
 

 

UNIVERSITÄTSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF 
 

 
 

Onkologisches Zentrum, II. Medizinische Klinik und Poliklinik 
 
 

Prof. Dr. med. C. Bokemeyer 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Wirkung des Tyrosinkinase-Inhibitors Sunitinib auf die Proliferation 
und Apoptose von Keimzelltumoren in vitro 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dissertation  

 
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin 

an der Medizinischen Fakultät der Universität Hamburg. 
 
 
 
 
 

vorgelegt von: 
 

Katharina Simone E. Hoch  
aus Würzburg 

 
 
 

Hamburg 2010 
 

 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
(wird von der Medizinischen Fakultät ausgefüllt) 
 
 
Angenommen von der  
Medizinischen Fakultät der Universität Hamburg am:  19.05.2011 
 
 
Veröffentlicht mit Genehmigung der  
Medizinischen Fakultät der Universität Hamburg. 
 
 
Prüfungsausschuss, der/die Vorsitzende:  PD Dr. Dr. med. F. Honecker 
 
 
Prüfungsausschuss, zweite/r Gutachter/in:  Prof. Dr. med. C. Bokemeyer 
 
 
Prüfungsausschuss, dritte/r Gutachter/in:    PD Dr. H. Schwarzenbach



Inhaltsverzeichnis   

 

II 

Inhaltsverzeichnis 
 

1.2.1 Epidemiologie, Ätiologie und Klinik …………………………………….... 1 

1.2.2 Keimzellen – Entwicklung und Bedeutung beim Mann ………………... 2 

1.2.3 Einteilung von Keimzelltumoren …………………………………………. 4 

1.2.4 Entstehung von Keimzelltumoren ………………………………………... 6 

1.2.5 Diagnostik von Keimzelltumoren ……………………………………….... 7 

1.3 Cisplatin …………………………………………………………………….. 8 

1.3.1 Standardtherapie mit Cisplatin ………………………………………….... 8 

1.3.2 Wirkweise von Cisplatin …………………………………………………… 10 

1.3.3 Mechanismen der Cisplatinresistenz…………………………………….. 12 

1.3.4 Klinisches Vorgehen bei Cisplatinresistenzen ………………………….. 14 

1.4 Sunitinib …………………………………………………………………….. 15 

1.4.1 Allgemeine Informationen zu Sunitinib…………………………………... 15 

1.4.2 Rezeptor-Tyrosinkinasen: Angriffspunkt von Sunitinib …..……………. 16 

1.4.3 Von Sunitinib gehemmte Tyrosinkinasen ……………………………….. 20 

1.4.4 Klinischer Einsatz von Sunitinib ………………………………………….. 22 

1.4.5 Pharmakologische Eigenschaften von Sunitinib………………………… 24 

1.5 Ziel der Arbeit ………………………………………………………………. 25 

2 Material und Methoden ………………………………………………….. 27 

2.1 Verwendete Materialien …………………………………………………… 27 

2.1.1 Zelllinien und Zellkulturmedien …………………………………………… 27 

2.1.2 Zytostatika ………………………………………………………………….. 27 

2.1.3 Antikörper …………………………………………………………………… 28 

2.1.4 Chemikalien und Enzyme ……………………………………………….... 28 

2.1.5 Geräte, Verbrauchsmittel und Software ……………………………….... 29 

2.2 Methoden bei der Behandlung von Zellkulturen ……………………….. 29 

2.2.1 Zellkultur….……………. …………………………………………………… 29 

2.2.2 Passagieren von adhärent wachsenden Zellen ………………………… 30 

2.2.3 Bestimmung der vorhandenen Zellzahl: Trypanblau-Methode und  

Neubauer-Zählkammer ………………………………………………….... 

 

30 

1 Einleitung …………………………………………………………………… 1 

1.1 Hodentumoren……………………………………………………………….. 1 

1.2 Maligne Keimzelltumoren des Hodens ………...…………………………. 1 



Inhaltsverzeichnis   

 

III 

2.2.4 Bestimmung der IC50 mittels Zellzählung: Neubauer Zählkammer 

und ViCell-Counter ………..……………………………………………….. 

 

31 

2.2.5 Bestimmung der IC50 mittels MTT ……………………………………….. 32 

2.2.6 Bestimmung des Einflusses der Zellkonfluenz auf die IC50 …………… 33 

2.2.7 Kombinationsversuche mit Sunitinib und Cisplatin …………………….. 33 

2.2.8 Kryokonservierung von Zelllinien ………………………………………… 34 

2.3 Proteinchemische Methode: Western Blot …………………………….... 34 

2.3.1 Präparation und Lyse der Zellen ……………………………………….... 34 

2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford ……………….. 35 

2.3.3 Gießen der Gele …………………………………………………………… 36 

2.3.4 Elektrophoretische Auftrennung der Proteine ………………………….. 36 

2.3.5 Antikörper-Inkubation und Proteindetektion …………………………….. 37 

2.4 Molekularbiologische Methode: Durchflusszytometrie ……………….... 38 

2.4.1 Zellzyklusanalyse mit Propidiumiodid ………………………………….... 38 

2.4.2 Untersuchung von Caspase-3-Aktivierung ……………………………… 41 

3 Ergebnisse ……………………………………………………………….... 42 

3.1 Bestimmung der IC50 ………………………………………………………. 42 

3.1.1 Bestimmung der IC50 mittels MTT ……………………………………….. 42 

3.1.2 Bestimmung der IC50 durch Zellzählung mittels ViCell-Counter ……… 45 

3.2 Einfluss der Zellkonfluenz auf die IC50 ………………………………….. 49 

3.2.1 Einfluss der Zellkonfluenz auf die IC50: Bestimmung mittels 

Zellzählung …………………………………………………………………. 

 

49 

3.2.2 Einfluss der Zellkonfluenz auf die IC50: Bestimmung mittels MTT ……. 53 

3.2.3 Einfluss des pro Zelle zur Verfügung stehenden Platzes auf die 

IC50  ………………………………………………………………………….. 

 

55 

3.3 Kombinationsversuche mit Sunitinib und Cisplatin …………………….. 56 

3.4 Untersuchung von Proteinen des Ras/Raf-Signalwegs und der 

Apoptoseinduktion……………………………………………...…………... 

 

61 

3.5 Durchflusszytometrie …………………………………………………….... 62 

3.5.1 Zellzyklusanalyse mittels FACS …………………………………………. 62 

3.5.2 Untersuchung einer Caspase-3-Aktivierung..…………………………… 64 

4 Diskussion ……………………………………………………………….... 65 

4.1 Zielgerichtete Therapieansätze bei testikulären Keimzelltumoren …… 

 

65 



Inhaltsverzeichnis   

 

IV 

4.2 Inhibierung von Wachstumsfaktoren durch Sunitinib in der 

Tumortherapie ……………………………………………………………… 

 

66 

4.3 Wirkung von Sunitinib auf testikuläre Keimzelltumoren……………....... 66 

4.3.1 IC50-Konzentration von Sunitinib …………………………………………. 66 

4.3.2 Einfluss der Zellkonfluenz auf die Wirkung von Sunitinib ……………... 69 

4.3.3 Kombinationsbehandlung von Sunitinib und Cisplatin ……………….... 70 

4.3.4 Wirkung auf MEK/ERK ……………………………………………………. 71 

4.3.5 Wirkung auf Zellzyklus und Apoptose ..… …………………………….... 73 

5 Zusammenfassung ………………………………………………………. 75 

6 Abkürzungsverzeichnis …………………………………………………. 77 

7 Literaturverzeichnis ……………………………………………………... 79 

8 Danksagung ………………………………………………………………. 87 

9 Lebenslauf …………………………………………………………………. 88 

10 Eidesstattliche Versicherung ..…………………………………………. 89 



Einleitung   

 

1 

1 Einleitung 

1.1 Hodentumoren 

Hodentumoren sind bei jungen Männern im Alter zwischen 20 und 40 Jahren die 

häufigste Krebserkrankung. Sie werden in zwei große Gruppen unterteilt. 90% dieser 

Tumoren gehören zu den Keimzelltumoren (KZT), 10% machen die 

nichtgerminativen Tumoren aus (Weiland 2010). Letztere werden auch als 

Keimstrang-Stromatumoren bezeichnet, die von spezifischem und unspezifischem 

Stützgewebe des Hodens ausgehen. Dazu zählen unter anderem die Leydig-Zell-

Tumoren, Sertoli-Zell-Tumoren und Granulosa-Zell-Tumoren. Außerdem können 

Metastasen von anderen Primärtumoren, wie zum Beispiel vom Prostata- oder 

Nierenzellkarzinom, sowie Lymphome im Hoden auftreten. 

 

 
Abb. 1: Querschnitt durch die Tubuli seminiferi (Samenkanälchen) des Hodens: Dargestellt sind Keimzellen (Spermatogonien, 
Spermien) und umliegende Stützzellen (Sertoli-,Leydigzellen), die maligne transformieren können und dann die Ursprünge der 

germinativen und nichtgerminativen Hodentumoren darstellen (Middel 2008). 
 

Da die nichtgerminativen Tumoren relativ selten sind und eine komplett andere 

Ätiologie im Vergleich zu den germinativen aufweisen, wird in dieser Arbeit lediglich 

auf die KZT eingegangen. 

 

1.2 Maligne Keimzelltumoren des Hodens 

1.2.1 Epidemiologie, Ätiologie und Klinik 

KZT sind mit einer Inzidenz von 9,78 Fällen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr die 

häufigste maligne Erkrankung junger Männer in Deutschland. Weltweit werden 0,5 

bis 9,9 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr (Schmelz et al. 2006) 

gemeldet, wobei das größte Vorkommen mit stetig steigender Tendenz in 

Skandinavien, Deutschland, Neuseeland und den USA liegt. Seltener treten diese 

Tumoren bei Schwarzafrikanern und Asiaten auf. Der Altersgipfel liegt zwischen 25 

und 35 Jahren. 70% der Erkrankten sind zwischen 20 und 40 Jahren, 20% älter als 

40 und 10% jünger als 20. Insgesamt machen KZT jedoch nur ein bis zwei Prozent 
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aller Tumorerkrankungen aus (Gschwend und Schulte 2005) und sind somit eher 

selten. Das Lebenserkrankungsrisiko liegt bei ca. 0,4%.  

Bisher konnten keine gesicherten Ursachen der Erkrankung identifiziert werden, es 

sind jedoch mehrere Risikofaktoren bekannt. So erhöht ein vorausgegangener 

Hodentumor das Risiko für kontralaterale Hodentumoren um das 30-fache. Ebenfalls 

steigert eine positive Familienanamnese das Risiko für Brüder eines betroffenen 

Patienten 11-fach, für Söhne eines Hodentumorerkrankten besteht ein doppeltes 

Erkrankungsrisiko (Johnke 2007). Außerdem besteht ein 4- bis 8-fach erhöhtes 

Erkrankungsrisiko bei einem Maldescensus testis (gestörter Hodenabstieg in den 

Hodensack) für den ipsilateralen Hoden. Patienten mit einem Kryptorchismus 

(Lageanomalie des Hodens) erleiden zusätzlich häufiger einen Hodentumor im 

kontralateralen Hoden. Weitere Risikofaktoren stellen Infertilität, Hodenatrophie und 

intersexuelle Fehlbildungen wie zum Beispiel das Klinefelter-Syndrom dar.  

Leitsymptome sind meist, zu ca. 70%, eine schmerzlose Größenzunahme und 

tastbare Induration des Hodens. In zwei bis fünf Prozent der Fälle kommt es 

außerdem zur Gynäkomastie durch ß-HCG- oder Östrogenproduktion des Tumors 

(Schmelz et al. 2006). In wenigen Fällen sind bereits supraklavikuläre Metastasen 

tastbar. Die Metastasierung des KZT findet in der Regel zunächst lymphogen in die 

ipsilateralen retroperitonealen Lymphknoten statt, später auch supradiaphragmal 

oder hämatogen primär pulmonal. 

 

1.2.2 Keimzellen – Entwicklung und Bedeutung beim Mann 

Keimzellen (Gameten) sind haploide Zellen, welche die geschlechtliche 

Fortpflanzung ermöglichen. Verschmelzen zwei haploide Gameten miteinander, 

entsteht eine Zygote. 

Den Ursprung der Keimzellen und damit den Beginn der Keimbahn stellen 

die Urkeimzellen (primordiale Keimzellen, primordial germ cells) dar. Diese sind, wie 

die anderen Körperzellen auch, diploid und zeigen sich beim menschlichen Embryo 

bereits in der dritten Woche im primären Ektoderm, welches auch als Epiblast 

bezeichnet wird (Sadler und Langman 2003). Aus diesem entwickeln sich später alle 

drei Keimscheiben. Nachweisen kann man primordiale Keimzellen, indem man die 

Produktion von spezifischen Proteinen wie OCT-3/4 (octamoer-binding transcription 

factor 3/4) oder PLAP (plazentare alkalische Phosphatase) beweist (Honecker et al. 

2004b). Vom primären Ektoderm wandern die Urkeimzellen nun amöboid in die 
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Wand des Dottersacks, wo sie in der vierten Woche ankommen. Eine bedeutende 

Rolle bei dieser Wanderung spielt der Rezeptor des Stammzellfaktors c-Kit, ohne 

den dieser Prozess nicht abläuft (Blume-Jensen et al. 2000). Die Urkeimzellen 

sammeln sich in der Nähe des Allantoisabgangs und befinden sich somit nun 

extraembryonal im Entoderm und Mesoderm der Dottersackwand. 

 

  
Abb. 2: Lage der Urkeimzellen im Embryo der 4. Woche (Schöni-Affolter et al. 2005) 

 
Zwischen der fünften und sechsten Woche wandern die Urkeimzellen zurück in den 

Embryo (als Übersichtsarbeit Schöni-Affolter et al. 2005). Dies wird durch die 

kraniokaudale Krümmung und die laterale Abfaltung des Embryos begünstigt. Sie 

bewegen sich entlang der Dottersackwand, durchqueren das dorsale Mesenterium 

und wandern in die neben der Urnierenleiste liegende Genitalleiste ein. 

 

 
Abb. 3: Einwanderung der Urkeimzellen in die Genitalleiste im Embryo der 5. Woche (Schöni-Affolter et al. 2005) 

 

Dort angekommen, aber auch schon während der Wanderung, vermehren sich die 

Urkeimzellen durch mitotische Teilung. Die Genitalleiste stellt zu diesem Zeitpunkt 

die primitive Gonadenanlage dar. Die Gonaden entwickeln sich bei beiden 

Geschlechtern, sobald die Urkeimzellen eingewandert sind. Zunächst bilden sich 

primäre Keimstränge, indem die primordialen Keimzellen von den in die Tiefe des 

Mesenchyms vorgedrungenen Zölomepithelzellen umschlossen werden. Bis zu 

diesem Punkt spricht man von der indifferenten Gonadenanlage, nun erst beginnt die 

Sexualdifferenzierung (Sadler und Langman 2003). 

Legende: 

1 Enddarm 2 Dottergang 

3 Allantois 4 Urnierenleiste 

5 Genitalleiste 6 Urkeimzellen 

7 Herzvorwölbung 

 

Legende: 

1 Urkeimzellen 2 Allantois 

3 Enddarm  4 Ektoderm 
5 Vorderdarm 6 Herzanlage 

7 sek. Dottersack 8 Entoderm (gelb)  

9 Mesoderm (rot) 10 Amnionhöhle 
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Bei einem genetisch männlichen Embryo tragen die Urkeimzellen und die 

somatischen Zellen einen XY-Chromosomensatz. Der Schlüssel zur männlichen 

Entwicklung liegt auf dem kurzen Arm des Y-Chromosoms, dem SRY–Gen (Sex 

determining region of the Y chromosome). Dieses kodiert den Transkriptionsfaktor 

TDF (testis-determining factor) und induziert somit die Entwicklung der männlichen 

Gonaden (Larsen 2001). Ist kein Y-Chromosom und somit kein TDF vorhanden, 

kommt es zur Ausbildung eines weiblichen Phänotyps. Wird jedoch durch die 

Bindung des TDF an die DNA die Entwicklung eines männlichen Phänotyps 

eingeleitet, entwickeln sich die primären Keimstränge weiter zu Hoden- oder 

Marksträngen. Ab dem vierten Monat sind die Hodenstränge soweit entwickelt, dass 

sie sowohl aus Stütz- (Sertoli) und Zwischenzellen (Leydig) bestehen als auch die 

Vorläufer der Spermien, die Spermatogonien (Ursamenzellen) beeinhalten (Sadler 

und Langman 2003). Diese Ursamenzellen entstehen nach der ersten mitotischen 

Teilung aus den Urkeimzellen. Sie sind nun auf ihre Entwicklung zu Samenzellen 

festgelegt, besitzen jedoch noch immer ihren diploiden Chromosomensatz. 

Außerdem wird im entstehenden Hoden Testosteron produziert, worüber die weitere 

geschlechtsspezifische Differenzierung der Genitalgänge und der äußeren Genitalien 

induziert wird. Nun ruhen die Spermatogonien bis zum Erreichen der Pubertät. Dann 

erst teilen sie sich weiter und entwickeln sich zu Spermatozyten. Sie vollziehen zwei 

Reifeteilungen und reduzieren ihren diploiden Chromosomensatz auf einen 

haploiden, bevor sie sich letztendlich zu Spermatiden und darauf folgend zu 

Spermien entwickeln. 

 

1.2.3 Einteilung von Keimzelltumoren 

Die Urkeimzellen befinden sich also zu Beginn im Epiblasten, einem Gewebe, 

welches totipotente Entwicklungsmöglichkeiten besitzt. Sie liegen außerdem 

extraembryonal im Dottersackgewebe. Des Weiteren liegen und wandern sie auch 

intraembryonal und selbstverständlich findet man sie auch in den frühen 

Gonadenanlagen, wo sie die erste Differenzierung in Richtung Spermien durchlaufen. 

Betrachtet man die unterschiedlichen histologischen Typen der vorkommenden KZT, 

so lässt sich eine enge Beziehung zwischen Tumorentstehung und Schädigung von 

Keimzellen in der Embryogenese vermuten. Denn anhand der histologischen 

Untersuchung der vorkommenden KZT werden diese, wie in Abb. 4 dargestellt,  in 

ähnliche Kategorien eingeteilt. Dementsprechend gibt es eine Gruppe von KZT, die 
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totipotente Keimzellen ohne jegliche Differenzierung besitzt; diese werden als 

Embryonal-Karzinome bezeichnet. Eine zweite Gruppe von Tumoren zeigt 

extraembryonale Differenzierung, zum Beispiel von Dottersackgewebe. Vertreter 

hiervon sind das Dottersack- bzw. Chorionkarzinom. Eine weitere Gruppe sind KZT 

mit somatisch intraembryonaler Differenzierung, wie Knochen-, Knorpel- oder glattem 

Muskelgewebe. Diese sind die Teratome. Die letzte Gruppe stellen Tumoren mit 

keimzelltypischer Differenzierung dar, die Seminome. Die ersten drei Gruppen der 

KZT fasst man auch als Nichtseminome zusammen. 

 

 
Abb 4.: Klassifikation von KZT: Einteilung nach histologischen Kriterien 

 

Im Wesentlichen unterscheidet man also zwei große Gruppen. Die Seminome 

machen 50% aller KZT aus, während Nicht-Seminome zu 40% auftreten. Die 

restlichen 10% sind gemischte KZT, die sowohl Seminom- als auch eine Nicht-

Seminom-Komponenten besitzen (Müller 2005). 

Neben dem hauptsächlichen Auftreten von KZT in den Hoden, können diese 

ebenfalls zu einem geringen Prozentsatz von etwa fünf Prozent auch an anderen 

Stellen des Körpers vorkommen. Diese werden als extragonadale KZT bezeichnet. 

Da diese Lokalisation wohl auch auf die Migrationsroute der primordialen Keimzellen 

in der Embryonalphase zurückzuführen ist, können sie an verschiedenen Stellen 

entlang der Mittellinie des Körpers auftreten. Häufiger kommen sie im 

Retroperitoneum und Mediastinum vor, seltener in der Hypothalamusregion (Wylie 

1999). Die Einteilung erfolgt genauso wie bei den testikulären KZT in Seminome und 

Nichtseminome. Abzugrenzen von den primär extragonadalen KZT sind mediastinale 

Metastasen, die von einem gonadalen Primärtumor abstammen. 
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1.2.4 Entstehung von Keimzelltumoren 

Der Entstehungsmechanismus von testikulären KZT konnte bislang noch nicht 

komplett geklärt werden. Es wurde jedoch nachgewiesen, dass alle testikulären KZT 

aus einer gemeinsamen prämalignen Vorstufe entstehen, dem Carcinoma in situ 

(CIS), das auch als „testikuläre intratubuläre Neoplasie“ (TIN) oder „intratubuläre 

Keimzellneoplasie unklassifiziert“ (ITGCNU) bezeichnet wird (Honecker et al. 2004a). 

Diese Zellen befinden sich in den Tubuli seminiferi an der Basalmembran zwischen 

den Sertoli-Zellen. Es wird angenommen, dass diese CIS-Zellen eine prämaligne 

Variante der primordialen Keimzellen darstellen, da man die Expression des 

Stammzellfaktors c-Kit, sowie den embryonalen Transkriptionsfaktor OCT-3/4 

nachweisen kann (Müller 2005). Diese Faktoren sind in der normalen 

Spermatogenese nicht nachweisbar und können so als Marker betrachtet werden. 

Untersuchungen auf chromosomaler Ebene zeigten, dass der kurze Arm des 

Chromosoms 12 (12p) eine Rolle in der malignen Transformation spielt. So ist 12p in 

den Tumorzellen überrepräsentiert und liegt meist in mehreren Isochromosomen vor 

(Ottensen et al. 2003, Rosenberg et al. 2000). In den CIS-Zellen konnte diese 

Anomalie jedoch nicht nachgewiesen werden, weshalb davon ausgegangen wird, 

dass der Zugewinn von 12p eine bedeutende Rolle in der malignen Transformation 

darstellt (Ottesen et al. 2003). Ein weiterer Aspekt der für diese Annahme spricht ist, 

dass sich Embryonalkarzinomzellen (EC-Zellen) vornehmlich in der verstärkten 

Exprimierung von Genen des Chromosoms 12 von normalen embryonalen 

Stammzellen unterscheiden (Müller 2005). 

Weitere Versuche haben gezeigt, dass einige EC-Zellen in trophoblastische, andere 

in somatische und extraembryonale Zellen differenzieren können. Durch diese 

Fähigkeit entsprechen diese Zellen denen des primären Ektoderms bzw. denen der 

inneren Zellmasse der Blastozyste. Die EC-Zellen haben also die Fähigkeit sowohl in 

alle drei Keimblätter als auch in extraembryonale Derivate zu differenzieren und 

können sich somit auch in das Teratom bzw. das Chorion- und Dottersackkarzinom 

wandeln (Müller 2005). Deshalb wird angenommen, dass die Gruppe der extra- und 

intraembryonalen KZT nicht direkt aus dem CIS entstehen, sondern eine 

differenziertere Form des Embryonalkarzinoms darstellen. Im Rahmen der 

Karzinogenese aller KZT entstehen also aus dem CIS zunächst entweder Seminome 

oder Embryonalkarzinome (EC), welche dann weiter in extra- und intraembryonale 

Karzinome differenzieren. Die Nichtseminome zeigen in ihrer Entwicklung deutliche 
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Ähnlichkeiten zu in der Embryogenese ablaufenden Vorgängen. Seminome bestehen 

morphologisch betrachtet aus Zellen, die den primordialen Keimzellen gleichen, und 

werden daher als maligne transformierte Äquivalente der PGC betrachtet. 

 
Abb. 5: Klassifikation von KZT: Einteilung nach Enstehungskriterien 

 

 

1.2.5. Diagnosik von Keimzelltumoren 

Im adulten Organismus wird normalerweise kein OCT-3/4 produziert. Dieser 

embryonale Transkriptionsfaktor ist unter anderem an der Regulation der zellulären 

Pluripotenz beteiligt und für die Fähigkeit der Selbsterneuerung notwendig (Pesce 

und Scholer 2001, Niwa et al. 2000). Er wird zu Beginn der Embryogenese stark 

exprimiert, bleibt später nur noch in den PGC erhalten und wird nach Einwanderung 

der Keimzellen in die Genitalleiste und deren Differenzierung auch da herabreguliert. 

Wird im adulten Organismus OCT-3/4 exprimiert, kann man davon ausgehen, dass 

dies von dem einzigen pluripotenten Tumor, einem KZT, hergestellt wird. Allerdings 

produzieren nicht alle KZT diesen Faktor. CIS- und Seminomzellen, welche die 

Äquivalente zu embryonalen Keimzellen darstellen, exprimieren OCT-3/4. Ebenso 

exprimieren EC-Zellen (Äquivalente zu ICM) diesen. Bei differenzierteren KZT jedoch, 

wie dem Chorion-, Dottersackkarzinom und dem Teratom, kommt OCT-3/4 nicht vor 

(Looijenga et al. 2003, Rajpert-De Meyts et al. 2004). 

Neben OCT-3/4 stellt der Stammzellfaktor-Rezeptor c-Kit einen weiteren Marker für 

primordiale Keimzellen, CIS-Zellen und Seminome dar. Dieser wird von Stammzellen 

produziert und ist unter anderem für deren Differenzierung nötig. Für das 

Embryonalkarzinom typische Marker sind die Transkriptionsfaktoren NANOG und 

SOX2 (SRY-box 2), die unter anderem für die Erhaltung der Pluripotenz bedeutsam 

sind (de Jong et al. 2005). Für die klinische Diagnostik der einzelnen KZT stehen vier 
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weitere Tumormarker zur Verfügung: Alpha-Fetoprotein (AFP), Beta-Humanes-

Choriongondotropin (ß-HCG), plazentare alkalische Phosphatase (PLAP) und 

Laktatdehydrogenase (LDH) (Schmelz et al. 2006). Letztere ist dabei ein 

unspezifischer Marker, deren Konzentration in etwa proportional zur 

Gesamttumormasse ist. Zu einer Erhöhung der PLAP kommt es bei Seminomen. 

Allerdings ist diese auch bei Rauchern erhöht und kann so falsch positive 

Ergebnissen hervorrufen. Außerdem ist ß-HCG (>5ng/ml) bei Seminomen erhöht, 

welches ebenfalls bei Chorionkarzinomen meist überexprimiert wird. AFP lässt sich 

bei Seminomen so gut wie nie verstärkt nachweisen. Dieses ist bei 

Embryonalkarzinomen, vor allem beim Dottersack-Karzinom, der Fall (>10ng/ml). 

Falsch positive Werte können hier durch Leberzellschäden, Pankreas- oder 

Kolonkarzinome entstehen.  

 

1.3 Cisplatin 

1.3.1 Standardtherapie mit Cisplatin 

Die Zulassung von Cisplatin für die Behandlung von KZT im Jahr 1979 hat die 

Mortalitätsrate in dieser Tumorerkrankung mit nur noch 0,33 Todesfällen pro 100.000 

Einwohnern im Jahr 2001 so stark gesenkt, dass man bei testikulären KZT 

mittlerweile von einer potentiell heilbaren Krankheit sprechen kann (Ebbing et al. 

2008). Die jeweilige Prognose hängt jedoch stark davon ab, in welchem Stadium die 

Krankheit diagnostiziert wird. Hierzu gibt es die in Tabelle 1 gezeigte klinische 

Einteilung für Seminome als auch für Nichtseminome nach der Klassifikation von 

Lugano. 

Tab. 1: Klassifikation nach Lugano 

Stadium Klinisch 

I Kein klinischer oder bildgebender 
Metastasennachweis 

IIA Retroperitoneale Lymphknoten mit einem 
Durchmesser kleiner als 2cm 

IIB Retroperitoneale Lymphknoten mit einem 
Durchmesser von 2 bis 5 cm 

IIC Retroperitoneale Lymphknoten mit einem 
Durchmesser größer als 5 cm 

III 
Supradiaphragmatische 
Lymphknotenmetastasen und/oder 
hämatogene Aussaat 

 

 

In den Stadien I bis IIC unterscheidet sich die Therapie des Seminoms von der des 

Nichtseminoms. Das Seminom ist ein sehr strahlensensibler Tumor und die Radiatio 

stellt die Therapie der Wahl dar. Im Stadium I kann bei entsprechender 

Risikokonstellation auch zunächst die Surveillance-Strategie angewandt werden. 



Einleitung   

 

9 

Alternativ kann eine Carboplatin-Monotherapie durchgeführt werden (Ebbing et al. 

2008). Bei einer Behandlung von Seminomen im klinischen Stadium II kann alternativ 

zur Radiotherapie eine zytostatische Dreierkombination aus Cisplatin, Etoposid und 

Bleomycin (PEB) für drei Zyklen verabreicht werden. Die Gesamtüberlebensrate bei 

Seminompatienten beträgt insgesamt nahezu 100% (Schmelz et al. 2006). Für 

Nichtseminome stellen Cisplatin-basierte Chemotherapien die Standardbehandlung 

dar, da diese Tumoren nicht besonders strahlensensibel sind. Im Stadium I werden 

zwei Zyklen à 21 Tage PEB empfohlen, wenn aufgrund der Risikokonstellation von 

der Surveillance-Methode abzuraten ist. Da Bleomycin sich negativ auf die 

Lungenkapazität auswirken kann, kann alternativ etwa bei vorbestehender 

Lungenerkrankung oder geplanter pulmonaler Resttumorresektion auch Ifosfamid, 

Cisplatin und Etoposid gegeben werden (PEI-Schema). Die Heilungsrate liegt hier 

bei nahezu 99%. 

Im Stadium II unterscheidet man zwischen markernegativen und -positiven NSGCT. 

Liegen zum Zeitpunkt der Diagnose noch keine erhöhten Spiegel von AFP, ß-HCG 

und/oder LDH vor, behandelt man die markernegativen Tumoren je nach 

Risikokonstellation entweder mittels der Surveillance-Methode oder mit einer 

nervenschonenden, retroperitonealen Lymphadenektomie (RLA) mit engem Follow-

up. Bei höherem Risiko, wie beispielsweise bei Gefäßeinbrüchen des Primärtumors, 

behandelt man mit zwei Zyklen PEB. Die Heilungsrate liegt hier bei 98% (Schmelz et 

al. 2006). 

Markerpositive NSGCT fallen ebenso wie alle metastasierten und fortgeschrittenen 

Typ III Seminom- und Nichtseminom-KZT in die Klassifikation der IGCCCG, eine 

Einteilung der internationalen Germ Cell Cancer Collaborative Group (Vgl. Tab.2). 

Hier werden drei Prognosegruppen unterschieden: 

 

Tab. 2: IGCCCG-Prognoseklassifikation 

1. Gute Prognose                                                
( >90% 5-Jahres-Überleben) 

2. Intermediäre Prognose                                    
( >75% 5-Jahres-Überleben) 

3. Schlechte Prognose                                    
( <50% 5-Jahres-Überleben) 

Nichtseminom (inkl. Primär 
retroperitonealer Tumor) und niedrige 
Marker und keine nicht pulmonalen 
viszeralen Metastasen 

Nichtseminom wie unter 1., aber 
intermediäre Marker 

Nichtseminom primär mediastinal oder 
testikulär/retroperitoneal mit hohen 
Markern oder nicht pulmonalen 
viszeralen Metastasen 

Seminom (jede Primärlokalisation) und 
jedes Markerniveau und keine nicht 
pulmonalen viszeralen Metastasen 

Seminom wie unter 1. mit nicht 
pulmonalen viszeralen Metastasen 

---- 

Marker: AFP < 1000 ng/ml und ß-HCG 
< 5000 l U/l (< 1000 ng/ml) und LDH < 
1,5 x Normalwert 

Marker: AFP 1000 - 10000 ng/ml oder ß-
HCG 5000 - 50000 l U/l (1000 - 10000 
ng/ml) oder LDH 1,5 - 10 x Normalwert 

Marker: AFP > 10000 ng/ml oder ß-
HCG > 50000 l U/l (> 10000 ng/ml) 
oder LDH > 10 x Normalwert 
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In Gruppe 1 wird mit drei Zyklen PEB behandelt, womit eine Fünf-Jahres-

Überlebensrate von über 90% erzielt werden kann. In Gruppe 2 werden vier Zyklen 

PEB verabreicht. Patienten, die der Gruppe mit schlechter Prognose angehören, 

behandelt man auch mit vier Zyklen PEB oder PEI. Ein Vorteil der 

Hochdosischemotherapie konnte hier nicht nachgewiesen werden.  

Insgesamt können durch Cisplatin 80% aller Patienten mit metastasierten KZT 

geheilt werden, womit dieses Malignom die höchste Heilungsrate aller Tumoren im 

Erwachsenenalter aufweist (Stockinger 2007). Bei den verbleibenden 20% aller 

Patienten kommt es jedoch zur Ausbildung oder dem primären Vorliegen einer 

Cisplatinresistenz. Diese Patienten haben eine sehr schlechte Prognose. Noch ist 

nicht restlos geklärt, worauf diese Resistenzen beruhen, jedoch erhärten sich einige 

Hypothesen, auf die später näher eingegangen wird. Um die Prognosen dieser 

Patienten zu verbessern, ist es nötig, neue Substanzen zu testen, was bereits 

vielfach begonnen wurde. Eine der Substanzen ist der Multikinase-Inhibitor Sunitinib, 

um den es in dieser Arbeit geht. 

 

1.3.2 Wirkweise von Cisplatin 

Cisplatin ist ein neutrales, quadratisch-planares Molekül, das als Prodrug vorliegt und 

in physiologischer Kochsalzlösung intravenös appliziert wird. Durch diese über 

100mM hohe Chloridkonzentration bindet es zwei Chlorliganden, die das Molekül bis 

zum Durchtritt in den intrazellulären Raum mittels Diffusion bzw. Transport über 

Membranproteine stabilisieren. Erst durch die intrazellulär niedrige Chlorid-

Konzentration kommt es zur Abspaltung der Chlorliganden und Anhängen von 

Hydroxylgruppen, so dass ein positiv geladenes Elektrophil entsteht (siehe Abbildung 

6). Cisplatin ist nun in der Lage Addukte mit Nukleophilen zu bilden und ist somit 

aktiviert. 

 
Abb. 6: Aktivierung von Cisplatin: Fähigkeit zur Adduktbildung durch Elektrophilität 

Zum Großteil bildet Cisplatin Addukte mit Proteinen, RNA und thiol-bindenden 

Molekülen wie Gluthation. Den wesentlichen Effekt aber macht die Adduktbildung mit 

der genomischen DNA aus, die jedoch nur zu einem sehr geringen Prozentsatz 
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stattfindet. Hierbei kommt es zum einen zur Bildung von Intrastrangvernetzungen, bei 

denen entweder benachbarte Basen (1,2-Intrastrangvernetzung) oder Basen über 

ein weiteres Basenpaar hinweg (1,3-Intrastrangvernetzung) eines Stranges über 

Cisplatin vernetzt werden. Zum anderen kommt es zur Vernetzung beider DNA-

Stränge über benachbarte Basenpaare, den 1,2-Interstrangverbindungen. Beide 

Vernetzungsmöglichkeiten sind in Abb. 5 dargestellt. Dabei codieren die Buchstaben 

A und G für die Basen Adenin bzw. Guanin, wie z.B. GG in 1,2-GG-

Intrastrangvernetzung für die Ausbildung von Platin-Addukten zwischen zwei 

Guaninen, welches mit ca. 65% das häufigste Addukt darstellt (Müller 2005). 
 

 
Abb. 5: mögliche Cisplatin-DNA-Addukte (Gosepath 2007) 

 

Diese Addukte hindern die Zelle nun an fundamentalen Prozessen wie unter 

anderem der Transkription und Translation. Des Weiteren kommt es zur 

Strukturveränderung der Doppelhelix, woraufhin DNA-Reparaturmechanismen in 

Gang gesetzt werden. Um der Zelle Zeit zu geben, diese Reparatur durchzuführen, 

geht sie in den Zellzyklusarrest. Maßgebend vermittelt wird dies durch den 

Transkriptionsfaktor p53, welcher unter normalen Bedingungen relativ instabil ist und 

rasch abgebaut wird. Liegt jedoch ein DNA-Schaden vor, kommt es zur 

Phosphorylierung von p53 und damit zur Stabilisierung und Akkumulation des 

Transkriptionsfaktors in der Zelle, woraufhin der Arrest eingeleitet wird (Rai et al. 

2005). 

Für die Reparatur der DNA-Schädigung sind dann mehrere Proteinkomplexe von 

Bedeutung. Das wichtigste System um Cisplatin-DNA-Addukte zu reparieren ist das 

„Nucleotide Excision Repair System“ (NER) (Reed 1998). Diesen Komplex kann man 

in zwei Gruppen teilen. Werden Deformierungen in der Doppelhelix festgestellt, ist 

ein Teil in der Lage, sowohl den codierenden als auch den nichtcodierenden Strang 

zu untersuchen und gegebenenfalls Reparaturproteine zu rekrutieren. Der andere 



Einleitung   

 

12 

Teil erkennt transkriptionsblockierende Schäden der DNA und wird durch die RNA-

Polymerase II aktiviert (Wang et al. 2003). Einen weiteren wichtigen Faktor in der 

DNA-Reparatur stellt der „Base Excision Repair Komplex“ (BER) dar, welcher kleine 

Schäden beseitigt, indem er einzelne Basen herausschneidet. Außerdem gibt es das 

„Mismatch-Reparatursystem“ (MMR), welches ebenfalls fehlerhaft kombinierte 

Basenpaare bei der Replikation erkennen und reparieren kann. Sind die DNA-

Schäden irreparabel, kommt es zu einer stetig steigenden intrazellulären 

Akkumulation von p53. Daraufhin bindet der Transkriptionsfaktor an die DNA und es 

kommt zur Herabregulierung der Bcl2-Gene, wodurch über Aktivierung der Caspasen 

die Apoptose eingeleitet wird (Rai et al. 2005). 

Auch bei anderen Tumorerkrankungen, etwa bei Bronchial-, bei Kopf- und 

Halstumoren sowie beim Cervix-Karzinom, wird Cisplatin zur Behandlung eingesetzt. 

Jedoch hat sich gezeigt, dass KZT zwei- bis viermal besser auf die PEB-Therapie 

ansprechen als andere Tumoren (Fry et al. 1991, Oosterhuis et al. 1984). Ein Grund 

hierfür ist die den Keimzellen innewohnende Eigenschaft, auf DNA-Schäden mit 

Apoptose zu reagieren. Außerdem weisen KZT eine niedrige intrazelluläre 

Konzentration an Gluthation auf, welches Cisplatin binden und somit inaktivieren 

kann.  

 

1.3.3 Mechanismen der Cisplatinresistenz 

Wie oben erwähnt, kommt es in etwa 20% der Fälle zu Cisplatinresistenz, wofür die 

Ursachen bislang noch nicht exakt geklärt werden konnten. 

Im Wesentlichen jedoch lassen sich die Mechanismen, die der Cisplatinresistenz 

zugrunde liegen, in zwei große Gruppen teilen. Zum einen wird verhindert, dass 

Cisplatin seine Zielstruktur, die DNA, in dem Maße erreicht, dass die Substanz dort 

ihre volle Wirkung erreichen kann. Zum anderen werden verschiedene Signalwege 

gestört, so dass es nicht oder nur verzögert zur Induktion der Apoptose kommt. Wo 

genau und welche Änderungen vorliegen, konnte noch nicht sicher bewiesen werden. 

Man geht jedoch davon aus, dass zur Unterbindung des Erreichens der Zielstruktur 

bestimmte Kupfertransporter (CTR) durch Änderungen des Cisplatin In- und Efflux 

beteiligt sind. Es konnte nachgewiesen werden, dass bei gesteigerter Expression des 

CTR1 (vermuteter Influx-Transporter für Cisplatin) ebenso höhere intrazelluläre 

Cisplatinkonzentrationen vorlagen. So könnte umgekehrt eine verminderte 

Expression bzw. Inaktivität dieser Rezeptoren zu einer Cisplatinresistenz führen. 
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Daneben werden auch die beiden Kupfer-Efflux-Transporter ATP7A und ATP7B mit 

Cisplatin-Transportvorgängen in Verbindung gebracht (Samimi et al. 2004). Weiterhin 

wäre ein erhöhter Efflux von Cisplatin aus der Zelle über MDR-Proteine (Multi-drug-

resistance) möglich oder eine gesteigerte Detoxifikationsfähigkeit durch höhere 

Expression von Gluthation und Metallothionin. Auch wurde der Einschluss von 

Cisplatin in kleine Einschlusskörperchen und die damit verbundene Hinderung an die 

DNA zu binden, als Möglichkeit in Betracht gezogen. Jedoch haben sich für diese 

Ansätze bisher keine überzeugenden Ergebnisse gefunden. Bewiesen werden 

konnte, dass die Zelle sich durch Membranveränderungen, z.B. vermehrte 

Einlagerung von Kollagen, vor der passiven Diffusion von Cisplatin schützen kann 

(Holzer et al. 2004).  

Ist der Resistenzmechanismus nicht auf eine zu geringe Akkumulation der Substanz 

im Zellkern zurückzuführen, muss von Defekten der Reparatursysteme ausgegangen 

werden, wobei alle drei Systeme betroffen sein können. Dies könnte zum einen der 

Fall sein, indem das Reparatursystem die fehlerhafte DNA nicht richtig identifiziert, 

zum anderen könnte eine verstärkte Initiierung und Durchführung der Reparatur 

zugrunde liegen. Folglich kommt es zu einer erhöhten Toleranz gegenüber 

fehlerhafter DNA und die eigentlich einzuleitende Apoptose wird gar nicht oder 

deutlich seltener induziert. Hierfür wird vor allem das NER-System verantwortlich 

gemacht (Kartalou und Essigmann 2001). Einer anderen Theorie zufolge könnten 

DNA-Glykosylasen, die in den BER bzw. NER-Komplex involviert sind, dafür 

verantwortlich sein (Kartalou et al. 2000). Außerdem wird vermutet, dass Defekte im 

Ablauf der Signalkaskade der Apoptose zu einer Resistenz führen, beispielsweise 

durch verstärkte Expression von antiapoptotischen Proteinen wie etwa denen der 

Bcl-2 Familie oder eine Störung der Caspase-9-Funktion (Mueller et al. 2003). Die 

bisher überzeugendsten Ergebnisse bei der Entstehung der Resistenz sind jedoch 

auf ein defektes Mismatch-Reparatursystem zurückzuführen (Honecker et al. 2009). 

In Zellversuchen konnte bei einem defekten MMR-System eine doppelte bis 

dreifache Resistenz gegenüber Cisplatin festgestellt werden. Bei einem 

unvollständigen MMR-System konnte sogar eine Resistenzerhöhung um das 100-

fache beobachtet werden (Stojic et al. 2004). Solche Defekte können zu 

Mikrosatelliten-DNA-Instabilitäten (MSI) führen. Untersuchungen bei refraktären KZT 

wiesen in ca. 45% der Fälle diese MSI auf, was die Vermutung erhärtet, dass sie 

eine bedeutende Rolle in der Resistenzentwicklung spielen (Mayer et al. 2002, 
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Honecker et al. 2009). Des Weiteren hat man festgestellt, dass HMG-Proteine (High 

Mobility Group) bedeutend für die Cisplatinsensitivität sind (Perez 1998, Arioka et al. 

1999). Das lässt darauf schließen, dass auch ein Defekt dieser Proteine die 

Resistenzentwicklung beeinflussen kann. 

 

1.3.4 Klinisches Vorgehen bei Cisplatinresistenz 

Im Falle einer Cisplatinresistenz ist es notwendig, auf andere Medikamente 

auszuweichen. Substanzen wie Paclitaxel, Gemcitabin und Oxaliplatin sprechen in 

der Monotherapie bei Cisplatin-refraktären Fällen zwar an, zeigen jedoch kein 

Langzeitüberleben. Kombiniert man diese drei Zytostatika miteinander und 

verabreicht vier Zyklen ergibt sich eine Gesamtansprechrate von immerhin 51% und 

Langzeitremissionen von 10 bis 15% (Bokemeyer et al. 2008). Diese Kombination 

wird daher in einem metastasierten Stadium bei einem Rezidiv empfohlen. Kommt es 

daraufhin zu einer erneuten Krankheitsprogression, fehlen derzeit Therapieoptionen. 

Zuletzt wurde in dieser Situation im Rahmen einer klinischen Studie die 

Verträglichkeit und Effektivität von Sunitinib untersucht (Oechsle, Honecker et al., 

Manuskript eingereicht). Dieses Medikament, das auf molekularer Ebene ansetzt und 

zu den sogenannten „Small Molecule Inhibitors“ gehört, hemmt bestimmte Rezeptor-

Tyrosinkinasen und stellt somit einen relativ neuen Ansatz dar. Sunitinib wird bei 

anderen Tumorerkrankungen schon standardmäßig eingesetzt. Einen ähnlichen 

Wirkmechanismus wie Sunitinib besitzen Temsirolimus und Everolimus. Diese 

Substanzen finden Anwendung bei anderen Tumoren wie dem Nierenzellkarzinom 

und sind in der Testphase für die Anwendung bei KZT. Temsirolimus und Everolimus 

sind Derivate von Sirolimus und sind m-TOR Inhibitoren. Somit bewirken diese 

Medikamente unter anderem die Hemmung des Zellzyklus und die Induktion der 

Apoptose. 

Einen weiteren Therapieansatz bei KZT stellt auf molekularer Ebene die 

Antikörpertherapie dar, mit der jedoch lediglich in Einzelfällen eine Remission erreicht 

werden konnte. Verabreicht wurde der Antikörper Trastuzumab als Monotherapie 

oder eine Kombination aus Chemo- und Antikörpertherapie, bei der der Antikörper 

Bevacizumab verwendet wurde (Honecker et al. 2008). 

Ein weiterer Versuch, gegen Cisplatin-refraktäre Tumoren anzukommen, wurde mit 

Thalidomid unternommen. Dieser VEGF-Inhibitor hemmt die Vaskularisierung von 
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Tumoren, zeigte jedoch in einer klinischen Fallserie nur einen äußerst geringen 

Erfolg (als Übersichtsarbeit siehe Ebbing et al. 2008) 

 

1.4 Sunitinib 

1.4.1 Allgemeine Informationen zu Sunitinib 

In einem Zufallsversuch entdeckten Sun und seine Mitarbeiter, dass einige Derivate 

von 2-Oxindolen (Indole, die an Stelle 2 oxidiert wurden) in der Lage sind, die 

Vascular Endothelial Growth Factor Receptor (VEGF-R) Kinaseaktivität zu hemmen. 

Außerdem stellte man fest, dass dieser erste Vorläufer von Sunitinib, SU-5416, 

zusätzlich den Platelet-Derived Growth Factor Receptor ß (PDGF-R), den 

Makrophagen Colony Stimulating Factor-1-Receptor (CSF-1R),  den 

Stammzellfaktor-Rezeptor (c-Kit) und den Fms-like Tyrosine Kinase-3-Receptor (Flt-3) 

inhibiert (Roskoski 2007). Ein Problem stellte jedoch die geringe Hydrophilität von 

SU-5416 dar. Die Substanz wurde den Versuchsmäusen deshalb subkutan 

verabreicht. Die verbesserte nachfolgende Substanz, SU-6669, ebenfalls ein 2-

Oxindol-Derivat, konnte mit dem mehr oder weniger gleichen Wirkspektrum in einer 

wasserlöslicheren und auch potenteren Form produziert werden. Diese wurde den 

Versuchsmäusen oral appliziert. Nach einer noch weiter verbesserten Substanz, dem 

SU-10944, entstand letztendlich SU-11248, das Sunitinib. Dieses hat die 

Summenformel C22H27FN4O2  und die in Abb. 6 gezeigte Strukturformel. 

 

 
Abb.6: Strukturformel von Sunitinib (SU-11248) 

 

Sunitinib ist also ein Multikinase-Inhibitor, der mindestens acht verschiedene 

Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) hemmt, die alle eine Rolle in der Tumorprogression, 

-metastasierung und -vaskularisierung spielen (Roskoski 2007). Diese sind der 

PDGF-R α und ß, der VEGF-R 1, 2 und 3, c-Kit, der CSF-1R und außerdem Flt-3 

sowie eine Kinase, die über ret-proto-oncogene (RET) kodiert wird (Schmidinger und 

Loidl 2007). VEGF-R 1 und 2 spielen eine Schlüsselrolle in der Angio- und 

Vaskulogenese, ebenso sind PDGF-R, die auf Perizyten sitzen und das vaskuläre 

Endothel stabilisieren, wichtig für die Angiogenese (Chow und Eckhardt 2007). C-Kit, 
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Flt-3 und RET sind ebenfalls bedeutsam für die Signaltransduktion und das 

Wachstum von soliden Tumoren. 

 

1.4.2 Rezeptor-Tyrosinkinasen: Angriffspunkt von Sunitinib 

Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) sind an der Pathogenese vieler maligner 

Krankheiten beteiligt, da sie eine wesentliche Rolle in der Signaltransduktion spielen. 

Ihre Aufgabe ist es, extrazelluläre Reize, wie Wachstums- und Überlebensstimuli 

aufzunehmen und an den Zellkern weiterzuleiten, um die dortige Genexpression zu 

ändern. Bisher konnten 58 dieser membrangebundenden Tyrosinkinase-Rezeptoren 

identifiziert werden. Weiterhin sind 32 Tyrosinkinasen bekannt, die keine 

Rezeptorfunktion haben (Robinson et al. 2000). Das Charakteristische an RTK ist ihr 

transmembranärer Aufbau. Sie bestehen aus einer extrazellulären Domäne, die den 

Bindungsort für Liganden darstellt, einem transmembranären Teil und einer 

intrazellulären Proteindomäne, welche die Tyrosinkinase enthält. Als Tyrosinkinasen 

werden sie deshalb bezeichnet, da die Phosphorylierung und damit die Aktivierung 

der Kinase an der Tyrosingruppe stattfindet. Es sind ebenfalls Rezeptor-Kinasen 

bekannt, bei denen die Phosphatgruppe auf einen Serin- oder Threonin-

Aminosäurerest übertragen wird (Ser/Thr-Kinasen). 

Die meisten der Tyrosinkinasen „schwimmen“ in der Zellmembran und überspannen 

diese im inaktiven Zustand als Monomere. Eine der wenigen Ausnahmen ist 

beispielsweise der Insulin-Rezeptor, welcher auch in inaktivem Zustand als Dimer 

vorliegt. Bindet nun ein Substratmolekül an der extrazellulären Bindungsstelle, 

kommt es zur Änderung der Quartärstruktur und zwei Rezeptor-Monomere verbinden 

sich zu einem Dimer. Durch diese Konformationsänderung lagern sich die 

intrazellulären Proteindomänen so eng aneinander, dass es zur gegenseitigen 

Phosphorylierung kommt (Autophosphorylierung). Die intrazelluläre Kinasedomäne 

liegt bis zu diesem Zeitpunkt im inaktiven Zustand vor. Sowohl die substratbindende 

als auch die ATP-bindende Stelle ist blockiert, da das aktive Zentrum durch eine 

Aktivationsschleife verlegt ist. Durch diese nun stattfindende Übertragung eines 

Phosphatrestes auf die Tyrosin-Gruppen der Aktivationschleife kommt es jedoch zur 

Konformationsänderung und die beiden Bindungsstellen werden frei gelegt. Somit ist 

die Tyrosinkinase aktiviert und es kommt zur Phosphorylierung weiterer Tyrosinreste 

außerhalb dieser Kinasedomäne. Um diese Signale nun weiterleiten zu können, 

werden spezifische Proteinregionen, die sogenannten src-Homology-2-Domänen 
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(SH2-Domänen) oder phosphotyrosinbindenden Regionen (PTB), benötigt. Diese 

erkennen die phosphorylierten Tyrosinabschnitte, binden daran und können die 

Aktivierung weiterleiten, indem sie Phosphatgruppen übertragen. Diese SH2-

Domänen-Proteine können entweder Adapterproteine (1) darstellen (Grb2-induzierter 

Weg) oder selbst katalytische Eigenschaften besitzen (2) (PI3-Kinase). Zur 

Verdeutlichung siehe Abb. 7. Außerdem gibt es assoziierte Tyrosinkinasen, die an 

die intrazellulären Domänen der Rezeptoren angeheftet sind, sogenannte 

Januskinasen (JAK/STAT-Weg) (3). 

Im Fall (1) kommt es zur Phophorylierung des Adapterproteins Growth-factor-

receptor-bound-protein-2 (Grb-2). Dieses hat eine SH2-Domäne, mit der es an den 

phosphorylierten Tyrosinrest bindet, und eine SH3-Domäne, mit der es den nächsten 

Baustein der Signalkaskade, das SOS-Protein (son of sevenless), bindet. Diese 

beiden Proteine diffundieren nun gekoppelt an die Plasmamembran, wo sie an einen 

weiteren Proteinkomplex, das Ras/GDP binden. SOS ist ein GTP-Austauschfaktor 

und kann seinen Phosphatrest auf das mit RAS (Rat sarcoma) gekoppelte GDP 

(Guanosindiphosphat) übertragen, wodurch GTP (Guanosintriphosphat) entsteht. 

Somit ist RAS aktiviert. Dieser RAS-GTP-Komplex ist nun in der Lage, B-Raf 

(Rapidly growing fibrosarkoma), eine Ser/Thr-Kinase, zu aktivieren. Alle weiteren 

Schritte werden auch als MAPK-Kaskade (mitogen activated protein kinase) 

zusammengefasst. Auf B-Raf folgt die Aktivierung mehrerer Ser/Thr/Kinasen durch 

„Weitergeben“ des aktivierenden Phosphatrests. So aktiviert Raf das Protein MEK 1 

und 2, dieses wiederum ERK (extracellular signal regulated protein kinase) 1 und 2. 

ERK aktiviert spezielle Transkriptionsfaktoren der AP-1-Familie (activator protein), 

wovon jun und fos die Bedeutendsten darstellen. Jun und fos bilden Heterodimere 

und binden an die DNA, wodurch sie die Zellproliferation starten.  

Des Weiteren kann der aktivierte RAS/GTP Komplex ebenfalls die 

Phophotidylinositol-3-Kinase (PI3K) aktivieren. Die PI3K besitzt jedoch auch selbst 

eine SH2-Domäne. Dadurch wird eine zusätzliche Aktivierung direkt über den 

phosphorylierten Tyrosinrest der RTK ermöglicht (2). Liegt die PI3K im 

phosphorylierten Zustand vor, kann sie an die Zellmembran diffundieren, wo sich ihr 

Substrat Phosphatidylinositol (PI) befindet. Dieses wird daraufhin zu PIP2 

(Phosphatidylinositol-bisphosphat) bzw. PIP3 (Phosphatidylinositol-trisphosphat) 

katalysiert. PIP3 kann nun die Protein-Kinase AKT (eine Ser/Thr-Kinase) initiieren. 

Diese hat mehrere Funktionen. Zum einen kann sie BAX, einen proapoptotischen 
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Faktor binden und somit inaktivieren, wodurch die Einleitung der Apoptose ausbleibt. 

Außerdem wirkt sie über Aktivierung von Rheb, welches mTOR in Gang setzt. Dieses 

wiederum bringt SGK in seine aktive Form, woraufhin es an Ribosomen bindet. Diese 

starten die Translation und wirken sich so positiv auf die Zellproliferation aus. Eine 

weitere Funktion von AKT ist die Phosphorylierung von FOXO einem 

Tumorsuppressorgen, welches daraufhin seine Wirkung verliert und in mehreren 

Schritten von Proteasomen abgebaut wird. 

Das oben erwähnte PIP2 induziert einen weiteren Signalweg, denn es stellt das 

Substrat der Phospholipase Cγ (PLCγ) dar. Diese besitzt eine SH2-Domäne und 

kann auch auf Weg (2) direkt von der RTK aktiviert werden. PLC spaltet PIP2 in IP3 

(Inositoltrisphosphat), welches im Cytosol diffundieren kann, und DAG 

(Diacylglycerin), welches in der Plasmamembran verbleibt. 

 

 
Abb. 7: Signaltransduktionswege nach Aktivierung der RTK (in schwarz ist Weg 1 dargestellt, blau signalisiert Weg 2) 

 

Einen dritten Signalweg (3) stellt die Aktivierung von assoziierten Tyrosinkinasen dar. 

Hier sind so genannte Janus-Kinasen (JAK) an der intrazellulären Domäne der 

Rezeptoren assoziiert. Durch die Dimerbildung des Rezeptors kommt es zur 

gegenseitigen Phosphorylierung der JAK-Kinasen. Sobald diese im aktivierten 

Zustand vorliegen, können sie weitere Regulationsproteine, die STAT-5 (signal 

transducers and activators of transcription) binden. STAT-5 wird an einem 

Tyrosinrest phosphoryliert und bindet daran eine SH2-Domäne eines weiteren STAT-

5-Moleküls. Dieses Dimer wandert nun in den Zellkern, heftet sich dort an die DNA 
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und nimmt Einfluss auf die Genregulation (Stryer et al. 2003, Koolmann und Röhm 

2003, Becker 2005). 

Eingeteilt werden die membranständigen Tyrosinkinasen in vier Gruppen (Ehrenfels 

2000). Gruppe I besitzt zwei cysteinreiche Sequenzen im extrazellulären Teil. Ein 

Vertreter dieser Gruppe ist zum Beispiel der „Epidermal Growth Factor 

Receptor“ (EGF-R). Die RTK der Gruppe II liegen immer als Dimer vor. Sie besitzen 

zwei α- und zwei ß-Untereinheiten, welche über extrazelluläre Disulfidbrücken 

aneinander gekoppelt sind. Ein typischer Vertreter dieser Gruppe ist der Insulin-

Rezeptor. Gruppe III und IV haben das Charakteristikum, dass sie 

immunglobulinähnliche extrazelluläre Domänen aufweisen und außerdem ihre 

Kinase durch ein sogenanntes „Kinase-Insert“ zweigeteilt ist. Gruppe III besitzt fünf 

dieser immunglobulinähnlichen Domänen. Der „Platelet Derived Growth Factor 

Receptor“ (PDGF-R) zählt unter anderem zu dieser Gruppe. Gruppe IV zeichnet sich 

dadurch aus, dass ihre Vertreter drei dieser Domänen am extrazellulären Teil ihres 

Rezeptors besitzen. Zu dieser Gruppe gehört unter anderem der „Fibroblast Growth 

Factor Receptor“ (FGF-R). 

 

 
Abb. 8: Einteilung von Rezeptor-Tyrosinkinasen (Ehrenfels 2000) 

 

Durch die Aktivierung der RTK werden also komplexe und exakt aufeinander 

abgestimmte biochemische Vorgänge in Gang gesetzt. Dass Defekte in dieser 

Signaltransduktion enorm zur malignen Transformation von Zellen beitragen können, 

ist demnach zu erwarten. Die Hemmung dieser Kinasen könnte so die Entstehung 

und den Verlauf von Tumorerkrankungen positiv beeinflussen. Daher sind diese 

Kinasen bereits seit langem ein Schwerpunkt in der onkologischen Forschung.  
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1.4.3 Von Sunitinib gehemmte Tyrosinkinasen 

Sunitinib inhibiert einige RTK, vorwiegend die der Gruppe III. So gehören PDGF-R, c-

Kit, CSF-R1 sowie Flt-3 zu Gruppe III mit fünf immunglobulinähnlichen Domänen (vgl. 

Abb. 9). VEGF-R ist der einzige von Sunitinib gehemmte Rezeptor, der einen etwas 

anderen Aufbau besitzt. Teilweise wird er auch als Gruppe V-Rezeptor bezeichnet 

(Fedi et al. 2000). Dieser besitzt sieben immunglobulinähnliche extrazelluläre 

Domänen. 

 

                  
Abb. 9: RTK des Typ III (links) und Typ V (rechts), die Angriffspunkte von Sunitinib darstellen (Fedi et al. 2000). 

 

Liganden des VEGF-R sind die Polypeptide VEGF-B bis -E. Diese 

Wachstumsfaktoren sind entscheidend an der Angiogenese und Vaskulogenese, 

also den beiden Komponenten der Neovaskularisation, beteiligt (Roskoski 2007). Als 

Vaskulogenese bezeichnet man die Neubildung von Blutgefäßen aus 

Hämangioblasten und reifen Endothelzellen (Embryogenese). Angiogenese ist die 

Bildung von Blutgefäßen aus bereits bestehenden Gefäßnetzwerken durch Sprießen 

neuer Kapillare. Insofern stimuliert VEGF ebenfalls die Proliferation der endothelialen 

Zellen sowie deren Migration und Überleben. Zudem verstärkt es die vaskuläre 

Permeabilität, weshalb es ursprünglich als Permeabilitätsfaktor beschrieben wurde. 

Der PDGF-R und sein Substrat, PDGF, spielen in der Angiogenese eine wichtige 

Rolle: PDGF regt die Proliferation von glatten Muskelzellen unter anderem in den 

Gefäßen sowie von Fibroblasten und vielen weiteren Zellen mit mesenchymalem 

Ursprung an. In den glatten Gefäßmuskelzellen werden die PDGF-R exprimiert, 

PDGF dagegen in den vaskulären Endothelzellen. Bei Versuchen an Melanom- und 

Gliom-Xenograft-Modellen, VEGF-R und PDGF-R mit Sunitinib zu inhibieren, wurde 

eine Dosis von 20 bis 40 mg/kg/d benötigt (Chow and Eckhardt 2007). Ebenfalls hat 

sich gezeigt, dass die gemeinsame Hemmung von VEGF und PDGF einen 

überadditiven Effekt besitzt. 

C-Kit wird normalerweise durch den Stamm-Zell-Faktor (SCF), der auch als Kit-

Ligand bezeichnet wird, aktiviert. Dieser wird hauptsächlich in Knochenmark-

- PDGF-R 

- c-Kit 

- CSF-R1 
- Flt3 

- VEGF-R 
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Stromazellen, Fibroblasten und Endothelzellen gebildet. Seine Wirkung entfaltet er 

nach extrazellulärer Rezeptorbindung in Keimzellen, Melanozyten und 

hämatopoetischen Zellen (Konieczny 2003). Die Stimulierung durch SCF bewirkt in 

der Zelle eine starke Proliferation und Antiapoptose. Hier betrug die zur Hemmung 

der Kinase benötigte Sunitinib-Dosis 40 bis 80 mg/kg/d. Getestet wurde dies an 

Zelllinien des kleinzelligen Bronchialkarzinoms (Chow and Eckhardt 2007). 

Flt-3 (fms-relates tyrosine kinase) wird vor allem in den frühen myeloischen und 

lymphatischen Progenitorzellen des Knochenmarks exprimiert und reguliert 

Proliferation und Überleben der hämotopoetischen Vorläuferzellen. Mit zunehmender 

Differenzierung der hämatopoetischen Progenitorzellen geht die Flt-3-Expression 

verloren. Die zur Inhibierung von Flt-3 benötigte Sunitinib-Konzentration bei einem 

AML-Zelllinien-Modell (akute myeloische Leukämie) lag bei 20 mg/kg/d (Chow and 

Eckhardt 2007). 

Das Substrat des CSF-R, der auch als M-CSF-R (Makrophagen colony stimulation 

factor receptor) bekannt ist, stellt der Osteoklastenfaktor CSF dar. Dieser wird von 

Tumorzellen produziert und initiiert die Osteolyse, indem er die Osteoklasten aktiviert. 

Hier konnte bei einer Sunitinib-Dosis von 40 bis 80 mg/kg/d eine Wachstums-

Inhibierung von Knochenmetastasen in einem Metastasenmodell von Mamma-

Karzinom-Zellen erzielt werden (Chow and Eckhardt 2007). 

RET proto-oncogene-RTK (RET = rearranged during transfection) ist der Rezeptor 

für Mitglieder der „glial cell line-derived neurotrophic factor“-Familie (GDNF) und an 

verschiedenen Wachstumsprozessen beteiligt. Hier zeigte sich in Laborversuchen 

bei medullären Schilddrüsenkarzinom-Zelllinien eine IC50 von 100 nmol/l (Chow and 

Eckhardt 2007).  

Die Funktionen aller von Sunitinib gehemmten Rezeptoren sind in Tab. 3 nochmals 

zusammengefasst. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Einleitung   

 

22 

Tab. 3: Funktionen der Rezeptoren, die Angriffspunkte von Sunitinib darstellen 

 
 

1.4.4 Klinischer Einsatz von Sunitinib 

Sunitinib, das den Handelsnamen Sutent trägt, wird bereits bei einigen 

Tumorerkrankungen eingesetzt. So ist es zur Erstbehandlung der fortgeschrittenen 

und metastasierten Nierenzellkarzinome zugelassen (Fischer et al. 2008). Sunitinib 

führte zu einem verbesserten progressionsfreien Überleben von elf versus fünf 

Monaten im Vergleich zur Immuntherapie mit Interferon (als Übersichtsarbeit siehe 

Manski 2010). Behandelt werden diese Patienten mit Sechs-Wochen-Zyklen (vier 

Wochen Therapie, zwei Wochen Pause) und einer täglichen Dosis von 50mg. Das 

relativ gute Ansprechen auf diese Substanz wird darauf zurückgeführt, dass bei der 

Pathogenese von Nierenzell-Karzinomen der VEGF-R und PDGF-R eine 

entscheidende Rolle spielen. Es wurde nachgewiesen, dass bei dieser 

Tumorerkrankung das Von-Hippel-Lindau-Gen (VHL) in bis zu 80% der Fälle 

inaktiviert ist (Schmelz et al. 2006). Dies ist ein Tumorsuppressorgen und über 

andere Proteine an der Expression von VEGF-R und PDGF-R beteiligt. Fällt die 

Funktion des VHL-Gens aus, kommt es zu einer Überproduktion und somit 

kontinuierlichen Stimulierung dieser Rezeptoren. Werden diese Rezeptoren jedoch 

durch Sunitinib gehemmt, kann in dem entstehenden Tumorgewebe keine 

ausreichende Neovaskularisation stattfinden. Dem Tumor wird also die 

Gefäßversorgung „abgeschnitten“. 
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Des Weiteren wird Sunitinib bei Patienten mit Gastrointestinalen Stromatumoren 

(GIST) eingesetzt, welche auf die Standardtherapie mit Imatinib (Gleevec, ebenfalls 

ein Tyrosinkinase-Inhibitor) eine Krankheitsprogression erlitten haben (als 

Übersichtsarbeit siehe Brandl 2008). Bis zum Einsatz von Sunitinib gab es für 

imatinibresistente Tumoren, welche unter anderem auf eine Mutation am Exon 14 

zurückzuführen sind, keine weitere Behandlungsmöglichkeit. Eine Studie, die den 

Effekt von Sunitinib bei diesen refraktären Tumoren untersuchte, zeigte, dass die 

mediane Zeit bis zur Tumorprogression unter Sunitinib mit 6,3 versus 1,5 Monaten 

rund viermal länger ist (als Übersichtsarbeit siehe Roskosky 2007). Hier scheint der 

von Sunitinib ausgeübte Effekt eher zytotoxisch als antiangiogenetisch zu sein. So 

spielt hier nicht die VEGF-R-Inhibierung die entscheidende Rolle, sondern die 

Hemmung von c-Kit. Da es in 88% der GIST-Tumoren zur Überexpression von c-Kit 

kommt, scheint hier die Blockierung dieses unter anderem antiapoptotischen Faktors 

und damit die blockierte nachfolgende Signaltransduktion den wesentlichen Effekt 

auszumachen. Zusätzlich wurde auch die Inhibierung von PDGF-R α nachgewiesen.  

Sunitinib ist standardmäßig für diese beiden Tumorerkrankungen zugelassen und 

kommt in der Therapie zum Tragen. Auch für andere maligne Erkrankungen wurden 

bereits Studien mit Sunitinib durchgeführt. So zeigte sich zum Beispiel eine 

Wirksamkeit gegen Knochenmetastasenbildung beim Mamma-Karzinom. Metastasen 

entstehen unter anderem, indem der vom Tumor freigesetzte Osteoklastenfaktor M-

CSF an seinen Rezeptor CSF-1R bindet und die Osteoklasten dadurch aktiviert. 

Sunitinib kann diesen Rezeptor durch eine Hemmung der Phosphorylierung bei einer 

IC50 von 50 bis 100 nM inhibieren. Bei einer in vivo Studie konnte bewiesen werden, 

dass Sunitinib die Knochenmetastasierung dosisabhängig hemmt (40mg/kg/d 

ermöglicht 64% Reduktion, 80mg/kg/d 89% Reduktion) (als Übersichtsarbeit siehe 

Schmidinger und Loidl 2007). 

Des Weiteren wurde die Wirkung von Sunitinib bei akuter myeloischer Leukämie 

(AML) untersucht. Dies ist naheliegend, da die Blasten von 60 bis 70% der Patienten 

mit AML c-Kit exprimieren, sowie bei 60 bis 80% der Patienten Flt-3-R produzieren. 

Davon wiederum tritt in 35% dieser Fälle ein mutierter Rezeptor mit interner 

Tandemduplikation (Flt-3-ITD) auf (als Übersichtsarbeit siehe Schmidinger and Loidl 

2007). Diese Mutation kann den Rezeptor aktivieren und induziert so eine autonome 

Zellproliferation. Eine Hemmung des Flt-3-R durch Sunitinib konnte in klinischen 

Studien bei 100% der Patienten mit Flt-3-ITD sowie bei 50% der Flt-3 ohne Mutation 
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festgestellt werden. Es zeigte sich, dass die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren 

wie STAT-5, die in Signalkaskaden bezüglich Zellteilung und -differenzierung 

involviert sind, durch Sunitinib reduziert wurde. Außerdem konnte eine Inhibierung 

von Extracellular-signal Regulated Kinasen (ERK) beobachtet werden (als 

Übersichtsarbeit siehe Schmidinger and Loidl 2007). Diese mitogen aktivierte Kinase 

ist häufig an der onkogenen Transformation von Zellen beteiligt.  

Außerdem wurde Sunitinib zur Therapie für papilläre Schilddrüsenkarzinome (PTC) 

in Erwägung gezogen. Dies liegt darin begründet, dass die Bildung einer RET/PTC-

Kinase der bedeutendste Schritt in der Tumorgenese ist (Ehlers 2010). In vitro 

Studien zeigten tatsächlich, dass Sunitinib bei einer IC50 von 224nM sowohl die 

Phosphorylierung der Kinase inhibiert als auch die darauffolgende Aktivierung von 

STAT-3 unterdrückt. Somit besitzt es einen starken Wachstums-inhibierenden Effekt 

auf Schilddrüsenkarzinome (als Übersichtsarbeit siehe Schmidinger und Loidl 2007) 

Zusätzlich wird die Anwendung von Sunitinib beim nichtkleinzelligen 

Bronchialkarzinom (NSCLC), bei neuroendokrinen Tumoren, sowie beim Prostata- 

und Magenkarzinom untersucht. 

Wie bereits erwähnt, wurde Sunitinib ebenfalls in einer klinischen Studie bei KZT 

eingesetzt. Mit der Frage, welche Wirkung diese Substanz bei in vitro Versuchen mit 

KZT-Linien zeigt, beschäftigt sich diese Arbeit. 

 

1.4.5 Pharmakologische Eigenschaften von Sunitinib 

Da Sunitinib oral in Form von Hartkapseln appliziert wird, ist die Lipophilität bzw. 

Hydrophiliät von enormer Bedeutung. Der Logarithmus vom Verhältnis der Löslichkeit 

eines Medikaments in Octanol zu Wasser sollte kleiner als 5 sein 

(Partitionskoeffizient), damit das Medikament durch die Zellmembran unter anderem 

des Dünndarms absorbiert werden kann. Ist die Substanz zu hydrophil, kann sie nicht 

durch die lipophilen Membranen diffundieren, ist sie zu lipophil, ist sie in 

physiologischen Lösungen unlöslich und kann nicht zu ihren Zielzellen transportiert 

werden. Der Logarithmus des Partitionskoeffizienten von Sunitinib liegt bei 5,2, 

kommt dem Optimum also sehr nahe (als Übersichtsarbeit siehe Roskoski 2007). 

Sunitinibkapseln liegen in der Dosierung 12,5mg, 25mg oder 50mg vor und werden 

als Sunitinib-Malat verabreicht. Die maximale Konzentration (Cmax) im Gewebe wird 

sechs bis zwölf Stunden nach Einnahme erreicht, wobei der Wirkstoff zu 90 bis 95% 

an Plasmaproteine gebunden ist. Die Halbwertszeit (HWZ) von Sunitinib beträgt 40 
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bis 60 Stunden, die seiner Metabolite 80 bis 110 Stunden. Abgebaut wird Sunitinib 

über Cyp3A4. Die gleichzeitige Gabe eines Cyp3A4-Induktors führt dazu, dass 

Sunitinib deutlich schneller abgebaut wird. Zugleich erhöht die zusätzliche Gabe 

eines Cyp3A4-Inhibitors seine Konzentration signifikant. Es wird jedoch davon 

ausgegangen, dass Sunitinib selbst keinen Einfluss auf Cyp3A4 hat. Sunitinib wird 

also weitgehend über die Leber abgebaut und über Faeces ausgeschieden, die 

renale Clearance beläuft sich lediglich auf etwa 16%. Eine Dosisanpassung an das 

Körpergewicht scheint nicht erforderlich zu sein. Da in tierexperimentellen Studien 

eine Reproduktionstoxizität sowie fetale Missbildungen nachgewiesen wurden und 

außerdem nicht sicher bekannt ist, ob der Wirkstoff in die Muttermilch übergeht, darf 

das Medikament in der Schwangerschaft und Stillzeit nicht verabreicht werden. 

Häufige Nebenwirkungen sind gastrointestinale Beschwerden, Erschöpfung, 

Veränderung des Blutbildes und neurotoxische Erscheinungen auf (Pfizer 2007). 

 

1.5 Ziel der Arbeit 

Der Bedarf an neuen Behandlungsmethoden für Patienten mit Cisplatin-resistenten 

KZT ist groß. Da bisher noch nicht genau geklärt werden konnte, worauf die 

Cisplatinresistenz beruht, erscheint es sinnvoll, nach Medikamenten mit einem 

anderen, neuen Wirkmechanismus zu suchen. Eine relativ neue Wirkstoffgruppe 

stellen Therapeutika dar, die auf molekularer Ebene wirken, sogenannte Rezeptor-

Tyrosinkinase-Inhibitoren. Die Wirkung von Sunitinib, einem Hauptvertreter dieser 

Gruppe, soll in dieser Arbeit anhand von in vitro Versuchen an KZT-Linien getestet 

werden. Untersucht werden soll sowohl die Wirkung auf Cisplatin-sensitive 

Tumorlinien (NT2, 2102EP, NCCIT) als auch auf Cisplatin-resistente Sublinien dieser 

Zelllinien (NT2-R, 2102EP-R, NCCIT-R).  

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Zytotoxizität (IC50) von Sunitinib bei KZT-Linien zu 

bestimmen. Hierfür wurden Zytotoxizitätsassays für alle Zelllinien angefertigt, die per 

Zellzählung und MTT-Analysen ausgewertet wurden. 

Des Weiteren wurde die Wirkung von Sunitinib auf die in vitro Zellproliferation – unter 

besonderer Berücksichtigung der Zelldichte – bestimmt. Dies wurde ebenfalls durch 

Zellzählungen und MTT-Messungen analysiert. Außerdem wurde geprüft, ob 

Sunitinib Auswirkungen auf den Zellzyklus zeigt. Dies erfolgte anhand von FACS-

Messungen. 
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Die Effekte der Substanz wurden sowohl bei den Cisplatin-sensitiven als auch bei 

den Cisplatin-resistenten Sublinien untersucht. 

Eine weitere Zielsetzung dieser Arbeit war die Untersuchung der Wirkung von 

Sunitinib auf bekannte, für die Zellproliferation und Apoptose bedeutende Proteine. 

Hier wurden die im MAP-Kinase-Weg eine wichtige Rolle spielenden Signalproteine 

MEK und ERK, sowie deren aktivierte Formen pMEK und pERK ausgewählt. Diese 

Faktoren wurden mittels des Western Blot Verfahrens auf eine veränderte 

Expression analysiert.  

Ebenfalls mittels Western Blot wurde die Wirkung von Sunitinib auf aktivierte 

Caspase-3 bzw. Spaltprodukte von PARP untersucht und somit verstärkte 

Apoptoseinduktion analysiert. Caspase-3 Aktivität wurde zusätzlich noch mithilfe von 

FACS-Messungen überprüft. 

Außerdem stellte die Untersuchung einer Kombinationstherapie von Sunitinib mit 

Cisplatin, dem Standardmedikament der Therapie von KZT, ein weiteres Ziel der 

Arbeit dar. Anhand von Zytotoxizitätstests wurde die Wirksamkeit einer Monotherapie 

von Sunitinib mit einer Kombinationstherapie verglichen. Auch hier wurden sowohl 

die Cisplatin-sensitiven als auch die Cisplatin-resistenten Zelllinien miteinander 

verglichen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Verwendete Materialien 

2.1.1 Zelllinien und Zellkulturmedien 
 

 

 

 

Tab. 4: Zelllinien 

 
 
 

Tab. 5: Zellkultur- und Einfriermedien 

 

 
 
 

 

 

2.1.2 Zytostatika 
 

 

 

Tab. 6: Zytostatika 
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2.1.3 Antikörper 
 
 
  

Tab. 7: Primäre Antikörper 

 
 

 
 
 

Tab. 8: Sekundäre Antikörper 

 

 

 

 

2.1.4 Chemikalien und Enzyme 

Die verwendeten Chemikalien entsprachen dem Reinheitsgrad „pro analys 

(p.a.)“ und wurden von den folgenden Firmen bezogen: 

- Applichem    -   JT Blaker 

- Becton Dickenson   -   Merck 

- Biochrom    -   PAA 

- BIO-RAD    -   Pharmacia  

- Calbiochem    -   Roche 

- Fermentas    -   Roth 

- Fluka     -   Sigma-Aldrich 

- GE Healthcare   -   Stratagene 

- Invitrogen    -   Thermo 
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2.1.5 Geräte, Verbrauchsmittel und Software 
 

Tab. 9: Verwendete Geräte 

 
 

 

Tab. 10: Verbrauchsmittel 

 

 
Tab. 11: Software 

 

 

2.2 Methoden bei der Behandlung von Zellkulturen 

2.2.1 Zellkultur 

Eine kleine Zellflasche wurde mit 4ml des jeweiligen, 37oC warmen Zellmediums 

vorbereitet. Die Zellaliquots, welche bei -80oC eingefroren waren, wurden zwei 

Minuten im warmen Wasserbad aufgetaut, bevor sie mit 4ml warmen Zellmedium 

resuspendiert wurden. Daraufhin wurde fünf Minuten bei 1500rpm zentrifugiert. 
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Anschließend wurde der Überstand verworfen, das Zellpellet in 1ml Medium 

resuspendiert und in die Zellflasche überführt.  

 

2.2.2 Passagieren von adhärent wachsenden Zellen 

Trypsin ist eine Endopeptidase, die selektiv Peptidbindungen nach den Aminosäuren 

Lysin, Arginin und modifiziertem Cystein spaltet. Gibt man Trypsin zu adhärenten 

Zellen, kommt es bei kurzer Einwirkdauer ohne Zellschädigung zur Spaltung von 

extrazellulären Proteinen, so dass die Zellen voneinander und von der 

Zellkulturschale gelöst werden. 
 

Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37oC kultiviert. Betraf die Konfluenz der Zellen 

etwa 80-90%, was nach ca. 48 Stunden der Fall war, wurden die Zellen entweder auf 

eine größere Flasche oder mehrere Flaschen passagiert. Dazu wurde das Medium 

abgesaugt, die Zellen mit 5ml, 7ml oder 10ml PBS (je nachdem, ob die kleine, 

mittlere oder große Zellflasche verwendet wurde) gewaschen und die entsprechende 

Menge an Trypsin zugegeben. Für die kleine Flasche waren dies 500µl, für die 

mittlere 1ml und für die große Flasche 2ml. Nach dreiminütiger Inkubation und 

zusätzlichem Schwenken, sowie leichtem „Schlagen“ der Zellflaschen löste Trypsin 

die Zellen ab. Die Wirkung des Enzyms wurde dann durch die Zugabe von 10ml 

Medium gestoppt. Diese Zellsuspension wurde bei 1500rpm für fünf Minuten 

zentrifugiert. Das so entstehende Zellpellet wurde entweder im Verhältnis 1:4 

verdünnt und erneut ausgesät oder die vorhandene Zellzahl wurde mittels der 

Trypanblau-Methode gezählt, um sie für weitere Versuche zu nutzen. 

 

2.2.3 Bestimmung der vorhandenen Zellzahl: Trypanblau-Methode 

   und Neubauer-Zählkammer 

Die Trypanblau-Färbung ist ein Vitalitätstest. Der Farbstoff wird lediglich von 

abgestorbenen Zellen aufgenommen und färbt diese dunkelblau, während vitale 

Zellen farblos bleiben. Da die Substanz bei längerer Einwirkdauer selbst zytotoxisch 

wirkt, ist es wichtig, die Zellen sofort nach Behandlung zu zählen. 
 

Die gewaschenen Zellen wurden in einer nach der Größe der Zellpellets 

bemessenen Menge an PBS resuspendiert. 10µl dieser Suspension wurden mit 40µl 

Trypanblau gemischt, also im Verhältnis 1:5. Davon wiederum wurden 10µl in die 

Neubauer-Zählkammer gegeben. Dies ist eine etwa 30x80mm große und etwa 5mm 
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dicke Glasplatte mit einer vertieften Mittelfläche, auf der quadratische Felder 

definierter Größe eingeätzt sind. Unter dem Mikroskop wurden 4x4 dieser Quadrate 

ausgezählt, davon das arithmetische Mittel berechnet und unter Einrechnung der 

vorherigen Verdünnungen die Anzahl der in PBS gelösten Zellen bestimmt. 

 

2.2.4 Bestimmung der IC50 mittels Zellzählung: Neubauer-Zählkammer 

         und ViCell-Counter 

Der ViCell XR Cell Viability Analyzer ist im Prinzip eine automatisierte Neubauer-

Zählkammer. Das System nimmt die Probe auf, versetzt sie mit Trypanblau und 

bestimmt mittels einer Kamera und eines Computers den Anteil vitaler und  

abgestorbener Zellen. 
 

Um die IC50 zu bestimmen, wurden 2x105 Zellen in Petrischalen mit einem 

Durchmesser von 5,5cm in 4ml Medium ausgesät. Durchgeführt wurde ein 

Dreifachansatz à vier Konzentrationen plus Kontrollansatz für drei Tage. Somit 

wurden 45 Petrischalen im Brutschrank bei 37oC kultiviert. Nach 24 Stunden erfolgte 

die Zugabe von Sunitinib in aufsteigenden Konzentrationen: Kontrolle (0µM) / 1,25µM 

/ 2,5µM / 5µM / 10µM. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Proben der ersten 15 

Petrischalen geerntet. Dazu wurde das Medium der jeweiligen Petrischale 

abgenommen und mit 6ml PBS gespült. Die Zellen wurden mit 500µl Trypsin gelöst, 

diese Enzymreaktion wiederum wurde mit 6ml Medium gestoppt. Danach wurde drei 

Minuten bei 1500rpm zentrifugiert. Anschließend wurde das Zellpellet in 1ml PBS 

resuspendiert. 

Um nun die Zellen zu zählen, standen zwei Möglichkeiten zur Auswahl: Eine 

Zellzählung mittels der in 2.3 erwähnten Neubauer-Zählkammer oder eine 

Zellzählung mittels des ViCell-Counters. Um die Zellen mithilfe der Neubauer-

Zählkammer zu zählen, wurden von dem in PBS gelösten Zellpellet 10µl mit 

Trypanblau gefärbt und ausgezählt. Der ViCell-Counter automatisiert dieses 

Verfahren. Ein ml der ungefärbten Probe wurde hinein gegeben, dort automatisch 

gefärbt und maschinell ausgezählt. Nach 48 und nach 72 Stunden erfolgten jeweils 

Zellzählungen von weiteren 15 Petrischalen mit aufsteigender Sunitinib-

Konzentration. 
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2.2.5 Bestimmung der IC50 mittels MTT 

Der MTT-Test ist ein Zytotoxizitätstest und ermöglicht somit die Bestimmung des 

Anteils vitaler, metabolisch aktiver Zellen einer Probe. Dies geschieht, indem 

mitochondriale Dehydrogenasen lebender Zellen das hydrophile gelbe Substrat MTT 

((3-4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium-bromid) zu hydrophobem, 

violettem Formazan reduzieren: 

NADH + MTT     NAD+ + Formazan 

Da diese Enzyme ausschließlich in lebenden Zellen aktiv sind, steht die Menge des 

Formazans in Korrelation zur Vitalität der Zellen. Sinkt die Zahl der vitalen Zellen, 

wird dementsprechend weniger MTT umgewandelt, was an einer veränderten 

Absorption gemessen werden kann. 
 

Für den Zytotoxizitätstest wurden 96-Well Mikrotiterplatten verwendet. Pro Well 

wurden mithilfe einer Mehrkanalpipette 6x103 Zellen in 150µl Medium pipettiert. 

Ausgesät wurde für eine 7-stufige Konzentrationsreihe plus Kontrolle. Pro 

Konzentrationsstufe wurden 6 Ansätze eingeplant. Nachdem die Zellen pipettiert 

worden waren, wurden sie 24 Stunden bei 37oC und einer CO2-Konzentration von 

5% gelagert. Anschließend wurde eine Konzentrationsreihe von Sunitinib über 0,4µM 

/ 0,8µM / 1,6µM / 3,2µM / 6,4µM / 12,8µM / 25,6µM angefertigt. 50µl der jeweiligen 

Lösung wurden in die einzelnen Wells gegeben, so dass ein Endvolumen von 200µl 

in den Wells vorhanden war. Als Kontrolle wurden 50µM Medium plus die 

Lösungsmittelkonzentration (DMSO) der höchsten Konzentrationsstufe gemessen. 

Daraufhin wurden die Zellen für weitere 48 Stunden bei 37oC inkubiert. Anschließend 

wurde die MTT-Lösung angesetzt, indem 500mg MTT in 10ml PBS gelöst wurden. 

Daraufhin wurde filtriert und die Lösung 10-fach verdünnt, um eine Konzentration von 

0,5 mg/ml zu erhalten. Das Medium wurde nun vorsichtig von den Wells abgesaugt 

und jeweils 200µl der MTT-Lösung zugegeben. Die Mikrotiterplatten wurden für etwa 

drei Stunden bei 37oC inkubiert. Zwischendurch wurde mehrmals unter dem 

Mikroskop geprüft, wie weit die Formatkristallbildung fortgeschritten war. Sobald eine 

deutliche Kristallbildung des Formazans zu erkennen war, wurde die MTT-Lösung 

abgesaugt und die Kristalle in 100µl DMSO gelöst. Anschließend wurde die 

Absorption des Formazans photometrisch bei 570nm gemessen. Die Auswertung 

folgte mit der CalcuSyn-Software (Biosoft). 
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2.2.6 Bestimmung des Einflusses der Zellkonfluenz auf die IC50 

Um den Einfluss der Zellkonfluenz auf die IC50 zu untersuchen, wurden jeweils 

unterschiedliche Zellzahlen der Zelllinie NT2 in Petrischalen kultiviert. In einem 

Dreifachansatz über drei Tage wurden diese mit verschiedenen Sunitinib 

Konzentrationen von 2,5µM / 5 µM / 10µM / 20µM behandelt und zusätzlich eine 

Kontrolle angefertigt. Im ersten Ansatz wurde jeweils eine Zellzahl von 1x105 Zellen 

ausgesät, im zweiten 0,5x106 Zellen und im dritten 1x106 Zellen. Verwendet wurden 

5,5x5,5cm große Petrischalen. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurde jeweils geerntet 

und in der Neubauer Zählkammer bzw. dem ViCell-Counter gezählt. 

Um den Einfluss der Zellkonfluenz zu überprüfen, wurden zudem weitere MTT-

Versuche durchgeführt. So wurden in einem Ansatz 2000 Zellen ausgesät und in 

einem weiteren die doppelte Zellzahl mit 4000 Zellen. Hier wurde eine achtstufige 

Konzentrationsreihe mit den Konzentrationen 0,06µM / 0,12µM / 0,24µM / 0,48µM / 

0,96µM / 1,92µM / 3,84µM / 7,68µM plus Kontrolle verwendet. Jede Konzentration 

wurde sechsfach angesetzt, anschließend wurde wie in 2.2.5 vorgegangen.   

Der Platz, der den Zellen zur Verfügung stand, wurde mittels der Formel zur 

Berechnung einer Kreisfläche (A=r2xп) berechnet. Der Durchmesser der Wells, in 

denen die Zellen ausgesät wurden, betrug 0,7cm, die Fläche 0,385cm2. Diese Fläche 

wurde nun durch die Anzahl der jeweiligen Zellen dividiert, die in den Versuchen 

ausgesät worden waren, also 2000, 4000 und 6000. Da die Zellen in verschieden 

großen Wells bzw. Petrischalen in unterschiedlicher Anzahl ausgesät wurden, stand 

je nach Versuchsreihe unterschiedlich viel Platz zur Verfügung. 

 

2.2.7 Kombinationsversuche mit Sunitinib und Cisplatin 

Um den Effekt einer Kombination des bei KZT eingesetzten Standardmedikaments 

Cisplatin mit Sunitinib zu untersuchen, wurden Kombinationsversuche durchgeführt. 

Verwendet wurden die IC10–, IC25– und IC50–Konzentrationen von Sunitinib für die 

jeweiligen Zelllinien. Zusätzlich zu einer Monotherapie mit Sunitinib wurden die Zellen 

einer Kombinationsbehandlung mit den IC10–, IC25– und IC50– Werten von Cisplatin 

(welche von der Arbeitsgruppe zu einem früheren Zeitpunkt bestimmt worden waren) 

unterzogen. Es wurden 2x105 Zellen pro Petrischale ausgesät, 24 Stunden bei einer 

Temperatur von 37oC inkubiert und danach mit den Medikamenten behandelt. Nach 

weiteren 48 Stunden Inkubation wurden die Zellen geerntet, wie oben beschrieben 

präpariert und im ViCell-Counter gezählt. Die Ergebnisse der Behandlung der 
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Monotherapie wurden mit denen der Kombinationstherapie verglichen und mit dem 

Student T-Test auf Signifikanz geprüft.  

 

2.2.8 Kryokonservierung von Zelllinien 

Nachdem die Zelllinien bis zu zehn Mal passagiert worden waren, wurden sie wieder 

eingefroren. Dazu wurde das Einfriermedium Cryo-Safe 1 sowie der Einfrierbehälter 

„Cryo 1 C Freezing Container“ genutzt. Eine Anzahl von bis zu 3x106 Zellen wurde in 

ein Kryoröhrchen gegeben und bei -80oC für 24 Stunden eingefroren. Danach 

erfolgte die Konservierung auf flüssigem Stickstoff. 

 

2.3 Proteinchemische Methode: Western Blot 

Beim Western Blot Verfahren werden Proteine in einem elektrischen Feld 

elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Trägermembran übertragen (geblottet). 

Anschließend können mit verschiedenen Methoden Proteine identifiziert bzw. 

qualitativ und quantitativ bestimmt werden. Dies ist möglich, da die Proteine beim 

Transfer sowohl ihre Immunreaktivität als auch ihre funktionale Aktivität behalten und  

so für Antikörper, Enzymsubstrate und andere Liganden zugänglich sind. Als 

Immunblotting bezeichnet man ein Verfahren, bei dem die transferierten Proteine in 

weiteren Schritten mit entsprechenden Antikörpern reagieren. Wenn diese primären 

Antikörper direkt mit Substanzen gekoppelt sind, die Nachweisbarkeit erzeugen – 

etwa Enzymen, die Substrat umsetzen können oder lumineszierenden Faktoren – 

wird dies als direkter Nachweis bezeichnet. Wird der primäre von einem sekundären 

Antikörper gebunden, der mit einem Marker gekoppelt ist, ist dies ein indirekter 

Nachweis. 
 

2.3.1 Präparation und Lyse der Zellen 

Die Zellen wurden wie in 2.2.1 beschrieben geerntet, trypsiniert und zentrifugiert. 

Anschließend wurde das Zellpellet zwei Mal mit 4oC kaltem PBS gewaschen und 

erneut zentrifugiert.  

Daraufhin wurden die Zellen mit einem RIPA-Puffer lysiert, um die Proteine aus den 

Zellen isolieren zu können. Der RIPA-Puffer setzt sich wie folgt zusammen: 
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Anschließend wurde das Proteinlysat für 15 Minuten bei 14000rpm und 4oC 

zentrifugiert, um unlösliche Anteile wie größere Membranteile oder nukleäre 

Bestandteile abzutrennen. Das klare Lysat, das nur noch zytosolische und 

membranäre Zellproteine enthielt, wurde in ein frisches Eppendorfer-Gefäß überführt. 

Die Zelllysate wurden ständig auf Eis gehalten, um Proteine vor Proteinolyse sowie 

Proteinkomplexe vor Dissoziation zu schützen. Lysat, das nicht gleich verwendet 

wurde, wurde bei -80oC tiefgefroren. Um phosphorylierte Proteine detektieren zu 

können, wurden die Proteinlysate mit einem speziellen Lysepuffer nach 

Herstellerprotokoll (Cell Lysis Buffer 10x, #9803, Cell Signaling, Danvers, USA) 

angefertigt. 

 

2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford 

Der Bradford-Test ist eine photometrische Methode zur quantitativen Bestimmung 

von Proteinen. Er beruht auf der im sauren Milleu stattfindenden Proteinanfärbung 

durch den Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant Blau G-250. Dieser Farbstoff 

liegt im ungebundenen Zustand in roter Farbe mit einem Absorptionsmaximum bei 

470nm vor. Da Coomassie Blau mehrere aromatische Ringe mit elektonenliefernden 

Substituenten trägt, lagert es sich in saurer Lösung bei einem pH von etwa 0 bis 1 an 

die kationischen, basischen Seitenketten der Aminosäuren an. Durch diese 

Komplexbildung wird der Farbstoff in seiner blauen, anionischen Form stabilisiert und 

färbt somit auch die Proteine blau. Das Absorptionsmaximum verschiebt sich auf 

595nm. Die bei 595nm zunehmende Absorption ist also ein Maß für die 

Konzentration der Proteinlösung. Das Maß der Farbreaktion ist vom Protein abhängig, 

weshalb eine Kalibrierung notwendig ist, um die Konzentrationsbestimmung eines 

bestimmten Proteins zu ermöglichen. Diese wird mit einem Standard-Protein wie 

BSA durchgeführt. 

 

Zunächst wurde die Lösung zur Herstellung einer Eichgeraden pipettiert. Hierfür 

wurde Lösung A, die aus 100µl BSA-Stammlösung und 900µl Lysepuffer bestand, 
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mit Lösung B, die sich aus 100µl H20 uns 900µl Lysepuffer zusammensetzte, 

miteinander in verschiedenen Verhältnissen gemischt. Das Endvolumen stellten 

jeweils 100µl dar. Zunächst wurden lediglich 100µl von Lösung A verwendet. In 

weiteren Schritten nahm die Menge von Lösung A jeweils um 20µl ab und wurde 

durch eine entsprechende Menge an Lösung B ersetzt. Im nächsten Schritt wurden 

30µl von jeder dieser Mischungen mit 30µl 0,1M HCl und 240µl H2O gemischt. Davon 

wiederum wurden jeweils 25µl entnommen und 975µl Bradford-Lösung zugegeben. 

Danach inkubierten die Substanzen fünf Minuten bei Raumtemperatur und wurden 

anschließend im Photometer gemessen, wodurch die Eichgerade dargestellt wurde. 

Ähnlich wurde mit den zu messenden Proben verfahren. Diese wurden ebenfalls mit 

30µl 0,1M HCl und 240ml H2O gemischt. Anschließend wurden 25µl der jeweiligen 

Mischung mit 875µl Bradford-Lösung vermengt und nach fünfminütiger Inkubation bei 

595nm im Photometer gemessen.  

 

2.3.3 Gießen der Gele 

Zunächst wurden die Glasplatten zum Gießen der Gele mit eingelegten 

Abstandshaltern aneinandergelegt und mittels der dafür vorgesehenen Halterungen 

fixiert. Nun wurde 15-prozentiges Trenngel (Zusammensetzung siehe unten) 

hergestellt und zwischen die Glasplatten gegossen. Danach wurde dieses mit 1ml 

Isoprop überschichtet, um entstandene Luftblasen zu entfernen. Nachdem das Gel 

polymerisiert war, wurde Isoprop entfernt, mit destilliertem H2O abgespült und die 

Platten abgetrocknet. Anschließend wurde das Sammelgel (Zusammensetzung siehe 

unten) über das Trenngel zwischen die Glasplatten gegossen und der Kamm, der die 

Taschen für das zuzugebende Protein produziert, eingesteckt. 

 

    
 
 
2.3.4 Elektrophoretische Auftrennung der Proteine 

Die errechnete Menge der Proben wurde mit der entsprechend errechneten Menge 

an Puffer kombiniert. Anschließend wurden die Proben denaturiert, indem sie für fünf 

Minuten bei 99oC aufgekocht wurden. Danach wurden sie erneut kurz zentrifugiert. 
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Nun wurden die Proben in das Gel pipettiert, wobei an erster Stelle 7µl des Rainbow-

Markers aufgetragen wurden. Anschließend wurde die Blotkammer mit SDS 

aufgefüllt und Spannung angelegt. Zunächst wurde für 20 Minuten eine Spannung 

von 65V, Stromstärke von 900mA und elektrische Leistung von 20W angelegt. 

Anschließend wurde die Spannung auf 95V erhöht und unter Beobachtung ca. 1,5 

bis 2 Stunden abgewartet, bis die Markerbande etwa das untere Drittel des Gels 

erreicht hatte. 

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden diese auf eine 

Membran geblottet. Dazu wurde zunächst eine Membran auf die Größe des Gels 

zugeschnitten (5,5x8,2cm) und 15 Sekunden in Methanol getaucht, um diese zu 

aktivieren. Anschließend wurde die Membran zwei Minuten in destilliertem H2O und 

fünf Minuten in Transferpuffer geschwenkt. Ebenso wurde das Whatman-Papier in 

der Größe des Gels in Transferpuffer eingeweicht. Das Trenngel wurde entfernt und 

ebenfalls in den Transferpuffer überführt. Danach wurde alles in die Transferkassette 

übertragen. Auf die untere Schicht Whatman-Papier folgten die Membranen, dann 

das Gel und darüber eine weitere Schicht Whatman-Papier. Die Kassette wurde nun 

in die mit Puffer gefüllte Transferkammer gelegt. An diese wurde für 25 Minuten eine 

Spannung von 20V bei einer Stärke von 900mA und einer elektrischen Leistung von 

65W angelegt. Anschließend wurden die Gele in Coomassie-Blau auf den Schüttler 

gelegt, die Membranen erneut 15 Sekunden in Methanol getaucht, trocknen gelassen 

und zum Blocken für mindestens 1,5 Stunden in 5% BSA gelegt. Dadurch sollten die 

Stellen der Membran, an die keine Zellproteine gebunden hatten, mit inertem Protein 

gefüllt werden. Die BSA-Lösung wurde daraufhin dreimal mit TBST-Puffer abgespült. 

 

2.3.5 Antikörper-Inkubation und Proteindetektion 

Nun wurden die Membranen in Petrischalen mit einem Durchmesser von 5,5cm 

gelegt und 10ml der primären Antikörper-Lösung zugegeben. Bei 4oC wurden die 

Membranen über Nacht auf dem Schüttler inkubiert, bevor die Antikörper-Lösung 

wieder entfernt wurde. Dann wurden sie wiederum drei Mal à zehn Minuten mit PBST 

gewaschen. Nun wurde der jeweils spezifische sekundäre Antikörper, z.B. Anti-

Kaninchen Ig G im Verhältnis von 1:5000 mit TBST verdünnt und jeweils 10ml in jede 

Petrischale zugegeben. Dieser inkubierte eine Stunde bei Raumtemperatur und 

wurde danach drei Mal à 10 Minuten mit PBST abgewaschen. Daraufhin folgte die 

Zugabe der Detection-Lösung. Diese besteht aus einem Gemisch zweier 
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vorgefertigter Lösungen, das eine Minute auf die Membran gegeben wurde. Die 

Membran wurde nun in einer lichtdichten Röntgen-Kassette in einen Dunkelraum 

gebracht, ein Röntgenfilm wurde aufgelegt und dieser je nach Signalstärke zwei bis 

30 Sekunden belichtet. 

Die Detektion der Proteine beruht auf Chemolumineszenz. Dabei wird durch die an 

die sekundären Antikörper gebundene Peroxidase (Meerrettich-Peroxidase) die 

Oxidation eines Diacylhydrazids katalysiert. Bei dieser Reaktion entstehen Stickstoff 

und Licht, das wiederum Schwärzungen auf dem aufgelegten Film auslöst. Die dort 

sichtbaren schwarzen Banden entsprechen also den Antikörperbindestellen. 

Die Markerposition der Membran wurde mit Stift auf den Film übertragen. Daraufhin 

wurden die Membranen zehn Minuten mit PBS gewaschen, ehe die Ladungskontrolle 

mit dem Antikörper gegen GAPDH, einem Housekeeping-Protein, durchgeführt 

wurde. Dieser wurde im Verhältnis 1:5000 mit PBST verdünnt. Jeweils 10ml dieser 

Antikörperlösung wurden auf die jeweilige Membran gegeben. Nach einer 

einstündigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde erneut drei Mal à zehn 

Minuten mit PBST gewaschen, ehe der sekundäre Anti-GAPDH-AK (Anti-Maus AK) 

in einer Verdünnung 1:10000 (jeweils 10ml) zugegeben wurde. Dieser wurde nach 

einstündiger Inkubation wiederum mehrmals abgewaschen. Danach wurden 12ml der 

Detection-Lösung zugegeben und unter kurzer Belichtung ein weiterer Röntgenfilm 

entwickelt. 

 

2.4 Molekularbiologische Methode: Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie, auch FACS (fluorescence activated cell sorting) genannt, 

ist ein Messverfahren, mit dem die Eigenschaften einzelner Zellen gemessen werden. 

Die Zellen werden in eine Kapillare eingesaugt und passieren einzeln einen 

Laserstrahl. Das Licht wird dabei unterschiedlich gestreut und von Detektoren 

nachgewiesen. So erhält man einerseits anhand des Vorwärtsstreulichts (Forward 

Scatter) Information über das Volumen der Zelle. Das seitwärts gestreute Licht 

(Sideward Scatter) gibt andererseits Aufschluss über die Granularität der Zelle. 
 

2.4.1 Zellzyklusanalyse mit Propidiumjodid 

Der Zellzyklus lässt sich in fünf verschiedene Phasen unterteilen (vgl. Abb. 10). Die 

G1-(Gap-)Phase stellt die postmitotische diploide Ruhephase dar, in der es zur 

kontinuierlichen Erhöhung zellspezifischer Protein- und RNA-Synthese kommt. 

Daraufhin folgt die S-(Synthese-)Phase, in der die DNA verdoppelt wird. Ist diese 
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beendet, schließt sich die G2-Phase an, in welcher eventuell bei der DNA-Duplikation 

aufgetretene Fehler korrigiert werden und weitere Proteine synthetisiert werden. Nun 

folgt die M-(Mitose-)Phase in der sich die Zelle mit dem vorhandenen tetraploiden 

Chromosomensatz teilt und zwei diploide Tochterzellen entstehen. Ist die Teilung 

abgeschlossen, treten Zellen proliferierender Gewebe in eine weitere G1-Phase ein 

um sich erneut zu teilen. Differenzieren Zellen, treten sie in die G0-Phase ein, in der 

sie proliferativ inaktiv sind. Ein Wiedereintreten in den Zellzyklus ist dann nur durch 

einen spezifischen Reiz möglich. 
 

 
Abb. 10: Schematische Darstellung des Zellzyklus 

 

Mithilfe der Durchflusszytometrie lassen sich auch Fluoreszenzfarben nachweisen. 

So besteht etwa die Möglichkeit, den DNA-Gehalt einer Zelle anhand des 

Fluoreszenzfarbstoffes Propidiumjodid (PI) zu messen. Diese Substanz interkaliert 

mit der DNA, sie lagert sich also zwischen die Basen. Passieren die Zellen nun den 

Laserstrahl, wird PI zur Lichtemission angeregt und emittiert Lichtimpulse bei 650nm, 

welche von Photozellen detektiert werden können. Zwischen der Intensität der 

Fluoreszenz und dem DNA-Gehalt besteht ein linearer Zusammenhang. Anhand der 

detektierten Signale ist es nun möglich, die Zellen den unterschiedlichen Phasen des 

Zellzyklus zuzuordnen: 
 

- G0/1:  1n  = diploider Chromosomensatz 

- S:   1 bis 2n  = zwischen di-und tetraploidem Chromosomensatz. 

- G2:   2n   = tetraploider Chromosomensatz 
 

Außerdem kann man in der Zellzyklusanalyse einen Sub-G0/1-Peak nachweisen (vgl. 

Abb. 11). Dieser entspricht den Zellen, die sich in der Apoptose befinden und es 

bereits zur DNA-Fragmentierung gekommen ist. Ihr DNA-Gehalt ist somit bereits 

geringer als der der diploiden Zellen (G0/G1-Phase). Um Messfehler auszuschließen, 
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muss die zu messende Zellprobe zu Beginn mit RNAse behandelt werden, da PI 

ebenfalls an doppelsträngige RNA bindet. 
 

 
Abb. 11: Schematische Darstellung der Zellzyklus-Messung behandelter Zellen anhand FACS und PI 

 

Gemessen wurden sowohl die unbehandelten Kontrollzellen als auch die mit 

Sunitinib behandelten Zellen aller Zelllinien. Zu den Zellproben wurden in 

aufsteigender Konzentration 1,25µM / 2,5µM / 5µM / 10µM und 20µM Sunitinib 

zugegeben und 48 Stunden inkubiert. Zusätzlich wurden alle Zelllinien mit ihrer 

jeweiligen IC50 über 48 Stunden behandelt und diese Zellen geerntet. Nach 

mehrmaligem Waschen wurden die Zellproben in eiskaltem, 100-prozentigem 

Ethanol fixiert und bei -20oC tiefgefroren. Die jeweils zu messenden Proben wurden 

resuspendiert und fünf Minuten bei 1500rpm und 4oC zentrifugiert. Anschließend 

wurde der Überstand abgesaugt, 500µl PBS zugegeben, erneut resuspendiert und 

wiederum fünf Minuten bei 1500rpm zentrifugiert. Danach wurde der Überstand 

vorsichtig abgenommen und 200µl der PI-Lösung zugegeben. Diese setzte sich wie 

folgt zusammensetzen: 
 

 
 

Die angesetzte PI-Lösung sowie die mit PI versehenen Proben standen durchgehend 

auf Eis und im Dunkeln, indem sie mit Alufolie abgedeckt waren. Die Zellen 

inkubierten daraufhin ca. 30 Minuten auf Eis, ehe pro Probe 200µl PBS zugegeben 

wurde. Anschließend wurden die Zellproben von den Eppendorfer Gefäßen in die 

speziellen FACS-Röhrchen gefüllt und diese im Gerät FACSCalibur gemessen. 
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2.4.2 Untersuchung einer Caspase-3-Aktivierung 

Caspasen sind Proteasen, die Peptidbindungen C-terminal vom Aspartat spalten 

(cysteinyl-aspartate-specific-protease) und zudem die wichtigsten Enzyme der 

Apoptose. Man unterscheidet Initiatorcaspasen wie Caspase 8 und 9, die den Zelltod 

initiieren, von Effektorcaspasen. Letztere sind an den weiteren Schritten der 

Apoptose beteiligt und werden durch die Initiatorcaspasen aktiviert. Eine bedeutende 

Effektorcaspase ist Caspase-3, die im inaktiven Zustand als Proenzym (32kDa) 

vorliegt. Aktiviert wird sie, indem sie in ein aktives Heterodimer gespalten wird (12 

und 17kDa). 
 

Aktivierte Caspase-3 zeigt, dass in einer Zelle die Apoptose eingeleitet wurde. Dieser 

Nachweis kann mittels Durchflusszytometrie geführt werden. Dazu wurde ein 

fluoreszenzmarkierter Antikörper gegen die aktivierte Form der Caspase-3 eingesetzt. 

Auf diese Weise wurden alle Zelllinien untersucht: Sowohl die unbehandelten 

Kontrollzellen als auch die mit einer Konzentrationsreihe von 1,25µM / 2,5µM / 5µM / 

10µM und 20µM an Sunitinib behandelten Zellen.   

Zunächst wurden die trypsinierten und gewaschenen Zellen in 300µl 

zweiprozentigem Paraformaldehyd bei einem pH von 7,4 und 37oC für zehn Minuten 

fixiert. Dann wurden die Proben eine Minute auf Eis gestellt, um sie abzukühlen. 

Anschließend wurde bei 1500rpm für fünf Minuten zentrifugiert und der flüssige 

Überstand abgesaugt. Um die Zellmembran für die spätere Antikörperzugabe 

permeabel zu machen, wurden die Zellen in 90-prozentigem Methanol in PBS 

resuspendiert und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde erneut für fünf 

Minuten bei 1500rpm zentrifugiert und die Permeabilisierungslösung abgesaugt. Die 

Zellpellets wurden in 300µl 0,5-prozentigem BSA in PBS gewaschen, erneut 

zentrifugiert und die Waschlösung abgesaugt. In 50µl der so hergestellten Lösung 

erfolgte nun eine zehnminütige Inkubation der Zellen bei Raumtemperatur. Danach 

wurde 1µl des Caspase-3-Antikörpers (IgG-AK) für eine Stunde zugegeben. 

Während dieser Zeit standen die mit dem Antikörper inkubierten Proben im Dunklen. 

Anschließend wurden die Zellen erneut gewaschen. Zu jeder Probe wurden 300µl 

PBS zugegeben und die Proben für die Durchflusszytrometrie in die FACS-Röhrchen 

überführt. 
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3 Ergebnisse 

3.1. Bestimmung der IC50 

3.1.1 Bestimmung der IC50 mittels MTT 

Die Bestimmung der IC50 wurde mittels Zellzählung und MTT durchgeführt. Zunächst 

erfolgte die Messung anhand der MTT-Methode. Hierzu wurden 96-Well-Platten 

verwendet und pro Well 6000 Zellen ausgesät. Diese wurden nach 24 Stunden 

Inkubation mit einer aufsteigenden Sunitinib-Konzentrationsreihe von 0,2 bis 25,6µM 

behandelt und nach 48 Stunden geerntet. Nach Behandlung der Zellproben wie in 

2.2.5 beschrieben, erfolgte die photometrische Messung. Sowohl die „dose-effect 

curve“, der „median-effect plot“, als auch die endgültigen IC50–Ergebnisse wurden mit 

der CalcuSyn 2.0 Software von Biosoft errechnet. Der Messung der Cisplatin-

sensitiven Variante einer Zelllinie folgte die Messung der Cisplatin-resistenten 

Tochterlinie. 

Auf den nachfolgenden Abbildungen ist rechts die Dosis-Effekt-Kurve zu sehen, 

welche auf verschiedenen Absorptionswerten beruht - je nachdem, wie viel des 

Substrats MTT umgewandelt wurde. Diese wurde anhand einer Gleichung A (Fa/Fu = 

(D/Dm)m oder log(Fa/Fu) = m log(D) - m log(Dm), Topaly 2001) linearisiert. Der 

Median-Effect-Plot basiert auf einer Logarithmierung dieser Gleichung und sollte eine 

gerade Linie zeigen. Ist dies der Fall, wird bestätigt, dass die Beziehung zwischen 

Dosis und Effekt den Gesetzen der Massenwirkung folgt. Dieser lineare 

Korrelationskoeffizient wurde für alle Kurven generiert, um die Verwendbarkeit der 

Daten zu überprüfen. Somit ist er als Kontrolle für die Verlässlichkeit der Messungen 

anzusehen. 

 
NT2: 

 
Abb. 12: MTT-Messung zur IC50–Bestimmung der Zelllinie NT2; Ergebnis siehe Tab. 12 
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NT2-R: 

Abb. 13: MTT-Messung zur IC50–Bestimmung der Zelllinie NT2-R; Ergebnis siehe Tab. 12 

 
 
 

2102EP: 

 
Abb. 14: MTT-Messung zur IC50–Bestimmung der Zelllinie 2102EP; Ergebnis siehe Tab. 12 

 
 
 

2102EP-R: 

 
Abb. 15: MTT-Messung zur IC50–Bestimmung der Zelllinie 2102EP-R; Ergebnis siehe Tab. 12 
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NCCIT: 

 
Abb. 16: MTT-Messung zur IC50–Bestimmung der Zelllinie NCCIT; Ergebnis siehe Tab. 12 

 
 
 

NCCIT-R: 

 
Abb. 17: MTT-Messung zur IC50–Bestimmung der Zelllinie NCCIT-R; Ergebnis siehe Tab.12 

 
 
 
Zusammenfassend lauteten die IC50–Konzentrationen aller Zelllinien wie folgt: 
 

Tab.12: IC50-Werte der verschiedenen KZT-Linien (ermittelt anhand von MTT) 

 
 

Die Ergebnisse aller Zelllinien lagen also in einem ähnlichen Dosisbereich, zwischen 

3,0 und 3,8µM. Es war nicht zu erkennen, dass die Cisplatin-resistenten Zelllinien 

eine höhere IC50–Dosis als die Cisplatin-sensitiven Linien aufwiesen oder nicht auf 

die Behandlung mit Sunitinib ansprachen. Eine Kreuzresistenz der Cisplatin-
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resistenten Zellen auf Sunitib konnte somit ausgeschlossen werden. Auch zwischen 

den verschiedenen drei KZT-Llinien konnte kein deutlich verändertes Ansprechen auf 

Sunitinib nachgewiesen werden, alle sprachen ähnlich auf das Medikament an. 

 

3.1.2 Bestimmung der IC50 durch Zellzählung mittels ViCell-Counter 

Des Weiteren wurde die IC50 durch direkte Zellzählung mithilfe der Trypanblau-

Methode und des ViCell-Counters bestimmt. Dazu wurden 2x105 Zellen in 

Petrischalen mit einem Durchmesser von 5,5cm ausgesät, 24 Stunden inkubiert und 

mit einer Sunitinib-Konzentrationsreihe von 0 (Kontrolle) bis 10µM behandelt (siehe 

Punkt 2.2.4). Nach einer Inkubation des Medikaments wurden die Zellproben nach 

24 Stunden, 48 Stunden und 72 Stunden, wie in Punkt 2.2.4 beschrieben, geerntet 

und im ViCell-Counter gezählt. Der Zählung der Cisplatin-sensitiven Variante der 

jeweiligen Zelllinien folgte die Analyse der Cisplatin-resistenten Tochterlinien der 

gleichen Linie. Die Ergebnisse sind in den folgenden Grafiken (Abb. 18 – 23) 

dargestellt. 

 
 

 
Abb. 18: Darstellung der Proliferation von Sunitinib-behandelten Zellen der Linie NT2 zur Ermittlung der IC50 

 
 

IC50= ~7µM 
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Abb. 19: Darstellung der Proliferation von Sunitinib-behandelten Zellen der Linie NT2-R zur Ermittlung der IC50 

 
 
 

 
Abb. 20: Darstellung der Proliferation von Sunitinib-behandelten Zellen der Linie 2102EP zur Ermittlung der IC50 

 
 
 

IC50= ~7,5µM 

IC50= ~5µM 



Ergebnisse   

 

47 

 

 
Abb. 21: Darstellung der Proliferation von Sunitinib-behandelten Zellen der Linie 2102EP-R zur Ermittlung der IC50 

 
 
 

 
Abb. 22: Darstellung der Proliferation von Sunitinib-behandelten Zellen der Linie NCCIT zur Ermittlung der IC50 

 
 

IC50= ~6µM 

IC50= ~5µM 
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Abb. 23: Darstellung der Proliferation von Sunitinib-behandelten Zellen der Linie NCCIT-R zur Ermittlung der IC50 

 
 
Zusammenfassend lauteten die IC50–Konzentrationen für 48 Stunden 

Behandlungsdauer aller gemessenen Zelllinien wie folgt: 
 

Tab.13: IC50–Werte für 48h Behandlungsdauer der versch. KZT-Linien 
(mittels Zellzählung ermittelt) 

 

 

Die Werte der IC50 lagen hier zwischen 5 und 10µM und wiesen somit einen höheren 

Dosisbereich auf als in der MTT-Messung. In allen drei Zelllinien zeigten die 

Cisplatin-resistenten Zellen einen etwas höheren Dosisbereich als die Cisplatin-

sensitiven Zellen. In den Zelllinien NT2 und 2102EP war dieser Unterschied jedoch 

sehr gering. Bei diesen beiden Zelllinien zeigte sich demnach keine Kreuzresistenz 

zwischen Cisplatin und Sunitinib. Anders war es bei der Zelllinie NCCIT. Hier wurde 

in den Cisplatin-resistenten Zellen eine doppelt so hohe Sunitinib-Konzentration zum 

Erreichen der IC50 benötigt wie in den Cisplatin-sensitiven Zellen.  

IC50= ~10µM 



Ergebnisse   

 

49 

3.2 Einfluss der Zellkonfluenz auf die IC50 

Bei den zur IC50–Bestimmung durchgeführten Zellzähl-Versuchen fiel auf, dass bei 

einer unterschiedlich ausgesäten Zellzahl die IC50 deutlich variierte. Um näher zu 

untersuchen, ob und welchen Zusammenhang es zwischen den beiden Größen gibt, 

wurden verschiedene Zellzahlen der Zelllinie NT2 in gleich großen Petrischalen bzw. 

Wells ausgesät und diese jeweils mit der gleichen Konzentrationsreihe von Sunitinib 

behandelt. Der Anteil der lebenden Zellen wurde dann bei jedem Zellzahl-Ansatz 

ermittelt. Dies geschah zum einen mittels Zellzählung, zum anderen durch MTT-

Messungen.  

 

3.2.1 Einfluss der Zellkonfluenz auf die IC50: Bestimmung mittels Zellzählung 

Zunächst wurden drei Ansätze mit jeweils verschiedener Zellzahl durchgeführt. In 

einem Ansatz wurden 1,5x105 Zellen ausgesät, in einem zweiten 5x105 Zellen und in 

einem dritten 10x105 Zellen (also 1x106 Zellen). Verwendet wurden jeweils 

Petrischalen mit einem Durchmesser von 5,5cm. Die Zellen wurden jeweils mit den 

gleichen Sunitinibkonzentrationen in einer aufsteigenden Konzentrationsreihe von 

0µM (Kontrolle) bis 35µM behandelt. Durchgeführt wurden diese Versuche wie in 

2.2.6 beschrieben. Es wurde also nach 24, 48 und 72 Stunden der Anteil der 

lebenden Zellen in jeder Probe durch eine Zellzählung mittels der Trypanblau-

Methode und Neubauer-Zählkammer/ViCell-Counter untersucht. Die Ergebnisse sind 

in den nachfolgenden Grafiken (Abb. 24 – 26) dargestellt. 
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Abb. 24: Prozentsatz der lebenden Zellen nach Sunitinib Behandlung bei einer ausgesäten Zellzahl von 1,5x105 Zellen 

 
 

IC50= ~6,5µM 

NT2 1,5x105 Zellen 
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Abb. 25: Prozentsatz der lebenden Zellen nach Sunitinib Behandlung bei einer ausgesäten Zellzahl von 5x105 Zellen 
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Abb. 26: Prozentsatz der lebenden Zellen nach Sunitinib Behandlung bei einer ausgesäten Zellzahl von 1x106 Zellen 

 

Zusammenfassend lauteten die IC50–Werte bei den drei verschiedenen Zellzahlen 

der gleichen Zelllinie wie folgt: 
 

 

Tab. 14: Ermittelte IC50–Werte bei unterschiedlich ausgesäter Zellzahl 

 
 

IC50= ~12µM 

IC50= ~27µM 

NT2 5x105 Zellen 

NT2 1x106 Zellen 
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Es stellte sich dar, dass die IC50–Konzentrationen bei unterschiedlicher Zellzahl sehr 

stark differierten. So variierten diese von 6,5µM bis 27µM bei Veränderung der 

Zellzahl um eine Zehnerpotenz. Dies ist mehr als das Vierfache. Es konnte folgender 

Zusammenhang zwischen Zellzahl und IC50 nachgewiesen werden: Je niedriger die 

Zellzahl, desto niedriger ist auch die IC50–Konzentration. 

Um diese These zu bekräftigen wurde ein weiterer Versuch durchgeführt, bei dem in 

einem Ansatz 1x105 Zellen ausgesät wurden, in einem weiteren Ansatz 1x106 Zellen. 

Beide wurden mit einer Sunitinib-Konzentration von 5µM behandelt und nach 24, 48 

und 72 Stunden wurde der Anteil der lebenden Zellen anhand des ViCell-Counters 

bei beiden Zellzahlen bestimmt. Zur verlässlicheren Messung wurden von allen 

Proben Dreifachansätze gemessen. Das genaue Vorgehen ist in Punkt 2.2.6 

beschrieben. Die Ergebnisse sind der nachfolgenden Abb. 27 zu entnehmen. 

 

 

Abb. 27: Prozentsatz der lebenden Zellen bei einer Sunitinib Behandlung von 5 µM, sowohl bei einer Zellzahl von 1x105 Zellen 
(blau) als auch bei einer Zellzahl von 1x106 Zellen (rot), Messzeitpunkte liegen bei 24, 48 und 72h. 

 

Bei diesem Versuch zeigte sich ebenfalls, dass die Zellen des Ansatzes mit 1x105 

Zellen deutlich sensibler auf Sunitinib reagierten als die des Ansatzes mit 1x106. 

Während bei dem Ansatz mit 1x105 Zellen nach einer 48-stündigen 

Behandlungsdauer mit Sunitinib nur noch knapp 60% der Zellen lebendig waren, 

lagen bei dem Ansatz von 1x106 noch knapp 90% lebendig vor. 

1x105 vs. 1x106 Zellen bei 5 µM 
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Um nun zu untersuchen, welcher Zusammenhang zwischen IC50 und der Zellzahl 

besteht, wurden die jeweiligen IC50–Werte logarithmiert und gegen die zugehörige 

Zellzahl angetragen (vgl. Abb. 28). 

Tab. 15: Logarithmische Antragung der ermittelten IC50–Werte 
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Abb. 28: Darstellung des Zusammenhangs zwischen IC50 (Werte liegen hier logarithmiert vor) und der Zellzahl 

 

Hier zeigte sich, dass ein nahezu proportionaler Zusammenhang zwischen Zellzahl 

und Konzentration der IC50 besteht. 

Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurde außerdem der durch Zellzählung in 

Punkt 3.1.2 bestimmte IC50–Wert mit der zugehörigen Zellzahl in die Abb. 28 

übertragen. Dies wird in Abb. 29 veranschaulicht. 

Zusammenhang zwischen IC50 und Zellzahl 
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Abb. 29: Einfügen der in Punkt 3.1.2 bemessenen IC50–Konzentration mit zugehöriger Zellzahl zu den anderen 

IC-Konzentrationen + Zellzahlen der Zelllinie NT2 

 

Hier zeigt sich, dass der Punkt entsprechend zu den anderen auf der ermittelten Linie 

liegt. 

 

3.2.2 Einfluss der Zellkonfluenz auf die IC50: Bestimmung mittels MTT 

Um diesen Effekt weiter zu verifizieren, wurden weitere Untersuchungen mittels eines 

zweiten Verfahrens, der MTT-Methode, durchgeführt. In 96-Well-Platten wurden in 

einem Ansatz 2000 Zellen ausgesät sowie in einem weiteren 4000 Zellen. Diese 

wurden mit einer Sunitinib-Konzentrationsreihe von 0,2 bis 25,6µM behandelt und 

nach 48 Stunden geerntet. Anschließend wurde wie in 2.2.5 beschrieben mit der 

MTT-Methode die IC50–Konzentration bestimmt (Grafen nicht abgebildet). Zu diesen 

Werten wurde der IC50–Wert, welcher bei einer Zellzahl von 6000 ausgesäten Zellen 

in Punkt 3.1.1 gemessen wurde, hinzugenommen.  

Zusammenfassend lauteten die gemessenen IC50–Konzentrationen mit ihren 

zugehörigen Zellzahlen wie folgt: 
 

Tab.16: Ermittelte IC50–Werte bei unterschiedlich ausgesäter Zellzahl (gemessen mittels MTT) 

 
 

Auch hier wurde deutlich, dass die IC50–Werte bei unterschiedlicher Zellzahl deutlich 

variierten. Es konnte erneut gezeigt werden, dass bei ansteigender Zellzahl ebenfalls 

höhere Medikamenten-Konzentrationen benötigt wurden, um die IC50 zu erreichen. 

Zusammenhang zwischen IC50 und Zellzahl 
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Um diesen Effekt deutlicher darzustellen, wurden die jeweiligen IC50–

Konzentrationen gegen die entsprechende Zellzahl angetragen (Abb. 30).  

 

MTT: Zusammenhang zwischen Zellzahl und IC50
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Abb. 30: Darstellung des Zusammenhangs zwischen IC50 und der Zellzahl, gemessen anhand der MTT-Methode 

 

Hier konnte wiederum ein proportionaler Zusammenhang zwischen den beiden 

Größen aufgezeigt werden. 

Da die im MTT und der Zellzählung ermittelten Werte voneinander abweichen, 

jedoch in beiden Messverfahren dargestellt werden konnte, dass ein nahezu 

proportionaler Zusammenhang zwischen IC50 und der ausgesäten Zellzahl besteht, 

wurde geprüft, wie beide Ergebnisse miteinander übereinstimmen.  

 

MTT und Zellzählung: Zusammenhang zwischen IC50 und Zellzahl
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Abb. 31: Darstellung des Zusammenhangs zwischen IC50 und der Zellzahl: Werte aus MTT und Zellzählung 

 

MTT: Zusammenhang zwischen IC50 und Zellzahl 

MTT und Zellzählung: Zusammenhang zwischen IC50 und Zellzahl 
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Es zeigte sich, dass die Steigung der Geraden aus der MTT-Gruppe nahezu mit der 

der Gruppe der Zellzähl-Ergebnisse übereinstimmte. Auf der gleichen Geraden lagen 

die Ergebnisse beider Gruppen jedoch nicht. 

 

3.2.3 Einfluss des pro Zelle zur Verfügung stehenden Platzes auf die IC50 

Um näher auf diesen Effekt einzugehen, wurde nun untersucht, wie sich der Platz, 

der durchschnittlich jeder einzelnen Zelle zum Wachsen zur Verfügung steht, auf die 

IC50–Konzentration auswirkt. Der Durchmesser eines Wells der 96-Well-Platte betrug 

jeweils 0,7cm. Nach Berechnung der Kreisfläche anhand der Formel A = r2xп ergab 

sich eine Fläche von 0,385cm2. Dividiert man diese Zahl nun durch 2000, 4000 bzw. 

6000 Zellen, erhält man den Platz der durchschnittlich jeder einzelnen Zelle zur 

Verfügung stand. 
 

Tab. 17: Durchschnittlich jeder Zelle zur Verfügung stehender Platz 

 
 

Der Zusammenhang zwischen den beiden Größen wird durch die folgende Abb. 32 

ersichtlich. 

 

MTT: Zusammenhang zwischen IC50 und Platz pro Zelle
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 Abb. 32: Darstellung des Zusammenhangs zwischen dem Platz pro Zelle und dem zugehörigen IC50–Wert                                                   
(IC50–Wert anhand von MTT-Methode ermittelt) 

 

Es wurde bewiesen, dass Zellkonfluenz und IC50 einander beeinflussen. Je geringer 

der Platz ist, den jede Zelle zur Verfügung hat, also je enger die Zellen aneinander 

liegen, desto höher ist die benötigte IC50–Konzentration. Wie in der Abbildung zu 

MTT: Zusammenhang zwischen IC50 und Platz pro Zelle 
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erkennen ist, zeigte sich ein deutlicher indirekt proportionaler Zusammenhang 

zwischen dem pro Zelle zur Verfügung stehenden Platz und den IC50–Werten. 

Um dieses Ergebnis zu überprüfen, wurde diese Auswertungsmethode ebenfalls mit 

den in 3.2.1 ermittelten IC50–Werten der Zellzahlen von 1,5x105, 5x105 und 1x106 

ausgesäten Zellen angewandt. Der in den 5,5x5,5cm großen Petrischalen zur 

Verfügung stehende Platz war eine Kreisfläche von 23,75cm2. Diese durch die 

Anzahl der Zellen dividiert, ergab folgende Flächen: 
 

Tab. 18: Durchschnittlich jeder Zelle zur Verfügung stehender Platz 

 
 

Dieser Zusammenhang wird in der folgenden Abb. 33 grafisch dargestellt. 

 

Zellzählung: Zusammenhang zwischen IC50 und Platz pro Zelle
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Abb. 33: Darstellung des Zusammenhangs zwischen dem Platz pro Zelle und dem zugehörigen IC50–Wert                                                
(IC50–Wert anhand von Zellzählung ermittelt) 

 

Hier wurde ebenfalls bewiesen, dass der geringer werdende, den Zellen zur 

Verfügung stehende Platz eine höhere IC50–Konzentration erfordert. Der 

Zusammenhang zwischen Platz pro Zelle und der zugehörigen IC50 zeigte auch hier 

eine deutliche indirekte Proportionalität. 

 

3.3 Kombinationsversuche mit Sunitinib und Cisplatin 

Die Untersuchung, ob Sunitinib zusammen mit Cisplatin (CDDP = Cis-

Diaminodichloroplatin) synergistische Effekte aufweist, wurde anhand einer 

Zellzählung: Zusammenhang zwischen IC50 und Platz pro Zelle 
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Kombinationsbehandlung analysiert. Dazu wurden die Zellen jeweils mit den 

Konzentrationen der IC10, IC25 und IC50 von Sunitinib, die an den Cisplatin-sensitiven 

Zellen ermittelt worden waren, behandelt. Zusätzlich zu dieser Sunitinib 

Monotherapiebehandlung – welche die Vergleichsbasis darstellen sollte – wurden die 

Konzentrationen IC10, IC25
 und IC50 von Sunitinib mit den jeweiligen Konzentrationen  

IC10, IC25 und IC50 von Cisplatin kombiniert, welche zu einem früheren Zeitpunkt in 

der Arbeitsgruppe bestimmt worden waren. Untersucht wurden sowohl die Cisplatin-

sensitiven als auch die Cisplatin-resistenten Zellen. Zur besseren Vergleichbarkeit 

wurden zur Behandlung beider Gruppen für Cisplatin die IC50–Werte der Cisplatin-

sensitiven Zellen benutzt. Ausgesät wurden 2x105 Zellen, die Behandlung erfolgte 

über 48 Stunden. Danach wurden die Zellen geernet, im ViCell-Counter die Viabilität 

bestimmt und anhand des Student T-Test die Signifikanz berechnet. Die 

Medikamentenkonzentrationen, mit denen behandelt wurde, lauteten wie folgt: 

 

Tab. 19: IC10–, IC25–
 und IC50–Konzentrationen von Sunitinib der Cisplatin-sensitiven Zelllinien 

 
 

Tab. 20: IC10–, IC25– und IC50–Konzentrationen von Cisplatin der Cisplatin-sensitiven Zelllinien 

 
 

Die Effektivität einer Kombinationsbehandlung im Vergleich zur Sunitinib-Mono-

behandlung stellen die nachfolgenden Grafiken dar (Abb. 34 – 39). 
 

- Dunkelblau schraffiert: Unterschiede sind statistisch signifikant in den 

behandelten Zellen, verglichen mit den unbehandelten Kontrollzellen (p < 0,05). 

- Hellblau schraffiert: Kombinationsbehandlung resultierte in einer signifikant 

höheren Zytotoxizität, verglichen mit der Monotherapie mit Sunitinib in der jeweiligen 

Konzentrationsstärke (p ≤ 0,05). 
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NT2: Kombination von Sunitinib und Cisplatin
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Abb. 34: Effekte der Monotherapie mit Sunitinib (dunkelblaue Balken) im Vergleich zu einer Kombinationsbehandlung von 

Sunitinib und Cisplatin (hellblaue Balken) bei der Zelllinie NT2 

 
 
 

NT2-R: Kombination von Sunitinib und Cisplatin
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Abb. 35: Effekte der Monotherapie mit Sunitinib (dunkelblaue Balken) im Vergleich zu einer Kombinationsbehandlung von 

Sunitinib und Cisplatin (hellblaue Balken) bei der Zelllinie NT2-R 
 



Ergebnisse   

 

59 

2102EP: Kombination von Sunitinib und Cisplatin
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Abb. 36: Effekte der Monotherapie mit Sunitinib (dunkelblaue Balken) im Vergleich zu einer Kombinationsbehandlung von 

Sunitinib und Cisplatin (hellblaue Balken) bei der Zelllinie 2102EP 
 
 

2102EP-R: Kombination von Sunitinib und Cisplatin

0

20

40

60

80

100

120

K
on

tr
ol

le
  

1 
µ

M
 S

U
  

1 
µ

M
 S

U
 +

 0
,1

6 
µ

M
 C

D
D

P
  

1 
µ

M
 S

U
 +

 0
,4

 µ
M

 C
D

D
P

  

1 
µ

M
 S

U
 +

 0
,8

 µ
M

 C
D

D
P

  

2,
5 

µ
M

 S
U

  

2,
5 

µ
M

 S
U

 +
 0

,1
6 

µ
M

 C
D

D
P

  

2,
5 

µ
M

 S
U

 +
 0

,4
 µ

M
 C

D
D

P
  

2,
5 

µ
M

 S
U

 +
 0

,8
 µ

M
 C

D
D

P
  

5 
µ

M
 S

U
  

5 
µ

M
 S

U
 +

 0
,1

6 
µ

M
 C

D
D

P
  

5 
µ

M
 S

U
 +

 0
,4

 µ
M

 C
D

D
P

  

5 
µ

M
 S

U
 +

 0
,8

 µ
M

 C
D

D
P

  

vi
ta

le
 Z

el
le

n
 (

%
) 

   
   

   
   

   
   

   
_

 
Abb. 37: Effekte der Monotherapie mit Sunitinib (dunkelblaue Balken) im Vergleich zu einer Kombinationsbehandlung von 

Sunitinib und Cisplatin (hellblaue Balken) bei der Zelllinie 2102EP-R 

 

2102EP-R: Kombination von Sunitinib und Cisplatin 
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NCCIT: Kombination von Sunitinib und Cisplatin
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Abb. 38: Effekte der Monotherapie mit Sunitinib (dunkelblaue Balken) im Vergleich zu einer Kombinationsbehandlung von 

Sunitinib und Cisplatin (hellblaue Balken) bei der Zelllinie NCCIT 
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Abb. 39: Effekte der Monotherapie mit Sunitinib (dunkelblaue Balken) im Vergleich zu einer Kombinationsbehandlung von 

Sunitinib und Cisplatin (hellblaue Balken) bei der Zelllinie NCCIT-R 
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Es zeigte sich, dass der Effekt in der Monotherapie von Sunitinib sich nicht 

wesentlich zwischen den Cisplatin-sensitiven und Cisplatin-resistenten Zellen 

unterschied. Lediglich bei der Zelllinie NCCIT war eine etwas unterschiedliche 

Reaktion zu beobachten. Es wurde jedoch deutlich, dass die Kombinationtherapie 

mit Cisplatin und Sunitinib durchaus bessere Wirksamkeit besitzt und vor allem bei 

den beiden Zelllinien 2102EP und NCCIT das Zellwachstum stärker inhibiert. 

Allerdings war nur bei einer der Cisplatin-resistenten Sublinien, nämlich NCCIT-R, 

ein eindeutiger Effekt der Kombinationsbehandlung zu verzeichnen. 

 

3.4 Untersuchung von Proteinen des Ras/Raf-Signalwegs und 

      der Apoptoseinduktion 

Anhand des Western Blot Verfahrens wurde untersucht, ob es zu einer veränderten 

Expression potentiell beteiligter Proteine des Ras/Raf-Signalwegs kommt. Es wurde 

die Expression von MEK und ERK, zwei wesentlichen Faktoren des MAP-Kinase-

Weges, analysiert. Außerdem wurden deren aktivierte, also phosphorylierte Formen 

phospho-MEK (pMEK) und phospho-ERK (pERK) untersucht. Gemessen wurden von 

allen Zelllinien unbehandelte Kontrollzellen sowie über 48 Stunden mit der jeweiligen 

IC50–Dosis von Sunitinib behandelte Zellproben. Als Ladungskontrolle wurde GAPDH 

verwendet. Die Ergebnisse sind der nachfolgenden Abb. 40 zu entnehmen. 

 

 
Abb. 40: Western Blot Analyse von den Proteinen ERK und MEK, sowie deren phosphorylierten Formen pERK und pMEK. 

Dargestellt sind sowohl die Untersuchungen der Kontrollzellen als auch die, mit der entsprechenden IC50–Konzentration von 
Sunitinib behandelten Zellen. GAPDH stellt die Ladungskontrolle dar. 
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Bei den Zelllinien NT2, 2102EP und 2102EP-R zeigte sich unter der Sunitinib-

Behandlung eine Herabregulierung von phospho-ERK. Bei den Zelllinien NCCIT, 

NT2-R sowie in NCCIT-R konnte diese Herabregulierung jedoch nicht festgestellt 

werden. Eine Veränderung der unphosphorylierten Form von ERK, also der inaktiven 

Form, war bei den Zelllinien NCCIT und 2102EP-R zu sehen. 

Hinsichtlich phospho-MEK konnte keinerlei veränderte Expression unter Sunitinib 

festgestellt werden. Die unphosphorylierte Form MEK hingegen wurde in allen 

behandelten Zellproben herabreguliert. 

Per Western Blot wurde zudem untersucht, ob eine Behandlung mit Sunitinib 

Apoptose auslöst. Hierfür wurde die veränderte Expression von der aktivierten Form 

der Caspase-3, sowie auf das Vorliegen der gespaltenen Form von PARP untersucht 

(keine Abbildung). Es konnte jedoch kein Unterschied zwischen den Kontrollzellen 

und den behandelten Proben beobachtet werden. 

 

3.5 Durchflusszytometrie 

3.5.1 Zellzyklusanalyse mittels FACS 

Des Weiteren wurde der Einfluss von Sunitinib auf den Zellzyklus untersucht. 

Gemessen wurden sowohl die Zellen der Cisplatin-sensitiven, als auch der Cisplatin-

resistenten KZT-Linien. Dazu wurden die Zellen mit ihrer jeweiligen IC50–Dosis von 

Sunitinib behandelt und 48 Stunden inkubiert. Danach wurden sowohl die 

behandelten als auch die unbehandelten Kontrollzellen geerntet und wie unter Punkt 

2.4.1 beschrieben mit Ethanol fixiert und anschließend mit Propidiumiodid gefärbt. 

Daraufhin wurden die einzelnen Zellsuspensionen im FACS-Gerät analysiert. Die 

Ergebnisse dieser Messungen sind den nachfolgenden Abbildungen zu entnehmen. 

Links sind jeweils die Untersuchungen der Kontrollzellen abgebildet, die rechte Grafik 

zeigt die mit der jeweiligen IC50 behandelten Zellen. 

 

NT2: 
 

  
Abb. 41: Zellzyklusanalyse der Zelllinie NT2. Links: unbehandelte Kontrollzellen; rechts: die über 48h mit einer IC50–Dosis von 

7µM Sunitinib behandelten Zellen. 
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2102EP: 
 

   
Abb. 42: Zellzyklusanalyse der Zelllinie 2102EP. Links: unbehandelte Kontrollzellen; rechts: die über 48h mit einer IC50–Dosis 

von 5µM Sunitinib behandelten Zellen. 

 
 
 

NCCIT: 
 

   
Abb. 43: Zellzyklusanalyse der Zelllinie NCCIT. Links: unbehandelte Kontrollzellen; rechts: die über 48h mit einer IC50–Dosis 

von 5µM Sunitinib behandelten Zellen. 

 
 

Der Messung der Cisplatin-sensitiven Zellen folgte die Messung der Cisplatin-

resistenten Zelllinien: 

 
NT2-R: 

 

   
Abb. 44: Zellzyklusanalyse der Zelllinie NT2-R. Links: unbehandelte Kontrollzellen; rechts: die über 48h mit einer IC50–Dosis von 

7,5µM Sunitinib behandelten Zellen. 

 
 
 

2102EP-R: 
 

  
Abb. 45: Zellzyklusanalyse der Zelllinie 2102EP-R. Links: unbehandelte Kontrollzellen; rechts: die über 48h mit einer IC50-Dosis 

von 6µM Sunitinib behandelten Zellen. 
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NCCIT-R: 
 

  
Abb.46: Zellzyklusanalyse der Zelllinie NCCIT-R. Links: unbehandelte Kontrollzellen; rechts: die über 48h mit einer IC50–Dosis 

von 10µM Sunitinib behandelten Zellen. 

 

Es konnten hier keine gravierenden Änderungen des Zellzyklus beobachtet werden. 

Weder bei den Cisplatin-sensitiven, noch bei den Cisplatin-resistenten Zellen konnte 

eine Arretierung des Zellzyklus nachgewiesen werden. Außerdem zeigte sich bei 

keiner der Zelllinien eine relevante Induktion der Apoptose.  

 

3.5.2 Untersuchung von Caspase-3-Aktivierung 

Zusätzlich wurde untersucht, ob eine gesteigerte Apoptoseinduktion mittels eines 

fluoreszenzmarkierten Antikörpers gegen die aktivierte Form der Caspase-3 mittels 

Durchflusszytometrie nachweisbar ist. Es wurden alle Zelllinien, sowohl die Cisplatin-

sensitiven, als auch die Cisplatin-resistenten, untersucht. Die Zellen wurden über 48 

Stunden mit der Sunitinib-Konzentrationsreihe von 1,25µM bis 20µM behandelt und 

anschließend wie in Punkt 2.4.2 beschrieben mit dem Antikörper versetzt und im 

FACS gemessen (keine Abbildung). Es ließ sich jedoch auch mit dieser Methode 

keine Aktivierung von Caspase-3, das heißt keine Apoptoseinduktion unter der 

Sunitinib-Behandlung, nachweisen.           
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4 Diskussion 
 
4.1. Zielgerichtete Therapieansätze bei testikulären Keimzelltumoren 

Testikuläre KZT treten vor allem bei jungen Männern im Alter von 25 bis 35 Jahren 

auf und sind in der Regel gut zu therapieren. Bei über 80% der Betroffenen kann mit 

einer vollständigen Remission gerechnet werden. Zu verdanken hat man diesen 

positiven Verlauf der Erkrankung weitgehend dem Chemotherapeutikum Cisplatin, 

das seit den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts in der Behandlung eingesetzt wird. 

In rund 20% der Fälle kommt es jedoch zu einem Therapieversagen. Bei diesen 

Patienten tritt eine primäre oder sekundäre Resistenz auf dieses Medikament auf, 

der Tumor spricht also schon zu Therapiebeginn nicht auf Cisplatin an oder es 

kommt zu einem späteren Tumorrezidiv. Diese Patienten haben in etwa der Hälfte 

der Fälle eine sehr schlechte Prognose. Zwar werden mittlerweile mit einigem Erfolg 

weitere Chemotherapeutika eingesetzt, wie etwa eine Dreierkombination aus 

Gemcitabin, Oxaliplatin und Paclitaxel, was in 10-15% zur langfristigen Remission 

führt. Trotz dieses Therapieerfolgs können jedoch Patienten mit Therapieversagen 

nach Cisplatin noch nicht zufriedenstellend behandelt werden. Die Erforschung und 

Entwicklung neuer Therapieoptionen ist daher dringend notwendig.  

Bislang konnte mit Hilfe etlicher Untersuchungen geklärt werden, dass die 

Cisplatinresistenz bei KZT ein multifaktorielles Geschehen darstellt. Dies macht es 

schwierig, ein Therapiekonzept zu entwickeln, das auf die Wiederherstellung der 

Cisplatinsensitivität abzielt. Daher wird derzeit die Suche nach einem Medikament 

mit einem anderen Wirkmechanismus als Cisplatin deutlich forciert. Damit soll 

vermieden werden, dass eine Kreuzresistenz auftritt. 

Da bekannt ist, dass KZT-Zellen zwei- bis vierfach sensitiver auf Zytostatika 

reagieren als andere Tumorzelllinien (Ebbing et al. 2008) und somit generell gut mit 

Medikamenten behandelbar sind, erscheint es sinnvoll, nach weiteren 

medikamentösen Therapieansätzen zu suchen. Zudem ist bekannt, dass KZT eine 

Vielzahl von Wachstumsfaktor-Rezeptoren exprimieren, die zum größten Teil 

Rezeptor-Tyrosinkinasen darstellen. Daher liegt es nahe, einen Therapieansatz zu 

untersuchen, durch den diese RTK gehemmt werden. Dadurch sollen im Tumor 

Wachstumssignale unterbunden sowie die weitere Ausbildung der Blutversorgung 

des Tumors gehemmt werden. Mit der Untersuchung des Medikaments Sunitinib, 

einem multiplen Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor, war ein solcher Therapieansatz 

Gegenstand dieser Arbeit.   



Diskussion   

 

66 

4.2 Inhibierung von Wachstumsfaktoren durch Sunitinib in der Tumortherapie 

Eine wesentliche Rolle in der Tumorentstehung spielen aktivierte 

Signaltransduktionswege, die von Wachstumsfaktor-Rezeptoren ausgehen. Häufig 

kommt es zu dauerhaft aktivierten Proliferationssignalen, da 

Signaltransduktionswege nicht abgeschaltet bzw. durch fehlerhafte autokrine oder 

parakrine Stimulation ständig aktiviert werden. Sunitinib hemmt etliche dieser 

potentiell betroffenen Rezeptor-Tyrosinkinasen wie VEGF-R 1-3, PDGF-R α und ß, c-

Kit, RET, Flt-3 sowie CSF-R. Dadurch kommt es zum einen zur intrazellulären 

Inhibierung von Proliferationssignalen, zum anderen zur Hemmung der Vaskulo- bzw. 

Angiogenese im Tumor. 

Mit Hilfe dieses Wirkprinzips wird Sunitinib bereits erfolgreich bei einigen 

Tumorerkrankungen eingesetzt, beispielsweise bei gastrointestinalen Stromatumoren 

(GIST). Hier beruht die wesentliche Wirkung auf der Inhibierung von c-Kit. Zudem 

stellt Sunitinib beim Nierenzellkarzinom die Standardtherapie dar, wo die wichtigste 

Wirkung auf der Hemmung von VEGF-R und PDGF-R basiert. Sunitinib befindet sich 

außerdem hinsichtlich der Behandlung vieler weiterer Tumorerkrankungen in der 

Testphase. 

 

4.3 Wirkung von Sunitinib auf testikuläre Keimzelltumoren 

4.3.1 IC50–Konzentration von Sunitinib 

Zur Bestimmung der Wirksamkeit von Sunitinib bei KZT-Zellen wurde die IC50 nach 

48-stündiger Behandlung getestet, sowohl bei Cisplatin-sensitiven als auch bei 

Cisplatin-resistenten Tumorlinien. Die durch Zellzählung ermittelten IC50–Werte lagen 

in einem Bereich zwischen 5 und 10µM, die im MTT gemessenen Werte lagen 

zwischen 3,0 und 3,8 µM. 

Die Varianz zwischen den IC50–Werten der MTT-Messungen und der Trypanblau-

Methode mittels Zellzählung ist wohl auf die geringere Sensitivität der Trypanblau-

Methode zurückzuführen. Dieses Phänomen wurde in der Literatur mehrfach 

beschrieben (Altmann 1993, Falkenhain et al. 1998). Während zum Beispiel die 

sicher nachgewiesene IC50–Konzentration von Aceton bei 444mM/l liegt, wurde in 

Versuchen mit der Trypanblau-Methode eine IC50 von 703mM/l gemessen (Schärfe 

2004). 

Diese Ungenauigkeit der Trypanblau-Methode könnte darauf zurückzuführen sein, 

dass die toten Zellen noch immer von einer semipermeablen Membran umgeben 
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sein müssen, damit das Zytoplasma angefärbt wird. Weiter zerstörte Zellen, bei 

denen nur noch einzelne Zellbestandteile vorhanden sind, können bei der Messung 

leicht übersehen werden und somit das Verhältnis von vitalen zu toten Zellen 

zugunsten der vitalen Zellen verzerren. Dieses Phänomen lässt davon ausgehen, 

dass die tatsächlichen IC50–Werte eher im Dosisbereich der im MTT gemessenen 

Werte bei durchschnittlich 3-4 µM liegen. 

Diese Werte überschreiten jedoch die aufgrund von Phase I/II-Studien empfohlene 

Dosis von 0,1 bis 0,4µM (Faivre et al. 2006). Sie sind deutlich höher als die 

Konzentrationen, die zur Inhibierung der einzelnen Tryosinkinasen benötigt werden. 

Diese liegen für VEGF-R bei 0,004µM, für PDGF-R α bei 0,069µM, für PDGF-R ß bei 

0,039µM (Askadiusz 2009), für c-Kit zwischen 0,01 und 0,1µM und für RET ebenfalls 

bei 0,1µM (Chow und Eckhardt 2007). Trotzdem zeigen alle der gemessenen 

Zelllinien ein gutes Ansprechen auf Sunitinib in etwas höheren Konzentrationen. 

Aus der Literatur ist bekannt, dass Sunitinib selbst bei klarzelligen 

Nierenzellkarzinom-Zellen diese pharmakologisch relevanten Konzentrationen von 

0,1µM/l, welche die RTK inhibieren, übersteigt (Huang et al. 2010). Trotzdem zeigt 

Sunitinib bei den Nierenzellkarzinomen eine so gute Wirkung, dass es bei diesen 

Tumoren als First-Line-Therapie zum Einsatz kommt. Vermutet wird, dass Sunitinib 

das Wachstum von Nierenzellkarzinomen hauptsächlich durch antiangiogenetische 

Mechanismen inhibiert und nicht direkt die Tumorzellen selbst zum Ziel hat. Dies wird 

angenommen, da Sunitinib die endotheliale Zellproliferation und Motilität bereits bei 

den Konzentrationen hemmte, bei denen die VEGF-R 2-Signale unterdrückt wurden. 

So zeigte sich bei Xenografts renaler Tumorzellen, dass Sunitinib innerhalb einer 

Behandlungsdauer von zwölf Stunden in der Lage war, das Zellwachstum zu 

hemmen und die Mikrogefäßdichte herabzusetzen. Allerdings konnten auch bei 72-

stündiger Behandlung mit den oben erwähnten niedrigen Konzentrationen keine 

signifikanten Effekte auf die Proliferation und Apoptose in vitro auf Tumorzellen 

beobachtet werden (Huang et al. 2010). 

Bei anderen mit Sunitinib behandelten Tumorarten zeigten sich ebenfalls deutlich 

höhere IC50–Konzentrationen als die, die zur Hemmung der einzelnen Rezeptor-

Tyrosinkinasen benötigt wurden. Trotzdem konnte das Tumorwachstum zu einem 

sehr hohen Prozentsatz inhibiert werden. So lag bei Nasopharyngealkarzinom-Zellen 

die ermittelte IC50 zwischen 2 und 7,5µM (Gu et al. 2010), bei Neuroblastomzellen 

zwischen 0,8 und 2,6µM (Calero et al. 2010) und bei Ewing-Sarkom-Zellen zwischen 
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5 und 17µM (Konanz 2008). Bei Thyroidkarzinom-Zellen ergab sich eine IC50 von 

1,8µM, klassische Apoptoseaktivität konnte hier ebenfalls nicht nachgewiesen 

werden (Fenton et al. 2010). 

Was die Höhe der IC50 bei Cisplatin-sensitiven und Cisplatin-resistenten Zelllinien 

betrifft, konnte kein wesentlicher Unterschied festgestellt werden. Eine 

Kreuzresistenz kann somit ausgeschlossen werden. Dies legt nahe, dass die 

Mechanismen, die der Cisplatinresistenz zugrunde liegen, sich von denen einer 

möglichen Sunitinibresistenz deutlich unterscheiden.  

Da die IC50 in vitro über der Dosis liegt, die aus Phase II/III Studien bekannt sind, 

müssen weitere Aufschlüsse über Effekte von Sunitinib aus Xenograft-Versuchen 

gewonnen werden. Zwischenzeitlich liegen Ergebnisse von Versuchen an Mäusen 

vor, die sowohl mit Cisplatin-sensitiven als auch mit Cisplatin-resistenten 

Nichtseminom-Zellen inokuliert wurden (Castillo-Avila et al. 2009). Nach einer 15-

tägigen Behandlungsdauer der Xenografts testikulärer KZT mit 40mg/kg/d Sunitinib 

zeigte sich eine deutliche Reduktion der Tumormasse, die sich zwischen den 

Cisplatin-sensitiven und den Cisplatin-resistenten Tumoren nicht signifikant 

unterschied. Außerdem wirkte sich die Sunitinib-Behandlung positiv auf die 

Überlebenszeit aus und erhöhte diese von 13 auf 36 Tage. Castillo-Avila et al. (2009) 

führten ebenfalls in vitro Versuche zur Proliferationshemmung nach einer 24-

stündigen Behandlungsdauer mit Sunitinib anhand MTT-Assays durch, wobei die 

IC50 etwa bei 6µM lag. KZT-Linien zeigten also ein durchaus gutes Ansprechen auf 

Sunitinib. Betrachtet man die in der hier vorgelegten Arbeit anhand von MTT-Assays 

ermittelten IC50–Konzentrationen, liegen diese mit 3-4 µM eher im unteren Bereich 

dessen, was für andere Tumorlinien angegeben wurde. Ein Einsatz als Therapie 

nach Erstlinientherapie bei Cisplatin-resistenten Tumoren bot sich demnach an. In 

jüngster Zeit sind klinische Studien zum Einsatz von Sunitinib bei Patienten mit KZT 

und Versagen einer Cisplatin-haltigen Therapie durchgeführt worden. Die Ergebnisse 

sind entweder bereits publiziert (Feldman et al. 2010) oder derzeit zur Publikation 

eingereicht (Oechsle, Honecker et al.). So haben Feldman et al. (2010) bei 10 

Patienten mit refraktären KZT die Wirksamkeit von Sunitinib getestet. Es konnte zwar 

bei einigen Patienten ein Tumormarkerabfall beobachtet werden, jedoch konnte kein 

objektives Ansprechen nachgewiesen werden, so dass die Studie gestoppt wurde. 

Oechsle und Honecker et al. haben eine Studie mit 33 Patienten durchgeführt, wobei 
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sie ein moderates Ansprechen auf diese Substanz feststellen konnten (Manuskript 

eingereicht; s. auch Kollmannsberger et al., ASCO 2010). 

 

4.3.2 Einfluss der Zellkonfluenz auf die Wirkung von Sunitinib 

Die Konzentration der IC50 hängt von der vorhandenen Zellzahl und damit dem 

durchschnittlich jeder Zelle zur Verfügung stehenden Platz ab. Dieser 

Zusammenhang konnte anhand von mehreren Versuchen in dieser Arbeit belegt 

werden. Je mehr Zellen vorhanden sind und je höher demnach die Zelldichte ist, 

desto höher ist die benötigte IC50–Konzentration. Zwischen diesen beiden Größen 

konnte ein proportionaler Zusammenhang aufgezeigt werden. Eine indirekte 

Proportionalität besteht zwischen dem Wert der IC50 und dem der jeweiligen Zelle zur 

Verfügung stehenden Platz. Somit kann angenommen werden, dass fehlende 

Verbindungen zu Nachbarzellen Zellen anfälliger für den Effekt von Sunitinib macht. 

Sollte sich eine Übertragbarkeit dieses Phänomens auf die Tumorgröße und 

Tumorzelldichte in vivo zeigen, könnte dieser Nachweis durchaus auch von 

klinischem Interesse sein. 

Diese Annahme wird durch Beobachtungen in anderen Versuchen gestützt. So 

zeigte sich in einem Versuch bei Cisplatin-behandelten Lymphomzellen, dass bei 

niedriger Zelldichte die Apoptoserate beträchtlich höher war als die bei in hoher 

Zelldichte ausgesäten Zellen. Hier wurden Konzentrationen von 1x105 Zellen/ml 

sowie 1x109 Zellen/ml über 48 Stunden mit Cisplatin behandelt (Singh und Singh 

2007). 

Bei einer genaueren Untersuchung dieses Effekts fanden Singh und Singh (2007) 

zudem in Versuchen mit Mäusen heraus, dass die Apoptoserate bei den 

Tumorproben der späten Stadien niedriger war. Hierzu wurden Tumorproben, die 

fünf Tage in den Körpern der Tiere gewachsen waren, mit Proben der gleichen 

Tumore nach 17 Tagen verglichen. Jeweils 1x105 Zellen aus beiden Stadien wurden 

mit Cisplatin und Doxorubicin behandelt, anschließend wurde die Anzahl der 

lebenden Zellen ermittelt. Eine mögliche Erklärung könnte sein, dass ein großer Teil 

der Tumorzellen in einem späteren Stadium in einen proliferativen Abschnitt des 

Zellzyklus wechselt. Dadurch entsteht eine erhöhte Resistenz gegen 

Apoptoseinduktion. 

Außerdem könnten Kontakte zwischen den Zellen dazu führen, dass diese sich 

gegenseitig schützen. So wurde zum Beispiel nachgewiesen, dass die Expression 

des Onkogens src in einer Zelle das Überleben der umliegenden benachbarten 
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Zellen gegenüber Zytostatika, in diesem Fall Cisplatin, erhöhen kann (Peterson-Roth 

et al. 2009). Ob unter Sunitinib-Behandlung ähnliche Phänomene auftreten, ist 

bislang nicht untersucht worden. 

Der nachgewiesene Einfluss der Zellkonfluenz auf die Wirkung von Zytostatika zeigt 

zum einen, wie wichtig es ist, bei in vitro Experimenten die eingesetzte Zellzahl zu 

kontrollieren, um eine Vergleichbarkeit von Versuchsergebnissen zu gewährleisten. 

Zum anderen impliziert er, dass kleine Tumoren, die sich in einem frühen Stadium 

befinden, besser auf Tyrosinkinase-Inhibitoren ansprechen als große Tumoren. 

Somit könnte sich Sunitinib bei minimaler Resterkrankung als effektiver erweisen als 

im Zustand einer weit fortgeschrittenen Metastasierung. 

 

4.3.3 Kombinationsbehandlung von Sunitinib und Cisplatin 

Die durch eine Kombinationsbehandlung erzielten Wirkungen haben sich als 

durchaus effektiv erwiesen. Es zeigte sich vor allem in den Cisplatin-sensitiven 

Zelllinien ein deutlich erhöhter Effekt auf die Apoptoserate, besonders bei den 

Zelllinien 2102EP und NCCIT. Hier besaßen die Kombinationswerte fast überall eine 

statistisch signifikant erhöhte Toxizität gegenüber einer Monotherapie mit Sunitinib. 

Auch die Cisplatin-resistenten Zellen sprachen gut auf eine Kombinationstherapie an. 

Zwar wurde die Zellproliferation weniger stark gehemmt als bei den Cisplatin-

sensitiven Zellen, jedoch erwies sich bei diesen Zellen eine Kombinationstherapie 

vereinzelt, z.B. bei NCCIT-R, einer Monotherapie signifikant überlegen.  

Auch diese Tatsache könnte von klinischer Relevanz sein. Durch Einsatz einer 

Kombinationsbehandlung könnten beispielsweise geringere Dosen von Cisplatin 

benutzt werden, um die relativ starken Nebenwirkungen dieses Medikaments zu 

reduzieren. Außerdem könnte eine Kombinationstherapie einen neuen 

Therapieansatz für Cisplatin-resistente Tumoren darstellen. 

Auch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen unterstützen die Annahme, dass 

Cisplatin und Sunitinib als Kombinationsbehandlung eine gute Effektivität besitzen. 

So wurde die Kombination auch an Ehrlich Aszites Karzinomzellen geprüft. Die 

Zellen wurden mit der IC50 dieser Tumorzellen mit Cisplatin behandelt (85µM), 

kombiniert mit 1 bzw. 2µM Sunitinib. Daraufhin wurden die Zellproben für 24 Stunden 

inkubiert und anhand der Trypanblau-Methode gezählt. Auch hier zeigte die 

Kombinationsbehandlung eine signifikant höhere Toxizität als eine Monotherapie mit 

Sunitinib bzw. Cisplatin (Suddek 2010). 
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Diese Kombinationstherapie wurde bereits auch in vivo bei mit Tumorzellen 

inokulierten Mäusen überprüft. Hier wurde in einer Gruppe eine Sunitinib-

Monobehandlung durchgeführt. Eine zweite Gruppe erhielt eine Cisplatin-

Monotherapie, eine dritte wurde einer Kombinationstherapie mit Sunitinib und 

Cisplatin unterzogen. Es zeigte sich, dass unter Sunitinib das Tumorwachstum um 

84% gehemmt wurde, während es unter der Cisplatin-Behandlung zu einer 

Wachstumshemmung um 80% kam. Die Kombinationstherapie bewirkte hingegen 

eine Inhibierung um 103% - die Größe des Tumors nahm also um 3% ab (Suddeck 

2010). 

Die Kombinationsbehandlung mit Sunitinib zeigte zudem den Effekt, dass die 

Nephrotoxizität von Cisplatin reduziert wurde. Dies wurde zum einen durch ein 

abnehmendes Verhältnis von Nierengewicht zu Körpergewicht bei Mäusen bewiesen, 

zum anderen durch verbesserte Nierenfunktionsparameter unter Sunitinib im 

Vergleich zu Cisplatin (Suddeck 2010).   

Des Weiteren liegen Kombinationsversuche von Sunitinib und Cisplatin an 

Xenografts testikulärer KZT vor (Castillo-Avila et al. 2009). Mit sowohl Cisplatin-

sensitiven als auch Cisplatin-resistenten Nichtseminomzellen inokulierte Mäuse 

wurden in verschiedene Versuchsgruppen geteilt. Eine Gruppe erhielt eine Sunitinib-

Monobehandlung, eine weitere eine Cisplatin-Monotherapie und eine dritte Gruppe 

eine Kombinationsbehandlung. Bei der Cisplatin-resistenten Gruppe zeigte sich wie 

erwartet kein Ansprechen auf die Cisplatin-Monotherapie. Die Sunitinib-Monotherapie 

und die Kombinationtherapie erzielten die gleichen Effekte, die in einer deutlichen 

Reduktion der Tumormasse resultierten. Bei den Cisplatin-sensitiven Tumoren 

konnten durch die Kombinationstherapie sowohl in Bezug auf Reduktion der 

Tumormasse als auch hinsichtlich Verlängerung der Überlebenszeit (47 Tage versus 

13 Tage der unbehandelten Kontrollgruppe, bzw. 33 und 36 Tage bei Monotherapien) 

deutlich bessere Effekte erreicht werden als durch die jeweiligen Monotherapien.  

Ein Test der Kombinationsbehandlung im klinischen Bereich erscheint daher sinnvoll. 

 

4.3.4 Wirkung auf MEK/ERK 

Auf proteinchemischer Ebene wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass es nach einer 48-

stündigen Behandlung mit Sunitinib zu einer Herabregulierung von phosphoryliertem 

ERK1/2 kommt, allerdings nur bei den Zelllinien NT2, 2102EP und 2102EP-R. 

Phosphoryliertes MEK1/2 war in den behandelten Zellen im Vergleich zu den 
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unbehandelten Kontrollzellen völlig unverändert. Dafür war jedoch das 

unphosphorylierte MEK1/2, also die inaktive Form, in den behandelten Zellen 

herabreguliert. Es konnte unter Sunitinib-Behandlung keine veränderte Aktivierung 

von Caspase-3 oder eine veränderte Anzahl von Spaltprodukten von PARP 

nachgewiesen werden. 

Ähnliche Ergebnisse sind in der Literatur teilweise zu finden. So zeigte sich eine 

verminderte Expression von pERK bei der Behandlung von papillären 

Schilddrüsenkarzinomzellen unter der Behandlung von Sunitinib, eine pMEK- 

Veränderung wurde nicht beschrieben (Fenton et al. 2010). 

Ebenfalls konnte unter Sunitinib bei Leukämiezellen eine pERK-Inhibierung 

festgestellt werden, auch hier wurde keine Veränderung von pMEK beschrieben 

(Ikezoe et al. 2006). Dort wurde allerdings bereits nach einstündiger 

Behandlungsdauer mit Sunitinib die Veränderung in der Proteinexpression analysiert. 

In dieser Arbeit betrug die Behandlungsdauer bis zur Untersuchung auf veränderte 

pMEK/ERK Expression jedoch 48 Stunden. Dies könnte die im Vergleich relativ 

schwache Herabregulierung von pERK erklären. 

Dass der Einfluss eines Zytostatikums auf pERK von der Behandlungsdauer abhängt, 

wurde in einem Cisplatin-basierten Versuch dargestellt. Dort wurde deutlich, dass die 

Apoptoserate und somit die Caspase-3 Aktivität unter Behandlung mit Cisplatin bis 

zu einem Zeitpunkt von 24 Stunden deutlich zunahm. Anschließend jedoch nahm die 

Apoptoserate wieder ab. Dies ist auf eine plötzlich auftretende Hemmung der 

Caspasen-3, -8 und -9 zurückzuführen (Schweyer et al. 2004). Im Unterschied zu 

den Versuchen mit Sunitinib nahm die MEK/ERK-Phosphorylierung jedoch unter 

Cisplatin zu frühen Zeitpunkten zu.  

Dass Sunitinib allerdings anders wirkt als Cisplatin, nämlich über eine Hemmung von 

pMEK/pERK, dafür sprechen die im Western Blot gezeigten Effekte und zudem die 

Verstärkung der zytotoxischen Wirkung bei Kombinationsversuchen von Sunitinib 

und einem MEK-Inhibitor (Nishioka et al. 2007). Die Kombination von Cisplatin mit 

einem MEK-Inhibitor reduzierte hingegen die Wirksamkeit von Cisplatin (Schweyer et 

al. 2004). 

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass Sunitinib zumindest in den Zelllinien NT2, 

2102EP und 2102EP-R eine geringere Expression von pERK, vermutlich über eine 

Hemmung des Signalwegs und somit der Phophorylierung von ERK, bewirkt. Da 

ERK in der Regel von pMEK phosphoryliert wird, könnte es sinnvoll sein, Sunitinib 
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auch bei den eben erwähnten KZT-Linien mit einem MEK-Inhibitor zu kombinieren 

und zu überprüfen, ob hierunter eine verstärkte Zytotoxizität resultiert. 

Da der Behandlungszeitraum mit 48 Stunden sehr lang war, ist nicht auszuschließen, 

dass sich zu einem früheren Zeitpunkt vielleicht auch bei den Zelllinien NT2-R, 

NCCIT und NCCIT-R Effekte bezüglich pERK gezeigt hätten. Um dies zu 

untersuchen, müssten Versuche mit kürzeren Inkubationszeiten durchgeführt werden. 

Angaben zur unter Sunitinib verringerten Expression von unphosphoryliertem MEK 

sind aus der Literatur bislang nicht bekannt. Möglicherweise wird durch die 

Behandlung mit Sunitinib in zytotoxischen Dosen (IC50) die Synthese von MEK 

gehemmt, oder aber es kommt zu einem verstärkten Abbau des Proteins. Dieser 

Effekt sollte in weiteren Versuchen näher untersucht werden. 

 

4.3.5 Wirkung auf Zellzyklus und Apoptose 

In der Literatur wurde bei verschiedenen Tumorzellen unter Sunitinib-Behandlung ein 

G0/G1-Arrest beschrieben. Dies zeigte sich zum Beispiel bei Untersuchungen an 

Nasopharyngeal-Karzinomzellen (Hui et al. 2010), an Schilddrüsen-Karzinomzellen 

(Fenton et al. 2010) sowie an Neuroblastom-Zellen (Calero et al. 2010). Bezüglich 

KZT konnte in dieser Arbeit jedoch nach einer 48-stündigen Behandlungsdauer kein 

G0/G1-Arrest beobachtet werden.  

Des Weiteren konnte anhand der FACS-Analyse keine Caspase-3-Aktivierung und 

somit keine verstärkte Induktion einer klassischen Apoptose gezeigt werden. Dies 

stimmte mit den Caspase-3- und PARP-Untersuchungen mittels Western Blot 

überein, die nach 48-stündiger Behandlungsdauer ebenfalls keine erhöhte 

Apoptoseinduktion aufzeigten (siehe Punkt 3.4). Dass Sunitinib keine klassische 

Apoptose auslöst, ist in der Literatur, beispielsweise bei Thyroid-Karzinomzellen 

(Fenton et al. 2010) oder bei Nierenzell-Karzinomzellen (Huang et al. 2010), bereits 

früher berichtet worden. Somit ist anzunehmen, dass die Tumorwachstumshemmung 

durch Sunitinib nicht auf direkter Apoptoseinduktion in den Zellen beruht, sondern 

möglicherweise über Nekrose oder aber Auslösen einer „mitotischen 

Katastrophe“ induziert wird. 

Das Fehlen eines direkten Apoptosenachweises und eine deutlich höhere IC50–

Konzentration als sie zur singulären Hemmung der Wachstumsrezeptor-

Tyrosinkinasen benötigt wird, wurden auch bei Untersuchungen an Nierenzell-

Karzinomzellen gefunden (Huang et al. 2010). Nicht nur bei in vivo Versuchen, 
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sondern auch bei der Behandlung von Patienten mit KZT dürfte allerdings – 

vergleichbar zum Nierenzellkarzinom – ein zusätzlicher anti-angiogenetischer Effekt 

zu erwarten sein, der den Antitumor-Effekt unterstützt. 

Die Untersuchung auf verstärkte Apoptoseinduktion fand in der vorgelegten Arbeit 

allerdings erst zu einem relativ späten Zeitpunkt statt, nämlich 48 Stunden nach 

Beginn der Behandlung. Daher ist nicht auszuschließen, dass zu einem früheren 

Zeitpunkt eine gewisse Apoptoseinduktion stattfindet. Dass keine verstärkte 

Caspase-Aktivität nachweisbar war, könnte dann darauf beruhen, dass die Caspasen 

zu diesem Zeitpunkt bereits gehemmt wurden. Wie bereits erwähnt, konnte an 

anderer Stelle in Cisplatin-basierten Versuchen eine Hemmung der Caspasen nach 

maximal 24 Stunden gezeigt werden (Schweyer et al. 2004). Allerdings ist bisher 

nicht bekannt, dass solche Effekte ebenfalls nach einer Behandlung mit Sunitinib 

auftreten. Um dies sicher auszuschließen, wären weitere Messungen zu einem 

früheren Behandlungszeitpunkt durchzuführen. 
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5 Zusammenfassung 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirksamkeit des Rezeptor-Tyrosinkinase-

Inhibitors Sunitinib auf Keimzelltumoren (KZT) zu testen. Alle Untersuchungen 

wurden anhand von in vitro Versuchen sowohl an den Cisplatin-sensitiven KZT-

Linien NT2, 2102EP und NCCIT als auch an den Cisplatin-resistenten Sublinien NT2-

R, 2102EP-R und NCCIT-R durchgeführt. 

Untersucht wurde zunächst die zytotoxische Wirkung von Sunitinib auf KZT-Linien. 

Dazu wurde mittels Zellzählungen und MTT-Messungen die IC50–Konzentration 

bestimmt. Die Ergebnisse der MTT Messungen lagen zwischen 3 und 3,8µM, die der 

Zellzählung zwischen 5 und 10µM. Die Inkongruenz der Ergebnisse ist 

wahrscheinlich auf die in der Literatur bereits mehrfach beschriebene Ungenauigkeit 

der Trypanblau-Methode und damit der Zellzählungsmethode zurückzuführen. Selbst 

wenn man jedoch die IC50–Werte der MTT-Messungen als korrekt annimmt, liegen 

diese noch deutlich höher als es zur Hemmung der einzelnen Rezeptor-

Tyrosinkinasen wie beispielsweise VEGF-R notwendig wäre. Bei den ermittelten 

Konzentrationen zeigten aber alle KZT-Linien ein gutes Ansprechen auf Sunitinib. 

Auch die Cisplatin-resistenten Zelllinien sprachen gut auf die Behandlung an, womit 

eine Kreuzresistenz zwischen Sunitinib und Cisplatin ausgeschlossen werden konnte. 

Da im Rahmen der Zellversuche auffiel, dass die Höhe der IC50 mit der Zellzahl 

korrelierte, wurde dieser Effekt genauer untersucht. Mittels Zellzählungen und MTT-

Messungen wurde festgestellt, dass die gleiche Konzentration an Sunitinib bei einer 

niedrigen Zelldichte eine höhere Toxizität aufweist als bei dicht gesäten Zellen. 

Außerdem wurde gezeigt, dass die Höhe der IC50 positiv mit der Anzahl ausgesäter 

Zellen korreliert. Beide verhalten sich proportional zueinander. Zudem wurde ein 

nahezu kompletter indirekt proportionaler Zusammenhang zwischen der IC50 und 

dem durchschnittlich jeder Zelle zur Verfügung stehenden Platz festgestellt.  

Des Weiteren wurde die Kombinationstherapie von Sunitinib und Cisplatin, dem 

Standardmedikament der Therapie von KZT, untersucht. Dazu wurden die jeweiligen 

IC10–, IC25– und IC50–Konzentrationen beider Medikamente kombiniert und mit den 

Effekten verglichen, die sich unter einer Monotherapie mit Sunitinib ergaben. 

Ausgewertet wurden diese Ergebnisse ebenfalls anhand von Zytotoxizitätsassays 

und Zellzählungen viabler Zellen nach Behandlung. Hier zeigte sich in der 

Kombinationstherapie eine verstärkte Abnahme viabler Zellen, vor allem bei den 

Cisplatin-sensitiven Zelllinien. Zu einem geringeren Teil konnte dies auch bei den 
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Cisplatin-resistenten Zellen beobachtet werden. Weiterer Gegenstand dieser Arbeit 

stellte die Analyse der Wirkung von Sunitinib auf pMEK und pERK dar. Hier wurde 

nach einer 48-stündigen Behandlungsdauer der KZT-Linien mittels Western Blot 

untersucht, ob sich die Expression von MEK und ERK bzw. pMEK und pERK 

verändert. Es zeigte sich, dass die pERK-Konzentration in den Zelllinien NT2, 

2102EP sowie 2102EP-R gehemmt wurde. In den Zelllinien NT2-R, NCCIT sowie 

NCCIT-R wurde kein eindeutiger Effekt beobachtet. Ebenfalls war bei pMEK und 

ERK keine Wirkung zu erkennen. MEK hingegen zeigte bei allen mit Sunitinib 

behandelten Zellen eine Abnahme der Expressionsstärke. 

Mittels der Western Blot Methode wurden außerdem die beiden Apoptosemarker 

Caspase-3 und PARP auf erhöhte Aktivierung bzw. Spaltung untersucht. In den über 

48 Stunden mit Sunitinib behandelten Zellen konnte jedoch keine Veränderung im 

Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen festgestellt werden. Zusätzlich wurde 

die Caspase-3-Aktivität auch mittels FACS-Analyse untersucht. Auch hier konnte 

kein Unterschied beobachtet werden. Außerdem erfolgte nach 48-stündiger 

Behandlungsdauer eine Zellzyklusanalyse unter Einfluss von Sunitinib mittels FACS. 

Hier zeigte sich ebenfalls kein Unterschied zu den unbehandelten Kontrollzellen.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass Sunitinib bei Patienten mit Cisplatin-

resistenten KZT als Therapiemöglichkeit in Betracht kommt, da sich bei 

Konzentrationen zwischen 3µM und 10µM sowohl bei den Cisplatin-sensitiven als 

auch bei den -resistenten Zelllinien ein gutes Ansprechen zeigte und keine 

Kreuzresistenz bestand. Erste klinische Studien hierzu wurden bereits durchgeführt, 

wobei z.B. Oechsle, Honecker et al. bei 33 Patienten ein allerdings nur moderates 

Ansprechen auf Sunitinib zeigen konnten. Da die Monosubstanz demnach eine nicht 

allzu effektive Behandlungsstrategie darstellt, könnte sowohl einer 

Kombinationsbehandlung von Sunitinib mit Cisplatin als auch einer Kombination von 

Sunitinib mit einem anderen zielgerichteten Medikament, beispielsweise einem MEK-

Inhibitor, klinische Bedeutung zukommen. 

Ebenfalls von klinischem Interesse könnte die positive Korrelation der IC50 mit der 

vorhandenen Zellzahl sein. Um zu überprüfen, ob dieser in vitro beobachtete Effekt 

ebenfalls in vivo auftritt, sollten weitere Untersuchungen durchgeführt werden. Des 

Weiteren lassen die Untersuchungen auf proteinchemischer Ebene darauf schließen, 

dass Sunitinib über die Herabregulierung von pERK im Ras-/Raf-Signalweg wirkt, 

ohne dass dabei eine relevante Apoptoseinduktion im klassischen Sinne erfolgt. 
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6 Abkürzungsverzeichnis 
 
BSA     Rinderserumalbumin  
bzw.      beziehungsweise  
°C     Grad Celsius  
ca.      circa  
CDDP     Cis-Diaminodichloroplatin (Cisplatin) 
cm      Zentimeter  
cm²      Quadratzentimeter  
CO2      Kohlendioxid 
d.h.     das heißt 
DMSO     Dimethylsulfoxid 
DNA      Desoxyribonucleic acid 
EC     embryonal carcinoma (Embryonalkarzinom) 
et al.     et altera (und andere) 
evtl.      eventuell 
FACS     Fluorescence Activated Cell Sorting 
g      Gramm 
ggf.      gegebenenfalls 
HCl      Chlorwasserstoff; Salzsäure 
IC      inhibitorische Konzentration 
KZT     Keimzelltumor 
l      Liter  
log-      Logarithmische- oder Exponential-  
M      molar  
m      milli-; -meter  
µ      mikro-  
mAb      monoklonaler Antikörper  
max.     maximal  
MilliQ      Reinstwasser  
min      Minute(n)  
mol      Mol  
NaCl      Natriumchlorid; Kochsalz  
NaOH     Natriumhydroxid; Natronlauge 
NSCGT    Nonseminomatous germ cell tumor 
pAb      polyklonaler Antikörper  
PEB Cisplatin (P), Etoposid (E), Bleomycin (B):           

Standard-Chemotherapieschema   
PBS      Phosphat-gepufferte Salzlösung  
PDGF-R    Platelet derived Growth Factor Receptor 
PGC     primordial germ cell (Urkeimzelle) 
PI      Propidiumiodid  
RNA      Ribonucleic acid 
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rpm      revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute) 
RTK     Rezeptor-Tyrosinkinase 
s      Sekunde(n) 
SDS      Natrium-Dodecylsulfat  
SU      Sunitinib  
TAE      Tris-Acetat-EDTA  
TBS      Tris-gepufferte Salzlösung  
TCA      Trichloressigsäure  
Tem      Temsirolimus  
TEMED    Tetramethylethylendiamin  
Tris      Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan  
u.a.      unter anderem  
VEGF-R    Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 
v/v      volume per volume (Volumen pro Volumen)  
WB      Western Blot  
w/v      weight per volume (Gewicht pro Volumen)  
z.B.      zum Beispiel  
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