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1. Einleitung

Nach den Erkrankungen des Herzkreislaufsystems sind maligne Tumorerkrankungen derzeit
die hiufigste Todesursache in Deutschland. Mit einem Anteil von 29% ist Brustkrebs die
haufigste Krebsform, die bei Frauen in der Bundesrepublik Deutschland diagnostiziert wird.
Es werden rund 58.000 Erstdiagnosen jedes Jahr in Deutschland gestellt (Stand 2006), das
bedeutet, dass jede zehnte bis zwolfte Frau im Laufe ihres Lebens an bdsartigem Brustkrebs
erkrankt. Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt mit 64 Jahren deutlich niedriger als bei
den meisten anderen Krebserkrankungen. In der westlichen Welt stellt das Mammakarzinom
in der Altersgruppe der 35- bis 55-jdhrigen Frauen die hdufigste Todesursache dar (Manfred
Stauber 2007; Robert-Koch-Institut 2010).

In den letzten 20 Jahren haben sich die Uberlebensraten von Mammakarzinompatientinnen
kontinuierlich verbessert. 69% betrug die 5-Jahres-Uberlebensrate des Jahres 1980 - bei
Frauen die Anfang dieses Jahrzehnts diagnostiziert wurden, konnte ein Anstieg der Rate auf
81% festgestellt werden. Die 5- bzw. 10-Jahres-Pravalenzen nahmen zwischen 1990 und 2004
um etwa 40% zu. Ein besonders signifikanter Anstieg dieser Prdvalenz ist bei der
Altersgruppe zwischen 50 bis 69 Jahren zu erkennen. Fiir das Jahr 2010 ergibt sich bei
unverinderter Inzidenz und Uberlebensrate eine 5-Jahres-Privalenz von 249.600 Frauen
(Krebspréivalenz RKI 2010).

Erst nach 20 bis 40 Jahren kann eine endgiiltige Heilung nach der Erstdiagnose festgestellt
werden und wird in 50 % der Fille erreicht (Manfred Stauber 2007).

Dies ist vor allem darauf zuriickzufiihren, dass durch verbesserte Technik eine Fritherkennung
im Rahmen von Vorsorgeuntersuchungen moglich gemacht wird und Tumore schon im

Anfangsstadium erkannt werden konnen.

1.2 Imatinib Mesylat

Seitdem herausgefunden wurde, dass die Aktivitdt der Ber-Abl Tyrosinkinase eine zentrale
Rolle bei der malignen Entartung von Zellen spielt, wurde mit der Suche nach spezifischen
Inhibitoren begonnen. Ausgehend von der Ahnlichkeit der katalytischen Dominen mehrerer
Tyrosinkinasen, sollte eine neue Verbindung gefunden werden (Deininger 2004) .

In den spiten 1980er-Jahren begann eine Gruppe unter der Leitung von Nick Lydon und Alois
Matter (Schweiz) mit der Suche nach einer neuen Verbindung, die eine inhibitorische

Aktivitidt gegeniiber Tyrosinkinasen zeigte. Eine Verbindung der Phenyaminopyrimidin



Klasse, die urspriinglich als Protein Kinase C Inhibitor entwickelt wurde, zeigte eine
schwache Aktivitdt gegen die platelet-derived growth factor receptor (PDGFR) Kinase und
wurde fiir die weitere Entwicklung ausgewéhlt (Buchdunger et al. 1995).

Spétere Modifikationen des Molekiils setzten die Serin-/Threoninkinaseinhibition aufler Kraft,
wohingegen die Aktivitit gegen Tyrosinkinase leicht erhoht wurde. Zusitzlich wurden die
Wasserloslichkeit und die Aktivitdt gegen intrazelluldre Ziele verbessert. Das Ergebnis war
eine Verbindung mit dem Namen CGP57148, dann STI571 und schlieBlich Imatinib oder
(Glivec®) (Deiniger 2004).

Imatinib besitzt die Fahigkeit die Tyrosinkinaserezeptoren zu denen Abl, Ber-Abl, c-kit und
der PDGF-Rezeptor gehoren, zu hemmen, indem kompetitiv und selektiv die ATP-
Bindungsstelle des Rezeptors blockiert wird. Dadurch ist eine Ubertragung eines
Phosphatrestes auf das Substrat nicht moglich. Auch die Rezeptoren gesunder Zellen werden
durch Imatinib gehemmt. Diese besitzen jedoch alternative Signalwege und werden dadurch
nur wenig in ihrer Funktion eingeschrinkt. Krebszellen sind jedoch auf den Signalweg iiber
die Tyrosinkinasen angewiesen und werden durch die Inhibition stark in ihrer
Proliferationsfahigkeit eingeschriankt (Druker et al. 1996; Buchdunger et al. 2000; Joensuu
and Dimitrijevic 2001; Sjoblom et al. 2001).

Kiirzlich wurde dariiber berichtet, dass als weiteres Ziel fiir Imatinib der Makrophagen
Kolonie-stimulierende Faktor (M-CSF) Rezeptor identifiziert werden konnte (Hiraga and
Nakamura 2009).

Die Wirkung von Imatinib wird sich bei der Therapie der Chronisch Myeloischen Leukémie
(CML) zu Nutze gemacht. Bei ungefidhr 90% der Patienten mit CML kann das Philadelphia
Chromosom nachgewiesen werden, das aus einer Translokation des Chromosoms 9 und dem
Chromosom 22 entsteht. Das Genprodukt dieser Mutation ist das Fusionsprotein BCR-ABL,
das aus der natiirlichen Tyrosinkinase ABL des Chromosom 9 und dem BCR-Gen des
Chromosom 22 entstanden ist. Die verdnderte Tyrosinkinase hat im Vergleich zur natiirlichen
Tyrosinkinase eine erhohte Aktivitdit und ist fiir die unkontrollierte Vermehrung der
Leukozyten im Falle der CML verantwortlich.

Eine Imatinib-Therapie kann die Aktivitidt der mutierten BCR-ABL Tyrosinkinase hemmen
und unterdriickt somit die gesteigerte Proliferation der Blutzellen. Bei liber 95% der Patienten
kann mit dieser Therapie eine komplette himatologische Remission erreicht werden (O'Brien

et al. 2003; Deininger 2004).



Dartliber hinaus wird Imatinib auch zur Therapie anderer maligner Tumorerkrankungen
eingesetzt, da es die Fahigkeit besitzt unter anderem den c-kit Rezeptor zu hemmen. Dieser
Rezeptor ist maligeblich an der Entstehung des Gastrointestinalen Stromatumors beteiligt,
was eine Therapie mit Imatinib hier ermdglicht (Krystal et al. 2000; Sjoblom et al. 2001;
Demetri 2002). Zelllinien verschiedener solider Tumore mit c-kit und/oder PDGFR-
Expression wurden zuvor auf ihre Imatinib-Sensitivitdt hin {iberpriift. Die Zellproliferation
der c-kit exprimierenden Zellen des Kolonkarzinoms und des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms konnten in vitro und in vivo durch Imatinib gehemmt werden (Attoub et
al. 2002). Inhibitorisches Potential wurde auch bei der Behandlung von Neuroblastomen mit
Imatinib gesehen, hier beruhte die Imatinib Wirkung sowohl auf einem zytotoxischen Effekt
als auch auf einer Apoptoseinduktion, die durch Imatinib-bedingte Inhibtion der PDGFR-f-
Phosphorylierung erfolgte (Beppu et al. 2004).

Bei Osteosarkomzellen weist Imatinib nicht nur die Inhibition der PDGFR [ auf, sondern es
lassen sich auch die Hemmung der PDGFR o und der intrazelluldren Signal-
transduktionalenzyme AKT sowie mitogen-activated protein (MAP) Kinase feststellen

(McGary et al. 2002).

AuBerdem wurde ein Imatinib vermittelter Effekt bei Ovarialkarzinomzellen nachgewiesen,
der auf die Inaktivierung der Tyrosinkinase PDGFR o und Akt zuriickzufiihren ist (Matei et
al. 2004). Im Jahr 2008 konnte die Forschungsgruppe um Prof. Dr. C. Mundhenke ebenfalls
an Ovarkarzinomzellen nachweisen, dass Imatinib in der Lage ist, das Zellwachstum zu
reduzieren und sich positiv auf die Apoptoserate der Zellen auswirkt. Hier wurden unter
anderem Kombinationsversuche mit Imatinib plus Carboplatin oder Imatinib plus Paclitaxel

unternommen, die einen synergistischen Effekt zeigten (Mundhenke et al. 2008).

Ein Imatinibeffekt durch Hemmung des c-kit Rezeptors und der PDGF Rezeptor Familie

wurde auch bei Mammakarzinomzellen nachgewiesen (Weigel et al. 2009).

Da die Entstehung von Mammakarzinomen ein multifaktorielles Geschehen ist, scheint eine
Kombination von Chemotherapeutika eine viel versprechende Option bei der Therapie von
malignen Mammakarzinomen zu sein. Dabei sollten Standardzytostatika mit den neuen
zielgerichteten Tyrosinkinaseinhibitoren kombiniert werden, um so eine eventuelle
Dosisreduktion des Zytostatikums zu erreichen. Denn die Hemmung der Tyrosinkinase-

rezeptoren wird dadurch ausgelost, dass Imatinib kompetitiv die intrazellulire ATP-



Bindungsstelle der Kinasen blockiert und somit die fiir die Signaliibertragung wichtige
Aktivierung der jeweiligen Rezeptoren nicht stattfinden kann (Druker et al. 1996). Dadurch
wird die Zelldifferenzierung, das Zellwachstum sowie Mitoserate und die Angiogenese
blockiert (Heldin et al. 1998; Heldin and Westermark 1999). Eine verminderte Dosis des
Standardchemotherapeutikums scheint daher durch Gabe eines Thyrosinkinaseinhibitors
moglich und wiirde eine geringere Toxizitdt der {iblichen Chemotherapie flir die Patienten

bedeuten.

Als Kombinationsmedikamente wurden die evidenzbasierten Medikamente Doxorubicin und
Paclitaxel als mogliche Partner flir Imatinib ausgewdhlt, die im klinischen Alltag eine

wichtige Rolle in der zytostatischen Therapie des Mammakarzinoms spielen.

1.2 Nilotinib

Wie oben beschrieben, wird Imatinib erfolgreich bei der Therapie der CML eingesetzt, doch
nicht alle Patienten sprechen auf diese Therapie an. Aus diesem Grund wurden weitere
Tyrosinkinaseinhibitoren entwickelt. Zu diesen gehoren Dasatinib (BMS-354825) spezifisch
fiir ABL nicht-Rezeptor zytoplasmatische Kinase, Nilotinib (AMN 107) und INNO-406 (NS-
187) spezifisch fiir c-Kit Kinase sowie Gefitinib, Erlotinib und Sunitinib, die spezifisch fiir
VEGF-Rezeptor-Kinasen sind (Pytel et al. 2009).

Nilotinib ist nicht nur gegen die c-Kit Kinase wirksam, sondern besitzt auch die Féhigkeit 32
der 33 bekannten Mutationen zu hemmen. Dieser neue Tyrosinkinaseinhibitor wurde fiir die
Behandlung von Philadelphia Chromosom-positiven Patienten in der chronischen Phase und
Akzelerationsphase der CML, die Resistenz oder Intoleranz gegen eine primére Imatinib
Therapie zeigten, erstmals 2007 in der Schweiz zugelassen. Nilotinib ist ein oral
bioverfiigbarer Tyrosinkinaseinhibitor, der in vitro eine hohere Effektivitit gegen CML
Zellen aufweist als Imatinib. Der Wirkmechanismus von Nilotinib entspricht weitestgehend
dem von Imatinib: Durch eine kompetitive Blockade der ATP-Bindungsstelle an dem BRC-
ABL Tyrosinkinaserezeptor kann die Phosphorylierung nicht stattfinden. Folglich wird der
intrazelluldre Signalweg blockiert (Kantarjian et al. 2006).

Fiir Nilotinib konnten mehrere Zielkinasen festgestellt werden, bei denen Nilotinib einen
unterschiedlich starken inhibitorischen Effekt zeigte. Eine Rangfolge der Kinasen ergab sich
wie folgt mit der hochsten Inhibitionsstérke Nilotinibs beginnend DDR-1> DDR-2> BCR-
Abl> PDGFR o/f> KIT> CSF-1R (Manley et al. 2010)



Nilotinib weist gegeniiber Imatinib eine hohere Affinitdt und Selektivitit fiir die ABL-
Tyrosinkinase auf sowie eine 20-bis 50-mal so hohe inhibitorische Aktivitit auf die Kinase in
Imatinib-sensitiven CML Zellen im Vergleich zu Imatinib. Bei Imatinib resistenten CML
Zellen konnte eine 3-bis 7-mal so hohe Aktivitit im Gegensatz zu Imatinib festgestellt

werden (Kantarjian et al. 2006).

Da Imatinib bereits erfolgreich bei anderen Krebsarten angewandt wurde, liegt die
Fragestellung nahe in wie weit auch Nilotinib, als Vertreter, der zweiten Generation der
Tyrosinkinaseinhibitoren, bei anderen malignen Verdnderungen als Monotherapie oder auch
in Kombination mit anderen Standardchemotherapeutika wirksam ist. Bis zu diesem
Zeitpunkt scheint es auf diesem Forschungsgebiet nur wenige wissenschaftliche Erkenntnisse

zu geben.

1.3 Tyrosinkinaserezeptoren

Imatinib und Nilotinib sind Tyrosinkinaseinhibitoren, die die Ubertragung von extrazelluliren
Signalen ins Zellinnere hemmen und somit die Féhigkeit besitzen die Signaltransduktion zu
storen. Die Tyrosinkinaserezeptoren sind Proteine, die zur Gruppe der Proteinkinasen gehdren
und sich in der Membran von Zellen befinden. Die Kinasen phosphorylieren reversibel die
Aminosdure Tyrosin eines anderen Proteins und beeinflussen somit die Aktivitéitssteigerung
bzw. — inhibtion des Zielproteins.

Die Tyrosinkinaserezeptoren konnen in membrangebundene zum Beispiel c-kit, EGF-
Rezeptor, Insulinrezeptor, HER 2/neu und nicht-membrangebundene Tyrosinkinasen zum
Beispiel c-ABL, ¢-SRC und Januskinasen unterteilt werden. Die verschiedenen Rezeptoren
konnen anhand ihres Molekulargewichtes unterschieden werden.

Die membrangebundenen Rezeptoren konnen weiter in Rezeptoren mit intrinsischer
Kinaseaktivitdt und Rezeptoren mit assoziierter Proteinkinaseaktivitét unterteilt werden.

Die intrazytosolischen Tyrosinkinasen, die eine intrinsische Aktivitit besitzen, werden
dadurch aktiviert, dass ein spezifischer Ligand an den Rezeptor bindet, dies wiederum fiihrt
zur Bildung von Homo- bzw. Heterodimeren des Rezeptors. Die Tyrosinkinasen sind im
aktivierten Zustand in der Lage Tyrosinreste anderer Proteine dieses Rezeptors zu
phosphorylieren (Autophosphorylierung). Diese Phosphatreste konnen von intrazelluldren
Proteinen mit SH>-Doménen erkannt werden, die darauthin intrazelluldre Signalwege, unter

anderem die Phospholipase C und PI3-Kinase, stimulieren kdnnen.
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Die Rezeptoren mit assoziierter Tyrosinkinase funktionieren im Prinzip &hnlich, bendtigen
jedoch einen Zwischenschritt nach der Rezeptordimerisierung, der eine Anndherung und
Autophosphorylierung der Januskinase vorsieht, bevor es zur Rezeptorphosphorylierung
durch die Januskinasen kommen kann. Die sich anlagernden Proteine entsprechen bei diesem
Rezeptortyp Transkriptionsfaktoren, die ebenfalls phosphoryliert werden und anschlieBend

dimerisieren, um einen Einfluss auf die DNS der Zelle auszuiiben (Muller-Tidow et al. 2005).

1.3.1 PDGFR

Die platelet-derived growth factor Rezeptoren (PDGFR) gehoren zu den
Tyrosinkinaserezeptoren. Die PDGFR-Familie besteht aus dem a- und B-Rezeptor, die
wiederum aus zwei Untereinheiten aufgebaut sind. PDGFR o kann von allen Liganden, zu
denen AA, AB, BB zéhlen, aktiviert werden. Der B-Subtyp kann hingegen nur durch PDGF
BB und DD aktiviert werden (Heldin et al. 1998; Li et al. 2003). Diese Liganden konnen die
Rezeptoren auf parakrinem Weg, bei dem der Ligand von einer anderen Zelle produziert wird,
oder auf autokrinem Weg, bei dem die Zelle selbst den Ligand fiir den entsprechenden
Rezeptor bildet, aktivieren. Bei Rezeptormutationen kann es zur Autoaktivierung kommen,
das bedeutet, dass kein Ligand an den Rezeptor bindet aber trotzdem eine Signalkaskade in
Gang gesetzt wird. Diese Rezeptormutationen beim PDGFR-a kann vermehrt bei

gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) beobachtet werden (Heinrich et al. 2003).

Uber den PDGFR-Signalweg werden gleich mehrere wichtige Aufgaben der Zelle reguliert.
Wenn der Rezeptor aktiviert ist, werden die Angiogenese, das Zellwachstum, die Mitoserate
und die Zelldifferenzierung positiv beeinflusst (Dirks and Bloemers 1995). Dariiber hinaus
wird die Apoptose der Zellen indirekt iiber den PDGFR mittels Phosphoinositol-3’-Kinase
und Akt gehemmt (Druker et al. 1996). Im Jahr 2000 wurde eine Regulation der
Depolimerisation der Mikrotubuli bei der Zellteilung durch den PDGFR-Signalweg
beschrieben (Yoon et al. 2000).

Der Grund, warum vermehrt an der Expression der PDGF-Rezeptoren geforscht wird, ist,
dass viele maligne Prozesse mit einer erhohten PDGFR-Anzahl einhergehen. Dazu gehoren
das Melanom, das Meningeom, das Ovarialkarzinom (Mundhenke et al. 2008), das Magen-
und Pankreaskarzinom (Schiffer 2001), das Colonkarzinom (Lindmark et al. 1993), das
Lungenkarzinom (Antoniades et al. 1992), das Prostatakarzinom (Fudge et al. 1996) und auch
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das Mammakarzinom (Seymour and Bezwoda 1994), das in dieser vorliegenden Arbeit von
besonderem Interesse ist.

Eine vermehrte Expression der PDGF-Rezeptoren bedeutet eine erhdhte Teilungsrate und ein
verbessertes Uberleben der Tumorzellen (Vivanco and Sawyers 2002). Beim
Mammakarzinom konnten Seymour und Bezwoda 1994 feststellen, dass eine erhohte
Expression der Tyrosinkinaserezeptoren positiv mit der Metastasierungsrate korreliert und
einen negativen Einfluss auf das Ansprechen der Chemotherapie hat, das

zusammengenommen eine schlechtere Prognose fiir die Patienten darstellt.

Die Faktoren, die nun an diese Rezeptoren binden kdnnen, werden in PDGF-A, PDGF-B,
PDGF-C und PDGF-D subtypisiert. Sie wirken als Mitogen auf Zellen mesenchymalen
Ursprungs. Bei einer Verletzung sind Blutplattchen in der Lage PDGF frei zu setzen. PDGF
spielt auch in der Embryogenese sowie in der Wundheilung eine wichtige Rolle und ist in der
Lage Zellen, wie bereits aufgefiihrt zur Proliferation und Migration anzuregen (Li and

Eriksson 2003); (Heldin and Westermark 1999).

1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Zu Beginn dieser Arbeit waren die Wirkmechanismen und der wachstumsinhibitorische
Effekt von Imatinib Mesylat bereits bekannt. Durch in vivo Studien wurde versucht die in
vitro Ergebnisse von Imatinib als Monotherapie und in Kombination mit anderen
Chemotherapeutika zu bestdtigen. In dieser Arbeit wurden neue Medikamentenkombinationen
mit Imatinib in vitro untersucht. Die Versuche wurden an den Mammakarzinomzelllinien
MDAMB 231 und MCF7 mit Hilfe von Proliferationsassay, TUNEL-Assay und Migrations-
Assay durchgefiihrt.

Im Vordergrund steht das Proliferationsverhalten und die Apoptosehdufigkeit bei der IC 50-
Konzentration von Imatinib als Monotherapie sowie in Kombination mit dem Standard-
Chemotherapeutikum Doxorubicin und dessen IC 50 Konzentration, die zunichst in
Vorversuchen bestitigt werden mussten.

Des Weiteren wurden andere Standard Chemotherapeutika wie Paclitaxel in Kombinationen
mit Imatinib untersucht. Zu diesem Zeitpunkt der Arbeit wurden bereits klinische
Untersuchungen an Mammakarzinompatientinnen, die eine Chemotherapie bestehend aus

Paclitaxel und Imatinib oder Doxorubicin und Imatinib erhielten, durchgefiihrt.
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In zweiten Teil dieser Arbeit galt das Interesse dem Tyrosinkinase Inhibitor der zweiten
Generation Nilotinib. In diesem Fall wurde die Fragestellung untersucht, in wie weit sich
dieser neue Inhibitor auf das Proliferationsverhalten und die Apoptoseneigung der
Mammakarzinomzelllinien MDAMB 231 und MCF7 auswirkt. Ein Ziel der Versuche war die
IC 50 Konzentration von Nilotinib bei der Therapie der oben genannten Zelllinien zu
bestimmen. Auch hier sollte ein moglicher additiver oder synergetischer Effekt einer

Kombinationsinkubation mit Doxorubicin untersucht werden.

Die durchgefiihrten Versuche =zielen auf die Beantwortung der oben genannten
Fragestellungen ab, aus der sich die Hauptfragestellung ergibt: Vermag Imatinib in
Kombination mit einem weiteren Chemotherapeutikum einen Effekt auf das Wachstums-
verhalten der Mammakarzinomzellen in vitro auszuiiben? Kann diese Kombination der
Medikamente in Zukunft eine neue effektivere Therapie mit geringen Nebenwirkungen fiir
betroffene Patienten darstellen? Beziehungsweise in welcher Form und Stirke kann Nilotinib
das Wachstum der Zelllinien MDAMB 231 und MCF7 beeinflussen? Ist es moglich, dass
Nilotinib als Thyrosinkinaseinhibitor der zweiten Generation in die Behandlungs-

moglichkeiten fiir das Mammakarzinom mit aufgenommen wird?

13
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2.1 Zellkultur

2.1.1 Material

Zelllinien: MDA MB 231,
MCF7

American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA

Cell Titer Aqueous One Promega, Madison, WI, USA

Solution Reagent

Imatinib Mesylat zur Verfligung gestellt von der Firma Novartis, Basel, Schweiz

Nilotinib mit freundlicher Unterstiitzung von der Firma Novartis, Basel,
Schweiz zur Verfligung gestellt

Doxorubicin Sigma, St Louise, MO, USA

Paclitacel Sigma, St Louise, MO, USA

Vinoelbrine ditartrate

Sigma, St Louise, MO, USA

VLE RPMI 1640 Medium

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

PBS-Dulbecco

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Fetal bovine serum

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Penicillin/Streptomycin

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Tissue Culture Flask 75 ¢cm”

Sarstedt, Newton, USA

Tissue Culture Plate 96-well

Sarstedt, Newton, USA

Tissue Culture Plate 12-well

Sarstedt, Newton, USA

Trypan blue Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Trypsin/EDTA Solution Biochrom AG, Berlin, Deutschland

2.1.2 Geriite

Dynatech MR 5000 Elisa Reader Dynatech, Guernsey Channel Islands
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Es wurden die Mammakarzinomzelllinien MDA MB 231, MCF7 (Zellen beschrieben)in vitro
untersucht. Die Zellen wurden zunichst aufgetaut und anschlieend in einer Zellkulturflasche
75cm® mit VLE RPMI 1640-Medium, das mit 10% fetalem Kélberserum (FSC) sowie 10000
U Penicillin und Streptomycin versetzt wurde, kultiviert. Die Inkubation erfolgte im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO,.

Eine Passagierung wurde bei 80%iger Subkonfluenz der Zellen durchgefiihrt, um die Zellen
anschlieend in geringeren Verdiinnungen wieder in Zellkulturflaschen mit erwéhntem
Medium auszusden. Dieses Vorgehen erlaubt ein weitgehend logarithmisches Wachstum der
Zellen.

In den folgenden Versuchen wurden Zellen bis zur 25. Generation verwendet.

Um die Versuchsbedingungen konstant zu halten, wurde die Zellzahl im Vitaltest einheitlich

nach Anfarbung mit Trypanblau in der Zdhlkammer nach Neubauer bestimmt.

2.1.3 Ansetzen von Imatinib Mesylat

Imatinib Mesylat wurde mit freundlicher Unterstiitzung von Novartis Pharma (Basel,
Schweiz) zur Verfiigung gestellt. Imatinib besitzt ein Molekulargewicht von 589,71 g.
Ausgehend von dieser Angabe wurde das Medikament eingewogen, so dass eine 10 mmol —
Losung in Aqua dest. hergestellt werden konnte. Jeweils 100 pl der 10 mmol- Imatinib-
Konzentration wurden in 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen gefiillt und unter lichtarmen
Bedingungen bei -20° C aufbewahrt. Die entsprechenden Imatinib-Konzentrationen fiir die
einzelnen Versuche wurden durch eine Verdiinnung mit RPMI 1640 Medium unter Zusatz

von 10%igem FCS sowie Penicillin/Streptomycin hergestellt.

2.1.4 Zellproliferationsversuche mit MTT Auswertung

2.1.4.1 Zellproliferation unter Kombinationsinkubation von Imatinib und Doxorubicin

Die mogliche additive oder synergetische Wirkung des Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib
Mesylat (Glivec®) mit einem in der Chemotherapie von Mammakarzinomen héufig
verwendeten Medikament, dem Anthrazyklin Doxorubicin, sollte in folgenden in vitro
Versuchen getestet werden.

Doxorubicin gehort zur Wirkstoffgruppe der Interkalantien, deren Wirkung auf einer

Interkalation der DNS der Tumorzellen beruht.
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Um geeignete Bedingungen fiir die endgiiltigen Versuche zu schaffen, wurden zunichst
Vorversuche gemacht, in denen die geeignete Zellzahl selbst und die Inkubationsdauer des
Medikamentes auf die Zellen variiert wurden. SchlieBlich ergaben sich folgende
Versuchsbedingungen: Die Zellenzahl variierte dabei fiir MDAMB 231 zwischen 250 und
500 Zellen. Fiir MCF7 wurden 1500 Zellen verwendet. Die Inkubationsdauer bezeichnet eine
Zeitspanne von mindestens fiinf bis maximal zehn Tagen.

Das Ziel dieser Variation war es, eine geeignete Zellzahl zu finden, die bei Versuchsende eine
90%ige Konfluenz der Kontrollzellen ohne Zytostatikum ergab.

In der endgiiltigen Versuchsdurchfiihrung wurde fiir MDAMB 231 eine Zellzahl von 250
Zellen und fiir MCF7 eine Zellzahl von 1500 Zellen verwendet. Die Inkubation von 6 Tagen
erwies sich bei beiden Zelllinien als am besten geeignet.

Die Zellen wurden auf 96-well Platten ausgebracht, auf denen jedes well 100 ul VLE RPMI
1640 Medium enthielt. Danach folgte eine Inkubation von 24 Stunden, damit sich die Zellen
addquat adaptieren konnten.

Nach dieser 24-stiindigen Bebriitung wurde Imatinib in der IC 50 von 6 pmol fiir beide
Zelllinien appliziert. Die hinzu gegebenen Konzentrationen von Doxorubicin lagen fiir
MDAMB 231 zwischen 2 nmol und 12,5 nmol. Fiir MCF7 wurden die Konzentrationen 2,5
nmol, 5 nmol, 10 nmol, 12,5 nmol, 25 nmol, 50 nmol, 100 nmol, 200 nmol und 300 nmol
verwendet.

Die in H,O hergestellte Imatinib 10mM Stocklésung wurde fiir die Versuche mit RPMI 1640-
Medium unter Zusatz von 10%igem FCS sowie Penicillin/Streptomycin verdiinnt.

Das Zytostatika-enthaltende Medium wurde alle 48 Stunden gewechselt. Nach dreimaliger
Medikamentenapplikation erfolgte nach sechs Tagen die Versuchsauswertung mittels MTT.
Der MTT-Test ist ein Zytotoxizitits-Test. Die Mammakarzinomzellen werden in vitro mit
dem namensgebenden Farbstoff, einem gelben Tetrazoliumsalz, behandelt, um ihre
Lebensfiahigkeit im Vergleich zur Kontrolle von unbehandelten Zellen zu messen (Mosmann
1983).

Fiir die Messung des Zellwachstums wurde das aufgetragene Medium aspiriert und 100 pl
des Standardmediums pro Well aufgetragen. Zusitzlich wurden 20 pl Cell Titer Aqueous One
Solution Reagent pro well hinzugefiigt. Nach einstiindiger Inkubation bei 37°C und 5% CO,
konnte mittels ELISA-Reader die Absorption des entstandenen farbigen Formazanprodukts
bei 490 nm gemessen werden.

Das Formazan ist das Reduktionsprodukt von metabolisch aktiven Mammakarzinomzellen

der im Cell Titer Aqueous One Solution Reagent enthaltenen MTS Tetrazolium Komponente.
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Die Absorption verhdlt sich proportional zur Zellzahl, aus diesem Grund kann nun das
Zellwachstum berechnet werden.

Zur Bewertung dieser Zellproliferation wurde aus der Dreifachbestimmung der Mittelwert
gebildet. Im Folgenden wurde der Mittelwert der unbehandelten Kontrollzellgruppe gleich
dem Ausgangswert von 100% gesetzt. Fiir jede Konzentration der Medikamente bei den
beiden Zelllinien wurde das prozentuale Zellwachstum in Bezug auf die Kontrolle berechnet
und als Grafik dargestellt.

Auf diese Weise sollte der moglich additive bzw. synergetische Effekt von Imatinib auf die

Behandlung mit Doxorubicin gezeigt werden.

2.1.4.2 Zellproliferation unter Kombinationsinkubation von Imatinib und Paclitaxel

Des Weiteren wurde das mogliche additive bzw. synergetische Potential von Imatinib bei der
Behandlung von Mammakarzinomzellen mit Paclitaxel untersucht.

Paclitaxel entstammt der Wirkstoffgruppe der Taxane, die die Fahigkeit besitzen die Zellen in
der Mitose zu stéren. Somit wird der Abbau der Mikrotubuli gechemmt. Die Mikrotubuli sind
essentielle Bestandteile der Mitosespindel, die fiir die Zellteilung bendtigt wird.

Dieser Wirkmechanismus bezieht sich demnach auf sich teilende Zellen und erklért die zum

Teil starken Nebenwirkungen (Bartsch 2005); (Leistner 2005).

Der Versuchsablauf wurde wie im vorher gehenden Absatz bereits beschrieben durchgefiihrt:
Zunichst wurde in Vorversuchen die in der Literatur angegebene IC 50 fiir beide Zelllinien
iiberpriift, um danach das eigentliche Experiment zu starten.

Dabei wurden sowohl die Zelllinie MDAMB 231 als auch MCF7 der IC 50 von Imatinib,
welche 6 pmol entspricht, ausgesetzt. Die Kombination erfolgte mit einer Paclitaxel-
konzentration fiir MDAMB 231 von 0,1 nmol bis 1 nmol. Fiir die Zelllinie MCF7 wurde eine
Taxankonzentration von 0,5 nmol bis 2,5 nmol gewéhlt.

Mittels dieses Versuchsansatzes sollte iiberpriift werden, ob diese Medikamenten-
kombinationen eine bessere zytotoxische Wirkung im Vergleich zu den Einzelmedikationen
ergeben.

Die erhaltenen Absorptionsergebnisse nach einer Inkubation von sechs Tagen wurden wie
bereits erwdhnt mittels ELISA-Reader bestimmt und auf das Wachstum einer unbehandelten

Kontrollzellgruppe bezogen.
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2.1.4.3 Zellproliferation unter Inkubation mit Nilotinib

In den folgenden Versuchen sollte die Wirkung des BCR-ABL-Tyrosinkinase Inhibitors
Nilotinib auf die Proliferation von Mammakarzinomzellen untersucht werden.

Um die Versuche mit Nilotinib durchfiihren zu koénnen, wurde zunidchst eine 1 mmol
Stocklosung des Medikaments in H,O hergestellt. Die weitere Verdiinnung erfolgte mit dem
Standardmedium. Die Versuchsbedingungen wurden wie beschrieben {ibernommen: Bei einer
Inkubationsdauer von 6 Tagen wurden fiir die Zelllinie MDAMB 231 zunidchst 250 Zellen
und spéter 500 Zellen pro Ansatz getestet. Fiir die Zelllinie MCF7 wurden 1500 Zellen pro
Ansatz verwendet.

Nach der Zellaussaat und 24-stiindiger Inkubation unter normalen Bedingungen erfolgte zur
Determinierung der IC 50 fiir Nilotinib die Medikamentenapplikation. In Vorversuchen
wurden Konzentrationen bis zu 500 pmol aufgetragen. Im Zielversuch wurden die
Zellenlinien MDAMB 231 (250 Zellen) und MCF7 (1500 Zellen) den
Nilotinibkonzentrationen 1 pmol, 1,5 pmol, 2 pmol, 2,5 pmol, 3 umol, 3,5 pmol, 4 pmol,
4,5 umol, 5 pmol, 5,5 pmol, 6 umol, 6,5 umol, 7 umol, 7,5 pmol, 8 pmol, 8,5 umol, 9 umol,
9,5 umol und 10 pumol ausgesetzt. In einem weiteren Versuch wurde die Zellzahl der
Mammakarzinomzelllinie =~ MDAMB 231 auf 500 Zellen erhéht wund die
Nilotinibkonzentrationen variierten zwischen 1 pmol und 19 pmol.

Die nach Versuchsende erhaltenen Absorptionsparameter wurden wie bereits beschrieben auf
das Wachstum der Zellkontrollgruppe (nur mit Standardmedium behandelt) bezogen. Dadurch
wurde die Definition der IC 50, bei der das Wachstum der Zellen 50% der Kontrollgruppe
ergab, fiir die Zelllinie MCF7 moglich. Diese Konzentration diente in weiteren Versuchen als

Richtlinie.

2.1.4.4 Zellproliferation unter Kombinationsinkubation von Nilotinib und Doxorubicin

Bei dieser Kombinationsinkubation sollte untersucht werden, inwiefern Nilotinib die
zytotoxische Wirkung von Doxorubicin auf die Mammakarzinomzellen positiv oder negativ
beeinflussen kann.

Fiir die Zelllinie MCF7 wurden die Versuchsbedingungen mit 1500 Zellen wie beschrieben
iibernommen und die im Vorversuch getestete IC 50 von Nilotinib verwendet. Die
Doxorubicin Konzentrationen wurden entsprechend den im Kombinationsversuch mit

Imatinib gewéhlt: Konzentrationen 2,5 nmol, 5 nmol, 10 nmol, 12,5 nmol, 25 nmol, 50 nmol,
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100 nmol, 200 nmol und 300 nmol. Diese Angaben erfolgten, damit eine mdgliche
Vergleichbarkeit der Absorptionswerte von der Kombination mit Nilotinib und Doxorubicin
sowie der Kombination mit Imatinib und Doxorubicin gewihrleistet bleibt.

Die Auswertung der Absorptionsmessung erfolgte durch das iibliche Verfahren.

2.1.4.5 Zellproliferation unter Kombinationsinkubation von Nilotinib und Paclitaxel

Eine Kombinationsinkubation wurde ebenfalls mit Nilotinib und Paclitaxel fiir die Zelllinie
MCF7 durchgefiihrt um, wie im vorangegangenen Versuch beschrieben, mogliche Wirkungs-
verstiarkungen oder - abschwichungen herauszufinden.

Es wurden in diesem Versuch 1500 Zellen pro Ansatz ausgesit und die IC 50 von Nilotinib
hinzugegeben. Die Paclitaxelkonzentrationen variierten dabei, wie im Kombinationsversuch
mit Imatinib fiir MCF7 zwischen 0,5 nmol und 2,5 nmol.

Nach Versuchsende wurde die Auswertung mittels MTT vorgenommen.

2.1.5 Zellproliferationsversuche mit Zellziihlung

Um die Ergebnisse der MTT-Versuche der Kombination von Doxorubicin und Imatinib zu
iiberpriifen, wurden die Proliferationsversuche manuell ausgezihlt.

Die Zellreihe MDAMB 231 wurde mit 2000 Zellen pro well auf einer 12-well-plate-Platte
und die Zellreihe MCF7 mit 20.000 Zellen pro well auf einer 12-well-plate-Platte ausgesit.
Die Zellen waren zum Zeitpunkt des Versuchsansatzes zu ca. 70% konfluent und wurden
daraufhin trypsiniert. Nach 10-miniitiger Inkubation erfolgte eine Zentrifugation mit 1350
Umdrehungen bei 20° C fiir zehn Minuten. Danach wurden die Zellen im Standard Medium
(RPMI, plus 10%ig FCS, plus Streptomycin und Penicillin) resuspendiert und anschlieBend
die Zellzahl mit Trypanblau in der Neubauer Zéhlkammer bestimmt.

Ein Milliliter Standardmedium wurde in jedes der wells vorgelegt, um diese anschliefend mit
der entsprechenden Zellzahl zu beimpfen.

Nach einer 24-stiindigen Inkubation wurden die Medikamente verabreicht. Fiir MDAMB 231
wurde Doxorubicin in den Konzentrationen 0,5 nmol, 1 nmol, 1,5 nmol und 2 nmol sowie
jeweils die Kombination von 6 pumol Imatinib und Doxorubicin in genannten Konzentrationen
auf die Zellen appliziert. Pro Konzentration wurde eine 3-fach-Bestimmung vorgenommen.
Fir die Zellrethe MCF7 wurden die Konzentrationen fiir Doxorubicin wie folgt gewaihlt:

2,5 nmol, 5 nmol, 7,5 nmol, 10 nmol und 12,5 nmol. Die Konzentrationen wurden ebenfalls
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mit 6 pmol Imatinib kombiniert und auf die Zellen aufgetragen. Auch hier wurde eine 3-fach-
Bestimmung angestrebt.

Eine unbehandelte Kontrolle wurde sowohl beit MDAMB 231 als auch bei MCF7 mitgefiihrt.
Der Wechsel des Chemotherapeutikums erfolgte alle 48 Stunden. Nach sechs Tagen mit dem
Medikament wurde der Versuch ausgewertet.

Zunidchst wurde das Chemotherapeutikum abgesaugt und es wurden 400 pl Trypsin in die
wells gegeben. Nach 10-miniitiger Inkubation wurde die Reaktion des Trypsins mit 800 pl
Medium gestoppt. Diese Zellsuspension wurde in 1,5 ml Eppendorftubes gefiillt, um
anschliefend eine Zellzihlung mit Hilfe einer Trypanblaureaktion in der Neubauer
Zahlkammer durchzufiihren.

Die ermittelte vitale Zellzahl der unterschiedlichen Konzentrationen wurde prozentual auf die

vitale Zellzahl der unbehandelten Kontrolle bezogen und grafisch dargestellt

2.1.5.1 Zellproliferationsversuche zu synergetischem /additivem Effekt

Die folgenden Kombinationsexperimente wurden durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob
Imatinib einen additiven oder einen synergetischen Effekt auf die Behandlung mit dem
Zytostatikum Doxorubicin hat.

In dieser Versuchsreihe wurden die MCF7 Zellen sowie die MDAMB 231 Zellen mit
steigenden Konzentrationen sowohl von Imatinib als auch des Zytostatikums Doxorubicin als
Mono- und Kombinationstherapie auf einer 12-well-Platte fiir 24 Stunden inkubiert. Die
Medikamente wurden alle mit dem Standardmedium hergestellt und alle 48 Stunden neu
aufgetragen (Standardversuchsbedingungen).

Die Medikamentenkonzentrationen wurden fiir die Zelllinie MDAMB 231 mit 2000 Zellen
pro well wie folgt gewihlt: Unbehandelte Kontrolle, Doxorubicin: 0,25 mol, 0,5 nmol,

1 nmol, 2 nmol. Imatinib mit: 1,5 pmol, 3 umol, 6 pmol, 12 pmol.

Die Konzentrationen entsprechen 0,25 x IC 50; 0,5 x IC 50; 1x IC 50; 2x IC 50 der beiden
Medikamente.

Die entsprechenden Konzentrationen wurden als Monotherapie aufgetragen und miteinander
kombiniert: 0,25 nmol+1,5 pmol; 0,5 nmol+ 3 pmol; 1 nmol+6 pumol; 2 nmol+12 pmol. Es

wurde jeweils eine 3-fach-Bestimmung vorgenommen.
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Fiir die Zelllinie MCF7 wurde dasselbe Verfahren angewandt. Hier wurden 20.000 Zellen auf
einer 12-well-Platte fiir eine 3-fach-Bestimmung, die mit 1 pl Standardmedium zuvor
préapariert wurde, ausgesdt. Die Medikamente wurden auch hier alle 48 Stunden gewechselt.
Fiir Doxorubicin wurden folgende Konzentrationen verwandt: 1,25 nmol; 2,5 nmol; 5 nmol;
10 nmol.

Fiir den Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib: 1,5 pmol; 3 pmol; 6 pmol; 12 umol. Die
Kombination der Medikamente erfolgte nach dem bereits beschriebenen Prinzip: 0,25 x IC
50; 0,5 x IC 50; 1x IC 50; 2x IC 50.

Die Auswertung erfolgte nach sechstdgiger Inkubation mit dem zuvor beschriebenen
Zellzéhlverfahren durch Trypanblaufarbung und anschlieBender Zellzdhlung in einer
Neubauerzdhlkammer. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte prozentual in Bezug auf eine
unbehandelte Kontrolle mit Hilfe von Diagrammen und der Berechnung mittels Calcusyn

Software.
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2.2 TUNEL-Assay

2.2.1 TUNEL-Assay Material

Zelllinien: MDA MB 231, MCF7

American Type Culture Collection, Rockville,
MD, USA

In Situ Cell Death Detection Kit, POD

Roche, Penzberg, Deutschland

Imatinib Mesylat zur Verfliigung gestellt von der Firma
Novartis, Basel, Schweiz
Nilotinib mit freundlicher Unterstiitzung von der Firma
Novartis (Basel, Schweiz) zur Verfiigung gestellt
Doxorubicin Sigma, St Louise, MO, USA

Vecta Stain

Vector Laboratories, Burlingame,CA, USA

Vinoelbrine ditartrate

Sigma, St Louise, MO, USA

VLE RPMI 1640 Medium

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

PBS-Dulbecco

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Fetal bovine serum

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Penicillin/Streptomycin

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Chamber Slide Nagle Nunc International, 75 Panorama Creek
Dr., Rochester, NY 14625 USA

3% H,0O, in Methanol Biochrom AG, Berlin, Deutschland

4% Paraformaldehyd Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Tris HCL, pH 7,5

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

MgClz

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Permeabilisationsolution:

0,1% Triton x 100 in 0,1% in Sodium

Citrat

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

DNAasel, recombinat, grade 1

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
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2.2.2 TUNEL-Methode

Die Tunel-Assays wurden durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob die Tyrosinkinaseinhibitoren
Imatinib und Nilotinib in der Lage sind bei den Mammakarzinomzelllinien, MDAMB 231
und MCF7 eine Apoptose zu induzieren.

Der Tunel-Assay dient dazu apoptotische Zellkerne darzustellen. Wahrend des Apoptose-
vorgangs wird der DNS-Strang der Zelle durch Endonuklease-Enzyme in einzelne Fragmente
zerteilt, an den Bruchenden befinden sich Hydroxylgruppen, die unter Verwendung des
,»1dT“-Enzyms (Deoxynucleotidyltransferase) mit markierten Nukleotiden behaftet werden;
diese Nukleotide sind mit Flurescin markiert und lassen sich bei einer Extinktionswellenlédnge

von 450-500 nm im Fluorescenzmikroskop erkennen.

Der erste Versuchsansatz fiir Nilotinib wurde anhand von Literaturangaben ausgewéhlt. Dabei
wurden 80% konfluente Zellkulturen der Brustkrebszelllinien MDAMB 231 und MCF7 wie
folgt verwendet: 20.000 Zellen wurden pro Kammer auf acht Objekttrigern ausgesit und 24
Stunden mit Standardmedium im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; inkubiert, damit die
Zellen geniligend Zeit besitzen wieder in eine Proliferationsphase iiberzugehen. Nach der
Kultivierung wurde das Normalmedium aspiriert und durch ein Medium mit den
Nilotinibkonzentrationen von 2 umol bzw. 4 pmol (IC 50) fiir jeweils beide Zelllinien ersetzt.
Dieses Nilotinib enthaltende Medium wurde alle 48 Stunden frisch aufgetragen. Die erste
Auswertung durch die TUNEL-Methode erfolgt nach 24 Stunden und eine zweite nach 72-

stiindiger Inkubation.

Fiir einen zweiten Versuchsansatz mit Imatinib alleine und in Kombination mit Doxorubicin
wurden die Zelllinie MDAMB 231 mit 20.000 Zellen pro chamber auf 2er chamberslides und
die Zelllinie MCF7 mit 40.000 Zellen pro chamber auf 2er chamberslides ausgesit.

Fir MDAMB 231 wurden insgesamt 14 chamberslides angelegt: Jeweils 7 fiir die 24h
Inkubation und 7 fiir die 48 h Inkubation.

Diese sieben chamberslides beinhalteten: Eine Negativkontrolle, zwei Positivkontrollen (wie
im Versuch vorgesehen), eine unbehandelte Kontrolle, 1 nmol Doxorubicin, 6 pmol Imatinib

und die Kombination: 1 nmol Doxorubicin und 6 pmol Imatinib.

Fiir MCF7 wurden 16 chamberslides beimpft, um eine Auswertung nach 24 h und eine nach

48 h vorzunehmen. Auch hier wurden eine Negativkontrolle, zwei Positivkontrollen, eine
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unbehandelte Kontrolle, 2,5 nmol Doxorubicin, 5 nmol Doxorubicin, 6 pmol Imatinib, eine
Kombination mit 2,5 nmol Doxorubicin und 6 pmol Imatinib sowie eine Kombination mit
5 nmol Doxorubicin und 6 pmol Imatinib angelegt.

Die chamberslides wurden fiir 24 Stunden mit dem Standardmedium inkubiert, bevor die
Medikamente bzw. das Standardmedium auf die Kontrollen und die unbehandelten Zellen
aufgetragen wurden. Die Auswertung erfolgte anhand von Literaturangaben nach 24 h bzw.
48 h.

Die Auswertung mit Hilfe der TUNEL-Methode erfolgte zunichst durch die Aspiration des
Mediums und eine Waschung der Zellobjektrdger mit PBS. Danach wurden die Zellen kurz an
der Luft getrocknet, um dann die Fixierung mit 4% Paraformaldehyd in PBS vorzunehmen.
Der Fixationsvorgang fand innerhalb einer Stunde in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur statt. Anschlieend folgten wieder eine Waschung mit PBS und darauf eine
Blockierung mit einer Losung aus 3% H,0O, in Methanol. Nach 10-miniitiger Inkubation mit
der Blockierungslosung wird eine weitere PBS-Waschung durchgefiihrt. Als nachster Schritt
folgt die Permeabilisierung der Zellmembranen mittels 0,1% Triton x -100 in 0,1%

Natriumcitrat Losung fiir zwei Minuten bei 8° Celsius.

Die Positivkontrolle, die bei jeder TUNEL Auswertung mitgefiihrt wurde, wurde nach dem
Permeabilisierungsschritt zehn Minuten mit DNAse I inkubiert, sodass sich wéihrend dieser

Phase DNS-Strangbriiche entstehen konnen.

Der nichste Versuchsschritt beinhaltet die Herstellung des TUNEL-Reaktionsmixes aus der
Enzymlosung und der Label Solution, die im Kit enthalten waren. Jeweils 50 ul dieses
TUNEL-Reaktionsmixes wurden pro Kammer der Objekttrager appliziert und bei 37°C eine
Stunde im Dunkeln inkubiert. Die Behandlung der Negativkontrolle, die ebenfalls bei jeder
TUNEL-Auswertung mitgefiihrt wurde, erfolgte nur mit der Label-Solution.

Nach der Inkubationszeit wurden die Objekttrager abschlieBend dreimalig mit PBS unter
lichtarmen Bedingungen gespiilt, bevor der letzte Versuchsschritt, die Eindeckelung mit

Vecta Stain, erfolgen konnte.
Die Auswertungen nach 24 Stunden, 48 Stunden und nach 72 Stunden erfolgten mittels des

Fluoreszenzmikroskops bei einer Extinktionswellenldnge von 450-500 nm. Die apoptotischen

Zellen sollen dabei griin fluoreszieren (515-565 nm).
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Unter 1000-facher VergroBerung wurden insgesamt fiinf zufdllige Gesichtsfelder pro Ansatz
untersucht und dabei die Gesamtzahl der Zellen sowie die Anzahl der apoptotischen Zellen
(grin fluoreszierend) ermittelt. Daraus konnte der mittlere prozentuale Anteil der
apoptotischen Zellen bestimmt werden. Die Nilotinibkonzentration war im ersten TUNEL-
Experiment sowohl fiir MDAMB 231 als auch fiir MCF7 mit 2 pmol sowie 4 pmol definiert,
als BezugsgroBe wurde eine unbehandelte Kontrollzellgruppe verwendet.

Die Imatinibkonzentrationen im zweiten TUNEL Experiment waren fiir MDAMB 231 und
MCF7 mit 6 pmol angesetzt. Doxorubicin wurde bei MDAMB 231 in der Konzentration
Inmol als Monoansatz und in der Kombination mit 6 pmol Imatinib verwendet.

Fir MCF7 wurde Doxorubicin in den Konzentrationen 2,5 nmol und 5 nmol verwendet
sowohl als Einzel- und als Kombinationsinkubation zusammen mit Imatinib 6 pmol.

Auch hier wurde als Bezugsgrof3e eine unbehandelte Kontrolle mitgefiihrt.

Eine Bewertung der Apoptoseinduktion der einzelnen Medikamentenansidtze wurde durch

dieses Auswertungsverfahren moglich.

2.3 Migrations-Assay

2.3.1 Migrations-Assay Material

Zelllinien: MDAMB 231, MCF7 American Type Culture Collection, Rockville,
MD, USA

Imatinib Mesylat zur Verfiigung gestellt von der Firma
Novartis, Basel, Schweiz

Doxorubicin Sigma, St Louise, MO, USA

Recombinant Human PDGF-BB R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Deutschland

VLE RPMI 1640 Medium Biochrom AG, Berlin, Deutschland

PBS-Dulbecco Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Fetal bovine serum Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Penicillin/Streptomycin Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Tissue Culture Plate 12-well Sarstedt, Newton, USA

Silikoneinsitze FlexiPERM Sarstedt, Newton, USA
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2.3.2 Methode des Migrations-Assays

Mit Hilfe des Migrations-Assays wurde der Abstand zweier aufeinander zu gerichteter
Migrationsfronten ermittelt.

Fiir diesen Versuchsaufbau wurden die Silikoneinsitze zundchst in moglichst breite Mauern
mit geraden Kanten geschnitten und geméaf Herstellerangaben gereinigt und sterilisiert. Die
Trocknung erfolgte unter UV-Licht in einer sterilen Werkbank. AnschlieBend wurde der
Einsatz eines Silikonblockchens mittig in jedes well einer 12-well-Platte plaziert. Danach
wurden 1000 pl Standardmedium vorsichtig in die zwolf wells der Versuchsplatte appliziert.
Diese ,,Blockchen® verblieben fiir die ersten 24 Stunden in den wells, in denen sich die Zellen
zu einem Zellrasen verdichten sollten, unter Aussparung der Flichen unter den
Silikoneinsétzen.

Fir die Zelllinie MDAMB 231 wurden die wells mit 200.000 Zellen und fiir die Zelllinie
MCEF7 mit 500.000 Zellen pro well beimpft. Diese Zellzahl erreichte in Vorversuchen nach 24
Stunden eine fiir den Migrations-Assay ausreichende Konfluenz. Es folgte wie erwihnt eine
24-stlindige Inkubation, in der sich die Zellen moglichst zu diesem beschriebenen Zellrasen
verdichten sollten. Danach wurden diese Silikon-Blécke vorsichtig mit einer sterilisierten
Pinzette entfernt. Nach Entfernung der Mauern sollte ein sauberer Zellrand entstanden sein,
vom dem aus die Zellen in die von den Silikon-Blocken freigehaltene Flidche hineinmigrieren.
Nach dieser ersten Inkubationsphase wurden die Kontrollwells der beiden Zelllinien, nach
dem Entfernen der Silikon-Blocke, unter dem Mikroskop mit einem schwach vergrof3ernden
Objektiv (2x), einer entsprechenden Kamera und einem angepassten Computerprogramm
(Carl Zeiss Axio Vision 40 Release 4.7.0.0.; 05.2008) fotografiert. Zur Bestimmung der
Migration wurde der Abstand der beiden Migrationsfronten an drei Stellen gemessen
(Ausgangswert Al, A2, A3): Einmal links, einmal mittig und einmal am rechten Rand der
Ausparung durch den Silikon-Block. Diese Werte dienten als Ausgangswerte fiir die
folgenden Auswertungen der Migration nach 24 bzw. 48 Stunden.

Die Medikamentenkonzentrationen wurden wie im TUNEL-Assay gewihlt, um eine mdgliche
Vergleichbarkeit der Effekte nachzuweisen.

Fiir MDAMB 231 wurde eine unbehandelte Kontrolle (in 3 wells), eine 3-fach-Bestimmung
mit Inmol Doxorubicin sowie 6 pmol Imatinib und eine Kombination von 1 nmol

Doxorubicin und 6 pumol Imatinib getestet.
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Fir die Zelllinie MCF7 wurde ebenfalls eine 3-fach Bestimmung jeder Konzentration
vorgenommen, die wie folgt lautete: Unbehandelte Kontrolle (Standardmedium), 2,5 mol
Doxorubicin, 5 nmol Doxorubicin, 6 pmol Imatinib, Kombination 2,5 nmol Doxorubicin plus

6 umol Imatinib sowie 5 nmol Doxorubicin plus 6 umol Imatinib.

Nach 24-stiindiger Inkubation mit den Chemotherapeutika erfolgte, wie im TUNEL Assay,
die erste Auswertung. Zuvor wurde der Inhalt der wells aspiriert und 1000 pl PBS-Losung
aufgetragen, um tiberschiissige Zellbestandteile abzuschwemmen. Die PBS-Losung wurde
abgesaugt, um erneut die Medikamente zu applizieren. Die medikamentdse Behandlung der
Zellen erfolgte somit alle 24 Stunden.

Danach wurde das oben bereits beschriebene Messverfahren angewandt und eine ,,virtuelle
Linie* durch die Migrationsfronten gelegt, um den Abstand zur gegeniiberliegenden

Migrationsfront zu bestimmen (E1, E2, E3). Es wurden erneut drei Werte bestimmit.

Es wurden Werte in pm ermittelt. Die tatsdchliche ,,Migrationsleistung® der Zellen ergibt sich
wie folgt:
{[(A1+A2+A3)/3] - [(E1+E2+E3)/3]}/2 = Migration

Die Werte wurden halbiert, da es sich um zwei Migrationsfronten handelt, die sich
aufeinander zu bewegen.

Zusatzlich wurde der Mittelwert der drei Abstandsmessungen zwischen den Fronten eines
wells bestimmt. Da eine dreifache Bestimmung fiir jede Konzentration unternommen wurde,
wurde aus diesen drei Mittelwerten (fiir jede Konzentration) ebenfalls der Mittelwert
errechnet und in prozentuale Beziehung zum Abstands-Ausgangswert vor der
Medikamenteninkubation gesetzt. Daraus liel sich ableiten wie stark die Zellen migriert
waren. Die Ergebnisse wurden grafisch dargestellt (siche Ergebnisteil).

Die zweite Auswertung erfolgte nach 48 Stunden. Es wurde in derselben Weise verfahren wie

nach 24 Stunden.

Die Migrationsmethode wurde ebenfalls fiir einen Versuchsaufbau mit Imatinib in der
Konzentration 10 pmol und den Liganden Recombinant Human PDGF-BB in der
Konzentration 25 ng/ml angewandt. Es wurden wieder die beiden Standardzelllinien MCF7
und MDAMB 231 verwendet. Die Zellzahl wurde fiir MDAMB 231 mit 200.000 Zellen pro
well auf einer 12-well-Platte beibehalten, fir MCF7 wurden 450.000 Zellen pro well
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verwendet. Beide Zelllinien wurden jeweils in drei Ansdtzen getestet mit folgenden
Konzentrationen: Unbehandelte Kontrolle, Ligand 25 ng/ml, Imatinib 10 pmol und der
Kombination Ligand 25 ng/ml plus Imatinib 10 pmol.

Der Versuchsablauf wurde wie beschrieben beibehalten. Die konfluenten Kontrollwells
wurden nach 24-stlindiger Inkubation und Entfernung der Blockchen als Ausgangsabstand
fotografiert, woraufhin die Medikamentenapplikation erfolgte. Die Fotos wurden wie
beschrieben mit Hilfe eines Mikroskops mit einem schwach vergroernden Objektiv (2x),
einer entsprechenden Kamera und einem angepassten Computerprogramm (Carl Zeiss Axio
Vision 40 Release 4.7.0.0.; 05.2008) abfotografiert.

Bei diesem Versuch wurden die Abstidnde der Zellfronten nach 24, 48 und 72 Stunden
beurteilt. Vor jeder Auswertung erfolgte eine Waschung mit 1000 pl PBS-Pufferlosung zur
Abschwemmung der Zelltriimmer und die anschlieBende erneute 1000 pul Medikamentengabe.
Die Auswertung fand bei diesem Versuch mit Hilfe der Mittelwertberechnung statt; zunichst
der drei Abstinde des jeweiligen wells und danach der drei wells fiir die jeweilige
Konzentration. Daraus ergibt sich wie beschrieben die prozentuale Migration der Zellen im

Vergleich zum Ausgangswert, die grafisch dargestellt wurde.
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3. Ergebnisse

3.1 Zellproliferation
3.1.1 Ergebnisse des MTT-Assay fiir Imatinib
3.1.2 Ergebnisse des MTT-Assay fiir Nilotinib
3.1.3 Ergebnisse Zellzdhlung

3.2 TUNEL-Assay
3.2.1 TUNEL-Assay mit Imatinib
3.2.2 TUNEL-Assay mit Nilotinib

3.3 Migrations-Assay
3.3.1 Migrations-Assay mit Ligand

In vorangehenden Studien konnte gezeigt werden, dass die verwendeten Zelllinien MCF7 und
MDAMB 231, die Rezeptoren PDGFR B und abl exprimieren, die als Imatinibziele
identifiziert werden konnten. Zusétzlich wurde bei MCF7 c-kit und MDAMB 231 PDGFR a
nachgewiesen. Fiir beide Zelllinien konnte ein antiproliferativer Effekt bei einer IC 50
Konzentration von Imatinib mit 6 umol festgestellt werden (Weigel et al. 2009), (Roussidis et
al. 2007).

Diese Imatinibkonzentration von 6 pmol wurde in Vorversuchen unter Variation des

Versuchsaufbaus erneut getestet und fiir die folgenden Versuche als IC 50 angewendet.
3.1 Zellproliferation

Die beiden Mammakarzinomzelllinien MDAMB 231 und MCF7 wurden Zellproliferations-
versuchen unterzogen, um einen moglichen additiven Effekt des Tyrosinkinaseinhibitors
Imatinib sowie Nilotinib auf eine Chemotherapie mit Doxorubicin oder Paclitaxel
nachzuweisen. Diese Proliferationsversuche wurden mit Hilfe des MTT und durch manuelle

Zellzdhlung ausgewertet.
3.1.1 Ergebnisse des MTT-Assay fiir Imatinib

Zunichst wurden mehrere Vorversuche fiir beide Zelllinien unternommen, um die geeignete

Zellzahl, Inkubationsdauer sowie Medikamenten-Konzentration zu bestimmen.
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Als mogliche Richtwerte fiir Imatinib wurden Literaturangaben verwendet (Weigel et al.
2009).

Fiir die Zelllinie MCF7 wurde darauthin der Versuchsaufbau fiir den MTT mit 1500 Zellen
iiber eine sechstégige Inkubation gewahlt.

Die Zellen wurden mit Imatinibkonzentrationen bis 20 pumol inkubiert, da eine hohere
Konzentration toxisch auf die Zellen wirkt; dies konnte mit Hilfe einer der Testauswertung
vorangehenden Mikroskopkontrolle bestdtigt werden.

Unter den beschriebenen Bedingungen wurde fiir die Zelllinie MCF7 das in der Abbildung 1
gezeigte Ergebnis ermittelt. Die Kurve zeigt einen Abfall der Zellproliferation mit
ansteigender Medikamentenkonzentration bis der toxische Bereich erreicht wird.

Das Ziel dieses Versuchsaufbaus war die in der Literatur angegebene IC 50-Konzentration
(6-7 umol), die definiert ist als diejenige Konzentration, bei der die Zelllinien eine 50
prozentige Wachstumshemmung zeigen, von Imatinib zu bestdtigen. Die Abbildung zeigt
einen Abfall des Zellwachstums unter 50 Prozent jedoch erst bei Imatinibkonzentration
zwischen 15 - 17,5 pumol. Somit konnte mit diesem Versuchsaufbau der Literaturwert nicht

bestdtigt werden.
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Abbildung 1: Wachstumskurve der MCF7 Zellen unter Inkubation mit steigenden Imatinibkonzentrationen tiber
sechs Tage mit Absinken des Zellwachstums bei Erh6hung der Imatinibkonzentration.

Fir die Zelllinie MDAMB 231 wurde ein dhnlicher Versuchsaufbau gewéhlt wie bereits
geschrieben, nur wurde hier die Zellzahl auf 500 pro well verringert, damit die Zellen keine

Konfluenz tiber die sechstigige Inkubation erreichen.
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Auch hier wurde eine Imatinibkonzentration bis 20 umol angewandt. Abbildung 2 zeigt das
Ergebnis der Auswertung. Auch bei dieser Zelllinie liegt die ablesbare IC 50-Konzentration
fiir Imatinib zwischen 15 - 17,5 umol und damit deutlich hoher als der in der Literatur

angegebene 6 - 7 umol Wert.
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Abbildung 2: Wachstumskurve der MDAMB 231 Zellen unter Inkubation mit steigenden
Imatinibkonzentrationen iiber sechs Tage mit erkennbarem Absinken des Zellwachstums.

In den folgenden Versuchen wurde trotz der ermittelten Ergebnisse, der in der Literatur
vorgegebenen Wert von 6 umol fiir die IC 50-Konzentration von Imatinib verwendet, da sonst
keine klinisch relevante Konzentration eingehalten wird.

Bei der Kombinationsinkubation von Doxorubicin und der in der Literatur aufgefiihrten IC 50
Konzentration von Imatinib mit 6 umol sollte der Fragestellung nachgegangen werden,
inwiefern Imatinib einen zusétzlichen Effekt auf die Zellzahl hat.

In der Abbildung 3 ist die Zelllinie MCF7 mit 1500 Zellen iiber eine Zeitspanne von sechs
Tagen dargestellt. Das Medikament Doxorubicin wurde in den Konzentrationen von
2,5 nmol- 300 nmol appliziert sowohl bei der Einzelinkubation als auch in Kombination mit
Imatinib. Bei niedrigen Doxorubicin Konzentrationen zeigt Imatinib keinen zusitzlichen
Effekt, auch die IC 50 Inhibition kann erneut nicht nachgewiesen werden, welches an dem
Startpunkt der beiden Kurven bei 100% abgelesen werden kann.

Ab der Doxorubicin Konzentration von 10 nmol trennen sich die beiden Kurven und es lasst
sich ein zuséitzlicher Effekt von Imatinib erkennen, der bei einer Konzentration von 50 nmol

am deutlichsten erscheint. 50 nmol ist nach dieser Art der Auswertung gleichzeitig die IC 50
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fiir das Medikament Doxorubicin bei Anwendung auf die Zelllinie MCF7. Bei hoheren

Konzentrationen ndheren sich die beiden Kurven wieder an.
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Abbildung 3: Wachstumskurve der MCF7 Zellen unter Inkubation mit steigenden Doxorubicin Konzentrationen
sowie der zusétzlichen Applikation von Imatinib in der IC 50 Konzentration von 6 pmol.

Fiir die Zelllinie MCF7 wurden neben der Inkubation mit Doxorubicin auch eine Inkubation
mit Paclitaxel (0,5 nmol-2,5 nmol) und die Kombinationsinkubation Paclitaxel (0,5 nmol-2,5
nmol) mit Imatinib 6 umol durchgefiihrt. Im MTT konnten fiir diese Versuchsreihe jedoch

keine aussagekriftigen Ergebnisse erzielt werden.

Eine Kombinationsinkubation wurde ebenfalls fiir die Zelllinie MDAMB 231 durchgefiihrt.
250 Zellen wurden iiber sechs Tage mit einer Doxorubicin Konzentration von 2 nmol- 12,5
nmol als Monotherapie und in Kombination mit 6 pmol Imatinib inkubiert. Im Gegensatz zu
den MCF7 Zellen sind die Doxorubicin Konzentrationen geringer und eine IC 50-
Konzentration lisst sich aus der Abbildung 4 ablesen: 5 nmol.

Die Kurven weisen insgesamt einen S-formigen Verlauf auf, dies bedeutet, dass die Kurven
bei niedrigen Medikamentenkonzentrationen nur wenig abfallen bis sie bei hdoheren
Konzentrationen einen proportionalen Verlauf zeigen. Bei steigender Medikamenten-
konzentration nimmt die Wachstumshemmung nur noch wenig zu. Daraus lésst sich folgern,
dass sich der Verlauf der beiden Kurven der X- Achse asymptotisch annéhert.

In diesem Experiment kann ein geringer Effekt der Kombination bei den Werten 6-7 nmol

Doxorubicin gesehen werden — alle anderen Werte stellen sich als nicht signifikant dar.
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Auch hier konnte die in der Literatur angegebene IC 50 von Imatinib nicht bestétigt werden,

wie die gleichen Startpunkte der Kurven erkennen lassen.
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Abbildung 4: Wachstumskurve der MDAMB 231 Zellen unter Inkubation mit steigender Doxorubicin-
konzentration und zusétzlicher Applikation von Imatinib in der IC 50 Konzentration von 6 pmol.

Die Paclitaxelwerte fiir die MDAMB 231 Zelllinie sind ebenfalls geringer als die
beschriebenen Doxorubicinwerte. Dieser Versuch wurde mit den Konzentrationen von
0,Inmol-1nmol wiederum in Einzel- und Kombinatiosinkubation mit 6 pmol Imatinib
durchgefiihrt. Es wurden 250 Zellen {iber sechs Tage mit den Medikamenten bei 37°C mit 5%
CO; inkubiert.

Bei der Auswertung stellt sich sowohl die Paclitaxel-Kurve als auch die Kombinationskurve
S-formig dar. Der Abfall der beiden Kurven ldsst sich in Abbildung 5 gut zwischen 0,2 nmol
mit 68% und 0,3 nmol mit 20 % ablesen. Eine IC 50 fiir Paclitaxel und MDAMB 231 lasst
sich daher nur ungenau bestimmen.

Einen signifikanten Unterschied zwischen der Mono- und der Kombinationstherapie 1dsst sich

auch hier mit dieser Testmethode nicht feststellen.
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MDAMB 231 nach 6 Tagen Paclitaxel und Kombination Paclitaxel
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Abbildung 5: Wachstumskurve der MDAMB 231 Zellen unter Inkubation mit steigenden
Paclitaxelkonzentrationen und der zusédtzlichen Applikation von Imatinib in der IC 50 von 6 pmol

3.1.2 Ergebnisse des MTT-Assay fiir Nilotinib

Als Tyrosinkinaseinhibitor der zweiten Generation wurde Nilotinib hinsichtlich der
Fragestellung untersucht, in welchem Konzentrationsbereich sich die IC 50 fiir die beiden
Mammakarzinomzelllinien MCF7 und MDAMB 231 bewegen.

In Vorversuchen wurde Nilotinib sowohl in dem Standardmedium als auch in der DMSO-
Pufferlosung hergestellt. Es konnte kein signifikanter Unterschied der beiden Losungsmedien
in Bezug auf die Zellproliferation festgestellt werden. Aufgrund dieses Resultates wurde
Nilotinib in den folgenden Versuchen im Standardmedium gelost.

Fiir MCF7 wurden ca. 1500 Zellen sowie fiir MDAMB 231 250 Zellen verwendet.

Bei der Zelllinie MDAMB 231 konnte auch nach mehrfacher Wiederholung der
MTT-Methode kein aussagekriftiges Ergebnis hinsichtlich der IC 50 von Nilotinib erzielt
werden. Es wurden bis zu dem Zeitpunkt die Standardversuchsbedingungen, wie bei Imatinib,
angewandt: Ein Wechsel des Zytostatika-enthaltenden Mediums erfolgte nach 48 Stunden
insgesamt dreimal, um die Auswertung nach einer sechstidgigen Inkubation vorzunehmen.

Die Versuchsbedingungen wurden darauthin mehrmals variiert. Nach zwei Tagen konnte bei
der Zellreihe MDAMB 231 folgendes Ergebnis festgestellt werden: Die IC 50 liegt wie in
Abbildung 6 ersichtlich ist zwischen 3-4 umol.

Der Nilotinibkonzentrationsbereich unter 4 pmol spielt klinisch eine wichtige Rolle, aufgrund

dessen, dass bei der Behandlung von imatinibresistenten CML-Patienten eine
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Plasmahdchstkonzentration von 3,6 pumol bei einer Dosis von 400 mg zweimal tédglich
festgestellt wurde (Weisberg,E. et al. 2006).
Nach Aussage dieser Studien gilt das Ergebnis fiir MDAMB 231 als klinisch relevant.
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Abbildung 6: Wachstumskurve der MDAMB 231 Zellen unter Inkubation mit steigenden Nilotinib-
Konzentrationen iiber sechs Tage: Das Zellwachstum nimmt bei steigenden Konzentrationen ab.

Auch die Zelllinie MCF7 wurde einer Nilotinibinkubation unterzogen. Die Abbildung 7 zeigt

das Ergebnis des Versuchs unter Standardbedingungen:
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Abbildung 7: Wachstumskurve der MCF7 Zellen unter Inkubation mit ansteigenden Nilotinibkonzentrationen
iiber sechs Tage: Bei ansteigenden Medikamentenkonzentrationen sinkt das Zellwachstum dieser
Zelllinie.
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Die Wuchstumskurve in Abbildung 7 zeigt einen Abfall bei zunehmender Nilotinib-
konzentration. Die IC 50-Konzentration, demonstriert in Abbildung 7, liegt ca. bei 8 pumol
(46%). Dieser Wert ist fiir die Behandlung von Patienten im klinischen Alltag zu hoch. Ein
Plasmaspiegel von 8 umol wiirde zu toxischen Nebenwirkungen wie Thrombozytopenie oder
einem Anstieg der Aminotransferasen fiihren.

Die anschlieBenden Kombinationsversuchsreihen konzentrierten sich daher auf eine
Nilotinibkonzentration von 4 pmol.

Die Zellreihe MCF7 wurde unter Standardversuchsbedingungen mit denselben Paclitaxel-
konzentrationen wie zuvor im Imatinibversuch versetzt. Die Kombination dieser
Konzentrationen erfolgte daraufhin mit 4 pmol Nilotinib.

Die Abbildung 8 zeigt einen flachen konzentrationsbedingten Abfall der beiden Kurven. Die
Ergebnisse der Paclitaxel Kurve fallen jedoch nicht unter 53%.

Die Kurve der Kombinationsinkubation weist ebenfalls einen sehr flachen Verlauf auf. Der
Endpunkt bei 2,5 nmol plus 4 pmol Nilotinib betrdgt 38%, dies bedeutet einen Unterschied in
der Zellproliferation von 15%. Die Abbildung 8 zeigt, dass die Wachstumskurve der
Kombinationsinkubation stets unter der Einzeltherapiekurve liegt, dies beinhaltet die

Bedeutung eines zusétzlichen Effekts von Nilotinib in diesem Versuch.
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Abbildung 8: Wachstumskurve der MCF7 Zellen unter Inkubation mit steigenden Paclitaxelkonzentrationen und
zusdtzlicher Applikation von 4umol Nilotinib.
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3.1.3 Ergebnisse der Zellziahlung

Um die Ergebnisse des MTT zu iiberpriifen, wurde sich einer weiteren Methode bedient: Die
manuelle Zellzahlung. Die erste Versuchsreihe sollte dabei des generellen Abgleichs, der in
der Literatur angegebenen und den von uns erzielten Ergebnisse im MTT beziiglich der
IC 50- Konzentration von Imatinib, gelten.

Dafiir wurde die Zellreihe MCF7 mit 20.000 Zellen pro pl auf 12-well-Platten ausgebracht
und tiber die Standardinkubationsdauer von sechs Tagen mit Imatinib bis 12 pmol inkubiert.
Die Abbildung 9 zeigt, dass in diesem Versuch die IC 50-Konzentration von Imatinib mit 6-
7 umol bestdtigt werden konnte (48%), welches mit der zuvor verwendeten MTT Methode
nicht gelungen war. Der Wert bei 8 umol liegt bei 54%, danach ist ein deutlicher Abfall der

Kurve bis zum Endpunkt mit 17,3% bei 12 pmol zu erkennen.
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Abbildung 9: Wachstumskurve der MCF7 Zellen unter Inkubation mit ansteigender Imatinibkonzentration iiber
sechs Tage im Zellzdhlungsversuch. Wachstumsinhibition ist bei steigender Konzentration zu
erkennen.

Diese Art der Versuchsauswertung wurde auch fir MDAMB 231 durchgefiihrt, um den

Literaturwert von 6 pmol nachzuweisen. Es wurden im Gegensatz zu MCF7 nur 2000 Zellen

verwendet.

In Abbildung 10 ldsst sich ein schulterformiger Verlauf der Versuchskurve erkennen.

Nach zunéchst geringem Abfall der Zellzahl ldsst sich mit ansteigender Konzentration eine

zunehmende Verringerung der Zellen verfolgen. Bei 6 pmol liegt der Wert bei 50,1%, damit

kann auch bei dieser Darstellung die in der Literatur angegebene IC 50 von Imatinib
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bestéitigen werden, welches zuvor mit der MTT-Methode, wie bei der Zelllinie MCF7, nicht
gelungen war.

Bei 7 pmol liegt der Wert knapp unter 50%, um sich dann der X-Achse zu ndhern. Die
Zellproliferation bei 10 pmol betrigt 10% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
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Abbildung 10: Wachstumskurve der MDAMB 231 Zellen unter Inkubation mit ansteigender
Imatinibkonzentration iiber sechs Tage im Zellzdhlungsversuch. Es ist eine Wachstumsinhibition
bei steigender Konzentration zu erkennen.

Auch die Ergebnisse der Kombinationsmedikamente wurden erneut untersucht, um eine
geeignete Ausgangsbasis fiir die folgenden Kombinationsversuche zu haben. Als Beispiel ist
hier MCF7 mit Doxorubicin in Abbildung 11 dargestellt. Die im MTT abgelesene IC 50 von
50 nmol kann hier nicht bestétigt werden. Die applizierten Konzentrationen sind nach der
Zellauszdhlung um eine zehner Potenz zu hoch und wurden daher fiir die folgenden

Kombinationsversuche verringert.
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Abbildung 11: (Beispielhaft) Wachstumskurve der MCF7 Zellen unter Inkubation mit ansteigender
Doxorubicin Konzentration {iber sechs Tage im Zellzahlungsversuch. Es ist eine
Wachstumsinhibition zu erkennen.
Nach den Einzelinkubationen der Medikamente folgten, wie bei der MTT-Methode, die
Kombinationsinkubationen mit Imatinib, um der Fragestellung nachzugehen, ob Imatinib
einen zusdtzlichen inhibitorischen Effekt unter der Behandlung mit Doxorubicin auszuiiben
vermag. Bei den Kombinationsversuchen konzentrierten wir uns auf Doxorubicin mit

Imatinib.

Die Zelllinie MCF7 wurde aufgrund der in den Vorversuchen erzielten Ergebnisse
schrittweise mit einer steigenden Doxorubicin Konzentration bis 12,5 nmol versetzt. Die
Kurve der Doxorubicin Monotherapie zeigt einen S-formigen Verlauf mit einer IC 50-
Konzentration bei 5 nmol - bei hoheren Doxorubicinwerten nédhert sich die Kurve der X-
Achse asymptotisch an. Der Endpunkt bei 12,5 nmol ergibt eine Proliferationshemmung von
75% in Bezug auf die unbehandelte Zellkontrolle.

Die Kombinationskurve in Abbildung 12 liegt bei allen Doxorubicin Konzentrationen, die
zusdtzlich 6 pmol Imatinib enthalten, unterhalb der Kurve der Monotherapie. In diesem
Versuch konnte die IC 50-Konzentration 6 pmol von Imatinib erneut bestétigt werden, was
anhand des Startpunktes der grauen Kurve abgelesen werden kann (50,5%). Dieser Punkt
entspricht der Zellprobe, die mit 6 umol Imatinib behandelt wurde in Bezug auf die
unbehandelten Zellen. Der grofBite Effekt der Kombination zeigt sich hier bei dem Werte von
2,5 nmol: Die Monotherapie zeigt ein Proliferationswert von 85%, die Kombination nur 34%.

Bei der IC 50 Konzentration von Doxorubicin  mit 5Snmol wird unter
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Kombinationsbedingungen eine Zellproliferation von nur 27% abgelesen. Ein signifikantes
Ergebnis der Kombinationsmedikation im Gegensatz zur Monotherapie ist bei den meisten

Konzentrationen, die fiir das Experiment gewihlt wurden, zu erkennen.

MCF7 nach 6 Tagen Doxorubicin und Kombination Doxorubicin mit
Imatinib 6 umol
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Abbildung 12: Wachstumskurven der MCF7 unter Inkubation mit steigenden Doxorubicin Konzentrationen und
der zusitzlichen Applikation vom Imatinib in der IC 50 von 6 umol; *p-Werte < 0,05.

Fiir die Zellrethe MDAMB 231 wurde derselbe Versuchsaufbau verwendet, um auch hier die
zusétzliche Proliferationsinhibition mit Imatinib bei 6 pmol zu testen.

Fiir MDAMB 231 wurden 2000 Zellen verwendet und die Doxorubicin Konzentrationen bis
insgesamt 2 nmol aufgetragen. Die gewidhlte Angabe stellte sich in Vorversuchen als eine
geeignete maximale Konzentration heraus. Im Vergleich zur zuvor beschriebenen MTT-
Methoden liegen die Doxorubicinwerte fir MDAMB 231 genau wie bei MCF7 deutlich
niedriger.

In Abbildung 13 ldsst die Kurve der Monotherapie (schwarz) einen konzentrationsbedingten
Abfall bis 16% bei 2 nmol erkennen. Die IC 50-Konzentration von Doxorubicin liegt nach
dieser Auswertung bei 1 nmol (56%). In diesem Versuch ist es wie in den Vorversuchen
gelungen, die IC 50 von 6 pmol fiir Imatinib zu bestdtigen (47%). Die Kombinationskurve
(grau) lasst einen zusdtzlichen inhibitorischen Effekt der Kombination der beiden
Medikamente erkennen. Der grofite Proliferationsunterschied ist bei einer Konzentration von
0,5nmol zu verzeichnen: Mit einem Monotherapiewert von 80% und einem
Kombinationswert von 43% in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle. Danach néhern sich

beide Kurven der X-Achse an. Bei einer zusitzlichen Applikation von Imatinib wurde die

41



Zellproliferation bis zu einer Konzentration von 1 nmol - im Gegensatz zur Monotherapie -

signifikant gehemmt.

MDAMB 231 nach 6 Tagen Doxorubicin und Kombination Doxorubicin
mit Imatinib 6 pmol
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Abbildung 13: Wachstumskurve der MBAMD 231 unter sechstégiger Inkubation mit steigenden
Doxorubicin Konzentrationen und der Applikation von Imatinib in der IC 50 von 6 pmol; * p-
Werte <0,05.

Die folgenden Kombinationsexperimente wurden durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob
Imatinib einen additiven oder einen synergetischen Effekt auf die Behandlung mit dem
Zytostatikum Doxorubicin hat.

In dieser Versuchsreihe wurden die MCF7 Zellen und die MDAMB 231 Zellen mit
steigenden Konzentrationen sowohl von Imatinib als auch von Doxorubicin als Mono- oder
Kombinationstherapie inkubiert (siche Abbildung 14 und 15). Die Medikamenten-
konzentrationen wurden fiir jede Zelllinie wie folgt appliziert: 0,25 x IC50; 0,5 x IC50; 1 x
IC50 und 2 x IC50. Dieser Versuchsauftbau mit zusitzlicher Variation des Tyrosinkinase-
inhibitors Imatinib stellt einen Unterschied zu den zuvor durchgefiihrten Experimenten dar, in
denen die Imatinibkonzentration immer dem IC50 Wert von 6 pumol entsprach. Die

Standardversuchsbedingungen iiber sechs Tage wurden angewandt.

In Abbildung 14 zeigt die Zelllinie MCF7 einen deutlichen Abfall der Zellproliferation mit
steigenden Medikamentenkonzentrationen. Die Proliferationsinhibition von Imatinib bei den
verschiedenen Konzentrationen ist stirker als die von Doxorubicin in der Monotherapie. Die

Ergebnisse der Kombinationen 1 x IC50 und 2 x IC50 sind als signifikant zu bewerten

(p<0,05).
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Abbildung 14: Kombination von Imatinib mit Doxorubicin fithrt zur vermehrten Wachstumsinhibition bei MCF7
nach sechs Tagen Inkubation;* p-Werte < 0,05

Bei der Zelllinie MDAMB 231 ist in Abbildung 15 eine stirkere Inhibition des
Monotherapeutikums Doxorubicin zu erkennen im Gegensatz zu Imatinib und zu MCF7. Die
Kombinationsergebnisse bei 0,25 x IC50, 1 x IC50 und 2 x IC50 weisen einen signifikanten

p-Wert auf (Calcusyn Software).
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Abbildung 15: Kombination von Imatinib mit Doxorubicin fiihrt zur vermehrten Wachstumsinhibition bei
MDAMB 231 nach sechs Tagen Inkubation; * p-Werte < 0,05.

Des Weiteren wurden anhand dieser Versuchsergebnisse die Dosisquotienten gebildet und
Kombinationsindizes mit Hilfe der Calcusyn Software berechnet (Tabelle 1). Diese
Berechnung ergibt einen additiven Effekt der Zellproliferation von MDAMB 231 bei einem
Dosisverhédltnis von 1:6000 (Doxorubicin: Imatinib), welches die beiden IC 50-

Konzentrationen der Medikamente enthalt.
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Die Zelllinie MCF7 zeigt einen additiven Effekt der beiden Kombination der beiden
Medikamente (1:1200) bei hoheren Konzentrationen. Ein antagonistischer Effekt ergibt sich
bei Werten unterhalb der IC 50-Werte bei beiden Medikamenten. Bei der Zelllinie MDAMB
231 zeigen beide Therapeutika einen additiven Effekt bei der Inhibition der Zellproliferation.

MDA MB 231
Drug Combination Index Values at Dm (nM) m r

ED 50 ED75 ED90
Combination (1:6000) 1.11214 1.01224 0.99765 0.39732 1.84658 0.96979
Doxorubicin N/A N/A N/A 0.57999 1.15437 0.97662
Imatinib N/A N/A N/A 5581.5821 2,92342 0.99784
MCF 7
Drug Combination Index Values at Dm (nM) m r

ED 50 ED75 ED90
Combination (1:1200) 1.32605 1.10981 0.95853 2.03607 1.48647 0.99769
Doxorubicin N/A N/A N/A 4.56443 1.58527 0.96108
Imatinib N/A N/A N/A 7487.20892 1.04304 0.98481

ED 50 (effect dosis 50%), Dm (IC50) calculated, m (measures of sigmoidicity), r(correlation coefficient)

Tabelle 1: Berechnung von Kombinationsindizes fiir die Mono- und Kombinationsinkubation der
Mammakarzinomzelllinien MCF7 und MDAMB 231.

Aus dieser Versuchsreihe kann folgendes Fazit abgeleitet werden: Die Kombination von

Imatinib und Doxorubicin filihrt zu einer gesteigerten Inhibition der Zellproliferation.
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3.2 TUNEL-Assay

Der TUNEL-Assay ist eine spezifische Methode, um Zellen, die in Apoptose gehen,
nachzuweisen. Hier wurde der TUNEL-Assay angewendet, um zu untersuchen, ob die Zellen,
die mit einer Medikamentenkombination von Doxorubicin und dem Tyrosinkinaseinhibitor
Imatinib eine hohere Apoptoserate aufweisen als unbehandelte Zellen oder Zellen, die nur mit
einem Medikament behandelt wurden. In einem weiteren Experiment wurde untersucht
inwiefern der Tyrosinkinaseinhibitor Nilotinib in der Lage ist eine apoptotische Wirkung auf
die Mammakarzinomzellen auszuiiben. Es wurden wieder die Standardzelllinien MCF7 und
MDAMB 231 verwendet. Als Zeitintervalle wurden fiir den TUNEL-Assay mit Imatinib 24
und 48 Stunden gewéhlt, fiir den TUNEL-Versuch mit Nilotinib 24 und 72 Stunden.

3.2.1 TUNEL-Assay mit Imatinib

Die Auswertung des Apoptosetests flir MDAMB 231 in Abbildung 16 zeigt, dass eine
Inkubation mit Imatinib liber 24 bzw. 48 Stunden eine 10%ige Apoptoserate der Zellen im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zur Folge hat. (Bilder siche Anhang)

Die Monoinkubation mit Doxorubicin weist fiir diese Zelllinie Apoptoseraten von 18% bzw.
13% nach 24 bzw. 48 Stunden auf. Die Kombinationsinkubation ergibt eine Apoptoserate von
12% und 9% zu den angegebenen Zeitpunkten und konnte die Rate, der zugrunde gehenden

Zellen somit nicht erhéhen.

MDAMB 231

m 24 Stunden
48 Stunden

Kontrolle Imatinib  Doxorubicin Kombination
6 umol 1 nmol

Zahl der apoptotischen Zellen [%]

Abbildung 16: Effekt von Imatinib und Doxorubicin auf die Apoptose von MDAMB 231 Zellen nach 24 und 48
Stunden.
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Fiir die Zellreihe MCF7 wurde der TUNEL-Assay mit zwei Doxorubicin Konzentrationen mit
2,5 nmol und 5 nmol (IC 50 nach Vorversuchen) alleine und in Kombination mit Imatinib
durchgefiihrt. Imatinib wurde mit der IC 50-Konzentration 6 pmol angewendet.

Abbildung 17 zeigt die Ergebnisse der Auswertung nach 24 Stunden bzw. 48 Stunden fiir die
2,5 nmol Doxorubicin Konzentration.

Hierbei ist auffillig, dass die Apoptoserate nach 24 Stunden der beiden Monotherapien mit
28% fiir Imatinib und 33% fiir Doxorubicin relativ hoch ist. Die Apoptoserate nach der
Kombination jedoch nicht iiber der der Einzelinkubationen liegt mit 18%. Nach 48 Stunden
nimmt die Rate der apoptotischen Zellen bei Imatinib mit 6 umol stark ab und betrdgt nur
noch 11%. Ebenfalls nach 48 Stunden ist eine Reduktion der Apoptose um 5% im Vergleich
zu dem 24 Stunden Ergebnis der Doxorubicin Inkubation zu erkennen. Die Rate der
Kombinationsinkubation steigt auf 28% nach 48 Stunden im Vergleich zu 18% bei der 24

Stunden-Inkubation.
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Abbildung 17: Effekt von Imatinib mit 6 pmol und Doxorubicin 2,5 nmol auf die Apoptose von MCF7 Zellen
nach Inkubation von 24 und 48 Stunden.

Die Auswertung des zweiten TUNEL-Assays fiir MCF7 — dieses Mal mit beiden IC 50
Konzentrationen der Medikamente fiir diese Zelllinie (Doxorubicin mit 5 nmol und Imatinib
mit 6 umol) — ist in Abbildung 18 dargestellt. (Siehe zusdtzlich Anhang)

Nach 24 Stunden ist die Apoptoserate der Zellen sowohl fiir die Monotherapie als auch fiir die
Kombinationstherapie annéhernd gleich mit einem Wert von ca. 28%. Nach 48 Stunden zeigt
sich ein Absinken der Apoptoserate sowohl fiir Imatinib mit 6 umol als auch fiir Doxorubicin

mit 5 nmol auf 15% bzw. 11%. Die Kombination prisentiert einen starken Anstieg der
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Apoptoserate in der Kombination auf 34% im Gegensatz zu den Einzelinkubationen und kann

damit als signifikant bezeichnet werden (p<0,05).

MCF7
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Abbildung 18: Effekt von Imatinib mit 6 pmol und Doxorubicin Snmol auf die Apoptose von MCF7 Zellen nach
Inkubation von 24 und 48 Stunden; * p-Werte < 0,05

Imatinib und Doxorubicin fiihren zu einem apoptotischen Effekt sowohl in MDAMB 231 als
auch in MCF7 Zellen, jedoch kann eine erhdhte Apoptoserate bei der Kombinations-

inkubation nur bei der Zelllinie MCF7 festgestellt werden.

3.2.2 TUNEL-Assay mit Nilotinib

Die TUNEL-Methode wurde mit den beiden Standardzelllinien ebenfalls fiir den
Tyrosinkinaseinhibitor Nilotinib durchgefiihrt, um der Fragestellung nachzugehen in wie weit
Nilotinib in der Lage ist die Apoptoserate der Mammakarzinomzellen zu erhdhen. Der
Versuchsaufbau folgte wie zuvor im TUNEL-Experiment den Literatur- und
Herstellerangaben, nur die Inkubationszeiten variierten in diesem Experiment mit 24 und 72
Stunden.

Die Werte 2 und 4 pumol Nilotinib wurden anhand von Literaturangaben — wie bereits
beschrieben - gewéhlt.

Die Abbildung 19 zeigt die Ergebnisse der Zelllinie MCF7. Nach 24 Stunden ist eine erhdhte
Apoptoserate von 9% fiir 2 pmol und 19% fiir 4 umol festzustellen. Nach 72 Stunden wird in

der Kontrolle eine Apoptoserate von 7% gemessen. Fiir die Konzentration 2 umol bleibt die
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Rate mit 9% konstant. Ein starker Anstieg der apoptotischen Zellen kann bei einer
Konzentration von 4 pumol - ndmlich 32% - verzeichnet werden.

Nilotinib ist in der Lage die Apoptoserate der Zelllinie MCF7 im Gegensatz zur Kontrolle der
angegebenen Zeitpunkte signifikant zu steigern.

Im Gegensatz zu Imatinib, bei dem die Apoptoserate des Tyrosinkinaseinhibitors in der
Monotherapie bei der zweiten Auswertung geringer war, erhdht sich bei Nilotinib die Rate der

apoptotischen Zellen nach ldngerer Inkubation.
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Abbildung 19: Effekt von Nilotinib mit 2 und 4 pmol auf die Apoptose von MCF7 Zellen nach Inkubation von
24 und 72 Stunden; * p- Werte < 0,05.

Die Zellreihe MDAMB 231 zeigte im TUNEL-Assay mit Nilotinib die in Abbildung 20
aufgefiihrten Ergebnisse. Nach 24-stiindiger Inkubation zeigen sich bei der Konzentration
2 pmol und 4 pmol nur geringfiigige Unterschiede: Apoptoserate 11%. Gegeniiber der
Kontrolle, die nach 24 Stunden keine apoptotischen Zellen aufwies, ist die Apoptoserate von
11% bei beiden Konzentrationen als signifikant zu bezeichnen. Die zweite Auswertung ergab
fiir die Kontrolle 12%, fiir Nilotinib mit 2 pmol 33% und fiir 4 pmol Nilotinib 31%
apoptotische Zellen. Die hohere Konzentration von 4 pmol Nilotinib ist bei dieser Zellreihe
nicht in der Lage eine hohere Apoptoserate zu erzielen - verglichen mit der Konzentration 2
umol. Jedoch ist Nilotinib in der Lage die Apoptoserate in Bezug auf die unbehandelte
Kontrolle um 22% zu erhohen. Alle Ergebnisse konnen als signifikant in Bezug auf die

Kontrolle zum jeweiligen Zeitpunkt gewertet werden.
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Abbildung 20: Effekt von Nilotinib mit 2 und 4 pmol auf die Apoptose von MDAMB 231 Zellen nach
Inkubation von 24 und 72 Stunden; * p-Werte < 0,05.

Nilotinib ist in der Lage die Apoptoserate sowohl in der MCF7 als auch in der MDAMB 231

Zelllinie signifikant zu erhdhen.

Das Fazit der TUNEL-Assays fiir beide Mammakarzinomzelllinien lautet, dass die beiden
Tyrosinkinaseinhibitoren Imatinib und Nilotinib einen positiven Effekt auf die Apoptose-

neigung vor allem der MCF7 Zellen haben.

3.3 Migrations-Assay

Der Migrations-Assay wurde durchgefiihrt, um das wachstumsinhibitorische Potenzial der
Mediamente Doxorubicin und Imatinib als Monotherapie und als Kombinationstherapie in
Bezug auf eine unbehandelte Probe zu testen.

Die Auswertung erfolgte wie im TUNEL-Assay fiir Doxorubicin und Imatinib nach 24 und 48

Stunden.
Migration MDAMB 231
24 Stunden 48 Stunden
Kontrolle 18% 41%
Doxorubicin 11% 18%
Imatinib 17% 35%
Kombination 18% 31%*

Tabelle 2: Migrationswerte der MDAMB 231 Zellen unter Inkubation von Doxorubicin und Imatinib
Einzeln und in Kombination nach 24 und 48 Stunden; *p-Werte< 0,05.

49



Fiir die Zelllinie MDAMB 231 wurde Doxorubicin in der IC 50-Konzentration von 1 nmol
und Imatinib in der IC 50-Konzentration 6 pmol angewendet. Es wurde sowohl die
Monotherapie als auch die Kombination der beiden Medikamente untersucht.

Das Diagramm in Abbildung 21 veranschaulicht die Invasion der Zellen in den
Migrationsspalt und die mogliche Inhibiton durch die Medikamente.

Die Kontrolle représentiert eine deutliche Invasion nach 24 Stunden von 18% und nach 48
Stunden von 41% im Vergleich zum Ausgangswert. Doxorubicin mit 1 nmol weist in der
Monotherapie das stdrkste inhibitorische Potenzial auf: Die Zellen sind nach 24 Stunden 7 %
weniger und nach 48 Stunden 23% weniger in den Migrationsspalt immigriert im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle. Imatinib mit 6 pmol zeigt eine nur sehr schwache
proliferationshemmende Wirkung von 1% nach 24 Stunden und 6 % nach 48 Stunden.

Die Kombinationswerte, die in der Abbildung aufgefiihrt sind, stellen nicht das erhoffte
Ergebnis eines starken wachstumshemmenden Effektes dar. Nach 24 Stunden weisen die
MDAMB 231 Zellen das gleiche Wachstum auf wie die unbehandelte Kontrolle - nach 48
Stunden kann ein geringer Effekt von 10% festgestellt werden.

In diesem Experiment kann ein zusitzlicher Effekt von Imatinib auf die Behandlung mit

Doxorubicin nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 21: Migrationswerte der MDAMB 231 Zellen unter Inkubation von Doxorubicin und Imatinib
einzeln und in Kombination nach 24 und 48 Stunden; *p-Werte< 0,05.

Fiir die hormonrezeptorpositive Zellrethe MCF7 wurde ebenfalls der in vitro cell Assay
durchgefiihrt. Tabelle 3 und Abbildung 22 zeigen die nach 24 und 48 Stunden erzielten

Messergebnisse.
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Migration MCF7

24 Stunden 48 Stunden
Kontrolle 3% 24%
Doxorubicin 2,5 nmol | 0% 10%
Doxorubicin 5 nmol 13% 18%
Imatinib 12% 23%
Kombination 2,5 nmol | 9% 24%
Kombination 5 nmol 20% 28%

Tabelle 3: Migrationswerte der MCF7 Zellen unter Inkubation von Doxorubicin und Imatinib einzeln und in
Kombination nach 24 und 48 Stunden.

Die Ergebnisse der Auswertungen lassen ein moderates Wachstum der Zellen in 24 Stunden
und eine deutliche Invasion nach 48 Stunden erkennen. Das Wachstum konnte unter der
Therapie mit Doxorubicin bei einer Konzentration von 2,5 nmol am Stirksten im Vergleich
zu den anderen Werten gehemmt werden. Die Migration wurde hier mit 0% und mit nur 10%
gemessen. In der hoheren Doxorubicin Konzentration mit 5 nmol, in der ein geringes
Wachstum erwartet wird, konnten die Zellen jedoch gar nicht (nach 24 Stunden) bzw. nur um
6% in ihrem Wachstum (nach 48 Stunden) gehemmt werden. Ahnliches konnte fiir Imatinib
mit der IC 50-Konzentration von 6 pmol abgelesen werden: Keine Hemmung des Wachstums
nach 24 Stunden. Nach 48 Stunden wurden die Zellen nur um 1% am Wachstum gehindert.
Die Kombinationsmedikationen zeigen in diesem Experiment nicht die erhoffte stérkste
Wachstumsinhibition.

Die Kombination Doxorubicin 2,5 nmol plus 6 umol weist nach 24 Stunden ein stirkeres
Wachstum auf als die Kontrolle und nach 48 Stunden manifestiert sich die gleiche
Invasionsfahigkeit der Zellen wie in der Kontrolle.

Die Kombination mit dem Doxorubicinwert von 5 nmol plus 6 umol Imatinib demonstriert im
Vergleich zur Kontrolle ein verstarktes Wachstum mit 20% und 28%.

Auch hier konnte keine Wachstumsinhibition der Medikamente detektiert werden.

Der grofite inhibitorische Effekt konnte mittels Migrations-Assay flir die Monotherapie mit
Doxorubicin 2,5 nmol festgestellt werden.

Ein zusitzlicher Effekt des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib konnte mit diesem

Versuchsaufbau nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 22: Migrationswerte der MCF7 Zellen unter Inkubation von Doxorubicin mit 2,5 nmol und 5 nmol
sowie Imatinib mit 6 pmol einzeln und in Kombination iiber 24 und 48 Stunden; *p-Werte < 0,05.

3.3.1 Migrations-Assay mit dem Liganden PDGF-BB

Um die Effekte des Recombinant-Human-PDGF-BB-Liganden zu testen wurde die
Migrationsmethode ein weiteres Mal durchgefiihrt.

Es wurden wieder die beiden Standard Zelllinien MCF7 mit 450 000 Zellen und
MDAMB 231 mit 200 000 Zellen verwendet. Die Medikamentenkonzentrationen wurden fiir
beide Zelllinien identisch gewéhlt: mit unbehandelten Zellen, Ligandenkonzentration 25
ng/ml, Imatinib 10 pmol und die Kombination von Imatinib mit 10 pmol und Ligand mit 25
ng/ml.

Der Versuch wurde dieses Mal nach 24 Stunden, 48 und 72 Stunden ausgewertet.

Fiir die MCF7 Zellen konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

Migration MCF7
24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden
Kontrolle 28% 71% 100%
Ligand 25 ng/ml 19% 29% 84%
Imatinib 10 pmol 12% 15%%* 35%%*
Kombination 25% 23%* 41%*

Tabelle 4: Migrationswerte der MCF7 Zellen unter Inkubation von PDGF-BB 25 ng/ml und Imatinib 10 pmol
einzeln und in Kombination iiber 24, 48 und 72 Stunden; * p-Werte < 0,05.
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Die unbehandelten Zellen zeigen ein gutes Wachstum in den Migrationsspalt hinein mit 28%
nach 24 Stunden und vollkommener Konfluenz nach 72 Stunden. Der Ligand, der als
Wachstumsstimulator wirken soll, wurde mit 25 ng/ml aufgetragen. Hier konnte aber im
Gegensatz zur Kontrolle nur ein geringes Wachstum der Zellen festgestellt werden.

Unter der Inkubation mit 10 pmol Imatinib ist eine deutliche Wachstumshemmung abzulesen:
Nach 24 Stunden von 16%, nach 48 Stunden von 56% und nach 72 Stunden von 65% im
Vergleich zur Kontrolle. Die Ergebnisse nach einer Inkubation von 48 und 72 Stunden sind
als signifikant zu bewerten (p<0,05). Die Kombinationsergebnisse, bei denen sowohl Imatinib
als auch der Ligand appliziert wurden, zeigen nach 24 Stunden das stirkste Wachstum im
Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen. Danach ist nur noch ein mittleres Wachstum, der
Erwartung entsprechend, von 23% nach 48 Stunden und 41% nach 72 Stunden (p<0,05) zu
erkennen. (Siehe Anhang)
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Abbildung 23: Migrationswerte der MCF7 Zellen unter Inkubation von PDGF-BB 25 ng/ml und Imatinib 10
pmol einzeln und in Kombination iiber 24, 48 und 72 Stunden; * p-Werte < 0,05

Fiir die Zelllinie MDAMB 231 wurde der Migrationsversuch mit demselben Versuchsaufbau
und mit denselben Medikamentenkonzentrationen wie fiir MCF7 durchgefiihrt.
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Folgende Ergebnisse konnten erzielt werden:

Migration MDAMB 231
24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden
Kontrolle 25% 53% 100%
Ligand 25 ng/ml 29% 65% 100%
Imatinib 10 pmol 26% 29% 74%*
Kombination 34% 50%%* 82%%*

Tabelle 5: Migrationswerte der MDAMB 231 Zellen unter Inkubation von PDGF-BB 25 ng/ml und Imatinib
10 pumol einzeln und in Kombination {iber 24, 48 und 72 Stunden; * p-Werte < 0,05.

Die Kontrolle lasst iiber die drei Versuchstage ein kontinuierliches Wachstum bis hin zur
Konfluenz der Zellen erkennen. Der Ligand, der als Wachstumsstimulator fungieren soll,
zeigt bei dieser Zelllinie seinen Effekt, im Gegensatz zu MCF7, in der gesteigerten
Proliferation der Zellen - plus 4% bzw. 12% im Vergleich zur Kontrolle. Unter der Imatinib
Monotherapie mit 10 pmol ldsst sich nach 48 und 72 Stunden eine deutliche
Wachstumseinschriankung von 24% bzw. 26% (p<0,05) erkennen. Bei der Kombination von
Imatinib mit 10 pmol und dem Liganden mit 25 ng/ml lésst sich nach 24 Stunden ein leicht
verstarktes Wachstum ablesen. Nach 48 Stunden ist die Proliferation etwas geringer als in der
Kontrolle und bei der dritten Auswertung des Versuchs kann ein um 18% (p<0,05)
gehemmtes Wachstum der Zellen detektiert werden. Dieses entspricht einem vermehrten
Wachstum gegeniiber der Monotherapie und einer geringeren Proliferation im Vergleich zur
Kontrolle. Damit wurden die erwarteten Ergebnisse fiir diese Zelllinie bestétigt, welches in

Abbildung 24 veranschaulicht ist. (Siehe auch Anhang)
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Abbildung 24: Migrationswerte der MDAMB 231 Zellen unter Inkubation von PDGF-BB 25 ng/ml und Imatinib
10 pmol einzeln und in Kombination iiber 24, 48 und 72 Stunden; * p-Werte <0,05
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Als Fazit ldsst sich konstatieren, dass die MDAMB 231 Zellen eine verstirkte Zellmigration
unter PDGF- BB Stimulation im Vergleich zur Kontrolle zeigen. Imatinib besitzt sowohl die
Féhigkeit das Zellwachstum zu inhibieren - sowohl ohne als auch mit Ligandenstimulation.
Im Gegensatz dazu kann der Ligand PDGF-BB das Zellwachstum fiir die Zelllinie MCF7
nicht signifikant erhéhen, aber hier ist Imatinib in der Lage die Zellmigration signifikant zu
hemmen sowohl nach 48 Stunden als auch nach 72 Stunden. Der Tyrosinkinaseinhibitor
Imatinib reduziert die Zellmigration der beiden Zelllinien signifikant - dieser

Antimigrationseffekt bleibt unter der Stimulation mit PDGF-BB bestehen.
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4. Diskussion

Es werden Tyrosinkinaseinhibitoren, die nur ein molekulares Ziel haben und solche die an
mehrere Rezeptoren binden konnen, unterschieden. Imatinib und Nilotinib zdhlen zur
letzteren Gruppe und ihre molekularen Ziele sind c-kit sowie die Rezeptoren der PDGF-
Familie. PDGFR B wird sowohl von der Zelllinie MDAMB 231 als auch von MCF7
exprimiert, wiahrend PDGFR a nur bei MDAMB 231 Zellen gefunden wurde. Derweilen
waren die MCF7 Zellen positiv fiir c-kit. Die Liganden PDGF A und B wurden von beiden
Zelllinien transkribiert. Diese Expressionsmuster stimmen mit Ergebnissen anderer Studien
iiberein, die eine Expression des Liganden PDGF A, aber nicht die Expression des PDGFR «
fiir MCF7 beschreiben. Durch dieses Expressionsverhalten erscheinen die beiden Zelllinien
fiir die in vitro Untersuchungen mit Imatinib und Nilotinib geeignet. Eine Expression von
PDGFR a konnte in 40% der duktal invasiven Mammakarzinome gefunden werden und mehr
als 80% dieser zeigten auch eine Translation des PDGF A. Eine positive Korrelation zwischen
der Rezeptorexpression und der axilliren Lymphknotenmetastasierung kann vermutet werden
(Carvalho et al. 2005). PDGFR B wird von Endothelzellen des duktalen carcinoma in situ
(Bhardwaj et al. 1996) und vom tumorumliegenden Stroma exprimiert, welches von
prognostischer Bedeutung ist (Paulsson et al. 2009). Positive Ergebnisse wurden fiir mehr als
50% der invasiven Karzinomzellen beschrieben.

Dariiber hinaus gilt die autokrine Stimulation von PDGF-Rezeptoren als wichtiger Faktor fiir
die Tumorprogression und Metastasierung (Jechlinger et al. 2006); (Zhu et al. 2006).

Ein schlechtes Gesamtiiberleben und ein geringes Ansprechen auf Chemotherapie korrelieren
unter anderem mit der Uberexpression von PDGF-Rezeptoren (Seymour and Bezwoda 1994).
Die Arbeitsgruppe um Toru Hiraga konnte 2009 feststellen, dass Imatinib die ossdre
Metastasierung von Brustkrebs reduzieren kann - durch die Blockade des c-Fms-Signals.
Dartiber hinaus konnte festgestellt werden, dass Imatinib einen protektiven Effekt gegentiber
einem durch Chemotherapie verursachten Knochenverlust haben konnte (Hiraga and
Nakamura 2009).

Alle genannten Rezeptoren stellen Ziele flir Imatinib und Nilotinib dar, weshalb diese
Substanzen einen vielversprechenden Therapieansatz gegen die Progression des

Mammakarzinoms darstellen konnten.
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Mit der TUNEL-Methode sollte ein moglicher additiver apoptotischer Effekt von Imatinib
und Doxorubicin ermittelt werden. Die Auswertung erfolgte nach 24 und 48 Stunden.

Die Literaturangaben iiber den Zeitpunkt der Auswertung variieren: Bei Neuroblastomzellen
wird eine starke Apoptoseinduktion durch Imatinib nach 48 Stunden beschrieben (Beppu et
al. 2004), wihrend bei Osteosarkomzellen eine Apoptoseneigung erst nach fiinftagiger
Inkubation gefunden wird (McGary et al. 2002). Bei den verwendeten Mammakarzinomzellen
konnte ein Auswertungszeitraum von 24 bis zu 72 Stunden festgestellt werden (Weigel et al.
2009). Durch die unterschiedlichen Zeitangaben hingt die Apoptoseneigung wahrscheinlich

von der Geschwindigkeit der Zellproliferation ab.

Bei der Kombination von Imatinib mit Doxorubicin 5 nmol lisst sich fiir MCF7 nach 48
Stunden eine signifikante Apoptoserate ermitteln (p<0,05). Dieses ist bei den
Mammakarzinomzellen MDAMB 231 jedoch nicht der Fall, hier konnte die
Kombinationsinkubation die Apoptoserate zum angegebenen Zeitpunkt nicht erhéhen.

Bei der sechstigigen Standardinkubation zeigen jedoch beide Zelllinien sowohl unter Mono-
als auch unter Kombinationstherapie eine starke Wachstumsreduktion.

Die Ergebnisse konnten darauf zuriickzufiihren sein, dass sich der Apoptosezeitpunkt mit der
Kombination der Medikamente im Gegensatz zur FEinzelinkubation verschiebt. Diese
Resultate konnten ebenfalls durch Weigel et al. belegt werden. In dieser Studie konnte des
Weiteren nachgewiesen werden, dass die Zelllinie ZR 75-1, die wie MCF7 ebenfalls fiir beide
Rezeptoren c-kit und PDGF B positiv ist, eine erhdhte Apoptoserate im TUNEL-Experiment
unter Kombinationsinkubation aufweist. Die Ergebnisse der beiden Zelllinien MCF7 und
ZR 75-1 konnten darauf hinweisen, dass die erhohte Apoptoserate durch die Expression der
beiden Rezeptoren, die beide ein Ziel flir Imatinib darstellen, zu Stande kommt.

Bei anderen soliden Tumoren, wie dem Ovarialkarzinom, konnte eine Apoptoseneigung durch
Imatinib nicht bestétigt werden, sondern nur ein Arrest des Zellzyklus in der G1/GO-Phase
(Matei et al. 2004). Hier scheint die Tumorreduktion durch eine erkennbare Apoptoseneigung
der Endothelzellen in Tumorblutgefilen und die darauf folgende Mangelversorgung der
Tumorzellen zu Stande zu kommen.

Jedoch sind die genaue Bedeutung der Rezeptorexpression in Bezug auf die Ausldsung der
Apoptose und der genaue Mechanismus bisher noch weitgehend unbekannt und es bedarf

weiterer Forschungsexperimente.
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Die TUNEL-Methode wurde mit den beiden Standardzelllinien ebenfalls fiir den
Tyrosinkinaseinhibitor Nilotinib durchgefiihrt, um der Fragestellung nachzugehen inwieweit
Nilotinib in der Lage ist die Apoptoserate der Mammakarzinomzellen zu erhéhen. Die
Inkubationszeiten waren in diesem Experiment 24 und 72 Stunden.

Die Konzentrationen von 2 und 4 pmol Nilotinib, die eine klinische Relevanz aufweisen,
wurden ausgewéhlt (Weisberg et al. 2006).

Nilotinib ist in der Lage die Apoptoserate der Zelllinie MCF7 zu steigern. Ein signifikanter
Anstieg der apoptotischen Zellen nach 72 Stunden bei einer Konzentration von 4 pmol ist zu
verzeichnen — im Gegensatz zu Imatinib, bei dem die Apoptoserate des Tyrosinkinase-
inhibitors in der Monotherapie geringer war.

Die Zellreihe MDAMB 231 zeigte im TUNEL-Assay mit Nilotinib eine signifikante
Zunahme der Apoptoserate sowohl bei 2 umol als auch bei 4 umol. Im TUNEL-Experiment
mit Imatinib wurde im Gegensatz dazu nur eine geringere Steigerung der Apoptose detektiert.
Das vermehrte Absterben der Zellen unter der Nilotinib Monotherapie im Gegensatz zur
Imatinib Monotherapie konnte darauf zuriickzufiilhren sein, dass Nilotinib als
Tyrosinkinaseinhibitor der zweiten Generation ein stirkeres Wirkungspotenzial als Imatinib
hat. Nilotinib weist gegeniiber Imatinib eine hohere Affinitdt und Selektivitdt fiir die ABL
Tyrosinkinase auf und hat aulerdem eine 20- bis 50-mal hohere inhibitorische Aktivitdt auf
die Kinase in Imatinib-sensitiven CML-Zellen im Vergleich zu Imatinib (Kantarjian et al.
2006).

Das gute Ansprechen auf die Nilotinibtherapie bei den MCF7 Zellen konnte auch wie
beschrieben auf die parallele Rezeptorexpression von c-kit und PDGF- zuriickzufiihren sein.
Dieser Erkldrungsansatz kann jedoch nur teilweise fiir die MDAMB 231 Zellen gelten, denn
diese exprimieren den PDGF B und a Rezeptor, wobei die Rolle der PDGF a-Rezeptoren

noch nicht eindeutig geklart werden konnte.

Der Migrations-Assay wurde durchgefiihrt, um das wachstumsinhibitorische Potenzial der
Medikamente Doxorubicin und Imatinib als Monotherapie und als Kombinationstherapie in
Bezug auf eine unbehandelte Probe zu testen.

Eine deutliche Invasion der MDAMB 231 Zellen ist sowohl nach 24 Stunden als auch nach
48 Stunden im Vergleich zum Ausgangswert zu erkennen. Doxorubicin weist in der
Monotherapie das stirkste inhibitorische Potenzial auf. Imatinib in der Monotherapie zeigt

nur eine sehr schwache proliferationshemmende Wirkung.
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Die Kombinationswerte zeigen nicht das erhoffte Ergebnis eines starken
wachstumshemmenden Effektes, welches moglicherweise auf die schwache Wirkung von
Imatinib zuriickzufiihren sein kann. Ein Grund fiir die schwache Imatinib Wirkung kénnte -
wie beim TUNEL-Experiment beschrieben - das Expressionsmuster der Rezeptoren der
Zelllinie MDAMB 231 sein.

In diesem Experiment kann ein zusitzlicher Effekt von Imatinib auf die Behandlung mit

Doxorubicin jedoch nicht nachgewiesen werden.

Der Migrations-Assay wurde fir MCF7 mit zwei verschiedenen Doxorubicin
Konzentrationen von 2,5 nmol und 5 nmol durchgefiihrt. Das Wachstum konnte unter der
Therapie mit Doxorubicin bei einer Konzentration von 2,5 nmol am Stirksten im Vergleich
zu den anderen Werten gehemmt werden. Bei der héheren Doxorubicin Konzentration von
5 nmol, in der ein geringes Wachstum erwartet wird, konnten die Zellen jedoch nicht stirker
in ihrem Wachstum gehemmt werden. Fiir Imatinib konnte ebenfalls keine adédquate
Hemmung abgelesen werden. Die Kombinationsmedikationen, von denen in diesem
Experiment vermutlich die stirkste Wachstumsinhibition ausgehen sollte, zeigen diese jedoch
nicht.

Ein zusétzlicher Effekt des Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib konnte nicht nachgewiesen

werden.

Die Erkldarung sowie die Interpretation dieser Ergebnisse scheinen schwierig, denn eigentlich
hitte die Zellreihe mit der Expression von PDGFR B und c-kit eine verstirkte Hemmung
durch die Kombination von Imatinib und Doxorubicin, wie bereits beim TUNEL-Experiment
aufgezeigt, ergeben sollen.

MCEF7 ist eine Zelllinie, die nur sehr langsam proliferiert. Mdoglicherweise waren die
Inkubationszeiten von 24 Stunden und 48 Stunden zu gering, da bei den
Proliferationsversuchen =~ mit  einer  sechstigigen  Inkubation eine  deutliche
Wachstumsreduktion - vor allem bei der Kombination der beiden Medikamente - zu erkennen
ist.

Ein Migrations-Assay wurde ebenfalls mit Hilfe der Ligandenstimulation von PDGF-BB mit
einer Konzentration von 25 ng/ml und einer Imatinibkonzentration von 10 pmol durchgefiihrt.
Der PDGF-BB-Ligand wird von den Tumorzellen selbst exprimiert und kann in steigenden

Konzentrationen die Zellproliferation positiv beeinflussen (McGary et al. 2002).
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Die im Experiment verwendete Dosis von 25 ng/ml iibersteigt die im Serum gefundenen
PDGF-BB-Spiegel von 1-2 ng/ml um ein Vielfaches (Bowen-Pope et al. 1989). Die
Stimulation durch den Liganden PDGF-BB geschieht meistens auf autokrinem oder
parakrinem Weg, welches vermuten ldsst, dass die tumornahe Konzentration des Liganden
ebenfalls um ein Vielfaches hoher ist als die detekierte Konzentration im Serumspiegel.

Eine Inkubation mit dem Liganden PDGF-BB fiihrt zu einem gesteigerten Zellwachstum in
allen Mammakarzinomzelllinien und vermag die Zellmigration zu stimulieren. Ahnliche
Ergebnisse konnten durch andere Studien bestdtigt werden, die gezeigt haben, dass die PDGF-
BB-Applikation zu vermehrtem Zellwachstum fiihrt; hingegen kann PDGF AA keinen Effekt
auf die Zellen ausiiben (McHowat et al. 2001).

Des Weiteren konnte in Ovarial- und Brustkrebszellen eine Inhibition der Phosphorylierung
von PDGF-BB induzierten PDGF-B-Rezeptoren nach Imatinib Inkubation nachgewiesen
werden (Mundhenke et al. 2008); (Weigel et al. 2009); (Apte et al. 2004).

Die Zellrethe MDAMB 231 zeigt einen starken Proliferationszuwachs unter der
Ligandenstimulation. Imatinib besitzt die Féhigkeit das Zellwachstum ohne und mit
Ligandenstimulation zu inhibieren. Die Wachstumswerte der Karzinomzellen unter der
Kombinationsinkubation mit dem Liganden und Imatinib sind etwas hdoher als die der
Monotherapie mit Imatinib. Dieses lieBe sich moglicherweise auf eine kompetitive Hemmung
des Rezeptors durch Imatinib zuriickfiihren. Im Gegensatz dazu kann unter der
Ligandenstimulation durch PDGF-BB bei MCF7 kein vermehrtes Wachstum aufgezeigt
werden. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass das Zellwachstum dieser
Karzinomzellen in einem geringeren Ausmal {iber den untersuchten Signalweg reguliert wird.
Diese Annahme liegt nahe, da die IC 50-Konzentration von Imatinib fiir MCF7 geringfiigig
hoher ist im Vergleich zu MDAMB 231. Der Effekt einer c-kit Rezeptorblockade ldsst sich in
dieser Untersuchung nicht genau abschétzen und miisste durch weitere Versuche geklart
werden. Auch die Rolle des physiologisch exprimierten c-kit Liganden SCF der MCF7 Zellen
lasst sich nur sehr ungenau kldren. Unklar bleibt auch, inwieweit sich der im Standardmedium
enthaltene Kélberserumanteil und dessen Wachstumsfaktoren auf das Proliferationsverhalten
der Zellen ausgewirkt haben konnten.

Dieses Experiment konnte in Bezug auf die Fragestellung - ob ein Tyrosinkinaseinhibitor die
Zellproliferation beeinflusst - die Aussage beitragen, dass Imatinib die Zellmigration der
beiden Zelllinien signifikant reduziert und dieser Antimigrationseffekt auch unter der

Stimulation mit PDGF-BB bestehen bleibt. Jedoch bleibt unklar, ob es sich bei der Interaktion
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zwischen Rezeptor und Ligand, sowie dem Inhibitor, um eine rein kompetitive Hemmung
handelt, da wie beschriecben mehrere mdgliche Einflusskomponenten, wie andere
Tyrosinkinaserezeptoren und deren Liganden, nicht gdnzlich ausgeschaltet werden konnen.
Auch sollte nicht auller Acht gelassen werden, dass Imatinib und der Ligand nicht um
dieselbe Bindungsstelle konkurrieren, sondern Imatinib seine Bindungsstelle intrazelluldr an

dem Kinaserezeptor hat und der Ligand extrazelluldr bindet.

Der Tyrosinkinaseinhibitor der zweiten Generation Nilotinib sollte in dieser Arbeit auf
mogliches proliferationshemmendes Verhalten sowie seine pro-apoptotischen Effekte

untersucht werden.

Die Versuche mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Nilotinib wurden mit Hilfe des MTT-Assays
durchgefiihrt. Um aufgetretene Schwierigkeiten in Bezug auf Inkubationsdauer, Zellzahl und
damit verbunden und verwertbare Ergebnisse zu eliminieren, wurden die Versuchs-
bedingungen mehrmals variiert. Eine mdgliche Erkldrung fiir die bei den Versuchen
aufgetretenen Probleme konnte die Vermutung sein, dass der MTT-Assay selbst mit dem
Tyrosin-kinaseinhibitor interagiert und es zu Verfilschung der Ergebnisse kommt (Sims and
Plattner 2009).

SchlieBlich konnte nach zweitdgiger Inkubation bei der Zellrethe MDAMB 231 eine IC 50
von 3 - 4 umol festgestellt werden. Der Konzentrationsbereich von Nilotinib unter 4 pmol
spielt klinisch eine wichtige Rolle, denn bei der Behandlung von Imatinib resistenten CML-
Patienten wurde eine Plasmahdchstkonzentration von 3,6 umol bei einer Dosis von 400 mg
zweimal taglich gefunden (Weisberg et al. 2006).

Kantarjian et al. konnten 2006 ebenfalls eine Hochstkonzentration von 3,6 pmol im Plasma
bei Patienten, die eine Dosis von 400 mg zweimal am Tag bekommen hatten, diagnostizieren.
In dieser Studie konnte ein konstanter Blutspiegel des Tyrosinkinaseinhibitors von 1,0 umol
bei einer Applikation von 400 mg einmal téglich, 1,7 pmol bei zweimaliger Applikation von
400 mg tdglich und 2,3 pmol bei zweimal tiglicher Dosis von 600 mg festgestellt werden. Bei
allen hoheren Medikamentendosen wurden toxische Nebenwirkungen beobachtet.

Nach Aussage dieser Studien gilt unser Ergebnis flir MDAMB 231 als klinisch relevant und
konnte in Zukunft eine Rolle in der Therapie des Mammakarzinoms spielen.

Die Experimente der Zelllinie MCF7 mit Nilotinib zeigten eine IC 50 mit 8 umol im MTT-

Assay, welche keine klinische Relevanz darstellt. Auch die Kombinationsexperimente fiir

61



beide Zelllinien konnten keine signifikanten Resultate liefern, welches unter Umstidnden auch

auf die Interaktion des Tyrosinkinaseinhibitors mit dem MTT-Assay zuriickzufiihren ist.

Imatinib wurde in unseren Experimenten in einer Konzentration von 4-6 pmol angewendet.
Die orale Applikation von 25 - 600 mg Imatinib kann zu einem Plasmaspiegel von 0,17 - 5,68
umol in vivo fithren (Druker et al. 2001). Damit gilt die angewendete Konzentration als

tolerable Dosis und ist klinisch relevant.

Alle durchgefiihrten Proliferationsversuche sowohl fiir die Testung von Imatinib als
Monotherapie als auch die Experimente der Kombination von Imatinib mit
Standardchemotherapeutika wurden zundchst mittels MTT-Methode untersucht.

In vorangegangenen Studien konnte eine Hemmung des Zellwachstums der Mamma-
karzinomzellen bei der Konzentration von Imatinib mit 4 - 6 pmol festgestellt werden, welche
durch andere Gruppen bestitigt werden konnte (Weigel et al 2009); (Roussidis et al. 2007).
Fir das Pankreaskarzinom wund das medulldre Schilddriisenkarzinom wurde eine
Proliferationshemmung der Zellen erst bei weitaus hoheren Imatinibkonzentrationen
festgestellt, welches auf die unterschiedliche Rezeptorexpression zuriickzufiihren sein konnte

(Li et al. 2003); (Skinner et al. 2003).

Um die Literaturangaben fiir Imatinib in der Monotherapie fiir die Mammakarzinomzelllinien
zu bestdtigen (Weigel et al 2009), wurde eine sechstdgige Inkubation, die sich auch nach
unseren Vorversuchen als die optimale Versuchslinge herausstellte, angenommen. In dieser
Inkubationsdauer erlangten die Zellen keine Konfluenz, hierbei lag eine IC 50-Konzentration
von Imatinib mit 6-7 umol vor. Sowohl fiir die Zellreihe MCF7 als auch fiir die MDAMB 231
Zellreihe wurden jedoch zunéchst Ergebnisse einer IC 50 von 15 - 17,5 umol Imatinib
festgestellt. Diese Ergebnisse konnten auch nach mehreren Wiederholungen nicht verbessert
werden.

Eine dhnliche Problematik konnte bei der Verwendung von Imatinib mit 6-7 pmol fiir die

Kombinationsinkubationen zusammen mit Doxorubicin und Paclitaxel gesehen werden.

Die Arbeitsgruppe um Sims et al verdffentlichte 2009 die These, dass die MTT-Assays nicht
verwendet werden konnen, um die Effekte von Imatinib an Mammakarzinomzelllinien
nachzuweisen. Threr These zur Folge beeintrdchtigt Imatinib in den Konzentrationen von 1-10

umol den Test und liefert daher keine aussagekréftigen Ergebnisse. Die Konzentrationen von
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1-10 umol entsprechen genau unserer Zielfragestellung sowie der klinischen Relevanz von

Imatinib in vivo (Sims and Plattner 2009); (Druker et al. 2001).

Diese These veranlasste uns die Ergebnisse anhand der manuellen Zellzdhlung zu {iberpriifen.
Die Versuchsbedingungen mussten in Vorversuchen variiert werden, um schlieBlich eine
Zellzahl von 20.000 Zellen fiir die Zelllinie MCF7 und eine weitaus geringere Zellzahl von
2000 fir die Zelllinie MDAMB 231 iiber eine Inkubationsdauer von sechs Tagen
anzuwenden. Die Ergebnisse der Zellzédhlung von MCF7 fiir die IC 50-Konzentration von
Imatinib zeigten bei dieser Methode die in der Literatur angegebene Konzentration von
6-7 umol. Auch fir MDAMB 231 konnte durch die Zellzdhlung die in der Literatur
angegebene IC 50-Konzentration von 6 umol bestétigt werden.

Unsere Ergebnisse unterstiitzen demnach die These von Sims et al: Der MTT-Assay bei der
Forschung am Mammakarzinom liefert bei den Konzentrationen von 1 - 10 umol keine

exakten Ergebnisse.

Um weitere Untersuchungen an der Interaktion von Imatinib an den wachstumsstimulierenden
Signalwegen durchzufiihren, wurde der Schwerpunkt auf den Rezeptor PDGF-P gelegt, da
dieser von beiden Zelllinien exprimiert wird.

Die PDGFR-B-Aktivierung verursacht einen protektiven Effekt gegen das antiproliferative
Potential von Chemotherapeutika wie Paclitaxel und Doxorubicin in verschiedenen

Krebszellen (Langley et al. 2004); (Blagosklonny and Fojo 1999).

Aus diesem Grund scheint eine Kombination von Imatinib, dem PDGFR-B-Inhibitor und den
Standardchemotherapeutika des Mammakarzinoms, wie Doxorubicin, viel versprechend. In
vorangegangenen Experimenten durch Weigel et al. (2009) konnte eine signifikante
Zellwachstums-inhibition unter der Inkubation von Imatinib, kombiniert mit Vinorelbine, im
Gegensatz zur Monotherapie detektiert werden.

In Kombination mit Doxorubicin konnte eine vermehrte Chemosensitivitit, aufgrund der
PDGFR-B-Inhibition von Imatinib an Sarkomen, nachgewiesen werden (Katayama et al.
2004)

Die Kombination von Standardchemoperapeutika und Imatinib scheint eine zukunftsweisende

Therapiemoglichkeit fiir verschiedne Tumore zu bieten.
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Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die Fragestellung in den Vordergrund gestellt,
inwieweit der Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib in Kombination mit Standardchemo-

therapeutika in der Lage ist die Zellproliferation zu hemmen und die Apoptose zu induzieren.

Beiden Mammakarzinomzelllinien wurden zundchst sowohl mit Paclitaxel als auch mit
Doxorubicin in Kombination mit Imatinib inkubiert, um spéter den Fokus auf die
Kombination von Doxorubicin mit Imatinib zu legen. Doxorubicin wird zurzeit in adjuvanter

und palliativer Therapie des Mammakarzinoms verwendet.

Da der MTT-Assay keine verldsslichen Ergebnisse liefern konnte, wurde mit der manuellen
Zellzdhlung fiir die Kombination von Doxorubicin mit Imatinib in der IC 50-Konzentration
ein additiver Effekt festgestellt. Zudem zeigten sich signifikante Ergebnisse bei der

Kombination sowohl der IC 50 von Doxorubicin als auch von Imatinib fiur beide Zelllinien.

Andere Arbeitsgruppen konnten auch fiir differente solide Tumorzellen Effekte bei der
Kombinationstherapie von Imatinib mit Standardtherapeutika feststellen. Dies gelang Apte et
al. 2004 mit einer Kombination aus Paclitaxel mit Imatinib, die zu einer signifikanten
Reduktion des Tumorvolumes von Ovarialkarzinomen in Méusen fiihrte - im Gegensatz zu
einer Monotherapie mit Paclitaxel. Unter der Kombinationstherapie von Imatinib mit
Doxorubicin und Carboplatin ldsst sich beim felinen Sarkom eine additive
Wachstumsinhibition feststellen (Katayama et al. 2004). Des Weiteren hebt es eine durch
PDGF-BB-Applikation ausgeloste Resistenz gegeniiber den erwdhnten Chemotherapeutika
auf. Eine Chemosensibilisierung fiir eine Taxol-Therapie und ein Anstieg der Apoptoserate
konnten fiir Imatinib an Knochenendothelzellen von Méusen nachgewiesen werden (Langley
et al. 2004). Eine Kombination von Imatinib mit Cisplatin hat einen additiven Effekt auf die
Inhibition des Zellwachstums (Yerushalmi et al. 2007).

Die Kombinationsbehandlungen von Imatinib und Vinorelbine zeigen einen additiven
Wirkungseffekt bei der in vitro Untersuchung an Mammakarzinomzelllinien. Bei diesen
Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass Imatinib neben dem Potenzial der
Regulation des interstitiellen Tumorfliissigkeitsdrucks und der Verstirkung des anti-
angiogenitischen Effekts in vivo, die Chemosensitivitit der Brustkrebszellen in vitro
verdndern kann (Weigel et al 2009).

Diese Variation ist von groBer klinischer Relevanz, da klinische Studien entweder mit

Imatinib als Monotherapie oder in Kombination mit Docetaxel bei metastasiertem
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Mammakarzinom bislang keine signifikanten Ergebnisse auch bei zuvor selektierten Patienten
mit PDGFR-Expression der Tumorzellen zeigen konnten (Modi et al. 2005); (Yardley et al.
2009); (Cristofanilli et al. 2008).

Aus diesem Grund ist es von groBer Bedeutung in der Zukunft weitere Studien mit Imatinib in

Kombination mit anderen Chemotherapeutika zu unternehmen.

Die Hypothese, dass Imatinib in der Lage ist das Tumorzellwachstum in vitro zu hemmen,
sowohl als IC 50 Konzentration der Monotherapie als auch in Kombination mit
Standardchemotherapie wie Doxorubicin, wurde mit den Experimenten dieser Arbeit
bestdtigt. Die Kombination der beiden Medikamente 16st einen additiven Effekt aus. Der
Erklarungsansatz fiir die Imatinib-Wirkung ist die erhdhte Apoptoserate, die vor allem durch
die Blockade der Tyrosinkinase PDGFR B ausgeldst wird.

In klinischer Hinsicht sind die in den vorliegenden Versuchsreihen in vitro erzielten
Ergebnisse fiir die zukiinftige Therapie des Mammakarzinoms vielversprechend. Die
Kombination von Doxorubicin und Imatinib koénnte in Zukunft eine effektive Therapie mit
geringen Nebenwirkungen darstellen.

Die genauere Untersuchung der molekularen Effekte durch Imatinib ist von grof3er Relevanz,
da klinische Studien bisher mit Imatinib als Monotherapie oder in Kombination mit Docetaxel
bei metastasiertem Mammakarzinom keine signifikanten Ergebnisse auch bei zuvor
selektierten Patienten mit PDGFR-Expression der Tumorzellen zeigen konnten (Modi et al.
2005); (Yardley et al. 2009); (Cristofanilli et al. 2008).

Aus diesem Grund ist es von Bedeutung weitere Studien mit Imatinib in Kombination mit
anderen Chemotherapeutika zu unternehmen, wobei die Selektion der Patienten mit PDGFR-

Expression im Tumorgewebe wichtig ist.

Fiir Nilotinib konnte bei den Experimenten mit der Zelllinie MDAMB 231 eine IC 50 von 3-4
umol detektiert werden. Dieses Ergebnis ist fiir die onkologische Therapie von klinischem
Interesse. Des Weiteren wird die Apoptoserate der Karzinomzellen sowohl von MCF7 als
auch von MDAMB 231 bei einer Medikamentendosis von 2-4 umol gesteigert. Die Anzahl
apoptotischer Zellen ist hoher als bei Imatinib.

Das durch die dargestellten Experimente erkennbare Wirkungspotential von Nilotinib bedarf
weiterer Forschungsarbeiten am Mammakarzinom und an anderen malignen Erkrankungen

sowohl in Monotherapie als auch in Kombination mit Chemotherapeutika. Eine zielgerichtete
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Erweiterung der Therapiemdglichkeiten um einen wirkungsstarken Tyrosinkinaseinhibitor

wire wiinschenswert, nicht nur bei der Behandlung der Brustkrebspatientinnen.
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5. Zusammenfassung

Der Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib Mesylat ist ein Medikament zur Behandlung der
Chronisch myeloischen Leukdmie (CML), von gastointestinalen Stromatumoren (GIST)
sowie anderen malignen Erkrankungen.

Die Wirkung von Imatinib wird durch eine kompetitive und selektive Blockade der ATP-
Bindungsstelle spezifischer Tyrosinkinasen, wie z. B. Abl, Ber-Abl, c-kit und der PDGF-
Rezeptor-Familie, vermittelt. Durch diese Blockade wird die Ubertragung eines
Phosphatrestes auf das Substrat verhindert. Gesunde Zellen werden zwar durch Imatinib
beeinflusst, diese besitzen jedoch zusitzliche Signalwege und werden kaum in ihrer Funktion
beeintrichtigt. Krebszellen sind jedoch abhingig von der Aktivitit von Ber-Abl und werden

in ihrer Teilungs- und Uberlebensfihigkeit stark beeinflusst.

In den durchgefiihrten Untersuchungen sollte der Einfluss von Imatinib auf die
Karzinomzellen gepriift werden und ein mdglicher additiver Effekt in der Kombination mit

Standardchemotherapeutika nachgewiesen werden.

Die Zellproliferationsversuche wurden mittels verschiedenen Methoden mit dem Nachweis
durchgefiihrt, dass Imatinib in der Lage ist das Zellwachstum der Mammakarzinomzellen
nachhaltig zu hemmen. In der Kombination von Imatinib mit Doxorubicin kommt es zu einem

additiven Effekt der Wachstumshemmung durch Imatinib.

Im TUNEL-Assay konnte nachgewiesen werden, dass Imatinib und Doxorubicin zu einem
apoptotischen Effekt sowohl der MDAMB 231 als auch der MCF7 Zellen fiihren. Eine
Kombination der beiden Medikamente zeigt jedoch nur fiir die Zelllinie MCF7 eine
signifikante Erhohung der Apoptoserate im Vergleich zur Einzelapplikation.

In den Migrations-Assays der beiden Zelllinien konnten fiir die FEinzel- und
Kombinationsmedikamentenapplikation keine aussagekriftigen Ergebnisse erzielt werden.
Weitere Tests mit dem Liganden PDGF BB zeigten, dass der Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib
die Zellmigration der beiden Zelllinien signifikant reduziert und dieser Antimigrationseffekt

unter der Stimulation von PDGF BB bestehen bleibt.
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Fiir die Behandlung von CML - Patienten mit einer aufgetretenen Imatinib-Resistenz bzw. -
Unvertrdglichkeit wurde 2007 Nilotinib EU-weit zugelassen. Der neu entwickelte
Tyrosinkinaseinhibitor soll nicht nur an Ber-Abl, sondern auch gegen die bekannten
Mutationen 32 und 33 wirksam sein.

In den durchgefiihrten Proliferationsversuchen konnte eine IC 50 fiir beide
Mammakarzinomzelllinien festgestellt werden; die fiir MDAMB 231 liegt im klinisch
relevanten Bereich von 3 - 4 umol.

Nilotinib war im TUNEL-Assay in der Lage die Apoptoserate sowohl der MCF7 Zellen

als auch der MDAMB 231 Zellen zu erh6hen.

Um die in vitro nachgewiesenen Effekte von Imatinib in vivo zu verfolgen, sind weitere
klinische Studien an Brustkrebspatienten notig. Eine strenge Selektion der Patienten in Bezug
auf die Rezeptorexpression und damit der Ziele fiir Imatinib ist von grofler Bedeutung, um
den Einfluss des Tyrosinkinaseinhibitors kombiniert mit Standardchemotherapeutika
aufzuzeigen. AbschlieBend ldsst sich aus den erzielten Ergebnissen festhalten, dass Imatinib
in Zukunft ein effektives Therapeutikum in Kombination mit anderen Chemotherapeutika
darstellen konnte. Daher bleibt Imatinib ein viel versprechendes Medikament in der Therapie
des Mammakarzinoms.

Die Studien {iber Nilotinib belaufen sich bislang auf die Therapie von CML-Patienten. Uber
die Wirkung auf solide Tumore ist bisher nur sehr wenig bekannt, es wire von grolem

Interesse weitere Studien in vitro und in vivo durchzufiihren.

68



Danksagung

Gerne mochte ich Herrn Professor Dr. med. Dr. hc. Walter Jonat danken, dass ich die
Moglichkeit an der Universititsfrauenklinik Kiel erhalten habe, meine Doktorarbeit zu
schreiben.

Meinem Doktorvater Professor Dr. med. Christoph Mundhenke mochte ich fiir die
Unterstiitzung, die Betreuung und fiir die gute Zusammenarbeit wihrend meiner
Forschungszeit in der Klinik danken.

Die enge Zusammenarbeit mit Dr. med. Marion T. Weigel hat mir wichtige Impulse und
Ideen, die ich fiir meine Arbeit nutzen konnte, beschert. Auch Dir, Marion, mochte ich ganz
herzlich fiir Deine Hilfe danken, die Du sowohl hier in Kiel als auch in London immer
angeboten hast.

Der Arbeitsgruppe um Professor Dr. med. Christoph Mundhenke mochte ich meine
Anerkennung aussprechen.

Dem Laborteam, vor allem Sigrid Hamann und Frank Rdésel, kommt ein ganz besonderer
Dank zu, denn ohne ihre Hilfe, ihre Geduld und ihre Miihe hitte ich viele Methoden nicht
erlernen konnen und viele Experimente hitten mdglicherweise ein nicht zufriedenstellendes
Ergebnis geliefert. Ich danke Euch auch fiir die Zeit, die Ihr in mich investiert habt und dass
Ihr immer erreichbar wart, um mich zu unterstiitzen.

Ich mdchte mich auch fiir die freundliche Aufnahme im Laborteam, fiir die Hilfe und fiir das
gute Arbeitsklima, das mich iiber die Zeit im Labor begleitet hat bedanken.

Einen herzlichen Dank mochte ich auch allen zu kommen lassen, die sich mit viel Miihe und
Zeit der Korrektur dieser Arbeit gewidmet haben.

Meiner Familie kommt ebenfalls ein besonderer Dank zu, denn auch IThre Unterstiitzung hat

mir geholfen sowohl das Studium als auch die Doktorarbeit zu meistern.

69



Lebenslauf

Vorname Linda
Nachname Dahmke
Geburtsdatum  26. Juni 1986
Geburtsort Bad Segeberg
Familienstand  ledig
Familie Eltern : Klaus Dahmke
Leiter der Offentlichkeitsarbeit fiir den Bauernverband
Schleswig-Holstein
Gesa Dahmke, geborene Jansen
Sachgebietsleiterin fiir das Finanzamt Neumiinster
Geschwister: Nina Dahmke (27 Jahre)
Ausbildungsdaten:
1992-1996  Herman-Claudius-Schule (Grund- und Hauptschule) in Wasbek
1996-2002  Immanuel-Kant-Schule in Neumiinster
2002-2003  Schiileraustauschjahr in den USA
2003-2005  Immanuel-Kant-Schule in Neumiinster
2005 Abitur an der Immanuel-Kant-Schule
2005 Ausbildung zur Krankenpflegehelferin beim Deutschen Roten Kreuz
2006 Studium der Humanmedizin an der Justus-Liebig-Universitit Gieen
2008 Physikum an der Justus-Liebig-Universitit Gielen
2008 Wechsel an die Christian-Albrechts- Universitét zu Kiel
Berufserfahrung:

2004 ein zweiwdchiges Praktikum in der Kinderklinik des Friedrich - Ebert -
Krankenhauses in Neumiinster

ein einmonatiges Pflegepraktikum in der Fachklinik Aukrug-Tonsheide

2005 ein einmonatiges Pflegepraktikum auf der gefa3- und allgemeinchirurgischen Station
des Friedrich - Ebert — Krankenhaus
2005 ein dreiwochiges Praktikum auf der onkologischen Station des Friedrich - Ebert-

Krankenhauses im Rahmen der Krankenpflegehelferausbildung des Deutschen Roten

Kreuzes

70



2006

2008

2009
2009

2009

2010

2011

2011

2011

2011

2012
2012

ein einmonatiges Pflegepraktikum in der Kinderklinik des Friedrich - Ebert -
Krankenhauses

Famulatur (vier Wochen) auf der Gynikologie und Geburtshilfe des Friedrich-Ebert-
Krankenhaus in Neumdtinster

Famulatur (zwei Wochen) in der Anésthesie des Universitdtskrankenhauses in Kiel
Famulatur (zwei Wochen) in der Klinik fiir Gyndkologie und Geburtshilfe des
Universitdtskrankenhauses Kiel

Famulatur ( vier Wochen) in der Klinik fiir Orthopéddie und Unfallchirurgie des
Regionshospitalet Randers, Danemark

Famulatur (vier Wochen) in der Klinik fiir Orthopadie und Unfallchirurgie des
Freeman Hospital in Newcastle, England

Erstes Tertial des praktischen Jahres an der Universitétsklinik fiir Gynidkologie und
Geburtshilfe in Kiel

Zweites Tertial (erste Hilfte) Royal London Hospital, Trauma Team

Zweites Tertial ( zweite Halft) Fransziskus Krankenhaus Flensburg, Chirurgie
Drittes Tertial des praktischen Jahres Friedrich- Ebert- Krankenhaus Neumiinster,
Innere

Staatsexamen

Stidtisches Krankenhaus in Kiel, Chirurgie

71



6. Anhang
1.TUNEL-Assay Bilder

Die Bilder zeigen den Effekt von Imatinib und Doxorubicin auf die Apoptoserate der
Mammakarzinomzellen nach 48 Stunden. Die Zellen wurden mit Imatinib, Doxorubicin oder
deren Kombination fiir 24 und 48 Stunden inkubiert. Fiir jede Probe wurden fiinfmal 200-500
Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop gezéhlt und die Apoptoserate in Prozent der
Gesamtzellen errechnet. Die apoptotischen Zellen fluoreszieren griin im Gegensatz zu den
vitalen Zellen.

MCF7 nach 48 h
Kontrolle Doxorubicin 5 nm

Imatinib 6 umol

MDAMB 231 nach 48 h
Kontrolle Doxorubicin 1 nm

Kombination Doxorubicin und Imatinib
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2. Migrations-Assay Bilder

Imatinib hemmt PDGF BB abhingig die Zellmigration in Mammakarzinomzellen.
Migrations-Assays wurden fiir die Brustkrebszelllinien MCF7 und MDAMB 231
durchgefiihrt. Die Zellen wurden entweder mit Imatinib, PDGF BB oder dessen Kombination
bis zu 72 Stunden inkubiert. Die Bilder zeigen die Ergebnisse nach 48 und 72 Stunden.

MCF7
Kontrolle 48 h Ligand 48h

h

Kontrolle 72 h

Imatinib 72 h

o
B

ALY
i

By
a

Ligand 72 h

A4 g Y

Kontrolle Kombination 72 h
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Abstract

with doxorubicin.

Background: Breast cancer treatment is based on a combination of adjuvant chemotherapy followed by
radiotherapy effecting intracellular signal transduction. With the tyrosine kinase inhibitors new targeted drugs are
available. Imatinib mesylate is a selective inhibitor of bcr-abl, PRGFR alpha, beta and c-kit. The purpose of this study
was to determine whether Imatinib has an influence on the effectiveness of radiotherapy in breast cancer cell lines
and if a combination of imatinib with standard chemotherapy could lead to increased cytoreduction.

Methods: Colony-forming tests of MCF 7 and MDA MB 231 were used to study differences in cell proliferation
under incubation with imatinib and radiation. Changes in expression and phosphorylation of target receptors were
detected using western blot. Cell proliferation, migration and apoptosis assays were performed combining imatinib

Results: The combination of imatinib and radiotherapy showed a significantly stronger inhibition of cell
proliferation compared to single radiotherapy. Differences in PDGFR expression could not be detected, but
receptor phosphorylation was significantly inhibited when treated with imatinib. Combination of imatinib with
standard chemotherapy lead to an additive effect on cell growth inhibition compared to single treatment.

Conclusions: Imatinib treatment combined with radiotherapy leads in breast cancer cell lines to a significant
benefit which might be influenced through inhibition of PDGFR phosphorylation. Combining imatinib with
chemotherapy enhances cytoreductive effects. Further in vivo studies are needed to evaluate the benefit of
Imatinib in combination with radiotherapy and chemotherapy on the treatment of breast cancer.

Background
Breast cancer is the most common malignant tumour in
women. Albeit further increases in incidence, breast
cancer related mortality has been reduced by screening
and early detection programs, as well as optimized ther-
apeutic options. Besides surgery, chemotherapy and
radiotherapy, targeted therapies including endocrine,
small molecule and antibody related therapies have been
able to improve patient outcome [1-5].

In early and advanced breast cancer, radiotherapy is a
common part of standard therapies. External beam
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radiotherapy (50 Gy, fraction dose 1.8 - 2 Gy, delivered
over 30 - 35 days) is used for chest wall and total breast
irradiation [6,7].

Radiotherapy targets intracellular DNA and causes
strand breaks. The ability of tumour cells to repair
radiotherapy modulated DNA breaks is limited. Unre-
paired DNA breaks commonly lead to apoptosis, necro-
sis, cell cycle arrest or mitotic inactivity. Radio
sensitivity depends on intrinsic factors, defined by
genetic determination as well as on extrinsic factors like
growth receptor signalling and their chemical or biologi-
cal modulations [8].

Membrane tyrosine kinases play a key role in cell sig-
nalling. Aberrant expression or activation has an impact
on breast cancer oncogenesis and progression. Tyrosine

© 2010 Weigel et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons
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kinase inhibitors show activities against one or multiple
targets and are able to inhibit tumour proliferation and
in some cases angiogenesis at the same time [9].

Imatinib mesylate (Glivec®) was originally developed
for tailored inhibition of the oncoprotein bcr-abl in
chronic myeloid leukaemia (CML) and is today part of
CML standard therapies. Besides abl and bcr-abl, imati-
nib also inhibits the activation of PDGFR «, B and c-kit
and is currently used in research and treatment of solid
tumours [10-13].

Cell lines from different solid tumours with c-kit and/
or PDGEFR expression have been tested previously for
their response to imatinib. Cell growth of c-kit expres-
sing cell lines of colon and small cell lung cancer could
be inhibited in vitro and in vivo [14]. PDGFR activation
occurs via an autocrine pathway or by ligands. Activa-
tion of PDGFR f3 enhances chemotaxis, while cell moti-
lity is decreased after PDGFR o activation. Inhibition of
both subtypes leads to apoptosis. Co-expression of
PDGEFR f3 and stimulating ligands can be seen in many
malignant lesions [15-19]. Immunohistochemistry
revealed a broad PDGFR expression in breast cancer
[20,21]. Increased expression of PDGF receptors corre-
lates with an increased risk of distant metastasis,
decreased response to chemotherapy and reduced over-
all survival [22,23]. In murine breast tumours inhibition
of activated PDGFR f3 by imatinib leads to reduction in
tumour cell growth [20].

Imatinib has also an antiangiogenic effect and leads to
apoptosis in tumour and endothelial cells by blocking
PDGE-B signalling pathways [24-28]. In highly angio-
genic glioblastomas imatinib showed radiosensitizing
activity. Additionally an imatinib related inhibition of
PDGFR B activation leads to a decrease in the interstitial
pressure of solid tumours. This effect promotes an intra-
cellular up-take of substances like cytotoxic agents
[29,30]. Therefore it was suggested to introduce imatinib
into clinical research and therapies of solid tumours like
breast cancer expressing the specific cellular targets.
Expression patterns of tyrosine kinases, relevant for ima-
tinib action, have been described in human breast can-
cer cell lines previously. It is likely, that imatinib action
in solid tumours is related to PDGFR B inhibition [31].
Our hypothesis was that imatinib could contribute to
breast cancer therapy by serving as a potential chemo-
and radiosensitizer.

Methods

Cell Culture

Human breast cancer cell lines (MCF 7 and MDA MB
231) were obtained from American Type Culture Col-
lection, Rockville, USA. Cells were grown in RPMI 1640
medium containing 10% FBS and 1% penicillin/strepto-
mycin at 37°C and 5% CO;. Their tyrosine kinase
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receptor and corresponding ligand expression patterns
have been described previously [31].

Ligand dependent proliferation and migration

Cells for proliferation assays were seeded at a density of
10,000 cells/ml on a 96-well plate. After an attaching
period of 24 hours, medium was exchanged for medium
containing only 1% FCS to reduce effects of included
growth factors. Cell lines were incubated either with
PDGF BB (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) (10,
25, 50, 75 or 100 ng/ml) alone or in combination with
imatinib mesylate (IC50 6 pM, defined previously
[31,32]) (generously provided by Novartis, Basel, Swit-
zerland) which was added before application of PDGF
BB. Medium was replaced every 48 hours. After six days
of incubation, experiments were terminated using Cell
Titer Aqueous One Solution Reagent (Promega) and cell
proliferation was measured. For migration assays silicon
spacers were inserted into 12-well plates before cells
were seeded. At the point of cell confluency, spacers
were removed and distances between migration fronts
were measured. Cells were incubated with imatinib,
PDGF BB (25 ng/ml) or their combination for 72 hours
and cell migration was measured every 24 hours using
Axio vision software (Zeiss, Germany). Experiments
were set up in triplicates and performed three times to
confirm results. For statistical analysis student’s t-test
was carried out and p-values < 0.05 were declared
significant.

Cell proliferation combining imatinib mesylate and
doxorubicin

Cells were plated on 12-well plates and were allowed to
attach for 24 hours. Then, cells were incubated with
doxorubicin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
in concentrations of 0.25 nM - 12.5 nM and imatinib
(1.5 - 12 uM) alone and in combinations. Replacement
of medium was carried out every 48 hours and cell pro-
liferation was determined by trypsinization, trypan blue
staining and cell counting after six days. Experiments
were set in triplicates and repeated to confirm results.
Drug interaction was assessed using the combinatory
index, where CI < 1, CI = 1 and CI > 1 indicate syner-
gistic, additive and antagonistic effects. Data analysis
was carried out using the Calcusyn Software (Biosoft,
Oxford, UK)[32,33].

Apoptosis analysis

Breast cancer cell lines were seeded on chamber slides
(MDA MB 231 20,000 cells/ml, MCF 7 40,000 cells/ml)
and after attachment over night, cells were incubated
with imatinib (IC50 6 pM), doxorubicin (1 nM, 2,5 nM
and 5 nM) or the combination of both drugs for 24 and
48 hours. Slides were washed with PBS, cells were fixed
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with 4% paraformaldehyde and TUNEL assay was car-
ried out according to manufacturer’s protocol. Apoptotic
cells were counted in five random fields using fluores-
cence microscopy and expressed as percentage of total
cell number. Student’s t-test was used for statistical ana-
lyses and p-values < 0.05 were declared significant.

Radiation in vitro

Cells were cultured in T 75 cell culture flasks and
seeded at a density of 4,000 (MDA MB 231) and 10,000
(MCEF 7) cells/ml. After 24 hours of attaching, cells were
incubated with or without imatinib in concentrations of
4 or 6 pM. Radiation was performed after another 24
hours using a telecobalt source (Theatron 780C, Phil-
lips) emitting gamma radiation produced by cobalt 60
with energy of 1.33 MeV. In previous experiments a dif-
ference between radiation using cobalt 60 or iridium
192 could not be detected (data not shown). During
radiation and transport, cells were stored in a specially
designed isolated box guaranteeing a constant tempera-
ture of 37°C. A total dose of 10 Gy was applied fractio-
nated in doses of 2 Gy per day on 5 consecutive days.
Cells were counted using the trypan blue method 24
hours after each fraction. All experimental points were
set-up in triplicates and repeated at least twice to con-
firm results.

Colony forming test

Colony forming tests were carried out to detect the
effect of radiation on cell vitality. 1 g of bactoagar (Bec-
ton, Dickinson & Co., Sparks, MD, USA) was boiled in
20 ml pure water and suspended with 20 ml culture
medium. Separately 1,000 MDA MB 231 cells/ml and
3,000 MCF 7 cells/ml were added at 37.5°C. Different
set-ups were used for each dose level. After polymeriza-
tion the agar was covered with 2 ml of cell culture med-
ium. Medium changes took place every seven days and
after 10 (MDA MB 231) and 21 (MCF 7) days of incu-
bation. Colonies consisting of more than 30 cells were
counted. Plating efficiency was calculated by multiplying
the number of colonies by 100 and dividing it by the
number of cells plated. To determine the surviving frac-
tion the number of colonies of treated cells was divided
by the number of colonies of non radiated control cells.
Statistical analysis was performed using the student’s t-
test and p-values < 0.05 were declared significant.

Immunoblotting

To detect the influence of radiation and imatinib co-
treatment on receptor activation, cells were lysed in lysis
buffer (62.5 mM Tris-HCL (pH 6.8), 2% SDS, 50 mM
DTT and 10% glycerol) and proteinase inhibitor was
added. Protein determination was carried out using the
Bradford method (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 30 ug
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of total protein were separated depending on molecular
weight in SDS-PAGE. After transfer onto PVDF-mem-
branes, membranes were blocked and incubated with
primary antibody. Primary antibodies used were rabbit
polyclonal anti-PDGFR B (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA), rabbit polyclonal anti-phospho-PDGFR
B (Cell Signalling Technology, Danvers, MO, USA) and
anti-B-actin (Sigma-Aldrich). After incubation with cor-
responding secondary horseradish peroxidase-conjugated
antibodies, blots were developed using the ECL-system
(Amersham Biosiences, Piscataway, NJ, USA).

Research reported has been carried out with the
agreement of the ethics committee of the University of
Kiel, Germany (AZ D 426/10).

Results

In previous experiments we could determine that the
cell lines used express receptors which are known imati-
nib targets. All cell lines express PDGFR B and abl.
MCEF 7 cells are positive for c-kit and PDGFR a is
expressed by MDA MB 231. Despite their different
expression patterns, imatinib has an anti-proliferative
effect on both breast cancer cell lines with an IC 50
concentration of 6 uM [31,34].

Imatinib inhibits PDGF BB dependent cell proliferation
and migration
In MDA MB 231 cells stimulation with PDGER  specific
ligand PDGF BB in concentrations of 10 ng/ml leads to
an increased cell growth of 186 percent. Higher ligand
concentrations are not able to induce incremental cell
proliferation (Figure 1). On the other hand imatinib is
able to reduce the proliferative effect of PDGF BB. MCF
7 cells react differently on growth factor application.
PDGF BB induces a cell growth increase of about 20%
among all concentrations used and imatinib is able to
reduce cell proliferation by 50%. The cell growth factor
PDGF BB increases cell growth in breast cancer cell lines.
Response rates to ligand specific signal-transduction vary,
but imatinib is able to exert its anti-proliferative effect on
all breast cancer cells in spite of PDGF BB stimulation.
MDA MB 231 cells show an increase in cell migration
compared to the control upon stimulation with PDGF
BB (Figure 2). Imatinib has the ability to inhibit cell
migration in the absence of PDGF BB and this effect is
also apparent in the presence of growth factor stimula-
tion. In contrast, PDGF BB does not significantly alter
cell migration of MCF 7 breast cancer cells, but imatinib
reduces their migration significantly at 48 hours and as
well at 72 hours of incubation. The tyrosine kinase inhi-
bitor imatinib reduces cell migration of the studied
breast cancer cell lines significantly and this anti-migra-
tory effect persists in the presence of PDGF BB
stimulation.
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Figure 1 Imatinib inhibits PDGF BB dependent cell proliferation in breast cancer cell lines. Cells were incubated with increasing
concentrations of PDGF BB and imatinib (IC 50). Cell growth was measured by MTT-assay.

\

Combination of imatinib and doxorubicin leads to increasing concentrations of doxorubicin and imatinib
enhanced cell growth inhibition alone or in combination (Figure 3). Dose ratios were
This experiment was set-up to detect if imatinib might applied and combination indices were calculated (Table
be a useful add-on to the cytotoxic drug doxorubicin 1). An additive effect on cell proliferation can be
which is used in different therapeutic settings in breast detected in MDA MB 231 cells using a dose ratio of
cancer treatment. Therefore cells were incubated with  1:6,000 (doxorubicin:imatinib), which contains the IC50
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test was performed. * indicates p-values < 0.05. Representative images of cell migration after 48 and 72 hours of incubation are displayed.
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of both drugs. Among MCF 7 cells the combination
reaches an additive effect in higher dose ranges, whereas
the combination of doses lower than the IC50 shows an
antagonistic effect. Both therapeutic drugs show an
additive effect on cell growth inhibition when combined,
which is pronounced in the triple negative MDA MB
231 cell line.

Imatinib’s effect on cell apoptosis

To determine whether the combination of imatinib with
doxorubicin leads to increased levels of cells undergoing
apoptosis, TUNEL assays were carried out. Incubation
of MDA MB 231 cells with imatinib induces apoptosis

in 12 and 10% of cells after 24 and 48 hours. Cells incu-
bated with doxorubicin over the same time show an
apoptotic rate of 5% and 14%. The combination of both
drugs does not increase the level of cells undergoing
apoptosis at these specific time points (Figure 4). In
contrast, apoptotic rates in the hormone receptor posi-
tive MCF 7 cells rise to comparable levels after 24 hours
of incubation with either drug alone or their combina-
tion. Moreover, after 48 hours the amount of apoptotic
cells decreases in imatinib and doxorubicin treated cells
(11% and 15%), whereas the combination shows an
increase in apoptotic cells to 34%. Imatinib and doxoru-
bicin lead to apoptosis induction in both cell lines, but
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Table 1 Combination indices calculated for imatinib and doxorubicin co-incubations in breast cancer cell lines

MDA MB 231
Drug Combination Index Values at Dm (nM) m r

ED 50 ED 75 ED 90
Combination (1:6000) 1.11214 1.01224 0.99765 039732 1.84658 0.96979
Doxorubicin N/A N/A N/A 0.57999 1.15437 097662
Imatinib N/A N/A N/A 5581.5821 292342 0.99784
MCF 7
Drug Combination Index Values at Dm (nM) m r

ED 50 ED 75 ED 90
Combination (1:1200) 1.32605 1.10981 0.95853 2.03607 1.48647 0.99769
Doxorubicin N/A N/A N/A 456443 1.58527 0.96108
Imatinib N/A N/A N/A 7487.20892 1.04304 0.98481

ED 50 (effect dosis 50%), Dm (IC50) calculated, m (measures of sigmoidicity), r (correlation coefficient)

only in MCF 7 cells a further increase in apoptosis can
be detected when drugs are combined.

Effects of radiation on breast cancer cells

To detect the effect of irradiation on breast cancer cell
lines, the estrogen receptor (ER) positive cell line MCF
7 and the ER negative cell line MDA MB 231 were
selected. Fractionated radiation with 2 Gy per day on 5
following days to reach a total dose of 10 Gy was per-
formed. The surviving fraction of each dose level was
determined. Both cell lines show a decrease in the sur-
viving fraction which correlates with the increasing dose
levels (Figure 5). The decrease is stronger in the highly
proliferative MDA MB 231 cell line.

Combination of imatinib with irradiation reduces breast
cancer cell growth

To evaluate if imatinib could enhance the effect of radia-
tion on breast cancer cells, cells received either single
radiation, imatinib incubation (IC50) or the combination
of both. The surviving fraction was measured after each
dose level (Figure 5). Regarding the surviving fractions of
MDA MB 231 cells, imatinib is able to reduce the surviv-
ing fraction further when combined with irradiation.
These effects can also be seen in the lower proliferating
cell line MCF 7. Here the combined treatment leads to a
decrease of the surviving fraction which is explicitly
detectable after application of higher Gy levels. Com-
pared to each single treatment, the combined application
of irradiation and imatinib further reduces the number of
surviving and colony forming cells.

PDGFR [ expression is not effected by irradiation and
imatinib

As the PDGF receptor f3 is expressed by all cell lines we
decided to further investigate the modulation of this
receptor by imatinib. To detect if changes in PDGFR 3

expression occur after imatinib treatment and/or fractio-
nated irradiation, western blot analysis was performed
following different treatment modalities. After each
treatment option, protein lysates were extracted. As
shown in figure 6, the expression of the tyrosine kinase
receptor PDGEFR f is not modified by the different treat-
ment options in MCF 7 and MDA MB231 breast cancer
cell lines.

Imatinib causes PDGFR f inactivation in combination with
irradiation

Modulation and inhibition of the PDGEFR f signalling
pathway by imatinib can be measured by the receptor
phosphorylation status. Tests were carried out after sin-
gle incubation with imatinib and in combination with
irradiation. MCF 7 cells show an inhibition of receptor
activation when imatinib in a concentration of 6 pM is
combined with irradiation (Figure 7). An effect of single
imatinib incubation on receptor phosphorylation could
not be detected in this experimental set-up. In contrast
to these results imatinib is able to inhibit PDGFR
B phosphorylation in MDA MB 231 cells. After incuba-
tion with imatinib in concentrations of 4 and 6 pM
receptor activation is blocked. In irradiated breast can-
cer cells this effect on receptor inactivation is consistent.

Discussion

The aim of this study was to detect which effect the tyr-
osine kinase inhibitor imatinib mesylate has on breast
cancer cell lines in vitro when combined with either
chemotherapy or irradiation. Further it was examined
how imatinib modulates the PDGER f signalling path-
way. For this purpose, expression patterns of imatinib
specific target receptors PDGFR a, B, c-kit and their
according ligands PDGF A, B and H-SCF-1 were exam-
ined. While PDGFR § was detectable among all cell
lines, PDGFR a was not expressed by MCF 7 cells in
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this setting, but they were positive for c-kit. The ligands
PDGF A and B were transcribed by both cell lines and
H-SCF-1 only by MCF 7. These expression patterns cor-
respond with other studies which describe an expression
of the ligand PDGF A but not the PDGFR a receptor by
MCE 7 cells [35]. So far only few groups have

performed immunohistochemical analysis in primary
breast cancers on PDGFR expression which plays an
important role in autocrine and paracrine stimulation of
cancer and stromal cells as well as in angiogenesis [13].
An expression of PDGFR a could be detected in 40% of
ductal invasive breast cancers and more than 80% of
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these showed also a PDGF A translation. A positive cor-
relation between receptor expression and axillary lymph
node metastasis has been suggested [35]. PDGFR B is
expressed in endothelial cells of ductal carcinoma in situ
[36] and also of prognostic value in peritumoral stroma
[37]. Positivity has been reported for over 50% of inva-
sive carcinoma cells.

Furthermore, autocrine stimulation of PDGF receptors
is reported as an important factor in tumor progression
and metastasis [38,39]. Likewise poor overall survival
rates and low response to chemotherapy are correlated
with over-expression of PDGF receptors [23]. Therefore
by targeting these receptors, imatinib might be able to
inhibit local tumour growth and decrease metastatic
potential.

In previous studies we were able to determine a cell
growth inhibition of imatinib on breast cancer cell lines
in clinically relevant concentrations of 4 to 6 uM which
could be confirmed by other groups [31,34]. In other
cancer entities such as pancreatic cancer or medullary

cancer of the thyroid gland higher concentrations were
needed to cause cell growth inhibition in vitro which
might be due to different receptor expression patterns
[40,41]. Oral application of 25-600 mg imatinib can lead
to plasma levels of about 0.17-5.68 uM in vivo [42].
Therefore in vivo effects of imatinib in breast cancer
patients appear to be reasonable in a tolerable dose.

To further investigate the interaction of imatinib with
growth signalling pathways, we have chosen the PDGFR
B axis because this receptor is expressed among both
cell lines examined. Moreover it is not sure if c-kit acti-
vation mediates cell proliferation in breast cancer
[14,43]. At least we were not able to detect an increased
cell growth through SCF (c-kit ligand) application in
previous experiments, whereas incubation with PDGF
BB leads to augmented cell growth in all breast cancer
cell lines and has the ability to stimulate cell migration.
Similar results could be detected by other research
groups who could show that PDGF BB application leads
to increased cell growth whereas PDGF AA had no
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effect on cell proliferation [44]. Moreover, in ovarian
and breast cancer cell lines an inhibition of PDGF BB
generated PDGFR B phosphorylation could be detected
after imatinib incubation [19,27,31].

PDGEFR B activation is known to cause a protective
effect against the antiproliferative potential of che-
motherapeutic drugs as paclitaxel and doxorubicin in
various cancer entities [28,45]. For this reason, the effect
of a combination of imatinib, as a PDGFR f inhibitor,
with chemotherapeutic drugs in breast cancer cells
appeared to be promising. In previous experiments we
could determine a significant cell growth inhibition
when imatinib was combined with vinorelbine compared
to a single vinorelbine treatment [31]. Moreover a com-
bination of imatinib with cisplatin has an additive effect
on cell growth inhibition [46]. In this experimental set-
ting we studied the effect of imatinib in combination
with doxorubicin, which is frequently used in the adju-
vant and palliative therapy of breast cancer.

In combination with doxorubicin an increase in che-
mosensitivity due to the potential of imatinib to inhibit
PDGEFR B could be demonstrated among feline vaccine-
associated sarcomas [47]. In this experimental setting
we were able to prove that imatinib, despite its potential
of decreasing the interstitial pressure in tumours and
enhancing anti-angiogenic effects in vivo, is able to alter
the chemosensitivity of breast cancer cell lines in vitro.
This is of major interest because clinical trials investi-
gating the effect of imatinib either as a monotherapy or

combined with docetaxel in metastasized breast cancer
do not show significant results even if patients were
selected according to PDGF receptor expression of
tumour cells [48-50]. For this reason, it is important to
perform further trials combining imatinib with che-
motherapeutic drugs. A selection of patients expressing
targets for imatinib treatment is of great relevance.
Irradiation is an important component of standard
therapy in the adjuvant as well as in the metastasized
setting of breast cancer. For this reason, we investigated
the effect of irradiation and the combination with imati-
nib on breast cancer cell lines in vitro. Comparing the
two breast cancer cell lines MCF 7 and MDA MB 231,
there is some inhomogenity in the anti-proliferative
effect caused by ionizing radiation. MDA MB 231 has a
higher mitotic potential and therefore a higher plating
efficiency compared to MCF 7. Moreover, the surviving
fraction of MDA MB 231 compared to MCF 7 cells
according to the radiation doses is diminished in the
cell colony forming test. The demonstrated differences
in radiosensitivity of both breast cancer cell lines corre-
late with formerly published results for unfractionated
irradiation [51,52]. To investigate the effect of imatinib
on radiosensitivity of breast cancer cell lines, cells were
incubated with imatinib and a fractionated radiation was
applied. Comparing the surviving fractions of cells
undergoing radiation only or imatinib incubation only
with the combination of both demonstrates that the
combination treatment leads to a further decrease in
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cell survival in the two cell lines. The decrease is detect-
able among all dose levels of radiation. These results are
similar to other investigations on radiosensitivity modu-
lation through imatinib in different cancer cell lines in
vitro [20,53-55]. The effect of a combination of imati-
nib and radiation was studied in particular in glioblas-
tomas. Incubation with imatinib increases the
radiosensitivity in glioblastoma cell lines whereas there
is no detectable alteration among fibroblasts [56-58].
The effectivity of this combinatory treatment can not
yet fully be explained. A possible explication might be
an inhibition of the PDGF receptor pathway by imati-
nib, which interacts with the alterations of cell signal-
ling, caused by radiation. By inhibiting the PDGF
receptor signalling, there might occur a blockade of
cell repair mechanisms which are important in repair-
ing radiation induced damages like double-strand
breaks on the DNA level. In PDGFR expressing glio-
blastoma cells the addition of imatinib to irradiation
induced a significant increase of cells undergoing
apoptosis. The effect of radiation could be improved
through imatinib enhanced apoptosis rates [53].

As well as for chemotherapy, a high interstitial fluid
pressure (IFP) is also a prognostic marker for poor
response on irradiation [59]. For this reason a dimin-
ished IFP due to imatinib mediated PDGEFR inhibition
could be another mechanism to alter the effects of irra-
diation. We could show that there is no change in
PDGER B expression when cells were incubated with
single imatinib or in combination with radiation. Single
irradiation has no effect on receptor activation whereas
combination with imatinib leads to an inhibition of
receptor phosphorylation in both cell lines. This effect
was formerly described in other cancer entities like glio-
blastomas, ovarian cancer and small cell lung cancer
[10,19,60]. According to our results, single radiation
does not cause any changes in PDGFR f activity in glio-
blastoma cells, whereas a direct correlation between
imatinib induced inhibition of PDGFR B phosphoryla-
tion and increased radiosensitivity was detected [57].
Imatinib is able to modify several different cell signalling
pathways and has therefore diverse possibilities in mod-
ulating the effects of irradiation. It is certain that inhibi-
tion of the PDGFR B pathway plays a decisive role in
the enhancement of radiosensitivity in breast cancer cell
lines.

Conclusions

Imatinib as a tyrosine kinase inhibitor has the ability to
modulate receptor pathways. In our study we could
demonstrate that imatinib is able to inhibit the auto-
crine and paracrine mediated activation of the PDGFR 3
pathway and therefore to inhibit the PDGF BB induced
proliferation as well as migration of breast cancer cell
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lines in vitro. In combination with the chemotherapeutic
drug doxorubicin, an additive effect on the inhibition of
cell proliferation could be detected. If combined with
fractionated radiotherapy a decrease in the surviving
fraction of breast cancer cells compared to single treat-
ment is caused by imatinib. A possible explanation for
this enhanced radio- and chemosensitivity seams to be
the imatinib mediated inhibition of the PDGFR [
pathway.

Further clinical trials have to be performed to approve
these effects on breast cancer in vivo. A strong selection
of patients expressing targets for imatinib is required to
survey the influence of imatinb in combination with
radiation or chemotherapy in breast cancer patients.
Overall the results of this study suggest imatinib to be a
candidate as an effective add-on in breast cancer related
chemo- and radiotherapy. For this reason, imatinib
remains a promising drug in the treatment of breast
cancer.
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