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1 Zusammenfassung

Die Behandlung von fortgeschrittenen Nierenzellkarzinomen gestaltet sich schwierig. Die
einzig kurative Therapieoption ist die vollstindige Entfernung des Tumors. Alle anderen
Therapieformen haben lediglich palliativen Charakter. Durch die vom MDRI-Gen
vermittelte ,,Multi drug resistance sind die Tumore der Chemotherapiec nur schwer
zugénglich. Die bisher favorisierte Therapie war die Immunchemotherapie mit
kombinierter Gabe von IFN-a, IL-2 und 5-Fluorouracil. Diese wurde in den letzten Jahren
durch zielgerichtete Therapeutika (Tyrosinkinaseinhibitoren und m-TOR-Inhibitoren)
ersetzt, die jedoch ebenfalls nur palliativ einsetzbar sind, so dass weitere Untersuchungen

zur Verbesserung des Uberlebens der Patienten notwendig werden.

NF-«B ist ein Transkriptionsfaktor, der mittels unterschiedlicher Mechanismen die Zellen
vor apoptotischen Stimuli schiitzt und sich so positiv auf das Uberleben der Zellen
auswirkt. Verschiedene Studien haben die erhohte Sensitivitit gegeniiber Apoptose durch
*Hemmung der NF-kB-Aktivierung in verschiedenen Zelltypen gezeigt. Im Gegensatz
dazu weisen andere Untersuchungen NF-kB jedoch auch die Potenz zur Apoptoseinduktion

nach.

Es werden derzeit verschiedene NF-kB-Inhibitoren untersucht, deren konkrete
Wirkungsweise meist noch nicht klar ist, die jedoch nachweislich die NF-kB-Aktivitit
senken. Ziel unserer Untersuchungen war es, durch negative Beeinflussung der NF-kB-
Aktivitit das Ansprechen auf Zytostatika bei Zellkulturen von priméren

Nierenzellkarzinomen zu verbessern.

Den weitaus grofiten Teil der Arbeit nahm die Hemmung der NF-xB-Aktivitdt mittels
verschiedener Inhibitoren (BAY, CAPE, PDTC) und der nachfolgenden Behandlung mit
Zyostatika (Doxorubicin, 5-Fluorouracil und Gemcitabin) ein. Zusétzlich wurden die
Zytokine TNF-o und IFN-o untersucht.

Dabei fand sich ein deutliches Ansprechen der Zellen auf Doxorubicin, welches zu einer
hohen Apoptoseinduktion in nahezu allen untersuchten Tumorzelllinien fiihrte. Eine
zusitzliche Abnahme der Zellen nach Vorbehandlung mit IFN-o war in einigen Féllen zu

verzeichnen. Das in der klinischen Anwendung lange favorisierte 5-Fluorouracil zeigte

1
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eine wesentlich geringere Wirksamkeit auch nach Vorbehandlung mit entsprechenden NF-
kB-Inhibitoren.

Von den NF-kB-Inhibitoren zeigte BAY die stirkste Wirkung auf fast alle
Tumorzelllinien. Die nachfolgende Zytostatikabehandlung hatte hier meist keinen
zusitzlichen Effekt. Bei den anderen untersuchten potentiellen NF-kB-Inhibitoren scheinen
zusétzlich bisher unbekannte Stoffwechselvorginge eine Rolle zu spielen, da hier neben
einer Apoptoseinduktion bei einigen Zelllinien auch ein Proliferationsreiz nachzuweisen

war.

Ein weiterer Teil der Arbeit bestand darin, den Einfluss von NF-kB-Aktivierung und NF-
kB-Hemmung auf die Immunchemotherapie und eine mégliche Umgehung der ,,Multi drug
Resistance zu untersuchen. Dazu wurden die Zellkulturen der primédren
Nierenzellkarzinome mit einem konstitutiv aktiven Plasmid (p65) bzw. einem dominant
negativen [kB-Plasmid transfiziert und nachfolgend mit Immunchemotherapie behandelt.
Neben 5-Fluorouracil wurden auch Doxorubicin und Caelyx, eine Lioposomenzubereitung
des Doxorubicins, was in klinischen Studien zu einer besseren Vertriglichkeit fiihrt,
untersucht. Die transfizierten Zellen wurden hinsichtlich der Apoptoserate mittels
spezieller Farbetechniken unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt. Hierbei kam kein
Assay zum Einsatz. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede der mit p65 bzw. IxB-
transfizierten Zellen in der Ansprechbarkeit auf Immunchemotherapie. Allerdings zeigte
sich auch hier ein 100%-iges Ansprechen der Zellen auf die Doxorubicinbehandlung. Die
lange genutzte 5-Fluorouracil-Immunchemotherapie fiihrte nur bei einem Drittel der
untersuchten Zelllinien zu einer signifikanten Apoptoseinduktion. Bei den Zelllinien, die
primér auf eine Monotherapie mit einem der untersuchten Zytostatika ansprachen, konnte
durch die Kombinationstherapie eine weitere Verbesserung erreicht werden. Zellen, die
primédr auf Chemotherapie nicht ansprachen, zeigten auch keine Apoptoseinduktion bei

zusétzlicher Zytokingabe.

Eine in-vitro- Behandlung von priméren Nierenkarzinomzelllinien mit Doxorubicin fiihrt
zu einer deutlichen Apoptoseinduktion, wahrscheinlich durch eine direkt toxische
Wirkung. Die relativ schlechtere Ansprechrate der Zellen auf 5-Fluorouracil, welches nach
klinischem Kenntnisstand Doxorubicin iiberlegen ist, lasst sich moglicherweise auf eine zu
kurze Inkubationszeit zuriickfithren, so dass ein effektiver Wirkungseintritt aufgrund der

Wirkprinzipien von 5-Fluorouracil nicht moglich war.
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Eine Beeinflussung der NF-kB-Aktivitit kann bei einigen Zelllinien zu einem deutlich
verbesserten Ansprechen der Zellen fithren, so dass ein Zusammenhang der NF-kB-
Aktivitit bei Behandlung von primédren Nierenzellkarzinomen wahrscheinlich ist. Bei noch
nicht sicher geklarten Wirkmechanismen der NF-kB-Inhibitoren sind weitere

Untersuchungen notwendig.
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Einleitung
Das Nierenzellkarzinom

Epidemiologie

Das Nierenzellkarzinom ist der hdufigste Tumor der Niere, jedoch mit einem Anteil von 2-
3% (Mc Laughlin und Lipworth 2000, Jemal et al. 2005) aller soliden Tumoren eher selten.
Die Inzidenz nimmt weltweit zu; in Deutschland ist pro Jahr mit 11.000 bis 12.000
Neuerkrankungen zu rechnen, das entspricht etwa 7-8 Neuerkrankungen pro 100.000
Einwohner (Bichler und Wechsel 1999, Mirghomizadeh et al. 1999, Schumacher 2000). Im
bundesdeutschen Krebsregister nimmt es bei Ménnern den 10., bei Frauen den 14. Platz ein
(Bichler und Wechsel 1999), im européischen Krebsregister steht es an 9. Stelle (Ferlay et
al. 2008). Ménner sind zwei- bis dreimal haufiger betroffen; das Pradilektionsalter liegt in
der 5.-7. Lebensdekade (Bichler und Wechsel 1999, Schumacher 2000, Mc Laughlin und
Lipworth 2000).

Atiologie

Die Histogenese des Nierenzellkarzinoms war lange umstritten. Die Theorien von Grawitz
(1883), es handle sich um gutartige Geschwiilste dysontogenetischen Ursprungs, und
Sudeck (1893), der von der Entwicklung aus einem Adenom der Harnkanilchen ausging,
konnten erst durch elektronenmikroskopische Untersuchungen von Oberling (Oberling et
al. 1960) bzw. Seljelid und Ericsson (Seljelid und Ericsson 1965) widerlegt werden. Sie
zeigten, dass sowohl das Nierenzellkarzinom als auch die Adenome in der Regel aus dem
proximalen Tubulusepithel hervorgehen. Histochemische und immunhistologische
Untersuchungen von Braunstein und Adelmann (Braunstein und Adelmann 1966),
Tannenbaum (Tannenbaum 1971) sowie Wallace und Nairn (Wallace und Nairn 1972)
bestétigten diese Erkenntnisse.

Gesicherte Risikofaktoren sind Zystennieren, eine chronische Niereninsuffizienz, die von
Hippel-Lindau’sche Krankheit und eine positive Familienanamnese. Auch allgemeine
Risikofaktoren wie Nikotinabusus, Ubergewicht, Analgetikaabusus (Phenacetinnieren),
arterielle Hypertonie, sowie hormonelle Faktoren (z.B. bei Multipara) und die Exposition
zu Kadmium, Blei, Asbest und aromatischen Kohlenwasserstoffen scheinen eine Rolle zu

spielen.
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Zytogenetisch wurden typische chromosomale Aberrationen (Deletion 3p fiir klarzellige
Nierenzellkarzinome, Trisomie 7,8,12,17, Translokation t 3:8 und t 3:11), Aktivierung von
Onkogenen (MYC, FMS, ERBBI) und Hemmung von Tumorsuppressorgenen wie p53
beschrieben (Mirghomizadeh et al. 1999, Mc Laughlin und Lipworth 2000, Godley und
Ataga 2000).

1.1.1 Pathologie

Solide Tumoren der Niere sind zu 95% Nierenzellkarzinome und bis zu 5% Onkozytome,
welche nicht metastasieren und eine gute Prognose haben; selten (<1%) kommen Sarkome
und Lymphome vor. Die morphologische Typisierung unterscheidet klarzellige Karzinome
(80%) von chromophilen (10-15%) und chromophoben (5%) Tumoren. Der chromophobe
Typ geht vom distalen Tubulus aus und hat eine bessere Prognose als der klarzellige und
der chromophile Typ. Die histopathologischen Nierenzellkarzinomtypen sind in Tabelle 1

dargestellt und beschrieben.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die histopathologischen Nierenzellkarzinomtypen nach Thoenes

(Thoenes 1991)

Nierenzellkarzinomtyp

Héufigkeit

Beschreibung

Klarzelliges NZK

75%

Helles transparentes Zytoplasma im HE-Schnitt.
Elektronenmikroskopisch zeigt es als Ursache der
Zytoplasmatransparenz die  Herauslosung von

Glycogen und Fett.

Chromophilzelliges
NZK

11%

Geht im Wesentlichen vom proximalen Tubulus aus,

ebenso wie die klarzelligen Karzinome

Chromophobzelliges
NZK

5%

In erster Linie vom distalen Tubulus bzw. vom
Verbindungsstiick zwischen Metanephros und
Ureterknospe ausgehend; im HE-Schnitt ebenfalls
mit hellen und transparenten Zytoplasmen, die
elektronenmikroskopisch auf der Ansammlung
zahlreicher membrandser Vesikel im Zytoplasma

beruhen.

Onkozytom

5%

Geht ebenso vom Verbindungsstiick zwischen
Metanephros und Ureterknospe aus. Es wird als

nicht maligner Nierenzelltumor angesehen.

Duct-Bellini-Karzinom

1%

Dieser insgesamt seltene Tumor geht von den
Hauptzellen  insbesondere  des  medulldren

Sammelrohres aus.

Die pathologische Beschreibung umfasst neben der Typisierung auch das Grading (Grad I-

IIT; Grad I entspricht einem gut differenzierten, Grad III einem anaplastischen Tumor) und

die Stadienerfassung nach dem TNM-System. Neben dem TNM-System (UICC 1997) ist

die amerikanische Einteilung nach Robson (Robson-Klassifikation von 1969) besonders im

angloamerikanischen Raum gebrduchlich. In Tabelle 2 findet sich die Gegeniiberstellung

der beiden Klassifikationen.
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Tabelle 2: Vergleich der Klassifikationen von Nierenzellkarzinomen (Robson und TNM)
Robson | TNM (2009) Beschreibung
I T1, NO, MO Tumor <2 cm (Robson) bzw. <7 cm (TNM) in seiner grofiten
Ausdehnung, begrenzt auf eine Niere
Keine regiondren Lymphknoten-, keine Fernmetastasen
T2a, NO, MO Tumor > 2 cm (Robson) bzw. > 7 cm und <10 cm (TNM) in
seiner grofften Ausdehnung, begrenzt auf eine Niere
Keine regiondren Lymphknoten-, keine Fernmetastasen
T2b, NO, MO Tumor > 2 cm (Robson) bzw. > 10 cm (TNM) in seiner grofiten
Ausdehnung, begrenzt auf eine Niere
Keine regiondren Lymphknoten-, keine Fernmetastasen
II T3a, NO, MO Tumor infiltriert Nebenniere oder perirenales Gewebe
(Fettkapsel), Gerotafaszie wird nicht {iberschritten,
Ausbreitung in die Nierenvenen moglich
Keine regiondren Lymphknoten-, keine Fernmetastasen
Illa T3b, NO, MO Tumor mit Ausbreitung in die Vena cava unterhalb des
Zwerchfells
Keine regiondren Lymphknoten-, keine Fernmetastasen
T3c, NO, MO Tumor mit Ausbreitung in Vena cava oberhalb des Zwerchfells
Keine regiondren Lymphknoten-, keine Fernmetastasen
T4, NO, MO Tumor infiltriert iiber die Faszie von Gerota hinaus, Infiltration
der Nebennieren (Robson: ohne Beteiligung von
Nachbarorganen)
Keine regiondren Lymphknoten-, keine ~ Fernmetastasen
I1Ib T1-3a, N1-2, Metastase in einem (TNM: N1) oder mehreren (TNM: N2)
MO regiondren Lymphknoten
Keine Fernmetastasen
Illc T3b-4, N1-2, Veneninvasion zusammen mit regioniren
MO Lymphknotenmetastasen (Kombination von Robson IIla und
I1Ib)
IVa T4,N1-2, MO | Organiiberschreitendes Tumorwachstum mit Infiltration in
Nachbarorgane
IVb T1-4, N1-2, Fernmetastasen
M1
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Die Metastasierung erfolgt vor allem in die Lunge (50-60)%, in die Knochen (30-40%), die
Leber (30-40%) und ins Gehirn (5%), selten in Pankreas, Nebenniere und Parotis.

Prognose

Von entscheidender Bedeutung fiir die Prognose von Patienten mit Nierenzellkarzinom ist
die Frage, ob es sich um einen lokal begrenzten oder einen bereits metastasierten Tumor
handelt. Die mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit bei primirer Metastasierung (30-50%
der Fille) (Bichler und Wechsel 1999, Schumacher 2000) betrdgt ein Jahr nach
Diagnosestellung nur etwa 5%. Weitere 30-50% entwickeln im Verlauf eine metastasierte
Erkrankung (Franklin et al. 1996, Hartmann und Bokemeyer 1999). Wichtige
Prognosefaktoren sind neben der Metastasierung auch Tumorgrofe, Tumorausdehnung
und der Differenzierungsgrad. Durch verbesserte diagnostische MaBnahmen wie
Computertomographie und Sonographie verringerte sich in den vergangenen Jahren der
Anteil der fortgeschrittenen bzw. metastasierten Tumoren zugunsten kleinerer und noch
auf die Niere beschrinkter Nierenzellkarzinome. Hierbei stieg der Anteil zufillig
entdeckter Tumore von 4-23% in den 70-er Jahren auf 70-75% zum heutigen Zeitpunkt
(Schlichter et al. 1999, Fischer 1999). Dies hat dazu beigetragen, die 5-Jahres-
Uberlebensrate in den letzten 20 Jahren um 10% auf nunmehr 60% zu steigern (Bono und
Lovisolo 1997).

Die unten stehende Tabelle (Tabelle 3) verdeutlicht die Abhédngigkeit der 5-Jahres-
Uberlebensrate von der Tumorausbreitung (Hermanek und Schrott 1990, Bichler und

Wechsel 1999, Schumacher 2000).

Tabelle 3: 5-Jahres-Uberlebensraten beim Nierenzellkarzinom in Abhingigkeit vom

Tumorstadium
Stadium Uberleben Stadium Uberleben
T1 NO MO 98% T4 NO MO 5-15%
T2 NO MO 80-85% TX N1 MO 20%
T3a NO MO 60-65% TX NX M1 <5%
T3b/c NO MO 40-50%
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AuBerdem ist fiir die Prognose des Patienten auch eine Vielzahl anderer Faktoren wichtig,
wie der Allgemeinzustand des Patienten, die Zeit zwischen Diagnosestellung und dem
Auftreten von Metastasen, die Blutsenkungsgeschwindigkeit und mit Einschrankungen das
Haptoglobin, das C-reaktive Protein sowie andere Akutphase-Proteine. Zusétzlich sind die
Anzahl der Metastasen sowie deren Lokalisation ebenfalls von prognostischer Bedeutung.
Es ist jedoch immer die intratumorale Heterogenitét individueller Nierenzellkarzinome zu
bedenken (Henzler et al. 1992).

Von Motzer wurde ein Prognosescore erarbeitet, der zur Stratifizierung von Studien mit
neuen Substanzen herangezogen wird. Darin gehen der Karnofsky-Index, eine LDH-
Erhohung, das Serum-Calciums, der Hamoglobinwert und die Zeitspanne von der
Diagnosestellung bis zum Beginn einer IFN-a-Therapie ein.

Der prognostische Wert der MDR-1-Expression der Nierenzellkarzinome wird heute noch
kontrovers diskutiert (Oudard et al. 2002, Mignogna et al. 2006). Einige Autoren sehen
neben der Resistenz gegeniiber Zytostatika auch einen Zusammenhang zwischen Stérke

der Expression und Tumoraggressivitit bzw. Differenzierung.

Therapie

Die komplette chirurgische Entfernung des Tumorgewebes stellt die einzige potenziell
kurative Behandlungsmdglichkeit dar. In den Stadien T1 und T2 koénnen so hohe
Heilungsraten erzielt werden. Tumore hoherer T-Kategorien haben ein hohes
Progressionsrisiko, bei Lymphknoten- bzw. Fernmetastasen ist die Prognose infaust.

Alle anderen therapeutischen MafBnahmen wie Chemo-, Immun-, Hormon- und

Strahlentherapie haben bislang nur palliativen Charakter.

Chirurgische Therapie

Die radikale Tumornephrektomie gilt bei nicht metastasiertem Nierenzellkarzinom und
gesunder kontralateraler Niere als Standardtherapie. Die Nierenteilresektion bei lokal
begrenzten Tumoren hat eine der radikalen Chirurgie entsprechende Prognose (Peycelon et
al. 2009) und wird generell fiir TI-Tumore empfohlen. Bei anatomischen oder
funktionellen Einzelnieren besteht eine absolute Indikation zur Teilresektion, bei

eingeschriankter Nierenfunktion eine relative Indikation.
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Bei lokal fortgeschrittenem Tumorleiden, ungiinstiger Lokalisation sowie schlechtem
Allgemeinzustand ist jedoch die radikale Nephrektomie entweder offen chirurgisch oder
aber laparoskopisch vorzuziehen (Luo et al. 2010).

Adjuvante Therapien nach potenziell kurativem Eingriff auB3erhalb klinischer Studien sind
abzulehnen, da sie dem Patienten keinen zusitzlichen Benefit bringen.

Im Falle des metastasierten Karzinoms konnte in zwei randomisierten Studien eine
Verlingerung der Uberlebenszeit nachgewiesen werden, wenn die Patienten sich einer
Nephrektomie unterzogen im Vergleich zu den nicht operierten Patienten (Flanigan et al.
2004). Bei Patienten mit Nierenzellkarzinom und solitirer Metastase erfolgt primir die
Tumornephrektomie und nachfolgend die Resektion der Metastase.

Diskutiert wird die Wertigkeit der Tumornephrektomie bei synchroner Metastasierung.
Das bisherige Behandlungsregime sah hier eine Indikation zur Nephrektomie nur bei einer
durch den Tumor bedingten Symptomatik wie Blutungen oder Schmerzen gegeben. In
einer prospektiv randomisierten Studie von Mickisch (Mickisch et al. 2000) wurde jedoch
bei tumornephrektomierten Patienten unter IFN-a-Immuntherapie gegeniiber alleinig
immuntherapierten Patienten ein Uberlebensvorteil von 17 versus 7 Monaten erreicht.
Nach den neuen Empfehlungen der ,,European Association of Urology* (EAU) sollte die
Entfernung der Metastase zur Verbesserung der Prognose des Patienten angestrebt werden

(Ljungberg et al. 2010).

Zytostatische Chemotherapie

Die bislang untersuchten Substanzen (z.B. Vinblastin, 5-Fluorouracil, Cyclophosphamid,
Cisplatin) sind vermutlich unter anderem auf Grund der ,,Multi drug resistance*, vermittelt
durch das MDR 1-Gen, nicht effektiv und verbesserten die Prognose der Patienten nicht
(Mickisch et al. 1990). Eine Metaanalyse von 83 Phase-2-Studien im Zeitraum von 1983
bis 1993, in denen vorwiegend mit Monosubstanzen behandelt worden war, zeigte ein
Gesamtansprechen von 6%, davon 1,3% mit ,.kompletter Remission“. Lediglich bei 5-
Fluorouracil und Vinblastin sind Ansprechraten von mehr als 10% beschrieben. Deshalb

wurden diese Substanzen lange in der Immunchemotherapie eingesetzt (siche unten).

Unspezifische Immuntherapie

Die schlechte Prognose der metastasierten Nierenzellkarzinome konnte in den vergangenen

30 Jahren auch mittels Immuntherapie nur wenig verbessert werden. Bisher wurde noch
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kein Pradiktor fiir das Ansprechen auf Immuntherapie gefunden werden. Man
unterscheidet Monotherapieansétze von Kombinationstherapien.

Von den bisher untersuchten Zytokinen werden vor allem IFN-o und IL-2 eingesetzt.

Im europdischen Raum wurden Studien {iiberwiegend mit IFN-o- Monotherapien
durchgefiihrt, bei deren Zusammenfassung sich eine Gesamt-Response-Rate von 6-15%
ergab und eine signifikante Verlingerung der Lebenszeit von 3 bis 5 Monaten
nachgewiesen werden konnte (Pyrhénen et al. 1999, Coppin et al. 2005).

In den USA wurde trotz schwerer Nebenwirkungen und widerspriichlicher Ergebnisse die
Hochdosistherapie mit IL-2 favorisiert, wobei ein positiver Effekt auf die

Lebenszeitverldngerung noch nicht bewiesen ist (Rosenberg et al. 1987, Jones et al. 1993).

Die favorisierte Kombinationstherapie bestand in Deutschland seit 1994 aus subcutan
appliziertem IL-2 gefolgt von IFN-a und der intravendsen Gabe von 5-Fluorouracil.
Insgesamt ist festzustellen, dass die vielféltig verdffentlichten Ergebnisse weit auseinander
gehen. Atzpodien (Atzpodien et al. 1996) erzielten Ansprechraten von 39%.
Demgegeniiber stehen die Ergebnisse von Joffe (Joffe et al. 1996), die neben geringeren
Ansprechraten von nur 17% partiellen Remissionen auch gravierende Nebenwirkungen
angaben. Eine Ubersicht iiber einige andere Studien mit unterschiedlichen eingesetzten
Substanzen und deren Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt. Zusammengefasst ergaben
sich dennoch Gesamtansprechraten von iiber 20%, wobei die Patientenselektion eine
mafigebliche Rolle zu spielen scheint. Atzpodien erarbeitete einen Risikoscore, welcher
verschiedene klinische Parameter umfasst und Aussagen iiber das individuelle Risiko
beziiglich des Tumorprogresses machen soll. Er teilte die Patienten somit drei
prognostischen Gruppen zu. In der giinstigsten Gruppe wurde ein medianes
Gesamtiiberleben von 32 Monaten erreicht (5-Jahre-Uberlebensrate 27%), in der mittleren
Gruppe 18 Monate mit einer S5-Jahres-Uberlebensrate von 11% und in der

Hochrisikogruppe 8 Monate (5-Jahres-Uberlebensrate 5%) (Atzpodien et al. 2003).
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Tabelle 4: Immun(chemo)therapie (modifiziert nach (Chan und Marshall 1998))

Referenz n= | Zytokine CR/PR
Gebrosky 1997 21 | 5-FU & IFN-a-2b 4/5 (43%)
Buzi 1997 21 | IL-2 & IFN-a 173 (17%)
Savage 1997 24 | 5-FU & IL-2 173 (17%)
Hofmockel 1997 23 IFN-0-2b 0/1 (4%)
Negrier 1998 138 | IL-2 173 (3%)
Negrier 1998 147 | IFN-a-2a 2/7 (6%)
Negrier 1998 140 | IL-2 & IFN-0-2a 5/14 (14%)

Zielgerichtete Therapien

Tyrosinkinase-Inhibitoren

Eine neue Therapie stellen die Tyrosinkinase-Inhibitoren Sunitinib und Sorafenib dar,
deren Zulassung im August 2006 in Deutschland fiir das metastasierte Nierenzellkarzinom
erfolgte. Durch diese werden die fiir das Einsprossen der Blutgefde in den Tumor
notwendigen Wachstumsfaktoren selbst oder deren Rezeptoren blockiert. Durch das
Entziehen der Nahrungsgrundlage wird das Wachstum des Tumors unterdriickt (Motzer
und Bukowski 2006, Larkin und Eisen 2006).

Sunitinib wird in der First-line Therapie von Patienten mit niedrigem oder mittlerem
Risiko nach Motzer-Score eines metastasierten Nierenzellkarzinoms eingesetzt. Im
Vergleich mit der IFN-a-Monotherapie wurde ein lingeres progressionsfreies Uberleben
der Patienten von 11 versus 5 Monaten erreicht (Motzer et al. 2009). Das Gesamtiiberleben
wurde hierbei auf 28,1 Monate unter Sunitinib versus 14,1 Monate unter IFN-a erhoht.
Sorafenib wird in der Second-line Therapie eingesetzt nach vorheriger Immuntherapie
bzw. bei Patienten, die fiir eine Immuntherapie ungeeignet sind. Im Vergleich zu Placebo
konnte das progressionsfreie Uberleben um 3 Monate verlingert werden (Escudier et al.
2007).

Pazopanib ist ein oraler Angiogeneseinhibitor, der auf den VEGF-Rezeptor, den PDGF-
Rezeptor und c-KIT zielt. In einer Studie konnte das progressionsfreie Uberleben der
Patienten im Vergleich zu Plazebo von 4,2 auf 9,2 Monate gesteigert werden (Sternberg et

al. 2010).
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Ebenfalls bei Niedrigrisikopatienten und Patienten mit mittlerem Risiko nach dem Motzer-
Sore wird Bevacizumab (ein VEGF-Antikdrper) in der Kombination mit IFN-a fiir die
First-line-Therapie von der Europdischen Gesellschaft fiir Urologie (EAU) empfohlen
(Ljungberg et al. 2010).

m-TOR-Inhibitoren (mammalian target of rapamycin inhibitor)

Die Uberaktivierung von m-TOR spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung des
Nierenzellkarzinoms. Ursdchlich hierfiir ist eine Deregulierung verschiedener upstream
von m-TOR lokalisierter Signaltransduktionswege durch Mutation verschiedener Proteine.
Bei Hochriskopatienten nach Motzer-Score wird in der First-line-Therapie mit dem m-
TOR-Inhibitor Temsirolimus behandelt. Hier konnte in einer Studie das Geamtiiberleben
im Vergleich zur Monotherapie mit IFN-a von 7,3 Monaten auf 10,9 Monate gesteigert
werden. Die Kombinationstherapie erbrachte keinen zusétzlichen Nutzen (Hudes et al.
2007).

Ein weiterer m-TOR-Inhibitor ist Everolimus, der in der Second-line-Therapie eingesetzt
wird. Hier konnte in einer Studie von Motzer und Kollegen das mediane progressionsfreie
Uberleben von 1,9 Monaten bei Plazebo auf 4 Monate mit Everolimus gesteigert werden

(Motzer et al. 2008)

Inzwischen gibt es die generelle Empfehlung fiir den Einsatz von Tyrosinkinase-
Inhibitoren und m-TOR-Inhibitoren in der Behandlung des metastasierten
Nierenzellkarzinoms. Tabelle 5 fasst die aktuellen Empfehlungen der EAU zusammen.

Die Therapie mit diesen Substanzen ist noch in der Entwicklung. Es gibt keine Daten, die

auf einen kurativen Effekt hinweisen, sie scheinen die Tumore jedoch zu stabilisieren.
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Tabelle 5: EAU-Guidelines 2010 zum Einsatz der zielgerichteten Therapien

Risiko (Motzer-Score) oder vorherige
Behandlung Behandl Empfohlene Substanz
ehandlung

Sunitinib
Niedriges oder mittleres Risiko Bevacizumab plus IFN-a

First line Pazopanib

Hohes Risiko Temsirolimus

] ) ) Sorafenib
Vorherige Zytokintherapie )
Pazopanib

Second line i E— i _
Vorherige Tyrosinkinaseinhibitortherapie Everolimus

Vorherige m-TOR-Inhibitor-Therapie Klinische Studien (Grad C)

Aktiv-spezifische Immuntherapie (ASI)

Die ASI beruht auf der von Paul Ehrlich aufgestellten und von Macfarlane Burnet
ausgebauten Theorie (Schubert 2000) der Immuniiberwachung, nach der die
Immunreaktion des Patienten gegen seinen Tumor durch modifizierte autologe oder
allogene Tumorzellen verdndert wird. Zunéchst erfolgversprechende Ergebnisse von
Tallberg (Tallberg et al. 1985) konnten in nachfolgenden Studien nicht oder nur teilweise
reproduziert werden.

Neue Ansitze bildet der Einsatz dendritischer Zellen zur Vakzinierung, durch die die
Aktivierung zytotoxischer Zellen optimiert werden soll. Erste Untersuchungen ergaben
Ansprechraten von bis zu 41% (Kugler et al. 2000), weitere Untersuchungen konnten diese

Ergebnisse jedoch nicht bestitigen.

Hormontherapie

Da in Therapieversuchen mit Hormonen beim metastasierten Nierenzellkarzinom
Remissionsraten von nicht mehr als 5% (Harris 1983) erreicht werden konnten, wurde

auch dieser Ansatzpunkt wieder verworfen.
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Strahlentherapie

Nierenzellkarzinome gelten als wenig strahlensensible Tumoren (Huguenin et al. 1998).
Deshalb hat die Strahlentherapie palliativen Charakter und wird vor allem zur
Schmerzreduktion bei Knochen- und Weichteilmetastasen eingesetzt. Hierbei sollen
Tumoranteile inaktiviert werden, Knochenmetastasen konnen sich zuriickbilden und

rekalzifizieren.

Tumorembolisation

Bei symptomatischen metastasierenden Tumoren stellt diese Methode eine Alternative zur

Operation dar, hat allerdings keinen Einfluss auf Tumorremission und Uberlebenszeit.

Faktoren, die das Ansprechen der Nierenzellkarzinome auf
biologische und chemische Faktoren beeinflussen

Um zu verstehen, warum die bisher verwendeten, beschriebenen Therapieoptionen meist
ineffektiv sind, soll im Weiteren auf die involvierten biologischen Mechanismen

eingegangen werden.\

Wirkungsmechanismen der eingesetzten Zytostatika

5-Fluorouracil

5-Fluorouracil gehort zur Gruppe der Antimetaboliten und ist chemisch gesehen ein
fluoriertes Pyrimidinderivat. Intrazelluldir werden zytotoxisch wirkende Metaboliten
gebildet. Die Wirkung wird durch zwei Mechanismen erklért:

Durch Hemmung des Enzyms Thymidylatsynthase, welches die Bildung des essentiellen
DNS-Bausteines Thymidin katalysiert, kommt es zur Verarmung der Zelle an Thymidin
und damit zum Zelltod.

Als weiterer, wahrscheinlich untergeordneter Mechanismus kann 5-Fluorouracil in Form
eines Metaboliten in die RNS eingebaut werden, was durch fehlerhaft strukturierte RNS

zur Synthese falscher Proteine fithren kann.
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Doxorubicin

Doxorubicin ist ein Anthracyclin mit komplexen Wirkungsmechanismen. Durch
Anlagerung an komplementire Basenpaare des Doppelstranges wird der DNS-Polymerase
der Zugang verwehrt und damit eine erhohte Stabilitdt der Doppelhelix erreicht. Daraus
resultieren verminderte DNS- und RNS-Syntheseraten. Durch Bildung toxischer
Intermedidrprodukte kommt es unter anderem zu Doppelstrangbriichen der DNS.
AuBlerdem wirkt Doxorubicin auch an Membranen, eventuell durch Bindung an

Phospholipide.

Caelyx (Doxorubicin-HCI)

Caelyx ist eine polyethylenglykolisierte Liposomenzubereitung von Doxorubicin. Die
Liposomen bewirken dabei einen gezielteren Transport in das Tumorgewebe und konnen
die kardiotoxischen Plasmaspitzenkonzentrationen des herkdmmlichen Doxorubicins

vermindern. Klinisch resultiert eine bessere Vertréiglichkeit.

Gemcitabin (2°,2’-Difluorodeoxycytidine)

Auch Gemcitabin zdhlt zu den Antimetaboliten und wird intrazelluldr zu den wirksamen
Metaboliten Di- und Triphosphat-Nukleosid umgewandelt. Zum einen wird die Bildung
der Deoxynukleosidtriphosphate fiir die DNS-Synthese blockiert. Zum anderen werden ein
Gemcitabin-Metabolit, und in geringem Malle auch Gemcitabin selbst, in die DNS
eingebaut, wobei die fehlerhaften Stringe kaum durch die DNS-Polymerase repariert
werden konnen. Nach Einbau in die DNS scheint Gemcitabin-Triphosphat einen

programmierten Zelltod einzuleiten.

Apoptosemechanismen

Als Apoptose wird der programmierte Zelltod einer Zelle bezeichnet. Durch
kaskadenartige Aktivierung von Proteasen des Zytoplasmas werden Stoffwechselenzyme,
das Zytoskelett und schlieflich die DNS zerstdrt. Morphologisch kommt es dabei zur
Kondensation des Chromatins und zur Abrundung und Ablésung adhédrenter Zellen und im
Verlauf zur Fragmentierung des Zellkerns und spéter der ganzen Zelle, wobei die Integritét
der Membran erhalten bleibt. Apoptotische Zellen werden durch Anderung in der

Plasmamembran rasch phagozytiert ohne dass Zellbestandteile freigesetzt werden.
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Man unterscheidet mindestens zwei verschiedene Apoptosemechanismen: die
,Derepressionsapoptose”  durch  Entzug von  Wachstumsfaktoren bzw. die

»~Aktivierungsapoptose, ausgeldst durch TNF-a und seine Verwandten.

Derepressionsapoptose

Die vielfache Kontrolle der Proliferation von Zellen eines Organismus spielt eine grof3e
Rolle fiir das Uberleben des Gesamtorganismus. Eine Kontrollinstanz ist der Stop des
Zellzyklus durch den Wegfall eines Proliferationsreizes. Eine andere, weitaus wichtigere
Ebene der Kontrolle ist die aktive Intervention zum einen bei physiologischen Prozessen
zur Bereitstellung einer ausreichenden Zellzahl in sich verschleiBenden Geweben oder
nach Beendigung von Reparaturprozessen, zum anderen bei pathologischen Zustianden. Bei
Schiadigung der DNS, z.B. Doppelstrangbriichen nach Bestrahlung, kommt es zu einer
gesteigerten Synthese von Proteinen, die den Zellzyklus in Richtung G- Phase
verschieben. Dadurch werden die Proliferations- aber auch die Apoptosebereitschaft
herunterreguliert, so dass eine Reparatur der Zelle moglich wird und sie gegebenenfalls
iberleben kann. Sind die Reparaturmechanismen nicht erfolgreich bzw. ist die
Proliferation nicht zu stoppen, sorgen Kontrollmechanismen fiir eine Elimination der Zelle

durch Apoptose.

Aktivierungsapoptose

Diese Form der Apoptose ist unabhéngig vom Proliferationszustand der Zellen. Sie wird
durch Zytokine der TNF-Familie ausgelost. Nach Bindung von trimerem TNF an den
TNF-Rezeptor I wird eine Signalkette in Gang gesetzt, an deren Ende unter anderem die
Aktivierung von NF-kB steht, welches antiapoptotische Wirkungen hat. Wird die Wirkung
von NF-«B blockiert, kommt die Apoptose zum Tragen. Bei Aktivierung von Faktoren, die
NF-xB nicht aktivieren, wird unter Umstéinden unmittelbar der programmierte Zelltod
ausgelost.

Diese Mechanismen werden z.B. bei einer Blockade der Proteinsynthese oder der RNS-

Synthese wirksam.
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Nuclear factor —kappa B (NF-kB)

NF-«B ist ein allgegenwartiger Transkriptionsfaktor, der eine grofle Rolle in der Zytokin-
induzierten Genaktivierung spielt. Zu seinen Charakteristika z&hlen die schnelle
posttranslationale Aktivierung als Antwort auf viele pathogene Signale, besonders wichtig
bei immunologischen Reaktionen, sein direktes Mitwirken bei der cytoplasmatisch-
nukledren ,Kommunikation® und die Fahigkeit, die Transkription einer Reihe
immunologisch relevanter Proteine zu aktivieren.

Die NF-kB-Aktivitit spielt eine Rolle beim toxischen und septischen Schock, bei Graft-
versus-host-Reaktionen, akuten Entziindungsreaktionen, bei Akute-Phase-Reaktionen
(Duyao et al. 1990) sowie bei Strahlenschiden.

AuBlerdem fiihrt aktiviertes NF-kB {iiber die Induktion verschiedener Zytokine zu einer
Unterbrechung apoptotischer Signale und hemmt so die Apoptose von Zellen. Dies stellt
einen moglichen Ansatzpunkt in der Verbesserung der Effektivitit in der Tumortherapie

dar.

Aufbau, Eigenschaften und Funktion des NF-kB

Die Bezeichnung NF-kB umfasst mindestens fiinf verschiedene DNS- bindende Proteine.
Zu ihnen zdhlen NFkBI, NFkB2, Reld, RelB und Rel (Liou und Baltimore 1993). Diese
Monomere bilden eine Vielzahl dimerer Komplexe mit verschiedener transkriptionaler
Aktivitdt, DNA-Sequenz-Spezifitit und Expression (Baeuerle und Henkel 1994). Das
Heterodimer p50/p65 ist das am héufigsten Vorkommende (Fan und Maniatis 1991,
Baeuerle und Henkel 1994). Die DNS-Bindung wird iiber meist palindrome DNS-
Sequenzen erreicht (Konsensussequenz: GGGPuUNNPyPyCC (Grimm und Bacuerle 1993)
oder GGGPuNNPyCC).

Die Komplexe werden im Ruhezustand der Zelle durch sogenannte Inaktivatoren des NF-
kB (IkB) im Zytoplasma gehalten (Beg et al. 1992, Henkel et al. 1992, Ganchi et al. 1992,
Zabel et al. 1993), indem sie das NLS (nuclear localization signal) maskieren. Weiterhin
verhindert IkB die DNA-Bindung von NF-kB (Bacuerle und Baltimore 1988, Beg und
Baldwin 1993). Bisher sind sechs verschiedene [kB-Proteine bekannt (IxB-a, IkB-3, IkB-
Y, p105, p100, Bcl3), wobei IkB-a das bisher am besten charakterisierte ist. P105 und p100
sind sowohl IkB’s (Rice et al. 1992, Mercurio et al. 1993, Naumann et al. 1993) als auch
Vorldufer von p52 bzw. p50 (Rice et al. 1992, Mercurio et al. 1993, Naumann et al. 1993,
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Scheinmann et al. 1993), welche durch proteolytische Spaltung und folgende Degradierung
des inhibierenden Anteils entstehen.

Bei der Aktivierung von NF-kB erfolgt durch einen mehrstufig verlaufenden Prozess die
Phoshorylierung des IkB durch eine oder eventuell mehrere IkB-Kinase(n). Je nach
abgelaufener Phosphorylierung wird IxkB  vom NF-«xB dissoziiert (Tyrosin-
Phosphorylierung) (Imbert et al. 1996) oder zusétzlich in den Proteasomen abgebaut
(Serin-Phosphorylierung) (Traenckner et al. 1995). Dadurch wird das NLS demaskiert.
Dieses ermoglicht die Passage von Kernporen und somit den Transport von NF-kB-
Dimeren in den Zellkern (Ganchi et al. 1992, Zabel et al. 1993, Beg und Baldwin 1993),
wo sie die Transkription zur Bildung verschiedener Proteine aktivieren. Eine Ausnahme
bildet hierbei das p50/p50-Dimer, welches zwar iiber eine DNS-Bindungsstelle, jedoch
keine Transaktivierungsdoméne verfiigt. In diesem Zusammenhang wird eine
transkriptionsfordernde Wirkung des IkB-Proteins Bcl3 diskutiert (Baeuerle und Henkel
1994), welches durch Bindung an ein p50/p50-Homodimer dieses inaktiviert und aus
seiner DNS-Bindung 16st und damit die Bindung transkriptionsférdernder Dimere
ermdglicht (Franzoso et al. 1992, Nolan et al. 1993).

Die Regulation der NF-kB-Aktivitit wird durch Abbildung 1 veranschaulicht.

z.B. TNF oder IL-1
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Abb. 1: Die Regulation der NF-kB-Aktivitit nach Perkins (Perkins et al. 1992)
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Auffallig ist, dass alle NF-kB-Gene auch iiber DNA-Bindungsstellen fiir diesen Faktor
verfligen. Dadurch ist NF-kB in der Lage, nach erfolgter Stimulation seine eigene Synthese
zu fordern (Perkins et al. 1992). Auflerdem werden auch IL-1 und TNF-a, zwei starke
Aktivatoren des NF-kB (Mathias et al. 1991, Dobrowsky und Hannun 1992) durch NF-kB-
Aktivitdt induziert (Mercurio et al. 1992). Weiterhin konnten auch bakterielle
Lipopolysaccharide (LPS) und Phorbolester (PMA) (Bours et al. 1990, Meyer et al. 1991,
Ten et al. 1992) sowie die Serinprotease Thrombin als Stimuli des NF-xB nachgewiesen
werden.

Die Inaktivierung von NF-kB erfolgt einerseits direkt durch den Zerfall des
Transkriptionsfaktors, andererseits iiber eine Inaktivierung durch Anlagerung von neu
gebildetem, im Zellkern befindlichem IkB (Zabel et al. 1993).

Die Aktivierung von IkB-Genen (Expression von IkB) wird durch NF-kB- aktivierende
Stimuli stark erhoht, auf diese Weise reguliert NF-kB selbst die Transkription seines
Inhibitors (Brown et al. 1993, Scott et al. 1993, Sun et al. 1993). Eine erhohte Bildung von
p65, nicht aber von p50 erhoht die mRNA-Bildung von IkB-a (Scott et al. 1993, Sun et al.
1993).

Es besteht also eine wechselseitige Regulation des Transkriptionsaktivators und seines

Inhibitors auf transkriptionaler und posttranslationaler Ebene.

NF-kB- induzierte Gene und deren Wirkung

NF-«B ist verantwortlich fiir die Aktivierung einer Vielzahl von Genen. Dazu zéhlen
verschiedene Zytokine wie IL-1, IL-2, IL-6 und TNF-a und deren Rezeptoren,
Immunglobuline, MHC-Antigene und Viren (Zabel und Baeuerle 1990), aber auch
Onkogene wie c-myc und c-fos. NF-xB hat einerseits eine hemmende Funktion auf
Apoptosemechanismen, kann allerdings auch Apoptose induzieren. Auch bei
Proliferationsmechanismen kann der Transkriptionsfaktor sowohl fordernde (Baeuerle und
Henkel 1994) als auch hemmende Wirkungen (Leonardo et al. 1989) haben. In den Tumor
umgebenden Fibroblasten fordert die NF-kB-Aktivierung iiber die Expression von
Angiogenesefaktoren und Matrixproteasen die Invasions- und Metastasierungsfahigkeiten
und beeinflusst so das Fortschreiten der Erkrankung. Durch die rasche Induktion der
Produktion von Zytokinen in Makrophagen und Endothelzellen spielt NF-kB eine wichtige
Rolle bei der Entstehung akuter Entziindungsreaktionen, septischem Schock, bei

Reaktionen auf Strahlenschdden und bei graft-versus-host-Reaktionen (Billiau und
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Vanderkerckhove 1991). Diese Tatsache macht NF-«kB interessant als Angriffspunkt von
Medikamenten. NF-«kB-Inhibitoren konnten so mdoglicherweise diese akuten Reaktionen
verhindern bzw. vermindern.

Eine schematische Ubersicht iiber die Aktivierungsvorginge zeigt Abbildung 2.

1. Zytotoxische
Effektoren:
TIL,
Zytostatika

Apoptose

“IFNa,y

3. autokrine
Zytokine

2. Entziindungs- TNF-a,

reaktion 1L-1 IL-6

Abb. 2: Aktivierung von NF-kB

Zytotoxische Effektoren (TIL - tumorinflitrierende Lymphozyten, Zytostatika) fithren zu
Aktivierung von NF-kB und diese zu einer Entziindungsreaktion. Dabei werden TNF-a
und IL-1 aktiviert, die wiederum NF-kB aktivieren. Dies fithrt zur Freisetzung
verschiedener Zytokine (u.a. IL-6), welche aktiv der Apoptose entgegenwirken. IFN-o und
IFN-y verhindern Entziindungsreaktionen und die Aktivierung von NF-kB durch TNF-a
und IL-1.

NF-kB-Inhibitoren

Caffeic acid phenylethyl ester (CAPE)

CAPE, strukturell mit Flavonoiden verwandt, ist eine aktive Komponente des
Honigbienenstocks und gilt als potenter und spezifischer Inhibitor der NF-kB-Aktivierung.
Es hat antivirale, antientziindliche und immunmodulatorische Eigenschaften (Grunberger
et al. 1988) und ist in der Lage, das Wachstum verschiedener Typen veranderter Zellen zu
hemmen (Grunberger et al. 1988, Burke et al. 1995). In transformierten Zellen induziert

CAPE Apoptose durch Verdnderung des Redoxstatus (Chiao et al. 1995). Aus
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verschiedenen Studien wurde berichtet, dass CAPE die Lipidperoxidation unterdriickt, die
antioxidative Aktivitdt hervorhebt (Kimura et al. 1985) und die Ornithindecarboxylase, die
Proteintyrosinkinase- (PTK) und die Lipooxygenaseaktivitit hemmt (Rao et al. 1992).
AuBerdem ist CAPE in der Lage, die Phorbolester- induzierte H,O,-Produktion und die
Forderung der Entstehung von Tumoren zu hemmen (Bhimani et al. 1993). Obwohl die
molekulare Grundlage der vielféltigen Wirkungen, welche CAPE zugesprochen werden,
noch nicht bekannt ist, sind die meisten dieser Wirkungen auf die NF-kxB- Aktivitit

angewiesen.

Pyrrolidindithiocarbamat (PDTC)

PDTC ist ein Antioxidans und gilt als relativ selektiver NF-kB- Inhibitor. Schreck
(Schreck et al. 1992) zeigten, dass PDTC die LPS-, TNF-a- und PMA- induzierte NF-kB-
Aktivierung hemmt, auf andere untersuchte Transkriptionsfaktoren allerdings keinen
Einfluss hat. In Versuchen von Kawai (Kawai et al. 1995) supprimierte PDTC die IL-1a-
induzierte NF-kB- Aktivierung. Liu (Liu et al. 1999) demonstrierten, dass die LPS-
induzierte Aktivierung von NF-kB durch einen Mechanismus, der die Abspaltung von IxB
verhindert, gechemmt wird. Andere Autoren zeigten, dass durch PDTC die Expression NF-

kB- abhéngiger Gene in verschiedenen Zelltypen gehemmt wird.

BAY 11-7082 (BAY)

Diese Verbindung hemmt selektiv und irreversibel die durch TNF-o induzierte
Phosphorylierung von IkB-a (s. oben). Daraus resultiert eine erniedrigte Konzentration
von aktivem NF-kB und z.B. eine geringere Expression von endothelialen Leukozyten-
Adhiasionsmolekiilen (Pierce et al. 1997).

Der eigentliche Angriffspunkt ist derzeit noch unbekannt.

Zytokine

TNF-a

Das durch aktivierte Makrophagen produzierte Zytokin TNF-a wurde priméir nach seiner
Fahigkeit, die Nekrose von Meth A Sarkomen in vivo und die selektive Zerstdrung von

verdnderten und neoplastischen Zellen in vitro zu bewirken, benannt (Carswell et al. 1975).
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In den darauf folgenden Jahren zeigte sich, dass TNF-a in groem AusmaBl an
biologischen  Aktivititen beteiligt war; die meisten bezogen sich auf
Entziindungsreaktionen und zelluldre Immunreaktionen (Old 2008). Die Fahigkeit, das
Wachstum, die Differenzierung und Funktion von bisher allen erforschten Zelltypen
beeinflussen zu konnen, beruht vor allem in seinen potenten genregulatorischen
Maoglichkeiten (Kronke et al. 1992), welche durch zwei verschiedene Membranrezeptoren
getriggert werden. TNF induzierte Effekte sind unter anderem die G-Protein-gekoppelte
Aktivierung von Phospholipase (Suffys et al. 1987), Entstehung reaktiver
Sauerstoffradikale (Schulze-Osthoff et al. 1992) und DNS-Schiadigung (Dealtry et al.
1987).

Neuere Untersuchungen zeigen, dass die Einwirkungen von TNF-a auf TNF-Rezeptor-
tragende Zellen mindestens drei intrazellulire Signalwege aktiviert (Liu et al. 1996). Uber
TNF-R1 wird einerseits iiber FADD Apoptose induziert, andererseits kann tiber RIP und
TRAF2 NF-«B aktiviert werden, was dem induzierten Zelltod effektiv entgegenwirkt (Beg
und Baltimore 1996, Wang et al. 1996, Van Antwerp et al. 1996), so dass ohne zusétzlich
einwirkende Faktoren der Gesamteffekt in der Regel gering ist. Die Auswirkungen der
Aktivierung des dritten bekannten Signalweges (MEKK/INK/AP-1) auf das Uberleben der
Zellen sind umstritten. Auch iiber TNFR2 werden iber TRAF2 NF-xB und JNK aktiviert,
eine Apoptoseinduktion iiber FADD erfolgt nicht.

Manna et al. wiesen nach, dass die Aktivierung von NF-kB durch TNF-o in humanen
Jurkat-Zellen durch IFN-o unterdriickt wird (Manna et al. 2000). Dieser Mechanismus ist
offenbar verantwortlich fiir die Unterdriickung proliferativer Potenz in manchen Tumoren
(die Zellen des Burkitt-Lymphoms, welches aus B-Lymphozyten entsteht, sind auf
aktiviertes NF-kB zur Erhaltung der Zellen angewiesen) (Wu et al. 1996, Rath und
Aggarwal 2001).

IFN-a

IFN-a ist ein Zytokin, welches von Makrophagen als Antwort auf virale Infekte produziert
wird.

Die Beeinflussung von NF-kB durch Interferone wird kontrovers diskutiert. Yang (Yang et
al. 1999) beschrieben in ihrem in vitro Model einen Interferon-Signalweg, welcher im
Schutz der Zellen vor einer Reihe proapoptotischer Substanzen durch NF-kB-Aktivierung

resultiert. Sie schlossen daraus, dass der begrenzte klinische Effekt von IFN-a in der
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Behandlung von Tumoren und viralen Infekten moglicherweise durch eine Induktion
antiapoptotischer Signale durch einen NF-kB-abhéngigen Weg zu erkléren ist.

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von Gribaudo et al. (Gribaudo et al. 1995), die
zeigten, dass IFN-a die Expression muriner Immediate-early Gene durch Senkung der NF-
kB-Aktivitit hemmt und damit dem Uberleben der Zellen entgegenwirkt. Ein analoger
Mechanismus wurde durch Oliveira (Oliveira et al. 1994) verdffentlicht, welcher
demonstrierte, dass IFN-B die TNF-a-induzierte Expression NF-kB-aktivierter Gene in

humanen Fibroblasten hemmen kann.
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3 Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit sollte die Wirksamkeit einer Beeinflussung der NF-kB-Aktivitit auf das
Wachstum von Nierenzellkarzinomzellkulturen untersucht werden. Von Interesse war
auch, ob durch Verinderung der NF-kB-Aktivitit eine Durchbrechung der Resistenz
gegeniiber Zytostatika moglich ist.

Dazu wurden unterschiedliche primére Nierenzellkarzinomkulturen untersucht. Auf Grund
der postulierten Heterogenitit des Nierenzellkarzinoms haben wir Kulturen sowohl aus
zentralen als auch peripheren Arealen in unsere Untersuchungen einbezogen und als
verschiedene Tumore getrennt voneinander betrachtet.

Dabei erfassten wir die Wirkungen verschiedener potentieller NF-kB-Inhibitoren,
Zytostatika und Zytokine und auf die Tumorzellen sowohl in Monotherapie als auch in
Kombination der Effektoren in unterschiedlichen Konzentrationen.

Nach diesem Prinzip wurden auch die permanenten Tumorzelllinien A498
(Nierenzellkarzinom) und HT29 (Kolonkarzinom) mit NF-kB-Inhibitoren, Zytostatika und
den Zytokinen IFN-a und TNF-a behandelt.

AuBerdem wurde analysiert, ob eine Modulation der NF-kB-Aktivitit mittels Transfektion
von aktiven bzw. inaktivierenden NF-kB-Peptiden das Ansprechen auf die viele Jahre

favorisierte Immunchemotherapie (IL-2, IFN-o und Zytostatika) beeinflussen kann.
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Material und Methoden

Aufbereitung der Zellkulturen

Kultur permanenter Zellinien

HT-29

HT-29 ist eine etablierte, permanente Kolonkarzinom-Zelllinie, welche in RPMI/FKS (s.

Kapitel 4.4. Liste der Losungen) bis zu Konfluenzraten von 100% kultiviert wurden.

A498

Die permanente humane Nierenzellkarzinom-Zelllinie wurde ebenfalls in RPMI/FKS (s.
Kapitel 4.4. Liste der Losungen) kultiviert und vor allem zum Vergleich mit priméren

Nierenzellkarzinomkulturen herangezogen.

Kultivierung von priméiren Nierenzellkarzinomen

Die Primédrkulturen von Nierenzellkarzinomen wurden in der Klinik fiir Urologie aus bei
der Operation entnommenen Gewebestiicken angelegt. Dazu wurden diese mit
Trypsin/Kollagenase angedaut und die so isolierten Tumorzellen in AmnioMax-100
Medium (Gibco Life Technologies) im Brutschrank bei 37°C, 5%CO; kultiviert.

Um den Nachweis zu erbringen, dass es sich bei den kultivierten Zellen um
Nierenkarzinomzellen und nicht etwa um Fibroblasten handelt, wurde vor Beginn der
eigentlichen Versuche ein immunzytochemischer Test zum Nachweis von Zytokeratinen
durchgefiihrt. Zytokeratin ist ein Zytoskelett-Antigen, welches praktisch ausschlieBlich von
epithelialen Zellen exprimiert wird. Hierbei wurden Zellen der zu testenden Zelllinie in 96-
Kavitdten-Flachbodenplatten kultiviert. Als Antikorper wurde RTU-PAN-CK (NOVO
CASTRA), ein monoklonaler Maus-Antikérper und ein mit Alkalischer Phosphatase
konjugiertes Ziege-anti-Maus-Serum (G a M AP) verwendet; zur Firbung wurde
BCIP/NBT (s. Kapitel 4.4. Liste der Losungen) eingesetzt. Die Zellen wurden
mikroskopisch beurteilt.
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Aufbewahrung der Kulturen

Wihrend der Inkubationszeiten aller Versuche wurden die Zellen im Brutschrank bei 37°C,

5% CO, aufbewahrt.

Stimulationsexperimente mit NF-kB-Inhibitoren, Zytostatika und

Zytokinen

Vorbereiten der Zellen fiir die Stimulation

Zur Transfektion wurden die Zellen wie folgt aufgearbeitet: Die adhdrenten Zellen wurden
von den Kulturflaschen (25cm?) (Greiner, Deutschland) durch Trypsinieren geldst: Nach
Entfernen des Mediums wurde mit PBS 1x gespiilt und danach 1ml Trypsin/EDTA 1x
(Sigma) zugegeben und bei 37°C inkubiert. Nach ca. 3-5 min, wenn die Zellen abgeldst
waren, wurde die Proteolyse mit FKS-haltigem Medium beendet. AnschlieBend wurden die
Zellen in Spitzbodenreagenzgldsern zentrifugiert (803xg fiir Smin) und resuspendiert.

Aufgenommen wurden die Zellen in 96-Kavitiaten-Flachbodenplatten in je 100ul
Nahrmedium mit 3000-4000 Zellen pro well (um eine Konfluenz von 50-80% zu
erreichen). Wihrend der Anwachszeit wurden die Zellen maximal zwei Tage im

Brutschrank aufbewahrt, um eine gleichmifBige Zelldichte zu bewahren.

Stimulation mit NF-kB-Inhibitoren, Zytostatika und Zytokinen

Nun wurden die verschiedenen NF-kB Inhibitoren (s. Kapitel 4.4. Liste der Losungen)

sowie das Zytokin IFN-a in folgenden Endkonzentrationen zugegeben:

IFN-o Ic; = 10ng/ml
Ic, = 40ng/ml
BAY Be;=5uM
Be,=20uM
CAPE Ccy=20pM
Ccy=80uM
PDTC Pc;=50uM
Pcy=250uM

In einer Studie (Pierce et al. 1997) lag der untersuchte effektive Wirkungsbereich von
BAY zwischen 5 und 20uM.
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CAPE wurde von Michaluart (Michaluart et al. 1999) in Konzentrationen von 9-71uM
und von Natarajan (Natarajan et al. 1996) mit bis zu 90uM eingesetzt.
PDTC wurde von Sherman (Sherman et al. 1993) erfolgreich in einem Bereich von 25-

50uM, sowie von Ziegler-Heitbrock (Ziegler-Heitbrock et al. 1993) mit 300uM getestet.

Die mit den Inhibitoren versetzten Zellen wurden fiir 12 Stunden im Brutschrank inkubiert.
Nach dieser Zeit wurden die verschiedenen zytotoxischen Effektoren hinzu gegeben.
Wiéhrend der Versuchsreihe wurden einige Male die Versuchsanordnung und die
verschiedenen Verdiinnungsstufen insbesondere der Zytostatika gedndert, was den im
Laufe der Zeit gewonnenen Erfahrungen einerseits, andererseits den unterschiedlichen
verfiligbaren Zellzahlen geschuldet war. Die Effektoren wurden wie folgt eingesetzt und fiir

24 Stunden inkubiert:

Tabelle 6 : Konzentration der eingesetzten Zytostatika und TNF-a

Effektor Eingesetzte Endkonzentration

Doxorubicin Dc; =2,9 pg/ml
Dc, = 11,6 pg/ml
Dc;=46,4 pg/ml

5-Fluorouracil Fc;=0,65 pg/ml
Fc, =2,6 pg/ml
Fc; =10,4 pg/ml

Gemcitabin Gc; =0,1 pg/ml
Ge; = 0,4 pg/ml
Ge; = 1,6 pg/ml
TNF-a Tc; = 2,5 ng/ml

Tcy= 10 ng/ml
Tcs =40 ng/ml

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden der XTT Cell Proliferation Kit II (Boehringer
Mannheim) und Kristallviolett als Messmethoden zur Bestimmung der Zelldichte

angewandt.
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Stoffwechselumsatzmessung mittels XTT

Der XTT-Assay basiert auf der Spaltung des gelben Tetrazoliumsalzes XTT durch
Dehydrogenaseaktivitit an verschiedenen Lokalisationen in den Zellen, bei welcher die
Formazan-Form entsteht. Der Dehydrogenasegehalt der Probe korreliert direkt mit der
Menge der orangefarbenen Formazanform (umgesetztes XTT), gemessen durch die
Absorption bei 450nm (Referenzfilter 620nm).

Das Assay wurde nach Anweisungen des Herstellers mit folgenden Modifikationen
ausgefiihrt:

Zur Korrektur subtrahierten wir die zu Anfang gemessene Extinktion (hervorgerufen durch
die Zellen selbst und dir rote Farbung durch Doxorubicin) als Basiswert von der Extinktion
nach Inkubation mit dem XTT. Die Inkubationszeit schwankte zwischen 2-4 Stunden, je
nach Geschwindigkeit der Farbreaktion. Zur Gewdhrleistung einer gleichméBigen

Durchmischung wurden die Kulturen wiederholt geschiittelt.

Proteinmengenbestimmung mittels Kristallviolett

Kristallviolett besitzt eine hohe Affinitit zu Eiweilen, die hier fiir die Bestimmung der
EiweiBBmenge als MaB3 der Zellzahl in den Kulturen wie folgt genutzt wurde:

Das Medium wurde aus der 96-Kavititen-Flachbodenplatte iiber dem Waschbecken
abgeschiittet und griindlich auf Papiertiichern ausgeschlagen, um moglichst alles restliche
Medium zu entfernen.

Es erfolgten zwei Waschungen mit PBS 1x, bei denen die Platte komplett geflutet und
danach wieder abgeschlagen wurde.

Methanol wurde mit 100ul pro well zum Fixieren in die Kavititen pipettiert und fiir 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Das Methanol wurde griindlich ausgeschiittet und abgeschlagen und die Platten wenige
Minuten zum Trocknen stehen gelassen.

Es wurden pro well 50ul 0,1% Kristallviolett in PBS 1x in die Kavitéten pipettiert, wobei
darauf geachtet wurde, dass der Boden vollstindig mit Farblosung bedeckt war. Die
Inkubationszeit betrug wiederum 10 Minuten bei Raumtemperatur.

Die Farbe wurde abgeschlagen und es erfolgten zwei Spiillungen mit Aqua dest. mit
nachfolgender vollstindiger Flutung der Platten.

Zum Schluss wurden die fixierten und geférbten Zellen in je 100ul 0,5% SDS in Aqua

dest. auf dem Plattenschiittler lysiert.
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Innerhalb von 5-10 Minuten musste die Extinktionsmessung bei 570 vs. 405nm erfolgen.
Nach dieser Zeit erfolgt ein Ausbleichen der Farbe, das eine effektive Messung unmdoglich

macht.

Transfektionsexperimente

Vorbereiten der Zellen fiir die Transfektion

Die Zellen wurden wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben von der Kulturflasche geerntet und in

12-Kavititenplatten (Greiner, Deutschland) in je Iml Ndhrmedium (A/R/R, siehe Kapitel
4.4. Liste der Losungen) mit 50.000 Zellen pro well aufgenommen. Zum Anwachsen
wurden die Platten im Brutschrank aufbewahrt. 24 Stunden spiter wurde die Transfektion

durchgefiihrt.

Transfektion

Drei bis vier Stunden vor der Transfektion wurden die Zellen mit 750pul eines nicht FKS-
haltigen Mediums (OPTI-MEM 1, Gibco) versehen.

Zur Transfektion wurde FUGENE™ 6 Transfection Reagent (Boehringer Mannheim), eine
Mischung von Lipiden und anderen Inhaltsstoffen in 80% Ethanol, nach Vorschrift des
Herstellers verwendet.

Bei Testtransfektionen wurde fiir die 12-Kavitdtenplatte (ca. 50.000 Zellen in 750ul
Medium) ein Optimum von 2ul FuGENE 6 Reagent und 1,3pg DNS bestimmt. Die DNS
wurde in einem Verhéltnis von 33% Plasmid pGreen Lantern™ -1 (Life Technologies) und
66% Plasmid pCMVINp65 (Rice et al. 1992) oder Plasmid pPMECMVIkB (Rice et al.
1992) zugegeben.

Die Inkubation erfolgte fiir mindestens 12 Stunden im Brutschrank.

Beschreibung der genutzten Vektoren

PGL1 = zur Expression in Sdugerzellen optimierte Mutante des Green Fluorescent Protein
(GFP) unter Kontrolle eines hocheffektiven CMV-Ie-Promoters. Es wurde als
Positivkontrolle der Transfektionen zur Abschitzung der Transfektionseffizienz genutzt.

pPMECMVIkB = dominant negatives IxB (durch mutierte Phosphorylierungsstellen ist
keine Phosphorylierung moglich und damit keine Degradation des IxkB und keine
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Aktivierung von NF-kB) unter Kontrolle eines hocheffektiven CMV-Promoters. Dies
wurde zur Blockade von NF-kB-Aktivierung genutzt.

pCMVINpP65 = konstitutiv aktive Form von p65 unter Kontrolle eines hocheffektiven
CMV-Promoters. Durch eine Mutation der Bindungsstelle fiir IkB ist keine Inhibition
moglich, alles synthetisierte NF-kB-p65 wird sofort in den Kern transportiert. Wir

verwendeten dies zur Auslosung eines permanenten, starken NF-kB-Signals.

Stimulation mit IL-2, IFN-a und Zytostatika pCMVINp65- und
pPMECMVIKB transfizierter Zellen

20-24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen erneut trypsiniert (Vorgang wie in
Kapitel 4.2.1 beschrieben), gepoolt und zentrifugiert.

Nach griindlichem Resuspendieren trugen wir die Zellen auf runden Deckgldschen auf,
welche steril in 24-Kavitdtenplatten in je 500pl Nahrmedium (A/R/R) (s. Kapitel 4.4. Liste
der Losungen) gebracht wurden.

Ca. 24 Stunden spéter begannen wir mit der Stimulation mit IL-2 (10ng/ml) und nach 24
Stunden wurde IFN-o (10ng/ml) in den Endkonzentrationen

IL-2 ILc; = 10 ng/ml

IFN-a Ic; =10 ng/ml zugesetzt.

Wiederum 24 Stunden spéter wurden die Zytostatika, in folgenden Endkonzentrationen

eingesetzt, zugegeben:

Caelyx CAc; =0,2 pg/ml
Gemcitabin Ge; =0,1 pg/ml
5-Fluorouracil Fc; =0,65 pg/ml
Doxorubicin Dci =2,9png/ml

Die genutzten Konzentrationen der Zytostatika entsprechen den fiir das Innere von
Tumoren berichteten. Weitere 24 Stunden spiter wurden die Deckglischen in
PFA/PBS/Hoechst 33342 fixiert und fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet (s. Kapitel
4.3.6 Mikroskopische Auswertung).

AuBerdem fiihrten wir bei jedem Test mindestens eine Kontrolle mit.
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Fixieren der Zellen mit PFA und Hoechst

Nachdem der Uberstand vorsichtig abgesaugt und verworfen war, wurden die
Deckgldschen zweimal mit je 500ul PBS 1x pro well gewaschen. Anschlieend erfolgte
die Inkubation mit 0,5% Paraformaldehyd in PBS 1x zu je 250ul fiir 15 min bei
Raumtemperatur. In dieser Losung war zusitzlich der DNS-Farbstoff Hoechst 33342
(Molecular Probes, Eugene, U.S.A.) mit einer Konzentration von 0,5pg/ml enthalten,
weshalb die Inkubation im Dunkeln erfolgte. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
Fixationslosung vorsichtig von den Zellen abgesaugt. Diese wurden mit 500ul PBS 1x
gewaschen, das PBS wurde wieder abgesaugt und es wurden nochmals 1000u1 PBS 1x auf
die Zellen gegeben, damit diese wihrend ihrer Aufbewahrung fiir maximal 4 Wochen im
Kiihlschrank bis zur Auswertung nicht austrockneten. Innerhalb dieses Zeitraumes wurde

kein Nachlassen der Fluoreszenz festgestellt.

Mikroskopische Auswertung

In der licht- und fluoreszenzmikroskopischen Auswertung wurden zuerst die bei
Blauanregung (Wellenldnge 490-510nm) durch das transfizierte Plasmid pGL1 griin
leuchtenden Zellen gesucht, gezdhlt und morphologisch beurteilt (Abbildung 3a).
AuBerdem wurde der bei UV/Violettanregung (Wellenlinge <450nm) durch den DNA-
Farbstoff Hoechst 33342 blau erscheinende Kern auf morphologische Besonderheiten und
Anzeichen fiir eine eventuell abgelaufene bzw. ablaufende Apoptose hin untersucht
(Abbildung 3b). Es sollten hier, so vorhanden, mindestens 100 in eine der folgenden
Gruppen eingeteilten transfizierten Zellen beurteilt werden: GFP+ (Green Fluoreszent
Protein positiv), GFP+/suspekt (morphologisch nicht gesunde transfizierte Zellen, die sich
eventuell im Stadium der beginnenden Apoptose befinden) und GFP+/Apoptose (eindeutig
apoptotische transfizierte Zellen). Danach wurden ca. 200 nicht transfizierte (d.h. die GFP
negativen) Zellen nach gleichen Standards beurteilt. Bei gleichzeitig reduzierter
Gesamtzellzahl kann ein entsprechender Effekt an den transfizierten Zellen nicht auf die
transfizierten Plasmide zuriickgefiihrt werden. AuBerdem wurden auf die Zelldichte und
auf sich zum Zeitpunkt der Fixation in Mitose befindliche Zellen geachtet, um den Grad
der Proliferation beurteilen zu kdnnen. Weiterhin wurde grob die Transfektionseffizienz

eingeschitzt.
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Fehlende Werte entstanden unter anderem durch zu geringe Zelldichten auf den
Deckgldschen, zu geringe Transfektionseffizienz und somit zu wenig beurteilbare Zellen,

durch infolge von Scherwirkungen zerstorte Zellen und eingeschleppte Keime.

g

Abb. 3a und 3b: Beispiele der mikroskopischen Auswertung bei Blauanregung (3a) und

Violettanregung (3b)
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Liste verwendeter Losungen

AmnioMax-100
A/R/R

BAY
BCIP
Caelyx

CAPE
Doxorubicin
EDTA

FKS
5-Fluorouracil
FuGENE™¢6
G aM AP

Gemcitabin
Glutamax-I
Hoechst 33342
IFN-a

IL-2
Kristallviolett
Methanol

NBT

NP40
Opti-MEM1
PBS
PBS/0,5%NP40
PBS 10x

Basismedium mit Supplement, Gibco Life Technologies
AmnioMax-100

RECG

RPMI / FKS zu jeweils gleichen Teilen enthalten

BAY 11-7082, Alexis Biochemicals
5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat, Boehringer Mannheim
Doxorubicin-HCI (polyethylenglykolisiert), Caelyx™,
N.V.SP, Labo Belgien

Caffeic acid phenylethyl ester, Alexis Biochemicals

Doxorubicin, Pharmacia&Upjohn

fotales Kdlberserum, 30 min inaktiviert bei 56°C, Greiner
5-Fluorouracil, biosyn Arzneimittel GmbH, Deutschland
Transfection Reagent Kit, Boehringer Mannheim
Ziege-anti-Maus-Serum (Goat anti Mouse Alkalic
Phosphatase)

Gemcitabinhydrochlorid, Gemzar®, Lilly

Gibco Life Technologies

Molecular Probes

Pepro Tech

PBH

Sigma

Roth, Karlsruhe

Nitroblautetrazoliumchlorid

Nonidet P-40, Sigma

Gibco Life Technologies

Phosphate Buffered Saline

99,5% PBS 1x und 0,5% NP40, Sigma

87,66 g NaCl

1,632 g KH,PO4

15,66 g Na,HPO4x2H,0

Wasser ad 1000 ml
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PDTC

PFA

PMS

im

RECG

RPMI in FKS 10%

RTU-PAN-CK
SDS

TNF-a

Trypsin

XTT

Pyrrolidinedthiocarbamic acid.ammonium salt, Alexis
Biochemicals

Paraformaldehyd 1%, in PBS 1x, Sigma

N-methyl dibenzopyrazine methyl sulfate in PBS enthalten
XTT-Kit

Renal Epithelial Cell Growth Medium, PromoCell

90 ml RPMI 1640, SEROMED

10 ml FKS, Greiner

1 ml Glutamax-I 100x, Gibco Life Technologies
100ul B-Mercaptoethanol 1000x, Ferak Berlin

150ul Gentamycin 80%, Ratiopharm

monoklonaler Maus-Antikorper (NOVO CASTRA)
Sodium Dodecyl Sulfate, Laurylsulfat, Sigma

Pepro Tech

Trypsin-EDTA (10x), Sigma

Tetrazolium salt, Cell Proliferation Kit II, Boehringer

Mannheim
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Ergebnisse

Stimulation der Zellkulturen mit NF-kB-Inhibitoren und

Zytostatika

Ziel dieser Versuche war, die Wirkung der einzelnen Substanzen allein auf die Zellen zu
untersuchen und dann zu priifen, ob Interaktionen zwischen den Bestandteilen einer
Kombination der verschiedenen Substanzen zu finden sind.

Die Effekte wurden in folgende Reaktionstypen unterteilt:

R Reduktion des Stoffwechselumsatzes, was auf eine Abnahme der Zellzahl
schlieflen ldsst und fiir einen zytotoxischen Effekt der eingesetzten Substanz
spricht
kein Effekt im Vergleich zur Bezugsgrofie

P Zunahme des Stoffwechselumsatzes, was auf eine Proliferation der Zellen
schlieBen ldsst.

Es wurden zwei verschiedene Nachweismethoden eingesetzt, der XTT-Stoffwechselumsatz
und eine Proteinmengenbestimmung mit Kristallviolett. Die Methoden erbrachten teilweise
sehr unterschiedliche Ergebnisse, so dass diese getrennt voneinander betrachtet werden

sollen.

Untersuchungen an permanenten HT 29 und A498 Zelllinien

HT29 im XTT-Stoffwechselumsatz

Die Wirkungen der verschiedenen NF-kB-Inhibitoren und Zytostatika sowie TNF-a sind in

Tabelle 7 dargestellt.
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Tabelle 7: Effekt der Zytostatika bzw. potentiellen NF-kB- Inhibitoren auf die Zellproliferation von
HT29-Zellen. Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen Zytostatikagabe — XTT

IFN-a BAY CAPE
K Zyt. |K Inh. Ic Ic; |KInh. | Bg Be; |KInh. | Cc Ccy
Dox |R(Dc3)| O 0 R 0 0 0 0 R 0
TNF-a 0 0 R R 0 0 0 0 0 0
5-FU 0 0 R R 0 0 0 0 0 0
Gem 0 0 R R 0 0 0 0 0 0

Legende: 1.Zeile: eingesetzte potentielle NF-kB- Inhibitoren; 1.Spalte: eingesetzte Zytostatika und
TNF-0; 2.Spalte: Einsatz von Zytostatika allein; Spalten , K Inh.“: Einsatz des jeweiligen
potentiellen NF-kB- Inhibitors allein; folgende zwei Spalten eines jeden Kastens: zusétzlicher
Effekt der Inhibitoren (in den Konzentrationen ¢, und c;) bezogen auf die alleinige Gabe des
Zytostatikums; Konzentrationen ¢, und c, fiir Inhibitoren bzw. c,-c; fiir Zytostatika siche Kapitel
4.3.2.; R(c13) bzw. P(c;;) stehen fiir eine Reduktion bzw. Proliferation der Zellzahlen unter dem

entsprechenden Zytostatikum bzw. Inhibitor in der angegebenen Konzentration c;-c;

Bei den Zytostatika ist lediglich beim Einsatz von Doxorubicin in hoher Dosierung (Dc3)
ein Effekt zu erkennen; TNF-0, 5-Fluorouracil und Gemcitabin scheinen keinen Einfluss
auf das Wachstum der Zellen zu haben. Von den getesteten Inhibitoren zeigen BAY und
CAPE keine Wirkung auf diese Zelllinie, wo hingegen der Einsatz von IFN-a zu einer
Reduktion der Zellen fithren kann, jedoch nur in Kombination mit einem Zytostatikum.
Lediglich der Effekt des Doxorubicin ist durch IFN-a nicht zu verbessern. Verabreicht man
IFN-a allein ist kein signifikanter Effekt auf die Zellen zu erzielen. Es ldsst sich
dementsprechend ableiten, dass IFN-a den Effekt der Zytostatika verstiarkt auler in der

Kombination mit Doxorubicin (da Doxorubicin allein eine starke Wirkung hat).

HT29 in der Kristallviolettfirbung

Die Wirkung der applizierten Substanzen stellt sich, wie Tabelle 8 zeigt, in der

Kristallviolettfarbung deutlich heterogener dar.
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Tabelle 8: Effekt der Zytostatika bzw. potentiellen NF-kB- Inhibitoren auf die Zellproliferation von
HT29-Zellen. Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen Zytostatikagabe -

Kristallviolettfarbung

IFN-a BAY CAPE
K Zyt. |K Inh. Ic, Ic; |KInh. Be Bc, | K Inh. Ccy Ccy
Dox 0 RMDc))| 0 R 0 0 0 R(Dcy) | O R
TNF-a| 0 P(Tcy) | P P P(Tc2) | O P 0 0 P
5-FU 0 0 0 0 P(Fcy) 0 0 0 0 R
Gem 0 R(Ge))| O 0 0 0 R R(Gey) | O R

Legende: Darstellung analog Tabelle 7.

Bei keinem der untersuchten Zytostatika zeigte sich in der Monotherapie eine Wirkung.
Nach Zugabe von IFN-o und CAPE konnte eine Zellreduktion gemessen werden. Die
Zugabe von TNF-o fiihrte bei zusitzlicher Behandlung mit den Inhibitoren zu einem
proliferationsfordernden Effekt. Die Behandlung mit 5-Fluorouracil und Gemcitabin fiihrt
zu keiner signifikanten Verdnderung. Die einzelnen zellreduzierenden Effekte sind hier am
ehesten auf die Wirkung der entsprechenden Inhibitoren zuriickzufiihren und treten nur in

hoher Konzentration des jeweiligen Inhibitors auf.

Vergleich von XTT und Kristallviolett

Im XTT- Nachweis zeigt lediglich die Gabe von Doxorubicin sowie die Kombination von
5-Fluorouracil, Gemcitabin und TNF-o mit IFN-a eine Wirkung im Sinne einer
Zellreduktion.

Im Kiristallviolettnachweis fallen die Ergebnisse deutlich heterogener aus. Hier scheinen
lediglich die hochdosierten Gaben der Inhibitoren (c;) zu einer Verdnderung der Zelldichte

zu fithren. Bei TNF-a-Gabe duflert sich dies gar in einer Proliferationsneigung.

A498 im XTT- Stoffwechselumsatz

In der folgenden Tabelle (Tabelle 9) sind die Ergebnisse fiir die permanente
Nierenzellkarzinom-Zelllinie A498 dargestellt.
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Tabelle 9: Effekt der Zytostatika bzw. potentiellen NF-kB- Inhibitoren auf die Zellproliferation von
A498-Zellen. Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen Zytostatikagabe - XTT

IFN-a BAY CAPE
KZyt. |KInh. | Ic Ic; [KInh. | Bey Be; |KInh. | Cc Ce;
Dox R(Dcy) 0 R R 0 0 R 0 0 0
TNF-a 0 0 0 0 R(Tcy) 0 R |R(Tc))| R 0
5-FU 0 0 0 R 0 0 R | R(Fcy) 0 0
Gem 0 0 0 0 R(Gey)| O 0 0 P 0

Legende: Darstellung analog Tabelle 7.

Unter der Behandlung mit Zytostatika allein trat nur nach Gabe von Doxorubicin eine
Zellzahlreduktion auf. Die Wirkung konnte durch zusétzliche Gabe von IFN-a verbessert
werden, wo hingegen die alleinige Gabe von IFN-a keinen Effekt zeigte. Auf die Wirkung
der anderen Zytostatika hat IFN-a keinen Einfluss.

Unter Gabe des Inhibitors BAY in hoher Dosierung (Bc,) kommt es zu einer Reduktion der
Zellen.

Die Wirkungen von CAPE sind mit dieser Nachweismethode gering.

A498 in der Kristallviolettfirbung

Die Ergebnisse der Kristallviolettfarbung zeigt Tabelle 10.

Tabelle 10: Effekt der Zytostatika bzw. potentiellen NF-kB- Inhibitoren auf die Zellproliferation
von A498-Zellen. Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen Zytostatikagabe -

Kristallviolettfarbung

IFN-a BAY CAPE
K Zyt. |K Inh. Ic; Ic; |KInh. Be; Bc, | K Inh. Cc; Ccy
Dox |R(Dc))|R([Dcy)| R R |R([Dc))| R R |R(Decy) 0 0
TNF-a 0 0 0 R |R(Tcyp) 0 R |R(Tc))| R R
5-FU | R(Fc3) 0 0 R | P(Fc)) 0 R 0 0 R
Gem |R(Gei)|R(Gey)| P R |R(Gcy)| O 0 |[R(Ge)| O R

Legende: Darstellung analog Tabelle 7.
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In der Proteinmengenbestimmung zeigen alle Zytostatika eine Wirkung im Sinne einer
Zellzahlreduktion, dabei wirken Doxorubicin und Gemcitabin bereits in geringer
Konzentration (Dc;, Ge;), wo hingegen 5-Fluorouracil erst in hoher Konzentration (Fcs3)
die Proteinmenge reduziert. Unter alleiniger Gabe von TNF-a ist kein Effekt nachweisbar.
Nach Zugabe von IFN-a in hoher Konzentration (Icy) ist in allen Féllen (Zytostatika +
TNF-a) ein zusitzlicher Effekt nachweisbar.

Auch BAY fiihrt, in hoher Konzentration (Bc,) verabreicht, zu einem zusétzlichen Effekt

zu den Zytostatika, wirkt aber auch allein. Dies trifft ebenso auf CAPE zu.

Vergleich von XTT und Kristallviolett

Wiéhrend im XTT-Test nur nach Behandlung der Zellen mit Doxorubicin eine
Zellreduktion nachweisbar war, konnte dies im Kristallviolettnachweis fiir alle Zytostatika
gezeigt werden. TNF-o hatte jedoch keinen Effekt. AuBerdem wirkten sich im KV-
Nachweis alle NF-xB-Inhibitoren zuséitzlich in einer Reduktion der Zellzahl aus,
insbesondere in hoherer Konzentration; im XTT-Nachweis war dies nur fiir Doxorubicin

und IFN-a zutreffend.

Untersuchungen an priméren Nierenzellkarzinom-Zelllinien

Es wurden bis zu 25 verschiedene Zelllinien mittels der Stoffwechselumsatzmessung XTT

und 12 Zelllinien mittels Proteinnachweis durch Kristallviolett untersucht.

Effekte der Zytostatika

Zunéchst priiften wir die Wirksamkeit verschiedener Zytostatika als Monotherapie auf die
Zellproliferation der Zelllinien primérer Nierenzellkarzinome. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 4 dargestellt. Da keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Nachweismethoden bestehen, wurde auf die Abbildung der Effekte in der Kristallviolett-

Nachweismethode verzichtet.
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Effekte unter Zytostatika und TNF-a - XTT
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Abb.4: Effekte der Monotherapie mit Zytostatika auf die Zellproliferation — Absolute
Hiufigkeiten.

Wie aus der Abbildung zu entnehmen ist, hat die Gabe von Doxorubicin den groften
Effekt auf die Zellproliferation im Sinne einer Reduktion der Zellen. Auch unter 5-
Fluorouracil kann in der Hilfte der Fille eine Reduktion der Zellzahlen nachgewiesen
werden. Keinen nennenswerten Effekt in der Monotherapie zeigten Gemcitabin und

TNF-a.

Effekte der NF-kB- Inhibitoren

Auch die Inhibitoren wurden, wie zuvor schon fiir die Zytostatika gezeigt, als
Einzelsubstanzen mit den verschiedenen Zelllinien inkubiert. Dabei wurde anfénglich
lediglich jeweils eine Dosis des Inhibitors verwendet. In spiteren Versuchen wurden
zusétzlich hohere Konzentrationen jedes Inhibitors eingesetzt. Dies fiihrte zu ganz
unterschiedlichen Wirkungen. AuBerdem fielen bei diesen Untersuchungen deutliche
Unterschiede der Ergebnisse in den beiden durchgefiihrten Nachweismethoden auf. Aus
diesem Grund sollen hier exemplarisch die Wirkungen der potentiellen NF-«kB- Inhibitoren
BAY und CAPE fiir den XTT- Nachweis und die Kristallviolett- Farbemethode graphisch

dargestellt werden.
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Die Abbildungen 5a und 5b zeigen die Effekte des Inhibitors BAY in niedriger

Konzentration (Bc;) bzw. in beiden Konzentrationen (Bc; und Bcy).

|

Effekte von Bay in Monotherapie in niedriger Dosierung (Bc1) - Relative Effekte von Bay in Monotherapie in Bc1 und Bc2 - Relative Haufigkeiten -
Haufigkeiten - XTT

kein Effekt

akein Effekt ®Reduktion in Bc2
@Reduktion in Bc1 OProliferation in Be1

Abb. 5a und Sb: Effekte der Monotherapie mit dem Inhibitor BAY auf die Zellproliferation
im XTT-Nachweis — Relative Hiufigkeiten

Wurde BAY nur in niedriger Konzentration (Bc,) eingesetzt, konnte lediglich bei 20% der
Versuche (2 Zelllinien) eine Reduktion der Zellzahlen nachgewiesen werden, wohingegen
bei den iibrigen 80% der Félle (8 Zelllinien) kein Effekt nachzuweisen war.

Wurde allerdings zusétzlich die hohere Dosierung (Bc,) eingesetzt, war in 77% der Fille
(10 Zelllinien) ein signifikanter Riickgang der Zellzahlen zu verzeichnen. Je 8% (je 1
Zelllinie) blieben (blieb) ohne Effekt, zeigte bereits eine Reduktion in Bc; bzw. eine
Proliferation in Bcj, sodass insgesamt bei 85% der bearbeiteten Zelllinien mit der
alleinigen Gabe von BAY eine signifikante Reduktion der Zellzahlen nachzuweisen war.
Setzte man bei den gleichen Zelllinien den potentiellen NF-kB-Inhibitor CAPE ein, fiihrte
dies zu ganz anderen Ergebnissen. Diese sind im Folgenden in den Abbildungen 6a und 6b

dargestellt.
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Effekte von CAPE in Monotherapie in niedriger Dosierung (Cc1) - Effekte von CAPE in Monotherapie in Cc1 und Cc2 - Relative
Relative Haufigkeiten -XTT Haufigkeiten - XTT

BReduktion in Ce1
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Abb. 6a und 6b: Effekte der Monotherapie mit dem Inhibitor CAPE auf die Zellproliferation
im XTT- Nachweis — Relative Haufigkeiten

Ebenso wie bei der Gabe von BAY in niedriger Konzentration (Cc;) war auch mit der
Behandlung mit CAPE bei 80% der Zelllinien kein Effekt nachweisbar (10 Zelllinien). Fiir
jeweils 10% (je 1 Zelllinie) wurde entweder eine Proliferation oder eine Reduktion der
Zellzahlen gezeigt.

Wurde CAPE jedoch zusétzlich in hoherer Konzentration (Cc;) eingesetzt, war lediglich in
42% der Fille (5 Zelllinien) kein Effekt mehr nachzuweisen. Bei einem Drittel der
untersuchten Zelllinien kam es hier bereits in niedriger Konzentration (Cc;) zu einer
Zellproliferation, bei weiteren 25% war in der Ccy-Konzentration ein proliferativer Effekt
nachweisbar, d.h. es kam bei 58% der untersuchten Zellinien unter der Zugabe von CAPE
zu einer Zellproliferation.

In den folgenden Abbildungen werden die Ergebnisse fiir die Kristallviolett-
Nachweismethode graphisch dargestellt, bei der alle Versuche mit je zwei Konzentrationen

der Inhibitoren durchgefiihrt wurden.
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Effekte von Bay in inc, undc, - Relati i Effekte von CAPE in ieinc, undc, -

akein Effekt
aReduion n c1
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Redution n 2
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Abb. 7 und 8: Effekte der Monotherapie mit den Inhibitoren BAY bzw. CAPE auf die
Zellproliferation in der Kristallviolettfirbung (Test 11-23)

Fiihrt man bei den mit BAY behandelten Zellen die Kristallviolettfirbung durch, ist bereits
bei 42% der Zelllinien eine Reduktion der Zellzahlen unter Zugabe von BAY in niedriger
Konzentration (Bc) zu verzeichnen, bei 58% dann in der héheren Bc,-Konzentration; d.h.
in allen Zelllinien wurde mittels Gabe von BAY ecine Reduktion der Zellzahlen erreicht.
Dies stellt einen deutlichen Unterschied zum XTT- Stoffwechselumsatz dar.

Noch erheblicher werden die Unterschiede, wenn man die mit CAPE behandelten und
Kristallviolett gefarbten Zellen betrachtet. Bei 8% ist kein Effekt nachweisbar. Bei 50%
der Zelllinien zeigte sich dann jedoch eine Reduktion der Zellzahlen in der Cc;-

Konzentration und bei 42% in der Cc,-Konzentration.

Es stellt sich nun die Frage, ob der Effekt der Zytostatika durch die Kombination mit

anderen potentiell zelltoxischen Substanzen verbessert werden kann.

Ergebnisse der Kombination von Inhibitoren und Zytostatika

Die Versuche an den verschiedenen Zellkulturen wurden in mehrere Einzelversuche
gegliedert. In einem FEinzelversuch wurden ein Zytostatikum bzw. TNF-o und ein
potentieller NF-kB-Inhibitor sowie entsprechende Kombinationen der Einzelsubstanzen
untersucht.

Nach Behandlung der Zellen mit den Effektoren erfolgte die Messung der
Stoffwechselaktivitit als indirekter Indikator fiir das AusmaBl an Zellproliferation durch
Messung der Extinktion. Hierbei stehen ein hoher Extinktionswert fiir eine hohe Zellzahl

und ein niedriger Extintionswert fiir eine geringe Zellzahl. Bei zu Beginn des Versuches
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anndhernd gleichen Ausgangszellzahlen ist die Ab- bzw. Zunahme der Extinktion ein

Hinweis fiir Reduktion bzw. Proliferation der Zellen. ‘
Beispielhaft fiir einen Einzelversuch sind die entsprechenden Extinktionswerte in der
folgenden Tabelle (Tab.l11) sowie in Abbildung 9 dargestellt. Zum Ausschluss von

Artefakten wurden Doppelversuche durchgefiihrt und die Extinktionen gemittelt.

Tabelle 11: Gemittelte Extinktionen unter Doxorubicin bzw. IFN-o und ihrer mdglichen

Kombinationen
IFN-a
Konzentrationen Co Icy Ic,
Doxorubicin Co 1,017 1,139 0,787
Dc; 0,425 0,114 0,133
Dc, 0,509 0,166 0,118
Dc; 0,205 0,139 0,107

Legende: eingesetzte Konzentrationen s. Kapitel 4.2.2

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, wurde nach Gabe von Doxorubicin allein in allen drei
eingesetzten Konzentrationen eine deutlich geringere Extinktion gemessen als in der
Kontrolle. Fiir IFN-a trifft dies nur zu, wenn es in hoher Konzentration (Ic;) verabreicht
wurde. In niedriger Konzentration (Ic;) ist kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle
nachweisbar. Kombiniert man jedoch beide Substanzen kommt es bereits in der
Kombination der niedrigsten Konzentrationen (Ic;/Dc¢;) zu einem weiteren Abfall des
Extinktionswertes und damit zu einer Verminderung der Zellzahl (im Vergleich zur
alleinigen Gabe von Doxorubicin). Hohere Dosierungen der Einzelsubstanzen in den
Kombinationen verursachen jedoch keine weitere signifikante Senkung der
Extinktionswerte.

Die farbig hervorgehobenen Werte zeigen die in Abbildung 9 dargestellten Extinktionen.
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Einzelversuch Doxorubicin und IFN-a - XTT
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Abb.9: Extinktionen unter Doxorubicin bzw. IFN-a und einer ausgew:ihlten Kombination

Zur Verdeutlichung wurden im Diagramm die Extinktionswerte einer moglichen
Kombination zweier Einzelsubstanzen dargestellt. Unverkennbar sind der Abfall der
Extinktion unter Gabe von Doxorubicin, eine dhnliche Extinktion wie in der Kontrolle
nach Gabe von IFN-o und eine sehr niedrige Extinktion in der Kombination der

Einzelsubstanzen unter Einsatz der gleichen Konzentration.

Alle eingesetzten Substanzen wurden in gleicher Weise miteinander kombiniert und die
Extinktionswerte einer Zellkultur miteinander verglichen. Auf diese Weise wurde jede
Zelllinie untersucht. Die Daten wurden zusammengefasst und sind in den folgenden

Abschnitten ausfiihrlich dargestellt.

Stoffwechselumsatzmessung mittels XTT
Die Wirkungen der verschiedenen NF-kB-Inhibitoren in Kombination mit dem

Zytostatikum Doxorubicin sind in Tabelle 12A und 12B zusammengefasst.
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Tabelle 12A: Effekt von Doxorubicin bzw. potenticllen NF-kB-Inhibitoren auf die
Zellproliferation. Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen Zytostatikagabe —
Absolute Haufigkeiten
IFN-a BAY CAPE PDTC
K |K Iei| Ie2|> |IK Bei| Be|Y |K Ceci| Cez|Y. K Pci| Pcy| Y
Zyt. | Inh. Inh. Inh. Inh.
RJ201[ 3 6 711612 5 |11 (28] 3 0 0 3 8 5 2 |15
O S|19(17| 5 |41 10 17| 2 29|15 8 4 12711311 7 |31
Pl O 1 0 1 2 1 1 0 2 5115191291 6 3110
12512323 |13[59|23 |23 135923 |23 |13|59]22 2212156
Legende: K Zyt.: Effekt des Zytostatikums in Monotherapie; K Inh.: Effekt des potentiellen NF-
kB-Inhibitors in Monotherapie; je c¢; und c,-Spalte: zusitzlicher Effekt des Inhibitors in der
Kombinationstherapie bezogen auf den Effekt des Zytostatikums in der Monotherapie
Tabelle 12B: Effekt von Doxorubicin bzw. potentiellen NF-kB-Inhibitoren auf die
Zellproliferation. Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen Zytostatikagabe -
Relative Haufigkeiten
IFN-a BAY CAPE PDTC
K |K Ie;| Ie2|> |K Bei| Be|Y |K Ceci| Cez|Y. |K Pci| Pcy| Y
Zyt. | Inh. Inh. Inh. Inh.
R8O | 13 [ 26 |54 2752|228 |47 ] 13 0% |0%|5%]| 36|23 |17 27
%% | % | % |%| % | % | %|%]| % % | % | %] %
0120183 |74 |38 |69 |43 (74| 15]|49]|65|35 |31 46|59 |50 |58] 55
%1% | % | % |%| % | % | %|%]|%|%|%|%] % | % ]| %] %
Pl0% 4% | 0% | 8% (3% | 4% [ 4% | 0% | 3% | 22 | 65 | 69 | 49 | 5% | 27 | 25 | 18
% | % | % | % % | % %
Legende: analog Tabelle 12A; relative Haufigkeiten

In 80% der untersuchten Zelllinien fiihrte die alleinige Gabe von Doxorubicin bereits zu

einer Reduktion der Zellen.
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IFN-a allein hatte in den meisten Féllen keinen Effekt. Durch kombinierte Inkubation mit
Doxorubicin ist allerdings eine weitere Reduktion der Zellen moglich und dies
insbesondere beim Einsatz einer hoheren IFN-a-Konzentration (Ic,).

Der Inhibitor BAY allein zeigt bereits eine deutliche Wirkung mit Reduktion der
Stoffwechselumsétze. Der Effekt des Doxorubicin kann vor allem durch eine hdhere
Dosierung des Inhibitors (Bc;) gesteigert werden.

Fir CAPE kann allein keine signifikante Wirkung nachgewiesen werden, in der
Kombination mit Doxorubicin ldsst sich statistisch signifikant geh&uft ein vermehrter
Stoffwechselumsatz nachweisen, jedoch keine Reduktion.

PDTC zeigt allein zumindest eine geringe zellreduzierende Wirkung, kann in der
Kombination mit dem Zytostatikum Doxorubicin jedoch sowohl reduzierende als auch

proliferative Effekte zeigen.

In der folgenden Abbildung werden alle Daten in Form von Boxplotts zusammengefasst.
Dargestellt sind die Stoffwechselumsitze und damit das Uberleben der Zellen fiir alle
untersuchten Kombinationen des Zytostatikums Doxorubicin mit den unterschiedlichen
potentiellen NF-kB-Inhibitoren bezogen auf die Kontrolle (Zellen ohne Zugabe eines

Effektors).
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Abb. 10: Relatives Uberleben der Zellen in allen untersuchten Zelllinien nach Behandlung
mit Doxorubicin (Dc0-Dc3) und den entsprechenden NF-kB-Inhibitoren IFN-a (Ic1/Ic2),
BAY (Bcl/Be2), CAPE (Ccl/Cc2) und PDTC (Pcl/Pc2); Abszisse = Bezeichnung der

Kombinationen der Effektoren, Ordinate = Relatives Uberleben

Auch in den Boxplotts zeigt sich die Wirksamkeit von Doxorubicin auf die meisten
untersuchten Zelllinien durch eine nur geringfiigige Wirkung von IFN-a allein und eine
deutlichere Reduktion in der Kombination der beiden Effektoren. Auffillig ist die hohe
Streubreite in den Kombinationen mit der c3-Konzentration Doxorubicin. Dies zeigt sich
auch in den Kombinationen mit BAY, ist jedoch fiir CAPE und PDTC aufgrund der
ohnehin hohen Streubreite nicht zu erkennen. Deutlich wird auch der hohe zytotoxische

Effekt von BAY in hoher Dosierung (Bc,).

Die Tabellen 13A und 13B fassen die Ergebnisse der Kombinationen von TNF—o und den

Inhibitoren zusammen.
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Tabelle 13A: Effekt von TNF-o bzw. potentiellen NF-kB-Inhibitoren auf die Zellproliferation.

Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen TNF-a-Gabe — Absolute Haufigkeiten

IFN-a BAY CAPE PDTC
K K Iei| Ieal> |K | Bei| Bex[Y [K | Cei| CealY |K Pci| Pcy| Y
Zyt. | Inh. Inh. Inh. Inh.

R

Of21(14 14| 7 358 |17 0 |25]|13 12| 5 |30| 9 |10| 6 |25
pjryt1 {113} 1v}1 |1 |38 7|7 112|3]|1|3]7
2

241 22| 22| 11) 55 22| 22| 12|56 | 22| 22| 12|56 | 21| 21| 11] 53

Legende: analog Tabelle 12A; absolute Haufigkeiten

Tabelle 13B: Effekt von TNF-a bzw. potentiellen NF-kB-Inhibitoren auf die Zellproliferation.

Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen TNF-a-Gabe - Relative Haufigkeiten

IFN-a BAY CAPE PDTC

K |K Iei| Iex|> |K Bei| Be|Y K Cci| Cer|Y. IK Pci| Pea| Y
Zyt. | Inh. Inh. Inh. Inh.

R[8% |32 (32271315918 (92|50 ]5%]| 14 |0%|7%] 43 |48 | 18| 40
N | % | % | % ]| % | % | %] % % % | % | % ]| %
0] 88 |64 |64 |64]164|36|77 [0%]|45]59|55|42(|54)|43 |48 | 55| 47
N | % | % | %] %]| % | % %% | % | % | %] % | % ]| %]| %
P[4% 5% | 5% | 9% |5% | 5% | 5% | 8% | 5% | 36 | 32 | 58 | 39 | 14 | 5% | 27 | 13
% | % | % | % | % % | %

Legende: analog Tabelle 12A; relative Haufigkeiten

Fiir TNF-a allein ist keine signifikante Wirkung auf den Zellumsatz nachzuweisen. Die
Kombination mit IFN-o hat bei einem Drittel der untersuchten Zelllinien einen reduktiven
Effekt.

Nach Gabe von BAY allein ist auch hier in 60% der Fille bereits eine Reduktion der
Zellen nachweisbar. Beim Einsatz der hoheren Konzentration (Bcy) scheint eine
nochmalige Zunahme des Effektes moglich (92%). Dies ist jedoch der Tatsache

geschuldet, dass zu Beginn der Versuche nur niedrige Konzentrationen (Bc;) des Inhibitors

eingesetzt wurden (s. Kapitel 4.2.2) und damit auch als BezugsgroBe in der Monotherapie Kommentar [MSOffice6]: Am Ende
noch ergénzen
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nur auf BAY in niedriger Konzentration zuriickgegriffen werden konnte. Hier kann BAY
nicht in jedem Fall ein Effekt auf die Zellen nachgewiesen werden. In hoherer
Konzentration ist jedoch die alleinige Gabe des Inhibitors ausreichend, um bei nahezu
allen untersuchten Zelllinien einen deutlichen Effekt im Sinne einer Destruktion der Zellen
zu erreichen.

Fir CAPE kann auch hier keine signifikante Reduktion der Zellen nachgewiesen werden.
Es kommt wie oben bereits angefiihrt zu einem proliferationsférdernden Effekt.

Die Wirkung von PDTC ist sehr heterogen. In fast 50% der untersuchten Tumore bewirkt
die alleinige Gabe eine Reduktion der Zellen, bei der gleichen Anzahl Tumore hat PDTC
allein keinen Effekt und in Einzelfdllen waren eher Stoffwechselumsitze im Sinne einer
Proliferation nachweisbar. Die Kombination der Effektoren zeigt, bezogen auf die
Wirkung von TNF-a, vor allem die Wirksamkeit von PDTC an; in hoheren Dosierungen

von PDTC (Pc,) zeigt sich eher eine Proliferationsneigung.

Abbildung 11 zeigt die zusammengefassten Daten in Form von Boxplotts fiir TNF-a und

die NF-kB-Inhibitoren analog Abbildung 10 fiir Doxorubicin.
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Abb. 11: Relatives Uberleben der Zellen in allen untersuchten Zelllinien nach Behandlung
mit TNF-a (Tc0-Tc3) und den entsprechenden NF-kB-Inhibitoren IFN-o (Ic1/Ic2), BAY
(Bc1/Be2), CAPE (Ccl/Cc2) und PDTC (Pcl/Pc2); Abszisse = Bezeichnung der

Kombinationen der Effektoren, Ordinate = Relatives Uberleben
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In der Abbildung zeigt sich die geringe Effektivitdt der untersuchten Kombinationen.
Allein durch die hochdosierte Gabe von BAY fanden wir in allen untersuchten Tumoren
eine erhebliche zytotoxische Wirkung.‘ Vor allem fiir die Kombinationen mit CAPE wird
die Proliferationsneigung deutlich.

Die Ergebnisse fiir 5-Fluorouracil in Kombination mit IFN-a, BAY, CAPE bzw. PDTC
zeigen die folgenden Tabellen (Tabelle 14A und B).

Tabelle 14A: Effekt von 5-Fluorouracil bzw. potentiellen NF-kB-Inhibitoren auf die

Zellproliferation. Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen Zytostatikagabe —

Kommentar [MSOffice7]: Kommenta
r zu Probe 26 notwendig?

Absolute Haufigkeiten
IFN-a BAY CAPE PDTC

K |K Iei| Ie2|> |K | Bey| Be[Y |K | Ce| Cer|Y K Pci| Pcy| Y

Zyt. | Inh. Inh. Inh. Inh.
RI12]10| 6 | 2 | 18| 14| 5 |11 |30 ] 2 1 013 8 7 3 118
of1212 (16 (1038 8 | 17| 1 |26 |11 |11 | 3 [25]| 8 |10 | 5 |23
Pl O 0|0 010 0 0 010 9 110 9 | 28] 5 4141113
Y| 24 22 22| 12|56 | 22| 22| 12)56 | 22| 22| 12|56 | 21| 21| 12| 54
Legende: analog Tabelle 12A; absolute Haufigkeiten
Tabelle 14B: Effekt von 5-Fluorouracil bzw. potentiellen NF-kB-Inhibitoren auf die
Zellproliferation. Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen Zytostatikagabe -
Relative Haufigkeiten

IFN-a BAY CAPE PDTC

K |K Iei| Ie2|d> |K | Bei| Bea|Y |K | Cei| Cea|Y [K | Pei| Per| Y

Zyt. | Inh. Inh. Inh. Inh.
R50]45 (27| 1713264 |23 |92]|54]9%|5%|0%(|5%]38 |33 ]25]33

N | % | % | %% ]| % | % | %]|% % | % | % | %
0[50]55 7383168 |36|77 8% |46 ] 50 |50 |25(45]|38 |48 |42] 43

| % | % | %] %]| % | % %% | % | % |% ]| % | % ]| %]| %
P[0%|0%[0%|0%]|0%]0% |0% | 0% |0% ]| 41 | 45 | 75|50 |24 | 19 | 33 | 24

% | % | % | %% | % | %]| %

Legende: analog Tabelle 12A; relative Haufigkeiten

52



0 Ergebnisse

Fiir 5-Fluorouracil ist in 50% der Fille beim alleinigen Einsatz eine Reduktion der Zellen
nachweisbar. Unter kombinierter Inkubation der Zellen mit IFN-a lédsst sich in einigen
Fillen ein zusétzlicher Effekt erfassen.

Der Inhibitor BAY verhélt sich ebenso wie bereits oben beschrieben. Fiir CAPE ist auch
hier eher ein proliferativer Effekt nachzuweisen. Der Einsatz von PDTC hingegen kann in
Abhingigkeit von der Konzentration in 25-30% der untersuchten Tumore eine zusitzliche

Reduktion bewirken. Allerdings ist hier ebenfalls ein proliferationsfordernder Effekt
moglich (19-33%).

Abbildung 12 zeigt Boxplotts mit den zusammengefassten Daten fiir 5-Fluorouracil und

die NF-kB-Inhibitoren analog Abbildung 10 fiir Doxorubicin.
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Abb. 12: Relatives Uberleben der Zellen in allen untersuchten Zelllinien nach Behandlung
mit 5-Fluorouracil (Fc0-Fc3) und den entsprechenden NF-kB-Inhibitoren IFN-o (Ic1/Ic2),
BAY (Bcl/Bc2), CAPE (Ccl/Cc2) und PDTC (Pcl/Pc2); Abszisse = Bezeichnung der

Kombinationen der Effektoren, Ordinate = Relatives Uberleben

Die Abbildung zeigt fiir 5-Fluorouracil in Monotherapie eher ein geringes Ausmal} an
Abnahme der Stoffwechselaktivititen, was sich in der Kombination mit IFN-a noch etwas
steigern lasst. Auffallend sind auch hier die starken und einheitlichen Effekte unter
hochdosierter BAY-Behandlung der Zellen, wohingegen fiir CAPE vermehrte

Stoffwechselumsétze mit hohen Streubreiten zu beobachten sind.
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Die in Zusammenhang mit Gemcitabin und den NF-kB-Inhibitoren ermittelten Wirkungen

sind in Tabelle 15A und 15B zusammengefasst.

Tabelle 15A: Effekt von Gemcitabin bzw. potentiellen NF-kB-Inhibitoren auf die Zellproliferation.

Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen Zytostatikagabe — Absolute
Haufigkeiten
IFN-a BAY CAPE PDTC
K |K Iei| Iea|> |K Bei| Be|Y |K Cci| Cer|Y. IK Pci| Per| Y
Zyt. | Inh. Inh. Inh. Inh.
R 2 8 7 4 (1912 6 [10]28] 1 3 0 4 5 5 1|11
of19f11 {126 (29 7 (11| 0 ]18]10]| 8 312119 |10] 5] 24
Pl 1 1 1 1 3 1 3 1 5 9 9 8126 | 5 4141113
> | 221 20 20| 11|51 | 20| 20| 11] 51| 20| 20| 11|51 ] 19| 19| 10| 48
Legende: analog Tabelle 12A; absolute Haufigkeiten
Tabelle 15B: Effekt von Gemcitabin bzw. potentiellen NF-kB-Inhibitoren auf die Zellproliferation.
Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen Zytostatikagabe - Relative Haufigkeiten
IFN-a BAY CAPE PDTC
K [K Iei| Iea|d> |K | Bei| Bex]Y |K | Cei| Cer[Y |K | Pey| Pea| Y
Zyt. | Inh. Inh. Inh. Inh.
R|19% |40 [ 35 (3637160 |30 |91 ]55]|5%]| 15|0% |8%]| 26 |26 | 10| 23
% | % | %% % | % ]| %]| % % % | % | % ]| %
018 | 55|60 | 55157 |35|55(0%]|35]50(40 |27 |41 |47 |53 |50]50
N | % | % | %% ]| % | % %% | % | % |% ]| % | % | %]| %
Pl5%]5% 5% 9% 6% |5% | 15 9% ]| 10 | 45 [ 45 | 73 | 51 | 26 | 21 | 40 | 27
% % | % | % | %% % ]| % | %]|%

Legende: analog Tabelle 12A; relative Haufigkeiten

Fiir Gemcitabin ist dhnlich dem TNF-a bei alleiniger Gabe kein Effekt nachzuweisen. Die

Inhibitoren verhalten sich auch hier wie bereits oben beschrieben in Form einer Reduktion

der Zellen in 1/3 der Félle bei Zugabe des IFN-q, einer deutlichen Reduktion der Zellen
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mit BAY sowie einem dem proliferativen Effekt von CAPE und sowohl proliferativen als

auch reduzierenden Eigenschaften von PDTC.

Die Boxplotts in Abbildung 13 dienen der weiteren Veranschaulichung dieser Ergebnisse.
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Abb. 13: Relatives Uberleben der Zellen in allen untersuchten Zelllinien nach Behandlung
mit Gemcitabin (Gc0-Gc3) und den entsprechenden NF-kB-Inhibitoren IFN-a (Ic1/Ic2), BAY
(Bc1/Be2), CAPE (Ccl/Cc2) und PDTC (Pcl/Pc2); Abszisse = Bezeichnung der

Kombinationen der Effektoren, Ordinate = Relatives Uberleben

Zusammenfassung:

Von den Zytostatika hatte Doxorubicin die deutlichste Wirkung. Dieser Effekt konnte
durch die zusétzliche Gabe von IFN-a in einigen Féllen noch verstirkt werden. Auch 5-
Fluorouracil reduziert die Stoffwechselumsdtze - jedoch in deutlich weniger Fillen.
Gemcitabin und TNF-a bleiben ohne signifikante Wirkung.

Von den Inhibitoren zeigt vor allem BAY in hoher Konzentration in nahezu allen Fillen
zumeist auch eine fast vollstindige Reduktion der Zellzahlen. Der Einsatz von IFN-a fiihrt
in ca. 1/3 der Félle zu einer Reduktion der Zellen, wie auch unter PDTC. Die Behandlung
mit diesem Effektor fiihrt jedoch ebenso zu einer Proliferation der Zellen in verschiedenen
primédren Tumorzellkulturen. CAPE zeigt fast ausschlieBlich eine proliferationsférdernde

Wirkung und erscheint somit zur Tumorreduktion nicht geeignet.
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Proteinmengenbestimmung mittels Kristallviolett

Die Tabellen 16A und B demonstrieren die Ergebnisse der Kombinationen von

Doxorubicin und den NF-kB-Inhibitoren in der Kristallviolettfarbung.

Tabelle 16A: Effekt von Doxorubicin bzw. potentiellen NF-kB-Inhibitoren auf die
Zellproliferation. Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen Zytostatikagabe —

Absolute Haufigkeiten

IFN-a BAY CAPE PDTC

K K IC[ IC2 Z K B01 BCZ Z K CC] CC2 z K P01 PCZ
Zyt. | Inh. Inh. Inh. Inh.

R 13| 7 8 7122|125 |12|29]12| 3 |10]25]| 9 5 9123
0] 1 5 4 511410 7 0 7 0 9 2 |11 | 2 6 2 |10
Pl O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
> 14 12| 12) 12136 | 12| 12| 12136 | 12| 12| 12136 | 11| 11| 11| 33
Legende: analog Tabelle 12A; absolute Héufigkeiten
Tabelle 16B: Effekt von Doxorubicin bzw. potentiellen NF-kB-Inhibitoren auf die
Zellproliferation. Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen Zytostatikagabe -
Relative Haufigkeiten
IFN-a BAY CAPE PDTC
K |K Iei| Iez|> |K | Bei| Bex[Y |[K | Cei| Cez|lY |K Pci| Pcy| Y
Zyt. | Inh. Inh. Inh. Inh.
Rl 93|58 |67 |58]61]100|42 |100] 81 |100|25 |83 |69 |82 |45 |82]70
%1% | % | % |%| % | % | %|%]| % | % | %% % ]| % ]| %] %
0]7% 42 |33 |42 |39]|0% |58 |0%|19|0% | 75|17 31| 18|55 | 18] 30
% | % | % | % % % %Dl % | %% | % | %] %
P]0% 0% | 0% |0%[0%] 0% [ 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0%

Legende: analog Tabelle 12A; relative Haufigkeiten

In nahezu allen Versuchen fiihrt die alleinige Gabe von Doxorubicin zu einer Reduktion

der Zellzahl. In der Héilfte der Fille kann eine Reduktion auch durch die Gabe von IFN-a
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in der Monotherapie nachgewiesen werden, in der Kombination beider Substanzen ist oft
eine weitere Reduktion erreichbar.

Unter der Behandlung mit dem NF-kB-Inhibitor BAY kommt es in allen Féllen zu einer
Zellreduktion, auch kann in der Kombination durch BAY in hoherer Konzentration (Bc;)
stets eine Wirkungssteigerung des Zytostatikums Doxorubicin erreicht werden.

Die alleinige Gabe von CAPE fiihrt in allen Versuchen zu einer Reduktion der
Proteinbestandteile, in der Kombination kann mit einer niedrigen Dosis (Cc;) in lediglich
25% eine zusétzliche Reduktion, hingegen mit einer hoheren Dosis (Cc,) in 83% ein
zusitzlicher Effekt erreicht werden.

Fir PDTC kann ein &hnliches Verhaltensmuster nachgewiesen werden. Unter alleiniger
Gabe wird meist eine Reduktion der Zellen erreicht, die Verabreichung einer geringen
Dosis Inhibitor (Pc;) in der Kombination mit Doxorubicin zeigt hier in etwa 50% der

Versuche einen zusétzlichen Effekt, bei einer hoheren Dosis (Pc;) in nahezu allen Fallen.

Abbildung 14 fasst die Ergebnisse zusammen.
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Abb. 14: Relatives Uberleben der Zellen in allen untersuchten Zelllinien nach Behandlung
mit Doxorubicin (Dc0-Dc3) und den entsprechenden NF-kB-Inhibitoren IFN-a (Ic1/Ic2),
BAY (Bcl/Bc2), CAPE (Ccl/Cc2) und PDTC (Pcl/Pc2); Abszisse = Bezeichnung der

Kombinationen der Effektoren, Ordinate = Relatives Uberleben
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In Tabelle

17A

und B

sind die

Ergebnisse

fiir

die

verschiedenen

Kombinationsmoglichkeiten von TNF-a und den NF-kB-Inhibitoren dargestellt.

Tabelle 17A: Effekt von TNF-a bzw. potentiellen NF-kB-Inhibitoren auf die Zellproliferation.

Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen TNF-a-Gabe — Absolute Haufigkeiten

IFN-a BAY CAPE PDTC
K |K Ie;| Ie2|> |IK Bei| Be|Y |K Ceci| Ce2|Y |K Pci| Pcy| Y
Zyt. | Inh. Inh. Inh. Inh.
R] O 6 3 4 13126 | 1213011 | 8 |11 ]|30]10] 9 9128
013 | 6 9 8 123]0 6 0]6 ]| 0] 4 1 510 2 2 4
Pl 1 0]01071]O0 0 0 010 1 0 0 1 1 0 0 1
| 14 12 12| 12|36 | 12| 12| 12136 | 12| 12| 12|36 | 11| 11| 11| 33
Legende: analog Tabelle 12A; absolute Haufigkeiten
Tabelle 17B: Effekt von TNF-a bzw. potentiellen NF-kB-Inhibitoren auf die Zellproliferation.
Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen TNF-a-Gabe - Relative Haufigkeiten
IFN-a BAY CAPE PDTC
K |K Iei| Ie2|> |IK Beci| Bez Y |K Cei| Ce2|Y. K Pc;| Pcy| Y
Zyt. | Inh. Inh. Inh. Inh.
R[10%] 50 25|33]36|100| 50 (100] 8319267 |92 |83]91 |82]|82]85
% | % | % | % | % | % | %|%]| % | % | %% % ]| %] %]| %
019350 (75 |67]64]0%]|50|0%]| 17 |0% |33 |8% |14 |0% | 18 | 18 | 12
%1% | % | % | % % % % % % | % | %
P 7% (0% | 0% [ 0% |0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 8% | 0% | 0% | 3% | 9% | 0% | 0% | 3%

Legende: analog Tabelle 12A; relative Haufigkeiten

Durch die alleinige Gabe von TNF-a ist kein Effekt auf die Vermehrung der Zellen

nachweisbar. Unter der Behandlung mit IFN-a zeigt sich in 50% der untersuchten

Zelllinien eine Abnahme der Zellzahl, in der Kombination mit TNF-a wird dieser Effekt

jedoch in deutlich weniger Versuchsansitzen erreicht.

Der Inhibitor BAY erbringt in der Kombination mit TNF-a die gleichen Ergebnisse wie in

der Kombination mit Doxorubicin.
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Auch CAPE und PDTC zeigen die gleichen Reaktionsmuster wie in der Kombination mit
Doxorubicin. Lediglich bei jeweils einer Zelllinie fithrt die alleinige Gabe des
entsprechenden Inhibitors zu einem proliferativen Effekt. PDTC demonstriert auch in

niedriger Dosierung (Pc,) eine deutliche zellzahlreduzierende Wirkung.

Zur weiteren Veranschaulichung der Ergebnisse und zur Darstellung des Ausmalles der
Wirkungen der verschiedenen Kombination von Effektoren auf die Zellen dient Abbildung
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Abb. 15: Relatives Uberleben der Zellen in allen untersuchten Zelllinien nach Behandlung
mit TNF-a (Tc0-Tc3) und den entsprechenden NF-kB-Inhibitoren IFN-o (Ic1/Ic2), BAY
(Bc1/Be2), CAPE (Ccl/Cc2) und PDTC (Pcl/Pc2); Abszisse = Bezeichnung der

Kombinationen der Effektoren, Ordinate = Relatives Uberleben

Die Ergebnisse der Kombinationen von 5-Fluorouracil und den NF-kB-Inhibitoren fassen

Tabelle 18A und B zusammen.
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Tabelle 18A: Effekt von S5-Fluorouracil bzw. potentiellen NF-kB-Inhibitoren auf die

Zellproliferation. Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen Zytostatikagabe —

Absolute Haufigkeiten
IFN-a BAY CAPE PDTC

K [K Iei| Iea|d> |K | Bei| Bea]Y |K | Cei| Cer[Y |K | Pei| Pea| Y

Zyt. | Inh. Inh. Inh. Inh.
R] 6 4 | 2 3 9 |12 | 7 |12 (31|10 7 | 10|27 9 7 8 |24
o 8 8 9 8 125]0 5 0152 4 2 812 | 4 3 9
Pl O 0 1 1 2 0 0 010 0 1 0 1 0 0 0 0
| 14 12 12| 12|36 | 12| 12| 12136 | 12| 12| 12136 | 11| 11| 11| 33
Legende: analog Tabelle 12A; absolute Haufigkeiten
Tabelle 18B: Effekt von 5-Fluorouracil bzw. potentiellen NF-kB-Inhibitoren auf die
Zellproliferation. Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen Zytostatikagabe -
Relative Haufigkeiten

IFN-a BAY CAPE PDTC

K [K Iei| Iea|d> [K | Bei| Bex]Y |K | Cei| Cer[Y |K | Pey| Pea| Y

Zyt. | Inh. Inh. Inh. Inh.
Rl43 |33 (1725251100 58 |100] 86| 83 | 58 |83 | 75|82 |64 | 73|73

N | % | % | % %% | % | %]|% ] %] % | %|%]|%| % ]| %] %
0571677567169 0% |42 (0% | 1417 (33| 17|22 18 |36 |27 | 27

Y% | % | % | %] % % %% | % | % |% ]| % | % ]| %]| %
P10%]|0% 8% |8% 6% ]| 0% | 0% |0%]0% ] 0% [ 8% | 0% |3% ]| 0% | 0% | 0% | 0%

Legende: analog Tabelle 12A; relative Haufigkeiten

Die mit einer Monotherapie 5-Fluorouracil behandelten Zellen wiesen in etwa der Hélfte
der Fille eine Reduktion der Zellzahl auf. Bei den iibrigen Zelllinien war kein Effekt zu
erfassen. Unter zusitzlicher Gabe von IFN-a war in maximal 4 der untersuchten Zellen ein
zusitzlicher Effekt nachweisbar; in mit BAY behandelten Zellen konnte unter kombinierter
Inkubation allein mit hoher Dosis des Inhibitors (Bc;) bei allen Zelllinien eine zusétzliche

Reduzierung der Zellzahl nachgewiesen werden.

60




0 Ergebnisse

Auch die Inhibitoren CAPE und PDTC zeigen eine sehr gute Wirksamkeit sowohl in der

Monotherapie als auch in der Kombination mit dem Zytostatikum.

Abbildung 16 zeigt Boxplotts mit den zusammengefassten Daten fiir 5-Fluorouracil und

die NF-xB-Inhibitoren.
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Abb. 16: Relatives Uberleben der Zellen in allen untersuchten Zelllinien nach Behandlung

mit 5-Fluorouracil (Fc0-Fc3) und den entsprechenden NF-kB-Inhibitoren IFN-a (Ic1/Ic2),

BAY (Bcl/Bc2), CAPE (Ccl/Cc2) und PDTC (Pcl/Pc2); Abszisse = Bezeichnung der

Kombinationen der Effektoren, Ordinate = Relatives Uberleben

Die Wirkungen des Zytostatikums Gemcitabin in der Kombination mit den verschiedenen

NF-kB-Inhibitoren zeigen Tabelle 19A und B.
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Tabelle 19A: Effekt von Gemcitabin bzw. potentiellen NF-kB-Inhibitoren auf die Zellproliferation.

Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen Zytostatikagabe — Absolute
Haufigkeiten
IFN-a BAY CAPE PDTC
K |K Ie;| Ie2|> |K Bei| Be|Y |K Ceci| Ce2|Y. |K Pci| Pcy| Y
Zyt. | Inh. Inh. Inh. Inh.
R| 3 6 5 4 115112 6 (1213010 5 9 (24| 9 7 9125
of10| 5 5 71171 0 6 01 6 1 5 2 8 1 3 1 5
Pl 1 1 2 1 4 0 0 010 1 2 1 4 1 1 1 3
| 14 12 12| 12|36 | 12| 12| 12136 | 12| 12| 12136 | 11| 11| 11| 33
Legende: analog Tabelle 12A; absolute Haufigkeiten
Tabelle 19B: Effekt von Gemcitabin bzw. potentiellen NF-kB-Inhibitoren auf die Zellproliferation.
Vergleich verschiedener Kombinationen mit der alleinigen Zytostatikagabe - Relative Haufigkeiten
IFN-a BAY CAPE PDTC
K |K Iei| Ie2|> |IK Bei| Bez Y |K Cei| Cer|Y. |K Pci| Pcy| Y.
Zyt. | Inh. Inh. Inh. Inh.
R|21 |50 (42 |33]42]100| 50 |100] 83 |83 |42 | 75|67 |82 |64 |82]76
YN | % | % | % %% | % | %]|% ] % | % | %|%]|% | % ]| %] %
O 71|42 |42 | 58147 |0% |50 (0% ]| 17 |8% |42 | 17|22 ]9% |27 |9%| 15
YN | % | % | % ]| % % % % | % | % % %
P|7% 8% | 17 | 8% | 11 | 0% [ 0% | 0% | 0% [ 8% | 17 [ 8% | 11 | 9% | 9% | 9% | 9%
% % % %

Legende: analog Tabelle 12A; relative Hiufigkeiten

Nach Gabe des Zytostatikums war nur in 20% der untersuchten Zelllinien eine Abnahme

der Zellzahl zu erfassen. In der Kombination mit den verschiedenen Inhibitoren waren die

gleichen Ergebnisse nachzuvollziechen wie in den bereits beschriebenen Kombinationen

mit den anderen Zytostatika und TNF-a.

Abbildung 17 fasst die Ergebnisse zusammen.
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Abb. 17: Relatives Uberleben der Zellen in allen untersuchten Zelllinien nach Behandlung
mit Gemcitabin (G¢0-Gc¢3) und den entsprechenden NF-kB-Inhibitoren IFN-a (Ic1/Ic2), BAY
(Bcl/Be2), CAPE (Ccl/Cc2) und PDTC (Pcl/Pc2); Abszisse = Bezeichnung der

Kombinationen der Effektoren, Ordinate = Relatives Uberleben

Zusammenfassung:

Auch mit dieser Nachweismethode ist Doxorubicin das wirksamste Zytostatikum der
Versuchsreihe. Die Gabe von 5-Fluorouracil fiihrt bei einem Teil der untersuchten
Zelllinien zu einer Reduktion der Proteinmenge. Die Behandlung mit TNF-o und
Gemcitabin hatte nur in wenigen Féllen einen Effekt auf die Zellen.

Die zusitzliche Gabe von NF-kB-Inhibitoren (und IFN-a) konnte in vielen Féllen einen
zusitzlichen Effekt demonstrieren. Hervorzuheben ist hier der Inhibitor BAY, der in allen
Féllen zu einer Zellzahlreduktion fiihrte; in hoher Konzentration (Bc;) verabreicht war

meist ein Zelliiberleben von weniger als 20% zu beobachten. IFN-a, CAPE und PDTC

weisen eine geringere Wirksamkeit auf.

Im Vergleich der beiden Nachweismethoden kann festgestellt werden, dass sowohl in der
Messung des Stoffwechselumsatzes mittels XTT als auch im Proteinnachweis mit
Kristallviolett Doxorubicin das wirksamste der untersuchten Zytostatika (und TNF-a) war.

Weiterhin konnte in einer signifikanten Anzahl von Zellkulturen auch fiir 5-Fluorouracil

eine Wirksamkeit nachgewiesen werden.
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In der Beurteilung der Effekte getesteter Inhibitoren ergaben sich jedoch einige
Unterschiede, insbesondere bei CAPE und PDTC. Der in der XTT-Féarbung signifikante
Anteil an proliferativen Effekten, insbesondere bei CAPE, war mit der
Kristallviolettfarbung nicht nachvollziehbar. Proliferation kann dabei sowohl einer echten
Zunahme der Zellzahl (in iiberwiegender Zahl der Fille zutreffend) als auch einer

Minderung des proliferationshemmenden Effektes des Zytostatikums entsprechen.

Stimulation der transfizierten Primérkulturen mit IL-2, IFN-o und
Zytostatika

Eine Transfektion wurde in 27 Zelllinien angestrebt und war in 8-10 Féllen erfolgreich, so
dass diese Kulturen ausgewertet wurden.

Die Auswertung erfolgte wie in Kapitel 4.3.6 beschrieben. Systematisch wurden auf den
Deckgldschen die transfizierten, GFP-positiven Zellen aufgesucht und gezdhlt. Zur
Veranschaulichung wurde die Auszdhlung der Deckgldschen eines reprédsentativen

Versuches in Abbildung 18 dargestellt.

Beispiel Auswertung Transfektion

gezihlte Zellen

K Cae +1+C 5-FU I+1+5-FU Dox I+1+Dox

Abb. 18: Auszihlung transfizierter Zellen einer Zelllinie‘ (190 p)
Legende: K = Kontrolle, Cae = Caelyx, [+I+C = IL2 + IFN-0 + Caelyx, 5-FU = 5-Fluorouracil,
[+1+5-FU = IL2 + IFN-a + 5-Fluorouracil, Dox = Doxorubicin, [+I+D =IL2 + IFN-a +

Doxorubicin, Konzentrationen s. 4.3.4.
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In dem gewéhlten Beispiel waren in der Kontrolle nur 79 GFP-positive Zellen zu zihlen.
Fiir die Monotherapie mit dem Zytostatikum Caelyx (CAc;) wurde eine der Kontrolle
vergleichbare Zahl an GFP-positiven Zellen gefunden. In der Kombinationstherapie mit
INF-a, IL-2 und dem Zytostatikum Caelyx verringerte sich die Anzahl dieser Zellen auf
die Haélfte der Zellzahlen der Kontrolle. Auf dem Deckgldschen, welches mit 5-
Fluorouracil allein behandelt wurde, waren nur wenige GFP-positive Zellen nachweisbar,
in der Kombination deutlich mehr. Bei den Doxorubicin-behandelten Zellen waren auf den
mit Monotherapie und auf den mit Immunchemotherapie behandelten Deckgldschen nur

lediglich eine bzw. zwei transfizierte Zellen insgesamt zu finden.

Neben der Anzahl der gezihlten transfizierten Zellen floss in die Beurteilung auch die
Morphologie dieser Zellen ein (auffillige Mitosen, beginnende bzw. vollzogene
Apoptosen). Die darauf folgende Auszdhlung und Beurteilung der nicht transfizierten
Zellen sollte Riickschliisse iiber die Auswirkung der transfizierten Plasmide auf die Zellen

erlauben.

Eine Wirkung wurde dann als Reduktion bzw. Proliferation gewertet, wenn die Anderung

mindestens 20% zur Bezugsgrofie betrug.

Ziel der Transfektion mit dem verdnderten IkB war, eine Aktivierung von NF-xB
konsequent zu unterbinden. Demgegeniiber stand die Transfektion mit dem konstitutiv
aktiven p65- Plasmid zur Erzeugung eines starken NF-kB-Signals. Nach Behandlung der
Zellen mit den verschiedenen Zytokinen bzw. Zytostatika sollte eingeschétzt werden,
welche Auswirkung die Beeinflussung des NF-kB auf das Verhalten der Zellen hat und ob
Unterschiede zwischen der Monotherapie mit den einzelnen Zytostatika und der
kombinierten Immunchemotherapie zu finden sind. Die Ergebnisse hierzu sind in den

folgenden Abschnitten dargestellt.

pPMECMVIKB- transfizierte Zelllinien

Die ausgezéhlten Zellen der Monotherapie mit den Zytostatika Caelyx, 5-Fluorouracil bzw.
Doxorubicin wurden, ebenso wie eine kombinierte Behandlung, mit den Zellen der

Kontrolle (unbehandelte Zellpopulation) verglichen und eingeteilt in:
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R (Reduktion der Zellzahlen),

0 (kein Effekt) und

P (Proliferation der Zellpopulation).
AuBerdem wurden die Effekte der unterschiedlichen Behandlungen miteinander
verglichen, indem beurteilt wurde, ob die Kombinationstherapie in Bezug auf die
Chemotherapie einen zusitzlichen zytotoxischen Effekt hatte. Die Ergebnisse fiir die IxB-

transfizierte Zellen sind in den Tabellen 20A und B dargestellt.

Tabelle 20A: Ergebnisse der Transfektionen mit [kB-transfizierten Zellen — absolute Zahlen

Bezug K Caelyx |K 5-FU |K Dox
Therapie |Caelyx I[+I+C I+I+C |5-FU I+I+F I+[+F [Dox +I+D I+I+D

R 3 4 2 3 3 2 10 10 3

0 5 5 5 6 6 7 0 0 7

P 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Summe 8 9 8 9 9 9 10 10 10

Legende: Erste Zeile: Bezugspunkte (Monotherapie bezogen auf Kontrolle oder

Kombinationstherapie verglichen mit Kontrolle bzw. Monotherapie); 2.Zeile: beurteilter Ansatz,

I+I+C (F; D) ]: IL-2 + IFN-0 + Caelyx (5-Fluorouracil; Doxorubicin) Kommentar [MSOffice9]: Legende
verstéandlich?

Tabelle 20B: Ergebnisse der Transfektionen mit IkB-transfizierten Zellen — relative Zahlen

Bezug K Caelyx |K 5-FU  |K Dox

Therapie |Caelyx I+I+C I+I+C [5-FU  I+I+F [+I+F |[Dox +I+D I+I+D
R 38% 44% 25% 33% 33% 22% | 100% 100%  30%
0 63% 56% 63% 67% 67% 78% 0% 0% 70%
P 0% 0% 13% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Legende: analog Tbl. 20A

Nach Transfektion mit IkB liel sich nur in 38% der mit Caelyx behandelten Fille eine
Reduktion der Zellen nachweisen. Die Kombinationstherapie mit zusitzlicher Gabe von
IFN-a und IL-2 erbrachte dhnliche Ergebnisse. Bezogen auf die Monotherapie kam es bei
2 Zelllinien unter der Vorbehandlung mit IFNa und IL-2 zu einem zusédtzlichen

apoptotischen Effekt.
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Mit 5-Fluorouracil konnte in 1/3 der ausgewerteten Zelllinien eine Reduktion der Zellen
erreicht werden, ebenso wie in der Kombinationstherapie. In 22% der Félle, bezogen auf
die Gesamtzahl der ausgewerteten Zelllinien, jedoch in 66% der Zelllinien, die unter
Immunchemotherapie =~ Apoptose zeigten, war ein zusidtzlicher Effekt der
Kombinationstherapie im Vergleich zur alleinigen Chemotherapie nachweisbar.

Sowohl die Monotherapie mit Doxorubicin als auch die kombinierte Inkubation fiihrte in
allen Fallen zu einer Zellzahlreduktion, in 30% der untersuchten Zelllinien lief3 sich mit der

Kombinationstherapie ein zusitzlicher Effekt nachweisen.

|

pCMVINpG65- transfizierte Zelllinien

Die Beurteilung der Ergebnisse fiir die p65-transfizierten Zellen erfolgte in gleicher Weise
wie fiir die mit [kB-transfizierten Zellen. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 21A und B

dargestellt.

Tabelle 21A: Ergebnisse der Transfektionen mit p65-transfizierten Zellen — absolute Zahlen

Kommentar [MSOffice10]: Bezug zu
den nicht transfizierten Zellen bringen

Bezug K Caelyx [K 5-FU K Dox

Therapie |Caelyx I+I+C I+I+C |5-FU I+[+F I+I+F |Dox +I+D I+I+D
R 3 4 3 4 4 2 9 9 4
0 5 4 5 5 5 4 0 0 4
P 0 0 0 0 0 3 0 0 1

Summe 8 8 8 9 9 9 9 9 9

Legende: analog Tbl. 20A

Tabelle 21B: Ergebnisse der Transfektionen mit p65-transfizierten Zellen — relative Zahlen

Bezug |K Caelyx |K 5-FU |K Dox
Therapie | Caelyx I+I+C I+I+C [5-FU I+I+F I+I+F |Dox +I+D I+I+D
R 38%  50%  38% | 44%  44%  22% | 100% 100%  44%
0 63% 50% 63% | 56% @ 56% @ 44% 0% 0% 44%
P 0% 0% 0% 0% 0% 33% 0% 0% 11%

Legende: analog Tbl. 20A
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Bei mit p65-transfizierten Zellen war in drei von acht Fillen eine Reduktion der Zellzahlen
nach Behandlung mit Caelyx nachweisbar, unter kombinierter Inkubation mit Zytokinen in
vier von acht der untersuchten Tumorzelllinien. Im Vergleich zur Monotherapie wurde bei
drei von insgesamt acht untersuchten Tumoren ein zusitzlicher Effekt erzielt.

Sowohl die alleinige Therapie mit 5-Fluorouracil als auch die Kombination mit IL-2 und
IFN-a erbrachte eine Abnahme der Zellzahl in fast der Hélfte der untersuchten Zelllinien.
In 22% der Félle wurde mit der Kombinationstherapie ein zusidtzlicher Effekt
nachgewiesen, in ebenfalls 22% der ausgewerteten Zellen jedoch eine Verminderung des
Effektes, was sich in einer geringeren Wirksamkeit der Kombinationstherapie gegeniiber
der Monotherapie ausdriickt.

Die mit Doxorubicin behandelten Zelllinien zeigten ebenso wie die in Kombination
inkubierten Zelllinien alle eine Reduktion der Zellzahlen, in vier Fillen brachte die
Kombination einen zusétzlichen Effekt, in einem Fall jedoch auch eine Verminderung des
Effektes. Allerdings muss bedacht werden, dass der Effekt von Doxorubicin in allen Fillen

so stark war, dass nur einzelne Zellen nachweisbar waren (wie Abb.18).

Zusammenfassung der Experimente mit transfizierten Zellen

Vergleicht man nun die Ergebnisse der Untersuchungen der p65- und IkB-transfizierten
Zellen, so muss festgestellt werden, dass keine signifikanten Unterschiede im Verhalten
der Zellen zu finden sind. Es fiel eher auf, dass in flinf der untersuchten Zelllinien deutlich
weniger GFP-positive Zellen bei den p65-transfizierten Zellen nachweisbar waren als bei

den IkB-transfizierten Zellen (Daten nicht gezeigt), was so nicht zu erwarten war.

Obwohl fiir die Doxorubicin-behandelten Zellen bei allen untersuchten Zelllinien eine
dramatische Reduktion der GFP-positiven Zellen nachweisbar war, konnte dies nicht fiir
die nicht-transfizierten Zellen auf den Deckgldschen gesagt werden. Auf den Deckgléschen
der mit p65-transfizierten Zellen fiihrte die Behandlung mit Doxorubicin oder der
Kombinationstherapie nur in zwei von neun Zelllinien zu einer sichtbaren Reduktion der
nicht-transfizierten Zellen, auf den Deckgldschen der mit IkB-transfizierten Zellen bei

zwel von elf der untersuchten Zelllinien.

Fiir die anderen untersuchten Zytostatika und die Kombinationen war eine Verringerung

der Gesamtzellzahl nur bei einer Zelllinie unter der Behandlung mit Caelyx und der
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Kombinationstherapie sowohl fiir p65- als auch IkB-transfizierte Zellen, fiir eine weitere
Zelllinie bei der Immunchemotherapie der p65-transfizierten Zellen und fiir eine Zelllinie
bei Behandlung mit der Immunchemotherapie mit 5-Fluorouracil der p65-transfizierten

Zellen nachweisbar.

Die vorstehend beschriebenen Ergebnisse sprechen deutlich fiir eine Abhdngigkeit der
Zellzahlreduktion von der NF-kB-Regulierung. Wire der Effekt der Behandlungen
unabhéngig von der Modulierung des NF-kB, so wire der jeweilige Effekt auch fiir die auf
den Deckgldschen befindlichen nicht transfizierten Zellen zu erwarten gewesen. Damit
wire in den Fillen der nachgewiesenen Apoptose eine signifikante Reduktion der

Gesamtzellzahl zu erwarten gewesen.
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Diskussion

Untersuchungen mit NF-kB-Inhibitoren und Zytostatika

Die einzelnen Effektoren

Bei der Therapie des Nierenzellkarzinoms stellt die operative Entfernung des Tumors die
einzig kurative Therapiecoption dar. Da alle anderen bereits beschriebenen
Therapieoptionen lediglich palliativen Charakter mit meist schlechten Ansprechraten und
nur geringer Verlingerung der Lebenserwartung, dafiir aber oft schwere Nebenwirkungen
haben, gibt es vielfdltige Anstrengungen zur Verbesserung der Wirkung bestehender
Therapien bzw. Etablierung neuer Strategien.

Ein in den letzten Jahren viel untersuchter Transkriptionsfaktor ist das NF-«xB, das vor
allem durch die ihm zugeschriebene Hemmung von Apoptosemechanismen und sein
ubiquitdres Auftreten fiir uns von grofler Relevanz war. Eine Forderung der Apoptose

durch Hemmung von NF-kB konnte so zu einem vermehrten Zellsterben fiithren.

Da ein unterschiedliches Verhalten von permanenten und primdren Tumorzelllinien
moglich ist, wurden zuerst eine permanente Nierenzellkarzinomzelllinie (A 498) und eine
ebenfalls etablierte Kolonkarzinomzelllinie (HT 29) untersucht. Um der Frage nach einer
mdglichen Beeinflussbarkeit des Tumorwachstums durch NF-kB-Hemmung auf den Grund
zu gehen, wurden die Tumorzelllinien mit verschiedenen potenziellen NF-kB-Inhibitoren
behandelt.
Vergleicht man die Ergebnisse miteinander, so fillt auf, dass in der
Stoffwechselumsatzmessung fiir HT 29
- lediglich die mit Doxorubicin versetzten Zellen isoliert mit einem verminderten
Stoffwechselumsatz reagieren,
- nach Vorbehandlung mit IFN-a auch die anderen Zytostatika und TNF-a zu einer
Reduktion des Stoffwechselumsatzes fiihren,
- die eingesetzten NF-kB-Inhibitoren allein ohne Effekt waren.
Im Vergleich dazu ist fiir die Zellen von A 498 zu postulieren, dass
- sie in gleicher Weise bei der Kombination von Doxorubicin und IFN-a reagieren,
- die Gabe von IFN-a jedoch keinen Einfluss auf die Wirkung der anderen
Zytostatika hat,
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- fir den Einsatz hoher BAY-Konzentrationen eine Reduktion des
Stoffwechselumsatzes nachweisbar ist.
Die Proteinmengenbestimmung mit Kristallviolett zeigt fiir HT 29
- lediglich fiir die Kombination von Doxorubicin und IFN-a bzw. Doxorubicin und
CAPE eine Reduktion der Proteinmenge,
- dass der Einsatz von TNF-a eher zu einer Zunahme der Proteinmenge fiihrt.
Demgegeniiber ist bei A 498
- eine Reduktion der Proteinmenge fiir alle eingesetzten Zytostatika nachweisbar, mit
Verstirkung durch die NF-kB-Inhibitoren und IFN-q,
- TNF-a ohne Effekt.
Rhode und Mitarbeiter (Rohde et al. 1998) konnten fiir diese Zelllinie eine hohere
Toxizitdit von Gemcitabin gegeniiber dem ebenfalls klinisch angewendeten Vinblastin
nachweisen. Eine Sensibilisierung der A 498-Zellen durch IFN-a fiir Gemcitabin konnte

von ihnen jedoch nicht gefunden werden.

Viele verschiedene Studien, welche die Wirkungen von Zytostatika auf
Nierenzellkarzinome untersuchten, haben deutlich gezeigt, dass diese Tumore eine
Resistenz aufweisen. Keine der untersuchten Substanzen wies eine Ansprechrate von mehr
als 20% auf. Die Untersuchung der Kulturen der primiren Nierenzellkarzinome ergab
einen sehr groflen Effekt von Doxorubicin auf die Zellen, was in 80% der untersuchten
Zelllinien zu einer deutlichen Reduktion des Stoffwechselumsatzes bzw. der Proteinmenge
fiihrte. Fiir Doxorubicin war damit ein stirkerer Effekt nachweisbar als fiir das lange Zeit
in der klinischen Anwendung genutzte 5-Fluorouracil, welches lediglich bei 50% der
untersuchten Zelllinien zu einer Reduktion des Stoffwechselumsatzes und der
Proteinmenge fiihrte. In der Literatur wurden fiir die Monotherapie mit 5-Fluorouracil
Ansprechraten von 5-8% beschrieben. Gemcitabin wirkt lediglich in 2 von 22 Fallen (9%).
Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer Untersuchungen von Rhode und Mitarbeitern
(Rhode et al. 1996) mit Ansprechraten von 8% unter Monotherapie bei in vivo-

Untersuchungen.

Fir die NF-xB-Inhibitoren wurden stellvertretend die Daten fiir BAY und CAPE
dargestellt. Bei Einsatz von BAY in niedriger Konzentration (Bc;) konnte in 20% der
untersuchten Félle eine Reduktion des Stoffwechselumsatzes und bei 42% eine

Verminderung der Proteinmenge und nach Behandlung mit der hohen Konzentration (Bc,)

71



6 Diskussion

in nahezu allen Féllen eine Reduktion von Stoffwechselumsatz und Proteinmenge
nachgewiesen werden. Die Arbeitsgruppe um Pierce (Pierce et al. 1997) hatte diesen NF-
kB-Inhibitor an endothelialen Zellen getestet und dabei mit 20pM als hdochster
Konzentration &dhnlich starke Effekte erzielt. Auch sie konnten eine dosisabhingige
Wirkung erkennen. Sie wiesen eine Hemmung der TNF-a induzierten IL-6 und IL-8
Produktion, eine Hemmung der nukledren Translokation von NF-«kB (vollstindig bei
20uM, entspricht Bc;) sowie die Hemmung der TNF-a-induzierten IxB-a-
Phosphorylierung und irreversible Stabilisierung von IkB-a nach. AuBlerdem fanden sie
ebenfalls, von diesen Effekten unabhingige, reversible Wirkungen auf die Tyrosin-
Phosphorylierung, die jedoch noch nicht genauer bestimmbar waren. Es wurde jedoch
bereits beschrieben, dass Tyrosinkinaseinhibitoren die Signaliibertragung von NF-xB und

IxB-o hemmen (Singh und Aggarwal 1995).

Die Ergebnisse der Untersuchungen mit CAPE stellen sich ganz anders dar. Ursdchlich
hierfiir kdnnte ein von BAY abweichender Wirkmechanismus sein. Auch bei CAPE ist der
genaue Angriffspunkt nicht bekannt. Die Arbeitsgruppe um Natarajan und Kollegen, die
sich intensiv mit der Erforschung von CAPE und seinen Varianten beschéftigen, konnte
zumindest zeigen, dass CAPE nicht {iber die Hemmung der IxB-a-Degradation wirkt,
sondern die Interaktion von NF-kB-Proteinen mit der DNA supprimiert (Natarajan et al.
1996).

Wihrend in der XTT-Bestimmung fast ausschlielich proliferative Effekte nachweisbar
waren, stellte die Kristallviolettfarbung die Substanz als potenten NF-kB-Inhibitor mit
Verstirkung der Wirkung der Zytostatika dosisabhéngig in bis zu 67% fiir Cc; und bis 92%
in Cc; dar. Vor allem in der Cc;-Konzentration kann man erkennen, dass die groften
zusétzlichen Verringerungen der Zellzahlen bei den Effektoren zu finden sind, die die
geringste Eigenwirkung haben (TNF-o)), wohingegen bei Doxorubicin, welches von den
Zytostatika den grofiten Effekt bei alleiniger Gabe erzielt, eine zusitzliche Gabe von
niedrig dosiertem CAPE die geringsten zusitzlichen Erfolge brachte.

Versucht man, die Ergebnisse bei Anwendung des XTT zu interpretieren, sind die
Untersuchungen von Gokcimen et al. zu erwihnen, die die protektiven Wirkungen von
CAPE auf die Hepatotoxizitit von Doxorubicin beschrieben (Gokcimen et al. 2007). Eine
Aktivierung von Zellschutzmechanismen wiirde den erhdhten Stoffwechselumsatz vitaler

Zellen erkléren.
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IFN-a scheint aufler der Aktivierung von zytotoxischen Zellen eine direkte antitumorale
Aktivitiat zu besitzen. Dabei werden verschiedene Mechanismen diskutiert. Es wird die
Expression des Klasse-I-Genes auf MHC durch IFN-a stimuliert (Ten et al. 1993).
Daneben hemmt IFN-o die Zellproliferation unter anderem durch eine Regulierung der
Proteinsynthese, was sich in einer Hemmung des Zellzyklus wéhrend der S-Phase zeigt
(Murphy et al. 1999). Damit kann IFN-a in einer Kombinationstherapie mit 5-Fluorouracil
die Zytotoxizitit deutlich erhohen. Der dem zugrunde liegende Mechanismus beinhaltet
einen erhohten Fluorouracilanabolismus, sowie die Hemmung der Thymidilatsynthase, die
Stimulation der Thymidin- und Uridinphosphorylaseaktivitit, eine grolere DNA-
Schadigung und eine erhohte Lyse von Tumortargets, vermittelt durch natiirliche

Killerzellen (Grem et al. 1995).

Fir PDTC divergierten die Ergebnisse ebenfalls deutlich in den unterschiedlichen
Nachweismethoden. Im XTT-Assay traten paradoxe Phianomene unter PDTC auf, die sich
als Proliferationseffekte darstellten, wie sie auch von Sunil und Kollegen gezeigt wurden,
die sich in einem Ansteigen bestimmter Chemokine duBerte, die aufgrund der bekannten
Wirkmechanismen von PDTC gehemmt werden sollten (Sunil et al. 2010). In der
Proteinmengenbestimmung mit Kristallviolett zeigten sich jedoch deutliche Effekte, die
auf eine Abnahme der Zellmasse hinweisen und damit die Ergebnisse der Arbeitsgruppen
um Liu und Morais (Liu et al. 1999) bestétigten. Hervorzuheben ist der deutliche Effekt
der Kombination von Doxorubicin und PDTC, da Doxorubicin bereits eine Wirksamkeit in
nahezu allen untersuchten Tumorzelllinien zeigt, welche durch PDTC noch verbessert
werden konnte. Damit stellt sich PDTC in Betrachtung der FErgebnisse der
Kristallviolettfarbung als mdglicher Partner einer Kombination aus NF-kB-Inhibitor und

Zytostatikum dar.

Doxorubicin ist ein fiir das Nierenzellkarzinom hédufig untersuchtes Zytostatikum. In den
bisherigen Untersuchungen fiihrte es aufgrund der hohen ,Multi drug Resistance®,
vermittelt durch das MDR-1-Gen zu nur unbefriedigenden Ergebnissen (Mickisch et al.
1990). In unseren Untersuchungen stellte sich Doxorubicin jedoch als das wirksamste
Zytostatikum heraus, welches auch dem Einsatz von 5-Fluorouracil weit liberlegen war. Es
zeigte bei alleiniger Gabe bereits in 80% (XTT) bzw. 93% (KV) eine gute zytotoxische
Wirkung. Hier ist eine Umgehung der ,,Multi drug Resistance” zu diskutieren. Andere

Mechanismen werden diskutiert, da mit Hemmung des MDR-1-Gens durch Gabe von
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Verapamil und/oder Glutathionsulfoximinen keine signifikante Verbesserung des
Ansprechens auf die Zytostatikagabe erreicht wurde (Mickisch et al. 1990).

Doxorubicin bewirkt wahrscheinlich durch zusdtzliche Wirkung an Membranen eine
direkte Zerstorung der Zellen, daher fiihrt die Inkubation der Tumorzellen zu einer

messbaren Induktion von Apoptose bei unseren in-vitro-Versuchen.

Die Behandlung mit 5-Fluorouracil fiihrte ebenfalls nachweislich bei 50% der Zelllinien zu
einem messbaren zytotoxischen Effekt, obgleich dieser deutlich geringer war im Vergleich
zur Doxorubinbehandlung. Durch die Wirkung von 5-Fluorouracil auf die DNS-Synthese
im Rahmen der Zellteilung ist der geringere Effekt durch die eher schwache Proliferation
der kultivierten Tumorzelllinien erkliarbar, so dass hier eine lidngere Inkubationszeit

moglicherweise eine stirkere Wirksamkeit erbringen wiirde (Steiner et al. 2001).

Aufgrund seiner, dem 5-Fluorouracil dhnlichen Wirkmechanismen untersuchten wir die
Nierenzellkarzinome auch mit Gemcitabin. Untersuchungen der Arbeitsgruppe von
Hernandez-Vargaz mit Gemcitabin an Mammakarzinomzellen zeigten eine deutlich
erhohte Basalrate und aktiviertes NF-kB bei mit Gemcitabin behandelten Zellen
(Hernandez-Vargas et al. 2006). Dies unterstreicht die geringen Ansprechraten der von uns
untersuchten Nierenzellkarzinome. Ein Durchbrechen der Resistenz durch die Gabe der

NF-«xB-Inhibitoren scheint jedoch nicht mdglich zu sein.

Ein wichtiges Zytokin bei der Aktivierung von NF-kB ist TNF-a. Da TNF-a iliber weitere
Signaltransduktionswege verfiigt, wovon der iiber FADD Apoptose induziert, sind weitere
Einwirkungen notwendig, um einen signifikanten Effekt durch TNF-a zu erzeugen.
Verschiedene Arbeitsgruppen hatten bereits belegt, dass bei Rel A- negativen Zellen die
Uberlebenschancen unter Zugabe von TNF-a signifikant schlechter waren als bei Rel A-
positiven Zellen (Beg und Baltimore 1996). Dies fiihrte zu der Uberlegung, dass eine
Kombination von NF-kB-Inhibitoren und TNF-a zu einem deutlich vermehrten Zellsterben
gegeniiber der Gabe von Einzelsubstanzen fithren miisste. Die geringe Zytotoxizitét bei der
alleinigen Gabe von TNF-a von 8% im XTT versus 0% in der Kristallviolettfarbung lasst
sich durch den antiapoptotischen Effekt des TNF-a-induzierten, aktiven NF-«kB erklaren.
Die zusitzliche Gabe von IFN-a, welches die TNF-a-induzierte Aktivierung von NF-xB
hemmt, fiihrt in den Zelllinien zu einer Reduktion des antiapoptotischen Effekts in ca.

30% der untersuchten Zelllinien.

74



6 Diskussion

Die Vorbehandlung mit BAY geht in fast allen Fdllen mit einer starken Senkung des
Stoffwechselumsatzes und auch der Proteinmenge einher. Fiir diese deutlich stirkere
Wirkung kann verantwortlich gemacht werden, dass neben der TNF-a-induzierten NF-kB-
Aktivierung auch die nukledre Translokation von NF-«kB gehemmt wird und die IxB-
Stabilisierung irreversibel ist.

Die alleinige Gabe der Inhibitoren hat allerdings in fast allen Fillen einen groBeren bzw.
gleichen Effekt wie die Kombination der Inhibitoren mit TNF-a. Sowohl IFN-a als auch
BAY und PDTC hemmen die TNF-a-induzierte NF-kB-Aktivierung, zumindest [FN-a
weist jedoch nur begrenzte direkte antitumorale Wirkungen auf. Nach Ausschluss des
antiapoptotisch wirkenden Signaltransduktionsweges ist nun ein Uberwiegen des iiber

FADD zur Apoptose fiihrenden Weges moglich.

Effekte der Kombinationen

Zum besseren Verstindnis der Effekte der Substanzen wurden die Ergebnisse zuséitzlich
dahingehend bewertet, welchen Einfluss die Kombination zweier Substanzen beziiglich der
Wirkung beider Einzelsubstanzen hat, d.h. dass die Interaktionen der verschiedenen
Einzelsubstanzen in der Kombination genauer beleuchtet wurden.

Es ergeben sich verschiedene Moglichkeiten von Interaktionen zweier Substanzen. Da
unsere  Untersuchungen das Ziel verfolgen, mit einer Mono- oder auch
Kombinationstherapie mdglichst viele Tumorzellen zu eliminieren, sind Effekte, die eine
Reduktion der Zellmasse bedingen, hier von besonderem Interesse. Als Ziel ist somit die
Reduktion der Zellzahl zu definieren.

Besonders hervorzuheben sind synergistische Wirkungen, bei denen in der Kombination
zweier Substanzen ein signifikant hoherer Effekt als unter Inkubation mit Einzelsubstanzen
erreicht wird (additiver oder auch potenzierender Effekt) siehe Abbildung 9. Die
Abbildungen 19 und 20 demonstrieren beispielhaft mogliche Auswirkungen

unterschiedlicher Kombinationen.
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Beispiel Antagonismus - XTT Beispiel Wirkung nur Inhibitor
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Abb. 19 und 20: Beispiel fiir Antagonismus (Abb. 19) bzw. Wirkung nur einer Einzelsubstanz
(Abb. 20)

Im Rahmen der antagonistischen Interaktion zweier Substanzen hemmen sich die
Einzelsubstanzen gegenseitig in ihrer Wirkung, so dass der Effekt der Kombination
geringer ist als der Effekt der Einzelsubstanzen. Im Beispiel in Abb. 19 ist die Extinktion
der Kombination deutlich hoher als die Extinktion von Doxorubicin allein, dies bedeutet
eine geringere Reduktion der Zellzahl in der Kombination, so dass der Effekt des
Doxorubicin antagonisiert wird.

[Die dritte Moglichkeit der Interaktion besteht darin, dass keine Interaktion zwischen den
Substanzen nachweisbar ist und jede Substanz unabhéngig von der anderen wirkt. Dieser
,Effektsummation genannte Interaktionstyp ist in unseren Untersuchungen nicht von der

synergistischen Interaktion zu unterscheiden.\ \

Eine weitere Rolle spielt die Moglichkeit, dass nur eine Substanz einen Effekt auf die
Zellen hat und die andere Substanz keine Wirkung zeigt. Hierbei ist das Uberleben der
Zellen in der Kombination so groB wie das Uberleben der Zellen, die nur mit einer der
beiden Substanzen behandelt wurde. In unseren Untersuchungen ergaben sich die
Moglichkeiten, dass nur das Zytostatikum bzw. nur der Inhibitor zu einer Reduktion der
Zellen fiihrte. Eine Interaktion der Substanzen in der Kombination ist hierbei nicht
anzunehmen bzw. nicht sicher nachweisbar. Abbildung 20 zeigt eine mit der Kontrolle
nahezu identische Extinktion fiir 5-Fluorouracil und eine dramatisch niedrigere Extinktion
fiir BAY sowie die Kombination von BAY und 5-Fluorouracil.

Ein besonderer Reaktionstyp ist die Proliferation der Zellen, die nicht unbedingt durch eine
Interaktion zweier Substanzen bedingt ist (jedoch einen Extremfall der antagonistischen

Interaktion darstellen kann), sondern auch nach Gabe einer einzelnen Substanz moglich ist.
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Die Besonderheit besteht darin, dass fiir die Untersuchungen Substanzen ausgewéhlt
wurden, von denen aufgrund ihrer bisher bekannten Wirkmechanismen eine Reduktion der
Zellen erwartet wird. Ein Beispiel dafiir ist in Abbildung 21 dargestellt.

AuBerdem ist es moglich, dass keine der beiden eingesetzten Substanzen eine Wirkung auf

die untersuchten Zellen hat, wie in Abbildung 22 gezeigt wird.

Beispiel Proliferation - XTT Beispiel "Kein Effekt" - XTT
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Abb. 21 und 22: Beispiel fiir Proliferation (Abb. 21) bzw. keinen Effekt (Abb. 22)

Die Einordnung unserer Versuche in die verschiedenen Interaktionstypen zeigte, dass es
zwischen einigen der untersuchten Substanzen zu einer synergistischen Wirkung
gekommen ist. Da das Ziel verfolgt wurde, durch eine Behandlung mit NF-kB-Inhibitoren
die Zellen angreifbarer fiir Zytostatika zu machen, geben synergistische Interaktionen
zwischen den Substanzen einen Hinweis darauf, dass dies bei einigen Zellen zutrifft.
Beispielhaft sind die Interaktionen zwischen den NF-kB-Inhibitoren und Doxorubicin

sowie 5-Fluorouracil in den Abbildungen 23 und 24 dargestellt.
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Abb. 23 und 24: Effekte der Inhibitoren und Doxorubicin bzw. 5-Fluorouracil

Die synergistischen Wirkungen aller Zelllinien in den einzelnen Kombinationen sind blau
dargestellt. Insbesondere die Kombination IFN-a und Doxorubicin zeigt in mehr als 60%
der untersuchten Zelllinien eine Wirkungsverstirkung des zytostatischen Effektes durch
IFN-a. Die Kombination mit BAY in hoher Dosierung (Bc,) wiederum zeigt hier
eindrucksvoll die starke Wirkung des Inhibitors.

Auch fiir die Kombination mit 5-Fluorouracil kann IFN-a als Wirkungsverstirker gesehen
werden, ebenso wie BAY und CAPE in niedriger Dosierung (Bc; und Cc,). Fiir die
Kombinationen mit Gemcitabin bzw. das Zytokin TNF-a (Daten nicht dargestellt) waren

nur einzelne synergistische Wirkungen nachweisbar.

Die Nachweismethoden

Aufgrund der zum Teil deutlichen Unterschiede der Ergebnisse in den beiden
durchgefiihrten Messmethoden sind diese hinsichtlich ihrer Wirkweisen und mdglichen

Schwachstellen kritisch zu bewerten.

Eine nicht auszuschlieBende Fehlerquelle im Rahmen der Untersuchung mittels XTT stellt
die mogliche Restaktivitit der Lactatdehydrogenase in Mitochondrien apoptotischer Zellen
dar, woraus falsch hohe Stoffwechselumsitze resultieren wiirden.

Andererseits fanden Vistica und Kollegen in verschiedenen Untersuchungen mit
verschiedenen Tumorzelllinien eine starke Abhéngigkeit von der genutzten Konzentration
des XTT, der Zelldichte, des Glukosegehaltes und dem Alter der Kulturen zum Zeitpunkt
des Assays heraus. Auch eine Alkalisierung, welche unter Umstdnden im Rahmen der

Aussaat der Zellen oder wihrend der Behandlung mit den Inhibitoren oder Zytostatika
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sowie zum Zeitpunkt des Assays erfolgt, kann eine gelegentliche Formation in kristallines
Material bedingen, was dann zu unberechenbaren Absorptionsmessungen fiihrt. Zudem
wurden die Untersuchungen bei Vistica ausschlieBlich an permanenten Zellkulturen
durchgefiihrt (Vistica et al. 1991).

Durch den Versuchsansatz wurden Fehlerquellen wie ungeniigende Nahrungszufuhr (durch
Zugabe von glukosehaltigem Medium bei fiir ihren extensiven Kohlenhydratmetabolismus
bekannten Nierenzellkarzinomlinien), Zelldichte, gleiches Alter der Zellen der
verschiedenen Ansétze durch entsprechende Durchmischung vor der Aussaat und den
gleichzeitigen Ansatz des Assays aller Kombinationen eines Versuchsansatzes

(entsprechend einer untersuchten Tumorzelllinie) weitgehend ausgeschlossen.

Die Verwendung der Kristallviolett-Farbreaktion ist gut geeignet bei hinreichenden
Zellzahlen. Eine mogliche Fehlerquelle stellt jedoch die Ablosung von Zellen bei der
Fixation dar. Im Gegensatz zur Stoffwechselumsatzmessung mittels XTT (wie oben
beschrieben) gehen bei dieser Fiarbemethode selektiv apoptotische Zellen durch die
wiederholten Spiilvorgédnge verloren, da diese Zellen eine runde Form annehmen und zur
spontanen Ablosung vom Tridgermaterial tendieren. Eine zu starke mechanische
Beanspruchung konnte eine zusitzliche Abldsung eigentlich intakter Zellen bzw. von
bereits vorgeschadigten, jedoch nicht apoptotischen, Zellen bedingen.

Allerdings scheint diese Messmethode nicht so vielen potentiellen Storfaktoren zu

unterliegen wie die Stoffwechselumsatzmessung mittels XTT.

Immunchemotherapie unter Regulierung von NF-kB durch
Transfektion

Eine experimentelle Regulierung der NF-kB-Aktivierung kann durch die Transfektion von
grundlegend aktivem NF-kB p65 oder einem dominant negativen IkB erreicht werden.
Dies dient der Bestimmung der Rolle des NF-kB bei der Resistenz gegeniiber

chemotherapeutischer Apoptoseinduktion.

Bei den untersuchten primédren Tumorzelllinien, die mit 5-Fluorouracil, Doxorubicin und
Caelyx inkubiert wurden, war eine signifikante Induktion von Apoptose nur fiir die
Inkubation mit Doxorubicin mdoglich. Vergleicht man die Effekte des liposomalen

Doxorubicin Caelyx mit Doxorubicin, so ist Doxorubicin deutlich effektiver. Dies deckt
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sich mit klinischen Studien, in denen Caelyx keine antitumorale Wirkung auf

Nierenzellkarzinome zeigte (Law et al. 1995).

Die Vorbehandlung der Zellen mit IFN-a und IL-2 zeigte keine Wirkung auf die fiir
Chemotherapie resistenten Zelllinien, erhohte jedoch die Wirkung an verschiedenen
Zelllinien, bei denen die alleinige zytostatische Behandlung eine Apoptose induzierte. Dies
impliziert, dass die zytokinvermittelte Zunahme der Apoptose mit der NF-kB- Aktivitét in
Zusammenhang steht (Steiner et al. 2001).

Nach Transfektion der Zellen mit dem aktiven p65 erwarteten wir deutlich vitalere
transfizierte Zellen durch einen starken Apoptoseschutz bei hoher NF-kB-Aktivitit. Im
Vergleich dazu hitten die IxB-transfizierten Zellen durch eine Hemmung der Aktivierung
und entsprechend niedriger NF-kB-Aktivitdt zu einer erheblichen Reduktion der Zellzahl
fiihren miissen. Dies war so jedoch nicht zu beobachten. Vielmehr zeigte sich ein fast
gleichsinniges Verhalten aller transfizierten Zellen. Der Eingriff an der NF-xB-
Regulierung scheint das Gleichgewicht der Zellen zu stéren. Dies wird zuétzlich
verdeutlicht durch die scheinbar unterschiedliche Wirkung auf transfizierte und nicht

transfizierte Zellen.

Auffillig war die hdufig schlechte Transfektionsrate bei den primédren Tumorzelllinien,
insbesondere im Vergleich zu den deutlich hdheren Raten zum Beispiel bei der
permanenten Nierenzellkarzinomlinie A498. Diese Versuche wurden bei einer
Transfektionsrate von mindestens 3% durchgefiihrt. Bei verschiedenen Zelllinien konnte
trotz mehrfacher Versuche keine ausreichende Zahl transfizierter Zellen erreicht werden.
Dies konnte einen zusitzlichen Faktor in der dann nicht mehr zufdlligen Auswahl der
Zelllinien darstellen, die mdglicherweise bestimmte zellstabilisierende Faktoren mit sich
bringen, die neben der Transfektionsféhigkeit auch andere Zellvorginge, wie auch das
Ansprechen auf Chemotherapeutika, beeinflussen konnten. Diese These wird gestiitzt
durch die Ergebnisse von Oya und Kollegen (Oya et al. 2003), die in Abhéngigkeit der
primdren Tumorausbreitung (Tumorstadium) unterschiedliche basale NF-kB-Aktivititen
fanden (je fortgeschrittener der Tumor, umso hoher waren die basalen NF-kB-Level).
Somit ist es moglich, dass aufgrund von bestimmten Membraneigenschaften und

Stoffwechselvorgdngen die Transfektion z.B. der Zellen mit niedrigem basalen NF-«B
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besser gelang. Auflerdem wiirde dies das gute Ansprechen der Tumorzellen auf die

Doxorubicinbehandlung unter Umgehung der ,,Multi drug Resistance® erklaren.
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7 Schlufifolgerungen

Die Aktivierung von NF-kB sowie die erhohte NF-xB-Aktivitit als Antwort auf
proinflammatorische Zytokine scheint einen Resistenzfaktor in der chemotherapeutischen
Behandlung von verschiedenen Nierenzellkarzinomen darzustellen. Eine Hemmung der
NF-kB-Aktivierung fiithrt in vielen Fillen zu einer erhdhten Apoptoseinduktion bei
priméren Nierenzellkarzinomzelllinien, die auf Zytostatika ansprechen.

Von den an primdren Nierenzellkarzinomzelllinien untersuchten NF-kB-Inhibitoren ist
dem Inhibitor BAY eine starke Wirkung auf die Zellen nachzuweisen. Da jedoch nicht alle
Angriffsmechanismen vollstindig bekannt sind, sind weitere, vom NF-kB unabhéngige,
Stoffwechselvorgédnge denkbar, die die Zellen in den Zellkulturen méglicherweise direkt
schiddigen. Ganz anders stellt sich das Kolonkarzinom HT29 dar, bei dem auch in hohen
Dosierungen von BAY kein Effekt nachweisbar ist. Hier scheinen ganz andere
Wirkmechanismen eine Rolle zu spielen.

Hinsichtlich der untersuchten Zytostatika hatte Doxorubicin den stirksten zellreduktiven
Effekt. Neben den Wirkungen an der DNS koénnten in unseren in vitro-Untersuchungen die
ebenfalls fiir diese Substanz bekannten Wirkungen an Membranen im Sinne eines direkt
toxischen Effektes eine Rolle spielen. Die anderen getesteten Zytostatika waren in den
Versuchsansétzen wenig effektiv.

Fiir die Vorbehandlung der Zellen mit den NF-kB-Inhibitoren ergibt sich in den meisten
Fillen eine weitere Reduktion der Zellzahlen. Da im klinischen Alltag die alleinige
Chemotherapie nicht wirksam ist, konnte die Kombination von NF-kB-Inhibitoren mit
Zytostatika die Therapie effektiver machen und wiirde so eine Eintrittsstelle fiir

Chemotherapeutika in der Behandlung des Nierenzellkarzinoms darstellen.

Bei Versuchen der biologischen Modulation der NF-kB-Aktivitit lieBen sich keine
signifikanten Unterschiede nach Transfektion des dominant negativen IkB-Plasmids oder
des aktivierenden p65-Plasmids nachweisen. Ob die Ergebnisse methodisch oder durch
eine zu niedrige Transfektionsfrequenz bedingt sind, ldsst sich nicht sagen. Unsere
Resultate legen jedoch den Schluss nahe, dass auf diesem Wege eine effektive

Beeinflussung der Nierenzellkarzinome nicht moglich ist.

Ein Ansatzpunkt fiir weitere Untersuchungen wére die Testung des erfolgversprechendsten

der untersuchten NF-kB-Inhibitoren BAY als Monosubstanz in vivo im Tiermodell. Durch

82



7 Schlussfolgerungen

die Kombination mit NF-kB-Inhibitoren konnten moglicherweise trotz Resistenz die
Zytostatika wieder einen Stellenwert gewinnen.
Der Ansatz iiber die biologische Beeinflussung des NF-kB mittels Transfektion scheint

nach unseren Ergebnissen nicht zielfiihrend.
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