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| Einleitung

Die Analyse der Wirkung zytostatischer Stoffe auf Tumorzellen ist Gegenstand dieser
Studie. In der Einleitung erfolgt eine Zusammenfassung der Wirkungsmechanismen der
verschiedenen Substanzklassen mit Fokussierung auf die pro-apoptotische Wirkung
von Zytostatika. Es werden Zusammenhange zwischen Apoptose und Zellproliferation
aufgedeckt und erste Hinweise auf eine pro-proliferative Wirkung von Zytostatika
gezeigt. Besondere Wichtigkeit wurde in dieser Arbeit der richtigen Konzipierung der
vitro-Experimente unter Beachtung der pharmakokinetischen und

pharmakodynamischen Eigenschaften der Wirkstoffe beigemessen.

1  Wirkung und Einteilung der Zytostatika

Die Bekampfung boésartiger Tumore erfolgt durch in der Chemotherapie eingesetzte
zytostatische Substanzen, die je nach chemischer Struktur auf unterschiedliche Weise
intrazellulare Stoffwechsel-Signalwege blockieren. TRAIL (Tumor necrosis factor-
related apoptosis-inducing ligand), ein Mitglied der TNF-Familie, sowie klassische
Zytostatika induzieren die Apoptose als programmierten Zelltod, der nach einem
bestimmten Mechanismus in der Zelle ablauft. Pro-apoptotische Ablaufe konnen jedoch
durch die Verschaltung von Signalwegen in Vorgange umgewandelt werden, die das

Zellwachstum fordern.

Neben den klassischen Zytostatika werden in der Tumortherapie zunehmend weitere
Onkologika, wie monoklonale Antikérper, Kinasehemmer und Onkologika mit

unterschiedlichen Wirkmechanismen, wie z.B. Hormonantagonisten, eingesetzt.

Die folgende Beschreibung der zytostatischen Substanzen bezieht sich auf die in dieser

Arbeit verwendeten Wirkstoffe.

1.1  Anwendung und Wirkungsweise von Zytostatika

Statistisch gesehen entwickelt jeder dritte Europaer im Laufe seines Lebens Krebs. In
Deutschland erkranken jahrlich etwa 395.000 Menschen an einem malignen Tumor. Die
Tendenz ist eindeutig steigend. Obwohl maligne Tumore zumeist eine Erkrankung des
hoheren Lebensalters darstellen, sind auch Kinder betroffen: Rund 1800 Kinder
erkranken in Deutschland jahrlich bis zu ihrem 15. Lebensjahr an Krebs. Am haufigsten

werden in dieser Altersgruppe Leukamien, Tumoren des Gehirns und des Ruckenmarks
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sowie Lymphknotenkrebs diagnostiziert. Durch die standige Verbesserung der
Therapie-Schemata haben sich die Uberlebenschancen insbesondere fiir Kinder in den
letzten 30 Jahren deutlich verbessert, so dass bei einigen Tumorerkrankungen eine

Heilungsrate von uber 90% erzielt werden kann (1,2).

Ein maligner Tumor kann durch verschiedene Behandlungsmethoden vernichtet oder in
seinem Wachstum gehemmt werden. Es gelingt bisher jedoch nicht, die entartete

Tumorzelle wieder in eine normale Zelle zurtick zu verwandeln.

Die heutigen Behandlungsmoglichkeiten der meisten soliden Tumore umfassen neben
der operativen Entfernung die Bestrahlung und Chemotherapie. Insbesondere der
Chemotherapie mit Zytostatika kommt bei der Bekampfung von chemosensiblen
Tumoren, wie Keimzelltumoren, Sarkomen oder akuten lymphatischen Leukamien eine

wichtige Bedeutung zu.

Zytostatika werden vorzugsweise kombiniert eingesetzt, was als konsekutive oder
gleichzeitige = Kombinationstherapie bezeichnet wird. Dies hat zum Ziel,
Resistenzentwicklungen zu verzogern und eine Wirkungssteigerung ohne Erhohung der

Toxizitat zu erreichen (3).

Zytostatika stellen eine chemisch heterogene Gruppe zytotoxischer Substanzen auf
natlrlicher oder synthetischer Basis dar. Sie verhindern oder verzégern die Zellteilung

funktionell aktiver Zellen durch Beeinflussung ihres Stoffwechsels.

Zytostatika konnen nur an proliferierenden Zellen wirksam werden, nicht an Zellen in
der Ruhephase des Zellzyklus. Die therapeutische Anwendung klassischer Zytostatika
beruht daher darauf, dass sich Tumorzellen in einer gesteigerten, der physiologischen

Wachstumskontrolle entzogenen Zellteilungsrate befinden (4).

Neben der Erforschung neuer Angriffspunkte im Tumor und der Entwicklung neuer
Wirkstoffe ist es ein wichtiger Aspekt der onkologischen Forschung, die Anwendung der

bewahrten Zytostatika hinsichtlich Effektivitat und Vertraglichkeit weiter zu optimieren.

1.2 Einteilung nach Wirkungsmechanismus

Zytostatika kdnnen nach ihren Angriffspunkten wahrend der Zellteilung klassifiziert
werden. Tabelle 1 (modifiziert nach (3)) ordnet die in dieser Arbeit verwendeten

Substanzen in Substanzgruppen ein und nennt den jeweiligen Wirkmechanismus.


http://de.wikipedia.org/wiki/Lymphknoten
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Zytostatikum Substanzgruppe Wirkmechanismus
Methotrexat Antimetabolite Hemmung der Purinsynthese
6-Thioguanin

Cytarabin

5-Fluorouracil

Cyclophosphamid Alkylantien Interkalation der DNA

Melphalan

Cisplatin

Dacarbazin

Topotecan Topoisomerase- Hemmung der DNA-Replikation

Etoposid HemmStOffe

Asparaginase Enzyme und Abbau wichtiger Substanzen und

Tamoxifen Hormonantagonisten Hemmung des hormonabhangigen
Wachstums

Dexamethason Glucocorticoide Bindung an Glucocorticoid-

Prednisolon Rezeptor und Regulation von

Apoptose-Genen

Vincristin Mitosehemmestoffe Hemmung der Mikrotubuli-
Funktion

Doxorubicin Zytostatisch wirksame Interkalation der DNA

Epirubicin Antibiotika Hemmung der DNA-Replikation

Bildung freier Radikale
Bindung an Zellmembran

Interferon-gamma Immunmodulatoren Stimulation des RNA-Abbaus
Hemmung der Translation

uoO 126 MEK-Inhibitoren Hemmung der Proliferation

Tabelle 1 Einteilung der verwendeten Zytostatika nach Substanzgruppen und

Wirkmechanismus

Zytostatika greifen je nach Substanzklasse in verschiedene zellulare Vorgange der
Zellteilung und Vermehrung ein. Auf der Ebene der Nukleinsaure-Synthese wirken
Cytarabin, 5-Fluorouracil, 6-Thioguanin und Methotrexat. Wahrend Cytarabin Uber die

Hemmung der DNA-Polymerase die Neusynthese verhindert, wirken 5-Fluorouracil,
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6-Thioguanin und Methotrexat Uber eine Stérung der Pyrimidine und Purine als

Bausteine der Nukleinsauren.

Die Inaktivierung der Nukleinsduren erfolgt durch alkylierende Substanzen
(Cyclophosphamid, Melphalan, Cisplatin, Dacarbazin), durch Hemmung der
Topoisomerasen (Topotecan und Etoposid) und durch DNA-Interkalation mit der

Bildung radikalinduzierter Strangbriche (Doxorubicin und Epirubicin).

Auf der RNA-Ebene greifen 5-Fluorouracil und Interferon-Gamma ein: 5-Fluorouracil
schadigt die RNA irreparabel durch den Einbau falscher Metabolite; Interferon-gamma

stimuliert den RNA-Abbau und hemmt die Translation.

Viele Zytostatika Uben ihre Wirkung durch eine Stérung auf spezifische Proteine aus:
Mitosehemmstoffe wie Vincristin blockieren die Zellteilung durch Bindung an das
Protein, Asparaginase hydrolysiert die Aminosaure L-Asparagin. Die Wirkung der
Glucocorticoide Dexamethason und Prednisolon sowie der Substanz UO126 verlauft
wesentlich komplexer: Glucocorticoide greifen nach ihrer Bindung an Rezeptoren in die
Regulation zelltod-spezifischer Gene ein. UO126 hemmt die Zellproliferation Uber eine
Hemmung der MAP-Kinase MEK (5,6).

Neben der Zelltodinduktion durch klassische Zytostatika spielt seit einigen Jahren die
immuntherapeutische Tumorbekdmpfung mit humanisierten monoklonalen Antikérpern
eine immer grélRere Rolle, z.B. Trastuzumab zur Behandlung von Patienten mit
metastasierendem Mammakarzinom oder Alemtuzumab zur Behandlung von Patienten

mit chronischer lymphatischer Leukamie (CLL) (119).

Abbildung 1 fasst die Wirkungsweise der in dieser Arbeit verwendeten Substanzen

Zusammen.
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Abbildung 1  Zellulare Angriffspunkte der verwendeten Zytostatika (modifiziert nach (7))
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1.3 Zelltodinduktion durch Zytostatika

Uber die oben genannten Mechanismen verhindern Zytostatika das Wachstum von
Zellen oder fuhren zum Zelltod. Hierbei spielt die Induktion der Apoptose als

programmierter Zelltod eine wichtige Rolle.

Morphologisch kommt es im Rahmen der Apoptose zu stark geschrumpften,
kugelférmigen Zellen mit ausgestulpten Zellmembranen. Die Filamente des Zytoskeletts
aggregieren, und der Zellkern fragmentiert. Durch Einwirkung einer Caspase-aktivierten
DNAse (CAD) entstehen DNA-Bruchstucke definierter Groe (n x 200 Basenpaare), die
in der Gelelektrophorese das charakteristische Bild einer Leiter ergeben (DNA-

Laddering). Die Zellfragmente bilden sogenannte Apoptosekérper (3).

Zwei verschiedene Wege der Apoptoseinduktion werden beschrieben, allerdings ist im
Organismus vermutlich keine strenge Trennung vorhanden. Beim ersten Weg wird ein
extrazellulares Signal durch Todesrezeptoren (death receptors) ins Zellinnere vermittelt,
indem Ligand-Rezeptor-Komplexe entstehen (z.B. Tumor-Nekrose-Faktor und TNF1-
Rezeptor). Uber die Bindung an Adapterpoteine und anschlieRende Aktivierung von

Proteasen (Caspasen) wird der programmierte Zelltod eingeleitet (8).

Zytostatika kdnnen Zelltod dadurch auslosen, dass sie die Todesrezeptoren oder deren

Liganden hochregulieren (9).

Ein zweiter Apoptoseweg, der durch zellularen Stress wie die Einwirkung von
Zytostatika oder Bestrahlung initiert werden kann, beginnt unabhangig von den
Todesrezeptoren mit einer Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien, das
dann seinerseits Caspasen aktiviert. Proapoptotische Proteine (z.B. Bax, Bak) bilden
eine Pore in der Mitochondrienmembran und I6sen somit die Cytochrom-C-Freisetzung
aus. Andererseits existieren antiapoptotische Proteine (z.B. Bcl-2), welche die Aktivitat

der proapoptotischen Proteine hemmen (3,10).

Versuche mit Caspase-Inhibitoren konnten zeigen, dass der Zytostatika-induzierte
Zelltod haufig auf der Aktivierung der Caspase-abhangigen Apoptose-Signalwege
beruht. Hierbei spielt der Zelltyp und die Konzentration des Zytostatikums eine

entscheidende Rolle (9).

Dies sind die verschiedenen Ebenen, auf denen eine Apoptose-Induktion durch
Zytostatika erfolgen kann:
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e Todesrezeptoren
e Caspase-Signalkaskade
o von den Mitochondrien aufwarts
o von den Mitochondrien abwarts
e Fasund p53
e JNK/SAPK und NF-kB
e Ceramid-Signalweg

Die Hochregulation der Todesrezeptoren sowie die Beeinflussung der Caspase-
Signalkaskade wurden bereits oben erwahnt. Zytostatika (z.B. MTX und Doxorubicin)
konnen die Expression von Fas induzieren und die Tumorzelle somit gegenuber Fas-
vermittelter Apoptose sensitivieren. Die Fas-vermittelte Apoptose ist eng mit der

Apoptose-Induktion durch das Tumorsuppressorgen p53 verknupft (11).

Uber die Bildung reaktiver Sauerstoff-Spezies und den Ceramid-Signalweg vermégen
Zytostatika auRerdem das System der JNK/SAPK sowie den Transkriptionsfaktor NF-kB
zu aktivieren. Ceramide entstehen als Zerfallsprodukte von Sphingomyelin infolge von
zytotoxischem Stress und sind evolutionar hoch konservierte sekundare Botenstoffe.
Ceramid-induzierte Apoptose ist abhangig von der Cytochrom c-Aussschuttung aus den
Mitochondrien und kann durch die Uberexpression von Bcl-2 und Bcl-xL

(antiapoptotisch wirksam) verhindert werden (12).

Untersuchungen zur Wirkung von Liganden aus der TNF-Familie haben jedoch auch
gezeigt, dass die Aktivierung von Todesrezeptoren ein erhdhtes Uberleben oder sogar

eine Proliferation der Tumorzelle bewirken kann.

1.4 Apoptotische Wirkung von TRAIL

Das Zytokin TRAIL (Tumor necrosis factor (TNF)- related apoptosis-inducing ligand)
wurde 1995 aufgrund seiner hohen Homologie zu den Todesliganden TNF und CD95L
identifiziert. Es ist somit ein Mitglied der TNF-Familie, das die physiologischen
Funktionen der Verhinderung von Tumoren und der Einddammung von Virusinfektionen
erfullt. Als neuartiges Zytostatikum hat TRAIL klinische Bedeutung, da es in
Tumorzellen verschiedenen Ursprungs Apoptose zu induzieren vermag. In Kombination
mit anderen zytotoxischen Substanzen erscheint die pro-apoptotische Wirkung von
7
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TRAIL besonders effektiv zu sein. Da TRAIL normale Zellen nicht schadigt und sich
auch im Tierversuch als untoxisch erwiesen hat, konnten TRAIL selbst oder gegen die
Apoptose-induzierenden TRAIL-Rezeptoren DR4 und DR5 gerichtete Antikorper
wichtige Zytostatika der Zukunft werden (16,120).

Der humane monoklonale Antikérper Mapatumumab (HGS-ETR1) bindet als Agonist an
den TRAIL-Rezeptor 1, zeigte an isolierten Tumorzellen Apoptoseinduktion und hat

bereits klinische Studien durchlaufen (119).

\_ TNF cpes.  TRAL J

I

TNF-RLII CD95 TRAIL-R1-R5
= Apo-1, Fas

Abbildung 2 TRAIL ist ein Todesligand.

TRAIL bindet analog zu TNF und CD95L an Rezeptoren, die sich in ihrer intrazellularen Domane

unterscheiden.

Die intrazellulare Signalkaskade von TRAIL beruht auf der Reaktion des aktivierten
TRAIL-Rezeptors mit dem Protein FADD (Fas-associated polypeptide with death
domain). Zusammen mit Caspase-8 (cysteine aspartyl-specific protease 8) erfolgt die
Ausbildung des sogenannten DISC (death-inducing signaling complex).

Trail-induzierte Apoptose kann verhindert werden, indem statt Caspase-8 das Protein
FLIP (FLICE-inhibitory protein) an FADD bindet.
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Todesrezeptor
Caspase-s

Mitochondrien @EAA
(]
!

Apoptose

Abbildung 3 Modell des intrazelluldren Apoptose-Signalwegs von TRAIL (Erklarung im Text)

Aktivierte Caspase-8 fuhrt entweder in einer Signalkaskade zur Bildung weiterer aktiver
Caspasen (Typ-I-Zellen) oder zur Aktivierung der Mitochondrien (Typ-lI-Zellen), wobei

die Apoptose-Induktion meist Uber den Caspase-Signalweg erfolgt.

In Tumorzellen kann die Apoptose-Induktion durch die TRAIL-vermittelte Aktivierung
von NF-kB abgeschwacht werden, was zum Uberleben und vermehrten Wachstum der
Zellen fuhrt (16,17,18,19,20,13).

TRAIL vermittelt nicht nur Apoptose Uber seine Bindung an spezifische
Todesrezeptoren: Untersuchungen unseres Labors haben ergeben, dass TRAIL in
leukdmischen Patientenproben das Uberleben und sogar die Proliferation férdert, wenn
diese resistent gegenuber TRAIL-induzierter Apoptose geworden sind.

9



| Einleitung

In Uber 20% von 18 getesteten Zellinien und 53 Patientenproben treten
Proliferationseffekte auf, was durch die Co-Stimulation von Zytostatika nicht verhindert
werden kann. Die TRAIL-vermittelte Proliferation beruht auf Defekten in der Rezeptor-
nahen Signalubertragung der Apoptose, dem Verlust der Caspase-8 und der
Dysfunktionalitat des Adaptermolekils FADD (13,14). Die Daten zu pro-proliferierenden
Effekten von TRAIL wurden in unserem Labor zuerst erhoben und publiziert und stellen
die wichtigsten Vorarbeiten zu den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen

Untersuchungen zu etablierten Zytostatika dar.

1.5 Zusammenhang zwischen Apoptose und Proliferation

Intrazellulare Signalwege, die zum apoptotischen Zelltod flhren, sind oft an mehreren
Schaltstellen mit Signalkaskaden der Zellproliferation verbunden. In der Zellbiologie
wird unter Proliferation das Zell- und Gewebewachstum durch Vermehrung der

Zellanzahl verstanden.

An erster Stelle seien hier einige Regulatoren des Zellzyklus genannt, die sowohl die
Zellteilung als auch den programmierten Zelltod auslosen: c-Myc, p53, pRb, Ras, PKA,
PKC, Bcl-2, NF-kB, CDK, Cycline und CKI (15).

Abbildung 2 fasst die wichtigsten Signalwege zusammen, die zu Proliferation oder

Apoptose fuhren kdénnen.
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Abbildung 4 Verknipfung von Proliferation und Apoptose (Erklarung im Text)

Wichtige Schaltstellen sind der nukleare Transkriptionsfaktor c-Myc sowie das
Membran-gekoppelte  G-Protein Ras. Uber  Aktivierung des  weiteren
Transkriptionsfaktors E2F werden entweder Cycline freigesetzt und somit der
Proliferationsweg eingeschlagen, oder die Aktivierung des Tumorsuppressorgens p53
fuhrt zur Caspase-induzierten Apoptose. Ras verursacht die Phosphorylierung von
verschiedenen Kinasen, wovon JNK pro-apoptotisch wirkt und PKB sowie Erk die

Proliferation begunstigen.

Ob jedoch der Proliferations- oder Apoptoseweg eingeschlagen wird, hangt von
weiteren Faktoren wie dem Zelltyp, der Kultivierung und der genetischen Disposition ab.
Mehrere Signale verschiedener, miteinander verknupfter Signalwege bestimmen die

zellulare Antwort auf spezifische Stimuli.

Diese Zusammenhange flihren zur nahe liegenden Vermutung, dass Substanzen, die
zur Apoptose-Induktion in der Lage sind, unter gewissen Bedingungen auch das

Zellwachstum stimulieren konnen.
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2 Konzipierung von in vitro-Versuchen mit Zytostatika

Das Zellkulturmodell stellt die Reduktion eines komplexen, interaktiven Systems auf
einige isolierte grundlegende Prozesse dar. Es darf daher in seiner Ubertragbarkeit von

Ergebnissen auf den Patienten nicht Uberschatzt werden (21).

Die Entwicklung von Testsystemen, die die korpereigenen Vorgange maoglichst prazise

nachstellen, wird als In vitro/ in vivo-Modelling bezeichnet.

Hauptziel des In vitro/ in vivo-Modelling ist die Entwicklung von Screening-Techniken in

einem sehr fruhen Stadium der Wirkstoff-Forschung (22).

Solche Techniken sollten idealerweise fur einen hohen Umsatz an Experimenten

geeignet sein, wodurch folgende Anforderungen entstehen:
v' schnell
v’ einfach in der Anwendung
v' relativ preisglinstig
v’ geringer Verbrauch an Substanzen

v’ Lieferung Ubertragbarer Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde zusatzlich besonderen Wert darauf gelegt, bei der Entwicklung
Jrealistischer® Zellkulturmodelle die pharmakokinetischen Aspekte der Arzneistoff-

Applikation zu berucksichtigen.

2.1 Pharmakokinetik: Das Schicksal des Pharmakons im Korper

Im Rahmen der klinischen Pharmakokinetik werden die Konzentrationsanderungen des

betreffenden Pharmakons in Anhangigkeit von der Zeit erfasst.

Die 1953 von dem deutschen Kinderarzt Dost erstmals erwahnte Pharmakokinetik
beschreibt die zeitabhangige Verteilung der Wirkstoffe und ihrer Metaboliten in
biologischen Flussigkeiten, Geweben und Exkreten (23).

Die Verteilung eines Wirkstoffes im Korper kann mit dem LADME-Modell dargestellt

werden:

Liberation —> Absorption —» Distribution —» Metabolismus —» Exkretion

12
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Unter Liberation versteht man die Freigabe des Wirkstoffes aus der Arzneizubereitung
nach der Applikation. Sie stellt somit die Uberflilhrung des Wirkstoffes in eine

resorptionsfahige Form dar.

Es folgt die Absorption oder Resorption, d.h. die Aufnahme des Wirkstoffes durch

biologische Membranen (z.B. Magen-Darm-Schleimhaut) in die Blutbahn.

Distribution ist die Wirkstoff-Verteilung zwischen dem Blutkreislauf und anderen

Kompartimenten, z.B. Tumorgewebe oder Organe.

Durch biochemische, enzymkatalysierte Reaktionen werden lipophile Wirkstoffe in
besser wasserlosliche Stoffe verwandelt, was den Vorgang der Metabolisierung oder
Biotransformation darstellt. In der Eliminationshalbwertszeit T1/2 fallt die Serum-oder

Plasmakonzentration einer Substanz auf die Hafte ab.

Exkretion ist schlieRlich die Ausscheidung sowohl von unverandertem Wirkstoff als
auch von Metaboliten des Wirkstoffs. Als Ausscheidungsorgane dienen neben Niere,
Galle und Darm auch Lunge, Haut oder Speichel. Im Wesentlichen ist die Substanz

nach ca. finf Halbwertszeiten ausgeschieden.

Abbildung 5 stellt den typischen Konzentrationsverlauf eines Wirkstoffs im Blut nach
verschiedenen intravendsen Applikationsarten dar. Hierbei wird angestrebt, die
Wirkstoff-Konzentration so lange wie mdglich im therapeutischen Bereich zu halten, d.h.
in der beziglich der Wirkung effektivsten Wirkstoff-Konzentration. Bei Dauerinfusionen
kommt es nach dem Anstieg der Kurve zur Einstellung auf eine konstante Konzentration
(,steady-state-concentration” = cpss), die durch einen Ausgleich zwischen Resorption
des Wirkstoffs und seiner Distribution und Metabolisierung gekennzeichnet ist. Bei einer
i.v.-Injektion wird nach der schnellen Anflutung des Wirkstoffs im Blut nur kurz der
therapeutische Bereich durchlaufen, bevor die minimal wirksame Konzentration (Cmin)
unterschritten ist und der Wirkstoff bis zur endgultigen Elimination relativ lange im

suboptimalen Bereich verbleibt.
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Abbildung 5 Konzentrationsverlauf eines Wirkstoffs im Blutplasma nach intravenéser

Applikation

Der Konzentrationsverlauf bei i.v.-Injektion (gepunktete Linie), einer eintdgigen Infusion (unterbrochenen
Linie) und einer Dauerinfusion Uber mehrer Tage (durchgehende Linie) wird gezeigt. Der therapeutische
Bereich (Erklarung im Text) befindet sich zwischen der minimal (cn)und der maximal (Cnax) Wirksamen
Wirkstoff-Konzentration. Oberhalb des therapeutischen Bereichs beginnt die toxisch wirksame

Konzentrations des Wirkstoffs.

Nur die genaue Analyse der Vorgange von Resorption, Verteilung, Metabolismus und
Elimination erlaubt die optimale Dosierung zur Erzielung der maximalen

pharmakodynamischen Wirkung bei mdglichst geringen Nebenwirkungen (7).

2.2 Pharmakodynamik: Wirkung des Pharmakons im Tumor

Die Pharmakodynamik beschreibt die mechanistischen Vorgange der Arzneistoff-

Wirkung.

Das Ziel einer rationalen Wirkstoff-Therapie ist die Korrelation von pharmakokinetischen

Parametern mit der pharmakodynamischen Effektivitat des Wirkstoffs.

Im Gegensatz zu anderen Pharmaka z.B. aus dem internistischen Bereich wirken
Zytostatika meist nicht an spezifischen Rezeptoren: die Zielmoleklle der Zytostatika

liegen praktisch immer intrazellular und werden irreversibel kovalent gebunden. Die
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Chemosensitivitat eines Tumors wird also von seiner intrazellularen Kinetik bestimmt
(24).

Die extrazellulare Konzentration eines Zytostatikums muss nicht unbedingt die
intrazellularen Verhaltnisse widerspiegeln. Zudem kommt den biochemischen

Resistenzmechanismen eine grolde Bedeutung zu (7).

Hieraus resultiert eine unzureichende Korrelation zwischen der pharmakodynamischen

Wirkung einerseits und den pharmakokinetischen Parametern andererseits.

2.3 Korrelation pharmakokinetischer Parameter mit der Effektivitdit von

Zytostatika

Die Wirkmoglichkeit eines Zytostatikums lasst sich durch Bestimmung der
Konzentrationen Uber den gesamten Zeitraum seiner Anwesenheit im Korper erfassen.
Bei grafischer Darstellung gegen die Zeit umfahrt die Linie des Konzentrationsverlaufs
eine Flache, die der Gesamteinwirkung proportional ist. Diese Flache wird als AUC
(,area under the concentration time curve®) bezeichnet und stellt ein Mal} fir die
Einwirkung von Pharmaka dar. Die AUC ist demnach das pharmakologische Korrelat fr
die Dosisintensitat, die als verabreichte Dosis pro Zeit in mg/ m% Woche angegeben

wird.

Auch wenn die AUC wage Voraussagen Uuber die Starke der Wirkungen und
Nebenwirkungen machen kann, besteht nur eine lose Korrelation zwischen AUC und
Wirkung (25).

So kann der Einfluss der AUC durch individuelle Patientenfaktoren (Allgemeinzustand,
Leber- und Nierenfunktion, Empfindlichkeit des Tumors gegenuber der Substanz)
uberdeckt werden. Fur die meisten Zytostatika gibt es noch keine pharmakokinetischen
Untersuchungen, die die AUC nicht nur mit Wirkungen und Nebenwirkungen, sondern

auch mit anderen Patientencharakteristika in Verknupfung bringen.

Untersuchungen mit Methotrexat und Etoposid konnten zeigen, dass nicht nur der

Absolutwert der AUC, sondern insbesondere die Form von entscheidender Bedeutung

ist.

Da onkologische Patienten haufig unter Funktionseinschrankungen von Leber und

Niere sowie anderen Begleiterkrankungen leiden, kann es zu einer starken Variabilitat

der AUC kommen. Dies betrifft sowohl verschiedene Applikationen an einem Patient
15
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(Intravariabilitat) als auch den Vergleich einer Applikation an mehreren Patienten

(Intervariabilitat) (7).

Nur far ausgewahlte Zytostatika bei bestimmten Tumorarten ergibt sich ein
proportionaler Zusammenhang zwischen pharmakokinetischen Parametern und dem

therapeutischen Ansprechen bzw. der Auspragung der Nebenwirkungen.

Die AUC als Mal fur die Gesamt-Einwirkung des Pharmakons scheint hierbei
besonders aussagekraftig zu sein, wenn die Effektivitat des Pharmakons vorausgesagt
werden soll. Bei der Verwendung von Zellkulturmodellen lasst sich diese
pharmakokinetische Grofle jedoch aufgrund des komplexen Zusammenhanges

zwischen Dosis und zeitlicher Einwirkung nur unzureichend imitieren.

In dieser Arbeit dient daher die maximal erreichbare Konzentration des Zytostatikums
im Plasma, die Peak-Plasma-Konzentration (ppc: peak plasma concentration) als
Maldstab fur die maximale Einwirkung. Erfolgt die Applikation des Zytostatikums als
Dauerinfusion, wird die Peak-Plasma-Konzentration haufig als konstante Plasma-
Konzentration (css: concentration in steady state) definiert, die nach einer bestimmten

Infusionsdauer gemessen werden kann.

2.4 Beeinflussung der Pharmakokinetik der Zytostatika in vivo

Im Rahmen der klinischen Pharmakokinetik werden die Konzentrationsanderungen des

betreffenden Pharmakons in Anhangigkeit von der Zeit erfasst.

Es ist im Allgemeinen nicht moglich, aufgrund der Dosis eines Medikamentes dessen
Wirkung vorauszusagen- zu viele individuelle Faktoren des Patienten beeinflussen die

Plasma- und Gewebskonzentration der verabreichten Substanz (24).

Kaum eine andere Wirkstoffklasse verhalt sich so vielfaltig wie Zytostatika. Dies trifft
sowohl auf die Variabilitdt der Substanzen als auch auf die individuelle Wirkung im

Patienten zu.

Abbildung 6 (modifiziert nach (7)) zeigt eine Ubersicht der Zusammenhange zwischen
pharmakokinetischen Vorgangen und dem phamakodynamischem Effekt speziell fur

Zytostatika.
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verordnete Dosis
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verabreichte Dosis
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Pleuraerguss, Aszites

Konzentration im Plasma (— AUC im Plasma)

Tumorvaskularisierung ) .
Multidrugresistenz

Paraprotein

Konzentration in der Tumorzelle (— AUC im Tumor)

Resistenzmechanismen Konzentration des aktiven

Tumorzellheterogenitat Metaboliten am Wirkungsort

Intensitat des pharmakodynamischen Effekis

Abbildung 6 Pharmakokinetik der Zytostatika und individuelle Stérfaktoren

2.5 Derrichtige Einsatz von Zytostatika in vitro

Der Zellkulturversuch ist im Gegensatz zum Organismus nicht als offenes

Mehrkompartiment-System anzusehen.

Wie oben erlautert, ist es schwierig, das je nach Substanz und Patient sehr variable

Schicksal der Zytostatika im Korper durch den Zellkulturversuch zu imitieren.

Beim Inkubieren der Zellkultur mit der entsprechenden Peak-Plasma-Konzentration
muss berlcksichtigt werden, dass die Zytostatika einer gewissen in Vvitro-

Pharmakokinetik unterworfen sind (26).
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Folgende Aspekte sollten bei der Versuchs-Konzipierung beachtet werden:
e physikalisch-chemische Instabilitat der Substanzen
o Zellinien-abhangige Metabolisierungsvorgange
¢ unphysiologische Phanomene (Adsorption an Oberflachen, Isomerisierung)

e Entstehung zytotoxischer Substanzen

Zytostatikum Veranderung in vitro

Asparaginase Veranderung des Kultur-Mediums durch
Aminosaureabau

Cyclophosphamid aktive Form sehr instabil; Konzentration sinkt
in 6h auf 10% ab

Doxorubicin Temperatur- und Lichtempfindlichkeit

Epirubicin

Etoposid Isomerisierung von trans- in cis-Form zu 50% in 96h

Taxol Adsorption an Plastik- und Glas-Oberflachen
Tabelle 2 In vitro-Veranderungen von Zytostatika

Unter Berlcksichtigung der in Tabelle 2 gezeigten Veranderungen konnen im

Zellkulturmodell folgende Punkte bei der Zytostatika-Inkubation modifiziert werden:

A. Die Konzentration des Zytostatikums sollte sich nach den in der Literatur
angegebenen ppc-Werten richten; der Konzentrationsbereich kann auf ca.
5-200% des ppc-Werts variiert werden (27).
Liegen keine Angaben zur ppc vor oder sind diese zu unterschiedlich,
kann auf selber im Zelltoxizitatsversuch ermittelte IC (inhibition

concentration)— Werte zurlickgegriffen werden.

B. Die schnelle Metabolisierung des Zytostatikums z.B. nach einer Bolus-
Gabe kann in der Zellkultur durch Auswaschen der Substanz mittels

teilweisem Medium-Wechsel imitiert werden.
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C. Bei langer Halbwertszeit oder niedriger in vitro-Stabilitat des Zytostatikums
empfiehlt sich (bei langerer Versuchsdauer) die wiederholte Gabe z.B.
alle 24 Stunden.

Da Zellkultur-Modelle trotz aller Bemuhungen nicht der Komplexitat der
Stoffwechselvorgange im Korper entsprechen, muissen alle in vitro-Ergebnisse im
Tierversuch verifiziert werden. Fur die Zellkultur bleibt nur die bestmdgliche

Annaherung.

3 Forderung des Tumorwachstums durch Zytostatika

Hinweise auf eine tumorschutzende oder gar tumorvermehrende Wirkung zytostatischer
Substanzen in der Literatur sind selten. Fir das Glucocorticoid Dexamethason sind von
1984 bis heute einige Studien zur Proliferationsférderung auf Tumorzelllinien und
primaren Zellen veroffentlicht, die jedoch nicht weiterverfolgt wurden. Fur das
Zytostatikum Doxorubicin ist eine wachstumsfordernde Wirkung auf wenigen humanen

sowie murinen Tumorzelllinien sowie auf einer leukamischen Zelllinie beschrieben.

3.1 Dexamethason fordert das Wachstum in verschiedenen Zelltypen.

Glucocorticoide wie Dexamethason sind haufig eingesetzte Medikamente wahrend der

Antitumor-Therapie.

Das synthetische Glucocorticoid Dexamethason besitzt eine duale Zelltyp-spezifische
Funktion in der Regulation des Zelltods: In Lymphozyten, leukamischen Zellen und
Myelomzellen ist es in der Lage, Apoptose zu induzieren und wird daher als zytostatisch

wirksame Substanz angewendet (28).

In der Therapie gegen solide Tumore wird Dexamethason aufgrund seiner
Unwirksamkeit nicht eingesetzt, ist jedoch eine wichtige Comedikation zur Bekampfung
der Chemotherapie —bedingten Nebenwirkungen wie Ubelkeit und Odeme (29).

Die Anwendung von Glucocorticoiden bei soliden Tumoren wird in Frage gestellt, da

diese die Effektivitat der zytostatischen Therapie verhindern kénnen (30).

Speziell fur Dexamethason wird beschrieben, dass es in bestimmten Zelltypen die
durch unterschiedliche Stimuli angeregte Apoptose reduziert (31).
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Dies gilt sowohl fir epitheliale Mamma-Zellen als auch flr die Mammatumor-Zellinie
MCF-7, in der Dexamethason den TNF-a-vermittelten Zelltod zu verhindern vermag. In
den Epithelzellen wird der antiapoptotische Effekt unabhangig von der Aktivierung des

P13-Akt-Signalweges direkt Uber die Glucocorticoid-Rezeptoren vermittelt (32,33).

Neben den zelltyp- und konzentrationsabhangigen Effekten von Dexamethason auf die

Zelltod-Induktion gibt es zahlreiche Hinweise auf eine proliferationsférdernde Wirkung.

Unsere Arbeitsgruppe ging diesen Hinweisen in einem Screening mit 17 Zelllinien nach
und zeigte, dass in 9 Zelllinien sowie im Maus-Modell proliferationsfordernde Wirkung
von Dexamethason auftrat. Dexamethason und Prednisolon steigerten das Wachstum
in 21 von 65 Glucocorticoid-resistenten Proben von primaren Leukamiezellen. Die
Dexamethason-induzierte Proliferation wurde Uber den Glucocorticoid-Rezeptor
vermittelt, wobei eine Aktivierung von B/AKT und p38MAPK stattfand (117).

Tabelle 3 zeigt eine Zusammenstellung der proliferationsfordernden Wirkung von

Dexamethason auf verschiedene Zelltypen in vitro und in vivo.

Bereits 1984 veroffentlichten Freshney et al. eine Untersuchung zur Wirkung von
Dexamethason auf humane Gliom-Zelllinien: Das Glucocorticoid stimulierte die in vitro-

Proliferation bei niedriger Zelldichte und forderte die Tumorzell-Differenzierung (37).

Das Ergebnis konnte flir weitere Gliom-Zellinien, neuroepitheliale Zellinien und eine

Lungen-Adenokarzinom-Zelllinie beschrieben werden (37- 42).

Auch flr nicht entartete Epithelzellen und Bindegewebszellen sowie fur aus
Patientenproben gewonnene Zellen und in Tierversuchen wurde der Proliferationseffekt

bestatigt.

Wie Inhibitionsvesuche gezeigt haben, scheint der Mechanismus der Proliferation
Glucocorticoid-Rezeptor-vermittelt zu sein, z.B. durch die Hochregulation des
Rezeptors. In Lungen-Adenokarzinom-Zellen und normalen Zellen des Atemwegs-
Epithels beobachteten Al-Wadei et al. eine Aktivierung von PKA sowie eine Erhohung
des intrazellularen cAMP-Gehalts und der phospho-Erk1/2 (42).
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Zelltyp

Effekt

Mechanismus

Literatur

Epithelzellen

Human dermal
microvascular
endothelial cells
(HDMC)

human lens epithelial

cells

konzentrationsabhangige
Proliferation nach 4-6

Tagen

Proliferation bei 0,1 uM,
Apoptose bei héheren

Konzentrationen

Keine ICAM-1-Induktion

U. Hettmannsberger,
1993 (34)

Petersen A, 2008
(3%5)

Bindegewebszellen

BPV-1-transformierte
Fibroblasten C127

Proliferation durch hohe
Konzentrationen,

Morphologie verandert

Dexa-induzierte
Transkription
bestimmter Onkogene

(v-H-ras, v-mos, v-fes)

M K. O’Banion, 1992
(36)

Humane Tumorzellinien

Human glioma cell

lines

Glioblastoma cell line
HU 197

Humane Glioma

Zellinien

Glioma U87MG

Proliferation bei niedriger
Zelldichte , Induktion der
Tumorzell-

Differenzierung

150% Proliferation nach

5 Tagen

Proliferation bei 2 von 8

Zellinien

Proliferation in 4 Tagen

(Zell-Zell-Interaktion

moduliert)

Spezifischer
Rezeptor-vermittelter
Effekt

hohe Glucocorticoid-

Rezeptor-Dichte,

Antagonisierung durch
RU38486

Inhibition durch

R. I. Freshney, 1984
(37)

C. Zibera, 1992 (38)

C. H. Langeveld, 1992
(39)

J. Pinski, 1993 (40)

21




| Einleitung

Neuroepitheliale
Tumorzellinien
(KNS42, T98G, A172,
U251MG)

NCI-H322 (PAC:
pulmonary adeno

carcinoma)

HPL1D (SAEC’s: small

airway epithelial cells)

KNS42, T98G zeigen
Proliferation bei
niedrigen

Konzentrationen

Proliferation von 1 pM
bis 100 uM in 48
Stunden

Antagonist RU 486;

Wirkung von Dexa
uber Glucocorticoid-

Rezeptoren

Glucocorticoid-
Rezeptor-Expression
und Translokation des
Rezeptors in Nukleus;
dadurch Modulation

der Proliferation

PKA-abhéangig
(Inhibition durch PKA-
Inhibitor H89),

Erhéhung von
intrazell. cAMP,

Erhéhung von P-
Erk1/2,

Aktivierung des
Transkriptionsfaktors
CREB

A. Kawamura, 1998
(41)

H.A. Al-Wadei, 2005
(42)

Primére Zellen (Patientenproben)

Culture AIDS-KS cells

from patients

Priméare Zellen von
Meningioma-Patienten

(gutartiger Tumor der

Proliferation in vitro in

max. 6 Tagen

3/8 der Proben zeigen

Proliferation unter Dexa

Synergismus mit
Oncostatin M (KS-
Zytokin);
Zytokin-abhangige
Proliferation,
Hochregulation der

Glucocorticoid-

Rezeptor-Expression

W.-X. Guo, 1995 (43)

T. H. Jones, 1997 (44)
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Gehirnhaute)

Gewebe von humanem Aktivierung der Liuetal., 2017 (121)
Pankreas- Ras/JNK und AP-1

Adenocarcinom

In vivo (Tierversuch)

SC115 (androgen- Stimulation der Y. Omukai, 1987 (45)
abhangiger Tumorproliferation in
Maustumor), hohen Dosen (100

pM/Maus),

Proliferation auch in vitro

HT-29 (Kolon- Erhéhung der B-Globin-mRNA- Y. Yoshida, 2006 (46)
Karcinom) metastasierenden Erhéhung

Kolonien in der Leber,

Proliferation im Serum

Tabelle 3 Auftreten von Dexamethason-induzierter Proliferation

3.2 Doxorubicin fordert das Wachstum in verschiedenen Zelltypen.

Wie oben erwahnt ist die zytostatische Wirkung von Dexamethason Zelltyp-abhangig,

da es in erster Linie glucocorticoide Wirkungen hat.
Doch gibt es Hinweise auf die proliferative Wirkung anderer Zytostatika?

1989 wurden erstmals Proliferationseffekte von Doxorubicin (syn. Adriamycin)
beschrieben: Subtoxische Doxorubicin-Konzentrationen in serum-reduziertem Medium
fordern das Wachstum von 2 murinen Zelllinien und 2 humanen Tumorzelllinien (HL-60
und A431). Die Zunahme der Zellzahl betragt durchschnittlich 33% im Vergleich zum

Kontrollwachstum (47).

Der erste mechanistische Erklarungsversuch folgte 1996 von Yang et al. Doxorubicin
stimuliert das Wachstum der humanen leukdmischen Zellinie CCRF-CEM in
subtoxischen Konzentrationen uber die Entstehung von Wasserstoffperoxid-Radikalen
(48).
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4 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Haufigkeit und erste Signalmechanismen zu
identifizieren, mit denen Zytostatika in Tumorzellen in vitro vermehrte Proliferation

auslosen.

Zytostatika werden wahrend der Chemotherapie eingesetzt, um Tumorzellen zu
beseitigen, indem sie Zelltod auslésen und Proliferation verhindern. Ausgangspunkt der
vorliegenden Arbeit waren Studien unserer Gruppe zur neuen Substanz TRAIL, die
zeigten, dass TRAIL sowohl Apoptose, als auch Proliferation, in Tumorzellen auslost.
Dies deutete auf eine komplexe Verknupfung von Apoptose- und Proliferations-

Signalwegen hin.

Daraus entstand die der vorliegenden Arbeit zu Grunde liegende Hypothese, dass
parallel zu TRAIL auch konventionelle, in der Klinik eingesetzte Zytostatika eine

Proliferations-fordernde Wirkung auf Tumorzellen ausuben kdnnten.

Um diese Hypothese zu erharten, wurde ausfuhrlich getestet, auf welchen
Tumorzellinien welche Zytostatika in vitro Proliferation auslésen. Zusatzlich wurden
umfangreiche Arbeiten mit primaren Tumorzellen von Kindern mit akuter Leukamie
durchgefuhrt. Erste Arbeiten zu beteiligten Signalwegen wiesen auf eine mogliche Rolle

von Kinasen fur die Zytostatika-vermittelte Proliferation hin.
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I Material und Methoden

1 Reagentien

1.1 Zytostatische Substanzen

Substanz
Asparaginase
Cisplatin
Cytosinarabinosid
akt. Cyclophosphamid
Dacarbazin
Dexamethason
Doxorubicin
Epirubicin
Etoposid
5-Fluorouracil
IFN-gamma
Melphalan
Methotrexat
Prednisolon
6-Thioguanin
Tamoxifen
Topotecan

TRAIL

uo126

Vincristin

Hersteller

Sigma, Deisenhofen
Alexis, Griinberg

Sigma, Deisenhofen

Uni Dusseldorf

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

LKT Laboratories, St. Paul, USA
Calbiochem, Schwalbach
Sigma, Deisenhofen
Biomol, Hamburg
Biomol, Hamburg
Calbiochem, Schwalbach
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Schwalbach
Sigma, Deisenhofen
Biomol, Hamburg
Calbiochem, Schwalbach

Calbiochem, Schwalbach
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1.2 Lodsungen und Reagentien fiir die Zellkultivierung

Substanz
CFDA-SE
DMEM

DMSO

FCS
Gentamycin
L-Glutamin
Insulin
Natriumpyruvat
RPMI 1640
Penicillin/Streptomycin
Propidiumiodid
Selenium
Streptomycin
a-Thioglycerol
Transferin

Trypsin

1.3 Inhibitoren
Substanz
Actinomycin D
BH3I-2'
Cycloheximid
Cyclosporin A
2-Deoxyglucose
2,3-DCPE

ERK-Inhibitor

Hersteller

Molecular Probes, Karlsruhe
Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

PAN Biotech, Aidenbach
Biochrom AG, Berlin

Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe
Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe
Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe
Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe

Gibco/ Invitrogen, Karlsruhe

Hersteller

Calbiochem, Schwalbach
Calbiochem, Schwalbach
Calbiochem, Schwalbach
Calbiochem, Schwalbach
Sigma, Deisenhofen
Biomol, Hamburg

Calbiochem, Schwalbach
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JNK-Inhibitor

SN50

6-Amino-4-(4-phenoxyphenyl=

ethylamino)quinazolin
p38-MAPK-Inhibitor
Norleu

Pentoxifyllin
PKC-Inhihbitor
SP600125

Wortmannin

Calbiochem, Schwalbach

Calbiochem, Schwalbach

Calbiochem, Schwalbach
Calbiochem, Schwalbach
Sigma, Deisenhofen

Calbiochem, Schwalbach
Calbiochem, Schwalbach
Calbiochem, Schwalbach

Sigma, Deisenhofen

1.4 Puffer und sonstige Reagentien

Substanz
Ammoniumpersulfat
Borsaure
Bromphenolblau
Dithioerythrit

EDTA

Glycerin

NaCl

Na,HPO,

KH,PO,
Polyacrylamid

PMSF
Tetramethylethylenamin
Tris-HCI

Xylencyanol

Hersteller

Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Biozym, Hessisch Oldendorf

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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2 Kultivierung eukaryontischer Zellen (Zellkultur)

2.1 Zelllinien
2.1.1 Humane leukamische JURKAT -und CEM-T-Zelllinien

Alle humanen Jurkat T- Zelllinien wurden schwimmend in L-Glutamin-haltigem (2 mM)
RPMI 1640- Medium kultiviert, das 2 mM L-Glutamin sowie 10% fotales Kalberserum

(FCS) enthielt. Dieses wurde vor Zugabe zum Medium durch Hitze inaktiviert.

Verwendet wurden JURKAT-T-Zelllinien (Dr. Ehrhardt, Minchen), die wie in (13)
beschrieben durch langfristige wiederholte Gabe des Zytostatikums Resistenzen gegen
eines der folgenden Zytostatika entwickelt haben: Cyclophosphamid, Cytosinarabinosid,
Dexamethason, Methotrexat, 6-Thioguanin und TRAIL (tumor necrosis factor-related

apoptosis-inducing ligand).

Alle humanen CEM-T-Zelllinien wurden ebenso kultiviert und durch die oben
beschriebene = Methode gegen folgende  Zytostatika resistent  gemacht:
Cyclophosphamid, Cytosinarabinosid, Dexamethason, Doxorubicin, 6-Thioguanin und
TRAIL.

Weiterhin kamen JURKAT-Bcl-2-Zellen zum Einsatz, die durch stabile Transfektion eine
Uberexpression von Bcl-2 zeigten (49). JURKAT w/o Casp-8 waren durch den Verlust
von Caspase-8 charakterisiert (50) und JURKAT-FADD-DN durch das dysfunktionale
Zytokin FADD (51).

2.1.2 Carcinom-Zelllinien

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht der getesteten Carcinom-Zelllinien und

beschreibt ihre Herkunft und Kultivierung.

Zellinie Art des Carcinoms Kultivierung
A34 Niere RPMI 1640
CADO Ewing-Sarkom DMEM
CALU-6 Lunge RPMI 1640
HelLa Zervix DMEM

28



Il Material und Methoden

HT29 Kolon RPMI 1640
KELLY Neuroblastom RPMI 1640
MCF-7 Brust RPMI 1640
MCF-7 +/- Caspase-3 Brust RPMI 1640
MDA-MB Brust DMEM
SHEP Neuroblastom RPMI 1640
SHEP-Bcl-2 Neuroblastom RPMI 1640
SHEP-FADD-DN Neuroblastom RPMI 1640
SHEP-FLIP Neuroblastom RPMI 1640
Syb5y Neuroblastom RPMI 1640
U373 Glioblastom RPMI 1640
Tabelle 4 Ubersicht der verwendeten Carcinom-Zelllinien

Alle adharenten Carcinom-Zelllinien wurden mit 2 mM L-Glutamin und 10% fotalem

Kalberserum (hitze-inaktiviert) kultiviert.

Die Mamma-Carcinom-Zelllinie MCF-7 ist charakterisiert durch den Verlust von
Caspase-3, welches in den ebenfalls getesteten MCF-7 +/- Caspase-3-Zellen

rekonstituiert wurde.

Weitere derivative Zelllinien kamen bei der mechanistischen Untersuchung der
Zytostatika-induzierten Proliferation zum Einsatz: SHEP-Bcl-2 wurden von Armstrong et
al. (49) beschrieben, SHEP-FADD-DN von Fulda et al. und FLIP Uberexprimierende
SHEP-Zellen kamen bei Beltinger et al. zum Einsatz (Daten nicht verdéffentlicht).
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2.2 Primare leukamische Blasten

Die untersuchten 74 Proben primarer leukamischer Zellen stammen von Kindern, die im
Zeitraum 2003-2006 aufgrund akuter lymphatischer oder myeloischer Leukamie in der
Kinder-Universitatsklinik der Ludwig-Maximilian-Universitat in Minchen zur Behandlung
waren. Die Punktion des Knochenmarks fand vor Beginn der Chemotherapie statt,
woraufhin die Zellen mittels Fikoll-Isopaque-Puffer (Amersham, Uppsala, Schweden)
isoliert und madglichst direkt (d.h. innerhalb einer Stunde) mit den Substanzen stimuliert

wurden.

2.3 Aussaen fiir Proliferationsexperimente

Die Zelldichte der JURKAT- und CEM-T-Zelllinien in den Kulturflaschen wurde mittels
Neubauer-Zahlkammer ermittelt, die Zellen mit Medium auf eine Dichte von 0,5-1 x 108
Zellen/ ml verdiinnt und ca. 1-2 Stunden vor der Stimulation in 96- oder 24-well-Platten

ausgesat.

Zum Ernten der adharent wachsenden Carcinom-Zelllinien wurden die Zellen durch
funfminutige Inkubation bei 37°C mit Trypsin (0,025%) und EDTA (10 mM) abgel6st,
zentrifugiert (180 x g, 10 Min., Raumtemperatur) und in vorgewarmtem Medium
suspendiert. Die Bestimmung der Zellzahl und gegebenenfalls eine Vitalitatskontrolle

erfolgten mittels Eosinfarbung (0,4% Eosin) in einer Neubauer-Zahlkammer.

Nach Einstellen der Zellkonzentration auf 0,2 x 10° Zellen/ ml konnten die Zellen am
Tag vor Versuchsbeginn in 24-well-Platten eingesat werden. Direkt vor der Stimulation
der Zellen wurde das Medium entfernt, mit angewarmtem PBS gespult und frisches

Medium eingefullt.

Primare Tumorzellen wurden in RPMI 1640-Medium kultiviert, angereichert mit 20%
FCS, 1mM Natriumpyruvat, 50 uM a-Thioglycerol, 2 mM Glutamin, 6 mg/l Insulin, 3 mg/I

Transferin, 4 pg/l Selenium, 1% Penicillin-Streptomycin und 1% Gentamycin.

2.4 Zytostatika-Konzentrationen fiir Proliferationsexperimente

Um die Stimulationsexperimente mit Zytostatika moglichst dem Verlauf der Zytostatika-
Konzentration im  Blutplasma des Patienten anzugleichen, wurde ein

Konzentrationsbereich gewahlt, der von der maximalen Plasmakonzentration bis zu
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Bereichen unterhalb der minimal therapeutisch wirksamen Konzentration liegt (vgl.

Einleitung).

Da das ,pharmakokinetische Monitoring®, d.h. die Kontrolle des Konzentrationsverlaufs
des Zytostatikums im Plasma, nicht routinemaRig bei allen Therapieprotokollen
durchgefuhrt wird, dienten die in Tabelle 5 gezeigten Maximal-Konzentrationen (ppc) als
Anhaltspunkte fur die Planung der in vitro-Versuche. Aufgrund der individuellen
Unterschiede der Patienten und der unterschiedlichen Applikationsarten sind starke
Plasmakonzentrationen zu erwarten

(52,53,54,55,56,57,58,59,60,61,62,63,64,65,66,67,68).

Schwankungen der

Lagen nur Literaturangaben zu speziellen Dosierungen vor (z.B. Hochdosis-Therapien)
oder hatte das Zytostatikum in der ermittelten maximalen Plasma-Konzentration eine
Zelltod-induzierende Wirkung auf die entsprechende Zelllinie, wurde die Konzentration

in Zehnerpotenz-Schritten reduziert, bis keine apoptotische Wirkung mehr auftrat.

Zytostatikum Konzentration ppc Literatur

Ara-C (Cytosinarabinosid) 0,2 uM - 1 yM 200 uM  Estlin EJ et al., 2001 (52)

Asparaginase 0,1 U/ml 1,4 U/ml Graham ML et al., 1998 (53)
Cisplatin 33 uM 10 yM  Dominici C et al., 1989 (54)
Cyclophosphamid 0,1-10 uM 11 mM  Anderson LW et al., 1996 (55)
Dacarbazin 2,7-27 uM 800 uM  Adkins DR et al., 1993 (56)
Dexamethason 10®%-10°M Yy Charles B et al., 1993 (57)
Doxorubicin 0,1-0,001 pM 2,8 uM  Estlin EJ, 2000 (58)
Epirubicin 0,177 nM 7 uM Danesi R et al., 2002 (59)
Etoposid 1-500 uM 50 uM  Estlin EJ et al., 2001 (52)
5-Fluorouracil 10-100 uM 5uM Urien S et al., 2003 (60)

IFN gamma 1 U/ml - 1000 U/ml 10 U/ml  Turner PK et al., 2004 (61)
Melphalan 1 uM 6 uM Boros L et al., 1990 (62)
Methotrexat 0,01 uM 1,7mM Glantz MJ et al., 1998 (63)
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Prednisolon 10*-10° M 3uUM  Petersen KB et a., 2003 (64)

6-Thioguanin 1 uM 1uM Lowe EC et al., 2001 (65)

Tamoxifen 0,1 uM 3,5uM  El-Yazigi A et al., 1997 (66)

Topotecan 10 nM 7 nM Frangoul H et al., 1999 (67)

Vincristin 1nM 2,4 uM  Embree L et al., 1998 (68)

uo126 1-10 pM

Tabelle 5 Maximale Plasmakonzentrationen von Zytostatika (ppc= peak plasma

concentration)

2.5 Einfrieren und Auftauen

Um eine ausreichende Anzahl an Zellproben der verschiedenen Zelllinien vorratig zu

haben, wurden die Zellen fur langzeitige Verwahrung in flussigem Stickstoff eingefroren.

Nach Abzentrifugieren (180 x g, 10 Min., Raumtemperatur) der abgelosten Zellen,
Resuspendieren und Bestimmen der Zellzahl wurde auf eine Zellkonzentration von 2-3
x 10° Zellen/ ml eingestellt. Nach wiederholtem Zentrifugieren und Verwerfen des
Uberstandes erfolgte die Resuspension der Zellen in DMSO und das Abfiillen jeweils

einen Milliliters in Kryovials.

Um Zellbruch zu verhindern, durften die Vials erst fur 24 Stunden bei -20°C und dann
fur 5 Tage bei -80°C gelagert werden, bevor sie flr die langfristige Aufbewahrung in

flissigen Stickstoff Gberfuhrt wurden.

Zum Auftauen wurden die Zellen in vorgewarmtem Medium suspendiert und sofort
anschlieBend zentrifugiert (s. oben), um das DMSO so schnell wie moglich zu
entfernen. Nach der Zugabe von frischem Medium wuchsen die Zellen fir mindestens
eine Woche an, bevor ein Experiment durchgeflihrt werden konnte.

3 Methoden zur Apoptosemessung

3.1 FSC-SSC-Analyse (Survival-Test)

Die hier erlauterte Zellviabilitatsmessung beruht auf der morphologischen

Charakterisierung der Zelle mittels Durchflusszytometrie.
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Das Prinzip der Untersuchung beruht auf der Emission von optischen Signalen seitens
der Zelle, wenn diese einen Laserstrahl passiert. Hierbei werden die in einer Losung
befindlichen Zellen durch eine Kapillare gesaugt und passieren im Sensormodul einzeln
einen Laserstrahl. Die Zellen streuen einen Teil des Lichts, welches mittels Detektoren
(Photomultiplier) nachgewiesen wird, wobei die Menge des gestreuten Lichts mit der

Grolde der Zelle und mit ihrer Komplexitat korreliert.

Das Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter) ist ein Mal} fur die Beugung des Lichts
im flachen Winkel und hangt vom Volumen der Zelle ab. Das Seitwartsstreulicht (SSC =
Sidewards Scatter) ist ein Mal fur die Brechung des Lichts im rechten Winkel, die von
der Granularitat der Zelle, der Gréfle und Struktur ihres Zellkerns und der Menge der

Vesikel in einer Zelle beeinflusst wird.

Die Analyse des Vorwarts- und Seitwartsstreulichtes (= FSC-SSC-Analyse) ermoglicht
die Abtrennung intakter Zellen von apoptotischen oder nekrotischen Zellfraktionen
aufgrund Grofle und Granulierung: Typisch fir die Apoptose, einer Form des
programmierten Zelltods, ist ein Schrumpfen der Zelle, das Abschniren sogenannter
apoptotischer Korper und ein Abbau der DNA durch Endonukleasen in definierte
Stucke. Dagegen kommt es bei der Nekrose zum Anschwellen der Zelle, wobei deren

Plasmamembran schliefRlich zerstort wird.

Es ist zu beachten, dass die oben beschriecbene Methode nur flr die Analyse der
Jurkat- und Cem-T-Zellen sowie der primaren leukamischen Blasten Verwendung fand,
da diese Art von Zellen eine sehr glatte Oberflache aufweist, die das Licht nur
geringfligig streut. Hierdurch kann der Unterschied zu den stark granulierten

abgestorbenen Zellen besonders deutlich dargestellt werden.
Die durch das Stimulans verursachte spezifische Apoptose wurde wie folgt berechnet:

(absolute Apoptose der stimulierten Zellen — absolute Apoptose der unstimulierten

Zellen) / (100 - absolute Apoptose der unstimulierten Zellen) x 100

Ausgehend von der spezifischen Apoptose kann errechnet werden, wie das Stimulans
das Uberleben der Zellen durch eine Reduktion der Apoptoserate fordert (,specific

survival®):

1 — (spezifische Apoptose / 100)
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Das ,fractional product® (FP) beschreibt den Synergismus bzw. Antagonismus der

Apoptoserate bei Co-Stimulationen mit zwei Substanzen:

(specific survival der 1. Substanz x specific survival der 2. Substanz) — specific survival

der 1. und 2. Substanz zusammen

Positive Werte bedeuten synergistische Effekte der Substanzen bei der

Apoptoseinduktion.

3.2 Nicoletti-Assay

Die durch Endonukleasen verursachte charakteristische DNA-Fragmetierung kann zur

einfachen und schnellen Quantifizierung der Apoptose herangezogen werden.

Laut Nicoletti et al. (69) erfolgt die Permeabilisierung der Zelle mittels eines
hypotonischen Puffers, der Propidiumiodid zum Anfarben der DNA enthalt. Die

Messung der Fluoreszenz erfolgt im Durchflusszytometer.

Das Histogramm unbehandelter Kontrollzellen nach Anfarben mit Propidiumiodid zeigt
eine Proportionalitat zwischen der Intensitat der Fluoreszenz und dem DNA-Gehalt. Es
resultiert ein Peak in der Go/G1-Phase (2n DNA) und ansteigende Fluoreszenzwerte in
der Gy/M-Phase aufgrund des verdoppelten DNA-Gehalts (4n DNA). Die hypodiploide
(< 2n DNA) Region links des Go/G+-Peaks wird den apoptotischen Zellen zugeordnet

und als sub-G+-Fraktion bezeichnet.

Nach Stimulation der schwimmenden oder adharenten Zellen wurden die Zellen
gegebenenfalls durch Trypsin/EDTA abgel6st, zentrifugiert (600 x g, 10 min) und einmal
mit kaltem PBS gewaschen. Nach anschlieRendem Versetzen mit 500 ul Nicoletti-Puffer
(s. unten) Uber Nacht bei 4°C erfolgte die Zugabe von 50 pg/ml Propidiumiodid und
direkt im Anschluss die Messung im Durchflusszytometer.

Nicoletti —Puffer:

Natriumcitrat 0,1 % (m/V)
Triton X-100 0,1 % (m/V)
PBS ad 1000 ml
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3.3 Annexin V-Farbung

Phosphatidylserin (PS) findet sich normalerweise auf der Innenseite der Zellmembran
einer lebenden Zelle. Wahrend der Apoptose wird PS auf die Aul3enseite der Membran
transloziert und kann Annexin V binden. Durch Markierung von Zellen mit FITC-Annexin
V kann frihe Apoptose in lebenden, nicht fixierten Zellen durchflusszytometrisch

nachgewiesen werden.

Durch  die  Kombination einer  FITC-AnnexinV-  Markierung mit  einer
Propidiumiodidfarbung gelingt die Abgrenzung nekrotischer Zellen, da Propidiumiodid
(PI) nur in Zellen mit durchlassiger Membran, also in nekrotische und spat-apoptotische
Zellen, eindringt. Lebende Zellen sind daher Annexin-negativ und Pl-negativ,
apoptotische Zellen sind Annexin-positiv. und Pl-negativ, nekrotische und spat-

apoptotische Zellen sind Annexin-positiv und Pl-positiv.

Nach dem Pelletieren von 10° Zellen wurden 50 ul Puffer (Tutofusin®, Baxter,
Unterschleillheim) und 1 ul FITC-Annexin V (Becton Dickinson, Heidelberg) fir 30
Minuten bei 4°C inkubiert. Es erfolgten zwei Waschschritte mit jeweils mindestens 500
pI Puffer und nach der Zugabe von 200 ul Puffer die Messung im Fluoreszenz-1-Kanal
des FACScan (Becton Dickinson, Heidelberg).

4 Methoden zur Proliferationsmessung

4.1 Lichtmikroskopische Methoden
4.1.1 Zellzahlbestimmung in der Zahlkammer

FUr Suspensionszellen, u.a. auch fur die primaren leukamischen Blasten, eignet sich
die manuelle Bestimmung der Zellkonzentration in der Neubauer-Zahlkammer. Zu
beachten ist hierbei die gleichmaRige Resuspendierung der Zellen vor Einbringen in die
Zahlkammer. Die Auszahlung erfolgte unter dem Lichtmikroskop mit Durchlicht.

Da ein Eckquadrat der Zahlkammer einem Volumen von 0,1 ul entspricht, wurde der
Mittelwert der Eckquadrate mit 10 multipliziert, um die Anzahl der Zellen pro Mikroliter

zu erhalten.
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Die Proliferation wurde wie folgt berechnet:

Zellkonz.nachStimulation zum Zeitpunkt t; — Zellkonz.am Start des Versuchs t,

Zellkonz.der Kontrolle zum Zeitpunkt t; — Zellkonz.am Start des Versuchs t,

* 100

4.1.2 Manuelle Zahlung neu gebildeter Kolonien

Da die Kolonienbildung bei Suspensionszellen sehr unterschiedlich in Form und GrolRRe
ablauft, wurde fur die Quantifizierung die manuelle Bestimmung unter dem
Lichtmikroskop gewahlt. Zu beachten ist hierbei, dass die Zellkulturplatten moglichst
wenig bewegt und auf keinen Fall geschuttelt werden dirfen, um die Abtrennung von

Zellagglomeraten bzw. die Vereinzelung der Zellen zu vermeiden.

Zur statistischen Absicherung fand die Zahlung doppelt und von zwei verschiedenen

Personen statt. Die Proliferation wurde nach folgender Formel berechnet:

Anzahl der Koloniennach Stimulation £100

Anzahl der Kolonieninder Kontrolle

4.1.3 Cellscreen

Der Cellscreen (Roche Innovatis, Mannheim, Deutschland) stellt ein System zur
automatisierten Analyse von Zellwachstums-Vorgangen dar, indem lichtmikroskopische
Digital-Aufnahmen der gleichen Zellen zu verschiedenen Versuchszeitpunkten

gespeichert und mittels Software analysiert wurden.

Beim hierbei verwendeten PA-Modul erfolgte die genaue Markierung der
volumenmaligen Zunahme der Zellflache von adharenten Carcinom-Zellen (z.B. MCF-
7). Die quantitative Angabe der Zellproliferation wurde als Wachstumskurve und
prozentuale Veranderung der Zellflache angegeben. Mit Hilfe von Standardkurven fir

die entsprechenden Zelllinien konnte die Zellkonzentration ermittelt werden.

Abbildung 7 zeigt die im PA-Modul vorgenommene Erkennung und Markierung der
Zellausbreitung in einem bestimmten Ausschnitt eines Wells. Aufgrund des hohen
Datenaufkommens wurde nicht die gesamte Flache eines Wells fotografiert, so dass die
Bildausschnitte etwa 50 % der Well-Flache abdecken. Beim Einsatz von 96-well-Platten
wurden 6 Bildausschnitte pro Well ausgewahlt, bei 24-well-Platten mindestens 15, um
auch bei inhomogenem Wachstum eine reprasentative Darstellung der Proliferation zu

erhalten.
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co 100 %

TRAIL 127 %

% 19,6 %

Abbildung 7 Prozessierung adharenter Zellen im Cellscreen-PA-Modul (Bildquelle: Innovatis
AG, Bielefeld)

Adharente Zellen wurden nach ihrer Anheftung zu verschiedenen Zeitpunkten fotografiert. Die Einstellung
der Bildausschnitte pro Well erfolgte durch den Anwender, die Markierung der Zellflachen mittels
Software. Die beiden oberen Bilder sind von unstimulierten, die beiden unteren Bilder von TRAIL-

stimulierten KELLY-Zellen aufgenommen worden.

Ausgehend von den gewahlten Bildausschnitten lieferte das Cellscreen-PA-Modul eine
quantitative Aussage Uber den Prozentsatz der mit Zellen bedeckten Well-Flache als ,%
of well area“. Zur Umrechnung in die Zelldichte wurden Eichkurven der entsprechenden
Zelllinien ermittelt, wobei fur MCF-7 der Faktor 1,3 betrug.

Die Cellscreen-Analyse adharenter Zellen stellt somit eine nichtinvasive Methode zur
Proliferationsmessung dar. Vorversuche haben jedoch ergeben, dass bestimmte
Kriterien erfullt sein mussen, um ein reproduzierbares Proliferationsverhalten bzw.

verlassliche Messdaten zu erhalten: Eine Zellbedeckung von unter 10% sowie Uber

37



Il Material und Methoden

30% der Wellflache fuhrt zur Einschrankung des Spontanwachstums. Ebenfalls wichtig
fur die Prazision der Zellerkennung ist das Uber dem Zellteppich stehende Volumen an
Medium, d.h. bei 96-well-Platten 200 pl, bei 24-well Platten 1000 pl.

Die Methode wurde weiter validiert, indem Versuchsreihen mit verschiedenen
Zellkonzentrationen ausgesat und nach Anheften der Zellen im Cellscreen gemessen

wurden. So konnte die Prazision der Messung ermittelt bzw. optimiert werden.

Proliferation bedeutet in dieser Arbeit das durch das Stimulans verursachte zusatzliche
Wachstum im Vergleich zum Spontanwachstum unstimulierter Zellen. Die Berechnung

der Proliferationswerte erfolgte nach folgender Formel:

Zelldichte nach Stimualtion zum Zeitpunkt t;- Zelldichte am Start des Versuchs t, 100
*

Zelldichte der Kontrolle zum Zeitpunkt t,- Zelldichte am Start des Versuchs t;

4.2 Mischtest

Der Mischtest (Concetest) stellt eine sensitive Methode zur Bestimmung der Zellzahl
mittels internem Standard im DurchfluBzytometer dar, die von mir zur Messung von

Proliferationsversuchen etabliert wurde.

Die Zellen wurden nach dem Stimulationsexperiment aus der 96-well-Platte geerntet
(Suspensionszellen) bzw. durch Trypsin (Life Technologies) in der 24-well-Platte
abgeldst. Wahrend standiger Suspendierung der Zellen auf einer Schuttelplatte erfolgte
die genaue Einstellung von ,Kalibratorzellen®, d.h. Kontrollzellen der gleichen Zelllinie,
auf exakt 10° Zellen/ml bei Suspensionszellen bzw. 0,2 x 108 Zellen/ml bei adharenten
Zellen. Diese wurden mit 0,25 pmol/L CFDA-SE gefarbt und im Volumenverhaltnis 1:1
sowie 1:2 gemischt (jeweils Doppelwerte). Die Ermittlung des Prozentsatzes der
ungefarbten lebenden Zellen erfolgte mittels FACScan (Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) im Fluoreszenz-1-Kanal (s. Abbildung 8). Aus den Prozentzahlen konnte

die Zellkonzentration abgeleitet werden:

Prozentsatz der ungefarbten Zellen

*x Prozentsatz der gefarbten Zellen
100 — Prozentsatz der ungefarbten Zellen “ z gef
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Abbildung 8 Histogramme bei Durchfiihrung des Mischtests im Durchflusszytometer

Histogramm oben: stimulierte Zellen, Histogramm Mitte: gefarbte Zellen mit einer Konzentration von 10°
Zellen/ml. Zur Abgrenzung der beiden Populationen wurde die Mitte zwischen beiden Peakflachen
markiert. Das Histogramm unten zeigt die Mischung beider Populationen im Verhaltnis 1:1; die

Konzentration der stimulierten Zellen betrug 1,096 x 10° Zellen/mll.

4.3 ATP-Test

Zur Bestimmung des zellularen ATP-Gehaltes fand der CellTiter-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay (Promega, Mannheim, Deutschland) Anwendung. Der Test basiert auf
der Umsetzung von Luziferin in Oxyluziferin in Anwesenheit von ATP und Sauerstoff.
Bei dieser Luziferase-katalysierten Reaktion kommt es zu Emission von Licht nach

folgender Gleichung:

Beetle Luziferin + ATP + O2 n Oxyluziferin + AMP + Phosphat + CO2 +Licht

IRekombinante Firefly-Luziferase
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Nach Stimulation der Zellen in 96-Well-Platten wurde pro Well 100 pl des Substrates
(nach Auflésen in 10 ml PBS, Aliquotierung in 1 ml- Vials und Lagerung bei —20°C)
zugesetzt, das auller dem Lysis-Puffer zur Permeabilisierung der Zellen noch

lyophilisiertes Luziferase-Enzym enthalt.

Die Messung der Fluoreszenz am ELISA-Lesegerat erfolgte innerhalb von 2 Stunden.
War dies nicht moglich, konnten die mit dem Substrat versetzten Platten laut Hersteller

fur 3 Tage bei -20°C eingefroren werden.

Die Durchfuhrung vieler Parallelmessungen hatte zum Ziel, die hohe Messwert-Varianz

innerhalb einer Versuchsreihe sowie zwischen mehreren Versuchen auszugleichen.

44 WST-1-Test

Beim WST-1-Cell Proliferation Reagent (Roche Diagnostics, Mannheim und Penzberg,
Deutschland) wird das Tetrazolium-Salz WST-1 durch das zur Atmungskette des
Mitochondriums gehdérende Succinat-Tetrazolium-Reduktase-System gespalten. Das
Spaltprodukt, eine Formazan-Verbindung, entsteht nur in metabolisch aktiven Zellen

und hat ein Absorptionsmaximum bei 420-480 nm.

Abhangig von der Zellinie wurde 1-24h vor der Messung das Reagenz zugegeben (1/10
des Medium-Volumens im Well). Zur Anwendung kamen hierbei fast ausschlie3lich 96-

Well-Platten, die 100 ul Zytostatika-haltiges Medium enthielten.

Die Absorptionsmessung wurde bei 450 nm im ELISA-Lesegerat vorgenommen.

4.5 Zellzyklus-Analyse mittels BrdU-Einbau

Bromodeoxyuridin  (BrdU) ist ein Analogon von Thymidin, das in die DNA
proliferierender Zellen eingebaut wird und somit einen Marker flir die Menge an
replizierter DNA darstellt. Um diesen Vorgang zu messen, mussen eine Entwindung der
DNA-Helix (durch Einwirkung von Saure, Base oder Enzymen) und die Bindung eines
spezifischen Antikorpers gegen BrdU stattfinden. In Kombination mit einer Anfarbung
der Gesamt-DNA mittels 7-Amino-Aktinomycin (7-AAD) gelang die
durchflusszytometrische Einteilung der Zellen in die jeweilige Zellzyklus-Phase (G1/Go-,
G2/M- oder S-Phase).

Zur Anwendung kam das FITC BrdU Flow Kit (BD Pharmingen, San Diego, USA), das
Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC) als Fluorochrom zur Markierung des anti-BrdU-
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Antikdrpers verwendet. Zur Herstellung einer 1mM-BrdU-Lésung fir die in vitro-
Markierung wurden 31 pl des BrdU-Konzentrates (10 mg/ml, Lagerung bei -80°C) mit 1
ml DPBS-Puffer verdinnt.

DPBS-Puffer (pH 7,2-7,4)

KCI 029
KH2PO4 0,29

NaCl 8049
Na;HPO4 x 7H,0 2,16 g
Wasser ad 1000,0 g

In 6-Well-Platten wurden 3-5 x 10° Zellen pro Well in 5 ml Medium ausgeséht und nach
der Stimulation fir 2 Stunden mit 50 pl BrdU-Losung (1 mM) versetzt. Nach der
Ablosung der Zellen mit Trypsin und anschlieBender Pelletierung erfolgten zwei
Waschschritte mit PBS, bevor pro Pellet 100 ul Cytofix/Cytoperm-Puffer zugegeben
wurden. Dieser diente der Fixierung und Permeabilisierung der Zellen und musste 20

Minuten bei Raumtemperatur einwirken.

Nach einmaligem Waschen mit saponinhaltigem Puffer(1:10 mit Wasser verdunnt)
wurde zur Verstarkung des Permeabilisierungs-Effektes 100 pl Cytoperm-Plus-Puffer

zugegeben und flr 10 Minuten auf Eis stehen gelassen.

Erneutes Waschen, nochmals Zugabe von 100 pl Cytofix/Cytoperm-Puffer fir 5 Minuten
bei Raumtemperatur und einmal Waschen schlossen die Permeabilisierung der

Zellmembran ab.

Pro Probe wurden 20 ul DNase-Ldsung (1 mg/ml) mit 46 yl DPBS verdinnt und diese
66 pl DNase-Lésung (300 pg/ml) fir 1 Stunde bei 37°C einwirken gelassen. Fur eine
gleichmallige und vollstandige Entwindung der DNA war bei diesem Schritt das

regelmafige Durchmischen der Probe zu beachten

Nach Auswaschen der DNase-L6ésung wurden 50 ul Waschpuffer und 0,8 ul des FITC-
konjugierten anti-BrdU-Antikdrpers zugesetzt und fir 20 Minuten (Raumtemperatur)
inkubiert. Es schloss sich das erneute Waschen des Pellets und die abschlielRende
Farbung mit 15 pl 7-AAD in 500 pl DPBS (plus 3% BSA) an, bevor direkt im
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Durchflusszytometer (FACSCalibur, BD Pharmingen, San Diesgo, USA) gemessen
oder die Probe Uber Nacht bei 4°C gelagert wurde.

Fluorezenzsignale des Gesamt-DNA-Markers 7-AAD wurden im linearen Modus, die
von FITC ausgehenden Signale im logarithmischen Modus aufgenommen. Zur genauen
Einstellung des Histogramms sowie Kompensationen muss auf das Benutzer-Manual

hingewiesen werden.

5 Western Blot

Der Western Blot ermdoglicht die Ubertragung (engl. Blotting) von Proteinen auf eine
Tragermembran und den anschlieBenden Nachweis dieser Proteine Uber
unterschiedliche Reaktionen. Die zu analysierenden Proteine stammen aus den
lysierten Zellen des Stimulationsversuches. Nach der Auftrennung entsprechend ihrer
GroRe im Elektrophorese-Gel findet die Ubertragung auf die Membran und die

Visualisierung mittels Immunodetektion, d.h. Bindung von Antikorpern, statt.

5.1 Zell-Lysierung

Adharente Zellen wurden in 6-Well-Platten (pro Well 2 ml einer Zelllésung der
Konzentration 0,05 x 10%/ml) mit dem Stimulans inkubiert (Doppelwerte), einmal mit 2
ml PBS (s. unten) gewaschen und mit 100 pul SDS-Sample-Puffer (s. unten) lysiert. Die
Proben wurden direkt anschlielend fur 5 Minuten auf Eis gestellt und die Zellen
anschlieBend durch vorsichtiges Auf- und Absaugen mit einer Eppendorf-Pipette von
der Kulturplatte abgelost und somit komplett lysiert. Die Denaturierung der Enzyme
erfolgte durch 5-minatiges Aufkochen bei 95°C. Die entsprechend praparierten Proben

konnten bei -80°C langfristig gelagert werden.

10 x PBS-Puffer

NaCl 80 g

KCI 2g
Na;HPO4 14,4 g
KH2PO, 249

dest. Wasser ad 1000 mi
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1 x SDS Sample Puffer

Tris-HCI ( ph 6,8 bei 25°C) 62,5 mM
SDS (Natriumdodecylsulfat) 2% (m/V)
Glycerol 10% (m/V)
DTT (Dithiothreitol) 50 mM
Bromphenolblau oder Phenolrot 0,01% (m/V)

5.2 Auftrennung im SDS-PAGE-Gel

SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) ist eine Variante
der Polyacrylamid-Gelelektrophorese, einer analytischen Methode der Biochemie zur
Trennung von Stoffgemischen im elektrischen Feld. SDS als anionisches Tensid
uberdeckt die Eigenladungen der Proteine, so dass diese eine Kkonstante

Ladungsverteilung aufweisen.

Es wurde die diskontinuierliche, denaturierende SDS-PAGE-Methode nach Laemmli
(70) angewendet. Die Zugabe von SDS im Uberschuss fiihrt zur Aufbrechung von
Wasserstoffbricken, was zur Zerstérung der Sekundar- und Tertiarstruktur der Proteine
fuhrt. Zur Auftrennung wurden die denaturierten Proben auf ein Gel aus Polyacrylamid
(PAA) geladen, das in geeignete Elektrolyten eingelegt ist. Infolge der angelegten
elektrischen Spannung fand eine Migration der negativ geladenen Proben durch das
Gel statt, wobei das Gel eine Art Siebwirkung ausubte. Kleine Proteine wanderten
relativ leicht durch die Maschen des Gels, wahrend grole Proteine eher zurlickgehalten
wurden und dadurch langsamer durch das Gel wanderten. Am Ende des Vorganges
waren alle Proteine nach GroRe sortiert und konnten durch weitere Verfahren
(Farbungen oder immunologische Nachweise) sichtbar gemacht werden. Die
zusatzliche Ladung eines GroRenmarkers, der aus einer Mischung von Proteinen
bekannter GroRe besteht, ermoglichte die Abschatzung der GréRe der Proteine in den

analysierten Proben.
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Bei der diskontinuierlichen Methode gibt es ein Sammelgel zur Konzentrierung der
Proteine und ein Trenngel zur eigentlichen Auftrennung. Vor der Beladung des Gels

wurden die Proben mit Lammli-Puffer versetzt.

Sammelgel

PAA-Lésung 30% 1,7 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 1ml
SDS 10% 100 pl
H.0 7,0 mi
TEMED 20 pl
APS (10%) 100 pl
Trenngel

PAA-L6sung 30% 5,0 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 3,75 ml
SDS 10% 150 pl
H.O 6,1 ml
TEMED 15 pl
APS (10%) 75 pl

Elektrophorese-Laufpuffer

Tris-Base 349

Glycin 14,4 g
SDS 109

H.O ad 1000 ml

Die Elektrophorese fand in einer an ein Spannungsgerat (Power Supply, Bio-Rad,
Munchen) angeschlossenen Elektrophoresekammer statt. Nach der Konzentrierung der
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Proteine bei 40 V (bis zum Einlaufen ins Sammelgel) wurde die Spannung fir die
Auftrennung auf 150 V erhoht.

5.3 Ubertragung auf Membran und Entwicklung

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine vom Gel auf eine Nitrozellulose-Membran
(Millipore, Schwalbach) transferriert und mit spezifischen Antikérpern inkubiert. Die
Visualisierung der Proteinbanden geschah durch Chemilumineszenz-Verfahren;
Chemilumineszenz ist die durch chemische Reaktionen bewirkte Aussendung von Licht

ohne wesentliche Temperaturerh6hung.

Der Transfer der Proteine auf Nitrozellulose erfolgte in einer horizontalen Blot-Kammer
(Bio-Rad, Minchen). Die Nitrozellulose wurde zuvor in Blotpuffer (s. unten) getrankt und

in folgender Reihenfolge mit dem Gel verpackt:
Kathode

Filterpapier (Whatman, angefeuchtet mit Blotpuffer)
Gel

Nitrozellulose-Membran

Filterpapier (Whatman, angefeuchtet mit Blotpuffer)
Anode

Der elektrophoretische Transfer erfolgte bei Raumtemperatur mit einer Stromstarke von
150-200 mA wahrend 90 Minuten.

5 x Blotpuffer 1 x Blotpuffer

Tris-Base 15,2 g 5 x Blotpuffer 200 ml
Glycin 729¢ Methanol 200 ml

H20 ad 1000 ml H20 ad 1000 ml

Durch das Blocken der Membran mit 5% Milchpulver-haltigem TBS-T-Puffer (s. unten)
wurden die unspezifischen Bindungsstellen der Membran abgesattigt. Alle folgenden
Schritte erfolgten bei leichtem horizontalen Schwenken bei Raumtemperatur. Nach

dreimaligem Waschen der Membran mit TBS-T wurde mit der ersten Antikdrperlésung
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in der entsprechenden Konzentration (s. Tab.) inkubiert, und zwar entweder fur 2

Stunden bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C.

Nach 3 mindestens zehnminutigen Waschschritten wurde der zweite Antikorper
zugegeben (s. Tab.) und fur entweder 1 Stunde bei Raumtemperatur oder uber Nacht
bei 4°C einwirken gelassen. Es schloss sich das wiederholte Waschen nach der obigen
Vorgehensweise an. Zur endgultigen Visualisierung der Proteinbanden wurde die
Membran nun mit dem ECL-SuperSignal West Femto (Perbio Science, Bonn)
behandelt, bis die Banden auf dem Rontgenfilm (GE Healthcare, Munchen) gut sichtbar
waren (10 Sekunden bis 5 Minuten). Die Entwicklung des Films erfolgte mittels einer
AGFA CP1000- Entwicklungsmaschine (AGFA, Koln).

TBS-T-Puffer

Tris Base 39
NaCl 1,149
Tween 20 1 ml

H>0 ad 1000 ml

Primarer Antikorper Verdiinnung Hersteller

a-Tubulin 1:3000 Cell signaling, Frankfurt
Akt 1:1000 Cell signaling, Frankfurt
Akt, phosphoryliert 1:1000 Cell signaling, Frankfurt
Bcl-2

Caspase-8 mAb M Peter

Erk 1:1000 Cell signaling, Frankfurt
Erk, phosphoryliert 1:1000 Cell signaling, Frankfurt
FADD

FADD-DN

Flip long Pharmingen, San Diego
Kinasen, phosphoryliert  1:1000 PAN, Aidenbach

MEK 1:1000 Cell signaling, Frankfurt
MEK, phosphoryliert 1:1000 Cell signaling, Frankfurt
p38-MAPK 1:1000 Cell signaling, Frankfurt
p38-MAPK,

phosphoryliert 1:1000 Cell signaling, Frankfurt
SAPK/JNK 1:1000 Cell signaling, Frankfurt
SAPK/INK,

phosphoryliert 1:1000 Cell signaling, Frankfurt
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sekundarer Antikérper Verdiinnung Hersteller

goat anti rabbit : HRP 1:5000 Pierce/ Thermo Fisher
Scientific, Rockford,
USA

Tabelle 6 Primére und sekundare Antikorper

6 Statistik

Wenn in der Versuchsbeschreibung nicht anders angegeben, wurden Experimente
mindestens dreimal ausgefuhrt. Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte £ SEM (Mittlerer
Standardfehler, engl. standard error of the mean) angegeben. Zur Ermittlung
statistischer Signifikanzen wurde die SigmaStat Statistical Software (Version 1.0)
verwendet und der paired t-test oder one-way repeated measure ANOVA durchgefuhrt.
P-Werte kleiner 0,05 wurden als signifikant angesehen und in den Abbildungen mit *

gekennzeichnet.
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Il Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass Zytostatika auf Tumorzellen verschiedener Herkunft
Zellproliferation verursachten. Zytostatika konnten das Wachstum sowohl von
Tumorzelllinien als auch von primaren Tumorzellen fordern. Der zugrunde liegende
Mechanismus wurde fur Epirubicin und Dexamethason auf der Mamma-CA-Zelllinie
MCF-7  untersucht. Durch Epirubicin  erfolgte  eine  Aktivierung  der
proliferationsfordernden Kinasen, durch Dexamethason speziell eine Aktivierung der
p38-MAPK.

Die Ergebnisse sind mittlerweile publiziert und zitiert. Arbeiten, die ich beigetragen

habe, werden nachfolgend beschrieben.

1 Zytostatika bewirkten vermehrte Zellproliferation in

Tumor-Zelllinien.

Bisherige Studien von Zytostatika verschiedenener Wirkmechanismen konzentrierten
sich auf Untersuchungen zur Apoptose-Induktion oder zur Zytostatika-Resistenz der
Tumore. In diesem Kapitel werden Kombinationen von zytostatischen Substanzen und
Tumor-Zelllinien gezeigt, in denen eine spezifische Zellproliferation um mindestens

120% im Vergleich zu Kontrollzellen auftrat.

1.1 TRAIL vermittelte Proliferation auf Tumorzellen.

Arbeiten meiner Gruppe hatten unerwarteter Weise gezeigt, dass das neue
Zytostatikum TRAIL nicht nur Apoptose, sondern auch Proliferation in Tumorzellen
auslost (13). Die Wirkung von TRAIL auf verschiedenen Tumorentitdten war dabei
genau quantifiziert worden (13, 14). Die funktionellen Daten waren grof3enteils von
anderen Mitgliedern des Labors erhoben worden, sind ausflhrlich publiziert und werden
hier nur summarisch mit aufgenommen. Meine Aufgabe bestand darin, den Signalweg
der TRAIL-vermittelten Proliferation aufzuklaren; die Signalwegsdaten sind in Kapitel

6.1 dargestellt.
1.1.1 TRAIL vermittelte Proliferation in KELLY-Neuroblastom-Zellen.

TRAIL vermittelt nicht nur die Apoptose-Induktion in Tumorzellen, sondern kann auch in

bestimmten Fallen das Uberleben und sogar das Wachstum von Tumorzellen férdern
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(13,14). Die Neuroblastom-Zelllinie KELLY zeigte nach Inkubation mit TRAIL eine
signifikante Zellproliferation von 122%, die durch die dysfunktionelle Variante TRAIL-
R2-Fc nicht hervorgerufen werden konnte. Die Liganden anti-DR4 und anti-DRS5, die an
zwei TRAIL-Rezeptoren binden, konnten ebenfalls eine signifikante Proliferation von
115 bzw. 129% bewirken. Dies zeigt, dass auch weitere TRAIL-Rezeptor-Agonisten

proliferationsfoérdernde Effekte haben kdnnten.

Um die Proliferation auch auf Grundlage des Zellmetabolismus zu untersuchen, wurde
der ATP-Gehalt von unstimulierten Zellen gegeniber TRAIL-stimulierten Zellen

gemessen. Hier fand sich ebenfalls eine Erhéhung um 123% (Daten nicht gezeigt).

Wurden die Zellen in reinem PBS kultiviert, Gibte TRAIL einen schitzenden Effekt aus,

da im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle 58% weniger Zellen abgestorben sind.
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Abbildung 9 TRAIL vermittelte Proliferation in KELLY-Neuroblastom-Zellen.

KELLY-Zellen wurden mit 40 ng/ml TRAIL inkubiert und nach 48 Stunden per Mischtest (Concetest)
gemessen. In A wurde 1 pg/ml anti-DR4 und anti-DR5 und 10 pg/ml TRAIL-R2-Fc eingesetzt. In B
wurden die Zellen wahrend des Experiments in PBS kultiviert, um die Apoptose der Kontrollzellen zu

induzieren.
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Es wurde auch bestatigt, dass die Wirkung von TRAIL nicht auf kurze Zeit beschrankt
war: TRAIL beschleunigte das Zellwachstum kontinuierlich ber mehrere Tage, was zu
einer Reduzierung der Verdopplungszeit von 24 auf 19 Stunden bzw. zu einer

Verdopplung der Zellzahl innerhalb von 6 Tagen fuhrte (Daten nicht gezeigt).

Neuartige zytostatische Substanzen werden normalerweise in Kombination mit
anderen, bereits etablierten Zytostatika eingesetzt. So kann optimalerweise die
apoptotische Wirkung der , klassischen Substanzen verstarkt und somit eine

Dosisreduktion der meist nebenwirkungsreichen Zytostatika erzielt werden.

Zytotoxische Wirkstoffe, die mehr als 10% spezifische Apoptose in Zellen verursachten,
konnten die TRAIL-vermittelte Proliferation inhibieren. War jedoch die Zelllinie gegen
die apoptotische Wirkung eines Zytostatikums bei seiner Plasma-Peak-Konzentration
resistent, konnte TRAIL beispielsweise in Anwesenheit des Zytostatikums Dacarbazin

(27 ymol/L) Proliferation induzieren (Daten nicht gezeigt).

1.2 Dexamethason vermittelte Proliferation in MCF-7-Zellen.

Dexamethason (DEXA) fuhrt zur Apoptose-Induktion in leukdmischen Tumorzellen und
ist ein verbreitetes Co-Medikament zur Eindammung unerwinschter Wirkungen anderer
Chemotherapeutika (29). Die Mammacarcinom-Zelllinie MCF-7 wird durch den Verlust
von Caspase-3 als besonders Apoptose-resistent beschrieben und bietet sich daher fir
Proliferationsversuche an. Es wird gezeigt, wie DEXA die Proliferation von MCF-7-
Zellen anregte und welche Auswirkungen auf die mitochondriale Aktivitat sowie den

Zellzyklus gemessen werden konnten.

1.2.1 MCF-7-Zellen waren resistent gegeniiber Dexamethason-induzierter

Apoptose.

Tumorzellen der Gruppe P zeigen keine messbare Apoptose-Induktion, d.h. sie sind
resistent gegenuber dem jeweiligen Zytostatikum. DEXA erfullt diese Bedingung auf
den MCF-7-Zellen fur die Konzentrationen, die in vivo errreicht werden kdnnen (Daten
nicht gezeigt). Die gewahlte maximale Konzentration (10* M Dexamethason) lag um
den Faktor 10 Uber den in Drug-monitoring-Studien ermittelten Plasmaspiegel-Werten
(57,71).
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Durch die Senkung der Zytostatika-Konzentrationen um jeweils eine Zehnerpotenz soll
das Absinken der Wirkstoff-Konzentration im Plasma nach Beendigung der Applikation

imitiert werden.

Hohere Konzentrationen konnten aus zellkulturtechnischen Grinden nicht verwendet
werden. Hier ware zur Verbesserung der Loslichkeit von DEXA die Verwendung von
DMSO nétig gewesen, was jedoch das Spontanwachstum der Zellen zu stark

beeintrachtigte.

Die verwendeten MCF-7-Zellen besallen annadhernd Resistenz gegenuber hochsten
DEXA-Konzentrationen: Selbst die Maximal-Konzentration von 10 M beeinflusste das
Wachstum im Vergleich zur Kontrolle kaum. Die Inkubation mit 10° M und 10° M DEXA
fuhrte nach 48 Stunden zu einem Anstieg der Zellzahl auf 110% im Vergleich zur

Kontrolle.

Die Vorversuche zeigten die Resistenz der Zellen in fur die Therapie relevanten
Dosierungen. Dies war zu erwarten, denn DEXA wird nicht als Zytostatikum bei der
Chemotherapie des Mamma-Carcinoms eingesetzt, sondern nur als Co-Medikation in
geringer Dosierung. Gerade hier ist jedoch die Untersuchung der Wirkung niedriger

DEXA-Konzentrationen wichtig, wie sie in den folgenden Versuchen verwendet werden.

1.2.2 Dexamethason bewirkte einen Anstieg der Zellzahl innerhalb von 48

Stunden.

Nachdem die Resistenz der MCF-7-Zellen gegenuber DEXA-induzierter Apoptose
abgeklart wurde, konnten die Versuchsanzahl erhdht und die Messmethoden erweitert

werden.
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Abbildung 10 Dexamethason vermittelte Proliferation in MCF-7-Zellen.

MCF-7-Zellen wurden mit 10* M DEXA (n=19) und 10° M DEXA (n=11) ohne FCS inkubiert. Die
Zelldichte wurde nach 0, 24 und 48 Stunden mittels Cellscreen ermittelt (s. ,Material und Methoden®). Die
Prozentzahl der Proliferation wurde wie in ,Material und Methoden beschrieben berechnet und
beschreibt den kumulativen Anstieg der Zelldichte im Vergleich zur Kontrolle beim Start des

Experiments.

10 M DEXA im Medium bewirkten bereits nach 24 Stunden einen signifikanten Anstieg
der Zellzahl um 121%. Der Effekt stieg weiter nach 48 Stunden: Die statistisch
signifikante Proliferation erhohte sich bei 10* M DEXA auf 138% und bei 10° M DEXA
auf 125%. Dies entsprach einer Verkurzung der Zell-Verdopplungszeit von 52 Stunden
bei den unbehandelten Zellen auf 44 bzw. 46 Stunden bei den DEXA-behandelten

Zellen.

Der Kurzzeit-Versuch verdeutlichte, dass Therapie-relevante Konzentrationen von
DEXA zu einer statistisch signifikanten Proliferationsféorderung von MCF-7-Zellen
fuhrten.

53



[l Ergebnisse

1.2.3 Die Dexamethason-vermittelte Proliferation war ein konstanter Effekt liber

mehrere Zelldichten.

DEXA fuhrte nach 24 und 48 Stunden statistisch signifikant zu einem Anstieg der
Zellzahl. Als nachster Aspekt wurde untersucht, ob es sich um einen konstanten Effekt
handelte oder ob sich die MCF-7-Zellen nach kurzer Zeit biochemisch bzw. genetisch
so veranderten, dass die Proliferation unterdriickt werden konnte. Um die Konstanz des
Proliferationseffektes zu beweisen, sind in Abbildung 11 drei direkt aufeinanderfolgende

Experimente mit DEXA dargestellt.
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Abbildung 11 Dexamethason vermittelte Proliferation von MCF-7-Zellen in aufeinanderfolgenden

Experimenten.

MCF-7-Zellen wurden mit 10° M DEXA in FCS-freiem Medium stimuliert und die Zelldichte nach 0, 24, 48
und 72 Stunden gemessen. Diese Zellen wurden einen Tag spater nochmals mit DEXA stimuliert und die
gleichen Messungen vorgenommen. Die Ausgangs-Zelldichte des 2. Experiments entsprach hierbei der

Zelldichte zum Ende des 1. Experiments. Eine reprasentative Versuchsreihe wird dargestellt.

Da bei jedem der drei Versuche eine Proliferation von bis zu 159% gemessen wurde,
konnte die DEXA-vermittelte Proliferation als konstanter Effekt gezeigt werden, der von

der Zelldichte unabhangig ist.

In der dargestellten Versuchsreihe bestatigten sich nochmals die Ergebnisse aus 2.1.2,
da bei jedem Experiment der Anstieg der Zellzahl im Zeitraum zwischen 24 und 48

Stunden am hochsten war.
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Im Langzeitversuch Uber mehr als 72 Stunden hat DEXA allerdings keine anhaltende
oder gar ansteigende proliferative Wirkung gezeigt, obwohl DEXA alle 48 Stunden neu
zugegeben und das Zellmedium ebenfalls erneuert wurde. Dies deutete auf ein

Wirkmaximum nach 48 Stunden hin.
1.2.4 Dexamethason steigerte die mitochondriale Aktivitat.

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob der Anstieg der Zelldichte auf eine
Steigerung der mitochondrialen Aktivitat in den MCF-7-Zellen zurtckzufihren war. Als
MessgroRe fur die mitochondriale Aktivitat wurde der =zellulare Gehalt an
Adenosintriphosphat (ATP) verwendet, da die Mitochondrien ein wichtiger Syntheseort
dieses energieliefernden Nukleotids sind. So konnte auch untersucht werden, ob bei
sehr geringen DEXA-Konzentrationen (107 M) eventuell eine Aktivierung der

Mitochondrien ohne messbare Proliferation auftrat.
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Abbildung 12 Dexamethason erhéhte den ATP-Gehalt in MCF-7-Zellen.

MCF-7-Zellen wurden in 3 unabhangigen Experimenten mit 10° M, 10° M und 10" M DEXA ohne FCS
inkubiert. Der zelluldre ATP-Gehalt wurde nach 24 und nach 48 Stunden mittels CellTiter-Glo®-

Luminescent-Cell viability assay gemessen (s. ,Material und Methoden®).

Die Stimulation mit allen 3 Dexamethason-Konzentrationen fihrte zu einer Steigerung
des zellularen ATP-Gehalts nach 24 und 48 Stunden zwischen 137% und 162% im
Vergleich zu unbehandelten Zellen. Fiir die Konzentration von 10° M DEXA fand sich
eine maximale ATP-Erhéhung bereits nach 24 Stunden (162%), wobei dieser Wert nach
48 Stunden nur noch 145% betrug. Das bedeutet, dass in den ersten 24 Stunden nach
Stimulation eine Aktivierung der Mitochondrien stattfand, die dann innerhalb der zweiten

24 Stunden in einer messbaren Zellproliferation resultierte.

Auch bei den beiden niedrigeren Konzentrationen erfolgte eine konstante Stimulation
der zellularen ATP-Produktion, obwohl hier keine statistisch signifikante DEXA-
induzierte Proliferation ermittelt werden konnte. Es liel3 sich demnach keine direkte
Proportionalitat zwischen dem Anstieg der Zelldichte und der Steigerung des zellularen
ATP-Gehalts feststellen.
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1.2.5 Dexamethason wirkte auf den Zellzyklus: Dexamethason induzierte

vermehrten Ubertritt in die S-Phase.

Trotz Messung der Zelldichte sowie mitochondrialer Aktivitat der Zellen in den
vorangegangenen Abschnitten konnte nicht ausgeschlossen werden, dass der
proliferationsfordernde Effekt von Dexamethason zumindest teilweise auf eine
VolumenvergroRerung der MCF-7-Zellen zurickzufihren war. Um zu untersuchen, ob
eine Verschiebung zugunsten der S-Phase im Zellzyklus stattgefunden hat, wurde eine

BrdU-Farbung der stimulierten Zellen durchgefuhrt und diese am FACS ausgewertet.

Die Zellzyklus-Analyse kann Hinweise auf die Umregulierung bestimmter Botenstoffe

geben, die an der Proliferation und dem Uberleben von Tumorzellen beteiligt sind (72).
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Abbildung 13 Dexamethason erhohte den Anteil von S-Phase-Zellen und reduzierte die G2/M-

Phase in MCF-7-Zellen.

MCF-7-Zellen wurden in 3 unabhangigen Experimenten mit DEXA 10”° M- haltigem Medium ohne FCS
stimuliert. Zur Analyse des Zellzyklus wurde nach 24 Stunden (A) bzw. 48 Stunden (B) die BrdU-FACS-

Farbung durchgefiihrt (s. ,Material und Methoden®).
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DEXA bewirkte in MCF-7-Zellen nach 24 Stunden einen statistisch signifikanten Anstieg
der in der S-Phase befindlichen Zellen von 16,2% auf 25,4%, wahrend der Anteil der
Zellen in der Go/M-Phase von 25,7% auf 18,5% absank.

Nach 48 Stunden waren insgesamt deutlich weniger Zellen in der S-Phase zu finden,
wobei der Anteil mit 5,4% bei den stimulierten Zellen niedriger lag als in der Kontrolle
mit 9,7%. Hier induzierte DEXA eine leichte Erhéhung der in der Go- oder G4-Phase
befindlichen Zellen von 48,8% auf 55%.

Auffallend war der sehr geringe Anteil der nach 48 Stunden in der S-Phase befindlichen
Zellen. Dies konnte am FCS-Entzug liegen, wodurch die Zellen aufgrund des

Nahrstoffmangels in der Zellteilung gedrosselt wurden.

Die DEXA-vermittelte Proliferation von MCF-7-Zellen konnte somit auf eine prozentuale
Zunahme der S-Phase-Zellen sowie eine Abnahme der apoptotischen Zellen innerhalb

der ersten 24 Stunden zurtuckgefuhrt werden.

1.3 Der proliferationsfordernde Effekt zytostatischer Substanzen trat auch bei

anderen Zelllinien auf.

Neben der innovativen Substanz TRAIL konnte mit Dexamethason ein seit Jahrzehnten
etabliertes und verbreitet eingesetztes Pharmakon gefunden werden, das in vitro die
Tumorproliferation fordert. Um die Haufigkeit des Phadnomens einschatzen zu kénnen,
wurden die Untersuchungen auf insgesamt 21 Tumorzelllinien und 19 zytostatische

Substanzen ausgeweitet.

1.3.1 Ein Zytostatika-Screening auf 21 Tumorzelllinien zeigte in 5% der

Kombinationen Proliferationseffekte.

In dieser Arbeit wird ein breit gefachertes Zelllinien-Screening beschrieben, das die
Auswirkungen von Zytostatika in verschiedenen Konzentrationsbereichen auf die
vermehrte Proliferation von Tumorzelllinien analysierte. Proliferation wurde hierbei
definiert als das vermehrte Wachstum der Tumorzellen (als Zunahme der Zellzahl) im

Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen der gleichen Zelllinie.

Die Auswahl an Zelllinien umfasste sowohl schwimmende T-Zell-Carcinom-Linien (CEM

und JURKAT) als auch mehrere adharente Zelllinien, an denen bis zu 19 zytostatische

Substanzen unterschiedlicher Wirkmechanismen getestet wurden. Hierbei fand die

Zusammenstellung der Test-Kombinationen nicht nur Therapie-spezifisch statt, d.h.
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mdglichst alle Zelllinien wurden mit allen Zytostatika stimuliert. Dies war zwar fir die
Therapie des jeweiligen Carcinoms nicht relevant, konnte aber bei positiven
Kombinationen Ruckschlisse auf mechanistische Zusammenhange der Zytostatika-

induzierten Proliferation geben.

Die jeweilige Dosierung wurde wie in ,Material und Methoden® beschrieben flr jede
Substanz festgelegt und richtete sich nach den maximalen Plasmaspiegel-Werten, die

im Patienten wahrend einer Hochdosistherapie gemessen wurden.

Eine Ubersicht zu den getesteten Zellinien, Zytostatika sowie angewendeten
Messmethoden gibt Abbildung 14. Die Wirkmechanismen der Zytostatika sowie die
verwendeten Konzentrationen sind im Kapitel ,Material und Methoden® detailliert

beschrieben.
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Screening auf Zytostatika-vermittelte Proliferation

von Tumorzellinien

3 &8 &

Zelllinien Zytostatika Messmethoden
A34 Ara-C (Cytarabin) Survival-Test
CADO Asparaginase ATP-Test
CALU-6 Cisplatin Mischtest
CemAra-C-R Cyclophosphamid Cellscreen
Cem Cyclo-R Dacarbazin WST-1-Test
Cem Dexa-R Dexamethason
Cem Doxo-R Doxorubicin
Cem 6-TGR Epirubicin
CemTRR Etoposid
HELA 5-Fluorouracil
HT 29 IFN gamma
Jurkat Ara-C-R Melphalan
Jurkat Cyclo-R Methotrexat
Jurkat Dexa-R Prednisolon
Jurkat MTX-R 6-Thioguanin
Jurkat 8-TG-R Tamoxifen
Kelly Topotecan
MCF-7 Vincristin
MDA-MB uo126
Shep FADD
u373

Abbildung 14 Screening auf Zytostatika-vermittelte Proliferation von Tumorzellinien

Es sind alle verwendeten Zelllinien,
Konzentrationsangaben wird auf ,Material und Methoden® verwiesen. Alle untersuchten Kombinationen

von Zytostatika und Zelllinie wurden sowohl in Medium ohne FCS als auch in Medium mit 1% FCS

durchgefiihrt.
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Die Tabelle im Anhang X-1 zeigt detailliert alle getesteten Kombinationen, den
negativen, positiven oder noch nicht sicher nachweisbaren Ausgang der
Proliferationstests sowie eine abschlieRende Bewertung, ob in der jeweiligen

Kombination ein Proliferationsphanomen zu beobachten war.

Die Kriterien zur Festlegung einer Zytostatika-vermittelten Proliferation wurden wie folgt
bestimmt: ,Positiv‘ bedeutet, dass die Proliferation in einem der gemessenen
Zeitintervalle aufgetreten ist. Dies ist unabhangig vom kumulativen Wachstum zum
Endpunkt des Experiments, d.h. ob am Ende die Gesamt-Zellzahl im Vergleich zur
Kontrolle angestiegen ist. Entweder musste der ATP- und/oder Misch-Test sowie
zusatzlich die Cellscreen-Messung positive Ergebnisse liefern. Wurde nur der
Cellscreen zur Messung herangezogen, mussten 3 aufeinanderfolgende, identisch
durchgefuhrte Experimente die Proliferation zeigen. Fehlte die Kontinuitat des Effekts in
der Cellscreen-Messung oder zeigte nur der ATP-, Misch- oder Survival-Test positive

Werte, wurde die betreffende Kombination als ,nicht sicher nachweisbar® eingestuft.

In 8 der 153 untersuchten Kombinationen aus 19 Wirkstoffen und 21 Zelllinien trat
Zytostatika-vermittelte Proliferation auf; dies entspricht einer Proliferationsquote von
5,2%.

7 von 153 Kombinationen (4,6%) wurden als ,nicht sicher nachweisbar® nach den oben
genannten Kriterien eingestuft; bei 26 Kombinationen (24%) trat mindestens ein

positiver Proliferationstest auf.

Die Tabelle im Anhang X-2 listet die Kombinationen auf, bei denen mindestens eine
Messmethode positive Proliferationswerte geliefert hat. AuRerdem sind hier die

jeweiligen Zytostatika-Konzentrationen eingefiigt, mit denen die Zellen inkubiert wurden.

Eine Zusammenfassung des durchgefuhrten Screenings liefert Tabelle 7. Die Aussage
uber proliferationsfordernde Effekte einer Substanz in der jeweiligen Kombination wurde
ausschlieBlich aufgrund der oben beschriebenen Messmethoden bestimmt und nach

den oben erlauterten Kriterien angenommen.
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Art des Besonder- getestete
Zelinie | Carcinoms heit Wachstum Substanzen Proliferation
JURKAT Dexamethason-
Dexa R T-Zelle resisternt Susp. 1 nen
CEM Dexamethason-
Dexa R T-Zelle resisternt Susp. 1 nen
Cytosin-
CEM Ara- Arabnosid-
CR T-Zele resistent Susp. 1 nen
Cytosin-
JURKAT Arabnosid-
AraCR T-Zele resistent Susp. 1 nen
JURKAT Methotrexat-
MIX-R T-Zele resistent Susp. 1 nen
CEM Doxorubicn-
DoxoR T-Zelle resisternt Susp. 1 nen
JURKAT Cyclophosphami
Cyclo-R T-Zele d-resistent Susp. 1 nen
CEM Cyclophosphami
Cyclo-R T-Zele d-resistent Susp. 1 nen
JURKAT 6-Thioguanin-
6-TGR T-Zele resistent Susp. 1 nen
CEM 6- 6-Thioguanmn-
TGR T-Zele resistent Susp. 1 nen
CEM TR-
R T-Zele TRAIL-resistent Susp. 1 nen
CADO Ewng-Sarkom adh. 17 nen
Epinubicin,
Verust von Dexamethason,,
MCF-7 Brust Caspase-3 adh. 19 o126
MDA-MB Brust adh. 18 nen
KELLY Neuroblastom adh. 18 uo126
SHEP Uberexpression
FADD Neuroblastom von FADD adh. 17 nen
HELA Zervix adh. 17 nen
HT 29 Kolon adh. 17 nen
u3rl Glioblastomn adh. 17 nen
Dexamethason,
Prednisolon,
CALU-6 Lunge adh. 17 Etoposid
A4 Niere adh. 2 Epinbicin
Tabelle 7 Zusammenfassung der auf Zytostatika-stimulierte Proliferation getesteten

Zelllinien
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Wahrend bei den schwimmenden Zelllinien keine Proliferation nach Zytostatika-
Stimulation gemessen werden konnte, schien die Mamma-Carcinom-Zelllinie MCF-7 die
proliferationsfreudigste der getesteten adharenten Zelllinien zu sein: Subtoxische
Konzentrationen der beiden fir die Mamma-Carcinom-Therapie relevanten Wirkstoffe
Epirubicin und Tamoxifen induzierten vermehrtes Wachstum der Tumorzelllinie. Das
allgemein zur Minderung der Zytostatika-Nebenwirkungen eingesetzte Glucocorticoid

Dexamethason sowie der neue Wirkstoff UO126 verursachten ebenfalls Proliferation.

Auch bewirkte UO126 auf der Neuroblastom-Zelllinie KELLY vermehrtes Wachstum

sowie Epirubicin auf MCF-7-Zellen und auf der Nierencarcinom-Zelllinie A34.

Etoposid ist ein wichtiger Bestandteil der klassischen Chemotherapie beim
Lungencarcinom. Die hiervon abgeleitete Zelllinie CALU-6 proliferierte nach Inkubation
mit niedrigen Konzentrationen an Etoposid sowie den beiden Glucocorticoiden

Dexamethason und Prednisolon.

Der Rest dieses Kapitels wird Zellen der P-Gruppe beschreiben, d.h. die Zelllinien

zeigen gegenuber dem jeweiligen Zytostatikum Apoptose-Resistenz.
1.3.2 Dexamethason und Prednisolon induzierten Proliferation in CALU-6-Zellen.

CALU-6-Zellen stellen ein Modell des Lungencarcinoms dar. Glucocorticoide wie
Dexamethason und Prednisolon (PRED) sind haufig verwendete Wirkstoffe zur
Reduzierung der Nebenwirkungen einer Chemo- oder Strahlentherapie (29). Abbildung
15 zeigt die Wirkung von DEXA und PRED auf CALU-6-Zellen unter Serumentzugs-

Bedingungen.
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Abbildung 15 DEXA und PRED induzierten Proliferation in CALU-6-Zellen.

Zum Zeitpunkt 0, 24 und 48 Stunden nach Stimulation von CALU-6-Zellen mit 10 M (n=10), 10° M (n=6)
und 10® M (n=5) DEXA bzw. mit 10* M (n=11) und 10° M (n=8) PRED wurde die Zelldichte mittels

Cellscreen gemessen. Alle Experimente wurden mit FCS-freiem Medium durchgefihrt.

Alle 3 eingesetzten Dexamethason-Konzentrationen (10*M, 10°M, 10°M) zeigten nach
24 Stunden Inkubationszeit statistisch signifikante Proliferationswerte von 149%, 192%
und 208%. Dies entsprach einer Verkurzung der Verdopplungszeit von 42 Stunden in
der Kontrolle auf bis zu 36 Stunden. Hierbei ergab sich ein umgekehrt proportionaler

Zusammenhang zwischen Wirkstoff-Konzentration und Ausmal der Proliferation.

Nach 48 Stunden wurden statistisch signifikante Proliferationswerte von 124% bis 133%
gemessen. Diese Werte liegen somit unter denen der ersten 24 Stunden, wobei sich die
3 verschiedenen Konzentrationen angeglichen haben. Die wiederholte Zugabe des
Wirkstoffs nach 24 Stunden hatte keinen Einfluss auf die Proliferationswerte, die nach
weiteren 24 Stunden ermittelt wurden. Insgesamt verlangsamte sich das Wachstum der
Zellen nach den ersten 24 Stunden: Wahrend sich unbehandelte CALU-6-Zellen nach
62 Stunden verdoppelt haben, bewirkte die DEXA-Inkubation eine Verklrzung dieser

Zeitspanne auf durchschnittlich 55 Stunden.
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FiUr das Glucocorticoid Prednisolon fanden sich signifikante Proliferationswerte fir die
beiden Konzentrationen 10™*M und 10°M. Wie bei der Stimulation mit Dexamethason
wurden die starksten Effekte mit 170% bzw. 154% Proliferation innerhalb der ersten 24
Stunden erzielt. Am zweiten und dritten Tag betrug die gemessene kumulative
Zunahme der Zelldichte nur 121% bis 136%.

In Bezug auf den proliferationsfordernden Effekt der beiden untersuchten
Glucocorticoide DEXA und PRED wurde eine verstarkte Wirkung in den ersten 24
Stunden nach Stimulation festgestellt, welche sich im weiteren Verlauf des Experiments

fur alle eingesetzten Konzentrationen etwas abgeschwacht hat.

Die von Al-Wadei (42) beschriebene Proliferationsforderung durch DEXA auf einer

anderen Lungencarcinom-Zellinie konnte fur CALU-6-Zellen somit bestatigt werden.

Da inhalativ und peroral applizierte Glucocorticoide zur Standardtherapie des Asthma
bronchiale gehoéren, ist der oben dargestellte Zusammenhang zwischen niedrig
dosierten  Glucocorticoiden als  Langzeittherapie und  Proliferation  einer
Lungencarcinom-Zelllinie fur weitere Untersuchungen und Studien besonders

interessant.
1.3.3 Epirubicin vermittelte Proliferation in A34-Zellen.

Epirubicin hat im Screening auf zwei Zelllinien Proliferation verursacht (MCF-7 und
A34), wobei A34-Zellen dem P-Phanotyp angehorten. Die eingesetzten Epirubicin-
Konzentrationen waren mit 170nM und 17 nM recht hoch und zeigen die

Apoptoseresistenz der Zelllinie.
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Abbildung 16 Epirubicin vermittelte in zwei Konzentrationen Proliferation in A34-Zellen.

A34-Zellen wurden in drei unabhangigen Experimenten mit 170 nM bzw. 17 nM Epirubicin stimuliert und
die Zelldichte nach 0, 24 und 48 Stunden mittels Cellscreen gemessen. Die Experimente wurden ohne
FCS durchgeflihrt.

Epirubicin (EPI) fuhrte zu Proliferation auf A34-Zellen: Nach 24 Stunden Inkubation der
Zellen in serumfreiem Medium mit 170 nM EPI wurden 155% Proliferation gemessen,
wobei sich der Effekt nach weiteren 24 Stunden auf Kontrollniveau abschwachte. 17 nM
EPI vermittelte nur in den zweiten 24 Stunden nach Stimulation eine Proliferation von
129%. Insgesamt war die Wirkung von EPI auf A34-Zellen eher unregelmafig und

weniger durchgangig als bei den bisher beschriebenen Zelllinien.
1.3.4 Der MEK-Inhibitor UO126 induzierte vermehrte Proliferation in Kelly-Zellen.

Dexamethason, Prednisolon und Epirubicin sind seit langem etablierte Wirkstoffe vieler
Chemotherapien. Im Screening wurde mit UO126 eine Substanz mit vollig neuem
Wirkmechanismus als proliferativ wirkend eingestuft, obwohl sie eigentlich in ihrer

Wirkungsweise einen pro-proliferativen Signalweg inhibiert.

Als Inhibitor der MEK (mitogen/ extrazellular Signal-regulierte Kinase) stellte die

Substanz UO126 einen neuen Ansatz in der onkologischen Therapie dar, weil hier
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direkt in die Proliferationsregulierung der Zelle eingegriffen werden konnte. Der
MEK/ERK-Signalweg ist wichtig fiir die Ubertragung extrazellularer Stimuli und kann
uber weitere Mediatoren die Zellvermehrung und - differenzierung anregen. In der
Literatur ist eine Reduzierung des Zellwachstums durch MEK-Inhibition in MCF-7-Zellen
beschrieben. In Glioblastom-Zellen kommt es bei der Kombination von UO126 mit
Zytostatika zu synergistischen Effekte in Bezug auf die Apoptose-Induktion; es ware
daher eine vielversprechende Substanz fur den Einsatz in der Polychemotherapie
(73,74).

Abbildung 17 zeigt die Wirkung von UO126 auf die Neuroblastom-Zellinie KELLY.
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Abbildung 17 Der MEK-Inhibitor UO126 vermittelte Proliferation in KELLY-Zellen.

KELLY-Zellen wurden in vier unabhangigen Experimenten mit dem MEK-Inhibitor UO126 (3 pM)
stimuliert und die Zelldichte nach 0, 24 und 48 Stunden mittels Cellscreen gemessen. Die Experimente
wurden mit 10% FCS durchgeflihrt.

Die Inkubation der Neurolastom-Zelllinie KELLY mit 3 yM UO126 fihrte zu statistisch
signifikanter Proliferation von 135% innerhalb der ersten 24 Stunden. Dies entsprach
einer Verklrzung der Verdopplungszeit von 30 Stunden in der Kontrolle auf 26 Stunden

in der stimulierten Zellfraktion.

Am zweiten Tag schwachte sich der Proliferationseffekt auf 114% ab.
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Somit erschien es moglich, durch die Blockade des MEK/ERK-Signalweges

Zellproliferation zu induzieren.

2 Zytostatika verursachten sowohl Zellproliferation als

auch Apoptose.

Die im Folgenden beschriebenen Zellen zeigten keine Apoptose-Resistenz. Bei
Zytostatika-Stimulation liefen sowohl Apoptose- als auch Proliferationsvorgange parallel
oder kurz hintereinander ab. Dies fuhrte entweder zur Zytostatika-vermittelten
Proliferation, die nur bei bestimmten nicht-apoptotischen Konzentrationen auftrat
(Epirubicin auf MCF-7). Oder die gleiche Zytostatika-Konzentration induzierte erst

Proliferation und wurde dann in Apoptose umgewandelt (Etoposid auf CALU-6).

Die folgende Einteilung der Zytostatika-Wirkungen wurde erstmals nach umfangreichen
Proliferationsuntersuchungen mit TRAIL auf primaren Leukdmiezellen vorgenommen

und konnte auch auf Versuche mit Zelllinien tbertragen werden (14).

In der Gruppe A induzierte das Zytostatikum Apoptose in den stimulierten Tumorzellen
(mehr als 10% spezifische Apoptose, s. Material und Methoden), in der Gruppe P
ausschlieB3lich Proliferationsvorgange (mehr als 120% spezifische Proliferation). Die
Gruppe AP stellt eine Mischform der ersten beiden Phanotypen dar, in der sowohl
Apoptose als auch Proliferation gemessen wurde. Hierzu gehorten die in diesem Kapitel

beschriebenen Kombinationen.

In der Gruppe O kam es unter Zytostatika-Inkubation zu keinen Veranderungen der

Zellzahl oder Zellvitalitat im Vergleich zur Kontrollgruppe.

2.1 Epirubicin vermittelte Proliferation in MCF-7-Zellen.

Epirubicin, ein Epimer von Doxorubicin, gehort zu den Standard-Zytostatika der
Chemotherapie beim Mammacarcinom. In der Literatur gibt es zahlreiche Studien, die
sich mit der Apoptose-Induktion durch Epirubicin auf der Mammacarcinom-Zelllinie
MCF-7 sowie mit dem Phanomen der Resistenzentwicklung bzw. deren Umgehung
beschaftigen. In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass Epirubicin
das Zellwachstum von MCF-7 beschleunigen konnte und welche intrazellularen

Vorgange hierbei abliefen.
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2.1.1 Epirubicin bewirkte einen Anstieg der Zellzahl im Kurzzeit- und

Langzeitexperiment.

Analog zur Vorgehensweise bei der Dexamethason-induzierten Proliferation auf MCF-7
wurden zuerst Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt, um zu ermitteln, bei welchen
Konzentrationen die Apoptose-Induktion durch Epirubicin einsetzte. Da im Screening (s.
1.2.1) ausschlieldlich Kurzzeitversuche durchgefiihrt wurden, beschrankte sich der

Zeitraum eines Experiments hier ebenfalls auf 48 Stunden.

Die maximale Konzentration von 17 uM Epirubicin lag doppelt so hoch als der

Plasmaspiegel bei Epirubicin-Hochdosistherapie (vgl. Material und Methoden, 2.4).

In Abbildung 18 ist die Wirkung von 4 Epirubicin-Konzentrationen auf das Wachstum
der MCF-7 Uber 48 Stunden gezeigt.
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Abbildung 18 Epirubicin verlangsamte in hohen Konzentrationen das Wachstum von MCF-7-

Zellen.

MCF-7-Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen von EPI bei 1% FCS stimuliert. Die Zelldichte
wurde nach 0, 24 und 48 Stunden mittels Cellscreen gemessen (s. ,Material und Methoden®). Um den
direkten Vergleich der Wachstumskurven zu erméglichen, wurden in jedem Experiment die Werte fur die
Zelldichte in den verschiedenen Wells auf einen einheitlichen Ausgangswert justiert, d.h. alle Werte mit

einem Faktor multipliziert. Ein reprasentatives Experiment ist dargestellt.

Epirubicin hatte in Konzentrationen von 17 yM und 1,7 uM einen hemmenden Einfluss
auf die Zellproliferation: Die Zellzahl reduzierte sich bei 17 pM innerhalb von 48
Stunden auf 56% der Ausgangs-Zellzahl. Wurde EPI um eine Zehnerpotenz niedriger
dosiert (1,7 uM), blieb die Zellzahl nach 48 Stunden im Vergleich zur Ausgangs-Zellzahl
unverandert. Die beiden niedrigeren Konzentrationen von EPI (0,17 yM und 0,017 uM)
zeigten proliferationsfordernde Effekte: Wahrend 0,17 yM EPI im Medium zum gleichen
Anstieg der Zellzahl fuhrte wie in der Kontrolle, steigerte sich die Zellzahl unter 0,017
MM auf 148% der Kontroll-Zellzahl.

Die Vorversuche zeigten, dass MCF-7-Zellen nicht resistent gegenlber der

wachstumsvermindernden  Wirkung von  Epirubicin  waren; und zwar in

72



[l Ergebnisse

Konzentrationsbereichen, die klinisch relevanten Plasma-Peak-Spiegeln entsprechen.
Dies gibt Hinweise darauf, dass MCF-7 bei EPI-Stimulation vermutlich als AP-Phanotyp

einzuordnen sein wird.

Um quantitative Aussagen uber das Ausmal der EPI-induzierten Proliferation treffen zu
kénnen, wurde die Versuchsanzahl bei 2 niedrigen Konzentrationen erhéht (Abbildung
19).

801
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Abbildung 19 Epirubicin vermittelte Proliferation in MCF-7-Zellen.

MCF-7-Zellen wurden mit 1,7 nM EPI (n=19) und 0,17 nM EPI (n=14) plus 1% FCS inkubiert. Die
Zelldichte wurde nach 0, 24 und 48 Stunden mittels Cellscreen ermittelt (s. ,Material und Methoden®). Die
Prozentzahl der Proliferation wurde wie in ,Material und Methoden“ beschrieben berechnet und
beschreibt den kumulativen Anstieg der Zelldichte im Vergleich zur Kontrolle beim Start des Experiments.

*: P < 0,05 verglichen mit Kontrolle unter Anwendung des paired t-test (s. ,Material und Methoden®).

EPI flhrte in niedrigen Konzentrationen, die den Plasmaspiegeln wahrend der
Eliminationsphase des Pharmakons entsprachen, zu statistisch signifikanter
Proliferation der Tumorzellen. Die Werte lagen nach den ersten 24 Stunden (120%
bzw.130%) hoher als nach 48 Stunden (115% bzw. 125%). Diese
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Proliferationsférderung entsprach einer Verklrzung der Verdopplungszeit von 36
Stunden in der Kontrolle auf 33 bzw. 31 Stunden bei den EPI-behandelten Zellen.

Dieser Effekt sollte nun im Langzeitexperiment gepruft werden, da Proliferationseffekte
im Kurzzeitversuch durch die apoptotische Wirkung anderer Zytostatika ausgeglichen
werden konnten. Fir die klinische Relevanz spielt daher die Konstanz des Effektes eine
entscheidende Rolle, da je nach Zytostatikum und Dosierung uber mehrere Tage oder
Wochen niedrige Konzentrationen der angewendeten Substanz im Organismus

verbleiben kénnen.
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Abbildung 20 Epirubicin vermittelte Proliferation von MCF-7-Zellen liber 6 Tage.

MCF-7-Zellen wurden mit 0,17 nM EPI in 1%-FCS-hatigem Serum Uber 6 Tage inkubiert. Die Zugabe von
EPI wurde am Tag 3 und Tag 5 wiederholt und die Zelldichte jeden Tag mittels Cellscreen gemessen. Ein

reprasentatives Experiment ist dargestellt.

Die Inkubation mit 0,17 nM EPI-haltigem Medium bewirkte im dargestellten Experiment
einen maximalen Proliferationsanstieg von 169% nach 24 Stunden, der bis zum

Versuchsende nach 6 Tagen auf Werte zwischen 122% und 138% abfiel.

Bei der EPIl-vermittelten Proliferation handelte es sich im Zellkulturversuch mit MCF-7

um einen konstanten Effekt, der im Langzeitversuch verifiziert werden konnte.
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Epi wirkte in Konzentrationen im Bereich der Plasma-Peak-Spiegel
wachstumshemmend auf MCF-7-Zellen, induzierte jedoch in niedrigeren
Konzentrationen Zellproliferation im Kurzzeit- und Langzeitversuch. Die MCF-7 konnten
in diesem Zusammenhang dem AP-Phanotyp zugeordnet werden, da Epirubicin je nach

Konzentration sowohl Apoptose als auch Proliferation induzierte.

2.1.2 Die kombinierte Stimulation mit Dexamethason und Epirubicin fiihrte zum

Anstieg der Zellzahl.
In der Polychemotherapie kommt es zur Kombination mehrerer Zytostatika.

Dexamethason ist ein verbreiteter Wirkstoff zur Komedikation, um unerwinschte
Wirkungen der Zytostatika zu reduzieren (29). Es lag also nahe, eine kombinierte
Stimulation von Epirubicin und Dexamethason zu testen, d.h. den AP-Phanotyp mit dem
P-Phanotyp (siehe oben) auf synergistische oder antagonistische Effekte zu

untersuchen.
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Abbildung 21 Zytostatika-vermittelte Proliferation von MCF-7-Zellen unter kombinierter
Einwirkung von DEXA und EPI

MCF-7-Zellen wurden in 4 unabhangigen Experimenten mit 10" M DEXA alleine, 1,7 nM EPI alleine und
DEXA und EPI zusammen stimuliert und die Zelldichte nach 0, 24 und 48 Stunden mittels Cellscreen
gemessen. *: P < 0,05 verglichen mit Kontrolle unter Anwendung des paired t-test (s. ,Material und
Methoden®).

Die Kombination von DEXA und EPI induzierte nach 48 Stunden eine statistisch
signifikante Proliferation von 170%, wahrend die beiden Substanzen alleine die Zellzahl
jeweils nur auf 145% bzw. 149% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erhdhten.
Die pro-proliferative Wirkung der beiden Substanzen zeigte einen synergistischen Effekt

auf die Proliferationswerte.
2.1.3 Epirubicin steigerte die mitochondriale Aktivitat.

Eine Steigerung der Zellteilungsrate fuhrt zur Bereitstellung von mehr Energie in Form
von intrazellularem ATP, was durch eine erhdhte mitochondriale Aktivitat erreicht wird.
Analog den Versuchen Mit DEXA und MCF-7 (vgl. 1.2) wurde als MessgroRe fur die
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mitochondriale Aktivitat in den folgenden Experimenten der zellulare Gehalt an

Adenosintriphosphat (ATP) verwendet.
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Abbildung 22 Epirubicin erhéhte den ATP-Gehalt in MCF-7-Zellen.

MCF-7-Zellen wurden in 4 unabhéngigen Experimenten mit EPI 1,7 nM und 0,17 nM in 1%-FCS-haltigem
Medium inkubiert. Der zellulare ATP-Gehalt wurde nach 24 und nach 48 Stunden mittels CellTiter-Glo®-

Luminescent-Cell viability assay gemessen (s. ,Material und Methoden®).

Die Stimulation mit EPI wirkte sich nur nach 48 Stunden auf den ATP-Gehalt der Zellen
aus. Hier lagen die Werte mit 122% (17 nM EPI) und 123% (1,7 nM EPI) insgesamt
unter den DEXA-induzierten Steigerungen der ATP-Synthese (vgl. 1.2).

Dies entsprach den Messungen im Kurzzeitversuch (vgl. 2.1.1), da hier ebenfalls nach

48 Stunden die hochsten Proliferationswerte gemessen wurden.

2.1.4 Epirubicin wirkte auf den Zellzyklus: Epirubicin induzierte vermehrten
Ubertritt in die S-Phase.

Fir weitere Informationen Uber intrazellulare Vorgange nach der Stimulation mit

proliferativ wirkenden EPI-Konzentrationen wurde eine BrdU-Farbung der stimulierten
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Zellen durchgefiihrt und am FACS ausgewertet. So konnte untersucht werden, ob eine
Verschiebung im Zellzyklus zugunsten der S-Phase stattgefunden hat, wie dies flr
DEXA auf MCF-7 gemessen wurde (vgl. 1.2).
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Abbildung 23 EPI erhéhte den Anteil von S-Phase-Zellen in MCF-7-Zellen iiber 48 Stunden.

MCF-7-Zellen wurden in 3 (24h) bzw. 2 (48h) unabhangigen Experimenten mit EPI 1,7 nM stimuliert. Zur
Analyse des Zellzyklus wurde nach 24 Stunden (A) bzw. 48 Stunden (B) die BrdU-FACS-Farbung
durchgefiihrt (s. ,Material und Methoden®).
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Nach 24-stundiger sowie 48-stundiger Inkubation mit 17 nM EPI stieg der Anteil der in
der S-Phase befindlichen MCF-7-Zellen an: Nach 24 Stunden von 46,6% (Kontrolle) auf
51% und nach 48 Stunden von 29,6 (Kontrolle) auf 36,6%. Fur die G,/M-Phase und

G1/Gp-Phase nahmen die Werte jeweils leicht ab.

Auffallig war ebenfalls der protektive Einfluss von EPI innerhalb der ersten 24 Stunden
bezlglich des Anteils der apoptotischen Zellen (Sub-Gs-Phase): Wahrend die
unstimulierte Zellpopulation einen Anteil von 7,9% aufwies, reduzierte die Einwirkung
von EPI diesen Anteil auf 2,5%.

Der proliferationsférdernde Einfluss von EPI kam demnach durch eine kontinuierliche
Zunahme der in der S-Phase befindlichen MCF-7-Zellen Uber die ersten 48 Stunden

sowie die anfangliche Abnahme apoptotischer Zellen zustande.

3 Zytostatika induzierten die Proliferation von primaren

Tumorzellen.

Zelllinien kdnnen sich bei langerer Kultivierung verandern und so zu Artefakten in den
Messreihen fuhren. Um das zu umgehen, wurden primare leukdmische Tumorzellen
von Patienten auf Zytostatika-Wirkungen analysiert. 74 Proben wurden mit bis zu 11
Zytostatika inkubiert und mittels verschiedener Messmethoden untersucht. Bei 21 der
74 Proben (28%) traten Proliferationseffekte durch mindestens ein Zytostatikum auf. Die
Zytostatika-induzierte Proliferation war demnach nicht nur auf Zelllinien beschrankt,

sondern trat noch haufiger in kultivierten primaren Tumorzellen auf.

3.1 Ubersicht der Zytostatika und Messmethoden

Parallel zum Screening auf Zytostatika-vermittelte Proliferation in Tumorzellinien
wurden 74 Proben von primaren leukdmischen Zellen auf die Apoptose-vermindernde-
sowie proliferationsférdernde Wirkung von Zytostatika untersucht. Die Herkunft und
Gewinnung der primaren Tumorzellen sowie die praktische Versuchsdurchflihrung ist in
,Material und Methoden® ausfuhrlich geschildert. Im Gegensatz zu aus soliden Tumoren
gewonnenen primaren Zellen bestehen primare leukamische aus uber 90%

Tumorzellen und enthalten in ihrer Population nur wenige normale Zellen.

Tabelle 8 zeigt die eingesetzten 11 Zytostatika und deren Konzentrationen. Da es sich

bei den Patientenproben um leukamische Zellen handelt, fiel die Wahl der Substanzen
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in erster Linie auf Zytostatika der zum Zeitpunkt der Versuchsreihen aktuellen
Chemotherapie-Schemata. Daneben wurden auch weitere Zytostatika verwendet, die
im Screening der Tumor-Zelllinien Proliferation verursacht haben, wie z.B. Epirubicin.
Die Vorgehensweise zur Auswahl der Zytostatika-Konzentrationen ist in ,Material und

Methoden® beschrieben.

Zytostatikum Abkiirzung Konzentration
Cytosin-Arabinosid Ara-C 10 uM
Asparaginase Asp 1 U/mi
Cyclophosphamid, akt. Cyclo 0,1 uM

0,3 uM

1uM
Dexamethason Dexa 10-5M
Doxorubicin Doxo 0,5 uM
Epirubicin Epi 28 nM
Methotrexat MTX 10 uM

30 uM
Prednisolon Pred 10-4 M
6-Thioguanin 6-TG 1 uM
Vincristin VCR 3 nM

10 nM

30 nM
Etoposid VP-16 0,3 uM

3 uM

Tabelle 8 Fur die Stimulation primarer Tumorzellen eingesetzte Zytostatika

Aufgrund des variablen Wachstumsverhaltens der primaren Zellen in Kultur wurden
verschiedene Messmethoden angewendet. FuUr jede Patientenprobe wurden
Apoptosemessungen mittels FACS-Analyse durchgefuhrt. Hiermit konnten erste
Ruckschlisse auf apoptotische oder tumorerhaltende Effekte der Zytostatika erhalten

werden (sogenannter ,survival-Effekt®).

Da exakte Methoden zur Proliferationsmessung wie Mischtest und ATP-Test durch die
geringe Grolle und hohe Agglomerierungstendenz der primaren Zellen auf
Schwierigkeiten stiel3en, diente als grundlegender Anhaltspunkt zur Feststellung der

Proliferation die Koloniebildung. Diese ist als synergistischer Effekt aus
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Zellagglomerierung und echter Zellproliferation durch Zellteilung anzusehen (vgl.
,Material und Methoden®).

Da sich die leukamischen Patientenzellen nur in Suspension kultivieren lie3en, war eine

Proliferationsmessung mittels Cellscreen analog der MCF-7-Zellen unmoglich.

Auch aufgrund des kleinen Durchmessers der primaren Leukamiezellen im Vergleich zu
den gréleren leukamischen Zelllinien hat die automatische Zellzahlung zu technischen

Problemen gefuhrt und sich als zu ungenau erwiesen.

Der Cellscreen diente als automatisiertes Hochleistungsmikroskop mit eingebauter
Digitalkamera und wurde zur Abscannung der Probenplatten und anschlielRender

Messung der Kolonien eingesetzt.

Tabelle 9 zeigt die verwendeten Messmethoden, die je nach dem zur Verfiugung

stehenden Volumen der jeweiligen Patientenprobe durchgefuhrt wurden.

Pat.-Nr. | Kol. gezahlt| Kol. Foto|Konz. gezahlt| Mischtest| FSC|ATP

67 X X X

69 X X X X

73 X X X X

74 X X X X

80 X

81 X X X X

82 X X X X

92 X X

93 X X X

96 X X X X

106 X X X

111 X X X X
114 X X X X X
119 X X X X X
121 X X

124 X X X

128 X

129 X X

131 X X X X
133 X X
136a X X X
136b X X X

139 X X

140 X X

Tabelle 9 Ubersicht der bei den priméren Zellproben eingesetzten Messmethoden
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3.2 Zytostatika reduzierten die Apoptoserate von primaren Tumorzellen und

wirkten tumorerhaltend.

Alle 74 Patientenproben wurden mittels FACS-Analyse auf die Apoptoserate nach 24
bis 48 Stunden untersucht. Zytostatika beeinflussten die Apoptoserate von primaren
Tumorzellen auf unterschiedliche Weise, weswegen die Reaktion in Gruppen eingeteilt

wurde (vgl. Kap.2):

Proben wurden in die Gruppe A eingeteilt, wenn ein spezifisches Survival (s. Material
und Methoden) von weniger als 0,9 auftrat, d.h. in den Zellen fand Apoptoseinduktion

durch das Zytostatikum statt.

Proben wurden der Gruppe 0 zugeteilt, wenn sich die Zellen nahezu indifferent
gegenuber der Zytostatika-Einwirkung verhileten; die Werte flr das spezifische Survival

lagen hier zwischen 0,9 bis 1,1.

Proben wurden der Gruppe P zugeordnet, wenn dieser Wert Uber 1,1 lag. Hier erfolgte
eine Reduzierung der Apoptoserate gegenuber den unstimulierten Kontrollzellen. In
diese Gruppe wurden Substanzen eingeordnet, die eine tumorerhaltende oder sogar
tumorvermehrende Wirkung ausubten. Bei diesen Proben wurde eine Zahlung der
Kolonien durchgefuhrt, wobei eine Kolonienzunahme um mindestens 110% im
Vergleich zu den Kontrollzellen als Proliferationseffekt galt. Proben wurden der Gruppe
AP zugeordnet, wenn nach oder auch wahrend der Proliferation Apoptose auftrat. Da
die primaren Zellen bereits nach kurzer Kultivierungszeit eine hohe Spontanapoptose
aufwiesen, war diese Gruppe kaum von der Gruppe P abzugrenzen und wurde dieser

bei der hier beschriebenen Klassifizierung zugerechnet.

Abbildung 24 verdeutlicht die oben beschriebene Gruppeneinteilung von Tumorzellen

aufgrund ihres Wachstums nach Zytostatika-Stimulation.
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Abbildung 24 Gruppeneinteilung von Tumorzellen geman ihrer Reaktion auf Zytostatika

Zytostatika verursachten Apoptose auf Zellen der Gruppe A, zeigten keinen Einfluld auf das Wachstum
von Zellen der Gruppe 0, induzierten Proliferation ohne oder mit anschlieRender Apoptose in Zellen der
Gruppe P bzw. AP.

Abbildung 25 zeigt die Ergebnisse der Stimulation von 74 primaren Proben mit 3

ausgewahlten Zytostatika.
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Abbildung 25 Apoptoseinduktion durch Zytostatika in primaren Tumorzellen

Primare Tumorzellen wurden mit dem jeweiligen Zytostatikum stimuliert (VP-16 3 yM und n=62, MTX 30
MM und n=49, Dex 10° M und n=62) und nach 24 und/ oder 48 Stunden die Apoptoserate durch FSC-

SSC-Messung ermittelt. Das ,spezifische survival® wurde wie in ,Material und Methoden® berechnet.
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Wahrend bei Etoposid (VP-16) die Apoptose-Induktion in 89% der Proben im
Vordergrund stand, lied MTX in 80% der Proben das Zellwachstum unbeeinflusst und
Dexamethason zeigte mit 18% den hdochsten Anteil an anti-apoptotischer und
tumorerhaltender Wirkung. Diese war umso erstaunlicher, weil primare Patientenzellen

typischerweise eine hohe Spontanapoptose aufwiesen.

Um zu untersuchen, ob es sich um einen Glucocorticoid-spezifischen Effekt handelt,
wurde das spezifische Survival von Dexamethason gegen das von Prednisolon

aufgetragen (Daten nicht gezeigt).

Die Werte des spezifischen survival von DEXA (10° M) wurden gegen die Werte des
spezifischen survival von PRED (10* M) aufgetragen. Es ergab sich ein

Korrelationskoeffizient r = 0,9, p < 0,001 (Pearson Product Moment Correlation).

Die Induktion der Apoptose als auch des vermehrten Uberlebens korrellierten eng bei
den beiden Substanzen. Somit konnte eine vollig neue, tumorschutzende Funktion von

Glucocorticoiden auf primaren Tumorzellen beschrieben werden.

Abbildung 26 zeigt die Gruppenverteilung fur alle eingesetzten Substanzen.
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Abbildung 26 Haufigkeit der Gruppen A, 0 und P in primdren Tumorzellen

Primare Tumorzellen wurden mit dem jeweiligen Zytostatikum stimuliert und nach 24 und/ oder 48
Stunden die Apoptoserate durch FSC-SSC-Messung ermittelt. Zur Definition der Gruppen wird auf den
Text verwiesen. Abklrzungen: VP-16 = Etoposid (n=62), doxo = Doxorubicin (n=37), ara-c =
Cytosinarabinosid (n=37), pred = Prednisolon (n=55), aspa = Asparaginase (n=60), dexa =
Dexamethason (n=62), VCR = Vincristin (n=37), cyclo = aktiviertes Cyclophosphamid (n=57), 6-TG = 6-

Thioguanin (n=62), MTX = Methotrexat (n=49). Die jeweiligen Konzentrationen sind in Tabelle 9

angegeben. Zur Erlduterung der Gruppenbezeichnungen (A,O,P) sei auf den Text verwiesen.

Wahrend Etoposid und Doxorubicin zu den am starksten Apoptose induzierenden
Substanzen gehdrten, fand sich bei Methotrexat und Cyclophosphamid ein grofer
Anteil an Proben, die durch die Zytostatika-Stimulation weitgehend unbeeinflusst
blieben. Auffallend war der relativ hohe Anteil (21% bzw. 18%) an Gruppe P-Proben
nach Inkubation mit 6-Thioguanin und Dexamethason. Hier kénnte ein Hinweis auf eine

Proliferationsinduktion durch diese Substanzen liegen.

3.3 Zytostatika verursachten in 28,4% der Proben vermehrte Zellproliferation

von primaren Tumorzellen.

Wie bereits erwahnt unterlagen die primaren Tumorzellen einer hohen spontanen
Apoptoserate der Kontrollzellen, so dass fur verschiedene Messungen zu mehreren
Zeitpunkten meist keine Zeit blieb. Die Patientenproben mussten nach mindestens 24
Stunden in die Kategorien ,nicht-proliferierend” und ,proliferierend” eingestuft werden,

um die richtige Messtechnik anzuwenden. Dies war im Fall einer Kolonienbildung der
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Tumorzellen am einfachsten. Positive Werte des spezifischen Survival (P-Phanotyp)
zeigten zwar den anti-apoptotischen, jedoch noch nicht den proliferativen Effekt des
Zytostatikums. Bedingung fur die Einstufung als echt proliferierende Probe waren
Proliferationswerte von mindestens 110% (s. ,Material und Methoden®) bei mindestens

einer der in Tabelle 9 genannten Messmethoden.

Abbildung 27 zeigt beispielhaft die FSC-SSC-Daten und die Kolonienbildung einer

proliferierenden Patientenprobe (cALL).
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Abbildung 27 Dexamethason férderte das Uberleben und das Wachstum primirer leukdmischer
Zellen.

Die obere Bilderreihe zeigt die Original-FACScan-Daten 48 Stunden nach Stimulation mit DEXA bzw.
PRED. Die untere Bilderreihe zeigt die lichtmikroskopischen Bilder (links) und die ATP-Messung (rechts)
nach 24 Stunden. Die Pfeile markieren die Kolonien, die Zahlen in den Fotos sind die Anzahl der

(verblindet) gezahlten Kolonien in einem Well mit 105 ausgesaten Zellen.

Die Apoptosemessung im FACS ergab 14% Uberlebende Zellen in der Kontrolle,

wahrend durch die Glucocorticoid-Zugabe dieser Anteil auf 40% bzw 41% gesteigert
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werden konnte, was auf eine starke anti-apoptotische Wirkung von Dexamethason und

Prednisolon hinwies.

Wahrend die primaren Leukamiezellen praktisch kein Spontanwachstum aufwiesen,
fuhrte DEXA zur Neubildung einer hohen Anzahl groRer Zellkolonien. In dieser Probe
konnte sogar nachgewiesen werden, dass die starke Kolonienbildung von einer

messbaren Erhdhung des intrazellularen ATP-Gehaltes begleitet wurde.

Auch wenn es sich bei Abbildung 27 als Einzelfall um eine aulRergewohnlich stark
proliferierende Patientenprobe handelt, konnte doch eindrucksvoll gezeigt werden, dass
das Phanomen der DEXA-induzierten Proliferation nicht auf solide Tumorzelllinien wie

MCF-7 beschrankt blieb, sondern auch in hamatopoietischen Zellen auftrat.

Auler in der eben gezeigten, konnte in weiteren 20 (insgesamt 21) von 74 getesteten
Patientenproben nach Stimulation mit Zytostatika Proliferation gemesssen werden
(Abbildung 28).
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Abbildung 28 Primdre Zellen von 21 Patientenproben (entspricht 28,4%) proliferierten auf
Zytostatika.

Dargestellt sind 21 proliferierende Patientenproben, geordnet nach der Haufigkeit der Proliferation
induzierenden Zytostatika. Pro Patientenprobe ist der Prozentanteil der proliferationsférdernden
Zytostatika in Bezug auf alle 11 getesteten Substanzen gezeigt. Bei Patientenproben mit schraffiertem
Balken trat in der unbehandelten Kontrolle keine Kolonienbildung auf; bei Patientenproben mit

schwarzem Balken wurde Kolonienbildung in der Kontrolle beobachtet.

In 4 der 21 proliferierenden Proben (Nr. 139,129, 93, 92) wurde in der unbehandelten
Kontrollprobe keine spontane Kolonienbildung beobachtet. Auffallend war die starke
Proliferation in den Proben 93 und 92, die durch 10 bzw. 9 verschiedene Substanzen

hervorgerufen wurde.

Wahrend die Proliferationseffekte meist nach 24 Stunden auftraten, wurde in Probe 131

der Effekt erst nach 48 Stunden gemessen.

Die Proben 136a und 136b stammten vom gleichen Patienten, wodurch erstmals die
Kontinuitat des Proliferationseffektes gemessen und gezeigt werden konnte, wenn auch
aus technischen Grinden die Anzahl der proliferations-vermittelnden Substanzen

abwich.
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Zur Untersuchung subtoxischer Zytostatika-Konzentrationen wurde ab Patient 131
erganzend mit einem Hundertstel der maximalen Plasma-Konzentration stimuliert, was
bei den Proben 136a und 136b zu Proliferation fuhrte.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das Zytostatika-induzierte Uberleben
und die Proliferation nicht nur bei soliden Tumor-Zelllinien auftraten, sondern in
primaren Leukamiezellen ein prozentual noch haufigeres Phanomen darstellten, das

besonders Glucocorticoide, aber auch andere Substanzen betraf.

4 Umwandlung der Zytostatika-vermittelten Proliferation in
Apoptose

Bisher wurde gezeigt, dass Epirubicin auf MCF-7-Zellen in niedrigen Konzentrationen
Proliferation und in hohen Konzentrationen Apoptose ausldst, also einen AP-Phanotyp
hervorruft. Darauf aufbauend fragten wir nun, wie man dieses Gleichgewicht in Richtung
zur Apoptose verschieben kénnte. Hierzu wurden Substanzen eingesetzt, von denen
bekannt ist, dass sie einen bestimmten Proliferations-Signalweg in der Zelle blockieren.
So wurden Substanzen ermittelt, die MCF-7-Zellen flur Epirubicin-induzierte Apoptose

sensitivierten.

4.1 Ubersicht der sensitivierenden Agentien

Von den verwendeten Agentien (Tabelle 10) ist bekannt, dass sie in hohen
Konzentrationen unterschiedliche Punkte der Proliferations-Signalwege blockieren und

somit das regulare Wachstum der Zelle inhibieren.

Um einer einfachen technischen Durchfihrbarkeit willen wurde dabei Epirubicin in einer
Konzentration eingestzt, die bereits alleine eine gewisse Apoptose-Induktion erwirkte.
Fir jede Kombination wurden mindestens zwei Versuche Uber 3 bis 5 Tage
durchgefuhrt und die Apoptoserate mittels Nicoletti- oder Annexin-V-Farbung ermittelt
(vgl. ,Material und Methoden®). Da Dexamethason keine Apoptose auf MCF-7
induzieren konnte (P-Phanotyp), wurde die Versuchsreihe nur mit Epirubicin
durchgefuhrt.

Trat in einer Kombination aus Zytostatikum und Sensitivierungs-Agens eine signifikante
Erhdhung (Fractional Product > 0,1 , vgl. ,Material und Methoden®) der Apoptoserate

auf, durfte auf einen eventuellen Zusammenhang zwischen der proliferationsférdernden

91



[l Ergebnisse

Wirkung des Zytostatikums und dem Angriffspunkt des Sensitivierungs-Agens

geschlossen werden.

Dieser Hinweis musste durch direkte Inhibitions-Versuche mit proliferationsfordernden

Konzentrationen der Zytostatika verifiziert werden.

Name der Substanz Konzentration Wirkmechanismus

Ara-C 10-100 uM DNA-Polymerase-Hemmung
5-FU 100 uM Thymidylatsynthese-Hemmung
Doxorubicin 100-1000 ng/ml DNA-Interkalation

MTX 0,1-1 uM Folsaure-Reduktase-Hemmung
Daunorubicin 100 ng/ml DNA-Interkalation
Asparaginase 1 U/ml L-Asparagin-Hydrolyse
Pentoxifyllin 2mM G2-Checkpoint-Hemmung
2-Deoxyglucose 5mM Hemmung des Glucose-Metabolismus
Norleu 6-12 yM NF-kB-Hemmung

SN50 1uM NF-kB-Hemmung
6-amino-4-(4- 1 UM NF-kB-Hemmung
phenoxyphenylethylamino)quinazoline

UO126 0,1-10 uM MAPK-Hemmung

SP600125 1-8 uM JNK-Hemmung

Wortmannin 1-10 uM PI3K-Hemmung

Actinomycin D 1-10 ng/ml Proteasom-Hemmung
Cycloheximide 2-500 ng/ml Proteasom-Hemmung
Cyclosporin A 0,5-5 uM Proteasom-Hemmung
PKC-Inh. 4 uM PKC-Hemmung

BH3I-2' 5-20 uM Bcl-XI-Hemmung

DCPE 20-80 uM Bcl-XI-Hemmung
p38-MAPK-Inhibitor 1-3 uM p38-MAPK-Hemmung

Tabelle 10 Verwendete subtoxische Konzentrationen und Wirkmechanismen der
sensitivierenden Agentien, die mit Epirubicin und Dexamethason kombiniert

wurden

Wie aus Tabelle 10 ersichtlich wird, blockieren die fur Apoptose sensitivierenden
Agentien mehr oder weniger spezifisch verschiedene Signalwege, die am spontanen

Zellwachstum beteiligt sind. Zu den weniger spezifisch wirkenden Substanzen zahlen
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die durch unterschiedliche Mechanismen antiproliferativ wirkenden Zytostatika (s.
Einleitung) sowie das Glucosederivat 2-Deoxyglucose. Sehr spezifisch greift
Pentoxifyllin in den Zellzyklus und somit in die Zellvermehrung ein; alle anderen
genannten Agentien blockieren direkt Wachstumsfaktoren (z.B. NF-kB) oder die

Mediatoren der eng verknlpften Apoptose- und Proliferationswege (z.B. MAPK, Bcl-XI).

Im Folgenden werden die Kombinationen vorgestellt, in denen das flr Apopotose
sensitivierende Agens eine Steigerung der Zytostatika-vermittelten Apoptose bewirkt
hat, so dass sich FP-Werte groRer 0,1 ergaben und somit von einer synergistischen

Wirkung der Stimuli ausgegangen wurde.

4.2 Der Bcl-xL-Inhibitor DCPE erhohte die Epirubicin-induzierte Apoptoserate.

Die Inhibition von Bcl-xL, einem Mitglied der Bcl-2-Familie, bewirkt eine Verstarkung der
Apoptose von Tumorzellen, die diesen anti-apoptotischen Faktor haufig vermehrt
produzieren (75,76).

Durch Bcl-xL-Inhibition konnte der Effekt zytostatischer Substanzen potenziert und

hierdurch eine Verminderung der Dosierung bei der Chemotherapie erreicht werden.

Als Bcl-xL-inhibierende Substanz wurde 2,3-DCPE-Hydrochlorid (DCPE) verwendet,
das in vielen Tumorzell-Linien mit einer 1Cs9 zwischen 0,89 und 2,69 M Apoptose
induziert, jedoch flir normale Fibroblasten ungefahrlich ist (77). In Bcl-xL-
uberexprimierenden Zellen verhindert DCPE die Proliferation, ohne jedoch Apoptose zu
induzieren. Es verursacht einen Stillstand des Zellzyklus in der S-Phase sowie eine

Hochregulation von p21 (78).
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Abbildung 29 Der Bcl-xL-Inhibitor DCPE steigerte die Epirubicin-vermittelte Apoptose in MCF-7-

Zellen.

MCF-7-Zellen wurden fur 48 Stunden in FCS-freiem Medium mit DCPE (80 pM) alleine, Epirubicin (17
bzw. 34 yM) alleine oder DCPE zusammen mit Epirubicin inkubiert. Den Anteil der Annexin-positiven
Zellen ergab die FACS-Analyse dreier unabhangiger Experimente, woraus der FP-Wert berechnet wurde
(vgl. ,Material und Methoden®).

In Kapitel 2.1.1 wurden Wachstumskurven fir verschiedene EPI-Konzentrationen
gezeigt, in denen man die Verminderung der Zelldichte durch 17 yM EPI wahrend der
ersten 24 Stunden deutlich erkennt. Daher wurde fur diesen Apoptose-Versuch eine

EPI-Konzentration von mindestens 17 uM gewahlt.

Wahrend die 48-stiindige Einwirkung von 17 bzw. 34 yM Epirubicin in serumfreiem
Medium zu Apoptoseraten von 44,2% bzw. 65,3% flhrte, konnte dieser Effekt durch
Zugabe des Bcl-xL-Inhibitors DCPE auf 59,9% bzw. 83,6% gesteigert werden. Die
errechneten FP-Werte von 0,17 bzw. 0,2 wiesen auf eine deutliche synergistische
Wirkung von DCPE hin.
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4.3 Die Inkubation mit Glucose-freiem Medium erhdhte die Epirubicin-induzierte

Apoptoserate.

Die Kultivierung von Zellen ohne Glucose-Zusatz fuhrt bereits nach kurzer Zeit zu
Storungen des Zellstoffwechsels aufgrund des Nahrstoffmangels. Abbildung 30 zeigt
die apoptotische Wirkung von Epirubicin unter Glucose-Entzug. Da eine relativ hohe
Apoptoserate durch den Glucose-Entzug alleine zu erwarten war, wurde nur eine EPI-

Konzentration (17uM) fur die Versuchsreihe verwendet (79).
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Abbildung 30 Glucose-freies Medium steigerte die Epirubicin-vermittelte Apoptose in MCF-7-
Zellen.

MCF-7-Zellen wurden fur 48 Stunden in FCS- und Glucose-freiem Medium (GFM) ohne Epirubicin, in
Glucose-haltigem Medium mit Epirubicin (17 yM) und in Glucose-freiem Medium mit Epirubicin (17 yM)
inkubiert. Die Berechnung der spezifischen Apoptose erfolgte entsprechend des Anteils der DNA-
Fragmentierung im Nicoletti-Test (vgl. ,Material und Methoden®). Der angezeigte FP-Wert ergab sich aus

zwei unabhangigen Experimenten.

Die spezifische Apoptose lag nach 48 Stunden bei 28,9%, wohingegen 17 uM

Epirubicin nur 4% spezifische Apoptose verursachte. Im Gegensatz zur Annexin-

Farbung stellt der Nicoletti-Test eine Messung der spaten Apoptose-Ereignisse dar

(DNA-Fragmentierung, s. ,Material und Methoden®), worin der niedrige Wert der

spezifischen Apoptose nach 48 Stunden begrindet ist. Die 48-stindige Inkubation von
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Epirubicin in Medium, das weder FCS noch Glucose enthalt, verursachte eine Erhéhung

der spezifischen Apoptose auf 51,1%.

Glucose-Entzug erhohte die Sensitivitat der MCF-7 gegenuber EPI-induzierter

Apoptose mit einem FP von 0,19.

Fir Versuche zur Inhibition von Zellproliferation eignete sich das glucosefreie Medium
jedoch nicht, da hier der Effekt des Glucose-Entzugs alleine schon zu einer hohen
Apoptoserate fuhrte, die einer Zytostatika-induzierten Proliferation entgegengewirkt
hatte.

4.4 Die Inhibition von p38-MAPK fiihrte zur Erhéhung der Epirubicin-induzierten

Apoptoserate.

Die p38-Proteine sind Mitogen-aktivierte Protein-Kinasen (MAPK), die eine Vielzahl an
biologischen Effekten bei der Steuerung von Proliferationsprozessen bewirken konnen.
Aktivierung von p38 fuhrt in manchen Fallen zur Apoptose-Steigerung, in anderen

Fallen wirkt p38 antiapoptotisch (80).

Die Konzentration des Inhibitors wurde so gewahlt, dass dieser bei alleiniger Inkubation

keinen apoptosefordernden Effekt aufwies und die spezifische Apoptose unter 5% lag.
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Abbildung 31 Inhibition der p38-MAPK steigerte die Epirubicin-vermittelte Apoptose in MCF-7-

Zellen.

MCF-7-Zellen wurden fur 48 Stunden ohne FCS mit dem p38MAPK-Inhibitor (1 uM) alleine, Epirubicin
(17 pM) alleine oder dem Inhbitor und Epirubicin zusammen inkubiert. Die Messung der DNA-
Fragmentierung erfolgte mittels Nicoletti-Test, woraus der FP-Wert aus zwei unabhangigen Experimenten

berechnet wurde.

Wahrend Epirubicin alleine nach 48 Stunden 8% spezifische Apoptose in serumfreiem
Medium bewirkte, erhdhte die Kombination mit dem p38-MAPK-Inhibitor die spezifische
Apoptose auf 21%. Das FP lag mit 0,1 niedriger als bei der Inkubation mit EPI in
glucosefreiem Medium. Die Inhibition des p38-MAPK-Signalweges flihrte somit zur

Verstarkung der EPI-induzierten Apoptose.

Zusammenfassend konnte also gezeigt werden, dass die Blockade von
unterschiedlichen Proliferations-Signalwegen Epirubicin-induzierte Apoptose auf MCF-7
verstarkten. Die gezielte Blockierung von Proliferations-Signalwegen bewirkt also, dass
Gruppe AP MCF-7-Tumorzellen fur Apoptose-Induktion durch Epirubicin sensitiviert
werden. Es muss weiter untersucht werden, ob die Blockierung von Proliferations-
Signalwegen generell einen geeigneten Weg darstellt, um Gruppe AP-Tumorzellen fir
Apoptose-Induktion zu sensitivieren.
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5 Inhibierung der Zytostatika-vermittelten Proliferation in
MCF-7-Zellen

Um erste Aufschllisse Uber die intrazellularen Signalwege der Zytostatika-vermittelten
Proliferation zu gewinnen, wurden Versuche zur Proliferations-Inhibierung mit
Substanzen durchgeflihrt, die das Zellwachstum auf unterschiedliche Weise blockierten.
Aufgrund der Konstanz des Effektes und der Reproduzierbarkeit der Messungen fanden
fur die Versuchsreihen MCF-7-Zellen Verwendung, die mit DEXA und EPI inkubiert
wurden. Die proliferative Wirkung beider Wirkstoffe konnte durch eine Hemmung der

p38-MAPK sowie durch eine Hemmung von NF-kB verhindert werden.

5.1 Ubersicht der Inhibitoren und ihrer zelluliren Angriffspunkte

Im vorangegangenen Kapitel wurde beschrieben, wie die durch apoptotische Epirubicin-
Konzentrationen verursachte Apoptose durch die Inhibierung von Bcl-xL und p38-MAPK
sowie durch die Kultivierung in Glucose-freiem Medium erhéht werden konnte. Aufgrund
dieser Sensitivierungsversuche wurden anschlieBend Experimente zur Proliferations-
Hemmung durchgeflhrt. Hierbei fanden Inhibitoren in einer Konzentration Anwendung,
die keinen Einfluss auf das Spontanwachstum der MCF-7-Zellen ausubten. Die
Inkubation mit proliferationsférdernden Konzentrationen an EPI bzw. DEXA erfolgte bei

verschiedenen FCS-Konzentrationen und die Ermittlung des Zellwachstums mittels

Cellscreen.

Name der Substanz Konzentration (uM)  Wirkmechanismus

2,3-DCPE 20-80 Inhibition von Bcl-xL

SN50 1 NF-kB-Inhibition
Quinazolin-Derivat 1 NF-kB-Inhibition
p38-MAPK-Inhibitor 1und 3 Inhibition der p38-MAPK
ERK-Inhibitor 1und 10 Inhibition der ERK
JNK-Inhibitor 0,17und 1 Inhibition der JNK

uOo126 0,1-10 Inhibition der MEK

Casp-3+/+ Zellen Uberexpression von Caspase3
Tabelle 11 Verwendete subtoxische Konzentrationen und Wirkmechanismen der

inhibitorischen Agentien, die mit Epirubicin und Dexamethason kombiniert wurden

(Quinazolin-Derivat= 6-Amino-4-(4-phenoxyphenylethylamino)quinazolin)

98



[l Ergebnisse

Als Inhibitoren wurden Substanzen ausgewahlt, die an verschiedenen Regulationstellen
fur Proliferations- und Uberlebensprogramme eingreifen, die sich Uberschneiden
konnen und deren komplexe Zusammenhange zum Teil noch nicht vollstandig geklart

sind.

Abbildung 32 stellt die Zusammenhange und Verschaltungen der Signalwege dar, in

denen die eingesetzten Inhibitoren ihre Angriffspunkte besitzen.

Zellularer Stress,
z.B. ionisierende Strahlung

Wachstumsfaktoren

MEK1/2 MEK3/6 MEK4/7

Erk1/2 p38 *
Proliferation Entziindung
Zelldifferenzierung Apoptose

Proliferation

Zelldifferenzierung

Zell-Survival  ------------- Bel-xL 1

Proliferation

Entziindungsantwort

Immunantwort Nukleus
Abbildung 32 Signalwege der Zellproliferation

Durch verschiedene externe Stimuli werden Signalwege aktiviert, die zur Bildung von Erk1/2, p38, JNK
und NF-kB fiilhren und somit Zellproliferation férdern. Zu naheren Erlauterungen wird auf den Text
verwiesen (modifiziert nach 81,82,83).

Als essentieller Botenstoff fur Zellproliferationsvorgange ist der Transkriptionsfaktor NF-
kKB anzusehen, der bei der Immunantwort, entzindlichen Vorgangen sowie Stress-

Stimuli aktiviert wird. Beim klassischen NF-kB-Signalweg erfolgt Aktivierung einer IkB-

99



[l Ergebnisse

Kinase, Phosphorylierung des NF-kB/IkB-Komplexes und schlie3lich die Freisetzung
von NF-kB. Nach der Translokation in den Nukleus erfolgt die Bindung an den Promoter
von bis zu 150 Genen, wodurch u.a. die Produktion der anti-apoptotischen Substanz

Bcl-xL angeregt wird.

Wachstumsfaktoren sowie aufRere Einflusse wie zellularer Stress und ionisierende
Strahlung kénnen auch eine Aktivierung der verschiedenen MEK-Signalkaskaden
anregen, was wiederum zur Aktivierung von wichtigen pro-proliferativen Botenstoffen
wie Erk, p38 und JNK fuhrt.

5.2 Kiriterien der Versuchsdurchfiihrung und Auswertbarkeit
Fir die Auswertbarkeit der Inhibitionsversuche wurden folgende Kriterien festgelegt:

(1) Die Bedeckung der Wells mit Zellen sollte mindestens 5% und maximal 40%
betragen. Wie Vorversuche gezeigt haben, war bei einer Bedeckung mit mehr als

40% der Well-Flache das Spontanwachstum bereits eingeschranki.

(2) Der Inhibitor durfte das Spontanwachstum nicht einschranken, d.h. die
Proliferationsrate musste zwischen 80% und 120% liegen. Sollte der Inhibitor
alleine in einzelnen Versuchen Proliferation vermitteln, musste der Wert unter
200% bleiben.

(3) Das Zytostatikum musste mindestens 120% Proliferation verursachen, damit die

eventuelle Verminderung der Proliferation gemessen werden konnte.

(4) Die unbehandelten Kontroll-Zellen sollten zumindest innerhalb der ersten 24

Stunden wachsen, auch wenn der Versuch ohne FCS durchgefuhrt wurde.

Dass unter Einhaltung dieser festgelegten Auswertbarkeitskriterien nur 30% der
durchgefuhrten Experimente ausgewertet werden konnten, zeigt die Empfindlichkeit von
Proliferationsexperimenten  gegeniber aulleren  Faktoren und zellinternen

Veranderungen.

5.3 Inhibition der p38-MAPK verhinderte die Epirubicin- und Dexamethason-

vermittelte Proliferation.

Die p38-MAPK beeinflusst hauptsachlich durch Stresssignale hervorgerufene

Reaktionen der Zelle, zu denen auch die Zellproliferation gehort.
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Unter Berucksichtigung der Kriterien zur Auswertbarkeit wurden Experimente mit

Epirubicin und Dexamethason durchgefuhrt.
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Abbildung 33 Inhibition der p38-MAPK verhinderte die Epirubicin-vermittelte Proliferation in
MCF-7-Zellen.

MCF-7-Zellen wurden Uber 48 Stunden (1% FCS) mit 3 pM p38-MAPK-Inhibitor alleine, mit 1,7 nM
Epirubicin alleine oder mit beiden Agentien zusammen inkubiert. Die Messung der Zellzunahme nach 24
und 48 Stunden erfolgte mittels Cellscreen und die Ermittlung der Proliferationsrate aus 5 unabhangigen
Experimenten laut ,Material und Methoden®. *: P < 0,05 verglichen mit Kontrolle unter Anwendung des

paired t-test (s. ,Material und Methoden®).

Die Inkubation mit 1,4 nM Epirubicin fihrte nach 24 Stunden zu 123% und nach 48
Stunden zu einer statistisch signifikanten Proliferation von 122%. Durch die Inhibition
der p38-MAPK wurden diese Werte auf 116% nach 24 Stunden bzw. 108% nach 48

Stunden vermindert.
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Abbildung 34 Inhibition der p38-MAPK verhinderte die Dexamethason-vermittelte Proliferation in
MCF-7-Zellen.

MCF-7-Zellen wurden ohne FCS Uber 48 Stunden mit 3 uyM p38-MAPK-Inhibitor alleine, mit 10-4 M
Dexamethason alleine oder mit beiden Agentien zusammen inkubiert. Die Messung der Zellzunahme
nach 24 und 48 Stunden erfolgte mittels Cellscreen und die Ermittlung der Proliferationsrate aus 5
unabhangigen Experimenten laut ,Material und Methoden®. *: P < 0,05 verglichen mit Kontrolle unter

Anwendung des paired t-test (s. ,Material und Methoden®).

Wahrend nach 24-stindiger DEXA-Einwirkung keine Proliferation uber 120% gemessen
wurde, trat nach 48 Stunden eine statistisch signifikante Proliferation von 150% fiir 10
M Dexamethason auf. Die Inhibition der p38-MAPK bewirkte eine Reduzierung auf
107% Proliferation.

Sowohl bei Epirubicin als auch bei Dexamethason vermochte die Kombination mit dem
p38-MAPK-Inhibitor die Zytostatika-vermittelte Proliferation zu verhindern oder
signifikant zu reduzieren. Der Effekt trat bei beiden Substanzen nach 48 Stunden am

deutlichsten auf.
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6 Mechanismus der Zytostatika-vermittelten Proliferation

Um den Mechanismus der Zytostatika-vermittelten Proliferation aufzudecken, wurde die
Aktivierung verschiedener intrazellularer Botenstoffe nach Stimulation mit TRAIL,
Dexamethason und Epirubicin im Western Blot und EMSA analysiert. Es konnte gezeigt
werden, dass EPI in MCF-7 die proliferationsfordernden Kinasen und DEXA speziell die
p38-MAPK aktivierte.

6.1 Mechanismus der TRAIL-vermittelten Proliferation

TRAIL fahrt zu Proliferation mancher, aber nicht aller Tumorzellen. Die Fragestellung
war nun, welche Signalschritte daftr verantwortlich waren, ob TRAIL Proliferation oder

Apoptose vermittelt.

Um diese Frage zu klaren, wurden verschiedene transgene Tumorzellen eingesetzt, die
durch Veranderung in einem definierten Signalprotein ihre Sensitivitat fir TRAIL-
vermittelte Apoptose verloren hatten. Sowohl JURKAT als auch SHEP Zellen sind
hochsensitiv fur TRAIL-vermittelte Apoptose. Von beiden Zelllinien existieren derivative
Zelllinien, denen ein bestimmtes Signalprotein fehlt bzw. dysfunktional vorliegt, so dass
die Zelllinien ihre TRAIL-Sensitivitat partiell oder komplett verloren. Es handelt sich
dabei um JURKAT und SHEP, die infolge von Transfektion mit Bcl-2, FLIP oder
dysfunktionalem FADD Apoptose-Defekte aufwiesen (JURKAT-Bcl-2, SHEP-Bcl-2,
SHEP-FLIP, JURKAT-FADD-DN, SHEP-FADD-DN). Nach chemischer Mutagenese
oder verlangerter TRAIL-Inkubation entstanden transgene Zelllinien (J-TR, CEM-TR),
die durch den Verlust von Caspase-8 charakterisiert waren (JURKAT w/o Casp-8).
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Abbildung 35 Charakterisierung der transgenen Zelllinien

und Methoden* aufgefihrt. Als Ladungskontrolle diente a-Tubulin.

Alle Zelllinien wurden mit 40 ng/mL TRAIL wahrend 24 Stunden inkubiert und die
Apoptose-Messung bei JURKAT- und CEM-Zellen Uber FSC-SSC-Analyse und bei
SHEP-Zellen Uber die DNA-Fragmentierung durchgefuhrt. FUr Proliferationsmessungen

fand der Mischtest Anwendung.

Beide Zelllinien mit Bcl-2-Uberexpression zeigten keine Proliferation bei Co-Inkubation
mit dem Caspase-Inhibitor zZVAD-fmk und wurden somit der Gruppe O zugeteilt.

Der Verlust von fuktionellem FADD durch FADD-DN-Uberexpression, der Verlust von
Caspase-8 sowie die Uberexpression von FLIP fiihrten zur Veranderung des DISC an
den TRAIL-Rezeptoren. SHEP-FLIP-Zellen konnten der Gruppe AP zugeordnet werden
und zeigten in Gegenwart von zZVAD-fmk das Proliferationsverhalten der Gruppe P.

Alle anderen Tumorzelllinien mit Rezeptor-nahem Apoptosedefekt gehdrten der Gruppe
P an. Aber auch die nicht veranderten Zelllinien Kelly und Sy5y, denen die Caspase-8

fehlten, zeigten Proliferation durch TRAIL. Dies bedeutete, dass Veranderungen des
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durch TRAIL induzierten Apoptose-Signalweges in der Nahe der TRAIL-Rezeptoren mit
TRAIL-induzierter Proliferation einhergingen (14).
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Abbildung 36 Mechanismus der TRAIL-induzierten Proliferation

A Die parenteralen Zelllinien der Gruppe A SHEP, JURKAT und CEM wurden mit Bcl-2, FLIP oder

dysfunktionalem FADD (FADD-DN) transfiziert oder sie verloren Caspase-8 durch chemische

Mutagenese (w/o Casp8) oder verlangerte TRAIL-Einwirkung (J-TR, CEM-TR). Parenterale und
veranderte Zelllinien wurden Gber 24 Stunden mit 40 ng/mL TRAIL inkubiert. Bei JURKAT und CEM fand
die Apoptose-Untersuchung mittels FSC-SSC-Messung statt, bei SHEP Uber die Fragmentierung der

DNA mittels Nicoletti-Farbung. Proliferation wurde mittels Mischtest in mindestens funf unabhangigen

Versuchen gemessen und bei beiden Bcl-2-tUberexprimierenden Zelllinien in Anwesenheit von zVAD-fmk

durchgefihrt. Proliferation ist als spezifischer Effekt durch TRAIL im Vergleich zum Spontanwachstum

der Kontrollzellen dargestellt.

B Zusammengenommen vermittelt TRAIL dann Proliferation, wenn der Rezeptor-nahe, nicht aber der

distale Apoptose-Weg blockiert ist (14).
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6.2 Rolle des p38MAPK Signalwegs fiir Zytostatika-vermittelte Proliferation
6.2.1 Epirubicin steigerte die Phosphorylierung von Kinasen in MCF-7-Zellen.

Wie in Abbildung 32 gezeigt, konnen Wachstumsfaktoren sowie externe Stimuli wie
zellularer Stress und Strahleneinwirkung zu einer Phosphorylierung der MEK fuhren.
Infolge einer Phosphorylierungskaskade werden weitere Kinasen aktiviert (ERK %, p38,

JNK), die die Zellproliferation in Gang setzen.

Da die Inhibitionsversuche in Kapitel 5 auf eine Beteiligung der p38-MAPK an der durch
Epirubicin und Dexamethason induzierten Proliferation schlieen lieien, wurde zuerst

auf eine allgemeine Kinasen-Phosphorylierung durch eine der Substanzen untersucht.

time [h] 0,5 1

epi[nM] — 170 17 17 170 17 17 017
' I — P — -

phospho- — & & w -

. e s R

kinases )

a-tubulin ”- D gy iy -

Abbildung 37 Epirubicin fuhrte zur raschen Bildung von Phosphokinasen.

MCF-7-Zellen wurden fir 0,5 bzw. fir 1 Stunde mit Epirubicin inkubiert (170 nM, 17 nM, 1,7 nM, 0,17
nM), anschlieBend lysiert und fir den Western Blot verwendet. Der Antikdrper von PAN band spezifisch

an phosphorylierten Kinasen. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment.

Dabei wurde gezeigt, dass Stimulation von MCF-7-Zellen mit EPI zu einer raschen

Phosphorylierung verschiedener Proteine fuhrte.

In Western Blots konnte nachgewiesen werden, dass durch Epirubicin keine Aktivierung
der Kinasen SAPK, JNK oder Erk stattfand (Daten nicht gezeigt).

6.3 Dexamethason aktivierte die p38-MAPK in MCF-7-Zellen.

Die Inhibitionsversuche im Abschnitt 5.3 zeigten, dass die Dexa-vermittelte Proliferation
auf MCF-7 besonders deutlich durch Inhibition der p-38-MAPK verhindert wurde.
Daraufhin fanden die Western Blots direkt mit p38-Antikdrpern und phospho-p38-
Antikorpern statt.
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Abbildung 38 Dexamethason aktivierte die p38-MAPK.

MCF-7-Zellen wurden 1,2,4,8,12 und 24 Stunden mit Dexamethason (10'5 M) inkubiert und im Western
Blot auf Bildung der aktivierten p38-MAPK (phospho-p38-MAPK) und auf phopsphoryliertes Hsp27

untersucht. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment von Sibylle Giindisch.

Die Aktivierung bzw. Phosphorylierung der p38-MAPK setzte nach 2 Stunden
Inkubation mit DEXA ein und hielt bis zu 24 Stunden nach der Stimulation an. Hsp27 ist
ein klassisches downstream-target von p38-MAPK und wurde ebenfalls aktiviert,

allerdings erst nach 4 Stunden.

Nun wurde ein Inhibitor eingesetzt, der die Aktivierung von p38MAPK selbst zulasst,
aber ihr aktives Zentrum so verschliel3t, dass aktivierte p38MAPK nicht mehr in der
Lage ist, Zielproteine zu phosphorylieren. Entsprechend inhibierte der Inhibitor die
Phosphorylierung von Hsp27, nicht aber von p38MAPK (Abb. 39).

Zusammengenommen konnte der p38MAPK Signalweg also fur die Weiterleitung des
pro-proliferativen Signals von Zytostatika wie DEXA und EPI verantwortlich sein.
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Abbildung 39 p-38-MAPK-Inhibition verhinderte die Dexamethason-indizierte Aktivierung von
Hsp27.

MCF-7-Zellen wurden 1 Stunde mit dem p38-Inhibitor vorinkubiert, dann fir 4 Stunden mit Dexamethason
(10-5 M) stimuliert und mittels Western Blot auf Phosphorylierung untersucht. Gezeigt ist ein

reprasentatives Experiment von Sibylle Glindisch.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Zytostatika-vermittelte Proliferation
vor allem dann gemessen wird, wenn in den Tumorzellen eine deutliche Apoptose-
Resistenz vorliegt, fur TRAIL notwendiger Weise im Rezeptor-nahen Teil des
Signalweges. An Hand von DEXA und EPI konnte gezeigt werden, dass klassische
Proliferations-Signalwege wie die p38MAPK das pro-proliferative Signal vermitteln, das

diese Zytostatika in Tumorzellen auslosen.
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IV Diskussion

Zytostatika werden Tumorpatienten mit dem Ziel verabreicht, den Tumor
zurlckzudrangen und bestenfalls zu beseitigen. Die vorliegende Arbeit zeigt jedoch
eine weitere, unerwartete, gegensatzliche Wirkung zytostatischer Substanzen auf

Tumorzellen: verlangertes Uberleben und vermehrtes Wachstum.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Haufigkeit der Tumor-férdernden Wirkung von
Zytostatika systematisch auf Tumor-Zellinien und primaren Tumorzellen von Kindern mit
akuter Leukamie erhoben. Zusatzlich wurden Signalwegs-Studien durchgefuhrt, die
aufzeigen, wie Zytostatika-induzierter Proliferation in Zukunft entgegengewirkt werden

kann.

1 Methodik der Proliferationsmessung in Zellkulturen

Die Voraussetzung fur die vorliegenden Arbeiten war, Zellzahlen exakt zu quantifi-
zieren. Zellwachstum allgemein kann als Vergré3erung des Zellvolumens, als Zunahme
der Zellzahl oder als eine Kombination beider Vorgange definiert werden. Das
Wachstum von Tumoren entsteht meist durch die exponentielle Zunahme der absoluten

Zellzahl, was in dieser Arbeit als Zellproliferation bezeichnet wird.

Das Problem der hier beschriebenen Arbeiten war, dass geringe Unterschiede an
Zellzahlen exakt und reproduzierbar gemessen werden mussten, denn schon gering
erhohte Proliferationsraten fuhren zu einer merklichen Vergrélderung des Tumors Uber
die Zeit. Tritt die Zytostatika-induzierte Proliferation als konstantes Phanomen Uber
einen langeren Zeitraum der Chemotherapie auf, bedeutet schon eine geringe

Zellzunahme eine Verkurzung der Tumor-Verdopplungszeit.

Die Wachstumsrate (100% in der Kontrolle) wurde beispielsweise durch Epirbicin und
Dexamethason im Kurzzeit-Experiment Gber 48 Stunden um 115% bis 138% erhoht
(Abbildung 18,27). Wie aus der Grafik ersichtlich, waren am Ende jedes Experiments
sehr geringe Unterschiede der absoluten Zellzahl zu messen, was beim Einsatz der
meisten konventionellen Messtechniken wie MTT-Tests oder dem BrdU-Einbau zu
Ungenauigkeiten innerhalb der Messreihen gefiuhrt hatte. Trotzdem kdnnen diese
geringen Unterschiede klinisch wichtig sein.

Als Voraussetzung flr exakte Proliferations-Versuche wurde in Vorarbeiten klar, dass
sich die kultivierten Zellen in genau reproduzierbaren Wachstumsphasen befinden
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mussen; dies ist hier wichtiger als bei Apoptose- oder Nekrose-Untersuchungen. Hier
spielten biochemische und genetische Veranderungen je nach Dauer der Kultivierung
eine Rolle. Unterschiedliches Wachstumsverhalten konnte von FCS-Wechseln,
geringfligigen Veranderungen der Kulturbedingungen oder einer Anderung der Aussa-

Dichte abhangig sein (84).

Die Messung der Proliferation war extrem stdranfallig gegenlber technischen
Problemen wie zu kaltes Zellmedium und der Zugabe von Antibiotika. Diese Faktoren
beeintrachtigten die ohnehin schwierige Entwicklung ausreichend sensitiver
Messmethoden, die zu reproduzierbaren Ergebnissen flhrten. Vor allem bei den
Proben der primaren leukdamischen Zellen war die Anzahl der durchflhrbaren
Messmethoden schon durch das geringe Volumen stark begrenzt. Gerade die primaren
Zellen waren schwierig zu kultivieren und wurden durch auflere Faktoren schnell in

ihren normalen Wachstumsprozessen gehindert.

Als wichtige Basis flr das in dieser Arbeit beschriebene Screening wurden Techniken
der Zellkonzentrationsmessung verglichen und bewertet. Der sogenannte ,Survival-
Test® berunte auf der Messung von apoptotischen Zellpopulationen am
Durchflusszytometer. Hierbei wurde keine direkte Aussage uber eine Veranderung der
Zellkonzentration getroffen, sondern lediglich eine eventuell verminderte Apoptoserate
der behandelten Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen gemessen.
Die Methode war somit keine Proliferations- Messmethode, sondern lieferte Hinweise
auf die tumorerhaltende Wirkung einer Substanz. Sie eignete sich fur einen hohen

Probendurchsatz, da sie preisglnstig und schnell durchfihrbar war.

Eine einfache und schnelle Screening-Methode auf Zellproliferation von Zelllinien
stellten der ATP- und WST-1-Test dar. Die Tests bedurften nahezu keiner Etablierung
und konnten vom Untersuchenden rasch erlernt werden. Als Limitierung dieser
Methoden erwiesen sich die mangelnde Sensitivitdt und der hohe Materialverbrauch.
Der Metabolismus der Zellen konnte durch die eingesetzten zytotoxischen Substanzen
so verandert werden, dass falsche Messungen resultierten. Weiterhin schien die
Mitochondrien-Aktivitat oder auch die Konzentration primarer Tumorzellen zu gering zu
sein, um reproduzierbare Messreihen zu erhalten. Daher gelang es nicht, diese Art von
Tests fur Proliferationsversuche mit schwimmenden und adharenten Zelllinien und

primaren Tumorzellen zu etablieren.
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Der Cellscreen ermoglichte auf nicht-invasive Art die lichtmikroskopische Analyse des
Wachstumsverhaltens von Zellkulturen. Diese Methode der Proliferationsmessung
eignete sich fur einen hohen Proben-Durchsatz in Screenings und war sensitiv genug
fur andere Untersuchungen wie Dosis-Wirkungs-Kurven oder Wachstums-
Inhibitionsversuche. Zu Beginn des Experiments sollten 15-20% der Flache eines Wells

mit Zellen bedeckt sein, um optimale Wachstumsbedingungen zu gewahrleisten.

Weil keine direkte Zellzahlung erfolgte, konnte nicht zwischen einer VergroRerung des
Zellvolumens und einer Zunahme der Zellzahl unterschieden werden. Durch eine
Uberpriifung der ZellgroBe in den Fotos wurde sichergestellt, dass die hier
beschriebenen Proliferationsvorgdnge auf einer Zellzahlvermehrung basierten.
Aulerdem konnte durch eine durchflusszytometrische Methode gezeigt werden, dass
speziell die Zytostatika-induzierte Proliferation bei MCF-7 auf einer Zunahme der
Zellzahl beruhte.

Die Cellscreen-basierte Analyse von Proliferationsversuchen eignete sich hervorragend
fur alle adharenten Zelllinien, jedoch nicht fur schwimmende Zellen, da hier die

automatisierte Auswertung des Wachstums zu aufwendig war.

Interessant ware auch die Untersuchung des Phanomens im 3D-Modell, das heil3t an
Zell-Spharoiden, um zu untersuchen, welchen Einflul® der Zusammenschluss sehr vieler
Zellen auf den Proliferationseffekt hat. Dieses Modell wurde von Lovitt et al. far
Epirubicin und weitere Chemotherapeutika konstruiert und zeigte, dass sich das 3D-
Modell in Bezug auf die Resistenzen gegenuber den Zytostatika wesentlich vom 2D-

Modell der Zellkultivierung unterscheidet (118).

Da die auf dem Markt kommerziell erhaltlichen Methoden unseren Ansprichen an
Genauigkeit fur die Bestimmung von Zellzahlen schwimmender Kulturen nicht
genugten, habe ich selbst eine neue Methode entwickelt, die es erlaubt, Zellzahlen von
schwimmenden Zellen sehr exakt zu bestimmen. Der sogenannte Mischtest (Concetest)
wurde von mir entwickelt und beruhte auf einer Zellkonzentrationsmessung am FACS
(s. Material und Methoden). Die Methode musste lange eingeubt werden, um eine
ausreichende Sensitivitat zu gewahrleisten. Fur primare Tumorzellen mit hoher
Spontanapoptose besal’ die Methode eine geringere Sensitivitat. Sie eignete sich
hervorragend fir schwimmende Zelllinien, da eine Vereinzelung der Zellen die

Voraussetzung fir ein genaues Pipettieren der FACS-Proben darstellt. Fur nahezu alle
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schwimmenden Zelllinien sowie fir mittels Trypsin gut vereinzelbare adharente Zellen
war der Mischtest eine sehr exakte und preisgunstige Methode der

Proliferationsmessung.

2 Zytostatika-vermittelte Zellproliferation in  Tumor-

Zelllinien und primaren Tumorzellen

Die wichtigste Aussage meiner Daten ist, dass klassische, weit verbreitet eingesetzte
Zytostatika das Uberleben von Tumorzellen férdern sowie das Zellwachstum anregen
kénnen. Hierzu wurde sowohl ein umfangreiches Screening auf Tumor-Zelllinien
unterschiedlicher Herkunft sowie Untersuchungen mit primaren leukamischen Zellen
von 74 Patientenproben durchgefihrt. Die ausgewahlten Zytostatika gehodrten
unterschiedlichen chemischen Wirkstoffklassen und Wirkmechanismen an. Mein in
Kapitel Il11 und Kapitel Ill2 des Ergebnisteils beschriebenes Screening ist meines
Wissens nach die erste systematische Untersuchung, wann und wie haufig Zytostatika
Proliferation auf Tumorzellen auslésen. Die Untersuchungen schlossen Tumorzellen
unterschiedlicher Herkunft ein, d.h. sowohl hamatopoietische als auch solide
Tumorzellen. Somit konnten erste wichtige Anhaltspunkte zur Haufigkeit des

Phanomens gewonnen werden.

Der Effekt trat beinahe ausschlieBlich bei Einwirkung von sehr niedrigen
Konzentrationen der Substanzen auf, was flir den praktischen Einsatz der
Chemotherapeutika von besonderer Bedeutung ist: Zytostatika besitzen meistens eine
lange Halbwertszeit; gerade bei Langzeit-Infusionen unterliegen die Substanzen einer
langfristigen Metabolisierung im Korper. Das heil3t, die Tumorzellen sind weitaus langer
einer geringen, nicht-apoptotischen Wirkstoff-Konzentration als einer hohen Plasma-
Peak-Konzentration ausgesetzt, wie sie kurze Zeit nach Applikationsbeginn gemessen
werden kann. Wenn die Tumorzellen bei Unterschreitung einer bestimmten
Konzentrationsschwelle zur Proliferation angeregt werden, bedeutet dies, eine
Reduzierung der Therapie-Effektivitat und birgt gleichzeitig ein nicht vorhersehbares

Risiko fur den weiteren Krankheitsverlauf.

Die Klassifizierung in vier Gruppen, wie sie bei der Untersuchung der TRAIL-
vermittelten Proliferation zum ersten Mal vorgenommen wurde (14), konnte fur die mit

Zytostatika gewonnenen Ergebnisse weitgehend beibehalten werden: Bei Apoptose-
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Induktion wurden die Zellen in Gruppe A, bei Proliferationsinduktion in Gruppe P, bei

keinem der beiden Effekte in Gruppe 0 und bei beiden Effekten in Gruppe AP eingeteilt.

In 5% der untersuchten Stimulationen trat der P- oder AP-Phanotyp auf: Zum P-
Phanotyp gehorten besonders Dexamethason auf MCF-7-Zellen, aber auch
Dexamethason und Prednisolon auf CALU-6-Zellen, Epirubicin auf A34-Zellen und der
MEK:-Inhibitor UO126 in Kelly-Zellen. Die Zellen waren durch eine komplette Resistenz
gegenuber der pro-apoptotischen Wirkung des jeweiligen Zytostatikums charakterisiert.
Zum AP-Phanotyp zahlten MCF-7-Zellen nach Epirubicin-Stimulation und CALU-6-
Zellen in Kombination mit Etoposid. Hier war besonders interessant, dass keine
Resistenz der Zellen vorlag, sondern je nach Zeitpunkt, Wirkstoff- Konzentration oder
Konstitution der Zelle der Apoptose- oder Proliferations-Signalweg vermehrt
eingeschlagen wurde. Der Prozentsatz der als ,proliferierend® eingestuften
Stimulationen kdnnte demnach noch hoher liegen, weil beim AP-Phanotyp je nach dem
Zeitpunkt der Messung bereits Apoptosevorgange dominieren, obwohl auch

Proliferation stattgefunden hat.

Auffallig war der hohe Prozentsatz von 28% der primaren Tumorzellproben, bei denen
mindestens ein Zytostatikum Proliferation der primaren leukdmischen Zellen induzieren
konnte. Dies war umso erstaunlicher, weil die primaren Zellen in vitro normalerweise
eine hohe Spontanapoptose aufwiesen und allgemein sehr empfindlich auf
Veranderungen der Kulturbedingungen reagierten. Vielleicht waren sie in dieser
sensitiven Phase aber auch besonders anfallig auf das Einwirken der Zytostatika, was
zu einer Umgehung der Apoptose-Signalwege und zur Proliferations-Induktion fihrte.
Zytostatika erhohten die Zellzahl der primaren Tumorzellen durch einen anti-
apoptotischen, tumorerhaltenden Effekt einerseits sowie durch eine direkte Anregung

der Zellproliferation andererseits.

Die auf Dexamethason getesteten Proben von primaren Leukamiezellen mussten zu
18% dem P-Phanotyp zugeordnet werden, was im Vergleich zu anderen Zytostatika
einen hohen Prozentsatz darstellt. Im Gegensatz zu soliden Tumoren wirkt
Dexamethason auf leukémische Zellen pro-apoptotisch (28). Somit konnte gezeigt
werden, dass sich die Dexamethason-Wirkung von pro-apoptotisch nach anti-
apoptotisch und pro-proliferativ umkehren kann.
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In der Literatur finden sich einzelne Berichte Uber Dexamethason-induzierte
Proliferation von Glioma-Zellen (37), Lungen-Adenocarcinomen (42) und Zellen des
Kaposi's Sarkoms (43). Bisher sind nur einige Falle von Dexamethason-induzierter
Proliferation beschrieben, die jedoch nicht weiter systematisch untersucht wurden (s.
Einleitung). In Sicht der Literatur und auf Grund der hier gefundenen Haufigkeiten kann
man festhalten, dass Glukokortikoide zu den Zytostatika gehdren, von denen am

haufigsten Proliferationsinduktion in Tumorzellen nachgewiesen wurde.

Die proliferationsfordernde Wirkung von Chemotherapeutika stellt einen vollig neuen
Aspekt bei der Beurteilung von Chemotherapien dar. Eine ausfihrliche Untersuchung
mit Tumor-Zelllinien unterschiedlicher Herkunft sowie primaren Zellen, wie sie in dieser
Arbeit vorliegt, wurde jedoch bisher noch nicht durchgefuhrt. Die Frage ist, warum
dieses Phanomen bisher nie systematisch untersucht wurde. Entweder war das
Interesse fur diese unerwlinschte Wirkung nicht hoch genug oder es lag an den

technischen Schwierigkeiten, Wachstumsvorgange in vitro prazise messen zu kénnen.

3 Apoptose-Resistenz im proximalen Signalweg als

Voraussetzung fur TRAIL-induzierte Proliferation

Der Todesligand TRAIL sowie die agonistisch wirkenden anti-DR4- oder anti-DR5-
Antikorper sind Gegenstand intensiver Forschung als neuartige Zytostatika, da sie in
einer Vielzahl von maligenen Tumorzellen Apoptose verursachen, ohne jedoch normale
Zellen zu schadigen (16,122). Hier wurde zum ersten Mal die Zelltod-protektive und
proliferationsfordernde Eigenschaft von TRAIL auf Tumorzellen beschrieben, die
Resistenz gegenuber TRAIL-induzierter Apoptose aufwiesen. Diese Funktion schien
unabhangig von der TRAIL-Zubereitung, da verschiedene Varianten des TRAIL-
Moleklls (z.B. monomeres und polymeres TRAIL) getestet wurden (13). Beide
Antikdrper (anti-DR4 und anti-DR5) vermochten die Zellproliferation anzuregen, obwohl
beide nur schwache Agonisten in Bezug auf die Apoptose-Induktion waren und sogar

die TRAIL-induzierte Apoptose verhinderten.

Die intrazellulare Signalkaskade von TRAIL beruht auf der Reaktion des aktivierten
TRAIL-Rezeptors mit dem Protein FADD (Fas-associated polypeptide with death
domain). Zusammen mit Caspase-8 (cysteine aspartyl-specific protease 8) erfolgt die

Ausbildung des sogenannten DISC (death-inducing signaling complex).
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Trail-induzierte Apoptose kann verhindert werden, indem statt Caspase-8 das Protein
FLIP (FLICE-inhibitory protein) an FADD bindet.

Aufgrund der verschiedenartigen TRAIL-Effekte wurde von unserer Arbeitsgruppe eine
Einteilung der Tumor-Zelllinien in vier Gruppen vorgenommen (14): TRAIL induzierte
Apoptose in der A-Gruppe, hatte keinen Effekt auf die Zellen in der 0-Gruppe, induzierte
Proliferation in der P-Gruppe und gleichzeitig Proliferation und Apoptose in der AP-

Gruppe.

Die beschriebenen Klassifizierungen wurden aufgrund von Messungen nach 24
Stunden bei einer Inkubation mit einer mittleren TRAIL-Konzentration vorgenommen. Es
konnte jedoch beobachtet werden, dass eine langere Inkubationszeit mit einer hoheren
TRAIL-Konzentration dazu fuhrte, dass alle Zellen der Gruppe AP und einige Zellen der
Gruppe 0 in die Apoptose-Gruppe (Gruppe A) ubergingen. Einen echten Zugewinn der

Zellanzahl zeigte nur die Gruppe P.

Das Auftreten der AP-Gruppe zeigte, dass durch Stimulation mit zytotoxischen
Substanzen sowohl der Apoptose- als auch der Proliferations-Signalweg aktiviert
werden konnten. Welcher Weg bevorzugt eingeschlagen wurde, hing von vielen
exogenen Faktoren und von der Funktionsfahigkeit der zellinternen Signalmolekule ab.
Daher wurde der Mechanismus der TRAIL-vermittelten Proliferation an transgenen
Zelllinien untersucht, die in verschiedenen Signalproteinen des TRAIL-induzierten
Apoptoseweges so verandert waren, dass sie ihre Sensitivitat fir TRAIL-induzierte
Apoptose verloren hatten. So zeigten alle getesteten Zelllinien ohne funktionsfahige
Caspase-8 TRAIL-vermittelte Proliferation. Auch der Verlust von funktionalem FADD
sowie die Bindung von FLIP (flice inhibitory protein) anstelle von Caspase-8 fuhrten zur

Blockade der TRAIL-induzierten Apoptose und somit zur Vermittlung von Proliferation.

Die verwendeten transgenen Zelllinien bewiesen, dass TRAIL nur dann Proliferation
vermitteln kann, wenn der proximale (rezeptor-nahe) Sinalweg der TRAIL-induzierten
Apoptose blockiert ist.
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4 Umwandlung der Zytostatika-vermittelten Proliferation in
Apoptose

In der klinischen Situation ist ein vorrangiges Ziel, Zytostatika-induzierte Proliferation zu
vermeiden. Eine mogliche Vorgangsweise zu diesem Ziel ist, bei partiell resistenten
Zytostatika eine Sensitivierung fur die Zelltodinduktion zu bewirken. In Kapitel 4 wurde
dies fur Epirubicin-induzierte Apoptose untersucht. Dazu wurden verschiedene

Inhibitoren oder Konditionen gewahlt, die flr Apoptose-Induktion sensitivieren kdnnen.

Als unspezifisches sensitivierendes Agens wurde Glucose-freies Medium verwendet,
das in Zytostatika-resistenten MCF-7-Zellen zytotoxisch wirkte, indem eine Hochre-
gulierung der MAPK stattfand (85). Glukose-freies Medium sensitivierte flr Epirubicin-

induzierte Apoptose.

Ein weiterer Ansatz war eine Blockade von Bcl-xL durch DCPE, welche die Sensitivitat
der MCF-7-Zellen gegenuber Epirubicin steigerte. Bcl-xL ist ein anti-apoptotisches
Molekul, das auf eine Vielzahl von Stimuli gebildet wird und daher eine wichtige Rolle
fur das Tumorwachstum und fur Resistenzentwicklungen spielt. In klinischen Studien
konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von Bcl-xL und dessen Analogons
Bcl-2 speziell in Mamma Carcinom-Zellen mit einer schlechten Therapieprognose flr
die Patienten verbunden war (75,76). Die Auswirkung der Bcl-xL-Inhibition in Zelllinien
wurde schon in der 90er Jahren fur mehrere Zytostatika beschrieben. Die Verwendung
des dominant negativen Inhibitors Bcl-Xs in MCF-7-Zellen erhdhte die Sensitivitat der
Zellen gegenuber Etoposid und Taxol, zwei wichtigen Substanzen der Mamma-CA-
Therapie (88).

Die unterschiedliche Lokalisation sowohl von Bcl-xL als auch von Bcl-2 in der Kernhlle
sowie in extranukledren Strukturen (Mitochondrien, endoplasmatisches Reticulum)
zeigt, dass die Substanzen in mehrere Apoptose-Signalwege hineinspielen. Fiebig et al.
untersuchten beide Mediatoren in Hinblick auf die Starke ihres anti-apoptotischen
Potentials und fanden heraus, dass Bcl-xL zehnmal wirksamer die Doxorubicin-
induzierte Apoptose inhibieren konnte als Bcl-2. Fur die hier beschriebenen
Untersuchungen mit Epirubicin als Doxorubicin-Analogon spielte also gerade die Bcl-xL-
Expression der Zelllinie eine grol’e Rolle. Dies kdnnte auch einen Einflul auf die

Epirubicin-induzierte Proliferation haben (86). Mhawi konnte durch spezielle
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elektronenmiskroskopische Untersuchungen zeigen, dass Bcl-xL direkt das Eindringen
von Doxorubicin in die Zellorganellen verzogerte, wodurch die apoptotische Wirkung

des Zytostatikums abgeschwacht wurde (87).

Wahrend dieser Effekt und das Ausmal} der Sensitivierung durch Bcl-xL-Blockade
wahrscheinlich erschien, erschien das Ergebnis der Sensitivierung durch p38-Blockade
Uberraschender. Die p38-Proteine sind Mitogen-aktivierte Protein-Kinasen (MAPK), die
eine Vielzahl an biologischen Effekten bei der Steuerung von Proliferationsprozessen
bewirken konnen (90, 91, 92). Der jeweilige Effekt hangt nicht nur von den Stimuli,
sondern auch vom Status der Zelle ab. Aktivierung von p38 flihrt in manchen Fallen zur
Apoptose-Steigerung, in anderen Fallen wirkt p38 anti-apoptotisch. Ahnlich kontroverse

Effekte werden in Bezug auf die Steuerung des Zellzyklus beschrieben (93, 94).

Mamma-CA-Zellen reagierten auf pro-inflammatorische Zytokine und zellularen Stress
mit einer p38-Aktivierung. Es wurde beschrieben, dass Uber eine anschlieRende NF-kB-
Erhéhung Resistenzen gegenltber Chemotherapeutika entstanden. Die Inhibierung von
p38 fuhrte in diesem Fall zu einer Steigerung bzw. Wiederherstellung der Sensitivitat

der Tumorzelle gegenluber dem Zytostatikum (80, 89, 90).

Im Jahr 2004 fanden Weldon et al. eine sensitivierende Wirkung fur TNF-a und TRAIL-
induzierte Apoptose durch Blockade des p38-Signalweges. Sie verwendeten hierzu den
biochemischen Inhibitor SB 203580 und die molekulare Inhibition mittels DI(dominant-
inhibitorische)-p38-Transfektion (91). Die Wirkung von Zytostatika bzw. speziell
Epirubicin auf die p38-MAPK-Kaskade wurde nur von Xiao et al. beschrieben, der die
Chemoresistenz von MCF-7 durch eine Aktivierung von p38 begrindete. In dieser
Arbeit wurden zwar keine Epirubicin-resistenten MCF-7 eingesetzt, jedoch flhrte die
Inhibition von p38 zu einer Steigerung der Sensitivitat gegentber Epirubicin. Das
Ausmald der Sensitivierung war mit einem Fractional Product von 0,1 jedoch geringer

als bei den Versuchen mit Bcl-xL-Inhibition (92).

Die sensitivierende Wirkung der Blockade des p38-MAPK-Signalweges durch den
Einsatz der Inhibitoren SB203580 und SB202190 wurde in den letzten Jahren immer
wieder beschrieben (123, 124).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Zytostatika-induzierte Proliferation immer
dann Uberwunden wurde, wenn es gelang, die Zellen fur Zytostatika-induzierte
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Apoptose zu re-sensitivieren. Unabhangig vom Signalweg, der die Sensitivierung

ermdglichte, wurde Proliferation durch Apoptose-Induktion aufgehoben.

5 Mechanismus und Inhibition der Zytostatika-induzierten

Proliferation

Es qgibt leider haufig Situationen, in denen Tumorzellen komplett resistent gegen
Zytostatika-induzierte Apoptose sind und die Medikamente auch nicht in der Lage sind,
das Tumorwachstum zu verhindern. Bei einer kompletten Resistenz und beispielsweise
dem Fehlen eines wichtigen Signalmolekils im Apoptose-Signalweg ist keine
Sensitivierung fur Apoptose mdglich. Trotzdem sollte auch hier eine Proliferations-
Induktion durch Zytostatika in Tumorzellen zum Wohle des Tumorpatienten verhindert
werden. In einem weiteren Ansatz wurde versucht, die Signalwege zu identifizieren und

zu inhibieren, die Zytostatika fir die Induktion von Uberleben und Wachstum aktivieren.

Zur Inhibition der Zytostatika-vermittelten Proliferation wurden in erster Linie Inhibitoren
des Transkriptionsfaktors NF-kB sowie der Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen (MAPK)
getestet (Tabelle 11). Signalwege der MAPK (Mitogen-aktivierte Protein-Kinasen) sind
an der Regulation verschiedenster Zellvorgange wie Genexpression, Mitose,
Zelldifferenzierung, aber auch Proliferation und Apoptose beteiligt. Fir Saugetierzellen
werden je nach Aktivierungsmodus mehrere MAPK unterschieden: ERK1 und ERK2

werden als Antwort auf Wachstumsfaktoren aktiviert.

Es existieren drei verschiedene JNK, deren Signalkaskade nach zellularem Stress
(ionisierende Strahlung, Zytokin-Einwirkung) in Gang gesetzt wird. Gleiches gilt fur die
drei Isoformen der p38-MAPK.

Die a-Isoform der p38-MAPK stimmt zu 50% mit ERK2 Uberein. Die Aktivitat der p38-
MAPK ist essentiell fur die Steuerung einer normalen Immun- und Entzindungs-
Antwort; u.a. kénnen hierdurch Transkriptionsfaktoren wie NF-kB und p53 aktiviert

werden.

Fir Mamma-Carcinom-Zelllinien ist ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung von
ERK und p38 sowie gesteigerter Proliferation bzw. Resistenz gegenuber
wachstumshemmenden Signalen beschrieben worden. Auch zeigten Proben von
Mamma-Carcinom-Patientinnen zu 20% eine phosphorylierte und damit aktive Form

von p38.
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Im Mausmodell konnte ebenfalls eine proliferationsférdernde Wirkung auf Tumorzellen
(u.a. Mamma-CA-Zelllinien) durch die p38 MAPK gezeigt werden bzw. eine
Proliferationshemmung durch p38-Inhibierung (125).

Andererseits ist p38 ebenfalls an Prozessen beteiligt, die der oben genannten
proliferationsfordernden  Wirkung  widersprechen, wie z.B. Apoptose oder

Wachstumesstillstand.

Ferner sind ERK3/4/5 beschrieben, auf die in diesem Zusammenhang jedoch nicht

naher eingegangen werden soll (93, 81, 94).

Die Cystein-Proteinase Caspase-3 ist in den meisten Geweben Bestandteil des
Apoptose-Signalwegs und wird durch Caspase-8 aktiviert. Da MCF-7-Zellen keine
Caspase-3 exprimierten, war der Einsatz einer Caspase-3-tberexprimierenden MCF- 7-
Zellinie interessant. Somit konnte die normal ablaufende Apoptose-Signalkaskade
nachgestellt werden. Friedrich et al. beschrieben eine Sensitivitats-Steigerung von
Caspase-3-transfizierten MCF-7 gegentber 17 uM Epirubicin nach 72 Stunden (95, 96).

Zwischen dem entsprechenden Stimulus und der Aktivierung der MAPK liefen in der
Signalkaskade zwei weitere Aktivierungen infolge Phosphorylierung ab, bevor es zur
direkten MAPK-Aktivierung und somit zur biologischen Antwort kam. Eine wichtige
Vorstufe der MAPK war hierbei MEK, die zur Phosphorylierung von ERK fihrte. Der in
Zellkulturen verwendete MEK-Inhibitor UO126 ist ein nichtkompetitiver Inhibitor der
MEK1/2/5.

Die Epirubicin-induzierte Proliferation konnte im Kurzzeitversuch durch die Inhibition der
p38-MAPK vollstandig verhindert werden (Abbildung 33). Epirubicin flhrte zu einer
allgemeinen Phosphorylierung und Aktivierung von Kinasen in MCF-7 (Abbildung 37).
Die Funktion der p38-MAPK ist essentiell fir Immun- und Entzindungs-Antworten,
reguliert die Zytokin-Produktion und kann zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie
NF-kB und p53 flhren. Durch p38-Aktivierung kdnnen sowohl Apoptose- Vorgange als
gegenteilige Effekte wie Proliferation und Resistenzerscheinungen begriindet werden.

Eine p38-Uberexpression wird bei invasiven Mamma-Carcinomen beobachtet. Durch
Transfektion von MCF-7-Zellen mit siRNA konnten Doganer et al. die Zellproliferation
inhibieren (126). In in-vitro-Versuchen mit MCF-7-Zellen wurde flr einige neuartige
potentielle Anti-Tumor-Wirkstoffe eine Apoptose-Induktion Uber den Erk/p38-Signalweg
beschrieben (97).
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Speziell fiur Mamma-Carcinom-Zelllinien ist ein Zusammenhang zwischen der
Aktivierung von ERK und p38 sowie gesteigerter Proliferation bzw. Resistenz
gegenuber wachstumshemmenden Signalen beschrieben (93). Xiao et al. haben das
Resistenzverhalten von MCF-7-Zellen gegenuber Epirubicin untersucht und
herausgefunden, dass Uber Aktivierung des p38-MAPK-Signalweges eine
Uberexpression von EGR-1 (early growth response gene 1) stattfand. Dadurch wurde

uber eine Erhdhung des P-Glycoprotein-Gehalts die Resistenz vermittelt (92).

Die Dexamethason-induzierte Proliferation konnte ebenfalls im Kurzzeitversuch durch
die Inhibition der p38-MAPK vollstandig verhindert werden (Abbildung 34). Im Western
Blot wurde die Aktivierung der p-38-MAPK bzw. von Hsp 27, einem Bestandteil der p38-
Signalkaskade, nachgewiesen. Inhibierung der p38-MAPK fuhrte zur deutlichen
Reduzierung von phosphoryliertem Hsp 27 (Abbildung 38 und Abbildung 39).
Glucocorticoide Uben auf leukamische Zellen einen pro-apoptotischen Effekt aus und
werden deshalb als direktes Zytostatikum eingesetzt, wahrend sie bei soliden Tumoren
als adjuvante Medikation zur Abschwachung von unerwunschten Wirkungen der
eigentlichen Zytostatika auf dem Therapieprotokoll stehen (29). Die Wirkung von
Glucocorticoiden wird Uber den Glucocorticoid-Rezeptor (GR) gesteuert, der an
veschiedene zellulare Signaltransduktionssysteme gekoppelt ist. Die MAPK-
Superfamilie der Serin/Threonin-Kinasen (Erk, p38, JNK, Erk5) gilt als wichtiges
Bindungsglied zur GR-Aktivierungskaskade. He et al. konnten nachweisen, dass
Dexamethason auf Cem-Zellen, einer leukamischen Zelllinie, eine p38- Aktivierung
bewirkt, wodurch die Expression des GR-Proteins hochreguliert und dessen
Translokation in den Nukleus verstarkt wurde. In Cem-Zellen fuhrte dies zu einer
gesteigerten apoptotischen Wirkung von Dexamethason. Wurde die Wirkung von p38
durch einen Inhibitor geblockt, ging die Apoptoseinduktion durch Dexamethason zurtick
(98).

Far Zelllinien von soliden Tumoren wie z.B. MCF-7 wurde zwar Kkeine
Apoptoseinduktion durch Dexamethason beschrieben, jedoch war in dieser Arbeit eine
Aktivierung der p38-MAPK feststellbar, die Uber eine Aktivierung des Glucocorticoid-
Rezeptors zur Proliferation fihren kdnnte.

In humanen Glioma-Zellinien konnte bei einem Viertel der eingesetzten Zelllinien
Proliferation durch Dexamethason gemessen werden. Die Wirkung basierte auf einer

Hochregulierung der Glucocorticoid-Rezeptoren. EI Wadei et al. fanden als
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Mechanismus fur die Proliferation von Atemwegs-Epithelzelllinien unter anderem eine
Erhdhung der phosphorylierten Kinase Erk1/2. Dies stimmt nicht mit unseren
Untersuchungen an MCF-7-Zellen Uberein, da der Einsatz von Erk-Inhibitoren nicht zu
einer Reduzierung der Dexamethason-induzierten Proliferation fihrte. Die Beteiligung
der p38-MAPK-Signalkaskade stellt daher einen véllig neuen Erklarungsansatz dar (39,
40, 42).

Die Dexamethason-induzierte Proliferation konnte in vitro durch p38-MAPK-Inhibierung
aufgehalten werden. Substanzen zur p38-MAPK-Blockade befinden sich in einer frihen
klinischen Testphase (NCT00493818, NCT00419809, GlaxoSmithKline Clinical Trials).
Die zuklnftige Kombination von Dexamethason mit einem solchem Inhibitor in der

Chemotherapie ware demnach denkbar.

Unsere Daten legen nahe, dass Epirubicin-induzierte Proliferationsvorgange uber
p38MAPK vermittelt werden. Zur mechanistischen Klarung dieser Frage ware es in
zukUnftigen Arbeiten interessant, den p38MAPK Signalweg noch molekular zu

inhibieren, beispielsweise durch Uberexpression einer inaktiven Mutante von p38MAPK.

Zusammengenommen stellt das hier bearbeitete Thema der Zytostatika-induzierten
Proliferation auf Tumorzellen ein bisher wenig bearbeitetes, klinisch hochrelevantes
Thema dar, das laut den hier neu erhobenen Daten ein haufiges Phanomen, vor allem
auch in primaren Tumorzellen von Patienten darstellt. Neben der bereits in sehr vielen
wissenschaftlichen Studien untersuchten Re-Sensitivierung resistenter Tumorzellen fur
die Therapie kann man dem unerwunschten Effekt der Zytostatika auf die Tumorzellen,
der Induktion von Proliferation, entgegenwirken, indem Proliferationswege in den
Tumorzellen, wie beispielsweise die p38-MAPK-Signalkaskade, gezielt in Tumorzellen
inhibiert werden. Weitere Studien sind notwendig, um zu zeigen, wie Patienten mit
Therapie-resistenten Tumoren am effektivsten vor der unerwunschten Wirkung von

Zytostatika, der Induktion von Tumor-Proliferation, geschitzt werden kénnen.
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Chemotherapie mit Zytostatika ist essentieller Bestandteil der Behandlung fast aller
maligner Tumore und wird mit dem Ziel gegeben, den Tumor oder zumindest das
Tumorwachstum zu reduzieren. TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) ist ein
Mitglied der TNF-Familie und gilt als potentielles neues Zytostatikum, weil es Apoptose,

den programmierten Zelltod, in Tumorzellen induziert.

Vorarbeiten unserer Gruppe zeigten, dass TRAIL neben der Zelltodinduktion auch die
gegenteilige Wirkung, namlich Proliferation von Tumorzellen auslost, was bei der
Therapie von Tumorpatienten im hochsten MalRe unerwinscht ist. Diese Studien
veranlassten zu untersuchen, ob auch konventionelle Zytostatika beide gegenteiligen

Wirkungen, Zelltod und Proliferation, auslésen kdénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine haufige proliferationsférdernde Wirkung von
Zytostatika nachgewiesen; diese wurde systematisch untersucht und zugrunde liegende

Signalwegmechanismen aufgedeckt.

Ein Zytostatika-Screening mit 19 Zytostatika auf 21 Tumorzelllinien zeigte in 5% der
Stimulationen Zytostatika-induzierte Proliferation. Dabei regen besonders niedrige
Konzentrationen von Zytostatika Proliferation an, selbst wenn hohe Konzentrationen
das Wachstum noch einschranken. In Untersuchungen an 74 primaren Proben von
Kindern mit akuter Leukamie induzierten Zytostatika sogar mit einer Haufigkeit von
28,4% unerwlnschte, Tumor-erhaltende Effekte. Insgesamt fihren Zytostatika also

haufig zur ungewunschten Proliferation von Tumorzellen.

Um die Signalubermittlung der Zytostatika-induzierten Proliferation zu charakterisieren,
wurden das Glucocorticoid Dexamethason und das Anthracyclin Epirubicin auf MCF-7-
Zellen genauer untersucht. Zytostatika-induzierte Proliferation war mit einer Steigerung
der mitochondrialen Aktivitat sowie einer Vermehrung der Zellen in der S-Phase des
Zellzyklus assoziiert. Es kam zu einer Aktivierung von p38MAPK, so dass die Inhibition
der p38MAPK- Aktivierung zur signifikanten Einschrankung der pro-proliferativen
Aktivitat von Dexamethason und Epirubicin fuhrte. Die hier gezeigten mechanistischen
Untersuchungen identifizierten den klassischen Proliferations-Signalweg unter
Beteiligung von p38MAPK als Vermittler proproliferativer Signale, die Zytostatika in

Tumorzellen auslosen.
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Der Mechanismus der TRAIL-vermittelten Proliferation wurde an transgenen
Tumorzellen untersucht, die in verschiedenen Signalproteinen des TRAIL-induzierten
Apoptose Signalwegs molekular so verandert waren, dass sie ihre Sensitivitat fur
TRAIL-induzierte Apoptose verloren hatten. Diese Zellinien zeigten, dass TRAIL dann
Proliferation vermittelt, wenn der Rezeptor-nahe Signalweg der TRAIL-induzierten

Apoptose blockiert ist, beispielsweise durch Verlust von funktionalem FADD.

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte, haufige Tumor-erhaltende oder sogar Tumor-
fordernde Wirkung von Zytostatika ist in der Behandlung von Tumorpatienten in
héchsten MalRen unerwinscht. Die Ergebnisse legen nahe, in klinischen Studien zu
ermitteln, welche zusatzlichen Behandlungsmalen Patienten am effektivsten vor

Zytostatika-induzierter Proliferation schitzen.

124



V Zusammenfassung

Summary

Chemotherapy with cytostatic substances is an essentiel component of the treatment of
almost all malign tumours and is applied with the aim to reduce the tumour or at least
the growth of the tumour. TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) as a member
of the TNF family is potential new cytostatic because of its ability to induce apoptosis in

tumour cells.

Recent studies of our group showed that TRAIL beside from cell death induction also
activated tumour cell proliferation as an opposite effect which is of course indesirable in
the treatment of cancer patients. These studies led us feel obliged to investigate if
conventional cytostatics also could induce both effects, cell death as well as

proliferation.

In this study a frequent proliferation triggering effect of cytostatic substances was
proved, systematically investigated and the mechanisms of signalling pathways were

uncovered.

A screening with 19 cytostatics on 21 tumour cell lines showed in 5% of the stimulation
experiments proliferation effects which werde induced by cytostatics. In particular low
concentrations of cytostatics caused proliferation even when high concentrations did
reduce the cell growth. In studies on 74 primary cell samples from children with acute
leukaemia cytostatics induced unwanted tumour protecting effects in even 28,4%. All in

all cytostatic substances frequently induce proliferation of tumour cells.

To characterize the signalling pathways of the cytostatics-induced proliferation
dexamethasone as a glucocorticoid and epirubicine as an anthracycline were
investigated on MCF-7-cells. Proliferation caused by cytostatics were associated by an
increase of mitochondrial activity as well as an increase of the cells remaining in s-
phase of the cell cycle. It happened an activation of p38MAPK so that the inhibition of
p38MAPK activation resulted in a significant reduction of the pro-proliferative activity of
dexamethasone and epirubicine. Our studies on signalling pathways identified the
classical proliferation-pathway with participation of p38MAPK as a mediator of pro-

proliferative signals caused in tumour cells by cytostatic substances.

The mechanism of TRAIL-induced proliferation was investigated on transgenious

tumour cells which were modified in the expression of different signalling proteins of the

125



V Zusammenfassung

TRAIL-induced apoptosis pathway so that they lost their sensitivity for TRAIL-induced
apoptosis. These cell lines showed that TRAIL induces proliferation effects when the

proximal signalling pathway is blocked, for example by loosing functional FADD.

The frequent tumour protecting or even tumour promoting effect of cytostatic
substances showed in this study is greatly unwanted in the treatment of cancer patients.
The results suggest to establish in clinical studies possibly additional treatments which

are most effective to protect patients from cytostatics-induced proliferation.
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X Anhang

X Anhang

1 Ergebnisse der getesteten Kombinationen

ATP |conce- WST-1
cell line carcinoma drug survival | test |test cellscreen test proliferation | no | yes | ?
JURKAT Dexa-R | T cell dexamethasone neg no
CEM Dexa-R T cell dexamethasone neg no
CEM Ara-C-R T cell cytosine arabinoside neg neg pos no
JURKAT Ara-C-R | T cell cytosine arabinoside neg neg neg no
JURKAT MTX-R | T cell methotrexate neg no
CEM Doxo-R T cell doxorubicine neg no
JURKAT Cyclo-R |T cell cyclophosphamide neg no
CEM Cyclo-R T cell cyclophosphamide neg no
JURKAT 6-TG-R | T cell 6-thioguanine neg no
CEM 6-TG-R T cell 6-thioguanine neg no
n=1, only at low dexa-
CEM TR-R T cell dexamethasone pos unsure conc.!!
10 1
CADO Ewing sarcoma | ara-c neg neg no
CADO Ewing sarcoma | asparaginase neg pos | neg no
CADO Ewing sarcoma | cisplatin neg no
CADO Ewing sarcoma | cyclophosphamide | neg neg no
CADO Ewing sarcoma | dacarbazin n.t.
CADO Ewing sarcoma | dexamethasone pos pos |neg neg no
CADO Ewing sarcoma | doxorubicine neg pos neg neg no
CADO Ewing sarcoma | epirubicine neg neg no
CADO Ewing sarcoma | etoposide neg neg neg neg no
CADO Ewing sarcoma | 5-fluorouracil pos neg no
CADO Ewing sarcoma | IFN gamma n.t.
CADO Ewing sarcoma | melphalane n.t.
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X Anhang

not tested in
CADO Ewing sarcoma | methotrexate neg pos unsure cellscreen
CADO Ewing sarcoma | prednisolone neg pos | pos neg no
CADO Ewing sarcoma | 6-thioguanine neg neg no
CADO Ewing sarcoma | topotecan n.t.
CADO Ewing sarcoma | vincristine neg neg no

12

MCF-7 breast ara-c pos neg neg no
MCE-7 breast asparaginase neg no
MCEF-7 breast cisplatin pos pos | pos neg no
MCF-7 breast cyclophosphamide | neg pos neg neg no
MCEF-7 breast dacarbazin n.t.
MCF-7 breast dexamethasone pos pos pos neg yes
MCE-7 breast doxorubicine neg neg no
MCEF-7 breast epirubicine neg pos | pos pos neg yes

only 1 cellscreen
MCEF-7 breast etoposide pos pos | pos neg unsure experiment 2004
MCF-7 breast 5-fluorouracil neg neg neg no
MCF-7 breast IFN gamma pos neg neg no
MCF-7 breast melphalane n.t.
MCE-7 breast methotrexate neg neg neg no
MCF-7 breast prednisolone neg pos | pos neg no
MCF-7 breast 6-thioguanine neg neg no
MCF-7 breast tamoxifen pos pos neg unsure
MCF-7 breast topotecan n.t.
MCE-7 breast vincristine neg neg neg no
MCF-7 breast U126 pos yes

11

KELLY neuroblastoma |ara-c neg neg no
KELLY neuroblastoma | asparaginase neg neg no
KELLY neuroblastoma | cisplatin neg neg no
KELLY neuroblastoma | cyclophosphamide |neg neg neg no

not tested in
KELLY neuroblastoma | dacarbazin neg pos | neg unsure cellscreen!!
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X Anhang

KELLY neuroblastoma | dexamethasone neg neg pos neg no

KELLY neuroblastoma | doxorubicine neg neg no

KELLY neuroblastoma | epirubicine neg neg neg no

KELLY neuroblastoma | etoposide neg neg neg neg no

KELLY neuroblastoma | 5-fluorouracil neg neg no

KELLY neuroblastoma | IFN gamma neg neg no

KELLY neuroblastoma | melphalane neg no

KELLY neuroblastoma | methotrexate neg no

KELLY neuroblastoma | prednisolone neg neg no

KELLY neuroblastoma | 6-thioguanine neg neg no

KELLY neuroblastoma | topotecan neg neg no

KELLY neuroblastoma | vincristine neg neg no

KELLY neuroblastoma | UO126 pos yes

16

SHEP FADD neuroblastoma |ara-c neg neg no

SHEP FADD neuroblastoma | asparaginase neg neg no

SHEP FADD neuroblastoma | cisplatin neg neg no

SHEP FADD neuroblastoma | cyclophosphamide |neg neg neg no

SHEP FADD neuroblastoma | dacarbazin neg pos | neg no

SHEP FADD neuroblastoma | dexamethasone pos neg no

SHEP FADD neuroblastoma | doxorubicine neg neg neg no

SHEP FADD neuroblastoma | epirubicine neg neg no

SHEP FADD neuroblastoma | etoposide neg neg no

SHEP FADD neuroblastoma | 5-fluorouracil neg neg no

SHEP FADD neuroblastoma |IFN gamma neg pos | neg no

SHEP FADD neuroblastoma | melphalane neg neg no

SHEP FADD neuroblastoma | methotrexate neg neg no

SHEP FADD neuroblastoma | prednisolone neg pos neg no

SHEP FADD neuroblastoma | 6-thioguanine neg neg no

SHEP FADD neuroblastoma | topotecan neg neg no

not tested in
cellscreen!! cells not
SHEP FADD neuroblastoma | vincristine pos pos unsure available
16
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X Anhang

HELA cervix ara-c neg neg no
HELA cervix asparaginase neg neg no
HELA cervix cisplatin neg neg no
HELA cervix cyclophosphamide | neg neg no
HELA cervix dacarbazin neg neg no
HELA cervix dexamethasone pos neg no
HELA cervix doxorubicine neg neg no
HELA cervix epirubicine neg neg no
HELA cervix etoposide neg neg no
HELA cervix 5-fluorouracil neg neg no
HELA cervix IFN gamma neg neg no
HELA cervix melphalane neg no
HELA cervix methotrexate neg neg no
HELA cervix prednisolone neg neg no
HELA cervix 6-thioguanine neg neg no
HELA cervix topotecan neg neg no
HELA cervix vincristine neg neg no
17
HT 29 colon ara-c neg neg no
HT 29 colon asparaginase neg neg no
HT 29 colon cisplatin neg neg neg no
HT 29 colon cyclophosphamide | neg neg neg no
HT 29 colon dacarbazin neg neg pos no
HT 29 colon dexamethasone neg neg pos no
HT 29 colon doxorubicine neg neg no
HT 29 colon epirubicine neg no
HT 29 colon etoposide neg neg neg no
HT 29 colon 5-fluorouracil neg neg no
HT 29 colon IFN gamma neg neg no
HT 29 colon melphalane neg neg no
HT 29 colon methotrexate neg neg no
HT 29 colon prednisolone neg neg no
HT 29 colon 6-thioguanine neg neg no
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X Anhang

HT 29 colon topotecan neg no
HT 29 colon vincristine neg neg no
17
U373 glioblastoma ara-c neg neg neg no
U373 glioblastoma asparaginase neg neg no
U373 glioblastoma cisplatin neg neg neg no
U373 glioblastoma cyclophosphamide | neg neg neg no
U373 glioblastoma dacarbazin neg neg neg no
U373 glioblastoma dexamethasone neg neg neg no
U373 glioblastoma doxorubicine neg neg neg no
U373 glioblastoma epirubicine neg neg neg no
U373 glioblastoma etoposide neg neg neg no
U373 glioblastoma 5-fluorouracil neg neg neg no
U373 glioblastoma IFN gamma neg neg neg no
U373 glioblastoma melphalane neg neg neg no
U373 glioblastoma methotrexate neg no
U373 glioblastoma prednisolone neg neg neg no
U373 glioblastoma 6-thioguanine neg neg neg no
U373 glioblastoma topotecan neg no
U373 glioblastoma vincristine neg neg neg no
17
CALU-6 lung ara-c neg no
CALU-6 lung asparaginase neg no
CALU-6 lung cisplatin neg no
CALU-6 lung cyclophosphamide neg no
CALU-6 lung dacarbazin neg no
CALU-6 lung dexamethasone pos yes
CALU-6 lung doxorubicine neg no
CALU-6 lung epirubicine neg no
CALU-6 lung etoposide pos yes
CALU-6 lung 5-fluorouracil neg no
CALU-6 lung IFN gamma n.t.
CALU-6 lung melphalane n.t.
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X Anhang

CALU-6 lung methotrexate n.t.
CALU-6 lung prednisolone pos yes
CALU-6 lung 6-thioguanine neg no
CALU-6 lung topotecan neg no
CALU-6 lung vincristine neg no
11 3
MDA-MB breast ara-c neg no
MDA-MB breast asparaginase n.t.
MDA-MB breast cisplatin neg no
MDA-MB breast cyclophosphamide neg no
MDA-MB breast dacarbazin n.t.
MDA-MB breast dexamethasone neg no
MDA-MB breast doxorubicine neg no
MDA-MB breast epirubicine neg no
MDA-MB breast etoposide neg no
MDA-MB breast 5-fluorouracil pos unsure
MDA-MB breast IFN gamma n.t.
MDA-MB breast melphalane n.t.
MDA-MB breast methotrexate neg no
MDA-MB breast prednisolone neg no
MDA-MB breast 6-thioguanine n.t.
MDA-MB breast tamoxifen neg no
MDA-MB breast topotecan n.t.
MDA-MB breast vincristine n.t.
10 1
A34 renal doxorubicine pos neg no
A34 renal epirubicine pos yes 1 1
138 8| 7
153 combinations
tests: 112 99 40 52 19 tested
5,2% proliferation
pos.: 10 16 8 15 0 effect
21 cell lines tested
% pos. 89| 16,2 20 28,8 0
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2 Zusammenstellung der positiv getesteten Kombinationen

ATP |conce- WST-1
cell line carcinoma drug drug conc. survival | test |test cellscreen test proliferation | no
CEM Ara- cytosine
C-R T cell arabinoside 0,2 uM neg neg pos no
n=1, only at low dexa-
CEM TR-R | T cell dexamethasone 10° M pos unsure conc.!!
2
CADO Ewing sarcoma | asparaginase 0,1 U/ml neg pos |neg no
CADO Ewing sarcoma | dexamethasone 10° M pos pos |neg neg no
CADO Ewing sarcoma | doxorubicine 10 ng/ml neg pos |neg neg no
CADO Ewing sarcoma | 5-fluorouracil 10 uM neg pos | neg neg no
CADO Ewing sarcoma | methotrexate 0,01 uM neg pos unsure not tested in cellscreen
CADO Ewing sarcoma | prednisolone 10°M neg pos |pos neg no
6
MCF-7 breast ara-c 1 uM pos neg neg no
MCF-7 breast cisplatin 33 uM pos pos [pos neg no
MCF-7 breast cyclophosphamide 0,1;10 pl}a/l neg pos neg neg no
107 -10
MCF-7 breast dexamethasone M pos pos pos neg yes
MCF-7 breast epirubicine 0,17 nM neg pos |pos pos neg yes
only 1 cellscreen
MCEF-7 breast etoposide 500 uM pos pos |pos neg unsure experiment 2004
MCF-7 breast IFN gamma 1 U/ml pos neg neg no
MCF-7 breast prednisolone 10° M neg pos |[pos neg no
MCF-7 breast tamoxifen 0,1 uM pos pos neg unsure
MCF-7 breast U0126 1-10 uM pos yes
10
KELLY neuroblastoma | dacarbazin 2,7 uM neg pos |neg unsure not tested in cellscreen!!
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10%M

KELLY neuroblastoma | dexamethasone neg neg pos neg no
KELLY neuroblastoma | UO126 3 uM pos yes
3
SHEP
FADD neuroblastoma | dacarbazin 2,7-27 yM | neg pos |neg no
SHEP
FADD neuroblastoma | dexamethasone 10° M pos neg no
SHEP
FADD neuroblastoma | IFN gamma 1000 U/ml | neg pos |neg no
SHEP
FADD neuroblastoma | prednisolone 10" M neg pos |neg no
SHEP not tested in cellscreen!!
FADD neuroblastoma | vincristine 1,08 nM pos pos unsure cells not available
6
HELA cervix dexamethasone 10° M pos neg no
1
HT 29 colon dacarbazin 27 uM neg neg |pos no n=1, proliferation at day 3
HT 29 colon dexamethasone 10*M neg neg pos no n=1, proliferation at day 3
2
10%-10°
CALU-6 lung dexamethasone M pos yes
CALU-6 lung etoposide 1-100 uyM pos yes
10%-10°
CALU-6 lung prednisolone M pos yes
3
MDA-MB breast 5-fluorouracil 10-100 uM pos unsure
1
0,1-0,001
A34 renal doxorubicine uM pos neg no
107 -107
A34 renal epirubicine ug/mi pos yes
2
von 153 Kombis mit
10 16 8 14 26 | mind. einem pos. Test
entspricht 24%
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