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ZUSAMMENFASSUNG
In vitro-Effekte von PPAR-Agonisten auf ein Panel wn 18 péadiatrischen Tumorzellinien
Stefan Zicholl

Fragestellung: Bei mittlerweile guten Heilungschancen fir Kingeit malignen Erkrankungen, jedoch nach
wie vor erheblicher Therapie-bedingter Toxizitaijckt die Reduktion unerwinschter Effekte unter
Beibehaltung der Therapieeffizienz hinsichtlich eeliherapiekonzepte in den Vordergrund. PPAR-Adenis
sind gut vertragliche Medikamente, die bei Lipidstechselstorungen oder Diabetes mellitus Typ Yesetzt
werden. In Arbeiten an unterschiedlichen Tumorendeteine antiproliferative Wirksamkeit dieser Sabgen
beobachtet. Da im Bereich der péadiatrischen HamgilOnkologie nur wenige Daten diesbeziglich
vorliegen, sollen hier die antiproliferativen Effekdes PPAR-Agonisten Fenofibrat und des PPAR
Agonisten Rosiglitazon an 18 verschiedenen padéiten Tumor-Zelllinien gescreent werden. Es werden

Fragen zu Wirkmechanismen und eventueller Einsekeialer Substanzen vivo bearbeitet.

Methodik: Die Effekte von Rosiglitazon und Fenofibrat wurdenden entsprechenden Zelllinien allein und in
Kombination mit dem Zytostatikum Doxorubicin in erdéchiedlichen Substanzkonzentrationen mit Hilfe de
MTT-Assays nach 72 Stunden Inkubation untersuclitcb real-time TagMan® PCR wurde die Expression
der entsprechenden Rezeptoren analysiert und Rezdgtangige von Rezeptor-unabhangigen Effekten

differenziert.

Ergebnisse: Die PPAR-Agonisten hatten auf die getesteten z@li am ehesten Rezeptor-unabhéngige
Wachstums-inhibierende Effekte. Es bestand keiggifgiante Korrelation der Rezeptorexpression nét d
Wirksamkeit der Substanzen. Die das ZellwachstunbQréo reduzierende Konzentration lag fir Rosigtitaz
zwischen 0.037 und 353 pmol/l, bei Fenofibrat zimst45.8 und 381 pumol/l. Im Mittel war Rosiglitazdie
toxischere Substanz. Leukéamie- und Rhabdomyosa@@litinien zeigten die hdchste Sensitivitdt gegéa d
Substanzen. Ewing- und Osteosarkom-Zelllinien waetativ sensitiv gegen Rosiglitazon und resistggen
Fenofibrat. Fenofibrat wirkte eher antagonistiseimzDoxorubicin, wahrend die Effekte von Rosiglitazo

zusammmen mit Doxorubicin synergistisch oder zumstédditiv waren.

Schlussfolgerungen:Die Untersuchungen typischer Vertreter der jeweiligSubstanzguppen zeigen, dass
PPARy-Agonisten in vitro eine hohere Zytotoxizitat als der PR&Rgonisten aufweisen. Anhand der
Kombinationsversuche mit Doxorubicin liegt nahessl@PAR-Agonisten die Dosis von Doxorubicin bei
gleicher Gesamtwirksamkeit reduzieren kénnen. Egehlem sich somit interessante Hinweise auf eine

mogliche Einsetzbarkeit von PPAdRgonisten in der padiatrischen Tumortherapie.

Tag der mindlichen Prifung: 24.03.2010
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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Tumorerkrankungen im Kindesalter

Auch wenn Krebserkrankungen im Kindesalter untéb Her bdsartigen Tumor- und
Leukamieerkrankungen insgesamt ausmachen, ist Krebs den westlichen
Industrielandern die zweithaufigste TodesursachieAttersgruppe der zwischen 1 und
15jahrigen. Nach Angaben des Robert-Koch-Instittrieten in Deutschland jahrlich ca.
1.800 neue Erkrankungsfélle auf, was innerhalb Alrsgruppe einer Inzidenz von
14/100.000 Kindern entspricht [1].

Das Spektrum der einzelnen Krankheitsentitatenrscheidet sich bei Kindern deutlich
von dem bei Erwachsenen. So stellen hier die Leid@mit einem Gesamtanteil von
34,1 % die grofte Erkrankungsgruppe dar, an zw§&itelle folgen ZNS-Tumore mit
22,1 %. Weitere fur das Kindesalter typische Kreksmkungen sind Lymphome,
Weichteil- und Knochentumore, Tumoren des sympelieis Nervensystems, sowie
Nieren- und Keimzelltumoren. Die im Erwachsenematteminierenden Karzinome
sind bei Kindern auf3erst seltefabelle 1.1enthalt die aktuellen Angaben des Robert-

Koch-Institutes zu Inzidenz und Uberlebensraten.
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Tabelle 1.1: Krebserkrankungen bei Kindern

(Inzidenz und Uberlebensraten in Prozent, ermigtet den Jahren 1997-2006)

Krebserkrankungen Inzidenz*  Uberlebensraten in Prozent

nach 3 Jahren nach 5 Jahren nach 10 Jahren

Hodgkin Lymphome 0,7 97 97 95
Keimzelltumoren 0,5 95 94 92
Lymphatische Leukémien 4,1 91 88 85
Nephroblastome 0,9 91 90 89
Non-Hodgkin-Lymphome 0,8 88 87 86
Neuroblastome u. Ganglioneuroblastome 1,3 83 78 75
Osteosarkome 0,3 82 73 68
Astrozytome 1,5 79 77 73
Rhabdomyosarkome 0,5 78 74 71
Ewingtumoren u. verwandte Knochensarkome 0,3 74 69 65
intrakranielle/intraspinale embryonale Tumoren 0,8 68 61 52
Akute myeloische Leukamien 0,7 65 62 60
Alle Malignome 15,0 84 81 77

* bezogen auf 100.000 Kinder unter 15 Jahren, sdtandardisiert auf die westdeutsche Bevolkerung
1987
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Da Tumorerkrankungen in ihrer Gesamtheit bei Erwankn wesentlich haufiger

auftreten als bei Kindern und somit fir die pharewasche und medizintechnische
Industrie eine deutlich lukrativere Einnahmequeallstellen, steht dem Bereich der
padiatrisch hamato-onkologischen Forschung voredi8site leider ein relativ geringes
finanzielles Budget zur Verfligung. Dies macht esaiwichtiger, in der universitaren

Forschung neue Therapiekonzepte fur Kinder mibKeekrankungen zu erarbeiten und
von der Grundlage an zu erforschen. Dank konsequahtterstitzung verschiedener
Organisationen mit Spendengeldern, konnten so berlebensraten erfreulicherweise
in den letzten Jahren auf kumulativ ca. 81% nacmd 77% nach 10 Jahren erheblich

verbessert werden.

Dennoch sind auch solch positive Entwicklungen daovs noch verbesserungswiirdig.
So ist die Mdglichkeit, nahezu alle Patienten meike1 kbnnen, nach wie vor nicht
absehbar. AulRerdem sind die gangigen Therapienhdgiien in der letzten Zeit zwar
deutlich verbessert worden, jedoch ist durch dekggressivitdt nach wie vor mit

erheblichen unerwiinschten Wirkungen zu rechnen.
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1.2 Medikamentdse Krebstherapie bei Kindern

1.2.1 Konventionelle Chemotherapie

So wird ein Grof3teil der Krebserkrankungen im Kealger nach wie vor mit
systemischer Chemotherapie behandelt. Diese zweltweitesten Sinne darauf ab,
schnell proliferierende entartete Zellen in ihremadhstum zu hemmen und diese
abzutoten. Dabei kommt es in der Regel auch zur érestérung gesunder Zellen,
welche sich beispielsweise in Nebenwirkungen wi@l&mhautschaden, Infertilitat,
Alopezie oder Knochenmarkdepression mit den symatmchen Folgen der
korperlichen Schwache durch Andmie, Blutungsneigaligch Thrombopenie und
Infektanfalligkeit durch Leukopenie &uf3ern kannnzdi kommen haufig (teilweise
medikamentenspezifische) Organtoxizitaten. Demnsichs bisher nicht gelungen, die
Wirkung der entsprechenden Medikamente vollstandigf die Tumorzellen
einzugrenzen. Es gibt zwar innovative Konzeptesgielsweise mit Antikbrpern oder
Zytokinen bestimmte Tumorzellen selektiv anzugreifeedoch reicht dies fir eine
kurative Behandlung in den meisten Fallen nicht and ersetzt die konventionelle
Chemotherapie nicht vollstdndig. Im Folgenden s$alfz auf das in dieser Arbeit

verwendete Zytostatikum Doxorubicin eingegangerdeer
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Doxorubicin, auch bekannt als Adriamycin, gehort zur Medikar@egruppe der
Anthrazykline. Andere haufig verwendete Vertreteiesdr zu den zytostatisch
wirksamen Antibiotika zahlenden Gruppe sind zumsBiel Daunorubicin, Epirubicin

und Idarubicin.

Anthrazycline lagern sich mit ihrem 3-4-gliedrigeptanaren Ringsystem in die DNS-
Strange der Zielzellen ein und induzieren dadurciicBe derselben. Weiterhin spielt

maoglicherweise eine Beeinflussung der Topoisomeltasiae Rolle [51,70].

NH,

Abbildung 1.1: Strukturformel von Doxorubicin

Die wichtigsten Neoplasien, bei denen DoxorubicimzEinsatz kommt sind eine Reihe
von Karzinomen, Sarkomen, malignen Lymphomen undesk Leuk&mien. Vor allem

in der padiatrischen Hamatologie und OnkologieDekorubicin von herausragender
Bedeutung in der Therapie von akuten lymphatischeokamien, Osteosarkomen
(adjuvant und neoadjuvant), Ewing-Sarkomen, MorBaslgkin, hochmalignen Non-

Hodkin-Lymphomen sowie beim Neuroblastom und beimapiNoblastom (Wilms-

Tumor) [90].



1. Einleitung 6

Doxorubicin hat ein Verteilungsvolumen mit hohertenndividueller Variabilitat,
welche das Volumen des Gesamtkorperwassers inetpgl Rbersteigt. Konzentrationen
im Aszites ubersteigen dabei haufig den Plasmaspi€&ye Liquorgéngigkeit ist bei
intakter Blut-Hirn-Schranke sehr gering, bei Hirnastasen und zerebralem Befall
durch Leukamien jedoch deutlich erhéht. Nach irdgrédser Infusion werden die
hochsten Konzentrationen des Medikamentes in Lébiéz, Lunge und Herz erreicht.
Die Elimination erfolgt biphasisch nach Metabolisigg in der Leber zu 40-50% uber

die Fazes und zu 15% Uber die Niere.

Unerwinschte Wirkungen des Medikaments sind wiehabei vielen anderen
Zytostatika vor allem eine massive Myelosuppressideratogenitat, maogliche
Infertilitat, verschiedenste Formen schwerer gastiestinale Stérungen (v. a. Ubelkeit
und Erbrechen) sowie diverse allergisch bedingtekBenen. Es besteht ferner eine
meist reversible Hepatotoxizitdt. Spezifisch furtimazykline ist weiterhin die vor
allem bei kardialer Vorschadigung ausgepragte k#wgische Wirkung, welche die
kumulative Dosis limitiert. Die maximale Lebensdeisis betrdgt somit im Falle eines
ansonsten herzgesunden Erwachsenen 450-550 mgubaiorpro Quadratmeter, bei
Kindern, Personen > 70 Jahren und Personen mitokaskularer Vorschadigung 400
mg/nf Korperoberflache. Weitere Dosismodifikationen sinsei Leber- und

Nierenfunktionsstérungen notwendig.
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Im Rahmen der Kardiotoxizitat steht auf der einaiteSdie kardiotoxische Wirkung
vom Soforttyp, die innerhalb von 24-48 Stunden ndeh Therapie auftritt und von
voribergehenden Arrhythmien und unspezifischen B&@inderungen gekennzeichnet
ist. Diese Stérungen sind in der Regel reversiibeEinzelfallen sind allerdings auch
lebensgefarliche Arrhythmien, akutes Linksherzvgesa sowie ein Perikarditis(-
Myokarditis)-Syndrom beschrieben worden. Der Spatgr kardiotoxischen Wirkung
ist auf der anderen Seite meist lebensbedrohlioih. Gegensatz zu den meisten
Sofortreaktionen ist dieser dosisabhangig und emstel. Er &ulert sich zumeist in
einer kongestiven, dilatativen Kardiomyopathie ditrt in der Regel zu schwerer
Herzinsuffizienz. Daher ist im Rahmen der Theragosvie in der Zeit danach eine
engmaschige Kontrolle der kardialen Funktion notgn Doxorubicin sollte nicht
verabreicht werden bei bekannter Uberempfindlidhkedrbestehender ausgepragter
Knochenmarkdepression, schweren Leberfunktionssg@mn, Herzinsuffizienz NYHA-
Stadium IV und anderen gravierenden Herzerkrankungee Infarkten in der

Anamnese [90].
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1.2.2 Ergéanzende medikamentdse Therapiemoglichkeiten

1.2.2.1 Allgemeines

Ein Weg zur Verbesserung der TherapiemodalitatediesArbeit mit Substanzen, die
Tumorwachstum hemmen und nicht die zytotoxischeriekig konventioneller
Chemotherapeutika mit dem zuvor beschriebenen wasebenwirkungsspektrum
aufweisen. Auch wenn diese Substanzen in der Redgead die gleiche Effektivitat wie
konventionelle Zytostatika aufweisen, besteht pigéindie Moglichkeit, bei einer
zusatzlichen Therapie mit solchen Medikamenten digtwendige Dosis der
Chemotherapeutika bei gleich bleibender oder segadhter Effektivitat zugunsten

eines geringeren Nebenwirkungsspektrum zu reduziere

1.2.2.2 PPAR-Agonisten

Eine Reihe von zumeist praklinischen Studien haeigg, dass mit Agonisten des
sogenannten peroxisome proliferator-activated recegkurz: PPAR-Agonisten)
derartige Effekte erzielt werden kénnen.

1.2.22.1 Klassifizierung und Lokalisation des Rep#ors

Die Familie der sogenannten ,Peroxisomen-Prolieraktivierten Rezeptors” (PPAR)
gehort zusammen mit den Steroid-, den Thyroid- URetinoidrezeptoren zur
Oberfamilie der Steroidrezeptoren. Innerhalb demika gibt es 3 Isoformen des
Rezeptors: PPAR PPAR3 (auch beschrieben als PPA® and PPAR[11,12]. In
unterschiedlichen Gewebetypen findet man unterdtibiee Expressionsmuster dieser
Isoformen. Ist PPAR in den meisten Geweben gleichmé&Rig vorhanden, RiRARx
vermehrt in Myokard, Leber und Niere gefunden. PPPaRd vor allem in Adipozyten,

in Myozyten und in Zellen des Immunsystems expnhji&s].
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1.2.2.2.2 Wirkungsweise der PPAR-Agonisten

Das Wirkprinzip ist bei allen drei Isoformen deszBgtors nahezu identisch. Zunachst
diffundiert ein endogener oder synthetischer Ligashdch die Zellmembran ins
Zytoplasma und bindet an den dort vorliegenden »@s&vmen-Proliferator-aktivierten
Rezeptor (PPAR). Dieser Ligand-Rezeptor-Komplex nkamun in den Zellkern
transloziert werden. Hier vollzieht sich nun eiri@igate Heterodimerisierung mit dem
Retinoid-X-Rezeptor (RXR), bevor es nach Ligandénakung des PPAR zu einer
Interaktion mit sogenannten PPAR-response-elem@RREs) kommen kann. Diese
PPREs sind in Promotorregionen der PPAR-Zielgenelikert. So fuhrt eine
Ligandenaktivierung letztendlich Gber die BindurapnWwPAR-RXR-Heterodimeren an
die PPREs zu einer Amplifikation bzw. Modulationr dganskription dieser Zielgene
[12,82,124], welche in der Hauptsache an der Régulales Fettsduremetabolismus,
der Zelldifferenzierung sowie insbesondere beiydmoform an der Glucose-Insulin-

Homoostase beteiligt sind [35,100].

Abbildung 1.3: Wirkungsweise der PPAR-Agonisten

Ligand
(z.B. Rosiglitazon oder Fenofibrat)

/ ‘ Ligand-
. > Rezeptor-
nganO > @ KomFE)leX Zytoplasma

PAR RXR . RXR

Transkriptions- Zellkern
PAR RXR Coaktivatoren

> Transkriptionssteigerung in Zielgenen




1. Einleitung 10

1.2.2.2.3 Pharmakologische Bedeutung der PPAR-Ag@tén

Es gibt verschiedene endogene und synthetischendéga von PPAR. Endogene
Liganden entstammen meist langkettigen mehrfaclesitggten Fettsduren, wie zum
Beispiel Arachidonsaurederivate, wie sie im Cyckmenase- oder Lipooxygenase-Weg
entstehen [82].

Seit den 1970er Jahren wurde zusatzlich eine gfaRé synthetischer PPARund vy
Liganden entwickelt, welche eine gro3e Bedeutumgli® Pharmakotherapie erlangten.
In diesem Rahmen entstanden @eazolidinedione, auch bekannt alSlitazone, wie
zum Beispiel Rosiglitazon, Troglitazon, Ciglitazand Pioglitazon. Dabei handelt es
sich um PPAR-Agonisten, welche zum Teil noch heute als soget@anmsulin-
Sensitizer in der Therapie des Diabetes mellitys dyeingesetzt werden [35,82]. Ihr
Effekt beruht auf einer Steigerung der Empfindlieihkvon Adipozyten, Leber-,
Muskel- und Intestinalzellen gegeniber dem Peptidba Insulin, was in letzter

Konsequenz zu einer Senkung des Blutzuckerspiéigjats[124].

Auf genetischer Ebene spielen sich verschiedenehdfesmen ab: Als Folge der
Aktivierung von PPAR kommt es beispielsweise zu einer vermehrte Exjmesies
Insulin-abhangigen GLUT4-Transporters sowie dessastarkte Translokation in die
Zellmembran [102]. Auf der anderen Seite wird digiEession bestimmter Inhibitoren
der intrazellularen Insulinrezeptorkaskade wie Llepbder TNFe durch PPAR-
Aktivierung vermindert und so die Insulinwirksamkeiieder verbessert [124]. Auch
eine verstarkte Phosphorylierung von Insulinrezeptod von Schlisselenzymen
intrazellularer Signalkaskaden nach Expressiorgsteng der PPAR-Zielgene wurde
beschrieben [71].
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Trotz der prinzipiell sehr ahnlichen Wirkung dera@hiedenen PPAR-Agonisten sollte
jedoch beachtet werden, dass das Spektrum an @erigeinzelner Substanzen recht

unterschiedlich gefachert ist. Diabelle 1.2soll dies verdeutlichen.

Tabelle 1.2: Heterogene Wirkung der PPAR-Agonisten am Beismal oglitazon
und Rosiglitazon [124]

Modifikation der Expression von Zielgenen im Fettgbe

durch beide
Troglitazon Rosiglitazon Substanzen
beeinflussbar
Anzahl der stimulierten Gene 80 120 10
Anzahl der gehemmten Gene 17 42 6

Unterschiede in der Endwirkung

Troglitazon Rosiglitazon
freie Fettsauren Senkung Senkung
Triglyceride Senkung -
LDL-Cholesterol - Erhéhung

HDL-Cholesterol Erhéhung Erhéhung
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Das im Rahmen dieser Arbeit verwendBusiglitazon wird beim Typ 2 Diabetes als
Monotherapie bei nicht ausreichender Blutzucketelhsg durch Diat und korperliche
Aktivitdt sowie bei Kontraindikation gegen Metfonmeingesetzt [33]. Ebenso kommt

es in 2- oder Dreifachkombinationen mit anderemeorAntidiabetika zum Einsatz.

Abb. 1.4 Strukturformel von Rosiglitazon

Die tagliche Dosis betragt dabei 4 bis 8 mg vdrtaif 1-2 Gaben pro Tag, die
unabhangig von der Nahrungsaufnahme sein kbnnenMetabolisierung erfolgt zum
Grol3teil Uber die Leber, die Ausscheidung vor alldmer die Niere und teilweise tber
die Fazes. Die eigentliche Blutzucker senkende Wigksetzt allmahlich ein und ist

nach ca. 8 Wochen Therapie vollstandig ausgepragt.
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Dabei ist Rosiglitazon kontraindiziert bei bekamnteUberempfindlichkeit,
Herzinsuffizienz und Leberfunktionsstérungen sowieKombination mit Insulin. Da
Rosiglitazon eine vermehrte Flussigkeitsretentiewitkt und damit eine Belastung fur
das kardiozirkulatorische System darstellt, besédd@nfalls eine Kontraindikation bei
Herzinsuffizienz. Weitere haufig beschriebene Nebswngen (Auftreten bei 1:100-
1:10 Anwendungen) sind das Auslésen von Leberfonks8térungen und
wahrscheinlich durch Verschlechterung eines diabkéin Makuladdems bedingte
Sehstérungen sowie Gewichtszunahme, Obstipatioramde und (vor allem in
Kombination mit Sulfonylharnstoffen) dosisabhanglggpoglykédmien und Myalgien.
Ebenso wurden vermehrtes Auftreten von Hyperlipiganund andere Stoffwechsel-
und Ernahrungsstérungen beschrieben. Vorsicht gebast aul3erdem in der
Schwangerschaft, da im Tiermodell Reproduktiongitéd gezeigt werden konnte [33].
Bei Frauen zeigte sich aufRerdem in einer gro3 eggei Studie ein erhdhtes
Frakturrisiko unter der Langzeitbehandlung mit Bbsizon im Vergleich zu anderen
oralen Antidiabetika. Dieser Effekt wurde durch dwirkung auf PPAR in
pluripotenten mesenchymalen Stammzellen, welché siemzufolge vermehrt zu
Fettzellen anstatt zu Osteoblasten differenziesddart [34,112]. Fur Kinder mit Typ 2
Diabetes wurden bisher keine Sicherheitsbedenkaualigst, allerdings liegen hier nur
wenige Langzeitstudien vor [33].



1. Einleitung 14

PPARx wird von Fibraten aktiviert. Diese Medikamente waren bereits alsdspnker
bei Hypertriglycerinamie eingesetzt worden bevor Wérkmechanismus Uber die
PPARs selbst bekannt wurde. Beispielmedikamentd bier die amphipathischen

Carboxylséauren Clofibrat und Fenofibrat [8].

Letzteres findet auch in dieser Arbeit Verwendurigje zur Zeit zugelassenen
Anwendungsgebiete dieser Substanz sind primare riyperoteinamien wie die
familiare Hypercholesterindmie, Hypertriglycerid&mind kombinierte Hyperlipidamie
sowie die Typ lll-Hyperlipidamie [103]. Ferner karfrenofibrat indiziert sein bei
schwerer sekundarer Hypertriglyceridamie, die ti®ghandlung der Grundkrankheit

weiter besteht.

Der Wirkmechanismus beruht auf einer rezeptorvéettgin Aktivierung lipolytischer
Enzyme, vor allem der Lipoproteinlipase, welche ddfatabolismus von
triglyceridrechen very-low-density-Lipoproteine zungten eines Anstiegs ,gesunder”

high-density-Lipoproteine fordern.

2 ijH;.
Cl. . -
o, = HaG CHa
Q Abb. 1.5: Strukturformel von Fenofibrat

Die Anwendung besteht in einer einmal taglichen é&satn 200 mg Fenofibrat per os
oder einer entsprechend reduzierten Dosis bei hiesaffizienz. Nach Applikation
wird die Substanz zur wirksamen Fenofibrinsaurerdiysiert. Diese wird ohne weitere
Metabolisierung tber Urin (60%) und Féazes (25%)gasshieden. Daraus resultiert
eine biphasische Elimination, so dass die Plasrhalestszeit fur die erste, sogenannte
alpha-Phase 5 Stunden und fir die beta-Phase Baestietragt. Nach Applikation von
300 mg Fenofibrat gemessene maximale Plasmaspegreigen bis zu 15 mg/l (bzw.
41,6 pumol/L) [103].
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Wichtige unerwiinschte Wirkungen von Fenofibrat sgaktrointestinale Stdrungen,
leichte Abnahmen von Hamoglobin und Leukozytenwertenterschiedlich schwere
Leberfunktionsstorungen, allergische Reaktionen isowelten Haarausfall oder
Potenzstérungen. Durch vermehrte Cholesterinauskeige ist ferner der lithogene
Index der Gallenflussigkeit und damit das Gallemsigko erhdht. Selten kommt es zu
unterschiedlich ausgepragten Myotoxizitaten. Diggenen bis hin zur Rhabdomyolyse
mit der Folge einer sogenannten Crush-Niere fluhrems eine gefahrliche
Komplikation darstellt. Aus diesem Grund sollte neeiKombination mit HMG-CoA-

Reduktase-Hemmern (Statinen) erfolgen. Kontrairttbken sind Leber- und

Gallenblasenerkrankungen, bekannte Uberempfindtithkoder fotoallergische/-

toxische Reaktion unter Fibrat- oder Ketoprofenibelhang sowie eine schwere
Nierenfunktionsstérung. Uber die Langzeitvertrdujieit bei Kindern existieren nur
wenige Daten, daher ist die Indikation hier strengstellen. Fenofibrat verstarkt die
Wirkung von Antikoagulanzien vom Cumarin-Typ sowi@n oralen Antidiabetika und
Insulin [103].
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12224 Antineoplastische Effekte der PPAR-Agonisten

Antineoplastische Effekte von PPAdRgonisten wurden bereits in einer Reihe von
Versuchen und Studien sowohl in vitro als auchiwo ywachgewiesen. Sie beruhen auf
einer Interferenz mit verschiedensten biochemiscBagnalwegen und resultieren
zumeist in Apoptoseinduktion, Hemmung des Zellwaains oder Arrest des Zellzyklus
in der G-Phase [8,35].

Ferner wurde fur bestimmte Zelltypen eine erhoéhteisdNferenzierungsrate
nachgewiesen. So ist bekannt, dass RPAgonisten eine erhdhte Differenzierung von
Preadipozyten und Fibroblasten in reife Fettzebewirken kénnen. Auch fur andere
Zell- und Gewebetypen sind derartige Effekte basblen [8,35,62].

Weiterhin gibt es Hinweise auf eine Hemmung der idggnese durch PPAR
Agonisten, was vor allem bei soliden Tumoren eteressanter therapeutischer Ansatz
sein konnte. Bei Applikation der Substanz wird éiesschittung des sogenannten
.vascular endothelial growth factor* (VEGF) aus ttga Muskelzellen blockiert.
AulRerdem wird die Leptin-induzierte Migration vomdothelzellen inhibiert, was der

Angiogenese eine weitere Basis entzieht [35].
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All diese Effekte sind bereits fir die haufigstedsartigen Tumorerkrankungen des
Erwachsenenalters in Lungen-, Brust-, Kolon-, Ruadrebszellen ausflhrlich
untersucht worden [3,10,11,32,38,47]. Des weitgibhes eine Reihe von Studien und
Versuchsreihen zu hepatozellularen, Blasen-, Paskrand Schilddriisenkarzinomen
[26,37,85,117], sowie zu Tumoren des ZNS [36] urdk@men [44]. Im Gegensatz
dazu ist die Datenlage zu Effekten von PPAR-Agenisauf fir das Kindesalter
typische Tumorerkrankungen noch sehr Uberschalan findet in der Literatur

lediglich vereinzelt Artikel zu Neuroblastomen [42], Leukdmien [64] und

Osteosarkomen [44].

Wahrend die antineoplastische Aktivitat der PRA&onisten im Allgemeinen kaum
noch angezweifelt wird, gibt es fur die PR&Rgonisten diesbeziglich keinen
einheitlichen Konsens. Beispielsweise wird in veimsdenen Arbeiten Uber eine
Induktion von Kanzerogenese in der Leber durch dbberichtet [45,89]. Auf der
anderen Seite wurde eine effektive antineoplastiscAktivitat derselben
Medikamentengruppe gegen Zellen des Endometriunmars gesehen, welche durch
die Beteiligung des Lipidmetabolismus an der endaalen Kanzerogenese und deren
Modulation durch die PPAR Agonisten erklart wurde [100].

Die Tabelle 1.3gibt einen kurzen Uberblick liber die aktuelle Dége beziglich der
antineoplastischen Wirkung von PPAR-Agonisten ural slamit der besseren
(qualitativen) Einordnung der Bedeutung der vodregeuen Daten dienen. Dabei ist
fur jede Tumorentitat lediglich eine Beispielpulalilon aufgefihrt, so dass die Tabelle
keine Einordnung hinsichtlich Quantitat bzw. Hakég der Untersuchung an einer

Tumorentitat zulasst.
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Tabelle 1.3: Praklinische Untersuchungen zu den antineoplastisckffekten von
PPAR-Agonisten (behandelte  Tumorentitaten, Substanzen inkl.

Dosierungen)

In vitro-Studien

Verwendete Substanz und

Tumorentitat/Zelllinien Konzentration Erzielte Effekte Literatur
Prostata-Ca Troglitazon, Pioglitazon, R
(LNCaP, DU145, PC3) Prostaglandin J2 in 10 uM Lsg. vachstumsinhibition [47]
Papillares Schilddrisen-Ca Troglitazon, Wy14643 Reduzierte Zellzahl durch [85]

(BHEOZ_g’BB:PPl?é_lZSl')BHP (PPARx Agonist) u.a. in 10 uM Lsg. Apoptoseinduktion

Magen-Ca (MKN-7, MKN- . . Wachstumsarrest und
28, MKN-45, AGS) Troglitazon, 10 uM Lsg. Uber 48 Std. Apoptose [105]
Troglitazon, Wy-14643 u.a. Wachstumsarrest und
Colon-Ca (HT-29 111
olon-Ca (HT-29) 1-100uM Lsg. tiber 26 Std. Apoptose [111]
Pankreas-Ca . . Wachstumshemmung,
(PK-1, PK-8, PK-9, MIA Troglltazcl)Jrr\](ljnl%é “&A’Lls“M’ 10uM Zellzyklusarrest in der [80]
Paca-2) H 9: G1-Phase
HCC  (Hep G2, HUH-7,  Trqgjitazon, Pioglitazon u.a. in 5 pM, Wachstumshemmung, (98]
KYN-1, KYN-2) 10 pM, 25 pM und 50 puM Uber 48 h Zellzyklusarrest
Mamma-Ca (MCF-7) Troglitazon in 10-40uM ZeIIzy(I;IT_SSLrae;ém der [129]
Kombinationsversuche mit
NSCLC Carboplatin und Rosiglitazon u.a. (2,5 Arrest in G2-Phase, [32]
(A549, H23, H596, Calul) pM, 10 uM, 25 pM Carboplatin; 50 Apoptose
nM, 1 uM, RGZ)

Wachstumshemmung und

Neuroblastom (LA-N-5u.a.)  GW1929, PGJ2 in 10-20 uM Lsg.  Ausdifferenzierung der [42]
Zellen

préklinische in vivo-Studien

Verwendete Substanz und

Tumorentitat/Zelllinien Konzentration Erzielte Effekte Literatur
Kombinationsversuche mit vollsténdiger
NSCLC A594 in Carboplatin und Rosiglitazon u.a. (10 Wachstumsstop bzw. [32]
Nacktméusen bzw. 50 mg/kg KG/Tag Carboplatin; 5Tumorreduktion vor allem
bzw. 20 mg/kg/d RGZ) bei Kombination
Prostata-Ca PC-3 in Inhibition des
mannlichen BNX-dreifach Orale Troglitazongabe 500 mg/kg Tumorwachstums und [108]
immundefizienten KG/Tag Tumorgewichtsreduktion
Nacktmausen
Colon-Ca-Zellen, subcutane Troglitazon 200 mg/kg KG/Tag TReduktlon des [104]
umorwachstums

Injektion bei Nacktméausen
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1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Betrachtet man die Datenlage in ihrer Gesamthesjrsd die antineoplastischen Effekte
von PPAR-Agonisten vor allem in der padiatrischeimtatologie und Onkologie noch
unzureichend erforscht. In dieser Arbeit soll dabare mdgliche Basis fur weitere
Projekte in dieser Richtung geschaffen werden raih Ziel, bei vielversprechenden
Ergebnissen auf lange Sicht gegebenenfalls den fifleden klinischen Einsatz von

PPAR-Agonisten in der padiatrischen Tumortherapibereiten.

Dabei ist es zunéchst wichtig, fur ein breitereekdum an fir das Kindesalter
typischen Krebserkrankungen maogliche Effekte dekRRRgonisten zu screenen. Dazu
werden die Effekte der PPAR Agonisten allein undKiombination mit der haufig

konventionell-chemotherapeutisch eingesetzten &nbsDoxorubicin an einem Panel
von 18 unterschiedlichen typisch péadiatrischen Tieltinien untersucht. Dabei sollen

unter anderem die folgenden Fragen geklart werden:

1. Gibt es die vorbeschriebenen Tumor-proliferationsimenden Effekte wie
Ausdifferenzierung der Zellen, Zellzyklusarrest, ofposeinduktion usw. auch
an typisch padiatrischen Tumoren? Wenn ja, an weeffhKonnen dabei die
Substanzkonzentrationen, die vitro zu einem Effekt fuhren, aucim vivo

erreicht werden?

2. Sollten signifikante Effekte gesehen werden, weldeehanismen liegen diesen

zu Grunde?

3. Gibt es Unterschiede in der antiproliferativen \aknkeit von Rosiglitazon und
Fenofibrat allein oder in Kombination mit konvemedlen Zytostatika? Womit

wiirde sich eine weitere Uberpriifung am ehestengiofn

4. Sind diein vitro ermittelten Effekte ggf. ausreichend, um den Emnsavivo zu

rechtfertigen?

5. Inwieweit lohnt es sich fur bestimmte Tumorentithden Nutzen der PPAR-
Agonisten im Detail zu erforschen und ggf. sogan téeg flr den klinischen

Einsatz zu bereiten?
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Zelllinien

Die zytotoxischen Effekte der PPAR-Agonisten wurden einem Panel von 18
permanenten humanen Tumorzelllinien Uberpruft, wébeerschiedene Tumorentitaten
eine Rolle spielten. Die Zelllinien werden im Faigen dargestellt. Es handelt sich
dabei um Zellen aus 4 verschiedenen Leukdmien, 4irdd@stomen, je 2

Osteosarkomen, Medulloblastomen und Rhabdomyosakonsowie 4 Ewing-

Sarkomen. Aul3er der AML-Zelllinie HL-60 wurden alflllinien aus péadiatrischen
Patienten gewonnen. Die folgenden Angaben basieaeh den Angaben der
unterschiedlichen Vertreiber der Zelllinien sower geweils angegebenen Quellen.

MOLT-4

Diese humane T-Zell-Leukamie-Zelllinie wurde 197is adlem peripheren Blut eines
19-jahrigen jungen Mannes mit dem Rezidiv einer Adthbliert. Es handelt sich um
runde Zellen, welche in Suspension einzeln oder Glustern wachsen. Die

Verdopplungszeit betragt ca. 40 Stunden [77].

CCRF-CEM

Die humane T-Zell-Leukamie-Zelllinie CCRF-CEM emtsimt dem peripheren Blut
eines am Rezidiv einer ALL erkrankten 3-jahrigen dd@ens kaukasischer
Abstammung. Es handelt sich um die erste kontihcirer T-ALL-Zelllinie. Sie wurde
1964 etabliert. Die runden Zellen wachsen sowohlSspension, als auch als
einschichtig-adharente epitheloide Zellen. Die \Wpmulingszeit betragt dabei 24-30
Stunden [28].
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REH

Bei REH handelt es sich um eine B-Vorlaufer-ALL{lgie, die 1973 aus dem
peripheren Blut eines 15-jahrigen nordafrikaniscMgidchens mit dem Rezidiv einer
akuten lymphoblastischen Leuk&amie gewonnen wurdehdhdelt sich morphologisch
um Kkleine runde, einzeln angeordnete Zellen in 8usipn. Die Generationszeit betragt
50-70 Stunden [96].

HL-60
HL-60 wurde 1976 aus dem peripheren Blut einer &Bigen Frau mit akuter
myeloischer Leukamie (AML-FAB-M2) etabliert. Beiner Generationszeit von 25

Stunden handelt es sich um runde Einzelzellen gp&usion [19,21,29].

SH-SY5Y

Bei SH-SY5Y handelt es sich um eine humane Neustdma-Zelllinie, die urspringlich
als klonale Sublinie aus der Neuroepitheliomzea#li8K-N-SH gewonnen wurde. Diese
wiederum entstammt urspringlich einer Knochenmagdie, die 1970 bei einem 4-
jahrigen Madchen mit metastasiertem Neuroblastorohdeftiihrt wurde. Es finden sich
Epithel-/ Neuronen-&hnlich elongierte Zellen mitsshichtigem Wachstum, zumeist in
Clustern gruppiert, die in der Regel nicht vollst#in konfluieren. Die
Zellverdopplungszeit in Kultur betragt etwas tbBr&unden [9,97]. Es liegen keine 1
p Deletion und keine N-myc Amplifikation, jedoclneihohe Telomerase-Aktivitat vor.

IMR-5

IMR-5 wurde aus der Zelllinie IMR-32 gewonnen. ebumane Neuroblastom-
Zelllinie entstammt dem Tumor eines einjahrigenkemischen Jungen. Morphologisch
zeigen sich neuroblastenahnliche adharente Zellerinschichtigem Wachstum in der
Kultur. Die Zellen weisen eine N-Myc-Amplifikationund eine Deletion auf
Chromosom 1 (del 1p36) auf [58,126].
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KCN

Hier handelt es sich ebenfalls um eine humane vioerdpiebeginn gewonnene
Neuroblastom-Zelllinie mit der charakteristischerMyc-Amplifikation (100fach) und
der Deletion auf Chromosom 1 (del 1p) vez]. Die Zellinie wurde aus dem Tumor
eines mannlichen Patienten gewonnen. Es konnterdi@é&sene fur TrkA und fur TrkB

wie auch eine hohe Telomerase- Aktivitat gefundenden.

SHEP-SF
Bei SHEP-SF handelt es sich, wie auch bei SH-SY¥®Hénfalls um einen Subklon der
Zelllinie SK-N-SH. Die Zelllinie zeigt keine N-Myg&mplifikation [7]. Es liegt eine 1 p

Deletion und eine hohe Telomerase- Aktivitat vor.

MNNG-HOS

Die Osteosarkom-Zelllinie HOS wurde zuné&chst aum #@ochen eines 13 Jahre alten
kaukasischen Madchens gewonnen und wurde nacltragiit dem kanzerogenen
Nitrosamin MNNG behandelt, wodurch die sich furlKeltur und zur Implantation in
Nacktmause sehr gut eignende Zelllinie MNNG-HOStamid [93,94].

OST
Wie auch bei MNNG-HOS, handelt es sich bei OST une dhumane Osteosarkom-
Zelllinie [5,83]. Die Zellen sind Telomerase-pogifi16].
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DAQY

Bei DAOY handelt es sich um eine MedulloblastomHizeé. Sie wurde 1985 aus dem
Cerebellum eines 4 Jahre alten kaukasischen Jungén desmoplastischem
Medulloblastom etabliert. Obgleich der Primartumareuronale und gliale
Differenzierung aufwies, kann dies in der Zelllimeht mehr nachvollzogen werden.
So induziert eine Behandlung mit cAMP keine flrséieArt von Differenzierung
typische Expression von S100 (S-100) Protein umgrsannten “glial fibrillary acidic
proteins® (GFAP). Die Zelllinie besteht aus adhéreachsenden polygonalen Zellen

mit einer Verdopplungszeit von 34 Stunden [46,49].

uw228.2

UW228-2 ist eine von 3 Untergruppen der Zelllinigv@28 (UW228-1, -2 und -3). Es
handelt sich um Zellen eines Medulloblastoms miaidem Chromosomensatz aus
dem Tumor der hinteren Schadelgrube eines MensdhienZellen sind teilweise fur
Synaptophysin und sogenanntes ,glial fibrillary daci protein® positiv. Sie bilden
Kolonien auf soft-agar und wachsen einschichtigenZellkultur [52].

RD
Diese Zelllinie entstammt einem Rhabdomyosarkomesirsieben Jahre alten

kaukasischen Madchens [73].

RH-30

Diese humane Rhabdomyosarkomzelllinie wurde urgpidin aus einer

Knochenmarkmetastase eines 17-jahrigen jungen Mammé undifferenziertem

alveolarem Rhabdomyosarkom generiert. Es hanag#ltisn adharente, epithelahnliche
Zellen mit einschichtigem Wachstum und einer Zethopplungszeit von ca. 35
Stunden [24,30].
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CADO-ES-1

CADO-ES-1 wurde urspriinglich aus der Pleurametastaser 19jahrigen japanischen
jungen Frau mit Ewing-Sarkom des rechten Sitzbeinmgts multipler pulmonaler
Metastasierung gewonnen. Es handelt sich — tydisckEwing-Sarkome — um kleine
runde und spindelférmige Zellen ohne neuronale ebgifizierung, die mit einer
Verdopplungszeit von ca. 35 Stunden (semi-)adhésekiumpiges Wachstum in Form
von Spharoiden zeigen. Dabei ist die Anheftung tniddtigat [55].

VH-64

VH-64 entstammt einer Lungenmetastase eines medhtdokalisierten typischen
Ewing-Sarkomes eines 24jahrigen Mannes. Die ruriierovalen Zellen sind locker
angeordnet. Die Generationszeit betragt ublichessveb,2 Stunden [121-123].

STA-ET-1
STA-ET-1 wurde urspringlich aus einem peripheremurblektodermalen Tumor des
Humerus’ eines 13jahrigen Madchens etabliert. Deadsationszeit betragt 40,7 h [4].

STA-ET-2.1

STA-ET-2.1 ist eine Zelllinie aus einem priméarenripieeren Neuroektodermalen
Tumor der Fibula eines 15jahrigen Jungen. Die Geimgrszeit betragt ca. 60 h und
eine P-gp-Expression zeigt sich bei 20 % der Zddgn
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CCRF-CEM, MOLT-4, REH, HL-60, CADO-ES-1, SH-SY5Y diirRH-30 entstammen
der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und kdillren (DSMZ,

Braunschweig). DAOY, RD and IMR-5 wurden von derGJ-LGC (Promochem

GmbH, Wesel) erworben. Die Zelllinien KCN, SHEP-SBST und MNNG-HOS

wurden uns freundlicherweise von Professor Dr. @efba (Institut fur Pathologie der
Universitat Dusseldorf) zur Verfigung gestellt, weild UW228.2 von Herrn Profesor
Dr. Dr. M. Friuhwald aus der eigenen Klinik mit frellicher Genehmigung von Prof.
John Silber (Department of Neurological Surgeryjvarsity of Washington, Seattle,
USA) bereitgestellt wurde. Ferner wurden die Zedin STA-ET-1, STA-ET-2.1 und
VH-64 mit freundlicher Genehmigung von Dr. rer..natvan Valen aus der Klinik ftr

Orthopadie des Universitatsklinikums Munster zurfligung gestellt.
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2.1.2 verwendete Substanzen

Aus den Stammlésungen der folgenden Substanzenewuwvdrdinnungsreihen mit
Hilfe von Zellkultur-Medium und DMSO hergestellt:

PPAR-Agonisten
Rosiglitazon

TOCRIS Bioscience, Cookson Ltd. Avonmouth, UK

Fenofibrat Lésung in DMSQO(s.u.)

Zytostatikum

Doxorubicin Adriblastin ® Lésung
Pharmacia GmbH (Unternehmen der Pfizer-Gruppe)
Karlsruhe, Deutschland

2.1.3 Einmal-Laborbedarf

Zellkulturflaschen, steril, 25 cin TPP
Zentrifugenréhrchen, steril, 14 ml TPP
sterile Pipetten, 1 ml Castor, Steripette
sterile Pipetten, 5 ml Falcon
sterile Pipetten, 10 ml Falcon
sterile Pipetten, 20 ml Falcon
sterile Pipetten, 50 ml Falcon
Standartips, 100l Eppendorf
Standartips, 1000 Eppendorf
Kombitips, 0,5 ml Eppendorf
Kombitips, 1 ml Eppendorf
Kombitips, 5 ml Eppendorf

™
Kulturplatten, 96 Well Microtest 96, Tissue Culture Plate

Falcon, Becton Dickinson Labware, Order No.: 353072

Zytostatika-Handschuhe Nitrile 242 mm, Ref No.: 52002M
Handschuhe Derma Clean Powder free Latex, non sterile
Ansell GmbH Miinchen, Deutschland
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2.1.4 Losungen und Reagenzien

DMSO Dimethylsulfoxid, Hybri Max, sterile
Lot No.: 90K2340
Sigma Deisenhofen, Deutschland

Ethanol 96% Apotheke des Universitatsklinikums Minster
Munster, Deutschland
Nahrmedium RPMI 1640 Medium

GibcoBRL, Cat No.: 21875-034
+ Antibiotic-Antimycotic
(Penicillin G sodium 10.000 Units/ml,
Streptomycin sulphate 10.00@/ml
Amphotericin B als Fungizone® 2&/ml
in 0,85 % NacCl (5,5 ml auf 500 ml))
GibcoBRL, Cat No.: 15240-062
+ L-Glutamine(100x) 200 mM
GibcoBRL, Cat No.: 25030-024
+ FCS(Foetal Bovine Serum) 50 ml (10 % FSC Medium)
GibcoBRL, Cat No.: 10108-165
Trypsin Trypsin-EDTA-Solution 0,5 g Trypsin, 0,2 g EDTA pder in
PBS (1x)
Cat No.: L11-004; Lot No.: H04121-254
PAA Laboratories GmbH (Linz, Osterreich)

Demineralisiertes Wasser eigene Herstellung mit Milli-Q-UF
Millipore Eschborn, Deutschland
Essigsaure 0,1 N 497,05 ml demineralisiertes Wasser + 2,95 ml Eigess

Baker Chemicals Deventer, Niederlande
Collagen-Essigsaure Collagen Typ 1 R, aus Rattenschwanz

6 mg/ml in 0,2 % Essigsaure-Losung, pH 3,2-4,0 trend auf
0,2 mg/ml mit 0,1 N Essigsaure

Cell Concepts GmbH
Umkirch, Deutschland
Order No.: Z-17C03-A
MTT 3[4,5- Dimethylthiazol-2 ylI]-2,5 diphenyl-tetrazolhbromide
M2128, Lot.: 66H5033
Sigma Deisenhofen, Deutschland
Lyse-Reagenz 20 g SDYSDS-Sodiumdodecylsulphate)
Sigma Deisenhofen, Deutschland
geldst in 50 ml I;D und 50 mI DMHKN,N-Dimethylformamid)

Merck Darmstadt, Deutschland
PBS-Puffer 250 mg MTT geldst in 50 ml Phosphatgepufferterr&apH 7,4
Life Technologies GmbH Karlsruhe, Deutschland
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2.1.5 technische Gerate

sterile Werkbank W.H. Mahl
Kaarst, Deutschland
Mikroskop ICM 405

Carl Zeiss Microlmaging GmbH Géttingen, Deutschland
COZ—Begasungsbrutschrank, Heraeus

° Dusseldorf, Deutschland
Temp. 37C, 7% CG

Zentrifugen 1. Universal 2S
Hettich Centrifuges, Beverly, MA, USA
2. Centrifuge 5417 R, Eppendorf Hamburg, Deutsahlan
Zellzéhler Casy® 1
Schérfe System GmbH Reutlingen, Deutschland
Assay Reader Multiscan Ascent Microplate Reader

+ Ascent Software

Pathtech Preston, Australia
Schattler Vibrax VXR basic

Typ VX2 (Reagenzglasaufsatz)

IKA® Staufen, Deutschland

Varipette, 10-10Qu Eppendorf
Varipette, 100-100Ql Eppendorf
Multipette Plus Eppendorf
Akkupipette pipetus-akku
Hirschmann Laborgerate Eberstadt, Deutschland
Vakuumpumpe Vacobox (1000 mbar)

KNF-Neuberger GmbH Freiburg, Deutschland
Analysator fur RNA-Qualitat und 2100-Bioanalyzer
Quantitat Agilent Technologies Waldbronn, Germany
Real-time PCR-Gerat ABI Prism 7700

sequence detection system

Applied Biosystems

Applera Deutschland GmbH, Darmstadt
Roboter zur Vorbereitung der real-timdecan Genesis 150 robotic
PCR Tecan Deutschland GmbH Crailsheim, Germany
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2.1.6 verwendete Software

statistische Analysen CalcuSyn 2.0
Biosoft Cambridge, UK
Analyse der PCR-Ergebnisse Sequence detector software

SDS 2.2 Applied Biosystems

Kalkulation Microsoft Excel
der Wachstumshemmungsparameter Microsoft Office XP

Graphische Ergebnisdarstellung SigmaPlot 9.0
SYSTAT Software Inc.

2.1.7 sonstige Hilfsmittel

RNA-Isolations-Kit QlAamp RNA isolation kit + RNadé&ree DNase Set
QIAGEN Hilden Germany

System zur Synthese komplementareBuperscript™ Ill First-Strand Synthesis SystemR@fPCR

DNA-Strange Invitrogen GmbH Karlsruhe, Germany
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

Die Pflege und Behandlung der Zellkulturen erfolgech den Standardanweisungen
(SOP-Zellkulturl) des Funktionsbereiches ,KliniséHearmakologie” unter der Leitung

von Frau Dr. rer. nat. Claudia Lanvers-Kaminsky.

Grundlage fur den Erfolg der Arbeit mit Zellkultarast das sterile Arbeiten. Aus
diesem Grund wurde mit entsprechend desinfizieHandschuhen an einer sauberen
Werkbank gearbeitet, welche sich zuvor fir mindeste0 Minuten in Betrieb befand.
Samtliche Materialien mit Kontakt zu den Zellku#no und dem Kulturmedium wurden

absolut steril gehalten.

Auch der Inkubator wurde in regelméafigen Abstargkemartet und gereinigt. In diesem
wurden die Zellen bei 37° C in wasserdampfgesattigtmosphare mit einem GO

Anteil von 5 % inkubiert.
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2.2.1.1 Auftauen und Einfrieren der Zellen und die

Vorbereitung zum experimentellen Gebrauch

Um Kontaminationen vorzubeugen und eine hohe Koastier Zelllinieneigenschaften
zu gewabhrleisten, wird im Labor die Kryokonservigguin fliissigem Stickstoff bei -
197° C zur Langzeitlagerung von Zellen eingesetzt.

Beim Auftauen der Zellen aus flissigem Stickstoff wurden die &anpes mit den

Zellen zunachst vorsichtig, jedoch ziigig in lauwemmWasser erwarmt. Die Offnung
der Kryotubes erfolgte nach vorheriger Desinfektroit 70%igem Ethanol unter der
Sterilwerkbank. Die Zellen wurden dann in ein Baldube mit auf 37° C

vorgewarmtem Medium tberfuhrt und dort fir 7 Minuteei 1300 U/min zentrifugiert.

Nach Verwerfen des Uberstandes erfolgte eine Ressgm des Zellpellets in 4-5 ml
Zellkultur-Medium und eine Uberfiihrung in die emtsghende Kulturflasche (25 émn

Unter lichtmikroskopischer Kontrolle wurden nachddgang in die proliferative Phase
regelmalige Passagen der Zellen durchgefuhrt. &obaich normales
Wachstumsverhalten zeigte, wurde fur die nachstigetesration eine grofiere Menge
an Zellen wiedekryokonserviert. Dazu wurden die Zellen - resuspendiert in 500 pl
Standardkulturmedium - mit 500 ul Einfriermediuneg¢tehend aus 10 % DMSO, 10 %
FCS, 80 % RPMI) in den speziellen Kryo-Tubes vdrsg gemischt und mit einer
Geschwindigkeit von ca. 1° C pro Minute langsamai$ -80 °C abgekuhlt. Nach 24
Stunden erfolgte die Uberfiihrung in die Flussigehdss Stickstoffbehalters.

Die ubrigen Zellen wurden fur die Versuche weiteltikiert. Vor dem experimentellen
Gebrauch wurde bei jeder Zelllinie ein Mykoplasneshthach der Arbeitsanleitung des
.venorGeM Mykoplasmen-Nachweis fur die konventideelPCR" von Minerva
Biolabs durchgefuhrt, um eine Kontamination aushlisBen und somit falschen

Versuchsergebnissen friihzeitig vorzubeugen.



2. Material und Methoden 32

2.2.1.2 Coating von Zellkulturflaschen

Speziell fir semiadhéarente Zelllinien, wie in diedebeit die Ewing-Sarkome, ist eine
spezielle Vorbereitung — sogenanntes Coating — deikulturflaschen und der
Kulturplatten notwendig, um eine gute Adhé&sion dellen zu gewahrleisten, was das

exakte Arbeiten erleichtert.

Dazu wurden unter der Sterilbank die entsprecheftisthen mit Collagen-Essigsaure
(1,5 ml/Flasche) beflillt und tUber 2 Tage verscldosstehen gelassen, um ein Absetzen
des Kollagens an den Boden zu gewdhrleisten. Danacitrden die
Flissigkeitsuberstande abgesaugt und die FlaschérPlatten fir 24 Stunden offen

unter der angeschalteten Sterilbank getrocknet.

Analog wurden die Kulturplatten mit 50 pl/Well Cadjen-Essigsaure versehen.

Allerdings wurden diese direkt offen bis zum Fosgetinter der Sterilbank getrocknet.

Mit der zuletzt abgesaugten Flasche wurde ein|&i¢stest durchgefihrt, indem diese
fur 3-4 Tage mit reinem Medium inkubiert und daniknoskopisch beurteilt wurde.
Wenn Keimwachstum ausblieb, wurden die nun geceratétaschen und Platten fir

Kultur und Versuchsreihen verwendet.
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2.2.1.3 Passagieren/Teilen der Zellen

Das Passagieren der Zellen verfolgt das Ziel, gléileibende Versuchsbedingungen
mit exponentiellem Wachstum der Zellen zu gewastds. Dabei ist eine regelmalige
Versorgung der Zellen mit frischem Zellkulturmediumnd eine weitgehend
kontinuierliche Inkubation in 25 chKulturflaschen in einem speziellen Brutschrank
unter 7 %iger C@Begasung bei 37° C entscheidend.

Da im Rahmen dieser Arbeit die Zelllinien nicht mals 20-30 mal passagiert wurden,
war keine vollstandige Erneuerung (sprich: erneaigsauen) der Zelllinien im Verlauf

notwendig.

Eine Zellpassage erfolgte immer dann, wenn diekdilrflaschen am Boden mit
einem dichten Zellrasen bewachsen waren. Die dréigiehe Beurteilung erfolgte
engmaschig mit dem Mikroskop.

Bei den (semi-)adhérenten Zelllinien mussten dakenéchst die auf dem
Flaschenboden anhaftenden Zellen mit Hilfe von Siypabgeltst werden. Nach
Absaugen und Verwerfen des alten Mediums aus ddtutlaschen wurde ca. 1 ml
Trypsin zugefigt und auf dem Boden verteilt. Darurde das Trypsin bis auf ca. 0,1
ml wieder abgesaugt und die Kulturflasche fur 5 0fiém mit diesem Rest im
Brutschrank inkubiert bis sich die Zellen bei légi Schlagen der Flasche gegen die
Hand sichtbar vom Flaschenboden ablésten. Je maefingchter Teilungsrate (siehe
Tabelle 2.} wurden nun die Zellen mit 2-5 ml Zellkulturmediurasuspendiert. Ein
entsprechender Anteil dieser Suspension wurde e n€ulturflaschen udberfihrt,
nachdem diese mit genau so viel frischem Mediunillveforden waren, so dass sich
zusammen mit der Zellsuspension ein Gesamtvolunwn 4 ml in jeder Flasche
befanden. Im nachsten Arbeitsschritt wurden dienaltulturflaschen verworfen und die

neuen entweder weiter inkubiert oder den Versucdugefihrt.
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Tabelle 2.1: Teilungsraten und Flussigkeitsmengen beim Passagiadharenter und

semiadharenter Zellen

Teilungsrate  Vorgelegtes Medium in Medium zum Resuspendiertes
neuer Flasche (ml) Resuspendieren der Zellen Medium in neuer
(ml) Flasche (ml)
1:3 3 3 1
1:4 3,5 2 0,5
1:5 3,5 2,5 0,5
1:6 3,5 3 0,5
1.7 35 3,5 0,5
1:8 35 4 0,5
1:9 35 45 0,5
1:10 35 5 0,5
1:15 3,7 5 0,3
1:20 3,75 5 0,25
1:25 3,8 5 0,2

Beim Passagieren der Suspensionszellen (Leukantleriéa) musste keine Ablésung
mit Hilfe von Trypsin erfolgen. Nach Vorlegen vonsthem Kulturmedium in neue
Kulturflaschen erfolgte die Resuspension der Zeiteder alten Kulturflasche und die
Uberfiihrung einer entsprechenden Menge an Zellssspe in die neue Flasche. Der
Tabelle 2.2sind die jeweiligen Teilungsraten zu entnehmers Ralturmedium in den
neuen Flaschen wurde stets so bemessen, dassasltilem Passagieren der Zellen in

jeder Flasche ein Gesamtvolumen von 5 ml Zellsusparbefand.

Tabelle 2.2 Teilungsraten und Flussigkeitsmengen beim Passagiervon

Suspensionszellen

Teilungsrate Medium in neue Flasche (ml) Zellsuspension aus der alten in die heue
Flasche (ml)

1:3 3 15
1:4 3,75 1,25
15 4 1

1:6 4,2 0,8
1:7 4,3 0,7
1:8 4,4 0,6
1:9 4,45 0,55
1:10 4,5 0,5
1:15 4,7 0,3
1:20 4,75 0,25

1:25 4,8 0,2
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2.2.2 Invitro-Testverfahren zur Zytotoxizitatsmessung

Alle 18 Zelllinien wurden zun&chst einzeln auf diirkung von Doxorubicin,
Rosiglitazon und Fenofibrat untersucht. Weiterhimaen Kombinationsversuche aller
Zelllinien mit Doxorubicin und Rosiglitazon sowie okorubicin und Fenofibrat

durchgefuhrt.

Insgesamt wurde jeder Versuch dreimal vollstandig wnterschiedlichen Tagen

durchgefuhrt, um dir Reproduzierbarkeit der Ergsebaizu Gberprifen.

2.2.2.1 Aussiedeln der Zellen

Ziel beim Aussiedeln der Zellen war es, die Zekamer Zelllinie gleichmaf3ig auf die
fur die spateren Versuche erforderlichen Zellkyltatten zu verteilen. Fiur jeden
Versuch mit einer Zelllinie waren 2 Kulturplatterfaederlich wovon eine vollstandig
mit 100 pl Zellsuspension pro Well beimpft wurdeonvder zweiten Platte wurde
lediglich eine Reihe von 12 Wells fur die Wachstkorgrolle nach 72 Stunden mit

Zellsuspension versehen.

Wie auch beim Passagieren der Zellen wurden adigd#llen zunachst mit Trypsin
vom Boden der Kulturflaschen abgeldst, resuspendigrd die so entstandene
Suspension in ein steriles 15 ml-Falcontube uberfiSuspensionszellen wurden
unmittelbar resuspendiert und in die Tubes Ubetfi#uf diese Weise konnte der Inhalt
mehrerer Kulturflaschen derselben Zelllinie zusamgediihrt werden. Die Falcontubes
mit den Zellsuspensionen wurden nun bei 1300 Ufdrirca. 7 Minuten zentrifugiert,

der Uberstand wurde abgegossen und entstandengelgf mit einer definierten

Menge (in der Regel 3 ml) neuem Medium aufgefiildl vesuspendiert.
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Mit Hilfe des Zellzahlers (Casy® 1) erfolgte nuredkonzentrationsbestimmung der
Zellen in der entstandenen Suspension pro ml. Zarftiifung der Reproduzierbarkeit
des Messergebnisses wurden pro Zellsuspension Igewgi solcher Messungen
durchgefuhrt und daraus der jeweilige Durchschméts errechnet. Bei signifikanter
Abweichung der Einzelmessungen wurde eine neususgension hergestellt und die

Messung erneut durchgefuhrt.

Ausgehend von den ermittelten Zellkonzentrationeard® das Volumen dieser
Zellsuspension errechnet, welches eine adaquateaBklfir die durchzuflihrenden
Versuche enthielt. Ziel dabei war es, pro Well eik@ilturplatte eine Zahl von

maoglichst genau 5.000 Zellen/100 pl zu erreichae.@o Versuch benoétigte Menge an
Nahrmedium mit Zellen betrug somit — einen gewid3pettierverlust mit eingerechnet
— anndhernd 12 ml mit insgesamt ca. 600.000 Zeldaher wurde die zuvor errechnete

Gesamtmenge der Zellsuspension mit Kulturmediuniauhl aufgefillt.

Nach ausgiebiger Resuspension wurden die entspréehe Platten wie zuvor

beschrieben mit 100 pl/Well dieser neu hergestediglsuspension beimpft.



2. Material und Methoden 37

2.2.2.2 Erste Wachstumskontrolle nach 72 Stunden mit dem
MTT- Assay

Es erfolgte zunachst eine 72-stiindige BebrutungKdéturplatten im CQ-Inkubator,

um den Zellen das exponentielle Wachstum und dégradten Zellen zuséatzlich die
Adhasion zu ermdglichen. Danach wurde das Zellwaamsn den 12 Wells der zuvor
angelegten Kontrollreihe auf der zusatzlichen Kupliatte reprasentativ fur alle Zellen

des jeweiligen Versuches bestimmt.

In diesem Rahmen kam der sogenankt€T-Assay zum Einsatz. Dabei erfolgte
zunéchst der Farbevorgang der Zellen mit 3[4,5- dnylthiazol-2 yl]-2,5 diphenyl-
tetrazoliumbromide (MTT) indem in jedes Well 10 MITT-Reagenz pipettiert wurde.
Wahrend weiterer 3 Stunden im Inkubator bei 37%fGlgte in den Mitochondrien der
lebenden Zellen unter Verbrauch von NADH und NAD@&H irreversible Umsetzung

des gelben MTT zum violett-farbenem Formazan.

NADH + MTT Dehydrogenase | Formazan  + NAD

Abbildung 2.1: MTT-Farbereaktion

Im Anschluss an die Inkubation wurde zunachst ebtg] das lUberstehende Medium
aus den Wells der jeweiligen Kulturplatte ohne Bewing des Bodens abgesaugt.
Platten mit Suspensionszellen wurden vorher fur Thukén bei 1300 U/min
zentrifugiert. Im néchsten Schritt wurden die einea Wells mit jeweils 100 ul eines
Lyse-Reagenzes (siehe Material) versehen und digeRlfur 15 Minuten auf dem
Schuittler bei 600 U/min bewegt. Dann erfolgte deble&evorgang durch
photometrische Messung bei 570 nm und 650 nm afser&& mit dem Multiscan
Ascent-Microplate Reader sowie die Darstellung @meéicherung der Daten mit der
entprechenden Software am PC. Bei der Messung liesteedie Extinktion mit der

Menge an zu Formazan umgesetztem MTT und damideniZahl lebender Zellen.
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2.2.2.3 Anfertigen der Verdiinnungsreihen und Beimpfen der

Zellkulturplatten mit den Testsubstanzen

Fur die Testung der Dosisabhéngigkeit der einzelBeibstanzen hinsichtlich der
Zytotoxizitat wurden entsprechende Verdinnungsreiken Einzelsubstanzen und
Substanzkombinationen jeweils mit Hilfe von tiefgeénen Stammldsungen
hergestellt. Um die jeweils hochste Zielkonzentmati (Doxorubicin: 100 pM,

Rosiglitazon / Fenofibrat: 1000 puM) zu erreichenurde die Stammlésung
entsprechend mit Zellkulturmedium aufgeflllt. Dieegrverdiinnung erfolgte dann
stets im Verhéltnis 1:10 mit frischem Zellkulturnnga, bis die Verdinnungsreihen mit
jeweils sieben verschiedenen Konzentrationen fgestellt warenTabelle 2.3zeigt die

Zusammensetzung der verwendeten Stammldsungen.

Zur Untersuchung der kombinierten Effekte von PPAgbnisten und Doxorubicin
wurden dieselben Substanzkonzentrationen wie im d&&ersuchen mit den
Einzelsubstanzen verwendet. Dabei wurde die jeviéithste Konzentration der ersten
Substanz mit der hochsten der zweiten Substanz igeame mit Zellkulturmedium
verdunnt. Ebenso wurden die jeweils zweit- undthisithsten bis hin zu den kleinsten
Konzentrationen kombiniert. Das Konzentrationsvinig betrug auf diese Weise stets
1:10 (Zytostatikum : PPAR Agonist).

Tabelle 2.3: Eigenschaften der Stammldsungen

Substanz Konzentration der Molekulargewicht Verwendetes
Stamml6sung Lésungsmittel

Doxorubicin 2mg/ ml 543,5 g/ mol
Rosiglitazon 1mg/mi 357,4 g/ mol DMSO

Fenofibrat 1mg/ml 360,8 g / mol DMSO




2. Material und Methoden

Mit den Verdinnungsreihen wurden nun die zuvor g2itStunden im C@Inkubator
bebriuteten Zellkulturplatten wie iAbbildung 2.1dargestellt beimpft. Dabei wurden
stets 4 Wells mit derselben Substanzkonzentratawsehen, um besser reproduzierbare

Ergebnisse zu gewahrleisten. Die jeweils obersiaeRainer Platte wurde lediglich mit

zusatzlichen 100 pl Kulturmedium pro Well versehen.

In den Kombinationsversuchen wurden analog zu demelkonzentrationen derselben

Reihe das oben beschriebene Gemisch beider Substdmnmnzugefiigt. Auch hier

wurden je 4 Wells mit derselben Konzentration defil

Abbildung 2.2:

Belegung der Zellkulturplatten
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CO0 = Zellkulturmedium ohne Substanz
C1-C7 = Substanzkonzentrationen, C1>C2>C3>C4>C5>C6>C7
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Betrachtet man die Belegung der Zellkulturplattea, war bei der Herstellung der
Verdinnungsreihen zu beachten, dass die Konzemtrath den angefertigten
Verdunnungsreihen der doppelten Zielkonzentratrorden Wells entsprachen, da die
Wells zum Zeitpunkt des Zuflgens der Substanz schdnlO0 pl Zellsuspension
befullt waren. Wurden nun weitere 100 pl in Formr dkoppelt konzentrierten

Verdinnungsreihen zugeflgt, war die Zielkonzerdraérreicht.

Es erfolgte aus arbeitsokonomischen Grinden diestelamg von ausreichend

Reagenzien fir mehrere Versuche.
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2.2.2.4 Erneute MTT-basierte Wachstumskontrolle nach

Inkubation mit den Testsubstanzen

Nach 72stindiger Bebritung der Zellen im s8@kubator mit den Testsubstanzen

erfolgte eine erneute Beurteilung der Zellviabilitdt Hilfe des MTT-Assays [68,78]

2.2.2.5 Auswertung der MTT-Assays

Die im MTT-Assay gemessene optische Dichte der ijeyea Zellsuspension korreliert
mit der Aktivitdit von mitochondrialen Aldehyd-Dehydienasen. Eine einzelne
Messung gibt so Hinweise auf die Anzahl der stoffaselaktiven Zellen. Setzt man
verschiedene solcher Messungen zueinander in Belddssen sich daraus Aussagen

Uber toxische Wirkung der Testsubstanzen machen.
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2.2.2.6 Bestimmung der Glg-Konzentrationen

Die Glso (= Growth Inhibition of 50 %) beschreibt die Sulmtkonzentration, die nach
der entsprechenden Inkubationszeit zu einer 50 #okemmung des Zellwachstums
fuhrt. Als Bezugsgrol3e dient dabei die Vitalitdtr denbehandelten Zellen nach
Abschluss des Versuches Graphisch lasst sich dieand der Dosis-Wirkungskurve
darstellen. Hier wurden auf der Abszisse die emaelSubstanzkonzentrationen in uM
und auf der Ordinate der Anteil vitaler Zellen iroBent im Vergleich zur unbehandleten
Kontrolle aufgetragen. Es ergab sich in der Remed sigmoide Dosis-Wirkungs-Kurve.
Der Schnittpunkt einer Parallelen zur Abszisse aeit Kurve auf Hohe der 50 %igen
Zellviabilitat auf der Ordinate projizierte sich fadie entsprechend zu ermittelnde

Substanzkonzentration auf der Abszisse.
Rechnerisch liel sich die gglanhand der folgenden Formel bestimmen:

50% x [(Substanzkonzentration mit > 50% Zellibezl®b- (Substanzkonzentration mit
< 50% Zelliberleben)] / [(% Uberlebende Zellen &0~ (% Uberlebende Zellen <
50%)].

Die Kalkulationen wurden in diesem Zusammenhang mitdem
Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft ® Excel \fers XP durchgefuhrt und die
zugehorige grafische Darstellung in Dosis-Wirkukgsven mit Hilfe des Programmes
SigmaPlot Version 9.0 umgesetzt.
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2.2.2.7 Statistische Analyse

Um die statistische Signifikanz der Ergebnisse estimmen wurde die Software Sigma
Stat 3.2 (SPSS GmbH Software, Minchen, Deutschlandjwendet. G-
Konzentrationen von Doxorubicin allein und Doxowibi in Kombination mit den
PPAR-Agonisten wurden mittels des Wilcoxon Signe@niR Tests verglichen.
Korrelationsanalysen zwischen den Wirkungen von idtitezon und Fenofibrat
innerhalb des Zelllinienpanels wurden mit Hilfe dgPearson product moment

correlation* durchgefiihrt. Ergebnisse wurden agidikant angesehen, wenn p < 0.05.

Substanzinteraktionen wie Synergismen, Antagonisorehadditive Effekte zwischen
Doxorubicin und Rosiglitazon bzw. Doxorubicin unceenlefibrat wurden mit dem
sogenannten Combination Index ermittelt. Dieseteiesich aus dem Median-Effekt-
Prinzip, beschrieben durch Chou and Talalay [18] e Berechnung der Combination
Indices erfolgte am PC mit Hilfe der CalcuSyn 2dit®are. Definitionsgemal wurde
bei einem Index von < 0,9 ein Synergismus der @mzstirkungen angenommen. Im
Falle additiver Effekte lag der Index zwischen Ol 1,1. Werte dartiber deuteten auf
einen Antagonismus hin. In die Berechnung flossen @lso-Konzentrationen der

Einzelkonzentrationen sowie dieggKonzentrationen bei Substanzkombination ein.

In den Versuchsreihen wurde nicht fur multiple Tiegtkorrigiert.
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2.2.3 Expressionsanalysen
2.2.3.1 Herstellen von Zellpellets

Als Voraussetzung fur die Durchfiihrung von Genesgiansanalysen musste zunachst
ausreichend Zellmaterial fur die RNA-Isolation gewen werden. Dazu wurde der
Inhalt mehrerer ausreichend mit den Zellen dersell#elllinie bewachsener
Zellkulturflaschen unter sterilen Bedingungen zusemngefihrt.

Der Ablosevorgang vom Flaschenboden bei adharetedian war dabei derselbe wie
beim Passagieren der Zellen. Der Flascheninhalt2rdnFlaschen wurde zuné&chst in
einem 15 ml Falcontube gesammelt und bei 1300 Un/und 21° C fir 8 Minuten
zentrifugiert. Danach wurde das Uberschissige Medalbgegossen, die Zellen am
Boden mit 1 ml Medium resuspendiert und in ein 2 HEppendorf-Gefal3 Gberfuhrt.
Dann erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 1800 min bei 23° C fur 7 Minuten.

Der Uberstand wurde abgenommen und die Pellets 8@f C eingefroren.

2.2.3.2 Isolation der RNA fir die quantitative reverse

transcription Polymerase Chain Reaction (rtPCR)

Die Isolation von RNA als Grundlage fur die Durdhmfiing einer quantitativen reverse
transcription-Polymerase Chain Reaction (rtPCRM#ssparameter fur die Expression
der PPAR-Rezeptoren in den jeweiligen Zellen et®olgit Hilfe des QlAamp RNA

isolation kit gemaf? den Vorgaben des HerstelletsruiRNase-freien Bedingungen.

Nach Auftauen der zu untersuchenden Zellpelletsdemrzunachst die Zellstrukturen
mit den dafiir vorgesehenen Reagenzien in entsprdehelubes lysiert und die Losung
homogenisiert. Nach Zugabe von Ethanol erfolgteBilirelung der reinen RNA an eine
speziell dafur vorgesehene Silica-Gel-Membran. Bund/aschvorgdnge wurden
zellulare Ruckstdnde und Verunreinigungen von demidran entfernt. Spuren von
DNA wurden dabei durch zusatzliche Behandlung nmém RNase-freien DNase-Set
eliminiert. AnschlieBend wurde die reine RNA in B0O pl RNase-freiem Wasser

eluiert.
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2.2.3.3 Quantitative reverse transcription-Polymerase Chain

Reaction

Zunachst wurden RNA-Qualitat und Quantitat mit eliles 2100-Bioanalysators von

Agilent kapillarelektrophoretisch analysiert.

Im nachsten Schritt mussten aus der isolierten mRNMplementare DNA-Strange
(cDNA) synthetisiert werden. Die dafiir notwendigverse Transkription wurde mit
dem Superscript™ Il First-Strand Synthesis SystenRT-PCR von Invitrogen an 0,1
g RNA entsprechend der Vorschriften des Herstetlerchgefiihrt.

Dabei erfolgte zunéchst die Resuspension der RNdlgievon einer Denaturierung bei
65° C fur 5 Minuten mit anschliel3ender sofortigéakBhlung auf Eis. Ausgehend von
den ermittelten RNA-Konzentrationen wurde die RNA RNAse-freiem Wasser auf
eine Konzentration von 100 ng/10 pl verdinnt. Zo @& pl RNA wurde ein Mix aus
dNTPs und einem Oligo-dT-Primer pipettiert. Dies@satz wurde fir 2 Minuten bei
42° C inkubiert. AnschlieRend wurde ein Mix aus dEwmrffer Dithiothreitol (DTT),
einem RNase-Inhibitor und der reversen Transkrgptasigesetzt und sorgfaltig
gemischt. Dieser Ansatz wurde erneut bei 42° C Gbaviinuten inkubiert. Durch eine
15minatige Erwarmung auf 70° C wurde anschlieRaadalerse Transkriptase wieder
inaktiviert und der Transkriptionsvorgang mit demtstandenen Endprodukt eines
MRNA-cDNA-Hybrids beendet. In einem letzten Schwiirde die noch vorhandene
RNA durch Inkubation fur 20 Minuten bei 37° C miNBRse H aus dem Ansatz entfernt.
Damit war die Isolation der cDNA abgeschlossen. Veder Zelllinie wurden aus
jeweils 2 unterschiedlichen Zellpellets einer Zei# auf diese Weise mindestens 2
RNA-Proben isoliert, transkribiert und der indivedien Expressionsanalyse durch real-
time TagMan® PCR zugeflhrt.
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Tabelle 2.4: Hilfsmittel fur die cDNA-Synthese

Substanzen Menge
Primer Mix 12 pl
RNA X pl
10 mM dNTP Mix 1l
Oligo(dt)12-18 (50Qug / ml) 1l
Nukleasefreies Wasser ad 12 pl
Reaktionsmix 7 pl
5x First Strand Buffer 4 ul
0,1 mDTT 2 ul
RNase-Inhibitor, 40 U / ml 1l
Superscript Il reverse Transkriptase, 200 Units [1u

RNase H 1l
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2.2.3.4 Real-time TagMan® Polymerase Chain Reaction

Die real-time TagMan® PCR-Analysen wurden im Zdibor des

Universitatsklinikums Minster durchgefihrt.

Das Prinzip der TagMan®-Technologie beruht aufgleichzeitigen Amplifikation und

quantitativen Analyse von PCR-Produkten in einemakRensansatz und wurde
aufbauend auf Arbeiten von Holland et al. und éeal. entwickelt [48,60]. Dabei wird

das entstandene PCR-Produkt, also die vervielf@lfiNA, Gber sogenannte TagMan-
Sonden mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die déon bestehen aus einem
Oligonucleotid, welches komplementér zu den zu #mgrenden DNA-Sequenzen
und an beiden Enden jeweils mit einem fluoresz@eanFarbstoff verbunden ist. Der
sogenannte Reporter-Farbstoff am 5-Ende der Sendkbei Bestrahlung mit einem

Laser normalerweise durch strahlungsfreie Energeidgung (Fluorescence
Resonance Energy Transfer = FRET) auf den sogesauencher-Farbstoff am 3'-
Ende in seinen fluoreszierenen Eigenschaften gelienustzterer Effekt wird

aufgehoben, wenn sich Reporter- und Quencher-Fdfbsiumlich voneinander

entfernen. Eine derartige Trennung entsteht durehzdséatzliche 5’-3’-Exonuclease-
Aktivitdt der Tag-Polymerase, welche eigentlich fdre Elongination des neu
synthetisierten DNA-Stranges notwendig ist. Dabedwdas 5-Ende der Sonde mit
dem Reporter-Farbstoff abgetrennt. Die dadurch nggei Zunahme an Fluoreszenz
dieses Farbstoffs lasst sich leicht quantifiziererd korreliert mit der Menge neu

synthetisierter DNA.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression voARRPund PPAR auf diese Weise
untersucht. Als endogene Kontrolle wurde ebenfdiksExpression des Housekeeping
Gens GAPDH durchgefuhrt. Aul3erdem wurden Negatitdotlen mit reinem Wasser
mitgefuhrt.

Bei den Analysen kamen fur je 10 ng reiner cDNA den Firma Applied Biosystems
vorgefertigte Tagman®-Assays mit den entsprechenBamern und Sonden zur
Anwendung Tabelle 2.%. Zusatzlich wurde 2 x Universal PCR Master Mixneh

Uracil-N-Glykosylase (UNG) hinzugefugt und das ganat DEPC-Wasser aufgefullt.
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Tabelle 2.5: Auswabhl der verwendeten Tagman®-Assays

Bezeichnung Assay ID / RefSeq

PPARY Hs00947538_m1 / NM_001001928.2
PPARy Hs01115512_m1/NM_138711.3
GAPDH Assay ID: 4333764T

Zur Durchfihrung der Messungen wurde das ABI Prisi®0 sequence detection

system fur die Quantifizierung der mRNA verwend&azu wurden die oben

beschriebenen Ansatze maschinell mit Hilfe des M&ganesis 150 robotic in 384-Well

Platten pipettiert, mit Deckel versehen, abzengrdtt und die PCR unter folgenden

Bedingungen durchgefiihrt: Zunachst erfolgte dieiAdtung der Tag-Polymerase fir

10 Minuten bei 95° C. Darauf folgten 40 Zyklen denplifikation. Dazu war jeweils
zunéchst eine kurze Phase von 15 Sekunden bei @5°de Denaturierung der cDNA
notwendig, dann folgte jeweils 1 Minute Synthesieafé C.

Alle cDNA Proben wurden in einem Analysenlauf jelw@ mal analysiert.
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2.2.3.5 Auswertung der PCR-Daten

Die PCR-Daten wurden durch die Sequence Detectoitw&e (SDS2.2, Applied
Biosystems) erfasst und ausgewertet. Dabei konatExpression im zeitlichen Verlauf
zunédchst graphisch  dargestellt werden (x-Achse: lefyahl;  y-Achse:
Fluoreszenzintensitat). Dabei ergab sich, wie awaden, stets ein exponentielles
Wachstum mit Erreichen eines Plateaus in den letzigklen (bedingt durch den

Verbrauch der Substrate).

Zur Quantifizierung der Expression ermittelte dasglamm einen Schwellenwert {C
Wert oder Threshold Cycle) als Mal3 fir die MengecBINA, bei der es statistisch
gesehen zu einem signifikanten Anstieg der Fluemszam [67]. Damit entsprach
dieser Wert der cDNA-Menge, die fur den Reakticagstotwendig war.

Zur Berechnung der relativen PPAR Expression ingéch zum Housekeeping Gen
GAPDH wurde die Differenz zwischen den PPAR (=T8rg&rossing Points und den
GAPDH Crossing Points ermittelt. Eine hohe Diffeeeawischen PPAR und GAPDH
zeigt im Gegensatz zu einer niedrigen Differenz dess PPAR im Vergleich zum
Houskeeping Gen GAPDH vergleichsweise geringer isXert wird. Die grofite
Differenz zeigt die Probe mit der niedrigsten PPERpression und die niedrigste
Differenz die Probe mit der hochsten PPAR Expressin. Um die PPAR alpha und
gamma Expression zwischen den verschiedenen Zetilzu vergleichen, wurde grofite
Differenz zwischen den Crossing Points von PPARhalpnd gamma und GAPDH
ermittelt, d.h. die Probe mit der niedrigsten Exgren von PPAR alpha oder gamma.
Es wurden die Expressionsdaten von PPAR alpha antr@ zusammengefasst, um
nicht nur fur die beiden Gene isoliert die Expressiergleichen zu kdnnen, sondern um
auch Anhaltspunkte zu erhalten, wie sich die Exgioesvon PPAR zu PPAR in
diesen Zellen verhélt. Zur Berechnung um wie mehr PPAR in den anderen Proben

exprimiert wurde, wurde diAACt-Methode angewandt.
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Es wurde dabei die Differenz zwischen der Differeon PPAR Crossing Point und
GAPDH Crossing Point und der maximalen Differenmigelt. Dieser Wert wurde mit

(-1) multipliziert und dann mit der Zahl 2 (Hinteogpd: mit jedem PCR Zyklus

verdoppeln sich die Kopien im PCR-Ansatz) poterizi§o lasst sich ein Faktor
ermitteln, der angibt um wieviel mehr PPAR alphaerogamma bezogen auf das
Housekeeping Gen GAPDH in einer Probe im VergleichProbe mit der niedrigsten
Expressionsrate exprimiert wird. Die Ergebnisse\ad@schiedenen RNA Extraktionen

einer Zelllinie wurden gemittelt.
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3. Ergebnisse
3.1 Ergebnisse der in vitro-Toxizitatstests
3.1.1 Dosis-Wirkungs-Kurven

Die  Dosis-Wirkungs-Kurven  wurden fir jede Zellliniein  dreifacher
Versuchswiederholung an unterschiedlichen Tagetinbes. Dieses Vorgehen diente
der Uberprufung der Reproduzierbarkeit der Versamebnisse. In der Regel zeigten
die aus der unterschiedlichen Wachstumshemmung derschiedenen
Substanzkonzentrationen ermittelten Kurven einegmsiden Verlauf: es musste
zunachst eine bestimmte Substanzkonzentrationzagplwerden, um Uberhaupt eine
sichtbare Wirkung auf die Zellen auszulésen. Bei itave ansteigender
Substanzkonzentration nahm dann auch die Wachsammbng zu und die Kurven
fielen immer steiler ab, bis ein Substanzsattigafigkt eintrat. Ab diesem Punkt
wurden die Kurven flacher bis durch weitere Sulmtanzentrationserhéhung kein
weiterer Effekt mehr beobachtet werden konnte. Adhainer Parallelen zur Abszisse
auf Hohe 50 %iger Wachstumshemmung auf der Ordiwatele die GJo wie zuvor

beschrieben grafisch dargestellt.

Auf diese Weise lieRen sich alle Ergebnisse der M3$3ays grafisch darstellen. Es
zeigte sich dabei insgesamt eine hohe Reproduzieibada es kaum zu gravierenderen

Abweichungen kam (Beispiekbbildung 3.].
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Abbildung 3.1: Dosis-Wirkungs-Beziehung am Beispiel der Leukarel#ide
HL-60 nach Behandlung mit Rosiglitazon (3.1.1) #sehofibrat
(3.1.2). Logarhythmische Darstellung Substanzkanatonen.
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3.1.2 In vitro-Toxizitat der PPAR-Agonisten

Insgesamt waren Rosiglitazon und Fenofibrat gedkn 18 untersuchten Zelllinien
zytotoxisch. Dabei gab es jedoch gravierende Ucherde sowohl zwischen den
einzelnen Zelllinien als auch zwischen beiden Sarizsn Abbildung 3.2. So betrugen
die fur eine 50%ige Wachstumshemmung bendétigterst@nbkonzentrationen (§g)
von Rosiglitazon zwischen 37 nmol/l in der Neurshtan-Zelllinie SH-SY5Y und 353
pmol/l beim Ewing-Sarkom STA-ET-1. Fur Fenofibragén die Gl-Werte zwischen
46 pumol/l bei der Leuk&mie-Zelllinie MOLT-4 und 3&dmol/l beim Medulloblastom
uw?228.2.

Betrachtet man die &FKonzentrationen im Mittel, so zeigte sich fur Rggazon im
Verhéltnis zum Fenofibrat eine etwas hohere Gesamitit. So betrug die mittlere
Glsg-Konzentration, d. h. die durchschnittliche Subzkamzentration, welche in allen
Versuchen zusammen genommen zu einer Wachstumshegrwon 50 % fihrte, fur
Rosiglitazon 112,5 pmol/l und fur Fenofibrat 16j@ol/l. Zur einfacheren Darstellung
werden im Folgenden Zelllinien mit einer fgKonzentration oberhalb dieses
Mittelwertes als relativ resistent und ZelllinienitmGlsg-Werten unterhalb des
Mittelwertes als relativ sensibel bezeichnet. Iissgat waren auf diese Weise 14 von 18
Zelllinien gegen Rosiglitazon und 11 von 18 Zel#im gegen Fenofibrat relativ
sensibel.

Vergleicht man die G§-Werte beider PPAR-Agonisten im Bezug auf das gésam
Tumor-Zelllinien-Panel miteinander, so zeigte sieine signifikante Korrelation
zwischen den Zytotoxizitaten von Rosiglitazon urehéfibrat (p < 0.001; r2 = 0.712;
Pearson Product Moment Correlation). Mit Ausnahrae Zelllinien DAOY, SHEP-SF
und SH-SY5Y waren alle Zelllinien, die auf Rosighbn sensibel reagierten auch

sensibel auf Fenofibrat und umgeket#blp. 3.2.
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Abbildung 3.2:
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Alle vier Leukédmie- und beide Rhabdomyosarkom-#e#h zeigten ein ahnliches, im
Verhaltnis zum Gesamtpanel sehr gutes AnsprechemiR@siglitazon und Fenofibrat.
AuBBerdem waren 3 von 4 Ewing-Sarkom-Zelllinien whd Osteosarkom-Zelllinie
MNNG-HOS relativ sensibel auf beide Substanzen emiter Gky unterhalb des
Gesamtdurchschnittes von 112,5 pmol/l (Rosiglitdzmw. 167,9 pmol/l (Fenofibrat).
Heterogener waren die ermittelten Werte bei Newmd Medulloblastomen: Die
Medulloblastom-Zelllinie DAQOY reagierte sensibelW228.2 relativ resistent auf
Rosiglitazon. Beide Medulloblastome wurden durchdfbrat nur wenig im Wachstum
beeinflusst. Von den 4 Neuroblastom-Zelllinien spen IMR-5, SHEP-SF und SH-
SY5Y auf Rosiglitazon sowie ebenfalls IMR-5 auf BBorat gut an. Ansonsten war das

Ansprechen gegen beide Substanzen eher maiighhesisc

Insgesamt wies die Neuroblastom-Zelllinie SH-SY50@n Rosiglitazon die hdchste
Sensitivitat des gesamten Panels auf. Das schi&ehfasprechen auf den PPAR
Agonisten zeigte die Ewing-Sarkom-Linie STA-ET-lieDhéchste Resistenz gegen
Fenofibrat wurde beim Medulloblastom UW228.2 bedibet; die hochste Zytotoxizitat
bei der Leukamie HL-60.
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3.1.3

In vitro-Toxizitat von Doxorubicin

Das Anthrazyklin Doxorubicin war gegen alle in @dieé\rbeit verwendeten Zelllinien
zytotoxisch. Dabei Ubertraf dessen Wirksamkeit zijotoxische Potenz der PPAR-

Agonisten deutlich Tabelle 3.}, wobei auch hier die Sensibilitait der einzelnen

Zelllinien gegeniber der Substanz variierte. Dienigtelten Gkg-Konzentrationen

zeigten so insgesamt Differenzen von bis zu 43agen @Abbildung 3.3.

Abbildung 3.3: Mittlere Glsg von Doxorubicin der verschiedenen Zelllinien
(Mittelwert +/- Standardabweichung). Die Gerade alel zur
Abszisse markiert die medianesgties Gesamtpanels. Zelllinien
mit  Glso-Werten oberhalb dieser Geraden wurden als relativ
resistent, unterhalb als relativ sensibel definiéagarhythmische
Darstellung der Substanzkonzentrationen.
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Die B-Vorlaufer-ALL-Zelllinie REH war innerhalb deBanels mit einer G von 1,7
nmol/l die Zelllinie mit der hdchsten Sensitivitidagegen lag die hdochste ermittelte
Glso mit 3,9 pmol/l bei der Osteosarkom-Zelllinie OST das 4000fache dartber.

Insgesamt unterschied sich das Sensitivitatspaesl Zelllinienpanels nach Behandlung
mit Doxorubicin deutlich vom Sensitivitatsprofil d&ellen gegenuber den PPAR-
Agonisten Rosiglitazon und Fenofibrat: DiesgKonzentrationen zeigten weder eine
signifikante Korrelation zwischen den Wirkungen vdaxorubicin und Fenofibrat (p =
0.278; r2 = 0.270; Pearson Product Moment Cormiatnoch zwischen den Profilen
von Doxorubicin und Rosiglitazon (p = 0.633; r2 A21; Pearson Product Moment
Correlation). An dieser Stelle sei nochmals erwAloiss zwischen den £l
Konzentrationen der PPAR-Agonisten untereinandere esignifikante Korrelation

nachgewiesen wurde (s.0.).

Zumindest andeutungsweise wird dies durch Alsbdildung 3.4veranschaulicht. Hier
werden fur jede einzelne Zelllinie die gKonzentration von jeweils einer Substanz
auf Abszisse und einer weiteren auf der Ordinatgegéber gestellt. So reprasentiert der
jeweilige Schnittpunkt 2 G§-Werte einer Zelllinie. Anhand des Verteilungsmusstger
Schnittpunkte erkennt man, in wie weit dies@Nerte der beiden entprechenden
Substanzen miteinander korrelieren. Vergleicht rmahdiese Weise die Wirkung von
Doxorubicin auf einzelne Zelllinien (Abszisse) mjener von Fenofibrat oder
Rosiglitazon (Ordinate), so verteilen sich die Sithankte &ufRerst unregelmalflig. Beim
Vergleich von Rosiglitazon mit Fenofibrat jedochgtesich, dass Zelllinien mit hoher
Sensitivitat gegenuber Fenofibrat in der Regel dwmth sensitiv flr Rosiglitazon sind,
die Punkte also sowohl weit links als auch weiteantm Bild zu finden sind.
Umgekehrt liegen die Punkte (entsprechend den iiell), die weit rechts im
Diagramm zu finden sind meist auch entsrechend @@, was jeweils einer hohen
Glso fur beide Substanzen (Rosiglitazon und Fenofibeatypricht. Grafisch zeigt sich
dies in einer Regressionsgeraddbly. 3.4.3. Statistisch gesehen wird dies durch die

zuvor beschriebenen errechneten Korrelationen tethar
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Abbildung 3.4:
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Betrachtet nach Tumorentitaten wurde die mit Abdtadichste Resistenz des gesamten
Panels gegen Doxorubicin bei den Osteosarkomenabbtdi (Gdo-osteosarkome 2.8
pnmol/l), gefolgt von den Medulloblastomen. Diesdgeh wiesen bei einer mittleren
Glsp von 225 nmol/l bereits ein ca. 10fach besserespfatchen auf als die
Osteosarkome. Die Rhabdomyosarkome, Ewing-Sarkontke Neuroblastome waren
sogar jeweils um das 20fache sensitiver als dieed@dsrkom-Zelllinien (Gb.
Rhabdomyosarkome 112 NMO/I; Gdo-neuroblastome 129 NMO/I; Glo-gwing-sarkome 143 NMol/L).
Die insgesamt hochste Sensitivitat gegen Doxorabidesen bei einer mittleren &gl
von 6,4 nmol/l die Leukamie-Zelllinien auf.
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3.1.4 In vitro-Toxizitat der PPAR-Agonisten in Kombinatio n mit

Doxorubicin

Bei Testung der kombinierten Wirkung von Doxorubicund Rosiglitazon bzw.

Fenofibrat wurden die Zelllinien mit einer Verdumgsreihe beider Substanzen in
einem konstanten Verdiunnungsverhaltnis von 1:10x@Ddicin : PPAR-Agonist)

behandelt.

3.1.4.1 Doxorubicin + Rosiglitazon

In diesem Verhdltnis konnte bezogen auf das Zahipanel durch den PPAR
Agonisten Rosiglitazon eine signifikante Steigeruley Zelltoxizitat von Doxorubicin
erzielt werder(p < 0.0001; Wilcoxon Signed Rank Test). Naheza atimittelten G-
Konzentrationen von Doxorubicin wurden durch dietdigabe von Rosiglitazon mehr
oder weniger deutlich gesenkt. Eine genaue Aufigtuer Gio-Mittelwerte und
Standardabweichungen bei Kombination von Rosigitazund Doxorubicin im
Vergleich zu alleiniger Behandlung mit Doxorubi@eigt dieTabelle 3.1 Dabei muss
beachtet werden, dass der jeweils dargestellte #edie Kombination der jeweiligen
Konzentration von Doxorubicin entspricht. Die jeligg Glso des PPAR-Agonisten ist

entsprechend um den Faktor 10 hoher.
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Tabelle 3.1;

Glso-Mittelwerte und Standardabweichungen fur die Belhamg mit
Doxorubicin allein im Vergleich zur Kombination nfRosiglitazon.
Das Verduinnungsverhdltnis von Doxorubicin zu Rdsighn betrug
dabei 1 : 10. Ebenfalls aufgefihrt sind die jevgah
Kombinationsindizes. Ein Index von < 0,9 deutet syrfergistische,
zwischen 0,9 und 1,1 auf additive und > 1,1 aufaganhistische
Effekte hin.

Tumorart

Zelllinie Gl 50-Doxorubibin [nm0|/|] GI50'Doxorubicin/Rosiintazon Combination
[nmol/l] Index

Mittelwert STABW Mittelwert STABW

Ewing Sarkom CADO-ES1 465 84,5 230,7 170,25 0,71
STA-ET-1 244 117 52,7 44,06 0,48
STA-ET-2.1 16,2 5,62 5,7 4,04 0,31
VH-64 31,5 8,9 7 1,73 0,19
Leuk&mie CCRF-CEM 18,7 4,64 7,5 7,78 0,50
HL-60 2,57 0,65 1,2 1,18 0,59
MOLT-4 2,65 0,7 1,4 1,5 0,49
REH 1,69 0,37 0,9 0,92 0,61
Medulloblastom DAOY 184 441 59,5 64,65 0,84
uUw228.2 252 81,6 59,3 8,5 0,37
Neuroblastom IMR-5 11 2,9 4,5 1,4 0,49
KCN 142 59,5 28,7 37,53 0,62
SHEP-SF 236 68,2 200 186,97 1,12
SH-SY5Y 28,9 14,2 9,1 14,64 0,19
Osteosarkom MNNG-HOS 1773 968 918 18,38 0,95
OST 3848 549 2821 112,43 1,03
Rhabdomyosarkom RD 154 63,8 54 22,54 0,92

RH30 70,2 23,1 30,3 22,59 0,68
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Insgesamt wurden in den Kombinationsversuchen nasighitazon Gip-Werte flr
Doxorubicin zwischen 0,9 nmol/l (REH) und 2,82 pm@ST) ermittelt.

Dabei lag die G in allen Leukamie-, Rhabdomyosarkom- und Medu#stdm-

Zelllinien, sowie in je 3 der 4 Ewing-Sarkom- (SEA-1, STA-ET-2.1 und VH-64)
bzw. Neuroblastom-Zelllinien (IMR-5, KCN und SH-SYpeine Gk fir Doxorubicin

im ein- bis zweistelligen nanomolaren Bereich odech niedriger. Im dreistellig
nanomolaren Bereich (bezogen auf Doxorubicin benkimtion) lagen die Werte der
Osteosarkom-Zelllinie MNNG-HOS, der Ewing Sarkonil#ee CADO-ES-1 und der
Neuroblastom-Zelllinie SHEP-SF. Lediglich die Ostadkom-Zelllinie OST wies eine
Glsp im einstelligen mikromolaren Bereich auf und zeigdamit die hier

verhaltnismaRig am starksten ausgepragte Resistenz.

Im Umkehrschluss - setzt man die um das 10fach redhHéonzentration von
Rosiglitazon im Verhaltnis zum Doxorubicin vorausrgibt sich im Vergleich mit den
ermittelten Werten nach alleiniger Behandlung matx8rubicin, dass Rosiglitazon in
einem Konzentrationsbereich zwischen 9 nmol/l uBdutnol/l in der Lage war, eine

Glsg-Reduktion zu bewirken.

Die konstante Verminderung der Doxorubicin-DosisciuZugabe von Rosiglitazon
machte sich auch in der grafischen Darstellung Desis-Wirkungs-Beziehung
bemerkbar. Die nach wie vor sigmoid verlaufenderrv€n imponierten bei allen
Zelllinien mehr oder weniger stark nach links veadeen. Entsprechend wurde - wie im
Vorfeld berschrieben - die jeweilige §gKonzentration durch Zugabe von Rosiglitazon
unterschiedlich stark gesenkt. Dibbildung 3.5zeigt an 6 ausgewahlten Zelllinien
(stellvertretend 1 Zelllinie pro Tomorentitat) df®@mbinationseffekte von Doxorubicin

und Rosiglitazon auf das Zellwachstum.
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Abbildung 3.5: Dosis-Wirkungs-Kurven zur Darstellung der Kombioateffekte von

Doxorubicin und Rosiglitazon auf das ZellwachstumMergleich zu

alleiniger Behandlung mit Doxorubicin. Der Schnutiikt der Kurve

mit der Geraden bei 50%igem Zelliberleben entspriér Ghko-

Konzentration.

Die Punkte entsprechen den Mittelever der

ermittelten Substanzkonzentrationen, die senkracBteiche stellen

die Standardabweichung dadC entspricht der Dosisreduktion von

Doxorubicin zum Erreichen der &l Logarhythmische Darstellung

der Kurven.
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Zur weiteren Spezifizierung und Quantifizierung dgemeinsamen Effekte von
Doxorubicin und Rosiglitzon wurden mit Hilfe der I@asyn 2.0 Software auf der
Grundlage des Median-Effekt-Prinzipes nach Chou Taldlay Kombinationsindices
beider Substanzen berechnet. Diese sind ebenfatlsriTabelle 3.1aufgefiihrt. Dabei
wurde in 14 der 18 Zelllinien ein Kombinationsindean unter 0,9 ermittelt, was fur
synergistische Wirkung der beiden Substanzen spiEatbelle 3.). In den Ubrigen 4
Zelllinien (OST, MNNG-HOS, RD, SHEP-SF) wiesen Kandtionsindices zwischen
0,9 und 1,1 auf additive Effekte von Rosiglitazew uDoxorubicin hin.

Der insgesamt niedrigste Kombinationsindex von Qf&é damit auch die prozentual
starkste effektsteigernde Wirkung wurde fur dielldeén SH-SY5Y (Neuroblastom)
und VH 64 (Ewing-Sarkom) ermittelt. Weitere Zellén mit deutlicher Gb-Senkung
waren STA-ET-2.1, ebenfalls ein Ewing-Sarkom mitean Kombinationsindex von
0,31 oder das Medulloblastom UW228.2 mit einem xngen 0,37. Den hdchsten
Kombinationsindex von 1,12 wies die NeuroblstomH#e¢ SHEP-SF auf. Ebenfalls
eher leichtere Steigerung der Zytotoxizitat wurde ¢ben Osteosarkomen OST (CI =
1,03) und MNNG-HOS (CI = 0,95) sowie beim Rhabdosayiom RD (CI = 0,92)

erzielt.

Interessanterweise bestand - wie Abbildung 3.6 gezeigt - keine signifikante
Korrelation zwischen Kombinationsindices undd{onzentrationen von Rosiglitazon
nach der Pearson Correlation (p = 0.987, R2 = @Bp4Das bedeutet, dass zwischen
der Zytotoxizitat von Rosiglitazon und dem Ausmads gynergistischen Effekte kein
Zusammenhang zu eruieren war. Auf der anderen Reitelierten jedoch die G
Konzentrationen von Doxorubicin mit den Kombinasomices(p = 0.0239; R? =
0.529; Pearson Correlation). Ein starker Synergsmurde vor allem bei Zelllinien
gefunden, die auch hoch sensibel auf Doxorubicagiegten. Weniger synergistische
Wirkung ging mit héherer Resistenz der Zelllinieeggn Doxorubicin einher. Dieser
Befund legt nahe, dass Rosiglitazon vor allem dik¥smkeit von Doxorubicin erhdht
und nicht umgekehrt. Zumindest scheint so die Emdtithkeit der Zellen gegeniber
dem Anthrazyklin malf3geblich fur den durch Rosiglita moglicherweise zu

erzielenden zusatzlichen toxischen Effekt zu sein.
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Abbildung 3.6: Darstellung der Korrelation von GJKonzentrationen zum
entsprechenden Kombinatonsindex. Jeder Punkt ech$pbeiden
Werten fur eine Zelllinie. In 3.6.2 ist zur Veranaalichung der
positiven  Korrelation  eine  Regressionsgerade  eiimgfef
Logarhythmische Darstellung der §glWerte.
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3.1.4.2 Doxorubicin + Fenofibrat

Der PPARxi-Agonist Fenofibrat konnte trotz zytotoxischer Eiwirkung in den
Kombinationsversuchen keinen signifikanten Anstieg Zytotoxizitat von Doxorubicin
bewirken (p < 0.091; Wilcoxon Signed Rank Test).

Fenofibrat war dementsprechend nicht in der Lages kontinuierliche Verminderung
der Gko zu erwirken. Der folgendefabelle 3.2sind die ermittelten Werte der
Kombinationsversuche im Vergleich zur alleinigenxDaubicin-Behandlung sowie die
Kombinationsindizes, ermittelt nach dem Median-Eferinzip, dargestellt.

Wie ebenfalls aus deffabelle 3.2 ersichtlich, wurden fir die Kombination mit
Fenofibrat Kombinationsindices zwischen 0,35 untl7 3zrmittelt. Dabei zeigten sich
lediglich in der Behandlung von 4 Zelllinien synistggche Effekte mit einem Index von
weniger als 0,9. Additive Effekte mit einem KomMioasindex zwischen 0,9 und 1,1
wurden an 3 Zelllinien beobachtet, wéahrend die Kffeler Substanzkombinationen an
den dbrigen 11 Zelllinien mit Kombinationsindicebveii 1,1 eher antagonistisch
imponierten. Des Weiteren bestand keinerlei Koti@hazwischen der Wirksamkeit von
Doxorubicin gemessen an dersgund den in Kombination erzielten synergistischen,
additiven und antagonistischen Effekten (p = 0.4925 -0.173; Pearson Correlation).
Ebenso wenig korrelierten die 4£gKonzentrationen von Fenofibrat mit den
Kombinationsinizes (p = 0.267; R? =-0.276; Pearsoorrelation). Dies wird in
Abbildung 3.7graphisch dargestellt (vgl. auélbbildung 3.6.
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Tabelle 3.2:

Glso-Mittelwerte und Standardabweichungen fur die Belhamg mit
Doxorubicin allein im Vergleich zur Kombination rkiénofibrat. Das
Verdlinnungsverhdltnis von Doxorubicin zu Fenofibbatrug dabei
1:10. Ebenfalls aufgefihrt sind die jeweiligen Kamalionsindizes.
Ein Index von < 0,9 deutet auf synergistische, adws 0,9 und 1,1
auf additive und > 1,1 auf antagonistische Effdkte

Tumorart

Zelllinie GISO-Doxorubibin [anVl] GI50'Do><orubicin/Fenofibrat Combination
[nmol/l] Index

Mittelwert STABW Mittelwert STABW

Ewing Sarkom CADO-ES1 465 84,5 266,7 218,04 0,85
STA-ET-1 244 117 225,7 287,12 1,46
STA-ET-2.1 16,2 5,62 23,3 35,23 0,75
VH-64 31,5 8,9 20,8 20,08 1,42
Leukéamie CCRF-CEM 18,7 4,64 19,7 25,42 3,17
HL-60 2,57 0,65 3,97 6,09 0,35
MOLT-4 2,65 0,7 3,27 4,97 2,94
REH 1,69 0,37 3,33 4,91 2,70
Medulloblastom DAOY 184 441 197,8 94,17 1,79
Uw228.2 252 81,6 173,7 92,22 1,17
Neuroblastom IMR-5 11 2,9 13,0 6,0 2,70
KCN 142 59,5 119,7 185,67 0,92
SHEP-SF 236 68,2 173,8 118,18 0,90
SH-SY5Y 28,9 14,2 22,0 36,37 0,87
Osteosarkom MNNG-HOS 1773 968 2415 3464 1,50
OST 3848 549 3623 2042 1,01
Rhabdomyosarkom RD 154 63,8 135 103,94 1,35

RH30 70,2 23,1 67 14,73 1,23
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Abbildung 3.7: Darstellung Gig-Konzentrationen (Versuche mit Doxorubicin und
Fenofibrat) im Verhaltnis zum entsprechenden Koatbimsindex.
Jeder Punkt entspricht beiden Werten flr eine idedll Aufgrund der
fehlenden Korrelation gibt es keine Regressionsigra
Logarhythmische Darstellung der §glWerte.
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3.2 Ergebnisse der Expressionsanalysen

Die Expression der PPAR-Rezeptoren zwischen desthiEmdenen Tumorentitaten und
Zelllinien variierte zum Teil erheblich. Im Bezugfadas gesamte Zelllinienpanel war
die Expression von PPARNMRNA durch die Tumorzellen im Mittel um das 20fach
hoher als die Expression von PRARRNA, was jedoch nicht dariber hinweg
tauschen soll, dass beide Rezeptoren in einigeiing auch in &hnlicher Quantitat
exprimiert wurden. So wurden in den Zelllinien CAIEX3-1, RH30, und UwW228.2

vergleichbare Expressionsraten mit weniger als i#fadifferenz gefunden. Auf der
anderen Seite gab es besonders signifikante Uhteds mit Uber 40fach erhohter
PPAR/-mRNA-Expression gegenuber PPARIRNA in den Ewing-Sarkom-Zelllinien

VH-64, STA-ET-1 und STA-ET-2.1 und beim Osteosarko®T Abbildung 3.8.

3.2.1 Expression von PPARI-mRNA

Die 3 genannten Ewing-Sarkom-Zelllinien wiesen \alen Zelllinien die niedrigste
Expression von PPAR auf. Dagegen zeigten die beiden Osteosarkomzehli®ST

mit 50facher und MNNG-HOS mit 80facher Expressioageniuber den Ewing-
Sarkomen STA-ET-1 und STA-ET-2.1 die hochste P@ARRNA-EXxpression.

Betrachtet nach Tumorentitat war die PRARRNA-Expression bei Ewing-Sarkomen
am niedrigsten, gefolgt von Leukdmien und Rhabd@agikaom-Zelllinien. Hbhere
PPARa-mRNA-Expression wurde in Neuro- und Medulloblastefilinien gefunden.

Die maximalen Werte wurden wie bereits erwahntan @steosarkomzellen erreicht.
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3.2.2 Expression von PPAR-mRNA

Die detektierte Expression von PPARRNA war ebenfalls in den beiden
Osteosarkomzelllinien MNNG-HOS und OST mit Abstaard hochsten. Im Vergleich
zur Rhabdomyosarkom-Zelllinie RH-30 mit der gertegs PPAR-Expression aller

Zelllinien betrugen die Expressionsraten hier d&s- 1OST) bzw. 160-fache (MNNG-
HOS).

Bezogen auf die Tumorentitdten wurde eine niedRGARy-Expression insbesondere
bei den Rhabdomyosarkomen, gefolgt von den Medalédbmen, Leukamien und
Ewing-Sarkom-Zelllinien gemessen. Ho6here mRNA-Ezpi@n zeigten die

Neuroblastom- und Osteosarkom-Zelllinien.

Abbildung 3.8: Relative mRNA-Expressions-Level (Mittelwerte) bemoguf das
untersuchte  Zelllinien-Panel. Die  schwarzen  Balken
reprasentieren die PPAQR, der grauen die PPAREXxpression. Es
wurde die mRNA Expression von mindestens 2 verssies
Pellets einer Zelllinien analysiert.
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3.2.3 Rezeptor-Expression vs. chemisches Ansprechen deellen auf
PPAR-Agonisten

Zusammenfassend bestand keine Korrelation zwiscleenExpression von PPAR
oder PPAR-mRNA und den Gh-Werten des jeweiligen Agonisten, d.h. dessen
Wirksamkeit auf die Zelllinien. Einige Zelllinienegten eine gute Wirksamkeit von
Fenofibrat bei hoher PPARMRNA-Expression (z.B. MNNG-HOS), andere jedoch
konnten auch bei geringer Rezeptor-Expression dEssiofibrat in ihrem Wachstum
gehemmt werden (z.B. STA-ET-2.1). Ebenso gab eteiZebie bei relativ geringer
Wirksamkeit von Fenofibrat eine hohe Rezeptordichidviesen (z.B. UW228.2) und
solche mit gleichsam geringer PP&ARNRNA-Expression und schlechter Wirksamkeit
bei hoher GJi-Konzentration von Fenofibrat (z.B. STA-ET-1). Mesahaulicht wird
dies inAbbildung 3.9

Eine Assoziation zwischen gutem Ansprechen auf flenad und hoher PPA&
MRNA-Expression konnte mit diesen Ergebnissen somaht gezeigt werden.
Allerdings konnte eine solche auch nicht sichegasshlossen werden, da es sich um
untereinander sehr unterschiedliche Zelllinien fedted Somit ware es durchaus
maoglich, dass bei bestimmten Zellpopulationen gegebfalls doch eine derartige

Korrelation bestehen kdnnte.

Insofern bestand bei beiden Osteosarkom-Zelllisig® relativ gute Wirksamkeit von
Rosiglitazon bei aufRergewdhnlich hoher PRARpression. Umgekehrt lag bei den
Zelllinien STA-ET-1, KCN, SHEP-SF, SHSY-5Y und UWR2 eine niedrige PPAR
Expression bei geringer Wirksamkeit von Rosiglitazan Form einer hohen Gt
Konzentration) vorAbbildung 3.9.2

Auf der anderen Seite waren bei allen Leukamie- Rhdbdomyosarkom-Zelllinien,
sowie bei den Ewing-Sarkomen CADO-ES-1, STA-ET-2idd VH-64 und der
Medulloblastom-Zelllinie DAOY die PPARMRNA-Expression niedrig und die

Rosiglitazon-Wirksamkeit hoch.
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Abbildung 3.9:
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der MTT-Daten
4.1.1 Allgemeine Bemerkungen zur aktuellen Datenlage

Die lipidsenkenden Fibrate und die antidiabetischRiazolidinedione waren bereits in
klinischer Anwendung, lange bevor sie als Liganden PPAR-Rezeptoren identifiziert
wurden. Die Entdeckung, dass diese Rezeptoren e Regulation von

Tumorwachstum und -differenzierung involviert simdtiierte die weitere Erforschung

des Potenzials der PPAR-Agonisten in der Krebsgihera

Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es grol3e Zahl pnégther Studien, welche die
Wirkung von PPAR-Agonisten auf bosartige Tumorzelistersuchen. Dabei wurden
Effekte wie Zellzyklusarrest, Apoptose, InduktionrvAusdifferenzierung der Zellen
und Proliferationsinhibition beschrieben [109]. B¥n untersuchten Tumorentitaten
handelt es sich meistens um fiir das Erwachsenetglieche Krebserkrankungen, wie
zum Beispiel - um hier nur eine kleine Auswahl znmen - Karzinome der Lunge
[39,40,118], der Mamma [6], des Colons [14,16,38kroder Blase [15,37]. Zur
Wirkung der Substanzen auf typisch padiatrische bEgekrankungen gibt es im
Gegensatz dazu nur wenige Daten. Auf diese solespa Rahmen der Diskussion der
Substanzwirkungen auf die einzelnen Tumorentitggenauer eingegangen werden.
Auch soll dann beschrieben werden, welche der okemahnten Effekte in

préaklinischen Untersuchungen an padiatrischen Tark@ankungen eine Rolle spielen.
Ein kurzer beispielhafter Uberblick, auch hinsiaftl der zum Erzielen der
entsprechenden Effekte verwendeten Substanzkoatiengn, wurde bereits in der

Einleitung in Form defabelle 1.3yegeben (siehe Seite 17).
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4.1.2 Die Wirkung der PPAR-Agonisten im Vergleich Fenofilrat vs.

Rosiglitazon

In dieser Arbeit wird Uber die Effekte des PRARgonisten Fenofibrat und des
PPARy-Agonisten Rosiglitazon auf ein Panel von 18 veesdnen Tumorzelllinien
berichtet. Dieses Panel weist 6 der haufigsten agglessivsten fir das Kindesalter

typischen Tumorentitaten auf.

Bezogen auf die Zelllinien konnten in der vorlieden Arbeit sowohl vergleichbare
Effekte zwischen Rosiglitazon und Fenofibrat aufstimemte Zelllinien als auch
Unterschiede im Wirkungsprofil beider Substanzenigelt werden.

So zeigten sich nach Applikation der PPAR-Agonistéime zusatzliche zytostatische
Behandlung bei 10 der insgesamt 18 Zelllinien reéhinliche Effekte beider
Substanzen: die Zelllinien CADO-ES-1, STA-ET-2.1H-%4, CCRF-CEM, HL-60,
MOLT-4, REH, MNNG-HOS, IMR-5, RD und RH-30 warensgesamt gegen beide
Substanzen eher sensitiv, UW228.2 sowie KCN wahem eesistent (jeweils gemessen
an der mittleren G§ des Gesamtpanels, siehe Ergebnisse). Zusammeng@moneigte

sich dabei die bereits erwéhnte signifikante Katieh der Effekte beider Substanzen.
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Auf der anderen Seite war Rosiglitazon im Bezug da$ gesamte Zelllinienpanel
gemessen an der jeweils mittlerens@donzentrationen die insgesamt toxischere
Substanz (mittlere & rosigiitazon112,5 pmol/l, mittlere Gb renofibrarl 67,9 pmol/l). Im
Detail zeigte sich Rosiglitazon in insgesamt 13 vb® Zelllinien toxischer als
Fenofibrat. Bei den 3 Zelllinien DAOY, SHEP-SF urBHSY-5Y war dieser
Unterschied sogar erheblich (siehe Ergebnisbbildung 3.2. Bei Behandlung der
dbrigen 5 Zelllinien STA-ET-1, CCRF-CEM, MOLT-4, KC und RH-30 war es
umgekehrt, d.h. Fenofibrat war die toxischere Sarirstzumeist bestanden jedoch eher
geringe Unterschiede.

Hinzu kommt, dass Fenofibrat - anders als Rosigita- nicht in der Lage war, die
Dosis von Doxorubicimn vitro zu reduzieren. Auf der einen Seite war Rosiglitezom
groRten Teil synergistisch oder zumindest additiwksam zum Zytostatikum
Doxorubicin was durch die Kombinationsindices zwischen 0,18 uyi2 belegt wird
(sieheTabelle 3.). Auf der anderen Seite deutete die Kombinatiom ®oxorubicin mit
Fenofibrat bei 11 von 18 Zelllinien durch Kombimeatsindices (teilweise erheblich)

groRRer 1,1 eher auf antagonisierende Wirkungen hin.
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Wahrend gleichartige Effekte beider Substanzen demtischen Geweben in der
Literatur kaum dokumentiert sind, konnten untersdhche, teilweise gar
gegensatzliche Effekte nachgewiesen werden. Sdéepelipispielsweise Mossner et al.
an verschiedenen Melanom-Zelllinien, dass Rosigita(&hnlich wie andere PPAR
Agonisten) bei einer Dosis von 50 pmol/l zu einetwae 90%igen
Wachstumssuppression in Form eines Zellzyklusafidgst [79]. Dagegen konnte ein

PPARux-Agonist keinen derartigen Effekt erzielen.

Abgesehen von der antiproliferativen Potenz ders&uizen sind auch fur andere
Eigenschaften von PPAR und y-Agonositen gravierende unterschiedliche Wirkungen
an identischen Geweben beschrieben. So konnte aispiBl im Rattenmodell gezeigt
werden, dass Fenofibrat den Knochenaufbau férdeannk- im Gegensatz zu

Pioglitazon, welches eher einen Knochenabbau bejtiiig].

Letztendlich konnte somit in dieser Arbeit in weltgnder Ubereinstimmung mir der
Literatur gezeigt werden, dass Rosiglitazon und ofbrat neben vielen
Gemeinsamkeiten auch sehr unterschiedliche Effeutgeweils identische Zelllinien
haben konnen. Aus diesem Grund ist es wichtigWdikung der Einzelsubstanzen fir

jeden Zelltyp im einzelnen zu untersuchen und zZueten.
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4.1.3 Die Effekte von PPAR-Agonisten auf die einzelnen Taorentitaten

Nachfolgend sollen die Wirkungen von PPAR-Agonistauf die in dieser Arbeit

verwendeten Zelltypen mit Ergebnissen anderer 8tudgergleichend diskutiert werden.

4.1.3.1 Die Wirkung auf Neuroblastom-Zelllinien

Die Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y war mit einerggim nanomolaren Bereich in
dieser Arbeit gegentber Rosiglitazon die sens#ivdelllinie des gesamten Panels.
Ansonsten war das Ansprechen der NeuroblastomiZetll auf die Behandlung mit
PPAR-Agonisten zwar nahezu stets vorhanden, injeabch eher variabel. Insgesamt
konnte in allen Zelllinien durch Rosiglitazon undnefibrat eine Wachstumshemmung
erreicht werden. Gegen Fenofirat war jedoch ledhigldie Zellllinie IMR-5 im
Verhaltnis zur mittleren ¢ des Gesamtpanels sensibel, KCN, SHEP-SF und SNSY-5
waren eher resistent. AulBer KCN sprachen alle Nasgtdm-Zelllinien in diesem

Verhéltnis recht gut auf Rosiglitazon akbpildung 4.).
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Abbildung 4.1: Ausschnitt aus Abb. 3.2. &lder Neuroblastom-Zelllinien in
umol/l. (@) steht dabei fur die Wirkung Fenofibrat)(fur jene
von RosiglitazogMittelwert der aus den Einzelversuchen
ermittelten Gip,-Konzentrationen +/- Standardabweichyndpie
horizontale Linie entspricht der jeweiligen mitder Gko des

Gesamtpanels fir Rosiglitazon bzw. Fenofibrat.
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Dies steht generell in Ubereinstimmung mit andesadien [41,42,106,110,120], die
die Zytotoxizitdt von PPAR-Agonisten an Neuroblastdelllinien untersuchten. Die
einzelnen Zelllinien untereinander variierten imeim Ansprechen auf die jeweilige

Substanz, ahnlich wie es in der vorliegenden Untdnsng der Fall ist.

Im folgenden werden diese Studien beschrieben hmedBedeutung fur die vorliegende

Arbeit erortert.
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Han et al. wiesen 2001 erstmals eine signifikankpr&ssion von PPARIn der
Neuroblastom-Zelllinie LA-N-5 nach [42]. Ebenso kben sie die Wirksamkeit der
PPARy-Agonisten GW1929 und  15-deoxy-delta  Prostaglandid2  auf
Neuroblastomzellen in Form verstarkter neuritiscAeisdifferenzierung der Zellen,
Proliferationshemmung, erhéhter Acetylcholin-Esseréktivitdt und Reduktion der N-
Myc-Expression zeigen. Zumindest die Proliferattmmmung konnte auch in der

vorliegenden Arbeit beobachtet werden.

In diesen Studien von Han et al. konnte aulRerdera Biezeptor-Abhangigkeit der
Effekte in der Zelllinie LA-N-5 gezeigt werden [41Ebenso wiesen Servidei et al.
PPAR-abhangige antiproliferative Effekte in Neusdtbmzelllinien nach [110]. Bei
den nun vorliegenden Ergebnissen wird eine gereRdizeptorabhangigkeit durch die
fehlende Korrelation von Rezeptorexpression ungh-Bbnzentrationen eher in Frage

gestellt (siehe Diskussion der Expressionsanalysen)

Von Valentiner et al. wurde 2005 ein Screening cf@edener verschiedener
Thiazolidinedione (Ciglitazon, Pioglitazon, Troglton und Rosiglitazon) an den
Neuroblastom-Zelllinien Kelly, LA-N-1, LA-N-5, LSJMR-32, SK-N-SH und SH-
SY5Y mit generell positivem Ansprechen der Zellenrathgefiihrt [120]. Das
Zellwachstum konnte dosisabhangig, allerdings ignifkanter Weise erst bei
Konzentrationen von 10-100 pmol/l reduziert werdémhand der vorliegenden

Ergebnisse kann dieser Effekt nachvollzogen werden.
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Interessant bleiben die teilweise gravierenden tdoleede im Ansprechen der
einzelnen Zelllinien. In diesem Zusammenhang bduaeéen Cellai et al. eine
wesentlich bessere Wirkung von Rosiglitazon beiZidHinie SK-N-AS im Vergleich

zu SH-SY5Y [13]. Die proliferationshemmenden Korizationen lagen bei letzterer
deutlich unter den in der vorliegenden Arbeit etefien Werten (die Zellen waren in
der vorliegenden Untersuchung die sensitivsteneBelliberhaupt). So konnten 20
nmol/l Rosiglitazon die Zellviabilitdt von SH-SYS5Mur um 13 % reduzieren, eine
Zellzahlreduktion von tber 50 % wurde erst bei Kemtrationen von ca. 80 pumol/l
erreicht. Letztendlich wurde jedoch auch hier ggizedass Rosiglitazon effektiv das
Wachstum von Neuroblastomzellen hemmen kann unds ddey Einsatz von

Rosiglitazon beim Neuroblastom effektiv sein kdonnte

Es ist bekannt, dass sich Neuroblastome bei jingkKnedern spontan zurtckbilden
konnen. In diesem Zusammenhang wurde beobachsst,dia Auspragung von PPAR
mit dem Regressionsgrad eines Neuroblastoms pdsitieliert [106]. Das bedeutet,
dass ein sich in Regression befindendes Neurobfastne héhere PPAREXpression
hat. Inwieweit dies eine Rolle bei der mdglicheref@pie der Erkrankung mit PPAR
Agonisten spielen kann, wurde nicht letztendlichklge, sollte aber in weiteren
Untersuchungen bedacht werden.
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4.1.3.2 Die Wirkung auf Leukamie-Zelllinien

Eine dosisabhangige Sensitivitat der Leukamie-idath wurde in dieser Untersuchung
sowohl fur Rosiglitazon, als auch fir Fenofibramitelt (Abbildung 4.2. Die Gkg-

Konzentrationen fir Rosiglitazon lagen zwischerud8 87 pmol/l, jene fur Fenofibrat
reichten von 45 bis 122 pmol/l. Gegen die Zellm@CRF-CEM und MOLT-4 war

Fenofibrat etwas wirksamer als Rosiglitazon, gebgér60 und REH verhielt es sich

umgekehrt. Bei der letztgenannten bestand sogametativ deutlicher Unterschied

(Glsorosiglitazon 48 pmol/l  vs. Gorenofibrat 122 pmol/l). Insgesamt konnten alle

Leukamiezelllinien gegen beide Substanzen im Vamlsalzur mittleren Gb des

Gesamtpanels als relativ sensitiv bezeichnet werden

Abbildung 4.2:

4.2.1 Rosiglitazon
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Zu der hier ermittelten relativ hohém vitro-Toxizitat von PPAR-Agonisten stehen die
im folgenden beschriebenen Daten zu anderen pisdtien Untersuchungen von
PPAR-Agonisten an Leukamiezellen nur teilweise imnking. Bei den

Substanzeffekten stehen Wachstumshemmung, ApopitodeAusdifferenzierung der

Zellen durch dien vitro-Behandlung mit PPARAgonisten im Vordergrund.

2004 wurden antiproliferative Effekte durch versdene PPAR-Agonisten
(Rosiglitazon, 2-cyano-3,12-dioxooleana-1,9-diere8 acid u.a.) erstmals an einem
Panel verschiedener Leukamie-Zelllinien beschriefgfl. Inbegriffen waren die
myeloischen Zelllinien U937 und HL-60, die akutgmphatische Leukdmien Su-DHL,
Sup-M2, Ramos, Raji, sowie Hodgkin-Zelllinien unéllZn chronisch lymphatischer
Leukamien. Um die Zelllvitalitaét um 50 % zu redurie, waren bei der AML-Zelllinie
U937 ca. 50 umol/l Rosiglitazon notwendig. In delnl AZelllinien Raji, Su-DHL und
Sup-M2 war die Konzentration bei 25 pmol/l geringats zu Grunde liegende
Mechanismen wurden am Beispiel der Zelllinie U983besondere PPAR-unabhéngige
Apoptose detektiert. Interessanterweise wurde famés (ALL) und HL-60 (AML)
kein zytoreduktiver Effekt beobachtet. In der vegknden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass es sehr wohl einen solchen Effekt gilet Gko-Konzentration flr
Rosiglitazon gegen HL-60-Zellen betrug 49,5 umd@s/Abb. 4.3.

Dieses Ergebnis wird durch eine Arbeit von Liu ét anterstitzt [66]. In der
Behandlung der AML-Zelllinien HL-60 und K562 konntirch Troglitazon und 15-
deoxy-delta(12,14)-Prostaglandin J2 ein dosisaligan@gntiproliferativer Effekt durch
Apoptoseinduktion und Zellzyklusarrest in den-Bhase ermittelt werden. Die
Konzentration von Troglitazon, welche dabei zu eif@%igen Wachstumsinhibition
der HL-60-Zellen fuhrte lag dabei zwischen 40 ufdusnol/l. In einer weiteren Arbeit
der Autoren wurde ferner nachgewiesen, dassitro ein antiinvasiver Effekt durch
Downregulation von Matrix-Metalloproteinasen durdPPARy-Agonisten besteht

[65,66], was den mdglichen klinischen Nutzen waeiteterstreicht.
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Saiki et al. untersuchten die antiproliferativefekfe des PPARRAgonisten Pioglitazon
auf primare Leukamiezellen von Patienten und aaefp#irmanenten Zelllinien HL-60
(myelozytdre AML), K562 (CML-Blastenkrise), U937 ¢@mozytdre AML), HEL
(erythrozytdre AML), CEM und Jurkat (T-lymphoblasthe Leukamien), sowie
NALM1 (B-lymphoblastische Leuk&mie) im Vergleich mormalen hamatopoetischen
Stammzellen gesunder Probanden [101]. Die erndtiefiffekte stehen weitestgehend
in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorlegs Arbeit. So wurde die
Zellproliferation nach 7 tagiger Inkubation mit $800 pmol/l Pioglitazon abhangig
von der jeweiligen Dosis mehr oder weniger statkegemt. Messungen erfolgten dabei
nach 3, 5 und 7 Tagen. Die Daten wurden erhartethddie Ergebnisse von weiterhin
durchgefuhrten Colony Assays. Hier ergaben sicleruf©0 pmol/l Pioglitazon eine
verminderte Kolonieformation auf 20,8-71,8 % (p,81) sowie unter 300 pmol/l auf 1-
25,2 % (p < 0,01) je nach Zelllinie. Neu an dieéebeit war, dass die gesunden
hamatopoetischen Stammzellen insgesamt deutlichigeenin ihrem Wachstum
affektiert wurden als die Leukamie-Zellen: 100 pfindioglitazon reduzierte die
Koloniebildung lediglich auf 77-87 %, bei Applikati von 300 pumol/l ergab sich eine
Reduktion auf 69-81 % der unbehandelten Kontroll&a allerdings sowohl
hamatopoetische Stammzellen als auch Leuk&dmiezeP&t AR/ in ahnlicher
Auspragung aufwiesen, wurde hier am ehesten Razepébhangige
proliferationshemmende Mechanismen angenommen, duash die Ergebnisse der

vorliegenden Arbeit unterstttzt wirde.
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Auch Liu et al. untersuchten die Philadelphia-Chosom-positiven lymphoblastischen
Leukamie-Zelllinien BV173, SD1 und SupB15 auf diffekte von TZD18, einem
Liganden von PPAR undy [64]. Im Vergleich zu Pioglitazon war TZD18 in deage,
das Zellwachstum wesentlich starker zu inhibierdZD18 20 pmol/l: 70-80 %
Wachstumsreduktion nach 4 Tagen; Pioglitazon 20 Ilfkmo 10-20%
Wachstumsreduktion). Hierdurch zeigten sich wiederdie eingangs erwahnten
Unterschiede in der Wirkpotenz einzelner Substamtseselben Substanzgruppe. Als zu
Grunde liegende Effekte ermittelt wurden hier anestén ein Zellzyklusarrest in der
Gon-Phase sowie Apoptoseinduktion. Untermauert wies @lurch weitere Studien, die
ebenfalls Apoptose-induzierende Effekte anderer@PRgonisten, z.B. Troglitazon an

B-Zell lymphoblastischen Leukamien beschreiben [134].

Interessanterweise konnte eine Behandlung mit dé#RRAntagonisten GW9662
bzw. dem PPAR-Antagonisten MK886 den durch TZD18 bewirkten Zgtlus-Arrest
sowie die verstarkte Apoptose nicht vermindern.sBieEffekt sprach flr das Vorliegen

Rezeptor-unabhangiger Proliferationshemmung [64].

Durch TZD18 verstarkt werden konnte auf der andeBmite der Effekt des
Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib, der die durch daer-abl-Fusionsgen codierte
Tyrosinkinase bei Philadelphia-positiven (Transtaka t9;22) Leuk&mien hemmt.
PPAR-Agonisten kdnnten so tatsachlich eine viepueshende Option in der Therapie
bcr-abl-positiven akuten lymphatischen Leukamiein,sela derartige genomische
Veranderungen nach wie vor mit einer eher schleclkwgnose und schwierigeren
Therapierbarkeit im Vergleich zu Philadelphia-Chomom bzw. bcr-abl-negativen
ALLs assoziiert sind [64].

Derartige Kombinationseffekte mit Imatinib wurdeach bei chronisch myeloischen
Leukdmien beobachtet. Dies soll aufgrund der genngelevanz in der padiatrischen

Onkologie nur am Rande erwahnt werden [132].
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Dass der Einsatz von PPAdRgonisten fir einen klinischen Einsatz somit danet als
vielversprechend erscheint, konnte aul3erdem invdeiegenden Arbeit durch die
synergistischen Effekte von Doxorubicin und Rosiglon gegen die Leukamie-
Zelllinien untermauert werden (Glkamien 0,49 bis 0,61; ein Synergismus lag vor, wenn
Cl < 0,9). Soliten gezielte Kombinationsversuchet niPAR--Agonisten und
Anthrazyklinenin vivo ebenfalls derartige synergistische Effekte erniel@ére eine
Dosisreduktion von Anthrazyklinen in der Therapkeiter Leukdmien und somit auch

eine Reduktion der unerwinschten Substanzeffektghdus im Bereich des moglichen.
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4.1.3.3 Die Wirkung auf Rhabdomyosarkom-Zelllinien

Beide Rhabdomyosarkom-Zelllinien zeigten in deriegenden Testung sowohl gegen

Rosiglitazon als auch gegen Fenofibrat ein relagwnsitives Ansprechen (§gkwms-

Rosiglitazon 62-102 pmol/l < G.rosigiitazon-Gesamtpanek 12,5 mol/l; Gdo-rms-Fenofibrat 70-74
pumol/l < Gho.-renofibrat-Gesamtpandi6 7,9 pmol/l; siehébb. 4.3.

Abbildung 4.3:

4.3.1 Rosiglitazon
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Ausschnitt aus Abb. 3.2. ggder Rhabdomyosarkom-Zelllinien in
pmol/l. @) steht dabei fur die Wirkung Fenofibraty)(fir jene
von RosiglitazogMittelwert der aus den Einzelversuchen
ermittelten Gip-Konzentrationen +/- Standardabweichyndpie
horizontale Linie entspricht der jeweiligen mitter Gy des

Gesamtpanels fir Rosiglitazon bzw. Fenofibrat.
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Lediglich eine weitere Arbeit von Maiguma et al.sbleéftigt sich bisher mit der
Wirkung von PPAR-Agonisten auf Rhabdomyosarkomq. [A2r bewirkte eine Reihe
von Fibraten, in diesem Fall also PR&Rgonisten, die selektive Affektion von
humanen embryonalen Rhabdomyosarkomzellen im Sinpe dosisabhangig
verminderter mitochondrialer Enzymaktivitat. Es dem Substanzdosen zwischen 10
und 1000 pumol/l appliziert. Eine 50%ige Wachsturhgiition durch Fenofibrat wurde
bei einer Konzentration von etwa (20-) 30 pumolfiemht. An parallel fur 24-48
Stunden mit Benzafibrat inkubierte humanen mikreuéen Endothelzellen sowie an
Zellen arterieller glatter Muskuluatur wurden vonaiguma et al. hingegen keine

Veranderungen beobachtet [72].

Die Beobachtungen von Maiguma et al. stimmen inkkusder detektierten zur
Proliferationshemmung notwendigen Substanzdosemt gt zu den hier gewonnen
Daten bezuglich der Rhabdomyosarkom-Zelllinien Rid (RH-30 Uberein. Es sei
jedoch erwahnt, dass es sich bei der Zelllinie RH-8lveolare RMS-Zellen handelt,
was die Genauigkeit eines Vergleichs mit Datenmbrgonalen RMS-Zellen erschwert.
Dennoch scheint es eine eindeutige antiprolifeeathirksamkeit von PPAR-Agonisten

gegen Rhabdomyosarkomen zu geben.



4. Diskussion 89

4.1.3.4 Die Wirkung auf Medulloblastom-Zelllinien

Die am vorliegenden Zelllinienpanel gewonnenen Bate Medulloblastomen waren
heterogen. Gegen Rosiglitazon war lediglich didlided DAOY relativ sensitiv, gegen
Fenofibrat bestand fiir beide Zelllinien eine relatiResistenz gemessen an der mittleren
Glso (Abbildung 4.4.

Abbildung 4.4: Ausschnitt aus Abb. 3.2. lder Medulloblastom-Zelllinien in
umol/l. (@) steht dabei fur die Wirkung Fenofibrat)(fur jene
von RosiglitazogMittelwert der aus den Einzelversuchen
ermittelten Gip-Konzentrationen +/- Standardabweichyndpie
horizontale Linie entspricht der jeweiligen mitder Gko des

Gesamtpanels fir Rosiglitazon bzw. Fenofibrat.
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Auch fur die Wirkung von PPAR-Agonisten gegen Méahilstom-Zellen gibt es nur
eine Referenzarbeit. Urbanska et al. ermittelten Fénofibrat in humanen (D384,
DAQY) und animalischen (BsB8) Medulloblastom-Zelién einen PPAR-vermittelten
Zellzyklusarrest in der Gund G/M-Phase mit konsekutiver Proliferationshemmung
und verstarkter Apoptose, sowie die Inhibition iGermittelten Wachstums [119].
Auch in der vorliegenden Arbeit konnte eine Wachethemmung in den
Medulloblastomzelllinien nachgewiesen werden, jéde@r diese im Verhaltnis zum
Gesamtpanel als eher schwach einzustufes, (@utlich Gber der mittleren &l flr
Fenofibrat, siehébbildung 4.42). Allein dies spricht gegen einen priméren Einsan
Fenofibrat gegen Medulloblastome. Hinzu kommt, dasse Kombination mit
Doxorubicin die Anthrazyklinwirkung eher abgeschhé&als verstarkt wird (Ghoy
1,79; Clwa22s21,17; Cl > 1,1: antagonistische Effekte).

Gegen Rosiglitazon hingegen bestanden relativ deta erhebliche Unterschiede im
Ansprechen der beiden Zelllinien DAOY und UW228Nahrend DAOY hochsensitiv
(Glsp 61,9 pmol/l) auf die Behandlung mit Rosiglitazeagierte, bestand fur UW228.2
(Glsp 313,6 umol/l) eine relative Resistenz gemessen dan mittleren Gy
Konzentration von 112,5 pumol/l. Leider existiereierbu keine Referenzdaten. Die
synergistischen Kombinationseffekte mit Doxorubigedoch erscheinen flir beide
Zelllinien vielversprechend (Ghovy 0,84; Clw22s2 0,37; Cl < 0,9: synergistische
Effekte).
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4.1

.3.5 Die Wirkung auf Ewing-Sarkom-Zelllinien

Fur die Gruppe der Ewing-Sarkome gibt es im BeawfgP®PAR-Agonisten noch keine
entsprechenden Untersuchungen. Die Zelllinien CAE®1, STA-ET-2.1 und VH-64

zeigten sowohl gegen Rosiglitazon als auch gegewffeeat ein im Verhaltnis zum
Gesamtpanel sensitives Ansprechabkildung 4.%. Lediglich die Zelllinie STA-ET-1
reagierte verhaltnismafig resistent auf beide PRgBnisten.

Abbildung 4.5:
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Interessant ist fur den klinischen Einsatz jedobleredie bei allen Ewing-Sarkom-
Zellinien vorhandene deutliche synergistische Wikuvon Rosiglitazon und
Doxorubicin (Cl 0,19-0,71; Synergismus bei Cl <)0,8ei der Kombination von
Doxorubicin und Fenofibrat waren die Effekte derb&anzen auf die Zelllinien
CADO-ES1 (CI 0,85) und STA-ET-2.1 (CI 0,75) synstgich und auf STA-ET1 (Cl
1,46) und VH-64 (CI 1,42) antagonistisch. In dies@msammenhang kann man
Rosiglitazon im Gegensatz zum Fenofibrat als mbghweise fur die weitere
Optimierung der Ewing-Sarkom-Therapie als relevanaichten, da nur beim PPHR

Agonisten einheitliche Ergebnisse zu beobachteenvar
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4.1.3.6 Die Wirkung auf Osteosarkom-Zelllinien

Die Osteosarkomzelllinien, welche insgesamt voerallumorentitdten die geringste
Empfindlichkeit gegenliber dem Standard-Chemotheitpeu Doxorubicin aufwiesen,
zeigten ein uneinheitliches Ansprechen auf Rosigtih und Fenofibrat. Wahrend die

Zelllinie OST im Verhéltnis zum Gesamtpanel gegemdé PPAR-Agonisten relativ
resistent war, zeigte MNNG-HOS eine relativ hohasHalitat (Abbildung 4.6.

Abbildung 4.6:
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Troglitazon, ein anderer Vertreter der Thiazolidilo&-Substanzfamilie, war im Vorfeld
an Osteosarkom-Zelllinien mit unterschiedlichen utalweise widersprichlichen
Ergebnissen getestet worden [43,44,69]. Haydonl.ebeschrieben eine signifikant
reduzierte Proliferationsrate und Zellvitalitdt haBehandlung der Zelllinien 143B,
MNNG-HOS, MG-63 und TE-85 mit Troglitazon und Ctglzon, wahrend Lucarelli et
al. Uber eine erniedrigte Apoptoserate sowie Ubene e Stimulation des
Zellkulturwachstums der Zelllininien G292, MG63, Q& and U20S berichteten. In
der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls eine sigaiite Wachstumshemmung durch
Rosiglitazon in beiden Osteosarkom-Zelllinien (iestndere MNNG-HOS) beobachtet,
wenn auch die Zelllinie OST im Verhaltnis zu denigén Zelllinien des Panels eine
eher geringe Sensitivitat aufwies ¢gRosiglitazon 175 pumol/l; Gd-renofibrar 284
pmol/l). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Dateredsgenannten Studie von Haydon
et al. 5 Tage nach Applikaton der jeweiligen Sabstfiihrte eine Konzentration von
100 pmol/l Troglitazon zu einer vollstandigen Waadnsshemmung. Bei der Zelllinie
MNNG-HOS lag die fiir einen signifikanten Effekt m@ndige Dosis gar bei 50 pmol/l,
was der in der vorliegenden Arbeit ermitteltensddlr Rosiglitazon bei Behandlung
dieser Zelllinie in etwa entspricht (§3kosigitazon-mnnG-Hos52,9 pmol/l). Auch 100
pmol/l des PPARAgonisten Ciglitazon konnten das Wachstum derlidieth MNNG-
HOS und 143B vollstandig inhibieren. Es bestandogéd hier eine verminderte
Sensitivitat von MG-63 und TE-85 bei zur Wachsturhgition notwendigen 200
umol/l Ciglitazon. Auch bei der hier untersuchteellihie OST bestand relative
Resistenz gegen Rosiglitazon. Hier wird ein wegtareal gezeigt, wie unterschiedlich
Zelllinien trotz eines ahnlichen Ursprungsgewebeagieren konnen. Ferner wird
demonstriert, dass verschiedene PRARonisten auch unterschiedlich starke

proliferationshemmende Effekte aufweisen kdnnen.
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Abschliel3end zu erwdhnen bleibt, dass die Komlmnatier PPAR-Agonisten mit dem
Anthrazyklin Doxorubicin allenfalls zu additivenfEkten gefiihrt hat. Die Kombination
mit Fenofibrat zeigte an der Zelllinie MNNG-HOS so@in eher verstarktes Wachstum
der Zellen (Clenofibrar-mnnc-Hos > 1,1 Antagonismus). Dieses Ergebnis legt insheésee
aufgrund teilweise wesentlich starkerer antiprofifzyer Wirkungen  der
Substanzkombinationen an anderen Tumorentitates, miass ein klinischer Einsatz der
Substanzen bei Osteosarkomen eher kritisch be#tackerden sollte. Die oben

beschriebene nicht ganz einheitliche Datenlage kisesiletztendlich nur bestatigen.
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4.2 Diskussion der Expressionsanlysen

Im Bezug auf das gesamte untersuchte Zellliniedpaae keine Korrelation zwischen
PPAR-mRNA-Expression und Zytotoxititat der Einzdlstanzen Rosiglitazon und
Fenofibrat erkennbar (siehe Ergebnisse, Kapitel33uhd Abbildung 3.9. Dies legt
nahe, dass es sich bei den ermittelten zelltoxis@fekten um Rezeptor-unabhangige
Wirkungen mit alternativen Signalkaskaden handglie Reihe solcher Mechanismen,
die nicht Uber die Interaktion mit dem korresponelielen nuklearen Rezeptor und
damit verbundener Transkriptionsaktivierung vonlgaéaeen reguliert sind, wurde flr
PPARy-Agonisten bereits entdeckt und beschrieben. Dasalifim Folgekapitel 4.2.1

im Detail eingegangen werden.

Auf der anderen Seite konnte eine PPAR-abhé&ngigéwWy an einzelnen Zelllinien
nicht sicher ausgeschlossen werden.

So waren beide Osteosarkom-Zelllinien OST und MNNGS durch eine im Bezug
auf das Gesamtpanel aulRergewohnlich hohe Expressmm PPAR mRNA
charakterisiert (145- bzw. 160fache Expression imrgléich zum Referenzgen).
Angesichts der ebenfalls in diesem Fall gezeigteinkd&mkeit von Rosiglitazon
(besonders in den Osteosarkom-Kombinationsversiigeeas nattrlich méglich, dass
bei diesen Zellen die Transaktivierung von PRARIbst eine nicht unerhebliche Rolle

spielt. Dafuir geben die ermittelten Daten jedoctinkeinen hinreichenden Aufschluss.

Auf dhnliche Weise wurde in den Zelllinien STA-ETKCN, SHEP-SF und UW228.2
eine eher niedrige PPAHEXpression bei geringer Wirksamkeit von Rosiglitazhohe

Glso) beobachtet, was ebenfalls auf Rezeptor-Abhangigkedeuten kénnte.
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Im Gegensatz dazu stehen die Leukadmien, die Rhajmkarkome, die Ewing-Sarkome
CADO-ES-1, STA-ET-2.1 und VH-64 sowie die Medullablom-Zelllinie DAQOY. Hier
war auf der einen Seite die PPARRNA-Expression niedrig und auf der anderen Seite
die Rosiglitazon-Wirksamkeit hoch. Diese Befundeutda Kklar auf Rezeptor-
unabhangige zytotoxische Effekte von Rosiglitazom, hda trotz niedriger
Rezeptordichte die Wirksamkeit der Substanz hoah wa

Dass es PPAR-unabhangige Wirkmechanismen gibmiitierweile in vielen Studien

belegt. So hatte zum Beispiel das Ausschalten tR#&RFGens sowie die Rezeptor-
Inhibition durch einen PPAR-Antagonisten in pankisgden-Zellen keinerlei Effekt

auf die Wirkpotenz des Agonisten [54]. Saiki et lkadnnten, wie im Vorfeld bereits
beschrieben, an einem Leukamie-Zelllinienpanel ergiglass trotz &hnlicher PPAR-
Auspragung in gesunden hamatopoetischen Stammiedielkein oder nur ein geringer
antiproliferativer Effekt durch Pioglitazon erzieerden konnte [101]. Dies spricht

ebenfalls klar fur das Vorhandensein von Rezeptabhangigen Mechanismen.
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4.2.1 Rezeptor-unabhangige Mechanismen

Fur die antiproliferative Wirkung, insbesondere VBRAR/-Agonisten, wird in der
Literatur eine Reihe von teilweise miteinander pusenhangenden Rezeptor-

unabhangigen Mechanismen beschrieben.

So waren PPARRAgonisten in der Lage, die TRAIL-induzierte Apopeodurch direkte
Stabilisierung von mRNA in Prostata- und Ovariakaom-Zelllinien zu potenzieren
[54,127]. TRAIL ist Bestandteil der Gruppe der TurNekrose-Faktoren (TNF),
welcher normalerweise durch das Apoptose-supprende Protein FLIP blockiert
wird. PPAR-Liganden (sowohl Agonisten als auch Aotasten) sind in der Lage,
dieses Protein direkt zu inhibieren, wodurch wiederdie TRAIL-Spiegel erhoht
werden und es vermehrt zu Apoptose kommt. Es kogereigt werden, dass dieser
Effekt auch bei Fehlen von PPAR-Rezeptoren bestblesit.

Als weiterer Mechanismus konnte in Lungenkarzinoefitinien der Tumor-Suppressor
PTEN auf Rezeptor-unabgangigem Wege aktiviert werdas eine geringere Synthese
von Phosphor-Akt sowie eine Hemmung der RB-Aktivitdt und damit eine geringere

Cyclooxygenase-2-Expression (COX) zur Folge hattg. [

Palakurthi et al. beschrieben ferner eine Rezaptabangige Depletion intrazellularer
C&*-Speicher, welche im Gegenzug die Phosphoryliervmg elF21 (= eucariotic
translation initiation factor @ und damit die Inhibition der Translations-Einleig
bewirkte [86]. Es konnte eine Unabhéangigkeit zwestRezeptordichte und Effektivitat

der PPAR-Agonisten nachgewiesen werden.

Noch ein weiterer Punkt ist die von Takenokuchalebeschriebene PPAR-unabhangige
Herunterregulation des Apoptose-regulierenden c-@gns nach Behandlung mit dem
PPARy-Agonisten Troglitazon [114].
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Insgesamt zeigen die bisherigen Daten wie auchvdiiegenden Ergebnisse fir
beispielsweise Leukamien, Rhabdomyosarkome und d=®arkome, dass auch bei
niedriger Rezeptordichte durch Rezeptor-unabhangigehanismen in verschiedenen
Tumorentitaten durch PPAR-Antagonisten ein antifedtiver Effekt erzielt werden

kann.
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4.2.2 weitere mogliche Mechanismen

Eine weitere Erklarung fir die fehlende Korrelatmischen Rezeptorexpression und
Wirksamkeit der PPAR-Agonisten konnte allerdingschaueine unterschiedliche
Verfugbarkeit von Zielgenen nach der Rezeptoradttivig in unterschiedlichen
Zelltypen sein. So supprimiert beispielsweise ekiiveerter PPAR-Rezeptor die
Transkription einiger seiner Zielgene, wie z. B.KBE- STATs oder Ap-I [109] oder
reduziert - wie bereits im vorherigen Kapitel 4.2dvahnt - die Spiegel Apoptose-

supprimierender Proteine [54].

Wird nun beispielsweise ein solches Zielgen in rebestimmten Tumorzelle per sé und
ohne aulRRere Einflisse starker exprimiert als irereimnderen, so kann durch die
Aktivierung von PPAR durch einen Agonisten absgesehen eine geringere Affektion
der jeweilig resultierenden Signalkaskade bewirktden. Oder: wird ein durch PPAR-
Agonisten beeinflussbarer Apoptose-supprimieref@étor (z.B. FLIP) von einer Zelle
nur in geringem MalRe synthetisiert, so kann der RRPgonist auf diesem Wege

weniger Einfluss nehmen als bei starker AuspraglasgFaktors.
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4.3 Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf das lebende Indiduum
4.3.1 Maximale Plasmaspiegel vs. Gh bei Monotherapie

Rosiglitazon und Fenofibrat werden bereits seitewielahren klinisch beim Menschen
eingesetzt. Rosiglitazon hat einen hohen Stellenweder Behandlung des Diabetes
mellitus Typ 2, Fenofibrat findet als Lipidsenkenwendung. Beide Substanzen sind
damit hinsichtlich ihrer Pharmakokinetik beim Meheno gut charakterisiert.

So wurden fir Erwachsene nach oraler Einnahme estendarddosis von 4 mg
Rosiglitazon maximale Plasmaspiegel um 75 nmoltiggsen. Immerhin ca. 2.3 umol/l
wurden nach Einnahme der doppelten Dosis von 8 mglasma erreicht [53,88]. Nach
oraler Fenofibrat-Behandlung in einer Standarddesis 200 mg werden aufgrund der
schlechten Bioverfuigbarkeit dieser Substanz lechigiMaximalkonzentrationen von 2,8

nmol/l im Plasma erreicht [76].

Betrachtet man die Versuchsergebnisse aus den ME&A mit den Einzelsubstanzen
Rosiglitazon bzw. Fenofibrat im Zusammenhang mi deter Normalbedingungen
maximal erreichbaren Plasmaspiegeln, so zeigt sidss in vivo unter den
Dosierungen, wie sie derzeit eingesetzt werden, ndigvendigen Wirkspiegel zur
Tumor-Proliferationshemmung in der Regel nicht iehte werden. Aul3er bei der
Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y unter Behandlung mbsiglitazon (G von 37
nmol/l) lagen alle gemessenen Substanzkonzenteatjahe zur Zellviabilitatsreduktion
von 50 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolfgpa notig waren, im zwei- bis

dreistellig mikromolaren Bereich.
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Da SH-SY5Y jedoch nur eine von 4 Neuroblastom-geéh mit untereinander sehr
unterschiedlichem Ansprechen auf die PPAR-Agonidanstellt, kann aus diesem
Ergebnis noch keine Indikation zum experimenteltewivo-Einsatz von Rosiglitazon
gegen Neuroblastome gestellt werden. Bestatiguntgfidies in den Ergebnissen des
vitro-Neuroblastom-Screenings von Valentiner et al. At wurde eine signifikante
Wirksamkeit verschiedener Thiazolidinedione (uiechaRosiglitazon) erst im zwei- bis

dreistelligen mikromolaren Bereich nachgewiese®[12

Zusammenfassend liegen die zur signifikanten Zgk#on notwendigen
Substanzkonzentrationen der PPAR-Agonisten deutlidher den bei oraler
Monotherapie in Standarddosis erreichbaren Plasegedp. Dabei ist - aul3er vielleicht
fur die Leukamien - noch nicht einmal geklart, ole djeweils hdchste
Plasmakonzentration auch der hochsten Konzentratigeweiligen Tumor entspricht.
Diese kdnnte sowohl niedriger, als auch, z. B. ldukareicherung der Substanz im
Tumorgewebe, deutlich hdher als der Plasmaspiegggen. An diesem Punkt konnten

ggf. Tierexperimente weiteren Aufschluss bringen.
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4.3.2 Invivo-Befunde bei der PPAR-Agonisten-Monotherapie anderer

Tumorentitaten

Insgesamt erscheint der Einsatz von PPAR-Agonistender Monotherapie bei
Krebserkrankungen im Kindesalter als nicht Erfodgsprechend. Dies wird auch durch
Befunde in anderen Tumorentitaten belegt. Zwar gmlin der Vergangenheit diverse
mehr oder weniger erfolgreiche Tierexperimente moith dosierter PPAR-Agonisten-
Monotherapie bestimmter Tumoren: So konnten Ohtl. efowohl in vitro als auch im
Nacktmausmodell einen das Tumorwachstum  hemmendefffektE an
Schiddrisenkarzinomzellen zeigen [85]. Hier wurdg dich aufgrund in klinischer
Prifung beobachteter toxischer Leberschéaden ni@fir muf dem Markt befindende
PPARy-Agonist Troglitazon in einer Dosierung von 500 g/ Korpergewicht
appliziert (kalkulierte Dosis beim Menschen: 20@-80g taglich). Ahnliches gelang
Sarraf et. al. mit Colon-Karzinomzellen. Hier getgidpereits eine geringere Dosis
Troglitazon von 200 mg/kg Kdrpergewicht zur Hemmuegs Tumorwachstums [104].
Bei ahnlichen Versuchen an Mamma-Karzinomzellewitro und im Tierversuch zeigte
sich eine Verstarkung des zytotoxischen EffektsclduKombination mit All-trans-
Retinolsdure (ATRA) sowie keine Toxizitat fur gedenZellen [27]. InKapitel 4.4soll

auf diesen Kombinationseffekt noch detaillierteargeigangen werden.
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Am Menschen zur Tumorbehandlung eingesetzte PPARelherapie zeigte im
Gegensatz zu den beschriebenen praklinischen Vesuckeine signifikante
Verbesserung des Outcome von behandelten PatiebDien.zeigte sich zum Beispiel in
Phase-II-Studien an Patientinnen mit therapierérakn Mamma-Karzinom [12] oder
Patienten mit metastasiertem Colon-Karzinom [59gMherweise beruht die fehlende
Effektivitat auf dem bei ,normaler® Dosierung d&PAR-Agonisten zu geringen
Plasmaspiegel. Die tierexperimentell verwendetesi&@angen waren insgesamt hdher
als jene, die in der Studie eingesetzt wurden. tBur®t al. applizierten ihren 22 in die
Studie eingeschlossenen Mamma-Karzinom-Patientinaghich 800 mg Troglitazon
[12]. Verglichen mit 200 mg/kg Koérpergewicht im Twersuch von Elstner et al. ist
diese Dosierung vergleichsweise niedrig und deekEfidoglicherweise entsprechend
schwaécher [27]. Aufgrund der Lebertoxizitat iseadlings im klinischen Einsatz an eine
wesentlich héhere Dosis von Troglitazon eher nzchtlenken. Inwieweit die Dosis von
dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Rosighh im Verhaltnis zur
Normaldosis steigerbar ist und wie stark die Efietdt gegentber Tumorzellen
dadurch steigerbar ware, mussten weitere Versuchigo zeigen.
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In einer weiteren Phase-lI-Studie wurden 12 Paientmit Liposarkom mit 4 mg
Rosiglitazon taglich behandelt [22]. Auch hier zeigich in engmaschigen Kontrollen
(nach 6, 12, 20 und 32 Wochen sowie nach einem Kaime histologische Kontrolle in
Woche 20) weder klinisches noch histologisches Aawdpen des jeweiligen Tumors.
Lediglich bei 2 Patienten kam es zu einer PPAR-abigén Verdnderung der
Genexpression, was jedoch ohne morphologischesekbrblieb. Bei einem der
Patienten spielte bereits in der Standarddosiemorg4 mg die Lebertoxizitat eine
Rolle und fiihrte zum Abbruch der Behandlung, bewvdteren war die Erkrankung
unter der Behandlung rapid progredient. Die m#tl€auer bis zum Tumorprogress,
entsprechend einer computertomographisch ermittéfergrofRerung des Tumors um
mindestens 100%, lag bei 6 Monaten. Es konnte s&mite Empfehlung fir den
Einsatz von Rosiglitazon gegen das Liposarkom gagelerden.

Auf der anderen Seite gibt es flr einige wenige drentitaten positive klinische
Ergebnisse in der Behandlung von Tumoren mit PPAJe@rmsten. Es handelt sich auch
hier allerdings um Studien mit sehr geringen Faliza, die nicht den breiten Einsatz
dieser Substanzen in der Krebstherapie rechtfertigmnen. So konnte beispielsweise
in einer Phase-1I-Studie an 41 Patienten mit nidletastasiertem Prostata-Karzinom
unter Behandlung mit 2 x taglich 400 mg TroglitaZzidoer mindestens 12 Wochen nach
Lokaltherapie oder Androgen-Deprivation eine siggait verlangerte Stabilisierung
des PSA-Wertes gezeigt werden [81]. In einem Falide eine massive Reduktion des
Serum-PSA erreicht. Der Aussagewert dieser Stusieallerdings auch insofern
fraglich, als dass alle Patienten zum ZeitpunktBkdrandlung keine durch bildgebende
Verfahren nachweisbare Tumormasse mehr hatten. iés ssmit nicht klar, ob die
Patienten nicht auch ohne die Behandlung mit Tiowhi progressionsfrei geblieben
waren, da es leider keine Kontrollgruppe gab.
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4.3.3 Einsatz der PPAR-Agonisten in Kombination mit konveationeller

Chemotherapie

Im Gegensatz zu dem vermutlich wenig Erfolg verspemden Einsatz einer PPAR-
Agonisten-Monotherapie gegen kindliche Krebserkomgen stehen jedoch die
Ergebnisse aus den Kombinationsversuchen mit Ddskziru

Im Hinblick auf die steigende Zahl von Langzeitibbenden unter Kindern mit
Krebserkrankungen riickt die Reduktion von unerwiitest Arzneimittelwirkungen bei
verbesserten Therapieeffekten immer mehr in derusaer aktuellen Forschung und

stellt eine grol3e Herausforderung fur die Zukuatt d

So zum Beispiel ist das in dieser Arbeit verwend@btxorubicin eine Substanz mit
hoher therapeutischer Potenz gegen Leukamien weid solide Tumoren. Jedoch ist
der Nutzen von Doxorubicin limitiert durch seine rHatoxizitat, welche zu
Rhythmusstérungen, Kardiomyopathie und Herzversd@géren kann. Ist nun eine
Substanz in der Lage, bei gleicher Doxorubicin-B@shen besseren Effekt zu erzielen,
so kann im Umkehrschluss fir gleiche Effektivitéiteegeringere Doxorubicin-Dosis
ausreichen. Daraus konnte entsprechend eine Redud@r unerwiinschten Wirkungen

resultieren.
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Bei allen hier untersuchten Zelllinien war durchngligabe des PPAFAgonisten
Rosiglitazon eine derartige Wirkungsverbesserungn vbDoxorubicin  maoglich.
Zusammenfassend konnte flr den PBA&yonisten Fenofibrat kein derart eindeutiger
Effekt erzielt werden. Letzterer scheint auch aussem Grund fur die weitere

Datenermittlung nicht sehr vielversprechend.

Erfreulicherweise lagen die fir eine signifikante ffektivitat bendétigten
Substanzkonzentrationen von Rosiglitazon in einemnctdeine normale Dosis von 4-8
mg taglich auchin vivo erreichbaren Rahmen. Dies steht im Kontrast zu den
Ergebnissen mit den Einzelsubstanzen. Wahrenddiee® k;-Konzentrationen zumeist
im zwei- bis dreistelligen mikromolaren Bereich dag genigten in den
Kombinationsversuchen bei vielen Zelllinien zweiis bdreistellige nanomolare
Konzentrationen des PPAFAgonisten zum Erreichen einer 50 %igen
Wachstumshemmung (die jeweilige Konzentration de&RRAgonisten war dabei um
den Faktor 10 héher als die Konzentration von Dolmin, vgl. Tabellen 3.1 und 4)1
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Tabelle 4.1: Glsg-Konzentrationen der einzelnen Zelllinien von Ridtsigon
bei kombinierter Behandlung mit Doxorubicin in nrfol
(Mittelwerte +/- Standardabweichung). Ebenso ist deweilige

Kombinationsindex (Cl) nochmals angegeben.

Glso Rosiglitazon bei

Zelllinie Kombination mit Standardabweichung Kombinationsindex
Doxorubicin in nmol/|
CADO-ES1 2307 1702,5 0,71
STA-ET-1 527 440,6 0,48
STA-ET-2.1 57 40,4 0,31
VH-64 70 17,3 0,19
CCRF-CEM 75 77,8 0,5
HL-60 12 11,8 0,59
MOLT-4 14 15 0,49
REH 9 9,2 0,61
DAOY 595 646,5 0,84
uw228.2 593 85 0,37
IMR-5 45 14 0,49
KCN 287 375,3 0,62
SHEP-SF 2000 1869,7 1,12
SH-SY5Y 91 146,4 0,19
MNNG-HOS 9180 183,8 0,95
OST 28210 1124,3 1,03
RD 540 2254 0,92
RH30 303 225,9 0,68
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Die hier gezeigten positiven Ergebnisse fur Rasigbn sind insofern mit Vorsicht zu
betrachten, als dass in anderen Arbeiten eine Hrighlder Resistenz von Zellen
gegenuber Doxorubicin durch Gabe von Rosiglitazeablachtet wurde. Tencer et al.
untersuchten in diesem Rahmen die Kolon-KarzinoiiiZie HT-29 und beschrieben
die in einer moglichen Therapie negativen Komboateffekte [115]. Diese Ergebnisse
lassen sich anhand der vorliegenden Daten jedocht rauf alle Tumorentitaten
generalisieren. Wie beschrieben, waren die Komizingéffekte der beiden Substanzen

stets synergistisch oder additiv.

Auch in anderen Arbeiten sind eher synergistiscliekie von Rosiglitazon und
Doxorubicin nachgewiesen worden. So wurde bei Btagfarzinom-Zellen eine
Suppression von Insulin-like Growth factor 1 (IGFdurch Rosiglitazon bewirkt. Da
IGF-1 bei diesen Zellen normalerweise die Apoptoskerzierende Wirkung von
Anthrazyklinen vermindert, konnte der PPARgonist die Zellen wieder sensibilisieren
[87].

In ahnlicher Weise konnte bei Doxorubicin-resistenOsteosarkom-Zelllinien gezeigt
werden, dass die erhOhte Zytostatika-Resistenz emigér erhéhten Expression von
Interleukin-8 einherging [91]. Diese wiederum waseziiert mit einer gleichzeitig
erhohten Expression von Kriuppel-like-factor 2 (KD)LF2velcher seinerseits die
Expression von PPARIinhibierte. Dadurch wurde die normalerweise prqapisch
erhohte PPARAKktivitdt supprimiert, wodurch der programmierteelltod der
resistenten Zelllinien verhindert wurde. Eine \vénste Aktivierung der noch
vorhandenen Rezeptoren durch einen Agonisten kérstedie Theorie - diesen Effekt
abschwéchen und auf diese Weise die erhdhte Taixizdn Doxorubicin zumindest

teilweise erklaren.
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Auch fir andere Zytostatika sind synergistischer oaéditive Effekte mit PPAR
Agonisten beschrieben. Girnun et al. konnten beispeisein vitro und in vivo
(Mausmodell) einen ausgepragten Synergismus hitlisitlier Zytotoxizitat zwischen
PPARy-Liganden und Platin-basierten Substanzen an viedehen epithelialen
Tumorzellen (Lungen- und Ovarialkarzinome) nache®if32]. Auch hier beruhte der
Effekt vor allem auf einer Verminderung der Resigtggegen das Zytostatikum (in
diesem Fall Carboplatin) durch Rosiglitazon. Insém® Zusammenhang wurden durch
die Gabe von PPARAgonisten 5 unterschiedliche Metallothionein-Gereemindert
exprimiert. Die entsprechenden Genprodukte bilddsa &chwermetall-bindende
Proteine einen wichtigen Bestandteil des zelleigeBehutzes gegen die Toxizitat von
Platin-Derivaten. Werden diese Proteine nicht medter zumindest weniger
synthetisiert, entfallt der Schutzmechanismus,R#sistenz der Zelle wird gesenkt und
die Toxizitat von Platin steigt.

Girnun et al. konnten die Theorie der verminder@memotherapie-Resistenz von
Tumorzellen nach Gabe von PPARgonisten in einer weiteren Arbeit an Mausen mit
Chemotherapie-resistenten nicht-kleinzelligen Lunkgezinomen bekraftigen [31].
Wurden die entsprechenden Tiere mit Carboplatiir auesiglitazon allein behandelt,
war die Tumormasse unverandert oder progrediemtkdrmabinierter Gabe zeigte sich
ein gutes Ansprechen der Tumorzellen in Form vonliferationshemmung und
verstarkter Apoptose. Interessanterweise entstenddy Kombination der Substanzen
keine erhdhte Systemtoxizitat von Carboplatin, dess PPAR-Agonisten Rosiglitazon
in seiner Rolle als Dosis-modifizierende Substaegtérkt. Das wirde bedeuten, dass
durch die Hinzugabe des PPAR-Agonisten zur Chemapine eine geringere Dosis
letzterer fur eine gleich bleibende Effektivitat twendig sein konnte. In der
padiatrischen Hamatologie und Onkologie ist diegapekt sicher besonders
interessant, da hier bereits hohe Heilungsratenvbeschiedenen Tumoren erreicht
werden und somit immer haufiger die Reduktion tlerdpiebedingten Systemtoxizitat

im Vordergrund steht.
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4.3.4 Madogliche unerwinschte Effekte im klinischen Einsatz

4.3.4.1 Mogliche Gefahren der Kombintion von PPARy-

Agonisten mit Anthrazyklinen

Wie beschrieben, war vor allem Rosiglitazon in ldege, die Dosis von Doxorubicin
vitro bei gleicher Effektivitat zu reduzieren. Dies kaauf der einen Seite ein Hinweis
sein, dass mit dem Einsatz beider Substanzen in bik@mtion madglicherweise
unerwinschte Wirkungen des Chemotherapeutikums, wisn Beispiel die
Kardiotoxizitat, reduziert werden kénnen. Gerade Bezug auf die Kardiotoxizitat
jedoch sollten in Anbetracht der Literaturdaten iggn maoglicherweise durch
Kombination der Substanzen verursachten negatifiekte bedacht werden. Derartige
Mechanismen konnten darauf beruhen, dass RP&Rnisten in der Lage sind,
Cyclooxygenase-2 (COX-2) zu inhibieren [10]. Im Gdbe& wird dieses Enzym vor
allem dann synthetisiert, wenn es zu einer erhohteonzentration freier
Sauerstoffradikale kommt, wie es zum Beispiel baee Entziindungsreaktion oder
auch bei einer Intoxikation (z.B. durch ein Anthyldm) der Fall ist. Durch die COX-2
wird die Synthese zytoprotektiver Prostaglandinetggert. Fallt dieser Schutz nun
durch die Wirkung von Glitazonen weg oder wird verdert, konnte sich die toxische
Wirkung durch die Entstehung freier Sauerstoffratiikin Kardiomyozyten zum
Beispiel im Rahmen einer Anthrazyklin-Therapie niibxorubicin gegebenenfalls
starker entfalten. Dass dieser Aspekt ein potdezi®isiko flr den praktischen Einsatz
darstellen konnte, sollte in jedem Fall bei einei@ghthenin vivo-Einsatz derartiger
Substanzkombinationen bedacht und mit Uberpruftderer Allerdings ist ebenfalls
bekannt, dass die Expression von PRARKardiomyozyten im Vergleich zu braunen
und weil3en Fettgewebszellen auf3erst gering isthallesdie beschriebenen Effekte

wahrscheinlich eher von unerheblicher Relevanz 6¢/4,84].
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4.3.4.3 Erhohtes Frakturrisiko bei Knochentumoren durch

Glitazone?

Wegen einer Hemmung der Genese von Osteoblasteh B®AR~Agonisten wurde in
der grol3 angelegten ADOPT-Studie (A Diabetes Ouécamd Progression Trial) bei
Patienten, die mit Rosiglitazon behandelt wurdenn erhdhtes Risiko fur
Knochenfrakturen beobachtet [34,50]. Dieser Efigktde erklart durch die vermehrte
Induktion der Ausdifferenzierung mesenchymaler Staeilen zu Adipozyten anstatt
zu Osteoblasten, was zu einem verminderten Knocifleaa fuhrte [2,112]. Da
Knochentumoren wie Osteosarkome und Ewing-Sarkogdidgh sowieso zu einem
erhohten Frakturrisiko fuhren [99], scheint auf a@seten Blick eine Behandlung von
Knochentumoren mit Rosiglitazon nicht indiziert. fAder anderen Seite wurden die
beschriebenen unerwlnschten Effekte lediglich bestrpenopausalen weiblichen
Studienteilnehmerinnen nachgewiesen. Da die vaiidg Arbeit auf eine Behandlung
von Kindern, Heranwachsenden und jungen Erwachseheielt, konnten die Effekte
hier von geringerer Relevanz sein. Dabei bleibbedenken, dass es nur sehr wenige
Daten fur die Behandlung junger Menschen mit P@A&ndy-Agonisten gibt [20,34].
Insgesamt wére es moglich, dass selbst wenn eihrgal@einlich gering) erhohtes
Frakturrisiko besteht, die positiven Effekte eiBahandlung von Knochentumoren mit

PPAR-Agonisten Gberwiegen.
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4.3.4.3 PPAR-Agonisten und mogliche kanzerogene Effekte

Bezogen auf die Gruppe der Thiazolidinedione (@ditee) gibt es in der Literatur nur
wenige Hinweise auf eine Krebs-induzierende Wirkuke Arbeit aus dem Jahre
1998 zeigte einen positiven Einfluss von PRARonisten auf die Grof3e und Zahl von
Colontumoren bei C57BL/6J-APC/+-positiven Mauserhlsoabei Tieren mit der
Mutation einer familiaren adenomattsen Polyposls[6&]. Dies konnte auch in einer
Reihe von neueren Folgearbeiten bestétigt werdei28]. Interessanterweise blieb die
familiare adenomatdse Polyposis Coli jedoch einesnahme hinsichtlich der

Kanzerogenitat von Glitazonen.

Auf der anderen Seite wird der Einsatz von PBA&jonisten in der Tumorbehandlung
wesentlich kontroverser diskutiert. Es gibt Hinveeiguf eine hepatokarzinogene
Wirkung von Fibraten im Ratten- und Mausmodell.efdlings wurden diese Effekte
erst bei einem Vielfachen der regularen therapeléin Dosis im Nagetierversuch
beobachtet und sind in der klinischen Anwendundptnbeschrieben wordegs]. Aus

diesem Grund erscheinen derartige Befunde fur didiegenden Ergebnisse dieser
Arbeit als eher weniger relevant. AuRerdem hatedigebeit die Uberlegenheit von
Rosiglitazon gegeniber Fenofibrat gezeigt, so dase Behandlung mit dieser
Substanz und damit ggf. auch anderen P&RARRonisten ohnehin eher in den

Hintergrund tritt.
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4.4 Anregungen fir die weitere Erforschung der ermitteten Effekte

4.4.1 Verifizierung der gewonnenen Daten

Der Befund, dass beispielsweise die Ewing-Sarkotiirden sehr divergent auf die
kombinierte Gabe von Doxorubicin und Fenofibratgiegen (bei 2 Zellinien bestand
ein Synergismus, bei 2 weiteren ein Antagonismusierstreicht den Vorteil einer breit
angelegten Untersuchung vor dem praktischen Eilssgttmmter Substanzen. Je mehr
Zelllinen einer Tumorentitat untersucht werdentaegotl3er ist die Wahrscheinlichkeit,
auch eventuell vorhandene antagonistische Effekteletektieren. Daher ist es nicht
falsch, vor dem klinischen Einsatz weitere Zeldimi der hier untersuchten
Tumoentitaten auf die kombinierte Wirkung von PPAgBnisten und Anthrazyklinen
zu untersuchen. Auf der anderen Seite allerdingsenvalie synergistischen bzw.
additiven Substanzeffekte von Rosiglitazon und Dokiin im vorliegenden
Zelllinienpanel derart eindrucklich, dass eine ndxhitere Untersuchung vermutlich
keine gegensétzlichen Befunde erbringen wirde.

Bezlglich der Methodik kann zur Verifizierung dem iden Proliferationsassays
gewonnenen Daten der Einfluss der entsprechendesteizen auf die Koloniebildung
der untersuchten Tumorzellen Uberprift werden. dgesannten ,Colony Assays*
konnten bereits Saiki et al., wie bereits im Kdpite Wirkung der PPAR-Agonisten auf
Leukdmie-Zellen beschrieben, eine derartige Hemmumder anderem durch
Pioglitazon zeigen [101]. Auch mit dieser Methodebnken verschiedene

Substanzkonzentrationen in ihrer Wirksamkeit Glidtprerden.
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4.4.2 Thiazolidinedion-induzierte Effekte

Fur unterschiedliche Tumorzellen sind verschiedeldérkungen der Thiazolidinedione
beschrieben, die in der vorliegenden Untersuchummghnnicht im einzelnen
aufgeschlisselt werden. Han et al. konnten 2004pls#sweise eine antiproliferative
Wirksamkeit der PPARAgonisten GW1929 und 15-deoxy-delta Prostaglad@rauf
die Neuroblastom-Zelllinie LA-N-5 in Form verstéekineuritischer Ausdifferenzierung
der Zellen, erhdhter Acetylcholin-Esterase-Aktivitand Reduktion der N-Myc-
Expression nachweisen [42]. Auch Apoptose [117] Armést in verschiedenen Phasen

des Zellzyklus [80] sind bekannte Thiazolidinedioduzierte Effekte.

Welche dieser Mechanismen auch bei der Wirkung RBARy-Agonisten gegen die
hier untersuchten padiatrischen Tumorentitaten étodle spielen, sollte Uberprift

werden.

Methodisch ware eine Messung der Caspaseaktivitdtmit PPAR/~Agonisten

behandelten Zellen im Hinblick auf Apoptose-induerele Wirkung von Rosiglitazon
maoglicherweise aufschlussreich. Caspasen sind Emzyhie beim programmierten
Zelltod eine Rolle spielen und hier z.T. verstaeiktprimiert werden. Eine erhodhte

Aktivitat sprache flur eine erhdhte Apoptoserate.

Colony Assays bieten Uber die reine UntersuchursgEdieflusses der PPAR-Agonisten
auf die Koloniebildung hinaus mehrere Vorteile inmblick auf die Uberpriifung zu
Grunde liegender Mechanismen.
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So kdnnten bestimmte nach Wachstumsabschluss aiithige Farbungen Hinweise
auf eine Ausdifferenzierung von Tumorzellen gelienist bekannt, dass die Gabe von
Thiazolidinedionen eine Differenzierung von mesgmealen Stammzellen entweder in
Adipozyten oder in Osteoblasten induzieren kann44j3 Dass Osteosarkome in der
Regel als (osteoblastische) Neoplasien ebenfalss rmasenchymalen Stammzellen
entstehen, fuhrt zu der Annahme, dass die Thiareliione einen Einfluss auf die
Genese von Osteosarkomen im Sinne einer weitersdidrenzierung haben konnten.
Tatsachlich fanden Haydon et al. eine vermehrte desenzierung von
Osteosarkomzellen zu Osteoblasten. Durch eine dfetthg konnen Hinweise
gewonnen werden, ob es auch eine Ausdifferenzienorgy Osteosarkomzellen zu
Adipozyten gibt.
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4.4.3 Abklarung der Rezeptor-Abhangigkeit

Zusammenfassend lassen die Versuche zu Rezeptessi@pr und Zytotoxizitat der
PPAR-Agonisten zwei Hypothesen zu: Zum einen deeite2 hohe Sensitivitat gegen
Rosiglitazon und Fenofibrat in Zelllinien mit niéger Rezeptor-Expression
maoglicherweise auf Uberwiegend Rezeptor-unabhangifjekte hin. Zum anderen
jedoch konnte eine Rezeptor-Abhangigkeit in Zalim mit hoher Expression und

gleichzeitig guter antiproliferativer Wirkung kesfalls ausgeschlossen werden.

Es ist mdglich, dass es sich beim Verhdltnis von zeR®ordichte zu
Substanzwirksamkeit um eine rein zuféllige Vertegu handelt. Die Rezeptor-
Abhé&ngigkeit kann durch die vorliegenden DatenimNesder widerlegt noch bewiesen
werden. Aus diesem Grund sollten die Effekte inalrides hier untersuchten Panels in

weiteren Arbeiten genauer spezifiziert werden.

Interessant wére in diesem Rahmen die Beobachtdndurch Ausschalten von PPAR
beispielsweise durch selektive Antagonisten (z.BV8992 = irreversibler, selektiver
PPARy-Antagonist [23,32,128]) oder aber durch die sabekt Stilllegung der
Rezeptorexpression mittels small interfering RNAml&he antiproliferative Effekte
erzielt werden kdnnen oder nicht. Sollte dies dalf &ein, wéare dies ein eindeutiger
Hinweis auf Rezeptor-Unabhangigkeit. Eine derartiestung ware ebenfalls im

Rahmen von Colony Assays durchfuhrbar.

In den Untersuchungen mit PPAR-Antagonisten sallerdings berlicksichtigt werden,
dass diese Substanzen selbst antiproliferative WWgé&n haben konnen [107], was
entsprechend zu Interpretationsfehlern fiihren kddies kann auf der einen Seite
darauf beruhen, dass durch kompetitive Hemmung @&xelor proportional mehr
PPAR-Agonist flir Rezeptor-unabhéngige Effekte zemfllyung steht. Zum anderen ist
es moglich, dass der Antagonist selbst PPAR-unappértffekte besitzt.
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4.4.4 Maoglichkeiten, die Wirksamkeit der PPARy-Agonisten zu erhohen

Bisherige Daten belegen, dassvitro die Wirksamkeit von PPAR-Agonisten gegen
Tumorzellwachstum durch Zugabe verschiedener Sostaerhoht werden kann.

Eine von Maiguma et al. beobachtete selektive Waahsnhibition von

Rhabdomyosarkomen durch Fibrate konnte durch diétzliche Gabe des Lipidsenkers
Simvastatin in Kombination mit Benzafibrat verstanerden [72]. Es ist bekannt, dass
beide Substanzen in vivo zu einer Rhabdomyolyse=filkbnnen. Die Autoren nehmen
an, dass bei der Zerstorung maligne entarteter dRtimapozyten moglicherweise ein
ahnlicher Mechanismus zu Grunde liegt. Dies korhearetisch Gegenstand weiterer
Forschung sein, da auch in der vorliegenden Arbet Bezug auf die

Rhabdomyosarkom-Zelllinien RD und RH-30 fur diesadlge Behandlung der Zellen
mit Fenofibrat hinsichtlich der Zytotoxizitdt pasig Ergebnisse erzielt wurden.
Allerdings wird diese Mdglichkeit relativiert duratie eher antagonistische Wirkung

von Fenofibrat zum Anthrazykin Doxorubicin.

Interessant wére ebenso die Untersuchung, ob emdtane Aktivierung von PPAR
und a bessere Ergebnisse hinsichtlich der Proliferatienshung erbringen kann. Liu
et al. zeigten an Philadelphia-Chromosom positixé&h-Zelllinien dass TZD18, ein
Ligand fur PPAR undy einen im Vergleich zu Pioglitazon starkeren Zdtlmgarrest
bewirkt [64]. Ahnliche Ergebnisse ermittelten Zaateal. fir CML-Zelllinien [132]. Die
beobachteten Effekte waren jedoch in beiden Arbe#tefgrund ihrer Irreversibilitat
nach Behandlung mit PPAR-Antagonisten am ehestabhi#mgig vom Rezeptor. Ob in
zukinftig durchgefuhrten Untersuchungen Effekte cdurdie Aktivierung beider
Rezeptoren bedingt sind oder ob auch hier PPARhérahge Mechanismen zu Grunde
liegen muss gegebenenfalls fur den Einzelfall gel@rden.
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Die von Haydon et al. gezeigte vermehrte Ausdifiererung von Osteosarkomzellen
zu Osteoblasten nach Behandlung mit PRAonisten wurde signifikant verstarkt
durch deren Kombination mit Retinoid-X-Rezeptor-Agten [44]. Dieser Effekt lasst

sich moglicherweise durch dass Vorliegen von PPAR BXR in Heterodimeren und

somit gegenseitiger Verstarkung erklaren. Eine eveitUntersuchung ergab &hnliche
Befunde: Konopleva et al. wiesen potente Kombimetiarkungen hinsichtlich

Wachstumshemmung und Ausdifferenzierung der Zeltgar anderem fir Rosiglitazon
und ATRA (all trans-retinoic acid) nach [57]. Inwieit diese Entdeckungen auch fur
die Zelllinien im vorliegenden Panel relevant siadllte in jedem Fall weiter abgeklart
werden. Die Kombination von RXR- und PPAR-gonist&ilt ein interessantes Feld fir

die weitere Erforschung der vorliegenden Substaanefumorzellen dar.
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4.4.5 Welcher PPARy-Agonist ist am besten fur die weitere Uberprifung

geeignet?

In dieser Arbeit konnten unterschiedlich starke ipmotiferative Wirkungen von
PPARx- und y-Agonisten gezeigt werden. Da es moglich ist, dassderartige
Unterschiede nicht nur zwischen diesen beiden Sobklassen gibt, sondern auch
PPAR-Agonisten der selben Subgruppe unterschiedlialk antiproliferativ wirksam
sind, sollten verschiedene PPARgonisten auf die Wirksamkeit gegen
Tumorzelllinien Uberprift werden, um so herauszigim welche Substanz sich fir den
klinischen Einsatz am besten eignen wirde. Dabenteh auf der einen Seite eine
unterschiedlich hohe Rezeptoraffinitat, vor alleberaauch Divergenzen im Spektrum

den PPAR-unabhangigen Effekten relevant sein.

4.4.6 Untersuchung anderer Anthrazykline und weiterer Zytostatika auf
Kombinationseffekte mit Rosiglitazon

Ebenso wie die vergleichende Untersuchung versehesdPPAR-Agonisten ist eine
Uberprufung anderer Anthrazykline bzw. weiterer dfgtika auf &hnliche
Kombinationseffekte mit Thiazolidinedionen ratsebie Untersuchungen von PPAR
Agonisten mit Platinderivaten von Girnun et al. &ab(wie bereits beschrieben)
ebenfalls eine vielversprechende Wirksamkeit dglizprten Substanzeim vitro und

in vivo gezeigt. Sollten in Untersuchungen mit anderero&tgtika weitere positive
Ergebnisse gesammelt werden, kann dies fur denisétian Einsatz von
aul3erordentlicher Bedeutung sein.
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4.4.7 Untersuchung der Toxizitatssteigerung von Doxorubim durch die

Kombination mit Rosiglitazon

Um die Kombinationseffekte insbesondere von Rdsigiin und Doxorubicin weiter
spezifizieren zu kdnnen sollte geklart werden, ia weit PPAR-Agonisten in der Lage
sind, Einfluss auf die unterschiedlich ausgeprdgoorubicin-Resistenz bestimmter
Tumorzellen zu nehmen. Derartige Resistenzmechanisoeruhen zum Beispiel auf
einer Uberexpression von Membran-assoziierten SobgEffluxpumpen wie dem
P170-Glykoprotein. Diese sogenannten ABC-Transpd&€&P-binding Cassette) sind
in Tumorzellen flr den Substanztransport aus delie zustandig [63,91]. Bei starkerer
Expression ist somit die Zelle dem Chemotherapentikir eine kiirzere Zeitspanne
ausgesetzt. Andere Resistenzmechanismen gegen ubmior beruhen auf einer
veranderten Expression von Topoisomerase |l uregtiten sowie Veranderungen des

Spiegels des intrazellularen Antioxidans Glutatt@h].

Es gibt bereits Hinweise darauf, dass in einigeseatieResistenzmechanismen PPAR-
abhéangige Signalwege involviert sind [56]. Somitevés theoretisch moglich, dass der
in der gezeigten Toxizitatssteigerung von Doxoruboturch Rosiglitazon eine PPAR-

vermittelte Verminderung der Resistenzmechanisnue@rzinde liegt. Diese Hypothese

sollte in jedem Fall Uberpruft werden. In diesectRung konnte beispielsweise die
Expression von ABC-Transporter-Proteinen modubeier der Energiestoffwechsel der
Tumorzelllinien beeinflusst werden und im Anschlaes® erneute Toxizitatstestung der

Substanzen erfolgen.



4. Diskussion 122

Ferner konnte gezeigt werden, dass der Phosphdtioyitol-3-Kinase-Signalweg
mal3geblich an der Vermittlung der Kardiotoxizit@nvDoxorubicin beteiligt ist [75].
Bei Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K) handedtssch um ein Enzym, welches eine
Signaltransduktion durch Verbindung von Rezeptdréaigigen mit -unabh&ngigen
Tyrosinkinasen vermittelt [125]. Durch eine Unterisung von LY294002 (= 2-(4-
Morpholinyl)-8-Phenyl-4H-1-Benzopyran-4-on), eineémoch-selektiven Inhibitor von
PI3K, in Kombination mit PPAR-Agonisten (z.B. im IRaen von Colony Assays)
konnten Hinweise auf eine Verstarkung der Kardiitét von Doxorubicin durch die
PPAR-Agonisten erlangt werden. Fur LY294002 koneiee Verminderung der
kardiotoxischen Wirkung von Doxorubicin im Sinne n& abgeschwachten
Doxorubicin-induzierten Hypertrophie von Kardiomyten nachgewiesen werden [75].
Sollte nach Zugabe von LY294002 eine vermindertsnideng der Koloniebildung von
mit den PPAR-Agonisten behandelten Zellen vorliegeo sprache dies fur eine
Beteiligung des PI3K-Signalweges an der Toxizitém \Rosiglitazon bzw. Fenofibrat.
Dies ist aufgrund bereits ermittelter Daten durchawdglich, da fur LY294002 eine
Reduktion der PPAYREXxpression gezeigt werden konnte [130], was bailiagen

Rezeptor-abhangiger Toxizitat der PPAR-Agonistem Belang ware.

Da der PI3K-Signalweg demnach sowohl bei der Wirkszit der PPAR-Agonisten wie
auch bei der Kardiotoxizitat von Doxorubicin inviddt ware, ware dies fur die
klinische Anwendung einer Kombination von Anthralaygn und PPAR-Agonisten

maoglicherweise von einschrankender Bedeutung.
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4.5 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend sollen an dieser Stelle die iZigésetzung der Arbeit formulierten

Fragen kurz beantwortet werden:

1. Gibt es die vorbeschriebenen Tumor-proliferationsimenden Effekte auch an

typisch padiatrischen Tumoren? Wenn ja, an welchen?

Wie fiur viele Tumorerkrankungen des Erwachsenerslieeschrieben, kann die
Applikation von PPAR-Agonisten auch an padiatrisci@morzellen unterschiedliche
wachstumsinhibierendg&ffekte erzielen. Sowohl Fenofibrat, als auch irsdrelerem

Mal3e Rosiglitazon waren in der Lage, das Zellwachstller 18 Zelllinien des

getesteten Panels abhangig von ihrer Dosis zu ierénz

Starke antiproliferative Effekte durch beide PPABeAisten wurden an allen
Leukamie- und Rhabdomyosarkom-Zelllinien sowie arem der beiden untersuchten
Osteosarkom- und 3 der 4 Ewing-Sarkom-Zelllinierodeehtet. Rosiglitazon war
ebenfalls an einer der beiden Medulloblastom-Ze#h sowie an 3 von 4
Neuroblastomen relativ effektiv, wahrend durch Fdémat nur an einer der
Neuroblastom-Zelllinien Gberdurchschnittlich waeimshemmend wirkte.
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Da in der Vergangenheit sehr unterschiedliche Veimkseiten der PPAR-Agonisten auf
verschiedene Tumorentitdten festgestellt wordenemwamwar es im \Vorfeld der
vorliegenden Untersuchungen wahrscheinlich, dassaueh bei den bisher wenig
untersuchten péadiatrischen Tumoren veschieden prigge Wirksamkeiten dieser
Substanzen gibt. Tatsachlich wurden auch hier UYoleede in der
Substanzwirksamkeit zwischen einzelnen Tumorepttaind teilweise auch zwischen
einzelnen Zelllinien gleicher Entitdt gesehen: gkenessenen Substanzkonzentrationen
zur Reduktion des Zellwachstums um 50 % lagen fisidtitazon zwischen 37 nmol/l
und 353 pmol/l, fir Fenofibrat zwischen 46 pmohtdB81 pmol/l.

Neben der stark variierenden Wirksamkeit gegen edmagz Zelllinien untereinander
wurden im Bezug auf die Gesamtheit der Zellliniams@mmenhéange hinsichtlich der
Toxizitat der PPAR-Agonisten Rosiglitazon und Fémait beobachtet. Betrachtet man
das ganze behandelte Panel, so korrelierten digkBhzentrationen beider Substanzen
signifikant miteinander. Dies kann als Hinweis geee werden, dass bei beiden
Substanzen die gleiche oder zumindest eine &hnlidhikungsweise bei der

Proliferationshemmung von Tumorzellenvitro haben.
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2. Sollten signifikante Effekte gesehen werden, wel®techanismen liegen

diesen zu Grunde?

Die Ergebnisse der Zellproliferations-Assays sow&r Expressionsanalysen legen
nahe, dass ein Grof3teil der antiproliferativen Ig&eder PPAR-Agonisten nicht tber
PPAR selbst reguliert wird, sondern dass vor alldRezeptor-unabhangige
Mechanismen fur die Wirksamkeit verantwortlich sind der Literatur wurde eine
Reihe solcher Reaktionsmdglichkeiten beschrieber Iei péadiatrischen Tumor-
Zelllinien zu Grunde liegenden molekularen Mechar@s wurden im Rahmen dieser
Arbeit noch nicht im Detail identifiziert. Allerdgs befinden sich dahingehend
richtungsweisende Untersuchungen bereits in dercidiinrung und werden in

Folgearbeiten berichtet.
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3. Gibt es Unterschiede in der antiproliferativen \Waknkeit von Rosiglitazon
und Fenofibrat allein oder in Kombination mit kontienellen Zytostatika?

Womit wiirde sich eine weitere Uberpriifung am ehlektenen?

Es konnte vor allem Rosiglitazon, ein PRARgonist, als wirksame Substanz gegen
Tumorzellen identifiziert werden. Fenofibrat, eilgand von PPAR, war deutlich
weniger effektiv und erscheint fur die padiatrisdhanortherapie als eher ungeeignet.
Dies hat vor allem 2 Griinde: Zum einen war Fenafilbinsichtlich der Einzeltoxizitat
dem Rosiglitazon in nahezu allen Zelllinien untgele. Zum anderen - und dies durfte
einen weitaus hoheren Stellenwert haben - war agrRbsiglitazon in der Lage, die

Dosis von Doxorubicin bei gleicher Effektivitat sifikant zu reduzieren.

Besonders interessant dabei ist, dass auf der &ai@a eine signifikanten Korrelation
der Gkg-Konzentrationen von Doxorubicin allein mit densgKonzentrationen der
Kombination von Doxorubicin und Rosiglitazon bestaAuf der anderen Seite gab es
keine solche Korreltion der Werte in Kombinationt den Werten fiir Rosiglitazon
allein. Dies legt nahe, dass die Toxizitdt von Dokicin auf die Tumorzellen durch
den PPAR-Agonisten erhdht wird. Somit modifiziert Rosightan scheinbar die fur
Zytotoxizitat erforderliche Anthrazyklindosis, wabelie eigene antiproliferative
Wirkung des PPAR-Agonisten in den Hintergrund rii€kese Ergebnisse sprechen fur
einen madglichen klinischen Einsatz von PRA&jonisten als sogenannte ,response
modifier”. Vor allem die Kombination von PPAFAgonisten mit konventionellen

Zytostatika erscheint somit als sehr vielverspradhe
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4. Sind diein vitro ermittelten Effekte ggf. ausreichend, um den Bmnsavivo zu

rechtfertigen?

Prinzipiell kann jedes noch so vielversprechemdeitro-Ergebnis moglicherweise im
Tiermodell hinfallig sein. Daher sind derartige Erstuchungen vor dem klinischen
Einsatz nahezu obligat. Somit miussten auch dieiegamhden Ergebnisse vor dem
klinischen Einsatz im Tiermodell Uberprift werdgie in dieser Arbeit gezeigt, gibt es
auch bereits einige wenige interessaimtevivo-Daten fur PPAR-Agonisten in der
Tumortherapie. Bevor es zu einer weiteren Untensoiglder in dieser Arbeit genutzten
Substanzen gegen padiatrische Tumanerivo kommt, sollte zunachst zumindest noch
ein Teil der molekularen Wirkprinzipian vitro geklart werden.

Weiterhin offene Fragen, die (wie iRapitel 4.4 erlautert) durch Folgeversuche vor
einemin vivo-Einsatz beantwortet werden sollen, bearbeiten Barspiel, wie genau es

zur Wachstumshemmung kommt: Gibt es Zeichen flrpigee? Besteht Uberwiegend
ein Zellzyklusarrest? Ferner ist eine genauereedfizierung zwischen den PPAR-
abhéangigen und -unabhangigen Wirkungen erfordediciColony Assays sollte geklart
werden, ob sich Aussagen bezuglich der Auswirkungen PPAR-Agonisten auf

klonales Tumorwachstum treffen lassen, was untatermm die Signifikanz der

Versuchsergebnisse erhthen koénnte. Sollten sich wasterhin vielversprechende
Ergebnisse zeigen, ware @mvivo Modell die nachste logische Konsequenz.

In vitro konnte gezeigt werden, dass das Zellwachstum igreihde Effekte abhangig
von der jeweiligen Substanzkonzentration sind. keomationen, diein vitro bel
alleiniger Applikation der PPAR-Agonisten zu eingd%igen Wachstumsinhibition
gefuhrt haben, sind mit den konventionellen Sulzstasenn vivo nur schwer oder gar
nicht zu erreichen. Allerdings lagen diesgiKonzentrationen der PPAR{ Agonisten
bei der Kombination mit dem Anthrazyklin Doxorulmicin einem auch im Plasma

erreichbaren Bereich.

Dies konnte theoretisch anhand verschiedener Dagbegt werden. Wie hoch der
praktische Wert dieser Uberlegung ist, muss letitieim mit weiterenin vivo-Daten

verifiziert werden.
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5. Inwieweit lohnt es sich fur bestimmte Tumorentitatden Nutzen der PPAR-
Agonisten im Detail zu erforschen und ggf. sogar Wéeg fir den klinischen

Einsatz zu bereiten?

Ein wie hier verwendetes Zelllinienpanel kann wigatAufschliisse geben, fir welche
Tumorarten und welche Substanzen eine Weiterenluvigklohnenswert erscheint und
fur welche weniger. Im Gegensatz zu der vielverdpeaden Wirksamkeit von
Rosiglitazon als ,response-modifier” fur Doxorulpicikonnte gezeigt werden, dass
Fenofibrat und somit moglicherweise auch andere HRRAgonisten fir die

padiatrische Tumortherapie ungeeignet sind.

Als Konsequenz aus dieser Arbeit sollte der naclegame Anstieg der zytotoxischen
Wirkung von Doxorubicin durch PPARAgonisten fur jede einzelne Tumorentitat
selektiv auf zu Grunde liegende Mechanismen Ubérprérden. Insbesondere bei den
Ewing-Sarkomen, Leukdmien und Medulloblastomen vde Wirksamkeit von

Doxorubicin und Rosiglitazon zumeist ausgepragt esyistisch. Auch bei den

Osteosarkomen, Rhabdomyosarkomen und Neuroblstgaeres synergistische bzw.
zumindest additive Effekte. Fur keine der unterserclTumorentitdten kann somit eine
weitere Untersuchung als ,nicht lohnenswert aushlessen werden. Im Verlauf ware
dann zusatzlich eine Uberprufung der Wirkung vomARPAgonisten auf andere

Zytostatika interessant. Erst nach kritischer Beéweg aller Ergebnisse sollte dann eine

klinische Prifung erfolgen.

Die vorliegenden Ergebnisse hinsichtlich der Effg#t von Rosiglitazon in der
Behandlung von typisch padiatrischen Tumorzelled somit insgesamt als positiv ftr
die weitere Entwicklung zu bewerten. Klinische Relez dirfte dabei allerdings
weniger die zytotoxische Wirkung von PPARgonisten allein als insbesondere deren

Dosis-modifizierende Wirkung auf das Doxorubicitaagen.
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Abb. Abbildung

ABC-Transporter  ATP-binding Cassette Transporter

ALL Akute Lymphatische Leukamie

AML Akute Myeloische Leukamie

cAMP Cyclisches Adenosin-Monophosphat
ATRA All trans-retinoic Acid

Cl Kombinationsindex

CLL Chronische lymphatische Leukamie
CML Chronische myeloische Leukdmie
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxy-Ribonulein-Acid

EWS Ewing Sarkom

FAB French-American-British-Group: nach dem Konsedieser Arbeitsgruppe wird die

AML subklassifiziert (MO-M7).

HCC Hepatozellulares Karzinom (engl.: hepatocedl@arcinoma)
KLF2 Kruppel-like factor 2

mMRNA Messenger Ribonuclein Acid

mTOR Mammalian target of rapamycin

MB Medulloblastom

MTT 3[4,5- Dimethylthiazol-2 ylI]-2,5 diphenyl-tetzaliumbromide
NADH Nicotinamidadenindinucleotid

NADPH Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

NB Neuroblastom

NSCLC Non-small cell lung cancer = nicht kleinzgdls Lungenkarzinom
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(O Osteosarkom

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase

PBS Phosphatgepufferte Saline

PC Personal Computer

PPAR Peroxisome Proliferator-activated Receptor
PPRE PPAR-Response-Elements

PSA Prostata-spezifisches Antigen

RGZ Rosiglitazon

RMS Rhabdomyosarkom

RNA Ribonuclein Acid

RXR Retinoid-X-Receptor

Tab. Tabelle

V. a. vor allem

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

z.B. zum Beispiel
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