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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hodentumoren

Hodentumoren sind bei jungen Mannern im Alter zwischen 20 und 40 Jahren die
haufigste Krebserkrankung. Sie werden in zwei groBe Gruppen unterteilt. 90% dieser
Tumoren gehdren zu den Keimzelltlumoren (KZT), 10% machen die
nichtgerminativen Tumoren aus (Weiland 2010). Letztere werden auch als
Keimstrang-Stromatumoren bezeichnet, die von spezifischem und unspezifischem
Stitzgewebe des Hodens ausgehen. Dazu z&hlen unter anderem die Leydig-Zell-
Tumoren, Sertoli-Zell-Tumoren und Granulosa-Zell-Tumoren. AuBerdem kdnnen
Metastasen von anderen Primartumoren, wie zum Beispiel vom Prostata- oder

Nierenzellkarzinom, sowie Lymphome im Hoden auftreten.
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Abb. 1: Querschnitt durch die Tubuli seminiferi (Samenkaﬁélchen) des Hodens: Dargestellt sind Keimzellen (Spermatogonien,
Spermien) und umliegende Stiitzzellen (Sertoli-,Leydigzellen), die maligne transformieren kénnen und dann die Urspriinge der
germinativen und nichtgerminativen Hodentumoren darstellen (Middel 2008).

Da die nichtgerminativen Tumoren relativ selten sind und eine komplett andere
Atiologie 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, Atiologie und Klinik

KZT sind mit einer Inzidenz von 9,78 Féllen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr die
haufigste maligne Erkrankung junger Manner in Deutschland. Weltweit werden 0,5
bis 9,9 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr (Schmelz et al. 2006)
gemeldet, wobei das gr6Bte 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% alter als

40 und 10% junger 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 erhdht ein vorausgegangener
Hodentumor das Risiko fur kontralaterale Hodentumoren um das 30-fache. Ebenfalls
steigert eine positive Familienanamnese das Risiko flr Brider eines betroffenen
Patienten 11-fach, fir S6hne eines Hodentumorerkrankten besteht ein doppeltes
Erkrankungsrisiko (Johnke 2007). AuBerdem besteht ein 4- bis 8-fach erhdhtes
Erkrankungsrisiko bei einem Maldescensus testis (gestérter Hodenabstieg in den
Hodensack) fur den ipsilateralen Hoden. Patienten mit einem Kryptorchismus
(Lageanomalie des Hodens) erleiden zusatzlich haufiger einen Hodentumor im
kontralateralen Hoden. Weitere Risikofaktoren stellen Infertilitdt, Hodenatrophie und
intersexuelle Fehlbildungen wie zum Beispiel das Klinefelter-Syndrom dar.
Leitsymptome sind meist, zu ca. 70%, eine schmerzlose GréBenzunahme und
tastbare Induration des Hodens. In zwei bis funf Prozent der Falle kommt es
auBerdem zur Gynakomastie durch B-HCG- oder Ostrogenproduktion des Tumors
(Schmelz et al. 2006). In wenigen Féllen sind bereits supraklavikulare Metastasen
tastbar. Die Metastasierung des KZT findet in der Regel zunachst lymphogen in die
ipsilateralen retroperitonealen Lymphknoten statt, spater auch supradiaphragmal

oder hamatogen primar pulmonal.

1.2.2 Keimzellen — Entwicklung und Bedeutung beim Mann

Keimzellen (Gameten) sind haploide Zellen, welche die geschlechtliche
Fortpflanzung ermdéglichen. 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 Korperzellen auch, diploid und zeigen sich beim menschlichen Embryo
bereits in der dritten Woche im primaren Ektoderm, welches auch als Epiblast
bezeichnet wird (Sadler und Langman 2003). Aus diesem entwickeln sich spater 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 primaren Ektoderm wandern die Urkeimzellen nun amdéboid 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 ablauft (Blume-densen et al. 2000). Die Urkeimzellen
sammeln sich in der Nahe des Allantoisabgangs und befinden sich somit nun
extraembryonal im Entoderm und Mesoderm der Dottersackwand.

Legende:

1 Urkeimzellen 2 Allantois

3 Enddarm 4 Ektoderm
5 Vorderdarm 6 Herzanlage

7 sek. Dottersack 8 Entoderm (gelb)
9 Mesoderm (rot) 10 Amnionhdhle

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

Zwischen der flinften und sechsten Woche wandern die Urkeimzellen zuriick in den
Embryo (als Ubersichtsarbeit Schéni-Affolter et al. 2005). Dies wird durch die
kraniokaudale Krimmung und die laterale Abfaltung des Embryos begiinstigt. Sie
bewegen sich entlang der Dottersackwand, durchqueren das dorsale Mesenterium
und wandern in die neben der Urnierenleiste liegende Genitalleiste ein.

Legende:
1 Enddarm 2 Dottergang
3 Allantois 4 Urnierenleiste

5 Genitalleiste 6 Urkeimzellen
7 Herzvorwdlbung

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

Dort angekommen, aber auch schon wahrend 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. Zunachst bilden sich
primdre Keimstrange, indem die primordialen Keimzellen von den in die Tiefe des
Mesenchyms vorgedrungenen Zdlomepithelzellen umschlossen werden. Bis zu
diesem Punkt spricht man von der indifferenten Gonadenanlage, nun erst beginnt die
Sexualdifferenzierung (Sadler und Langman 2003).
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Bei einem genetisch mannlichen Embryo tragen die Urkeimzellen und die
somatischen Zellen einen XY-Chromosomensatz. Der Schllssel zur mannlichen
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 mannlichen
Gonaden (Larsen 2001). Ist kein Y-Chromosom und somit kein TDF vorhanden,
kommt es zur Ausbildung eines weiblichen Phanotyps. Wird jedoch durch die
Bindung des TDF an die DNA die Entwicklung eines mannlichen Phanotyps
eingeleitet, entwickeln sich die primaren Keimstrdnge weiter zu Hoden- oder
Markstrangen. Ab dem vierten Monat sind die Hodenstrange soweit entwickelt, dass
sie sowohl aus Stitz- (Sertoli) und Zwischenzellen (Leydig) bestehen als auch die
Vorlaufer 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.
AuBerdem wird im entstehenden Hoden Testosteron produziert, wortiber die weitere
geschlechtsspezifische Differenzierung der Genitalgange und der duBeren Genitalien
induziert wird. Nun ruhen die Spermatogonien bis zum Erreichen der Pubertat. 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 Entwicklungsmdglichkeiten besitzt. Sie liegen auBerdem
extraembryonal im Dottersackgewebe. Des Weiteren liegen und wandern sie auch
intraembryonal und selbstverstandlich findet man sie auch in den frihen
Gonadenanlagen, wo sie die erste Differenzierung in Richtung Spermien durchlaufen.
Betrachtet man die unterschiedlichen histologischen Typen der vorkommenden KZT,
so lasst sich eine enge Beziehung zwischen Tumorentstehung und Schadigung von
Keimzellen in der Embryogenese vermuten. Denn anhand der histologischen
Untersuchung der vorkommenden KZT werden diese, wie in Abb. 4 dargestellt, in
ahnliche 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.

‘ Testikulare Keimzelltumoren ‘

undifferenziert / \ —
Differenzierung

Extraembryonale Intraembryonale
Differenzierung Differenzierung

Embryonal-CA

L 4 y
Dotter/Chorion-CA Teraton

e -
—

Nichtseminom | ‘ Seminom |

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

Im Wesentlichen unterscheidet man also zwei groBe Gruppen. Die Seminome
machen 50% aller KZT aus, wahrend Nicht-Seminome zu 40% auftreten. Die
restlichen 10% sind gemischte KZT, die sowohl Seminom- als auch eine Nicht-
Seminom-Komponenten besitzen (Mdller 2005).

Neben dem hauptséachlichen Auftreten von KZT in den Hoden, kdénnen diese
ebenfalls zu einem geringen Prozentsatz von etwa finf Prozent auch an anderen
Stellen des Korpers vorkommen. Diese werden als extragonadale KZT bezeichnet.
Da diese Lokalisation wohl auch auf die Migrationsroute der primordialen Keimzellen
in der Embryonalphase zurlickzufihren ist, kénnen sie an verschiedenen Stellen
entlang der Mittellinie des Koérpers auftreten. Haufiger kommen sie im
Retroperitoneum und Mediastinum vor, seltener in der Hypothalamusregion (Wylie
1999). Die Einteilung erfolgt genauso wie bei den testikularen KZT in Seminome und
Nichtseminome. Abzugrenzen von den primar extragonadalen KZT sind mediastinale

Metastasen, die von einem gonadalen Prim&rtumor abstammen.
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1.2.4 Entstehung von Keimzelltumoren

Der Entstehungsmechanismus von testikularen KZT konnte bislang noch nicht
komplett geklart werden. Es wurde jedoch nachgewiesen, dass alle testikularen KZT
aus einer gemeinsamen pramalignen Vorstufe entstehen, dem Carcinoma in situ
(CIS), das auch als ,testikulare intratubuldare Neoplasie“ (TIN) oder ,intratubulare
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 pramaligne
Variante der primordialen Keimzellen darstellen, da man die Expression des
Stammzellfaktors c-Kit, sowie den embryonalen Transkriptionsfaktor OCT-3/4
nachweisen kann (Muller 2005). Diese Faktoren sind in der normalen
Spermatogenese nicht nachweisbar und kénnen 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 Uberreprasentiert 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 flr diese Annahme spricht ist,
dass sich Embryonalkarzinomzellen (EC-Zellen) vornehmlich in der verstarkten
Exprimierung von Genen des Chromosoms 12 von normalen embryonalen
Stammzellen unterscheiden (Maller 2005).

Weitere Versuche haben gezeigt, dass einige EC-Zellen in trophoblastische, andere
in somatische und extraembryonale Zellen differenzieren kdénnen. Durch diese
Fahigkeit entsprechen diese Zellen denen des primaren Ektoderms bzw. denen der
inneren Zellmasse der Blastozyste. Die EC-Zellen haben also die Fahigkeit sowohl in
alle drei Keimblatter als auch in extraembryonale Derivate zu differenzieren und
kdnnen sich somit auch in das Teratom bzw. das Chorion- und Dottersackkarzinom
wandeln (Muller 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 zun&chst 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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Ahnlichkeiten zu in der Embryogenese ablaufenden Vorgangen. Seminome bestehen
morphologisch betrachtet aus Zellen, die den primordialen Keimzellen gleichen, und
werden daher als maligne transformierte Aquivalente der PGC betrachtet.

Primordiale Keimzelle
(totipotent)

Y
Carcinoma in situ (CIS)

undifferenziert Keimzell-
Differenzierung
Embryonal-CA
Seminom
Extraembryonale Intraembryonale
Differenzierung Differenzierung
y
‘ Dottersack-CA ‘ ‘ Chorion-CA ‘ | Teraton
. S
Nichtseminom

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 zellularen
Pluripotenz beteiligt und flr die Fahigkeit der Selbsterneuerung notwendig (Pesce
und Scholer 2001, Niwa et al. 2000). Er wird zu Beginn der Embryogenese stark
exprimiert, bleibt spater 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
Aquivalente zu embryonalen Keimzellen darstellen, exprimieren OCT-3/4. Ebenso
exprimieren EC-Zellen (Aquivalente 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 flr
primordiale Keimzellen, CIS-Zellen und Seminome dar. Dieser wird von Stammzellen
produziert und ist unter anderem fUr deren Differenzierung nétig. Fir das
Embryonalkarzinom typische Marker sind die Transkriptionsfaktoren NANOG und
SOX2 (SRY-box 2), die unter anderem flr die Erhaltung der Pluripotenz bedeutsam
sind (de Jong et al. 2005). Fir die klinische Diagnostik der einzelnen KZT stehen vier

7
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weitere Tumormarker zur Verfigung: Alpha-Fetoprotein (AFP), Beta-Humanes-
Choriongondotropin (B-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 Erhéhung der PLAP kommt es bei Seminomen.
Allerdings ist diese auch bei Rauchern erhéht und kann so falsch positive
Ergebnissen hervorrufen. AuBerdem ist B-HCG (>5ng/ml) bei Seminomen erhdht,
welches ebenfalls bei Chorionkarzinomen meist Uberexprimiert wird. AFP lasst sich
bei Seminomen so gut wie nie verstirkt nachweisen. Dieses ist bei
Embryonalkarzinomen, vor allem beim Dottersack-Karzinom, der Fall (>10ng/ml).
Falsch positive Werte kénnen hier durch Leberzellschdden, Pankreas- oder

Kolonkarzinome entstehen.

1.3 Cisplatin

1.3.1 Standardtherapie mit Cisplatin

Die Zulassung von Cisplatin fiir die Behandlung von KZT im Jahr 1979 hat die
Mortalitatsrate in dieser Tumorerkrankung mit nur noch 0,33 Todesfallen pro 100.000
Einwohnern im Jahr 2001 so stark gesenkt, dass man bei testikularen KZT
mittlerweile von einer potentiell heilbaren Krankheit sprechen kann (Ebbing et al.
2008). Die jeweilige Prognose hangt jedoch stark davon ab, in welchem Stadium die
Krankheit diagnostiziert wird. Hierzu gibt es die in Tabelle 1 gezeigte klinische
Einteilung fir Seminome als auch fir Nichtseminome nach der Klassifikation von

Lugano.

Tab. 1: Klassifikation nach Lugano

Stadium Klinisch
| Kein klinischer oder bildgebender

Metastasennachweis

HA Retroperitoneale Lymphknoten mit einem
Durchmesser kleiner als 2cm

B Retroperitoneale Lymphknoten mit einem
Durchmesser von 2 bis 5 cm

Ic Retroperitoneale Lymphknoten mit einem

Durchmesser gréBer als 5 cm
Supradiaphragmatische

11| Lymphknotenmetastasen und/oder
h&matogene Aussaat

In den Stadien | 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 | kann bei entsprechender
Risikokonstellation auch zunachst die Surveillance-Strategie angewandt werden.
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Alternativ kann eine Carboplatin-Monotherapie durchgefiinrt werden (Ebbing et al.
2008). Bei einer Behandlung von Seminomen im klinischen Stadium Il kann alternativ
zur Radiotherapie eine zytostatische Dreierkombination aus Cisplatin, Etoposid und
Bleomycin (PEB) fiir drei Zyklen verabreicht werden. Die Gesamtiberlebensrate bei
Seminompatienten betragt insgesamt nahezu 100% (Schmelz et al. 2006). Fr
Nichtseminome stellen Cisplatin-basierte Chemotherapien die Standardbehandlung
dar, da diese Tumoren nicht besonders strahlensensibel sind. Im Stadium | werden
zwei Zyklen a 21 Tage PEB empfohlen, wenn aufgrund der Risikokonstellation von
ist.

der Surveillance-Methode abzuraten Da Bleomycin sich negativ auf die

Lungenkapazitadt 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 Il unterscheidet man zwischen markernegativen und -positiven NSGCT.
Liegen zum Zeitpunkt der Diagnose noch keine erhéhten Spiegel von AFP, B-HCG
LDH vor,

Risikokonstellation entweder mittels der Surveillance-Methode oder mit einer

und/oder behandelt man die markernegativen Tumoren je nach
nervenschonenden, retroperitonealen Lymphadenektomie (RLA) mit engem Follow-
up. Bei héherem Risiko, wie beispielsweise bei GefaBeinbriichen des Primartumors,
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 Il 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-Uberleben)
Nichtseminom (inkl. Primé&r
retroperitonealer Tumor) und niedrige
Marker und keine nicht pulmonalen
viszeralen Metastasen

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

2. Intermediare Prognose

d 3. Schlechte Prognose
( >75% 5-Jdahres-Uberleben)

( <50% 5-Jahres-Uberleben)
Nichtseminom primé&r mediastinal oder
testikular/retroperitoneal mit hohen
Markern oder nicht pulmonalen
viszeralen Metastasen

Nichtseminom wie unter 1., aber
intermediare Marker

Seminom wie unter 1. mit nicht
pulmonalen viszeralen Metastasen

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

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

Marker: AFP > 10000 ng/ml oder B-
HCG > 50000 | 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 Flnf-Jahres-
Uberlebensrate von liber 90% erzielt werden kann. In Gruppe 2 werden vier Zyklen
PEB verabreicht. Patienten, die der Gruppe mit schlechter Prognose angehdren,
behandelt man auch mit vier Zyklen PEB oder PEIl. Ein Vorteil der
Hochdosischemotherapie konnte hier nicht nachgewiesen werden.

Insgesamt kdénnen durch Cisplatin 80% aller Patienten mit metastasierten KZT
geheilt werden, womit dieses Malignom die héchste Heilungsrate aller Tumoren im
Erwachsenenalter aufweist (Stockinger 2007). Bei den verbleibenden 20% aller
Patienten kommt es jedoch zur Ausbildung oder dem primdren Vorliegen einer
Cisplatinresistenz. Diese Patienten haben eine sehr schlechte Prognose. Noch ist
nicht restlos geklart, worauf diese Resistenzen beruhen, jedoch erharten sich einige
Hypothesen, auf die spater ndher eingegangen wird. Um die Prognosen dieser
Patienten zu verbessern, ist es noétig, 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 Molekl, das als Prodrug vorliegt und
in physiologischer Kochsalzlésung intravends appliziert wird. Durch diese Uber
100mM hohe Chloridkonzentration bindet es zwei Chlorliganden, die das Molekl bis
zum Durchtritt in den intrazellularen Raum mittels Diffusion bzw. Transport UGber
Membranproteine stabilisieren. Erst durch die intrazellular niedrige Chlorid-
Konzentration kommt es zur Abspaltung der Chlorliganden und Anh&ngen 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.

. DNA
Extrazellular: [CI']T/"\ ! Intrazellular: [CI']J/\L

+ ——» Proteine

sN cl HsN OH \
] N/ o \ / ete.
—_— Pt Pt

_—_—— —_——
v

N
H N/ \CI E HaN/ \CI B H3N/ \OH

H H

2

Abb. 6: Aktivierung von Cisplatin: Fahigkeit zur Adduktbildung durch Elektrophilitat
Zum GroBteil bildet Cisplatin Addukte mit Proteinen, RNA und thiol-bindenden

Molekilen 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 Uber
ein weiteres Basenpaar hinweg (1,3-Intrastrangvernetzung) eines Stranges Uber
Cisplatin vernetzt werden. Zum anderen kommt es zur Vernetzung beider DNA-
Strange Ober benachbarte Basenpaare, den 1,2-Interstrangverbindungen. Beide
Vernetzungsmdglichkeiten sind in Abb. 5 dargestellt. Dabei codieren die Buchstaben
A und G fir die Basen Adenin bzw. Guanin, wie z.B. GG in 1,2-GG-
Intrastrangvernetzung fur die Ausbildung von Platin-Addukten zwischen zwei
Guaninen, welches mit ca. 65% das haufigste Addukt darstellt (Mdller 2005).

1,2-GG-Interstrangvameatzung

1,2-AG-Intrastrangvemetzung

=W _-NHa

-

o Pt:\ 1,3-GG-Inbrastrangvernatzung

NHz

1,2-GG-Intrastrangvernatzung

Abb. 5: mégliche 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
Strukturveranderung der Doppelhelix, woraufhin DNA-Reparaturmechanismen in
Gang gesetzt werden. Um der Zelle Zeit zu geben, diese Reparatur durchzufiihren,
geht sie in den Zellzyklusarrest. MaBgebend 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).

Fir die Reparatur der DNA-Schadigung 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
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Teil erkennt transkriptionsblockierende Schaden der DNA und wird durch die RNA-
Polymerase Il aktiviert (Wang et al. 2003). Einen weiteren wichtigen Faktor in der
DNA-Reparatur stellt der ,Base Excision Repair Komplex“ (BER) dar, welcher kleine
Schaden beseitigt, indem er einzelne Basen herausschneidet. AuBerdem gibt es das
,Mismatch-Reparatursystem® (MMR), welches ebenfalls fehlerhaft kombinierte
Basenpaare bei der Replikation erkennen und reparieren kann. Sind die DNA-
Schaden irreparabel, kommt es zu einer stetig steigenden intrazellularen
Akkumulation von p53. Daraufhin bindet der Transkriptionsfaktor an die DNA und es
kommt zur Herabregulierung der Bcl2-Gene, wodurch Uber 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
hierflir ist die den Keimzellen innewohnende Eigenschaft, auf DNA-Schaden mit
Apoptose zu reagieren. AuBerdem weisen KZT eine niedrige intrazellulare
Konzentration an Gluthation auf, welches Cisplatin binden und somit inaktivieren

kann.

1.3.3 Mechanismen der Cisplatinresistenz

Wie oben erwahnt, kommt es in etwa 20% der Falle zu Cisplatinresistenz, wofir die
Ursachen bislang noch nicht exakt geklart werden konnten.

Im Wesentlichen jedoch lassen sich die Mechanismen, die der Cisplatinresistenz
zugrunde liegen, in zwei groBe Gruppen teilen. Zum einen wird verhindert, dass
Cisplatin seine Zielstruktur, die DNA, in dem MaBe erreicht, dass die Substanz dort
ihre volle Wirkung erreichen kann. Zum anderen werden verschiedene Signalwege
gestort, so dass es nicht oder nur verzdégert zur Induktion der Apoptose kommt. Wo
genau und welche Anderungen vorliegen, konnte noch nicht sicher bewiesen werden.
Man geht jedoch davon aus, dass zur Unterbindung des Erreichens der Zielstruktur
bestimmte Kupfertransporter (CTR) durch Anderungen des Cisplatin In- und Efflux
beteiligt sind. Es konnte nachgewiesen werden, dass bei gesteigerter Expression des
CTR1 (vermuteter Influx-Transporter far Cisplatin) ebenso hdéhere intrazelluléare
Cisplatinkonzentrationen vorlagen. So kénnte umgekehrt eine verminderte
Expression bzw. Inaktivitdt dieser Rezeptoren zu einer Cisplatinresistenz flhren.
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Daneben werden auch die beiden Kupfer-Efflux-Transporter ATP7A und ATP7B mit
Cisplatin-Transportvorgéngen in Verbindung gebracht (Samimi et al. 2004). Weiterhin
ware ein erhdhter Efflux von Cisplatin aus der Zelle tber MDR-Proteine (Multi-drug-
resistance) mdglich oder eine gesteigerte Detoxifikationsfahigkeit durch hdéhere
Expression von Gluthation und Metallothionin. Auch wurde der Einschluss von
Cisplatin in kleine Einschlusskérperchen und die damit verbundene Hinderung an die
DNA zu binden, als Méglichkeit in Betracht gezogen. Jedoch haben sich flr diese
Ansatze bisher keine Uberzeugenden Ergebnisse gefunden. Bewiesen werden
konnte, dass die Zelle sich durch Membranveranderungen, z.B. vermehrte
Einlagerung von Kollagen, vor der passiven Diffusion von Cisplatin schitzen kann
(Holzer et al. 2004).

Ist der Resistenzmechanismus nicht auf eine zu geringe Akkumulation der Substanz
im Zellkern zurickzufthren, muss von Defekten der Reparatursysteme ausgegangen
werden, wobei alle drei Systeme betroffen sein kénnen. Dies kénnte zum einen der
Fall sein, indem das Reparatursystem die fehlerhafte DNA nicht richtig identifiziert,
zum anderen kénnte eine verstarkte Initierung und Durchfihrung der Reparatur
zugrunde liegen. Folglich kommt es zu einer erhdhten Toleranz gegentber
fehlerhafter DNA und die eigentlich einzuleitende Apoptose wird gar nicht oder
deutlich seltener induziert. Hierflr wird vor allem das NER-System verantwortlich
gemacht (Kartalou und Essigmann 2001). Einer anderen Theorie zufolge kénnten
DNA-Glykosylasen, die in den BER bzw. NER-Komplex involviert sind, daflr
verantwortlich sein (Kartalou et al. 2000). AuBerdem wird vermutet, dass Defekte im
Ablauf der Signalkaskade der Apoptose zu einer Resistenz flhren, beispielsweise
durch verstarkte Expression von antiapoptotischen Proteinen wie etwa denen der
Bcl-2 Familie oder eine Stérung der Caspase-9-Funktion (Mueller et al. 2003). Die
bisher lberzeugendsten Ergebnisse bei der Entstehung der Resistenz sind jedoch
auf ein defektes Mismatch-Reparatursystem zurlickzufiihren (Honecker et al. 2009).
In Zellversuchen konnte bei einem defekten MMR-System eine doppelte bis
dreifache Resistenz gegenlber Cisplatin festgestellt werden. Bei einem
unvollstandigen MMR-System konnte sogar eine Resistenzerhéhung um das 100-
fache beobachtet werden (Stojic et al. 2004). Solche Defekte kénnen zu
Mikrosatelliten-DNA-Instabilitdten (MSI) fihren. Untersuchungen bei refraktaren KZT
wiesen in ca. 45% der Félle diese MSI auf, was die Vermutung erhartet, dass sie
eine bedeutende Rolle in der Resistenzentwicklung spielen (Mayer et al. 2002,

13



Einleitung

Honecker et al. 2009). Des Weiteren hat man festgestellt, dass HMG-Proteine (High
Mobility Group) bedeutend fir die Cisplatinsensitivitat sind (Perez 1998, Arioka et al.
1999). Das lasst darauf schlieBen, 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-refraktaren Fallen zwar an, zeigen jedoch kein
Langzeitiberleben. 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
Vertraglichkeit und Effektivitdt von Sunitinib untersucht (Oechsle, Honecker et al.,
Manuskript eingereicht). Dieses Medikament, das auf molekularer Ebene ansetzt und
zu den sogenannten ,Small Molecule Inhibitors” gehért, hemmt bestimmte Rezeptor-
Tyrosinkinasen und stellt somit einen relativ neuen Ansatz dar. Sunitinib wird bei
anderen Tumorerkrankungen schon standardmaBig eingesetzt. Einen &hnlichen
Wirkmechanismus wie Sunitinib besitzen Temsirolimus und Everolimus. Diese
Substanzen finden Anwendung bei anderen Tumoren wie dem Nierenzellkarzinom
und sind in der Testphase fur 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
Antikérpertherapie dar, mit der jedoch lediglich in Einzelfallen eine Remission erreicht
werden konnte. Verabreicht wurde der Antikdrper Trastuzumab als Monotherapie
oder eine Kombination aus Chemo- und Antikdrpertherapie, bei der der Antikdrper
Bevacizumab verwendet wurde (Honecker et al. 2008).

Ein weiterer Versuch, gegen Cisplatin-refraktare 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 &uBerst geringen
Erfolg (als Ubersichtsarbeit siehe Ebbing et al. 2008)

1.4 Sunitinib

1.4.1 Aligemeine 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) Kinaseaktivitat zu hemmen.
AuBerdem stellte man fest, dass dieser erste Vorlaufer von Sunitinib, SU-5416,
zusatzlich den Platelet-Derived Growth Factor Receptor B (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 Hydrophilitat von
SU-5416 dar. Die Substanz wurde den Versuchsmausen deshalb subkutan
verabreicht. Die verbesserte nachfolgende Substanz, SU-6669, ebenfalls ein 2-
Oxindol-Derivat, konnte mit dem mehr oder weniger gleichen Wirkspektrum in einer
wasserldslicheren und auch potenteren Form produziert werden. Diese wurde den
Versuchsmausen oral appliziert. Nach einer noch weiter verbesserten Substanz, dem
SU-10944, entstand letztendlich SU-11248, das Sunitinib. Dieses hat die

Summenformel C.Hx»FN,O. 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 a und B, der VEGF-R 1, 2 und 3, c-Kit, der CSF-1R und auBerdem Flt-3
sowie eine Kinase, die Uber ret-proto-oncogene (RET) kodiert wird (Schmidinger und
Loidl 2007). VEGF-R 1 und 2 spielen eine Schlisselrolle in der Angio- und
Vaskulogenese, ebenso sind PDGF-R, die auf Perizyten sitzen und das vaskulére
Endothel stabilisieren, wichtig fir die Angiogenese (Chow und Eckhardt 2007). C-Kit,
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FIt-3 und RET sind ebenfalls bedeutsam flir 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.
lhre Aufgabe ist es, extrazelluldre Reize, wie Wachstums- und Uberlebensstimuli
aufzunehmen und an den Zellkern weiterzuleiten, um die dortige Genexpression zu
andern. 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
transmembranérer Aufbau. Sie bestehen aus einer extrazellularen Doméane, die den
Bindungsort fur Liganden darstellt, einem transmembrandren Teil und einer
intrazellularen Proteindoméane, welche die Tyrosinkinase enthélt. 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-
Aminosaurerest Ubertragen wird (Ser/Thr-Kinasen).

Die meisten der Tyrosinkinasen ,schwimmen® in der Zellmembran und Uberspannen
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 Substratmolekil an der extrazelluldren Bindungsstelle,
kommt es zur Anderung der Quartarstruktur und zwei Rezeptor-Monomere verbinden
sich zu einem Dimer. Durch diese Konformationsdnderung lagern sich die
intrazellularen Proteindomanen so eng aneinander, dass es zur gegenseitigen
Phosphorylierung kommt (Autophosphorylierung). Die intrazelluldre Kinasedoméne
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 Ubertragung eines
Phosphatrestes auf die Tyrosin-Gruppen der Aktivationschleife kommt es jedoch zur
Konformationsédnderung und die beiden Bindungsstellen werden frei gelegt. Somit ist
die Tyrosinkinase aktiviert und es kommt zur Phosphorylierung weiterer Tyrosinreste
auBerhalb dieser Kinasedomane. Um diese Signale nun weiterleiten zu kdnnen,
werden spezifische Proteinregionen, die sogenannten src-Homology-2-Doméanen
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(SH2-Domanen) oder phosphotyrosinbindenden Regionen (PTB), bendtigt. Diese
erkennen die phosphorylierten Tyrosinabschnitte, binden daran und kénnen die
Aktivierung weiterleiten, indem sie Phosphatgruppen Ubertragen. Diese SH2-
Domaéanen-Proteine kdnnen entweder Adapterproteine (1) darstellen (Grb2-induzierter
Weg) oder selbst katalytische Eigenschaften besitzen (2) (PI3-Kinase). Zur
Verdeutlichung siehe Abb. 7. AuBerdem gibt es assoziierte Tyrosinkinasen, die an
die intrazellularen Domanen 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-Doméane, mit der es an den
phosphorylierten Tyrosinrest bindet, und eine SH3-Domane, mit der es den nachsten
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) Ubertragen, 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 aktiviete RAS/GTP Komplex ebenfalls die
Phophotidylinositol-3-Kinase (PI3K) aktivieren. Die PI3K besitzt jedoch auch selbst
eine SH2-Doméane. Dadurch wird eine zuséatzliche Aktivierung direkt Gber den
phosphorylierten Tyrosinrest der RTK ermdglicht (2). Liegt die PISK im
phosphorylierten Zustand vor, kann sie an die Zellmembran diffundieren, wo sich ihr
Substrat Phosphatidylinositol (PI) befindet. Dieses wird daraufthin 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.
AuBerdem wirkt sie Uber 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 erwahnte PIP2 induziert einen weiteren Signalweg, denn es stellt das
Substrat der Phospholipase Cy (PLCy) dar. Diese besitzt eine SH2-Doméane 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.

B-RAF

MEK 1,2

() v
% fos/{n
@ AKT ¢

Zellproliferationm
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 intrazellularen Domane der
Rezeptoren assoziiert. Durch die Dimerbildung des Rezeptors kommt es zur
gegenseitigen Phosphorylierung der JAK-Kinasen. Sobald diese im aktivierten
Zustand vorliegen, kénnen 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-Domane eines weiteren STAT-
5-Molekils. 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 Réhm
2003, Becker 2005).

Eingeteilt werden die membranstéandigen Tyrosinkinasen in vier Gruppen (Ehrenfels
2000). Gruppe | besitzt zwei cysteinreiche Sequenzen im extrazellularen Teil. Ein
Vertreter dieser Gruppe ist zum Beispiel der ,Epidermal Growth Factor
Receptor (EGF-R). Die RTK der Gruppe Il liegen immer als Dimer vor. Sie besitzen
zwei a- und zwei B-Untereinheiten, welche Uber extrazellulare Disulfidbricken
aneinander gekoppelt sind. Ein typischer Vertreter dieser Gruppe ist der Insulin-
Rezeptor. Gruppe Il und IV haben das Charakteristikum, dass sie
immunglobulindhnliche extrazellulare Doméanen aufweisen und auBerdem ihre
Kinase durch ein sogenanntes ,Kinase-Insert“ zweigeteilt ist. Gruppe Il besitzt flnf
dieser immunglobulindhnlichen Doméanen. Der ,Platelet Derived Growth Factor
Receptor® (PDGF-R) zahlt unter anderem zu dieser Gruppe. Gruppe IV zeichnet sich
dadurch aus, dass ihre Vertreter drei dieser Domanen am extrazellularen Teil ihres
Rezeptors besitzen. Zu dieser Gruppe gehért unter anderem der ,Fibroblast Growth
Factor Receptor” (FGF-R).

I n o ™
L L frion
N e s
B.E:E;M DCramére j

Birskin D}?_m“ --.':'-','“5'!\_..

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

Durch die Aktivierung der RTK werden also komplexe und exakt aufeinander
abgestimmte biochemische Vorgange in Gang gesetzt. Dass Defekte in dieser
Signaltransduktion enorm zur malignen Transformation von Zellen beitragen kénnen,
ist demnach zu erwarten. Die Hemmung dieser Kinasen kénnte 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 Ill. So gehéren PDGF-R, c-
Kit, CSF-R1 sowie Flt-3 zu Gruppe Il mit finf immunglobulindhnlichen Doméanen (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 immunglobulindhnliche extrazellulare

- PDGF-R _ VEGF-R
- c-Kit
- CSF-R1
[
[ i

- FIt3
Abb. 9: RTK des Typ lll (links) und Typ V (rechts), die Angriffspunkte von Sunitinib darstellen (Fedi et al. 2000).

Domanen.

I

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 BlutgefaBen aus
Hamangioblasten und reifen Endothelzellen (Embryogenese). Angiogenese ist die
Bildung von BlutgefaBen aus bereits bestehenden GefaBnetzwerken durch SprieBen
neuer Kapillare. Insofern stimuliert VEGF ebenfalls die Proliferation der endothelialen
Zellen sowie deren Migration und Uberleben. Zudem verstarkt es die vaskuldre
Permeabilitat, weshalb es urspringlich als Permeabilitatsfaktor 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
GefaBen sowie von Fibroblasten und vielen weiteren Zellen mit mesenchymalem
Ursprung an. In den glatten GeféaBmuskelzellen werden die PDGF-R exprimiert,
PDGF dagegen in den vaskularen 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 bendtigt (Chow and Eckhardt 2007). Ebenfalls hat
sich gezeigt, dass die gemeinsame Hemmung von VEGF und PDGF einen
Uberadditiven Effekt besitzt.

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

Ligand bezeichnet wird, aktiviert. Dieser wird hauptsachlich in Knochenmark-
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Stromazellen, Fibroblasten und Endothelzellen gebildet. Seine Wirkung entfaltet er
nach extrazelluldrer Rezeptorbindung in  Keimzellen, Melanozyten und
hamatopoetischen Zellen (Konieczny 2003). Die Stimulierung durch SCF bewirkt in
der Zelle eine starke Proliferation und Antiapoptose. Hier betrug die zur Hemmung
der Kinase bendtigte Sunitinib-Dosis 40 bis 80 mg/kg/d. Getestet wurde dies an
Zelllinien des kleinzelligen Bronchialkarzinoms (Chow and Eckhardt 2007).

Fit-3 (fms-relates tyrosine kinase) wird vor allem in den frihen myeloischen und
lymphatischen Progenitorzellen des Knochenmarks exprimiert und reguliert
Proliferation und Uberleben der hamotopoetischen Vorlauferzellen. Mit zunehmender
Differenzierung der hamatopoetischen Progenitorzellen geht die FIt-3-Expression
verloren. Die zur Inhibierung von FIt-3 bendtigte Sunitinib-Konzentration bei einem
AML-Zelllinien-Modell (akute myeloische Leukamie) 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
fir Mitglieder der ,glial cell line-derived neurotrophic factor“-Familie (GDNF) und an
verschiedenen Wachstumsprozessen beteiligt. Hier zeigte sich in Laborversuchen
bei medulldren Schilddrisenkarzinom-Zelllinien eine 1Cso von 100 nmol/I (Chow and
Eckhardt 2007).

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

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

D, VEGF-E

o Rezeptorfunktionen und N L
Rezeptor | Polypeptidliganden i hat MAktuelle und potenzielle Therapieziele
- Waskulogenase, Angiogenese und , - P
VEGF-R1 | VEGF, VEGF-B, PIGF MomazytenMakrophagan- Mofiliat Waskulans endothalizle ZelanMonozyten
VEGF-R2 VEGF, VEGF-C, VEGF|Vaskuogenase, Angicgenese und endothelizle Vaskuare endotheliale Zelen

Zallbewagichhkeit

Waskulane und lymphatische Entwicklung und

VEGF-R3 VEGF-C,VEGF-D'  |Esohime Waskulane und iy mohatische endothefale Fellen
o Bronchial, Prostats- und Nierenzelkarzinome;
POGF-AA. PDGF-AS, I . . ]
GF- Praliferation, Chamota chromisch ko Lewkamie (CML);
POGF-Ra PDGE.SE POCE.CC roliferation, Chamoiexis GI{:I:ll:st-:rnnwe ische mie ()
L . Perizytan; Bronchial-, Prostals- und
- Exprimiert in Perizyten und veskularen, glatten ~ X . .
PDGF-RE | PDGF-BE, PDGF-DD - Oreg o Miererzallkarzinome; chromisch myelnische
Muskelzellen; Proliferation, Chamoteis Leukamie (CMLY: Clicklasion
Akute myelgische Leukamie (AMLI,
o Kit Stammzeliiaktor (SCF) Gametogenase, Hamalopoese, Enticklung und |Gastrointestinale Strumatumoran (GIST),

Funistion von Mastzellen und Melanagenesa Mastozytom, kleinzelliges Bronchiakarzinam,

Seminom/Dysgarminom, T-Zel-Lymphom

Proliferation und Entwickiung won

hamatopaetischen Stammezallen; sxprimiert in Aluta myeloische Leukamie (AML,

. o o1 . - . .
Fit-3 Flt-Ligand (FL) myslcizchen und lymghatischen Vorzuerzellen, mil?:lyspasm und skute ymphatische Leukamie
dendritischen Zellen und natdrichan Killezellen !
Differenzierung, Prolisieration. Oberdeban und
r 1 afi ; Funistion von Makrophagen. Stimuliert
CEF-1R Colony-stimulating- tumorassaziiers Makrophagen, de die Mamma- und andera Karzinome

factor-1 Angiogenese, den extrazeluldren Durchibruch und

die Malzstasierung fardam.

1.4.4 Klinischer Einsatz von Sunitinib

Sunitinib, das den Handelsnamen Sutent tragt, wird bereits bei einigen
Tumorerkrankungen eingesetzt. So ist es zur Erstbehandlung der fortgeschrittenen
und metastasierten Nierenzellkarzinome zugelassen (Fischer et al. 2008). Sunitinib
fihrte zu einem verbesserten progressionsfreien Uberleben von elf versus fiinf
Monaten im Vergleich zur Immuntherapie mit Interferon (als Ubersichtsarbeit siehe
Manski 2010). Behandelt werden diese Patienten mit Sechs-Wochen-Zyklen (vier
Wochen Therapie, zwei Wochen Pause) und einer taglichen Dosis von 50mg. Das
relativ gute Ansprechen auf diese Substanz wird darauf zuriickgefiihrt, dass bei der
VEGF-R und PDGF-R eine

dass Dbei

Pathogenese von Nierenzell-Karzinomen der

entscheidende Rolle spielen. Es wurde nachgewiesen, dieser

Tumorerkrankung das Von-Hippel-Lindau-Gen (VHL) in bis zu 80% der Félle
inaktiviert ist (Schmelz et al. 2006). Dies ist ein Tumorsuppressorgen und Uber
andere Proteine an der Expression von VEGF-R und PDGF-R beteiligt. Fallt die
Funktion des VHL-Gens aus, kommt es zu einer Uberproduktion und somit
kontinuierlichen Stimulierung dieser Rezeptoren. Werden diese Rezeptoren jedoch
kann

durch Sunitinib gehemmt, in dem entstehenden Tumorgewebe keine

ausreichende Neovaskularisation stattfinden. Dem Tumor wird also die

GefaBversorgung ,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
Ubersichtsarbeit sieche Brandl 2008). Bis zum Einsatz von Sunitinib gab es fiir
imatinibresistente Tumoren, welche unter anderem auf eine Mutation am Exon 14
zurickzufihren sind, keine weitere Behandlungsmdglichkeit. Eine Studie, die den
Effekt von Sunitinib bei diesen refraktdren Tumoren untersuchte, zeigte, dass die
mediane Zeit bis zur Tumorprogression unter Sunitinib mit 6,3 versus 1,5 Monaten
rund viermal langer ist (als Ubersichtsarbeit siehe Roskosky 2007). Hier scheint der
von Sunitinib ausgeibte 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 Uberexpression von c-Kit
kommt, scheint hier die Blockierung dieses unter anderem antiapoptotischen Faktors
und damit die blockierte nachfolgende Signaltransduktion den wesentlichen Effekt
auszumachen. Zusatzlich wurde auch die Inhibierung von PDGF-R a nachgewiesen.

Sunitinib ist standardmaBig fir diese beiden Tumorerkrankungen zugelassen und
kommt in der Therapie zum Tragen. Auch fir andere maligne Erkrankungen wurden
bereits Studien mit Sunitinib durchgefiihrt. 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
ICs0 von 50 bis 100 nM inhibieren. Bei einer in vivo Studie konnte bewiesen werden,
dass Sunitinib die Knochenmetastasierung dosisabhdngig hemmt (40mg/kg/d
ermdglicht 64% Reduktion, 80mg/kg/d 89% Reduktion) (als Ubersichtsarbeit siehe
Schmidinger und Loidl 2007).

Des Weiteren wurde die Wirkung von Sunitinib bei akuter myeloischer Leukamie
(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 FIt-3-R produzieren.
Davon wiederum tritt in 35% dieser Falle ein mutierter Rezeptor mit interner
Tandemduplikation (FIt-3-ITD) auf (als Ubersichtsarbeit siehe Schmidinger and Loidl
2007). Diese Mutation kann den Rezeptor aktivieren und induziert so eine autonome
Zellproliferation. Eine Hemmung des FIt-3-R durch Sunitinib konnte in klinischen
Studien bei 100% der Patienten mit FIt-3-ITD sowie bei 50% der FIt-3 ohne Mutation
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festgestellt werden. Es zeigte sich, dass die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
wie STAT-5, die in Signalkaskaden bezlglich Zellteilung und -differenzierung
involviert sind, durch Sunitinib reduziert wurde. AuBerdem konnte eine Inhibierung
von Extracellular-signal Regulated Kinasen (ERK) beobachtet werden (als
Ubersichtsarbeit siehe Schmidinger and Loidl 2007). Diese mitogen aktivierte Kinase
ist haufig an der onkogenen Transformation von Zellen beteiligt.

AuBerdem wurde Sunitinib zur Therapie fur papillare Schilddriisenkarzinome (PTC)
in Erwagung gezogen. Dies liegt darin begriindet, dass die Bildung einer RET/PTC-
Kinase der bedeutendste Schritt in der Tumorgenese ist (Ehlers 2010). /n vitro
Studien zeigten tatsachlich, dass Sunitinib bei einer 1Cso von 224nM sowohl die
Phosphorylierung der Kinase inhibiert als auch die darauffolgende Aktivierung von
STAT-3 unterdrickt. Somit besitzt es einen starken Wachstums-inhibierenden Effekt
auf Schilddriisenkarzinome (als Ubersichtsarbeit siche Schmidinger und Loidl 2007)
Zuséatzlich wird die Anwendung von Sunitinib beim nichtkleinzelligen
Bronchialkarzinom (NSCLC), bei neuroendokrinen Tumoren, sowie beim Prostata-
und Magenkarzinom untersucht.

Wie bereits erwahnt, 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, beschaftigt sich diese Arbeit.

1.4.5 Pharmakologische Eigenschaften von Sunitinib

Da Sunitinib oral in Form von Hartkapseln appliziert wird, ist die Lipophilitdt bzw.
Hydrophiliat von enormer Bedeutung. Der Logarithmus vom Verhaltnis der Léslichkeit
eines Medikaments in Octanol zu Wasser sollte kleiner als 5 sein
(Partitionskoeffizient), damit das Medikament durch die Zellmembran unter anderem
des Diinndarms absorbiert werden kann. Ist die Substanz zu hydrophil, kann sie nicht
durch die lipophilen Membranen diffundieren, ist sie zu lipophil, ist sie in
physiologischen Lésungen unldslich 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 Ubersichtsarbeit siche 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 zwélf Stunden nach Einnahme erreicht, wobei der Wirkstoff zu 90 bis 95%
an Plasmaproteine gebunden ist. Die Halbwertszeit (HWZ) von Sunitinib betragt 40
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bis 60 Stunden, die seiner Metabolite 80 bis 110 Stunden. Abgebaut wird Sunitinib
Uber Cyp3A4. Die gleichzeitige Gabe eines Cyp3A4-Induktors flhrt dazu, dass
Sunitinib deutlich schneller abgebaut wird. Zugleich erhéht die zuséatzliche Gabe
eines Cyp3A4-Inhibitors seine Konzentration signifikant. Es wird jedoch davon
ausgegangen, dass Sunitinib selbst keinen Einfluss auf Cyp3A4 hat. Sunitinib wird
also weitgehend Uber die Leber abgebaut und Uber Faeces ausgeschieden, die
renale Clearance belauft sich lediglich auf etwa 16%. Eine Dosisanpassung an das
Kérpergewicht scheint nicht erforderlich zu sein. Da in tierexperimentellen Studien
eine Reproduktionstoxizitat sowie fetale Missbildungen nachgewiesen wurden und
auBerdem nicht sicher bekannt ist, ob der Wirkstoff in die Muttermilch Ubergeht, darf
das Medikament in der Schwangerschaft und Stillzeit nicht verabreicht werden.
Haufige Nebenwirkungen sind gastrointestinale Beschwerden, Erschépfung,
Veranderung des Blutbildes und neurotoxische Erscheinungen auf (Pfizer 2007).

1.5 Ziel der Arbeit

Der Bedarf an neuen Behandlungsmethoden fiir Patienten mit Cisplatin-resistenten
KZT ist groB. Da bisher noch nicht genau geklart 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 Zytotoxizitat (ICsp) von Sunitinib bei KZT-Linien zu
bestimmen. Hierflr wurden Zytotoxizitatsassays fur alle Zelllinien angefertigt, die per
Zellzahlung und MTT-Analysen ausgewertet wurden.

Des Weiteren wurde die Wirkung von Sunitinib auf die in vitro Zellproliferation — unter
besonderer Berlcksichtigung der Zelldichte — bestimmt. Dies wurde ebenfalls durch
Zellzdhlungen und MTT-Messungen analysiert. AuBerdem wurde gepruft, 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, fiir 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 ausgewéhlt. Diese
Faktoren wurden mittels des Western Blot Verfahrens auf eine veranderte
Expression analysiert.

Ebenfalls mittels Western Blot wurde die Wirkung von Sunitinib auf aktivierte
Caspase-3 bzw. Spaltprodukte von PARP untersucht und somit verstarkte
Apoptoseinduktion analysiert. Caspase-3 Aktivitat wurde zusatzlich noch mithilfe von
FACS-Messungen Uberprift.

AuBerdem stellte die Untersuchung einer Kombinationstherapie von Sunitinib mit
Cisplatin, dem Standardmedikament der Therapie von KZT, ein weiteres Ziel der
Arbeit dar. Anhand von Zytotoxizitatstests 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.

26



Material und Methoden

2 Material und Methoden
2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Zelllinien und Zellkulturmedien

Tab. 4: Zelllinien
Zelllinie Typ Charakteristika Quelle
NTERA-2 Nicht-Seminom anharente Epithelzellen mit DSMZ
(NT2) (Teratokarzinom) deutlichen Einlagerungen
(Granula), pluripotent
2102EP Nicht-Seminom adharent, nullipotent P. Andrews
(Teratokarzinom + (Sheffield,
Dottersacktumor) England)
NCCIT Nicht-Seminom adhéarente Epithelzellen, ATCC
(Teratokarzinom) pluripotent, p53 mutiert
Tab. 5: Zellkultur- und Einfriermedien
Zellkulturmedium (invitrogen) Zusatze (Gibco BRL) far Zelllinie
DNEM + GlutaMAX-I 10% FKS NTERA-2
1% Penicillin/Streptomycin
DNEM/F-12 (1:1) 10% FKS 2102EP,
1% Penicillin/Streptomycin NCCIT
1% L-Glutamin 200 mM
Einfriermedium Kat.-Nr. Hersteller
Cryo-Safe | KM-11-V ccpro
2.1.2 Zytostatika
Tab. 6: Zytostatika
Zytostatikum Arzneistoff- Molekular- Konz. Lésungs-
gruppe gewicht mittel
Cisplatin Platin-Derivat 300,1 g/mol 3,4 mM NaCl
Sunitinib Rezeptor- 398,5 g/mol 25 mM DMSO
Tyrosinkinase-
Inhibitor
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2.1.3 Antikorper

Tab. 7: Priméare Antikérper

Anti- Klonalitat ~ Wirt Assay Konz. Hersteller  Best.-Nr.
korper
Caspase-3 mAb Kaninchen  FACS 1:1000 BD 550821
Caspase-3  pAb Kaninchen = WB 1:1000 Cell Signaling 9682
ERK 1/2 pAb Kaninchen WB 1:1000 Promega Vi14A
p-ERK 1/2 pAb Kaninchen WB 1:1000 SantaCruz  s023759-R
GAPDH mAb Maus WB 1:5000 abm G041
MEK 1/2 pAb Kaninchen WB 1:1000 Cell Signaling 9122
p-MEK 1/2  pAb Kaninchen WB 1:1000 Cell Signaling 9121
PARP pAb Kaninchen WB 1:1000 Cell Signaling 9542

Tab. 8: Sekundéare Antikorper
Antikorper Assay Konz. Hersteller Best.-Nr.
anti-Maus IgG-HRP WB 1:10000 GE Healthcare NXA931
anti-Kaninchen IgG-HRP WB 1:5000 Cell Signaling 7074
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 Gerite, Verbrauchsmittel und Software

Tab. 9: Verwendete Gerate

Gerat Bezeichnung Hersteller
Blotkammer Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell BIO-RAD
Brutschrank Heraeus
Mikroskope Axiovert 40C, Axiophot 2 Zeiss
Photometer Wallac 1420 Victor Multi Label Reader Perkin-Elmer
Roéntgenfilmentwickler HyperProcessor Amersham
Sicherheitswerkbank Henasafe Heraeus

Spannungsquelle

PowerSupplie, EV 261 Power Pac

Consort / BIO-RAD

Wasserdeionisierungs-

anlage

MilliQ Plus

Millipore

Western-Blot-
Elektrophoresegerat

Mini-PROTEAN 3

BIO-RAD

Zellzahlgerat

Vi-Cell XR

Beckman-Coulter

Neubauer Zahlkammer

Neubauer improved bright line

Marienfeld
Germany

Tab. 10: Verbrauchsmittel

Bezeichnung

Hersteller

Blotting Papier (extra dick)

BIO-RAD

Einwegspritzen

Becton Dickinson

Filterpapier Schleicher & Schill
Pipetten (5ml, 10ml, 25ml) Falcon
Pipettenspitzen Sarstedt
Reaktionsgefale Eppendorf
Petrischalen (80x15 mm) Sarstedt
Sterilsoritzenfilter (0,22uM) Roth
Zellkulturflaschen (25cm?, 75cm?, 175cm?) Sarstedt

Tab. 11: Software
Software Version Hersteller
PDQuest 8.0.1 BIO-RAD
CellQuest 5.2.1 Becton-Dickinson
CalcuSyn 2.0 BIOSOFT

2.2 Methoden bei der Behandlung von Zellkulturen

2.2.1 Zellkultur

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

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

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

resuspendiert wurden. Daraufhin wurde finf Minuten bei 1500rpm zentrifugiert.
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AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen, das Zellpellet in 1ml Medium

resuspendiert und in die Zellflasche tberflhrt.

2.2.2 Passagieren von adharent wachsenden Zellen

Trypsin ist eine Endopeptidase, die selektiv Peptidbindungen nach den Aminosauren
Lysin, Arginin und modifiziertem Cystein spaltet. Gibt man Trypsin zu adhé&renten
Zellen, kommt es bei kurzer Einwirkdauer ohne Zellschadigung zur Spaltung von
extrazellularen Proteinen, so dass die Zellen voneinander und von der

Zellkulturschale geldst werden.

Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C kultiviert. Betraf die Konfluenz der Zellen
etwa 80-90%, was nach ca. 48 Stunden der Fall war, wurden die Zellen entweder auf
eine groBere 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 groBe Zellflasche verwendet wurde) gewaschen und die entsprechende
Menge an Trypsin zugegeben. Fir die kleine Flasche waren dies 500ul, fir die
mittlere 1ml und flr die groBe Flasche 2ml. Nach dreimindtiger Inkubation und
zusatzlichem Schwenken, sowie leichtem ,Schlagen” der Zellflaschen Iéste Trypsin
die Zellen ab. Die Wirkung des Enzyms wurde dann durch die Zugabe von 10ml
Medium gestoppt. Diese Zellsuspension wurde bei 1500rpm flr finf Minuten
zentrifugiert. Das so entstehende Zellpellet wurde entweder im Verhaltnis 1:4
verdinnt und erneut ausgesat oder die vorhandene Zellzahl wurde mittels der
Trypanblau-Methode gezahlt, um sie fir weitere Versuche zu nutzen.

2.2.3 Bestimmung der vorhandenen Zellzahl: Trypanblau-Methode

und Neubauer-Zahlkammer
Die Trypanblau-Farbung ist ein Vitalitdtstest. Der Farbstoff wird lediglich von
abgestorbenen Zellen aufgenommen und farbt diese dunkelblau, wahrend vitale
Zellen farblos bleiben. Da die Substanz bei langerer Einwirkdauer selbst zytotoxisch

wirkt, ist es wichtig, die Zellen sofort nach Behandlung zu z&hlen.

Die gewaschenen Zellen wurden in einer nach der GréBe der Zellpellets
bemessenen Menge an PBS resuspendiert. 10pl dieser Suspension wurden mit 40l
Trypanblau gemischt, also im Verhéltnis 1:5. Davon wiederum wurden 10ul in die
Neubauer-Zahlkammer gegeben. Dies ist eine etwa 30x80mm groBe und etwa 5mm
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dicke Glasplatte mit einer vertieften Mittelflache, auf der quadratische Felder
definierter GréBe eingeatzt sind. Unter dem Mikroskop wurden 4x4 dieser Quadrate
ausgezahlt, davon das arithmetische Mittel berechnet und unter Einrechnung der

vorherigen Verdinnungen die Anzahl der in PBS geldsten Zellen bestimmt.

2.2.4 Bestimmung der IC5¢ mittels Zellzahlung: Neubauer-Zahlkammer

und ViCell-Counter
Der ViCell XR Cell Viability Analyzer ist im Prinzip eine automatisierte Neubauer-
Zahlkammer. 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 ICs; zu bestimmen, wurden 2x10° Zellen in Petrischalen mit einem
Durchmesser von 5,5cm in 4ml Medium ausgesat. Durchgefihrt wurde ein
Dreifachansatz a vier Konzentrationen plus Kontrollansatz fir drei Tage. Somit
wurden 45 Petrischalen im Brutschrank bei 37°C kultiviert. Nach 24 Stunden erfolgte
die Zugabe von Sunitinib in aufsteigenden Konzentrationen: Kontrolle (OuM) / 1,25uM
/ 2,5uM / 5uM / 10uM. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Proben der ersten 15
Petrischalen geerntet. Dazu wurde das Medium der jeweiligen Petrischale
abgenommen und mit 6ml PBS gesplilt. Die Zellen wurden mit 500ul Trypsin geldst,
diese Enzymreaktion wiederum wurde mit 6ml Medium gestoppt. Danach wurde drei
Minuten bei 1500rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 1ml PBS
resuspendiert.

Um nun die Zellen zu zahlen, standen zwei Mdglichkeiten zur Auswahl: Eine
Zellzdhlung mittels der in 2.3 erwahnten Neubauer-Zahlkammer oder eine
Zellzdhlung mittels des ViCell-Counters. Um die Zellen mithilfe der Neubauer-
Zahlkammer zu z&hlen, wurden von dem in PBS gel6ésten Zellpellet 10ul mit
Trypanblau gefarbt und ausgezahlt. Der ViCell-Counter automatisiert dieses
Verfahren. Ein ml der ungefarbten Probe wurde hinein gegeben, dort automatisch
gefarbt und maschinell ausgezahlt. Nach 48 und nach 72 Stunden erfolgten jeweils
Zellzdhlungen von weiteren 15 Petrischalen mit aufsteigender Sunitinib-

Konzentration.
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2.2.5 Bestimmung der IC5 mittels MTT

Der MTT-Test ist ein Zytotoxizitatstest und ermdglicht 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:

Dehydrogenase

NADH + MTT —— > NAD" + Formazan
Da diese Enzyme ausschlieBlich in lebenden Zellen aktiv sind, steht die Menge des
Formazans in Korrelation zur Vitalitat der Zellen. Sinkt die Zahl der vitalen Zellen,
wird dementsprechend weniger MTT umgewandelt, was an einer veranderten

Absorption gemessen werden kann.

FOr den Zytotoxizitdtstest wurden 96-Well Mikrotiterplatten verwendet. Pro Well
wurden mithilfe einer Mehrkanalpipette 6x10° Zellen in 150ul Medium pipettiert.
Ausgesat wurde fir eine 7-stufige Konzentrationsreihe plus Kontrolle. Pro
Konzentrationsstufe wurden 6 Anséatze eingeplant. Nachdem die Zellen pipettiert
worden waren, wurden sie 24 Stunden bei 37°C und einer CO,-Konzentration von
5% gelagert. AnschlieBend wurde eine Konzentrationsreihe von Sunitinib Gber 0,4uM
/ 0,8uM / 1,6uM / 3,2uM / 6,4uM / 12,8uM / 25,6uM angefertigt. 50ul der jeweiligen
Lésung wurden in die einzelnen Wells gegeben, so dass ein Endvolumen von 200ul
in den Wells vorhanden war. Als Kontrolle wurden 50uM Medium plus die
Lésungsmittelkonzentration (DMSQO) der héchsten Konzentrationsstufe gemessen.
Daraufhin wurden die Zellen fiir weitere 48 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend
wurde die MTT-Lésung angesetzt, indem 500mg MTT in 10ml PBS geldst wurden.
Daraufhin wurde filtriert und die L6sung 10-fach verdiinnt, um eine Konzentration von
0,5 mg/ml zu erhalten. Das Medium wurde nun vorsichtig von den Wells abgesaugt
und jeweils 200ul der MTT-L&sung zugegeben. Die Mikrotiterplatten wurden fur etwa
drei Stunden bei 37°C inkubiert. Zwischendurch wurde mehrmals unter dem
Mikroskop geprift, wie weit die Formatkristallbildung fortgeschritten war. Sobald eine
deutliche Kristallbildung des Formazans zu erkennen war, wurde die MTT-Lésung
abgesaugt und die Kristalle in 100ul DMSO gel6ést. AnschlieBend 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 ICs

Um den Einfluss der Zellkonfluenz auf die ICsy zu untersuchen, wurden jeweils
unterschiedliche Zellzahlen der Zelllinie NT2 in Petrischalen kultiviert. In einem
Dreifachansatz Uber drei Tage wurden diese mit verschiedenen Sunitinib
Konzentrationen von 2,5uM / 5 pyM / 10uM / 20uM behandelt und zusatzlich eine
Kontrolle angefertigt. Im ersten Ansatz wurde jeweils eine Zellzahl von 1x10° Zellen
ausgesét, im zweiten 0,5x10° Zellen und im dritten 1x10° Zellen. Verwendet wurden
5,5x5,5cm groBe Petrischalen. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurde jeweils geerntet
und in der Neubauer Zahlkammer bzw. dem ViCell-Counter gezahlt.

Um den Einfluss der Zellkonfluenz zu Uberprifen, wurden zudem weitere MTT-
Versuche durchgefuhrt. So wurden in einem Ansatz 2000 Zellen ausgeséat und in
einem weiteren die doppelte Zellzahl mit 4000 Zellen. Hier wurde eine achtstufige
Konzentrationsreihe mit den Konzentrationen 0,06puM / 0,12uM / 0,24uM / 0,48uM /
0,96uM / 1,92uM / 3,84uM / 7,68uM plus Kontrolle verwendet. Jede Konzentration
wurde sechsfach angesetzt, anschlieBend wurde wie in 2.2.5 vorgegangen.

Der Platz, der den Zellen zur Verfigung stand, wurde mittels der Formel zur
Berechnung einer Kreisflaiche (A=r’xn) berechnet. Der Durchmesser der Wells, in
denen die Zellen ausgesat wurden, betrug 0,7cm, die Flache 0,385cm?. Diese Flache
wurde nun durch die Anzahl der jeweiligen Zellen dividiert, die in den Versuchen
ausgesat worden waren, also 2000, 4000 und 6000. Da die Zellen in verschieden
groBen Wells bzw. Petrischalen in unterschiedlicher Anzahl ausgeséat wurden, stand

je nach Versuchsreihe unterschiedlich viel Platz zur Verfligung.

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 durchgeflhrt.
Verwendet wurden die 1Co—, 1C2s5— und ICsp—Konzentrationen von Sunitinib flr die
jeweiligen Zelllinien. Zusétzlich zu einer Monotherapie mit Sunitinib wurden die Zellen
einer Kombinationsbehandlung mit den 1C1o—, 1C25— und ICso— Werten von Cisplatin
(welche von der Arbeitsgruppe zu einem friiheren Zeitpunkt bestimmt worden waren)
unterzogen. Es wurden 2x10° Zellen pro Petrischale ausgesat, 24 Stunden bei einer
Temperatur von 37°C inkubiert und danach mit den Medikamenten behandelt. Nach
weiteren 48 Stunden Inkubation wurden die Zellen geerntet, wie oben beschrieben
prapariert und im ViCell-Counter gezahlt. Die Ergebnisse der Behandlung der
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Monotherapie wurden mit denen der Kombinationstherapie verglichen und mit dem
Student T-Test auf Signifikanz gepruift.

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 Einfrierbehalter
,Cryo 1 C Freezing Container genutzt. Eine Anzahl von bis zu 3x10° Zellen wurde in
ein Kryoréhrchen gegeben und bei -80°C fiir 24 Stunden eingefroren. Danach

erfolgte die Konservierung auf fliissigem Stickstoff.

2.3 Proteinchemische Methode: Western Blot

Beim Western Blot Verfahren werden Proteine in einem elekirischen Feld
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Tragermembran Ubertragen (geblottet).
AnschlieBend kénnen mit verschiedenen Methoden Proteine identifiziert bzw.
qualitativ und quantitativ bestimmt werden. Dies ist mdglich, da die Proteine beim
Transfer sowohl ihre Immunreaktivitat als auch ihre funktionale Aktivitat behalten und
so fur Antikdrper, Enzymsubstrate und andere Liganden zugénglich sind. Als
Immunblotting bezeichnet man ein Verfahren, bei dem die transferierten Proteine in
weiteren Schritten mit entsprechenden Antikérpern reagieren. Wenn diese priméaren
Antikérper direkt mit Substanzen gekoppelt sind, die Nachweisbarkeit erzeugen —
etwa Enzymen, die Substrat umsetzen kénnen oder lumineszierenden Faktoren —
wird dies als direkter Nachweis bezeichnet. Wird der primare von einem sekundaren
Antikérper gebunden, der mit einem Marker gekoppelt ist, ist dies ein indirekter

Nachweis.

2.3.1 Praparation und Lyse der Zellen

Die Zellen wurden wie in 2.2.1 beschrieben geerntet, trypsiniert und zentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Zellpellet zwei Mal mit 4°C kaltem PBS gewaschen und
erneut zentrifugiert.

Daraufhin wurden die Zellen mit einem RIPA-Puffer lysiert, um die Proteine aus den
Zellen isolieren zu kénnen. Der RIPA-Puffer setzt sich wie folgt zusammen:
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RIPA-Puffer:

- 150mM NacCl

- 50mM Tris-HCI pH 7,6

- 1% MNonidet P-40 (v/v)

- 0,25% Na-Desoxycholat (109%) (w/v)

- 1mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

- imM Natriumorthovanadat (Na3Vv04)

- 10 ml Complete-Proteaseinhibitoren (Aprotinin/Leupeptin)
AnschlieBend wurde das Proteinlysat fir 15 Minuten bei 14000rpm und 4°C
zentrifugiert, um unlésliche Anteile wie gréBere Membranteile oder nukleare
Bestandteile abzutrennen. Das klare Lysat, das nur noch zytosolische und
membranare Zellproteine enthielt, wurde in ein frisches Eppendorfer-GefaB tberfihrt.
Die Zelllysate wurden standig auf Eis gehalten, um Proteine vor Proteinolyse sowie
Proteinkomplexe vor Dissoziation zu schitzen. Lysat, das nicht gleich verwendet
wurde, wurde bei -80°C tiefgefroren. Um phosphorylierte Proteine detektieren zu
kénnen, 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 Proteinanfarbung
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 tragt, lagert es sich in saurer Lésung bei einem pH von etwa 0 bis 1 an
die kationischen, basischen Seitenketten der Aminosduren an. Durch diese
Komplexbildung wird der Farbstoff in seiner blauen, anionischen Form stabilisiert und
farbt somit auch die Proteine blau. Das Absorptionsmaximum verschiebt sich auf
595nm. Die bei 595nm zunehmende Absorption ist also ein MaB flir die
Konzentration der Proteinlésung. Das Maf der Farbreaktion ist vom Protein abhangig,
weshalb eine Kalibrierung notwendig ist, um die Konzentrationsbestimmung eines
bestimmten Proteins zu ermdglichen. Diese wird mit einem Standard-Protein wie
BSA durchgefihrt.

Zunéachst wurde die Lésung zur Herstellung einer Eichgeraden pipettiert. Hierfar
wurde Lésung A, die aus 100ul BSA-Stammlésung und 900ul Lysepuffer bestand,
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mit Lésung B, die sich aus 100ul H>0 uns 900ul Lysepuffer zusammensetzte,
miteinander in verschiedenen Verhaltnissen gemischt. Das Endvolumen stellten
jeweils 100ul dar. Zunachst wurden lediglich 100ul von Lésung A verwendet. In
weiteren Schritten nahm die Menge von Lésung A jeweils um 20ul ab und wurde
durch eine entsprechende Menge an Ldsung B ersetzt. Im nachsten Schritt wurden
30ul von jeder dieser Mischungen mit 30ul 0,1M HCI und 240ul H-O gemischt. Davon
wiederum wurden jeweils 25ul enthommen und 975ul Bradford-Lésung zugegeben.
Danach inkubierten die Substanzen finf Minuten bei Raumtemperatur und wurden
anschlieBend im Photometer gemessen, wodurch die Eichgerade dargestellt wurde.
Ahnlich wurde mit den zu messenden Proben verfahren. Diese wurden ebenfalls mit
30ul 0,1M HCI und 240ml H,O gemischt. AnschlieBend wurden 25ul der jeweiligen
Mischung mit 875ul Bradford-L6sung vermengt und nach finfminttiger Inkubation bei

595nm im Photometer gemessen.

2.3.3 GieBen der Gele

Zunachst wurden die Glasplatten zum GieBen der Gele mit eingelegten
Abstandshaltern aneinandergelegt und mittels der dafiir vorgesehenen Halterungen
fixiert. Nun wurde 15-prozentiges Trenngel (Zusammensetzung siehe unten)
hergestellt und zwischen die Glasplatten gegossen. Danach wurde dieses mit 1ml
Isoprop Uberschichtet, um entstandene Luftblasen zu entfernen. Nachdem das Gel
polymerisiert war, wurde Isoprop entfernt, mit destilliertem H.O abgesplilt und die
Platten abgetrocknet. AnschlieBend wurde das Sammelgel (Zusammensetzung siehe
unten) Uber das Trenngel zwischen die Glasplatten gegossen und der Kamm, der die

Taschen flr das zuzugebende Protein produziert, eingesteckt.

Trenngel 15% (fiir ein Gel): Sammelgel 4% (far ein Gel):

- 2,35ml H,0 - 6,1ml H0

- 5ml Acrylamid (30%) - 1,33ml Acrylamid (30%)

- 2,5ml Tris/HCI (1,5 M, pH 8,8) - 2,5ml Tris/HCI (0,5 M, pH 6.,8)
- 50 pl SDS (20%) - 50 ul SDS (20%)

- 50 pl APS (10%) - 50 pl APS (10%)

- 10 pl Temed - 10 pl Temed

2.3.4 Elektrophoretische Auftrennung der Proteine
Die errechnete Menge der Proben wurde mit der entsprechend errechneten Menge
an Puffer kombiniert. AnschlieBend wurden die Proben denaturiert, indem sie fur finf

Minuten bei 99°C aufgekocht wurden. Danach wurden sie erneut kurz zentrifugiert.
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Nun wurden die Proben in das Gel pipettiert, wobei an erster Stelle 7ul des Rainbow-
Markers aufgetragen wurden. AnschlieBend wurde die Blotkammer mit SDS
aufgeflllt und Spannung angelegt. Zunachst wurde fir 20 Minuten eine Spannung
von 65V, Stromstarke von 900mA und elektrische Leistung von 20W angelegt.
AnschlieBend wurde die Spannung auf 95V erhéht 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 zunachst eine Membran auf die GroBe des Gels
zugeschnitten (5,5x8,2cm) und 15 Sekunden in Methanol getaucht, um diese zu
aktivieren. AnschlieBend wurde die Membran zwei Minuten in destilliertem H>O und
finf Minuten in Transferpuffer geschwenkt. Ebenso wurde das Whatman-Papier in
der Gr6Be des Gels in Transferpuffer eingeweicht. Das Trenngel wurde entfernt und
ebenfalls in den Transferpuffer Gberfihrt. Danach wurde alles in die Transferkassette
Ubertragen. Auf die untere Schicht Whatman-Papier folgten die Membranen, dann
das Gel und darlber eine weitere Schicht Whatman-Papier. Die Kassette wurde nun
in die mit Puffer geflillte Transferkammer gelegt. An diese wurde fir 25 Minuten eine
Spannung von 20V bei einer Starke von 900mA und einer elektrischen Leistung von
65W angelegt. AnschlieBend wurden die Gele in Coomassie-Blau auf den Schuittler
gelegt, die Membranen erneut 15 Sekunden in Methanol getaucht, trocknen gelassen
und zum Blocken fiir mindestens 1,5 Stunden in 5% BSA gelegt. Dadurch sollten die
Stellen der Membran, an die keine Zellproteine gebunden hatten, mit inertem Protein
geflllt werden. Die BSA-Lésung wurde daraufhin dreimal mit TBST-Puffer abgespult.

2.3.5 Antikorper-Inkubation und Proteindetektion

Nun wurden die Membranen in Petrischalen mit einem Durchmesser von 5,5cm
gelegt und 10ml der primaren Antikbrper-Losung zugegeben. Bei 4°C wurden die
Membranen Uber Nacht auf dem Schuttler inkubiert, bevor die Antikdrper-Lésung
wieder entfernt wurde. Dann wurden sie wiederum drei Mal a zehn Minuten mit PBST
gewaschen. Nun wurde der jeweils spezifische sekundare Antikérper, z.B. Anti-
Kaninchen Ig G im Verhéltnis von 1:5000 mit TBST verdinnt und jeweils 10ml in jede
Petrischale zugegeben. Dieser inkubierte eine Stunde bei Raumtemperatur und
wurde danach drei Mal a 10 Minuten mit PBST abgewaschen. Daraufhin folgte die

Zugabe der Detection-Lésung. Diese besteht aus einem Gemisch zweier
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vorgefertigter Losungen, das eine Minute auf die Membran gegeben wurde. Die
Membran wurde nun in einer lichtdichten Réntgen-Kassette in einen Dunkelraum
gebracht, ein Réntgenfilm wurde aufgelegt und dieser je nach Signalstérke zwei bis
30 Sekunden belichtet.

Die Detektion der Proteine beruht auf Chemolumineszenz. Dabei wird durch die an
die sekundaren Antikdrper gebundene Peroxidase (Meerrettich-Peroxidase) die
Oxidation eines Diacylhydrazids katalysiert. Bei dieser Reaktion entstehen Stickstoff
und Licht, das wiederum Schwarzungen auf dem aufgelegten Film ausldst. Die dort
sichtbaren schwarzen Banden entsprechen also den Antikdrperbindestellen.

Die Markerposition der Membran wurde mit Stift auf den Film Ubertragen. Daraufhin
wurden die Membranen zehn Minuten mit PBS gewaschen, ehe die Ladungskontrolle
mit dem Antikérper gegen GAPDH, einem Housekeeping-Protein, durchgefiihrt
wurde. Dieser wurde im Verhaltnis 1:5000 mit PBST verdinnt. Jeweils 10ml dieser
Antikérperlésung wurden auf die jeweilige Membran gegeben. Nach einer
einstiindigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde erneut drei Mal a zehn
Minuten mit PBST gewaschen, ehe der sekundare Anti-GAPDH-AK (Anti-Maus AK)
in einer Verdinnung 1:10000 (jeweils 10ml) zugegeben wurde. Dieser wurde nach
einstindiger Inkubation wiederum mehrmals abgewaschen. Danach wurden 12ml der
Detection-Lésung zugegeben und unter kurzer Belichtung ein weiterer Réntgenfilm

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 erhalt man einerseits anhand des Vorwartsstreulichts (Forward
Scatter) Information Uber das Volumen der Zelle. Das seitwarts gestreute Licht
(Sideward Scatter) gibt andererseits Aufschluss Uber die Granularitat der Zelle.

2.4.1 Zellzyklusanalyse mit Propidiumjodid

Der Zellzyklus lasst sich in finf verschiedene Phasen unterteilen (vgl. Abb. 10). Die
G1-(Gap-)Phase stellt die postmitotische diploide Ruhephase dar, in der es zur
kontinuierlichen Erhéhung 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, schlieBt 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 GO-Phase ein, in der
sie proliferativ inaktiv sind. Ein Wiedereintreten in den Zellzyklus ist dann nur durch

einen spezifischen Reiz méglich.

o

Abb. 10: Schematische Darstellung des Zellzyklus

Mithilfe der Durchflusszytometrie lassen sich auch Fluoreszenzfarben nachweisen.
So besteht etwa die Mdoglichkeit, den DNA-Gehalt einer Zelle anhand des
Fluoreszenzfarbstoffes Propidiumjodid (Pl) zu messen. Diese Substanz interkaliert
mit der DNA, sie lagert sich also zwischen die Basen. Passieren die Zellen nun den
Laserstrahl, wird Pl zur Lichtemission angeregt und emittiert Lichtimpulse bei 650nm,
welche von Photozellen detektiert werden koénnen. Zwischen der Intensitat der
Fluoreszenz und dem DNA-Gehalt besteht ein linearer Zusammenhang. Anhand der
detektierten Signale ist es nun mdglich, die Zellen den unterschiedlichen Phasen des

Zellzyklus zuzuordnen:

- GO/1: n = diploider Chromosomensatz
-S: 1 bis 2n = zwischen di-und tetraploidem Chromosomensatz.
-G2: 2n = tetraploider Chromosomensatz

AuBerdem 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. [hr DNA-Gehalt ist somit bereits
geringer als der der diploiden Zellen (G0/G1-Phase). Um Messfehler auszuschlieen,
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muss die zu messende Zellprobe zu Beginn mit RNAse behandelt werden, da PI
ebenfalls an doppelstrangige RNA bindet.

subG1 G0/1 s G2/M

—

Events £ Zellzahl

Propidiumiodid £ DNA-Gehalt

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 1,25uM / 2,5uM / 5uM / 10uM und 20puM Sunitinib
zugegeben und 48 Stunden inkubiert. Zuséatzlich wurden alle Zelllinien mit ihrer
jeweiligen ICso Uber 48 Stunden behandelt und diese Zellen geerntet. Nach
mehrmaligem Waschen wurden die Zellproben in eiskaltem, 100-prozentigem
Ethanol fixiert und bei -20°C tiefgefroren. Die jeweils zu messenden Proben wurden
resuspendiert und finf Minuten bei 1500rpm und 4°C zentrifugiert. AnschlieBend
wurde der Uberstand abgesaugt, 500ul PBS zugegeben, erneut resuspendiert und
wiederum finf Minuten bei 1500rpm zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand
vorsichtig abgenommen und 200ul der Pl-Lésung zugegeben. Diese setzte sich wie
folgt zusammensetzen:

Pl-Lésung:

- 40ul der Stocklésung Pl (5smg/ml)

- 100pl der RNAse (10mg/ml)
- geléstin 10ml PBS

Die angesetzte PI-L6sung sowie die mit Pl 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 200ul PBS zugegeben
wurde. AnschlieBend wurden die Zellproben von den Eppendorfer GefaBen in die
speziellen FACS-R&hrchen gefullt und diese im Gerat FACSCalibur gemessen.

40



Material und Methoden

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 gefihrt werden. Dazu wurde ein
fluoreszenzmarkierter Antikdrper 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 1,25uM / 2,5uM / 5uM /
10uM und 20uM an Sunitinib behandelten Zellen.

Zunachst wurden die trypsinierten und gewaschenen Zellen in 300pl
zweiprozentigem Paraformaldehyd bei einem pH von 7,4 und 37°C flirr zehn Minuten
fixiert. Dann wurden die Proben eine Minute auf Eis gestellt, um sie abzuklhlen.
AnschlieBend wurde bei 1500rpm fir finf Minuten zentrifugiert und der flissige
Uberstand abgesaugt. Um die Zellmembran fiir die spéatere Antikdrperzugabe
permeabel zu machen, wurden die Zellen in 90-prozentigem Methanol in PBS
resuspendiert und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde erneut fir finf
Minuten bei 1500rpm zentrifugiert und die Permeabilisierungslésung abgesaugt. Die
Zellpellets wurden in 300ul 0,5-prozentigem BSA in PBS gewaschen, erneut
zentrifugiert und die Waschlésung abgesaugt. In 50ul der so hergestellten Lésung
erfolgte nun eine zehnminultige Inkubation der Zellen bei Raumtemperatur. Danach
wurde 1pl des Caspase-3-Antikérpers (IgG-AK) fir eine Stunde zugegeben.
Wéhrend dieser Zeit standen die mit dem Antikérper inkubierten Proben im Dunklen.
AnschlieBend wurden die Zellen erneut gewaschen. Zu jeder Probe wurden 300ul
PBS zugegeben und die Proben fir die Durchflusszytrometrie in die FACS-Rdhrchen

Uberfuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1. Bestimmung der IC5

3.1.1 Bestimmung der IC5, mittels MTT

Die Bestimmung der ICso wurde mittels Zellzahlung und MTT durchgefihrt. Zunachst
erfolgte die Messung anhand der MTT-Methode. Hierzu wurden 96-Well-Platten
verwendet und pro Well 6000 Zellen ausgesat. Diese wurden nach 24 Stunden
Inkubation mit einer aufsteigenden Sunitinib-Konzentrationsreihe von 0,2 bis 25,6uM
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 endgiltigen ICso—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/Fy =
(D/IDy)™ oder log(Fs/Fy) = 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 bestatigt, dass die Beziehung zwischen
Dosis und Effekt den Gesetzen der Massenwirkung folgt. Dieser lineare
Korrelationskoeffizient wurde flr alle Kurven generiert, um die Verwendbarkeit der
Daten zu Uberprifen. Somit ist er als Kontrolle flr die Verldsslichkeit der Messungen

anzusehen.
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Abb. 12: MTT-Messung zur ICs—Bestimmung der Zelllinie NT2; Ergebnis siehe Tab. 12
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M edian-effect plot
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Abb. 13: MTT-Messung zur ICsp—Bestimmung der Zelllinie NT2-R; Ergebnis siehe Tab. 12
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Abb. 14: MTT-Messung zur ICs,—Bestimmung der Zelllinie 2102EP; Ergebnis siehe Tab. 12
2102EP-R:
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Abb. 15: MTT-Messung zur ICsp—Bestimmung der Zelllinie 2102EP-R; Ergebnis siehe Tab. 12
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M edian-effect plot Dose-effect curve
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Abb. 16: MTT-Messung zur ICs,—Bestimmung der Zelllinie NCCIT; Ergebnis siehe Tab. 12
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Abb. 17: MTT-Messung zur ICs,—Bestimmung der Zelllinie NCCIT-R; Ergebnis siehe Tab.12

Zusammenfassend lauteten die ICsp—Konzentrationen aller Zelllinien wie folgt:

Tab.12: IC5;-Werte der verschiedenen KZT-Linien (ermittelt anhand von MTT)

Zelllinie IC5-Konz.
NT2 3,8uM (SD: +/-0,1)
NT2-R 3.5uM (SD: +/- 0.1)
2102EP 3,0uM (SD: +/- 0,1)
2101EP-R | 3,3uM (SD: - 0.4)
NCCIT 3,7uM (SD: +- 0,2)
NCCIT-R 3,4uM (SD: +/- 0,6)

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

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

eine hbhere ICsp—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 verandertes Ansprechen auf
Sunitinib nachgewiesen werden, alle sprachen ahnlich auf das Medikament an.

3.1.2 Bestimmung der IC5¢ durch Zellzahlung mittels ViCell-Counter

Des Weiteren wurde die ICso durch direkte Zellzdhlung mithilfe der Trypanblau-
Methode und des ViCell-Counters bestimmt. Dazu wurden 2x10° Zellen in
Petrischalen mit einem Durchmesser von 5,5cm ausgesat, 24 Stunden inkubiert und
mit einer Sunitinib-Konzentrationsreihe von 0 (Kontrolle) bis 10uM 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 gezahlt. Der Zahlung 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.
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Abb. 18: Darstellung der Proliferation von Sunitinib-behandelten Zellen der Linie NT2 zur Ermittlung der 1Cs
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Abb. 19: Darstellung der Proliferation von Sunitinib-behandelten Zellen der Linie NT2-R zur Ermittlung der ICso
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Abb. 20: Darstellung der Proliferation von Sunitinib-behandelten Zellen der Linie 2102EP zur Ermittlung der ICso
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Abb. 21: Darstellung der Proliferation von Sunitinib-behandelten Zellen der Linie 2102EP-R zur Ermittlung der ICso
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Abb. 22: Darstellung der Proliferation von Sunitinib-behandelten Zellen der Linie NCCIT zur Ermittlung der ICso
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Abb. 23: Darstellung der Proliferation von Sunitinib-behandelten Zellen der Linie NCCIT-R zur Ermittlung der ICso
Zusammenfassend lauteten die |Csp—Konzentrationen flir 48  Stunden
Behandlungsdauer aller gemessenen Zelllinien wie folgt:

Tab.13: IC;—Werte fiir 48h Behandlungsdauer der versch. KZT-Linien
(mittels Zellzdhlung ermittelt)

Zelllinie IC5-Konz.
NT2 7UM (SD: +/- 3,5)
NT2-R 7.5uM (SD: +/- 3,4)
2102EP 5uM (SD: +/- 0,6)
2101EP-R UM (SD: +/- 1,5)
NCCIT S5uM (SD: +-1,2)
NCCIT-R 10uM (SD: +/- 0,3)

Die Werte der ICsq lagen hier zwischen 5 und 10uM und wiesen somit einen héheren
Dosisbereich auf als in der MTT-Messung. In allen drei Zelllinien zeigten die
Cisplatin-resistenten Zellen einen etwas hdheren 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 ICsq benétigt wie in den Cisplatin-sensitiven Zellen.
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3.2 Einfluss der Zellkonfluenz auf die ICsg

Bei den zur ICsp—Bestimmung durchgefiihrten Zellz&hl-Versuchen fiel auf, dass bei
einer unterschiedlich ausgesaten Zellzahl die ICso deutlich variierte. Um naher zu
untersuchen, ob und welchen Zusammenhang es zwischen den beiden GréBen gibt,
wurden verschiedene Zellzahlen der Zelllinie NT2 in gleich groBen Petrischalen bzw.
Wells ausgeséat 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 Zellzahlung, zum anderen durch MTT-
Messungen.

3.2.1 Einfluss der Zellkonfluenz auf die IC5: Bestimmung mittels Zellzahlung
Zunachst wurden drei Ansatze mit jeweils verschiedener Zellzahl durchgeflhrt. In
einem Ansatz wurden 1,5x10° Zellen ausgesat, in einem zweiten 5x10° Zellen und in
einem dritten 10x10° Zellen (also 1x10° Zellen). Verwendet wurden jeweils
Petrischalen mit einem Durchmesser von 5,5cm. Die Zellen wurden jeweils mit den
gleichen Sunitinibkonzentrationen in einer aufsteigenden Konzentrationsreihe von
OpM (Kontrolle) bis 35uM behandelt. Durchgefihrt 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 Zellzahlung mittels der Trypanblau-
Methode und Neubauer-Zahlkammer/ViCell-Counter untersucht. Die Ergebnisse sind
in den nachfolgenden Grafiken (Abb. 24 — 26) dargestellt.

NT2 1,5x10° Zellen

100 y

1 90 %_
80 L ICs0= ~6,5uM
70 -
60 T

o\: , \ —e—24h
= 50 i —m—48h
[})
2 w0 \T\ 72h
s 30
[}]
o 1
g 20 \ \
Q2
2 40 \\\i\'
0 ‘ ‘ ‘ ‘ A : —
K 1,56 3,125 6,25 12,5 25

Konzentration in uM

Abb. 24: Prozentsatz der lebenden Zellen nach Sunitinib Behandlung bei einer ausgesaten Zellzahl von 1,5x10° Zellen
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Abb. 25: Prozentsatz der lebenden Zellen nach Sunitinib Behandlung bei einer ausgesaten Zellzahl von 5x10° Zellen
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Abb. 26: Prozentsatz der lebenden Zellen nach Sunitinib Behandlung bei einer ausgesaten Zellzahl von 1x10° Zellen

Zusammenfassend lauteten die ICsp—Werte bei den drei verschiedenen Zellzahlen

der gleichen Zelllinie wie folgt:

Tab. 14: Ermittelte IC;,—Werte bei unterschiedlich ausgeséter Zellzahl

Zellzahl IC5-Konz.
1,5x10° | 6,5uM(SD: +- 1,5)
5%10° 12uM (SD: +- 1,0)
1x10° 27UM (SD: +/-0,5)
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Es stellte sich dar, dass die ICs,—Konzentrationen bei unterschiedlicher Zellzahl sehr
stark differierten. So variierten diese von 6,5uM bis 27uM bei Veranderung der
Zellzahl um eine Zehnerpotenz. Dies ist mehr als das Vierfache. Es konnte folgender
Zusammenhang zwischen Zellzahl und 1Csy nachgewiesen werden: Je niedriger die
Zellzahl, desto niedriger ist auch die ICso—Konzentration.

Um diese These zu bekraftigen wurde ein weiterer Versuch durchgefihrt, bei dem in
einem Ansatz 1x10° Zellen ausgesét wurden, in einem weiteren Ansatz 1x10° Zellen.
Beide wurden mit einer Sunitinib-Konzentration von 5uM behandelt und nach 24, 48
und 72 Stunden wurde der Anteil der lebenden Zellen anhand des ViCell-Counters
bei beiden Zellzahlen bestimmt. Zur verlasslicheren Messung wurden von allen
Proben Dreifachansatze gemessen. Das genaue Vorgehen ist in Punkt 2.2.6

beschrieben. Die Ergebnisse sind der nachfolgenden Abb. 27 zu entnehmen.

1x10° vs. 1x10° Zellen bei 5 pM
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1%x10° Zellen 100 65,1 (8D:+-37) | 57 4(5D:+-64 | 56,5(8D: +-49)
1x10°Zellen 100 90,7 (SD: +-40) | 89,6 (SD:+-23) | 87,9 (SD: +-7.9)

Abb. 27: Prozentsatz der lebenden Zellen bei einer Sunitinib Behandlung von 5 uM, sowohl bei einer Zellzahl von 1x10° Zellen
(blau) als auch bei einer Zellzahl von 1x10° Zellen (rot), Messzeitpunkte liegen bei 24, 48 und 72h.

Bei diesem Versuch zeigte sich ebenfalls, dass die Zellen des Ansatzes mit 1x10°

Zellen deutlich sensibler auf Sunitinib reagierten als die des Ansatzes mit 1x10°.

Wahrend bei dem Ansatz mit 1x10° Zellen nach einer 48-stiindigen

Behandlungsdauer mit Sunitinib nur noch knapp 60% der Zellen lebendig waren,

lagen bei dem Ansatz von 1x10° noch knapp 90% lebendig vor.
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Um nun zu untersuchen, welcher Zusammenhang zwischen ICsy und der Zellzahl
besteht, wurden die jeweiligen 1Csp—Werte logarithmiert und gegen die zugehérige

Zellzahl angetragen (vgl. Abb. 28).
Tab. 15: Logarithmische Antragung der ermittelten IC;—Werte

log 6.5 - 0,813
log12 = 1,078
log 27 = 1,431
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'1,6

1!4 | /

1,2
1
< 08
s
o 0,6
X
S 041
[Tl
© 02
(<2}
o 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : : : :

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Zellzahl (x10e5)

Abb. 28: Darstellung des Zusammenhangs zwischen 1Cso (Werte liegen hier logarithmiert vor) und der Zellzahl

Hier zeigte sich, dass ein nahezu proportionaler Zusammenhang zwischen Zellzahl
und Konzentration der 1Cs besteht.

Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurde auBerdem der durch Zellz&hlung in
Punkt 3.1.2 bestimmte ICsp—Wert mit der zugehérigen Zellzahl in die Abb. 28

Ubertragen. Dies wird in Abb. 29 veranschaulicht.
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Zusammenhang zwischen ICs, und Zellzahl
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Abb. 29: Einfligen der in Punkt 3.1.2 bemessenen ICs,—Konzentration mit zugehériger 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 ICso: Bestimmung mittels MTT

Um diesen Effekt weiter zu verifizieren, wurden weitere Untersuchungen mittels eines

zweiten Verfahrens, der MTT-Methode, durchgefuhrt. In 96-Well-Platten wurden in

einem Ansatz 2000 Zellen ausgesat sowie in einem weiteren 4000 Zellen. Diese

wurden mit einer Sunitinib-Konzentrationsreihe von 0,2 bis 25,6uM behandelt und

nach 48 Stunden geerntet. AnschlieBend wurde wie in 2.2.5 beschrieben mit der

MTT-Methode die ICs;—Konzentration bestimmt (Grafen nicht abgebildet). Zu diesen

Werten wurde der ICsg—Wert, welcher bei einer Zellzahl von 6000 ausgeséaten Zellen

in Punkt 3.1.1 gemessen wurde, hinzugenommen.

Zusammenfassend lauteten die gemessenen ICs;—Konzentrationen mit ihren

zugehdrigen Zellzahlen wie folgt:

Tab.16: Ermittelte IC;,—Werte bei unterschiedlich ausgeséter Zellzahl (gemessen mittels MTT)
MTT

Zellzahl IC55-Konz.

2000 Zellen | 1,3uM (SD: +-0,2)

4000 Zellen | 2,4pM (SD: +/- 0,01)
6000 Zellen | 3,8uM (SD: +/-0,1)

Auch hier wurde deutlich, dass die ICsp—Werte bei unterschiedlicher Zellzahl deutlich
variierten. Es konnte erneut gezeigt werden, dass bei ansteigender Zellzahl ebenfalls

hdhere Medikamenten-Konzentrationen bendétigt wurden, um die 1Cso zu erreichen.
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Um diesen Effekt deutlicher darzustellen, wurden die jeweiligen 1Cso—

Konzentrationen gegen die entsprechende Zellzahl angetragen (Abb. 30).

MTT: Zusammenhang zwischen IC5, und Zellzahl

4 /I

2000 4000 6000
Zellzahl

Abb. 30: Darstellung des Zusammenhangs zwischen ICs, und der Zellzahl, gemessen anhand der MTT-Methode

Hier konnte wiederum ein proportionaler Zusammenhang zwischen den beiden
GrdéBen aufgezeigt werden.

Da die im MTT und der Zellzahlung ermittelten Werte voneinander abweichen,
jedoch in beiden Messverfahren dargestellt werden konnte, dass ein nahezu
proportionaler Zusammenhang zwischen 1Csy und der ausgesaten Zellzahl besteht,

wurde geprift, wie beide Ergebnisse miteinander Gbereinstimmen.

MTT und Zellzdhlung: Zusammenhang zwischen IC5, und Zellzahl
1,6
1,4 /
I 1,2 ,‘

s 1 g —&— Werte aus MTT
;:" 0,8 B / —&— Werte aus Zellzahlung
(:3 0,6 = -
‘_g’ 0,4

0,2 1

0
0 1 2 3 4
log Zellzahl (x10e5)

Abb. 31: Darstellung des Zusammenhangs zwischen ICsy und der Zellzahl: Werte aus MTT und Zellzahlung
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Es zeigte sich, dass die Steigung der Geraden aus der MTT-Gruppe nahezu mit der
der Gruppe der Zellzahl-Ergebnisse Ubereinstimmte. Auf der gleichen Geraden lagen

die Ergebnisse beider Gruppen jedoch nicht.

3.2.3 Einfluss des pro Zelle zur Verfigung stehenden Platzes auf die ICsg

Um néher auf diesen Effekt einzugehen, wurde nun untersucht, wie sich der Platz,
der durchschnittlich jeder einzelnen Zelle zum Wachsen zur Verfligung steht, auf die
ICso—Konzentration auswirkt. Der Durchmesser eines Wells der 96-Well-Platte betrug
jeweils 0,7cm. Nach Berechnung der Kreisflaiche anhand der Formel A = r’xn ergab
sich eine Flache von 0,385cm?. Dividiert man diese Zahl nun durch 2000, 4000 bzw.
6000 Zellen, erhdlt man den Platz der durchschnittlich jeder einzelnen Zelle zur

Verflgung stand.

Tab. 17: Durchschnittlich jeder Zelle zur Verfiigung stehender Platz

Zellzahl 2000 4000 6000
ICsp (M) 1,3 (SD: +-0,2) | 2,4 (SD: +/-0,01) | 3,8 (SD: +/- 0,1)
Platz (x10*cm?) 1,02 0,963 0,647

Der Zusammenhang zwischen den beiden GréBen wird durch die folgende Abb. 32

ersichtlich.
MTT: Zusammenhang zwischen IC5, und Platz pro Zelle
4
35 /I
3
25
2 4
1,5
1 E/ \I—\.
0,5
0
M Me M3
—— IC50 (in My 1,3 24 38
—a— Platz (x10e-4 cm?2) 1,92 0,963 0,647

Abb. 32: Darstellung des Zusammenhangs zwischen dem Platz pro Zelle und dem zugehérigen 1Cso—Wert
(ICso—Wert anhand von MTT-Methode ermittelt)

Es wurde bewiesen, dass Zellkonfluenz und ICsy einander beeinflussen. Je geringer
der Platz ist, den jede Zelle zur Verfligung hat, also je enger die Zellen aneinander
liegen, desto hdher ist die bendtigte ICsp—Konzentration. Wie in der Abbildung zu

55



Ergebnisse

erkennen ist, zeigte sich ein deutlicher indirekt proportionaler Zusammenhang
zwischen dem pro Zelle zur Verfigung stehenden Platz und den ICs;—Werten.

Um dieses Ergebnis zu Uberprifen, wurde diese Auswertungsmethode ebenfalls mit
den in 3.2.1 ermittelten ICs;—Werten der Zellzahlen von 1,5x10°, 5x10° und 1x10°
ausgesaten Zellen angewandt. Der in den 5,5x5,5cm groBen Petrischalen zur
Verfligung stehende Platz war eine Kreisfliche von 23,75cm® Diese durch die
Anzahl der Zellen dividiert, ergab folgende Flachen:

Tab. 18: Durchschnittlich jeder Zelle zur Verfiigung stehender Platz

Zellzahl 1,5x10° 5%10° 1x10°
ICsp (UM) 6,5 (SD: +-1,5) | 12(SD:+-1,0) | 27 (SD: +-0,5)
Platz (x10™ cm®) 1,58 0,47 0,24

Dieser Zusammenhang wird in der folgenden Abb. 33 grafisch dargestellt.

Zellzéhlung: Zusammenhang zwischen ICs5, und Platz pro Zelle
30
25 A~
20
10 /
- = ™
M Me M3
——IC 50 (in M) 6,5 12 27
—a— Platz (x 10e4 cm2) 1,58 0,47 0,24

Abb. 33: Darstellung des Zusammenhangs zwischen dem Platz pro Zelle und dem zugehdrigen 1Cs—Wert
(ICso—Wert anhand von Zellzahlung ermittelt)

Hier wurde ebenfalls bewiesen, dass der geringer werdende, den Zellen zur

Verfiigung stehende Platz eine hoéhere 1Cso—Konzentration erfordert. Der
Zusammenhang zwischen Platz pro Zelle und der zugehérigen 1Csy zeigte auch hier

eine deutliche indirekte Proportionalitat.

3.3 Kombinationsversuche mit Sunitinib und Cisplatin
Cisplatin (CDDP = Cis-

wurde anhand einer

Die Untersuchung, ob Sunitinib zusammen mit

Diaminodichloroplatin) synergistische Effekte aufweist,
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Kombinationsbehandlung analysiert. Dazu wurden die Zellen jeweils mit den
Konzentrationen der 1C1o, 1C25 und 1Cso von Sunitinib, die an den Cisplatin-sensitiven
Zellen ermittelt worden waren, behandelt. Zusatzlich zu dieser Sunitinib
Monotherapiebehandlung — welche die Vergleichsbasis darstellen sollte — wurden die
Konzentrationen IC+q, IC25 und I1Cs¢ von Sunitinib mit den jeweiligen Konzentrationen
IC10, 1C25 und 1Csp von Cisplatin kombiniert, welche zu einem friiheren 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 flir Cisplatin die 1Cs,—Werte der Cisplatin-
sensitiven Zellen benutzt. Ausgesat wurden 2x10° Zellen, die Behandlung erfolgte
Uber 48 Stunden. Danach wurden die Zellen geernet, im ViCell-Counter die Viabilitat
bestimmt und anhand des Student T-Test die Signifikanz berechnet. Die
Medikamentenkonzentrationen, mit denen behandelt wurde, lauteten wie folgt:

Tab. 19: IC;¢—, IC25—und IC;—Konzentrationen von Sunitinib der Cisplatin-sensitiven Zelllinien

Sunitinib
NT2 2102EP NCCIT
IC4p (M) 1.4 1 1
IC,s (UM) 35 25 2,5

Tab. 20: IC,¢—, IC25— und IC;,—Konzentrationen von Cisplatin der Cisplatin-sensitiven Zelllinien

Cisplatin
NT2 2102EP NCCIT
IC;o (LM) 0,08 0,16 0,34
IC,s (UM) 0,2 0,4 0,85
ICsp (uM) 0,4 0,8 1,7

Die Effektivitat 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
héheren Zytotoxizitét, verglichen mit der Monotherapie mit Sunitinib in der jeweiligen

Konzentrationsstérke (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
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2102EP: Kombination von Sunitinib und Cisplatin

vitale Zellen (%)

Kontrolle
1uM SU
2,5 uM SU
5uM SU

1 uM SU + 0,16 uM CDDP
1uM SU + 0,4 uM CDDP

1 uM SU + 0,8 uM CDDP
2,5uM SU + 0,16 uM CDDP
2,5 uM SU + 0,4 uM CDDP
2,5uM SU + 0,8 uM CDDP
5uM SU + 0,16 uM CDDP
5uM SU + 0,4 uM CDDP
5puM SU + 0,8 uM CDDP

Abb. 36: Effekte der Monotherapie mit Sunitinib (dunkelblaue Balken) im Vergleich zu einer Kombinationsbehandlung von
Sunitinib und Cisplatin (hellblaue Balken) bei der Zelllinie 2102EP
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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
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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

NCCIT-R: Kombination von Sunitinib und Cisplatin
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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 starker inhibiert.
Allerdings war nur bei einer der Cisplatin-resistenten Sublinien, namlich NCCIT-R,

ein eindeutiger Effekt der Kombinationsbehandlung zu verzeichnen.

3.4 Untersuchung von Proteinen des Ras/Raf-Sighalwegs und
der Apoptoseinduktion

Anhand des Western Blot Verfahrens wurde untersucht, ob es zu einer veranderten
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. AuBerdem wurden deren aktivierte, also phosphorylierte Formen
phospho-MEK (pMEK) und phospho-ERK (pERK) untersucht. Gemessen wurden von
allen Zelllinien unbehandelte Kontrollzellen sowie iber 48 Stunden mit der jeweiligen
ICs0—Dosis von Sunitinib behandelte Zellproben. Als Ladungskontrolle wurde GAPDH
verwendet. Die Ergebnisse sind der nachfolgenden Abb. 40 zu entnehmen.

NT2 2102EP  NCCIT NT2-R  2102EP-R NCCIT-R
\ oD O \ o
00 6\_} 00 o)\) 00 %\) 00 %\} 00 %\) 00 6\}
ERK ™ e - o o e D S5 S = e e
pERK TR+ B - s oon L ane QD Swp T el
MEK — ¢ BEm WOR . ees -_ = W . e

oo R
GAPDH W R ——

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 I1Cs—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 Veranderung der unphosphorylierten Form von ERK, also der inaktiven
Form, war bei den Zelllinien NCCIT und 2102EP-R zu sehen.

Hinsichtlich phospho-MEK konnte keinerlei veranderte 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 ausldst. Hierflr wurde die veranderte 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 1Cs,—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 anschlieBend mit Propidiumiodid geféarbt.
Daraufhin wurden die einzelnen Zellsuspensionen im FACS-Gerat 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 1Cso behandelten Zellen.

NT2:

camzoc

Abb. 41: Zellzyklusanalyse der Zelllinie NT2. Links: unbehandelte Kontrollzellen; rechts: die Giber 48h mit einer ICs;—Dosis von
7uM Sunitinib behandelten Zellen.
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2102EP:
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Abb. 42: Zellzyklusanalyse der Zelllinie 2102EP. Links: unbehandelte Kontrollzellen; rechts: die tiber 48h mit einer ICs;—Dosis
von 5uM Sunitinib behandelten Zellen.
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Abb. 43: Zellzyklusanalyse der ZeIIIiIn1i‘é NCCIT. Links: unbehandelte Kontrollzellen; recHts: die Uber 48h mit einer ICs;—Dosis
von 5uM Sunitinib behandelten Zellen.

Der Messung der Cisplatin-sensitiven Zellen folgte die Messung der Cisplatin-

resistenten Zelllinien:
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Abb. 44: Zellzyklusanalyse der ZeIIIinie.NT2—R. Links: unbehandelte Kontrollzellen; rechts: die Uber 48h mit einer ICsp—Dosis von
7,5uM Sunitinib behandelten Zellen.
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Abb. 45: Zellzyklusanalyse der Zelllinie 2102EP-R. Links: unbehandelte Kontrollzellen; rechts: die Gber 48h mit einer ICso-Dosis
von 6uM Sunitinib behandelten Zellen.

Liva
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NCCIT-R:

control
10pM

Abb.46: Zellzyklusanalyse der- ZeIIIinié ‘II\iCCIT—R. Links: unbehandelte Kontrollzellen; re.c.ﬁlts: die Uber 48h mit einer ICs;—Dosis
von 10uM Sunitinib behandelten Zellen.

Es konnten hier keine gravierenden Anderungen des Zellzyklus beobachtet werden.

Weder bei den Cisplatin-sensitiven, noch bei den Cisplatin-resistenten Zellen konnte

eine Arretierung des Zellzyklus nachgewiesen werden. AuBerdem zeigte sich bei

keiner der Zelllinien eine relevante Induktion der Apoptose.

3.5.2 Untersuchung von Caspase-3-Aktivierung

Zusatzlich wurde untersucht, ob eine gesteigerte Apoptoseinduktion mittels eines
fluoreszenzmarkierten Antikbrpers 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 Uber 48
Stunden mit der Sunitinib-Konzentrationsreihe von 1,25uM bis 20uM behandelt und
anschlieBend wie in Punkt 2.4.2 beschrieben mit dem Antikérper versetzt und im
FACS gemessen (keine Abbildung). Es lieB sich jedoch auch mit dieser Methode
keine Aktivierung von Caspase-3, das heiBt keine Apoptoseinduktion unter der
Sunitinib-Behandlung, nachweisen.
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4 Diskussion

4.1. Zielgerichtete Therapieansatze bei testikularen Keimzelltumoren

Testikulare KZT treten vor allem bei jungen Mannern im Alter von 25 bis 35 Jahren
auf und sind in der Regel gut zu therapieren. Bei Gber 80% der Betroffenen kann mit
einer vollstandigen 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 Falle kommt es jedoch zu einem Therapieversagen. Bei diesen
Patienten tritt eine primare oder sekundare Resistenz auf dieses Medikament auf,
der Tumor spricht also schon zu Therapiebeginn nicht auf Cisplatin an oder es
kommt zu einem spateren Tumorrezidiv. Diese Patienten haben in etwa der Halfte
der Félle 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
fihrt. Trotz dieses Therapieerfolgs kénnen 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 geklart werden, dass die
Cisplatinresistenz bei KZT ein multifaktorielles Geschehen darstellt. Dies macht es
schwierig, ein Therapiekonzept zu entwickeln, das auf die Wiederherstellung der
Cisplatinsensitivitat 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
medikamentdsen Therapieansatzen zu suchen. Zudem ist bekannt, dass KZT eine
Vielzahl von Wachstumsfaktor-Rezeptoren exprimieren, die zum gréBten Tell
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.
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4.2 Inhibierung von Wachstumsfaktoren durch Sunitinib in der Tumortherapie
Eine  wesentliche Rolle in der Tumorentstehung spielen  aktivierte
Signaltransduktionswege, die von Wachstumsfaktor-Rezeptoren ausgehen. Haufig
kommt es Zu dauerhaft aktivierten Proliferationssignalen, da
Signaltransduktionswege nicht abgeschaltet bzw. durch fehlerhafte autokrine oder
parakrine Stimulation sténdig aktiviert werden. Sunitinib hemmt etliche dieser
potentiell betroffenen Rezeptor-Tyrosinkinasen wie VEGF-R 1-3, PDGF-R a und B, c-
Kit, RET, FIt-3 sowie CSF-R. Dadurch kommt es zum einen zur intrazellularen
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
auBerdem hinsichtlich der Behandlung vieler weiterer Tumorerkrankungen in der
Testphase.

4.3 Wirkung von Sunitinib auf testikulare Keimzelltumoren

4.3.1 IC50—Konzentration von Sunitinib

Zur Bestimmung der Wirksamkeit von Sunitinib bei KZT-Zellen wurde die 1Csy nach
48-stlindiger Behandlung getestet, sowohl bei Cisplatin-sensitiven als auch bei
Cisplatin-resistenten Tumorlinien. Die durch Zellzahlung ermittelten ICsp—Werte lagen
in einem Bereich zwischen 5 und 10uM, die im MTT gemessenen Werte lagen
zwischen 3,0 und 3,8 uM.

Die Varianz zwischen den ICs;—Werten der MTT-Messungen und der Trypanblau-
Methode mittels Zellzahlung ist wohl auf die geringere Sensitivitat der Trypanblau-
Methode =zurtckzufihren. Dieses Phanomen wurde in der Literatur mehrfach
beschrieben (Altmann 1993, Falkenhain et al. 1998). Wahrend zum Beispiel die
sicher nachgewiesene ICs;—Konzentration von Aceton bei 444mM/l liegt, wurde in
Versuchen mit der Trypanblau-Methode eine ICsy von 708mM/I gemessen (Schérfe
2004).

Diese Ungenauigkeit der Trypanblau-Methode kénnte darauf zurtckzufUhren sein,

dass die toten Zellen noch immer von einer semipermeablen Membran umgeben
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sein mussen, damit das Zytoplasma angefarbt wird. Weiter zerstérte Zellen, bei
denen nur noch einzelne Zellbestandteile vorhanden sind, kénnen bei der Messung
leicht Obersehen werden und somit das Verhaltnis von vitalen zu toten Zellen
zugunsten der vitalen Zellen verzerren. Dieses Phanomen lasst davon ausgehen,
dass die tatsachlichen 1Cs;—Werte eher im Dosisbereich der im MTT gemessenen
Werte bei durchschnittlich 3-4 uM liegen.

Diese Werte Uberschreiten jedoch die aufgrund von Phase I/lI-Studien empfohlene
Dosis von 0,1 bis 0,4uM (Faivre et al. 2006). Sie sind deutlich hdéher als die
Konzentrationen, die zur Inhibierung der einzelnen Tryosinkinasen bendtigt werden.
Diese liegen fur VEGF-R bei 0,004uM, fir PDGF-R a bei 0,069uM, fur PDGF-R B bei
0,039uM (Askadiusz 2009), fur c-Kit zwischen 0,01 und 0,1uM und fir RET ebenfalls
bei 0,1uM (Chow und Eckhardt 2007). Trotzdem zeigen alle der gemessenen
Zelllinien ein gutes Ansprechen auf Sunitinib in etwas héheren Konzentrationen.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Sunitinib selbst bei klarzelligen
Nierenzellkarzinom-Zellen diese pharmakologisch relevanten Konzentrationen von
0,1uM/1, welche die RTK inhibieren, Ubersteigt (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 hauptsachlich durch antiangiogenetische
Mechanismen inhibiert und nicht direkt die Tumorzellen selbst zum Ziel hat. Dies wird
angenommen, da Sunitinib die endotheliale Zellproliferation und Motilitat bereits bei
den Konzentrationen hemmte, bei denen die VEGF-R 2-Signale unterdrlickt wurden.
So zeigte sich bei Xenografts renaler Tumorzellen, dass Sunitinib innerhalb einer
Behandlungsdauer von zwdélf Stunden in der Lage war, das Zellwachstum zu
hemmen und die MikrogefaBdichte herabzusetzen. Allerdings konnten auch bei 72-
stiindiger Behandlung mit den oben erwahnten 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
héhere 1Cso—Konzentrationen als die, die zur Hemmung der einzelnen Rezeptor-
Tyrosinkinasen benétigt wurden. Trotzdem konnte das Tumorwachstum zu einem
sehr hohen Prozentsatz inhibiert werden. So lag bei Nasopharyngealkarzinom-Zellen
die ermittelte 1Cso zwischen 2 und 7,5uM (Gu et al. 2010), bei Neuroblastomzellen
zwischen 0,8 und 2,6uM (Calero et al. 2010) und bei Ewing-Sarkom-Zellen zwischen
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5 und 17uM (Konanz 2008). Bei Thyroidkarzinom-Zellen ergab sich eine 1Csy von
1,8uM, klassische Apoptoseaktivitdt konnte hier ebenfalls nicht nachgewiesen
werden (Fenton et al. 2010).

Was die Hohe der ICso 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
maglichen Sunitinibresistenz deutlich unterscheiden.

Da die ICsq in vitro Uber der Dosis liegt, die aus Phase II/lll Studien bekannt sind,
mussen weitere Aufschlisse Uber Effekte von Sunitinib aus Xenograft-Versuchen
gewonnen werden. Zwischenzeitlich liegen Ergebnisse von Versuchen an Mausen
vor, die sowohl mit Cisplatin-sensitiven als auch mit Cisplatin-resistenten
Nichtseminom-Zellen inokuliert wurden (Castillo-Avila et al. 2009). Nach einer 15-
tagigen Behandlungsdauer der Xenografts testikularer 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. AuBerdem wirkte sich die Sunitinib-Behandlung positiv auf die
Uberlebenszeit aus und erhdhte diese von 13 auf 36 Tage. Castillo-Avila et al. (2009)
fhrten ebenfalls in vitro Versuche zur Proliferationshemmung nach einer 24-
stiindigen Behandlungsdauer mit Sunitinib anhand MTT-Assays durch, wobei die
ICs0 etwa bei 6uM lag. KZT-Linien zeigten also ein durchaus gutes Ansprechen auf
Sunitinib. Betrachtet man die in der hier vorgelegten Arbeit anhand von MTT-Assays
ermittelten 1Cs—Konzentrationen, liegen diese mit 3-4 uM eher im unteren Bereich
dessen, was fur andere Tumorlinien angegeben wurde. Ein Einsatz als Therapie
nach Erstlinientherapie bei Cisplatin-resistenten Tumoren bot sich demnach an. In
jungster Zeit sind klinische Studien zum Einsatz von Sunitinib bei Patienten mit KZT
und Versagen einer Cisplatin-haltigen Therapie durchgefiihrt 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 refraktaren 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 durchgefiihrt, 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 1Cso hangt von der vorhandenen Zellzahl und damit dem
durchschnittlich jeder Zelle zur Verfligung stehenden Platz ab. Dieser
Zusammenhang konnte anhand von mehreren Versuchen in dieser Arbeit belegt
werden. Je mehr Zellen vorhanden sind und je héher demnach die Zelldichte ist,
desto hoéher ist die bendtigte 1Cso—Konzentration. Zwischen diesen beiden GrdéBen
konnte ein proportionaler Zusammenhang aufgezeigt werden. Eine indirekte
Proportionalitat besteht zwischen dem Wert der 1Cso und dem der jeweiligen Zelle zur
Verflgung stehenden Platz. Somit kann angenommen werden, dass fehlende
Verbindungen zu Nachbarzellen Zellen anfalliger fir den Effekt von Sunitinib macht.
Sollte sich eine Ubertragbarkeit dieses Phanomens auf die TumorgréBe und
Tumorzelldichte in vivo zeigen, kénnte dieser Nachweis durchaus auch von
klinischem Interesse sein.
Diese Annahme wird durch Beobachtungen in anderen Versuchen gestitzt. So
zeigte sich in einem Versuch bei Cisplatin-behandelten Lymphomzellen, dass bei
niedriger Zelldichte die Apoptoserate betrachtlich héher war als die bei in hoher
Zelldichte ausgesaten Zellen. Hier wurden Konzentrationen von 1x10° Zellen/ml
sowie 1x10° Zellen/m| Uiber 48 Stunden mit Cisplatin behandelt (Singh und Singh
2007).
Bei einer genaueren Untersuchung dieses Effekts fanden Singh und Singh (2007)
zudem in Versuchen mit Mausen heraus, dass die Apoptoserate bei den
Tumorproben der spaten Stadien niedriger war. Hierzu wurden Tumorproben, die
finf Tage in den Koérpern der Tiere gewachsen waren, mit Proben der gleichen
Tumore nach 17 Tagen verglichen. Jeweils 1x10° Zellen aus beiden Stadien wurden
mit Cisplatin und Doxorubicin behandelt, anschlieBend wurde die Anzahl der
lebenden Zellen ermittelt. Eine mdgliche Erklarung kénnte sein, dass ein groBer Teil
der Tumorzellen in einem spateren Stadium in einen proliferativen Abschnitt des
Zellzyklus  wechselt. Dadurch entsteht eine erhdhte Resistenz gegen
Apoptoseinduktion.
AuBerdem kénnten Kontakte zwischen den Zellen dazu fuhren, dass diese sich
gegenseitig schitzen. So wurde zum Beispiel nachgewiesen, dass die Expression
des Onkogens src in einer Zelle das Uberleben der umliegenden benachbarten
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Zellen gegenuber Zytostatika, in diesem Fall Cisplatin, erhdhen kann (Peterson-Roth
et al. 2009). Ob unter Sunitinib-Behandlung &ahnliche Phanomene 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 gewahrleisten.
Zum anderen impliziert er, dass kleine Tumoren, die sich in einem frihen Stadium
befinden, besser auf Tyrosinkinase-Inhibitoren ansprechen als groBe Tumoren.
Somit kdnnte 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 erhéhter Effekt auf die Apoptoserate, besonders bei den
Zelllinien 2102EP und NCCIT. Hier besaBen die Kombinationswerte fast tiberall eine
statistisch signifikant erhéhte Toxizitat gegeniber 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 Gberlegen.

Auch diese Tatsache kénnte von klinischer Relevanz sein. Durch Einsatz einer
Kombinationsbehandlung kénnten beispielsweise geringere Dosen von Cisplatin
benutzt werden, um die relativ starken Nebenwirkungen dieses Medikaments zu
reduzieren. AuBerdem kbénnte eine Kombinationstherapie einen neuen
Therapieansatz fir Cisplatin-resistente Tumoren darstellen.

Auch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen unterstitzen die Annahme, dass
Cisplatin und Sunitinib als Kombinationsbehandlung eine gute Effektivitat besitzen.
So wurde die Kombination auch an Ehrlich Aszites Karzinomzellen gepruft. Die
Zellen wurden mit der ICsp dieser Tumorzellen mit Cisplatin behandelt (85uM),
kombiniert mit 1 bzw. 2uM Sunitinib. Daraufhin wurden die Zellproben fir 24 Stunden
inkubiert und anhand der Trypanblau-Methode gezahlt. Auch hier zeigte die
Kombinationsbehandlung eine signifikant hdhere Toxizitat als eine Monotherapie mit
Sunitinib bzw. Cisplatin (Suddek 2010).
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Diese Kombinationstherapie wurde bereits auch in vivo bei mit Tumorzellen
inokulierten Mausen Uberprift. Hier wurde in einer Gruppe eine Sunitinib-
Monobehandlung durchgefiihrt. 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, wahrend es unter der Cisplatin-Behandlung zu einer
Wachstumshemmung um 80% kam. Die Kombinationstherapie bewirkte hingegen
eine Inhibierung um 103% - die GréBe des Tumors nahm also um 3% ab (Suddeck
2010).

Die Kombinationsbehandlung mit Sunitinib zeigte zudem den Effekt, dass die
Nephrotoxizitdt von Cisplatin reduziert wurde. Dies wurde zum einen durch ein
abnehmendes Verhaltnis von Nierengewicht zu Kérpergewicht bei Mausen bewiesen,
zum anderen durch verbesserte Nierenfunktionsparameter unter Sunitinib im
Vergleich zu Cisplatin (Suddeck 2010).

Des Weiteren liegen Kombinationsversuche von Sunitinib und Cisplatin an
Xenografts testikularer KZT vor (Castillo-Avila et al. 2009). Mit sowohl Cisplatin-
sensitiven als auch Cisplatin-resistenten Nichtseminomzellen inokulierte Mause
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 Verlangerung der Uberlebenszeit (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-
stindigen Behandlung mit Sunitinib zu einer Herabregulierung von phosphoryliertem
ERK1/2 kommt, allerdings nur bei den Zelllinien NT2, 2102EP und 2102EP-R.

Phosphorylietes MEK1/2 war in den behandelten Zellen im Vergleich zu den
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unbehandelten Kontrollzellen vdéllig unverandert. Dafir war jedoch das
unphosphorylierte MEK1/2, also die inaktive Form, in den behandelten Zellen
herabreguliert. Es konnte unter Sunitinib-Behandlung keine veranderte Aktivierung
von Caspase-3 oder eine veranderte Anzahl von Spaltprodukten von PARP
nachgewiesen werden.

Ahnliche Ergebnisse sind in der Literatur teilweise zu finden. So zeigte sich eine
verminderte Expression von pERK bei der Behandlung von papillaren
Schilddrisenkarzinomzellen unter der Behandlung von Sunitinib, eine pMEK-
Veranderung wurde nicht beschrieben (Fenton et al. 2010).

Ebenfalls konnte wunter Sunitinib bei Leuk&miezellen eine pERK-Inhibierung
festgestellt werden, auch hier wurde keine Veranderung von pMEK beschrieben
(lkezoe et al. 2006). Dort wurde allerdings bereits nach einstindiger
Behandlungsdauer mit Sunitinib die Veranderung in der Proteinexpression analysiert.
In dieser Arbeit betrug die Behandlungsdauer bis zur Untersuchung auf veranderte
PMEK/ERK Expression jedoch 48 Stunden. Dies kdnnte die im Vergleich relativ
schwache Herabregulierung von pERK erklaren.

Dass der Einfluss eines Zytostatikums auf pERK von der Behandlungsdauer abhangt,
wurde in einem Cisplatin-basierten Versuch dargestellt. Dort wurde deutlich, dass die
Apoptoserate und somit die Caspase-3 Aktivitat unter Behandlung mit Cisplatin bis
zu einem Zeitpunkt von 24 Stunden deutlich zunahm. AnschlieBend jedoch nahm die
Apoptoserate wieder ab. Dies ist auf eine plétzlich auftretende Hemmung der
Caspasen-3, -8 und -9 zuriickzufiihren (Schweyer et al. 2004). Im Unterschied zu
den Versuchen mit Sunitinib nahm die MEK/ERK-Phosphorylierung jedoch unter
Cisplatin zu friihen Zeitpunkten zu.

Dass Sunitinib allerdings anders wirkt als Cisplatin, namlich Gber eine Hemmung von
PMEK/pERK, dafur sprechen die im Western Blot gezeigten Effekte und zudem die
Verstarkung 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 Gber eine
Hemmung des Signalwegs und somit der Phophorylierung von ERK, bewirkt. Da
ERK in der Regel von pMEK phosphoryliert wird, kénnte es sinnvoll sein, Sunitinib
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auch bei den eben erwédhnten KZT-Linien mit einem MEK-Inhibitor zu kombinieren
und zu Uberprifen, ob hierunter eine verstarkte Zytotoxizitat resultiert.

Da der Behandlungszeitraum mit 48 Stunden sehr lang war, ist nicht auszuschlieBen,
dass sich zu einem friheren Zeitpunkt vielleicht auch bei den Zelllinien NT2-R,
NCCIT und NCCIT-R Effekte bezlglich pERK gezeigt hatten. Um dies zu
untersuchen, mussten Versuche mit kiirzeren Inkubationszeiten durchgefiihrt werden.
Angaben zur unter Sunitinib verringerten Expression von unphosphoryliertem MEK
sind aus der Literatur bislang nicht bekannt. Mdglicherweise wird durch die
Behandlung mit Sunitinib in zytotoxischen Dosen (ICso) die Synthese von MEK
gehemmt, oder aber es kommt zu einem verstarkten Abbau des Proteins. Dieser
Effekt sollte in weiteren Versuchen naher 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 Schilddriisen-Karzinomzellen
(Fenton et al. 2010) sowie an Neuroblastom-Zellen (Calero et al. 2010). Bezlglich
KZT konnte in dieser Arbeit jedoch nach einer 48-stiindigen Behandlungsdauer kein
GO0/G1-Arrest beobachtet werden.

Des Weiteren konnte anhand der FACS-Analyse keine Caspase-3-Aktivierung und
somit keine verstarkte Induktion einer klassischen Apoptose gezeigt werden. Dies
stimmte mit den Caspase-3- und PARP-Untersuchungen mittels Western Blot
Uberein, die nach 48-stindiger Behandlungsdauer ebenfalls keine erhdhte
Apoptoseinduktion aufzeigten (siehe Punkt 3.4). Dass Sunitinib keine klassische
Apoptose ausldst, ist in der Literatur, beispielsweise bei Thyroid-Karzinomzellen
(Fenton et al. 2010) oder bei Nierenzell-Karzinomzellen (Huang et al. 2010), bereits
friiher berichtet worden. Somit ist anzunehmen, dass die Tumorwachstumshemmung
durch Sunitinib nicht auf direkter Apoptoseinduktion in den Zellen beruht, sondern
mdglicherweise  Uber Nekrose oder aber Auslésen einer ,mitotischen
Katastrophe® induziert wird.

Das Fehlen eines direkten Apoptosenachweises und eine deutlich héhere 1Cs—
Konzentration als sie zur singuldaren Hemmung der Wachstumsrezeptor-
Tyrosinkinasen bendtigt 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 dlrfte allerdings —
vergleichbar zum Nierenzellkarzinom — ein zusatzlicher anti-angiogenetischer Effekt
zu erwarten sein, der den Antitumor-Effekt unterstitzt.

Die Untersuchung auf verstarkte Apoptoseinduktion fand in der vorgelegten Arbeit
allerdings erst zu einem relativ spaten Zeitpunkt statt, namlich 48 Stunden nach
Beginn der Behandlung. Daher ist nicht auszuschlieBen, dass zu einem friiheren
Zeitpunkt eine gewisse Apoptoseinduktion stattfindet. Dass keine verstarkte
Caspase-Aktivitat nachweisbar war, kénnte dann darauf beruhen, dass die Caspasen
zu diesem Zeitpunkt bereits gehemmt wurden. Wie bereits erwahnt, 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 auszuschlieBen, waren weitere Messungen zu einem

friheren Behandlungszeitpunkt durchzufihren.
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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 durchgefihrt.

Untersucht wurde zunachst die zytotoxische Wirkung von Sunitinib auf KZT-Linien.
Dazu wurde mittels Zellzadhlungen und MTT-Messungen die |Cs,—Konzentration
bestimmt. Die Ergebnisse der MTT Messungen lagen zwischen 3 und 3,8uM, die der
Zellzdhlung zwischen 5 und 10uM. Die Inkongruenz der Ergebnisse ist
wahrscheinlich auf die in der Literatur bereits mehrfach beschriebene Ungenauigkeit
der Trypanblau-Methode und damit der Zellzdhlungsmethode zurlickzufiihren. Selbst
wenn man jedoch die ICso—Werte der MTT-Messungen als korrekt annimmt, liegen
diese noch deutlich héher als es zur Hemmung der einzelnen Rezeptor-
Tyrosinkinasen wie beispielsweise VEGF-R notwendig wéare. 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 Héhe der ICsy mit der Zellzahl
korrelierte, wurde dieser Effekt genauer untersucht. Mittels Zellzdhlungen und MTT-
Messungen wurde festgestellt, dass die gleiche Konzentration an Sunitinib bei einer
niedrigen Zelldichte eine hdhere Toxizitdt aufweist als bei dicht gesaten Zellen.
AuBerdem wurde gezeigt, dass die Hohe der 1Csy positiv mit der Anzahl ausgesater
Zellen korreliert. Beide verhalten sich proportional zueinander. Zudem wurde ein
nahezu kompletter indirekt proportionaler Zusammenhang zwischen der 1Cso und
dem durchschnittlich jeder Zelle zur Verfligung stehenden Platz festgestellt.

Des Weiteren wurde die Kombinationstherapie von Sunitinib und Cisplatin, dem
Standardmedikament der Therapie von KZT, untersucht. Dazu wurden die jeweiligen
IC10—, 1C25— und ICsp—Konzentrationen beider Medikamente kombiniert und mit den
Effekten verglichen, die sich unter einer Monotherapie mit Sunitinib ergaben.
Ausgewertet wurden diese Ergebnisse ebenfalls anhand von Zytotoxizitdtsassays
und Zellzdhlungen viabler Zellen nach Behandlung. Hier zeigte sich in der
Kombinationstherapie eine verstarkte Abnahme viabler Zellen, vor allem bei den
Cisplatin-sensitiven Zelllinien. Zu einem geringeren Teil konnte dies auch bei den

75



Zusammenfassung

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-stiindigen Behandlungsdauer der KZT-Linien mittels Western Blot
untersucht, ob sich die Expression von MEK und ERK bzw. pMEK und pERK
verandert. 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 Expressionsstarke.

Mittels der Western Blot Methode wurden auBerdem die beiden Apoptosemarker
Caspase-3 und PARP auf erhéhte Aktivierung bzw. Spaltung untersucht. In den Utber
48 Stunden mit Sunitinib behandelten Zellen konnte jedoch keine Veranderung im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen festgestellt werden. Zusatzlich wurde
die Caspase-3-Aktivitdt auch mittels FACS-Analyse untersucht. Auch hier konnte
kein Unterschied beobachtet werden. AuBerdem erfolgte nach 48-stindiger
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 Therapiemdéglichkeit in Betracht kommt, da sich bei
Konzentrationen zwischen 3uM und 10uM 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 durchgefihrt,
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, kdnnte  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 kénnte die positive Korrelation der 1Cso mit der
vorhandenen Zellzahl sein. Um zu Uberprifen, ob dieser in vitro beobachtete Effekt
ebenfalls in vivo auftritt, sollten weitere Untersuchungen durchgefihrt werden. Des
Weiteren lassen die Untersuchungen auf proteinchemischer Ebene darauf schlieBen,
dass Sunitinib Uber die Herabregulierung von pERK im Ras-/Raf-Signalweg wirkt,
ohne dass dabei eine relevante Apoptoseinduktion im klassischen Sinne erfolgt.
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