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4 Ergebnisse

4.1 In vitro Untersuchung des Aplysia punctata ink toxin (APIT)
induzierten Zelltods

Dieses 60 kDa groBe Glykoprotein wurde aus der Meeresschnecke Aplysia punctata
aufgereinigt und als APIT (Aplysia punctata ink toxin) bezeichnet.

Erste Experiment konnten zeigen, dass APIT sowohl mikrobielle als auch zytotoxische
Eigenschaften besitzt (Butzke, 2003). In dieser Arbeit sollen unterschiedliche humane
Tumorzellen auf die tumorlytische Wirkung von APIT untersucht werden. Dabei soll
getestet werden ob alle Tumorzellen gleich auf APIT reagieren oder ob es
Unterschiede gibt die beeinflussbar sind. Diese in vitro Ergebnisse sollen fir spatere in
vivo Therapieversuche die Basis bilden.

4.2 Auswahl von geeigneten menschlichen Tumorzelllinien

Bei der Wahl der Tumorzelllinien wurden Tumorarten berlcksichtigt, die haufig in der
Bevdlkerung vorkommen, die schlecht oder gar nicht therapierbar sind oder sich durch
seltenes Vorkommen und schlechte Prognosen auszeichnen.

Eine der am haufigsten, vor allem bei Kindern und Jugendlichen auftretenden
Krebsarten ist Leukdmie. Leuk@mie ist eine Erkrankung, die durch maligne
Transformation h&matopoetischer oder lymphatischer Zellen entsteht. Die in dieser
Arbeit verwendeten Jurkat neo und CEM neo Zellen sind leukamische Zelllinien, die
aufgrund der hohen Pravalenz auf ihre Empfindlichkeit gegeniber dem APIT-
vermittelten Zelltod untersucht werden sollten. Diese Zelllinien sind isolierte T-
Lymphozyten und mit dem Neomycin-Phosphotransferase-Gen (Neo-Gen)) transfiziert,
wobei auf antibiotikaresistente Zellen selektioniert wurde. AuBer den beiden akuten
Leukamiezelllinien wurde auch eine chronisch myoloide Leuk&miezelllinie verwendet
die K562 Zelllinie.

Das Mammakarzinom ist in den westlichen Industrielandern das haufigste Karzinom
bei Frauen. Die Zelllinie MCF7 wurde aus einem Mammakarzinom isoliert und mit Bcl-
xL (MCF7-Bcl-xL) transfiziert. An den Mitochondrien stabilisiert Bcl-xL zusammen mit
Bcl-2 das mitochondriale Transmembranpotential und verhindern die Freisetzung von
Cytochrom C aus dem Intermembranenraum der Mitochondrien (Shimizu et al., 1996 a,
Shimizu et al., 1996 b). Durch die Uberexpression des Bcl-XL Proteins in MCF7-Bcl-XL
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wird somit die Mitochondrien-vermittelte Apoptose verhindert (Tsujimoto and Shimizu,
2000) und die Zellen zeigen einen apoptoseresistenten Phénotyp. Als weitere
Brustkrebszelllinie wurde die SK-BR-3-Zelllinie ausgewahlt, die aus einem Brust-
Adenokarzinom isoliert wurde.

Die am h&ufigsten diagnostizierte Tumorerkrankung des Mannes ist das
Prostatakarzinom. Fir die in vitro Versuche zur Ermittlung der Zytotoxizitat von APIT
wurden die PC3 und die DU145 Prostatazelllinien ausgewahlt, wobei die PC3 Zellen
aus einer Knochenmetastase und die DU145 Zelllinie aus einer Gehirnmetastase
isoliert wurde.

Das Bronchialkarzinom unterteilt man morphologisch in zwei verschiedene Arten von
Lungentumoren: das kleinzellige und das groBzellige Karzinom. Die in dieser Arbeit
untersuchten Zelllinien GLC4 und GLC4 ADR gehéren zu dem kleinzelligen
Bronchialkarzinom, ein sehr bdsartiger Tumor. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
sind in ca. 80 % der Falle bereits Metastasen gebildet, daher geht die Erkrankung mit
einer sehr geringen Lebenserwartung einher. Die Zellinie GLC4 ADR ist eine
Subzelllinie der kleinzelligen Lungenkarzinomzelllinie GLC4, die durch eine in vitro
Selektion auf Doxorubizin, ein zu den Adriamyzinen gehérenden Chemotherapeutikum,
gewonnen wurde. Die Uberexpression von speziellen Membranpumpen, wie z.B. des
Multidrug Resistenz Proteins (MRP), ist sehr haufig flr Resistenzen gegen
Chemotherapeutika in der Krebsbehandlung verantwortlich. Multidrug-Resistenz
(MDR) beschreibt eine Kreuzresistenz von Zellen oder Mikroorganismen gegen
verschiedene, strukturell oder chemisch nicht verwandte zytotoxische Substanzen. Die
Lungenkrebszelllinie GLC4 ADR ist somit nicht nur gegen Doxorubizin resistent,
sondern zeigt diesen Multidrug-resistenten Phanotyp.

Das Kolonkarzinom gehért zu den am haufigsten vorkommenden Krebsarten weltweit.
Als Prototyp flr eine Dickdarmkrebszelllinie wurden HT29 Zellen auf ihre
Empfindlichkeit gegeniber APIT untersucht.

Eine sehr seltene Tumorart ist das Ewing Sarkom. Es handelt sich hierbei um eine
bdsartige Knochen- und Weichteilgeschwulst, welche aus undifferenzierten
Mesenchymalzellen des Knochenmarks hervorgeht. FlUr diese Tumorart gibt es noch
keine erfolgreiche Therapieform. Einen Vertreter des Ewing Sarkom stellt die RD-ES
Zelllinie dar. Ebenfalls zu den eher seltenen, bdsartigen Tumorerkrankungen gehdrt
auch das Rhabdomyosarkom, ein Weichteilsarkom. Zu ihm werden zahlreiche
verschiedene Tumorarten gezahlt, die im Fettgewebe, im faserreichen Stiitzgewebe, in
den Muskeln sowie in den Blut- und LymphgeféaBen entstehen. Weichteilsarkome
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werden derzeit durch Chemotherapie mit méaBigem Erfolg behandelt. Die Zelllinie A-
673 ist ein Weichteilsarkom aus dem Muskelgewebe.

4.3 Empfindlichkeit verschiedener humaner Tumorzelllinien
auf APIT

Um die tumorizide Wirkung von steigenden APIT-Konzentrationen auf bestimmte
Tumorzelllinien zu untersuchen, wurde die Vitalitat der verschiedenen Krebszelllinien in
einem Proliferationstest gemessen. Da die Stoffwechselaktivitat einer Zellpopulation in
einem hohen Ma@B die Vitalitat der Zellen widerspiegelt, lasst sie sich tber den Umsatz
des chromogenen Substrates WST-1 (Tetrazoliumsalz) quantifizieren.

Far erste in vitro Versuche wurden nicht adharenten Leukadmiezellen gewahlt. Diese
humanen Suspensionszelllinien sind Zellen des Immunsystems oder deren Vorlaufer
und zirkulieren in vivo im Blutstrom. Suspensionszellen wurden daher als erstes
getestet, damit APIT die Zellen von allen Seiten umspllen kann und somit eine
mdglichst groBe Angriffsflache geboten wird.

Fir die Untersuchung der zytotoxischen Wirkung von APIT wurden Jurkat neo, CEM
neo und K-562 in einer 96-Loch Mikrotiterplatte in einer Konzentration von 0,5 x 10°
Zellen pro Loch in RPMI mit 10% FCS ausgesét. In der obersten Reihe blieben die
Zellen unbehandelt. Ab der zweiten Reihe folgte die APIT Behandlung in absteigenden
Konzentrationen und in der untersten Reihe wurden die Zellen mit 5 % Triton x- 100 als
Negativkontrolle lysiert. Die 96-Loch Mikrotiterplatte wurde dann bei 37 C°und 5 %
CO, fur 16 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde ein WST-1 Test geméaf
Herstellerangaben (Roche) durchgefihrt. Die 96-Loch Mikrotiterplatte wurde erneut bei
37 C° und 5 % CO, im Brutschrank inkubiert. Nach vier Stunden wurde das

entstandene Formazan im Photometer bestimmt.
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Abbildung 5: Unterschiedliche Sensitivitdat von Suspensionszellen gegeniiber APIT.

In jede Vertiefung einer 96 Loch Mikrotiterplatte wurden 50.000 Zellen der jeweiligen
Tumorzelllinien (Jurkat neo; K562 und CEM neo) zu steigenden APIT-Konzentrationen (120
ng/ml, 60 ng/ml, 30 ng/ml, 15 ng/ml 7,5 ng/ml 3,75 ng/ml) gegeben und 16 h inkubiert. 3-4 h
nach Zugabe von WST-1 wurde die metabolische Aktivitdt photometrisch bestimmt. Als
Kontrolle dienten entsprechende Ansidtze ohne APIT-Behandlung. In der Graphik wurde
die OD der unbehandelten Zellen gleich 100% vital gewertet. (Mittelwerte aus drei
Replikaten +/- Standardabweichung)

Abbildung 5 zeigt die Reaktion der drei getesteten Leukamiezelllinien Jurkat neo, K562
und CEM neo auf steigende APIT-Konzentrationen. Alle drei Zelllinien reagieren sehr
empfindlich auf den durch APIT induzierten Zelltod. Dabei ist die akute lymphoide
Leukamiezelllinie Jurkat neo die die am empfindlichsten reagiert, gefolgt von der
chronisch myeloiden Leukamie K-562 Zelllinie. Die akute lymphoblastische Leukamie
CEM neo reagiert zwar von den drei Zelllinien am wenigsten, ist aber ebenfalls sehr
empfindlich gegenlUber dem APIT induzierten Zelltod. Anhand dieses Vitalitatstests
wurden die einzelnen 1Cso-Werte bestimmt. Der 1Cso-Wert beschreibt die APIT
Konzentration, die benétigt wird, um eine Abnahme der Vitalitét der Zellen um 50 % zu
erreichen. Die CEM neo Zelllinie erreicht den ICso-Wert bei einer APIT-Konzentration
von 6,5 ng/ml, die K-562 Zelllinie erreicht die halomaximale Vitalitdt sogar schon bei
einer APIT-Konzentration von 4,5 ng/ml. Die Jurkat neo Zelllinie reagiert sehr
empfindlich, mit einem durchschnittlichen 1Cso-Wert von 3,2 ng/ml und wurde daher fir
zukUnftige Tests als Positivkontrolle eingesetzt (Abbildung 1).
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Mit diesen positiven Ergebnissen, in denen die Empfindlichkeit von Suspensions-
zelllinien gegenuber APIT gezeigt wurde, und erste Richtwerte der einzusetzenden
APIT-Konzentrationen, sollten auch adharente Zellen auf ihre Empfindlichkeit
gegeniber APIT getestet werden. Adhérente Zellen wachsen an inerten Oberflachen
als Monolayer oder Multilayer. Sie bilden zusammenhangende Zelllagen, wobei ihr
Wachstum dichteabhangig gehemmt wird (Kontaktinhibition). Adhérente Zellen leiten
sich von Geweben wie Muskel, Nerven oder auch epithelialem Gewebe (z.B. Darm
oder Bronchien) ab.

Als Vertreter adhéarenter Zelllinien wurden Brustkrebszellen (SK-BR-3), Prostata-
krebszellen (PC-3), Darmkrebszellen (HT29) und Ewing-Sarkomzellen (RD-ES)

verwendet.

100% el

—PC-3
R = Jurkat neo
£ ~———SK-BR-3
g e RD-ES
k4 HT-29
< 50% -
g I
2
o
g 3
g \_>\i
—
0% . \ . —————

0 20 40 60 80 100 120
APIT-Konzentration in ng/ml

Abbildung 6: Unterschiedliche Sensitivitat der verschiedenen adharenten Tumorzelllinien.
In jede Vertiefung einer 96 Loch Mikrotiterplatte wurden 50.000 Zellen der jeweiligen
Tumorzelllinien (Jurkat neo; PC-3, SK-BR-3, RD-ES und HT-29) zu steigenden APIT-
Konzentrationen (120 ng/ml, 60 ng/ml, 30 ng/ml, 15 ng/ml 7,5 ng/ml 3,75 ng/ml) gegeben
und 16 h inkubiert 3-4 h nach WST-Zugabe wurde die metabolische Aktivitat photometrisch
bestimmt. Als Kontrolle dienten entsprechende Ansétze ohne APIT-Behandlung. In der
Graphik wurde die OD der unbehandelten Zellen gleich 100 % vital gewertet. (Mittelwerte
aus drei Replikaten +/- Standardabweichung)

In Abbildung 6 ist die metabolische Aktivitdt von flnf verschiedenen Tumorzelllinien
gegen steigende APIT Konzentrationen dargestellt. Sehr empfindlich reagiert wiederum
die Suspensionszelllinie Jurkat neo, die als Positivkontrolle diente.
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Von den adhérenten Zellen reagiert die RD-ES Ewing Sarkomazelllinie sehr
empfindlich. Weniger empfindlich reagieren die Darmkrebszelllinie HT-29 und die
Prostatakrebszelllinie PC-3. Die Prostatakrebszelllinie PC-3 zeigt die geringste
Empfindlichkeit gegenlber dem durch APIT induzierten Zelltod. So ist auBer der stark
reagierenden Jurkat neo Zelllinien auch das Ewing Sarkom RD-ES mit einem 1Cso-Wert
von 14 ng/ml sehr empfindlich gegeniber dem APIT induzierten Zelltod. Die
Darmkrebszelllinie HT-29 reagiert mit 50 %-iger EinbuBen ihrer Vitalitét bei einer APIT
Konzentration von 28 ng/ml. Die Prostatazelllinie PC-3 verliert ihre halbmaximale
Vitalitat ab einer APIT Konzentration von 44 ng/ml und die Brustkrebszelllinie SK-BR-3
erreicht ihren ICso-Wert erst bei einer APIT Konzentration von 46 ng/ml.

Somit zeigen alle getesteten Tumorzelllinien eine Empfindlichkeit gegentber APIT, die
ICso-Werte liegen bei jeder Zelllinie unter 50 ng/ml APIT. Allerdings wird deutlich, dass
im Gegensatz zu Tumorerkrankungen des blutbildenden Systems hdhere APIT
Konzentrationen nétig sind.

Aufgrund dieser Ergebnisse stellte sich die Frage, warum zum Erreichen des 1Cso-
Wertes bei adharenten Zellen, auBer dem Ewing Sarkom (RD-ES) eine héhere APIT-
Konzentration nétig ist als bei Suspensionszelllinien. Im WST-1-Test konnte
beobachtet werden, dass die folgenden, getesteten, unbehandelten, adhéarenten
Zelllinien, HT29, SK-BR-3 und PC3 bei 50.000 Zellen eine deutlich hdhere
metabolische Aktivitdt pro Zelle aufwiesen als die unbehandelte Suspensionszelllinie
Jurkat neo.

Um zu Uberprifen, ob bei geringeren Zellkonzentrationen die zytotoxische Wirkung von
APIT einen grdBeren Effekt erzielt, wurden die weniger sensitiven Zelllinien, wie HT29
und PC3 Zellen in einem n&chsten Schritt in kleineren Titrationsstufen erneut getestet.

4.4 Abhangigkeit der Sensitivitat gegentiber APIT von der Zell-

konzentration

Da die ICs-Werte der Darmkrebszelllinie HT29 und der Prostatazelllinie PC3
(Abbildung 6) Uber einer APIT-Konzentration von 20 ng/ml lagen, wurde untersucht, ob
die eingesetzte Zellzahl fir den APIT vermittelten Tod der Krebszelllinien kritisch ist.
Hierzu wurden die Darmkrebszelllinie HT29 und die Prostatakrebszellen PC3 in drei
absteigenden Konzentrationen (0,5 x10° , 0,25 x10° und 0,125 x 10°) in eine 96 Loch
Mikrotiter-Platte titriert und UOber Nacht (16 h) mit unterschiedlichen APIT-
Konzentrationen (120 ng/ml, 60 ng/ml, 30 ng/ml, 15 ng/ml, 7,5 ng/ml und 3,75 ng/ml)
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inkubiert. Zur Bestimmung der ICso-Werte der unterschiedlichen Zellkonzentrationen
wurde die metabolische Aktivitat mittels WST-1 Test bestimmt und graphisch gegen
steigende APIT—Konzentrationen aufgetragen. Hierbei wurden die OD-Werte der
unbehandelten Zellen gleich 100 % vital gewertet (Abbildung 3).
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Abbildung 7: Unterschiedliche Zellkonzentrationen von HT29 Zellen (Darmkrebs) in
absteigenden APIT-Konzentrationen.

Die Zellen wurden in der entsprechenden Konzentration (0,5 x 105, 0,25 x 105, 0,125 x 105)
in 50 pl RPMI/10% FCS ausgeséat und 16 h mit verschiedenen APIT-Mengen (120 ng/ml, 60
ng/ml, 30 ng/ml, 15 ng/ml 7,5 ng/ml 3,75 ng/ml) inkubiert. 3-4 h nach 10 pl WST-Zugabe in
25 pl RPMI /10%FCS wurde die metabolische Aktivitat bei einer Wellenldange von 450 nm
und einer Referenzlinge von 650 nm photometrisch bestimmt. (Mittelwerte aus drei
Replikaten +/- Standardabweichung)

Die Darmkrebszelllinie HT29 zeigt bei abnehmender Zellkonzentration eine hdhere
Empfindlichkeit gegeniber dem APIT-induzierten Zelltod. Wahrend der 1Cso-Wert bei
der héchsten Zellzahl der Darmkrebszelllinie HT29 noch bei 29 ng/ml APIT liegt, sinkt
er bei 0,25 x 10°> Zellen schon auf 11,5 ng/ml APIT und befindet sich bei 0,125 x 10°
Zellen bei 5,5 ng/ml APIT (Abbildung 7). Die abnehmenden ICsy-Werte bei geringeren
Zellzahlen sprechen eindeutig fur einen Zusammmenhang zwischen Zellkonzentration

und zytotoxischer Wirkung des APIT.
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Indem eine weitere adharente Zelllinie in unterschiedlichen Verdiinnungsstufen gegen
APIT aufgetragen wurde, sollte getestet werden, ob alle adharenten Zelllinien, die
vorher bei einer Zellzahl von 0,5 x 10° einen ICs,-Wert (iber 20 ng/ml APIT hatten, bei
geringeren Zellkonzentrationen empfindlicher auf den APIT induzierten Zelltod

reagieren.
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Abbildung 8: Unterschiedliche Zellzahlen von PC3 Zellen (Prostatakarzinom) in
absteigenden APIT-Konzentrationen.

Die Zellen wurden in der entsprechenden Konzentration (0,5 x 105, 0,25 x 105, 0,125 x 105)
in 50 pl RPMI /10 % FCS ausgesét und 16 h mit verschiedenen APIT-Mengen (120 ng/ml, 60
ng/ml, 30 ng/ml, 15 ng/ml 7,5 ng/ml 3,75 ng/ml) inkubiert. 3-4 h nach WST-Zugabe wurde
die metabolische Aktivitdt photometrisch bestimmt. (Mittelwerte aus drei Replikaten +/-
Standardabweichung)

Wie die Abbildung 8 demonstriert, sank auch bei der Prostatakarzinomzelllinie PC3 mit
abnehmender Zellzahl der ICs, -Wert. Zellen mit der niedrigsten Zellzahl von 0,125 x
10° pro Loch wurden durch Inkubation mit 30 ng/ml APIT getdtet. In der héchsten
Zellkonzentration von 0,5 x 10° erreichen die PC3 Zellen den ICsy-Wert bei 44 ng/ml
APIT. Jedoch liegt die fir den ICso-Wert benétigte APIT-Konzentration bei einer
Zellzahl von 0,125 x 10° Zellen pro Loch fiir die Prostatakrebszelllinie nur noch bei 9
ng/ml APIT (Abbildung 8). Das bedeutet, dass der APIT-induzierte Zelltod von der
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Zellkonzentration abhangig ist. Die Untersuchungen der Protatakarzinomzelllinie
DU145 ergab vergleichbare Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).

Die Empfindlichkeit der adharenten Zelllinien in geringeren Konzentrationen gleicht
also den ICso—Werten der Suspensionzellen.

Es stellt sich die Frage, warum die adhdrenten Zellen mit Ausnahmen des Ewing
Sarkoms RD-ES und A673 (nicht gezeigt) eine héhere APIT-Konzentration pro Zelle
bendtigen als die Suspensionszelllinien. Was unterscheidet die beiden Zelltypen neben
dem Wachstumsverhalten voneinander? Eventuell spielt die GroBe der einzelnen
Zellen eine Rolle. Adharente Zellen besitzen durch ihre Auslaufer eine gréBere
Oberflache und kénnen somit resistenter gegen APIT sein. Um diese Frage zu klaren,
wurde die GréBe der Zellen bestimmt.

4.5 Der Zusammenhang zwischen der bendétigten APIT
Konzentration und dem Zelldurchmesser

Wie im Abschnitt 4.4 untersucht wurde, spielt die ausgesate Zelldichte der einzelnen
Tumorzelllinien eine groBe Rolle bei dem APIT-induziertem Zelltod. Dabei stellt sich die
Frage, wieso einige Zelllinien starker reagieren als andere. Welche Parameter
beeinflussen die APIT-induzierte Wirkung - die unterschiedliche Stoffwechselaktivitat
der Zellen oder eventuell die Masse oder die GroBe der Zellen. Um dies zu kléren,
wurde in den folgenden Experimenten untersucht, ob sich die Zelllinien im
Durchmesser unterscheiden. Dabei sollte festgestellt werden, ob eine Korrelation
zwischen der benétigten APIT-Konzentration und dem mit Hilfe des Zellanalysegerates
(Schérfe System) ermittelten Zelldurchmesser besteht.

Um zu sehen, ob auch ein Zusammenhang zwischen der Wachstumsform und der
GrdBe der Zellen besteht wurden adharente-, Suspensions- und semi-adharente Zellen
eingesetzt. Als Suspensionszelllinien wurden die Leuk&dmiezellen Jurkat neo und CEM
neo verwendet, als semi-adhérente Zelllinie wurde das Lungenkarzinom GLC4
verwendet und als Vertreter der adharenten Zell das Weichteilsarkom A673. Vorher
wurden die Zelllinien mit Hilfe von Trypanblau in der Neubauerzahlkammer gezahlt und
unter dem Mikroskop auf ihre Vitalitdt CGberprift. AnschlieBend wurde der
Zelldurchmesser jeder Zelllinie im Zellanalysegerat bestimmt und ausgewertet
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Messung des Zelldurchmessers von vier Tumorzelllinien. Der Zell-
durchmesser wurde fiir Jurkat neo, A673, CEM neo und GLC 4 Krebszelllinien im
Zellanalysegerit (Scharfe System) bestimmt und in pm angegeben (Mittelwerte aus drei
Replikaten +/- Standardabweichung).

Jurkat neo Zellen sind mit einem Durchmesser von 11 um die kleinsten Zellen. Gefolgt
von A673 und CEM neo, die mit einem Durchmesser von 11,6 um und 11,8 um dicht
beieinander liegen. GLC 4 Zellen sind mit einem Durchmesser von 14 um mit Abstand
die gréBten gemessenen Tumorzelllen (Abbildung 9). Die relativ groBen Standard-
abweichungen der Durchmesser, lassen sich dadurch begriinden, dass es sich bei den
Messungen um lebende Zellen handelt, die sich in Proliferation befinden. Die
Zellteilung lauft nicht simultan ab, so dass sich die Zellen zu einem definierten
Zeitpunkt in unterschiedlichen Proliferationsstadien in unterschiedlichen GréBen
befinden.

Um untersuchen zu kénnen, ob eine Korrelation zwischen GréBe und der
Empfindlichkeit gegenlber APIT besteht, wurde als nachstes die Reaktion der
einzelnen Zelllinien gegenltber dem APIT-induzierten Zelltod Gberprift. Dazu wurden
die ICso -Werte von Jurkat neo, A673, CEM neo und GLC 4 im WST-1 Test bestimmt.
Um die ermittelten 1Cso-Werte miteinander zu vergleichen, wurden die vier Zelllinien im

Saulendiagramm dargestellt (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Unterschiedliche Sensitivitat der vier Tumorzelllinien. In jede Vertiefung
einer 96-Loch Mikrotiterplatte wurden 50.000 Zellen der jeweiligen Tumorzelllinien (Jurkat
neo; A673, CEM neo und GLC 4) zu unterschiedlichen APIT-Konzentrationen (120 ng/ml, 60
ng/ml, 30 ng/ml, 15 ng/ml, 7,5 ng/ml und 3,75 ng/ml) gegeben und 16 h inkubiert. 3-4 h nach
Zugabe von WST-1 wurde die metabolische Aktivitdt photometrisch bestimmt. Als
Kontrolle dienten entsprechende Ansétze ohne APIT Behandlung. In der Graphik stellen
die Balken den IC50-Wert der entsprechenden Zelllinie dar. (Mittelwerte aus drei Replikaten
+/- Standardabweichung).

Wie in Abbildung 10 zu sehen ist, hatte die Leukamiezelllinie Jurkat neo einen 1Csy-
Wert von 3,2 ng/ml APIT, die Weichteilsarkomzelllinie A673 einen [ICs-Wert von 5
ng/ml APIT, die Leukadmiezelllinie CEM neo einen ICs-Wert von 5,6 ng/ml APIT und
die Lungenkarzinomzelllinie GLC4 einen 1Cso-Wert von 8,5 ng/ml APIT. Das bedeutet,
dass der Mittelwert vom ICsy, von den Jurkat neo Zellen Uber die A673 Zellen und die
CEM neo Zellen bis zu den GLC4 Zellen ansteigt. Dabei besteht ein Zusammmenhang
zwischen den bestimmten ICso-Werte und den Ergebnissen der GréBenmessung
(Abbildung 9). Somit nimmt die Reaktion der gemessenen Zelllinien auf APIT bei
zunehmendem Zelldurchmesser ab. Jurkat neo Zellen sind mit einem 1Cso-Wert von 3,2
ng/ml APIT nicht nur die sensitivsten, sondern mit einem Durchmesser von 11 um auch
die kleinsten Zellen. Gefolgt von den A673 Zellen mit einem 1Cso-Wert von 5 ng/ml
APIT und den CEM neo Zellen mit einem ICs-Wert von 5,6 ng/ml APIT. Die weit
weniger sensitiven GLC4 Zellen mit einem 1Cso-Wert von 8,5 ng/ml APIT besitzen mit
einem Mittelwert von 14 um den gréBten Zelldurchmesser.
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Die Suspensionszellen Jurkat neo und CEM neo zeigen hier eine hohe Sensitivitat
gegeniber APIT, die zwar Gber die semi-adharenten Zellen GLC 4 abnimmt, jedoch
zeigen die adharenten A673 Zellen wieder eine hdhere Sensitivitdt gegentiber dem
APIT-induzierten Zelltod als die semi-adharenten GLC 4 Zellen. Die A673 Zellen
reagieren sogar sensitiver als die Suspensionszelllinie CEM neo. Aufgrund der
Tatsache, dass die adharente Zelllinie A673 sowohl sensitiver als die semi-adharenten
GLC4 als auch die Suspensionszellen Cem neo reagieren, ist ein Zusammenhang
zwischen der Wuchsform der Zelllinie und der Sensitivitat gegentber APIT

unwahrscheinlich.

4.6 Wirkung von APIT auf Chemotherapeutika-resistente Zellen

Innerhalb der multimodalen Therapieprotokolle repréasentiert der Einsatz von
Chemotherapeutika einen unverzichtbaren Bestandteil der Behandlung von Krebs-
erkrankungen und ist gegenwdrtig die effektivste Therapieoption flr Dbereits
metastasierende Tumore (Gottesman et al., 2002a; Borst et al., 2002). Ein Teil der
Patienten kann auf diesem Wege erfolgreich behandelt werden, wahrend andere
Patienten auf dieselbe Behandlung nur unzureichend, voribergehend oder gar nicht
ansprechen. Somit ist der Erfolg oft durch Resistenzen gegenlber den eingesetzten
Zytostatika limitiert (Abolhoda et al., 1999; Gottesman, 2002b). In diesem Zusammen-
hang spielen Apoptose-Resistenzen und Multidrug-Resistenzen (MDR) eine
entscheidende Rolle. Erstere kénnen beispielsweise auf einer Uberexpression anti-
apoptotischer Molekile der Bcl-2 Familie beruhen. Die anti-apoptotischen (Bcl-2 und
Bcl-X.) Molekile regulieren die Induktion des mitochondrialen Apoptosewegs. Somit
sind die eingesetzten Chemotherapeutika nicht in der Lage, einen Apoptose-
vermittelten Zelltod auszulésen, die Zellen werden nicht abgetétet und kénnen weiter
proliferieren.

In den letzten zwei Dekaden erlangte der Mechanismus der Arzneimittel-
Vielfachresistenz oder Multidrug-Resistenz (MDR) eine auBergewdhnliche Bedeutung.
Um nun zu Uberprifen, ob APIT auch in der Lage ist, Multidrug-resistente Zellen
ebenso effizient abzutdten, wurde die Wirkung von APIT an der Lungen-
karzinomzelllinie GLC4 ADR getestet. Diese Zelllinie ist eine Subzelllinie der
kleinzelligen Lungenkarzinomzelllinie GLC4, die durch in vitro Selektion mit
Doxorubicin, einem zu den Adriamycien gehérenden Chemotherapeutikum, gewonnen

wurde. Die GLC4 ADR Zellen weisen eine multifaktorielle Multidrug-Resistenz auf, die
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unter anderem auf eine Uberexpression des MRP-1 (Multidrug-Resistence-Protein)
zurlickzufiihren ist. Zu diesem Zweck wurden beide Lungenkarzinomzelllinien GLC4
und die Subzelllinie GLC4 ADR im Vergleich auf ihre Empfindlichkeit gegenliiber dem
APIT-induzierten Zelltod getestet (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Wirkung von APIT auf die metabolische Aktivitat von Multidrug-resistenten
Lungenkarzinomzelllinien. Die Lungenkarzinomzelllinien GLC 4 und GLC 4 ADR (MDR)
sowie die Leukdmiezellen Jurkat neo wurden in einer Konzentration von 0,5 x 10° Zellen
ausgesit und 16 h mit absteigenden Mengen an APIT (120 ng/ml, 60 ng/ml, 30 ng/mli, 15
ng/ml 7,5 ng/ml 3,75 ng/ml) inkubiert. 3-4 Stunden nach Zugabe von WST-1 wurde die
metabolische Aktivitit photometrisch bestimmt. (Mittelwert aus drei Replikaten +/-
Standardabweichung)

Die in Abbildung 11 dargestellte Dosis-Wirkungskurve zeigt fir die Lungenkarzinom-
zelllinien GLC 4 und GLC 4 ADR einen ahnlichen Kurvenverlauf. Bei 6 ng/ml APIT
nimmt die metabolische Aktivitat der Lungenkarzinomzelllinien deutlich ab. Eine
Reduktion der Vitalitat auf 50 % wird fiir die GLC 4 ADR Zellen bei 9,5 ng/ml APIT und
fir die GLC 4 Zellen bei 8,5 ng/ml APIT erreicht. Eine vollstdndige Hemmung der
Vitalitat findet ab einer Konzentration von 16 ng/ml APIT statt. Die Multidrug-resistente
Lungenkarzinomzelllinie GLC 4 ADR besitzt eine mit der Parentalzelllinie vergleichbare
Empfindlichkeit gegentber der Wirkung von APIT. Diese Multidrug-resistenten Zellen
kénnen somit in vitro durch APIT effizient abget6tet werden.

Eine weitere Chemotherapie-resistente Zelllinie stellt die Brustkrebszelllinie MCF7 Bcl-
X, dar. Diese Zelllinie wurde in vitro transfiziert, so dass es zur Uberexpression des
Bcl-X. Proteins kommt. Durch die Anwesenheit dieses anti-apoptotischen Proteins sind
die Zellen Apoptose-resistent. Diese Form der Resistenz blockiert ein breites Spektrum
der Behandlungsmdglichkeiten, wie zum Beispiel die Strahlentherapie und die
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Chemotherapie. Es wurde deshalb untersucht, ob APIT in der Lage ist, diese
Apoptose-resistente Brustkrebszelllinie zu téten. Dazu wurden die MCF7 Bcl-X, Zellen
wie oben beschrieben im Vitalitatstest getestet. Die Zelllinie wurde in unterschiedlicher

Zellzahl ausgesat.

100%j

—=— MCF7Bcl-XL 0,125x10e5
== MCF7Bcl-XL 0,06x10e5
=— MCF7Bcl-XL 0,03x10e5

50% q

Metabolische Aktivitat in %

0% T ? T T T T E

APIT Konzentration in ng/ml

Abbildung 12: Wirkung von APIT auf die metabolische Aktivitdt von Brustkrebszelllinien.
Die Brustkrebszelllinie MCF7BcL-XL wurde in den Titrationsstufen 0,125 x105 , 0,06 x 105
und 0,03 x 105 Zellen pro Loch ausgesit. Die Zelllinie inkubierten 16 h mit steigenden
Mengen an APIT (120 ng/ml, 60 ng/ml, 30 ng/ml, 15 ng/ml 7,5 ng/ml). 4 h nach Zugabe von
WST-1 wurde die metabolische Aktivitiat photometrisch bestimmt. (Mittelwerte aus drei
Replikaten +/- Standardabweichung)

Die Dosis-Wirkungskurven der Bruskrebszelllinie in Abbildung 12 reagierten in den
unteren Verdinnungsstufen deutlich starker gegeniiber APIT als in der Standard
Konzentration von 0,5 x 10° Zellen. Wahrend die héchste Zellkonzentration der
MCF7Bcl-X. Zellen noch einen 1Cso-Wert von circa 11,5 ng/ml APIT hat, sank der 1Cso-
Wert mit abnehmender Zellzahl auf 3,5 ng/ml bei 0,03 x 10° Zellen pro Loch. Nach
Inkubation mit 30 ng/ml APIT wurden die Zellen der niedrigsten Zellzahlen getétet und
bei 0,125 x 10° Zellen pro Loch sank die metabolische Aktivitdt auf 25 % ab. Eine
Verringerung der Zellkonzentration der MCF7Bcl-X. Zellen zeigt auch hier deutlich,
dass die Effizienz von APIT zunimmt. Dadurch kann sogar eine Apoptose-resistente
Brustkrebszelllinie wie die MCF7Bcl-X, durch APIT erfolgreich abgetdtet werden.
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4.7 Zytotoxische Aktivitat

In den bisherigen Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Zellen an Vitalitat bzw. an
metabolischer Aktivitat abnehmen. Inwieweit APIT membranschadigend wirkt und es
tatsachlich zur Zelllyse kommt sollen die folgenden Versuche klaren.

Um den Tod der Zellen auf einfache Weise quantitativ feststellen zu kénnen, wurden
einige, im WST-1 Test empfindlich reagierende Zelllinien, Jurkat neo Zellen mit einem
durchschnittlichen 1Cso-Wert von 3,2 ng/ml APIT; CEM neo Zellen mit einem mittleren
ICso-Wert von 5,6 ng/ml APIT und A673 Zellen mit einem durchschnittlichen ICso-Wert
von 5 ng/ml APIT erneut mit absteigenden APIT Konzentrationen inkubiert.
AnschlieBend wurde die Lactatdehydrogenase (LDH) Menge im Uberstand der Zellen
gemessen. Im Uberstand vorliegende Lactatdehydrogenase ist in einer normal
proliferierenden Zellkultur nur in sehr geringem MaBe vorhanden, da sich dieses
Enzym im Zytoplasma befindet. Durch Membranschadigung jedoch wird das Enzym in
den Uberstand freigesetzt, kann zugegebenes NAD* zu NADH + H* reduzieren und
dabei Laktat zu Pyruvat oxidieren. Im zweiten enzymatischen Schritt werden zwei H*
von NADH + H* zum zugegebenen gelben Tetrazoliumsalz transferiert und es entsteht
rotes Formazan. Dieser rote Farbumschlag korreliert mit der Anzahl an toten Zellen.
Far diesen Versuchsansatz wurden die drei Zelllinie (Jurkat neo, CEM neo und A673)
mit einer Zellzahl von 0,5 x 10° Zellen in 50 ul RPMI mit 10 % FCS in einer 96-Loch-
Mikrotiterplatte ausgeséat. Dazu wurde APIT in unterschiedlichen Konzentrationen (120
ng/ml; 60 ng/ml; 30 ng/ml; 15 ng/ml; 7,5 ng/ml) in 50 u RPMI mit 10 % FCS gegeben.
Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit 5 % Triton X-100 inkubiert, welches Zellen
lysiert. Die 96-Loch Mikrotiterplatte wurde 16 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurde eine LDH-Messung geméass Hersteller-
angaben (Roche) durchgefihrt. Die gemessene optische Dichte korreliert direkt mit der
Menge an Lactatdehydrogenase, die hier ein MaB fir die Anzahl an toten Zellen
widerspiegelt.
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Abbildung 13: APIT-Wirkung auf unterschiedliche Zelllinien. Jurkat neo und CEM neo
Zellen wurden in der Konzentration von 0,5 x 10° A673 Zellen in der Konzentration von
0,125x° ausgesit und 16 h mit unterschiedlichen APIT-Mengen (120 ng/ml, 60 ng/ml, 30
ng/ml, 15 ng/ml 7,5 ng/ml 3,75 ng/ml) inkubiert. 4 h nach Zugabe des LDH-Substrats wurde
die Menge an umgesetztem rotem Formazan photometrisch bestimmt. (Mittelwerte aus drei
Replikaten +/- Standardabweichung).

Schon bei geringen APIT-Konzentrationen erhielten wir eine hohe LDH-Freisetzung
sowohl bei den Leukamiezelllinien Jurkat neo und CEM neo als auch bei dem
Weichteilsarkom A673, dass bedeutet eine hohe Permeabilisierung ihrer Zellmembran.
Die Jurkat neo Zellen reagieren mit einem ICs-Wert von 1,8 ng/ml APIT am starksten,
gefolgt von den A673 Zellen, die den ICso-Wert bei 2 ng/ml erreichen. 50 % der CEM
neo Zellen sterben bei einer APIT-Konzentration von 5,6 ng/ml. Die A673 Zellen
wurden mit einer Zellzahl von 0,125 x 10 ° ausgesét und zeigen deshalb auch eine weit
héhere Empfindlichkeit gegentber APIT als im WST-1 Test (Daten nicht gezeigt), bei
dem sie bei einer Zellzahl von 0,5 x 10° einen durchschnittlichen 1Cs,-Wert von 5 ng/ml
APIT erhielten. Die CEM neo Zellen wurden wie bei den WST-1 Versuchen mit einer
Zellzahl von 0,5 x 10° Zellen ausgesat und erreichen den ICso- Wert bei 5,6 ng/ml
APIT. Dieser Wert stimmt mit dem Durchschnittswert der Vitalitatstests Uberein. Das
bedeutet, dass die gleiche APIT Konzentration nétig ist um zum einen die Halfte der
metabolischen Aktivitét der einzelnen Zelllinien zu verlieren (WST-1) und zum anderen
die Hélfte der Zellen durch Membranschadigung (LDH-Kit) zu téten. APIT wirkt somit
nicht nur hemmend auf die Proliferation, indem es den Stoffwechsel der Zellen negativ
beeinflusst, sondern zugleich membranschédigend auf die Zellen. Diese
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Testergebnisse zeigen, dass die APIT-induzierte Wirkung die Zellmembranen
irreversibel schadigt und die Zellen somit abtdtet.

4.8 Morphologische Zellveranderungen durch APIT

Da anhand der LDH-Freisetzung eine Schadigung der Membran nachgewiesen werden
konnte, wurden als nachstes die morphologischen Charakteristika des APIT-Zelltods
untersucht.

Um zu untersuchen, welchen morphologischen Effekt APIT auf die Tumorzelllinen hat,
wurden wahrend des Vitalitatstests mikroskopische Aufnahmen von den mit APIT
inkubierten Zellen gemacht. Dabei sollte beobachtet werden, wie die Suspensions-
bzw. adhéarenten Zellen auf den APIT-induzierten Zelltod reagieren. Flr diesen
Versuch wurde zum einen die adharente Brustkrebszelllinie MCF7 verwendet und zum
anderen die Leukamiesuspensionzelllinie Jurkat neo. Die unbehandelten MCF7- und
Jurkat neo Zellen wurden in einer 96-Loch Mikrotiterplatte 5 x 10° Zellen pro Loch in
RPMI/10 % FCS ausgesét . Zusétzlich wurden 5 x 10° MCF7- und Jurkat neo Zellen
ausgesat und anschlieBend mit 30 ng/ml APIT behandelt. Nach dreistiindiger
Inkubation wurden mikroskopische Aufnahmen von den behandelten und

unbehandelten Zellen gemacht.

Abbildung 14: a) Mikroskopische Aufnahme adharenten MCF7 Zellen, die in RPMI mit 10 %
FCS bei 37 C°und 5 % CO2 ohne Zugabe von APIT gehalten wurden. b) Mikroskopische
Aufnahme von adhédrenten MCF7 Zellen nach dreistiindiger Inkubation in 30 ng/ml APIT bei
37 C°und 5 % CO2.

Wie in der Abbildung 14a zu beobachten ist gleiten die unbehandelten Brustkrebs-
zellen MCF7 nicht frei im Medium, sondern setzten sich fest und adharieren an der
Kulturflasche. Die Zellen sind abgeflacht, ihr Zytoplasma breitet sich zu den Seiten aus



53

und sie zeigen Fortsatze. Die Zellen liegen nahe beieinander, der Zellkdrper sieht eher
dreieckig bis polygonal aus und besitzt ausgepragte Auslaufer. Die Auslaufer treten mit
den anderen Zellen in Verbindung. Die Zellkerne sind deutlich zu erkennen, teilweise
mit mehreren Nukleoli. Die Zellen liegen mit einer 70 - 80 % igen Konfluenz relativ
dicht. Dies ist ein typisches Erscheinungsbild fir ,gesundes® Wachstum adhérenter
Krebszellen.

Die Abbildung 14b zeigt die mit APIT behandelten MCF7 Zellen. Diese runden sich
nach dreistindiger Inkubation mit APIT ab. Die Zellkerne sind nicht mehr zu erkennen,
die Auslaufer werden spindelférmig und der Grad der Konfluenz nimmt ab. Zuséatzlich
I6sen sich die adharenten Zellen von der Unterlage und von benachbarten Zellen ab,
da die extrazellularen Elemente, wie Faser- und Basalmembrankollagene sowie Elastin
eine Auflésung ihrer spezifischen Ordnungsstruktur erleiden (Kitt, 1982). Es kommt zu
Vakuolenbildung im Zytoplasma und zum vollstandigen Stillstand der intrazellularen
Plasma- und Organellenbewegung. Im Vergleich zu den adharenten Zellen wurde die

Suspensionszelllinie Jurkat neo getestet.

Abbildung 15: a) Mikroskopische Aufnahme von Jurkat neo Zellen, die in RPMI mit 10 %
FCS bei 37 C°und 5 % CO2 ohne Zugabe von APIT gehalten wurden. b) Mikroskopische
Aufnahme von Jurkat neo Zellen nach dreistiindiger Inkubation in 30 ng/ml APIT bei 37 C°
und 5 % CO2.

In Abbildung 15 a) zeigen die unbehandelten Leukadmiezellen Jurkat neo die fir sie
typische Kolonienbildung, die auf eine gesunde Proliferation der Zellen schliessen
lasst. Nach dreistindiger Inkubation mit APIT in einer Konzentration von 30 ng/ml ist
keine Kolonienbildung mehr zu erkennen. Da die Zellen nicht mehr proliferieren, 16st
sich der Zell- Zellkontakt auf, bis die Zellen schlieBlich, wie in Abbildung 15 b) zu sehen
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ist, einzeln vorliegen. Mikroskopisch sehen die Zellen insgesamt umfangsvermehrt mit
groBem Kern und tribkdrnigem oder feinvesikularem Zytoplasma. Eine intensive
Bildung von Vakuolen lasst das Zytoplasma auBerdem granular erscheinen. Durch den
APIT-induzierten Zelltod, der nach circa acht Stunden Inkubation eintritt, erscheinen
die Zellen kleiner und verlieren ihre klare, abgerundete Form.

4.9 Zusammenfassung der in vitro Ergebnisse

Die nachfolgende Tabelle zeigt die Empfindlichkeit humaner Tumorzellen gegentber
APIT in vitro. Dabei beziehen sich die Konzentrationen von APIT fir den ICs;Wert in
der ersten Spalte auf die Ausgangskonzentration von 0,5 x 10° Zellen pro Loch. In der
nachsten Spalte stehen die ermittelten 1Cso-Werte der Krebszelllinien, die in den Zell-
konzentrationen von 0,125 x 10° Zellen getestet wurden.

IC50.Werte der ausgewéahlten Tumorzelllinien gegeniiber dem APIT induzierten
Zelltod

IC 50-Wert IC5-Wert
(ng/ml) (ng/ml)
Name Typ +/- SD +/- SD Wachstum
bei 0,5 x 10° bei 0,125 x 103
Zellen Zellen
Akute lymphoide Leuka&mie _
Jurkat neo 3,2 +/- 0,8 NT Suspension

(ALL)

Akute lymphoblastische _
CEM neo 5,6 +/- 0,7 NT Suspension
Leukamie (ALL)

Chronische myoliode

K562 _ 5 +/- 0,6 NT Suspension
Leukamie (CML)

Kleinzelliges Lungen- semi-

GLC 4 ADR 9,5 +/-0,5 NT .
Karzinom (MDR) adharent
Kleinzelliges semi-

GLC 4 8,5 +/-0,9 NT .
Lungenkarzinom adharent

MCF7 Brustkarzinom > 20 NT adharent
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MCF7  Bcl-Brustkarzinom

. > 20 11,5/+/-0,6 adharent
XL Apoptose-Resistent
SK-BR-3 Brustkarzinom > 20 NT adharent
PC3 Prostatakarzinom > 20 8,5 +/- 0,8 adharent
DU 145 Prostatakarzinom > 20 6,5 +/- 0,9 adharent
HT29 Kolonkarzinom > 20 6 +/- 0,6 adharent
RD-ES Ewing- Sarkom 5 +/-0,5 NT adharent
A-673 Rhabdomysarkom 5 +/-0,5 NT adharent

Tabelle 2: Dargestellt sind Durchschnittswerte +/- Standardabweichungen der IC50 -Werte
ausgewdhlter Tumorzelllinien gegeniiber APIT, sowohl in der Standard Konzentration von
0,5 x 105 Zellen, als auch weniger empfindliche Zelllinien in geringerer Konzentration von
0,125 x 105 Zellen. Der IC50 —Werte beschreibt die APIT Konzentration, die bendétigt wird,
um eine Abnahmen der Vitalitit der Zellen um 50 % zu erreichen. Zusiétzlich wird die
Wuchsform der einzelnen Zelllinien angegeben (NT= Nicht getestet).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass alle dreizehn in dieser Arbeit
getesteten Tumorzelllinien auf die tumorizide Wirkung von APIT reagieren. APIT I6st
unter in vitro Bedingungen den Tod aller getesteten Tumorzellen aus, auch bei
chemotherapieresistenten Zellen (Apoptose oder MDR) (Tabelle 2). Dieser ist durch
einen schnellen Verlust der Stoffwechselaktivitdt (WST-1Test) und der
Permeabilisierung der Zellmembran (LDH-Test) gekennzeichnet. Morphologisch zeigen
die adharenten- und Suspensionszellen nach der Inkubation mit APIT enorme
Veranderungen sowohl im Zytoplasma als auch am Zellkern. Die in diesem Teil der
Arbeit gewonnenen Erkenntnisse Uber die Zelllinien sind die Vorraussetzung fir die
Etablierung der Maus-Modelle.

4.10 Xenograft Tumor Maus Modell

Um die Wirksamkeit eines neuen Medikaments oder Therapieverfahrens zu Uber-
prifen, wird ein auf den Menschen madglichst gut Gbertragbares Tiermodell benétigt.
Dabei sind far eine Vielzahl von Fragestellungen Tiermodelle mit einem tierischen
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Tumorursprung ausreichend, d. h. der Tumor ist auto- oder allogen. Bei
Fragestellungen, die wie hier auf die Pharmakologie oder das biologische Verhalten
eines neuen Medikaments abzielen, ist es jedoch erforderlich, dies nicht an Tumoren
tierischen Ursprungs, sondern an menschlichen Tumorzellen in vivo zu studieren.
Hierzu bieten sich die xenotransplantierten Tiermodelle an.

Bei der Etablierung eines Xenograftmodells ist eine entscheidende Grundvor-
aussetzung, dass das Immunsystem der Maus die humanen Tumorzellen nicht als
fremd erkennt und es somit nicht zu einer AbstoBungsreaktion kommt. RAG-1" Mause,
die oft in Xenograftmodellen Verwendung finden, besitzen einen Defekt im
,Recombination activating gene-1“ (RAG), das fir die korrekte Rekombination der
V(D)J-Ketten verantwortlich ist. Da das Immunsystem die erstaunliche Fahigkeit
besitzt, mit einer spezifischen Immunantwort auf einen Kontakt mit einer Vielzahl
verschiedener Mikroorganismen zu antworten, tragt jeder einzelne Lymphozyt des
Immunsystems einen Rezeptor (Antigen-Rezeptor) auf der Zelloberflache, der nach
Bindung eines Antigens zur Aktivierung des Lymphozyten fihrt. Die enorme Vielfalt der
Antigenrezeptoren auf den Lymphozyten wird durch Umlagerung von verschiedenen
Gensegmenten, die fir die variablen Regionen der Antigenrezeptoren kodieren,
erzeugt. Der Mechanismus der Umlagerung der variablen Gensegmente der
Immunglobulin- und T-Zellrezeptor Gene wird V(D)J-Rekombination oder somatische
Rekombination genannt. Durch das Ausbleiben der somatischen Rekombination,
besitzen Rag-1" Mause kein funktionelles adaptives Immunsystem mehr und eignen
sich deshalb als Modellsystem flr die Etablierung humaner Tumore.

/-

4.10.1 Adaptiver Transfer humaner Tumorzelllinien in RAG-1"" Mdusen

Nachdem die Empfindlichkeit verschiedener humaner Tumorzelllinien aus unter-
schiedlichen Tumorerkrankungen gegen APIT in vitro gezeigt wurde, sollte nun ein
Tumormodell in Mausen etabliert werden, um die Wirkung von APIT auch in vivo zu
untersuchen.

Ein entscheidendes Kriterium bei der Etablierung von subkutanen Tumor-
Xenotransplantaten ist, dass intra vitam eine genaue Bestimmung der TumorgrdBe
wahrend der gesamten Entwicklungszeit mdéglich ist. Deshalb wurden die Zellen nicht
orthotop (in das Organ) implantiert, sondern subkutan injiziert. Vor Versuchsbeginn
wurden die M&use rasiert, um die sich bildenden soliden Tumore im weiteren Verlauf

mit Hilfe einer Schieblehre genau evaluieren zu kénnen. Um unspezifische
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Immunreaktionen (vor allem durch NK Zellen) auf die injizierten Tumorzellen zu
verhindern, erfolgte vor der Tumorzellinjektion eine Bestrahlung. Diese Bestrahlung
t6tet die natlrlichen Killerzellen (NK) ab und schaltet somit eine wichtige Komponente
des angeborenen Immunsystems aus.
Die Mause wurden alle zwei Tage nach dem Protokoll von Morton und Giriffith (1985)
untersucht und gewogen. Morton und Giriffiths schlugen Richtlinien zur Erkennung von
Schmerzen, Qualen und Leiden bei Versuchstieren vor, die auf erkennbaren Ver-
anderungen im Verhalten und Aussehen der Tiere sowie auf anderen klinischen
Zeichen beruhen. Diese werden mit einer Schweregrad-Skala von 1-4 bewertet
(Abschnitt 2.2.5.).
Zuséatzlich wurden folgende Kriterien definiert, die einen vorzeitigen Versuchsabbruch
erfordern:

e TumorgréBe Uber 1,5 cm Durchmesser

e Ulzerierende Tumore

e Gewichtsverlust von tber 20% gegenliber dem Anfangsgewicht

e Apathie

e Auffallende Aggressivitat beim Palpieren der Tumore

e Motorische Ausfallserscheinungen

e Abnorme Kérperhaltung

o Auffallige Atemstdrung (Exspirationsgerausch)

e Ungewdhnliche Laute

4.10.2 Evaluierung der zu injizierenden Mindestzellzahl

Eine tumorspezifische Mindestzahl an Zellen ist Vorraussetzung fur die Anwachsrate
transplantierter Tumoren (Kindred und Wechsler, 1978). Dieser Schritt ist von groBer
Wichtigkeit, da ein GroBteil der injizierten Zellen schon anfangs zugrunde geht.

In ersten Experimenten sollte daher die erforderliche Zellzahl ermittelt werden, die
notig ist, um innerhalb weniger Wochen einen soliden Tumor zu etablieren.

Fur die ersten in vivo Versuche wurden Tumorzelllinien ausgewahlt, die in vitro
unterschiedlich stark gegenlber APIT reagieren (Tabelle 2). GLC4 ADR Lungen-
karzinomzellen zeigten in vitro einen [Cs-Wert von 8,5 ng/ml APIT, CEM neo
Leuk&miezellen einen [Cs-Wert von 3,2 ng/ml APIT. Ein weiteres Unter-
scheidungsmerkmal dieser Zellen ist, dass GCL4 ADR Zellen semi-adharent sind und
CEM neo Suspensionszellen. Einen Tag vor Versuchsbeginn wurden die Tiere rasiert
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und bestrahlt. Den verschiedenen Gruppen (n=5) wurden drei unterschiedliche
Zellkonzentrationen (1 x 10°, 5 x 10°%, 1 x 10”) der zu testenden Tumorzelllinien unter
Narkose in jede Flanke injiziert. Daher ergibt sich pro Tier die Mdglichkeit, zwei Tumore
zu etablieren. Als Kontrolle zu den Tumormodellen wurden bestrahlte Tumorzellen, die
nicht mehr teilungsfahig sind in der gleichen Weise injiziert (Daten nicht gezeigt). Damit
wurde ausgeschlossen, dass die beobachteten Effekte unspezifisch waren und
lediglich durch die Injektion an sich bzw. durch die Injektion kdérperfremder Zellen
verursacht wurden.

Der Tag der Zellinjektion wurde als Tag 0 definiert; der Endpunkt war abhangig vom
Tumorvolumen. Dreimal pro Woche wurden die Tiere untersucht, gewogen und die

Tumore gemessen.

Untersuchung der Mause nach dem
Protokoll von Morton und Griffith
Gewichtsbestimmung, Messung der
TumorgrdBe mittels Schienlehre.

Abbildung 16: Xenograft - Etablierung. An Tag 0 wurde den Mausen eine definierte Menge
(1 x10%, 5 x 10° und 1 x 10’ Zellen in 100 pl) an GLC4 ADR bzw. CEM neo Zellen jeweils
beidseitig subkutan injiziert.

Unmitteloar nach der Injektion der Tumorzellen war eine relativ groBe Umfangs-
vermehrung zu erkennen, die sich noch im Laufe des gleichen Tages reduzierte, da
sich die Injektionslésung (PBS) verteilt und ein Grossteil der Tumorzellen zugrunde
geht. Wahrend der nachsten vier bis sechs Wochen wurden die Mause jeden zweiten
Tag untersucht, gewogen und die Flanken auf Umfangsvermehrungen Uberprift. Nach
5 - 7 Tagen zeigten sich erste Papillome, die auf ein Tumorwachstum hinwiesen, die
GréBe wurde mit Hilfe einer Schieblehre gemessen. Dabei wurde zweidimensional
verfahren. Der gr6Bte Durchmesser entspricht der Lange, im rechten Winkel dazu
gemessen ergibt sich die Breite des Tumors.
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4.10.3 Etablierung der Lungenkarzinomzelllinie und der Leukédmiezelllinie
in RAG-1" Méusen
Zur Evaluierung der zu injizierenden Zellzahl wurden den Mausen sowohl GLC4 ADR

Zellen als auch CEM neo Zellen in drei unterschiedlichen Konzentrationen (1 x 10°, 5 x
10° 1 x 107) beidseitig subkutan injiziert.
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Abbildung 17: Tumorwachstumskurven von subkutan injizierten Tumorzellen in RAG-1 -/-
Mausen. A: GCL/ADR Zellen (1 x 107) B: CEM neo Zellen (1 x 107) C: GCL/ADR Zellen (5 x
106) D: CEM neo Zellen (5 x 106). Das Tumorwachstum wurde 20 bis maximal 50 Tage
gemessen, abhidngig vom Befinden der Maus und der Tumorwachstumsgeschwindigkeit.
Gruppengroésse n = 5, jede Maus ist durch eine eigene Farbe dargestellt. Die Messung der
subkutanen Tumore erfolgte mit einer elektronischen Schieblehre dreimal pro Woche.

Alle Tiere, denen die Lungenkarzinomzellinie subkutan appliziert wurde, entwickelten
mindestens einen Tumor (Abbildung 17 A und C). Vergleicht man die unterschiedlichen
Zellkonzentrationen in ihrem Wachstumsverlauf miteinander, ist ein deutlicher

Zusammenhang zwischen der Anwachsrate und der Zellkonzentration zu erkennen.
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Allen Tieren, denen 1 x 10’ Zellen injiziert wurden (Abbildung 17 A), wuchs auf jeder
Seite ein Tumor, d. h. die Anwachsrate betrug 100 %. Bei einer Zellkonzentration von 5
x 10° Zellen entwickelten bis auf eine Maus ebenfalls alle einen Tumor pro Seite und
somit eine Anwachsrate von 90 %. In der geringsten Zellkonzentration von 1 x 10°
Zellen (Daten nicht gezeigt), wuchsen nur zwei von zehn Tumore an, diese
Zellkonzentration ist somit zu niedrig. Des weiteren besteht eine Korrelation zwischen
der Tumorwachstumsgeschwindigkeit und der injizierten Zellmenge. Zudem lasst sich
beobachten, dass die Volumenzunahme der einzelnen Tumore in einem zeitlichen
gleichen Abschnitt, synchron mit der Zellkonzentration zunimmt.

Bei der Leukamiezelllinie CEM neo entwickeln alle Mause - mit Ausnahme von einer -
zwischen dem siebten und zehnten Tag nach Injektion der hdchsten Zellzahl von 1 x
107 Zellen zwei Tumore. Vergleicht man die unterschiedlichen Zellkonzentrationen im
Hinblick auf ihr Wachstumsverhalten miteinander, so zeigt sich auch hier eine
Korrelation zwischen Anwachsrate und Zellmenge. In der kleinsten Zellkonzentration (1
x 10° Zellen) wuchs kein Tumor an (Daten nicht gezeigt), wihrend nach Injektion von 5
x 10 Zellen vier von zehn méglichen Tumoren anwuchsen und nach Transfer von 1 x
10’ Zellen sogar 90% der mdglichen Tumore entwickelten. Auch bei dieser Zelllinie

nimmt das synchrone Tumorwachstum mit der Zellzahl zu.

4.11 Korpergewichtsentwicklung wahrend des Versuchs

Das Gewicht ist im Gegensatz zu den eher subjektiv zu beurteilenden Hauptmerk-
malen fir Schmerzen, Leiden und Schaden ein quantitatives Merkmal, das eine
Reaktion des Tieres deutlich widerspiegelt.

Nach Injektion der humanen Tumorzellen wurden die Tiere dreimal pro Woche
gewogen, um sicher zu stellen, dass kein Tier mehr als 20% seines Ursprungs-
gewichtes im Versuchsverlauf verliert, was in dieser Arbeit als Abbruchkriterium
definiert wurde. Als Ursprungsgewicht wurde das Gewicht definiert, das die Maus am
Tag der Zellinjektion hatte (Tag 0).
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Abbildung 18: Korpergewichtsverlauf weiblicher RAG-1" Maiuse nach subkutaner
Zellinjektion von GLC4ADR (A) bzw. CEM neo (B). Angegeben sind Mittelwerte samt
Standardabweichungen der Gruppen in g Kérpergewicht.

Bis zum Tumorwachstum, maximal bis zum siebten Tag nach der Narkose und der
Zellinjektion kam es teilweise zum leichten Gewichtsverlust einzelner Tiere. Dieser
Gewichtsverlust ist vermutlich auf den Narkosestress zurlickzuflihren. Die Mause
erholten sich schnell und gewannen im weiteren Versuchsablauf wieder an Gewicht.
Daher ist davon auszugehen, dass die Volumenzunahme der Tumore keinen negativen
Einfluss auf den Gesamtzustand der Maus hat. Die Mausgewichte der hdchsten
Tumorzell-Konzentration (rote Kurven) ergeben in Abbildungen 18 A + B die jeweils
kirzeste Kurve, da diese Tiere sehr frih die erforderlichen Tumorvolumina erreichen
(Abbruchkriterien Abschnitt 3.9.1). Festzuhalten bleibt, dass keine Maus wegen einer
UbermaBigen Gewichtsreduktion friihzeitig getétet werden musste. Diese Erkenntnis ist
fir spatere Therapieversuche sehr wichtig, da die Vertraglichkeit von APIT unter
anderem anhand des Kriteriums Mausgewicht beurteilt wird.

Durch die Charakterisierung der unterschiedlichen Merkmale, wie Anwachsrate,
Volumina, synchrones Wachstum und Wachstumsgeschwindigkeit wird deutlich, dass
die Zellzahl von 1 x 107 Zellen nétig ist, um ein zu vergleichendes, praklinisches
Tiermodell zu erstellen. Die Versuche zur Evaluierung der Tumorzellzahl haben daher
ergeben, dass die optimale Zellzahl fiir die verwendeten Tumorzellen in RAG-1"
Mé&usen bei 1 x 107 Zellen liegt.

Mit der festgelegten Zellkonzentration sollen nun weitere Xenotransplantate aus
unterschiedlichen Krebszelllinien etabliert werden.
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4.12 Etablierung eines Rhabdomyosarkoms, eines Bronchial-
eines Kolonkarzinoms

Die A673 Zelllinie, eine Unterart des Sarkoms, wurde als erste flr Etablierungs-
versuche gewahlt, da sie sich in vitro mit einem ICs-Wert von 5 ng/ml sehr sensitiv
gegeniber APIT zeigte und dadurch flar spatere Therapieversuche als auBerst
interessant galt. Ein weiteres Kriterium bei der Wahl dieser Zelllinie war der Zelltyp. Bis
zu diesem Zeitpunkt wurden den Mausen nur Suspensions- bzw. semiadh&rente Zellen
injiziert, diese stellt im Gegensatz dazu eine adharente Zelllinie dar.

Das Bronchialkarzinom stellt statistisch den haufigsten Tumor der Welt dar, deshalb
wurde zusatzlich versucht, zu der bereits etablierten, resistenten (GLC4 ADR)
Krebszelllinien auch die Parenteralzelllinie GLC4 zu etablieren. Diese semiadharente
Zelllinie hat einen ICsp-Wert von 8,5 ng /ml APIT.

Um die statistisch gesehen wichtigsten Tumore abzudecken, wurde als dritte Zelllinie
das kolorektale Karzinom HT29, das nach dem Bronchialkarzinom die zweithaufigste
durch Krebs bedingte Todesursache in Deutschland darstellt, gewahlt. Diese
adharente Zelllinie hat bei einer Zellkonzentration von 0,125 x 10° Zellen einen IC so-
Wert von 6 ng/ ml APIT.

Die drei Zelllinien wurden in einer Konzentration von 1 x 10’ Zellen jeweils einer

Gruppe von funf bzw. drei Mausen beidseitig subkutan injiziert.
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Abbildung 19: Tumorwachstumskurven der Tumorzellen in RAG-1 Mausen. Am Tag 0
wurden A673 (A), GLC4 (B) und HT29 (C) -Zellen in einer Konzentration von 1 x 107 Zellen
in einem Volumen von 100 pl PBS den Méausen in jede Flanke subkutan injiziert. Die
Gruppen bestanden aus fiinf (A und B) bzw. drei Mausen (C), jede Farbe stellt eine andere
Maus dar. Das Tumorwachstum wurde bis maximal zum 25. Tag nach der Injektion
gemessen, abhingig vom Befinden der Maus und der Tumorvolumina. Die Messung der
subkutanen Tumore erfolgte dreimal pro Woche mit einer elektronischen Schieblehre.
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Alle Zelllinien konnten mit einer Anwachsrate von mindestens 80 % bestimmt werden.
Vergleicht man das Wachstumsverhalten der unterschiedlichen Zelllinien miteinander,
stellt man fest, dass zwar alle Tumore um den siebten Tag anfangen zu wachsen, die
Wachstumsrate und Endvolumen jedoch deutlich unterschiedlich sind. Im Gegensatz
zu den anderen beiden Zelllinien zeigen die A673 Zellen innerhalb von zehn Tagen
nach dem ersten messbaren Tumor, ein synchrones Wachstum aller Tumore. Das
Wachstum der GLC4-Tumore ist zeitlich verzégert, erst um den 15. Tag sind messbare
Tumore zu detektieren. Die Wachstumsrate der acht Tumore steigt jedoch danach
rapide an und die Volumina erreichen die geforderte GréBe.

Wenn man den Stellenwert des Kolonkarzinoms in der Krebsstatistik beriicksichtigt
wird deutlich wie wichtig ein neues Therapeutikum fur diese Erkrankung ist. Deshalb
wurde im Folgenden versucht, die HT29 Zelllinie im Xenograftmodell zu optimieren.
Wie in Abbildung 15 zeigt die HT29 Zelllinie in Rag-1” Mausen ein verlangsamteres
Tumorwachstum und eine nicht sehr ausgepragte Synchronitat der Volumina. Weil
gerade in spateren Therapieversuchen synchrones und schnelles Tumorwachstum
eine entscheidende Rolle spielen, sollte untersucht werden, ob diese Parameter durch
die Verwendung eines alternativen Tiermodells optimiert werden kdénnen. Hierzu
wurden sogenannte ,Nacktméause’ (nude-mice) verwendet, unbehaarte Mause ohne
Thymus, die nur sehr vermindert T-Lymphozyten produzieren.

Zur Evaluierung der Nude-Mause als alternatives Xenograft-Modell, wurden HT29
Zellen in einer Konzentration von 1 x 10" Zellen beidseitig 3 Nude Mausen subkutan

injiziert.
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Abbildung 20: Tumorwachstumskurven der HT29 Zellen in Nude Mausen. Am Tag Null
wurden HT29 -Zellen in einer Konzentration von 1 x 107 Zellen in einem Volumen von 100
pl PBS den Mausen in jede Flanke subkutan injiziert. Die Gruppen bestanden aus drei
Mausen, jede Farbe stellt eine andere Maus dar. Das Tumorwachstum wurde bis zum 20.
Tag nach der Injektion gemessen.
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Das Tumorwachstum beginnt um den 8 Tage nach Zellinjektion. Das in dieser Arbeit
definierte Tumorvolumen, samt Verdopplungszeit wurde innerhalb kirzester Zeit
erreicht. Die Tumore wachsen sehr synchron sowohl innerhalb einer Maus als auch
innerhalb der Gruppe. Nach 20 Tagen konnte der Versuch erfolgreich beendet werden.
Hinsichtlich der Anwachsrate, der Wachstumsgeschwindigkeit und des synchronen
Wachstums der Tumore ist dieses Modell besser geeignet flr Therapieversuche als die
HT29 Zellen in den RAG-1" M&usen.

4.13 FACS - Analyse stichprobenartiger Tumorgewebeproben

Um den humanen Ursprung der etablierten Tumoren zu bestétigen, wurde Gewebe
aus einzelnen Tumoren isoliert. Hierzu wurden einige RAG-1" Mause, denen nach
Injektion von 1 x 10’ (GLC4 ADR, GLC4, CEM neo und A673) Zellen ein Tumor
gewachsen war, euthanasiert und Tumorgewebe entnommen. Das Tumorgewebe
wurde aus der Kapsel gelést und die Zellen wurden in Einzelsuspension mit
fluorochrom FITC-markierten Antikérpern (anti-HLA-ABC) gefarbt und im FACS
analysiert. Als Positivkontrolle wurden humane PBMCs (peripheral blood mononuclear

cells) verwendet und als Negativkontrolle murine Milzzellen.
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Abbildung 21: Fur die Gewebekontrolle wurden vier gewachsene Tumore aus RAG-1-/-
Mausen isoliert, humane PBMCs als Positivkontrolle (A) und murine Milzzellen als
Negativkontrolle (B) jeweils mit FITC- markiertem HLA ABC Antikoérper fiir 20 Minuten
inkubiert und im DurchfluBzytometer analysiert. Zu jedem Versuch (C: GLC 4 ADR, D: GLC
4, E: CEM neo F: A673) wurde eine Isotypenkontrolle (offener Peak) erstelit.
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Die humanen PBMC’s zeigen ungleich der Fluoreszenzintensitat der Isotypkontrolle
(offener Peak), dass die Population MHC Klasse | exprimiert (Positivkontrolle,
Abbildung 21 A). (Isotypenkontrollen laufen parallel um unspezifische Bindungen
ausschlieBen zu kénnen.) Die murinen Milzzellen hingegen exprimieren keine
humanen MHC Klasse | Molekule (Negativkontrolle, Abbildung 20 B). Alle isolierten
Zellpopulationen, GLC 4 (Abbildung 20 D), GLC 4 ADR (Abbildung 20 C), CEM neo
(Abbildung 20 E) und A673 (Abbildung 20 F), die in der Maus zu soliden Tumoren
herangewachsen waren, exprimieren humane MHC Klasse | Molekile und sind somit
eindeutig humanen Ursprungs.

4.14 Vergleich der etablierten Xenotransplantate

Um einen besseren Uberblick iiber die erhobenen Daten zu erlangen, gibt der folgende
Abschnitt eine Zusammenfassung der untersuchten in vivo Modelle.

Alle subkutan injizierten Tumorzelllinien erfullen die vorher festgelegten Kriterien fur ein
erfolgreich  etabliertes Xenotransplantatmodell. Die Anwachsraten lagen bei
mindestens 80 % und die Zeitdifferenz zwischen den einzelnen Tumoren einer Gruppe
weit unter 12 Tagen. Das Kolonkarzinom HT29 (in Nude-M&usen), das Weich-
teilsarkom A673 und das Lungenkarzinom GLC4 ADR wiesen eine Anwachsrate von
100 % auf, das heiBt bei allen Versuchstieren war pro Seite ein Primartumor unter der
Haut festzustellen. Bei der Parenteralzelllinie GLC4 lag die Anwachsrate bei 80 %. Die
Leukamiezelllinie CEM neo zeigt sogar bei mehrfacher Wiederholung konstante 90 %.

. Induktions- und
Zelllinie Tiere Tumorzahl | Anwachsrate | Tumorvolumen .
Tumorverdopplungszeit
R = RAG ] 3 ]
n % TV in mm in Tagen
N = Nude
GLC 4
5R 10/10 100 100 8,5 1,9
ADR
GLC 4 5R 8/10 80 100 11,4 3,2
CEM
15R 28/30 90 100 12,7 1,3
neo
A673 5R 10/10 100 100 7,7 1,6
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HT29 3R 5/6 90 100 10,6 5

HT29 3N 6/6 100 100 7,5 2,1

Tabelle 3: Maus-Tumormodelle

In Tabelle 3 sind die erfolgreich etablierten Modelle zusammengefasst. Die Tabelle
beinhaltet die eingesetzte Tierzahl pro Tumorart, die Anzahl der in einer Gruppe solide
gewachsenen Tumore mit einem Mindestvolumen von 100 mm?3 (Anwachsrate), die
Induktionszeit (die Zeit die bendtigt wird vom Tag der Zellinjektion bis zum erreichen
des Mindestvolumens) und die Tumorverdopplungszeit.

Der Wachstumsverlauf der Xenotransplantate wurde maximal 45 Tage verfolgt. Die
Induktionszeit betrug im allgemeinen zwischen 7 und 12 Tagen. Die meisten Versuche
konnten nach spétestens 25 Versuchstagen erfolgreich beendet werden.

Die Verdoppelungszeiten der einzelnen Xenotransplantate sind in der Tabelle 3
aufgeflihrt. Die kirrzeste Verdoppelungszeit besitzen die Tumore der Leukamiezelllinie
CEM neo. Nach 1,3 Tagen hatte der Tumor im Durchschnitt bereits 200 % seines
Ausgangsvolumens von 100 mm?3 erreicht. Gefolgt von den Tumoren des
Weichteilsarkoms A673 mit einer Verdopplungszeit von durchschnittlich 1,6 Tagen. Die
Lungenkarzinomzelllinien bendtigen in der Regel 2 - 3 Tage langer, bis sich das
Volumen verdoppelt. Das Kolonkarzinom HT29 erreichte in den RAG-17 Mausen nach
5 Tagen 200 % seines durchschnittlichen Ausgangsvolumens und in den Nude-
Mausen 2,1 Tage.

Fur weitere Analysen von APIT unter physiologischen Bedienungen, stehen die im
Rahmen dieser Arbeit etablierten Tumor-Maus-Modelle zu Verfliigung. Gerade im
Hinblick der Tumortherapie bietet das subkutane Xenotransplantat-Modell die
Maoglichkeit , Rezessionen des Gewebes sofort zu erkennen. Die Tumore sind nicht nur
genau und leicht zu messen, sondern belasten zu dem den tierischen Organismus
minimal. Mit diesen etabliert Modellen, wurde eine Reihe reprasentativer
Krebserkrankungen der Bevélkerung abgedeckt.





