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2 Einleitung

2.1 Tumorangiogenese

Der Energiebedarf menschlicher Zellen wird unter Normalbedingungen vorrangig durch
den oxidativen Abbau von Nihrstoffen gewonnen. Voraussetzung fiir die Energie-
gewinnung durch den aeroben Stoffwechsel ist die Anwesenheit von Substraten, wie
Kohlenhydrate, Eiweife und Fette — sowie von molekularem Sauerstoff in ausreichenden
Konzentrationen. In gesundem Gewebe kann eine ausreichende Sauerstoffversorgung
gewihrleistet werden, wenn Sauerstoffpartialdriicke (pO2:-Werte) von 25-65 mmHg

vorliegen. Ein solcher Oxygenierungsgrad wird als normoxisch bezeichnet.

Tumore weisen dagegen hiufig Gewebeareale auf, in denen hypoxische Bedingungen, d.h.
niedrige pO2-Werte zwischen 0 und 10 mmHg, herrschen (86). VAUPEL et al. haben
diesen Sachverhalt fiir einige Tumorentititen dargestellt (117). Zur Kompensation der
Hypoxie werden durch Tumorzellen Wachstumsstoffe abgegeben, die das Einsprossen
neugebildeter Gefiffe verursachen und so auf eine verbesserte Sauerstoff- und
Néhrstoffversorgung hinwirken. Die unkontrollierte und rasche Proliferation vieler
Neoplasien verhindert jedoch meist die Ausbildung eines Gleichgewichtes zwischen
Sauerstoffangebot und —bedarf, da die Neoangiogenese in der Regel verzogert und
langsamer einsetzt. Eine unzureichende Vaskularisierung erschwert die Sauerstoff-
diffusion aufgrund des zunehmenden Abstandes zwischen Kapillare und den zu
versorgenden Zellen. Hypoxische Zustinde bestehen somit fort und unterhalten die
weitergehende Stimulation der Tumorneovaskularisation. Die ununterbrochenen
Proliferationsreize fiir endotheliale Zellen erschweren die Ausreifung der neu angelegten
Gefifle, wodurch die Ausbildung eines geordneten wund funktionstiichtigen

Kapillarsystems innerhalb des Tumorgewebes beeintrachtigt wird (9,68,69,116).
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Zusitzlich kann sich eine verminderte O2-Transportkapazitit bei tumorbedingter Anémie

nachteilig auf die Oxygenierung auswirken (115).

Hypoxie ist fiir die Therapie von Tumorerkrankungen von grofier Bedeutung, da sie die
Effektivitit von sauerstoffabhdngigen Zytostatika, wie beispielsweise den Oxazaphos-
phorinen, oder auch die Wirksamkeit einer Strahlentherapie beeintrichtigen kann (114).
Durch Hypoxie werden Verdnderungen im Genom neoplastischer Zellen induziert, die
eine Resistenzbildung gegeniiber Chemo- und Radiotherapien begiinstigen und malignes
Fortschreiten durch zunehmende Tumoraggressivitit, Tumorangiogenese und folglicher
Metastasierung fordern (115). In dieser Problematik spielt das Tumorsuppressorgen p53
eine entscheidende Rolle. Dieses wird hdufig als ,Wachter des Genoms® bezeichnet, da es
insbesondere fiir die genomische Integritit der Zelle eine wichtige Rolle spielt.
Mutationen am p53-Gen in Tumorzellen fithren zu einer Minderung des p53-vermittelten
Abbaus des Hypoxia-Inducible-Factors-1 (HIF-1) (102). HIF-1 fordert die Angiogenese
iiber eine verstirkte Expression des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (16).
Ebenso entfillt der stimulierende Effekt des p53 auf die Produktion des Angiogenese-
inhibitors Thrombospondin-1 (84). Es resultiert ein Ungleichgewicht zugunsten der pro-

angiogenetischen Faktoren.

Seit mehr als drei Jahrzehnten ist die Notwendigkeit einer suffizienten Gefifsversorgung
fiir das Wachstum von Tumoren sowie fiir die Ausbildung von Metastasen bekannt. Im
Jahre 1972 bewiesen GIMBRONE et al. dieses Erfordernis, indem sie Tumorfragmente in
Hornhéute von Kaninchenaugen implantierten und im Folgenden beobachteten, wie neu-
gebildete Kapillaren in die normalerweise avaskuliren Korneae einwuchsen. Die neo-
vaskularisierten Tumorimplantate nahmen stetig an Grofie zu, wogegen in einem anderen
Experiment gezeigt wurde, daff die Tumore eine Grofie von 0,4 mm nicht iiberschreiten
konnten, wenn die Anndhrung von Kapillaren an das Tumorgewebe verhindert wurde.

Eine Erklidrung fiir diesen Zusammenhang fanden BREM et al., HOLMGREN et al. sowie
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PARANGI et al. durch den Nachweis von ausgedehnten Nekrosen und durch verstarkte

Induktion von Apoptose bei Tumorzellen mit mangelhafter Gefifiversorgung (18,71,96).

Beim Erwachsenen tritt die Angiogenese beispielsweise beim weiblichen Reproduktions-
zyklus oder bei der Wundheilung in Erscheinung, ansonsten befinden sich Gefif3zellen in
den nicht-proliferativen Phasen des Zellzyklus. Diese Ruhephasen koénnen jedoch
unterbrochen werden, wenn - wie zuvor beschrieben — durch Tumorzellen die
Neoangiogenese induziert wird. Dieser Vorgang ist sehr komplex und wurde von
verschiedenen Autoren, u. a. AUERBACH et al., COCKERILL et al. und FOLKMAN
zusammengefafdt (5,27,44). Ohne eine eigene Gefidfsversorgung kénnen Tumore nur eine
Grofie von 1-2 mm im Durchmesser erreichen. Diese Grofienordung entspricht der
Distanz, in der Sauerstoff und Nahrstoffe per Diffusion zur Zelle transportiert werden
konnen (45). Wichst der Tumor weiter an, so entsteht eine lokale Gewebshypoxie, die
normalerweise, durch Induktion der Apoptose, zum Zelltod fithren wiirde. Damit ein
Tumor diese diffusionsbedingte Grofsenbegrenzung iiberschreiten kann, wird durch
Abgabe von endothelialen Wachstumsfaktoren die Ausbildung eines eigenen
Gefifdsystems veranlafdt. Neovaskularisation fordert das Tumorwachstum in zweierlei
Hinsicht: Einerseits fithrt die Perfusion des malignen Gewebes zu einer verbesserten
Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung, andererseits stimulieren umgekehrt die neu gebilde-
ten Endothelzellen die Proliferation der angrenzenden Tumorzellen durch Abgabe von

Wachstumsfaktoren.

Die meisten menschlichen Tumoren leiten zu Beginn ihres Wachstums noch keine
Angiogenese ein. Sie bleiben zunichst klein oder in-situ, unter Umstédnden bis zu Jahren
nach ihrem Entstehen. Findet jedoch zu einem nicht vorhersehbaren Zeitpunkt der
~Angiogenic Switch® statt, wird die Vaskularisierung eingeleitet und der Tumor beginnt,
sich auszubreiten (46). Die molekularbiologischen Vorginge des ,,Angiogenic Switch® sind

noch sehr unklar. Fest steht jedoch, daf3 die Angiogenese sowohl durch endogene
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Aktivatoren als auch Inhibitoren reguliert wird. Es ist davon auszugehen, dafd normaler-
weise ein Gleichgewicht zwischen Aktivatoren und Inhibitoren vorliegt, und der ,Angio-
genic Switch® erfolgt, sobald sich dieses Gleichgewicht zugunsten der Aktivatoren ver-

schiebt (46).

Doch wie konnen wachsende Tumoren in dieses Gleichgewicht eingreifen? Studien haben
gezeigt, daff Tumorzellen in der Lage sind, die notwendigen Faktoren fiir das Aussprossen
von neuen Kapillaren selbst bilden zu konnen. Die bekanntesten und bedeutendsten
tumorassoziierten Angiogenesefaktoren sind bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) und
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Ein Uberblick iiber wichtige Faktoren der

Tumorangiogenese ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle1 Ubersicht einiger endogener Angiogeneseaktiva-
toren und -inhibitoren

Aktivator Inhibitor

VEGF Thrombospondin-1
bFGF Endostatin
Angiopoietin-1 Angiostatin
Interleukin-8 Vasostatin

TNF-a Angiopoietin-2

Hepatocyte Growth Factor

VEGF ist einer der wichtigsten Wachstumsfaktoren fiir die Neubildung von Blutgefifen
(40). Es handelt sich bei der am haufigsten vorkommenden Isoform VEGFiss um ein
Heparin bindendes, homodimeres Glykoprotein von 45 kDa (41). Physiologisch spielt
VEGF eine wichtige Rolle bei der embryonalen und frithen postnatalen Entwicklung
(25,39), bei Skelettwachstum, enchondraler Knochenbildung (51) sowie beim Ovarial-
zyklus (99). Aber auch auf pathologische Zustinde nimmt VEGF Einflu8. VEGF stimuliert

die Neoangiogenese von Tumoren (33,43), ebenso wie intraoculire Neovaskularisationen
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bei diabetischer Retinopathie (1,88). Dariiber hinaus wird VEGF mit entziindlichen

Erkrankungen (33) und dem Hirnédem (81) in Verbindung gebracht.

Der Hauptstimulus fiir eine verstirkte VEGF-Expression durch Tumorzellen und das
angrenzende Stroma (40) ist ein reduzierter Sauerstoffpartialdruck (86,115,129).
SHWEIKI et al. beobachteten in Experimenten eine gesteigerte VEGF-Expression in hyp-
oxischen, inneren Schichten von avaskuliren Tumorsphiroiden. Diese Uberexpression

lief} nach, sobald die Sphiroide in oxygeniertes Medium iiberfithrt wurden (109).

In-vitro verhindert VEGF iber seinen Rezeptor VEGFR-2 die Apoptose von
Endothelzellen (50). In-vivo wirkt VEGF auf vaskulire Endothelzellen und
Lymphgefifizellen mitogen, wobei sich die VEGF-Abhinigkeit dieser Zellen mit der
Gefafireifung, durch Anlagerung von Perizyten, mindert (9). Die Gefafdpermeabilitit wird
durch VEGF {iiber eine Down-Regulation von Adhédsionsmolekiilen gesteigert (127). Es
kommt dadurch zu einem Anstieg des interstitiellen Druckes, was sich nachteilig auf den
Sauerstoff- und Néhrstoffversorgung auswirkt (121). NO-vermittelt erfolgt eine Vasodil-
atation (40). Die modulierenden Effekte von VEGF betreffen hauptsichlich Endothel-
zellen, zumal diese die einzigen Zellen sind, die dauerhaft VEGF-Rezeptoren exprimieren.
Dariiber hinaus konnten NAMIKI et al. nachweisen, daff VEGF in &uflerst geringen

Mengen auch durch Endothelzellen produziert wird (93).

2.2 Oxazaphosphorine

Zu den heute gebrauchlichen Oxazaphosphorin-Zytostatika gehoren die Substanzen
Cyclophosphamid, Ifosfamid und Trofosfamid. Unter den antineoplastischen Wirkstoffen
zdhlen sie, neben Chlorambucil, Busulfan und einigen weiteren, zu den alkylierenden
Substanzen, den édltesten und am hidufigsten eingesetzten Chemotherapeutika (113). Ihr

Ursprung liegt im Senfgas, das als biologische Waffe im ersten Weltkrieg eingesetzt
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wurde, und von dessen toxischen Auswirkungen auf den Menschen durch KRUMBHAAR
und KRUMBHAAR im Jahre 1919 berichtet wurde. Thre Erkenntnisse wurden zu-
sammengefaf3t im Jahre 1958 von KARNOFSKI wiedergegeben, der die Auswirkungen der
nahe verwandten Stickstoff-Lost Verbindungen in der Behandlung von Neoplasien
erforschte (75). Stickstoff-Lost gilt als Prototyp der alkylierenden Zytostatika. Abbildung
1 gibt eine Ubersicht iiber den chemischen Aufbau der Oxazaphosphorine und zeigt ihre

Strukturdhnlichkeit zu den Ausgangssubstanzen:

Senfgas Stickstofflost
,CH,CH.CI ~CH,CH,CI
S H3C—N\
NCH,CH,CI CH,CH,Cl

Oxazaphosphorine

Cyclophosphamid Ifosfamid Trofosfamid
[ I
@) H,CH,CI
O\FI> N —N CH,CH,CI \F|>—N/C 2m 2
N CH ,CH,CI N_ \CH ,CH,CI
C H,Cl C H,Cl
Abbildung 1 Chemotherapeutika aus der Gruppe der Oxazaphosphorine

sowie deren Ausgangssubstanzen

Alkylantien sind chemisch labil und neigen dazu, hochreaktive Alkyl-Reste abzuspalten.
Diese bilden an elektronenreichen, nukleophilen Stellen von Proteinen kovalente Bind-
ungen aus, wobei bevorzugt Reaktionen mit Schwefel-, Stickstoff-, Sauerstoff- oder
Phosphoratomen eingegangen werden. An der DNA ist bevorzugt die Base Guanin am
Stickstoffatom an Position 7 (N7), und weniger hédufig an Os und Ni, betroffen. Die
Bindungen erfolgen jedoch in einer ungleichmifiigen Verteilung. Zum einen werden
bestimmte Basensequenzen bevorzugt gebunden, zum anderen koénnen, bei Betrachtung
der Tertidrstruktur, internukleosomale DNA-Abschnitte (sog. Linker-Regions), an denen

—6—
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DNA nicht um Histone gewunden ist, verbesserte Angriffspunkte fiir alkylierende
Substanzen bieten (24,37,38,61). Die bifunktionelle, kovalente DNA-Bindung der
Alkylantien fithrt auf verschiednen Wegen zum Zelltod. Dieser tritt mit dem DNA-
Transkriptions- bzw. DNA-Replikationsversuch der Zelle ein. Es entstehen Strangbriiche
und Cross-links durch Vernetzungen innerhalb eines Stranges oder Quervernetzungen
zwischen komplementdren Stringen, Basendeletionen und Ringdffnungen werden
verursacht, sodafd die geschidigte DNA nicht mehr als Replikationsvorlage dienen kann

(113).

2.2.1 Cyclophosphamid

Im Jahre 1930 entdeckten SELIGMAN et al., da eine Vielzahl von soliden Tumoren das
Enzym Phosphoamidase iiberexprimieren (106). Mit dieser Entdeckung, so hofften sie,
liefRe sich ein besonders nebenwirkungsarmes Zytostatikum zur Behandlung maligner
Erkrankungen finden. Dieses miif$te in einer nicht-toxischen, inaktiven Form zu verab-
reichen sein, und erst lokal, von der tumoreigenen Phosphoamidase in die zytotoxische,
aktive Form iiberfiihrt werden. Diese Uberlegung aufgreifend, entdeckte wenig spiter der
deutsche Wissenschaftler Norbert BROCK den Wirkstoff Cyclophosphamid mit
ausgezeichneten zytostatischen Eigenschaften im Tierversuch (4,85). Klinische Experi-
mente bestitigten im folgenden die zuvor gefundene Wirksamkeit auf Krebserkrank-
ungen (54,80,94). Man fand jedoch bald darauf heraus, dafd die Aktivierung des Cyclo-
phosphamid nicht im Tumor, sondern, durch Cytochrom P-450 abhingige Oxidasen, in
der Leber stattfindet. Durch hepatische Transformation entsteht das gewebeginige 4-
Hydroxycyclophosphamid (4OH-Cyclophosphamid) und Aldophosphamid. Die 4OH-
Metaboliten zerfallen entweder spontan in den zytotoxisch wirksamen Metaboliten
Phosphoramid-Lost und in Acrolein, oder sie werden durch die Aldehyd-Dehydrogenase
abgebaut (28). Dabei wird dem bifunktionellen Phosphoramid-Lost die alkylierenden
Eigenschaften zugeschrieben, wihrend Acrolein renal ausgeschieden und daher fiir

hdmorrhagische Zystitiden im Zusammenhang mit einer Cyclophosphamid-Therapie

—7-
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verantwortlich gemacht wird. Zur Priavention von Nebenwirkungen erhalten Patienten,
neben einer hinreichenden Flissigkeitszufuhr, das Medikament Mesna, das als SH-
Gruppen Donator schidigende Acrolein-Molekiile abfangt. Cyclophosphamid kann oral
oder intravends verabreicht werden. Seine Plasmahalbwertszeit betrdgt 4 bis 6,5 Stunden

(6), die von 4OH-Cyclophosphamid weniger als 3 Minuten (72).

Cyclophosphamid wird bei einer Vielzahl von malignen Erkrankungen eingesetzt.
Dariiberhinaus wird es bei rheumatischen Erkrankungen angewendet und dient als
Immunsuppressivum. Als Teil einer Kombinationschemotherapie wird es bei Non-
Hodgkin- und Hodgkin-Lymphomen, Leukdmien, Mamma- und Bronchial-Karzinomen,
beim Multiplen Myelom sowie bei Sarkomen verabreicht. Ebenso dient es zur Hoch-

Dosis-Therapie von Lymphomen und soliden Tumoren (2,34,35,52,63).

2.2.2 Trofosfamid

Die antineoplastische Aktivitit von Trofosfamid wurde erstmals 1967 am Yoshida Aszites
Sarkom bei Ratten gezeigt (20), erste klinischen Erfahrungen folgten 1970 durch DRINGS
et al. (32). Trofosfamid besitzt, bei gleichem Wirkmechanismus, eine stirkere Lipophilie
als Cyclophosphamid, und wird deshalb ausschlief8lich auf oralem Wege verabreicht (19).
Wie bei Cyclophosphamid handelt es sich auch hier um eine inaktive Vorstufe, die zum
Teil, iiber eine Cytochrom P450 abhingige Hydroxylierung am ringstindigen Cs
Kohlenstoff, in den biologisch aktiven Metaboliten 4OH-Trofosfamid umgewandelt wird
(119). Zusitzlich wird Trofosfamid zu einem grofien Teil zu Ifosfamid und zu einem
geringen Teil zu Cyclophosphamid metabolisiert (19,66,101). Die weiteren
Metabolisierungsschritte entsprechen den der iibrigen 4OH-Oxazaphosphorinen: 4OH-
Trofosfamid zerfallt spontan zu Trofosfamid-Lost und Acrolein, 40H-Cyclophosphamid —
wie oben dargestellt — zu Phosphoramid-Lost und Acrolein und 4OH-Ifosfamid zu

Ifosfamid-Lost und Acrolein. Aus Ifosfamid entsteht zusitzlich 2- und 3-Dechloro-
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ethylifosfamid, bei deren Umwandlung das zytostatisch wirksame Nebenprodukt Chlor-

acetaldehyd gebildet wird (17,22,83).

Trofosfamid zeigte bei zahlreichen malignen Erkrankungen eine gute Wirksamkeit und
war teilweise, bei milder Toxizitdt, Cyclophosphamid iiberlegen (119). Die Myelotoxizitdt
gilt als héufigste, dosislimitierende und dosisabhidngige Nebenwirkung. Urotoxizitat wird
bei Trofosfamid seltener beobachtet als bei den anderen Oxazaphosphorinen. Fiir die orale
Erhaltungstherapie beim Non-Hodgkin-Lymphom hat sich die tdgliche Einnahme von 3 x

50 mg als gut tolerabel fiir Patienten erwiesen (126).

Die effektive, orale Verabreichungsform und die gute Vertrdglichkeit des Trofosfamid
erlauben einen bevorzugten Einsatz im ambulanten Bereich. Bisher wurde Trofosfamid in
Studien bei Mamma-, Ovarial- und Bronchialkarzinomen, bei Weichteilsarkomen und bei

Non-Hodgkin Lymphomen (11,65,73,79,119,125) eingesetzt.

2.2.3 Antiangiogenese und metronomische Therapiekonzepte

In den 60er Jahren zeigten priklinische Studien die hochsten Heilungsraten in der
Tumortherapie, wenn maximal tolerable Dosen (MTD) des Zytostatikums verabreicht
wurden (110). Die MTD ist die Hochstdosis eines Medikaments, die ohne Auswirkung auf
das Uberleben und ohne schwere Nebenwirkungen verabreicht werden kann. In der
Onkologie gilt beispielsweise eine Leukopenie vom WHO-Grad II (2.000-3.000/pl) als
Grenzwert (119). Als nachteilig erweisen sich, bei Verabreichung derart hoher Dosen, die
darauf folgenden ausgedehnten Therapiepausen, die zur Regeneration des gesunden
Gewebes erforderlich sind. Wahrend dieser Pausen erholen sich nicht nur gesunde
Gewebe, sondern auch die genomisch instablilen und zu Mutationen neigenden
Tumorzellen. Dabei wird durch Selektion die Ausbildung von Medikamentenresistenzen

erleichtert, und die Ansprechraten bei Chemotherapien sinken zum Teil erheblich (7).
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In Kenntnis der fiir das Tumorwachstum notwendigen Angiogenese, richteten KERBEL et
al. und BOEHM et al. ihr Augenmerk auf die genomisch stabilen GefifSendothelzellen,
von denen sie eine Resistenzbildung nicht erwarteten (15,77). Um deren Wachstum im
Tumorgefifibett effektiv zu unterdriicken, entwickelten BROWDER et al. einen
antiangiogenetischen Therapieplan fiir Cyclophosphamid, bei dem die Chemotherapie in
kiirzeren Intervallen, ohne die lingeren Pausen verabreicht wurde. Fiir dieses Vorgehen
scheiden viele andere Zytostatika, wie z.B. Anthracyckline, Taxane und Vincaalkaloide
aufgrund ihrer erheblichen kumulativen Toxizitdt aus. In der Studie von BROWDER et al.
konnte eine erhohte Apoptoserate der Endothelzellen erzielt werden, wovon im
Folgenden auch das Wachstum resistenter Tumorzellen gehemmt wurde (21). Im
tierexperimentellen Vergleich zeigte sich ein Vorteil dieser anti-angiogenetischen
gegeniiber der konventionellen Therapie. Das Tumorwachstum des chemosensitiven
Lewis-Lungenkarzinom lief} sich iiber den gesamten Therapie- und Beobachtungs-
zeitraum unterdriicken, und sogar bei dem chemoresistenten Lewis-Lungenkarzinom war
lange anhaltende Wachstumsunterdriickung moglich. Durch Zugabe des Angiogenese-
inhibitors TNP-470 konnte eine komplette Remission des resistenten Tumors erzielt

werden.

Diese Resultate sind sehr vielversprechend fiir die Tumortherapie, in der die Resistenz-
bildung einen grofRen Einfluf auf die Prognose und die Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Patienten ausiibt. Das von BROWDER et al. entwickelte Konzept, konventionelle Zyto-
statika zur Hemmung der Gefif8bildung einzusetzen, wurde mittlerweile von mehreren
Wissenschaftlern aufgegriffen, und wird aufgrund der frequenten und kontinuierlichen
Verabreichungsweise mit geringeren Einzeldosen als ,,metronomische Therapie“ bezeich-

net (48,58).

—10-



EINLEITUNG

2.3 Fragestellung

Die experimentell nachgewiesene Wirksamkeit metronomischer Chemotherapien, mit
dem Ziel, Tumorwachstum durch Hemmung der Tumorangiogenese zu unterdriicken,
eroffnen hoffnungsvolle, neue Wege in der Behandlung maligner Erkrankungen. Vorteile
metronomischer Therapieschemata kdnnen dabei in einem verbesserten Ansprechen und

in einem verminderten Auftreten von schweren Nebenwirkungen liegen.

Ziel dieser Studie war, die in-vivo festgestellte anti-angiogenetische Wirkweise des
alkylierenden Oxazaphoyphorinzytostatikums Cyclophosphamid bei metronomischer
Therapie durch in-vitro Untersuchungen zu untermauern, und diese mit der
angiostatischen Effektivitit des moglicherweise ebenfalls geeigneten, oral applizierbaren
Trofosfamid zu vergleichen. Zur Zeit gibt es nur sehr wenige Studien, in denen die
angiostatischen Auswirkungen von Cyclophosphamid in-vitro untersucht wurden. Zu
Trofosfamid liegen bisher, aufier den eigenen, keine weiteren in-vitro Untersuchungen
vor. Zeitgleich zu den hier vorgelegten in-vitro Ergebnissen konnten wir eine
angiostatische Potenz des Trofosfamid bei metronomischer Gabe im Tierexperiment

nachweisen.

Die Versuchsreihen in dieser Arbeit wurden an den histogenetisch unterschiedlichen,
menschlichen Tumorzelllinien S117 (Weichteilsarkom) und LX-1 (Bronchialkarzinom)
sowie an menschlichen Endothelzellen aus der Nabelschnur (HUVEC) durchgefiihrt. Die
in-vitro Experimente erfolgten sowohl unter normoxischen (20% O2), als auch unter
hypoxischen (1% O2) Bedingungen. Zum Vergleich von Tumor- und Endothelzellen
wurde das Proliferationsverhalten von Einzel- und Mischkulturen durch Analysen des
Zellwachstums und des Zellzyklus untersucht. Auferdem wurde die Zytotoxizitit von
40H-Cyclophosphamid und 4OH-Trofosfamid auf Tumor- und Endothelzellen bestimmt.
Abschliefsend wurde das Vorkommen des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) in
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zytostatisch behandelten und unbehandelten Einzel- und Mischkulturen von Tumor- und

Endothelzellen ermittelt.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Zelllinien und Zellkultur

Zelllinien

In den Experimenten wurden die humanen Tumorzelllinien ,S117% ein polymorph-
kerniges Sarkom der Schilddriise (nicht publiziert, in-vitro etabliert von H. Lohrke, 1985)
sowie ,LX1“ (3), ein nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom, verwendet. Beide Tumorzell-
linien wurden von der Firma ,Cell Lines Service®, Heidelberg bezogen. Des weiteren
wurden endotheliale Zellen aus der menschlichen Nabelschnurvene, HUVEC (Human
Umbilical Vein Endothelial Cells), eingesetzt. Diese wurden uns freundlicherweise von
Dr. med. K. Eggers (Arbeitsgruppe der Medizinischen Klinik II der Universitdt zu Liibeck,

unter Leitung von Dr. med. Remppis) zur Verfiigung gestellt.

Kultivierung

Die Kultivierung der Zellen erfolgte - soweit nicht anders angegeben - normoxisch, bei
20% Oz, 5% CO2, 37 °C und 98 % Luftfeuchtigkeit im Inkubator (Fa. Heraeus, Kendro
Laboratory Products, Langenselbold). Fiir beide Tumorzelllinien wurde RPMI1640
Medium (Fa. Cambrex, Versviers, Belgien) verwendet. Bei den Endothelzellen wurde ein
spezielles ,Endothelial Cell Growth Medium” (ECGM; Fa. Promo Cell, Heidelberg)

eingesetzt. Die Medien wurden wie folgt zusammengesetzt:

13-




MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 2 Zusammensetzung der Kulturmedien

Medium fir Komponente Volumen

S117 und LX1 RPMI 1640 450 mi
FKS (10%) 50 ml
Penicillin/Streptomycin (500x) 1 mi

HUVEC ECGM 450 mi
FKS (10%) 50 ml
Supplement Mix 2 mi

(mit 50 ng/ml Amphothericin B
und 50 pg/ml Gentamycin)

Bei Kulturbeginn wurden 106 Zellen in 20 ml des entsprechenden Mediums aufgenommen
und in Kulturflaschen (75cm? Fa. Nunc, Wiesbaden) ausgebracht. Darin wuchsen die

verwendeten Zellen als Monolayerkulturen.

Experimente unter hypoxischen Bedingungen wurden bei einem konstanten
Sauerstoffpartialdruck von 7 mmHg (1 % O2 vol/vol) im Inkubator (Modell 3319, Forma
Scientific, Thermo Life Sciences, Egelsbach) durchgefiihrt. Die Temperatur betrug 37 °C
bei Wasserdampfsittigung und 5 % COa.

Subkultivierung

Zum Aufrechterhalten eines gleichmifligen Wachstums durfte die Zelldichte in den
Kulturflaschen eine Subkonfluenz nicht iiberschreiten, weshalb alle 2-6 Tage neue
Passagen in geringerer Zelldichte ausgebracht werden muften. Dabei wurde zunéchst das
alte Ndhrmedium aus der Kulturflasche abgesaugt, und der mit Zellen besiedelte
Flaschenboden mit 10 ml NaCl (0,9 %) gespiilt. Danach wurde je nach Zelltyp soviel der
0,05 prozentigen Trypsin-Losung (Fa. Gibco BRL, Karlsruhe) hinzugefiigt, daf3 die
gesamte Kulturfliche gleichmifdig bedeckt wurde. Nach einer Einwirkzeit von 5 Minuten
bei 37 °C losten sich die Zellen von der Oberfliche. Nach Zusatz von 4 ml Medium wurde

die Zellsuspension in Falcon-Réhrchen aufgenommen und zentrifugiert. Die Endothel-

14—



MATERIAL UND METHODEN

zellen wurden 8 Minuten bei 1000 U/min (=173 x g) zentrifugiert, die Tumorzellen
5 Minuten bei 1300 U/min (=292 xg) (Zentrifuge ,Sepatech Megafuge 1.0, Heraeus,
Kendro Laboratory Products, Langenselbold). Das Zellpellet wurde anschlieffend, nach
Absaugen des Uberstandes, in frischem Medium resuspendiert und auf mehrere

Kulturflaschen verteilt. Diese wurden im Brutschrank wie oben beschrieben inkubiert.

3.1.2 Isolation von Endothelzellen (HUVEC)

Die Endothelzellen wurden aus der Vena umilicalis menschlicher Nabelschniire
gewonnen. Sie werden in der Fachliteratur als ,,Human Umbilical Vein Endothelial Cells,
abgekiirzt ,HUVEC®, bezeichnet. Freundlicherweise stellte uns die Arbeitsgruppe von
Dr. med. Remppis mehrere Zellpools zur Verfiigung, worin Endothelzellen von jeweils

fiinf verschiedenen Nabelschniiren enthalten waren.

Die Methode der Zellisolierung stiitzt sich auf das im Jahre 1973 von JAFFE etal.
beschriebene Isolationsverfahren, das im Folgenden zusammengefafit wird (74): Moglichst
wenige Stunden nach der Geburt mufd mit der Isolation begonnen werden, indem die
Nabelschnurvene zunichst auf Perforationen iiberpriift wird. Ist die Nabelschnurvene
unverletzt, wird eine Knopfkaniile an der Querschnittséffnung in die Vena umilicalis
eingefiihrt, vorgeschoben und mit einer Kocher-Klemme fixiert. Das kaniilierte Ende wird
daraufhin an einem Stativ aufgehidngt und die Vene mit 20 ml Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) zur Entfernung von Blutresten durchgespiilt. Nun erfolgt der
enzymatische Ablosevorgang der vendsen Endothelzellen: Das untere Ende der
Nabelschnur wird ebenfalls abgeklemmt und die Vene prall mit einer Enzymldsung,
bestehend aus 120 I.U. Dispase in 40 ml DMEM, gefiillt. Damit Dispase optimal wirken
und die Zellen aus der Venenwand herauslosen kann, mufd die gefiillte Nabelschnur
30 Minuten bei 37 °C im Wirmeschrank inkubiert werden. Im Anschluff wird die

Nabelschnur zur Erh6hung der Zellausbeute vorsichtig massiert. Nach Entfernung einer
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Klemme wird die Enzymlosung mit den darin befindlichen, aus dem Gewebsverband

abgelosten Zellen aufgefangen und in Kulturflaschen ausgebracht.

3.2 DurchfluBzytometrische Methoden

3.2.1 Analyse der Zellzyklusphasen

Zellen besitzen bei Eintritt in die Gi-Phase des Zellzyklus einen zweifachen (2C)
Desoxyribonukleinsdure-(DNA-)Gehalt. Wihrend der folgenden Synthese-Phase (S-

Phase) wird der DNA-Gehalt verdoppelt bis T

die Zellen in der darauf folgenden G2- und
G2-Phase G1-Phase
auch in der frithen Mitose-Phase einen

vierfachen (4C) DNA-Gehalt aufweisen. Je
Go-Phase
nach Fortschritt der S-Phase weisen Zellen
Synthese-Phase

einen DNA-Gehalt zwischen 2C und 4C auf

(siehe hierzu auch Abbildung 2). Abbildung 2 Phasen des Zellzyklus
Intrazelluldre, doppelstringige DNA kann
durch 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) markiert, und bei einer Absorptionswellenlinge
von 675 nm durchflufizytometrisch erfafdt werden. Die Intensitét der Fluoreszenz verhalt
sich direkt proportional zum DNA-Gehalt der einzelnen Zelle. Auf diese Weise kann jede
untersuchte Zelle einer Zellzyklusphase zugeordnet werden, wodurch es mdglich wird,

beim Betrachten einer ganzen Population Information iiber deren Proliferationsverhalten

zu erhalten (56,70,105).

Durchfiihrung

Die folgende Versuchsanordnung wurde sowohl unter normoxischen, als auch unter
hypoxischen Bedingungen durchgefiihrt. Die verwendeten Zellen wurden in PetriPerm®-

Schalen (& 50 mm; Fa. InVitro Systems & Services, Gottlingen) kultiviert. Diese besitzen
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einen gasdurchldssigen Membranboden, wodurch kultivierten Zellen ein optimales

Sauerstoffangebot zugefiithrt werden kann (97).

In jede PetriPerm®-Schale wurden 1 x 10¢ Zellen ausgesit. Nach 72 Stunden Wachstum
wurden die adhdrenten Zellen durch Trypsin-Zugabe (Fa. Gibco BRL, Karlsruhe) vom
Schalenboden geldst und zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in
200 Il PBS (Fa. Biochrom, Berlin) resuspendiert und 1ml der zuvor hergestellten

Dimethylsuberimidat- (DMS-) Fixationslosung hinzugegeben (59,62):

Tabelle 3 Zusammensetzung der DMS-Fixationslésung

Vor jedem Versuch wurde eine frische Fixationslésung angesetzt, indem
1 ml der Stocklésung zu 10 ml der Pufferlbsung gegeben wurde.

Komponente Menge/Volumen
Stock-Lésung:

Dimethylsuberimidat Pulver (Fa. Sigma, Deisenhofen) 100 mg
in Methylformamid (Fa. Fluka, Buchs, Schweiz) 1 mi
Puffer-Lésung:

TRIS (Fa. Sigma, Deisenhofen) 600 mg
und Na,SO, (Fa. Fluka, Buchs, Schweiz) 1000 mg
in Aqua dest. 100 ml

Die Zellen wurden 5 Minuten bei -20 °C fixiert und nach einmaligem Waschen in 100 pl
PBS resuspendiert. Zur Denaturierung der DNA wurden 1 ml 2M Salzséure (Fa. Merck,
Darmstadt) hinzugefiigt, dann wurden die Zellen 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert (104). Nach Zentrifugieren wurde der Uberstand vollstindig abgenommen. Das
Pellet wurde in 1 ml Borax (0,1M, Fa. Sigma, Deisenhofen) gel6st und 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS und abschlief3enden
Zentrifugieren wurde das Zellpellet in 1 ml PBS gel6st und in FACS-Rohrchen iiberfiihrt.
In Verdunkelung wurden der Zellsuspension 20 pl 7-AAD (1mg/2ml PBS, Fa. Sigma,
Deisenhofen) hinzugefiigt und diese fiir die Dauer von einer Stunde unter Lichtausschlufs

bis zur Messung aufbewahrt.
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Am Durchflufizytometer (Modell ,FACScan®, Becton Dickinson, New York, USA)

erfolgte die Untersuchung der vorbereiteten Zellen. Pro Versuchsansatz wurden zwischen

10 000 und 15 000 Zellen untersucht.

Auswertung

Nach Erfassung der durchflufdzytometrischen Daten wurden die Zellzyklusphasen mit

Hilfe der Software ,Cylchred 1.0.2“ (CytonetUK, Cardiff, England) analysiert. Die auto-

matisierte Berechnung der Phasenanteile stiitzt sich auf Algorithmen von ORMEROD et

al. (95). Abbildung 3 zeigt beispielhaft die Auswertung der Daten:

Markierung
der Peaks

100 200 300 400 500
Abbildung 3
des Zellzyklus
Die x-Achse stellt das Ausmall der

DNA-Fluoreszenz dar; y-Werte entsprechen
der Zellzahl / x-Wert.

Linkes Histogramm: Zun&chst missen die
Peaks der Kurve durch Linien markiert werden.
Der Schnittpunkt der linken Peak-Markierung
mit der x-Achse entspricht dem mittleren
x-Wert der Zellen in der Gy/Gs-Phase, der
Schnittpunkt der rechten entspricht dem
mittleren x-Wert der Zellen in der G,+M-Phase.
Die x-Werte der Zellen in der S-Phase liegen
zwischen den beiden Schnittpunkten.

|
100
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200

AUC (Gon und G2/M)

AUC (S-Phase)

300 400 500

Bildschirmausgabe der Software ,,Cylchred 1.0.2“ zur Analyse

Rechtes Histogramm: Nach diesen Vorein-
stellungen berechnet das Programm die
Flédchen unterhalb des linken und rechten
Peaks sowie des dazwischen liegenden Kur-
venabschnitts (engl.: area under the curve,
AUC). Der prozentuale Anteil der Zellen in der
Synthese-Phase 148t sich durch die Relation
des Teilflicheninhaltes ,AUC (S-Phase)“ zum
Gesamitflécheninhalt AUC (Gg+S+G/M) er-
rechnen.
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3.2.2 Berechnung der Dauer der Zellzyklusphasen

BEGG et al. und WHITE et. al. entwickelten ein Schitz-Verfahren, womit die Dauer der

Zellzyklusphasen S und G2+M (Ts, Tc2:m) sowie der potentiellen Verdoppelungszeit (Tpor)
berechnet werden kann (8,122,123,124).

Die Zellen miissen dazu 30 Minuten mit 5-Bromo-2-desoxyuridin (BrdU), welches
wihrend der Synthese-Phase anstelle von Thymidin in die DNA eingebaut wird,
inkubiert werden. Nach der Inkubation mit BrdU werden die Zellen weitere sechs
Stunden kultiviert. Nach dieser Wachstumsphase werden, durch Bindung
fluoreszierender BrdU-Antikdrper an zuvor inkorporiertes BrdU, die Zellen markiert, die
sich wihrend der halbstiindigen BrdU-Behandlung in der Synthese-Phase befanden.
Gleichzeitig erfolgt eine Markierung der DNA mit 7-AAD.

Analytisches Prinzip

Die analytische Methode der oben aufgefiihrten Autoren stiitzt sich auf drei Grofien, die
durch das Durchlaufen des Zellzyklus bestimmt werden:

. Die erste Grofle ist der Anteil der BrdU-markierten Zellen (labelled), die zum

Zeitpunkt der Messung (t = 6 h) noch keine Mitose eingegangen sind (undevided).
> flu(t)

. Die zweite Grofse ist der Anteil der BrdU-markierten Zellen (labelled), die sich
bereits geteilt haben (devided).
- fu(t)

. Als dritte Grofse wird der mittlere 7-AAD-Fluoreszenzwert (=DNA-Fluoreszenz)
der BrdU-markierten (labelled) Zellen benétigt.

> Fu
Zusitzlich ist der Mittelwert der DNA-Fluoreszenz der Zellen in Gi- und G2+M-Phase

(Fai und 1_762+M) erforderlich, um den ,Relative Movement“-Wert (RM(t)) der Zellen in

der S-Phase zu bestimmen:
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RM(t) = - —For

Fooem —Fai

~Relative Movement“ quantifiziert den Synthesefortschritt von Zellen in der S-Phase,
wobei dieser in Relation zur Gesamtdauer der S-Phase angegeben wird.

. zu Beginn der S-Phase: RM(t) = 0 %
. am Ende der S-Phase: RM(t) = 100 %

Folgende Formeln werden fiir die Berechnung von Ts, Tczm und Tpo: bei einer vermuteten

exponentiellen Wachstumsrate ¢ verwendet:

T, =~
c
ld
=0 f; )
Toym =t+
c
In(2)
Tpot = T
o Voraussetzung: Ts > t=6h >Teuu

e dh.f¥t)>0und RM < 100 %
Die in den Formeln aufgefiihrten Variablen v, c und 6 lassen sich wie folgt berechnen:

e L0
1- " (0)/2

\/—2(:05(e _32nj—1

t

CcC=

0= arccos{l — 3y (t)(l _ RM(t))}

L+ /" ()
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BrdU-Inkorporation

Zur Durchfiihrung dieser Versuchsreihe wurden jeweils 1 x 10° Zellen in einer Kultur-
flasche mit 75 cm? Adhisionsfliche kultiviert. Nach 72 Stunden Anzucht wurde mit der
BrdU-Inkorporation begonnen. Nach Entfernen des verbrauchten Mediums wurden die
Zellen mit 60 pl BrdU-Lésung in 20 ml Medium (30pM) fiir 30 Minuten unter
normoxischen Bedingungen inkubiert. Zur Herstellung der BrdU-Losung wurden 31 mg
BrdU (Fa. Sigma, Deisenhofen) in 10 ml PBS (Fa. Biochrom, Berlin) gel6st. Nach
Abnahme des Uberstandes wurde der Kulturboden zweimal mit PBS gespiilt und nach
Zugabe von 20 ml Medium erfolgte eine abschlief}ende Inkubation von 6 Stunden unter
normoxischen Bedingungen. Diese Versuchsreihe wurde nicht unter hypoxischen
Bedingungen durchgefiihrt, da durch mehrmalig notwendiges Offnen des
Hypoxieinkubators eine konstante O:-Konzentration von 1% nicht hitte gewdhrleistet

werden konnen.

Durchfiithrung

Die vorbereitenden Arbeitsschritte entsprechen der in Absatz 3.2.1 beschriebenen DNA-
Farbung mit 7-AAD. Zusitzlich zu diesen Arbeitsschritten wurden bei diesem Verfahren
20 pl des Anti-BrdU-FITC-Antikorpers (Klon F7210; Fa. DakoCytomation, Hamburg)
zugesetzt. Danach wurden die Proben eine Stunde unter Lichtausschlufd bis zur Messung
aufbewahrt. Am Durchflufizytometer (Modell ,FACScan®, Fa. Becton Dickinson, New
York, USA) wurden 10 000 bis 15 000 Zellen pro Versuchsansatz untersucht. Aus den

erhobenen Daten wurden anhand der Formeln (siehe Seite 20) Ts, Tczmund Tpor berechnet.
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Zur besseren Anschaulichkeit sind in der folgenden Abbildung 4 die durchflufdzyto-

metrisch erhobenen Daten beispielhaft dargestellt. Zur Geritesteuerung des ,FACScan“

wurde die Software ,,CellQuest 3.1f“ (Fa. Becton Dickinson, New York, USA) verwendet.

Zur Verarbeitung der Daten kam das Programm ,WinMDI 2.8“ (Joseph Trotter, The

Scripps Institue, La Jolla, CA, USA) zum Einsatz.

18.8% 35.0%

°

=
2 P

i

= 0 1023
36.6% 7-RRD -R 9.6%
Abbildung 4 Bildschirmausgabe der Software

Das Diagramm zeigt auf der x-Achse die DNA-
Fluoreszenz, also den 7-AAD-Gehalt. Auf der
y-Achse wird das Ausmall der BrdU-Anti-
kdérperbindung erfal3t. Die Diagrammpunkte
entsprechen je nach Farbe niedriger
(dunkelgrau) bis hoher (hellgrau) Zelldichte.

Das Platzieren des Quadrantenkreuzes mul3
so erfolgen, dal3 eine eindeutige Trennung der
Subpopulationen subjektiv nachvollziehbar ist.
Die Zellen im linken oberen Quadranten
entsprechen f"(t), d.h. sie haben BrdU
inkorporiert und sind innerhalb der sechs-
stiindigen Kultivierung eine Mitose einge-
gangen. Die Zellen im rechten oberen Quad-
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Quad x-MW y-MW Zellen %
OL 220,8 1446 2653 18,76
OR 3825 1998 5165 35,03
UL 2221 155 4966 36,55
UR 3930 294 1355 9,58

»WinMDI 2.8%

ranten entsprechen f"(t), d.h. sie wurden
ebenfalls markiert, sind aber noch keine Mitose
eingegangen.

In der Tabelle sind die, nach Plazieren des
Kreuzes, berechneten Quadranteninforma-
tionen dargestellt.

OL: oberer linker Quadrant
OR: oberer rechter Quadrant
UL: unterer linker Quadrant
UR: unterer rechter Quadrant
x-MW:  mittlerer x-Wert

y-MW:  mittlerer y-Wert



MATERIAL UND METHODEN

3.3 Photometrische Methoden

3.3.1 Der Kristallviolett-Assay zur Untersuchung des Proliferationsverhaltens
von $117, LX1 und HUVEC

Kristallviolett (N-hexamethylpararosanilin) ist ein Farbstoff, der in Nuclei von Zellen
nachweisbar ist, die vor Durchfithrung der im Folgenden beschriebenen Versuchs- und
Fixationsmethode vital waren. Der aufgenommene Farbstoff kann durch Zugabe von
Essigsdure aus den Zellkernen wieder herausgelost werden. Im Experiment entsteht
dadurch eine Farblosung, deren Intensitit photometrisch bestimmt wird und deren

Extinktionswerte mit der vorliegenden Zellzahl korrelieren (82).

Durchfiihrung

Fiir jede Zelllinie wurden pro Versuch acht PetriPerm®-Schalen (& 35 mm; Fa. InVitro
Systems & Services, Gottlingen) bendtigt, wovon vier unter normoxischen und vier unter
hypoxischen Bedingungen inkubiert wurden. Die Messungen erfolgten nach 24, 48, 72
und 96 Stunden. Zu Beginn wurden jeweils 5 x 10* Zellen in 2 ml Medium ausgesit. Zu
den oben genannten Mefizeitpunkten wurde die Inkubation je einer Zellkultur unter
normoxischen und hypoxischen Bedingungen beendet. Die folgenden Versuchsschritte

wurden mit beiden Schalen parallel durchgefiihrt:

Zunichst wurden die Zellen durch Zugabe von 150 pl Glutaraldehyd (11 % vol/vol; Fa.
Sigma, Deisenhofen) 15 Minuten fixiert. Nach Absaugen und dreimaligem Waschen mit
Aqua dest. erfolgte eine 5-10 miniitige Trocknungsphase in deren Anschlufi die Zellen
mit 1,25 ml der Kristallviolettlosung wihrend 20 Minuten bei 500 U/min auf dem
Plattenriittler bei Raumtemperatur gefirbt wurden. Zur Herstellung der 0,1 %%igen
Farbelosung wurden 100 mg Kristallviolett-Pulver (Fa. Sigma, Deisenhofen) in 100 ml
0,2 M Morpholinoethansulfonsdaure- (MES-) Puffer (pH 6,0; Fa. Gerbu, Gaiberg) gelost.
Nach Absaugen der Farblésung und fiinfmaligem Waschen erfolgte eine weitere

Trocknungsphase von 5-10 Minuten. Anschlief}end wurde der gebundene Farbstoff durch
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Zugabe von 1,25 ml Essigsdaure (10 % vol/vol; Fa. Merck, Darmstadt) aus den Zellkernen
herausgelést und zur photometrischen Messung auf eine 96er-Mikrotiterplatte iiberfiihrt.
Als Leerwert dienten 100 pl Essigsdure. Die Extinktionswerte wurden bei 590 nm
Wellenldnge mit dem Mikrotiterplatten-Photometer ,Multiskan RC“ (Fa. Dynex
Technologies, Chantilly, VA, USA) gemessen und durch Subtraktion des Leerwertes

korrigiert.

3.3.2 Der Kristallviolett-Assay zur Untersuchung der Zytotoxizitiat von Oxaza-
phosphorinen

Das im vorigen Abschnitt beschriebene Prinzip der Kristallviolett-Farbung nach KUENG

et. al. hat sich nicht nur fiir Untersuchungen des Wachstumsverhaltens, sondern auch fiir

Zytotoxizititsuntersuchungen bewidhrt (82). In dieser Versuchsreihe wurden 96-well

Lumox®-Mikrotiterplatten (Fa. InVitro Systems & Services, Gottlingen) verwendet, die,

ebenso wie PetriPerm®-Schalen, mit einem gasdurchldssigen Membranboden ausgestattet

sind (97).

Vorbereitung

Fiir jede Zelllinie wurden sechs Mikrotiterplatten vorbereitet: Zwei Platten fiir die unbe-
handelteten Kontrollen jeweils unter Norm- und Hypoxie, und insgesamt vier weitere fiir
die beiden Zytostasebehandlungen jeweils unter Norm- und Hypoxie. Zunidchst wurden
Zellsuspensionen von 3 x 10* Zellen/ml Medium vorbereitet, wovon im Folgenden je
100 pl, also 3.000 Zellen in die vorgesehenen Vertiefungen der Mikrotiterplatten
pipettiert wurden. Fiir die Kontrolle wurden — ebenso wie fiir jeden Konzentrationsschritt
— 6 x 3.000 Zellen ausgesiat. Um das Verdunsten des Mediums gering zu halten wurden je
100 pl Medium in die Randvertiefungen pipettiert. Die Zellen wurden nach Ausbringen

24 Stunden, unbehandelt, unter normoxischen bzw. hypoxischen Bedingungen inkubiert.
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Behandlung

Vor Beginn der Behandlung wurden Zytostatikalosungen der aktivierten Oxaza-
phosphorinmetaboliten in Konzentrationen von 2,5; 5; 10; 15; 20; 30; 40; 60 und 80 pmol/l
Medium hergestellt. Da Mafosfamid (Fa. Baxter Oncology, Frankfurt) in Medium zu
gleichen Anteilen in 4OH-Cyclophosphamid und Mesna zerfillt, wurde — zur besseren
Vergleichbarkeit — bei Gabe von 4OOH-Trofosfamid (Fa. Baxter Oncology, Frankfurt)
dquimolar Mesna (Urometixan®, Asta Medica) hinzugefiigt. Die Ansdtze fiir die unter

Hypoxie inkubierten Zellen wurden

mit Stickstoff begast.

Es wurden in sechs Vertiefungen
jeweils 100 pl der vorbereiteten
Zytostatikakonzentration  hinzuge-

figt (siehe Abbildung 5). Im Medium

lagen nun folgende Endkonzen-

Abbildung 5  Kristallviolett-Assay trationen vor: 1,255 2,5; 3; 7,5; 10 15;

Pipettierschema fiir die Zytotoxizitdtsuntersuchung- 20; 30 wund 40 nmol/ml. Der
en. Die Randwells wurden mit Medium befiillt (hell-
grau); Sechs Einzelwerte pro Konzentration (dunkel-  Kontrolle wurden 100 pl Medium pro
grau) wurden gemittelt.

Vertiefung hinzugefiigt. Daraufhin

wurden die Zellen weitere 48 Stunden unter Norm- bzw. Hypoxie inkubiert.

Kristallviolett-Farbung

Die Zellen wurden durch Zugabe von je 20 ul Glutaraldehyd (11 % vol/vol; Fa. Sigma
Deisenhofen) 15 Minuten fixiert. Nach Absaugen und dreimaligem Waschen mit Aqua
dest. erfolgte eine 5-10 miniitige Trocknungsphase in deren Anschluf} die Zellen mit je
100 pl der 0,1 %igen Kristallviolett-Farblosung (Herstellung wie im vorigen Abs. 3.3.1
beschrieben) fiir 20 Min. versetzt wurden. Nach Absaugen der Farblésung und

finfmaligem Waschen erfolgte eine weitere Trocknungsphase von 5-10 Minuten.
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AnschliefSend wurde der wihrend der Farbephase gebundene Farbstoff durch Zugabe von
je 100 pl Essigsaure (10 % vol/vol) aus den Zellkernen herausgelost. Eine Vertiefung
enthielt 100 pl der Essigsdure als Leerwert. Die optische-Dichte-Werte wurden bei
590 nm gemessen und durch Subtraktion des Leerwertes korrigiert. Die prozentuale

Angabe des Zelliiberlebens wurde nach folgender Formel errechnet:

E{Zytostasekonzen tration)

Zelliiberleben [%] = —
OD(Kontrolle)

x100

3.3.3 VEGF-ELISA

Zur Bestimmung der VEGF-Konzentration in den Kulturiiberstinden wurde der
Immunoassay ,Quantikine®“ (Fa. R&D Systems Inc., Minneapolis, USA) verwendet. Nach
dem ,Sandwich-Verfahren® wird das zu untersuchende Medium in die Vertiefungen einer
96-well Mikrotiterplatte gegeben, wobei die Kunststoffoberflichen der Vertiefungen mit
Fab-Bindungsstellen monoklonaler VEGF-Antikorper iiberzogen sind. Diese Antikorper
binden die in der Probe enthaltenen VEGF-Proteine. Nach Entfernen ungebundenen
Materials durch Waschen wird gebundenes VEGF-Protein mit einem zweiten Antikérper
inkubiert, an den das Enzym ,Meerrettich-Peroxidase“ kovalent gekoppelt ist. Nach
einem erneuten Waschvorgang wird ein farbloses Substrat, bestehend aus
Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin in die Vertiefungen gegeben, wodurch iiber
den Sekundirantikorper eine Farbreaktion hervorgerufen wird. Als Mafd fiir die
Substratumwandlung und damit fiir die VEGF-Konzentration des Mediums wird die

optische Dichte der Farblosung herangezogen.

Versuchsreihen

1. Zunichst wurde VEGF in Medien normoxisch und hypoxisch kultivierter Tumor- und

Endothelzellen nachgewiesen. Dazu wurden 5 x 10* Zellen in 2 ml Medium in
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PetriPerm®-Schalen (& 35 mm; Fa. InVitro Systems & Services, Gottlingen) ausgebracht.
Nach 24, 48 und 72 Stunden erfolgte die Abnahme der zu untersuchenden Uberstinde.
Um die ermittelte VEGF-Produktion von unterschiedlich proliferierenden Kulturen
miteinander vergleichen zu koénnen, wurde aufierdem die Proteinkonzentration in den

Versuchsproben bestimmt (siehe folgendes Kapitel 3.3.4).

2. In einem folgenden Experiment wurden die Tumorzellen, nach 24 Stunden norm- bzw.
hypoxischer Inkubation, mit der zuvor bestimmten ICso von Mafosfamid bzw. 4O0H-
Trofosfamid und Mesna (Urometixan®; Fa. Baxter Oncology, Franfurt) fiir weitere 48

Stunden behandelt. Danach wurden VEGF-Konzentrationen im Medium ermittelt.

3. In der dritten Versuchsreihe wurden Tumor- und Endothelzellen gemeinsam kultiviert.
Zur Co-Kultur wurden 6-

Loch Polycarbonatmembran-

_Transwe"_Elnsatz Plattel‘l (Transwe].l®, PO].’en—

groflfe 3,0 pm, Corning
—— oberes Kompartiment

(5117 und LX 1) Costar Inc., New York, USA)
unteres Kompanriment . .
(HUVEC) verwendet (Siehe Abbildung
Polycarbonatmembran 6). Es wurden jeweils 4 x 10*

Abbildung 6 Transwell® Polycarbonatmembran-Platte Zellen in die, durch die

zur Co-Kultur von Tumor- und Endothel-

zellen Membran abgetrennten,
Tumorzellen wurden in das obere Kompartiment ausge- Kompartimente ausgebracht
bracht, Endothelzellen in das untere. Mikroporen in der Poly-
carbonatmembran haben eine Gré3e von 3 um und sind fiir und mit ECGM in Norm-
die im Medium gelésten Wachstumsfaktoren, wie VEGF,
durchlassig. bzw. Hypoxie kultiviert.

Zuvor waren Unterschiede im Tumorzellwachstum bei vergleichender Anwendung von
RPMI 1640 und ECGM ausgeschlossen worden. Nach 72 Stunden wurde das gemeinsame

Medium auf den Gehalt an VEGF untersucht.
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Durchfithrung und Messung

Nach Vorbereitung der Reagenzien und der VEGF-Standardverdiinnungen wurden in
jede Vertiefung der Mikrotiterplatte 50 pl der ,Assay Diluent“-Losung gegeben. Dazu
wurden je 200 pl der Standardverdiinnung sowie 200 pl des zu untersuchenden Kultur-
mediums pipettiert. Nach zwei Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurden die
Vertiefungen dreimal ausgewaschen und mit 200 pl der Konjugat-Lésung wieder befiillt.
Es folgte eine weitere Inkubation von zwei Stunden. Danach wurde die Fliissigkeit
entfernt und die Mikrotiterplatte gespiilt. Es wurden 200 pl der Substrat-Losung hinzu-
gegeben, welche 20 Minuten unter Lichtausschlufd einwirkte. AbschlieRend wurde durch
Zugabe von 50 pl der Stop-Lésung die Reaktion beendet und die Mikrotiterplatte direkt
am Photometer bei 450 nm gemessen. Die optischen Dichtewerte konnten nach Erstellen

einer Standardkurve als Konzentrationen (ng/l) angegeben werden.

3.3.4 Proteinbestimmung

Die mittels ELISA erfafiten VEGF-Konzentrationen wurden unter Beriicksichtigung der

Zellproteinkonzentration der untersuchten Probe angegeben:

g VEGV
1 Medium

18 ProteiV
1 Medium

Durchfiihrung

Zur Proteinbestimmung wurde der ,DC Protein Assay“ (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA) verwendet, der auf einem von LOWRY et al. entwickelten Verfahren basiert
(87,98). Nach Abnahme des Uberstandes zur VEGF-Bestimmung, wurden die
PetriPerm®-Schalen zweimal mit PBS gespiilt. Dann wurden je 200 pl PBS in die Schalen
gegeben, die Zellen mit einem Schaber von der Oberfliche geldst und in Falconréhrchen

iberfithrt. Mittels Ultraschallsonde wurden die Proben lysiert und unverziiglich auf Eis
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gelagert. Als nichstes wurde eine Protein-Standardreihe mit Konzentrationen von 0,1 bis
1,0 g/l vorbereitet. In eine 96-Loch Mikrotiterplatte wurden zundchst Duplikate von 5 pl
des Standards pippetiert, dann Duplikate von 5 pl der zu untersuchenden Proben. Danach
wurden den Vertiefungen je 25 pl einer Losung aus ,Reagenz A", einer alkalischen
Kupfertartrat-Losung, und ,Reagenz S“ im Verhiltnis 20:1 hinzugegeben. Anschlieffend
wurden pro well 200 pl der ,Reagenz BY, einer Folinlosung, hinzugefiigt und die Platte
nach vorsichtigem Riitteln bei einer Wellenldnge von 630 nm am Photometer gemessen.
Nach Erstellen einer Standardkurve konnten anhand der Extinktionswerte

Konzentrationen (g/l) angegeben werden.

3.4 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertungen wurden die Programme ,,GraphPad Prism 4.0“ (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) und ,,Primer of Biostatistics“ (S. Glantz, McGraw Hill, OH,
USA) herangezogen. Anhand der Dosis-Wirkungskurven fiir 4OH-Cyclophosphamid und
40H-Trofosfamid wurden zundchst die fiir eine statistische Auswertung
aussagekriftigeren ICso-Werte berechnet, die Priifung auf signifikante Unterschiede
erfolgte dann mit dem non-parametrischen, zweiseitigen Wilcoxon-Matched-Pairs-Test
(47). Fir die Auswertung von Zellwachstum, Zellzyklus und VEGF-Bildung kamen die
non-parametrischen Tests nach Kruskal-Wallis und Mann-Whitney-Wilcoxon zum

Einsatz. P-Werte, die kleiner als 0,05 waren, wurden als signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Zellwachstum

Um die Frage der Sauerstoffabhingigkeit im Wachstumsverhalten von S117, LX1 und
HUVEC zu untersuchen, wurden die Zellkulturen iiber einen Zeitraum von maximal 96
Stunden in normoxischer (20% O2) oder hypoxischer (1% O2) Atmosphére inkubiert. Das
Zellwachstum wurde alle 24 Stunden mittels Kristallviolettfirbung untersucht. Die
Diagramme in der Abbildung 7 zeigen das Wachstumsverhalten unter normoxischen und

hypoxischen Bedingungen.

Sowohl bei den Tumorzellen S117 und LX1, als auch bei den Endothelzellen HUVEC
zeigte sich spdtestens nach 96 Stunden Kultivierung ein Wachstumsvorteil der
normoxischen Kultur. Die Extinktionswerte bei hypoxisch kultivierten Endothel- und
Tumorzellen betrugen dann zwischen 46% und 66% der Mefiwerte von normoxisch
kultivierten = Zellen. Trotz  weitgehender  Sauerstoffabwesenheit ~war kein
Wachstumsstillstand zu verzeichnen. Die maximalen OD-Werte lagen allerdings bei

Endothelzellen deutlich niedriger als bei den Tumorzellen.
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Abbildung 7 Charakterisierung des  Zellwachstums  verschiedener

Zelllinien mit dem Kristallviolett-Assay

Unterschiede des Zellwachstums bei norm-
(20% Oy) und hypoxischer (1% O,) Kultur im
Verlauf (iber 96 Stunden. Die Zunahme der
optischen Dichte entspricht einem Anstieg der
Zellzahl. Es ist dabei zu beachten, dal3, bei
gleichen OD-Werten der verschiedenen
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Zelllinien, die absolute Zellzahl unterschiedlich
sein kann. Die Messungen erfolgten im
Intervall von 24 Stunden. (Mittelwerte +

Standardfehler, n = 10 Experimente, durchge-
flihrt in Hexaplikaten)
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4.2 Zellzyklus

4.2.1 Anteil der Zellen in der Synthesephase

Um den Einfluff des Sauerstoffgehaltes auf das Proliferationsverhalten nédher zu
untersuchen, wurden die Zellzyklen von S117-, LX1- und HUVEC-Kulturen nach
Inkubation in Norm- und Hypoxie durchflufdzytometrisch analysiert. In Abbildung 8

wird der prozentuale Anteil der Zellen in der Synthesephase dargestellt.

Bei den Sarkomzellen befand sich sowohl unter norm- als auch unter hypoxischen
Bedingungen der grofite Zellanteil in Synthesephase. Dieser betrug bei Normoxie 46 %
und bei Hypoxie 36%. Die Lungenkarzinomzellen reagierten auf Hypoxie durch eine
Abnahme des S-Phasen-Anteils von 40 % auf 25 %. Die Anteile der Endothelzellen in S-
Phase waren mit 21 % unter Normoxie und 16 % unter Hypoxie niedriger als bei den

Tumorzellen.
Bei den TumorZelllinien S117 und LX1 bestanden signifikante Unterschiede (p<0,01)

zwischen Norm- und Hypoxie im Anteil der Zellen in der Synthese-Phase. Dagegen ergab

sich bei den Endothelzellen keine Signifikanz.
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S 117 LX1

Normoxie Normoxie

p=0,0087 p=0,0022
Hypoxie Hypoxie
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Zellanteil Zellanteil
[% + SEM] [% + SEM]
HUVEC
Il Synthese-Phase
[Jibrige Phasen
Normoxie
p=0,2403
Hypoxie
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Zellanteil
[% + SEM]
Abbildung 8 Analyse des Zellzyklus von Tumor- und Endothelzellen
Die Diagramme zeigen den Anteil der Tumor- 02) und hypoxischer Inkubation (mittlere Pro-
und Endothelzellen in der Synthesephase in zentwerte + Standardfehler, n = 6 Experimente
Relation zum gesamten Zellzyklus. Die Ana- aus Messungen von jeweils mindestens
lysen erfolgten durch Markierung der DNA mit 10.000 Einzelzellen).

7-AAD nach 72 Stunden normoxischer (20%
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4.2.2 Dauer der Zellzyklusphasen

Um das Proliferationsverhalten von Zellen zu charakterisieren, spielt neben der Bestim-
mung der prozentualen Anteile der Zyklusphasen auch deren Dauer eine wichtige Rolle.
Nach Inkorporation von BrdU wurden mittels durchflufRzytometrischer Untersuchung die
Dauer der Synthesephase (Ts) der G2/M-Phase (Tczm) und potentielle Verdoppelungszeit
(Tpor) fiir die normoxisch inkubierten Zellkulturen berechnet. In der Abbildung 9 sowie in

Tabelle 4 werden Ts und Tpo: dargestellt.

Trotz der Unterschiede im prozentualen S-Phasenanteil differierten die errechneten S-
Phasen-Zeiten nur gering. Zwischen LX1 und HUVEC liefien sich hier signifikante
Unterschiede finden. Die potentielle Verdoppelungszeit war bei LX1-Zellen deutlich

kiirzer als bei S117 und HUVEC. Zwischen S117 und HUVEC bestand hier kein

signifikanter Unterschied.

T

‘

o)
25 9=0,002 ) p=0,002 | 1 P

p=0,0043 S

p=0,0087 L p=0,39

20+ 1T

154

Dauer
[h +SEM]

10+

S 117 LX 1 HUVEC

Abbildung 9 Dauer der Zellzyklusphasen

Das Diagramm  zeigt die  potentielle (20% O,) Inkubation. (Mittelwerte + Standard-
Verdopplungszeit (T,,) und die Dauer der fehler, n = 6 Experimente aus Messungen von
Synthese-Phase (Ts) von Tumor- und Endo- mindestens 10.000 Zellen)

thelzellen nach 72 Stunden normoxischer
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Tabelle 4 Dauer der Zellzyklusphasen

Mittlere Dauer [h] der Synthesephase (Ts), der Go/M-Phase (Tgzn) und
der potentiellen Verdopplungszeit (T,.) nach 72 Stunden Inkubation
unter normoxischen Bedingungen (Mittelwerte * Standardabweichung,

n=6).

Zelllinie Ts Team Toot
S117 11,9 +0,6 4,9 +0,3 21,1 +0,8
LX1 10,4 +0,5 3,104 13,8 +1,0
HUVEC 9,5+1,3 3,8+0,5 19,7 +2.3

4.3 Zytotoxizitit

Nach 24 Stunden norm- oder hypoxischer Vorinkubation wurden die Zellkulturen mit
ansteigenden Konzentrationen von Mafosfamid bzw. 4OOH-Trofosfamid und Mesna be-
handelt. Da Mafosfamid in wéfiriger Losung zu gleichen Teilen in den biologisch aktiven
Metaboliten 40H-Cyclophosphamid und in Mesna zerfillt, wurde zu 4OOH-Trofosfamid
dquimolar Mesna hinzugegeben. 4OOH-Trofosfamid wird zu 4OH-Trofosfamid reduziert.
Die Wirksamkeit der Zytostatika wurde nach 48 Stunden Behandlung mit dem
Kristallviolett-Assay untersucht. Die folgenden Abbildungen 10 und 11 zeigen die

Konzentrations-Wirkungskurven unter norm- und hypoxischen Bedingungen.

4.3.1 Mafosfamid (4OH-Cyclophosphamid und Mesna)

Bei Verabreichung von 4OH-Cyclophosphamid unter normoxischen Bedingungen lassen
sich die Verldufe der Dosis-Wirkungskurven der Endothel- und Tumorzellen kaum von-
einander unterscheiden. Insbesondere zwischen Endothel- und Lungenkarzinomzellen
sind bei hoheren Wirkstoffkonzentrationen, zwischen 15 und 40 pmol/l, Uberschneidun-
gen der Kurven zu erkennen. In diesem Bereich reagierten Sarkomzellen empfindlicher.
Zwischen den ermittelten ICso-Werten der Tumor- und Endothelzellen bestehen keine

signifikanten Unterschiede (p=0,539; siehe Tabelle 5 und Abbildung 10 A).
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Eine deutliche und signifikante Sauerstoffabhingigkeit der Chemosensitivitit der

Zelllinien zeigte sich nur bei den Endothelzellen. Die ICso war bei den HUVEC unter

Hypoxie fast um den Faktor

2,3 hoher,

Zellen

d.h. diese zeigten unter

Hypoxiebedingungen eine erhebliche geringere Zytostatikaempfindlichkeit (siehe Tabelle

5 und Abbildung 10 B).

Tabelle 5

ICso von Mafosfamid (4OH-Cyclophosphamid+ Mesna)

Mittelwerte [umol/l] und Standardabweichungen der extrapolierten ICsq-
Werte, p-Werte (Normoxie vs. Hypoxie), n=8

Zelllinie Normoxie Hypoxie p-Wert
S117 8,96 +247 9,43 +3,9 0,844
LX1 13,43 7,43 15,46 16,8 0,3837
HUVEC 9,90 +2,68 23,07 +11,04 0,023
A) 20% 0, B) 1% 0,
-+ S117 -0-S117
O LX1 -O-LX1
100%: % ——HUVEC 1008 ——HUVEC
s 754 ] 754
iz g2
29 29
2R 501 2 R 501
N N
25- 25
0 0 : ‘ ‘ ke
0 10 20 30 40
Konzentration Konzentration
[umol/] [umol/]
Abbildung 10 Zytotoxizitat von Mafosfamid

Die Abbildungen zeigen die Dosis-Wirkungs-
kurven von Mafosfamid, das in walriger
Lésung zu gleichen Teilen in 40H-Cyclophos-
phamid und Mesna zerféllt. Die Untersuch-
ungen erfolgten nach 48 Stunden Behandlung
unter normoxischen (A) und hypoxischen (B)
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Bedingungen mit dem Kristallviolett-Assay.
Zuvor waren die Zellen 24 Stunden in
entsprechender  Atmosphdre  angeziichtet
worden. (Mittelwerte + Standardfehler, n=8
Experimente, durchgefiihrt in Hexaplikaten)
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4.3.2 4-O0H-Trofosfamid und Mesna

Bei Betrachtung der Konzentrations-Wirkungskurven fillt auf, dafd die Tumorzelllinien
S117 und LX1 von 40O0H-Trofosfamid in vergleichbarem Ausmafd gechemmt wurden wie
bei Anwendung von Mafosfamid. Beim Vergleich der ICso bestehen bei den Tumorzellen
sowohl unter Norm- als auch unter Hypoxie keine signifikanten Unterschiede zwischen

den beiden verwendeten Zytostatika (5117 p=0,897, LX1 p=0,425).

Dagegen wiesen die Endothelzellen sowohl unter normoxischen als auch hypoxischen
Bedingungen eine signifikant hohere Sensitivitdt fiir 4OOH-Trofosfamid im Vergleich zu
40H-Cyclophosphamid auf (p<0,001). Wiahrend sich die ICso-Werte von 40OH-Cyclo-
phosphamid und 4OOH-Trofosfamid bei den Tumorzellen nicht signifikant
unterscheiden, wurden bei den Endothelzellen durch die Anwendung von 4OOH-Trofos-

famid signifikant niedrigere ICso-Werte ermittelt.

Unter Hypoxie war bei den Endothelzellen die ICso von 4OOH-Trofosfamid um Faktor 3,4
hoher als unter Normoxie. Die Sensitivitit der Endothelzellen scheint hier durch
hypoxische Inkubation stirker abzunehmen als bei Mafosfamid, dennoch war die IC50

von 400H-Trofosfamid, wie oben dargestellt, signifikant niedriger.
In Normoxie ist die ICso bei Endothelzellen signifikant niedriger als bei Tumorzellen

(p=0,013). Hypoxisch kultivierte Endothelzellen reagierten dhnlich sensitiv wie Lungen-

karzinomzellen vom Typ LX1 (p=0,742; siehe Tabelle 6 und Abbildung 11).
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Tabelle 6

IC50 von 400H-Trofosfamid und Mesna

Mittelwerte [umol/l] und Standardabweichungen der extrapolierten ICs,-
Werte, p-Werte (Normoxie vs. Hypoxie), n=8

Zelllinie Normoxie Hypoxie p-Wert
S117 9,01 +2,96 8,5 +2,96 0,078
LX1 10,03 £3,72 14,22 +4,18 0,016
HUVEC 3,73 4,04 12,52 15,92 0,023
A) 20% O, B) 1% O,
-}-S117 -1 S117
-0 LX1 -O- LX1
1008, e HUveC 1008 ——HWVEC

\.
&

[% +SEM]

Zelliiberleben
a
°

25+

Konzentration
[umol/l]

Zelliiberleben

[% +SEM]

\.
4

(22
o
I

25+

Konzentration
[umol/l]

Abbildung 11 Zytotoxizitat von 40H-Trofofamid und Mesna

Die Abbildungen zeigen die Dosis-Wirkungs-
kurven von 40O0H-Trofosfamid, aus dem in
wélriger Lésung 40H-Trofosfamid, der bio-
logisch aktive Metabolit, hervorgeht. Zum
Vergleich mit Mafosfamid wurde é&quimolar
Mesna hinzugeftigt. Die Untersuchungen er-
folgten nach 48 Stunden Behandlung unter
normoxischen (A) und hypoxischen (B) Be-
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dingungen mit dem Kristallviolett-Assay. Zuvor
waren die Zellen 24 Stunden in entsprechen-
der Atmosphére angeziichtet worden. (Mittel-
werte * Standardfehler, n=8 Experimente,
durchgefiihrt in Hexaplikaten)
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4.4 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
4.4.1 VEGF-Produktion von $117, LX1 und HUVEC

Der Einfluf} einer verminderten Oxygenierung auf die Expression von VEGF durch
Tumor- und Endothelzellen mittels ELISA untersucht. Dabei wurden die VEGF-Konzen-
trationen in den Mediumiiberstinden normoxischer und hypoxischer Zellkulturen nach

24, 48 und 72 Stunden bestimmt.

Bei den Tumorzellkulturen betrugen die VEGF-Konzentrationen unter Hypoxie ein Viel-
faches der Mef3werte im Vergleich zu normoxischer Kultur. Unterschiede zwischen
Norm- und Hypoxie waren bereits nach 24 Stunden festzustellen und nahmen im Verlauf
weiter zu. In den Uberstinden der S117-Zellkulturen waren die grofRten VEGF-Konzen-
trationen nachzuweisen, bei den LX1-Kulturen lagen wesentlich geringere Mengen vor.
Bei den Endothelzellkulturen konnte in den ersten 48 Stunden, unabhingig der Oxyge-
nierung, kein VEGF nachgewiesen werden. Nach 72 Stunden fanden sich duflerst geringe
Konzentrationen in den Uberstinden, mit geringfiigig gréReren Werten bei hypoxischer

Kultur (siehe Tabelle 7 und Abbildung 12).

Tabelle 7 VEGF-Konzentrationen im Mediumiiberstand

VEGF-Konzentrationen [ng/l] bezogen auf eine Proteinkonzentration von
1g/l, nach 72 Stunden Kultur in Norm- bzw. Hypoxie, * p-Werte nicht
dargestellt bei n=2.

Zelllinie Normoxie Hypoxie p-Wert
S117 3360 +500,7 9905 +872,1 *
LX1 83 35 299 477 *
HUVEC 3,5 0,6 6,3 55 *

—39-—



ERGEBNISSE

B S117 (20% O,)
C1S117 (1% O,)

CILX1 (20% O,)
CILX1 (1% O,)

EE HUVEC (20% O,)
CIHUVEC (1% O,)

5 100004

s
[
2
3
£ 1000
3
~
gL —
)]
S < 1001 -
el —
E 3 —
5
E —
N 104
L
(]
w
>

14

24 48
Kulturdauer [h]
Abbildung 12: VEGF-Produktion von $117, LX1 und HUVEC

VEGF-Konzentrationen [ng/l] im Mediumiiber-
stand unbehandelter Zellkulturen nach 24, 48
und 72 Stunden norm- und hypoxischer Kultur.
Die Konzentrationen beziehen sich auf eine
Proteinkonzentration von 1g/l. Nach 24 und 48
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Stunden wurde VEGF im Medium der HUVEC
nicht nachgewiesen. (Mittelwerte + Standard-
abweichung, n = 2 Experimente, durchgefiihrt
in Duplikaten)
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4.4.2 VEGF-Produktion nach zytostatischer Behandlung

Um den Einfluf} einer zytostatischen Behandlung auf die Expression von VEGF durch

Tumorzellen zu untersuchen, wurden die Zellkulturen nach 24 Stunden Vorinkubation

iber 48 Stunden in Norm- bzw. Hypoxie mit der entsprechenden ICso von 4OH-

Cyclophosphamid und 4OOH-Trofosfamid behandelt. Ein deutlicher Einflufd der zyto-

statischen Behandlung auf die VEGF-Expression konnte in keiner Gruppe nachgewiesen

werden (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: VEGF-Produktion von Tumorzellen nach zytostatischer

Behandlung.

VEGF-Konzentrationen [ng/l] in den Medium-
tiberstdnden von S117 (n=2) und LX1 (n=3)
nach 48 Stunden Zytostasebehandlung mit
den ICso-Werten der aktivierten Oxazaphos-
phorinmetaboliten Mafosfamid (4OH-Cyclo-
phosphamid+Mesna) und Trofosfamid (4OOH-
Trofosfamid+Mesna) unter norm- bzw. hypoxi-

41—

schen Bedingungen. MeRwerte fiir HUVEC
(n=2) wurden nicht abgebildet, da sich auch in
dieser Versuchsreihe VEGF nicht im Medium
nachweisen liel3. Der Behandlung ging eine 24
stiindige Vorinkubation unter Norm- und
Hypoxie voraus. (Mittelwerte + Standardab-
weichung, durchgeftihrt in Duplikaten)
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4.4.3 VEGF-Produktion in Mischkulturen

Da in-vivo Tumor- und Endothelzellen nebeneinander vorliegen, wurden abschliefSend
die Zellproliferation und die VEGF-Expression vergleichend an Einzel- und
Mischkulturen von Tumor- und Endothelzellen durchgefiithrt. Nach 72 Stunden norm-
und hypoxischer Inkubation, wurde das Zellwachstum mittels Kristallviolettfirbung

ermittelt und die VEGF-Konzentrationen in den Uberstinden mittels ELISA bestimmt.

Wie auch in vorherigen Experimenten gezeigt wurde, waren die grofiten VEGF-
Konzentrationen in den Uberstinden hypoxisch kultivierter Tumorzellen nachweisbar.
Diese lagen auch hier bei den Sarkomzellen S117 um ein Vielfaches hoher als bei den
Lungenkarzinomzellen LX1. Wurden die Tumorzelllinien gemeinsam mit Endothelzellen
kultiviert, wurden reduzierte VEGF-Konzentrationen in den Uberstinden festgestellt.
Diese Verminderung war bei den S117-Kulturen stirker ausgeprigt als bei LX1-Kulturen,
hohere VEGF-Konzentrationswerte bei Hypoxie wurden aber auch hier bei S117 und LX1
festgestellt. Die gemessenen Zellzahlen der HUVEC waren bei Mischkultur geringer als
bei Einzelkultur. Die Tumorzellzahlen schienen bei Mischkultur unter Normoxie

anzusteigen und bei Hypoxie abzufallen (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14 VEGF-Produktion und Proliferation im Vergleich zwischen

Einzel- und Mischkulturen

Die nach 72 Stunden in den Ubersténden er-
mittelten VEGF-Konzentrationen [ng/| bezogen
auf 10° Zellen] sind als S&ulen in den oberen,
und die Zellzahlen als Punkte in den unteren
Diagrammen dargestellt. Einzel- und Misch-

kulturen von S117 und HUVEC (A) sowie von
LX1 und HUVEC (B). (Mittelwerte £ Standard-
fehler, fiir n siehe Diagramm)
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5 Diskussion

Das Ziel dieser Studie war, den Einflufd der Oxazaphosphorin-Zytostatika Cyclophos-
phamid und Trofosfamid in-vitro auf Tumor- und Endothelzellen zu untersuchen.
Erginzend zu parallel vorgenommenen in-vivo Untersuchungen galt es, vermutete

angiostatische Effekte dieser Wirkstoffe zu untermauern.

Die angiostatische Wirksamkeit des Cyclophosphamid wurde bei metronomischer, also
bei niedrig dosierter und kontinuierlicher Gabe in verschiedenen tierexperimentellen
Studien beschrieben (21,89,100,111). BROWDER et al. haben metronomische Therapie-
schemata im Jahre 2000 als Alternative zur iiblicherweise hoher dosierten Stofstherapie
entwickelt, wodurch es Ihnen gelang, die Hemmbarkeit der Tumorangiogenese an nicht-
menschlichen Tumoren durch konventionelle Chemotherapeutika, wie Cyclophos-
phamid, zu demonstrieren (21). Die sonst erforderlichen, lingeren, therapiefreien
Intervalle zur Regeneration des gesunden Gewebes konnen dabei entfallen, wodurch ein
Wiederauftreten der Tumorzellproliferation und eine Ausbildung von Resistenzen gegen
die verabreichten Zytostatika verhindert werden kann. KERBEL und BOEHM et al.
erkldrten die Vorteile der metronomischen Therapie durch eine Fokusinderung von der
genomisch instabilen und zu Resistenzen neigenden Tumorzelle zur genomisch stabilen
Endothelzelle (15,76). Durch die Applikation der Zytostatika werden zunéchst
Endothelzellen in ihrer Proliferation gehemmt, was nachfolgend zu einer Inhibition der
Tumorprogression fithrt. In der Studie von BROWDER et al. konnten eine erhohte
Apoptoserate der Endothelzellen im Tumorgewebe, eine erhohte Apoptoserate der
cyclophosphamid-resistenten Tumorzellen und schliefilich eine Langzeitsuppression des
Tumorwachstums erzielt werden, die mit dem konventionellen Stof3-Therapieschema
nicht erreicht werden konnte (21). Die metronomisch dosierte und anti-angiogenetisch

wirksame Therapie zeigte also nicht nur den Vorteil eines besseren Ansprechens, sondern
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verhinderte zusitzlich die Resistenzentwicklung in den behandelten Tumoren. Zudem lag
die Toxizitit metronomischer Therapien unter der von konventionellen Therapien. In
einer tierexperimentellen Studie von EMMENEGGER et al. blieben Nebenwirkungen, bis
auf eine anhaltende Lymphopenie, aus. Ebenso traten Wundheilungsstérungen trotz

metronomischer Therapie nicht auf (36).

Trotz dieses neuartigen Therapiekonzeptes und aussichtsvollen Therapieverldufen im
Tierexperiment, liegen nur wenige grundlegende in-vitro Kenntnisse vor, mit denen das
Zustandekommen der verbesserten Anti-Tumorwirkung bei der metronomischen Chemo-
therapie hinreichend erklirt werden kénnte. Uber Erkenntnisse zu wichtigen Aspekten,
wie beispielsweise der in Tumoren stets vorliegenden Hypoxie oder Anderungen im Zell-
zyklus sowie deren Auswirkungen auf Endothel- und Tumorzellen bei der anti-angio-

genetischen Therapie, wurde bisher wenig berichtet.

Fiir das Cyclophosphamid-Analogon Trofosfamid liegen bisher keine Erkenntnisse iiber
angiostatische Effekte in-vitro vor. Wie in der Einleitung beschrieben, liegt die Annahme
nahe, dafi Trofosfamid, wegen seiner Wirksamkeit bei oraler Gabe und wegen seiner
geringen Toxizitdt, moglicherweise bei Verabreichung in einer metronomischen Dauer-
therapie besser geeignet sei als Cyclophosphamid. In Tierexperimenten, die gleichzeitig zu
den hier vorliegenden Versuchen durchgefithrt worden waren, konnte unsere
Arbeitsgruppe vielversprechende Ergebnisse bei Verabreichung von Trofosfamid in
metronomischer Dosierung erzielen. Unsere FErgebnisse lassen daher eine gute
angiostatische Potenz des Trofosfamid vermuten (111). Die metronomische Chemo-
therapie verursachte in unseren Tierversuch eine Hemmung der Tumorprogression iiber
den gesamten Therapiezeitraum und bewirkte eine deutliche Reduktion der Gefaf3dichte
im anschlieffend untersuchten Tumorgewebe. Die Toxizitit des Trofosfamid auf die

behandelten Tiere war dufderst gering.
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In der vorliegenden Arbeit wurde zunichst das Proliferationsverhalten von Endothel-
und Tumorzellen unter norm- und hypoxischen Bedingungen untersucht. Versuchsreihen
zum Zellwachstum sowie Zellzyklusanalysen wurden durchgefiihrt, und die Zytotoxizitit
der aktivierten Oxazaphosphorinmetabolite 40OH-Cyclophosphamid und 4OOH-Trofos-
famid wurde bestimmt. Die VEGF-Expression wurde unter verschiedenen
Oxygenisierungsgraden, bei zytostatischer Behandlung und bei gemischter Kultivierung

von Endothel- und Tumorzellen tiberpriift.

Als Endothelzellmodell diente die Zelllinie ,HUVEC® isoliert aus menschlichen
Nabelschnurvenen. Aufgrund ihrer proliferativen Eigenschaften eignen sich HUVEC gut
fuir die Tumorangiogeneseforschung. Als humanes Tumormodell kamen
Weichteilsarkomzellen vom Typ ,S117“ und Bronchialkarzinomzellen vom Typ ,LX1“
zum Einsatz. Sie sind unterschiedlichen histogenetischen Ursprungs und bieten sich
aufgrund ihrer verschieden Merkmale beziiglich Proliferation und Expression von VEGF

fiir vergleichende Experimente an.

Bei den vorliegenden Untersuchungen zum Zellwachstum lagen unter normoxischen
Bedingungen erwartungsgeméfs hohere Proliferationsraten bei allen Zelllinien als unter
hypoxischen Bedingungen vor. Die Zellzahlen lagen bei den Tumorzellen um ein
Vielfaches iiber den der Endothelzellen. Interessanterweise zeigten nicht nur Tumor-
zellen, sondern auch Endothelzellen die Fihigkeit, sich an reduzierte Sauerstoff-
partialdriicke anzupassen und weiter zu proliferieren. Aufgrund ihrer eingeschrinkten
Fdhigkeit zur Apoptose konnen sich Tumorzellen resistent gegeniiber hypoxischen
Zustinden erweisen. Fiir Endothelzellen erscheint dies allerdings ungewdhnlich, da
gesunde Zellen, bei derart ausgeprdgt hypoxischen Zustinden, normalerweise die
Apoptose einleiten. Die vorliegenden Ergebnisse aus den Untersuchungen zum
Zellwachstum und Zellzyklus zeigen, daff die hier verwendeten Endothelzellen eine

physiologisch sinnvoll erscheinende Ausnahme zu bilden scheinen.
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SKIKUZUDA et al. haben gezeigt, daf Endothelzellen in der Lage sind, sich durch
Herunterregulation der von ihnen synthetisierten Proteinkinase C (PKC) an chronisch
hypoxische Zustinde zu adaptieren (107). Eine verminderte PKC-Expression verhindert
speziell bei endothelialen Zellen den nicht-apoptotischen Zelltod. Unter verschiedenen
Isoenzymen der PKC, von denen insbesondere die PKC-a und PKC-6 als Mediatoren fiir
Stoffwechselverinderungen bei Endothelzellen gelten, zeigten letztere die zuvor
beschriebenen Auswirkungen. In einer anderen Studie von SKIKUZUDA et al. wurde
gezeigt, daf3 die Aktivitidt der PKC-8 durch erhéhte Konzentrationen von VEGF gesenkt
werden kann (108). Diese Aktivititsminderung kommt durch eine rezeptorunabhingige
Stimulation der Stickstoffmonoxid-Synthase (NO-Synthase) durch die VEGF-Molekiile
zustande. Durch erhéhte NO-Konzentrationen wird eine frithzeitige ,GefafSreifung® im
Sinne einer Gefifsstabilisierung verhindert. Endothelzellen aus ,unreifen Gefaflen oder
Mikrogefifien unterscheiden sich in ihrer Physiologie von Endothelzellen aus grofien,
stabilisierten Gefdf3en. Die Unterschiede betreffen u. a. den Membranrezeptor CD36, an
den der endogene Angiogeneseinhibitor Thrombospondin-1 (TSP-1) bindet. TSP-1
inhibiert die Angiogenese iiber eine Hemmung der Endothelzellproliferation, -migration
und Tubulusformation und wirkt zudem proapoptotisch (29). BOCCI et al. fanden heraus,
daff durch metronomisch verabreichte Chemotherapien Konzentrationsanstiege von
TSP-1 im Blut behandelter Miuse verursacht wurden (12). HAMANO et al. haben diesen
Effekt unldngst bestdtigt (55). Sie zeigten jedoch auch, daf$ es sich dabei jedoch nur um
einen geringen Beitrag zur anti-angiogenetischen Wirkweise einer metronomischen
Chemotherapie handelt. Eine solche indirekte, aber selektive Wirkweise der
konventionellen Zytostatika trifft jedoch, aufgrund der zuvor erlduterten Expression von

CD36, nur auf Mikrogefif3-Endothelien zu.

In den vorliegenden Untersuchungen konnte eine anhaltende Proliferation der Endo-
thelzellen bei hypoxischer Kultur auch durch Analyse des Zellzyklus bestdtigt werden.

Dies duflerte sich durch einen annidhrend gleichen Anteil an Endothelzellen in der
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Synthese-Phase (S-Phase) unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen.
HARRINGTON et al. haben gezeigt, daf3 erhohte PKC-6-Werte den Zellzyklus von
kapilliren Endothelzellen beeinflussen (60). Durch eine direkte Interaktion der PKC-§
mit cyclin-cyclin-abhéngigen Kinase-/Inhibitor-Komplexen werden Eintritt und Ab-
schluff der S-Phase reguliert. Dadurch kommt es bei Endothelzellen zu einer Erhéhung
des S-Phasenanteils. Der Anteil an Tumorzellen in der S-Phase iibertraf den Anteil an
HUVEC deutlich, bei Hypoxie war jedoch eine deutliche Abnahme des Tumorzellanteils
zu verzeichnen. Dies kann ein schlechteres Ansprechen von behandelten Tumoren
erkldren, bei denen hypoxische Zustinde vorherrschen, da bestimmte Zytostatika bevor-

zugt auf Zellen in der S-Phase wirken.

Fiir eine exakte Interpretation des Zellzyklus ist die alleinige Angabe der prozentualen
Phasenanteile nicht ausreichend. Vielmehr sind hier Informationen iiber Phasendauer
und Verdopplungszeit wiinschenswert. Die Methode der Bestimmung von Phasenzeiten
ist jedoch wesentlich aufwendiger. Diese wurde nur unter normoxischen Bedingungen
durchgefiihrt, da eine Oxygenierung hypoxisch inkubierter Kulturen wéihrend der
Versuchsdurchfithrung unvermeidbar gewesen wire. Trotz der deutlichen prozentualen
Unterschiede im S-Phasenanteil lag die Dauer der S-Phase (Ts) bei allen Zelllinien in
einem vergleichbaren zeitlichen Rahmen. Dieser Zeitraum ist fiir die Effektivitit vieler
Zytostatika von Bedeutung. Man muf$ beachten, daf eine Vergréfierung des prozentualen
S-Phasenanteils nicht nur eine verstirkte Zellproliferation bedeuten kann, sondern auch
durch eine verlingerte S-Phasendauer verursacht werden kann. Daher wiirden sich
Untersuchungen zum Einflufd der PKC-§ nicht nur auf die prozentuale Zyklusphasen-
verteilung, sondern besonders auf Anderungen der Phasendauer unter Normoxie und

Hypoxie anbieten.

Als weiteren Untersuchungsaspekt des Zellzyklus zeigten sich in der potentiellen Ver-

doppelungszeit (Tpo) keine signifikanten Unterschiede zwischen Sarkom- und Endothel-
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zellen, wogegen Tpo bei Lungenkarzinomzellen deutlich geringer war. Die kiirzere Ver-

dopplungszeit der LX1-Zellen duferte sich im Vergleich in Form erhohter Zellzahlen.

Das Versuchsprinzip der Kristallviolettfirbung wurde auch bei den Zytotoxizititstests
angewandt. Wihrend es bei den Tumorzelllinien durch Anderungen des pO: nicht zu
signifikanten Sensitivitdtsunterschieden beziiglich der hydroxylierten Cyclophosphamid-
und Trofosfamidmetaboliten kam, wurde die Sensitivitit der Endothelzellen durch
Hypoxie deutlich beeintrachtigt. Unter normoxischen Bedingungen wurden
Endothelzellen insbesondere im niedrigen Konzentrationsbereich stirker durch
Zytostatika gehemmt als Tumorzellen. Diese grofiere Sensitivitdt ging allerdings bei
hypoxischer Atmosphére verloren, was eine wichtige klinische Relevanz hat, da die
meisten Tumoren ein ausgeprigtes Sauerstoffdefizit aufweisen. Dies wiirde dafiir
sprechen, daf! kleine, gut oxygenierte Tumore besser auf eine metronomische Therapie
zur Angiogeneseinhibition ansprechen. Die Ausfithrungen von MILLER et al. und DREVS
et al., Endothelzellen seien durchweg sensitiver als Tumorzellen, konnte in diesen
Versuchreihen, unter dem Aspekt der Hypoxie, nicht nachvollzogen werden (31,92).
BOCCI et al. beschrieben Spiteffekte, sogenannte ,Protracted Effects” durch die es bei
einer, der metronomischen Therapie entsprechenden, niedrig dosierten Langzeitgabe von

Zytostatika zu einer selektiven Endothelzellinhibition kommen kann (13).

Der Vergleich der zytotoxischen Wirkung von hydroxyliertem Cyclophosphamid und
Trofosfamid zeigte keine signifikanten Unterschiede bei beiden Tumorzelllinien.
Endothelzellen reagierten jedoch sensitiver auf Trofosfamid, was auf einen mdglichen

Vorteil bei einer anti-angiogenetischen Dauertherapie hinweisen kénnte.

Fiir die Anti-Angiogenese spielen Kenntnisse iiber das VEGF-Protein, in seiner Funktion
als Hauptaktivator fiir physiologische oder pathologische Neovaskularisationen, eine

zunehmend wichtigere Rolle. Studien haben gezeigt, da} eine VEGF-Uberexpression bei
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zahlreichen Tumoren mit einer schlechten Prognose verbunden ist. In dieser Arbeit
wurden zytostatisch unbehandelte Zellkulturen nach normoxischer bzw. hypoxischer
Inkubation mittels ELISA auf VEGF-Expression untersucht. In den Kulturiiberstinden
konnten bei beiden Tumorzelllinien nach hypoxischer Kultur um etwa dreifach erhohte
VEGF-Konzentrationen gegeniiber normoxischer Kultur gefunden werden. CHAO et al.
haben bei Weichteilsarkomen eine Korrelation zwischen VEGF-Konzentration und dem
Tumor-Grading festgestellt (26). In den vorliegenden Versuchsreihen lagen bei den
Weichteilsarkomzellen S117 die hochsten VEGF-Konzentrationen vor. GRAEVEN et al.
bestdtigten, dafd bei high-grade Sarkomen vielfach erhohte VEGF-Spiegel vorliegen und,
daff diese mit einer schlechten Prognose verbunden sind (53). Fiir nicht-kleinzellige
Bronchialkarzinome beschrieben HAN et al. ein schlechteres Outcome bei
Uberexpression von VEGF (57). Erhéhte VEGF-Spiegel in den Kulturen des nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinoms LX-1 geben auch die hier vorliegenden Resultate

wieder.

Bei beiden Tumorzelllinien wurden selbst unter normoxischen Bedingungen hohe VEGF-
Konzentrationswerte in den Uberstinden festgestellt. Dagegen konnten bei den
Endothelzellen erst nach 72 Stunden Kultur dufierst geringe Mengen VEGF nachgewiesen
werden. Diese Mef3ergebnisse konnten einerseits durch Vorliegen von nicht
endothelialen Zellen in der HUVEC-Kultur begriindet sein. Einzelne endothelumgebende
Zellen, wie Fibroblasten konnen bei der enzymatischen Isolation mit den Endothelien aus
der Nabelschnurvene herausgelost werden und in der spéteren Kultur vorhanden sein. In
den selbst angelegten Kulturen ist dies, trotz durchfluRzytometrischer Uberpriifung auf
Reinheit mittels CD31-Antikorper, nicht auszuschlieflen. Andererseits ist NAMIKI et al.
der Beweis gelungen, daf3 auch Endothelzellen in &duflerst geringen Mengen VEGF, im

Sinne einer autokrinen Stimulation, exprimieren (93).
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Von einem autokrinen Stimulationsweg sind jedoch nicht nur Endothelzellen betroffen
vor, da entsprechende VEGF-Rezeptoren ebenso auf zahlreichen Tumorarten gefunden
wurden (30). Die Bedeutung dieser Feststellungen wird aktuell untersucht. Die
Vermutung liegt nahe, daf8 durch die VEGF-Expression die Tumorproliferation nicht nur
durch Angiogenesestimulation gefordert wird, sondern auch direkt, durch Stimulation
von tumorzellstindigen VEGF-Rezeptoren. ZHU et al. haben gezeigt, daf} durch eine
Unterbrechung dieser autokrinen Schleife ein Stillstand des Tumorwachstums und eine

Tumorzellapoptose bei bestimmten Leukdmien hervorgerufen wird (128).

Um einen moglichen Einfluf der zytostatischen Therapie auf die Expression von VEGF zu
untersuchen, wurden Tumorzellen mit der ICso von 4OH-Cyclophosphamid und
400H-Trofosfamid behandelt. Ein signifikanter Einflufd lieff sich allerdings nicht
ableiten. Daher stellt die VEGF-Proteinsynthese vermutlich keinen Angriffspunkt bei
einer metronomischen Therapie mit herkémmlichen Zytostatika dar, so dafi die
Hemmung der Angiogenese vielmehr durch einen direkten zytotoxischen Effekt auf

endotheliale Zellen zu erkliren ware.

Abschlieffend wurden Tumor- und Endothelzellen gemeinsam kultiviert, um die in-vivo
Proliferationsbedinungungen modellhaft nachzustellen. Die Kulturgefifie hatten zwei
Kulturboéden, die durch eine permeable Membran die Zirkulation des gemeinsamen
Mediums und der darin gelosten Nahrstoffe zulief. Hier wurden Zellwachstum und
VEGF-Expression nach 72 Stunden gemessen. Die zur Kontrolle durchgefiihrten
Messungen an Einzelzellkulturen waren mit den vorigen Untersuchungen vereinbar. Bei
Mischkultur von Tumor- wund Endothelzellen wurden niedrigere VEGF-
Konzentrationswerte bei S117 und LX-1 sowohl bei normoxischer als auch bei
hypoxischer Inkubation gefunden. Hier ist zu erwigen, dafd von Tumorzellen gebildetes
VEGF von VEGF-Rezeptoren der HUVEC gebunden wird und somit im ELISA nicht

mehr erfasst wird. Gleichzeitig lagen signifikant niedrigere Zellzahlen bei HUVEC vor,
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wiahrend bei beiden Tumorzelllinien die Tendenz zu héheren Werten bei Normoxie und
zu niedrigeren Werten bei Hypoxie zu beobachten war. Zur Interpretation der Ergebnisse
sind folgende Punkte zu beachten: In den Co-Kulturen lagen doppelte Ausgangszellzahlen
im Vergleich zur Einzelkultur vor, wobei in beiden Fillen gleichviel Volumen an Medium
zugegeben wurde. Dies war fiir den spiteren Vergleich der Konzentrationen des in erster
Linie von Tumorzellen produzierten VEGF notwendig. Niedrigere Zellzahlen der HUVEC
in Co-Kultur kénnen daher in einem stirkeren Verbrauch des Nihrmediums durch
Tumorzellen sowie durch ein vermehrtes Anfallen von toxischen Stoffwechselprodukten
begriindet sein. Das gleichzeitige Vorliegen von HUVEC schien das Wachstum von
Tumorzellen bei normoxischer Inkubation zu stimulieren und bei Hypoxie zu
beeintrichtigen, wobei aber keine deutliche Signifikanz zu zeigen war. Die Diskussion
zeigt, daf vielfiltige gegenseitige Beeinflussungen méglich sind und eine Ubertragung

von in-vitro Verhaltnissen auf in-vivo Bedingungen dufierst schwierig ist.

Die vorliegenden Ergebnisse liefern Erkenntnisse fiir das Verstindnis der Wirkweise
metronomischer Chemotherapien mit Oxazaphosphorinen und weisen auf neuere
Gesichtspunkte in der Angiogeneseforschung hin, die bisher wenig beriicksichtigt
wurden. Insbesondere ist in anderen in-vitro Arbeiten die entscheidende Rolle der
Tumorhypoxie im Zusammenhang mit den hier vorgestellten, anti-angiogenetischen
Therapiekonzepten vernachlissigt worden. Aufgrund der hier vorgelegten Resultate ist zu
anzunehmen, dafy die im Tierversuch gezeigte Hemmung der Tumorangiogenese durch
Oxazaphosphorine hauptsichlich durch zytotoxische Effekte auf Endothelzellen zustande
kommt. Gleichwohl handelt es sich hier um in-vitro Modelle, die nicht uneingeschrankt
auf die in-vivo Situation bei Tier und Mensch iibertragen werden kénnen. Es wird
deutlich, dass gerade bei Untersuchungen zum Tumorwachstum und der gegenseitigen
Beeinflussung von Tumor- und Endothelzellen die Zellkultur den Tierversuch nicht voll

ersetzen kann.
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DISKUSSION

In dieser Arbeit werden Erkenntnisse fiir eine metronomische Therapie mit Trofosfamid
vorgelegt, die Hinweise darauf geben, dafd Trofosfamid moglicherweise vorteilhafter
einsetzbar ist als das hidufiger verwendete Cyclophosphamid. Trofosfamid wird in
Deutschland schon seit Jahren in der oralen Dauertherapie kontinuierlich und niedrig
dosiert verabreicht, wodurch sein angiostatisches Potential — ohne therapeutische Absicht
im Sinne einer Angiogeneseinhibition — moglicherweise ausgenutzt wurde. Zumindest

lassen die gute Wirksamkeit bei geringer Toxizitit dies vermuten.

Die metronomische Therapie zeigt gegeniiber der konventionellen Therapie, mit
Verabreichung maximal tolerabler Dosen in Intervallen (MTD-Therapie) experimentell
und neuerdings auch klinisch untersuchte Vorteile (21,89,100,103,111). Der Vorteil der
anti-angiogenetisch wirksamen, metronomischen Verabreichung liegt hauptsichlich in
zytotoxischen Effekten auf die genomisch stabilen, nicht zu Resistenzen neigenden
Endothelzelle. In letzter Zeit haben Studien aber auch gezeigt, dafl die
Angiogeneseinhibition auch auf verschiedenen anderen Wegen erreicht werden kann.
Insbesondere wurden Kombinationstherapien von metronomisch dosierten, kon-
ventionellen Zytostatika mit neuentwickelten, direkten Angiogeneseinhibitoren vorge-
stellt. Der humane, monoklonale VEGF-Antikorper Bevacizumab (Avastin®) ist aktuell
Bestandteil einiger klinischer Studien und wurde kiirzlich in Deutschland und Europa zur
Therapie des Kolonkarzinoms zugelassen (42,120). In diesem Zusammenhang spielen auch
praklinisch getestete Antikorper gegen VEGF-Rezeptoren (Anti-VEGFR-2) eine
zukiinftige therapeutische Rolle (23,67,78). Als weitere Kombinationsmdglichkeit bei
metronomischer Therapie bieten sich die, nunmehr auf dem Arzneimittelmarkt
eingeschrinkt zugelassenen COX-2 Inhibitoren an, deren Zielprotein, die
Cyclooxygenase-2, eng mit der VEGF-Expression korreliert (49,90). VOGT et al. haben
vorteilhafte Ergebnisse in einer klinischen Anti-Angiogenese-Studie mit einer

Kombination von Trofosfamid, Rofecoxib und Pioglitazone prasentiert (118).
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Als weitere Zelltypen, neben den Endothelzellen, gerieten neuerdings auch Perizyten
oder ,Smooth muscle cells® in den Fokus anti-angiogenetischer Therapiekonzepte.
VEGFR-Inhibitoren sind in frithen Angiogenesestadien zwar effektiv, jedoch verlieren
Endothelzellen bei Gefifireifung, durch Umlagerung von Perizyten, ihre VEGF-
Abhinigkeit. An diesem Punkt kann durch Hemmung der PDGFR-Tyrosinkinase auch an
ausgereiften Tumorgefifien angegriffen werden, da es durch eine Unterbrechung des von
Endothelzellen initiierten PDGF-Kreislaufes zu einer Destabilisierung und zu einem

Auseinanderbrechen der malignen Neovaskularisation kommt (10,64).

Die neuen metronomischen Therapiekonzepte bieten Tumorpatienten deutliche Vorziige.
Sie sind nicht mit dem Ziel entwickelt worden, eine Heilung maligner Erkrankungen
herbeizufithren, sondern um das Uberleben der Patienten mit fortgeschrittenen und
therapieresistenten Tumorerkrankungen zu verldngern und um das Leiden von Patienten
durch eine reduzierte Therapietoxizitit zu lindern. Aber nicht nur die abgeschwichten
Nebenwirkungen, sondern auch die praktikable orale Verabreichungsmodalitit im
ambulanten Bereich erhéhen die Compliance und verschaffen dem Patienten mehr
Lebensqualitit. Aber auch aus pharmakodkonischer Sicht bieten sich metronomische
Therapieschemata an, wie in einer aktuellen Studie von BOCCI et al. fiir die palliative
Therapie von metastasierten Mamma-Karzinomen nachgewiesen wurde (14). Auf der 95.
Jahrestagung der American Assoziation for Cancer Research visionierte der bekannte
Tumorangiogeneseforscher Judah FOLKMAN: ,, Vielleicht werden wir irgendwann die
Moglichkeit haben, Tumorerkrankungen bei Risikopersonen durch prophylaktische
Einnahme von anti-angiogenetischen Wirkstoffen vorzubeugen, dhnlich, wie Aspirin zur

Herzinfarktprophylaxe verabreicht wird.“
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6 Zusammenfassung

In der modernen internistischen Onkologie bemiiht man sich zunehmend, die Inhibition
der Tumorangiogenese zu einem festen Bestandteil neuer Chemotherapien zu etablieren.
Aktuelle Studien zeigen, dafd herkdmmliche Chemotherapeutika wie das Oxazaphos-
phorinzytostatikum Cyclophosphamid ein angiostatisches Potential aufweisen, das bei
einer niedrig dosierten, kontinuierlichen Verabreichung ausgenutzt werden kann. Dieser
sogenannten metronomischen Therapie werden deutliche Vorteile in Hinblick auf

Wirksamkeit, Einfluf auf Resistenzbildung und Toxizitdt zugesprochen.

Allerdings sind die bisherigen in-vitro Erkenntnisse unzureichend, um die gezeigten anti-
angiogenetischen Effekte nachvollziehen zu kénnen. Entsprechende Untersuchungen an
humanen Zellen eines Weichteilsarkoms, eines nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms
und an menschlichen Endothelzellen, auch unter den wichtigen Aspekten der Tumor-
hypoxie und der Synthese des fiir die Angiogenese essentiellen Wachstumsfaktors VEGF,
sind Gegenstand dieser Arbeit. In-vitro Resultate fiir eine metronomische Therapie mit

dem Cyclophosphamid-Analogon Trofosfamid werden aufierdem vorgelegt.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dafd sich sowohl Tumor- als auch Endothelzellen an
ausgepragt hypoxische Zustinde, wie sie in den meisten Tumoren vorliegen, anpassen
konnen und weiter proliferieren. Bei Einsatz der hydroxylierten Oxazaphos-
phorinmetaboliten reagierten Endothelzellen unter normoxischen Bedingungen deutlich
sensitiver als die verwendeten Tumorzellen. Diese Sensitivitdsunterschiede waren bei
hypoxischer Kultur nicht festzustellen. Die Annahme, Endothelzellen seien durch
niedrigere Zytostatikadosen stirker hemmbar als Tumorzellen, kann zwar unter
normoxischen, nicht aber unter hypoxischen Bedingungen bestitigt werden. Die

Zytotoxizitit von 4OH-Cyclophosphamid und 4OOH-Trofosfamid auf Tumorzellen war
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vergleichbar. Dagegen war 4OOH-Trofosfamid bei Endothelzellen unter Norm- und
Hypoxie stirker wirksam, wodurch ein vorteilhafter Einsatz von Trofosfamid in der
angiostatischen Therapie resultieren konnte. Erh6hte VEGF-Konzentrationen waren bei
beiden Tumorzelllinien nicht nur unter hypoxischen, sondern auch unter normoxischen
Bedingungen nachweisbar. Eine mogliche Erklirung hierfiir liegt in einer VEGF-
vermittelten autokrinen Stimulation der Tumorzellen durch tumorzellstindige VEGF-
Rezeptoren. Die zytostatische Behandlung der Zellkulturen hatte keinen signifikanten

Einflufd auf die VEGF-Expression.

Zusammenfassend ist davon auszugehen, daff die vorteilhaften Ergebnisse metro-
nomischer Therapien mit Cyclophosphamid und Trofosfamid auf angiostatischen Effekten
beruhen, die iiberwiegend durch eine zytotoxische Wirkung auf Endothelzellen
verursacht werden. Eine Hemmung der Tumorangiogenese konnte in Tierexperimenten
unserer Arbeitsgruppe durch eine Abnahme der Gefifidichte innerhalb des Tumor-
gewebes gezeigt werden. Die vorliegenden in-vitro Untersuchungen liefern Erkenntnisse

fiir metronomische Therapiekonzepte mit Cyclophosphamid und Trofosfamid.
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8 Anhang — Abklirzungsverzeichnis

7-AAD 7-Aminoactinomycin D

AUC Area Under the Curve

bFGF basic Fibroblast Growth Factor
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMS Dimethylsuberimidat

DNA Desoxyribonukleinsdure

ECGM Endothelial Cell Growth Medium
EGP Epidermal Growth Factor

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
FACS Flourescence Analysing Cell Sorter
FKS Fetales Kélberserum

GM-CSF Granulocyte/Macrophage Colony Stimulating Factor
HIF Hypoxia Inducible Factor

HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cell
IGF Insulin-like Growth Factor

IL Interleukin

MTD Maximum Tolerable Dose

OD Optische Dichte

PBS Phosphate Buffered Saline

PDGF Plateled Derived Growth Factor

PE Phycoerythrin

PKC Proteinkinase C

pO2 Sauerstoffpartialdruck

S-Phase Synthese-Phase

TSP-1 Thrombospondin-1
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VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
WHO World Health Organization
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9 Anhang - Technik

9.1 DurchfluBzytometer

Durchflufdzytometrische Untersuchungen wurden am ,FACScan“ der Firma ,Becton

Dickinson“ durchgefiihrt.

Technische Daten:

Laser: Argon-lonen Laser, Wellenlange 488 nm, 15 mW
DurchfluRrate: 12 pl/min (£3 pl/min)

Verwendete Filter:

FL1: 530 nm (x 15 nm), verwendet fur Anti-BrdU-FITC (525 nm)
FL2: 585 nm (+ 21 nm), verwendet fir Anti-CD31 PE (578 nm)
FL3: 650 nm (low-pass), verwendet fiir 7-AAD (675 nm)

Geratesteuerung/Software:
Die Steuerung des ,FACScan® erfolgt durch das Computerprogramm ,Cell
Quest®, Version 3.1f der Firma ,Becton Dickinson®.

9.2 Photometer

Photometrische Messungen wurden am Mikrotiterplattenphotometer ,Multiskan RC* der

Firma ,Dynex Technologies durchgefiihrt.

Technische Daten:

Verwendete Filter:

Kristallviolett-Farbung 595 nm
VGEF-ELISA 450 nm
Proteinbestimmung 630 nm

Geratesteuerung/Software:
.Revelation®, Version 4.22 der Firma ,Dynex".
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