stellte lediglich die Empfindlichkeit gegeniber Chemotherapie wieder
her. Die anderen Merkmale blieben weitestgehend unbeeinflusst. Antiepileptische
Wirkspiegel von VPA bei padiatrischen Epilepsiepatienten  fuhrten  zur
Differenzierungsinduktion von erythroiden Progenitorzellen, mit der Folge signifikant
erhdhter Hamoglobin F-Spiegel. In einem Fall beobachteten wir, dass ein padiatrischer
Patient mit einem supratentoriellen primitiv neuroektodermalen Tumor, der 7 Monate mit
VPA als Antiepileptikum zuséatzlich zur Chemo- und Strahlentherapie behandelt wurde,
einen Rezidivtumor entwickelte, der deutliche Anzeichen einer glialen Differenzierung und
eine deutlich niedrigere Proliferationsrate zeigte. Gemall dem von uns mit entworfenen
Behandlungsprotokoll ,HIT-GBM-C* wurden 44 padiatrische Patienten, die an
hochgradigen Gliomen oder diffus intrinsischen Ponsgliomen litten, mit VPA in der
Primartherapie im Sinne einer Erhaltungstherapie oder im Rezidiv palliativ behandelt. Die
Patienten vertrugen VPA gut und ein Patient mit einem Rezidiv sprach auf die Therapie
an. Die Gesamtuberlebensrate der VPA behandelten Patienten war insgesamt hoher als

erwartet. Somit sollte die antitumorale und differenzierungsinduzierende Wirkung von
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VPA in der Behandlung von Hirntumoren im Kindes- und Jugendalter im Sinne einer
Kombinationstherapie von VPA und anderen antitumoralen Substanzen weiter untersucht

werden.
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