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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Das Pankreaskarzinom

Das duktale Pankreaskarzinom gehort zu den gastrointestinalen Karzinomen und stellt
gegenwartig die viert haufigste tumorbedingte Todesursache in Deutschland dar [13].
Wegen fehlenden Frithsymptomen wird es meist erst spat und in einem fortgeschrittenen
Stadium erkannt. Die friihzeitige Metastasierung des Pankreaskarzinoms fiihrt zu einer
ausgesprochen schlechten Prognose [30], daher besteht bei der Uberwiegenden Zahl
der Erkrankten nach wie vor kaum eine Aussicht auf Heilung. Trotz intensiver Forschung
nach den Mechanismen der Tumorentstehung und dessen Weiterentwicklung sind
die Ergebnisse unbefriedigend wund fihrten bisher zu keiner wesentlichen
Lebenszeitverlingerung der Patienten. Die mediane Uberlebenszeit beim
Bauchspeicheldriisenkarzinom  betragt nach  Diagnosestellung  durchschnittlich
3-5 Monate, die Fiinfjahresiiberlebensrate ca. 4% [16, 30]. Der einzige kurative
Therapieansatz ist eine RO-Resektion, die meistens wegen einer verspateten Diagnose
nicht erreicht werden kann. Deshalb ist es unumganglich, den Patienten eine maoglichst
schnelle Friiherkennung des Tumors und eine effektive, qualitativ hochwertige Therapie

anzubieten.

1.2. Chemotherapie mit Gemcitabin beim Pankreaskarzinom

In der Palliativtherapie kann das Zytostatikum Gemcitabin das Uberleben und
die krankheitsbezogenen Symptome des Patienten verbessern [29].
Gemcitabin (2,2 difluordeoxycytidin = dFdC) ist ein Pyrimidin-Analogon. Als Prodrug wird
es in den Zellkern transportiert und dort durch Nukleosidkinasen phosphoryliert und
aktiviert. Die aktiven Metaboliten von Gemcitabin (dFACTP und dFdCDP) werden dabei
als "falsche" Base in die DNS eingebaut, wodurch die DNS-Synthese unterbrochen wird
und die Zelle durch Apoptose stirbt [28]. Gemcitabin wirkt somit zellphasenspezifisch in
der Synthesephase (S-Phase) des Zellzyklus. Die Wirkungen von Gemcitabin
wurden unter biochemischen und pathophysiologischen Gesichtspunkten in den
letzen Jahren naher untersucht, wobei sich herausstellte, dass Tumorzellen sowohl
in vitro als auch in vivo gegeniiber einer Gemcitabin-Behandlung sensibilisiert werden

kénnen [5, 10, 28-29].
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1.3. Therapie mit Inmunsuppressiva bei maligen Erkrankungen

Auf der Suche nach neuen Therapieoptionen bei Tumorerkrankungen sind in den
vergangenen Jahren verschiedene Immunsuppressiva naher untersucht worden. Neben
immunsuppressiven Wirkungen konnte ein antiproliferativer Effekt zum Beispiel fir
Mycophenolat nachgewiesen werden [11, 17, 33]. Der mTOR-Inhibitor Sirolimus
(Rapamycin) und sein Derivat Everolimus (RAD001) greifen am mTOR-Signalweg
(mammalian Target of Rapamycin) an, der fur die Expression von Wachstumsfaktoren und
damit flr das Zellwachstum bedeutend ist [14, 37]. In ersten Studien konnte gezeigt
werden, dass Sirolimus das Tumorwachstum und die Metastasierung in vivo hemmt [14].
Die dosisabhangige zytotoxische Wirkung von Everolimus auf das Pankreaskarzinom
wurde kirzlich in vivo untersucht. Everolimus zeigte dabei im Rattenmodell CA20948
einen vergleichbaren zytotoxischen Effekt wie das Standard-Chemotherapeutikum

5-Fluorouracil [6-7, 15, 18].

1.4. Hemmung der Angiogenese bei Tumorerkrankungen

Neben der zytotoxischen und zytostatischen Therapie bei Neoplasien wurde in den
zuriickliegenden Jahren eine neue Strategie zur Behandlung von Tumorerkrankungen
entwickelt: Die Zerstorung des versorgenden GefaRnetzwerkes bzw. die Hemmung der
GefaRneubildung zur Versorgung einer wachsenden Gewebsneubildung. Bis zu einem
Volumen von circa 1 mm?® ist Tumorwachstum ohne GefaBneubildung und
GefaReinsprossung moglich, da Tumorzellen Uber Diffusion mit Nahrstoffen und
Sauerstoff versorgt werden [4]. Ab einer GroRRe von 1 mm? ist ein weiteres Wachstum
nur moglich, wenn die Raumforderung in der Lage ist, ein eigenes GefdalRnetzwerk
aufzubauen [4]. Die so genannte Angioneogenese unterliegt einem Gleichgewicht von
positiven und negativen Regulatorproteinen. Anti-angiogenetische Faktoren konnen
die Ausbildung eines neuen GefiaBnetzwerkes stoppen oder hemmen, indem sie
das Uberleben, das Wachstum und die Funktion der einzelnen Endothelzelle
beeinflussen [14, 26]. Weltweit wird an antiangiogenetischen Therapieansatzen geforscht
und bis heute konnten enorme Schritte auf diesem Weg erreicht werden. Dennoch
besteht immer noch ein groBer Bedarf an experimenteller und klinischer Forschung,

bevor diese neue Art der Tumortherapie sich in der Klinik bewahrt.
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1.5. Zielsetzung der Studie

In dieser Studie haben wir untersucht, ob die Immunsuppressiva Mycophenolat (MMF),
Sirolimus (Rapamycin) und Everolimus (RAD001) einen sensibilisierenden Effekt auf die
Gemcitabin-Behandlung bei Pankreastumorzellen (MiaPaCa-2 und Panc-1) in vitro haben.
Wegen der zentralen Rolle der Angiogenese beim Wachstum und der Metastasierung des
Tumors wurde dieser Effekt zusatzlich bei glatten Muskelzellen (hCASMC) naher

betrachtet.
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2. Material und Methoden

2.1.

2.1.1.

Material

Verwendete Gerate

4°C Kuihlschrank (Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland)

-20°C Kiihlschrank (Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland)

Brutschrank (Heraeus, Osterode, Deutschland)

Zeiss Axioplan Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

Zeiss IM F10 0,25 invers Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
Zentrifuge Minifuge T (Heraeus, Osterode, Deutschland)

Microflow Biological Safety Cabinet (Nunc, Wiesbaden, Deutschland)
Vakuumpumpe (llmvac, llmenau, Deutschland)

Vibrationsrittler Vortex Genie® 2 (Scientific Industries, Bohemia, NY, USA)
Drucker HP Laserjet 1320 (Hewlett Packard, Boblingen, Deutschland)
Neubauerzdhlkammer (Brand, Wertheim, Deutschland)

Objekttrager (Menzel-Glaser, Berlin, Deutschland)

Photometer Molecular Devices (Molecular Devices, Ismaning, Deutschland)
Softmax Software for MAXline Microplate readers V.201d

(Molecular Devices, Ismaning, Deutschland)

Taschenrechner TI-30Xa (Texas Instruments, Freising, Deutschland)

Pipette Easypet® (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Pipette Multipipette® Plus (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Pipette Research® Variabel (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
Reihenpipette Socorex Swiss 50-250 pl (Socorex Isba S.A., Ecublens, Schweiz)

Warmebad Welabo (Welabo, Diisseldorf, Deutschland)
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2.1.2. Verwendete Reagenzien

Tabelle 1: verwendete Reagenzien

Reagenz Beschreibung Quelle
Gibco® 200 mg/I Kaliumchlorid (KCI) Invitrogen GmbH,
D-PBS 200 mg/I Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) Karlsruhe, Deutschland
8,0 g/I Natriumchlorid (NaCl)
2,16 g/l Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Accutase® D-PBS PAA Laboratories,
0,5 mM EDTA Linz, Osterreich
Enzyme (Proteasen und Kollagenasen)
Trypsin Trypsin-EDTA Lonza,
K6ln, Deutschland
TNS Trypsin Neutralisierungslosung Lonza,
K6ln, Deutschland
D-MEM-Ham’s 50% Dulbecco’s Modified Eagles Medium Biochrom,
F-12 50% Ham’s F-12 Medium Berlin, Deutschland
Gibco® 10.000 Einheiten/ml Penicillin Invitrogen,
Pen-Strep 10.000 pg/ml Streptomycin Karlsruhe, Deutschland
FKS 10% Fotales Kalberserum PAA Laboratories,
Linz, Osterreich
SmBM® Smooth muscle Basal Medium Lonza,
K6ln, Deutschland
Clonetics® 500 ml SmMBM® (Smooth muscle Basal Medium) Lonza,
SmMGM®-2 +0,5 ml hEGF Koln, Deutschland
Bullet Kit + 1 ml hFGF-b
+ 0,5 ml Insulin
+ 0,5 ml GA-1000 (Gentamicin, Amphotericin B)
+ 25 ml FKS
BrdU Kit BrdU Labeling solution Roche Diagnostics,
FixDenat Mannheim, Deutschland
Anti-BrdU-POD
Antibody dilution solution
Washing buffer
Substrate solution
1 M H,SO, Herstellung aus 98% H,SO, Merck,
Darmstadt, Deutschland
Aqua bidest. Bidestilliertes Wasser Eigene Herstellung
Uniklinik Ulm, Deutschland
Isopropanol 70% Isopropanol zur Reinigung und Desinfektion Eigene Herstellung,

Uniklinik Ulm, Deutschland
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2.1.3. Glas und Plastikwaren
e 96-well Platte Delta Surface (Nunclon, Roskilde, Dadnemark)
e Falcon-Réhrchen 50 ml, 10 ml (Falcon, Heidelberg, Deutschland)
e Kulturflaschen 250 ml, 75 cm® mit Filter
(Greiner Labortechnik, Frickenhausen, Deutschland)
e Pipettenaufsatze fir Easypet® div. GrolRen
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
e Pipettenspitzen flr Multipipette® Plus div. GroRen
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
e Pipettenaufsatze flr Pipette Research® Variabel div. GroRen
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
e Safe-Lock Tubes 1,5 ml, 2,0 ml (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
2.1.4. Verwendete Medikamente
Tabelle 2: verwendete Medikamente
Medikament Wirkstoff Dosis Quelle
Gemzar® Gemcitabin-HCI 38 mg/ml Lilly,
Bad Homburg, Deutschland
Certican® Everolimus 10 mg/ml Novartis,
Basel, Schweiz
Rapamune® Sirolimus 1 mg/ml Wyeth,
Minster, Deutschland
Cell Cept® Mycophenolat 500 mg Pulver zur Roche,
Mofetil Herstellung einer Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Infusionslosung
2.1.5. Verwendete Zelllinien
Tabelle 3: verwendete Zelllinien
Zelllinie Beschreibung Quelle Medium
Panc-1 humane duktale American Type Culture Collection, D-MEM
Pankreasadenokarzinomline, Manassas, VA, USA + 10% FKS
adhérent + 1%Pen-Strep
MiaPaCa-2 humane duktale American Type Culture Collection, D-MEM
Pankreasadenokarzinomline, Manassas, VA, USA +10% FKS
adhérent + 1%Pen-Strep
hCASMC humane glatte Muskelzellen Lonza, SmMGM®-2
aus Koronararterien, Koln, Deutschland

adharent
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2.2. Methoden

2.2.1. Versuchsaufbau

Die Pankreastumorzellen (Panc-1 und MiaPaCa-2) und die glatten Muskelzellen (hCASMC)
wurden auf 96-well-Platten ausgesat und mit steigenden Konzentrationen des
Zytostatikums Gemcitabin (1-10° nM) behandelt. Um herauszufinden, ob die
Kombinationstherapie mit einem Immunsuppressivum einen gréBeren antiproliferativen
Effekt hat, wurden die Zellen zusatzlich mit einem Immunsuppressivum in ansteigender
Konzentration therapiert. Fir die Kombinationstherapie wurden die Immunsuppressiva
Everolimus (0,001-1 pg/ml), Sirolimus (0,001-1 pug/ml) und Mycophenolat (0,1-100 ug/ml)
verwendet. Es wurde eine Blindkontrolle durchgefiihrt, bei der die Zellen mit dem
entsprechenden Medium kultiviert wurden. Alle Versuche wurden vier bis siebenmal

wiederholt.

2.2.2. Zellkultur

Die verwendeten Zellkulturen wuchsen in Wasserdampf gesattigter Atmosphare im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO,-Gehalt. Alle Arbeiten wurden an einer sterilen
Werkbank durchgefiihrt und die Kulturmedien sowie ihre Zusatze steril filtriert. Taglich
wurden die Zellen mikroskopisch auf ihre Vitalitat Gberprift und alle zwei Tage wurde
das Medium erneuert. Die Kultivierung und Subkultivierung der Zellen erfolgte in
75 cm>-Kulturflaschen. Fur den eigentlichen Versuch, d.h. die Messung des
antiproliferativen Effekts unter verschiedenen Behandlungen, wurden die Zellen auf

96-well-Platten ausgesat.

2.2.3. Kultivierung von Pankreastumorzellen (Panc-1, MiaPaCa-2)

MiaPaCa-2 und Panc-1 Zellen wurden in D-MEM-Ham’s F-12 Medium
unter Zusatz von 10% fotalem Kalberserum (FKS) und 1% Antibiotikum (Penicillin und
Streptomycin) kultiviert. Die Kultivierung adharenter Zellen erfordert ein kontinuierliches
Wachstum im subkonfluenten Bereich, weshalb die Zellen wochentlich passagiert
wurden. Bei der Subkultivierung wurde das Medium abgesaugt und die konfluenten
Zellen einmal mit 5 ml D-PBS gewaschen. Zum Abldsen der Zellen vom Flaschenboden

wurden die Zellen fiir 30 Sekunden mit 3 ml Accutase® behandelt und anschlieRend fiir
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5 Minuten im Brutschrank inkubiert. Nach mikroskopischer Kontrolle wurden die Zellen
unter leichtem Klopfen mit 10 ml Medium vom Flaschenboden abgespilt, in ein
50 ml Falcon-Réhrchen tberfiihrt und in einer Neubauerzahlkammer ausgezahlt. Ein Teil
der Zellsuspension wurde verdinnt und fir die Messung des antiproliferativen
Effekts verwendet, der andere Teil der Zellen wurde in Kulturflaschen

(12,5 ml Zellsuspension/Flasche) neu angesetzt.

2.2.4. Kultivierung von humanen glatten Muskelzellen (hCASMC)

Die humanen glatten Muskelzellen (hCASMC) wurden im endothelialen
Wachstumsmedium SmGM-2® kultiviert. Fir die Versuche wurden lediglich glatte
Muskelzellen der Passage 3 bis 6 verwendet. Um die Zellen zu passagieren, wurde das
Medium abgesaugt, einmal mit 5 ml D-PBS gewaschen und 2 ml Trypsin auf den Zellen
verteilt. Die Inkubation mit Trypsin erfolgte fir etwa 5 Minuten im Brutschrank. Nach
mikroskopischer Kontrolle wurde das zytotoxische Trypsin durch 4 ml TNS inaktiviert und
die Zellen unter leichtem Klopfen vom Flaschenboden abgespiilt. Das Gemisch wurde in
ein 10 ml Falcon-Réhrchen tberfiihrt und fir 10 Minuten mit 1100 Umdrehungen bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt
und das Zellpellet in 10 ml frischem Medium resuspendiert. Nach Bestimmung der
Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer und Verdinnung der Zellsuspension wurde ein Teil

der Zellen neu angesetzt, der andere Teil wurde fiir die Versuche verwendet.

2.2.5. Zellzahlung

Bei allen Versuchen wurden die 96-well-Platten mit 5.000 Zellen/well bepflanzt. Zur
Bestimmung der Zellzahl wurde mit der Neubauer-Zahlkammer gearbeitet. Zunachst
wurden die Zahlkammer und das Deckglas mit Alkohol gereinigt, die Stege leicht
angefeuchtet und das Deckglas vorsichtig aufgeschoben, bis die sogenannten
Newtonringe erschienen. Das Erscheinen der Newtonringe zeigt an, dass das Deckglas
richtig angebracht und die Tiefe (0,1 mm) der Zdhlkammer richtig eingestellt ist. In die
Zahlkammer wurden 10 pl Zellsuspension gefiillt und die Kammer unter das Mikroskop
gelegt. Das Mikroskop wurde so eingestellt, dass die Einteilungslinien der Kammer
sichtbar wurden. Jedes grofRe Quadrat der Zahlkammer hat eine Flache von 1 mm?, dies

ergibt bei einer Tiefe von 0,1 mm ein Volumen von 0,1 pul. Bei jeder Zellzdhlung wurden
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vier grofle Quadrate ausgezahlt und der Mittelwert errechnet. Dieser wurde in eine

allgemein giiltige Formel flir Zahlkammern eingesetzt:

ausgezahlte Zellen ausgezahlte Zellen ausgezdhlte Zellen
Zellen pro pl = g = 2% = 2%

ausgezahlte Fliche (mm?2)x Kammertiefe (mm)xVerdiinnung - 1x0,1x1 0,1

Die Zellsuspension musste auf eine Konzentration von 100.000 Zellen/ml verdiinnt
werden, was einer Konzentration von 5.000 Zellen/well entspricht, da in jedes well 50 pl

Zellen pipettiert wurden.

2.2.6. Verdiinnung der Medikamente

Die Medikamente wurden unter sterilen Bedingungen mit dem jeweiligen Medium
verdiinnt. Die unterschiedlichen Konzentrationen und Kombinationen der Medikamente
wurden anschlieBend der Zellsuspension hinzugefiigt. Pro Medikament wurden 10 pl/well
hinzugefiigt. Um auf ein Endvolumen von 100 pl/well zu kommen, wurde noch
30 ul (bei Kombinationstherapie) bzw. 40 ul (bei Monotherapie) Medium beigefiigt. Da
das Medikament dabei um den Faktor 1:10 verdiinnt wurde, musste es 10-fach hoher

dosiert werden, um auf die gewiinschte Endkonzentration zu kommen.

Verdiinnung Gemcitabin-HCI
Gemcitabin wurde in einer Konzentration von 1-10°> nM verwendet. Unsere Stammldsung
hatte eine Konzentration von 38 mg/ml (molare Masse 299,66). Zur Umrechnung von ug/|

in UM muss die Konzentration durch die molare Masse geteilt werden.

Tabelle 4: Verdiinnung Gemcitabin

38 mg/ml = 380.000.000 pg/l Endkonzentration
ﬂ 1:100 (10 pl + 990 pl Medium)
380.000 pg/l
ﬂ + 267 pl Medium (zur Verdiinnung auf 300.000 pg/l)
1. 300.000 pg/l C ——— 1.000 uM = 1.000.000nM  ——> 100.000 nM
ﬂ 1:10 (100 pl + 900 pl Medium) ﬂ
2. 30.000 pg/l L ——— 100 pM =100.000 nM ——> 10.000 nM
ﬂ 1:10 (100 pl + 900 pl Medium) ﬂ
3. 3.000 pg/l I ——— 10 pM =10.000 nM ——> 1.000nM
ﬂ 1:10 (200 plI + 900 pl Medium) ﬂ
4. 300 g/l . —— 1M =1.000nM ——> 100nM
ﬂ 1:10 (100 pl + 900 pl Medium) ﬂ
5. 30pg/l 0 ——— 0,1 uM =100 nM ——> 10nM
ﬂ 1:10 (100 pl + 900 pl Medium) ﬂ
6. 3ugll 0 ——— 001pM=10nM —> 1nM
@ 1:10 (100 pl + 900 pl Medium) ﬂ
7. 03 pg/ml . — 0,001 nM =1nM ——> 01nM
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Verdiinnung Everolimus (RAD001)
Everolimus wurde in einer Konzentration von 0,001-1 pg/ml verwendet, wobei die
Stamml6sung eine Konzentration von 10 mg/ml hatte. Dementsprechend musste das

Medikament verdinnt werden:

Tabelle 5: Verdiinnung Everolimus

10 mg/ml = 10.000 pg/ml Endkonzentration

ﬂ 1:100 (10 pul + 990 pul Medium)

1. 100 pg/ml
ﬂ 1:10 (100 plI + 900 pl Medium)

2. 10 pg/ml I Ji— 1 pg/ml
ﬂ 1:10 (100pI + 900 pl Medium) ﬂ

3. 1 pg/ml I J— 0,1 pg/ml
ﬂ 1:10 (100 pl + 900 pl Medium) ﬂ

4. 0,1 pg/ml I — 0,01 pg/ml
ﬂ 1:10 (100 plI + 900 pl Medium) ﬂ

5. 0,01 pg/ml I Ji— 0,001 pg/ml

Verdiinnung Sirolimus

Die verwendete Stammlésung von Sirolimus hatte eine Konzentration von
1 mg/ml. In unseren Versuchen wurde Sirolimus in einer Konzentration von
0,001-1 pg/ml bendtigt. Die Stammlésung musste nach folgendem Schema verdinnt

werden:

Tabelle 6: Verdliinnung Sirolimus

1 mg/ml = 1.000 pg/ml Endkonzentration
ﬂ 1: 100 (10 pl + 990 pl Medium)
1. 10 pg/ml I J— 1 pl/ml
ﬂ 1:10 (100 pl + 900 pl Medium) ﬂ
2. 1 pg/ml I J— 0,1 pg/ml
ﬂ 1:10 (100 pl + 900 pl Medium) ﬂ
3. 0,1 pg/ml I — 0,01 pg/ml
ﬂ 1:10 (100 pl + 900 pl Medium) ﬂ

4. 0,01 pg/ml I Ji— 0,001 pg/ml
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Verdiinnung Mycophenolat

Eine Durchstechflasche MMF enthielt 500 mg Pulver zur Herstellung einer Suspension.
Dazu wurde das Pulver in 10 ml 5% Glucose-Infusionslosung aufgelost und kraftig
geschuttelt. Die entstandene MMF-Suspension hatte eine Konzentration von 50 mg/ml.
Es wurden Endkonzentrationen von 100-0,1 ug/ml bendtigt, woraus sich folgende

Verdinnungsreihe ergibt:

Tabelle 7: Verdlinnung Mycophenolat

50 mg/ml = 50.000 pg/ml Endkonzentration
ﬂ 1:50 (20 pl + 980 pl Medium)
1. 1.000 pg/ml I — 100 pl/ml
ﬂ_ 1:10 (100 pl + 900 pl Medium) ﬂ
2. 100 pg/ml I Ji— 10 pg/ml
ﬂ 1:10 (100 pl + 900 pl Medium) ﬂ
3. 10 pg/ml I J— 1 pg/ml
ﬂ 1:10 (100 pl + 900 pl Medium) ﬂ
4. 1 pg/ml I — 0,1 pg/ml

2.2.7. Messung des antiproliferativen Effekts

Die Messung des antiproliferativen Effekts nach der Behandlung der Zellen mit
verschiedenen Medikamenten erfolgte mit Hilfe des BrdU-Assays. Dieser kalorimetrische
Immunoassay zur Quantifizierung der Zellproliferation beruht auf dem Einbau und
Nachweis des nichtradioaktiven Basenanalogons BrdU (5-Brom-2’-desoxyuridin) an Stelle
von Thymidin in die DNS [19, 25]. Die markierten Zellen wurden mit einer
immunhistochemischen Farbemethode sichtbar gemacht und die Absorption
photometrisch bestimmt.

Der Ansatz der Zellen erfolgte, wie bereits oben beschrieben, auf
96-well-Platten. Nach 24 Stunden Inkubation wurden die Zellen mit den verschiedenen
Konzentrationen und Kombinationen der Medikamente fur 24 Stunden im Brutschrank
inkubiert. Die Zellen wurden entweder mit Gemcitabin alleine, Everolimus alleine,
Sirolimus alleine, MMF alleine oder einer Kombination von Gemcitabin mit einem der
genannten Immunsuppressiva behandelt. Am folgenden Tag wurde die Labeling Solution
(100 pl/well) hinzugegeben und die Zellen fir weitere 24 Stunden bebrutet. Die Labeling
Solution dient der Markierung der Zellen durch Einbau von BrdU in die DNS [19, 25]. Am
folgenden Tag erfolgte die Messung. Dazu wurden die Zellen zunachst fiir 30 Minuten mit

einer Stopplésung (200 pl/ well FixDenat) fixiert und denaturiert. In einem nachsten
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Arbeitsschritt wurde die Stoppldsung entfernt und der Anti-BrdU-Antikérper (100 ul/well)
fiir 90 Minuten hinzugegeben. Der Antikorper ist an eine Peroxidase gekoppelt, die fur die
Umsetzung des Substrates bedeutend ist. Der Antikorper wurde entfernt und die Zellen
dreimal mit 250 pl Waschpuffer gespilt. AnschlieRend wurde das Substrat (100 ul/well
3,3’-5,5’-Tetramethylbenzidin) hinzugegebenen, wobei in einer Enzym-Substrat-Reaktion
die Umsetzung des Substrates durch die Peroxidase des Antikorpers zu einem blau
gefarbten Reaktionsprodukt fiihrte. Nach ungefdhr 30 Minuten wurde der Vorgang mit
1 M H,S04 (25 ul/well) gestoppt, wodurch ein gelber Farbumschlag erfolgte. Die Messung
wurde bei einer Wellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenlange von 650 nm

durchgefihrt. Die unbehandelte Kontrolle diente als 100%-Wert.

2.2.8. Statistische Auswertung

Die Ergebnisse werden, falls nicht anders angegeben, als Mittelwert (Mean)
+ Standardfehler (SEM) dargestellt. Fir die statistische Varianzanalyse wurden
eine zweifaktorielle ANOVA (analysis of variance) mit Messwiederholung sowie eine
post-hoc Analyse (Bonferroni-Dunn) durchgefiihrt. Alle im Kapitel Ergebnisse
dargestellten Variablen erfiillen die hierfiir notwendigen Bedingungen Normalverteilung
der Stichprobenvariablen. Dariber hinaus erfiillen alle als signifikant bezeichnete
Unterschiede, soweit nicht anders angegeben, auch das Kriterium signifikant im Vergleich
zur Kontrolle nach der Bonferroni-Dunn-Methode. Zur Berechnung der log[ECso] bei der
Kombinationstherapie wurde eine nichtlineare Regressionsanalyse durchgefiihrt. Der
additive Effekt der Immunsuppressiva auf die Proliferation der Zellen bei einer
Kombinationstherapie wurde in Prozent bezogen auf die ECsy bei Monotherapie
angegeben. ANOVA, Bonferroni-Dunn wurden mit dem Statistikprogramm SPSS 17
durchgefihrt. Die nicht lineare Regressionsanalyse und samtliche Grafiken wurden mit
dem Programm GraphPad Prism 5 erstellt. Ein Unterschied der Ergebnisse wird im

Folgenden mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant bezeichnet.
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3. Ergebnisse
3.1.Pankreastumorzellen (MiaPaCa-2, Panc-1)

3.1.1. Monotherapie bei Pankreastumorzellen

Die Pankreastumorzellen MiaPaCa-2 und Panc-1 wurden in unseren Versuchen mit
verschiedenen Monotherapien in vitro behandelt. Zum einem wurden sie mit dem seit
langem beim Pankreaskarzinom angewandten Zytostatikum Gemcitabin behandelt, zum
anderem mit einem Immunsuppressivum. Fir die Monotherapie mit einem
Immunsuppressivum wurden Everolimus, Sirolimus und Mycophenolat verwendet. Die

Auswirkungen der Behandlung auf das Zellwachstum werden nun ausfiihrlich betrachtet.

Monotherapie mit Gemcitabin

Wie zu erwarten fiihrte die Behandlung der Tumorzellen MiaPaCa-2 und Panc-1 mit
Gemcitabin (1-10° nM) zu einer dosisabhangigen Hemmung der Zellproliferation. Fir
MiaPaCa-2 Zellen war dieser Effekt signifikant fiir Konzentrationen > 10 nM, wobei
das Zellwachstum um 40-82% gehemmt werden konnte (p < 0,05). Analog zu den
MiaPaCa-2 Zellen erfolgte bei Panc-1 Zellen ab einer Konzentration von > 10 nM eine
Abnahme des Zellwachstums (p < 0,05). Insgesamt konnten die Zellen um 8-85 % in
ihrem Wachstum gehemmt werden, wobei eine deutliche Zunahme des antiproliferativen

Effekt erst bei Konzentrationen > 1.000 nM zu beobachten war.

120+
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1 MiaPaCa-2
-&- Panc-1

100+

80+
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40+

Zelliberleben in %

0nM 1nM 10nM 100 nM 1.000nM  10.000nM 100.000 nM

Konzentration Gemcitabin

Abbildung 1: Monotherapie mit Gemcitabin bei Pankreastumorzellen
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Monotherapie mit mTOR-Inhibitoren

In unseren Versuchen wurden MiaPaCa-2 und Panc-1 Zellen mit den mTOR-Inhibitoren
Everolimus und Sirolimus jeweils in einer Dosierung von 0,001-1 pg/ml behandelt. Die
alleinige Zugabe von Everolimus in steigender Konzentration fiihrte weder bei MiaPaCa-2

noch bei Panc-1 Zellen zu einer Zunahme des antiproliferativen Effekts (p > 0,05).

1201
100
X
_°,’E 80-
s
2 PPankreastumorzellen
2 60 i MiaPaCa-2
Q H
o | : -&- Panc-1
2 §
2 40+ :
204
0 i
0 ug/ml 0,001 pg/ml 0,01 pg/ml 0,1 pg/ml 1 ug/ml

Konzentration Everolimus
Abbildung 2: Monotherapie mit Everolimus bei Pankreastumorzellen

Ahnlich sind die Ergebnisse bei beiden Tumorzelllinen fiir Sirolimus. Bei MiaPaCA-2 Zellen
zeigt sich keine Zunahme des antiproliferativen Effektes (p > 0,05). Betrachtet man die
Pankreastumorzellen Panc-1 ist eine signifikante Abnahme des Zellwachstums erst bei

einer Konzentration von 1 pg/ml sichtbar, jedoch nur um 5% (p < 0,05).
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2 40+
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Konzentration Sirolimus

Abbildung 3: Monotherapie mit Sirolimus bei Pankreastumorzellen
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Monotherapie mit Mycophenolat

Anders als bei der Monotherapie mit einem mTOR-Inhibitor fihrte die Zugabe von MMF
zu einer deutlichen Hemmung der Zellproliferation. In einer niedriger Dosierung von
0,1 pg/ml ist dieser Effekt noch nicht ausgepragt (p > 0,05), aber ab einer Dosierung von
1 pg/ml bzw. 10 pg/ml konnte das Zellwachstum in MiaPaCa-2 Zellen um 27-41% und
in Panc-1 Zellen um 24-37% gehemmt werden (p < 0,05). Eine Erhéhung der
MMF-Konzentration auf 100 pg/ml flhrte zu keiner weiteren Zunahme des

antiproliferativen Effekts (p > 0,05).
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Abbildung 4: Monotherapie mit Mycophenolat bei Pankreastumorzellen
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3.1.2. Kombinationstherapie bei Pankreastumorzellen

Neben der Monotherapie wurden die Pankreastumorzellen auch mit einer
Kombinationstherapie behandelt. Bei dieser wurde das Zytostatikum Gemcitabin mit

einem Immunsuppressivum kombiniert.

Eine Kombinationstherapie mit einem mTOR-Inhibitor fiihrt zu Kkeiner

Wirkungsverstirkung von Gemcitabin.

Bei MiaPaCa-2 (Abb. 5A) und Panc-1 (Abb. 5B) Zellen zeigte sich, dass eine Kombination
von Gemcitabin mit Everolimus (RADOO01) zu keiner signifikanten Zunahme des
antiproliferativen Effekts fihrte (p < 0,05). Bei der Betrachtung der log[ECso]-Werte
bestatigt sich dies. Flir MiaPaCa-2 Zellen wurden folgende ECso-Werte berechnet:
2,41+0,2 (0 pg/ml), 2,3810,2 (0,001 pg/ml), 2,20£0,2 (0,01 pg/ml), 2,15%0,2 (0,1 pg/ml)
und 2,16%0,2 (1 pg/ml). Bei Panc-1 Zellen sind die Werte: 3,84+0,1 (0 pg/ml),
3,78+0,1 (0,001 pg/ml), 3,72+0,1 (0,01 pg/ml), 3,81+0,1 (0,1 pg/ml) und
3,77+0,1 (1 pg/ml).

Sirolimus steigerte ebenfalls den antiproliferativen Effekt von Gemcitabin in MiaPaCa-2
(Abb. 6A) und Panc-1 (Abb. 6B) nicht (p > 0,05). Die ECso-Werte flr MiaPaCa-2 Zellen sind:
2,12+0,1 (0 pg/ml), 2,04+0,1 (0,001 pg/ml), 1,97+0,1 (0,01 pg/ml), 1,95+0,1 (0,1 pg/ml)
und 1,9740,2 (1 pg/ml). Fur Panc-1 Zellen lauten die Werte: 3,88+0,1 (0 pg/ml),
3,81+0,1 (0,001 pg/ml), 3,83+0,1 (0,01 pg/ml), 3,87+0,1 (0,1 pg/ml) und
3,74+0,1 (1 pg/ml)
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Abbildung 5: Kombinationstherapie mit Gemcitabin und Everolimus

bei Pankreaskarzinomzellen
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Abbildung 6: Kombinationstherapie mit Gemcitabin und Sirolimus

bei Pankreaskarzinomzellen



Ergebnisse 19

Mycophenolat steigert den antiproliferativen Effekt von Gemcitabin bei
Pankreastumorzellen

MiaPaCa-2 und Panc-1 Zellen wurden in unseren Versuchen in vitro mit unterschiedlichen
Kombination und Konzentrationen von Gemcitabin und MMF behandelt. In beiden
Zelllinen wurde eine Zunahme des antiproliferativen Effekt durch Mycophenolat
beobachtet (p < 0,05).

Es war zu erkennen, dass eine hohe Konzentration von MMF (1 pg/ml und 10 pg/ml) in
Kombination mit einer niedrigen Gemcitabin-Dosis (1-100 nM) das Zellwachstum am
effektivsten hemmte (p < 0,05). Eine Erhéhung der MMF-Konzentration auf 100 pg/ml
brachte keine zusatzliche Abnahme der Zellproliferation (p > 0,05). Wird Mycophenolat
niedrig dosiert (0,1 pg/ml), zeigte sich keine Verstarkung des antiproliferativen Effekts
durch das Immunsuppressivum (p > 0,05). Die Berechnung der log[ECso]-Werte fir
Gemcitabin zeigte ebenfalls, dass mit einer steigenden MMF-Konzentration das
Zellwachstum zusatzlich gehemmt werden kann. Die ECso-Werte fir MMF sind
2,65+0,1 (0 pg/ml), 2,42+0,1 (0,1 pg/ml), 2,21+0,2 (1 pg/ml), 1,30%£0,4 (10 pg/ml),
1,23+0,4 (100 pg/ml). Der additive Effekt von MMF auf die Zellproliferation
war besonders deutlich fur Konzentrationen gréRer 1 pg/ml wobei die log[ECso] um

16,6-53,6% gesenkt werden konnte.
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Abbildung 7: Kombinationstherapie mit Gemcitabin und Mycophenolat
bei MiaPaCa-2 Zellen
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Die  Ergebnisse bei Panc-1 Zellen sind identisch verglichen mit den
MiaPaCa-2 Zellen. Durch die Kombinationstherapie mit MMF konnte das Zellwachstum
zusatzlich gehemmt werden (p < 0,05). Dieser Effekt war ebenfalls besonders ausgepragt
fir MMF-Konzentrationen groRer 1 pg/ml. Bei einer Konzentration von 0,1 pg/ml war
dieser Effekt nicht sichtbar (p > 0,05). Die ECso-Werte fir Panc-1 Zellen sind
3,86+0,1 (0 pg/ml), 3,88+0,1 (0,1 pg/ml), 3,58+0,2 (1 pg/ml), 2,99+0,3 (10 pg/ml),
3,35+0,3 (100 pg/ml). Durch die Zugabe von Mycophenolat konnte die ECsp um
8,3-22,9% gesenkt werden.
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Abbildung 8: Kombinationstherapie mit Gemcitabin und Mycophenolat bei Panc-1 Zellen
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3.2.humane vaskulire glatte Muskelzellen (hCASMC()

3.2.1. Monotherapie bei glatten Muskelzellen

Analog zu den Pankreastumorzellen wurden die glatten Muskelzellen mit den
verschiedenen Monotherapeutika behandelt. Auf die Auswirkungen dieser Therapien

wird nun im Folgenden naher eingegangen.

Monotherapie mit Gemcitabin

Eine Behandlung der hCASMC-Zellen mit Gemcitabin in ansteigender Konzentration
(0,1-103 nM) flhrte zu einer Hemmung der Zellproliferation. Mit einer Konzentration von
0,1-1 nM Gemcitabin konnte das Zellwachstum nur geringfligig um ca. 7% gehemmt
werden, wobei dieser Unterschied als nicht signifikant zu betrachten ist (p > 0,05). Erst
mit einer Zugabe von 10 nM bzw. 100 nM konnte die Zellproliferation um 42% bzw. 74%
gehemmt werden (p < 0,05). Eine Dosissteigerung auf 1.000 nM fiihrte zu keiner weiteren

Abnahme der Zellproliferation (p > 0,05).
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Abbildung 9: Monotherapie mit Gemcitabin bei glatten Muskelzellen
(SMC: Smooth Muscle Cell)
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Monotherapie mit mTOR-Inhibitoren

In unseren Versuchen wurden die SMC-Zellen mit zwei unterschiedlichen
MTOR-Inhibitoren behandelt. Zum einen wurde Everolimus (RADOO1) in der
Konzentration von 0,001-1 pg/ml verwendet, zum anderen Sirolimus in derselben
Dosierung.

Bei einer Behandlung der Zellen mit Everolimus konnte die Zellproliferation insgesamt um
53% gesenkt werden. Ein Riickgang der Zellproliferation um 46% war bereits bei einer
Everolimus-Konzentration von 0,001 pg/ml zu beobachten (P < 0,05). Eine
Dosissteigerung auf 0,01 ug/ml verstirkte den antiproliferativen Effekt um weitere
5% auf 51% (p < 0,05). Mit steigender Konzentration (0,1 pg/ml und 1 pg/ml) konnte das
Zellwachstum nicht weiter gehemmt werden (p > 0,05).

Der zweite mTOR-Inhibitor, Sirolimus, hemmte das Zellwachstum ebenfalls, aber nicht so
ausgepragt wie Everolimus. Die glatten Muskelzellen konnten mit ansteigender
Konzentration um bis zu 28% in ihrem Wachstum gehemmt werden (p < 0,05). Sirolimus
in einer Dosierung von 0,001 pg/ml senkte das Zelliberleben bereits um 20% (p < 0,05),

wobei jede Dosissteigerung zu keiner weiteren Zunahme des antiproliferativen Effekts

fuhrte (p > 0,05).
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Abbildung 10: Monotherapie mit einem mTOR-Inhibitor bei glatten Muskelzellen

(mTOR: mammalian Target of Rapamycin)
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Monotherapie mit Mycophenolat

Die Monotherapie mit Mycophenolat (0,1-100 pg/ml) bei hCASMC-Zellen fiihrte zu einer
deutlichen Abnahme des Zellwachstums. Insgesamt konnte durch Mycophenolat das
Zellwachstum um 69% gehemmt werden, wobei zu beachten ist, dass es erst ab einer

Konzentration von 1 pg/ml zu einem signifikanten antiproliferativen Effekt kam (p < 0,05).
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Abbildung 11: Monotherapie mit Mycophenolat bei glatten Muskelzellen
(SMC = Smooth Muscle Cell)
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3.2.2. Kombinationstherapie bei glatten Muskelzellen

Eine Kombinationstherapie mit einem mTOR-Inhibitor steigert den

antiproliferativen Effekt von Gemcitabin

Bei SMC-Zellen fuhrt die Zugabe von Everolimus (0,001-1ug/ml) bei jeder Konzentration
zu einer deutlichen Abnahme der Zellproliferation (p < 0,05). Die Wirkungsverstarkung
von Everolimus war vor allem bei niedrigen Gemcitabin-Konzentrationen (1-1.000 nM)
sichtbar (p < 0,05). Bei hoheren Konzentrationen (1.000 nM und 10.000 nM) unterschied
sich die Kombinationstherapie nicht von der Kombinationstherapie (p > 0,05). Die
log[ECso]-Werte fiir Everolimus sind 1,20+0,2 (0 pug/ml), 0,27+0,4 (0,001 pg/ml), -0,01+0,4
(0,01 mg/ml), 0,02+0,4 (0,1 pg/ml) und -0,02+0,5 (1 pug/ml). Bei den ECso-Werten handelt
sich es um die mittels linearer Regressionsanalyse berechnete Gemcitabin-Konzentration,
bei der das Zellwachstum um 50% gehemmt wird. Da bei einer Monotherapie mit
Everolimus teilweise das Zellwachstum um mehr als 50% gehemmt wird, fallt dieser

theoretische Wert teilweise negativ aus.
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Abbildung 12: Kombinationstherapie mit Gemcitabin und Everolimus

bei glatten Muskelzellen
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Die Kombinationstherapie mit Sirolimus steigert ebenfalls den antiproliferativen Effekt
von Gemcitabin. Am Effektivsten ist dieser Effekt bei niedrigen Gemcitabin-
Konzentrationen (1-100 nM). Ab einer Gemcitabin-Konzentration von 1.000 nM fiihrte
eine Zugabe von Sirolimus zu keiner weiteren Hemmung des Zellwachstums. Die
berechneten log[ECso]-Werte fiir Sirolimus in den entsprechenden Konzentrationen sind
1,19+0,1 (0 pg/ml), 0,89+0,2 (0,001 ug/ml), 0,88%0,3 (0,01 pg/ml), 0,85+0,3 (0,1 pg/ml)
und 1,17+ 0,3 [1 pg/ml). Durch die Zugabe von Sirolimus konnte die ECso um 25,3-28,6%

gesenkt werden.
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Abbildung 13: Kombinationstherapie mit Gemcitabin und Sirolimus

bei glatten Muskelzellen
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Mycophenolat steigert den antiproliferativen Effekt von Gemcitabin bei glatten

Muskelzellen

Die Ergebnisse bei der Kombinationstherapie mit MMF sind vergleichbar mit den
Ergebnissen bei Pankreastumorzellen. Durch die Zugabe von MMF konnte das
Zellwachstum zusétzlich gehemmt werden (p < 0,05). Analog zu den Tumorzellen war
dieser Effekt erst bei Konzentrationen groRer 1 ug/ml erkennbar (p < 0,05). Es stellte sich
heraus, dass eine niedrige Gemcitabin-Konzentration (0,1-10 nM) in einer Kombination
mit einer hohen MMF-Konzentration (1-100 pg/ml) am effektivsten ist. Die
log[ECso]-Werte fiir Gemcitabin sind 1,42+0,2 (0 pg/ml), 1,37+0,2 (0,1 pg/ml), 0,28 + 0,4
(1 pg/ml), -0,9540,5 (10 pg/ml), -1,23%0,5 (100 pg/ml).
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Abbildung 14: Kombinationstherapie mit Gemcitabin und Mycophenolat

bei glatten Muskelzellen
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3.3. Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei der Monotherapie von Pankreastumorzellen (MiaPaCa-2 und Panc-1) mit den
verschieden Medikamenten zeigte sich, dass das Zellwachstum sowohl mit Gemcitabin als
auch mit Mycophenolat gehemmt werden konnte (p < 0,05). In der Kombinationstherapie
war lediglich Mycophenolat erfolgsversprechend (p < 0,05). Die mTOR-Inhibitoren
Everolimus und Sirolimus verstarkten den antiproliferativen Effekt von Gemcitabin nicht
(p >0,05).

Bei glatten Muskelzellen (hCASMC) konnte die Zellproliferation erfolgreich mit
Gemcitabin, Everolimus, Sirolimus und Mycophenolat gehemmt werden (p<0,05). Auch
bei der Kombinationstherapie verstarkten alle drei Immunsuppressiva die Wirkung von

Gemcitabin (p < 0,05).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie sollte gezeigt werden, inwieweit die antiproliferative Wirkung
des seit langem beim Pankreaskarzinom verwendeten Zytostatikum Gemcitabin durch ein
Immunsuppressivum  verstarkt werden kann. Neben der Hemmung des
Tumorzellwachstums ist bei der Behandlung von Tumorerkrankungen eine Hemmung der
Tumorangiogenese wiinschenswert. Solide Tumore, die eine GroRe von 1 mm?®
Uberschreiten, konnen nicht mehr durch Diffusion erndhrt werden, sondern missen
Anschluss an das Gefalisystem finden [4]. Durch Hemmung der Tumorangiogenese kann
die Versorgung der Tumore mit Nahrstoffen gestort und vermutlich die Ausbreitung bzw.
Metastasierung verhindert werden [4, 38]. Die Auswirkungen einer Kombinationstherapie
mit einem Immunsuppressivum auf glatte Muskelzellen und damit auf die
Tumorangiogenese  wurden ebenfalls in dieser Studie untersucht. Die
Pankreastumorzellen MiaPaCa-2 und Panc-1 sowie die glatten Muskelzellen hCASMC
wurden dazu mit verschiedenen Konzentrationen und Kombinationen der verschiedenen
Immunsuppressiva mit Gemcitabin in klinisch relevanten Dosierungen in vitro behandelt

[1, 24, 34].

Bedeutung von mTOR-Inhibitoren in Monotherapie bei malignen

Erkrankungen

Auf der Suche nach neuen Therapieoptionen bei Tumorerkrankungen ist in den letzen
Jahren das Interesse an mTOR-Inhibitoren gestiegen. mTOR , eine Proteinkinase der
Phosphatidylinositol-3-Kinase, spielt eine zentrale Rolle bei der Kontrolle des
Tumorzellwachstums [9]. Medikamente, die an der mTOR-Kinase angreifen, hemmen
Signale, die fir den Zellzyklus, das Zellwachstum und die Proliferation in gesunden und
malignen Zellen verantwortlich sind [8, 23, 31, 36]. Die Wirkung von mTOR-Inhibitoren
auf Zellen des Immunsystems wird in der Transplantationsmedizin zur Prophylaxe einer
akuten und chronischen AbstoRungsreaktion nach Transplantationen genutzt [12]. Fir die
Tumortherapie werden derzeit der mTOR-Inhibitor Sirolimus (Rapamycin), seine Derivate
Everolimus (RADOO01) und Temsirolimus (CCI-779) in klinischen Studien untersucht [9]. Die
antiproliferative Eigenschaft von mTOR-Inhibitoren auf Tumormodelle in vitro und in vivo

ist in zahlreichen Arbeiten nachgewiesen worden [21]. Fir Sirolimus wurde neben den
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immunsuppressiven Eigenschaften und dem antiproliferativen Effekt auf Tumorzellen
auch eine Hemmung der Zellproliferation in glatten Muskelzellen und damit der
Angiogenese gezeigt [14, 38-40]. Eine Monotherapie bei malignen Erkrankungen mit
Sirolimus und seinen Derivaten wurde in ersten klinischen Studien gut vertragen [9]. Seit
November 2007 ist Temsirolimus (CCI-779) wegen seinen antiproliferativen Eigenschaften
der erste mTOR-Inhibitor, der zur Behandlung einer Tumorerkrankung, dem
fortgeschrittenen Nierenzellkarzinom, in Europa zugelassen ist. Im Oktober 2009 erhielt
Temsirolimus von der EMEA (European Medicines Agency) ebenfalls die Zulassung fiir die

Behandlung des Mantelzelllymphoms [38].

Bedeutung von mTOR-Inhibitoren in Kombination mit einer traditionellen

Chemotherapie

Die Kombination eines mTOR-Inhibitors mit einer traditionellen Tumortherapie ist in den
letzten Jahren ebenfalls immer wieder untersucht worden. Ergebnisse einer
Phase |-Studie zeigen, dass eine Kombination von Temsirolimus mit Interferon-Alpha [20]
bzw. 5-Fluorouracil [27] zu einer gesteigerten Toxizitdt bei gleichzeitig niedrigerer
Dosierung flihrt. Fir Everolimus (RADOO1), einem relativ neuen mTOR-Inhibitor, wurde
kiirzlich gezeigt, dass es Zellen gegeniber Cisplatin sensibilisiert, indem es die durch p53
induzierte p21-Expression hemmt [3]. Darliber hinaus berichten Pacey et al. liber eine
Wirkungsverstarkung von Gemcitabin in Kombination mit Everolimus [22]. Bei allen
bisherigen Studien ist jedoch keine pharmakologische Interaktion zwischen den
Medikamenten zu beobachten gewesen, wobei wegen der begrenzten Anzahl von
Studien diesbeziiglich noch keine endgiiltige Aussage getroffen werden kann. Es scheint
sich aber abzuzeichnen, dass die erhdhte Toxizitdt der Kombinationstherapie auf die
verdnderte Expression von Enzymen, die am Medikamentenstoffwechsel beteiligt sind,
zurlickzufliihren ist [9]. Ebenfalls denkbar ware, dass die Medikamente unabhangig
voneinander ihre Wirkung entfalten und so in Kombination einen groBeren toxischen
Effekt erzielen.

In von uns veroffentlichten Ergebnissen konnten wir zeigen, dass Everolimus den
antiproliferativen Effekt von Gemcitabin in MiaPaCa-2 und Panc-1 Zellen bei klinisch
relevanten Dosierungen steigert [35]. Bei den Versuchen fiir meine Arbeit hingegen war

dieser Effekt nicht zu beobachten. MiaPaCa-2 und Panc-1 Zellen konnten in ihrem
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Wachstum durch eine Monotherapie mit einem mTOR-Inhibitor nicht signifikant
gehemmt werden. Auch bei einer Kombination mit Gemcitabin zeigte sich keine
Wirkungsverstarkung des Zytostatikums durch den mTOR-Inhibitor.

Bei glatten Muskelzellen fihrte die Behandlung mit einem mTOR-Inhibitor jedoch zu
einem deutlichen antiproliferativen Effekt der mTOR-Inhibitoren. Sowohl Sirolimus als
auch Everolimus in Monotherapie hemmten die Proliferation entscheidend. Durch eine
Kombination des mTOR-Inhibitors mit Gemcitabin konnte diese toxische Wirkung weiter
verstarkt werden. Folglich muss angenommen werden, dass die Therapie mit einem
mTOR-Inhibitor die Proliferation der glatten Muskelzellen und somit die
Tumorangiogenese hemmt. Die Ergebnisse stellen lediglich in vitro-Beobachtungen dar
und koénnen nicht einfach auf in vivo Bedingungen Ubertragen werden. Weitere
Untersuchungen in vivo und in klinischen Studien missen zeigen, ob diese
Beobachtungen dort ebenfalls zu erkennen sind und vielleicht mTOR-Inhibitoren eine

neue Therapieoption beim Pankreaskarzinom darstellen.

Mycophenolat bei der Behandlung des Pankreaskarzinoms

Mycophenolat (MMF) ist ein selektiver, nicht-kompetitiver und reversibler Inhibitor der
Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) und somit ein Schlisselenzym in der
De-novo-Synthese von Purinen, auf die vor allem T-und B-Lymphozyten angewiesen sind,
wahrend andere Zellen einen groBen Teil ihrer Purine wiederverwenden koénnen
(,salvage pathway”). Bevorzugt wird die DNS-Synthese der Lymphozyten gehemmt,
weshalb Mycophenolat als Immunsuppressivum zur Prophylaxe sowohl bei einer akuten
als auch bei einer chronischen AbstoBung nach Transplantationen eingesetzt werden
kann [2, 37]. In aktuellen Studien wird neben den immunsuppressiven auch Uber die
zytotoxischen Eigenschaften von MMF in anderen Zellen berichtet [32-33, 37]. Das
Zellwachstum konnte in vitro bei Pankreastumorzellen und glatten Muskelzellen
gehemmt werden [33]. Diese Erkenntnisse konnten eine neue Therapieoption beim
Pankreaskarzinom darstellen.

In der vorliegenden Studie wird der ausgepragte zytotoxische Effekt von Mycophenolat
auf Pankreastumorzellen in vitro bestatigt. Bei MiaPaCa-2 und Panc-1 Zellen, die mit einer
Kombination aus Mycophenolat und Gemcitabin behandelt wurden, konnte eine

Steigerung des antiproliferativen Effekts im Vergleich zu einer Gemcitabin-Monotherapie
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beobachtet werden. Der additive antiproliferative Effekt des Immunsuppressivums ist
dosisabhangig und wachst mit steigender Konzentration.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass durch eine Kombinationstherapie neben dem
Tumorzellwachstum auch die Proliferation in glatten Muskelzellen gehemmt werden
kann. Wie bei den Tumorzellen ist der zytotoxische Effekt von Mycophenolat ebenfalls bei
einer Monotherapie zu beobachten. Wird Mycophenolat kombiniert mit Gemcitabin
angewendet, steigert es dosisabhangig den antiproliferativen Effekt von Gemcitabin.

Eine weitere wichtige Beobachtung ist, dass der additive Effekt von MMF auf Gemcitabin
bei Dosierungen erreicht wird, die auch in vivo als unbedenklich angesehen werden
[1, 34].

Somit kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass eine Kombinationstherapie mit
MMF bei der Behandlung des Pankreaskarzinoms in vitro zwei Auswirkungen hat: Zum
einen wird die Tumorzellproliferation deutlicher gehemmt, zum anderen kann die
Tumorangiogenese gehemmt werden. Letzeres flihrt zu einer Mangelversorgung des
Tumors mit Nahrstoffen und kann somit vermutlich eine weitere Ausbreitung bzw.
Metastasierung verhindern. In weiteren Studien muss nun geklart werden, ob die in vitro

beobachteten Effekte auch in vivo erkennbar sind.
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5. Zusammenfassung

Das duktale Pankreaskarzinom ist die vierthdufigste tumorbedingte Todesursache in
Deutschland. Wegen mangelnder Frilhsymptome und einer aufgepragten
Metastasierungstendenz hat es eine infauste Prognose, ein kurativer Therapieansatz ist
nur in seltenen Fallen moglich. In der Palliativtherapie verbessert das Zytostatikum
Gemcitabin das Uberleben und die krankheitsbezogenen Symptome des Patienten.

In den letzten Jahren sind Immunsuppressiva zur Behandlung von Tumorerkrankungen
ndaher untersucht worden, um neue Therapieoptionen zu finden. In verschiedenen
Arbeiten konnte fir Sirolimus , Everolimus und Mycophenolat ein antiproliferativer Effekt
gezeigt werden, wobei bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht endgiltig geklart ist , ob
Immunsuppressiva Pankreaskarzinomzellen gegeniliber einer Gemcitabin-Behandlung
sensibilisieren kénnen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von
Immunsuppressiva sowohl in Monotherapie als auch in Kombination mit dem
Standardtherapeutikum Gempcitabin in vitro naher untersucht.

Bei der Behandlung von malignen Erkrankungen ist neben der zytostatischen Behandlung
die Angiogenese immer mehr in den Mittelpunkt der Forschung geriickt. Die Hemmung
der Tumorangiogenese kann die Versorgung des Tumors mit Nahrstoffen stéren und so
vermutlich das Wachstum und die Metastasierung des Tumors hinauszégern. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde ebenfalls der Einfluss von Immunsuppressiva in Kombination mit
Gemcitabin auf vaskulare glatte Muskelzellen ndaher betrachtet.

Bei den Versuchen wurden Pankreastumorzellen (MiaPaCa-2 und Panc-1) und vaskulare
glatte Muskelzellen (hCASMC) unter Standardbedingungen kultiviert und mit
verschiedenen Medikamentenkombinationen und -konzentrationen behandelt. Neben
dem Zytostatikum Gemcitabin wurden die Zelllinien mit den Immunsuppressiva Sirolimus,
Everolimus und Mycophenolat behandelt. Die Auswirkungen der Behandlung auf das
Zellwachstum wurde mit Hilfe des BrdU-Immunoassays bestimmt.

Mycophenolat steigerte in vitro zum einen den zytotoxischen Effekt einer Gemcitabin-
Behandlung, zum anderen konnte die Tumorangiogenese gehemmt werden. Die
Kombinationstherapie mit Mycophenolat sensibilisierte somit Pankreaskarzinomzelllinien
gegenlber der zytostatischen Therapie mit Gemcitabin und die dazugehdrigen
ECso-Werte konnten gesenkt werden. Ein zytotoxischer Effekt von Mycophenolat bei

MiaPaCa-2, Panc-1 und hCASMC-Zellen konnte ebenfalls belegt werden. Bei
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MTOR-Inhibitoren war ein additiver Effekt auf die Gemcitabin-Behandlung in beiden
Tumorzelllinien in vitro nicht zu beobachten, jedoch konnte das Zellwachstum der glatten
Muskelzellen und damit die Tumorangiogenese entscheidend gehemmt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind erfolgsversprechend, wobei zu beachten ist, dass es sich
um in vitro Untersuchungen handelt. Weitere Studien missen belegen, ob die
beschriebenen Effekte auch in vivo erzielt werden kénnen und somit kiinftig eine neue

Therapieoption fiir die Behandlung des Pankreaskarzinoms zur Verfligung steht.
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