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1 Einleitung

1.1 Peritoneale Metastasierung

Das Peritoneum, welches auch als Bauchfell bezeichnet wird, kleidet den
Bauchraum sowie alle abdominellen Organe aus und hat beim Erwachsenen eine
Oberflache von ungefahr 1,4 m? (Albanese et al., 2009). Das Peritoneum ist eine
serdse Membran, deren oberste Schicht sich mikroskopisch aus Mesothelzellen
zusammensetzt (Melichar und Freedman, 2002). Es besteht aus zwei Blattern,
dem Peritoneum parietale und viszerale. Die Innenseite der Bauchwand wird vom
parietalen Peritoneum bedeckt, das viszerale Blatt ist mit den inneren Organen
teilweise oder vollstandig verbunden. Beide Blatter werden beim Erwachsenen
von Peritonealflissigkeit mit einem Volumen von circa 50 ml bis 100 ml unter

physiologischen Bedingungen getrennt.

Das Peritoneum weist zahlreiche wichtige Funktionen auf. Beispielsweise dient
die standig produzierte peritoneale Flussigkeit, neben der Befeuchtung der
Oberflachen, aufgrund der Herabsetzung der Oberflachenreibung der
intraabdominalen Organe, auch der Gleitbewegung und dem Abfangen dieser
Organe. AuRerdem enthalt die Peritonealflissigkeit, abgesehen von Elektrolyten,
gelésten Stoffen, Wasser und Proteinen, auch verschiedenste Zellen des
Immunsystems wie Makrophagen oder Mastzellen. Eine wichtige Abwehrfunktion
besitzen die peritonealen Milchflecken (sog. ,milky spots®), die einen standigen
Austausch von lymphatischen und immunologischen Zellen zwischen der
Peritonealhohle und dem Korper ermoglichen. Die Milchflecken finden sich haufig
auf dem Omentum majus, einer Fettschirze, die netzformig vom Colon
Transversum und Magen uber die Dunndarmschlingen ausgebreitet ist. Daher
fungiert das Omentum majus als erste Barriere und Schutz vor lokalen

Infektionen und weiteren Erkrankungen.

Durch die anatomische Verbindung des Peritoneums zu den abdominalen
Organen kann sich eine Erkrankung von ihrem Ursprungsort weiter peritoneal
ausbreiten (Blackburn und Stanton, 2014). Dies trifft besonders auf

gastrointestinale und gynakologische Tumore, wie die Ovarialkarzinome,



kolorektalen Karzinome, Magen- und Appendixkarzinome zu (Sugarbaker, 2019),
seltener auch auf Melanome, Bronchial- oder Mammakarzinome (Flanagan et al.,
2018). So kommt es im weiteren Krankheitsverlauf bei diesen Malignomen haufig
zur Bildung von peritonealen Metastasen. Diese Peritonealmetastasen sind oft
diffus, aufgrund der Grol3e des Peritoneums nicht einfach zu lokalisieren und
meist schlecht zuganglich. Eine vollstandige chirurgische Resektion ist somit oft
unmadglich. Dementsprechend lassen sich Peritonealmetastasen nur mit
aufwendigen MalRnahmen behandeln. Aul3erdem kann es nach erfolgreicher
Ersttherapie zu Rezidiven, also wiederauftretenden Metastasen, kommen. In den
letzten Jahren wurden neue Therapiemoglichkeiten entwickelt, die Fortschritte in

Richtung Heilung versprechen.

1.2 Magenkarzinom und Therapiemoglichkeiten

Das Magenkarzinom gehort zu den Malignomen, bei denen es besonders oft zu
einer peritonealen Ausbreitung kommt. Das Magenkarzinom ist weltweit die
funfthaufigste Tumorerkrankung, an der schatzungsweise 760.000 Menschen
pro Jahr sterben (GLOBOCAN, 2020). Es gibt regionale Differenzen in der
Inzidenz des Magenkarzinoms. Diese Differenzen im Krankheitsauftreten
spiegeln dabei lokal ungleich vorherrschende Risikofaktoren, wie die
Infektionsrate mit dem Bakterium Heliobacter pylori, wider. Deshalb ist
Magenkrebs bisher auch haufig im asiatischen Raum anzutreffen (Katoh und
Ishikawa, 2021).

Die einzige kurative Option beim Magenkarzinom ist die Gastrektomie mit
Lymphadenektomie. Im weiteren Verlauf entwickelt sich jedoch bei einem
Grofteil der Erkrankten (40-60 %) eine peritoneale Metastasierung (lkoma et al.,
2017, Sugarbaker, 2019). Durch die schwierige Behandlung peritonealer
Metastasen liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei weniger als 5 % (Sugarbaker,
2018). Bisher waren Bemuhungen, die Ausbreitung einer bereits bestehenden
peritonealen Erkrankung einzuschranken, auf Dauer eher erfolglos. Eine
Verhinderung der Bildung von Peritonealmetastasen von Magenkarzinomen ist

demnach entscheidend.



1.2.1 Intraperitoneale Chemotherapie

Neben der systemischen Chemotherapie besteht ein Ansatz zur Vermeidung
eines Peritonealrezidivs darin, die Chemotherapie direkt in das Abdomen zu
verabreichen (sog. intraperitoneale Chemotherapie, IPC). Die Iokale
Medikamentengabe geht mit einer langeren Halbwertszeit und einer langeren
Wirkungsdauer einher. Zudem kann durch eine gezielte intraperitoneale
Anwendung eine hohere Konzentration im Peritoneum erreicht werden (Dedrick
et al., 1978). Gleichzeitig sind die Tumorzellen dem Medikament direkt
ausgesetzt. Dagegen zeigt eine systemische Chemotherapie eine
eingeschranktere Wirksamkeit auf peritoneale Metastasen, was moglicherweise
an der Peritoneum-Plasma-Schranke liegen kdnnte (Jacquet und Sugarbaker,
1996). Eine intraperitoneale Anwendung hat aulRerdem den Vorteil, dass die
systemische Konzentration des Chemotherapeutikums geringer gehalten werden
kann, was somit auch positive Auswirkungen auf die systemische Toxizitat mit

sich bringt.

Ein Beispiel flr eine IPC ist die adjuvante hyperthermische intraperitoneale
Chemotherapie (HIPEC). Dieses Verfahren basiert auf der Verabreichung eines
erwarmten Chemotherapeutikums in die Bauchhdhle (ca. 43 °C) und setzt eine
komplette Zytoreduktion der Tumorherde voraus (Yang et al., 2011). Eine weitere
Moglichkeit zur Behandlung eines Peritonealrezidivs ist die intraperitoneale
Hochdruck-Aerosolchemotherapie (sog. ,pressurized intraperitoneal aerosol
chemotherapy®, PIPAC). Eine PIPAC-Behandlung erfordert keine Zytoreduktion
und kann in Kombination mit einer systemischen Chemotherapie eingesetzt
werden. Hierbei wird durch einen Trokar die Medikamentenldésung unter Druck
als Aerosol gleichmafig in den Bauchraum verspriht. Das Aerosolieren hat eine
hdhere Eindringtiefe der Medikamente in das Tumorgewebe zur Folge. Somit
wird im Vergleich zu HIPEC nur 10 % der Chemotherapiedosis bendtigt (Solass
et al., 2014). Dieser Umstand fuhrt auch zu einer geringeren systemischen
Toxizitat, selbst bei einer wiederholten Anwendung der PIPAC. Neben der
Méglichkeit einer mehrfachen Anwendung hat die PIPAC gegenlber der HIPEC

den Vorteil, dass das minimalinvasive Verfahren atraumatischer ist.



Fir die chemotherapeutische Behandlung eines Magenkarzinoms haben sich die
Zytostatika Doxorubicin und Cisplatin in der Praxis bewahrt (Alyami et al., 2021).
So wird etwa in einer multizentrischen randomisierten kontrollierten Studie die
Behandlung mittels PIPAC mit niedrig dosiertem Cisplatin und Doxorubicin bei
peritonealen Metastasen des Magens untersucht (St. Petersburg State Pavlov
Medical University, 2020)

1.2.2 Durchfiihrung der PIPAC

Das Grundprinzip der PIPAC wurde erstmals vor ungefahr 20 Jahren am
Tiermodell beschrieben (Reymond et al., 2000). In der darauffolgenden Zeit
wurde die Entwicklung der PIPAC immer weiter vorangetrieben und die
Behandlung schlieBlich am Patienten durchgefiihrt (siehe Abbildung 1). Der

gesamte Prozess dauert circa 90 Minuten und wird videodokumentiert.

laparoskopischer
CO,-Insufflator

Hochdruck-Injektor
(~1500 kPa)

Abbildung 1: Prinzip der PIPAC. Adaptiert nach (Solass et al., 2014).
Chemotherapeutisches Aerosol wird tber einen Vernebler unter Druck in den Bauchraum
initiiert und wirkt dort fiir 30 min auf intraperitoneale Tumorzellen. Der gesamte Vorgang wird
videouberwacht.

Unter Vollnarkose werden zwei Ballon-Trokare (5 mm und 12 mm) im linken

Oberbauch durch die Bauchwand eingefuhrt. Im Anschluss an die Laparoskopie



mit Bestimmung der TumorgroRRe, -lokalisation, sowie Biopsieentnahme, wird ein
CO2-Capnoperitoneum mit einem Druck von 12 mmHg hergestellt. Nachdem ein
Vernebler Uber einen Trokar in den Bauchraum eingebracht und aul3erhalb an
einen Hochdruck-Injektor angeschlossen wurde, werden die Parameter (eine
Flussrate von 30 ml/min und ein maximaler Druck von 20 bar) flr die
ferngesteuerte und gezielte, normotherme Injektion der Medikamente Uberpruft.
Die Medikamente werden als polydisperses Aerosol in die Peritonealhdhle
gespruht, um eine homogene Verteilung zu ermdglichen (Solass et al., 2014).
Das Capnoperitoneum wird fur 30 Minuten bei 37 °C im Gleichgewichtszustand
(Steady State) aufrechterhalten. AnschlielRend werden die Trokare entfernt und
die Behandlung beendet. Entsprechende Schutzvorrichtungen und
geschlossene Entluftungssysteme verhindern wahrend und nach dem Vorgang
das Austreten des toxischen Aerosols in das Umfeld und eine eventuelle

Kontamination des OP-Personals.

1.2.3 Risiken der PIPAC

Die Durchfiihrung einer PIPAC zusatzlich zur adjuvanten
Standardchemotherapie ist auch mit Risiken verbunden. So kann die Behandlung
mit Chemotherapeutika eine Lokaltoxizitdat haben und die Darmfunktion
beeintrachtigen. Auch kann die hohe |Iokale Konzentration des
Chemotherapeutikum nach PIPAC die Wundheilung verzégern und haufiger zu
Anastomoseninsuffizienzen fuhren, wie es am Grolitiermodell demonstriert
wurde (Tavernier et al., 2020). Dartber hinaus kann die Verabreichung von
zytotoxischen Medikamenten im Bauchraum irreversible Schaden am intakten
Peritoneum nach sich ziehen, wie z.B. eine Peritonealfibrose. Diese Schaden am
intakten Organ sind bei prophylaktischen Indikationen von besonderer
Bedeutung (Pocard und Reymond, 2020). Alle diese Aspekte sind nicht forderlich
fur die Therapie eines malignen Tumors, dessen molekulare Mechanismen
chronischen Wunden &hneln (Dvorak, 1986). Es besteht also ein Bedarf an
Substanzen, die ein intraperitoneales Tumorrezidiv verhindern, ohne die

Wundheilung negativ zu beeinflussen und dem Erhalt des Peritoneums dienen.



Diese anspruchsvolle Aufgabe kdnnte durch den Einsatz gezielter Inhibitoren wie

den Histon-Deacetylase-Enzymen (HDAC) erflllt werden.

1.3 Histon-Deacetylase-Inhibitoren

Dass epigenetische Veranderungen eine zentrale Rolle bei der Entstehung von
Malignomen spielen, ist inzwischen gut etabliert. Diese Erkenntnis schlief3t die
Modifikation von Histon-Proteinen im Zellkern durch Acetylierung mit ein. Histone
stellen die kleinste Verpackungseinheit von Chromosomen dar. Sie bilden als
Komplex ein Nukleosom, um welches sich wiederum der DNA-Strang
spiralformig windet. Fur die Vermittlung des Acetylierungs-Prozesses sind
spezifische Enzyme verantwortlich. Diese kdnnen entweder als Histon-Acetyl-
Transferase (HAT) eine Ubertragung einer Acetylgruppe auf den positiv
geladenen Lysin-Rest am N-terminalen Ende eines Histons oder die Entfernung
der Acetylgruppe als sogenannte Histon-Deacetylase (HDAC) initiieren (siehe
Abbildung 2) (Kim und Hong, 2015).

Aktivierung der Transkription

Dekondensiertes |
Chromatin

HDACI

\ )
) ) p) ) ) ) p) )
¢ ¢ ) p ¢
\ AN

Histon- 23 33 33 33 Histon-
Acetylierung : h Deacetylierung

Kondensiertes
» > > Chromatin

Unterdriickung der Transkription

Abbildung 2: Histon-Acetylierung und Deacetylierung.

Adaptiert nach (Kim und Hong, 2015). Ac = Acetylgruppe. Die Histon-Acetyl-Transferase fuhrt
Uber eine Acetylierung des Histons zu dekondensiertem Chromatin und folglich zur
Transkriptionsaktivierung. Die Histon-Deacetylase hat eine gegenteilige Wirkung, welche durch
ihren Enzym-Inhibitor entsprechend blockiert wird.



Es wird angenommen, dass eine Acetylierung zur Neutralisierung des Histons
fuhrt, wodurch die Interaktion zwischen der negativ geladenen DNA verringert
wird und sich die DNA entspiralisiert. Die Zuganglichkeit der Gene begunstigt
dann die Bindung von Transkriptionsfaktoren und folglich die Transkription selbst.
Eine Deacetylierung eines Histon-Proteins fihrt dagegen zu einer Kondensation

der DNA und zu einer unterdrtickten Genexpression.

Die Hemmung der HDAC-Enzyme durch einen HDAC-Inhibitor (HDACi) kann
demnach die DNA-Konformation beeinflussen. Darliber hinaus spielt auch die
Acetylierung von Nicht-Histon-Proteinen, wie des Transkriptionsfaktors und
Tumorsupressors p53, eine Rolle bei der epigenetischen Regulierung durch
HDACI (Chueh et al., 2015). Insgesamt betrachtet, kdnnen die Inhibitoren, in
Abhangigkeit vom Tumortyp, somit durch die Expression zahlreicher Gene
mehrdimensionale Auswirkungen (siehe Abbildung 3) auf verschiedene
Krebsmerkmale wie den Zellzyklus, Zellwachstum, Apoptose, Angiogenese oder
die Regulierung zelluladrer Signalwege hervorrufen und auch die Immunantwort
steuern (Xu et al., 2007, Schizas et al., 2020, Eckschlager et al., 2017). Es wurde
zudem festgestellt, dass eine Vorbehandlung von Magenkarzinomzellen mit
einem HDACi zu einer erhdohten Konzentration an DNA-gebundenem
Chemotherapeutikum fihren kann, die mit einer verstarkten Histon-Acetylierung,
Chromatinrelaxation und einem Zellzyklusstillstand einhergeht (Amnekar et al.,
2020).

Folglich bieten HDACi durch die Veranderung von Expressionsmustern
tumorrelevanter Gene sowohl in alleiniger Anwendung als auch in Kombination
mit anderen Medikamenten neue therapeutische Optionen zur Krebsbehandlung.
Der Einsatz von HDACi beim Magenkarzinom erscheint besonders attraktiv, da
das Wiederauftreten peritonealer Metastasen nach kurativer Chirurgie ein

ungeldstes Problem darstellt.
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Abbildung 3: Verschiedene antitumorale Wirkungen der HDACI. Adaptiert nach (Xu et al.,
2007). Pfeil |: Abnahme, Pfeil 1: Zunahme, ROS: reaktive Sauerstoffspezies. Die
Unterdriickung der Histon-Deacetylase aufgrund eines HDAC-Inhibitors fihrt bei Tumorzellen
Uber die (Nicht-)Histon-Acetylierung zu multiplen Beeintrachtigungen, die beispielsweise im
Zusammenhang mit Zellwachstum, Zellzyklus, Autophagie und Apoptose stehen.

Es existieren insgesamt 18 verschiedene HDAC-Isoformen, die nach
phylogenetischer Analyse anhand ihrer Homologie zu Proteinen von
Hefebakterien in vier Klassen unterteilt werden und sich Gberwiegend im Zellkern
oder Zytoplasma befinden (siehe Tabelle 1). Dabei umfasst die Klasse | die
HDAC-Typen 1, 2, 3 und 8. Die Klasse Il differenziert sich nach der jeweiligen
Anzahl katalytischer Zentren in die Untergruppe lla mit dem HDAC-Enzym 4, 5,
7,und 9 (ein aktives Zentrum) und in Gruppe lIb mit HDAC 6 und HDAC 10 (zwei
aktive Epitope). Klasse IV beinhaltet lediglich eine einzige und jlingst entdeckte
Isoform, das HDAC-Enzym 11. Es teilt strukturelle Eigenschaften sowohl mit den
HDAC's der Klasse | als auch der Klasse Il. Die dritte Klasse stellt die Familie der
Sirtuine dar. Diese unterscheidet sich aufgrund dem NAD*-abhangigen
Deacetylierungs-Mechanismus von den anderen HDAC-Klassen. Fur die
enzymatische Reaktion der Klassen I, Il und IV werden stattdessen Zink-lonen
bendtigt (Gregoretti et al., 2004, Gao et al., 2002, Yang et al., 2019).



Tabelle 1: HDAC-KIassifizierung

Klasse | HDAC Lokalisierung Mechanismus

| 1,2,3,8 v.a. Zellkern Zn?*-abhangig

lla 4,5,7,9 Zellkern/ Zytoplasma Zn?*-abhangig

lIb 6, 10 v.a. Zytoplasma Zn?*-abhéangig

[l Sirtuin 1 -7 | Zellkern/ Zytoplasma/ NAD*-abhangig
Mitochondrien (je nach Sirtuin)

v 11 Zellkern/ Zytoplasma Zn?*-abhangig

Gene, die fur eine gesunde Entwicklung erforderlich sind, kdnnen durch eine
gestorte Funktion der HDAC's zur Malignomentwicklung fihren. Daher wurde bei
vielen Krebsarten eine verstarkte Expression von HDAC's beobachtet, wie
beispielsweise HDAC 1 beim Prostatakarzinom (Halkidou et al., 2004) oder
HDAC 2 beim Zervixkarzinom (Huang et al., 2005). Schon vor 20 Jahren wurde
eine Uberexpression der HDAC-Proteinen 1 und 2 beim Magenkarzinom
beschrieben (Choi et al., 2001, Song et al., 2005, Zhang et al., 2019, Yagi et al.,
2010). Auch bei szirrhosen Magenkrebszelllinien mit groem peritonealen
Metastasierungspotenzial, war etwa die Expression von HDAC 1 und HDAC 2
erhoht, verglichen mit weniger aggressiven Zelllinien (Yagi et al., 2010). Bei der
in dieser Studie verwendeten Magenkarzinomzelllinie MKN-45 war eine hohe

Expression besonders von HDAC 1 Enzymen nachweisbar (Mutze et al., 2010).

Neben den HDAC-Klassen gibt es auch verschiedene HDACI-Einteilungen.
Sogenannte Paninhibitoren kdnnten bezlglich ihrer Wirkung aufgrund der
grol3flachigen Hemmung von HDAC's mit gegebenenfalls anderen oder
gegensatzlichen Funktionen schwer einsetzbar sein. Dagegen haben isoform-
oder klassenselektive HDACI, durch die Spezifikation gegenuber nur wenigen
HDAC's, vermutlich eine hoéhere Bindungsaffinitat. Sie kdnnten therapeutisch
wirkungsvoller sein und weniger Nebenwirkungen auslésen (Bieliauskas und
Pflum, 2008, Khan et al., 2008).



Die obigen Daten legen nahe, dass HDACi zur Behandlung von
Peritonealmetastasen eines Magenkarzinoms besonders die HDAC-Klasse | mit
den Enzymen 1 und 2 hemmen sollten. Zu den HDAC-Klasse | hemmenden
HDACi gehoren zum einen z.B. der HDACi SAHA und zum anderen die
Valproinsaure (VPA). Im Gegensatz zu SAHA ist VPA kein Paninhibitor, der
unspezifisch mehrere HDAC's hemmen kann, sondern ein klassenselektiver
Inhibitor (Bieliauskas und Pflum, 2008, Khan et al., 2008). VPA scheint also ein
vielversprechender Kandidat fur die Pravention von Peritonealmetastasen zu
sein. Uber die Anwendung von VPA als selektiver HDACi in Bezug auf
Magentumore oder peritoneale Rezidive ist bisher allerdings noch wenig

bekannt.

1.3.1 Valproinséaure

VPA ist ein altbewahrtes Antiepileptikum, das auch bei Krampfanfallen, bipolaren
Storungen und zur Vorbeugung von Migrane eingesetzt wird. Seine
neurologischen Effekte beruhen auf einer verstarkten Wirkung des
Neurotransmitters GABA durch die Hemmung des GABA-Metabolismus, durch
dessen Synthesestimulation und die Blockierung von Natrium- und
Calciumkanalen (mit resultierender Verhinderung der Bildung eines
Aktionspotenzials). Zu den medikamentdosen Nebenwirkungen zahlen unter
anderem Benommenheit, Schwindel, gastrointestinale Beschwerden, Tremor,
Blutgerinnungstorungen,  Thrombozytopenie und  Hepatotoxizitat.  Die
Anwendung von VPA ist bei werdenden Muttern aufgrund teratogener

Eigenschaften untersagt.

Bei dem Wirkstoff handelt es sich um eine Carbonsaure. Als kurzkettige 2n-
Propyl-Pentan-Fettsaure gehort VPA zudem zu der Stoffklassengruppe Il von
HDACI's, von denen insgesamt funf verschiedene chemische Gruppen (siehe
Tabelle 2) differenziert werden (Schizas et al., 2020). VPA ist bei
Raumtemperatur eine chemisch stabile Flussigkeit, in organischen Ldsungen
I6slich und hat eine gute Bioverfugbarkeit (Johno et al., 1984). Seine Loslichkeit
in Wasser und Fett ermdglicht eine leichte Verteilung im Koérper (Lipska et al.,
2020). VPA wird gut durch die einschichtige Peritonealmembran in das
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retroperitoneale  Fettgewebe absorbiert (Johno et al., 1984). Die
pharmakologischen Eigenschaften machen VPA fir eine intraperitoneale

Verabreichung, wie mit der PIPAC-Technik, attraktiv.

Tabelle 2: HDACi-Stoffklassen und Strukturformel von VPA

Stoffklasse

| Hydroxansauren

Il | Kurzkettige Fettsduren /H

1l | Benzamide

IV | Zyklische Tetrapeptide
V | Sirtuin-Inhibitor

Valproinsaure

Langjahrige Behandlungserfahrungen machten VPA zu einem vertraglichen und
von Patienten gut akzeptierten Medikament (Lipska et al., 2020, Duenas-
Gonzalez et al., 2008). Bei den zahlreichen behandelten Patienten wurde zufallig
beobachtet, dass VPA zusatzlich inhibitorische Effekte hat, die gegen HIV-
Infektionen genutzt werden koénnen (Lehrman et al., 2005). Auch bei
verschiedenen Tumorarten konnte VPA vielfaltige Auswirkungen erzielen (Brodie
und Brandes, 2014).

e VPA als Krebsmittel
Studien verdeutlichten, dass VPA als HDAC: vor allem die HDAC-Klassen | und
Ila beeintrachtigen kann (Gurvich et al., 2004). In Anbetracht dessen ist VPA ein
potenzielles Therapeutikum fur die Prophylaxe oder die Behandlung von
peritonealen Magenkrebsrezidiven. VPA reduziert das Tumorwachstum und die
Verbreitung durch Metastasierung (Géttlicher et al., 2001). Zusatzlich verringert
VPA die Zellproliferation und die Migrationsfahigkeit von Magenkarzinomzellen
(Jahani et al., 2021). So konnte etwa bei Magenkarzinomzellen in der G1-Phase
des Zellzyklus ein VPA- induzierter Stillstand erkannt werden. Des Weiteren kann
VPA die Apoptose von Magenkarzinomzellen induzieren. Griinde hierfur kdnnten

eine Aktivierung der Caspase 9 und 3 (intrinsischer Weg) sowie der Caspase 8
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(extrinsischer Weg) sein (Zhao et al., 2011). Auch eine induzierte Autophagie
koénnte ursachlich sein (Sun et al., 2020). AuRerdem I6ste VPA bei szirrhdsem
Magenkrebs unter anderem eine Hochregulierung des Proteins p21 mit folgender
Einleitung eines Zellzyklusarrests aus. Zudem rief VPA eine Abnahme von Cyclin
D1 hervor, welches in Tumoren oft durch seine Uberexpression zu
Veranderungen der Zellzyklusprogression und Zelltransformationen flhrt, sowie

zur Verringerung des Anti-Apoptoseproteins Survivin (Yagi et al., 2010).

o Effekt von VPA auf die Wundheilung

Im Gegensatz zu den meisten Chemotherapeutika scheint VPA die Wundheilung
nicht zu beeintrachtigen. In Untersuchungen von Ala et al. konnte sogar ein
gegenteiliger Effekt beobachtet werden. VPA konnte hier die sekundare Heilung
der Haut bei Ratten beschleunigen. Die Autoren vermuten einen GABA- und
HDAC-abhangigen Mechanismus als Ursache (Ala et al., 2020). Aul3erdem
unterdrickte VPA die Peritonealfibrose bei Ratten. Zudem konnte nachweislich
die Neoangiogenese und die Expression von proinflammatorischen Zytokinen
(Tumornekrosefaktoren, Interleukine, Chemokine) durch VPA reduziert werden
(Costalonga et al., 2017). In einem anderen Rattenmodell reduzierte die
intraoperative Verabreichung von VPA die intraabdominale Adhasionsbildung.
Wahrend des Versuchs wurde das peritoneale fibrinolytische System wegen
verringerter Proteinspiegel von Fibrinogen und VEGF durch VPA nicht
beeintrachtigt (Cassidy et al., 2014).

¢ Synergie von VPA mit Chemotherapeutika
Neben einem maoglichen Wundheilungseffekt kann VPA in Verbindung mit einem
Chemotherapeutikum einen synergistischen, chemosensibilisierenden Einfluss
auf Magenkarzinomzellen erzeugen, wie bereits Kombinationen mit Cisplatin
oder Oxaliplatin an Magenkarzinomzellen zeigten (Amnekar et al., 2020, Zhang
etal., 2019).

1.4 Paclitaxel

Paclitaxel wird als Chemotherapeutikum bei zahlreichen Malignomen
angewendet. Dazu gehdren metastasiertes Mamma- (Miller et al., 2007) und
Pankreaskarzinom (Takahara et al., 2021), Bronchial- (Sandler et al., 2006) oder
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Ovarialkarzinom (Armstrong et al., 2006). Als Taxan (siehe Abbildung 4) beruht
die medikamentdse Wirkung von Paclitaxel auf der Blockade der G2- und Mitose-
Phase des Zellzyklus. Das Zytostatikum hemmt durch die Bindung an 3-Tubulin
zum einen die Depolymerisation von Tubulin mit resultierender Tubulin-
Stabilisierung. Zum anderen verhindert es den Abbau der Mikrotubuli und damit
der Mitosespindel, sodass die Zellteilung unterbrochen wird. PTX fallt deshalb in
die Gruppe der Zytoskelett-Inhibitoren. PTX kann weiterhin die physiologische
Struktur und Funktion der Mikrotubuli durch seinen Eingriff in die Interphase
stéren, was Wachstum und Stoffwechsel beeintrachtigt und folglich zur Apoptose
fuhrt. Unerwinschte Nebenwirkungen kénnen zum Beispiel Neutropenie,

gastrointestinale Beeintrachtigungen oder Neuropathie sein.
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Abbildung 4: Strukturformel von Paclitaxel (Naderi et al., 2015).

PTX wurde aufgrund seiner pharmakokinetischen Eigenschaften mittlerweile bei
Peritonealmetastasen gastrischen Ursprunges eingesetzt und zeigte
vielversprechende klinische Effekte. Da Taxane wegen ihres hdheren
Molekulargewichtes und ihrer geringen Loslichkeit eine lange intraperitoneale
Verweildauer haben, kann die Aufrechterhaltung einer hohen
Medikamentenkonzentration und ein direktes Eindringen in die Tumorzellen
gewahrleistet werden (Sugarbaker, 2021, Kobayashi und Kodera, 2017, Gelmon,
1994). Bei der Umsetzung einer PIPAC am Schweinemodell zeigte PTX eine
geringere systemische Exposition im Vergleich zur intravenésen Therapie und

zudem ein gunstiges Toxizitatsprofil (Tan et al., 2021). In einer laufenden Phase
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| Studie werden Magentumorpatienten mit Peritonealmetastasen mit PTX mittels

PIPAC und gleichzeitiger systemischer Chemotherapie behandelt (Kim, 2021).

Ein Hindernis stellt allerdings, wie so oft in der Krebstherapie, die Entwicklung
einer PTX-Resistenz dar. Mechanismen, die zur PTX-Resistenz beitragen, sind
eine Expression von Multidrug-Resistenzgenen (wie z.B. MDR-1 Gen oder p-
Glykoprotein), molekulare = Veranderungen von [(3-Tubulin und die
Beeintrachtigung apoptotischer Regulierungs- und Mitose-Kontrollpunkt-Proteine
(Yusuf et al., 2003).

¢ Synergie von VPA mit Paclitaxel
Die Kombination von PTX mit einem HDACI erscheint vielversprechend, um
chemosensibilisierende und synergetische Effekte auf Tumorzellen zu bewirken
(Liu et al., 2014). Eine Kombination von PTX mit VPA wurde bereits an
Magenkarzinomzellen getestet. Diese in vitro Studie zeigte, dass VPA mit PTX
eine synergistische Wirkung aufgrund einer induzierten a-Tubulin-Acetylierung
mit sich daraus ergebender Tubulin-Stabilisierung hat (Yagi et al., 2010). Trotz
der zuvor beschriebenen Studien ist die Datenlage in diesem Bereich eher
begrenzt, weshalb es weiterer Experimente bedarf. Dementsprechend soll PTX

in dieser Studie fur die Arzneimittelkombination mit VPA verwendet werden.

Zusammenfassend konnte die Wirkung von VPA die Entzindung, Angio- und
Fibrinogenese und das Tumorwachstum in chirurgischen Wunden verringern. Die
genauen molekularen Mechanismen, die die VPA-Effekte beim Magenkarzinom
modulieren, mussen jedoch noch geklart werden (Jahani et al., 2021). Insgesamt
zeigt VPA neben seinen positiven pharmakologischen Eigenschaften eine
Antitumorwirkung und eine fehlende Beeintrachtigung der Wundheilung. Somit
ist VPA ein attraktiver Kandidat zur Verhinderung eines intraperitonealen

Tumorrezidivs nach einer Magenkarzinom-Operation.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollen die Effekte von VPA auf verschiedenste
Krebsparameter in vitro analysiert werden. Dabei wird angenommen, dass VPA
eine Toxizitdt auf Magenkrebszellen ausubt, Metabolismus, Zellmigration und
Adhasion beeinflusst und keine negative Beeintrachtigung der Wundheilung
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verursacht. Zusatzlich sollen synergistische Effekte durch eine Kombination von

VPA und PTX an genannten Tumormerkmalen untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Ethischer und rechtlicher Hintergrund

Das Studienprotokoll wurde am 12. Mai 2021 von der Ethik-Kommission der

Medizinischen Fakultat der Universitat Tubingen, Deutschland, genehmigt

(PVL964). Fir diese Studie wurden keine lebenden Tiere verwendet oder

euthanasiert, und keine humanen Proben entnommen. Es wurden ausschlief3lich

kommerziell erworbene Zelllinien verwendet.

2.2 Material
2.2.1 Gerite
Tabelle 3: Verwendete Geratschaften
Gerat Hersteller
Einkanalpipette Referenz, | Eppendorf (Hamburg, DE)
mechanisch, 10 — 100 ul, 100 — 1000
Ml
Gefrierschrank Liebherr (DE)

Gefrierbehalter, Kryotechnik

Taylor Wharton (USA)

Hochdruck-Angioinjektor Accutron

HP-D

MedTron AG (Saarbrticken, DE)

Inkubator HERAcell VIOS 160i, CO2-

Inkubator

Thermo Scientific (Schwerte, DE)

Inkubator-Mikroskop zenCell owl

OLS, OMNI Life Science (Bremen,
DE)

Kuhlschrank 1

Liebherr (DE)

Kuhlschrank 2

Philipp Kirsch (Willstatt-Sand, DE)

Lichtmikroskop Leica DMIL

Leica Microsystems (Wetzlar, DE)

Lichtmikroskop Kamera Leica MC170
HD

Leica Microsystems (Heerbrugg,

Schweiz)

Magnetruhrer RH basic 2

IKA (Staufen, DE)

Magnetstabchen Rotilabo

Carl Roth (Karlsruhe, DE)

Magnetstab-Entferner Rotilabo

Carl Roth (Karlsruhe, DE)
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Mehrkanalpipette Research,

mechanisch, 8-Kanal, 10 — 100 pl

Eppendorf (Hamburg, DE)

Mehrkanalpipette  Research

mechanisch, 8-Kanal, 30 — 300 ul

plus,

Eppendorf (Hamburg, DE)

Mikroplattenlesegerat NanoQuant

Infinite M200 Pro

Austria  GmbH

Tecan (Grodig,

Osterreich)

Mini-Membran-Vakuumpumpe
Laboport N 811

KNF (Freiburg, DE)

Multipipette Plus

Eppendorf (Hamburg, DE)

Orbitalschuttler PSU-10i

Grant-bio (Cambridge, England)

Pipettierhilfe Pipetus, 0,1 - 200 ml,
Akku-betrieben

Hirschmann Laborgerate (Eberstadt,
DE)

Rotator Roto-Mix, 10 — 60 rpm

neolLab (Heidelberg, DE)

Rohrchen-Rotator

Thermo Scientific (China)

Schittelwasserbad SW-20C

Julabo (Seelbach, DE)

Sicherheitswerkbank 1, Klasse 2,

Maxisafe 2020 1.8

Thermo Fisher Scientific

(Langenselbold, DE)

Touch Screen Accutron HP-D

MedTron AG (Saarbrticken, DE)

Uberkopf-Rotationsgerat
Rotator)

(Overhead

neolLab (Heidelberg, DE)

Zellzahler & Analysator CASY Model
TT

Innovatis, Scharfe
(Reutlingen, DE)

System

Zentrifuge Model 5810 R

Eppendorf (Hamburg, DE)

2.2.2 Zelllinien

Tabelle 4: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Zellart Hersteller

MeT-5A Humane Mesothelzelllinie ATCC (Wesel, DE)

MKN-45 Humane Magenkrebszellen, | DSMZ (Heidelberg, DE)
Adenokarzinomzelllinie
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NHDF Neonatale humane dermale | Bioproducts Boehringer Ingelheim

Fibroblasten (Leimen, DE)

2.2.3 Assay Kits

Tabelle 5: Verwendete Kits

Kits

Hersteller

CytoSelect 48-well Cell Adhesion Assay, ECM Array,
Colorimetric
. ECM Adhesion Plate (48-well, 40 ECM-
proteinbeschichtete wells: Fibronektin, Kollagen |V,
Fibrinogen, Laminin 1, Kollagen 1), 8 BSA-
beschichtete wells)
o Cell Stain Solution

° Extraction Solution

Cell Biolabs, INC.
(Kalifornien, USA)

TACS MTT Cell Proliferation Assay

o Detergent Reagent
o MTT Reagent

R&D Systems
(Minnesota, USA)

2.2.4 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 6: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien & Reagenzien Hersteller (Ort)

0,05 % Trypsin-EDTA Gibco/Life Technologies GmbH
(Darmstadt, DE)

0,9 % NaCl Infusion Solution
DE)

Fresenius Kabi (Bad Homburg,

Amphotericin B Gibco/Life Technologies GmbH
(Darmstadt, DE)

Ampuwa Ldsungsmittel, steriles und | Fresenius Kabi (Bad Homburg,

pyogenfreies, Wasser fur Injektionszwecke | DE)
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CASYton

OLS, OMNI
(Bremen, DE)

Life Science

DPBS, ohne Calcium, ohne Magnesium

(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)

Gibco/Life Technologies GmbH
(Darmstadt, DE)

Dulbecco's Modified Eagle Medium

(DMEM) + GlutaMAX-I (4,5 g/l D-glucose)

Gibco/Life Technologies GmbH
(Darmstadt, DE)

FBS (Fetal Bovine Serum), Qualified

Gibco/Life Technologies GmbH
(Darmstadt, DE)

NeoTaxan (Paclitaxel), 6 mg/ml

Hexal AG (Holzkirchen, DE)

Penicillin-Streptomycin

Gibco/Life Technologies GmbH
(Darmstadt, DE)

RPMI 1640 + GlutaMAX-I

Gibco/Life Technologies GmbH
(Darmstadt, DE)

Valproic Acid (Valproinsaure), 1 g Sigma-Aldrich/ Merck
(Minchen, DE)
2.2.5 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 7: Verwendete Verbrauchsmaterialien
Material Hersteller
24-well-Platten Cellstar/Greiner Bio-One
(Frickenhausen, DE)
96-well-Platten, flacher Boden Cellstar/Greiner Bio-One

(Frickenhausen, DE)

Aufbewahrungsbox

Curver (Neu-Isenburg, DE)

Becher mit Schraubdeckel, 100 ml,
strahlensteril

neolLab (Heidelberg, DE)

CapnoPen (Vernebler)

Capnopharm (Tubingen, DE)

CASYcup

OLS, OMNI Life Science (Bremen,
DE)

Celldisk, 4 Layeres

Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)

Combitips advanced, 10 ml

Eppendorf (Hamburg, DE)

19



Culture flask, 175 cm?

Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)

Doppel-Ballon-Trokar, 12 mmHg

Kii, Applied Medical (Kalifornien, USA)

Easy Loading Syringe
(Injektionsspritze), 200 ml, 83 bar,

1200 psi

MedTron AG (Saarbrtcken, DE)

Eppendorf Safe-Lock Tube, 2 ml

Eppendorf (Hamburg, DE)

Frischhaltedose Clip&Close,

rechteckig (33 x 22 x 21 cm)

Emsa (Emsdetten, DE)

Kryordhrchen, 1,8 ml

Thermo Scientific Nunc (Schwerte,
DE)

Mehrzweckbecher, PP, 200 ml,

Schraubverschluss, sterilisiert

Ratiolab (Dreieich, DE)

Pasteurpipette, Glas, 150 mm

Wilhelm Ulbrich (Mainz, DE)

Patientenschlauch (83 bar, 1200 psi,

MedTron AG (Saarbrticken, DE)

Pipettenspitzen epTIPS Reloads, 20 —
300 pl

Eppendorf (Hamburg, DE)

Pipettenspitzen Safeguard, steril, 10
upl, 1000 pl

Peqglab/ VWR (Bruchsal, DE)

Pipettenspitzen TipOne, steril, 100 pl

Starlab (Hamburg, DE)

Pipettenspitze Universal, steril, 200 —
1000 pl, blau

Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)

Pipettenspitze Universal, steril, 10 —
100 pl, gelb

Greiner Bio-One (Frickenhausen, DE)

Polypropylene Conicial
Tube, 50 mi

Centrifuge

Corning/ Falcon (New York, USA)

Reagenz-Reservoir, steril, 25 ml

Moonlab plastics/ neolLab

(Heidelberg, DE)

Serologische Pipetten, steril, non

pyrogenic, 5, 10, 25, 50 ml

Corning/ Falcon (North Carolina, USA)
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2.2.6 Software

Tabelle 8: Verwendete Software

Software/ Version Hersteller
CASYworX, Version 1.26 OLS, OMNI Life Science (DE)
GraphPad Prism, Version 9.1.2 GraphPad Software Inc. (USA)

IBM SPSS Statistics, Version 28.0.0.0 | International Business Machines
Corporation (USA)
Imaged, Version 1.53k National Institutes of Health (USA)

Leica Application Suite, Version 4.12 Leica Microsystems (Schweiz)

Magellan, Version 7.1 Tecan Trading AG (Schweiz)
Microsoft Excel, Version 2112 Microsoft Corporation (USA)
Microsoft Paint, Version 1703 Microsoft Corporation (USA)
zenCell owl, Version 3.3.2 innoME GmbH (USA)

2.3 Methoden

2.3.1 Medikamente
Folgende Substanzen wurden verwendet: Valproinsaure (Valproic acid) von der
Firma Sigma-Aldrich und Paclitaxel als NeoTaxan der Hexal AG. Als

Kontrolllésung wurde 0,9 % Natriumchlorid (NaCl) eingesetzt.

2.3.2 Zellkulturmethoden

Fur die in vitro Versuche wurde die humane Magen-Adenokarzinomzelllinie
MKN-45 kultiviert. Aulerdem wurden die Zellen der humanen Mesothelzelllinie
MeT-5A und die der neonatalen humanen dermalen Fibroblasten (NHDF) fur den
Assay zur Untersuchung der Wundheilung verwendet. Bei allen Zelllinien
handelte es sich um adharente Zellen. Die verschiedenen Zellen wurden jeweils
als Monolayer in 175 cm? Kulturflaschen kultiviert. Als Zellkulturmedium wurde
fur die MKN-45 Zellen sowie fur die MeT-5A Zellen das Medium RPMI 1640 +
GlutaMAX-I verwendet, welches zusatzlich mit 10 % Fetalem Kalberserum
(FBS), Penicillin G 100 U/ml und Streptomycin 100 ug/ml und 1 % Amphotericin
B, einem Antimykotikum, angereichert wurde. Fur die Fibroblasten diente
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) + GlutaMAX-I (4,5 g/l D-glucose) als
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Basisnahrmedium, welches ebenfalls mit FBS, Penicillin-Streptomycin und dem
Antimykotikum versetzt wurde. Alle genannten Zellkultur-Losungen wurden von
dem Unternehmen Gibco/Life Technologies GmbH aus Darmstadt in

Deutschland bezogen.

2.3.21 Kultivierung von Zellen

Zum Aussaen wurde die in Kryoréhrchen tiefgefrorene Zelllinie aus einem -160
°C Stickstoff-Gefrierbehalter (Dampfphase) verwendet. In eine Zellkulturflasche
wurde entsprechendes Kulturmedium pipettiert und das Gefall im Inkubator
erwarmt. Nach dem Auftauen der Kryordhrchen im Schittelwasserbad bei 37 °C
wurde die nun flissige Zellsuspension aus dem Ro&hrchen mit einer
serologischen Pipette in das warme Medium ubertragen. Dort konnten die Zellen

wahrend der Inkubation adharieren und Uber die nachsten Tage proliferieren.

Die Inkubation der Zellkulturflaschen erfolgte im HERAcell VIOS 160i Inkubator
bei 37 °C und 5 % CO2. Aufgrund der hohen Proliferationsrate der Tumorzellen
und Mesothelzellen fand ein Mediumwechsel alle ein bis zwei Tage statt. Das
Medium der Fibroblasten wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt. Zudem wurde
das Wachstum der Zellen regelmallig unter einem Leica Lichtmikroskop DMIL
kontrolliert und gegebenenfalls per Fotodokumentation mit einer Leica

Lichtmikroskop Kamera Uber die Software Leica Application Suite festgehalten.

2.3.2.2 Passagieren

Zur Vermehrung der Zellen auf die fur die Experimente bendtigte Zellzahl wurden
die Zellen bei einer Konfluenz von 90 % bis 100 % in neue Kulturflaschen mit
einer grolkeren Flache passagiert. Daflir wurde das alte Nahrmedium aus der
Flasche mit einer serologischen Pipette abgenommen und verworfen.
AnschlieRend wurden die Zellen durch horizontales Schwenken der Flasche
unter Zugabe von 25 ml Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS-Puffer)
zweimal gewaschen. Nach jeder einzelnen Zellreinigung wurde das PBS wieder
verworfen. Danach wurden 5 ml einer 0,05 % Trypsin-EDTA-L6sung in die
Kulturflasche gegeben und die Zellen fur circa 10 Minuten inkubiert. In dieser Zeit
sollte das Trypsin die Verbindung der adharenten Zellen enzymatisch vom

Flaschenuntergrund I6sen. Nach entsprechender Einwirkzeit waren somit die
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Zellen bei der Kontrolle unter dem Leica Lichtmikroskop schwimmend in der
Trypsin-Lésung erkennbar. Durch vorsichtiges Klopfen konnten noch eventuell
adharente Zellen vom Flaschenboden gelost werden. Zur Inaktivierung des
Trypsins wurde im nachsten Schritt neues Medium zum Inhalt der Kulturflaschen
zur Verdunnung hinzugefugt und durch Mischpipettieren eine Zellsuspension
hergestellt. Diese Suspension wurde auf neue KulturgefalRe gleichmaliig
aufgeteilt. Die neuen Kulturgefal’e wurden bereits vor Beginn des Passagierens
vorbereitet, mit frischem Nahrmedium geflllt und in den Inkubator zur Erwarmung
gestellt. Die alten Kulturflaschen wurden nach der Passage lichtmikroskopisch
auf Zellriickstande Uberprift. In den frisch befillten GefalRen trieben nun die
passagierten Zellen im entsprechenden Nahrmedium. Nach ein paar Stunden

Inkubationszeit adhéarierten bereits erste Zellen an dem neuen Flaschenboden.

Alle vorbereiteten Zellkulturmedien, Trypsin sowie PBS, wurden im Kihlschrank
bei +4 °C gelagert. Das Antimykotikum, die Antibiotika und FBS wurden als
Aliquots im Gefrierschrank bei -20 °C aufbewahrt. Unmittelbar vor der
Anwendung wurden die Losungen im Wasserbad auf 37 °C erwarmt. Die

Zellkultur-Experimente fanden durchgehend unter sterilen Bedingungen statt.

2.3.3 Experimentelle Gruppen

Folgende Gruppen wurden fur die Experimente gewabhilt:

1. Valproinsaure

2. Paclitaxel

3. Valproinsaure in Kombination mit Paclitaxel
4. Kontrollgruppe (0,9 % NacCl)

Eine geeignete Konzentration fur jedes Medikament wurde zuerst experimentell
bestimmt, indem die zytotoxische Wirkung verschiedener aufsteigender
Konzentrationen auf MKN-45 Zellen getestet wurde (siehe Kapitel 2.3.5). Die
verwendeten Konzentrationsreihen fur eine PIPAC-Anwendung wurden auf der
Grundlage von Literaturdaten ausgewahlt. Die PTX-Konzentrationen wurden
anhand der fiir eine PIPAC-Phase-I-Studie vorgeschlagenen Dosis von 15 mg/m?
aus einer PIPAC-Studie am Schweinemodell (Tan et al., 2021) und der
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durchschnittlichen Korperoberflache abgeleitet. Die Konzentrationen von VPA
basierten auf den Ergebnissen einer in vitro Studie (IC50 = 7 mM) an humanen
Magenkarzinomzellen in Anlehnung an eine systemische Chemotherapie (Jahani
et al., 2021).

Bei  klinischen  PIPAC-Verfahren fuir  Doxorubicin/Cisplatin  (Dosis-
Behandlungsplan der Universitatsklinik Tldbingen) werden standardisierte
Volumen von insgesamt 200 ml (50 ml Doxorubicin-/ 150 ml Cisplatin-NaCl-
Losung) verwendet. Aus technischen Grinden wurde fur dieses in vitro
Experiment das Volumen der versprihten Medikamentenlésung auf 50 ml

reduziert, wobei die Konzentration identisch blieb.

2.3.4 Medikamentengabe mittels PIPAC

Zur Medikamentenbehandlung wurden die Zellen (4 x 10° Zellen/ml) auf 24-well-
Platten fur circa zwei Tage bis zu einer Konfluenz von 60 % kultiviert. Vor der
Anwendung der PIPAC wurde das gesamte verbrauchte Kulturmedium aus den
einzelnen Vertiefungen der Zellkulturplatte abgesaugt. Die 24-well-Platte wurde
anschlielend auf den Boden einer Kunststoffbox positioniert und mit dem Deckel

luftdicht verschlossen.

Verschiedene sterile Losungen wurden mit der gewunschten Konzentration an
VPA, PTX oder deren Kombination mit einem Volumen von 50 ml mit 0,9 % NaCl
homogen, in erwarmten sterilen Bechern angesetzt. Dazu wurde ein steriler
Magnetstab in jeden Becher platziert und die Medikamentenlésung mit einem
Magnetrihrer vermischt. Die Kontrollldsung bestand aus 50 ml sterilem 0,9 %
NaCl. Die Lésungen wurden nacheinander mit der PIPAC-Methode auf die Zellen
verspruht. Daflr wurde eine sterile Injektionsspritze mit einer der therapeutischen
Ldsungen geflllt und in den Hochdruck-Angioinjektor Accutron HP-D eingesetzt
(siehe Abbildung 5). An die Injektionsspritze wurde eine sterile Hochdruckleitung
angebracht, die mit einem laparoskopischen Vernebler (CapnoPen®) verbunden
war. Der Vernebler wurde uber einen 12 mmHg Doppel-Ballon-Trokar in den

Deckel der Kunststoffbox eingesetzt und fixiert.

Entsprechend des PIPAC-Verfahrens fand die Medikamentengabe unter Druck

und aerosoliert statt. Alle nétigen Parameter wurden vorab am Accutron-Display
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eingegeben. Fur die Applikation des Therapeutikums wurde ein Druck bis
maximal 20 bar und eine Flussrate von 0,6 mi/s, wie beim klinischen PIPAC-
Prozedere, gewahlt. Die therapeutische Losung wurde bei Raumtemperatur
durch den Schlauch geleitet und tber den CapnoPen in die Box auf die Zellen in
der 24-well-Platte verspruht. Anschlie3end wurden die behandelten Zellen flr 30

Minuten bei Raumtemperatur im Steady State gehalten.

Der Versuch wurde in einer Sicherheitswerkbank der Klasse 2 durchgefuhrt
(Maxisafe 2020 1.8), welche fur die Arbeit mit Zytostatika zertifiziert ist. Zur
eigenen Sicherheit wurde der Versprihprozess ferngesteuert und von einem
abgeschirmten Raum aus gestartet und beobachtet. Fir eine moglichst
kliniknahe Durchfuhrung wurde das Verfahren mit der gleichen technischen

Ausstattung durchgeflihrt, die am Patienten angewandt wird.

Nach Ablauf einer halben Stunde Einwirkungszeit auf die Zellen, wurde die
uberschussige, toxische Flussigkeit, die sich infolge der Verneblung in der Box
angesammelt hatte, unter der Sicherheitshaube abgesaugt. Auch die
Zellkulturplatte wurde grundlich gereinigt, um eine Kontamination durch das
Therapeutikum zu vermeiden. Auf eine Sauberung der Zellen mit PBS-Puffer
wurde verzichtet, da nach einer klinischen PIPAC-Anwendung keine Spulung mit
einer Dialyseflissigkeit zur Reinigung der Patientenbauchhéhle vorgenommen
wird. So wurde die Mikrotiterplatte direkt mit 2 ml frischem RPMI-Medium befullt

und in den Inkubator gestellt.

Vor und nach der Verwendung einer Medikamentenlosung wurden alle
Geratschaften grindlich gereinigt und alle Einmalartikel ausgetauscht oder
entsorgt. Es wurde aulerdem bei der Arbeit mit Zytostatika permanent
entsprechende Schutzkleidung getragen, um einen sicheren Umgang zu

gewabhrleisten.
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Sicherheitswerkbank

Doppel-Ballon-Trokar

mit laparoskopischen
Vernebler

(CapnoPen)

Hochdruck-Angioinjektor
(Accutron)

l

Display

Kunststoffbox

| aerosoliertes
Therapeutikum

Injektionsspritze, f

gefillt mit Hochdruckleitung Zellkulturplatte
Therapeutikum

Abbildung 5: Schematische Darstellung: PIPAC-Aufbau in vitro.
Uber einen Injektor wird das Therapeutikum als Aerosol unter Druck mittels CapnoPen in eine
Kunststoffbox (unter einer Sicherheitswerkbank) vernebelt und wirkt auf die Zellen in der
Kulturplatte fir 30 min.

2.3.5 Zytotoxizititsassay

Zuerst wurden geeignete Konzentrationen von VPA, PTX und deren Kombination
unter der Anwendung einer PIPAC bestimmt. Die ermittelten Konzentrationen
wurden fur die Durchfuhrung der nachfolgenden Experimente im Rahmen dieser
Studie weiterverwendet.

Zur Ermittlung der Konzentrationen wurde die zytotoxische Wirkung
verschiedener aufsteigender Konzentrationsreihnen der Therapeutika auf
Magenkarzinomzellen gemessen. Als Kontrolle wurde eine Kulturplatte mit MKN-
45 Zellen genutzt, die mit 0,9 % NaCl behandelt wurde. Die Zytotoxizitatswirkung
der geeigneten Konzentration eines jeden Medikaments sollte einen
zytotoxischen Effekt zwischen 25 % und 75 % im Vergleich zur NaCl-
Kontrollgruppe aufzeigen. Die Konzentrationen wurden vorab auf Basis von
Literaturdaten, wie bereits beschrieben (siehe 2.3.3 Experimentelle Gruppen),
ausgewahlt. Das Experiment fand Uber sieben Tage statt, wobei alle ein bis zwei

Tage ein Mediumswechsel mit neuem RPMI vorgenommen wurde.
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Zur Vorbereitung auf den Zytotoxizitatsassay wurden MKN-45 Zellen (4 x 10°
Zellen/ml) auf mehrere 24-well-Platten ausgesat und fur zwei Tage inkubiert. Am
Tag 0 wurde die Zellanzahl einer Kulturplatte mit unbehandelten
Magenkarzinomzellen zur Bestimmung der Startkonzentration der Zellen
ermittelt. AulRerdem wurden ausgewahlte aufsteigende Konzentrationen von
VPA (126, 252 und 506 pg/ml, 1,01; 1,5; 2,02; 2,5; und 8 mg/ml), PTX (3, 10, 20,
72,132, 264, und 528 pg/ml) und fur die Kontrollgruppe 0,9 % NaCl (50 ml) uber
PIPAC auf die MKN-45 Zellen verspruht (siehe 2.3.4 Medikamentengabe mittels
PIPAC). Basierend auf den vorher beschriebenen Literaturdaten stellte die
eigentliche Ausgangskonzentration fir VPA dabei 1,01 mg/ml dar (Jahani et al.,
2021) und fur PTX die Konzentration von 528 ug/ml (Tan et al., 2021). Im Verlaufe
des Versuchs wurde zudem die Zytotoxizitat von VPA (1,01 mg/mlund 1,5 mg/ml)
kombiniert mit PTX (3 pg/ml) auf MKN-45 Zellen getestet.

2.3.5.1 CASY-Zellzahlung

Nach Tag 0 wurden an Tag 2, 4 und 7 weitere Messungen der Zellanzahl mit dem
automatischen Zellzahlgerat und Analysator CASY Model TT durchgeflihrt. Das
Gerat berechnet automatisch fur jede Probe im CASYcup einen Mittelwert aus
drei Analysen. Wenn die Zellen einer Probe das elektrische Spannungsfeld in der
Kapillare des CASY-Gerates passieren, wird mit der sogenannten
Pulsflachenanalyse die Unversehrtheit einer Zellmembran Uber ausgeldste
Widerstandssignale gemessen, wodurch Ruckschlisse auf die Zellkerngrole
und daruber auf die Vitalitat dieser Zelle gezogen werden konnen. Durch den
automatischen Vergleich der Messwerte kann so zwischen lebenden und toten
Zellen sowie Zelltrimmern unterschieden werden, die durch verschiedene
Abschnitte auf einem Graph (siehe Abbildung 6) Uber die Software CASYworX
dargestellt werden. Fir die Auszahlung der MKN-45 Zellen wurden folgende
Parameter im CASY eingestellt: Kapillare: 150 ym, Zyklen: 3, Probenvolumen:
400 ul, Verdinnung: 1:100, Evaluationscursor: 10,50 pym — 40 pum,
Normalisierungscursor: 7,30 yum — 40 pym. Die vom CASY berechneten Werte der
unbehandelten MKN-45 Zellen entsprachen 100 %. Davon ausgehend wurden

die Werte der Medikamenten-Testgruppen gemittelt und in Prozent umgerechnet.
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Die Standardabweichung wurde aus den jeweiligen drei Versuchsreihen

bestimmt.

250

200 +

150 +

Counts

100 +

50 +

0,0 50 10,0 15,0 20,0 25.0 30,0 35.0 40,0
Durchmesser (um)

Abbildung 6: Messergebnisse einer CASY-Zellzidhlung.
Zahlung (Counts) von MKN-45 Zellen einer Kontrollgruppe.
1: Zelltritmmer, 2: tote Zellen, 3: lebende Zellen

FUr die Zellzahlung wurden alle Analysen an den Untersuchungstagen an
mindestens drei unterschiedlichen Proben je Versuchsgruppe erhoben. Zur
Vorbereitung der Analysen wurde das alte Kulturmedium aus den einzelnen
Vertiefungen mit einer glasernen Pasteurpipette Uber eine Mini-Membran-
Vakuumpumpe abgesaugt. In den entsprechenden Vertiefungen wurde 1 ml PBS
zur Zellwaschung gegeben und anschlieRend wieder entfernt. Pro well wurden
250 pl Trypsin auf die Zellen pipettiert. Nach einer 10-minutigen Einwirkzeit im
Inkubator wurde zu der Trypsin-Zellsuspension 750 ul neues RPMI-Medium
hinzugegeben. Von der entstandenen Suspension wurden 1 ml in ein
Eppendorf Safe-Lock Réhrchen Uberflhrt. Bis zum Zahlen der Zellen wurden die
EppendorfgefalRe in einem Uberkopf-Rotationsgerat in Bewegung gehalten. In
einem CASYcup wurden zuerst 5 ml CASYton, dann 100 pl von der zu testenden
Suspension und abermals 5 ml CASYton vermischt. In dieser 1:100 Verdinnung

konnte nun die Zellzahl ermittelt werden.
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2.3.6 MTT-Assay

Die zelluldre Stoffwechselaktivitat von MKN-45 Zellen als Indikator fur die
Lebensfahigkeit der Zellen wurde mit dem kolorimetrischen MTT-Assay TACS
MTT Cell Proliferation Assay von R&D Systems analysiert. Wahrend des
Versuchs wandeln aktive Zellen das zugesetzte gelbe wasserlésliche MTT (3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid) in violettes,
unlésliches Formazan um. So kann anschlieRend die optische Dichte (OD) der
Verfarbung bestimmt werden. Der TACS Assay beinhaltete neben dem MTT
Reagenz (MTT Reagent) auch eine Detergent Reagent Lésung, die der

Auflésung der Formazankristalle dient.

Der MTT-Test wurde 0, 24 und 48 Stunden nach der Medikamentenbehandlung
der Zellen durchgeflihrt und in dreifacher Ausfihrung wiederholt. Dabei wurden
die Anweisungen des Herstellers befolgt. Im Folgenden wird der Ablauf des MTT-
Assays beispielhaft an einer Zellkulturplatte erlautert. Es wurde eine
Zellsuspension von MKN-45 Zellen (2,5 x 10% Zellen/ml) hergestellt. Die
Suspension wurde in ein Reagenz-Reservoir geflllt und die Zellen gleichmalig
mit einer Mehrkanalpipette in alle Vertiefungen einer 96-well-Platte mit flachem
Boden ausgesat. Daflr wurde pro well 200 ul der Zellsuspension pipettiert. Nach
einer 24-stindigen Inkubation wurde das Nahrmedium vorsichtig bis auf 50 pl pro
Vertiefung entfernt, ohne dabei den Zellrasen zu zerstoren. Dieses restliche
Medium wurde in den wells belassen, um wahrend der
Medikamentenbehandlung eine Austrocknung der Zellen zu verhindern. Die
Auswahl der Konzentrationen von VPA, PTX und der Kombination wurde anhand
der Ergebnisse des vorab durchgeflhrten Zytotoxizitatsassay getroffen. Auf die
MKN-45 Zellen wurden die vorbereiteten PIPAC-L6sungen, eine 0,9 % NaCl-
Lésung als Kontrolle, verschiedene VPA-Konzentrationen (252 und 506 ug/ml,
1,01; 1,5; 2,02 und 2,5 mg/ml), PTX (3 pg/ml) und PTX in Kombination mit VPA
(506 pg/ml und 1,01; 1,5; 2,02 mg/ml), pipettiert. Nach 30 Minuten Einwirkzeit,
entsprechend einer PIPAC, wurde die Uberschiussige Lésung entfernt. Dann
wurden 50 ul neues RPMI-Medium in jede Vertiefung der Platte pipettiert. Nach
Herstellerangaben wurden 10 pl MTT-Reagenz pro well hinzugefugt.

AnschlieRend wurde die Kulturplatte 4 Stunden lang inkubiert, bis der violette
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Farbstoff sichtbar wurde. In jede Plattenvertiefung wurden 100 pl Detergent
Reagent zugegeben, um die Formazankristalle aufzuldsen. Die Mikrotiterplatte
wurde danach Uber Nacht in eine lichtdichte Box platziert und im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Absorption mit dem
ELISA-Gerat NanoQuant Infinite M200 Pro Mikrotiterplatten-Lesegerat bei 570
nm gemessen. Die PBS-Lésungen dienten als Blindwerte fur die
Absorptionsmessungen. Die Messungen wurden mit der Software Magellan
ausgewertet. Dabei wurden pro Medikamentenkonzentration mehr als drei
Proben berucksichtigt. Der MTT-Assay wurde nach diesem Vorgehen zum einen
Uber zwei Tage und zum anderen Uber funf Tage mit entsprechender Anzahl an
Mikrotiterplatten durchgefuhrt, wobei jede Platte einem Tag zugeordnet wurde.
Die MKN-45 Zellen aller Kulturplatten bekamen am Tag 0 die PIPAC-
Medikamentenldsungen appliziert. An einer Kulturplatte am Tag 0 wurde sofort
der MTT-Assay begonnen. Alle anderen Mikrotiterplatten wurden je nach
zugeordnetem Testtag fur weitere Stunden bis hin zu mehreren Tagen inkubiert
(1-5 Tage), sodass die einzelnen MTT-Messungen der jeweiligen Kulturplatte
nacheinander zum entsprechenden Zeitpunkt stattfanden. Wahrend des
Experiments wurde das Kulturmedium jeden zweiten Tag gewechselt. Bei allen
einzelnen Schritten wurden die Zellen lichtmikroskopisch kontrolliert. Zur
Auswertung der ELISA-Daten wurden der jeweilige Mittelwert der berechneten
OD-Werte (,difference data® minus ,blanc Mittelwert”) erhoben und die

Standardabweichung ermittelt.

2.3.7 Migrationsassay

Die Zellmigration wurde mithilfe eines Wundheilungstests, auch Scratch-Assay
genannt, bestimmt. Dabei kann die Wanderung von Zellen nach einer zugefugten
mechanischen Verletzung des Zellrasens beobachtet werden. Dieses Modell
simuliert die Reaktionen der Zellen im menschlichen Korper beim Versuch, eine

Licke zu schlielRen.

MKN-45 Zellen (1 x 108 Zellen/ml) wurden in einer 24-well-Platte ausgesat und
inkubiert. Bei einer Konfluenz von 90 % bis 100 % wurden mittig in jede
Plattenvertiefung vertikale Wunden durch Anritzen (Scratch) der Monolayer-
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Zelloberflache erzeugt. Daflir wurde eine sterile 10 ul-Pipettenspitze verwendet.
Durch das Scratchen abgeloste MKN-45 Zellen wurden durch sorgfaltiges
Waschen mit PBS entfernt. Losungen von VPA (252, 506 pg/ml und 1,01; 1,5;
2,02; 2,5 mg/ml), PTX (3 pg/ml), deren Kombination (PTX 3 pg/ml und VPA 506
pg/mlund 1,01; 1,5; 2,02 mg/ml) und 0,9 % NaCl (Kontrollgruppe) wurden zu den
Zellen pipettiert. Die Konzentrationen wurden auch hier, entsprechend den
Resultaten des vorab durchgefuhrten Zytotoxizitatsassays, ausgewahlt. Die
MKN-45 Zellen wurden 30 Minuten lang, gemal einer PIPAC, mit den
verschiedenen Losungen behandelt. Dann wurde die verbliebene Flussigkeit aus
den wells entfernt und jeweils 2 ml RPMI-Kulturmedium hinzugefiigt. Um die
Migration der Zellen wahrend des Versuchs in Echtzeit beobachten zu kdnnen,
wurde das Inkubator-Mikroskop zenCell owl verwendet. Die Software zenCell owl
wurde flr drei Tage programmiert. Das Intervall der Bildaufnahme betrug 10
Minuten. Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten bei 10facher Vergrélierung.
Der Abstand der Zellrander beim erzeugten Scratch wurde mit der Software
Imaged zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen. Der Prozentsatz des
Lickenschlusses wurde zu den jeweiligen Zeitpunkten (0, 24, 48, 72 Stunden)
bestimmt und die Standardabweichung ermittelt. Die GroRRe eines Scratchs einer
Probe nach 72 Stunden entsprach 100 % der durchschnittlichen Lickenbreite der
jeweiligen Probe. Fur die Auswertung der experimentellen Gruppen der Scratch-

Assays wurden mindestens drei Proben einkalkuliert.

2.3.8 Wundheilungsassay
Die Fahigkeit von Zellen, Wunden wieder zu verschlie3en und zu heilen, wurde
unter der Einwirkung von VPA, PTX sowie deren Kombination ebenfalls mit dem

Scratch-Assay untersucht.

Allerdings wurden hierfur nicht Magenkarzinomzellen, sondern die neonatalen
humane Fibroblasten (NHDF) und humane Mesothelzellen (MeT-5A) kultiviert.
Die NHDF und MeT-5A Zellen wurden jeweils auf eine 24-well-Platte ausgesat
(1 x 108 Zellen/ml) und inkubiert. Ungefahr 24 Stunden spater hatten die Zellen

eine Konfluenz von 90 bis 100 % erreicht.
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Das Kulturmedium wurde dann aus den wells entfernt. Anschliefend wurde
jedem Zellrasen eines wells eine mechanische Wunde zugeflgt, indem die
Oberflache des Monolayers in einer vertikalen Linie unterbrochen wurde. Hierfur
wurde eine sterile 10 pl-Pipettenspitze verwendet. Lose Zellen wurden durch
Waschen mit PBS entfernt. Danach wurden verschiedene
Medikamentenkonzentrationen (PTX 3 ug/ml, VPA 252, 506 ug/ml und 1,01; 1,5;
2,02 mg/ml) und 0,9 % NaCl als Kontrolle auf die Zellen pipettiert, die
anschliel3end 30 Minuten lang entsprechend dem PIPAC-Verfahren wirkten. Die
Wahl der Konzentrationen fur die Versuchsgruppen basierte auf den vorherigen
Experimenten. Nach Entfernung der Restlésungen wurde neues Nahrmedium in
die Plattenvertiefungen gegeben, und die Kulturplatte wurde drei Tage lang bei
37 °C in das Inkubator-Mikroskop zenCell owl gestellt. Das SchlieRen der
mechanischen Wunde wurde regelmaRig in 10-Minuten-Intervallen mittels
Multiplex-Echtzeit-Mikrokinematographie, bei 10facher Vergrofierung, Uber die
Software zenCell owl aufgezeichnet. Vergleiche und Auswertungen der
Bildaufnahmen erfolgten Uber die Software Imaged, wie beim Migrationsassay
(sieche oben). Der Wundheilungsversuch wurde mindestens dreimal
durchgefuhrt.

2.3.9 Adhasionsassay

Prozesse wie Zellinvasion, Migration oder Wundheilung sind ohne eine
Zelladhasion, eine Verankerung von Zellen uber Adhasionsmolekile an
Komponenten der extrazellularen Matrix, unmaoglich. Der Verbund beeinflusst
beispielsweise die Beweglichkeit, Proliferation und das Uberleben von Zellen.
Folglich ist die Untersuchung der Adhasionsfahigkeit von Krebszellen von grofder

Bedeutung.

Fur dieses Experiment wurde ein kommerzieller kolorimetrischer Adhasionstest
CytoSelect 48-well verwendet. Damit wurde die Adhasion der MKN-45
Tumorzellen auf verschiedenen biologischen Matrices aus den extrazellularen
Matrixproteinen (ECM) Fibrinogen und Fibronektin, Kollagen | und IV sowie

Laminin | gemessen; BSA diente hierbei als Negativkontrolle. Das Kit beinhaltete
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neben der beschichteten Kulturplatte eine Zellfarbeldsung (Cell Stain Solution)
und eine Extraktionsldsung (Extraction Solution).

Zuerst wurden MKN-45 Zellen in Kulturflaschen geztchtet.

Gemal den Anweisungen des Herstellers wurde eine Zellsuspension mit einer
Konzentration von 1 bis 1,5 x 108 MKN-45 Zellen/ml hergestellt und davon je 10
ml in vier Zentrifugenréhrchen (50 ml Tubes) geflllt. Die Tubes wurden
gleichmaliig in der Eppendorf Zentrifuge Model 5810 R positioniert und fur 6
Minuten bei 24 °C und 1200 rpm zentrifugiert. Nach vorsichtiger Entfernung des
Zelliberstandes wurden je 10 ml spezifischer Medikamentenlésungen (VPA 1,01
mg/ml, PTX 3 pg/ml, die Kombination aus 1,01 mg/ml VPA und 3 pg/ml PTX), die
anhand vorheriger Experimente bestimmt worden waren, und 0,9 % NaCl als
Kontrollgruppe in die Zentrifugenrohrchen zu den MKN-45 Zellen gegeben. Die
Tubes wurden in einen Uberkopf-Schittler (R6hrchen-Rotator) eingespannt. So
wurden die Zellen unter regelmafiger und langsamer Umdrehung fir 30 Minuten
in der Suspension gehalten, entsprechend dem Steady State einer PIPAC. Nach
erneutem Zentrifugieren wurde der Uberstand aus Medikamentenlésung
entnommen. Vorab wurde bereits neues RPMI-Medium mit Zusatz von 0,5 %
FBS (anstatt 10 % FBS) hergestellt, von welchem nun 10 ml in jedes Tube
eingefiigt und mit den Zellen vermischt wurde. Die neuen Suspensionen mit den
unterschiedlich behandelten MKN-45 Zellen wurden auf ein mit ECM-Protein
beschichtetes Substrat in 48-well-Platten pipettiert (150 ul/well) und 4 Stunden
lang inkubiert. Dann wurden je 100 ul Medium aus den Vertiefungen entfernt und
50 pul Restmedium gegen eine mogliche Zellaustrockung belassen.
Ungebundene MKN-45 Zellen wurden mehrmals mit 250 pl PBS aus den wells
gewaschen. Nach jedem Waschgang wurde die Mikrotiterplatte unter dem
Lichtmikroskop auf die nétigen Zellriickstande Uberprift. Die adharenten Zellen
wurden mit 200 pl Zellfarbeldésung (Cell Stain Solution) angefarbt sowie fixiert und
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Pro well wurden wieder 200 pl der
Lésung entfernt. Nach wiederholtem Waschen mit 500 pl entionisiertem Wasser
(Ampuwa, Fresenius Kabi, Bad Homburg, DE) und standiger
lichtmikroskopischer Zellenkontrolle wurde das gesamte Wasser aus der

Mikrotiterplatte entnommen. Die Kulturplatte trocknete danach Dbei
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Raumtemperatur an der Luft. Von einer Extraktionsldésung (Extraktion Solution)
wurde in jede Vertiefung 200 pl gegeben und die Platte fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur auf einen Orbitalschattler PSU-10i gestellt. Als nachstes
wurden die einzelnen Proben der 48-well-Platte in eine 96-well-Mikrotiterplatte
mit flachem Boden transferiert (150 pl/well). Die adharenten MKN-45 Zellen
wurden mit dem NanoQuant Infinite M200 Pro Mikrotiterplatten-Lesegerat
ausgelesen. Die Absorption (optische Dichte) wurde bei 570 nm bestimmt. Der
relative Adhasionseffekt wurde fur jede Gruppe als Mittelwert in Prozent
berechnet. Die Kontrollgruppe mit NaCl entsprach dabei 100 %. Zudem wurden
die Standardabweichung und Signifikanz ermittelt. Es wurden mindestens drei

Proben fur jede Versuchsgruppe mit dem Adhasionsassay analysiert.

2.3.10 Statistische Auswertung

Die Auswertung und graphische Darstellung der experimentell erhobenen
Ergebnisse wurden Uber Microsoft Excel getatigt. Die Signifikanz der Resultate
des CASY-Assays und des MTT-Assays wurden als p-Werte mit Hilfe des
GraphPad Prism 9-Programms (ANOVA) ermittelt. Die angegebenen p-Werte
des Adhasionsassays wurden ebenfalls mittels GraphPad Prism (Kruskal-Wallis
Test) berechnet. Die Analyse und Vergleiche der zenCell owl-Bildaufnahmen des
Migrations- und Wundheilungsassays erfolgten zunachst Uber die Software

ImageJ und die Datenauswertung anschlielRend mit Microsoft Excel.
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3 Ergebnisse

In dieser in vitro Studie wurden die Auswirkungen des HDACIi's VPA und des
Zytostatikums PTX auf bestimmte Tumormerkmale unter der Verwendung der
humanen Magenkarzinomzelllinie MKN-45 erforscht. Mehrere Krebsmerkmale,
darunter Tumorproliferation, Stoffwechsel, Adhasion und Migration, wurden
beleuchtet. Fir das Experiment zur Untersuchung einer medikamentosen
Beeinflussung der Wundheilung wurden humane Fibroblasten (NHDF) und
Mesothelzellen (MeT-5A) verwendet. Des Weiteren sollte im Rahmen der
Versuche eine synergistische Wirkung von VPA in Kombination mit PTX
nachgewiesen werden.

Die Anwendung der therapeutischen Losungen erfolgte unter experimentellen
PIPAC-Bedingungen.

3.1 Dosisfindung und Zytotoxizitat

Zunachst sollte fur diese Studie die optimale Medikamentenkonzentration sowohl
fur alleiniges VPA als auch fur PTX ermittelt werden. Denn bei einer zu niedrigen
Dosis kdnnte keine antitumorale Wirkung beobachtet werden, was den gesetzten
Zielvorstellungen nicht entgegenkame. Doch bei einer zu hohen Dosis wurden
alle MKN-45 Zellen in kirzester Zeit zu Grunde gehen, was nicht nur jeden
funktionellen Versuch, sondern auch die Bewertung einer potenziellen Synergie
zwischen VPA und PTX unmdglich machen wurde. Es wurde also eine
Konzentration bendtigt, die in dem Bereich zwischen diesen zwei Extremen lag
und die es ausfindig zu machen galt, auch im Hinblick auf die Durchfihrung der

anstehenden Studienexperimente.

3.1.1 Zytotoxischer Effekt von VPA

Uber sieben Tage hinweg wurde die Anzahl der vitalen MKN-45 Zellen nach der
Behandlung mit aufsteigenden Konzentrationen von VPA gemessen, um so die
optimale VPA-Konzentration experimentell herauszufinden. Die Analyse der
Zellproliferation  erfolgte mit dem  CASY-Zellzahlgerat. Auf  die
Magenkarzinomzellen wirkte zum einen eine 0,9%ige NaCl-Ldosung, die als

Kontrolle verwendet wurde und zum anderen wurde der HDACi VPA in folgenden
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Konzentrationen auf die MKN-45 Zellen verspriht: 126, 252 und 506 pg/ml sowie
1,01; 2,02 und 2,5 mg/ml VPA.

Grundsatzlich wurde eine zytotoxische Wirkung von VPA auf MKN-45 Zellen an
Tag 2 bis Tag 7 im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet, wie in Abbildung 7
dargestellt. Dennoch schien die VPA-Wirkung der hier getesteten
Konzentrationen begrenzt zu sein, da die Zellproliferation der VPA-Testgruppen
sich wahrend der sieben Tage fortsetzte. Je nach Konzentrationslevel konnte
eine unterschiedliche Intensitat im Verlaufe der Proliferation ausgemacht werden.
Dies bedeutet, umso niedriger die angewandte Konzentration, umso geringer die

Wirkung und umgekehrt.

Innerhalb der ersten 48 Stunden vermehrten sich die MKN-45 Zellen der VPA-
Gruppen (ca. > 180 % Zellwachstum) im ahnlichen Mal3e oder starker als die der
Kontrollgruppe. Alle Messungen an Tag 4 zeigten trotz der VPA-Behandlung
keinen Ruckgang, sondern ein anhaltendes Wachstum der MKN-45 Zellen.
Auffallig war, dass die Proliferation der MKN-45 Zellen der verschiedenen
Konzentrationsgruppen alle nahe beieinander, in einem Bereich von circa 260 %
bis 320 %, lagen. Allerdings Ubertrafen die Werte vitaler MKN-45 Zellen nicht die
der NaCl-Kontrolle, was dennoch auf eine gewisse Tendenz zur

Wachstumshemmung hinweist.

An Tag 7 wurde zwar eine noch geringere Differenz zwischen den
Zellproliferationswerten bei der Analyse der VPA-Gruppen registriert (ca. 275-
300 % Zellwachstum), doch wurde zu diesem Zeitpunkt auch gleichzeitig der
grélte Unterschied zwischen der Kontrolle (> 430 % Zellwachstum) und den
Testgruppen anhand der Prozentwerte (< 300 % Zellwachstum) deutlich,
offensichtlich verursacht durch eine langsame zytotoxische Wirkung des HDACi’s
auf die MKN-45 Zellen. Dies kdnnte durch die Tatsache erklart werden, dass die
VPA-Moleklle unter experimentellen PIPAC-Bedingungen nur 30 Minuten Zeit
hatten, um in das Zellzytoplasma transportiert zu werden und es deshalb zu
keiner direkten zytotoxischen Wirkung, dafur aber zu einer weiteren Proliferation

der Zellen kam.
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Abbildung 7: Zytotoxischer Effekt auf MKN-45 Zellen (VPA).
Versuch Uber 7 Tage mit einer Kontrollgruppe und VPA-Gruppen verschiedener
Konzentrationen. Die Messwerte der Zellproliferation wurden als Prozente der
Ausgangskonzentration (100 %) an Tag 0 angegeben.

Zellproliferation (% der Ausgangskonzentration)

Im Rulckblick konnte festgestellt werden, dass sich ab Tag 4 bis zu Tag 7 bei allen
Wirkstoffkonzentrationen keine signifikanten Unterschiede mehr entwickelten.
Durch die gleichbleibende Proliferation schien sich eine Stagnation eingestellt zu
haben, die bis zum letzten Versuchstag anhielt.

Neben den im obigen Diagramm (Abbildung 7) dargestellten VPA-
Konzentrationen wurden auch weitere, hohere Konzentrationen (> 2,5 mg/mli
VPA) getestet. Im Diagramm der Abbildung 8 sind beispielhaft die Resultate des
CASY-Assay mit 8 mg/ml VPA veranschaulicht.

Generell konnte bei den hdheren Konzentrationen von uber 2,5 mg/ml VPA kein

signifikanter Unterschied zu den niedrigeren Konzentrationen oder zur
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Kontrollgruppe  festgestellt  werden. Zwar  wiesen die  hoheren
Medikamentenkonzentrationen im Gegensatz zu niedrigeren Konzentrationen
am zweiten Versuchstag eine deutlichere Abweichung von der NaCl-Kontrolle mit
einer geringeren Zellproliferation auf, doch war im weiteren Verlauf wieder eine
langsame Proliferation auszumachen, die je nach Konzentrationsgrad ebenfalls

nach einer Woche in einer Stagnation resultierte (Vgl. Abbildung 8).
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Abbildung 8: Zytotoxischer Effekt auf MKN-45 Zellen (8 mg/ml VPA).
Versuch uUber 7 Tage mit einer Kontrollgruppe und einer 8 mg/ml VPA-Gruppe. Die Messwerte
der Zellproliferation wurden als Prozente der Ausgangskonzentration (100 %) an Tag 0
angegeben.

Da die verschiedenen niedrigen VPA-Konzentrationen wahrend des 7 Tage
andauernden Dosisfindungstests ahnliche Ergebnisse aufwiesen, wurden
schlieRlich in den nachfolgenden Versuchen weiterhin unterschiedlich niedrige
Konzentrationslevel getestet, die zur Identifikation modglicher HDACI-Effekte

beitragen sollten.
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3.1.2 Zytotoxischer Effekt von PTX

Um eine optimale Konzentration von PTX zu ermitteln, wurde nach einer
Behandlung mit aufsteigenden Konzentrationen die Anzahl der lebenden
Magenkrebszellen mit dem CASY-Zellzahler Uber sieben Tage analysiert. Die
Kontrollgruppe aus MKN-45 Zellen wurde mit einer 0,9%igen NaCl-Lésung
behandelt. Die anderen Testgruppen wurden mit folgenden PTX-
Konzentrationen bespruht: 3, 10, 20, 72, 132, 264 und 528 ug/ml PTX.

Wie in Abbildung 9 ersichtlich, =zeigten die Ergebnisse des
Dosisfindungsexperiments eine erwartete zytotoxische Wirkung von PTX in
Abhangigkeit von der Wirkstoffkonzentration.

Im Vergleich zu der stetig gewachsenen Kontrollgruppe verursachte das
Medikament bereits nach den ersten 48 Stunden einen Ruckgang der Anzahl
lebender Zellen. Am zweiten Tag waren alle MKN-45 Zellen, trotz
unterschiedlicher Wirkstoffkonzentrationen, ahnlich stark durch PTX geschadigt,
erkennbar an den Wachstumswerten zwischen 70 % und 80 %. Nach 4 Tagen
wurden mit 264 pg/ml und 528 pg/ml PTX deutlichere zytotoxische Effekte auf
Magenkrebszellen beobachtet als bei den niedrigeren Konzentrationen (= 50 %
Zellwachstum). Nach einer Woche wiesen jedoch alle PTX-Gruppen weniger als
20 % vitale MKN-45 Zellen auf, insbesondere bei den hochsten Konzentrationen
(264 pg/ml und 528 pg/ml). Aullerdem gab es am Tag 7 den auffalligsten
Unterschied in der Zellproliferation zwischen den PTX-Gruppen und der NaCl-
Kontrolle (220 % Zellwachstum), wodurch die Zytotoxizitat von PTX auf die MKN-
45 Zellen umso offensichtlicher wurde.

Auf Grundlage der Resultate des Zytotoxizitatsassays mit PTX, der unter den
gleichen Versuchsbedingungen wie das vorherige VPA-Experiment stattfand, fiel
die Entscheidung auf 3 ug/ml als beste PTX-Konzentration fir die nachfolgenden
Studienversuche, da bereits die geringste Konzentration des Zytostatikums
ahnliche Beeintrachtigungen wie die héheren Konzentrationslevel erbrachte und

sonst auch kein Kombinationseffekt mit VPA sichtbar sein konnte.
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Abbildung 9: Zytotoxischer Effekt auf MKN-45 Zellen (PTX).
Versuch uUber 7 Tage mit einer Kontrollgruppe und PTX-Gruppen verschiedener
Konzentrationen. Die Messwerte der Zellproliferation wurden als Prozente der
Ausgangskonzentration (100 %) an Tag 0 angegeben.

3.1.3 Zytotoxischer Effekt von VPA mit PTX in Kombination

Auch im Rahmen dieses Teilversuchs wurde die nicht kombinierte Form von VPA
und PTX der Kombination beider Therapeutika gegenubergestellt. Aufgrund der
Resultate des Zytotoxizitatsassays mit PTX wurden 3 ug/ml fir die Kombination
gewahlt. Anhand der Ergebnisse des CASY-Assays mit VPA wurden 1,01 mg/ml
und 1,5 mg/ml fir den Kombinationstest bestimmt.

Alleiniges PTX von 3 ug/ml zeigte, wie in Abbildung 10 ersichtlich, Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum eine starke zytotoxische Wirkung, die durch
einen gleichmafigen Ruckgang des Zellwachstums gekennzeichnet war (Tag 7:
PTX 3 pg/ml vs. NaCl: p < 0,0001). Im Gegensatz dazu initiierte der
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unkombinierte HDACi bei beiden Konzentrationen (1,01 mg/ml und 1,5 mg/ml
VPA) nur eine minimale Zytotoxizitat bei den MKN-45 Zellen (Tag 7: VPA 1,5
mg/ml vs. NaCl: p < 0,0001). Infolgedessen war eine Veranderung der
Zellproliferation im Vergleich zur PTX-Gruppe oder Kontrolle besonders erst an
Tag 7 zu beobachten (Tag 7: VPA 1,5 mg/ml vs. PTX 3 ug/ml: p < 0,0001). Dabei
beschrieb nach einer Woche, nach einer Behandlung mit 1,01 mg/ml VPA, die
Zellproliferation mit einem Wert von fast 230 % eine geringere Inhibition als bei
1,5 mg/ml VPA mit gerade 130 % Wachstum.
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Abbildung 10: Zytotoxischer Effekt auf MKN-45 Zellen (VPA, PTX, VPA + PTX)
Versuch Uber 7 Tage mit einer Kontrollgruppe, 3 pg/ml PTX-Gruppe, VPA-Gruppen
verschiedener Konzentrationen und VPA mit PTX in verschiedenen Konzentrationen. Die
Messwerte der Zellproliferation wurden als Prozente der Ausgangskonzentration (100 %) an
Tag 0 angegeben. Die p-Werte der jeweiligen Gruppe beziehen sich auf Tag 7.
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Die Kombination beider Wirkstoffe verursachte, wie bereits die
Einzelanwendung, eine Zunahme des Zellsterbens innerhalb der sieben
Versuchstage. Die Medikamentenkonzentration von 1,01 mg/ml VPA in
Verbindung mit 3 pg/ml PTX bewirkte bei MKN-45 Zellen eine annahernde
Zytotoxizitat, wie dieselbe PTX-Konzentration in alleiniger Anwendung.
Dementsprechend kann hier nicht von einer Chemosensibilisierung

ausgegangen werden.

VPA bei einer erhohten Konzentration von 1,5 mg/ml in Kombination mit PTX
zeigte wiederum eine starkere Beeintrachtigung von MKN-45 Zellen gegenuber
alleinigem VPA von 1,5 mg/ml und eine intensivere Wirkung als durch alleiniges
PTX. Somit konnte daraus geschlossen werden, dass die Kombination von 1,5
mg/ml VPA und 3 ug/ml PTX eine Konzentrationsschwelle darstellt, ab der eine
Kombination synergistisch wirkt, was auch die Signifikanz dieser Kombination
unterstrich (z.B. Tag 7: VPA 1,5 mg/ml + PTX 3 ug/ml vs NaCl: p < 0,0001; VPA
1,5 mg/ml + PTX 3 pg/ml vs PTX 3 pg/ml: p = 0,7567; VPA 1,5 mg/ml + PTX 3
pg/ml vs VPA 1,5 mg/ml: p < 0,0001).

3.2 Metabolische Effekte

Die Stoffwechselaktivitat lebender MKN-45 Zellen, die mit VPA, PTX und deren
Kombination behandelt wurden, wurde durch die chemische Reduktion von 3-
(4,5-Dimethylthiazol-2- yl) -2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT) bestimmt. Die
metabolische Aktivitat wurde mittels Analyse der Absorptionswerte gemessen
und in optische Dichte Einheiten (OD) ausgedrickt. Im Gegensatz zum
vorherigen CASY-Experiment wurden die Medikamentenkonzentrationen nicht
verspruht. Jedoch wirkten die Loésungen entsprechend einer PIPAC fur 30
Minuten auf die Zellen ein. Grundsatzlich zeigte sich, dass die
Stoffwechselaktivitat der MKN-45 Zellen und folglich die Lebensfahigkeit der
Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe durch verschiedene

Medikamentenkonzentrationen unterschiedlich intensiv beeinflusst wurde.

3.2.1 Metabolischer Effekt von VPA
Zur Untersuchung metabolischer Effekte von VPA wurden mehrere aufsteigende
Konzentrationen genutzt: 252 und 506 pg/ml, 1,01; 1,5; 2,02 und 2,5 mg/ml VPA.
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Wie Abbildung 11 veranschaulicht, waren die Magenkrebszellen der NaCl-
Kontrollgruppe Uber die ersten zwei Tage zunehmend metabolisch aktiv (0,8-0,97
OD). Fur die VPA-Konzentrationen von 252 pug/ml und 506 pg/ml wurden Uber

denselben Beobachtungszeitraum ahnliche OD-Werte gemessen.
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Abbildung 11: Metabolischer Effekt auf MKN-45 Zellen (VPA).
Versuch Uber zwei Tage mit einer Kontrollgruppe und VPA-Gruppen verschiedener
Konzentrationen, gemessen mittels MTT-Assay. Die Absorption wurde bei 570 nm bestimmt.

Im Vergleich zu diesen niedrigen Konzentrationen ohne metabolische Effekte auf
MKN-45 Zellen, zeigte 1,01 mg/ml VPA sofort eine inhibierende Wirkung. Am
Starttag 0 war der OD-Wert von 1,01 mg/ml VPA nur etwa halb so grof3 (0,50
OD) wie der von 506 pyg/ml VPA (0,80 OD). Wahrend der nachsten 24 Stunden
nahm die Stoffwechselaktivitat der Testgruppe mit 1,01 mg/ml VPA jedoch wieder
zu. Nach zwei Tagen waren die OD-Werte der VPA-Gruppe weiterhin gestiegen,
dennoch aber mit 0,77 OD niedriger als die NaCl-Kontrollwerte (OD 0,96).
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Die Stoffwechselaktivitat der MKN-45 Zellen, die mit 1,5 mg/ml VPA behandelt
wurden, war zu Beginn noch geringer (0,30 OD) als die der Gruppe mit 1,01
mg/ml VPA. Im weiteren Verlauf des Experiments nahm die metabolische
Aktivitat der 1,5 mg/ml VPA-Gruppe stetig ab, sodass nach 24 Stunden weniger
als halb so viele Zellen (0,25 OD), verglichen mit der 1,01 mg/ml VPA-Gruppe
(0,62 OD), metabolisch aktiv waren und an Tag 2 sogar nur noch eine
Absorptionsdichte unter 0,1 gemessen wurde.

Eine extreme Beeintrachtigung der MKN-45 Zellen konnte anhand der
Messungen direkt nach der Zellbehandlung mit 2,02 mg/ml VPA erfasst werden.
Von Beginn an war die Stoffwechselaktivitat im Vergleich zu der Kontroll- und
PTX-Gruppe sehr limitiert (0,04 OD). In den ersten 24 Stunden stieg der Wert nur
geringflugig an und blieb bis Tag 2 nahezu unverandert (0,07 OD). Bei solch
niedrigen OD-Werten kann kaum noch von einer metabolischen Aktivitat
gesprochen werden (Vgl. Kontrolle). Die gleichen geringen metabolischen
Effekte wurden Uber die zwei Tage auch bei hoheren VPA-Konzentrationen
beobachtet (= 8 mg/ml VPA, Daten nicht dargestellt).

Insgesamt zeigten die Proben von 506 ug/ml und weniger VPA keinen Einfluss
auf die metabolische Aktivitat der MKN-45 Zellen. Ab 1,01 mg/ml VPA schien sich
ein inhibierender Effekt zu manifestieren, der allerdings erst ab 1,5 mg/ml bis Tag
2 auch bestandig blieb. Konzentrationen Gber 1,5 mg/ml VPA bewirkten sofort ab

Tag 0 eine anhaltende metabolische Hemmung.

3.2.2 Metabolischer Effekt von PTX und VPA mit PTX in Kombination

Zur Feststellung einer potenziellen Synergie zwischen dem HDACi und PTX
bezuglich der metabolischen Zellaktivitat wurde, neben der NaCl-Kontrolle,
sowohl eine alleinige Konzentration von VPA als auch von PTX gewahlt, die zur
Gegenuberstellung mit bestimmten Kombinationen dienen sollten. Fur die
weiteren Versuche wurden deshalb die Konzentrationen von 1,5 mg/ml VPA und
3 ug/ml PTX ausgewahlt. Gleichzeitig konnte so auch die metabolische
Auswirkung von PTX auf MKN-45 Zellen analysiert werden.

Kombiniert wurde 3 ug/ml des Chemotherapeutikums mit 506 ug/ml, 1,01; 1,5
und 2,02 mg/ml VPA. Der Einfluss der Medikamente wurde in diesem Teilversuch
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Uber finf Tage beobachtet, um die Wirkung Uber einen langeren Zeitraum zu

untersuchen. Die Resultate wurden in Abbildung 12 graphisch dargestellt.
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Abbildung 12: Metabolischer Effekt auf MKN-45 Zellen (VPA, PTX, VPA + PTX).
Versuch Uber zwei Tage mit einer Kontrollgruppe, 3 ug/ml PTX-Gruppe, 1,5 mg/ml VPA-
Gruppe und VPA mit PTX in verschiedenen Konzentrationen, gemessen mittels MTT-Assay.
Die Absorption (optische Dichte) wurde bei 570 nm bestimmt. Die p-Werte der jeweiligen
Gruppe beziehen sich auf Tag 5.

Nach der alleinigen Behandlung mit 3 ug/ml PTX gab es innerhalb der ersten 24
Stunden, bis auf eine geringflgige Abnahme, keine nennenswerte Veranderung
der metabolischen Zellaktivitat (0,68 OD). Verglichen mit den gestiegenen

Kontrollwerten an Tag 1 (0,84 OD) deutete sich jedoch eine metabolische
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Beeintrachtigung an, was am Starttag 0 noch nicht zu erkennen war. Wahrend
der nachsten Tage verringerte sich die Stoffwechselaktivitat durch PTX langsam,
aber kontinuierlich, was bis zum letzten, funften Tag anhielt (0,39 OD). Hier
betrug der OD-Wert der NaCl-Kontrolle mit 1,02 mehr als das Doppelte der PTX-
Gruppe (Tag 5: PTX 3 pg/ml vs. NaCl: p < 0,0001). Somit verursachte alleiniges
PTX in einer Konzentration von 3 pg/ml bereits eine signifikante zytostatische
Wirkung.

Unmittelbar nach der Behandlung mit 1,5 mg/ml VPA sank die metabolische
Zellaktivitat mit einer OD von 0,33 auf knapp die Halfte des Wertes der
Kontrollgruppe (0,72 OD) und dementsprechend auch der PTX-Gruppe. In den
folgenden Tagen war eine weitere Abnahme der OD-Werte zu verzeichnen,
welche sich schliel3lich ab Tag 2 bis Tag 5 auf einem minimalen Niveau (ca. 0,08
OD) stabilisierte (Tag 5: VPA 1,5 mg/ml vs. NaCl: p < 0,0001; VPA 1,5 mg/ml vs.
PTX 3 ug/ml: p < 0,0001).

Die Analyse der Kombinationen von verschiedenen VPA-Konzentrationen mit 3
pg/ml PTX ergab folgendes: Die niedrigste VPA-Konzentration von 506 pg/ml in
Verbindung mit PTX fihrte zu vergleichbaren Ergebnissen wie PTX in derselben,
unkombinierten Konzentration angewandt. Als allerdings eine mittlere VPA-
Konzentration von 1,01 mg/ml zusammen mit PTX verwendet wurde, lag die
Stoffwechselaktivitat an Tag 0 (0,60 OD) unter der von 3 ug/ml PTX (0,72 OD)
und nahm mit der Zeit progressiv um die Halfte (0,30 OD) ab. Auch gegenuber
der unkombinierten Form von 1,01 mg/ml VPA konnte eine Veranderung erkannt
werden, da diese Testgruppe nach anfanglicher Hemmung wieder eine Zunahme
der metabolischen Aktivitat aufwies (Abbildung 11). So konnte hier eine
angehende synergistische Wirkung von 1,01 mg/ml VPA und PTX vermutet
werden. Jedoch sollte die starke Wirkung von PTX bedacht werden, die den VPA-

Effekt dominieren konnte.

Hohere VPA-Konzentrationen von 1,5 mg/ml und 2,02 mg/ml in Kombination mit
PTX fluhrten im Anschluss an die medikamentdse Behandlung zu einem
sofortigen Rickgang der Stoffwechselaktivitat der MKN-45 Zellen mit
anhaltender Stagnation (bei ca. 0,08 OD), im Gegensatz zur alleinigen PTX-
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Anwendung (Abbildung 12). Wie in dem Diagramm zu sehen, entsprach der
geringe OD-Wert der Kombinationsgruppe 1,5 mg/ml VPA mit PTX am Starttag
jedoch nicht dem Wert bei alleiniger Verabreichung von 1,5 mg/ml VPA, der zu
diesem Zeitpunkt noch bei einem OD von 0,33 lag und sich erst innerhalb der
nachsten 48 Stunden im ahnlichen Wertebereich wie die Kombination befand.
Eine Kombination von 1,5 mg/ml VPA mit 3 yg/ml PTX verhalf also zu einer
signifikant starkeren und schnelleren metabolischen Beeintrachtigung der MKN-
45 Zellen (Tag 5: VPA 1,5 mg/ml + PTX 3 pg/ml vs. NaCl: p < 0,0001; VPA 1,5
mg/ml + PTX 3 pug/ml vs. VPA 1,5 mg/ml: p = 0,893; VPA 1,5 mg/ml + PTX 3
pg/ml vs. PTX 3 ug/ml: p < 0,001). Im Vergleich zu 2,02 mg/ml VPA verhielt es
sich mit der Kombination von PTX mit 2,02 mg/ml VPA anders. Denn hier war
zwar ein Unterschied zwischen der Kombination und alleinigem PTX, allerdings
keiner zur 2,02 mg/ml VPA-Gruppe, ersichtlich, wo ebenfalls an Tag 0 ein ahnlich

niedriger OD-Wert gemessen wurde (Abbildung 11).

Insgesamt  zeigten die Ergebnisse der verschieden kombinierten
Wirkstoffkonzentrationen, insbesondere bei der Kombination von 1,5 mg/ml VPA
mit 3 ug/ml PTX, einen synergistischen Effekt auf die metabolische Aktivitat der
MKN-45 Zellen. Ahnliche Resultate mit geringer metabolischer Wirkung wurden
bei noch héheren VPA-Konzentrationen (> 8 mg/ml VPA) im Zusammenspiel mit
3 ug/ml PTX beobachtet, weshalb der MTT-Test nach zwei Tagen beendet wurde

(Daten nicht angegeben).

3.3 Migrationseffekte

Die Zellmigration von humanen MKN-45 Magenkrebszellen wurde mittels eines
Wundheilungstests untersucht. Dafir wurden standardisierte, mechanische
Wunden in den Zellrasen mit einer sterilen 10 pl-Pipettenspitze erzeugt. Die
Migrationsaktivitat der Zellen wurde anschlie3end Uber 72 Stunden anhand einer
Kontrollgruppe (0,9 % NaCl) und drei Therapiegruppen beobachtet: alleiniges
VPA in aufsteigender Konzentration (252 und 506 pg/ml, 1,01; 1,5; 2,02 mg/ml),
alleiniges PTX von 3 pg/ml und Kombinationen des HDACi (506 pg/ml, 1,01; 1,5;
2,02 mg/ml VPA) mit 3 pg/ml PTX. Die experimentellen Bedingungen
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entsprachen denen des MTT-Assays. Das Zellverhalten wurde in Echtzeit

mikroskopisch mit einem 24-Kanal Mikroskop im Inkubator aufgezeichnet.

3.3.1 Migrationseffekt von VPA und PTX

Die Aufnahmen in Abbildung 13 dokumentieren eine kontinuierliche Bewegung
und Proliferation der MKN-45 Zellen in der Kontrollgruppe (0,9 % NaCl) bis zum
nahezu vollstandigen Lickenschluss nach drei Tagen. Im Gegensatz dazu war
die Zellmigration aller Therapiegruppen gehemmt. Trotz anfanglicher
Zellmigration wurde 72 Stunden nach der PTX-Therapie mit einer Konzentration
von 3 ug/ml kein Lickenschluss beobachtet, da die Bewegung nach 24 Stunden
stagnierte. VPA mit einer Konzentration von 252 ug/ml oder 506 pg/ml induzierte
sofort nach der medikamentdsen Behandlung eine Hemmung der Migration, und
die Luckenbreite im Zellrasen entsprach selbst nach 72 Stunden der
Ausgangssituation. Nichtsdestotrotz war auf den Bildaufnahmen der Testgruppe
mit 252 pg/ml VPA bei vereinzelten MKN-45 Zellen eine Migration im
Luckenbereich zu beobachten, was vermutlich an dem niedrigeren
Konzentrationslevel lag. Auf den Aufnahmen war in einigen Arealen sogar eine
Auflosung des Zellrasens erkennbar. In einer von drei Proben wurde nach 48

Stunden eine Zellmigration bemerkt.
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Kontrolle (NaCl) PTX 3 pg/ml VPA 252 ug/ml VPA 506 pg/ml
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72 Std

Abbildung 13: Scratch-Assay mit MKN-45 Zellen (VPA, PTX).
Versuch Uber 72 Stunden mit einer Kontrollgruppe, 3 pg/ml PTX-Gruppe und VPA-Gruppen
verschiedener Konzentrationen mittels automatischer Echtzeit-Mikroskopie bei 10facher
VergroRerung. Gelbe Markierungen verdeutlichen den Wundbereich.

Abbildung 14 gibt den Prozess des Verschlusses der mechanischen Wunde in
prozentualen Werten im Zeitverlauf (nach 72 Stunden) graphisch wieder, der
nach der Verabreichung einer einzelnen Substanz (PTX oder verschiedene VPA-

Konzentrationen) unterschiedlich beeinflusst wurde.

Bei einer Konzentration von 252 pg/ml beeintrachtigte VPA die Migration von
MKN-45 Zellen deutlicher als PTX 3 ug/ml (Abbildung 14). Nach einer weiteren
Erhdhung der VPA-Konzentration auf 506 pg/ml wurde eine dauerhafte
Hemmung der Zellmigration von MKN-45 Zellen vom Anfangszeitpunkt bis zum
Ende des Versuchs dokumentiert. Bis zum dritten Tag kam es zu keiner

Zellbewegung und keinem Luckenschluss.
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Kontrolle (NaCl) PTX 3 pg/mi VPA 252 pg/ml
mVPA 506 pg/ml VPA 1,01 mg/ml VPA 1,5 mg/ml
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Abbildung 14: Hemmung der Migration von MKN-45 Zellen (VPA, PTX).
Verschluss der mechanischen Wunde (in %), ein Lickenschluss entspricht 100 %. Versuch
Uber 72 Stunden mit einer Kontrollgruppe, 3 pg/ml PTX-Gruppe und VPA-Gruppen
verschiedener Konzentrationen.

Anhnliche Ergebnisse wurden in Versuchen mit noch héheren Konzentrationen
des HDACI's entsprechend der Grafik in Abbildung 14 (1,01; 1,5; 2,02 mg/ml
VPA) und den Bildaufnahmen der Abbildung 15 (1,01; 1,5; 2,02 und 2,5 mg/ml
VPA) dokumentiert (Daten mit = 8 mg/ml VPA nicht dargestellt).

Generell zeigten die NaCl-Kontrollen aller Migrationsassays das gleiche Ergebnis

mit einem LUckenschluss nach 72 Stunden, wie auch Abbildung 14 visualisiert.

50
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Abbildung 15: Scratch-Assay mit MKN-45 Zellen (VPA).
Versuch Uber 72 Stunden mit VPA-Gruppen verschiedener Konzentrationen mittels
automatischer Echtzeit-Mikroskopie bei 10facher VergrofRerung. Gelbe Markierungen
verdeutlichen den Wundbereich.

48 Std

72 Std

3.3.2 Migrationseffekt von VPA mit PTX in Kombination

Das Diagramm der Abbildung 16 veranschaulicht weitere Veranderungen beim

Verschluss der mechanischen Wunde im Zeitverlauf (Uber 72 Std) fur

verschiedene Kombinationsgruppen von VPA mit PTX im Vergleich zur NaCl-

Kontrollgruppe sowie Abbildung 17 anhand mikroskopischer Aufnahmen.

Die Kombination von VPA 506 pg/ml und PTX 3 pg/ml hatte eine ebenso stark

unterdrickende Wirkung auf die Migration der MKN-45 Zellen wie alleiniges VPA
von 506 ug/ml (Vgl. Abbildung 13, Abbildung 14). Selbst nach 72 Stunden war

weder ein Wundverschluss noch eine Zellbewegung zu verzeichnen.
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Kontrolle (NaCl) mVPA 506 pg/ml + PTX 3 pg/ml
VPA 1,01 mg/ml + PTX 3 pg/ml mVPA 1,5 mg/ml + PTX 3 pg/ml
mVPA 2,02 mg/ml + PTX 3 pg/ml
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Abbildung 16: Hemmung der Migration von MKN-45 Zellen (VPA + PTX).

24 Std 48 Std 72 Std

Verschluss der mechanischen Wunde in %, ein Lickenschluss entspricht 100 %. Versuch Gber

72 Stunden mit einer Kontrollgruppe und VPA mit PTX in Kombination in verschiedenen

Konzentrationen.

MKN-45 Zellen mit noch héheren Konzentrationen von VPA (1,01; 1,5; 2,02
mg/ml; Daten = 8 mg/ml VPA nicht gezeigt), versetzt mit 3 ug/ml PTX, wurden
ebenfalls getestet (siehe Abbildung 16) und sind auch in Abbildung 17 anhand

der mikroskopischen Aufnahmen nachzuvollziehen. Das Experiment mit den

hoheren Konzentrationen ergab die gleichen Ergebnisse wie mit niedrigeren

Konzentrationen (Vgl. Abbildung 15).
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VPA 506 ug/ml + VPA 1,01 pg/ml + VPA 1,5 ug/ml VPA 2,02 pg/ml +

+

Abbildung 17: Scratch-Assay mit MKN-45 Zellen (VPA + PTX).
Versuch tber 72 Stunden mit VPA und PTX in Kombination in verschiedenen Konzentrationen
mittels automatischer Echtzeit-Mikroskopie bei 10facher VergroRerung. Gelbe Markierungen
verdeutlichen den Wundbereich.

48 Std

3.4 Wundheilungseffekte

Die oben beschriebenen Migrationsexperimente zeigten eine zusatzliche
hemmende Wirkung von VPA auf die Tumorzellen MKN-45, was die
krebshemmende Wirkung des Medikaments unterstitzte. Diese Experimente
lieRen jedoch keine Ruckschlisse auf die Wirkung von VPA bezlglich der
Wundheilung zu. Zu diesem Zweck wurden weitere Scratch-Tests mit derselben
Vorgehensweise wie beim Migrationsassay, allerdings mit den neonatalen
humanen dermalen Fibroblasten (NHDF) und peritonealen Mesothelzellen (MeT-
5A), durchgefuhrt.

3.4.1 Wundheilungseffekt von VPA und PTX
Die Ergebnisse des Scratch-Assays zeigten eine sofortige hemmende Wirkung
von VPA und PTX auf Fibroblasten. Ein Wundverschluss war selbst nach 72
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Stunden nicht vorhanden, wie in Abbildung 18 veranschaulicht. Dagegen
bedeckten die Zellen der Kontrollgruppe bereits nach 48 Stunden die komplette
Oberflache.

Kontrolle (NaCl) PTX 3 pg/mli VPA 252 ug/ml

0 Std

24 Std

48 Std

72 Std

Abbildung 18: Wundheilungsassay mit NHDF Zellen (VPA, PTX).
Versuch uber 72 Stunden mit einer Kontrollgruppe, 3 ug/ml PTX-Gruppe und 252 pyg/ml VPA-
Gruppe mittels automatischer Echtzeit-Mikroskopie bei 10facher Vergroflerung. Gelbe
Markierungen verdeutlichen den Wundbereich.

Die niedrigste VPA-Konzentration von 252 pg/ml inhibierte die Migration von
NHDF Zellen unverzuglich, ebenso wie alle hoheren getesteten
Konzentrationsstufen (506 ug/ml, 1,01, 1,5 und 2,02 mg/ml), wie in Abbildung 19
dargestellt.
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VPA 506 uyg/ml  VPA 1,010 mg/ml VPA1,5mg/ml VPA 2,02 mg/ml

Abbildung 19: Wundheilungsassay mit NHDF Zellen (VPA).
Versuch Uber 72 Stunden mit VPA-Gruppen verschiedener Konzentrationen mittels
automatischer Echtzeit-Mikroskopie bei 10facher Vergrofierung. Gelbe Markierungen
verdeutlichen den Wundbereich.
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24 std

48 Std

72 Std

Der Wundheilungstest mit MeT-5A Zellen wurde neben einer Kontrollgruppe mit
den gleichen unterschiedlichen Wirkstoffkonzentrationen untersucht. Diese
Resultate glichen den Ergebnissen der Versuche mit NHDF Zellen.

Wie der Abbildung 20 zu entnehmen, war die Wunde der Kontrollgruppe nach 48
Stunden durch die MeT-5A Zellen geschlossen. Dagegen blieb ein
Ldckenschluss in den Testgruppen mit 3 ug/ml PTX und mit VPA verschiedenster

Konzentrationen ganzlich aus (siehe Abbildung 20 und Abbildung 21).
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Kontrolle (NaCl) PTX 3 pg/ml VPA 252 ug/ml

Abbildung 20: Wundheilungsassay mit MeT-5A Zellen (VPA, PTX).

0 Std
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48 Std

72 Std

Versuch uber 72 Stunden mit einer Kontrollgruppe, 3 pg/ml PTX-Gruppe und 252 ug/ml VPA-

Gruppe mittels automatischer Echtzeit-Mikroskopie bei 10facher VergréRerung. Gelbe

Markierungen verdeutlichen den Wundbereich.
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VPA 506 uyg/ml  VPA 1,01 mg/ml VPA1,5mg/ml VPA 2,02 mg/ml
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Abbildung 21: Wundheilungsassay mit MeT-5A Zellen (VPA).
Versuch Uber 72 Stunden mit VPA-Gruppen verschiedener Konzentrationen mittels
automatischer Echtzeit-Mikroskopie bei 10facher VergroRerung. Gelbe Markierungen
verdeutlichen den Wundbereich.

Aufgrund der schnellen Hemmung sowohl von MeT-5A Zellen als auch NHDF
Zellen durch die beiden Arzneimittel wurde auf eine nachfolgende Analyse der
Synergie durch eine Kombination des HDACi’s und des Zytostatikums verzichtet,
da davon ausgegangen werden konnte, dass sich hier derselbe Effekt einstellen

wurde.

3.5 Adhasionseffekte

Die Wirkung von VPA, PTX und ihrer Kombination auf die Adhasion von MKN-45
Magenkrebszellen wurde mit einem kolorimetrischen Adhasionstest untersucht.
Gemessen wurde die Adhasion auf den Matrices Fibrinogen und Fibronektin,
Kollagen | und IV sowie Laminin I. In dem Assay wurde VPA mit einer

Konzentration von 1,01 mg/ml, 3 ug/ml PTX und der Kombination von 1,01 mg/ml
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VPA mit 3 pg/ml PTX gegentbergestellt, als Referenz diente die Kontrollgruppe
(NaCl). Die Durchfihrung erfolgte ohne Aerosolisierung, aber mit 30-minutiger

Einwirkzeit der Medikamentenldsung auf die Zellen.

3.5.1 Adhdsionseffekt von VPA, PTX und deren Kombination

Aus Abbildung 22 geht hervor, dass 1,01 mg/ml VPA eine starke antiadhasive
Wirkung auf alle verschiedenen Matrices ausubte (< 50 % Adhasion), vor allem
auf Kollagen | mit einer Adhasion von nur ca. 25 % (PTX 3 pg/ml vs. VPA 1,01
mg/ml: p = 0,05; PTX 3 ug/ml vs. VPA + PTX: p = 0,30; VPA 1,01 mg/ml vs. VPA
+ PTX: p 2 0,99) und Kollagen IV (PTX 3 pg/ml vs. VPA 1,01 mg/ml: p = 0,03;
PTX 3 ug/mlvs. VPA + PTX: p =0,41; VPA 1,01 mg/ml vs. VPA + PTX: p = 0,89).
Im Gegensatz dazu wiesen die MKN-45 Zellen mit 3 pg/ml PTX fast Gberall eine
nahezu uneingeschrankte Adhasion von 100 % auf. Nur bei Fibrinogen (PTX 3
pg/ml vs. VPA 1,01 mg/ml: p = 0,30; PTX 3 ug/ml vs. VPA + PTX: p = 0,89; VPA
1,01 mg/ml vs. VPA + PTX: p 2 0,99) und Laminin | (PTX 3 pg/ml vs. VPA 1,01
mg/ml: p = 0,30; PTX 3 pg/ml vs. VPA + PTX: p = 0,89; VPA 1,01 mg/ml vs. VPA
+ PTX: p 2 0,99) zeigten die Zellen eine leichte Verringerung der Adhasion um
circa 20 %.

Ein synergistischer Effekt der Kombination von VPA mit PTX wurde allerdings
nicht beobachtet, denn die Kombination bewirkte Uberall ahnliche antiadhasive
Effekte wie alleiniges VPA. Lediglich bei Fibronektin kdénnte eine Synergie
angenommen werden, wobei der Unterschied zu alleinigem VPA nur sehr
marginal war und unter Berucksichtigung der Standardabweichung keine
Signifikanz zeigte (PTX 3 ug/ml vs. VPA 1,01 mg/ml: p = 0,4; PTX 3 ug/ml vs.
VPA + PTX: p = 0,03; VPA 1,01 mg/ml vs. VPA + PTX: p = 0,89).
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Abbildung 22: Adhasionseffekt auf MKN-45 Zellen (VPA, PTX, VPA + PTX).
Versuch nach 30-minitiger Behandlung der Zellen mit 1,01 mg/ml VPA, 3 ug/ml PTX und deren
Kombination mittels Adhasionsassay mit ECM-Beschichtung (Fibrinogen, Fibronektin, Kollagen

[ und IV, Laminin I). Die Adhasionsmessung der Kontrollgruppe diente als Referenz (100%).
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4 Diskussion

Mit der Entdeckung, dass HDACi krebshemmend wirken, ergab sich eine neue
Maglichkeit fur die Therapie von Tumoren. Durch epigenetische Regulierung
(Chueh et al., 2015) koénnen HDACi Auswirkungen auf verschiedene
Tumormerkmale wie Wachstum, Differenzierung oder Apoptose hervorrufen (Xu
et al., 2007, Schizas et al., 2020, Eckschlager et al., 2017). In jungster Zeit wurde
eine besonders hohe Expression der HDAC-Enzyme 1 und 2, welche der Klasse
| angehoren, beim Magenkarzinom festgestellt (Choi et al., 2001, Song et al.,
2005, Zhang et al., 2019, Yagi et al., 2010). So zeigte etwa die auch in dieser
Studie verwendete Magenkarzinomzelllinie MKN-45 eine nachweisbare
Uberexpression von HDAC 1 Isoenzymen (Mutze et al., 2010). Studien
verdeutlichten, dass VPA als HDACi vor allem die Enzymklassen | und I

beeintrachtigen kann (Gurvich et al., 2004).

In  Anbetracht dessen konnte VPA, das bereits als gut vertragliches
Antiepileptikum bekannt ist, auch ein potenzielles Therapeutikum fir die
Prophylaxe = und/oder Behandlung von Peritonealmetastasen beim
Magenkarzinom sein. Darauf basierte die Hypothese dieser Doktorarbeit, dass
der HDACi VPA das Wachstum, den Stoffwechsel, die Adhasion und die
Migration von Peritoneum-affinen Magentumorzellen wie den MKN-45 Zellen

hemmen kann.

Dartber hinaus konnte ein HDACI, in Kombination mit einem herkdbmmlichen
Chemotherapeutikum, synergistische, inhibitorische Wirkungen auf Tumore
ausuben (Kim et al., 2003), was beispielsweise mit dem HDACi SAHA und
Cisplatin in vitro an MKN-28 und AGS-Magenkrebszellen festgestellt werden
konnte (Mutze et al., 2010). In einer anderen Studie wurde die synergistische
Zytotoxizitat von VPA und Cisplatin an Platin-resistenten Ovarialkarzinomzellen
getestet (Lin et al., 2008). Diese Studie lie auch darauf schlieRen, dass die
durch die Kombination erzeugte Synergie Tumorzellen bekampfen konnte, die
resistent gegenuber der Wirkung eines Zytostatikums in alleiniger Anwendung

waren. Ein ahnlicher synergetischer Effekt konnte wahrend der in vitro Studie von
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Liu et al. nach einer Behandlung von Paclitaxel-resistenten
Ovarialkarzinomzellen mit PTX und SAHA beobachtet werden (Liu et al., 2014).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde daher auch die Hypothese getestet, ob
eine synergistische Wirkung zwischen VPA und dem Chemotherapeutikum
Paclitaxel auf Magenkarzinomzelllen in vitro gegeben ist. Es gibt nur wenige
Studien, die speziell am Magenkarzinom die Effekte von VPA, ob in alleiniger
Anwendung oder kombiniert mit einem Zytostatikum, untersucht haben (Fushida
et al., 2016). In einer Studie wurde die Wirkung von VPA und PTX auf szirrhdse
Magenkarzinomzellen geprift und anhand der Ergebnisse ein synergistischer
Effekt vermutet (Yagi et al., 2010). Zum Beweis dieses synergistischen Effektes
ware allerdings eine Kontrollgruppe mit alleiniger Anwendung von PTX zum

Vergleich notig gewesen, was methodisch nicht beschrieben wurde.

Die PIPAC hat in den letzten Jahren ein grofdes Potenzial zur Kontrolle von
Peritonealrezidiven beim Magenkarzinom gezeigt. Es gab bisher aber keine
Studie Uber die Verabreichung von VPA bei humanen Magenkarzinomzelllinien
mittels PIPAC-Technologie. Diese Studie zum Einsatz der PIPAC in dieser

Indikation war daher wissenschaftlich sinnvoll.

Dass der Einsatz von Chemotherapeutika nach der Operation von Malignomen
zur Verhinderung peritonealer Metastasierungen negative Auswirkungen auf die
Wundheilung (van der Kolk et al., 1999, Graf et al., 1994) haben kann, ist bereits
bekannt. So stellt die erhdhte Inzidenz von postoperativen Anastomosen-
Leckages allerdings auch ein Nachteil der lokal angewendeten PIPAC dar
(Tavernier et al., 2020). Es scheint jedoch, dass die Inhibition des HDAC-
Enzyms, neben Antitumoreffekten, den Wundheilungsprozess nicht
beeintrachtigt oder diesen sogar vielleicht begunstigt (Ala et al., 2020,
Costalonga et al., 2017, Cassidy et al., 2014). Deshalb wurde in dieser Arbeit die
weitere Hypothese gepruft, ob VPA die Wundheilung beeinflusst.

Zur Untersuchung der genannten Hypothesen wurde anhand von in vitro
Experimenten die Wirkung der HDAC-Hemmung von VPA mit oder ohne PTX auf
MKN-45 Zellen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe (0,9 % NacCl) erforscht. Die

medikamentdse Behandlung fand Gber Aerosolisierung oder Pipettieren statt und
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wurde fur 30 Minuten im Steady State, wie analog zum PIPAC-Verfahren,

aufrechterhalten.

Die anfangliche Analyse der Zellzahl der lebenden MKN-45 Zellen im CASY-
Assay ergab nur eine langsam wirkende und minimale zytotoxische Wirkung von
VPA bei einer alleinigen Anwendung. Die verschiedenen Testgruppen geringer
und hoherer Konzentrationen von VPA wiesen kaum Unterschiede im
Zellwachstum untereinander auf. Vergleichbare Ergebnisse konnten aufgrund
fehlender Untersuchungen zur Zytotoxizitat von VPA in anderen Studien nicht

gefunden werden.

Im Gegensatz zum HDACI induzierte alleiniges PTX, selbst bei sehr niedrigen
Konzentrationen, eine ausgepragte zytotoxische Wirkung in vitro mit einer
deutlichen Verringerung des Zellwachstums. Die Untersuchung der Kombination
von VPA und PTX zeigte eine synergistische Wirkung bei einer Konzentration
von 3 pg/ml PTX und 1,5 mg/ml VPA. Der Kombinationsversuch belegte aber
auch, dass bei einer zu geringen VPA-Konzentration die PTX-Wirkung dominierte
(1,01 mg/ml VPA mit 3 ug/ml PTX). In diesem Fall gab es keinen Unterschied
zwischen alleinigem PTX und der gleichen PTX-Konzentration in Verbindung mit
VPA.

Die Resultate des MTT-Assays belegten, dass die metabolische Wirkung von
VPA von der Medikamentenkonzentration abhangig war. Niedrige
Konzentrationen (< 1,01 mg/ml VPA) verursachten entweder keine Inhibition oder
zeigten, nach einer kurzen Hemmung des Stoffwechsels, eine Erholung der
MKN-45 Zellen. Eine signifikante Einschrankung der metabolischen Zellaktivitat
wurde erst ab einer VPA-Konzentration von 1,5 mg/ml deutlich. Bei einer
Konzentration von 2,02 mg/ml VPA wurde eine sofortige und intensive
Stoffwechselhemmung ausgeldst. Auch in anderen Studien wurde eine Abnahme
der metabolischen Aktivitat durch VPA nachgewiesen (Jahani et al., 2021, Yagi
et al., 2010, Zhao et al., 2011). Allerdings muss die langere Behandlungsdauer
mit niedrigeren VPA-Konzentrationen in diesen Studien im Vergleich zu der sehr
kurzen Einwirkzeit der PIPAC in der vorliegenden Arbeit bericksichtigt werden.
Ausgehend von der PIPAC-Standardbehandlung mit einem 30-minttigen Steady
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State kann davon ausgegangen werden, dass hohere Konzentrationen
notwendig sind als bei langeren Expositionszeiten, um signifikante Effekte zu

erzielen.

In der Studie von Sun et al. wurde die hemmende Wirkung von VPA (mindestens
24-stindige Behandlung) auf die Zellviabilitdt mittels MTT-Assay anhand
verschiedener humaner Magenkarzinomzelllinien (MKN-28, MKN-74, AGS,
SGC-7901) analysiert, und sie zeigte ebenfalls eine konzentrations- und
aulBerdem zelllinienabhangige Wirkung. Denn das Zellwachstum der AGS- und
SGC-7901 Zelllinien wurde durch VPA stark gehemmt, wahrend beispielsweise
die MKN-74 Zellen gegenuber der VPA-Exposition resistent waren (Sun et al.,
2020). Die Mdoglichkeit besteht also, dass auch die in dieser Arbeit verwendete
MKN-45 Zelllinie resistenter gegenuber VPA sein konnte als andere
Magenkrebszelllinien. Diese relative Resistenz konnte die trage metabolische
Reaktion der MKN-45 Zellen erklaren, die erst ab der Verwendung von 1,01

mg/ml VPA deutlich erkennbar war.

Alleiniges PTX mit einer Konzentration von 3 ug/ml verursachte im MTT-Assay
eine progressive Abnahme der Stoffwechselaktivitat. Diese hemmende Wirkung
von PTX auf Magenkrebszellen bestatigt die Ergebnisse fruherer Studien
(Sakashita et al., 2008, Zhou und Zhu, 2003, Sun et al.,, 2015). In der
vorliegenden Arbeit wirkte die Kombination von 1,5 mg/ml VPA mit 3 ug/ml PTX
synergistisch auf die MKN-45 Zellen. Niedrigere VPA-Konzentrationen, in
Kombination mit PTX, fihrten zu einer ahnlich starken metabolischen Abnahme
wie 3 pg/ml PTX allein angewendet. Hohere VPA-Konzentrationen, in
Verbindung mit PTX, bewirkten eine sofortige Hemmung wie die entsprechende
VPA-Konzentration in alleiniger Anwendung. Yagi et al. untersuchten unter
anderem die Auswirkung von VPA in Kombination mit PTX auf das Wachstum
von szirrhdsen Magenkrebszellen. Die Studie bestatigte eine dosisabhangige
Wirkung der Medikamentenkombination. Allerdings trat diese Wirkung nach einer
Behandlungszeit von mehr als 30 Minuten auf. Synergistische Effekte zwischen
VPA und PTX konnten jedoch nur vermutet werden, da alleiniges PTX zum

Vergleich nicht getestet wurde (Yagi et al., 2010).
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Im anschlieRenden Scratch-Assay bewirkten alle unterschiedlichen
Konzentrationen von VPA eine sofortige Hemmung der Migration von MKN-45
Zellen. Eine vergleichbare Methode mit Magenkarzinomzellen wurde in keiner
anderen Studie mit dem HDACi angewandt. Doch laut Jahani et al. verringerte
VPA die Migration menschlicher AGS-Magenkrebszellen wahrend eines Boyden-
Kammer-Assays (Jahani et al., 2021). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
stimmen mit weiteren Studien, die sich auf andere Tumorzelltypen bezogen,
uberein. So wurde schon eine migrationshemmende Wirkung von VPA bei
Prostatakrebs (Zhang et al., 2011), Brustkrebs (Li et al., 2012, Wawruszak et al.,
2019) und Nierenkrebs (Xi et al., 2018) beschrieben. Aufgrund der minimalen
Zellbewegung der MKN-45 Zellen, die noch bei einer Konzentration von 252
pag/ml VPA wahrend des Scratch-Assays bestand, kann davon ausgegangen
werden, dass diese Konzentration die Inhibitionsschwelle war, und dass
niedrigere Konzentrationen keinen oder einen deutlich geringeren Einfluss auf
die MKN-45 Migration haben wurden. Diese Annahme kann auch durch die
Brustkrebsstudie von Li et al. gestutzt werden, die eine langsame Zellbewegung
nach einer 24-stindigen Behandlung mit niedrigen VPA-Konzentrationen zeigte
(Li etal., 2012). In der Kombination von VPA mit PTX dokumentierte der Scratch-
Assay zwar eine begrenzte Migration von MKN-45 Zellen, aber nach drei Tagen
immer noch keinen Luckenschluss der mechanischen Wunde. Eine ahnliche
beeintrachtigende Wirkung von PTX auf die Migrationsfahigkeit derselben
Magenkrebszelllinie MKN-45 ergab eine weitere Studie (Matsuoka et al., 1994).
PTX in Kombination mit VPA flhrte zu einer sofortigen Migrationshemmung der
Tumorzellen im Scratch-Assay, wie VPA in alleiniger Anwendung. Zu dieser
Fragestellung liegen keine publizierten Ergebnisse vor, sodass die Ergebnisse

dieser Arbeit mit keiner anderen Studie verglichen werden kénnen.

Der Scratch-Assay, der in der vorliegenden Arbeit zur Beurteilung der
Wundheilung an humanen NHDF Zellen und MeT-5A Zellen durchgefihrt wurde,
zeigte bei jeder Testgruppe noch drei Tage spater einen unveranderten zellfreien
Spalt. Es gibt keine vergleichbaren Studien Uber die Wirkung von VPA auf ein
Wundheilungsexperiment. In Bezug auf PTX weisen andere Studien jedoch

darauf hin, dass das Zellwachstum von Fibroblasten bereits mit einer viel
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niedrigeren Konzentration gehemmt wird (Matsuoka et al., 1994). Deshalb konnte
schon allein die PTX-Konzentration von 3 ug/ml flir das Resultat verantwortlich
sein, da der zytotoxische Effekt dem HDACi-Effekt Uberwiegt. So wurde auch an
Tenon-Fibroblasten, nach einer einstindigen PTX-Behandlung mit weitaus
geringeren Konzentrationen als in der vorliegenden Arbeit, ein langsamerer
Wundverschluss beobachtet (Choritz et al., 2010). Die Studie flhrte zudem noch
einmal die Bedeutung der Behandlungsdauer vor Augen, da bei kontinuierlicher

PTX-Anwendung deutlichere Auswirkungen zu beobachten waren.

Die starke antiadhasive Wirkung von alleinigem VPA wurde bei anderen
Tumorzellen, wie Prostata- (Wedel et al., 2011) und Nierenkrebszellen (Jones et
al., 2009) auf Kollagen, Laminin und Fibronektin schon nachgewiesen. Auch in
dieser Arbeit hemmte VPA die Anheftung der Zellen um mindestens 50 %. Die
PTX-Applizierung auf die Magenkarzinomzellen war nahezu wirkungslos im
Adhasionsassays. Die Adhasionsfahigkeit der MKN-45 Zellen auf die
unterschiedlichen ECM-Protein-Beschichtungen glich hierbei der Kontrollgruppe,
und PTX hatte keinen messbaren Einfluss auf die Adhasion von MKN-45 Zellen.
Bei der Kombination von PTX mit VPA entstand kein signifikanter Unterschied zu
alleinigem VPA. Allerdings hatte sich eine mdgliche antiadhasive
Beeintrachtigung der kombinierten Therapie auch erst spater, nach mehreren
Tagen, einstellen kdnnen und so auch gegebenenfalls eine eindeutige Synergie

bei Fibronektin.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass VPA in dieser Studie einen
konzentrationsabhangigen, inhibitorischen Effekt auf alle untersuchten
Tumormerkmale hatte. Die zytotoxische Wirkung von VPA war jedoch sehr
begrenzt. Wider Erwarten wirkte sich VPA negativ auf die Wundheilung von
Fibroblasten und Mesothelzellen aus. PTX beeintrachtigte die Zellproliferation je
nach Konzentrationslevel und hemmte bei einer Konzentration von 3 ug/ml den
Stoffwechsel, die Migration und die Wundheilung, hatte aber keine
Adhasionswirkung auf MKN-45 Zellen. Es konnte festgestellt werden, dass eine
synergistische zytotoxische und metabolische Wirkung nur bei einer
Konzentration von 1,5 mg/ml VPA in Kombination mit 3 ug/ml PTX auftrat. Die
chemosensibilisierende  Wirkung hing dabei von dem untersuchten
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Tumormerkmal und der Wirkstoffkonzentration ab. Die Ergebnisse dieser Arbeit
passen gut in die Forschungslandschaft. So konnten beispielsweise Fushida et
al. in einer randomisierten Phase-II-Studie Uber VPA und PTX als Zweit- oder
Drittlinientherapie fur fortgeschrittenen Magentumor keine synergistischen
Effekte ausmachen (Fushida et al., 2016).

Allgemein sollte noch erwahnt werden, dass der hohe Konzentrationsunterschied
zwischen den in dieser Studie angewandten Arzneimitteln VPA und PTX die
Resultate der einzelnen Experimente dieser Arbeit schwer miteinander
vergleichbar macht (z.B. liegt die Differenz von 3 pg/ml PTX und 1,5 mg/ml VPA
(1500 pg/ml) bei einem Faktor von 500).

Basierend auf den Ergebnissen der Experimente dieser Arbeit kdnnte VPA mit
der PIPAC-Technologie verabreicht werden. Jedoch widerlegen die Resultate
des Scratch-Assays die Hypothese, dass VPA zur Verhinderung eines
intraperitonealen  Magenkarzinomrezidivs ohne  Beeintrachtigung der
Wundheilung beitragt. Der starke wundheilungshemmende Effekt des HDACi's
konnte auf die hohe VPA-Konzentration zurtickzufihren sein. Dann hatte aber
eine niedrigere Konzentration von alleinigem VPA keinen antitumoralen Einfluss
auf Magenkrebszellen. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die
therapeutische Wirksamkeit von VPA stark von der Tumorentitat abhangig war
(Duenas-Gonzalez et al., 2008). So kénnte VPA jedoch moglicherweise flur die
postoperative IP-Behandlung anderer Malignome nutzlich sein, VPA hatte keine
nachteiligen Wundheilungseffekte auf normale Zellen der Tumormikroumgebung
und es kame zu keiner Peritonealfibrose. Diese Annahme ist jedoch spekulativ.
Daher waren zusatzliche Untersuchungen tber den HDAC-Hemmungsprozess
bei Magenkrebs, den Einfluss von VPA auf weitere Tumoreigenschaften oder den

molekularen Hintergrund notwendig.

Diese Studie hat dazu beigetragen, eine innovative Medikamentenkombination
zu untersuchen, mit dem Ziel einer besseren Behandlung. Durch die
unterschiedliche Beeinflussung der Tumormerkmale jedes Medikaments kann
die Kombination von VPA und PTX die Wirkung des jeweils anderen erganzen
oder sogar verstarken. Die Konzentration eines Chemotherapeutikums kénnte
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durch Zugabe des gut vertraglichen VPA verringert werden, und wirde zu einer
besseren Vertraglichkeit des Medikaments bei den Patienten fihren. Bislang gab
es nur eine Studie uber die Anwendung von PTX mit der PIPAC-Technologie bei
Schweinen (Tan et al., 2021) und keine uber die Anwendung von VPA mit PIPAC.
Daher sind weitere Studien empfehlenswert, um genauere Schlussfolgerungen
uber die potenzielle Verwendung von VPA, PTX und deren Kombination, mit
PIPAC zu ziehen.
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5 Zusammenfassung

VPA ist ein Histon-Deacetylase-Inhibitor, der weitreichende Auswirkungen auf
Krebsmerkmale hat und der ein mdgliches Therapeutikum fur die Prophylaxe von
peritonealen Rezidiven beim Magenkarzinom ist. Im Rahmen dieser Doktorarbeit
wurden die antitumoralen Effekte von VPA auf humane, Peritoneum-affine
Magenkarzinomzellen bestimmt. Spezifisch wurde deren Zellproliferation,
metabolische Aktivitat, Zellmigration und Adhasion in vitro untersucht. Daruber
hinaus wurde die Vermutung, dass VPA keine negative Auswirkung auf die
Wundheilung ausubt, experimentell an Fibroblasten und Mesothelzellen
analysiert. Zusatzlich wurde jeder Versuch mit VPA auch in Kombination mit dem
Chemotherapeutikum PTX durchgefuhrt, um eine mogliche synergistische
Wirkung der beiden Substanzen feststellen zu kdnnen. Die Zellen wurden mittels
PIPAC als Aerosol verabreicht. Als Vergleich diente eine mit 0,9 % NaCl
behandelte Kontrollgruppe.

Die Zahl der lebenden MKN-45 Zellen wurde mittels CASY-Assay eine Woche
gemessen, um die zytotoxische Wirkung der Medikamente zu analysieren. Die
metabolische Wirkung von VPA und PTX auf vitale MKN-45 Zellen wurde mittels
MTT-Assay untersucht. Zur Untersuchung der Zellmigration von MKN-45 und der
Wundheilung von medikamentenbehandelten Fibroblasten und Mesothelzellen
wurde ein Scratch-Assay durchgeflihrt. Die Adhasion von MKN-45 Zellen wurde
mittels eines  Adhasionstests auf einer ECM-Protein-beschichteten

Zellkulturplatte getestet.

Der CASY-Assay ergab nur eine langsam wirkende und minimale zytotoxische
Wirkung von VPA auf MKN-45 Zellen. Die verschiedenen Konzentrationsgruppen
von VPA wiesen untereinander kaum Unterschiede im Zellwachstum auf. Die
metabolische Wirkung von VPA hing von dem Konzentrationslevel ab. Ab einer
Konzentration von 2,02 mg/ml wurde eine sofortige metabolische Hemmung
induziert. Im Scratch-Assay bewirkten alle untersuchten Konzentrationen von
VPA eine starke Hemmung der Migration von Magenkrebszellen. Der
Wundheilungstest mit VPA behandelten NHDF Zellen und MeT-5A Zellen zeigte

bei jeder getesteten Konzentration keinen Wundschluss. VPA von 1,01 mg/ml
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hemmte die Zelladhasion. Die Kombination von 1,5 mg/ml VPA und 3 ug/ml PTX
zeigte eine synergistische zytotoxische sowie metabolische Wirkung der
Medikamente auf MKN-45 Zellen.

Aus den Resultaten der Arbeit kann geschlussfolgert werden, dass VPA mit der
PIPAC-Technologie angewendet werden kann. In den vorliegenden
Experimenten hatte VPA eine konzentrationsabhangige, hemmende Wirkung auf
alle untersuchten Malignitatsmerkmale einer human, Peritoneum-affinen
Magenkarzinomzelllinie. Die synergistische Wirkung von PTX und VPA hing von
dem untersuchten Krebsmerkmal und der Wirkstoffkonzentration ab. Jedoch
beeintrachtigte VPA die Wundheilung in vitro. Das Potenzial der intraperitonealen
VPA-Verabreichung, allein oder in Kombination mit PTX, bei der ersten kurativen
Operation scheint daher eher begrenzt zu sein, um das Auftreten eines

Peritonealrezidivs beim Magenkarzinoms zu vermeiden.
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