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1 EINLEITUNG

1.1 Melanom

Das maligne Melanom ist ein bdsartiger Tumor, der vom melanozytiren Zellsystem
ausgeht. Melanome manifestieren sich iiberwiegend an der Haut, wobei beim Mann der
Rumpf und bei der Frau die untere Extremitit besonders héaufig betroffen sind. 5- 10%
aller Melanome treten in erblich belasteten Familien auf (1). Als exogene Einflussgrof3e
fiir die Entstehung eines Melanoms spielt eine intermittierende intensive UV-

Exposition, insbesondere schwere Sonnenbréinde in der Jugend, eine zentrale Rolle (2).

In den letzten Jahrzehnten ist die Inzidenz des Melanoms gerade in hellhdutigen Bevdl-
kerungsgruppen dramatisch gestiegen. Wihrend sich die Melanominzidenz in Siid-
deutschland von 1976 bis 2003 etwa verdreifachte, konnte im gleichen Zeitraum eine
Abnahme der Mortalitit beobachtet werden (3). Diese Divergenz ist dadurch zu erkli-
ren, dass derzeit 90% aller malignen Melanome als Primédrtumor ohne erkennbare Me-
tastasierung diagnostiziert werden. In diesem Stadium der Erkrankung betrédgt die tu-
morspezifische 10-Jahres-Uberlebenwahrscheinlichkeit im Gesamtkollektiv ca. 75-
80%. Im Verhiltnis zur Tumormasse zeigt das Melanon jedoch eine frithe Tendenz zur
Metastasierung. Fiir Patienten mit regiondren Metastasen wird die 10-Jahres-
Uberlebensrate mit 20-50% angegeben, liegen bereits Fernmetastasen vor ist die Prog-
nose zumeist infaust. Insgesamt ist das maligne Melanom fiir etwa 90% der Mortalitét

an Hautkrebs verantwortlich (1).

Die Therapie des primdren Melanoms besteht in der Exzision des Primirtumors mit
ausreichendem Sicherheitsabstand, zusitzlich wird eine Entfernung des Wachterlymph-
knotens empfohlen. Postoperativ sollte allen Patienten mit erh6htem Metastasierungsri-
siko eine adjuvante Immuntherapie mit Interferon a angeboten werden (1).

Eine systemische Behandlung mit Zytostatika ist erst bei inoperablen Rezidivtumoren,
inoperablen regiondren Metastasen und Fernmetastasen indiziert. Gerade im Stadium
der Fernmetastasierung ist die Prognose bei einer medianen Uberlebenszeit von 6 - 9
Monaten infaust, so dass eine Chemotherapie liberwiegend unter palliativen Gesichts-
punkten erfolgt. Hauptziel der Therapie ist dann nicht so sehr die Verlingerung des U-
berlebens sondern die der beschwerdefreien Zeit sowie die Erhaltung der Lebensquali-

tat.



1.2 Neue Strategien in der palliativen Tumortherapie

Die Therapie des fortgeschrittenen Melanoms stellt nach wie vor eine groe Herausfor-
derung in der Dermatoonkologie dar. Eine zytostatische Chemotherapie liefert bei der
Behandlung fortgeschrittener Tumorerkrankungen oft nur unbefriedigende Ergebnisse.
Ziel der konventionellen Chemotherapie ist es, durch Induktion von DNA-Schiden oder
Inhibition des Zellstoffwechsels moglichst viele Tumorzellen zu eliminieren. Che-
motherapeutika werden dazu in der hochstmoglichen Dosierung (,,maximal tolerated
dose*) eingesetzt. Dadurch dass dabei unspezifisch alle Zellen mit hoher Proliferations-
rate geschidigt werden, ist diese Behandlung mit erheblichen akuten Nebenwirkungen
wie Knochenmarksuppression und Schadigung der gastrointestinalen Schleimhaut ver-
bunden. Um eine Regeneration dieser Zellen zu ermoglichen, miissen zwischen den
Therapiezyklen mehrwdchige Pausen eingelegt werden. Problematisch ist dabei, dass
dadurch gleichzeitig auch den Tumorzellen und deren versorgenden GefdBen Zeit zur
Regeneration gegeben wird. Die initiale Ansprechrate von Melanomen auf eine Hoch-
dosis-Chemotherapie ist zwar in Einzelfdllen recht beeindruckend, jedoch in der Mehr-
zahl der Félle nicht von Dauer. Aufgrund ihrer genetischen Instabilitit sind die Tumo-
ren zudem in der Lage, chemoresistente Zellklone zu entwickeln, die durch weitere The-
rapiezyklen nicht mehr erreicht werden kdnnen und zu einem raschen Progress der Er-
krankung fiihren. Aggressivere Schemata mit Kombination mehrerer toxischer Substan-
zen, einer Potenzierung moglicher Nebenwirkungen und einer Verschlechterung der
Lebensqualitit fithren zu einer leichten Steigerung der Ansprechrate, nicht aber des
Uberlebens. Daher riihrt die Suche nach neuen Therapiestrategien mit nicht-toxischen
Biomodulatoren, die in der palliativen Onkologie eine Alternative zur konventionellen

Chemotherapie darstellen konnten.

Interessanterweise besitzen einige primér nicht-onkologisch indizierte, nicht zytotoxi-
sche Medikamente antitumorale Eigenschaften. In dieser Arbeit sollte dies daher am
Beispiel antineoplastischer Effekte von mTOR Antagonisten (Rapamycin), COX 2 In-
hibitoren (Coxibe) und PPARy Agonisten (Glitazone) am Beispiel des malignen Mela-
noms und des Angiosarkoms genauer untersucht werden.

Der mTOR Antagonist Rapamycin ist ein Immunsuppressivum, das in der Transplanta-
tionsmedizin eingesetzt wird um AbstoBungsreaktionen zu verhindern. Wahrend der
priklinischen Evaluation konnten zusétzlich antitumorale Effekte beobachtet werden

(4). In einem Komplex mit seinem Immunophilin FKBP 12 inhibiert Rapamycin die



Aktivitdt des mammalian target of Rapamycin (mTOR), einer atypischen Serin-
Threonin-Kinase, die in der Regulation von Proliferation, Differenzierung, Migration
und Uberleben der Zelle eine zentrale Rolle spielt. Eine Hemmung der mTOR Funktion
fiihrt zu Inhibition des Zellwachstums, Zellzyklusarrest und Reduktion der Proteinsyn-
these (5).

Celecoxib gehort zur Gruppe der nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) und hemmt
selektiv die Aktivitit der Cyclooxygenase 2. Aufgrund seiner analgetischen und antiph-
logistischen Wirkung wird Celecoxib klinisch zur Behandlung der rheumatoiden Arthri-
tis und degenerativer Gelenkerkrankungen verwendet (6) .COX 1 und COX 2 sind Iso-
formen der Cyclooxygenase, einem Enzym, das die Umwandlung von Arachidonsiure
zu Prostaglandinen katalysiert. Wahrend die COX 1 in vielen Geweben konstitutiv
exprimiert ist und hauptsichlich fiir die physiologische Prostaglandinsynthese verant-
wortlich ist, ist die COX 2 als schnell induzierbares Enzym in pathologische Prozesse
wie Entziindung und Schmerzempfinden involviert (7). Fiir die Gruppe der NSAR und
speziell fiir selektive COX 2 Inhibitoren konnten direkte antitumorale Effekte wie die
Induktion der Apoptose und Hemmung der Zellproliferation nachgewiesen werden.
Thiazolidindione wie Pioglitazon sind Agonisten des peroxisome proliferator-activated
receptor y (PPARY), einem nukledren Hormonrezeptor, der in der Regulation des Glu-
kosestoffwechsels und der Lipid-Homoostase eine entscheidende Position einnimmt.
Als ligandenaktivierter Transkriptionsfaktor bildet PPARy mit dem Retinoid X Rezep-
tor RXR Heterodimere und antwortet auf extrazelluldre Stimuli mit der Regulation der
Genexpression (8). Da die Aktivierung von PPARy die Serumglukosekonzentration
reduziert, wurden PPARy Agonisten wie Pioglitazon, Ciglitazon und Rosiglitazon zur
Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2 entwickelt (9). Neben ihrer insulinsensibilisie-
renden Wirkung zeigen die Thiazolidindione wie die mTOR Antagonisten und Coxibe
z.B. auch antiproliferative Effekte.

Uber die direkten Effekte auf die Tumorzellen wie Induktion der Apoptose und Inhibi-
tion der Proliferation hinaus konnten fiir diese Substanzgruppen auch eine Modulation
des peritumoralen Stromas im Sinne von immunaugmentierenden und antiangiogeneti-
schen Effekten nachgewiesen werden, die unter Umstidnden ein erhebliches Potential fiir
die Palliation haben. Zwischen Tumor und umgebenden Stroma besteht eine fiir das
Tumorwachstum essentielle Wechselbeziehung. Malignome sind in der Lage das umge-
bende Gewebe so zu verdndern, dass optimale Bedingungen fiir Wachstum, Invasion

und Metastasierung entstehen (10). Aus diesen Erkenntnissen entwickelte sich das Kon-



zept der ,,stromaorientierten Tumortherapie®, dessen Ziel darin besteht, die Tumor-
Stroma-Interaktion zu unterbrechen. Diese innovative Therapiestrategie zielt nicht in
erster Linie auf die Tumorzellen selbst, sondern auf peritumorale Stromazellen wie
Fibroblasten, immunologisch aktive Zellen und insbesondere Endothelzellen des Tu-
morgefaflbettes. Da diese Zellen im Vergleich zu Tumorzellen genetisch stabiler sind
wird postuliert, dass die Gefahr der Resistenzentwicklung bei einem gezielten Angriff
auf die Stromazellen geringer ist als bei der klassischen Chemotherapie. Wichtig ist,
dass die Stromazellen in ihrem Genexpressionsmuster durchaus von normalen Kdrper-
zellen so abweichen, dass ein selektiver Angriff auf das Tumorstroma ermoglicht wird.
Von der Kombination verschiedener Wirkstoffe verspricht man sich super-additive Ef-
fekte und somit ein erhebliches antitumorales Potential bei geringem Nebenwirkungs-
profil, da bei diesem Ansatz mit nicht-toxischen Medikamenten gearbeitet wird. Zusitz-
lich stellt die metronome, also tdglich niedrig dosierte Gabe von klassischen Chemothe-
rapeutika, bei der die Medikamentenkonzentrationen im subtoxischen Bereich liegen,
eine weitere Alternative da, um die antiangiogenetische Wirkung zusétzlich zu unter-
stiitzen. In zahlreichen praklinischen Studien konnte die Wirksamkeit von mTOR Anta-
gonisten, COX 2 Inhibitoren und PPARY Agonisten in der Tumortherapie schon belegt
werden. Die Ergebnisse von klinischen Studien ermutigen dazu, die direkten und indi-
rekten antineoplastischen Effekte dieser Biomodulatoren weiter zu verfolgen. Modell-
haft fiir die angiogenen Stromafunktionen wurden dafiir in dieser Arbeit nicht nur Ef-
fekte auf Tumorzellen direkt, sondern auch auf Endothelien (tubular formation assay
und rat aortic ring assay) sowie — als Modell fiir alteriertes Endothel — immortalisierte

Angiosarkomzelllinien untersucht.



1.3 Fragestellung und Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit wurde die direkte antitumorale Wirkung von Rapamycin, Celecoxib
und Pioglitazon auf Melanom- und Angiosarkomzelllinien in vitro untersucht. Hierzu
wurde der Einfluss der Medikamente und ihrer Kombinationen auf die 1) Zellprolifera-
tion 2y Induktion der Apoptose und 3y Verteilung der Zellen auf die verschiedenen Zell-
zyklusphasen beurteilt. Durch die Kombination der Einzelsubstanzen sollten mogliche
antiproliferative und proapoptotische Effekte optimiert werden. Weiterer Gegenstand
der Arbeit war es zu iiberpriifen, ob die Wirkung von Celecoxib und Pioglitazon vom
COX 2 und PPARYy Expressionsmuster der Zelle abhéngen, was das Indikationsspekt-
rum unter Umstédnden stark limitieren wiirde. Das antiangiogenetische Potential von
Rapamycin und Celecoxib wurde mit Hilfe des tubular formation assays untersucht. Zur
Etablierung von Angiosarkomzelllinien mit verbesserten Wachstumseingenschaften
wurden die Ausgangskulturen der Angiosarkomzelllinien zusétzlich in immundefizien-

ten Méusen propagiert.



2 MATERIAL

2.1 Laborgerite

Laborgerit

Brutschrank Hera Cell

Deckgléser fiir Haemocytometer
Durchflusszytometer FACSCalibur
Glaspipetten 1, 2, 5, 10, 20 ml
Haemacytometer Neubauer Improved Bright-
line

LamiAir® Hb 2472

Mikroskop Colour view 12
Mikroskop Labovert FS
Multilablereader Mithras LB 940
Multipipette Microman® precison microtiter
Pipette

Peltier Thermal Cycler

Pipette Handy Stan

Pipetten 10-100, 200 1000u1
Pipettus Easypet

REAX TOP

Schiittler IKA-Vibrax-VXR
Transferpipette®-12, 20-200ul
Zentrifuge mini spin

Zentrifuge Multifuge 3S-R

2.2 Verbrauchsmaterial

Sml Polystyrene Round bottom Tube
96 Well Cell Culture Cluster

Easy Grip' ™ Tissue Culture Dish
Fliissigkeitsreservoirs steril 55 ml
Gefrierrohrchen Freezing Vials 2,0 ml
Multiwell ™ 24 Well

Optiplate™™-96

Firma

Heraeus, Osterode
Menzel-Glaser”, Braunschweig
BD Biosciences, Heidelberg
Brand, Wertheim

Superior, Marienfeld

Heraeus, Osterode
Leica Microsystems, Wetzlar

Leitz, Wetzlar

Berthold technologies, Bad Wildbad

Gilson, Middleton, USA

Bio-Rad, Miinchen

Brand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Niirnberg

Janke & Kunkel, Staufen i. Br.
Brand, Wertheim

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Osterode

BD Biosciences, Heidelberg
Corning Costar, Bodenheim
BD Biosciences, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
BD Biosciences, Heidelberg
PerkinElmer, Waltham, USA



Parafilm ,,M* Laboratory film
Pasteurpipetten aus Glas

Pipettenspitzen 10, 200, 1000ul
Pipettenspitzen 100ul/ 1000ul
Pipettenspitzen Combitips plus 1, 5, 10ml
Pipettenspitzen SafeSeal-Tips“Premium 1, 10,
200ul

Pipettierhilfe Pipetman

PP-Test tubes 15 und 50 ml steril
Reaktionsgefalie 0,5, 1,5 2 ml
Waagschalern Weighing boats size 7
Zellkulturflaschen 25¢m” und 75cm’
Zellschaber 25 cm

2.3 Chemikalien

B-Mercaptoethanol

BD BioCoat™ Matrigel ™Cellware Thin Layer

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s PBS 1x, ohne Ca, Mg,
Eosin G-Losung 0,5% wissrig
Ethylendiamine-Tetraacetic-acide (EDTA)
Fetal bovine serum (FKS)

Gibco™ L-Glutamin, 200mM 100x
Gibco™ Penicillin-Streptomycin
Gibco™ Trypsin-EDTA 5% 10x
MatrigelTM Basement Membrane Matrix
Mayers Himalaunlésung
Nuclease-free-water

Propidium-Iopdid Img/ml

Rnase A 100mg/ml

RNase Zap®

Trypan Blau 0,5% (w/v)
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Pechiney Plastic Packing, Chicago
Brand, Wertheim

Sarstedt, Niimbrecht

Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich
Eppendorf, Hamburg

BIOZYM, Oldenburg

Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich
Greiner bio-one, Frickenhausen
BIOZYM, Oldenburg

Sigma aldrich, Steinheim

BD Biosciences, Heidelberg
Sarstedt, Niimbrecht

Sigma-Aldrich, Steinheim
BD Biosciences, Heidelberg
Merck, Darmstadt

PAA Laboratories, Colbe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
PAN, Aidenbach
Invitrogen, Carlsbad, CA
Invitrogen, Carlsbad, CA
Invitrogen, Carlsbad, CA
BD Biosciences, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Promega, Madison, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Quiagen, Hilden

Ambion®, Applied Biosystem, Darm-
stadt

Biochrom, Berlin



2.4 Testkits

2.4.1 RNeasy® Mini Kit (Qiagen)
Inhalt:
e RNeasy Mini Sdulen
e QIAshredder Séulen
e 1,5ml und 2ml Sammelgefilie
e RNase-freies Aqua dest.
e Puffer: RLT, RLC, RW1 und RPE (konzentriert)

Lagerung: bei Raumtemperatur

2.4.2 Reverse Transcription System (Promega)

Inhalt:
e AMYV Reverse Transkriptase
e RNasin® Ribonucleaseinhibitor
e Random Primer
e dNTP Mixtur
e Reverse Transkription 10x Puffer
e MgCl, 25mM
e Nuclease-freies Wasser

Lagerung: bei -20°C

2.4.3  Assay-on-Demand™ (Applied Biosystems)
PPARYy: HS 00234592 m1 COX 2: HS 00153133 m1

11



2.4.4 alamarBlue™ Assay (Biosource)

gebrauchsfertige Losung
Lagerung: bei 4°C
Zubereitung:

= Vor Gebrauch auf Raumtemperatur equilibrieren und durch Schiitteln mischen

2.4.5 Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega)

Inhalt: Caspase-Glo® 3/7 Substrat und Caspase-Glo® 3/7 Puffer
Lagerung: bei -20°C

Zubereitung:

= beide Reagenzien auf Raumtemperatur equilibrieren

= Caspase-Glo® 3/7 Substrat in Caspase-Glo® 3/7 Puffer aufldsen und gut mischen

2.4.6 Cell Proliferation ELISA BrdU (Roche Applied Science)

Der Cell Proliferation Elisa BrdU Assay besteht aus mehreren Einzelkomponenten, de-

ren Zubereitung und Lagerung in Tabelle 2.1 zusammengefasst sind.

Losung Zubereitung Lagerung

1:100 mit sterilem

BrdU labeling solution Kulturmedium verdiinnen Lichtgeschiitzt bei 2-8°C
. In 1,1 ml 2x
Alsl::z::l[; ;IJI?D destilliertem H,O l6sen Lichtgeschiitzt bei 2-8°C
8 = 10 min kriftig mischen
Anti-BrdU-POD Stammlosung 1:100 mit .
i antibody dilution solution Immer frisch ansetzen
Arbeitslosung N
verdiinnen
Waschlssung Waschpuffer 1:10 in 2x Bei 2-8°C

destilliertem H,O verdiinnen

Tabelle 2.1 Bestandteile und Zubereitung des BrdU Assays

12




2.5 Medikamente

2.5.1 Pioglitazon und Celecoxib

Pioglitazon (Actos®™) wurde freundlicherweise von Takeda Pharma, Celecoxib (Ce-

lebrex®) von Pfizer zur Verfiigung gestellt. Beide Medikamente lagen als Reinsubstanz

in Pulverform vor. Aufgrund der geringen Wasserloslichkeit wurden beide Medikamen-

te in 100% DMSO aufgeldst und die so entstandenen Stammldsungen mit Kulturmedi-

um auf die jeweilige Endkonzentration verdiinnt (sieche Tabelle 2.3). Als Negativkon-

trolle wurden die Zellen mit der entsprechenden Verdiinnung von DMSO in Kulturme-

dium behandelt. Die DMSO Endkonzentration betrug bei allen Versuchen héchstens

1%. Die Medikamentenverdiinnungen wurden fiir jeden Versuch frisch angesetzt.

Medikament Celecoxib Pioglitazon
0
H,N /
2 \//S/ 5
4 @!
CH
Strukturformel N CF ;\Q\/\ WNH
~ 3 0 S%
0
H3C Celecoxib Pioglitazon (ACTOS®)
Handelsname Celebrex® Actos®
Firma Pfizer Takeda Pharma
Molare Masse 381,38g/mol 392,91g/mol
SL-
10mM 10mM
Konzentration
Masse 22,88mg 23,55mg
DMSO 6ml 6ml

Tabelle 2.2 Chemische Eigenschaften und Herstellung der Stammldsungen von Celecoxib und Pioglita-
zon, Strukturformeln aus Mutschler Arzneimittelwirkungen, 8. Auflage.

Konzentration VLTS . Volufnen
aus Konzentration Medium
| 100uM 0,5ml aus SL 49,5ml
11 10uM Smlaus I 45ml
111 1uM Sml aus II 45ml
10% 0,1uM Sml aus II1 45ml
\% 0,01uM Sml aus IV 45ml
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Konzentration Volumen Volumen

aus Konzentration Medium
I 100uM 500ul aus SL 49,5ml
11 80uM 400ul aus SL 49,6ml
11T 60uM 300ul aus SL 49,7ml
1V 40uM 200l aus SL 49,8ml
Vv 20pM 100ul aus SL 49,9ml
VI 10uM 5ml aus I 45,0ml

Tabelle 2.3 Verdiinnungsreihen fiir Celecoxib und Pioglitazon, SL= Stammldsung

2.5.2 Rapamycin

Rapamycin (Rapamune®) wurde von Wyeth gekauft und lag in einer Losung mit

B=Img/ml vor. Die Verdiinnung auf die jeweilige Endkonzentration erfolgte mit Kul-

turmedium. Als Negativkontrollen wurden die Zellen in allen Versuchen mit reinem

Kulturmedium behandelt. Die Medikamentenverdiinnungen wurden fiir jeden Versuch

frisch angesetzt.

Rapamycin
Handelsname Rapamune® OCH,
Firma Wyeth |
Molare Masse 914,9g/mol
p Img/ml
SL-Konzentration 10pM
Volumen Rapamycin 230ul
Volumen Medium 24,77ml )
Sirolimus (Rapamune®

Tabelle 2.4 Chemische Eigenschaften und Herstellung der Stammldsung von Rapamycin, Strukturformel
aus Mutschler Arzneimittelwirkungen, 8. Auflage

Konzentration Volumen Volumen

aus Konzentration Medium
11 10uM 5ml aus SL 45ml
111 1uM Smlaus 1 45ml
10% 0,1pM Sml aus 11 45ml
\4 0,01uM Sml aus 1 45ml

Konzentration Volumen Volumen

aus Stammlésung Medium
I 1uM Sml 45ml
11 0,8uM 4ml 46ml
111 0,6uM 3ml 47ml
10% 0,4uM 2ml 48ml
\4 0,2uM 1ml 49ml

Tabelle 2.5 Verdiinnungsreihe fiir Rapamycin, SL= Stammldsung

14




2.5.3 Medikamentenkombinationen

Neben den Einzelsubstanzen wurden in dieser Arbeit auch die Kombinationen aus zwei

oder allen drei Substanzen untersucht. Tabelle 2.6 gibt die Verdiinnungsreihen an. Als

Negativkontrolle wurden die Zellen mit den jeweiligen DMSO-Verdiinnungen behan-

delt.

Kombination Rapamycin Celecoxib Pioglitazon DMSO-Kontrolle
Rapa 0,5 pM

+ Cele 50uM 25ml aus 1pM | 25ml aus 100pM - 50uM
Rapa 0,5pM

+ Pio 50 uM 25ml aus 1pM - 25ml aus 100pM 50uM
Cele 50 uM

+ Pio 50 uM - 25ml aus 100uM | 25ml aus 100pM 100uM
Rapa 0,5pM

+ Cele 50uM | 15ml aus 1,5uM | 15ml aus 150 uM | 15ml aus 150pM 100pM
+ Pio 50uM

Tabelle 2.6 Herstellung der Medikamtentenkombinationen aus Celecoxib (Cele), Pioglitazon (Pio) und
Rapamycin (Rapa).

2.6 Zelllinien

Fiir diese Arbeit wurden sechs humane Melanom-, zwei humane und eine murinphéno-
typische Angiosarkom- und eine humane Endothelzelllinie verwendet. Die Melanom-
zelllinien A375 P und A375 SM sind isogene A375-Varianten mit geringem (P, poor)
und hohem (SM, strong metastatic) Metastasierungspotential. Sie wurden durch wieder-
holte Zyklen von Injektionen in die Schwanzvene athymischer Balb/c Nacktméuse und
Subkultivierung der Zellen aus den entstandenen Lungenmetastasen hergestellt (11).
Die Etablierung der murinphanotypischen Angiosarkomzelllinie ISOS 1 erfolgte durch
die subkutane Transplantation eines humanen Angiosarkoms in den Rumpf von SCID-
Maiusen und die spétere subkutane oder intraperitoneale Inokulation der Zelllinie in wei-
tere SCID-Méuse (12). Die aus einer humanen Nabelschnur etablierten Zelllinie HU-
VEC wurde freundlicherweise von der Klinik fiir Herz- und Thoraxchirurgie zur Verfii-
gung gestellt. Alle Zellen wachsen adhirent und wurden in T7s Zellkulturflasche kulti-
viert. Tabelle 2.7 fasst Wachstumseigenschaften, Zellkulturbedingungen und Ursprung

der Zelllinien zusammen.
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Zelllinie Zellart Ursprung | Medium | CO, | Subkulturen Referenz
ASM AS Skale. & | BcoM | 5% | 1213 kovalinkova,
2003 (13)
e R P
ISOS 1 phér?gggils-ches Skaglfj 9 | BeaM | 5% | 12-1:10 l\fgg‘gz(ag‘;‘
HUVEC E Nabelschnur | ECGM | 5% 1:3-1:20
A375 MM 0,54 RPMI | 8% | 1:5-1:20 Giar(‘}=5;973
P und MM s | rewr | s | 1120 ehisen,
SM Varianten 992 (11)
Colo 849 | MM-Metastase axilCl?éi’rzg?K, RPMI 5% 1:4-1:10 Mor;;:%)l 993
IGR1 | MM-Metastase Ii‘%uci?n,agj DMEM | 5% | 1:5-1:10 A“b‘z;t%)wgo
Mel Ho | Primires MM ? RPMI | 5% | 1:5-1:10 Ifgg‘zi‘gl;

Tabelle 2.7: Charakterisierung aller verwendeten humanen Zelllinien, AS = Angiosarkom, MM = malig-
nes Melanom, E = Endothelzellen, LK = Lymphknoten. RPMI = RPMI 1640 Kulturmedium, DMEM =
Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium, ECGM = Endothelial Cell Growth Medium MV.
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2.7 Zellkulturmedien

Alle Zellkulturmedien wurden bei 4°C im Kiihlschrank gelagert und vor Gebrauch im
Wasserbad auf 37°C erwarmt. Tabelle 2.8 fasst die Inhaltsstoffe der drei verwendeten

Kulturmedien RPMI 1640, DMEM und ECGM zusammen.

Medium FKS | Glukose | PS LG | Phenolrot | NaHCO; Firma

RPMI 1640 10% 2 g/l + + - 2,0 g/l PAN
DMEM 10% 4,5 g/l + + - 3,7 ¢/ PAN
ECGM 5% ? - - + ? PromoCell

Tabelle 2.8 Zellkulturmedien mit Inhaltsstoffen. DMEM = Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium,
ECGM = Endothelial Cell Growth Medium MV, FKS = foetales Kalbsserum, PS = Penicillin-
Streptomycin, LG = L-Glutamin, ? = keine Angaben des Herstellers.

Das Endothelzellmedium (Endothelial cell growth medium MV, PromoCell) enthilt
zusitzlich 0,4% ECGS/H, Epidermal Growth Factor 10ng/ml und Hydrocortison
lpg/ml. Zur Kultivierung der HUVEC Zellen wurden die Zellkulturflaschen zusétzlich

mit Gelatine beschichtet.

2.8 Maiusestamme

2.8.1 SCID Miiuse (Charles River, Sulzfeld, Deutschland)

SCID Méuse zeigen eine schwere kombinierte Immundefizienz, so dass die Funktion

der B- und T-Lymphozyten beeintrachtigt ist.

2.8.2 Nackt-Miiuse (nu/nu)

Aufgrund besserer Verfiigbarkeit werden zur Propagation von humanen Tumoren
Nacktméause verwendet. Hierbei handelt es sich um athymische Mause mit T-Zellen-
Defizienz.

Verwendete Nacktméusestimme:

Balb/c nu/nu: Inzuchtstamm (Charles River, Sulzfeld, Deutschland)

NMRI nu/nu: Auszuchtstamm (Zucht an der Universitit Regensburg, Dr. T. Spruss)

2.8.3 Immunkompetente Stimme

Balb/c: Immunkompetenter Inzuchtstamm

NMRI: Immunkompetenter Auszuchtstamm
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3 METHODEN

3.1 Zellkultur

3.1.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Alle verwendeten Zellen wachsen adhdrent und bilden einen Zellrasen. Die Zellen wur-
den in T7s Zellkulturflaschen in befeuchteter Atmosphére bei 37°C und 5% bzw. 8%
CO; im Brutschrank kultiviert. Um einer eventuellen Kontamination durch Pilze oder
Bakterien vorzubeugen wurden alle Arbeitsschritte unter sterilen Bedingungen unter
einer sterilen Zellkulturbank durchgefiihrt. Arbeitsfliche und Werkzeuge wurden vor
Gebrauch mit 70% Ethanol gereinigt und nur sterilisierte Pipetten, Medien und
Verbrauchsmaterialen verwendet. Wenn nicht anders beschrieben wurden alle Lésungen

vor Gebrauch im Wasserbad auf 37°C vorgewarmt.

3.1.2 Passagieren der Zellen

Zur kontinuierlichen Kultivierung wurden konfluente Zellen alle 2-3 Tage von der Zell-
kulturflasche gelost und in geringerer Dichte wieder ausgesit. Dazu wurde das Kultur-
medium abgesaugt und die Zellen mit Sml PBS gewaschen um Reste des FKS-haltigen
Kulturmediums zu entfernen, da diese die Wirkung des Trypsins inhibieren. Anschie-
Bend wurden die Zellen mit 3ml Trypsin-EDTA (5%) behandelt und bis zum Abldsen
bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Abrunden und Ablésen der Zellen wurden unter
dem Mikroskop kontrolliert. Da eine zu lange Inkubation mit Trypsin-EDTA irreversib-
le Schiadigungen der Zellen hervorrufen kann, wurde die Trypsinreaktion durch Zugabe
von Sml FKS-haltigem Kulturmedium abgestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein
50ml- Rohrchen tiberfiihrt und fiir Smin bei 1200rpm zentrifugiert. Nach Absaugen des
Uberstandes wurden die Zellen in 10ml Kulturmedium resuspendiert und je nach Zellart
im Verhiltnis 1:2 bis 1:20 auf mit 10ml Medium vorbereitete Zellkulturfaschen verteilt.
Falls die Zellen nach 2-3 Tagen noch keine Konfluenz erreicht hatten, wurde nur das
Kulturmedium gewechselt. Hierfiir wurde das alte Medium abgesaugt und durch 10-

15ml frisches Kulturmedium ersetzt.

3.1.3 Kryokonservierung und Auftauen der Zelle

Die Zellen wurden im gefrorenen Zustand bei -196°C in fliissigem N, aufbewahrt. Zur
Kryokonservierung wurden zu 80% konfluente Zellen mit PBS gewaschen, abtrypsi-
niert und fiir Smin bei 1200rpm zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde

18



das Zellpellet in kaltem, steril filtriertem Gefriermedium (Kulturmedium mit 20% FKS
und 10% DMSO) resuspendiert, je 1ml der Zellsuspension in ein Gefrierrbhrchen ge-
fiillt und das Rohrchen sofort auf Eis gestellt. Die eingefrorenen Zellen wurden zu-
néchst fiir | Woche bei -80°C und anschlieBend bei -196°C in fliissigem N, gelagert.
Tiefgefrorene Zellen wurden bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und sofort vorsichtig in
eine Tys Zellkulturflasche mit 7ml Kulturmedium pipettiert. Um die Zellen ohne zeitli-
che Verzogerung bei 37°C im Brutschrank inkubieren zu kénnen, wurde bewusst auf
eine Zentrifugation zur Entfernung des DMSO aus dem Gefriermedium verzichtet.
Nach 1-2 Tagen Inkubation im Brutschrank wurde das Kulturmedium gewechselt. So-
bald die Zellen einen durchgehenden Zellrasen gebildet hatten, wurden sie in eine T7s
Zellkulturflasche umgesetzt. Hierflir wurden die Zellen abtrypsiniert, zentrifugiert, in
15ml Kulturmedium resuspendiert und die gesamte Zellsuspension in eine T7s Zellkul-

turflasche pipettiert.

3.1.4 Zellzahlbestimmung und Aussiien der Zellen in Mulltititerplatten

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen wie oben beschrieben mit Trypsin-
EDTA von der Kulturflasche abgelst, zentrifugiert und in 10ml Kulturmedium re-
suspendiert. Mit Hilfe einer Pasteurpipette wurde ein Aliquot der Zellsuspension in eine
Neubauer-Zahlkammer gegeben. Nach Auszéhlen von vier Feldern der Zéhlkammer
wurde die Gesamtzellzahl in der Suspension nach folgender Formel berechnet:

Zellzahl =21 5% 7%

X4 1010000,

wobei x4 der Zellzahl in den einzelnen Feldern der Neubauer-Kammer entspricht. An-
schlieBend wurde je nach Grofle der Multititerplatte das bendtigte Volumen berechnet.
Die Zellsuspension wurde durch auf- und abpipettieren nochmals gemischt, wenn notig
weiter verdiinnt und mit einer Multipipette auf die Multititerplatte verteilt. Um die Zel-
len gleichméBig in den Wells zu verteilen wurde die Platte vorsichtig geschwenkt. An-

schlieBend wurde die Platte bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
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3.2 TaqMan® real time RT-PCR

Die real time RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) ist eine Metho-
de zur quantitativen Analyse der Genexpression. Isolierte mRNA wird zunédchst mit
Hilfe der reversen Transkriptase in einzelstringige cDNA umgeschrieben, die dann als
Matrize fiir die Amplifikation der DNA verwendet wird. Sich wiederholende Zyklen
von Hitzedenaturierung der DNA, Bindung spezifischer Oligonukleotidprimer an die
DNA und Extension der DNA zu neuen Doppelstrangen dienen der raschen Amplifika-
tion spezifischer DNA-Sequenzen (19). Zusétzlich enthdlt der PCR-Ansatz eine eben-
falls genspezifische fluoreszensmarkierte Sonde. Die Quantifizierung der DNA Menge
erfolgt durch Fluoreszenzmessung am Ende jedes PCR-Zyklus, wobei das Fluoreszenz-
signal zur Menge der PCR-Produkte direkt proportional ist. In dieser Arbeit wurde die
Taq-Polymerase verwendet, eine thermostabile DNA Polymerase aus dem Bakterium
Thermus aquaticus, die neben einer 5’— 3” DNA Polymeraseaktivitét zusétzlich eine
5’— 3’ Exonukleaseaktivitit besitzt (20). Die verwendete TagMan® MGB Sonde ist in
Abb. 3.1 schematisch dargestellt. Sie enthilt einen Reporter-Farbstoff am 5" Ende und
einen nicht fluoreszierenden Quencher am 3" Ende. Bei intakter Sonde wird die Fluo-
reszenz des Reporter-Farbstoffes aufgrund seiner Ndhe zum Quencher unterdriickt
(Forster-resonance energy transfer, FRET). Wéhrend der DNA Amplifikation wird die
Sonde durch die Exonukleaseaktivitit der Taq-Polymerase hydrolysiert und somit der
Reporter-Farbstoff vom Quencher getrennt. Das jetzt freigesetzte Fluoreszenzsignal ist

ein direktes MaB fiir die Menge der entstandenen PCR-Produkte.

Abbildung 3.1 Prinzip der TagMan® RT-
A PCR

A, Die TagMan® Sonde enthilt einen fluoreszie-
renden 6-FAM Reporter (R) am 5’Ende und am
brimer 1 (:2 , 3’Ende einen nicht fluoreszierenden Quencher

’ _._, ’ (Q) sowie einen minor groove binder (MGB),

' der zur Erhéhung der Schmelztemperatur der

’ Probe dient.

4—.— ’ B, Annealing: Primer und TaqMan® Sonde

Primer 2 binden spezifisch an komplementdre DNA-

B, Sequenzen des Zielgens. Das Fluoreszenzsignal
des Reporters wird durch die Ndhe zum Quen-

ij’{:}; cher unterdriickt.
Primer 1 N v _' , C, Hydrolyse der TagMan® Sonde durch die

5: 3: Exonukleaseaktivitdt der Taq-Polymerase.
31 5' Durch Trennung von Reporter und Quencher
Z, . 2 wird das Fluoreszenzsignal freigesetzt.
Primer 2
O
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3.2.1 RNA-Isolation
Die Isolation der RNA aus verschiedenen Zelllinien erfolgte mit dem RNeasy”™ Minikit

(Qiagen).

Protokoll:
1. Medium aus Kulturflasche absaugen und Zellen mit PBS waschen.
2. Zur Zelllyse 600ul RLT Puffer zugeben und mehrfach iiber die Zellen laufen
lassen
3. Zellen abschaben und die Puffer-Zellsuspension in ein 1,5ml Gefdfl geben
4. max. 700ul auf QIAshredder geben
= 3min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugieren
5. Mit der Pipette Uberstand 1:1 mit 70%igem Ethanol mischen
6. max. 700ul auf die RNeasy” Siule geben
= 15 sec. bei 10.000rpm zentrifugieren
= Fliissigkeit aus dem Gefall verwerfen
7. 700ul RW; Puffer zum Waschen auf die Séule geben
= 30sec. bei 10.000rpm zentrifugieren
= Uberstand verwerfen und RNeasy® Siule auf ein neues 2ml Gefil geben
8. 500ul RPE-Puffer zum Waschen auf die Siule geben
= 15sec bei 10.000rpm zentrifugieren
9. nochmals mit 500ul RPE-Puffer waschen
= 2min. bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugieren
= Uberstand mit dem AuffanggefiB verwerfen, dabei die trockene Membran
nicht mit Fliissigkeit beriihren
10. Séule auf ein frisches 1,5ml Gefd3 geben
= 30ul RNase freies Aqua dest. direkt auf den Filter geben
= lmin inkubieren
= 1min bei 10.000rpm zentrifugieren
11. Sdule verwerfen und das Gefa3 mit der isolierten RNA auf Eis stellen

12. Photometrische Messung der RNA-Konzentration
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3.2.2 Synthese von cDNA aus RNA

Im néchsten Schritt wird die gewonnene RNA mit Hilfe des Reverse Transcription Sys-
tems (Promega) in einstrangige cDNA umgeschrieben. Der Ansatz fiir den verwendeten

Mastermix und das Protokoll sind in den folgenden Tabellen zusammengefasst.

MgCl, Sul SmM
RT 10x Puffer 4ul

dNTP Mix 4ul ImM
Random Primer Ll lug
RNasin® Ribonucleaseinhibitor 1,2l 1 unit/pl
AMV Reverse Transcriptase Lul 0,75 unit/pl
+ Zugabe 2ug RNA in sterilem H,O | 20,8ul
Gesamtvolumen 40ul

Tabelle 3.1: Mastermix-Zutaten fiir Reverse Transkriptase Reaktion, beim
Pipettieren wird die Reihenfolge der Reagenzien exakt befolgt.

42°C 60min

95°C Smin
0°C Smin

-20°C Lagerung

Tabelle 3.2: RT-PCR Konditionen
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3.2.3 Quantitative real time PCR (T aqMan®)

3.2.3.1 TagMan®-Protokoll

Zur quantitativen Analyse der PPARy und COX 2 Expression in humanen Zelllinien
wurde jeweils mit Hilfe eines genspezifischen Assay-on-Demand™ (Applied Biosys-
tems) eine TagMan® real time PCR durchgefiihrt. Die Zusammensetzung des PCR-
Ansatzes und das PCR-Protokoll fiir den ABI Prism 7900 HAT Sequence Detection
System (Perkin-Elmer Applied Biosystems) sind in den Tabellen 3.3 und 3.4 aufgefiihrt.
Fiir jede Probe wurden 3-fach Bestimmungen im 384-Well Format durchgefiihrt.

2 ! 10pl

x TagMan "~ Universal Master Mix
TagMan" Sonde Assay-on-demand’ " 1ul

steriles H,O 4ul
cDNA (1:5 verdiinnt) Sul
Gesamtvolumen 20ul

Tabelle 3.3 TagMan® PCR-Ansatz

Aktivierung PCR (45 Zyklen)
Schritt Annealing/
AmpEraseUNG AmpliTaqGold Denaturierung _
Extension
Zeit 2min 10min 15 sec 1 min
Temperatur 50°C 95°C 95°C 60°C

Tabelle 3.4 PCR-Protokoll fiir den ABI Prism 7900 HAT
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3.2.3.2 Auswertung

Die Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgte mit der relativen Standardkurvenme-
thode. Hierbei wurde eine cDNA-Verdiinnungsreihe mit bekannten Konzentrationen
(50, 25, 12,5, 6,25, 0 ng/ul) hergestellt, iiber die dann dem Cp-Wert der unbekannten
Probe eine Konzentration zugeordnet werden kann. Der Cr (threshold cycle) gibt die
Nummer des Zyklus an, in dem das Fluoreszenzsignal der PCR eine festgelegte Schwel-
le liberschreitet. Je hoher die eingesetzte DNA-Menge ist, desto frither wird dieser
Schwellenwert erreicht und desto niedriger ist der Cr-Wert (Abb.3.2). Als endogene
Kontrolle diente in diesem Ansatz die 18S rRNA, ein sog. Housekeeping Gen, das in
allen Zellen etwa in gleichem Male konstitutiv exprimiert sein soll und somit als Mal3
fiir die eingesetzte RNA Gesamtmenge verwendet werden kann. Alle Expressionswerte
wurden auf die 18S rRNA Expression der jeweiligen Probe normiert. Im letzten Schritt
sollten die COX 2 und PPARy Expressionswerte der untersuchten Zellen miteinander
verglichen werden. Dazu wurde der jeweils geringste Expressionswert als Kalibrator
verwendet und die librigen Expressionswerte als ein Vielfaches dieses Wertes angege-

ben (FC-Wert).

A
(A) Sampie 1
Sampie 2
Sampie 3
[
Q
C
o
Q
(73
@ Cy=12
g AN
= . Cy =
™™ Baseline

L L B AR A S A S aa
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Cycle number

o
(X
&
@
w 4

Abbildung 3.2 Schematische Darstellung einer typischen real time PCR Reaktion. Das Fluoreszenzsignal
ist gegen die Zyklusnummer aufgetragen. Der Ct Wert entspricht der Nummer des Zyklus, in dem das
Fluoreszenzsignal eine bestimmte Schwelle (threshold) tiberschreitet. Je hher die DNA Menge, desto
niedriger ist der Ct Wert. Aus PCR, Michael McPherson, Simon Mgller, PCR, 2. Auflage
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3.3 Messung der Zellproliferation

In diesem Teil der Arbeit sollte der Einfluss der Testsubstanzen auf das Zellwachstum
untersucht werden. Die Messung der Zellproliferation erfolgte mit Hilfe des Cell proli-
feration Elisa BrdU und des alamarBlue™ Assays. Um einen direkten Vergleich der
Testergebnisse zu ermoglichen, wurde fiir beide Testverfahren ein identischer Ver-

suchsaufbau gewahlt.

Melanom- und Angiosarkomzellen wurden in zellkulturbeschichteten Multititer-Platten
ausgesit und liber Nacht im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurde das Kulturme-
dium entfernt und die Zellen fiir 48h mit verschiedenen Konzentrationen von Rapamy-
cin, Celecoxib, Pioglitazon, Kombinationen der Medikamente und den jeweiligen Nega-
tivkontrollen behandelt. Zelldichte, Inkubationszeit und Medikamentenkonzentrationen
wurden in Vorversuchen festgelegt. Fiir alamarBlue™ Versuche wurden je eine Test-
platte mit Zellen und eine Leerwert-Kontrolle ohne Zellen verwendet. Beim BrdU Test
konnte auf die Leerwert-Kontrollplatte verzichtet werden, da in diesem Versuch die
Testsubstanzen vor der Messung entfernt und die Zellen mehrfach gewaschen wurden.
Die alamarBlue™™ Versuche wurden in 24-Well Platten durchgefiihrt, dabei wurde die
Stoffwechselaktivitét der Zellen fiir jede Medikamentenkonzentration 4-fach bestimmt.
Bei den BrdU-Tests wurden fiir jede Konzentration 6-fach-Bestimmungen in 96-Well
Platten durchgefiihrt. Jeder Versuch wurde mindestens zweimal wiederholt. Die Ab-
sorptionsmessung erfolgte am Mithras LB 940 (Berthold technologies). Alle Auswer-
tungen wurden mit Microsoft Excel erstellt, aus mehreren unabhingigen Versuchen
wurden Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet und die Ergebnisse in Dia-
grammen zusammengefasst. Zellwachstum und Stoffwechselaktivitdt wurden als pro-

zentualer Anteil im Vergleich zur jeweiligen Negativkontrolle angegeben.
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3.3.1 alamarBlue™ Assay (Biosource)

3.3.1.1 Testprinzip

Der alamarBlue™ Assay beinhaltet einen Redox-Indikator, der zur quantitativen Be-
stimmung der metabolischen Aktivitét der Zellen verwendet werden kann. Die Redukti-
on des Indikators fiihrt sowohl zu einem Farbumschlag von blau nach rot als auch zu
einer Verdnderung des Fluoreszenzsignales, wobei die oxidierte Form gering und die

reduzierte Form stark fluoresziert (Abb. 3.3).
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Abbildung 3.3 Fluoreszenz und Absorptionsspektrum des alamarBlue™ Farbstoffes. Quelle: Technical
Buelletin alamarBlue™ Assay, Biosource

Die Redox-Reaktion, die in den Mitochondrien der Zellen ablduft, basiert auf folgen-
dem Mechanismus: Im letzten Schritt der Atmungskette libertragt die Cytochrom ¢ Oxi-
dase zwei Elektronen auf Sauerstoff und reduziert diesen dadurch zu Wasser. Da das
Redoxpotential des alamarBlue™ Farbstoffes zwischen dem von Cytochtom ¢ und Sau-
erstoff liegt, dient der Indikator als artifizieller Elektronenakzeptor und unterbricht so
die Atmungskette. Diese Reaktion lauft nur innerhalb der Zelle in den Mitochondrien
ab, daher ist die Reduktion des alamarBlue™ Farbstoffes und damit auch die Stirke des
Farbumschlags bzw. des Fluoreszenzsignales ein direktes MaB fiir die Stoffwechselak-
tivitdt der Zelle.

Da die verwendeten Testsubstanz Rapamycin eine starke Autofluoreszenz aufweist,
lieferte die Fluoreszenzmessung keine verwertbaren Ergebnisse. Alternativ wurde die
Stoffwechselaktivitit der Zellen durch die Messung der Absorption bei einer Wellen-
lange von 540nm und 600nm bestimmt. Bei dieser Bestimmungsmethode wird das Sig-
nal des Leerwertes (Absorption der Testsubstanz mit alamarBlue™) bei der Berechnung

des Ergebnisses mit berticksichtigt, was bei der Fluoreszenzmessung nicht der Fall ist.
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3.3.1.2 Versuchsprotokoll

1. Zellen abtrypsinieren, zentrifugieren und in FKS-haltigem RPMI Medium re-
suspendieren

2. Zellen in Neubauer-Kammer auszihlen und mit einer Multipipette 1,2 x 10*
(A375) bzw. 1,5x10" (ASM, IGR1, Iso Has, Mel Ho) Zellen pro Well in eine 24-
Well-Platte geben (Zielvolumen 500-800ul), Zellen durch Schwenken der Platte
gleichmiBig verteilen und tiber Nacht im Brutschrank inkubieren

3. Medikamentenverdiinnungen frisch herstellen und vor Gebrauch gut mischen

4. Kulturmedium aus 24-Well-Platte absaugen und durch 900ul der jeweiligen
Test-/ Kontrollsubstanz ersetzen

5. 100puM alamarBlue™ Farbstoff in jedes Well geben und den Farbstoff durch
Schwenken der Platte gleichmafBig verteilen

6. Platte fiir weitere 48h im Brutschrank inkubieren

7. 24hund 48h nach Zugabe der Medikamente und des alamarBlue™ Farbstoffes
Absorptionsmessung bei 540 und 600nm am Mithras LB 940

3.3.1.3 Auswertung

Der Anteil des reduzierten alamarBlue™ wurde mit Hilfe der folgenden Formel berech-

net.

(&.2600mm ) (As40m) = (& px520mm ) (As00m) 100
(gred540nm )(A 6007m ) - (8red600nm )(A 540nm )

% reduziertes alamarBlue =

wobei gilt:

Soxred = Mmolarer Extinktionskoeffizient des oxidierten/ reduzierten alamarBlue™ bei
der jeweiligen Wellenldnge mit:

Eoxsa0 = 47,619 Eoxco0 = 117,216

Eredsso = 104,395 Eredsoo = 14,652

Asa0/600nm = Absorption im Testwell bei 540/ 600nm

A*540/600nm = Absorption des Leerwertes bei 540/ 600nm

Zur quantitativen Bestimmung der Wachstumsinhibition wurden die berechneten Werte

der Negativkontrollen und der behandelten Zellen ins Verhiltnis gesetzt.

Reduziertes alamarBlue™ (Testsubstanz)
Wachstum in % =

Reduziertes alamarBlue™ (Negativkontrolle)

27



3.3.2 Cell Proliferation ELISA BrdU (Roche Applied Science)

3.3.2.1 Testprinzip

Da der alamarBlue™ Assay in erster Linie ein Testverfahren fiir die metabolische Akti-
vitit der Zellen darstellt, sollten die beobachteten wachstumshemmenden Effekte von
Rapamycin und Celecoxib nochmals auf DNA-Ebene bestitigt werden. Hierzu wurde
der colorimetrische Immunoassay Cell proliferation ELISA BrdU verwendet, der durch
Messung der BrdU Inkorporation in die DNA eine Quantifizierung der Proliferationsra-
te erlaubt. Proliferierende Zellen bauen das Pyrimidin-Analogon BrdU an Stelle von
Thymidin in die neu synthetisierte DNA ein. Durch Fixieren der Zellen und Denaturie-
ren der DNA wird eine Markierung mit spezifischen BrdU Antikdrpern erleichtert. Die
so entstandenen BrdU-Anti-BrdU-POD Immunkomplexe werden anschlieSend durch
eine spezifische Substratreaktion detektiert. Durch Absorptionsmessung bei 405 und
490nm am Mithras LB 940 wird das Ausmal} dieser Reaktion bestimmt. Hierbei korre-
lieren die Absorptionswerte direkt mit der neu synthetisierten DNA-Menge und so auch

mit der Proliferationsrate der Zellen.

3.3.2.2 Versuchsprotokoll

1. Zellen abtrypsinieren, zentrifugieren und in FKS-haltigem Kulturmedium re-
suspendieren

2. Zellen in Neubauer-Kammer auszihlen und mit einer Multipipette 2,5x10°
(A375, IGR und Isos1) bzw. 3x10° (Mel Ho, Iso Has, ASM) Zellen pro Well in
eine zellkulturbeschichtete 96-Well-Platte geben (Zielvolumen 100ul), Zellen
durch Schwenken der Platte gleichméaBig verteilen und tiber Nacht im Brut-
schrank inkubieren

3. Medikamentenverdiinnungen frisch herstellen und vor Gebrauch gut mischen

4. Kulturmedium aus 96-Well-Platte vorsichtig ausklopfen, durch 100ul der jewei-
ligen Test- bzw. Kontrollsubstanzen ersetzen und Platte fiir weitere 48h bei
37°C im Brutschrank inkubieren

5. Nach 32h 10ul BrdU labeling solution (10uM) in jedes Well geben und Zellen
fiir weitere 16h bei 37°C im Brutschrank inkubieren.

6. nach einer Gesamtinkubationszeit von 48h Medium entfernen, 200ul Fix/Denat
in jedes Well geben und Platten fiir 30min bei Raumtemperatur inkubieren

7. Fixierungslosung durch Ausklopfen entfernen
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8. 100pul anti-BrdU working solution zugeben und Platten fiir 90min bei Raumtem-
peratur inkubieren

9. Anti-BrdU-Antikorper entfernen, dazu 3x mit 200ul Waschlosung spiilen und
Waschldsung entfernen

10. 100ul Substrat-Losung zugeben und Platten fiir 15min bei Raumtemperatur in-
kubieren bis genug Farbumschlag fiir Messung erreicht ist

11. Messung der Absorption bei 405 und 490nm am Mithras LB 940

3.3.2.3 Auswertung

Die BrdU-Inkorporation in die Zellen wurde mit folgender Formel berechnet:

BrdU — Inkorporation = (A, — Aygy) — (Aues — Ayoo)
Wobei gilt:
A 4051490 = Absorption im Testwell bei 405/ 490nm
A*405/490 = Absorption des Leerwertes bei 405/ 490nm

Anschliefend wurden von den 6 berechneten Werten einer Medikamentenkonzentration
Mittelwert und Standardabweichung bestimmt und die Ergebnisse in einem Diagramm
zusammengefasst. Die BrdU-Inkorporation ist ein direktes Mal fiir die Proliferationsra-
te der Zellen. Zur quantitativen Bestimmung der Wachstumsinhibition wurden die be-
rechneten Werte der Negativkontrollen und der behandelten Zellen ins Verhéltnis ge-

setzt.

BrdU-Inkorporation (Testsubstanz)

Wachstum in % =
BrdU-Inkorporation (Negativkontrolle)
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3.4 Untersuchung der Apoptoserate

3.4.1 Beschreibung des Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega)

Mit Hilfe des Caspase-Glo® 3/7 Assays wird die Aktivitit der Caspasen 3 und 7 be-
stimmt. Der Assay beinhaltet die prolumineszente Substanz Z-DEVD-Aminoluciferin,
die mit ihrer DEVD-Tetrapeptidsequenz ein selektives Substrat der Caspasen 3 und 7
darstellt. Durch die Applikation des Caspase-Glo® 3/7 Reagenzes kommt es zur Zelllyse
und somit zur Freisetzung der Caspasen 3 und 7. Diese spalten Z-DEVD-
Aminoluciferin zu Aminoluciferin, dessen Reaktion mit dem Enzym Luciferase zur
Freisetzung von Licht fiithrt. Das gemessene Lumineszenzsignal ist proportional zur

Caspase-Aktivitit in den Zellen.

H
Z-DEVD-M T:j:a >_<)\1 j/ COOH
M =}

Caspaze-3/7T J
H:M -] M. _-CGOOH
\E:( H +ATP + 0y
Z-DEVD- + M 57
Luciferase 1
Mg2+

Abbildung 3.4 Abspaltung der Z-DEVD-Sequenz von Aminoluciferin durch Caspase 3 und 7 fiihrt zur
Freisetzung von Licht. Quelle: Technical Bulletin Caspase-Glo® 3/ 7 Assay, Promega

3.4.2 Versuchsaufbau

In diesem Teil der Arbeit sollten beurteilt werden, inwieweit Rapamycin und Celecoxib
als Einzelsubstanz oder in Kombination die Apoptoserate von Melanom- und Angiosar-
komzellen beeinflussen. Dazu wurden die Zellen fiir 24h mit den Testsubstanzen oder
den jeweiligen Negativkotrollen (Kulturmedium oder mit Kulturmedium verdiinntes
DMSO) inkubiert.

Im Rahmen der Wachstumsversuche konnte gezeigt werden, dass beide Medikamente
hemmende Einfliisse auf die Zellproliferation besitzen. Um fiir die Bestimmung der
Apoptoserate vergleichbare Ausgangsbedingungen zu schaffen, wurden die Zellen in
Zellkulturflaschen mit den Testsubstanzen behandelt und erst zur eigentlichen Messung
der Lumineszenzsignale in 96-Well-Platten libertragen. Um sicherzustellen, dass das

gemessenen Lunineszenzsignal nur aus dem jeweiligen Testwell stammt und die Mess-
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werte nicht durch die Lumineszenz der benachbarten Wells beeintrachtigt werden, wur-
den fiir diesen Versuch weifle 96-Well Platten verwendet. Da auch in FKS-haltigem
Kulturmedium Caspase 3- und 7-Aktivitit nachgewiesen werden kann, wurden die be-
handelten Zellen in FKS-freiem Kulturmedium resuspendiert, um Verfalschungen der
Testergebnisse zu vermeiden. Als Leerwert diente FKS-freies Medium mit Caspase-
Glo® 3/7 Reagenz. Fiir jedes Medikament wurde die Caspase-Aktivitit 8-fach bestimmt,

jedes Einzelexperiment wurde mindestens zweimal wiederholt.

3.4.3 Versuchsprotokoll

1. Zellen aus einer T7s Zellkulturflasche (mit zu 80 % konfluenten Zellen) auf 5
Flaschen verteilen und iiber Nacht anwachsen lassen (fiir Melanomzellen 10°
Zellen in Ts fiir Angiosarkomzellen 5x10° Zellen in T,s Zellkulturfalschen)

2. Kulturmedium absaugen und durch Medikamente ersetzen (10ml/ Sml pro Fla-
sche)

3. nach 24h Zellen abschaben, mit 5Sml Medium abspiilen, in 50ml-Réhrchen geben
und 5min bei 1200rpm zentrifugieren

4. Uberstand absaugen und Zellpellet in FKS-freiem Medium (Raumtemperatur)
resuspendieren

5. Zellen in einer Neubauer-Kammer auszihlen und mit einer Multipipette 10* Zel-
len pro Well in eine weille 96 Well Platte geben (Zielvolumen 100ul, je 8 Wells
pro Flasche)

6. 100ul FKS-freies Medium zur Leerwertbestimmung in 8 Wells geben

7. Beide Reagenzien des Caspase-Glo™ 3/7 Assays auf Raumtemperatur equi-
librieren und vermischen, 100u1 Caspase-Glo™ 3/7 Assay in jedes Well geben

8. Platte mit Parafilm bedecken und 30s bei 500rpm am Schiittler mischen

9. Platte fiir 1h lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur inkubieren (Zeit wurde in einem
Vorversuch festgelegt)

10. Lumineszenzmessung am Mithras LB 940

3.4.4 Auswertung

Die am Mithras LB 940 gemessenen Lumineszenzwerte wurden mit Hilfe von Micro-
soft Excel ausgewertet. Von jedem Messwert wurde der Leerwert abgezogen und da-
nach Mittelwert und Standardabweichung der § berechneten Werte gebildet. Die Ergeb-
nisse wurden in einem Diagramm zusammengefasst. Die Starke des Lumineszenz-

signals ist direkt proportional zur Aktivitdt der Caspase 3 und 7.
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3.5 Durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse

3.5.1 Testprinzip (21)

Die Durchflusszytometrie (engl. FACS fluorescence activated cell sorting) ist ein opti-
sches Testverfahren, das die Analyse von Zellen aufgrund ihrer lichtstreuenden und
fluoreszierenden Eigenschaften ermoglicht. Je nach Fragestellung kdnnen einzelne Zel-
len nach GroBe, Dichte oder DNA-Gehalt charakterisiert werden. Die Zellsuspension
wird durch eine Stahlkiivette in das MeBsystem eingesaugt und von einer Tragersub-
stanz aufgenommen. Durch die Fokussierung der Zellen innerhalb eines koaxialen Fliis-
sigkeitsstahls (Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung) werden die Zellen wie Per-
len an einer Perlenschnur aufgereiht und passieren so nacheinander einen Laserstrahl. Je
nach Eigenschaft der Zelle wird das Laserlicht gestreut. Der Grad der Streuung des La-
serstrahls nach vorne korreliert mit der Zellgrof8e wihrend die Streuung zur Seite von
der Granularitét der Zelle abhéngt. Zusétzlich kdnnen die Zellen mit Fluoreszenzfarb-
stoffen markiert werden. Das Laserlicht regt diese Farbstoffe an und hebt dabei ihre
Elektronen auf ein hoheres Energieniveau. Fallen die Elektronen wieder auf eine kern-
ndhere Schale zuriick, so wird die Energie in Form von Licht abgegeben und kann als
Fluoreszenzsignal detektiert werden. Mit Hilfe eines Histogramms kann die Haufig-
keitsverteilung eines Signals iiber einer Zellpopulation eindimensional dargestellt wer-
den, die grafische Darstellung zweier Parameter in x/y-Diagrammen ergibt so genannte

»dot plots“ (Abb.3.5).
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Abbildung 3.5 Histogramm zur eindimensionalen Darstellung der Haufigkeitsverteilung eines ~ Signals
iiber einer Zellpopulation und dot plot zur korrelierten Darstellung zweier Signale in ~ einem x/y-

Diagramm.
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In diese Arbeit sollte mit Hilfe der Durchflusszytometrie die Verteilung der Zellen auf
die verschiedenen Zellzyklusphasen bestimmt werden. Zur quantitativen Bestimmung
des DNA-Gehalts wurden die Zellen mit Propidium-Iodid behandelt. Dieser Fluores-
zenzfarbstoff heftet sich zwischen die Basen der DNA-Doppelhelix und markiert so alle
doppelstrangigen DNA-Abschnitte. Da Propidium Iodid die intakte Zellmembran nicht
passieren kann, ist eine Fixierung der Zellen mit Ethanol nétig. Der Fluoreszenzfarb-
stoff kann bei 488nm durch einen Argon-Laser angeregt werden (22). Die Zellzyklus-
analyse erfolgte am FACSCalibur Durchflusszytometer, die Auswertungen wurden mit
CellQuest erstellt. Die detektierten Zellen wurden in einem Histogramm zusammenge-
fasst. Abb.3.6 zeigt den DNA Gehalt der Zelle und das Verhalten des Fluoreszenzsig-
nals wihrend der Zellzyklusphasen Go/1, S und Go/M.

DNA Gehalt /
Fluoreszenzintensitist

@]

rel. Anzahl

Abbildung 3.6 Der DNA Gehalt im Verlauf des Zellzyklus

A, Proliferierende Zellen durchlaufen die Zellzyklusphasen Gy, S und G,/M, ohne ex-
ternen Stimulus befinden sich die Zellen in der Ruhephase G

B, Somatische, nicht transformierte Zellen weisen in der G;-Phase einen diploiden (2n)
DNA-Gehalt auf. In der DNA-Synthesephase (S-Phase) wird der DNA-Gehalt ver
mehrt, bis das Genom in der G,-Phase verdoppelt ist (4n). In der Mitosephase wird der
duplizierte Chromosomensatz auf zwei Tochterzellen verteilt, die wiederum einen
DNA-Gehalt von 2n aufweisen. Die Fluoreszenzintensitit ist proportional zum DNA-
Gehalt im Verlauf des Zellzyklus.

C, Im DNA-Histogramm kann die Fluoreszenzintensitit den einzelnen Zellzykluspha
sen zugeordnet werden.

Aus Brockhoff: DNA und Proliferationsmessungen in der Durchflusszytometrie,

in: Zelluldre Diagnostik, Hrsg. Rothe et al., 2007
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3.5.2

Versuchsprotokoll

. Zellen aus einer T7s Zellkulturflasche (mit zu 80% konfluenten Zellen) auf 5

Flaschen verteilen und iiber Nacht anwachsen lassen (10° Zellen pro Flasche)

Medium absaugen und durch 10ml Testsubstanzen ersetzen

3. Zellen fur 24h mit Test/ Kontrollsubstanzen inkubieren

10.

11.

Zellen abtrypsinieren, zentrifugieren, Pellet in kaltem PBS/SmM EDTA re-

suspendieren

. Zellen zihlen, 10° Zellen in ein 2ml Eppendorf Cup geben und fiir 5min bei

3000rpm zentrifugieren

Pellet in kaltem PBS/5mM EDTA waschen und abzentrifugieren

Pellet in Iml PBS/5SmM EDTA resuspendieren, 1ml Ethanol tropfenweise hinzu-
fligen und gelegentlich mischen, 30min bei Raumtemperatur inkubieren
Abzentrifugieren, Pellet in 500pu1 PBS/5SmM EDTA resuspendieren

20ul RNase A hinzugeben, mischen und fiir 30min bei Raumtemperatur inkubie-
ren

Propidium-Iodid (100pg/ml) hinzugeben, vortexen, in FACS- Réhrchen umfiil-
len

Messung am FACSCalibur im Linear Modus, pro Messung werden 10* Zellen

analysiert
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3.6 Angiogenese-Assays

Die Bildung neuer Blutgefil3e ist ein vielschichtiger Prozess, in den Migration, Prolife-
ration, Adhdsion und Zelldifferenzierung involviert sind. Endothelzellen zeigen auch in
vitro die Tendenz, sich zu kapillardhnlichen Strukturen zusammenzufiigen. In dieser
Arbeit wurden zwei unterschiedliche Testverfahren verwendet um die Wirkung von

Rapamycin und Celecoxib auf die Neubildung von Blutgefdflen zu untersuchen.

3.6.1 Ex vivo rat aortic ring assay

Eine weit verbreitet Methode zur Untersuchung der Angiogenese ist der ex vivo rat aor-
tic ring assay. Hierbei wird eine Rattenaorta in 1mm dicke Ringe geschnitten, die an-
schlieBend in mit Matrigel™ beschichteten 24-Well Platten kultiviert werden. Nach
einigen Tagen konnen Aussprossungen aus den Aortenringen beobachtet werden. Bei
dieser Testmethode wird beriicksichtigt, dass die Bildung neuer Blutgefd3e nicht nur
von den Endothelzellen ausgeht, sondern auch umgebende Zellen eine wichtige Rolle
spielen (23). In dieser Arbeit wurde die von Nicosia (24) beschriebene Technik in modi-
fizierter Form angewandt. Die Rattenaorten wurden freundlicherweise von der Abtei-
lung fiir experimentelle Chirurgie und dem Institut fiir Pharmazie zur Verfiigung ge-
stellt.
Versuchsprotokoll
1. Aorta mehrfach mit eiskaltem PBS waschen um Blutkoagel zu entfernen, an-
schlieBend in einkaltes DMEM Medium geben und auf Eis stellen
2. Unter einem Operationsmikroskop Binde- und Fettgewebe abpriparieren und
die Aorta in Imm dicke Ringe schneiden, dabei alle Ringe mit Gefdabgéngen
verwerfen
3. Matrigel™ auf Eis auftauen lassen, 200p1 Matrigel™ und sofort danach 1 Aor-
tenring in jedes Well geben. Da Matrigel™ bei Raumtemperatur schnell aushér-
tet miissen Pipettenspitzen und 24-Well Platte vorgekiihlt und das Matrigel ™
zligig verarbeitet werden
4. Platte fiir 30min im Brutschrank inkubieren, um Matrigel™ aushérten zu lassen
5. Medikamentenverdiinnungen in DMEM Medium herstellen und vorsichtig 1ml
Test- bzw. Kontrollsubstanz in die Wells geben
6. Platte im Brutschrank inkubieren, Mediumwechsel nach 3 Tagen
7. abdem 3. Tag Fotografieren der Ringe bei 2,5x und 10x VergroBerung
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3.6.2 Tubular formation assay

Endothelzellen zeigen in vitro die Tendenz, spontan gefid8dhnliche Strukturen auszubil-
den, wenn sie auf einer geeigneten extrazelluldren Matrix kultiviert werden (Abb. 3.7)
(23). In dieser Arbeit wurde als Unterlage Matrigel™ Basement Membrane Matrix ver-
wendet, eine l0sliche Extrazellularmatrix, die aus Engelbreth-Holm-Swarm Maussar-
komzellen isolierte wurde. Neben seinem Hauptbestandteil Laminin beinhaltet Matri-
gel™ zahlreiche Wachstumsfaktoren wie TGFB und fibroblast growth factor (25). HU-
VEC-Zellen wurden in mit Matrigel™ beschichteten 24Well Platten ausgesit, nach 24h
wurde die Formation gefd3dhnlicher Strukturen beurteilt. Um eine Verdnderung in der
Zellmorphologie wihrend der bei Raumtemperatur durchgefiihrten Auswertung zu ver-
meiden, wurden die Zellen nach 24-stiindiger Inkubationszeit mit Paraformaldehyd fi-

xiert und zur besseren Darstellung mit Himalaun-Eosin angeférbt.

Abbildung 3.7 Bildung gefdf3dhnlicher
Strukturen im tubular formation assay

3.6.2.1 Versuchsprotokoll

1. Zur Rehydratation und Entfernung von Salzriickstinden 500ul warmes FKS
freies Medium in jedes Well der Matrigel ™ beschichteten 24 Well-Platte geben
= fiir 30min bei 37°C im Brutschrank inkubieren
= Medium absaugen

2. HUVEC Zellen abtrypsinieren, abzentrifugieren, in FKS freiem Kulturmedium
resuspendieren und auszihlen
= 9x10” Zellen in 500u] Medium in jedes Well geben
= Zellen durch Schwenken der Platte gleichméaBig verteilen und Platten fiir 2h
im Brutschrank inkubieren, um die Zellen anwachsen zu lassen.

3. Testsubstanzen und Negativkontrollen in FKS freiem Kulturmedium ansetzen
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= nach 2h 500ul Test/ Kontrollsubstanzen in jedes Well geben

= fiir weitere 22h inkubieren

Zum Fixieren der Zellen Medium vorsichtig absaugen und 500ul Paraformalde-
hy (2%) in jedes Well geben

= 20min bei Raumtemperatur inkubieren

5. Paraformaldehyd vorsichtig absaugen und jedes Well mit 500ul PBS spiilen

= Platte unter dem Abzug trockene lassen

= Lagerung der Platte bei 4°C

3.6.2.2 Fdrben der Zellen

N kR =

400ul Hdmalaun nach Mayer fiir 8min
Spiilen mit Iml Aqua dest

Blduen in Iml warmen Wasser fiir Smin
Spiilen mit 1ml Aqua dest.

Gegenfarben mit 300ul Eosin 0,1% fiir Smin
Spiilen mit Aqua dest.

Trocknen

3.6.2.3 Auswertung

Zur semiquantitativen Auswertung wurden die Gefa3formationen in Kategorien von 0 -

3 eingeteilt. Aufgrund der ungleichmifBigen Verteilung der Zellen innerhalb des Wells

wurden die Strukturen in der Mitte und am Rand des Wells jeweils getrennt voneinan-

der beurteilt. Fiir jede Bedingung wurden je 4 Wells in 2 unterschiedlichen Platten beur-

teilt und der Mittelwert berechnet. Tabelle 3.5 fasst die Kriterien zur Einteilung zusam-

men.
Kategorie Mitte Rand
0 Keine Tubuli sichtbar, tote Zellen Nicht an allen Stellen Zellen sichtbar
Einzelne lingliche Zellen, Tendenz | Im gesamten Randbereich Zellen
! zur Gefallformation erkennbar sichtbar, vereinzelt Tubuli erkennbar
Viele Tubuli, Zellhaufen und Zellen im gesamten Randbereich,
) plumpe Zellen, mehr Tubuli
Gefile durch viele Zellen begrenzt
Viel diinne schlanke Tubuli, Be- Sehr viele Tubuli im gesamten Rand-
: grenzung durch einzelne Zellen bereich

Tabelle 3.5 Einteilungskriterien fiir die semiquantitative Auswertung des tubular formation assays.
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3.7 Statistik

Alle Auswertungen wurden mit Hilfe von Microsoft Excel erstellt. Aus den Ergebnissen
mehrerer unabhingiger Versuche wurden Mittelwert und Standardabweichung berech-
net und die Daten in Diagramme zusammengefasst. Die statistische Analyse erfolgte
mit SPSS Version 12.0. Zur Bestimmung des Signifikanzniveaus wurde der nicht-
parametrische Mann-Withney-U-Test angewandt. Wéhrend die Apoptose und Zellzyk-
lusdaten jeweils direkt miteinander verglichen wurden, wurden bei der Bestimmung der
Zellproliferation die Werte der Negativkontrollen und der behandelten Zellen zueinan-
der ins Verhiltnis gesetzt. Hierbei betrug das Wachstum der unbehandelten Kontrolle
100%. Aus diesem Grund wurden die Signifikanzniveaus fiir die Wachstumsversuche
einseitig, fiir Zellzyklusanalyse und Apoptose zweiseitig bestimmt. Ein Unterschied

zwischen Ergebnissen von p < 0,05 wurde als statistisch signifikant bezeichnet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 COX?2 und PPARy mRNA Expressionsanalyse

Im ersten Teil der Arbeit wurden acht humanen Zelllinien durch quantitative real time
RT-PCR auf ihr COX 2 und PPARYy mRNA Expressionsmuster untersucht. Alle Zellli-
nien waren positiv fiir COX 2 und PPARy mRNA, wobei die Hohe der Expression zwi-
schen den einzelnen Zelllinien stark variierte. A375 Melanomzellen zeigten das hochste
COX 2 mRNA Expressionlevel, gefolgt von HUVEC, ASM, Colo849 und A375 SM
Zellen. In IGR 1, A375 P und Mel Ho Zellen war die COX 2 Expression sehr gering
(Abb. 4.1). Auch die hochste PPARy Expression konnte in A375 Zellen nachgewiesen
werden, gefolgt von A375 P, Colo 849, A375 SM und ASM. Mel Ho, HUVEC und IGR
1 Melanomzellen enthielten nur wenig PPARY mRNA (Abb.4.2)

Um zu bestimmen, ob die Wirkung von COX 2 Hemmern und PPARYy Agonisten von
der COX 2 und PPARY Expression abhéngig ist, wurden die Melanomzelllinien A375,
Mel Ho und IGR 1 fiir weitere Analysen ausgewdhlt. Die COX 2 mRNA Expression
war in A375 Melanomzellen 337-fach hoher als in Mel Ho und 37-fach hoher als in
IGR 1 Zellen, fiir die PPARy Expression betrug der Faktor 63 fiir Mel Ho und 381 fiir
IGR 1.

400 450 q
350 1 400

300 350 1
250 | 300 1

FC 200 FC 250
200
150 150
100 100
50 50
Al _m  _—mm e B =
A375 SM P Colo 849 Mel-Ho IGR-1 ASM Huvec A375 SM P Colo 849 Mel Ho  IGR-1 ASM  Huvec
Abbildung 4.1 COX 2 Expression in Abbildung 4.2: PPARy Expression in humanen
humanen Zelllinien. Zelllinien

A375[ SM | P [ Colo849 [ MelHo | IGR1 | ASM | HUVEC
CT | 262 [292 ] 33,9 | 288 37,1 | 32,6 | 283 | 281
COX 2
FC | 3372 | 61,7 53 46,8 1,0 89 | 545 | 538
CT | 30,5 [334] 306 | 316 352 | 383 | 332 | 360
PPARy
FC | 3814 [ 398 [ 1650 79,7 6,0 1,0 | 282 3,8

Tabelle 4.1: Ergebnisse der TagMan real time RT-PCR zur Analyse der COX 2 und PPARy Expression

in humanen Zelllinien. Der Ct-Wert gibt die Nummer des PCR-Zyklus an, in dem das Fluoreszenzsignal
den Schwellenwert {iberschritt. Der FC-Wert gibt die Expression im Vergleich zur Zelllinie mit der nied-
rigsten COX 2 bzw. PPARy Expression an.
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4.2 Melanom
4.2.1 Untersuchung der Zellproliferation

4.2.1.1 Vorversuche

In diesem Teil der Arbeit sollte mit Hilfe des alamarBlue™ Assays und des Cell Proli-
feration Elisa BrdU Assays die Auswirkung von Rapamycin, Celecoxib und Pioglitazon
auf Proliferation und Stoffwechselaktivitit von Melanonzellen beurteilt werden. Um
den Versuchsaufbau zu optimieren und die Zuverldssigkeit der Ergebnisse zu gewahr-
leisten, mussten zunéchst einige Vorversuche durchgefiihrt werden.

Melanomzellen sollten in 24- und 96-Well Platten itiber mehrere Tage mit den Testsub-
stanzen behandelt werden. Um die geeignete Zelldichte und Inkubationszeit zu bestim-
men, wurden 10’ bis 2 x 10* Zellen pro Well ausgesit und Zelldichte und Morphologie
nach 24, 48 und 72 Stunden unter dem Mikroskop beurteilt. Im 24-Well Format lag die
optimale Zellzahl bei 1,2 x 10" pro Well fiir A375 und 1,5 x 10* pro Well fiir Mel Ho
und IGR 1 Melanomzellen, im 96-Well Format wurden 2,5 x 10° und 3 x 10’ Zellen pro
Well eingesetzt. Um die Vitalitdt der Zellen zu Versuchsbeginn sicherzustellen wurden
die Zellen am Vortag ausgesit und iiber Nacht im Brutschrank inkubiert. Im nichsten
Schritt sollten die Messzeitpunkte festgelegt werden. Hierfiir wurden die Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanzen inkubiert und die Verdnderung
des alamarBlue™ Farbstoffes in 2-stiindigen Abstéinden erfasst. Wie in Abb. 4.3 veran-
schaulicht zeigte sich in den ersten 8 Stunden ein linearer Anstieg der Absorptionswer-
te. Aus diesem Grund boten sich 24 und 48h nach Zugabe der Medikamente als Mess-
zeitpunkte an. Lingere Messintervalle erwiesen sich als nicht sinnvoll, da aufgrund des
Versuchsaufbaus ein Wechsel des Kulturmediums nicht moglich war. Zusétzlich hétte
eine zu hohe Zelldichte nach langerer Inkubationszeit die Zuverlassigkeit der Versuchs-

ergebnisse gefahrdet.
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Abbildung 4.3 Vorversuch zur Bestimmung des optimalen Messzeitpunktes. ASM Angiosarkomzellen
wurden mit 0,01-10pM Rapamycin behandelt und die Reduktion des alamarBlue™ Farbstoffes in 2-
stiindigen Abstand gemessen.

Da die verwendete Testsubstanz Rapamycin in hoheren Konzentrationen eine zeitlich
variable Autofluoreszenz aufwies (Abb. 4.4), konnte die Stoffwechselaktivitét der Zel-
len nicht iiber die Messung des Fluoreszenzsignals bestimmt werden. Alternativ wurde
eine Absorptionsmessung bei 540 und 600nm durchgefiihrt. Bei dieser Bestimmungs-
methode wird das Signal des Leerwertes bei der Berechnung des Ergebnisses mit be-

riicksichtigt, was bei der Fluoreszenzmessung nicht der Fall ist.
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Abbildung 4.4 Bestimmung der Autofluoreszenz der Testsubstanzen Rapamycin, Celecoxib, Pioglitazon
und der entsprechenden DMSO Kontrollen.

Die Zuverlissigkeit der durch den alamarBlue™ Test erhaltenen Ergebnisse sollten
nochmals auf DNA-Ebene iiberpriift werden. Hierzu wurde der Cell Proliferation Elisa
BrdU Assay ausgewdhlt. Dieser Test wurde im 96-Well Format durchgefiihrt. Um ver-
gleichbare Versuchsbedingungen zu schaffen wurden die vorher bestimmte Zellzahl von
2,5 x 10° bzw. 3 x 10° Zellen pro Well und die Inkubationszeit mit den Testsubstanzen
von 48h beibehalten. Der ideale Zeitpunkt zur Zugabe des BrdU war nach 32-stiindiger
Inkubation mit den Testsubstanzen erreicht, so dass die Zellen bis zum Versuchsende

fiir 16h mit BrdU behandelt wurden. Nach Fixierung und Denaturierung der Zellen,
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Inkubation mit einem Anti-BrdU-Antikorper und nachfolgenden Waschschritten fiihrt
die Zugabe eines Tetramethyl-Benzidin-haltigen Substrates zu einem Farbumschlag.
Diese Substratreaktion sollte urspriinglich nach 15min mit HSO4 abgestoppt werden
und anschlieBend die Absorption bei 450 und 690nm bestimmt werden. Da dieses Vor-
gehen gerade groflen Probenzahlen nicht praktikabel war, wurde auf diesen letzten, im
Testprotokoll als fakultative bezeichneten, Schritt verzichtet. Alternativ wurde die
BrdU-Inkorporation in die DNA durch Messung der Absorption bei 405 und 490nm

quantifiziert.

4.2.1.2 Antiproliferative Effekte von Celecoxib, Rapamycin und Pioglitazon

A375 und Mel Ho Melanomzellen wurden fiir 48h mit Celecoxib, Rapamycin und Pi-
oglitazon behandelt. Zunichst sollte fiir jedes Medikament der Konzentrationsbereich
ermittelt werden, in dem eine Hemmung der Stoffwechselaktivitit der Melanomzellen
zu erwarten ist. Dazu wurden die Substanzen in Konzentrationen von 0,01 bis 100uM
eingesetzt. AnschlieBend wurde fiir Celecoxib der Bereich von 1 bis 100uM und fiir
Rapamycin von 0,05 bis 1uM ndher untersucht. Pioglitazon hatte nur bei 100uM signi-
fikante antiproliferative Effekte auf A375 Melanomzellen (p >0,001) (Abb. 4.9). Hohe-
re Konzentrationen an Pioglitazon konnten nicht untersucht werden, da Pioglitazon bei
100uM kristalline Strukturen bildete, die die Absorptionsmessung und somit die Zuver-
lassigkeit der Ergebnisse beeintrachtig hétten.

Celecoxib verursachte in beiden Zelllinien eine signifikante dosisabhingige Wachstum-
sinhibition (Abb. 4.5). Die Behandlung mit 80uM Celecoxib reduzierte das Zellwachs-
tum um 31% = 6% in Mel Ho und 37% = 6% in A375 Melanomzellen (p> 0,001).
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40% - 40% -
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Abbildung 4.5 Wachstumsinhibition durch Celecoxib in Mel Ho und A375 Melanomzellen (n=8).

Auch die Inkubation der Melanomzellen mit Rapamycin fiihrte zu einer signifikanten
dosisabhingigen Hemmung der Zellproliferation. Wéhrend die antiproliferativen Effek-

te bei 1puM Rapamycin in beiden Zelllinien vergleichbar waren, (Wachstumsinhibition
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36% + 4% in A375 und 39% =+ 8% in Mel Ho Zellen, p > 0,001), waren sie in geringerer
Dosierungen in Mel Ho Zellen starker ausgeprégt als in A375 Zellen (Abb. 4.6)
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1uM
0% — 0%
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Abbildung 4.6 Wachstumsinhibition durch Rapamycin in Mel Ho und A375 Melanomzellen (n=8).
Celecoxib, Rapamycin und Pioglitazon sind stark an Plasmaproteine gebunden (Celeco-

xib 97% (6), Pioglitazon 99% (9), Rapamycin 92%)(26). Um zu bestimmen, ob der

1uM

Grad der Plasmaproteinbindung Einfluss auf die antiproliferative Wirkung der Medika-
mente hat, wurden die Wachstumsversuche zusitzlich mit serumfreiem Kulturmedium
durchgefiihrt. Fiir Celecoxib konnte unter serumfreien Bedingungen schon in einem
Konzentrationsbereich von 1-40uM eine signifikante dosisabhidngige Wachstumsinhibi-
tion beobachtet werden (p > 0,01) (Abb. 4.7). Die Behandlung mit 30uM Celecoxib
reduzierte das Zellwachstum von Mel Ho Zelle um 31% =+ 7%, vergleichbare Effekte
wurden unter Standardbedingungen erst bei einer Konzentration von 80uM erreicht. Im
Gegensatz zu den vorherigen Ergebnissen waren die wachstumshemmenden Effekte
von Celecoxib unter serumfreien Bedingungen bei A375 Zellen stirker ausgeprégt als

bei Mel Ho Zellen.
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Abbildung 4.7 Wachstumsinhibition durch Celecoxib in Mel Ho und A375 Melanomzellen unter serum-
freien Bedingungen (n=8).

Die antiproliferativen Effekte von Rapamycin waren unter serumfreien Bedingungen
geringer ausgepragt als unter normalen Kulturbedingungen (Abb. 4.8). Wéhrend bei
A375 Zellen nur bei 1uM Rapamycin eine Reduktion des Zellwachstums um 13% =+
11% (p > 0,001) auftrat, betrug die Hemmung in Mel Ho Zellen bei allen Konzentratio-
nen ca. 10% (p > 0,001).
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Abbildung 4.8 Wachstumsinhibition durch Rapamycin in Mel Ho (n=16) und A375 (n=8) Melanomzel-
len unter serumfreien Bedingungen.

Wie schon unter Standardbedingungen hatte die Behandlung der Melanomzellen mit

Pioglitazon nur in der hochsten Konzentration Auswirkung auf die Zellproliferation (p >
0,01) (Abb. 4.9).
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Abbildung 4.9 Wachstumsinhibition durch Pioglitazon in A375 Melanomzellen unter Standardbedingun-
gen und in Mel Ho Melanomzellen unter serumfreien Bedingungen (n=8).

Die Bestimmung des Zellwachstums mit dem alamarBlue™ Farbstoff setzt einen linea-
ren Zusammenhang von Stoffwechselaktivitdt und Zellproliferation voraus. Um sicher-
zustellen, dass die durch den alamarBlue™ Test gewonnenen Ergebnisse als MaB der
Zellproliferation gewertet werden kdnnen, wurden die Daten mit Hilfe des Cell prolife-
ration Elisa BrdU Assays zusétzlich auf DNA-Ebene tiberpriift.

Die in den alamarBlue™ Versuchen beobachtete dosisabhingige Wachstumsinhibition
durch Rapamycin und Celecoxib konnte durch die Messung der BrdU-Aufnahme in die
Zellen bestitigt werden. Fiir Rapamycin waren die antiproliferativen Effekte auf beide
Zelllinien im Vergleich zu den alamarBlue™ Ergebnissen signifikant stirker ausgeprigt
(p > 0,05). Wahrend bei der Behandlung von A375 Zellen mit 0,4uM Rapamycin im
alamarBlue™ Versuch mit einer Hemmung von nur 3% + 4% (p = 0,05) nur noch ein
sehr geringer Effekt nachgewiesen werden konnte, erfasste der BrdU Test noch eine
Wachstumsreduktion um 30% = 7% (p > 0,001). Fiir Mel Ho Zellen lag die Hemmung
der Zellproliferation durch 0,4uM Rapamycin im alamarBlue™ Test bei 25% + 5% und
im BrdU Test bei 37% + 7% (p > 0,001). Zusitzlich bestdtigte sich im BrdU Test auch

die signifikant stdrkere Wirkung von Rapamycin auf Mel Ho Melanomzellen.
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Mel Ho A375

Klj)iz:::::n alamarBlue™ BrdU alamarBlue™ BrdU
1uM 61% + 8% 54% + 7% 64% + 4% 71% + 7%
0,8uM 66% + 7% 56% + 8% 76% + 6% 65% + 7%
0,6nM 71% + 4% 57% + 7% 81% + 4% 64% + 7%
0,4uM 75% + 5% 63% + 7% 97% + 4% 70% + 7%
0,2uM 85% + 6% 79% £ 5% 109% =+ 3% 75% + 6%

Kontrolle 100% 100% 100% 100%

Tabelle 4.2 Vergleich der Ergebnisse des alamarBlue' und BrdU Tests fiir Mel Ho und A375 Mela-
nomzellen nach 48-stiindiger Behandlung mit Rapamycin. Die Zellproliferation wurde relativ zur unbe-
handelten Mediumkontrolle berechnet.

Auch die Behandlung der Mel Ho Melanomzellen mit Celecoxib lieferte fiir Konzentra-

tionen ab 60puM im BrdU Test signifikant bessere Ergebnisse als im alamarBlue™ Test

(p>0,001). Fiir A375 Melanomzellen waren die antiproliferativen Effekte von Celeco-

xib nur bei 80puM signifikant stirker als im alamarBlue™ Test (p > 0,01). Die Abbil-

dungen 4.10 bis 4.13 veranschaulichen die BrdU Inkorporation in die behandelten Me-

lanomzellen.
Mel Ho A375
Celecoxib-
alamarBlue ™ BrdU alamarBlue™ BrdU
Konzentration
80uM 69% + 6% 27% + 4% 63% + 6% 81% + 14%
60uM 84% + 2% 67% + 7% 81% + 4% 87% + 12%
40uM 89% + 3% 84% + 10% 91% + 3% 94% + 8%
Kontrolle 100% 100% 100% 100%

Tabelle 4.3 Vergleich der Ergebnisse des alamarBlue'™ und BrdU Tests fiir Mel Ho und A375 Mela-
nomzellen nach 48-stiindiger Behandlung mit Celecoxib. Die Zellproliferation wurde relativ zur DMSO

Kontrolle berechnet.
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Abbildung 4.10 Wachstumsinhibition durch
Rapamycin in Mel Ho Melanomzellen unter
Standardbedingungen. Die BrdU-Inkorporation
ist ein direktes Maf3 der Zellproliferation (n=12)
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Abbildung 4.11 Wachstumsinhibition durch
Celecoxib () und DMSO Kontrolle (m) in Mel
Ho Melanomzellen unter Standardbedingungen.
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Abbildung 4.12 Wachstumsinhibition durch
Rapamycin in A375 Melanomzellen unter Stan-
dardbedingungen. Die BrdU-Inkorporation ist
ein direktes Mal} der Zellproliferation (n=12)
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Abbildung 4.13 Wachstumsinhibition durch
Celecoxib () und DMSO Kontrolle (m) A375
Melanomzellen unter Standardbedingungen. Die

BrdU-Inkorporation ist ein direktes Maf} der
Zellproliferation (n=12).

Die Effekte von Celecoxib und Rapamycin auf das Zellwachstum wurden zusétzlich fiir
IGR 1 Melanomzellen untersucht. Auch diese Zelllinie wurde aufgrund ihrer geringen
COX 2 und PPARYy Expression ausgewihlt. Celecoxib bewirkte sowohl unter Standard-
bedingungen als auch unter serumfreien Bedingungen eine signifikante dosisabhéngige
Inhibition des Zellwachstums, wobei die effektiven Konzentrationsbereiche stark von-
einander abwichen, wie schon fiir A375 und Mel Ho Zellen gezeigt werden konnte.
Wihrend 100uM Celecoxib unter Standardbedingungen das Zellwachstum um 52% =+
4% reduzierten, betrug die Hemmung 69,7% + 7%, wenn 40uM Celecoxib in serum-
freiem Medium geldst wurden (p > 0,001) (Abb.4.14 und 4.15). Die antiproliferative
Wirkung von Rapamycin war im Gegensatz zu den in A375 und Mel Ho Zellen beo-
bachteten Effekten nicht konzentrationsabhéngig (Abb. 4.16). Nach 48-stiindiger Inku-
bation betrug die Wachstumsinhibition durch 1pM Rapamycin 21% = 8 % und durch
0,2uM 16% = 4% (p > 0,01).

Pioglitazon hatte im Konzentrationsbereich von 10-100uM auf IGR 1 Melanomzellen

keinen Effekt (Abb. 4.17).

46



120% - 120% 4

100uM

100% - 100% -

80% A I T

80% -

60% - 60% 1

Wachstum in %

40% - 40% -

Wachstum in %

20% - 20% 1

0% A K oo 1M |0,8uM k|
IGR IGR
Abbildung 4.14 Wachstumsinhibition durch Abbildung 4.16 Wachstumsinhibition durch
Celecoxib in IGR 1 Melanomzellen unter Stan- Rapamycin in IGR 1 Melanomzellen unter
dardbedingungen (n=8). Standardbedingungen (n=8).
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Abbildung 4.15 Wachstumsinhibition durch Abbildung 4.17 Wachstumsinhibition durch
Celecoxib in IGR 1 Melanomzellen unter se- Pioglitazon in IGR 1 Melanomzellen unter
rumfreien Bedingungen (n=8). Standardbedingungen (n=8).

Diese Daten fassen die Ergebnisse von mindestens zwei unabhédngigen Versuchsreihen
zusammen. Bei der Interpretation der Ergebnisse muss jedoch beriicksichtigt werden,
dass zu Versuchende im Bezug auf die Vitalitdt der IGR 1 Melanomzellen erhebliche
Zweifel bestanden. Der in den Mitochondrien der Zellen ablaufende Umsatz des ala-
marBlue™ Farbstoffes ist ein Ma8 fiir die Stoffwechselaktivitit der Zellen. Wihrend
der Anteil an reduziertem alamarBlue™ fiir die mit serumhaltigen Kulturmedium be-
handelten A375 und Mel Ho Zellen nach 48h 69% + 5% und 69% + 2% betrug, lag der
Anteil bei den IGR 1 Zellen nur bei 47% + 5%. Mit 73% + 6% reduziertem ala-
marBlue™ in A375, 68% + 2% in Mel Ho und 50% + 5% in IGR 1 Melanomzellen
zeigten sich auch in der DMSO 50 Kontrolle dhnliche Ergebnisse (Abb. 4.18). In einem
zur Kontrolle durchgefiihrten BrdU Test konnte die antiproliferative Wirkung von Cele-
coxib und Rapamycin auf IGR 1 Melanomzellen nicht bestétigt. Aus diesem Grund ist
es fraglich, ob die beobachteten Effekte durch die verwendeten Medikamente ausgelost
wurden. Deshalb wurde im Folgenden auf weitere Versuche mit IGR Melanomzellen

verzichtet.
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Abbildung 4.18 Anteil des reduzierten alamarBlue™ Farbstoffes in den Negativkontrollen in A375, Mel
Ho und IGR 1 Melanomzellen. Reines Kulturmedium diente als Negativkontrolle fiir die Behandlung mit
Rapamycin, DMSO 50 entspricht der Negativkontrolle fiir die Behandlung mit 50uM Celecoxib, 50uM
Pioglitazon und Kombination aus 0,5uM Rapamycin und 50uM Celecoxib (n=8).

4.2.1.3 Antiproliferative Effekte durch Kombinationsbehandlung

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sowohl Celecoxib als auch Rapamycin, nicht
aber Pioglitazon, als Einzelsubstanzen das Wachstum von A375 und Mel Ho Melanom-
zellen inhibieren, sollte im nidchsten Schritt untersucht werden, ob eine Kombination
dieser Substanzen die antiproliferativen Effekte noch verstérkt. Fiir diesen Versuch
wurden 50uM Celecoxib und Pioglitazon und 0,5uM Rapamycin eingesetzt. Als Nega-
tivkontrolle fiir die mit Rapamycin behandelten Zellen diente reines Kulturmedium, als
Negativkontrolle fiir Celecoxib, Pioglitazon und die Kombinationen wurden das ent-
sprechende Volumen an DMSO in das Kulturmedium zugegeben.

Durch die Kombination von 50uM Celecoxib mit 0,5uM Rapamycin wurden die an-
tiproliferativen Effekte der Einzelsubstanzen in A375 Melanomzellen signifikant ver-
stirkt (p = 0,002). Wihrend im alamarBlue™ Test das Wachstum durch Celecoxib um
13% + 6 % und durch Rapamycin um 20% + 8% gehemmt wurde, betrug die Inhibition
durch die Kombination beider Substanzen 37% =+ 7% (Abb. 4.19a). Diese Verstiarkung
der Einzeleffekte konnte auch im BrdU Test bestétigt werden (Abb. 4.19f). 50uM Pi-
oglitazon hatten keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum von A375 Melanom-
zellen. Auch in der Kombination von Pioglitazon mit Rapamycin oder Celecoxib konnte
keine signifikante Verstirkung der Einzeleffekte von Rapamycin und Celecoxib nach-
gewiesen werden (Abb. 4.19 b, ¢).

Eine Behandlung der A375 Melanomzellen mit einer Dreierkombination aus Rapamy-
cin, Celecoxib und Pioglitazon brachte im Vergleich zur Zweierkombination aus Rapa-
mycin und Celecoxib keine signifikanten Unterschiede (Abb. 4.19d). Somit konnte ge-
zeigt werden, dass Pioglitazon weder als Einzelsubstanz noch in Kombination mit Cele-

coxib und/oder Rapamycin das Wachstum von A375 Melanomzellen beeinflusst. Aus
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diesem Grund wurde im Folgenden auf die Behandlung der Melanomzellen mit Piogli-

tazon verzichtet.
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Abbildung 4.19 Wachstumsinhibition durch Einzelsubstanzen und Kombination aus Rapamycin und
Celecoxib (a,e,f), Rapamycin und Pioglitazon (b), Celecoxib und Pioglitazon (c¢) und Kombination aller
Substanzen (d) in A375 (a-d,f) und Mel Ho (e) Melanomzellen. Abbildungen a-e fassen die Ergebnisse
des alamarBlue™ Versuches zusammen, das Wachstum wird relativ zur unbehandelten Negativkontrolle
angegeben (n=8). Die BrdU-Inkorporation (f) ist direkt proportional zur Proliferationsrate der Zellen
(n=12). Medium dient als Negativkontrolle fiir Rapamycin, DMSO fiir Celecoxib, Pioglitazon und alle
Kombinationen.

Die antiproliferativen Effekte von Celecoxib und Rapamycin auf Mel Ho Melanomzel-
len konnten durch eine Kombination beider Substanzen nicht signifikant gesteigert wer-

den (Abb. 4.19 e).
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4.2.2 Zellzyklusanalyse

Fiir viele Tumorentitdten konnte gezeigt werden, dass die antiproliferativen Effekte von
Celecoxib und Rapamycin durch einen Arrest in der G; Phase des Zellzyklus bedingt
sind. Um zu bestimmen ob dieser Mechanismus auch in Melanomzelle eine Rolle spielt,
wurden die Zellkerne mit Propidium lodid markiert und eine durchflusszytometrische
Untersuchung durchgefiihrt. Nach 24-stiindiger Inkubation mit 0,5uM Rapamycin be-
fanden sich 67,0% = 2% der A375 Melanomzellen in der G, Phase des Zellzyklus, in
der unbehandelten Kontrolle betrug der Anteil 56,5% =+ 4,1%. Gleichzeitig verringerte
sich der Anteil der Zellen in der G, Phase von 31,4% =+ 1,3% auf 23,4% + 1,9%. Fiir
Mel Ho Zellen war der beobachtete Anstieg von 56,5% =+ 3,5% auf 59,5% =+ 2,1% nicht
signifikant. Die Behandlung beider Zelllinien mit 50uM Celecoxib oder der Kombinati-
on aus 0,5uM Rapamycin und 50uM Celecoxib verursachte nur geringe Verdanderungen
in der Zellzyklusverteilung. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.4 zusammengefasst, Abb.
4.20 und 4.21 zeigen exemplarisch fiir jede Bedingung ein Histogramm. Wie in Kapitel
4.2.1.2 besprochen konnte bei der Behandlung von A375 Zellen mit 30uM Celecoxib
unter serumfreien Bedingungen eine Inhibition des Zellwachstums um 59% =+ 6% beo-
bachtet werden. Deshalb wurden A375 Zellen mit 30uM Celecoxib und der dazugeho-
rigen DMSO-Kontrolle behandelt und eine Zellzyklusanalyse durchgefiihrt. Da sich
jedoch schon nach Inkubation mit serumfreien Kulturmedium 83,6% + 0% der Zellen in
der G Phase des Zellzyklus befanden, konnte iiber die Effekte von Celecoxib und

DMSO keine zuverldssige Aussage getroffen werden.

Mel Ho A375
G, S G, G, S G,
Medium 56,5+3,7 | 15,7+ 1,2 | 25,6 +£2,6 | 56,5+4,1 | 11,9+3,2 | 31,4+ 1,3
Rapamycin 0,5pM | 59,5+2,1 | 10,6 +0,0 | 24,6 £19 | 67,0£2,0 | 9,6 £2,1 | 23,419
DMSO 58,0+1,1 | 14,6+£1,0(24,7+0,5|61,6+2,0| 99+0,0 | 26,5+1,8
Celecoxib S0pM | 62,9 +54 | 11,2+0,6 | 22,.8+4,8 | 60,3+1,9 | 11,2£0,9 | 27=+2,1
Kombination 61,7+3,8 | 11,3+0,4|222+1,6 62,125 |11,8+1,1 |22,6+1,7

Tabelle 4.4 Zellzyklusverteilung von Mel Ho und A375 Melanomzellen nach 24-stiindiger Inkubation
mit 0,5uM Rapamycin, 50uM Celecoxib, Kombination beider Substanzen und den jeweiligen Negativ-
kontrollen (Medium fiir Rapamycin und DMSO fiir Celecoxib und Kombination). Die Daten sind als
Mittelwert (in %) + Standardabweichung angegeben.
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Abbildung 4.20 Zellzyklusanalyse von Mel Ho Melanomzellen. Die Zellen wurden fiir 24 h mit Medium
(a,), 0,5uM Rapamycin (b,), DMSO (c,), 50uM Celecoxib (d,) und Kombination aus 50uM Celecoxib
und 0,51uM Rapamycin (e,) inkubiert.
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Abbildung 4.21 Zellzyklusanalyse von A375 Melanomzellen. Die Zellen wurden fiir 24 h mit Medium
(a,), 0,5uM Rapamycin (b,), DMSO (c,), 50uM Celecoxib (d,) und Kombination aus 50uM Celecoxib
und 0,5uM Rapamycin (e,) inkubiert. M; = G;-Phase, M, = S-Phase, M3 = G,/M-Phase
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4.2.3 Induktion der Apoptose

Ein weiterer wichtiger Mechanismus, der in vielen Fillen dem antitumoralen Potential
von Rapamycin und Celecoxib zugrunde liegt, ist die Induktion der Apoptose. Zur Be-
stimmung der Apoptoserate wurden A375 und Mel Ho Melanomzellen fiir 24 Stunden
mit 0,50M Rapamycin, 5S0uM Celecoxib oder der Kombination aus beiden Substanzen
inkubiert und anschlieBend die Aktivitdt der Caspasen 3 und 7 luminometrisch erfasst
(Abb. 4.22). Im Vergleich zur Negativkontrolle konnte in den mit Celecoxib behandel-
ten Zellen ein signifikanter Anstieg der Caspase-Aktivitdt um den Faktor 1,4 in A375
und 2,2 in Mel Ho Melanomzellen beobachtet werden (p > 0,001). Die geringe Verdn-
derung der Apoptoserate durch Rapamycin um den Faktor 1,1 und 1,3 erreichte nur in
Mel Ho Zellen statistische Signifikanz (p > 0,05). Uberraschenderweise fiihrt die Kom-
bination von Rapamycin und Celecoxib in beiden Zelllinien zu einer zwar geringen aber

signifikanten Hemmung der Apoptose (p > 0,01).

70 - 180 -
160 - [

60 -

140 1

120 1

100 1

80 1

50 q

40 (

Lumineszenz x 100C
Lumineszenz x 1000

30 4
T 60 - (

20 4 = = =

2 2 40 4 o E

=) 3 — ° ) el o
101 s | s |8 g 20 ‘BN 2

& 8 2 a 0 54 S 2 a
0

A375 Mel Ho

Abbildung 4.22 Induktion der Apoptose in A375 und Mel Ho Melanomzellen nach 24-stiindiger Behand-
lung mit 0,5uM Rapamycin, SOuM Celecoxib oder der Kombination beider Substanzen. Medium diente
als Negativkontrolle fiir die Rapamycinbehandlung und DMSO fiir die Celecoxib- und Kombinationsbe-
handlung. Das Lumineszenzsignal korreliert direkt mit der Caspase 3 und 7 Aktivitdt und somit mit der
Apoptoserate.
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4.3 Angiosarkom

Nachdem im ersten Teil der Arbeit die Effekte von Rapamycin, Celecoxib und Pioglita-
zon auf Melanomzellen untersucht worden sind, sollten nun die gleichen Analysen mit
Angiosarkomzelllinien durchgefiihrt werden. Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
zu gewdhrleisten wurden die fiir Melanomzellen etablierten Versuchsbedingungen bei-
behalten. Die einzusetzenden Zellzahlen mussten aufgrund der unterschiedlichen
Wachstumseigenschaften an die jeweilige Zelllinie angepasst werden. Beim Zentrifu-
gieren der Angiosarkomzellen konnte ein Zellverlust um bis zu 50% beobachtet werden.
Da bei der Vorbereitung der Zellzyklusanalyse mehrere Zentrifugationsschritte notig

sind, konnte diese Untersuchung nicht durchgefiihrt werden.

4.3.1 Antiproliferative Effekte von Celecoxib, Rapamycin und Pioglitazon

Die Untersuchung der antiproliferativen Wirkung von Celecoxib, Rapamycin und Pi-
oglitazon auf Angiosarkomzellen erfolgte mit Hilfe des alamarBlue™ und BrdU Tests.
Hierzu wurden die humanen Angiosarkomzelllinien ASM und Iso Has und die murin-
phénotyische Angiosarkomzelllinie ISOS 1 fiir 48h mit unterschiedlichen Konzentratio-
nen der Testsubstanzen inkubiert. Fiir Rapamycin wurden zunichst Konzentrationen
von 5 bis 0,05 uM eingesetzt und anschlieBend der Bereich von 1 bis 0,025 uM genauer
untersucht. Fiir Celecoxib lag die Konzentration zunichst zwischen 100 und 0,5uM und
anschlieBBend bei 60 bis 1uM.

Rapamycin bewirkte in den drei untersuchten Angiosarkomzelllinien eine signifikante
dosisabhingige Wachstumsinhibition (p > 0,001). Interessanterweise hemmte 1uM Ra-
pamycin das Wachstum von ASM und Iso Has Zellen im alamarBlue™ Test nur um
46% £ 10% und 29% =+ 7%, wihrend bei derselben Konzentration in BrdU Test prak-
tisch keine proliferierenden Zellen mehr nachweisbar waren. Aus diesem Grund wurde
fiir die beiden Zelllinien mit dem BrdU Test zusétzlich der Konzentrationsbereich von
0,2 bis 0,025uM Rapamycin untersucht. Mit 0,05uM Rapamycin konnte bei ASM Zel-
len noch eine Hemmung der Zellproliferation um 39% + 15% und bei Iso Has Zellen
um 46% = 19% erreicht werden (Abb. 4.23 und 4.24). Auch fiir ISOS 1 Angiosarkom-
zellen ergab sich bei der Behandlung mit Rapamycin eine signifikante dosisabhéngige
Wachstumshemmung (p > 0,001), allerdings waren die Effekte im Vergleich zu ASM
und Iso Has Angiosarkomzellen geringer ausgeprégt. Durch 0,05uM Rapamycin wurde

die Zellproliferation nur noch um 11% + 10% gehemmt (p > 0,001). (Abb. 4.27).
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Abbildung 4.23 Wachstumsinhibition durch Rapamycin in Iso Has Angiosarkomzellen. Die durch den
alamarBlue™ Test gewonnenen Ergebnisse wurden mit der Negativkontrolle (Medium) ins Verhiltnis
gesetzt (n=20). Die BrdU Inkorporation ist ein direktes MaB der Zellproliferation (n=12).
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Abbildung 4.24 Wachstumsinhibition durch Rapamycin in ASM Angiosarkomzellen. Die durch den
alamarBlue™ Test gewonnenen Ergebnisse wurden mit der Negativkontrolle (Medium) ins Verhiltnis
gesetzt (n=20). Die BrdU Inkorporation ist ein direktes Maf} der Zellproliferation (n=24).

Auch die Behandlung der Angiosarkomzellen mit Celecoxib resultierte in einer dosis-
abhingigen Hemmung der Zellproliferation (Abb. 4.25 und 4.26). Wie schon bei Rapa-
mycin unterschieden sich die Ergebnisse des alamarBlue™ und BrdU Tests erhebli-
chen. Wihrend 60uM Celecoxib im alamarBlue™ Test eine Wachstumshemmung um
31% + 11% fiir ASM und 14% =+ 6% fiir Iso Has verursachte, konnten fiir diese Kon-
zentration im BrdU Test kaum proliferierende Zellen nachgewiesen werden. Die Wir-
kung von Pioglitazon wurde nur fiir Iso Has Zellen untersucht. Weder im alamarBlue™

noch im BrdU Test konnten antiproliferative Effekte auf Angiosarkomzellen nachge-

wiesen werden.
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Abbildung 4.25 Wachstumsinhibition durch Celecoxib () in Iso Has Angiosarkomzellen. Die durch den
alamarBlue™ Test gewonnenen Ergebnisse wurden mit der Negativkontrolle (DMSO, m) ins Verhiltnis
gesetzt (n=20). Die BrdU Inkorporation ist ein direktes Maf} der Zellproliferation (n=12).
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Abbildung 4.26 Wachstumsinhibition durch Celecoxib () in ASM Angiosarkomzellen. Die durch den
alamarBlue™ Test gewonnenen Ergebnisse wurden mit der Negativkontrolle (DMSO, m) ins Verhiltnis
gesetzt (n=8). Die BrdU Inkorporation ist ein direktes Maf3 der Zellproliferation (n=18).
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Abbildung 4.27 Wachstumsinhibition durch Rapamycin (n= 18) und Celecoxib (=) (n=12) in ISOS 1
Angiosarkomzellen. Die BrdU Inkorporation ist ein direktes Mal} der Zellproliferation.

Fiir Melanomzellen konnte gezeigt werden, dass die antiproliferative Wirkung der ein-
gesetzten Medikamente bei anderen Konzentrationsbereichen auftritt, wenn die Sub-
stanzen in FKS-freiem Medium gel6st werden. Ob diese Beobachtung auch fiir Angio-
sarkomzellen zutrifft wurde exemplarisch fiir Iso Has Zellen untersucht.

Unter serumfreien Bedingungen fithrte Rapamycin im alamarBlue™ Test in allen ein-
gesetzten Konzentrationen zu einer Wachstumsinhibition von 35% bis 40% (p > 0,001)
(Abb. 4.28). Diese Werte konnten im BrdU Test bestitigt werden. Ahnlich wie bei den
Melanomzellen waren die wachstumshemmenden Effekte von in serumfreiem Medium
gelosten Celecoxib stirker als unter normalen Kulturbedingungen (Abb.4.29). Wihrend

60uM Celecoxib die Zellproliferation im alamarBlue Test unter serumfreien Bedingun-
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gen um 90% £2 % hemmte, betrug die Wachstumsinhibition bei der gleichen Konzent-

ration unter Standardbedingungen 14% + 6% (p > 0,001).
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Rapamycin in Iso Has Angiosarkomzellen unter Celecox1b in Iso .Has Angiosarkomzellen unter
serumfreien Bedingungen (n=8) serumfreien Bedingungen (n=8)
Kombinationen

Nachdem gezeigt wurde, dass Rapamycin und Celecoxib als Einzelsubstanzen die Proli-
feration aller Angiosarkomzelllinien effektiv hemmen, sollte untersucht werden, ob das
antiproliferative Potential durch die Kombination beider Substanzen zusétzlich gestei-
gert werden kann. Da die Ergebnisse des BrdU und des alamarBlue™ Test stark von-
einander abwichen, wurden auch fiir die Kombinationsbehandlung fiir die beiden Test-
verfahren unterschiedliche Konzentrationen eingesetzt. Im alamarBlue™ Test war die
Kombination aus 0,5uM Rapamycin und 50uM Celecoxib effektiver als die jeweiligen
Einzelsubstanzen. In Iso Has Zellen hemmte 0,5uM Rapamycin das Zellwachstum um
25% £ 7% und 50uM Celecoxib um 5% + 6%, wihrend die Kombination zu einer signi-
fikanten Verstarkung der Wachstumsinhibition auf 41% =+ 6% fiihrte (p > 0,001). In
ASM Zellen war die Steigerung der antiproliferativen Effekte von 39% + 12% durch
Rapamycin und 24% £ 10% durch Celecoxib auf 48% = 12% durch die Kombination
nicht signifikant. Da im BrdU Test das Zellwachstum von ASM und Iso Has Zellen
durch 0,5uM Rapamycin um iiber 90% gehemmt wurde, konnte fiir diese Konzentratio-
nen keine Aussage dariiber getroffen werden, ob eine Kombinationsbehandlung effekti-
ver ist als die Einzelsubstanzen. Aus diesem Grund wurde fiir die beiden Zelllinien
0,025uM Rapamycin mit 20uM Celecoxib kombiniert. In ASM Zellen wurde die an-
tiproliferative Wirkung von 23% + 13% durch Rapamycin und 20% + 15% durch Cele-
coxib durch die Kombination signifikant auf 38% + 19% gesteigert (p > 0,05). In Iso
Has Zellen war die Steigerung des antiproliferativen Effektes mit 49% = 9% durch Ra-
pamycin, 34% + 14% durch Celecoxib und 53% =+ 18% durch die Kombination nicht
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signifikant. Da die Effekte von Rapamycin auf ISOS 1 Zellen geringer waren als auf die

ASM und Iso Has, wurde fiir diese Zelllinie 0,2uM Rapamycin mit 20uM Celecoxib
kombiniert. Auch bei ISOS 1 Zellen war die Kombination mit 54% + 6% Wachstum-

sinhibition signifikant effektiver als die Einzelsubstanzen Rapamycin mit 19% =+ 14%

und Celecoxib mit 38% + 15% (p > 0,05).
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Abbildung 4.30 Wachstumsinhibition durch Kombination aus Rapamycin und Celecoxib in Iso Has
Angiosarkomzellen. Fiir den alamarBlue™ Test wurden 0,5uM Rapamycin und 50uM Celecoxib einge-
setzt (n=12), fiir den BrdU Test 0,025uM Rapamycin und 20uM Celecoxib (n=12).

Wachstum in %

120% ~

100% -

80% -

60% -

40% -

20% -

0%

—

Rapa 0,5uM

Cele 50uM

ASM

BrdU-Inkorporation

o ©o o o o o o
N W N ®

o

0

1l

R 0,025uM Cele 20pM Kombi DMSO Medium

Abbildung 4.31 Wachstumsinhibition durch Kombination aus Rapamycin und Celecoxib in ASM Angio-
sarkomzellen. Fiir den alamarBlue™ Test wurden 0,5uM Rapamycin und 50uM Celecoxib eingesetzt
(n=8), fiir den BrdU Test 0,025uM Rapamycin und 20pM Celecoxib (n=24).
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Abbildung 4.32 Wachstumsinhibition durch Kombination
aus 0,2uM Rapamycin und 20uM Celecoxib in ISOS 1
Angiosarkomzellen (n=18)
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4.3.2 Induktion der Apoptose

Um zu untersuchen, ob Celecoxib und Rapamycin Einfluss auf die Apoptoserate von
Angiosarkomzellen nehmen, wurden ASM, Iso Has und ISOS 1 Zellen fiir 24h mit
0,2uM Rapamycin, 20uM Celecoxib oder der Kombination beider Substanzen behan-
delt. Wie bei den Wachstumsversuchen wurden die Substanzen in Kulturmedium mit
5% FKS gelost, als Negativkontrolle wurden die Zellen mit Kulturmedium bzw. Kul-
turmedium mit dem entsprechenden Volumen an DMSO behandelt.

Bei ISOS 1 Angiosarkomzellen fiihrte die Inkubation mit den Testsubstanzen zu einer
signifikanten Steigerung der Apoptoserate um den Faktor 1,4 fiir Celecoxib (p < 0,001)
und um den Faktor 1,1 fiir Rapamycin (p < 0,01). Die durch die Kombination beider
Substanzen erreichte Steigerung der Apoptoserate um den Faktor 1,5 erreichte gegen-

iiber der Einzelbehandlung mit Celecoxib keine statistische Signifikanz (Abb. 4.33).

Die Analyse der Caspase 3 und 7 Aktivitit lieferte fiir ASM und Iso Has Angiosarkom-
zellen bei mehrfacher Wiederholung widerspriichliche Ergebnisse, so dass aufgrund
dieser Daten keine zuverlédssige Aussage liber die Apoptoserate getroffen werden kann.
Unter Beriicksichtigung der gesteigerten Apoptoserate in ISOS 1 Zellen, kann jedoch
nicht sicher ausgeschlossen werden, dass Celecoxib und Rapamycin auch in anderen

Angiosarkomzelllinien proapoptotische Effekte besitzen.
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Abbildung 4.33 Induktion der Apoptose in ISOS 1 Angiosarkomzellen nach 24-stiindiger Behandlung
mit 0,2uM Rapamycin, 20uM Celecoxib oder der Kombination beider Substanzen. Medium diente als
Negativkontrolle fiir die Rapamycinbehandlung und DMSO fiir die Celecoxib- und Kombinationsbehand-
lung. Das Lumineszenzsignal korreliert direkt mit der Caspase 3 und 7 Aktivitit und somit mit der Apop-
toserate (n=16).
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4.3.3 Propagation von Angiosarkomen in immundefizienten Mdusen

Da sich die Expansion der Angiosarkomzelllinien in vitro aufgrund starker Schwankun-
gen im Wachstumsverhalten als schwierig erwies, sollten durch Propagation der Angio-
sarkomzellen in immundefizienten Mdusen Angiosarkomzelllinien mit verbesserten
Wachstumseigenschaften etabliert werden. Gleichzeitig konnte das tumorigene Potential
der verwendeten Angiosarkomzelllininen vergleichend beurteilt werden. Hierzu wurden
in Zusammenarbeit mit der Abteilung fiir Experimentelle Chirurgie je 2 x 10° Zellen der
Angiosarkomzelllinien ASM, Iso Has und ISOS 1 subkutan in die Flanke von in 8-12
Wochen alten, ménnlichen SCID, NMRI nu/nu oder Balb/c nu/nu Méuse injiziert. Im
weiteren Verlauf wurden das Gewicht der Méuse und die GroBe der entstandenen Tu-
moren in regelméfBigen Abstinden, bei Bedarf téglich, kontrolliert. Selbst nach 14 Wo-
chen konnte fiir die beiden humanen Angiosarkomzelllinien ASM (n = 3) und Iso Has
(n = 2) kein Tumorwachstum an den Injektionsstellen nachgewiesen werden. Die mu-
rinphénotypische Angiosarkomzelllinie ISOS 1 bildete 5 bis 7 Wochen nach der Injek-
tion in Balb/c nu/nu oder NMRI nu/nu Méuse subkutane Tumore (n = 5). Die aus den
Tumoren etablierten Zelllinien zeigten recht unterschiedliches Wachstumsverhalten, im
Vergleich mit der Originalzelllinie ISOS 1 war die Verdoppelungszeit nur in einer der
drei neuen Zelllinien verkiirzt. Durch wiederholte subkutane Implantation der neu ge-
bildeten Tumoren bzw. Injektion der daraus neu etablierten Zelllinien in immundefi-
ziente Méuse konnte die Aggressivitit der Tumoren gesteigert werden, so dass schon 10
bis 20 Tage nach der Implantation Tumorknoten beobachtet werden konnten (n = 11).
Beim dritten Transfer wurden die aus den gebildeten Tumoren isolierten Angiosarkom-
zellen zusitzlich in immunkompetente Balb/c Mause injiziert. Auch hier konnten nach
20 Tagen Tumorknoten nachgewiesen werden (n = 2) (Abb. 4.34b). Da das Ziel dieser
Arbeit die Optimierung der Angiosarkomzelllinien und nicht die Etablierung eines
Tiermodells war, konnte aufgrund der geringen Tierzahl keine solide Statistik fiir das
tumorigene Potential der Angiosarkomzellen in immundefizienten Méusen erstellt wer-

den.
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Abbildung 4.34 Tumorwachstum nach subkutaner Inokulation von Angiosarkomzellen in NMRI und
Balb/c Nacktmaéuse. a, Injektion von ISOS 1 Angiosarkomzellen, b, 3. Transfer der aus den entstandenen
Tumoren isolierten Angiosarkomzellen nach Passage 5 bzw. 11. Zwischen dem Tumorwachstum in
Balb/c nu/nu und NMRI nu/nu Méausen konnte kein Unterschied detektiert werden. Das Tumorvolumen
(in mm®) wurde nach der Messung des kurzen (a) und langen (b) Tumordurchmessers mit folgender For-
mel berechnet: V= /6 x 0,5 x a’ x b.

Abbildung 4.35 Tumorwachstum am 35. Tag nach subkutaner
Injektion von 2 x 10° Zellen ISOS 1 in eine Balb/c nu/nu Maus.
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4.4 Angiogeneseassays

In den vorherigen Teilen der Arbeit wurde die direkte Wirkung von Celecoxib und Ra-
pamycin auf Melanom und Angiosarkomzellen untersucht. In zahlreichen praklinischen
Studien konnte gezeigt werden, dass diese Medikamente zusitzlich Effekte auf das peri-
tumorale Stroma und insbesondere auf die tumorversorgenden Blutgefif3e haben. Dass
Celecoxib und Rapamycin als Einzelsubstanzen in der Lage sind, die Neoangiogenese
zu hemmen, wurde mehrfach beschrieben. Ziel dieser Arbeit war es, ein Testverfahren
zur Beurteilung der antiangiogenetischen Potenz von Celecoxib und Rapamycin in vitro
zu etablieren. Zusitzlich sollten untersucht werden, ob eine Kombinationsbehandlung
mit Rapamycin und Celecoxib zu einer Potenzierung der antiangiogenetischen Effekte

fiihrt.

4.4.1 Rat aortic Ring assay

Der Rat Aortic Ring assay ist ein ex vivo Testverfahren zur Beurteilung der Angiogene-
se in vitro. Hierbei wird eine Rattenaorta in Imm dicke Ringe geschnitten, die anschlie-
Bend in mit Matrigel beschichteten 24-Well Platten kultiviert werden. Nach einigen Ta-
gen konnen Aussprossungen aus den Aortenringen beobachtet werden. /n vivo sind ne-
ben Endothelzellen auch andere Zelltypen an der Entstehung neuer Blutgefdlle mit be-
teiligt. Mit Hilfe des Rat aortic ring assays konnen diese Zellen mit erfasst werden. Aus
diesem Grund konne die physiologischen Prozesse der Angiogenese in diesem Testsys-
tem besser beurteilt werden als mit anderen in vitro Angiogenesetest.

Zu Versuchsbeginn werden 24-Well Platten mit Matrigel beschichtet, einer 16slichen
Extrazellularsubstanz, die in diesem Versuchsaufbau zwei unterschiedliche Funktionen
erfiillt. Da Matrigel neben seinem Hauptbestandteil Laminin viele Wachstumsfaktoren
beinhaltet, werden ideale Bedingungen fiir das Aussprossen neuer Blutgefiaf3e geschaf-
fen. Zusitzlich ist Matrigel bei 0° C eine sehr viskdse Substanz, die bei Raumtempera-
tur schnell aushértet. Diese Eigenschaft wird ausgeniitzt um die Aortenringe im Well
anzuheften. Durch eine 30-miniitige Inkubation im Brutschrank soll der Ring vor Zuga-
be der Testsubstanzen fest im Well fixiert werden. Erste GefdaBBaussprossungen sind
nach 4 bis 5 Tagen zu erwarten. Augrund dieser lagen Inkubationszeit ist es erforder-
lich, das Kulturmedium in regelméfBigen Abstinden zu wechseln. Es lief3 sich jedoch
nicht vermeiden, dass ein Teil der Ringe beim Mediumwechsel von der Unterlage geldst

wurden und abschwammen. Auch durch gréBere Volumina an Matrigel oder eine Uber-
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schichtung der Ringe mit Matrigel konnten die Ablosung einiger Ringe nicht verhindert
werden. In diesem Zustand konnte das Ausmal} der Angiogenese nicht mehr korrekt
beurteilt werden. Aus diesem Grund wurde als alternatives Testverfahren zur Beurtei-

lung der Angiogenese ein tubular formation Assay durchgefiihrt.

4.4.2 Tubular formation Assay

4.4.2.1 Etablierung der Testmethode

Mit Hilfe des tubular formation assays kann die Tendenz von Endothelzellen, in vitro
gefdfBdahnliche Strukturen zu bilden, beurteilt werden. Hierzu sollten HUVEC Zellen in
Matrigel™ beschichteten 24-Well Platten kultiviert und die Neoangiogenese durch Be-
urteilung der Gefilldichte quantifiziert werden. Um die geeignete Zelldichte und Inku-
bationszeit zu bestimmen, wurden 2 x 10" bis 2 x 10° Zellen pro Well ausgesit und
Zelldichte und Verdnderung in der Zellmorphologie und -verteilung zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten unter einem Phasenkontrastmikroskop beurteilt. Erste gefaBahnliche
Strukturen wurden nach 16h sichtbar, nach 20h konnten Gefdf3iformationen in allen
Wells nachgewiesen werden. Die Gefaflformationen blieben tiber einige Stunden stabil,
l6sten sich aber dann wieder auf, so dass nach 48h nur noch vereinzelte Tubuli beobach-
tet werden konnten. Aus diesem Grund wurde eine Inkubationszeit von 24h ab Aussden
der Zellen festgelegt. Die geeignete Zelldichte lag bei 9 x 10* Zellen pro Well. Da die
Zellen die Tendenz zeigten, sich in der Mitte und am Rand des Wells zu sammeln und
die dazwischen liegenden Bereiche auszusparen, wurde die Verteilung der Zellen im
Well wihrend der Anheftungsphase mehrfach unter dem Mikroskop beurteilt und durch
Schwenken der Platte versucht, die Zellen gleichmaBig im Well zu verteilen.
Interessanterweise bildeten HUVEC Zellen nur dann Gefal3formationen, wenn sie in
serumfreiem Medium kultiviert wurden. Enthielt das Kulturmedium 5% FKS, konnten
unabhingig von der Zelldichte zu keinem Zeitpunkt gefdBidhnliche Strukturen nachge-
wiesen werden. Aus diesem Grund wurden alle Versuche in serumfreiem Endothelzell-
medium durchgefiihrt. Zusétzlich wurde auch auf die Zugabe von Wachstumsfaktoren,
die sich unter Standardbedingungen im Kulturmedium befinden, verzichtet. Um die
Vitalitdt der Zellen zu Versuchsbeginn zu gewéhrleisten, wurden die Zellen zuvor in mit
Gelatine beschichteten T7s Zellkulturflaschen kultiviert, wobei das Kulturmedium so-
wohl 10% FKS als auch Wachstumsfaktoren enthielt. Die Versuche wurden durchge-

fiihrt, wenn die Zellen ca. 80% Konfluenz erreicht hatten. Um eine Verfélschung der
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Ergebnisse durch eine ungleiche Verteilung des Matrigel™ in den Wells zu verhindern,
wurden spezielle, bereits mit einer diinnen Schicht aus Matrigel beschichtete 24-Well
Platten verwendet.

Im néchsten Schritt sollten die Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen Celecoxib
und Rapamycin behandelt werden. Da diese Substanzen auch die Einfluss auf die Mig-
ration und Invasion der Zellen haben konnten, wurden die Zellen zundchst nur in serum-
freiem Kulturmedium ausgesét und fiir 2 Stunden im Brutschrank inkubiert. Die Zugabe
der Medikamente erfolgte erst, nachdem das Anwachsen der Zellen durch Beurteilung
am Mikroskop sichergestellt wurde. Auf diese Weise konnte gewihrleistet werden, dass
die Unterschiede in der GefaBBformation nicht auf die Hemmung der Migration oder
unterschiedliches Anheften der Zellen an der Unterlage zuriickzufiihren sind.

Zur Auswertung der Versuche sollten die Gefdllformationen in den einzelnen Wells
unter dem Mikroskop beurteilt und mit Hilfe einer videogesteuerten Digitalkamera fo-
tografiert werden. Um zu verhindern, dass sich die Gefd3formationen wéhrend der
Auswertephase verdnderten, wurden die Zellen mit 2% Paraformaldehyd fixiert und zur
besseren Darstellung der Gefaf3formationen mit Himalaun-Eosin angefarbt. Die fixier-

ten 24-Well-Platten konnten bis zur Auswertung bei 4°C gelagert werden.

4.4.2.2 FEtablierung der Auswertung

Um eine quantitative Aussage iiber den Grad der Gefdalneubildung treffen zu konnen,
wurden von jedem Well mit Hilfe einer videogesteuerten Digitalkamera 20 Fotos in 4x
VergroBerung angefertigt. Dabei musste darauf geachtet werden, dass weder Uberlap-
pungen noch groBere Liicken zwischen den fotografierten Arealen entstanden. Gerade
in Bereichen mit sehr hoher oder sehr geringer Zelldichte, in denen pro Gesichtsfeld
keine markanten Strukturen als Orientierungshilfe dienten, war dies jedoch in der Praxis
kaum durchfiihrbar. Die Auswertung der Digitalfotos sollte mit Hilfe der Image J Soft-
ware erfolgen. Hierzu sollten alle tubuldren Strukturen nachgezeichnet und deren Liange
bestimmt werden. Durch die gleichzeitige Messung der auswertbaren Flache sollte die
GefaBdichte als Quotient aus Gesamtlidnge der Tubuli und Gesamtfliche pro Well be-
rechnet werden. Da die Entscheidung, ab welcher Grofle und Wanddicke eine Struktur
als Tubulus gewertet wird, stark vom Betrachter abhingt, konnte durch diese Methode
keine objektive Aussage iiber den Grad der GefdBBneubildung getroffen werden. Aus
diesem Grund wurde auf eine quantitative Auswertung verzichtet. Alternativ wurden die

Gefillformationen in Kategorien von 0 bis 3 eingeteilt und eine semiquantitative Analy-
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se durchgefiihrt, wobei die Strukturen in der Mitte und im Randbereich der Wells sepa-
rat beurteilt wurden. Tabelle 4.5 und die Abbildungen 4.34-4.37 fassen die Einteilungs-

kriterien zusammen.

Kategorie Mitte Rand
Keine Tubuli
0 Nur vereinzelten Zellen sichtbar
tote Zellen
. Einzelne ldngliche Zellen Zellen im gesamten Randbereich
Tendenz zur GefaBBformation Vereinzelt Tubuli
Viele Tubuli
Zellen im gesamten Randbereich,
) Zellhaufen und plumpe Zellen
mehr Tubuli
Begrenzung durch viele Zellen
3 Viel diinne, schlanke Tubuli Sehr viele Tubuli im gesamten
Begrenzung durch einzelne Zellen Randbereich

Tabelle 4.5 Einteilungskriterien fiir die semiquantitative Auswertung des tubular Formation assays. Auf-
grund unterschiedlicher Zellverteilung wurden Mitte und Randbereich separat beurteilt.

. ,- it
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Abbildung 4.37 Kategorie 1, Mitte Abbildung 4.39 Kategorie 3, Mitte
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4.4.2.3 Ergebnisse des tubular formation assays

HUVEC Zelle wurden fiir 22 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen an Rapamy-
cin (0,InM, InM und 10nM) und Celecoxib (5uM, 12,5uM und 25uM) oder der Kom-
bination aus 10nM Rapamycin und 10uM Celecoxib inkubiert. Im Vergleich zu den
jeweiligen Negativkontrollen konnte bei allen verwendeten Medikamentenkonzentratio-
nen eine Hemmung der GefaB3bildung beobachtet werden (Abb. 4.38). Diese Effekte
waren in der Mitte der Wells stirker ausgeprigt als im Randbereich. Sowohl in den mit
10nM Rapamycin als auch in den mit 25uM Celecoxib behandelten Wells konnten nur
noch vereinzelte lebende Zellen erkannt werden. 10nM Rapamycin hemmten die Angi-
ogenese effektiver als 10uM Celecoxib, die Effekte der Kombination aus 10nM Rapa-
mycin und 10uM Celecoxib waren mit denen von Rapamycin als Einzelsubstanz ver-
gleichbar. Hierbei muss allerdings eingerdumt werden, dass die antiangiogenetische
Wirkung von Rapamycin als Einzelsubstanz schon so ausgeprigt war, dass eine Steige-

rung der Effektivitit durch eine Kombinationsbehandlung kaum erzielt werden konnte.
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Abbildung 4.40 Semiquantitative Auswertung des tubular formation Assays. HUVEC Zellen wurden fiir
22h mit Rapamycin (a,b), Celecoxib (,c,d), Kombination aus 10nM Rapamycin und 10uM Celecoxib
(e,f) und den jeweiligen Negativkontrollen (Medium fiir Rapamycin, DMSO (m) fiir Celecoxib und Kom-
bination) behandelt. Aufgrund der unterschiedlichen Verteilung der Zellen in den Wells wurde Mitte
(a,c,e) und Randbereich (b,d,f) der Wells separat beurteilt (n=8).

Neben nicht alterierten Endothelzellen wurden auch die Angiosarkomzelllinien Iso Has
und ISOS 1 auf ihr angiogenetisches Potential hin untersucht (Abb. 4.39 - 4.42).

Iso Has Angiosarkomzellen veridnderten nach 24 stiindiger Inkubation in serumfreiem
Medium ihre Zellmorphologie. Die sonst recht breiten, mit viel Zytoplasma umgebenen
und fast durchsichtigen Zellen flachten ab und bildeten diinne Zellausldufer. Diese Ver-
anderungen konnen als Tendenz, gefaBBartige Strukturen zu bilden, gewertet werden. Die
geeignete Zellzahl fiir Iso Has Angiosarkomzellen lag bei 5x10* Zellen pro Well. Im
Gegensatz dazu konnte fiir [ISOS 1 Angiosarkomzellen keine Verdnderung in der Zell-
morphologie oder Verteilung der Zellen im Well nachgewiesen werden. Schon in zell-

kulturbeschichteten T75 Flachen sind ISOS 1 Zellen spindelférmig und bilden spontan
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ringartige Strukturen. Durch Inkubation dieser Zellen auf Matrigel konnte die Tendenz
zur Gefdflformation jedoch nicht gesteigert werden. Da in dieser Arbeit die Wirkung

von Celecoxib und Rapamycin auf die nicht-entarteten Endothelzellen untersucht wer-

den sollte, wurde der tubular formation assay fiir die Angiosarkomzellen nicht weiter

durchgefiihrt.

A

1 ot - B0 So ' -
Abbildung 4.41 Iso Has Angiosarkomzellen in Abbildung 4.43 Iso Has Angiosarkomzellen in
T;5 Zellkulturflasche, fixiert Matrigel™ beschichteten 24-Well Platten, nativ.

Abbildung 4.42 Isos] Angiosarkomzellen in Abbildung 4.44 Isos 1 Angiosarkomzellen in
T,5 Zellkulturflasche, nativ. MatrigelTM beschichteten 24-Well Platten, nativ.
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5 DISKUSSION

5.1 PPARy Agonisten

5.1.1 PPARy und dessen Rolle im Stoffwechsel (8, 27)

PPARSs (peroxisom proliferator activated receptor) sind nukledre Hormonrezeptoren, die
in der Regulation des Zellstoffwechsels eine entscheidende Position einnehmen. Als
ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren bilden die PPARs mit dem Retinoid X Rezep-
tor RXR Heterodimere und antworten auf extrazelluldre Stimuli mit der Regulation der
Genexpression. Es wurden 3 Isoformen identifiziert, PPARa, PPARB/6 und PPARY, die
sich sowohl in ihren selektiven Liganden als auch in der Verteilung auf verschiedene
Gewebetypen unterscheiden. Wahrend PPARa vor allem in Niere, Myokard und Leber
nachgewiesen werden kann, ist PPARPB/3 in zahlreichen Gewebetypen exprimiert. Ins-
besondere die Funktion des PPARY, der vor allem in Zellen des Immunsystems und in
Adipozyten exprimiert ist, wurde in den letzten Jahren intensiv untersucht. Zu den na-
tiirlichen Liganden von PPARY zéhlen lipophile Substanzen wie mehrfach ungeséttigte
Fettsduren, oxidierte Lipide und Eikosanoid-Derivate, wobei Prostaglandin J, den po-
tentesten endogenen Liganden darstellt. PPARYy spielt in der Adipozytendifferenzierung,
im Glukosestoffwechsel und in der Lipid-Homdostase eine Schliisselrolle. Da die Akti-
vierung von PPARYy die Serumglukosekonzentration reduziert, werden PPARy Ago-
nisten wie Pioglitazon, Ciglitazon und Rosiglitazon zur Behandlung des Diabetes melli-
tus Typ 2 eingesetzt. Troglitazon musste aufgrund starker hepatotoxischer Wirkung

vom Markt genommen werden.

5.1.2 Mechanismus der transkriptionellen Transaktivierung

Die Aktivierung des PPARY kann sowohl durch die intrazelluldre Verdnderung des
PPARYy Phosphorylierungsstatus als auch durch eine Interaktion mit Hitzeschockprotei-
nen erfolgen. Der wichtigste Mechanismus fiir die PPARy Aktivierung ist jedoch die
direkte Interaktion mit natiirlichen oder synthetischen Liganden (28). Nach der Ligan-
den-Aktivierung heterodimerisiert PPARy mit dem Retinoid X Rezeptor RXR. Der so
entstandene PPARy-RXR Komplex bindet an sequenzspezifische PPARY respons ele-
ments (PPRE) und reguliert so die Transkription des Zielgens. Zusétzlich kann die
Signaltransduktion nach PPARYy Aktivierung durch so genannte ,,Korepressoren® und

,.Koaktivatoren* moduliert werden (Abb. 5.1).

68



Transkription
Gen |

L

Regulation von
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Abbildung 5.1 Aktivierung des PPARy Singalwegs durch Hitzeschockproteine (HSP), Phosphorylierung
(P) und Liganden. Nach der Heterodimerisierung mit dem Retinoid X Rezeptor RXRa bindet der PPARy-
RXRa Komplex an das Perixisome-Proliferator response Element (PPRE) des Zielgens und reguliert
dessen Transkription. ,,Korepressoren® und ,,Koaktivatoren“ (Co) modulieren die Singaltransduktion.

5.1.3 Direkte antitumorale Effekte der Glitazone

PPARY nimmt nicht nur in der Regulation des Zellstoffwechsels und der Adipozytendif-
ferenzierung eine entscheidende Position ein. Die Ergebnisse zahlreicher praklinischer
Studien weisen darauf hin, dass PPARy auch in Malignomen eine wichtige Rolle spielt.
In einer Vielzahl humaner Tumoren konnte PPARy mRNA oder PPARy Protein nach-
gewiesen werden, wobei in einigen Malignomen wie im Gliobalstom oder im adreno-
kortikalen Karzinom im Vergleich zum gesunden Gewebe hohere PPARY Expressions-
level detektiert wurden (29, 30). Aus diesem Grund wird diskutiert, ob eine Therapie
mit PPARy Agonisten einen selektiven Angriff auf das Tumorgewebe erlaubt. Im Ver-
gleich zu normalen Myometrium reagierten uterine Leiomyome sensibler auf die
wachstumsinhibierenden Effekte von Ciglitazon (31). Auch Pioglitazon hatte auf Leu-

kidmiezellen starkere antiproliferative Effekte als auf Blutzellen gesunder Probanden
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(32). Diese Beobachtungen treffen aber nicht fiir alle Tumorentititen zu. Wahrend
PPARYy im normalen Urothel und im gut differenzierten Urothelkarzinom uniform
nachgewiesen werden konnte, war die PPARy Expression in hochgradigen Urothelkar-
zinomen nur noch heterogen oder sogar negativ. /n vitro waren die nicht-neoplastischen
Urothelzellen weitaus sensibler fiir die wachstumshemmenden Effekte der PPARY Li-
ganden. Somit wire eine Therapie des Urothelkarzinoms mit PPARy Agonisten mit
erheblichen Schiden des gesunden Gewebes verbunden, wihrend das Malignom gegen
die Behandlung weitgehend resistent wire (33).

In dieser Arbeit wurden 6 humane Melanomzelllinien auf ihr PPARy Expressionsmuster
untersucht. PPARy mRNA konnte in allen Zelllinien nachgewiesen werden, die Hohe
der mRNA Expression variierte jedoch stark zwischen den einzelnen Zelllinien.

Um zu untersuchen, ob eventuelle antineoplastische Effekte der PPARy Agonisten von
der Hohe der PPARYy Expression abhéngig sind, wurden A375 Zellen als stark PPARy
exprimierende und Mel Ho und IGR 1 Zellen als gering PPARY exprimierende Mela-
nomzelllinie fiir die Versuche ausgewahlt. Eine 48-stlindige Inkubation mit verschiede-
nen Konzentrationen an Pioglitazon fiihrte in keiner der untersuchten Zelllinien zu einer
Verdnderung der Proliferationsrate. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass der alleinige
Nachweis von PPARYy noch keine Prognose fiir das Ansprechen der Zellen auf eine The-
rapie mit PPARy Agonisten zuldsst.

Zur Wirkung der Gitazone auf Melanomzellen in vitro liegen bereits einige Studien vor.
Plancha et al. beobachteten eine dosisabhingige Wachstumsinhibition und Induktion
der Apoptose in A375 und WM35 Melanomzellen nach PPARy Aktivierung durch
Ciglitazon und PGJ,. Allerdings traten diese Effekte erst bei hohen Konzentrationen
beider Substanzen auf (34). In einer anderen Studie konnten A375 Melanomzellen je-
doch erst durch Entzug von Aminoséuren fiir die antiproliferativen und proapoptoti-
schen Effekte von Ciglitazon sensibilisiert werden (35). Freudlsperger beschreibt eine
dosisabhingige Wachstumsinhibition von Melanomzellen durch verschiedene Glitazo-
ne, wobei Ciglitazon die starksten und Pioglitazon die schwichsten antiproliferativen

Effekte verursachte (36).

Fiir die Verdnderung der Genexpression durch PPARY Liganden ist eine Heterodimeri-
sierung von PPARy mit dem Retinoid X Rezeptor RXR notwendig. Auch die Behand-
lung mit Retinoiden fiihrt zu antitumoralen Effekten wie Inhibition der Zellproliferation

der Induktion der Apoptose (37, 38). Durch die gleichzeitige Aktivierung von PPARy
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und RXR konnte in einigen Tumoren sogar synergistische bzw. additive antineoplasti-
sche Effekte erzielt werden (30, 39-42). Auch in A375 Melanomzellen fiihrte die Inku-
bation mit Retinolsidure-Analoga zu einer Hemmung des Zellwachstums und Induktion
der Apoptose. Da zwischen den mit dem RXR Agonist Methophrensdure behandelten
Zellen und der Kontrollgruppe kein Unterschied festgestellt werden konnte, scheinen
die beobachteten antineoplastischen Effekte nicht {iber den RXR Rezeptor vermittelt zu
werden (38). Bei einer immunhistochemischen Untersuchung melanozytirer Lasionen
konnte sowohl im Melanom als auch in Melanommetastasen im Vergleich zu Névi ein
hoherer Prozentsatz an zytoplasmatischen RXRa Rezeptoren nachgewiesen werden
(43). Durch die Verschiebung von Transkriptionsfaktoren vom Kern ins Zytoplasma
konnte die Heterodimerisierung mit anderen nukledren Rezeptoren erschwert werden.
Dies wire eine mogliche Erklidrung dafiir, warum Pioglitazon in A375 Melanomzellen
trotz hoher PPARY Expressionslevel keine antiproliferativen Effekte besitzt. Klopper et
al. postulierten, dass fiir eine Inhibition des Zellwachstums im Schilddriisenkarzinom
durch PPARY Agonisten und Retinoide die Expression beider Rezeptoren notwendig ist
(44). Gegen diese Hypothese sprechen jedoch die Ergebnisse einer Studie, in der Ro-
siglitazon in A375 Melanomzellen durch Induktion von Apoptose und Nekrose das
Zellwachstum hemmt. Fiir diese Effekte wurden PPARYy abhédngige Mechanismen ver-
antwortlich gemacht (45), zudem wurde eine Steigerung der PPARy Expression und
eine Translokation von PPARy vom Zytoplasma in den Kern beobachtet.

In préklinischen Studien konnte gezeigt werden, dass einige der antineoplastischen Ef-
fekte der Glitazone iiber PPARY unabhéngige Signalwege vermittelt werden (46-51).
Pioglitazon und Rosiglitazon hemmten die Zellproliferation nur in PPARYy positiven
Pankreaskarzinomzellen, wéihrend eine Reduktion der Invasivitit sowohl in PPARy po-
sitiven als auch negativen Pankreaskarzinomzellen beobachtet wurde (49). Obwohl in
oralen Plattenepithelkarzinom kein PPARY Protein nachgewiesen werden konnte, fiihrte
die Behandlung der Zelllinien mit Pio- und Troglitazon zu einer dosisabhdngigen
Wachstumsinhibition (50). Ahnliche Effekte traten auch in PPARy negativen basophi-
len Leukdmiezellen auf (46). Shiau et al. behandelten Prostatakarzinomzellen mit TZDs
und TZD Derivaten ohne PPARy Bindungsaktivitit. Sowohl Troglitazon und Ciglitazon
als auch ihre PPARY inaktiven Derivate inhibierten die Funktion von Bcl, und Bcly; und
induzierten somit Apoptose, wihrend weder Pio- und Rosiglitazon noch ihre PPARy
inaktiven Varianten eine wesentliche Verdnderung in der Apoptoserate bewirkten (51).

Da Troglitazon die Chromanstruktur und somit auch die antioxidative Wirkung von
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Vitamin E besitzt, konnten die antineoplastischen Effekte von Troglitazon unabhingig
vom PPARYy Rezeptor iiber eine Mimikry der Vitamin E Effekte bewirkt werden (49,
52).

Neben der dosisabhidngigen Hemmung der Zellproliferation sind auch Mechanismen
wie die Induktion von Apoptose oder Zellzyklusarrest in die antineoplastischen Effekte
der Glitazone involviert (53). PPARYy Agonisten verschieben in vielen Tumoren das
Gleichgewicht zwischen pro- und antiapoptotischen Signalen. Uber die Hochregulation
proapoptotischer Proteine wie BAD und BAX und die daraus resultierenden Freisetzung
von Cytochrom C aus den Mitochondrien werden Effektor-Caspasen aktiviert und somit
Apoptose induziert (54, 55). Auch andere Apoptosemechanismen wie z.B. die Herunter-
regulation des der anti-apoptotischen Proteine Bcl, und Bcly scheinen durch die Akti-
vierung von PPARY beeinflusst zu werden (30, 56). Neben der Induktion von Apoptose
fiihren Glitazone in einigen Tumorzellen zu einem Arrest in der Gy, Phase des Zellzyk-
lus (53, 56-58). Hierbei sind Mechanismen wie die Herunterregulation von Cyclinen
und cyclin depending kinases (CDKs) sowie die Hochregulation der CDK Inhibitoren
p18, p21 und p27 beteiligt (29, 56, 59-61).

Aktivierung von PPARY fiihrt auch in Malignomen zur Verdnderung der Genexpressi-
on. So wird eine Redifferenzierung der entarteten Tumorzellen mdglich, was in der Re-
gel mit einer benigneren Verlaufsform der Krankheit verbunden ist. Eine Behandlung
mit PPARy Agonisten fiihrte im Schilddriisenkarzinom (62), Melanom (45), Liposar-
kom (63) und in promyeloischen Leukémiezellen (39) zur Reexpression von Differen-
zierungsmarkern. Im Falle des Liposarkoms sind die Ergebnisse nicht auf in vitro Daten
beschrénkt. In einer klinischen Studie fiihrte eine Therapie mit Troglitazon bei drei Pa-
tienten mit hochgradigem Liposarkom zu einer histologische und biochemischen Diffe-
renzierung des Karzinoms (64). Aufgrund der beschriebenen Mechanismen stellt eine
Therapie mit PPARy Agonisten einen viel versprechenden Ansatz in der palliativen

Tumortherapie dar.
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5.2 mTOR Antagonisten

5.2.1 Der mTOR Rezeptor und seine Antagonisten

Der erste mTOR Antagonist, Rapamycin (Sirolimus), wurde 1975 von Vezina et al. aus
dem Bakterium Streptomyces hygroscopius isoliert (65). Da dieses natiirliche Fungizid
neben antimikrobiellen Effekten auch immunsuppressive Eigenschaften besitzt, wird
Rapamycin in der Transplantationsmedizin eingesetzt um AbstoBungsreaktionen zu
verhindern. Obwohl schon wéhrend der préklinischen Evaluation gezeigt wurde, dass
Rapamycin zusétzlich ein starkes antitumorales Potential besitzt (4, 66), konnten diese
Anti-Tumor Effekte zu dieser Zeit aufgrund der chemischen Instabilitdt und der gerin-
gen Wasserldslichkeit von Rapamycin noch nicht klinisch eingesetzt werden. Erst durch
die Entwicklung von Rapamycin-Analoga mit verbesserten pharmakologischen Eigen-
schaften wie RADO001, CCI-779 und AP23573 wurden die mTOR Antagonisten auch

fiir die Anwendung am Patienten interessant (67).

In einem Komplex mit dem Immunophillin FKBP12 bindet Rapamycin an den mTOR
Rezeptor und inhibiert dessen Kinaseaktivitiat. Der mTOR Rezeptor ist eine atypische
Serin-Threonin-Kinase, die in der Regulation von Wachstum, Proliferation, Differenzie-
rung, Migration und Uberleben der Zelle eine zentrale Rolle spielt. Uber die Phosphory-
lierung seiner 2 wichtigsten Downstream-Effektoren p70S6K 1 und 4E-BP1 reguliert
mTOR die Translation. Dariiber hinaus ist mTOR in die Regulation von Cyclinen,
CDKs, CDK Inhibitoren, RNA Polymerasen I/II/II, CLIP-170, VEGF und HIFla invo-
viert (5). Die Modulation der mTOR Aktivitét erfolgt durch das Angebot an ATP, Glu-
kose und Aminoséduren sowie durch Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren. Abb.
5.2 stellt den IGFR-PI3K-AKT-mTOR Signalweg dar, eine Kaskade von Proteinkina-
sen, liber die die Wachstumsfaktor-induzierte mTOR Aktivierung vermittelt wird.
PTEN und TSC1/2 sind negative Regulatoren der mTOR Aktivitdt. Durch das Tumor-
suppressorgen PTEN wird die Konzentration an PIP; verringert und somit die Aktivie-
rung von AKT verhindert (68). Der TSC1/2 Komplex dient als direkter Repressor der
mTOR Funktion. Eine Phosphorylierung von TSC2 durch AKT destabilisiert diesen
Komplex und hebt somit die hemmende Wirkung auf mTOR auf (69).
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Abbildung 5.2 Der mTOR Signalweg. Abkiirzungen: PI3K= phosphatidyl-inositol 3-kinase; PTEN,
phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10; TSC= tuberous sclerosis complex;
mTOR= mammalian target of rapamycin; FKBP12= FK506 binding protein 12; 4E-BP1= elF4E-binding
protein 1; p70S6K= protein p70 S6 Kinase

5.2.2 Direkte antitumorale Effekte der mTOR Antagonisten

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Rapamycin auf Zellproliferation, Apoptose und
Zellzyklus von Melanom- und Angiosarkomzellen untersucht. Eine 48-stiindige Inkuba-
tion mit Rapamycin fiihrte in allen Zelllinien zu einer dosisabhéngigen Wachstumsinhi-
bition, wobei die fiir den alamarBlue™ und BrdU Test eingesetzten Konzentrationen
gerade bei den Angiosarkomzellen stark voneinander abwichen. Durch 1uM Rapamycin
wurde die Zellproliferation in ASM und Iso Has Angiosarkomzellen im alamarBlue™
Test um 46% =+ 10% bzw. 29% + 7% reduziert, wahrend bei derselben Konzentration im
BrdU Test keine proliferierenden Zellen mehr nachweisbar waren. Beim Vergleich der
durch alamarBlue™ und BrdU Test gewonnenen Ergebnisse muss beachtet werden,
dass die Zugabe von alamarBlue"™ und BrdU zu unterschiedlichen Zeitpunkten erfolgt.

Der alamarBlue™ Farbstoff wird schon zu Versuchsbeginn zugegeben, also zu einem
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Zeitpunkt, an dem die Zellen noch sehr stoffwechselaktiv sind, wogegen die Zugabe des
BrdU erst nach 36 erfolgt. Zusétzlich basieren die beiden Tests auf unterschiedlichen
Testmethoden. Der alamarBlue™ Farbstoff unterbricht als artifizieller Elektronenakzep-
tor die Atmungskette und ist somit ein MaB fiir die metabolische Aktivitit der Zelle. Da
das Pyrimidin-Analogon BrdU an Stelle von Thymidin in die neu synthetisierte DNA
eingebaut wird kann mit Hilfe des BrdU Tests die Proliferationsrate der Zellen direkt
bestimmt werden. Durch diese methodischen Unterschiede konnen die Abweichungen
in den effektiven Rapamycindosen erklért werden.

Die beiden humanen Angiosarkomzelllinien ASM und Iso Has schienen sensibler auf
die Behandlung mit Rapamycin zu reagieren als die Melanomzelllinen und die mu-
rinphénotypische Angiosarkomzelllinie ISOS 1. Wihrend 0,2uM Rapamycin in ASM
und Iso Has Angiosarkomzellen das Zellwachstum um 55% + 10% und 82% + 11%
hemmte, waren die Effekte auf ISOS 1 Angiosarkomzellen, A375 und Mel Ho Mela-
nomzellen mit einer Wachstumsinhibition von 19% % 14%, 25% + 6% und 21% + 5%
geringer ausgepragt. Die antiproliferativen Effekte von Rapamycin auf Melanom- und
Angiosarkomzellen kdnnen jedoch nicht direkt miteinander verglichen werden, da das
Kulturmedium der Melanomzellen 10% FKS, das der Angiosarkomzellen jedoch nur
5% FKS enthielt und Rapamycin zu 92% an Plasmaproteine gebunden ist (siche unten).
Auch in anderen préklinischen Studien wirksamen Rapamycinkonzentrationen variieren
stark voneinander. Wihrend in einigen Tumorentitdten schon in nanomolaren Bereich
beeindruckende antiproliferative Effekte beschreiben wurden (70, 71), konnten ver-
gleichbare Effekte in Ovarialkarzinomzellen erst im mikromolaren Bereich erreicht
werden (72). Es wird postuliert, dass die Wirksamkeit der mTOR Antagonisten vom
PTEN Status der Tumorzellen abhéngig ist. In einer Vielzahl von Tumoren konnte eine
Inaktivierung von PTEN durch Mutation, Deletion, Loss of heterozygosis oder Methy-
lierung nachgewiesen (73-79). Der Verlust der PTEN Funktion fiihrt iiber eine gestei-
gerte mTOR Aktivitdt zu einer Reihe von intrazelluldren Anomalien wie aberrante
Signaltransduktion, Dysregulation der Apoptose und Alteration in der Zellzykluspro-
gression. Fiir die Tumortherapie mit Rapamycin-Analoga konnten PTEN Mutationen
jedoch von Vorteil sein, da neben der mTOR Aktivitdt auch die Empfindlichkeit gegen-
tiber mTOR Antagonisten gesteigert wird. PTEN defiziente Mammakarzinomzellen
reagierten sensibler auf die antiproliferativen Effekte von Rapamycin als PTEN positive
Kontrollzellen (80). Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen einer ande-

ren Studie in der PTEN-defiziente Tumoren sowohl in vitro als auch in vivo eine erhoh-
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te Sensitivitdt gegeniiber dem Rapamycin-Analogon CCI-779 aufwiesen (81). In Endo-
metriumkarzinomzellen schienen die antineoplastischen Effekte von Rapamycin jedoch
nicht vom PTEN Status der Zellen abzuhidngen (70).

Der Verlust der PTEN Funktion ist ein spater Schritt in der Melanomentstehung. Wéh-
rend nur in 10% der primiren Melanome PTEN Alterationen nachgewiesen wurden,
liegt die PTEN Mutationsrate in Melanomzelllinien bei 20-50% (82-86). In A375 Mela-
nomzellen ist PTEN nicht alteriert (83). Dies wire eine mogliche Erklarung dafiir, dass
fiir diese spezielle Zelllinie eine Wachstumsinhibition erst bei sehr hohen Konzentratio-
nen an Rapamycin erreicht werden konnte. Der PTEN Status der Mel Ho Melanomzel-
len wurde bislang nicht untersucht. Mit der Frage, ob Angiosarkome PTEN Mutationen
aufweisen, haben sich bislang zwei Arbeitsgruppen beschiftigt. Im caninen Hdmangio-
sarkom konnte eine somatische Punktmutation oder Deletion an der C-terminalen Do-
mine von PTEN nachgewiesen werden (87), im humanen hepatischen Angiosarkom
fiihrte eine die Substitution einer Base im Exon 7 zu einer Nonsens-Mutation im PTEN

Gen (88).

In zahlreichen préaklinischen Studien konnte gezeigt werden, dass mTOR Antagonisten
zu einem Arrest der Zellen in der Gy, Phase des Zellzyklus fiihren (71, 89-91). Hierbei
sind Mechanismen wie die Herunterregulation von Cyclin A und D, sowie CDK 4 und
eine Steigerung der Expression von p21 und p27 involviert (72, 92, 93). In dieser Arbeit
wurde nach 24-stiindiger Inkubation mit Rapamycin in A375, nicht aber in Mel Ho Me-
lanomzellen ein Arrest der Zellen in der G; -Phase des Zellzyklus beobachtet, gleichzei-
tig verringerte sich der Anteil der Zellen in der G,-Phase. Zusétzlich konnte Melanom-
zellen und in ISOS 1 Angiosarkomzellen ein diskreter Anstieg in der Apoptoserate ge-
zeigt werden, der jedoch nicht fiir alle Zelllinien statistische Signifikanz erreichte. In-
wieweit mMTOR Antagonisten proapoptotische Effekte besitzen, wird derzeit kontrovers
diskutiert. Huang et al. postulierten, dass normale Zellen auf Inkubation mit Rapamycin
mit Zellzyklusarrest und Zytostase antworten, wahrend in p53 defizienten Tumorzellen
Apoptose induziert wird (94). So blockierte Rapamycin im Nierenzell-, Endometrium-,
und Bronchialkarzinom die Zellzyklusprogression ohne Apoptose zu induzieren (70, 90,
95). Im Gegensatz dazu vermuteten Hosoi und Kollegen, dass die Steigerung der Apop-
toserate unter serumfreien Bedingungen vom p53 Status der Zelle unabhingig ist (91).
Einige Arbeitsgruppen beschreiben eine Korrelation zwischen gesteigerter Bel, Expres-

sion oder AKT Aktivierung in Tumorzellen und Schutz vor Rapamycin-induzierter A-

76



poptose (72, 92, 96). Im Gegensatz dazu wurde die Steigerung der Apoptoserate im a-
naplastischen grof3zelligen Lymphom von einer Reduktion der antiapoptotischen Fakto-
ren Bcl,, Bely und c-FLIP begleitet (93). Auch im Neuroblastom sowie im neuroendo-
krinen Tumor des Pankreas fiihrte die Behandlung mit mTOR Antagonisten zu einer
Induktion der Apoptose (89, 97). Durch eine Kombination von Rapamycin oder Analo-
ga mit zytotoxischen Substanzen konnte in einigen Tumoren die Apoptoserate gestei-
gert werden. So sensibilisierten Rapamycin oder RADO001 verschiedene Tumorzellen
fiir die zytolytischen Effekte von Doxorubicin (98), Vinblastin (99), Cisplatin (100)
oder ACNU (101). In anderen Studien schien die Inaktivierung von mTOR jedoch die
proapoptotischen Effekten einiger Substanzen zu antagonisieren. Rapamycin schiitzte
vor der Apoptose-Induktion durch PS-341 in multiplen Myelom (96) und im B-
Zelllymphom wurden die Effekte von Etoposid und Paclitaxel abgeschwécht, wihrend
die Apoptose durch Doxorubicin nicht beeinflusst wurde (92). Ob mTOR Antagonisten
die proapoptotische Wirkung anderer Substanzen unterstiitzen oder eher behindern
scheint einerseits von der Medikamentenkombination, andererseits von der jeweiligen
Tumorentitdt abhéngig zu sein. So fiihrte in dieser Arbeit eine Kombination aus Rapa-
mycin und Celecoxib in beiden untersuchten Melanomzelllinien zu einer zwar geringen,
aber signifikanten Reduktion der Apoptoserate im Vergleich zur unbehandelten Kon-
trolle, wahrend dieselbe Kombination in ISOS 1 Angiosarkomzellen die Apoptose ge-
nauso stark induzierte wie Celecoxib allein. Aus diesem Grund bedarf es weiterer
priklinischer Studien, um fiir die jeweilige Tumorentitdt geeignete Medikamentenkom-

binationen festzulegen.
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5.3 COX 2 Inhibitoren

5.3.1 COX 2 und ihre Funktion

Die Cyclooxygenase (COX) ist ein membrangebundenes Enzym, das den geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt in der Umwandlung von Arachidonséure in Prostaglandine
katalysiert. Bislang wurden 3 Isoformen der COX identifiziert. Die COX 1 ist in den
meisten Geweben konstitutiv exprimiert und katalysiert die Prostaglandinsynthese unter
physiologischen Bedingungen wie z.B. zur Induktion der Thrombozytenaggregation
und zum Zellschutz im Gastrointestinaltrakt. Die COX 2 spielt vor allem bei Entziin-
dungsreaktionen, Gewebsschddigungen und Schmerzreaktionen eine entscheidende Rol-
le. Als intermediate early response gene kann die Expression der COX 2 durch Wachs-
tumsfaktoren, Cytokine und Hypoxie schnell induziert werden. In einigen Geweben wie
im Uterus, ZNS und Niere ist die COX 2 konstitutiv exprimiert und iibernimmt dort
auch physiologische Funktionen wie Nidation, Kontrolle der Kérpertemperatur und Re-
gulation des Natriumhaushaltes (7, 102). Ob die COX 3, eine Splice Variante der

COX 1, im menschlichen Gewebe exprimiert ist, wird derzeit noch diskutiert (103).
Nach der Entdeckung der COX 2 1991 wurden selektive COX 2 Inhibitoren entwickelt.
Diese neuen Substanzen sollten dieselbe analgetische, antipyretische und antiinflamma-
torische Wirkung entfalten wie herkdmmliche nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR)
ohne deren antithrombozytire und gastrointestinale Nebenwirkungen hervorzurufen
(104). Nachdem jedoch gezeigt wurde, dass eine langfristige Einnahme (> 18 Monate)
von Rofecoxib (Vioxx) das Risiko kardiovaskuldrer Komplikationen erhoht, wurde die-
ses Medikament 2004 vom Markt genommen. Aufgrund lebensbedrohlicher Hautreakti-
onen und unzureichender Daten iiber die kardiovaskulédre Sicherheit erfolgte 2005 auch
die Marktriicknahme von Valdecoxib (105), die Indikationen fiir Celecoxib wurden
massiv eingeschriankt. In der palliativen Tumortherapie bergen COX 2 Hemmer aber
trotz allem weiterhin ein interessantes Potential, das in préklinischen und klinischen

Studien weiter untersucht werden sollte.
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5.3.2 Rolle der COX 2 im Tumor

Die COX 2 ist liber mehrere Mechanismen an der Tumorentstehung beteiligt und for-
dert die Tumorzellinvasion und Metastasierung. In einer Reihe von humanen Tumoren
wie Kolon-, Zervix-, Pankreas-, Brust-, und Magenkarzinomen konnte eine Uberexpres-
sion der COX 2 nachgewiesen werden (106-110). In dieser Arbeit konnte in allen sechs
untersuchten Melanomzelllinen COX 2 RNA detektiert werden, wobei die Hohe der
COX 2 Expression zwischen den Zelllinien stark variierte. Die Bedeutung der COX 2
Expression im Melanom wird kontrovers diskutiert. Vogt et al. konnten weder in be-
nignen noch in malignen melanozytéren Lisionen immunhistochemisch COX 2 nach-
weisen (111). Diese Ergebnisse werden von Goulet et al. teilweise bestitigt, die COX 2
zwar in Lymphknotenmetastasen und Melanomzelllinien, nicht aber im primédren Mela-
nom und benignen Ndvus fand (112). Andere Arbeitsgruppen beschreiben COX 2 Ex-
pression im Melanom (113) und empfehlen sogar COX 2 als immunhistochemischen

Marker zur Abgrenzung der Melanome von benignen melanozytiren Lésionen (114).

5.3.3 Direkte antitumorale Effekte der COX 2 Inhibitoren

In dieser Arbeit sollte der Einfluss von Celecoxib auf Wachstum, Apoptose und Zell-
zyklusverteilung von Melanomzellen untersucht werden. Eine 48-stiindige Inkubation
mit 10 — 100uM Celecoxib verursachte in beiden Zelllinien eine dosisabhingige Inhibi-
tion der Zellproliferation. Diese Daten stimmen mit den Ergebnissen von Chiu et al.
iberein, die die Wirkung verschiedener NSAR auf A375 Melanomzelle untersuchte und
durch Celecoxib und Indomethacin, nicht aber durch Aspirin oder Piroxicam zytostati-
sche Effekte bei geringer Toxizitdt beobachtete (115). Auch im humanen Cholangio-
und hepatozellulidren Karzinom bewirkten vergleichbare Konzentrationen an Celecoxib
eine Reduktion des Zellwachstums (116, 117), wihrend Prostatakarzinom schon 1-
10uM Celecoxib bedeutende antiproliferative Effekte verursachten (118).

In vielen Tumoren scheint eine positive Korrelation zwischen COX 2 Uberexpression
und Resistenz gegen den programmierten Zelltod zu existieren. Durch die Behandlung
mit COX 2 Inhibitoren kann diese Resistenz tiberwunden werden und das sensible
Gleichgewicht zwischen pro- und antiapoptotischen Signalen wieder in Richtung der
Apoptose verschoben zu werden. So flihrte die Inkubation mit 50uM bzw. 20uM Cele-
coxib sowohl in den beiden untersuchten Melanomzelllinien als auch in der Angiosar-
komzelllinie ISOS 1 zu einer Steigerung der Caspase 3 und 7 Aktivitit. Einige Mecha-

nismen, die der Coxib-induzierten Apoptose zugrunde liegen, konnten inzwischen iden-
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tifiziert werden. In einigen Tumorzellen wurde eine Aktivierung des mitochondrialen
Signalwegs durch die Induktion der proapoptotischen Faktoren BAD, BAX und BID
und die Reduktion der antiapoptotischen Faktoren Bcl, und Bcly beobachtet (119-122).
Die Veranderung der Bel,/ BAX Ratio fiihrt tiber die Verdnderung des mitochondrialen
Membranpotentials zur Freisetzung von Cytochrom C und dadurch zur Aktivierung der
Caspase 9 und anderer Effektorcaspasen wie Caspase 3. In anderen Studien wurde die
Aktivierung des Todesrezeptor-Signalwegs fiir die Celecoxib-induzierte Apoptose ver-
antwortlich gemacht (123, 124). Die Ergebnisse einer Studie mit Ovarialkarzinomzellen
deuten darauf hin, dass Celecoxib die Apoptose in Anhéngigkeit des pS3 Status der Zel-
le entweder iiber den Todesrezeptor- oder den mitochondrialen Signalweg induziert
(125).

Ein weiterer antineoplastischer Effekt, der in vielen Tumorentititen beobachtet werden
konnte, ist der Arrest in der Go/ G; Phase des Zellzyklus. Hierfiir werden Mechanismen
wie die Hochregulation der CDK Inhibitoren p21 und p27, die Herabregulation der Cyc-
line A, B und D; und der CDKs sowie eine Hypophosphorylierung des Retinoblastom-
Proteins verantwortlich gemacht (116, 126-128). In den beiden Melanomzelllinen A375
und Mel Ho konnte nach 24-stiindiger Inkubation mit 50uM Celecoxib keine Verinde-

rung in der Zellzyklusverteilung festgestellt werden.

5.3.4 COX2 unabhdiingige Effekte der COX 2 Inhibitoren

Um zu bestimmen, ob die durch Celecoxib ausgeldsten antineoplastischen Effekte vom
COX 2 Status der Zellen abhédngig sind, wurde eine Zelllinie mit hoher COX 2 Expres-
sion (A375) und eine mit geringer COX 2 Expression (Mel Ho) fiir die Versuche aus-
gewihlt. Die antiproliferativen Effekte von Celecoxib waren trotz des unterschiedlichen
COX 2 Expressionslevels in beiden Melanomzelllinien vergleichbar. Die Steigerung der
Caspase 3 und 7 Aktivitdt war sogar in Mel Ho Melanomzellen stirker ausgeprégt als in
A375 Zellen. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass einige antitumoralen Effekte von
Celecoxib in Melanomzellen nicht von der COX 2 Expression abhéngen. Auch Willi-
ams et al. beschrieben vergleichbare Effekte von Celecoxib auf COX 2 (+/+), COX 2
(+/-) und COX 2 (-/-) Fibroblasten und postulierten, dass die antitumoralen Effekte von
Celecoxib nicht durch die Hemmung der COX 2 vermittelt wird (129). Diese Beobach-
tung deckt sich mit den Ergebnissen anderer Studien, in denen die Wirkung von Coxi-
ben in COX 2 negativen Tumorzellen (111, 118, 128, 130-132) und Zellen mit geringer
COX 2 Expression (117) untersucht wurde. Auch durch die Ausschaltung der COX 2
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Aktivitdt mittels antisense depletion (116) und die Verwendung eines Celecoxib-
Analogons ohne COX 2 Inhibitionskapazitit (133) konnte die Hypothese bestétigt wer-
den, dass einige der antineoplastischen Effekte der Coxibe auch iiber COX 2 unabhén-
gige Signalwege vermittelt werden. Zusétzlich wird berichtet dass die Konzentrationen,
in denen NSARs ihre antineoplastischen Effekte entfalten, 100-1000-fach hoher sind als
fiir die Inhibition der COX 2 Aktivitit oder der Prostaglandinsynthese (134).

5.4 Effektive Medikamentenkonzentrationen in vitro und in vivo

In dieser Arbeit wurden 10-100uM Celecoxib und Pioglitazon und 0,025 -1pM Rapa-
mycin eingesetzt. Auch fiir andere Tumorentitdten konnte bei diesen Medikamenten-
konzentrationen in vitro antineoplastische Effekte nachgewiesen werden (72, 116, 128,
130). Beim Vergleich der Ergebnisse verschiedener préaklinischer Studien, in denen die
antitumoralen Wirkungen von Celecoxib, Rapamycin oder Pioglitazon untersucht wur-
den, fillt auf, dass die effektiven Medikamentendosen je nach Zelllinie stark variieren.
Auch innerhalb einer Zelllinie unterscheiden sich die bendtigten Konzentrationen zur
Inhibition des Zellwachstums und Induktion von Apoptose und Zellzyklusarrest zum
Teil betrdchtlich. In humanen Cholangiokarzinomzellen arretierten 5S0uM Celecoxib die
Zellen in der G; Phase des Zellzyklus (116), in Blasenkarzinomzellen traten sowohl
Apoptose als auch Zellzyklusarrest erst bei 100uM auf (130). Wahrend im Prostatakar-
zinom schon 15uM Celecoxib zu Verdnderungen in der Zellzyklusverteilung fiihrten,
konnte die Apoptose erst ab 50uM induziert werden (133). Ein wichtiger Aspekt, der
beim Vergleich der in vitro Daten beriicksichtigt werden muss ist die Tatsache, dass alle
drei verwendeten Substanzen eine hohe Plasmaproteinbindung aufweisen (Rapamycin
92%, Celecoxib 97%, Pioglitazon 99%)(6, 9, 26). In priklinischen Studien wurden die-
se Medikamente entweder in normalem Kulturmedium (meist mit 10% FKS) (116, 118,
131, 135), serumreduziertem (129, 136, 137) oder serumfreiem Kulturmedium (49, 51,
91, 132, 138) gelost. Um zu bestimmen, ob der Grad der Plasmaproteinbindung Einfluss
auf die antiproliferative Wirkung der Medikamente hat, wurden in dieser Arbeit einige
Wachstumsversuch auch unter serumfreien Bedingungen durchgefiihrt. In den unter-
suchten Melanomzellen konnte schon bei 40uM Celecoxib eine starke dosisabhidngige
Inhibition des Zellwachstums beobachtet werden, vergleichbare Effekte traten unter
Standardbedingungen erst bei 80uM auf. Somit konnte gezeigt werden, dass der Serum-
gehalt im Zellkulturmedium direkten Einfluss auf die Wirksamkeit von Celecoxib hat.

Je niedriger der FKS Gehalt, desto hoher ist der Anteil an ungebundenem, also wirksa-
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men Medikament. Eine Inkubation der Melanomzellen mit Rapamycin fiihrte unter se-
rumfreien Bedingungen nur zu einer geringen Wachstumsinhibition, in Iso Has Angio-
sarkomzellen wurde das Zellwachstum bei allen Konzentrationen um ca. 40% gehemmt.
Damit konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der Zellproliferation durch Rapamy-
cin unter serumfreien Bedingungen nicht starker ausgeprégt ist als unter Standardbedin-
gungen und zudem nicht dosisabhéngig ist. Diese Beobachtung konnte dadurch erklart
werden, dass die Aktivitdt des mTOR Rezeptors iiber die Konzentration von Aminoséu-
ren, Glucose und ATP reguliert wird. Wahrend eine hohe Konzentration an Néhrstoffen
die mTOR Expression positiv beeinflusst, fithrt der Hungerstoffwechsel der Zelle zu
einer Abnahme der mTOR Funktion (139). Dadurch kénnten auch die antineoplasti-
schen Effekte der mTOR Antagonisten reduziert werden.

Da in vivo keine serumfreien Bedingungen erreicht werden konnen, wurden in dieser
Arbeit alle Tests, mit Ausnahme des tubular formation assays, unter Standardbedingun-
gen mit 10% bzw. 5% FKS durchgefiihrt. Die in vitro eingesetzten Medikamentenkon-
zentrationen scheinen jedoch in vivo nicht erreichbar zu sein. In Kolonkarzinomzellen
wurde durch 20uM bzw. 50uM Celecoxib in vitro Apoptose und Zellzyklusarrest indu-
ziert. Obwohl der in vivo bestimmte Celecoxib-Serumspiegel mit ~ 2,3uM deutlich un-
ter den in vitro eingesetzten Konzentrationen lag, wurde das Tumorwachstum in Tier-
modell effektiv gehemmt (129). In klinischen Studien wird Celecoxib meist mit anderen
biomodulierenden oder zytostatischen Medikamenten kombiniert. Die verabreichten
Celecoxib-Dosen variieren hierbei zwischen 100mg und 600mg zweimal tiglich. Die
Celecoxib-Plasmaspiegel von Patientinnen mit Cervixkarzinom, die im Rahmen einer
Pilotstudie iiber 10 Tage zweimal tiglich 400mg Celecoxib einnahmen, lag an allen
Messzeitpunkten unter SuM/1 (140). Auch Rapamycin entfaltete seine direkten antine-
oplastischen Effekte in vitro erst bei einer Konzentration von 1pg/ml (= 1uM), wiahrend
in vivo Spitzenspiegel von 0,8pug/ml und Talspiegel von 0,04pg/ml erreicht wurden
(141). Zur Immunsuppression nach Organtransplantation liegt der Zielspiegel fiir Ra-
pamycin im Vollblut bei 6- 15 ng/ml (= 6-15 nM) (142).

Obwohl die klinisch erreichbaren Medikamentenspiegel weit unter den in vitro be-
stimmten Konzentrationen liegen, zeigen erste klinische Studien mit Celecoxib, Piogli-
tazon und Rapamycin ermutigende Ergebnisse. Tabelle 5.1 fasst die Daten einiger klini-
scher Studien zusammen in denen die Medikamente als Einzelsubstanzen oder in Kom-
bination mit anderen biomodulatorischen oder zytostatischen Medikamenten verabreicht

wurden.

82



Klinische

Tumor Medikamente Studie Ergebnis Zitat
. Pioglitazon, Rofecox1b Pilotstudie 2 x KR Vogt, 2003
Angiosarkom Trofosfamid (n=6) Ix PR (143)
(metronom) 3x S
: z Gefitinib Phase II o Gadgeel,
Bronchialkarzinom Celecoxib (n=27) 7% RR 2007 (144)
. . Everolimus Phase 1 Milton, 2007
Bronchialkarzinom Gefitinib (n=10) 2x PR (145)
Bronchialkarzinom Celexocib, Paclitaxel, Phase 11 17% KR Altorki, 2003
Carboplatin (n=29) 48% PR (146)
Glioblastoma multi- 13 Cis Retinolséure, Phase 11 44% S Levin, 2005
forme Celecoxib (n=25) ° (147)
. Ploghtazon,. Rofecoxib Fallbericht Stabllg Re- Coras, 2004
Kaposi-Sarkom Trofosfamid (metro- (n=1) mission (148)
nom) > 1 Jahr
. . B 15x Remis- Stallone,
Kaposi-Sarkom Rapamycin (n=15) sion 2005 (149)
Kolorektales Karzi- | 5-FU, Leucovorin, Ro- Phase II Kein Effekt Becerra, 2003
nom fecoxib (n=10) (150)
. . Phase 11 . Debrock,
Liposarkom Rosiglitazon (n=12) Kein Effekt 2003 (151)
Malienes Gliom Irinotecan Phase II 16% AR Reardon,
g Celecoxib (n=37) 35% S 2005 (152)
Mammakarzinom Celecoxib, Trastuzu- Phase 11 Kein Effekt Dang, 2004
mab (n=12) (153)
Melanom P}‘;i?éﬁ;fﬁ?ﬁ;‘ﬁb Phase II 19% AR | Reichle, 2004
nom) (n=19) 14% S (154)
Melanom Treosulfan (metronom) | Pilotstudie I1x PR Spieth, 2003
Rofecoxib (n=12) 4x8S (155)
Temozolomid Phase II X KR, Gogas, 2006
Melanom Celecoxib (n=50) ox PR (156)
20x S
Phase 11 Margolin,
Melanom CCI-779 (n=33) 1xPR 2005 (157)
. Thalidomid, Phase 11 o Prince, 2005
Multiples Myelom Celecoxib (n= 66) 42 % AR (158)
Nierenzellkarzinom Temsirolimus Phase I/I1 8% PR Motzer, 2007
Interferon a (n=71) 36% S (159)
Non-Hodgkin Cyiﬁgggi%};ﬁ;n id Phase 11 2x KR Buckstein,
Lymphom Celecoxib (n=32) 9x PR 2006 (160)
Pankreaskarzinom Gemcitabin, Phasell 4x PR Ferrari, 2006
Celecoxib (n=42) 26x S (161)
Plattenepithelkarzi- Gefitinib, Phase I 22% PR Wirth, 2005
nom Celecoxib (n=19) (162)
o Pioglitazon, Rofecoxib | = pp o 1y 11% AR | Reichle, 2004
Weichteilsarkom Trofosfamid =
(n=21) 11% S (154)
(metronom)

Tabelle 5.1 Klinische Studien mit COX 2 Inhibitoren, PPARy Agonisten und mTOR Antagonisten als
Einzelsubstanzen oder in Kombination mit Chemotherapie oder anderen Biomodulaoren. KR = komplette
Remission, PR= partielle Remission, AR= Ansprechrate, S = Stabilisierung
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5.5 Stromaorientierte Tumortherapie

5.5.1 Grundlagen der Stromaorientierten Tumortherapie

Die Unterschiede in den effektiven Medikamentenkonzentrationen in vitro und in vivo
lassen sich eventuell dadurch erklédren, dass Rapamycin, Celecoxib und Pioglitazon ihr
antineoplastisches Potential nicht nur iiber die Induktion der Apoptose und Inhibition
des Zellwachstums in Tumorzellen entfalten. Uber diese direkten Effekte auf die Tu-
morzellen hinaus konnten fiir diese Substanzgruppen auch eine Modulation des peritu-
moralen Stromas im Sinne von immunaugmentierenden und antiangiogenetischen Ef-
fekten nachgewiesen werden. Zwischen Tumor und dem umgebenden Stroma besteht
eine fiir das Tumorwachstum essentielle Wechselbeziehung. Malignome sind in der
Lage das umgebende Gewebe so zu verdndern, dass ein fiir Tumorwachstum, Tumorin-
vasion und gegebenenfalls fiir eine spitere Metastasierung giinstiges Milieu entsteht
(10). Am Austausch zwischen Tumor und Stroma sind unter anderem Wachstumsfakto-
ren, Proteine der extrazelluldren Matrix, Proteinasen und Zytokine beteiligt. Durch ei-
nen Angriff auf peritumorale Zellen wie Fibroblasten, immunologisch aktive Zellen und
insbesondere Endothelzellen des TumorgefaBbettes kann diese Tumor-Stroma-
Interaktion gestort werden. Ein Vorteil dieser Therapiestrategie liegt darin, dass die
Stromazellen im Gegensatz zu den Tumorzellen genetisch nicht alteriert sind und somit
die Entwicklung chemoresistenter Zellklone verzogert oder ganz verhindert werden
kann. Da sich das peritumorale Stroma durch die Expression bestimmter Oberflachen-
molekiile von normalen Korperzellen unterscheidet, scheint ein selektiver Angriff auf
das Tumorstroma moglich zu sein. Zusitzlich werden bei stromaorientierten Ansédtzen
im Vergleich zur konventionellen Tumortherapie niedrigere Medikamentendosen bend-
tigt, was zu einem giinstigeren Nebenwirkungsprofil und somit auch, gerade bei oral-
ambuanten Procedere, zu einer Verbesserung der Lebensqualitit fithrt. Wichtig ist, dass
das Ziel der stromaorientierten Tumortherapie nicht darin besteht eine hohe Ansprechra-
te zu erreichen und dafiir hohe Nebenwirkungen in Kauf zu nehmen. Vielmehr soll die

Erkrankung stabilisiert und das progressionsfreie Uberleben verlingert werden.

Die Wirkmechanismen der stromaorientierten Tumortherapie werden derzeit in zahlrei-
chen klinischen und priklinischen Studien intensiv untersucht, einige davon konnten
mittlerweile identifiziert werden. PPARY Liganden besitzen durch die Rekrutierung
natiirlicher Killer T (NKT) Zellen und die Induktion der Reifung von dentritischen Zel-

len immuno-augmentierende Eigenschaften. Es konnte gezeigt werden, dass PPARy
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Aktivierung die Expression von Differenzierungsmarkern wie CD14 und CD36 in Mak-
rophagen erhoht und die PPARy Expression mit dem Grad der Reifung von Makropha-
gen und Monozyten steigt (163). Zusétzlich ist PPARy auch in die Entwicklung eines
Subtyps von dentritischen Zellen involviert, dessen Kapazitit zur Internalisierung von
Tumorantigenen gesteigert ist und der ein erhohtes Potential zur Aktivierung invarianter
NKT Zellen besitzt (164). Neben PPARY spielt auch die COX 2 in der Regulation des
Immunsystems eine wichtige Rolle. COX 2 Uberexpression in Tumorzellen beeintréich-
tigt iiber die verstirkte Produktion von PGE, die Antigenpridsentation durch dentriti-
schen Zellen sowie die T-Zell-Proliferation (165). Uber eine Hemmung dieser Effekte
fordern COX 2 Inhibitoren somit trotz ihres antiinflammatorischen Wirkprofils die An-
ti-Tumor-Aktivitdt des Immunsystems. Hierbei ist z.B. die durch Modulation der NK-
Aktivitdt hervorgerufene Erkennung und Lyse metastasierter Tumorzellen (166) und die
Verianderung der Balance zwischen IL-10 und IL-12 involviert (167).

Ein entscheidender Mechanismus bei der Tumorinvasion und Metastasierung ist die
proteolytische Matrixdegradierung durch Gelatinasen und Teile des Plasminogenakti-
vierungssystems. Durch Behandlung mit PPARy Agonisten, COX 2 Hemmern und
mTOR Antagonisten konnte die gelatinolytische Aktivitit der Matrixmetalloproteinasen
2, 7 und 9 reduziert werden, was mit einer Inhibition der Zellinvasion verbunden war
(49, 57, 168-172). Zusitzlich wurde auch eine Hemmung der Zellmigration (173-175)
und eine Inhibition der Metastasierung durch Rapamycin im Tiermodell gezeigt (90,

95).

5.5.2 Antiangiogenetische Therapie

Den wahrscheinlich wichtigsten Angriffspunkt der stromaorientierten Therapie stellen
die Endothelzellen im TumorgefaB3bett dar. Ab einer Gréfle von 100 — 200um ist sowohl
die Versorgung eines Tumors mit Ndhrstoffen und Sauerstoff als auch die Elimination
toxischer Metabolite durch Diffusion allein nicht mehr gewéhrleistet (176, 177). Aus
diesem Grund sind Malignome in der Lage, das sensible Gleichgewicht zwischen pro-
und antiangiogenetischen Faktoren zu verschieben und sich durch die Ausbildung eines
tumoreigenen Gefdllnetzwerks die Voraussetzungen fiir ein exponentielles Wachstum
und eine spitere Metastasierung zu verschaffen. Dieser ,,angiogenetische Switch* kann
durch mechanischen oder metabolischen Stress, Immun- und Entziindungsreaktionen
sowie genetische Mutationen getriggert werden (176).

Die tumorale Neoangiogenese ist ein komplexer Vorgang, in den neben der Ausspros-

sung von Gefdflen und Rekrutierung endothelialer Progenitorzellen auch die intussus-
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zeptive Angiogenese, d.h. die Aufteilung eines grofBen Muttergefifles in 2 Tochtergefa-
Be, involviert ist (178, 179). Zusitzlich konnen Tumorzellen an bereits existierenden
Gefillen entlang wachsen ohne eine angiogenetische Reaktion hervorzurufen (,,vessle
co-option®) (180). Ein weiterer Mechanismus der Gefdneubildung, der vor allem im
hochaggressiven und metastasierten Melanom eine bedeutende Rolle spielt, ist die
vaskuldre Mimikry (181-183). Hierunter versteht man die Formation fliissigkeitsleiten-
der, gefdBartiger Strukturen durch hochgradig invasive und genetisch dysregulierte Tu-
morzellen. Dieser Vorgang lduft unabhidngig von der Angiogenese ohne Beteiligung
von Endothelzellen ab (184). Aufgrund dieser verschiedenen Mechanismen, die an der
tumoralen GefaBBbildung beteiligt sind, unterscheiden sich Tumorgefiaf3e in ihrer Archi-
tektur grundlegend von gesunden Gefdflen. Die mosaiken Tumorgefél3e sind irregulér,
heterogen, und pords, die Endothelzellen sind unorganisiert und weisen eine abnorme
Expression von Oberflichenmolekiilen auf (178, 185-187). Aufgrund der strukturellen
Unterschiede zwischen Gefden im Tumor und normalen Gewebe ist eine selektive De-
struktion des tumorale GefiaBnetzes unter Schonung des {ibrigen Gewebes denkbar.
Hierzu wurden in den letzten Jahren eine Vielzahl von Angiogenese-Inhibitoren entwi-
ckelt wie z.B. kleinmolekulare Tyrosinkinaseininhibitoren oder neutralisierende Anti-
korper gegen VEGF und EGFR. Zusitzlich hat sich gezeigt, dass auch Medikamente
wie Rapamycin und Celecoxib oder die metronome, also téglich niedrig dosierte, Gabe
von Chemotherapeutika hemmende Einfliisse auf die tumorale Neoangiogenese entfal-
ten.

Die COX 2 fordert die Angiogenese iiber verschiedene Effektoren. Integrin asf; erleich-
tert die Migration und das Uberleben der Endothelzellen, Matrixmetalloproteinasen sind
in die sind in Tumor- und Endothelzellinvasion involviert und EGFR und PGE, setzten
VEGF direkt aus den Stromazellen frei. Mit Hilfe selektiver COX 2 Inhibitoren kdnnen
diese proangiogenetischen Mechanismen blockiert und die tumorale Neoangiogenese
gehemmt werden. Sowohl in priklinischen als auch in klinischen Studien bewirkte die
Hemmung der COX 2 eine Reduktion der Gefd3dichte im Tumor (188-190). Auch die
bFGF-induzierte Invasion und Gefél3formation von bovinen Aortenendothelzellen wur-
de gehemmt. Zusétzlich wird eine Senkung der VEGF Konzentration beschrieben (191).
Das VEGF Plasmalevel von Patientinnen mit Mammakarzinom stieg jedoch unter einer
langeren Therapie mit Celecoxib an (192). Wihrend gesunde Gefalle nur COX 1, tu-
morversorgende GefaB3e jedoch beide COX Isoformen exprimieren, ist eine selektive

antiangiogenetische Tumortherapie mit COX 2 Inhibitoren denkbar (193).
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Ein entscheidender Schritt in der Progression einer avaskuldren mikrometastatischen
Lésion zu einem makrometastatischen Tumor ist die Rekrutierung endothelialer Proge-
nitorzellen (194). Eine Inhibition der COX 2 oder mTOR Aktivitdt in endothelialen
Progenitorzellen reduzierte die Zelldifferenzierung, Proliferation, Migration, Adhdsion
und Gefdllformation in vitro (195-197). Allerdings fiihrte Celecoxib in Kombination mit
metronom applizierter Chemotherapie in einer Phase I Studie bei Patienten mit massiv
vorbehandelten soliden Tumoren zu keiner Verédnderung der zirkulierenden Endothel-
zellen oder endothelialen Progenitorzellen (198).

Malignome mit gesteigerter mTOR Aktivitdt sind sehr gut vaskularisiert (199). Der
mTOR Rezeptor scheint in der Hypoxie-induzierten Proliferation von Endothelzellen
eine entscheidende Position einzunehmen. HIF1-o akkumuliert unter hypoxischen Be-
dingungen und induziert nach einer Heterodimerisierung mit HIF1-$ die Transkription
proangiogenetischer Faktoren wie VEGF und PDGF. Ist mTOR in Tumorzellen iibe-
rexprimiert, so steigt in diesen Zellen die Konzentration an HIF 1o und somit auch an
VEGEF. Durch die Blockade der mTOR Aktivitét kann dieser Mechanismus unterbro-
chen und die Neoangiogenese in Malignomen inhibiert werden. In einigen Tumoren
wurde durch mTOR Antagonisten sowohl die HIF1a als auch die VEGF Konzentration
gesenkt (100, 199-202). Durch die Hemmung der GefdBaussprossung in vitro und die
Reduktion der Gefafidichte in vivo beeintrachtigt Rapamycin auch die VEGF-
vermittelte Angiogenese (175, 203-205). Daneben ist Rapamycin in der Lage, die Ant-
wort der Endothelzellen auf die Stimulation mit VEGF zu vermindern, Apoptose von
Endothelzellen zu férdern und Thrombosen in tumoralen Gefdfen zu induzieren (141,

206, 207).

In dieser Arbeit wurden die antiangiogenetischen Effekte von Rapamycin und Celeco-
xib mit Hilfe des tubular formation assays untersucht. Endothelzellen zeigen in vitro die
Tendenz, spontan gefdflartige Strukturen auszubilden, wenn sie auf geeigneter extrazel-
luldrer Matrix kultiviert werden. Besonders gut eignet sich hierfiir die Matrigel™ Ba-
sement Membrane Matrix, eine 10sliche Extrazellularmatrix, die neben ihrem Hauptbe-
standteil Laminin zahlreiche Wachstumsfaktoren wie TGFf3 und FGF enthilt (23, 208).
In einigen praklinischen Studien wurden 24-Well Platten mit 200-350pul fliissigem
Matrigel™ beschichtet und zur Aushértung fiir 30-45min im Brutschrank inkubiert
(209-211). Um eine Verfalschung der Ergebnisse durch eine ungleiche Verteilung des

Matrigels™ in den Wells zu vermeiden, wurden in dieser Arbeit spezielle, bereits mit

87



Matrigel™ beschichtete 24-Well Platten verwendet. Interessanterweise konnte die Bil-
dung gefdBartiger Strukturen nur unter serumfreien Bedingungen beobachtet werden.
Auch andere Arbeitsgruppen fiihrten den tubular formation assay unter serumreduzier-
ten oder serumfreien Kulturbedingungen durch (141, 200, 212). Zur Auswertung des
tubular Formation assays findet man in der Literatur unterschiedlichste Verfahren wie
semiquantitative Auswertungen, Berechnung der Gefdf3dichte oder Bestimmung der
Anzahl, Lange und Weite der Tubuli (141, 213, 214). In dieser Arbeit wurden die Ge-
faBformationen nach ihrer Morphologie in Kategorien von 0-3 eingeteilt und eine semi-
quantitative Auswertung durchgefiihrt.

Sowohl durch 0,1 — 10nM Rapamycin als auch durch 5-25uM Celecoxib konnte die
Formation gefdBartiger Strukturen im tubular Formation assay effektiv gehemmt wer-
den. Die im Melanomzellen zur Induktion der Apoptose und Inhibition des Zellwachs-
tums eingesetzten Rapamycinkonzentrationen lagen sowohl unter serumhaltigen als
auch serumfreien Bedingungen bei 0,2-1uM. Somit konnte gezeigt werden, dass zur
Hemmung der Angiogenese wesentlich geringere Rapamycindosen nétig sind als zur
Induktion antiproliferativer und proapoptotischer Effekte. Dieser Ergebnisse stimmen
mit den Beobachtungen von Guba et al. iiberein, die antiangiogenetische Effekte von
Rapamycin schon im nanomolaren Bereich, antitumorale Effekte aber erst bei wesent-
lich hoheren Konzentrationen detektierten (141, 204). Diese Daten ermutigten dazu, die
Wirkung von Rapamycin und Celecoxib auf alterierte Endothelzellen zu untersuchen.

Hierzu wurden immortalisierte Angiosarkomzellen verwendet.
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5.6 Das Angiosarkom

Das Angiosarkom ist ein seltener und sehr aggressiver bosartiger Tumor, der von den
Endothelzellen der Blutgefdl3e ausgeht. Angiosarkome manifestieren sich bevorzugt in
oberflachlichen Weichteilen, in > 50 % der Fille am Skalp und im Kopf-Hals Bereich.
Das Durchschnittsalter der Patienten liegt bei 65-70 Jahren, im Rahmen von vaskuldren
Fehlbildungen kdnnen Angiosarkome jedoch auch im Kinder- oder Adoleszenzalter
auftreten (215). In der heutigen Zeit ist das Angiosarkom besonders bei Patientinnen mit
Mammakarzinom ein zunehmendes Problem. Sowohl ein persistierendes Lymphddem
nach radikaler Mastektomie als auch Bestrahlung nach brusterhaltender Therapie stellen
Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Angiosarkoms dar (216).

Da Symptome lange Zeit fehlen und gerade Angiosarkome im Kopf- und Halsbereich
anfangs wie infammatorische Gesichtsdermatosen imponieren, ist eine Diagnose im
Friihstadium der Erkrankung selten. Das charakteristische himatomartige Bild mit dun-
kelroten, unscharf begrenzten Flecken tritt erst im fortgeschrittenen Stadium auf. Zu
diesem Zeitpunkt ist die Prognose bereits infaust. Die Fiinfjahresiiberlebensraten wird
mit 10-30% abgegeben, die mittlere Uberlebenszeit liegt bei etwa 18-28 Monaten (215,
217).

Als Therapie wird eine rechzeitige und groBziigige Resektion des Tumors mit anschlie-
Bender Bestrahlung des betroffenen Hautareals empfohlen (217). Eine Entfernung des
Tumors in toto wird dadurch erschwert, dass die Tumorgrenzen aufgrund des multifoka-
len bis springenden Wachstums klinisch und histologisch nicht sicher zu bestimmen
sind. Multiple Biopsien kdnnen deshalb zur Planung der Operation hilfreich sei. Durch
eine postoperative adjuvante Radiatio kann die Prognose verbessert werden (218). Je
nach Tumorstadium und Tumorfreiheit der Resektionsrander sollte die Strahlendosis
zwischen 45 und 75 Gy liegen (217). Bei limitierten Mdglichkeiten durch klassische

Chemotherapeutika besteht auch hier ein hoher Bedarf fiir innovative Therapieansétze.

Die Proliferation der beiden humanen Angiosarkomzelllinien Iso Has und ASM und der
murinphinotypischen Angiosarkomzelllinie ISOS 1 wurden sowohl durch die Inkubati-
on mit Rapamycin als auch durch Celecoxib effektiv gehemmt. Durch Kombination
beider Substanzen konnten die antiproliferativen Effekte in einigen Testes sogar gestei-
gert werden. Die beiden humanen Angiosarkomzelllinien Iso Has und ASM reagierten
sensibler auf die Behandlung mit Rapamycin als die Melanomzelllinien, so dass hier

schon bei 0,025 -0,2uM Rapamycin eine signifikante Reduktion des Zellwachstums
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beobachtet werden konnte. Aufgrund der beeindruckenden antineoplatischen Potenz in
vitro wire die Untersuchung der Effekte von Rapamycin und Celecoxib auf Angiosar-
kome in vivo interessant. Da Masuzawa et al. berichteten, dass Iso Has Zellen in SCID
Maiusen tumorigen sind (14), wurde versucht Angiosarkomzellen mit verbesserten
Wachstumseigenschaften durch Passage in (immundefizienten) Mausen zu erhalten. Im
Rahmen dieser Tumorpropagation zur Optimierung der Zelllinien wurden durch die
notwendige Uberwachung der Tiere und insbesondere der Tumorlast auch Daten iiber
die Tumorigenitit der verwendeten Angiosarkomzellen gewonnen. Auch 14 Wochen
nach der subkutanen Injektion bildeten die beiden humanen Angiosarkomzelllinien
ASM und Iso Has keine Tumoren in SCID oder Balb/c nu/nu Méusen. Diese Beobach-
tungen decken sich mit den Ergebnissen einer anderen Arbeitsgruppe, die fiir beide
Zelllinien weder eine Tumorentwicklung an der Injektionsstelle noch eine Metastasie-
rung nachweisen konnte (13). ISOS 1 Zellen entstanden durch die subkutane Transplan-
tation eines humanen Angiosarkoms in den Rumpf von SCID-Mausen und die spétere
subkutane oder intraperitoneale Inokulation der Zelllinie in weitere SCID-Maiuse (12),
trotzdem wurden ISOS 1 als gering differenzierte, murinphénotypische Endothelzellli-
nien bezeichnet. In dieser Arbeit wuchsen nach subkutaner Injektion von ISOS 1 so-
wohl in NMRI nu/nu als auch in Balb/c nu/nu Méusen subkutane Tumoren, die Aggres-
sivitdt der Tumoren konnte durch die wiederholte Injektion der neu gebildeten Tumoren
oder daraus etablierter Zelllinien gesteigert werden. In einer von der Abteilung fiir Ex-
perimentelle Chirurgie in Zusammenarbeit mit Dr. Gaumann (Institut fiir Pathologie)
durchgefiihrten histologischen Untersuchung der subkutanen Tumoren konnte zwar ge-
zeigt werden, dass es sich bei diesen Tumoren um Sarkome handelt. Jedoch konnte die
Expression des angiosarkomtypischen Oberflichenmarkers CD31 weder mit einem hu-
manen noch mit einem Maus-Antikdrper durchflusszytometrisch nachgewiesen werden.
Auch bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung auf Weibel-Palade-Korper
(durch Dr. Schroder, Institut fiir Pathologie) konnte kein positiver Befund erzielt wer-
den. Aus diesem Grund ist es fraglich, ob es sich bei den aus ISOS 1 gebildeten Tumo-
ren wirklich um Angiosarkome handelt. Daher scheint ISOS 1 nicht fiir die Etablierung
eines Tiermodells geeignet zu sein. Zusammenfassend kann man feststellen, dass Ra-
pamycin und Celecoxib als Einzelsubstanzen oder in Kombination einen viel verspre-
chenden Ansatz in der Therapie des Angiosarkoms darstellen und dass aus diesem
Grund die Etablierung eines geeigneten Tiermodells ein viel versprechendes Projekt

darstellen wird.
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5.7 Kombinationstherapie

Trotz der genetischen Stabilitdt der Stromazellen scheint auch unter stromaorientierten
Therapieregiemen mit Einzelsubstanzen die Entwicklung von Resistenzmechanismen
moglich zu sein. Durch die antiangiogenetische Therapie wird in peritumoralen Endo-
thelzellen Apoptose induziert. Epigenetische Verdnderungen in Stromazellen fordern
die Hochregulation von antiapoptotischen Faktoren und modifizieren den Metabolismus
der verabreichten Substanzen. Zudem kann die Apoptose in Endothelzellen durch anti-
apoptotische und liberlebensfordernde Wachstumstaktoren wie z.B. VEGF antagonisiert
werden. Die Angiogenese wird durch ein komplexes Zusammenspiel zwischen pro- und
antiangiogenetischen Faktoren reguliert. Deshalb kann die gezielte Blockade eines
Wachstumsfaktors oder seines Rezeptors durch die gesteigerte Produktion redundant
wirkender proangiogenetischer Faktoren kompensiert werden (219). Da das sehr hetero-
gene TumorgefdBnetz durch vaskuldre Mimikry auch von Tumorzellen selbst gebildet
wird, werden diese Zellen durch ein rein antiangiogenetisches Regime nicht erreicht
(184). Zudem konnte eine antiangiogenetische Therapie auch die Selektion einzelner
Tumorklone mit einem hohen Mal} an Hypoxie-Toleranz fordern.

Diese Probleme scheinen aber vor allem bei monotherapeutischen Ansétzen aufzutreten.
Um diesen ,,Escape-Mechanismen* der Malignome entgegenzuwirken, ist eine Kombi-
nation mehrerer biomodulatorischer Substanzen, eventuell auch mit konventioneller
oder metronom applizierter Chemotherapie, vorzuziehen.

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit untersucht, ob eine gleichzeitige Behandlung
von Tumorzellen mit Rapamycin und Celecoxib zu synergistischen antineoplastischen
Effekten flihrt. In A375 konnten die antiproliferative Wirkung der Einzelsubstanzen
durch eine gleichzeitige Blockade der mTOR und COX 2 Aktivitdt signifikant verstarkt
werden. Auch in den Angiosarkomzelllinien wurden in einigen Tests eine Steigerung
der wachstumshemmenden Effekte gezeigt. Dagegen wurden in Mel Ho Melanomzellen
keine additiven Effekte beobachtet. Da sich A375 und Mel Ho Zellen in ihrem COX 2
Expressionslevel unterscheiden, deutet dieses Ergebnis darauf hin, dass die Wirksam-
keit der Rapamycin-Celecoxib-Kombination vom COX 2 Status der Tumorzellen ab-
hiangen konnte. Diese Vermutung deckt sich mit den Beobachtungen der Arbeitsgruppe
um El-Rayes, die postulierte, dass eine geringe COX 2 Baseline-Expression die positi-
ven Effekte einer Kombinationsbehandlung mit Celecoxib und Gemcitabin reduzieren

konnte (220).
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Gerade die Kombination von PPARY Agonisten und COX 2 Inhibitoren konnte in der
Tumortherapie ein viel versprechendes Konzept darstellen. In Malignomen scheint zwi-
schen PPARY und COX 2 eine negative Wechselbeziehung zu bestehen (221-224). Die
Inkubation von Zervixkarzinomzellen mit PPARy Liganden fiihrt zu einer Reduktion
des COX 2 aber zu einer Steigerung des PPARy mRNA Expressionslevels. Andererseits
war die Aktivierung der COX 2 mit einer Verminderung des PPARy Levels verbunden.
Dieser Effekt konnte jedoch durch einen selektiven COX 2 Inhibitor gehemmt werden
(222). In humanen Mammakarzinomzellen konnten durch die gleichzeitige Blockade
der COX 2 und die Aktivierung von PPARY synergistische proapoptotische und antipro-
liferative Effekte erzielt werden (225). A375 Melanomzellen wurden neben der Kombi-
nation aus Pioglitazon und Celecoxib auch mit Pioglitazon und Rapamycin sowie der
Kombination aus allen drei Substanzen behandelt. Im Vergleich zu den Einzelsubstan-
zen bzw. der Rapamycin-Celecoxib Kombination wurde das Zellwachstum jedoch nicht
effektiver gehemmt. Somit hatte Pioglitazon weder als Einzelsubstanz, noch in Kombi-
nation mit Rapamycin und/ oder Celecoxib antineoplastische Effekte auf A375 Mela-
nomzellen.

Auch zytotoxische Chemotherapeutika konnen als antiangiogenetische Substanzen ver-
wendet werden, wenn sie in regelméBigen Abstdnden in geringer Dosis appliziert wer-
den. Diese nach dem Prinzip der metronomen Chemotherapie eingesetzten Dosierungen
liegen weit unterhalb der Maximaldosis, so dass auf ldngere Therapiepausen verzichtet
werden kann und akute Nebenwirkungen seltener auftreten. Eine Kombination von
COX 2 Hemmern und PPARy Agonisten mit metronomer Chemotherapie zeigte in kli-
nischen Studien in der Therapie von Angiosarkom, malignen Melanom, Weichteilsar-
kom sowie Langerhanszell-Histiozytose und Kaposi-Sarkom gute Ansprechraten (143,
148, 154, 226, 227). Diese Erfolge ermutigen dazu, in weiterfithrenden klinischen Stu-

dien optimale Therapiekonzepte fiir verschiedene Tumorentititen zu etablieren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Eine zytostatische Chemotherapie liefert bei der Behandlung fortgeschrittener Tumorer-
krankungen oft nur unbefriedigende Ergebnisse. In der Dermatoonkologie stellt gerade
die Behandlung des metastasierten Melanoms und des Angiosarkoms eine grofle Her-
ausforderung dar. Interessanterweise besitzen einige primér nicht-onkologisch indizierte
Medikamente wie COX 2 Hemmer, PPARy Agonisten und mTOR Antagonisten iiber
ithr urspriingliches, nicht onkologisches, Indikationsgebiet hinaus sowohl direkte als
auch indirekte, iiber das Stroma vermittelte, antitumorale Effekte. In dieser Arbeit wur-
de der Einfluss von Celecoxib, Pioglitazon und Rapamycin auf Proliferation und Apop-
tose von Melanom- und Angiosarkomzelllinien untersucht. Um auch die indirekten anti-
tumorale Wirkung dieser Substanzen zu berlicksichtigen, wurde zur Bestimmung des
antiangiogenetischen Potentials von Celecoxib und Rapamycin ein tubular formation
assay durchgefiihrt.

Die Messung der Zellproliferation erfolgte mit Hilfe des alamarBlue™ Assays, die Da-
ten wurden durch den Cell Proliferation ELISA BrdU Assay bestdtigt. Die Apoptose
wurde mit dem Caspase-Glo® 3/7 Assay luminometrisch erfasst. Fiir Melanomzellen
wurden zur Analyse der Zellzyklusverteilung die Zellkerne mit Propidium lodid mar-
kiert und eine durchflusszytometrische Untersuchung durchgefiihrt. Mittels quantitati-
ver real time RT-PCR wurde die Expression von COX 2 und PPARy mRNA bestimmt.
Um zu untersuchen, ob eventuelle antitumorale Effekte von Celecoxib und Pioglitazon
vom COX 2 bzw. PPARY Status der Zellen abhdngen, wurden fiir die Tests Melanom-
zelllinien mit hoher (A375) und geringer (Mel Ho, IGR 1) COX 2 und PPARy mRNA
Expression ausgewdhlt.

Celecoxib und Rapamycin bewirkten in allen Zelllinien eine dosisabhédngige Inhibition
des Zellwachstums. Durch die Kombination beider Substanzen konnten die antiprolife-
rativen Effekte in einigen Zelllinien gesteigert werden. Pioglitazon hatte weder als Ein-
zelsubstanz noch in Kombination mit Rapamycin und/ oder Celecoxib Einfluss auf die
Zellproliferation. Celecoxib steigerte in den Zelllinien A375, Mel Ho und ISOS 1 die
Aktivitit der Caspasen 3 und 7, die proapoptotischen Effekte von Rapamycin waren in
diesen Zelllinien gering ausgeprigt. Durch die Kombination beider Substanzen wurde
die Apoptose in den Melanomzelllinien, nicht aber in ISOS 1 Angiosarkomzellen, ge-
hemmt. Die Behandlung der Melanomzellen mit Rapamycin fiihrte zu einer leichten

Verschiebung in Richtung G; Phase des Zellzyklus. Sowohl Rapamycin als auch Cele-
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coxib hemmten die GefaB3bildung im tubular formation assay. Im Rahmen der Etablie-
rung von Angiosarkomzelllinien mit verbesserten Wachstumseigenschaften wurden
durch die notwendige Uberwachung der Tiere und der Tumorlast auch Daten iiber die
Tumorigenitét der verwendeten Angiosarkomzellen in immundefizienten Méusen ge-

wonnen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Rapamycin und Celecoxib sowohl als Einzelsubstanzen
als auch in Kombination in Melanom- und Angiosarkomzellen die Proliferation hem-
men, wihrend Pioglitazon keinen Einfluss auf das Zellwachstum hatte. Celecoxib indu-
ziert zusatzlich Apoptose. Die antiproliferativen und proapoptotischen Effekte von Ce-
lecoxib scheinen zumindest teilweise von der COX 2 Expression der Zelle unabhéngig
zu sein. Neben diesen direkten Wirkungen auf die Tumorzellen entfalten Rapamycin
und Celecoxib auch antiangiogenetische Effekte. Sowohl Rapamycin als auch Celeco-
xib bergen ein viel versprechendes Potential fiir die palliative Therapie des metastasier-
ten Melanoms und insbesondere des Angiosarkoms. Weiterfithrende Studien sind nétig,

um dieses Potential auch klinisch optimal nutzen zu kdnnen.
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8 ANHANG

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

4E-BP 1
ATP
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CDK
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DNA
EDTA
EGFR
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FGF
FKBP 12
FKS
H,O
H,SO,4
HIF 1
IGFR
IL
MMP
mTOR
N>
NKT Zellen
NSAR
p70 S6K 1
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PDGF
PGE,
PI:K
PIP;
PPAR
PTEN

RNA
RPM
RXR
TGF-B
TSC1/2
TZD
VEGF
ZNS

elF4E binding protein 1
Adenosintriphosphat
5-Bromdesoxyuridin

Cyclin depending kinases
Cyclooxygenase

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acid

Ethylene diamine tetraacetic acid
Endothelial growth factor receptor
Fluorescence activated cell sorting
Fibroblast growth factor

FK 506 binding protein 12

Fetales Kalbsserum

Wasser

Schwefelséure

Hypoxia Inducible Faktor 1
Insulin-like growth faktor receptor
Interleukin

Matrixmetalloproteinase

mammalian target of Rapamycin
Stickstoff

Natiirliche Killer T Zellen
Nichtsteroidale Antirheumatika

40 S ribosomal protein p70 S6 Kinase
Phosphate buffered salin

Platelet derived growth factor
Prostaglandin E2
phosphatidyl-inositol 3 kinase
phosphatidyl-inositol-3,4,5-trisphosphate
peroxisome proliferator-activated receptor
phosphatase and tensin homologue deleted
on chromosom ten

Ribonucleic acid

Rounds per minute

Retinoid X Rezeptor

Transforming growth factor
Tuberous sclerosis complex 1/2
Thiazolidindione

Vascular endothelial growth factor
Zentrales Nervensystem
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