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1 Einleitung

1.1 Vorbemerkung

Im Jahr 2000 starben weltweit etwa 7 Millionen Menschen an Krebs. Mit einem Anteil von 12%
stehen bosartige Neubildungen nach kardiovaskuléren und Infektionskrankheiten an dritter Stelle
der Todesursachenstatistik in der Welt ™. Aufgrund der zunehmenden Lebenserwartung sowie
des Fortschritts bel medizinischer Versorgung und therapeutischen Moglichkeiten wird die Inzi-
denz fur Krebserkrankungen weiterhin deutlich zunehmen.

Die Notwendigkeit einer Mortalitétsreduktion ist damit eindeutig und erfordert die Entwicklung
und Priifung effektiverer multimodaler Therapiekonzepte. In einer Zeit des rasant wachsenden
Versténdnisses der molekularpathol ogischen Grundlagen sowie der Perfektionierung bildgeben-
der Diagnostik bieten sich zudem neue und vielversprechende Perspektiven in der Krebstherapie.
Krebs durch die Unterbindung der notwendigen Gefal3neubildung ,,auszuhungern® (Antiangio-
genese) oder zumindest in einer stationaren Phase zu fixieren und Malignome dann als chroni-
sche Erkrankungen therapeutisch beherrschen zu kdnnen, ist eine der neuen Therapiestrategien.
Die Endotheline sind als polyfunktionelle Zytokine noch nicht lange bekannt und zeigen ein
komplexes Funktionsspektrum — auch bel Neoplasien ist das Endothelinsystem involviert. Meh-
reren Forschungsgruppen gelang es, Uber eine Blockade des Endothelinsystems das Wachstum
verschiedener Tumorentitdten und die Tumorangiogenese deutlich zu supprimieren [2.3.4.8]

Das exokrine Pankreaskarzinom zahlt zu den aggressivsten Malignomen, die Heilungschancen
sind bis heute unverandert schlecht. Ob Endothelin auch bei diesem Tumor eine Rolle spielt, ist
unbekannt. Die Untersuchung der Funktion von Endothelin beim Pankreaskarzinom ist Thema

dieser Arbeit. Die Mdglichkeit einer neuen Therapiestrategie soll experimentell gepriift werden.

1.2 Dasexokrine Pankreaskar zinom

Vom Gastrointestinaltrakt ausgehende Neoplasien machen ein Funftel aller Krebserkrankungen
aus. Nach kolorektalem und Magenkarzinom ist das Adenokarzinom des Pankreas die dritthau-
figste Neoplasie (10%) des Gastrointestinaltraktes mit einer Inzidenz von 10 pro 100.000 Ein-
wohner im Jahr (678,

KUNzLI et a. beschreiben vier charakteristische Grundprobleme des Pankreaskarzinoms, aus
denen die frustrierende Prognose dieses aggressiven Tumors resultiert [

= die schwierige Diagnose im resektablen Frihstadium,



1. Einleitung

» dietechnisch anspruchsvolle Operation mit potentiell hoher Morbiditét und Mortalitét,

» die hohe Rezidivquote, sowie

= schlechtes Ansprechen und geringe Potenz der konservativen Therapie.
Bei einer mittleren Uberlebenszeit von drei bis sechs Monaten liegt die durchschnittliche 1- und
5-Jahrestiberlebensrate aller Stadien bei 19-21% resp. 5-7% 2% ®  ohne wesentliche Verbesse-
rung in den letzten Jahrzehnten.
Die Mortalitéat entspricht fast der Inzidenz: jahrlich sterben in Deutschland Gber 12.000 Patienten
an Pankreaskarzinomen, das sind ca. 6% der krebsbedingten Todesfélle. Damit steht das Pankre-
askarzinom an 9. (Frauen) bzw. 10. (Méanner) Stelle der Krebserkrankungen im Jahr 2004 in
Deutschland'®, aber an vierter Stelle der Statistik krebsbedingter Todesfalle in 2005 1Y,
Epidemiologisch wird das Pankreaskarzinom besonders haufig in Neuseeland, Japan und Nord-
amerika, selten in Indien, Kuwait und Sldamerika beobachtet; in Europa stehen Finnland,
Deutschland und Danemark an den vordersten Stellen der Erkrankungshaufigkeit!™. Manner
sind 1,5-2 mal haufiger betroffen als Frauen, gehauft bei afroamerikanischer Ethnik 2. Die Er-
krankung manifestiert sich fast immer zwischen dem 40. und 80. Lebensjahr mit einem mittleren
Erkrankungsalter von 75 Jahren bei Frauen und 67 Jahren bei Mannern.

1.2.1 Atiologie

Die Atiologie der Erkrankung ist unklar. Als Risikofaktoren gelten Nikotinabusus; bis zu 30%
der Falle sollen hierdurch verursacht sein [** ¥, Ernahrung beeinfluft das Malignomrisiko: die
Kalorienzufuhr korreliert direkt mit einem erhohten Risiko 1*¥, bei Diabetikern ist das relative
Risiko tiber 5 Jahre verdoppelt *® Adipositas (BMI > 30 kg/m?) ist ein Risikofaktor " 8. Obst
und Gemise kdnnten protektiv wirken, indem die Zusammensetzung der Gallensduren und der
Cholecystokininspiegel ginstig beeinflufdt werden. Ein erhdhtes Risiko fur Alkohol- und Kaffee-
konsum konnte nicht bewiesen werden.

Im Tierexperiment 143t sich das Pankreaskarzinom durch Nitrosaminverbindungen induzieren!™.,
Durch Inhibierung der Nitrosation durch Vitamin C und E haben diese moglicherweise Schutz-
funktion'®.

Als hereditdre Syndrome, die mit einer signifikant erhohten Erkrankungshéaufigkeit einhergehen,
sind die hereditére Pankreatitis (Risiko bis 20%), das Navusdysplasie-Syndrom (Risiko 22fach
erhoht), das Peutz-Jeghers-Syndrom und das Lynch-Syndrom, sowie familidres Mammakarzi-
nom und das Li-Fraumeni-Syndrom beschrieben (2 Es wird eine familiare Haufung des Pankre-
askarzinoms beobachtet; die hereditdren Syndrome sollen jedoch nur in bis zu 8% der Erkran-

kungsfalle bedeutsam sein [,



1. Einleitung

Die chronische Pankreatitis stellt ein erhdhtes Risiko dar, es werden dhnliche genetische Altera-
tionen und die Konzentrationserhéhung einiger Chemokine wie beim Karzinom beobachtet (23],

Die Entzindung wirkt als Tumorpromotor.

1.2.2 Pathogenese

Malignome kénnen vom endokrinen (5% der Félle) oder vom exokrinen (95%) Pankreasgewebe
ausgehen. Meist handelt es sich um Karzinome, die zu tber 90% vom Epithel der Ausfihrungs-
gange ihren Ausgang nehmen und daher als duktales Pankreaskarzinom bezeichnet werden(?* %,
Differentialdiagnostisch kommen selten Adenome und Lymphome vor, peripapillér auch Karzi-
nome des Gallengangs.

Das exokrine Pankreaskarzinom ist in 2 von 3 Féllen im Caput pancreaticus lokalisiert und im-
poniert makroskopisch derb-weif3dlich mit zentralen Nekrosen. Die Tumorrander sind aufgrund
perifokaler Bindegewebsproliferation und tumorbedingter Vernarbungsprozesse unscharf. Steno-
sen infolge des verdrangenden Wachstums bedingen einen Sekretstau und sekundére Pankreati-
tis. Es wachst infiltrativ in den Retroperitonealraum, per continuitatem ins Duodenum und in die
Leber. Die Tumorzellen infiltrieren die Nervenscheiden des Plexus coeliacus und verbreiten sich
perivaskuldr; sie ummauern die Splanchnikusgeféfde sowie Aorta, Venae cava et portae. lhre
M etastasierungfreudigkeit sowie die lymphogene Ausbreitung mit Befall coeliacaler, paraaorta-
ler und Leberhilusymphknoten sind unabhangig von der Primartumorgrofée. Hamatogen filiari-
siert das Pankreaskarzinom Uber die Leber gelegentlich auch in Lunge, Gehirn und Knochen [26]
Topographisch unterscheidet man das Papillenkarzinom, das auch klinisch abgegrenzt werden
muf3, weil die frihere Symptomatik zu einer besseren Prognose fihrt.

Das Pankreaskarzinom ist eine genetische Erkrankung bel der mehrere Mutationen in einer Zelle
vorliegen miissen. Obligatorisch ist die Uberexpression von Rezeptor-Liganden-Systemen, On-
kogenaktivierung und Verlust der Tumorsuppressorgene’®”. Hier spielt das K-ras Onkogen die
wichtigste Rolle, esist in 90% der Falle mutiert und zwar bereits in der Friihphase % 2.

Das Tumorsuppressorgen p53 ist in 40 % der Félle mutiert. Die Signaltransduktionskette aus p16
und dem Cyclin D/ CDK(Cyclin-abhangige Kinase)-4-Komplex ist in fast 90% der Félle beein-
tré&chtigt und gilt als conditio sine qua non'®. Der Transkriptionsfaktor NF- kB ist von zentraler
Bedeutung bei der Apoptoseresistenz.

APC und DPC4 sind haufig inaktiviert. Die Uberexpression von Cyclin D1 korreliert mit einer
schlechten Prognose %%, Die Mutationen von K-ras, p16, DPC4 und FHIT gilt als , molekularer
Fingerabdruck” des duktalen im Unterschied zum nonduktalen Pankreaskarzinom (301,



1. Einleitung

Die Zellpraliferation, -invasion, die Metastasierung und die Angiogenese werden durch Sekreti-
on von Wachstumsfaktoren beeinflufdt, die parakrin und autokrin als Stimulantien oder as Inhi-

bitoren fungieren. Tabelle 1 (Seite 4) zeigt einigein der Literatur beschriebene Faktoren.

Faktor | Wirkung
Epidermal Growth Factor (EGF) Proliferation [31]
Fibroblast Growth Factor (FGF) Angiogenese, Prognoseindex [32, 33]
Transforming Growth Factor-a (TGF-a) Prognoseindikator[18], VEGF-Expression[34]
Vascular Endothelial Growth Factor wichtigster angiogener Faktor, mitogene Wirkung [35,
(VEGF) 36, 37]

mitogen, Stimulierung von Stromagewebsbildung
Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)  durch Chemoattraktation: Fibroblasten Endothelzellen
u.a.; Prognoseindikator [38, 39]

Nerve Growth Factor (NGF) assoziiert mit perineuraler Invasion

Insulin-like Growth Factor (IGF) VEGF-Expression [40]

MMP-2; MMP-9 Abbau der Extrazelluldren Matrix u.a.
Endothelin-1 Proliferation, Apoptoseinhibition, Angiogenese [41]
Angiogenin Angiogenese, Prognoseindex [42]

Tabelle 1: Wirkung ver schiedener Wachstumsfaktoren beim Pankr easkar zinom 2 4.

1.2.3 Kilinik

Die klinische Symptomatik ist unspezifisch und mit Oberbauchschmerzen, Appetit- und Ge-
wichtsverlust differentialdiagnostisch nicht leicht von der chronischen Pankreatitis zu unter-
scheiden, zumal die tumorbegleitende Entzindung zur Lipaseerhthung fuhren kann. Die
Schmerzen mit Ausstrahlung in den Rucken kénnen insbesondere nachts zunehmen; sie sind oft
aleiniges Symptom bel Corpus/Cauda-Lokalisation. Oft tritt ein schmerzloser Ikterus wegen
bilidrer Obstruktion bei Pankreaskopflokalisation auf. Bei etwa jedem dritten Patienten wird das
Courvoisier-Zeichen beobachtet. Weiterhin erscheinen Miidigkeit, Ubelkeit und Erbrechen sowie
eine B-Symptomatik. Bel Tumoren im Processus uncinatus ist die Symptomatik insgesamt wei-
ter verzogert, oft tritt hier initial ein Aszites oder eine Peritonitis carcinomatosa auf, die sich
dann mit dem Bild Obstipation und Subileus préasentieren kann.

In % der Félle sind psychische Veranderungen mit Depression und Personlichkeitsveranderung
beschrieben, die as Folge von Anorexie und Hormonveranderungen zu betrachten sind; sie er-
scheinen signifikant haufiger als bel anderen Tumorentitéten. Im fortgeschrittenen Stadium ma-
nifestiert sich eine pathologische Glukoseintoleranz als Diabetes mellitus bei 80% der Patienten.
Esist aber unklar, ob Diabetes mellitus eine paraneoplastische Folge oder eine Prédisposition fur

das Pankreaskarzinom darstellt. M 6glicherweise treffen beide Thesen zu [,



1. Einleitung

Eine Assoziation von thrombembolischen Ereignissen mit malignen Erkrankungen ist schon
jahrhundertelang bekannt und wurde 1865 von ARMAND TROUSSEAU beschrieben. Neuerdings
sieht man einen Zusammenhang der Gerinnungsaktivierung mit Tumorwachstum und Angioge-
nese. Pankreaskarzinomzellen aktivieren Thrombozyten und exprimieren die koagulogenen Fak-
toren Thrombin und Tissue factor!*. Bei vielen Patienten kommt es zu tiefer Venenthrombose,
Lungenembolie, disseminierter intravasaler Gerinnung, Pfortaderthrombose und auch arteriellen
Thrombembolien. Durch eine Uberexpression von Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-Typ-1 (PAI-
1) und die Cyclooxygenase-2 (COX-2) kénnte es tUber die intensivierte Ausbildung von Fibrin-

netzen zu einer erleichterten Tumordisseminierung kommen (48],

1.2.4 Diagnostik

Mit den heute verfligbaren Diagnosemethoden lassen sich Frihstadien des Pankreaskarzinoms
nicht erkennen. Bei Diagnosestellung befinden sich nur 15-20% der Patienten im UICC Stadium
| 7 der Tumor im Pankreaskopfbereich ist meist 2-3 cm, bei Corpus/Cauda-Lokalisation 5 cm
groR 124,

Die Standardmethoden umfassen die Sonographie, Computertomographie (CT) und die Magnet-
resonanztomographie (MRT) inklusive Magnetresonanz-Cholangio-Pankreatikographie (MRCP)
sowie die MR-Angiographie. Die letzten drei Methoden werden als neues Verfahren kombiniert
in einer Untersuchung als sogenannte ,, One-stop-shopping“-MRT durchgefiihrt. Als invasives
Verfahren ermoglicht die Endosonographie (EUS) die Option einer Feinnadelbiopsie zur histo-
logischen Sicherung, sie ist jedoch aufgrund der Aussagekraft der neuen CT- und MRT-
Verfahren nicht mehr obligat.

Die etablierte endoskopisch-retrograde Cholangio-Pankreatikographie (ERCP) stellt nach wie
vor ein hochsensitives Verfahren dar und identifiziert tber 90% der duktalen Karzinome. Die
definitive Diagnose wird anhand histozytologischer Untersuchung einer Biopsie gestellt. Die
Sengitivitét liegt hier zwischen 53% und 92%. Fir die Gewebsasservierung ist die Indikation zur
radikalen Entfernung einer suspekten Lasion im Pankreas grof3ziigig zu stellen. Die Positronen-
Emissions-Tomographie (PET) kann zur Differenzierung der chronischen Pankreatitis, sowie zur
Suche nach Metastasen bzw. Rezidiven eingesetzt werden.

Laborchemisch fallen gegebenenfalls unspezifisch erhdhte Cholestaseparameter auf: Alkalische
Phosphatase, g Glutamyltransferase (gGT) und Bilirubin. Lipase und Amylase sind in bis zu
20% erhoht. Eine Reihe von Tumormarkern sind beschrieben: Karzinoembryonales Antigen
(CEA), Humanes Choriongonadotropin (HCG) und das a-Fetoprotein (AFP). Nur das CA 19-9
spielt eine diagnostische Rolle. Die Sensivitét ist nur jenseits des Schwellenwertes von 100 U/ml



1. Einleitung

hinreichend fir eine Diagnosestellung. Werte tber 500 U/ml sind quasi beweisend fur ein Pan-

kreaskarzinom #8491,

1.25 Therapie

Die derzeitigen Therapieresultate sind erntichternd. Die operative Resektion ist die einzige The-
rapieoption mit kurativer Intention. Bei Diagnosestellung sind jedoch nur 10-15% der Karzino-
me resezierbar, in den anderen Falen ist Wachstum und Metastasierung bereits zu weit fortge-
schritten.

Die Anatomie und die charakteristischen Wachstumseigenschaften des Pankreaskarzinoms mit
der typischen perineuralen Invasion erschweren die Operation. Die hohe Morbiditat und Mortali-
tét in der Pankreaschirurgie konnte in den letzten 20 Jahren deutlich gesenkt werden; die Morta-
litét liegt in spezialisierten Zentren unter 5% . StandardmaRig wird beim Pankreaskopfkarzi-
nom die klassische Kausch-Whipple-Operation durchgefihrt, alternativ kann eine Pylorus-
erhaltende Operation (Traverso-Longmire) erfolgen, die bei kirzerer Operationsdauer ein poten-
tiell schonenderes Vorgehen darstellt. Hinsichtlich Morbiditdt und Mortalitdt unterscheiden sich
beide Verfahren aber nicht [%. Bei Caudalokalisation bietet sich die Pankreaslinksresektion mit
Splenektomie an. Die totale Pankrektomie wird bei Tumordissemination bzw. Multilokalitét
durchgefiihrt, oder falls keine Pankreasanastomose mdglich ist. Adjuvante Chemotherapie ver-
langert die mittlere Uberlebenszeit lediglich von 14 auf 19,7 Monate Y. Neoadjuvant kann mit
kombinierter Radio-Chemo-Therapie mit 5-Fluorouracil bei bis zu 19% eine sekundére Operabi-
litét erreicht werden 12,

Bel irresektablen Pankreaskarzinomen ist die palliative systemische Chemotherapie mit dem
1996 eingefuhrten Gemcitabin (2'-Deoxy-2’,2 Difluorocytidin-Monohydrochlorid) etablierter
Standard zur Verbesserung der Lebensqualitét ohne Verlangerung der Uberlebenszeit (3 pallia
tiv ist die Gallengangsdrainage von erstrangiger Bedeutung, chirurgisch kann bei entsprechender
Stenosesymptomatik eine biliodigestive Anastomose oder eine Gastro-Enterostomie erforderlich
werden. Eine Thromboseprophylaxe mit niedermolekularem Heparin erscheint sinnvoll. Die An-
sprechrate auf Chemotherapie oder Radiatio ist grundsétzlich schlecht; die hohe Widerstandsfa
higkeit gegen konventionelle Therapien wird hauptséchlich durch Apoptose-Resistenz verursacht
[53].

Ermutigende neue Therapieansétze werden mit der Kombination von Gemcitabin und Antagoni-
sten der in Tabelle 1 (Seite 4) aufgefuhrten Faktoren unternommen. Geringfligig verlangerte

Uberlebenszeiten konnten erreicht werden mit Bevacizumab (Anti-VEGF-Rezeptor-A-
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Antikorper) und Cetuximab (Antagonist des EGF-Rezeptors) mit einer 1-Jahres-Uberlebensrate
von 29% resp. 32% 154,

1.2.6 Prognose

Das duktale Pankreaskarzinom ist in den allermeisten Félen eine infauste Diagnose mit einer
Prognose von nur wenigen Monaten. Bei operativ behandelten Patienten ist die Ry-Resektion der
entscheidende Prognosefaktor, der Chirurg ist ein weiterer. FUr die postoperative Mortalitdt be-
richten spezidisierte Zentren in Heidelberg und Hamburg Zahlen zwischen 2,8-3,8%'%. Bei tiber
der Hélfte der Ro-resezierten Patienten liegt eine Lymphangiosis carcinomatosa oder eine Ner-
veninfiltration der extrapankreatischen Plexus vor. Bel Resektion im Gesunden und adjuvanter
Therapie kann heute an spezialisierten Zentren eine 5-Jahrestiberlebensrate von 30% bis 40%
erreicht werden'>>® | die mittlere Uberlebenszeit liegt bei 9-18 Monaten. Bei palliativer Therapie
mit Gemcitabin betragt die mittlere Uberlebenszeit 3-6 Monate vs. 1-2 Monate bei unbehandel-
ten Patienten'™".

Weniger als 10% der operierten Patienten leben 5 oder mehr Jahre rezidivfrei®®™. Bisher wurde
somit eine Verbesserung der kurzfristigen Uberlebensrate erreicht, nicht aber der Iangerfristigen.
Die systemische Tumortherapie ist bedeutend fir die Prognose; von potentiell kurativ resezierten
Patienten stirbt die Gberwiegende Mehrheit an den Folgen der Metastasierung, nicht am Lokalre-

Zzidivi®,
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1.3 Angiogenese

Der Begriff der Angiogenese als Aussprossung neuer Gefal3e aus bereits bestehenden wird unter-
schieden von der Vaskulogenese, mit der die embryonale Gefal3entwicklung aus mesodermalen
Vorlauferzellen gemeint ist °”. Die physiologische Bildung neuer Gefalie ist essentiell, um den
Versorgungsbedarf des Gewebes zu gewdhrleisten und wird erstens via Angiogenesefaktoren
durch den Sauerstoffpartialdruck der metabolischen Situation entsprechend und zweitens durch
hémodynamische Faktoren wie der Wandschubspannung reguliert[58]. Postnatal kommt es in
physiologischen (Wachstum, Wundheilung, Training, hormoneller Zyklus) und pathophysiologi-
schen (Arthritis, Psoriasis, diabetische Retinopathie, Krebs) Situationen zur Angiogenese. ES
sind mehr als 20 Aktivatoren und Inhibitoren dieses Prozesses beschrieben; aus der Interaktion
ihrer Spleil3varianten mit verschiedenen Rezeptortypen resultiert eine uniberschaubare Komple-
xizitdt. Als prominente Mediatoren sind hier der Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF)® und sein angiostatischer Gegenspieler Thrombospondin zu nennen.

Unter Hypoxie kommt es initial durch Stickstoffmonoxid (NO) zur Vasodilatation. Auch andere
Mediatoren werden freigesetzt und initialisieren eine Signalkaskade. Die Schltssalrolle spielt
VEGF, indem er zunéchst zur erhdhten Permeabilitét der Gefaldwande fir proteolytische Enzyme
fuhrt. Matrixmetalloproteinasen degradieren die Basalmembran und die extrazelluldre Matrix;
Plasmaproteine bilden nach Extravasation eine provisorische Matrix aus. Endothelzellen, stimu-
liert durch VEGF, kénnen einwandern und proliferieren. Die Gefél3e spriefden aus in Richtung

des Stimulug®. VEGF stimuliert die Angiogenese streng dosisabhangigf®.

1.3.1 Tumorangiogenese

Je grof3er ein Tumor wird, desto mehr hangt er von einer suffizienten Geféal3neubildung ab. Der
Proliferationsindex von Tumorzellen sinkt mit steigender Entfernung von der Kapillare. Der Dif-
fusionskoeffizient von Sauerstoff betragt im Gewebe bis zu 200 um, daher ist der Tumordurch-

(62 63,6465 N ach einer initial etwa

messer ohne Induktion von Angiogenese auf 0,5 mm limitier
linearen GrofRenprogredienz eines Tumors bis zur kritischen Masse wird ein pravaskulérer sta-
tiondrer Zustand (steady state) mit ausgeglichenen Proliferations- und Apoptoseraten erreicht.
Erst durch die spontane Aktivierung der Angiogenese schreitet das Tumorwachstum in einem
Stadium exponentiellen Wachstums weiter fort®. Dieser sog. Angiogenetic Switch wird durch
Onkogene und Tumorsuppressorgene vermittelt. Die Angiogenese ist somit ein springender
Punkt der Tumorentwicklung[eﬂ und darlber hinaus auch fur die Metastasierung von Bedeu-

tung!®.
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Die Tumorangiogenese unterscheidet sich von der physiologischen Angiogenese; es kommt
nicht nur zur Aussprossung neuer Gefdl3e aus préexistierenden, sondern auch zur vollstandigen
Neubildung von Gefélien (Vaskulogenese), sowie zu Pseudogefélien (nicht von Endothel ausge-
kleidet)!®. Die aberierende GefaRarchitektur mit irregulérer Konfiguration und gestorter Zell-
Interaktion fuhrt zu oszillierendem Blutflul3, erhthter Permeabilitdt und verzogerter Geféldrel-
fung mit kapillarer Dysfunktion. Resultat ist eine chaotische Geféaldstruktur, beschrieben als
,wounds that never hea“!™®. Ursache dieser Differenzen ist wahrscheinlich die unnatiirliche
Disproportion der wirkenden Faktoren®® ™.

Die angiogenen Faktoren werden vom Tumorgewebe sezerniert, ihre Produktion kann aber auch
im umliegenden Gewebe induziert werden. Moglicherweise trifft die Vorstellung zu, dal3 das
physiologische Gleichgewicht aus angiogenen und anti-angiogenen Faktoren vom Tumor lokal
zu Gunsten der Angiogenese verschoben wird, wahrend peripher und systemisch die Anti-
Angiogenese Uberwiegt. Durch diese Fokussierung auf das Tumorgebiet verbessert der Tumor
seine eigene Perfusion. Diese These wird durch Beobachtungen gestiitzt, dal3 nach Entfernung
des Primartumors oft ein sprunghafter Anstieg der Metastasierung gesehen wird, entsprechend

der peripher wegfallenden Angiogeneseinhibierungt™ 3.

1.3.2 Antiangiogenese

Beachtenswert sind die diametralen Seiten der Anti-Angiogenese: Fir viele haufige Krankheits-
bilder konnte die Induktion der Gefél3neubildung therapeutisch bedeutend sein: nicht nur bel
alen Erscheinungsformen der arteriellen Verschlufkrankheit sondern auch bei Frakturheilung,
neurodegenerativen Prozessen oder Haarverlust. Andererseits ist Gefal3neubildung in vielen an-
deren Féllen Teil des Problems. Retinale Geféal3neubildungen sind die haufigste Ursache der Er-
blindung in westlichen Landern, Fettgewebe bei Adipositasist auf die Proliferation des Kapillar-
netzes angewiesen. Auch bei Arteriosklerose oder der Endometriose spielen Gefal3aussprossun-
gen eine Rolle. 1971 schlug J. FOLKMAN die Angiogeneseinhibierung als Therapiestrategie bei
Krebs vorl™. Durch eine antiangiogene Therapie kann das Tumorwachstum experimentell in
vielen Fallen erheblich verzogert werden, als supportive Therapie in Kombination mit Cytostati-
ka konnten Tumore zerstort, oder zumindest die Prognose deutlich verbessert werden.

2004 wurde die erste erfolgreiche Phase-111-Studie mit einem antiangiogenen Arzneimittel abge-
schlossen: Bevacizumab ist ein monoklonaler anti-VEGF-Antikorper und erreicht in Kombinati-
on mit 5-FU eine statistisch signifikante und klinisch bedeutsame Verbesserung der Behandlung

des Kolonkarzinoms ™,
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1.3.3 Tumorangiogenese beim Pankreaskarzinom

Auch beim Pankreaskarzinom ist die Angiogenese ein entscheidendes Kriterium fir Entwicklung
und Wachstum. Pankreaskarzinomzellen exprimieren eine Anzahl von angiogenen Fakto-
rent**3® deren Plasmakonzentrationen zumindest teilweise mit der Prognose korrelieren (vgl.
Tab. 1, Seite 4). VEGF und PDGF werden nach IKepa et a 1* in 67% resp. 70% der Tumorzel-
len exprimiert und korrelieren mit einer hohen Mikrogefaﬁdichte[Sg]. Einige Pankreaskarzinom-
zellen exprimieren aullerdem die ansonsten fur Endothelzellen typischen VEGF-Rezeptoren.
Dies wird als Hinweis fiir einen autokrinen Loop gesehen'”® " und macht eine multifaktorielle

[78] be-

Funktion des VEGF beim Pankreaskarzinom wahrscheinlich!®. KArAYIANNAKIS et al.
schreiben eine Assoziation zwischen VEGF-Serumkonzentration, Tumorstadium, Lymphknoten-
status und Metastasierungsgrad. Der VEGF-Spiegel korreliert mit der Prognose des Pankreaskar-
zinoms und sinkt nach radikaler Resektion'™ 8. Die Balance zwischen angiogenen und inhibie-
renden Faktoren ist firr die Regulierung des Pankreaskarzinomwachstums bedeutend!®”.

Mit anti-VEGF-Antikdrpern und Inhibierung der Metalloproteinasen konnte beim Pankreaskar-
zinom eine deutliche Reduktion von Tumorvolumen, Metastasierung und Mikrogefaidichte im

Tierversuch erzielt werden®% &2,
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1.4 Endothelin
1.4.1 Die Entdeckung und Beschreibung von Endothelin

In den 1980er Jahren setzte sich die Erkenntnis durch, dal3 Endothel zellen nicht nur die Diffusi-
onsbarriere der Gefal3e darstellen, sondern eine aktive Rolle bei |ebenswichtigen Prozessen wie
der Kreislaufregulation, der Immunreaktion und der Hamostase spielen. Die Entdeckung des
Prostazyklins (MONCADA et al. 1976[83]) und spéter dann die Identifikation des von FURCHGOTT
et al. 1980% beschriebenen Endothelium-derived relaxi ng factor (EDRF) a's Stickstoffmonoxid
1989 durch PALMER et a. sind bekannte Meilensteine in dieser Entwicklung.

Als Gegenspieler wurde 1985 von HickEy et al. [® ein Endothelium-derived constriction factor
postuliert, der fir die Kontraktilitétsregulation der Glatten Gefaldmuskulatur bedeutend sein
konnte. 1988 isolierten YANAGISAWA et al.[®¥ ein Peptid aus Kulturiiberstéanden von Endothel-
zellen der Schweineaorta, nachdem sie einen vasokonstriktorischen Effekt aus Extrakten beo-
bachtet hatten. Dieses aus 21 Aminosauren bestehende Molekul wurde Endothelin (ET bzw. ET-
1) genannt und gewann das Interesse internationaler Forschung. Innerhalb eines Jahres wurden
zwei weitere Isoformen entdeckt und als Endothelin-2 (ET-2) und Endothelin-3 (ET-3) bezeich-
net. Endothelin wird nicht nur von Endothelzellen, sondern in vielen verschiedenen Geweben
produziert und ist ein polyfunktionelles Zytokin, das bei zahlreichen physiologischen und patho-
lophysiologischen Mechanismen involviert ist. Esist zehnfach potenter als Angiotensin 1117 und

der zweitstarkste bekannte V asokonstriktor nach Urotensin-111¢,

1.4.2 Biochemie der Endotheline

Die Isoformen der Endotheline werden von drei eigenen Genen kodiert®™ und sind strukturell
und pharmakologisch verschiedene Peptide aus einer Sequenz von 21 Aminosduren mit einem
C-terminalem Tryptophanrest (Abbildung 1, Seite 11) und einer charakteristische Haarnadel-
form, die u.a. durch zwei Disulfidbriicken entsteht. Diese Strukturmerkmale sind bedeutend fur
die biologische Aktivitat'®* %Y.

1] 2] 3| a]s]e| 7] 8] 9 |w|u]2]w|4a]s]w|]17]18]19]2]|a

ET-1 Cys Ser Cys Ser Ser Leu Met Asp Lys Glu Cys Val Tyr Phe Cys His Leu Asp lle lle Trp

ET-2 Trp Leu

ET-3 Thr Phe Thr Tyr Lys Tyr

Abbildung 1: Aminosaurensequenz der Endotheline. ET-2 unterscheidet sich in nur zwei, und ET-3in sechs
Aminosauren von der dargestellten ET-1-Sequenz. Die Cystine der Disulfidbriicken sind fett-kursiv darge-
stellt.
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Die Endotheline weisen eine hohe Strukturghnlichkeit zu Neurotoxinen (Bienengift Apamin, a-
Skorpiontoxin) und zu den Sarafotoxinen auf, die als Schlangengifte wegen ihrer letalen Wir-
kung durch Koronarkonstriktion gefiirchtet sind. Die Biosynthese von ET-1 erfolgt aus dem 212
Aminosauren-langen Vorlaufermolekil Prépro-ET-1. Durch proteolytische Spaltung entsteht
Big-ET-1 (38 AS), das dann durch Endothelin converting enzyme (ECE), einer membrangebun-
denen Metalloproteinase, in ET-1 gespalten und damit biologisch aktiviert wird (Abbildung 2,
Seite 12). Es sind mehrere Isoformen von ECE beschrieben. ET-2 und ET-3 werden analog syn-
thetisiert. Die ET-Synthese wird maf3geblich auf der Ebene der Genexpression reguliert und wird
dabei von vasokonstriktorischen Peptiden, inflammatorischen Cytokinen und physikalischen

Faktoren wie Hypoxie und Shearstress beeinflufit.

Papoer @i2ns) I N

l

sig £7-1.(38 15) T —

Endothelin Converting Enzyme ——» l

7121 45) I

Abbildung 2: Biosynthese des ET-1 beim Menschen. Das Vorlaufer peptid Pré-pro-ET-1 wird von basenspezi-
fischen Endopeptidasen in Pro-ET-1 und dann in Big-ET-1 gespalten. Das Endothelin Converting Enzyme
(ECE) spaltet diesesin reifes ET-11%,

ET-1 hat eine Molekilmasse von 2.492 Da und wird als einziges Endothelin in Endothelzellen
produziert, ferner in Zellen der glatten Gefal3muskulatur und zahlreichen anderen Geweben, un-
ter anderem in Neuronen und Astrocyten, im Endometrium, in Hepatocyten und im Mesangium
der Nieren. Durch Stimuli wie Hypoxamie, Ischdmie und Scherstress wird die ET-Transkription,
Proteinsynthese und Sekretion innerhalb von Minuten angeregt; an der Gefal3muskul atur wirkt es
vasokonstriktiv. Die Plasmahalbwertszeit betrégt 4-7 Minuten, die Clearance erfolgt hauptséch-
lich in der Lunge. Die Plasmakonzentration liegt im Bereich von ca. 1 pmol/l, das sind zwel
Zehnerpotenzen unterhalb des pharmakologisch wirksamen Bereichs — Endotheline sind also
offenbar keine zirkulierenden Hormone. Man postuliert eher eine para- und autokrine, als eine
endokrine Wirkungsweise[%]. ET-1 wird von Endothelzellen vor allem nach ablumina sezer-

niert!®. Die Plasmakonzentration von ET-1 korreliert alerdings mit der Schwere verschiedener
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Erkrankungen, insbesondere bei Herzinsuffizienz und wird daher als ein Prognosefaktor gese-
hen'®.

ET-2 wird vornehmlich in Niere und Darm gebildet, in geringerem Male im Myokard, in Pla-
zenta und Uterus. Der Bildungsort von ET-3 ist unbekannt, hohe Konzentrationen finden sich u.
a. im Gehirn und im Gastrointestinaltrakt. Die Funktionen von ET-2 und ET-3 sind noch unklar

und scheinen untergeordnet zu sein.

143 Rezeptoren

Fur die drei beschriebenen Endotheline sind bisher zwel Rezeptorsubtypen bekannt, beide sind
G-Protein gekoppelt aus der Familie der Rhodopsin-&hnlichen Rezeptoren. Der Endothelin-A-
Rezeptor (ETa) zeigt eine erhohte Affinitét fur ET-1 und ET-2 und findet sich in Myokard und
glatter GefaRmuskulatur, nicht auf Endothelzellen. Uber Aktivierung der Phospholipase C steigt
die intrazellulare Konzentration von Inositol-1,4,5-triphosphat (1P3) und 1,2-Diacylglycerol
(DAG). Von IP; ist Uber eine Konzentrationssteigerung intrazelluldren Calciums ein Antagonis-
mus zu NO bekannt: es kommt zur Vasokonstriktion. DAG stimuliert zusammen mit Calcium
die Proteinkinase C. Die Aktivitét der Proteinkinase C sowie der Protein-Tyrosinkinase modu-
liert tiber eine Transkriptionsregulation den mitogenen Effekt des ET-11% %,

Der Endothelin-B-Rezeptor (ETg) mit Affinitét fur alle drei 1soformen des Endothelin ist zusétz-
lich zu einer ET a-analogen Wirkung mit inhibitorischen G-Proteinen gekoppelt und supprimiert
die cCAMP-Synthese sowie die Aktivierung des Na"\H*-Antiporters. Fiir ET-3 wird eine vasodila-
tierende Wirkung beschrieben. Prinzipiell hat ETg physiologisch die grofere Bedeutung und
dominiert bel quasi ubiquitarem Vorkommen. ET, ist dagegen deutlich haufiger bel malignen
Zellen (Primértumor und Metastasen) exprimiert; hier wird sogar eine Suppression von ETg be-

schriebent®.

1.4.4 Rezeptorantagonisten

Inzwischen wurde eine ganze Palette von Antagonisten der ET-Rezeptoren entwickelt, sie sind
entweder selektiv fir den A- oder B-Typ oder gemischt aktiv (Tabelle 2, Seite 14). Aufgrund des
komplexen ET-Systems mit tellweise antagonistischen Effekten und der parakrinen Wirkungs-
weise kann ET zur gleichen Zeit in unterschiedlichen Korperregionen verschiedene Wirkungen
hervorrufen. Die Therapie mit einem systemisch wirkenden Antagonisten ist daher potentiell
schwierig.

Klinisch werden ET-Antagonisten gegen Hypertension, Herzversagen und Nierenerkrankungen

eingesetzt. Der gemischte Antagonist Bosentan ist zugelassen zur Therapie der pulmonalen arte-
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riellen Hypertension. Bereits in Phase | und |1 eingesetzte ET o-Antagonisten sind p.o. applizier-

bar und haben eine gute therapeutische Breite.

ETa-Antagonist | ETg-Antagonist ETa.g-Antagonist
ABT-627 (Atrasentan) BQ-788 TAK-044
BMS-182874 IRL 1038 50-235
BQ-123 RES-701-1 LU302872
BQ-485 PD 142893
EMD-94246 Ro 46-2005
FR139317 Ro 47-0203 (Bosentan)
L U135252 SB 217242
L U302146
PD156707
ZD4054

Tabelle 2: Antagonisten der ET-Rezeptoren in klinischer For-
schung und Therapie®!. Fettgedruckte Substanzen sind im Gegen-
satz zu den anderen keine Peptide und daher peroral applizierbar.
Bosentan (Tracleer®) ist bereits zur Behandlung der pulmonalen
Hypertonie zugelassen; fur Atrasentan und ZD4054 laufen Phase |
und I11-Studien.

1.4.5 Die Endothelin-Achse und ihre Wirkungen

Fir den Komplex der Endotheline, der ET-Rezeptoren und der Signalwege wurde der Begriff der
Endothelin-Achse gepragt. ET-1 ist ein hochpotenter Vasokonstriktor und gilt als Feinregulator
fur den Geféldtonus. Als Wirkungen werden zudem eine Sympathikusaktivierung und eine Myo-
kardhypertrophie angegeben. ET-1 steigert das kardiale Output durch eine positive chronotrope
und inotrope Wirkung; die Vasokontriktion an den Koronargefalden limitiert diesen Effekt aber
in hohen Dosen und es kommt zu Ischémie und Arrhythmien. Die 1-Jahres-Mortalitat bei Myo-
kardinfarkt korreliert mit der ET-1-Konzentration im Plasma, gemessen drel Tage nach dem Er-
eignid®. An der Niere reduziert ET-1 die Salzexkretion, die glomeruldre Filtrationsrate und
verengt sowohl das Vas afferens als auch das Vas efferens. Durch die Salz- und Wasserretention
und eine Interaktion mit dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (Anstieg von Aldosteron,
ADH, ACTH, Caortisol, Renin, Catecholamine) kommt es durch ET-1 zu einer Zunahme des in-
travasalen VVolumens.

In knock-out Tierstudien wurde erkannt, dal3 die Endotheline fur die normale embryonae Ent-
wicklung essentiell sind. Ein Defekt der ET-1-ETa-Achse fuhrt zu craniofacialen Malformatio-

nen, die ET-3—ETg-Achse ist relevant fir die physiologische Bildung des enterischen Nervensy-
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stems. Bel transgenen Tieren wurden Fehlbildungen beobachtet, die dem velocardiofacialen Syn-
drom (CATCH22) bzw. dem M. Hirschsprung gleichen®”,

Neben zahlreichen physiologischen Funktionen wurden auf3erdem Wirkungen von Endothelin
auf die Gewebsdifferenzierung und Proliferation beobachtet. Desweiteren konnte fir das Endo-
thelinsystem eine angiogene Wirkung nachgewiesen werden. Ahnlich wie VEGF — und mit die-
sem Faktor additiv — stimuliert ET-1 die Gefél3neubildung. Fir mehrere Neoplasien wurde eine
Steigerung der Tumorangiogenese beschrieben. Die ET-Achse ist offenbar durch verschiedene
Mechanismen an der Tumorprogression beteiligt. Eine Aktivierung des ETa durch ET-1 fuhrt zu
gesteigertem Tumorwachstum und beschleunigter Progression. Eine Inhibierung des ET A konnte
daher bei der Krebstherapie Erfolg haben. Dies wird bisher in der Literatur fir das Ovarialkarzi-
nom®® %1% " qas Prostatakarzinom!® ° 23 und das K aposi-Sarkom!*®¥ sowie fiir Knochenme-
tastasen belegt!*™.

1994 beschrieben Oikawa et a.[*Y die Produktion von ET-1 durch humane Pankreaskarzinom-
zellen. Die Rolle des ET-1 bei der Tumorprogression sowie der Tumorangiogenese ist fUr das

Pankreaskarzinom bisher noch nicht untersucht worden.
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2 Fragestellung

Das polyfunktionelle Zytokin Endothelin-1 (ET-1) beeinfluf3 die Tumorgenese und Tumorpro-
gression durch verschiedene Mechanismen einschliefdlich der Tumorangiogenese. Eine Rolle der
sog. ET-Achse wird in der Literatur flr mehrere solide Tumore, teilweise als dosis- und zeitab-
hangig beschrieben. Hieraus wird eine potentiell neue Therapiestrategie abgel eitet.

OikawA et al.[*Y haben 1994 die Produktion von ET-1 in 11 von 12 untersuchten Zelllinien hu-
maner Pankreaskarzinome beschrieben. Welche Rolle ET-1 beim Pankreaskarzinom spielt und
auf welchen Mechanismen die Modulation dabei beruht, wurde bisher noch nicht untersucht.

Das Ziel dieses Projektes ist es, die Bedeutung von ET-1 und seinem Rezeptor-Mechanismus
beim humanen Pankreaskarzinom zu evaluieren. Dazu wird der Effekt von ET-1 einerseits auf
die Tumorzellproliferation und andererseits auf die Tumorangiogenese sowohl in vitro als auch

in vivo qualitativ und quantitativ untersucht. Konkret stellen sich dabel folgende Fragen:

1. Welcher Rezeptormechanismus ist fur die Wirkung von ET-1 beim humanen Pankreas-
karzinom entscheidend?

2. Hat das Endothelin-System beim Pankreaskarzinom eine relevante Bedeutung? Durch e -
ne selektive Blockade der Endothelin-Achse soll in vitro und in vivo untersucht werden,
ob eine Hemmung der Tumorproliferation sowie der Angiogenese erreicht werden kann
und so die Aussicht einer neuen Therapiestrategie getestet werden.

3. Kann die hypothetische Rolle von ET-1 beim Pankreaskarzinom durch eine zusétzliche
Stimulierung mittels exogener Applikation untermauert werden? Fir die Analyse der ET-
Achse beim Pankreaskarzinom soll die Wirkung von exogen appliziertem ET-1 auf die
Proliferation sowie auf die VEGF-Sekretion als Parameter der Tumorangiogenese zeit-

und dosisabhangig untersucht werden.
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3 Materialien
3.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden soweit nicht anders angegeben von den Firmen Sigma
(Munchen) und Merck (Darmstadt) in analytischer Qualitét bezogen.

3.1.1 Endothelinrezeptorantagonisten

Zur Inhibierung der Endothelin-Achse wurden zwei verschiedene Endothelinrezeptorantagoni-

sten wurden verwendet, beide mit einer Selektivitét fur den A-Typ:

BQ485 (Hexahydro-1H-azepinylcarbonyl-Leu-D-Trp-D-Trp-OH, Na) von Calbiochem (Merck
KGaA, Darmstadt) mit einer 1Cso von 3,4 nM. BQ485 inhibiert die Endothelin-1-induzierte Pro-
duktion von cAMP und | P 1105 1081

L U302146 (3,3-Diaryl-Propionséure) von Knoll AG (ehemas BASF Gruppe, Ludwigshafen) ist
ebenfalls ein selektiver Antagonist des Endothelin-A-Rezeptors mit 78-facher Selektivitéat.

O
\ / ,COOH
c—cC c—c
\ W
CHj- c—c C—N
/ C/C\ /C\R
CcC—C C CH3 N
/7 7\ \ / \
\ / \ /
c—cC CH3 C—cC
Abbildung 3: Molekularstruktur von Abbildung 4: Molekularstruktur von BQ485.
L U302146!%, R =L-Leu-D-Trp-D-Trp-ONa.

Beide Rezeptorantagonisten wurden in 0,9% NaCl (pH 7,5) gelost und auf Konzentrationen von
10 bis 10°® mol/I verdunnt.

3.1.2 Endothdin-1

Endothelin-1 wurde von BioTrend (K6In) bezogen und mit PBS (pH 7,5) auf Konzentrationen
von 10 bis 10°® mol/I verduinnt.
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3. Materiaien

3.2 Gerate

Brutschrank: Funktion Line; Heraeus Instruments, Hanau

Zentrifuge: Megafuge 1.0; Heraeus Sepatech, Hanau

Lamina-Air flow-Bench: Hera Safe; Heraeus, Hanau

Wasserbad: JB5; Grant Instruments (Cambridge) Ltd., Shepreth, Cambridgeshire, UK
Vortexer: Vortexgenie 2; Scientific Industries Inc, BohemiaNY, USA
Tischzentrifuge: Centrifuge 5415 D, Eppendorf AG, Hamburg

Khlzentrifuge: Biofuge primo R; Heraeus, Hanau

Heizbldcke: Thermomixer 5436 und ThermoStat Plus; beide Eppendorf, Hamburg
Photometer: BioPhotometer; Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfen: 1,5; 10; 100; 1000 ul; Eppendorf, Hamburg

Waage: BP 310S; Sartorius, Gottingen

ELISA-Reader: EL808; Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA
Neubauer Z&hlkammer N-Improved, Fein-Optik, Bad Blankenburg, Deutschland
pH-Meter: CG840; Schott, Mainz

Magnetrthrer: MR 3001; Heidolph, Kelheim

96-Well Mikrotest Zellkultur-Platten Falcon; Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Pipettenspitzen; Eppendorf, Hamburg

Sterican Kanulen 20 G Luer Lock Gr. 1, B. Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland
Zellkulturflasche 250 ml Primaria Falcon, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

3.3 Zédllinien und Zellkulturbedingungen

Die Laborarbeiten an Zellkulturen erfolgten in einer Reinraumwerkbank unter sterilen Bedin-
gungen. Alle Zellen wurden im Begasungsbrutschrank Funktion Line (Heraeus Instruments, Ha-
nau) bel 37°C und angefeuchteter Luft mit 5% CO, inkubiert.

Allen Medien wurde 10% hitzeinaktiviertes fetales Rinderserum (FBS, Grand Island, New Y ork,
USA) zugegeben, aulerdem Penicillin G (100 U/ml), Streptomycin (100 pg/ml) und 0,1%
Amphotericin B (Fungizone, Gibco). Der Mediumwechsel erfolgte zweimal pro Woche. Die
Zellpassage erfolgte seriell nach Losung mit 0,1% Trypsin.

Alle Zdllinien wurden von American Type Culture Collection (Rockville, USA) bezogen.
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3. Materiaien

MiaPaCa-2 sind ET a-positive undiffer enzierte humane Pankreaskar zinomzellen.

Die Zelllinie MiaPaCa-2 wurde 1975 von A. Yunis et. a.'%! aus Tumorgewebe eines 65-
jahrigen Mannes etabliert. Sie hat eine Verdopplungszeit von 40 Stunden und eine colony-
forming-efficiency von ca. 19% in weichem Agar. [*®

Anzucht: Dulbecco’ s modified Eagle’s medium (DMEN; Gibco, Grand Island, New Y ork, USA)
mit 4 mM L-Glutamin mit 1,5 g/l NaBicarbonat und 4,5 g/l 87,5% Glucose. Fetales Rinderserum
10%, Pferdeserum 2,5%.

HPAF-2 ist eine ebenfalls ETa-positive humane Pankreaskar zinomzelllinie vom duktalen
Typ und mittelgradig differenziert.

Sie wurde aus Aszites eines 44 Jahre alten méannlichen Patienten gewonnen, bel dem das primére
Karzinom in Leber und Zwerchfell metastasiert hatte und Lymphknoten befallen waren.

HPAF-2 ist eine Spontanvariante einer statischen HPAF-1-Zellkultur mit unlimitierter Replikati-
onsfahigkeit. Die Zellen exprimieren Muc 1 und Muc 4 — Muzingene und sezernieren hohe Ra-
ten an Muc 1 Muzin. Sie sind pleomorph und unterliegen maoglicherwei se spontanen Differenzie-
rungen in der Zellkultur. Die Zellen bilden in athymischen Mausen mittelgradig differenzierte
Adenokarzinome. 1'%

Anzucht: Minimal essential Medium (Eagle) mit 2 mM L-Glutamin und Earle’s BSS mit NaBi-
carbonat 1,5 g/l. 0,1 mM nichtessentielle Aminosauren, 1,0 mM NaPyruvat 90%, fetales Rinder-
serum 10%.

ASPC-1 sind schlecht differenziert und positiv fur den ET a.

Die Zélllinie stammt von Xenografts in Nacktmausen, die durch Zellen aus Aszitespunktat von
Patienten mit Pankreaskarzinom induziert wurden. [*% 114,

Kultiviert in RPMI-1640 Medium (Gibco, Grand Island, New Y ork, USA).
PANC-1 sind schlecht differenzierte Karzinomzellen, die ET o-negativ sind.
Sie weisen eine Verdopplungszeit von 52 Stunden auf. [**2

Anzucht: Dulbecco’'s modified Eagle’s medium (DMEN; Gibco, Grand Island, New York,

USA).

3.4 Software

Microsoft Office Word 2003, Microsoft Office Excel 2003, Microsoft Corp. (USA),
Adobe Photoshop CS, Adobe Systems Inc. (USA),

WebL ab ViewerPro 3.12, Molecular Simulations Inc. (USA),

LightCycler Data Analysis Vers. 3.5.28, Roche Diagnostics (Mannheim),

RelQuant Vers. 1.01, Roche Diagnostics (Mannheim).
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4 Methoden

4.1 Zellzihlung

Zur orientierenden Untersuchung iiber die Wirkung von Endothelin-1 bzw. der Endothelin-
Achse und einer eventuellen Dosisabhingigkeit auf das Proliferationsverhalten von Pankreaskar-
zinomzellen wurde die Zellzdhlung durchgefiihrt.

Zellen der in 3.3 genannten Pankreaskarzinomzelllinien MiaPaCa-2, AsPC-1 und Panc-1 wurden
kultiviert. In 6er-Makrotiterplatten wurden dann 100.000 Zellen pro Kammer pipettiert und diese
in einem ersten Versuchsansatz mit dem selektiven ETs-Rezeptorantagonisten LU302146 in den
Konzentrationen 1; 10; 100; 1000 nmol/l sowie in einem weiteren Experiment mit Endothelin-1
in den Konzentrationen 1; 10 und 100 pmol/l inkubiert.

Die Inkubation erfolgte jeweils iiber ein Zeitintervall von 72 h; als Referenz diente eine unbe-
handelte Zellkultur, die in beiden Versuchen bei gleichen Bedingungen inkubiert wurde. Der
Antagonismus mit LU302146 wurde zunéchst unter normoxischen Bedingungen (angefeuchtete
Luft bei 37°C mit 5% CO;) durchgefiihrt, anschlieBend unter Hypoxie (0% O,, 95% N,, 5%
CO,) wiederholt.

Nach der jeweiligen Inkubation wurden die Zellen mit Trypsin von der Oberfldche gelst und in
dquivalenten Volumina PBS suspendiert. Nach Homogenisierung des Zellsuspensates wurde die
Zellanzahl unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors mit der Neubauer Zihlkammer be-

stimmt.

4.2 MTT-Assay

Der nicht-radioaktive, kolorimetrische MTT-Assay ist ein gut anwendbares Verfahren zur Uber-
priifung der Viabilitdt, Proliferation und Aktivitdt von Zellen in Zellkulturen und wurde 1983
von MosMANN""" beschrieben. Die Methode beruht auf der Fahigkeit mitochondrialer Dehy-
drogenasen die Tetrazoliumringe des hellgelben MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyl Tetrazoliumbromid, C3sH;¢NsSBr) zu spalten. Dabei werden violette wasserunlosliche
Formazankristalle gebildet, die nicht durch die Zellmembran permeieren konnen und intrazellu-
lar akkumulieren. Erst durch ein Detergens werden die Zellen lysiert und das solubilisierte For-
mazan kann photometrisch quantifiziert werden. Da die enzymatische Reduktion des MTT nur in
metabolisch aktiven Zellen stattfinden kann, ist die Menge der gebildeten Kristalle direkt propor-

tional zur Anzahl lebender Zellen.
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Untersucht wurden die in 3.3 genannten Pankreaskarzinomzelllinien MiaPaCa-2, HPAF-2 und
AsPC-1. Sie wurden mit und ohne Endothelin-1 sowie mit den Endothelinrezeptor-A-
Antagonisten (ET,) LU-302146 und BQ485 (je 1 uM) fiir 1; 3; 6; 12; 24; 48 und 72 Stunden
inkubiert.

Es wurde der Cell Proliferation Kit I (MTT) von Roche Diagnostics (Mannheim) verwendet. Fiir
die Zellkulturen wurden 96er Mikrotiterplatten benutzt, deren Kammern mit 100 ul Medium
gefiillt waren. Pro Kammer wurden 10 pl der auf 37°C aufgewdrmten MTT-Losung gegeben.
AnschlieBend wurde fiir vier Stunden bei 37°C und 5,0% CO, inkubiert, wobei sich in den Zel-
len die Formazankristalle bilden.

Zur Lyse der Zellen und Solubilisierung der Kristalle wurden 100 ul SDS-Losung dazugegeben.
Nach Inkubation iiber Nacht bei 37°C und 5,0% CO; wurde dann die Absorption mit dem Spek-
trophotometer EL808 von Bio-Tek Instruments, Inc. (Winooski, VT, USA) bei 550 nm gemes-

sen.

MTT-Reagenz 1x SDS-Lésung
MTT 5 g/l in 5 ml PBS 100 g/l SDS in 0,01 M HCI
Sterilfiltriert bei 4°C im Dun- Aufbewahrung bei Raumtem-
keln bis zu 4 Wochen haltbar. peratur

4.3 BrdU-Assay

Mit BrdU (5-Bromo-2’-deoxyuridin) gelingt die Quantifizierung der Zellproliferationsrate iiber
die Bestimmung der DNA-Replikation indem ein markiertes Nukleotid in die Nukleinsdurese-
quenz eingebaut wird. Der Assay ist eine nicht-radioaktive Alternative des [3H]—Thymidin—
Assays und verwendet BrdU als Analogon zu Thymin[m]. Bei der DNA-Synthese wird zu Be-
ginn der S-Phase BrdU anstatt Thymin in die Sequenz eingebaut und kann dann immunoche-
misch dargestellt werden. Dafiir miissen die Zellen fixiert, die Zellmembran aufgelost und die
DNA denaturiert werden. Zur Detektion wird ein hochspezifischer anti-BrdU-Antikorper einge-
setzt, der mit einem Sekundérantikorper sichtbar gemacht wird. Die Quantifizierung der Zellpro-
liferationsrate erfolgt durch photometrische Extinktionsmessung.

Verwendet wurde der BrdU Cell Proliferation Assay X1327 von Exalpha Biological, Inc. (Wa-
tertown, MA, USA), dessen Anleitung als Vorlage fiir die Durchfiihrung diente:

Es wurden die in 3.3 beschriebenen Pankreaskarzinomzelllinien MiaPaCa-2, HPAF-2 und AsPC-
1 24 Stunden mit und ohne Endothelin-1 sowie den ETs-Rezeptorantagonisten LLU-302146 und
BQ485 (je 1uM) auf einer 96er-Mikrotiterplatte inkubiert. Pro Kammer wurden dabei 6000 Zel-
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len eingesetzt. 4 Stunden nach Inkubationsstart wurde 8 ul BrdU pro 4 ml Kulturmedium hinzu-
gegeben und somit 20 Stunden inkubiert, in denen BrdU anstelle von Thymidin bei der Replika-
tion in die DNA eingebaut wurde. Zur Fixierung der Zellen und DNA-Denaturierung wurden
200 pl Fixans appliziert und bei Raumtemperatur fiir 30 min inkubiert. Die Losung wurde abge-
saugt und die Platte getrocknet. Vor und nach Zugabe des monoklonalen anti-BrdU-Detektions-
Antikorpers wurde dreimal mit Waschlosung gespiilt. Mit dem Primérantikorper wurde 1 Stunde,
mit dem sekundédren Meerrettich-Peroxidase anti-Maus-IgG 30 min bei Raumtemperatur inku-
biert. Nach wiederholtem Waschvorgang wurde pro Well 100 ul Peroxidase hinzugegeben und
30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. SchlieBlich wurde die mitgelieferte Stop-
Losung hinzugegeben. Sofort anschlieBend erfolgte die photometrische Extinktionsmessung im

Spektrophotometer EL808 von Bio-Tek Instruments, Inc. (Winooski, VT, USA) bei 450 nm.

4.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein wesentliches Verfahren sowohl in der medizinischen
Grundlagenforschung als auch in der klinischen Diagnostik, da mit dieser Methode kleinste
Mengen an DNA in vitro innerhalb kiirzester Zeit millionenfach kopiert werden kdnnen. Nach-
dem zunichst nur die Klonierung von Genen in lebenden Organismen moglich war, revolutio-
nierte die von Kary B. MuLLis' ! 1984 entwickelte PCR die molekularbiologischen Laborver-
fahren.

Das Prinzip der PCR beruht auf der Temperaturstabilitit bestimmter DNA-kopierender Enzyme:
die Tag-DNA-Polymerase wurde aus dem hitzestabilen Bakterium Thermus aquaticus isoliert
und hat sein Aktivititsmaximum bei 74°C. Nach Adhision einer spezifischen Oligonukleotidse-
quenz (Primer) an einen DNA-Einzelstrang synthetisiert die DNA-Polymerase den Komplemen-
tirstrang mit Desoxyribonukleinosid-5’-triphosphaten (dNTPs).

Bei der PCR werden drei Phasen periodisch wiederholt: (I — Denaturierung) Im ersten Schritt
wird die DNA-Probe (Template) zur linearen Auftrennung der Doppelstringe auf 94°C erhitzt;
(2 — Annealing) nach Abkiihlung auf 55°C lagern sich die Primer an die komplementidre DNA
an. (3 - Elongation) Bei 72°C verldngert die DNA-Polymerase durch Einbau der dNTPs die Pri-
mer bis zum 5’0OH-Ende des DNA-Strangs, so daf} schlieBlich eine exakte Kopie des Original-
stranges existiert.

Mit jedem weiteren Zyklus wird die DNA-Menge verdoppelt, so da3 nach n Zyklen theoretisch
2"! Kopien vorhanden sind. In praxi liegt der durchschnittliche Kopierfaktor bei ca. 1,6 pro Zy-

klus, ist auf Grund multipler Faktoren aber sehr variabel.
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Das Verfahren der PCR, urspriinglich zur Vervielfiltigung von Sequenzabschnitten benutzt,
kann durch Anwendung spezieller Fluoreszenstechnik bei Echtzeitmessung (real time) auch zur
Quantifizierung der initial eingesetzten Probenmenge eingesetzt, und damit fiir Expressionsana-
lysen verwendet werden.

In dieser Arbeit sollte das Expressionsverhalten des VEGF-Gens auf der Basis der Boten-RNA
(mRNA) in humanen Pankreaskarzinomzellen quantifiziert werden. Nach Transkribierung der
mRNA in komplementire DNA (cDNA) kann erstere mit der PCR zum Zeitpunkt der RNA-
Isolierung indirekt ermittelt werden. Zu untersuchen waren die in 3.3 beschriebenen Pan-
kreaskarzinomzelllinien MiaPaCa-2, HPAF-2 und AsPC-1, die iiber 24 Stunden mit entweder
Endothelin-1 (ET-1), LU-302146 oder BQ485 inkubiert wurden (je 1 umol/l). Zusitzlich wurde
bei jeder Zelllinie eine Kontrolle untersucht, der unter gleichen Bedingungen keine Substanzen

appliziert wurden.

4.4.1 Isolierung der Ribonukleinsduren (RNA)

Zur Isolierung der gesamten RNA aus den Zellen wurde TRIzol (Invitrogen Corp., Carlsbad,
CA, USA) verwendet, das eine Modifizierung der Methode von CHOMCZYNSKI und Saccur!®
mit einer monophasischen Losung aus Phenol und Guanidinisothiocyanat darstellt.

Die Zellen wurden in den Zellkulturflaschen fiir ein bis fiinf Minuten mit Trypsin (1 ml / Fla-
sche) bei 37°C inkubiert. Nach Waschen mit kaltem PBS konnten die Zellen dann abgeschabt
und in ein 10 ml-Falcon-Rohrchen transferiert werden. Durch Zentrifugation bei 1.000 RPM
iber fiinf Minuten konnte das so gewonnene Zellpellet dann in ein neues Eppendorf-Rohrchen
mit 1 ml PBS und 1 ml TRIzol gegeben und homogenisiert werden. Zur vollstindigen Dissozia-
tion der Nukleoproteinkomplexe wurde fiinf Minuten inkubiert und dann mit 0,2 ml Chloroform
geschiittelt und drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugation (15 min bei
12.000 RPM und 4°C) lassen sich drei Phasen abgrenzen, deren oberste wiBrig-farblos ist und
die RNA enthilt; in der mittleren ist die DNA, in der untersten die Proteinfraktion enthalten.

Zur Fillung der RNA wurde die RNA-Fraktion in einem neuen Eppendorf-Rohrchen mit 0,5 ml
Isopropanol prizipiert, geschiittelt und zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zen-
trifugation von 10 Minuten bei 12.000 RPM und 4°C war ein weilles RNA-Pellet erkennbar, das
in 75% Ethanol gewaschen und dann 10 min bei Raumtemperatur luftgetrocknet wurde. An-
schlieend wurde 1 pul RNAsin (Promega GmbH, Mannheim) und 1 pul RNAse-freie DNAse |
(Sigma, Miinchen) zugegeben, um einerseits die Destruktion der isolierten RNA durch Ribo-

nukleasen zu verhindern und zweitens unerwiinschte DNA zu entfernen. SchlieBlich wurde die
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RNA dann je nach PelletgroBe in 30-50 ul DMPC-Wasser resuspendiert und fiir 5 min auf 70°C
erhitzt. Die Proben wurden bei -80°C gelagert.

Zum Schutz vor RNAsen wurden stets unbenutzte Einmalinstrumente oder autoklaviertes Mate-
rial verwendet. Die Préparation erfolgte mit Handschuhen unter sterilen Bedingungen, die Ar-
beitsflichen wurden zuvor mit RNAse AWAY (Molecular BioProducts, Inc., San Diego, CA,
USA) gereinigt.

4.4.2  Konzentrationsbestimmung der Ribonukleinsduren (RNA)

Fiir die photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA wurde 1 pl Probe in 99 ul DMPC-
Wasser suspendiert und die Extinktion bei 260 nm gemessen (BioPhotometer, Eppendorf, Ham-

burg). Nur Werte zwischen 0,1 und 1 wurden zur Berechnung der Konzentration herangezogen.

4.4.3 Gelelektrophorese

Fiir die gelelektrophoretische Auftrennung der RNA wurde ein denaturierendes 1,4%iges For-
mamidgel angefertigt. Es wurden 5 ug RNA eingesetzt und mit DMPC-Wasser auf ein Gesamt-
volumen von 20 pl aufgefiillt, dann 6 ul Sample-Buffer zugefiigt und Smin bei 65°C inkubiert.
Danach wurden in jede Probe 4 ul Loading-Buffer und 0,4 ul Etidiumbromid gegeben.

Es wurde eine Spannung von 80 V iiber 60 min angelegt, anschlieBend wurde die RNA mit UV-

Licht sichtbar gemacht und photographiert.

Formamidgel

far 50 ml
Agarose 0,79
DMPC-H,O 41 ml
10x MOPS 5,2 ml
Formaldehyd 8,2 ml

10x Loading Buffer

flir 20 ml; 50% Gilycerol (v/v), 0,4% Bromo-
phenol Blue (w/v)

Glycerol 87% 1459
1,6% Bromophenol Blau 5,0 ml
DEPC- H,O ad 20ml

Lagerung bei 4°C
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Sample Buffer
far 15 ml; 1,3x MOPS, 7,4% Formaldehyd,
67% Formamid

10x MOPS 2,0 ml
37% Formaldehyd 3,0 ml
Formamid 10,0 ml

4.4.4  Prinzip und Durchfiihrung der Reversen Transkription

Bei der PCR wird als Ausgangsmaterial DNA und nicht RNA verwendet. Daher muf} die isolier-
te RNA mit Hilfe der Reversen Transkriptase (Moloney Murine Leukemia Virus RT) in cDNA
umgeschrieben werden. Alle Zusitze wurden von der Firma Promega (Madison, WI, USA) be-
zogen, soweit nicht anders angegeben.

Es wurden jeweils 2 pug der isolierten RNA eingesetzt und nach Zugabe von 1 pl oligo-dT-
Primer und Desoxyribonukleinosid-5’-triphosphat (1 pul 10nM dNTPs; Sigma, Miinchen) mit
DMPC-Wasser auf 18 ul Gesamtvolumen aufgefiillt. Nach Inkubation tiber 5 min bei 65°C wur-
den die Ansitze auf Eis gestellt und je 5 pul 5x ReactionBuffer und 1 ul RNAsin zugefiigt, dann
fiir 2 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde 1 ul Reverse Transkiptase zugegeben und 1 Stunde
bei 37°C inkubiert. SchlieBlich wurde die Reverse Transkriptase bei 70°C iiber 15 min inakti-
viert. Die cDNA-Proben wurden bei -20°C gelagert.

4.4.5 Reverse-Transkriptase-PCR zur Evaluierung des Expressionsverhaltens
von ET-1 und seinen Rezeptoren

Zum qualitativen Nachweise von ET-1 sowie ET4 und ETg in den zu untersuchenden humanen
Pankreaskarzinomzellen wurde initial eine RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction) durchgefiihrt.

Die gesamte zelluldre RNA wurde aus den in 3.3 beschriebenen Zelllinien MiaPaCa-2, AsPC-1
und Panc-1 isoliert. Die Isolierung der zelluldiren RNA nach der TRIzol-Methode und die Gene-
rierung der komplementiren DNA (cDNA) erfolgte nach dem oben ausfiihrlich dargestellten
Prozedere. Tabelle 3 (Seite 26) zeigt die Sequenzen der verwendeten Primer; sie wurden von
TIB MOLBIOL Syntheselabor (Berlin) bezogen. B-Aktin diente als Positivkontrolle.

Die PCR-Produkte sowie ein Marker (1 kb DNA) wurden dann in einem 1% Agarose Gel elek-
trophoretisch aufgetrennt (80V iiber 60 min). Mittels UV-Licht wurde die cDNA dargestellt und
photographiert.
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Primer Sequenz (5' — 3')

ET-1 Sense TGC TCC TGC TCG TCC CTG ATG GAT AAA GAG
ET-1 Antisense GGT CAC ATAACG CTC TCT GGA GGG CTT

ET, Sense CACTGG TTG GATGTG TAATC

ETa Antisense  GGA GAT CAA TGA CCA CAT AG

ETg Sense TGAACACGG TTG TGT CCT GC

ETg Antisense  ACT GAA TAG CCACCAATCTT

Tabelle 3: Sequenzen der Primer fiir ET-1, ET, und ETj, die in der RT-PCR verwendet wurden.

4.4.6 Das Prinzip der Real-time PCR

Bei der Amplifikation der Nukleinsduren handelt es sich prinzipiell um eine exponentielle Funk-
tion und daher kann die initial eingesetzte Templatemenge mathematisch berechnet werden. Al-
lerdings folgt die DNA-Vermehrung sowohl in der Start- als auch in der Endphase nicht einer
exponentiellen, sondern einer linearen Funktion. Folglich muf3 die exponentielle Phase der Am-
plifikation ausgemacht werden. Dies gelingt durch eine Registrierung der Produktakkumulation
in Echtzeit, real time: Der exponentielle Graph der Produktakkumulation stellt sich bei logarith-
mischer Skalierung linear dar.

Bei dieser Messung der Produktzunahme stellt sich wiederum das Problem der spezifischen De-
tektion. Dieses wird durch das als FRET abgekiirzte Prinzip gelost: fluorescence resonance
energy transfer (vgl. Abbildung 5, Seite 27). Es handelt sich um ein Sondensystem, bei dem
zwel Hybridisierungssonden mit einem Fluorochrom markiert sind und deren Bindungsorte auf
der Ziel-DNA nur wenige Nukleotide voneinander entfernt sind. Die Fluorochrome der Sonden
haben charakteristische, jeweils verschiedene Anregungs- und Emissionsspektren, allerdings
entspricht das Emissionsspektrum des ersten Fluorochroms (Donator) dem des Anregungsspek-
trums vom zweiten Fluorochrom (Akzeptor). Sind beide Fluorochrome in unmittelbarer Nihe
zueinander lokalisiert — wie das in hybridisierter Form der Fall ist — regt das vom Donator emit-
tierte Licht den Akzeptor zur Emission seines spezifischen Spektrums an, ohne dafl dieser primér

angeregt wurde.
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Abbildung 5: Anlagerung der Sonden an die Ziel-DNA. Nur in hybridisierter Form sind beide Fluorochrome
nah genug lokalisiert, so dafl der Akzeptor vom Donator angeregt wird.

Die Signalintensitit in toto korreliert dann mit der Quantitit an Ziel-DNA und wird beim Annea-

ling einmal pro Zyklus gemessen.

4.477 Das LightCycler-System

Die Real-time-PCR wurde mit dem LightCycler von Roche Diagnostics, Mannheim, durchge-
fiihrt. Das Gerit besteht aus einer oberen Einheit mit Heizspirale und einer unteren, welche die
thermostatierbare Reaktionskammer, das Fluorimeter und das Probenkarussell enthilt. Die Kon-
struktion (Widerstandsheizung und Ventilator) und das Material mit geringer Wirmekapazitit
ermoglichen relativ schnelle Aufheiz- und Abkiihlungsraten, so da die PCR in kurzer Zeit
durchgefiihrt werden kann.

Beim MeBvorgang werden die Fluorochrome durch eine Leuchtdiode angeregt und die optische
Emission via Filter-Spiegel-Kombination von drei Photohybriden mit Detektionskanédlen von
530 nm, 640 nm und 710 nm in ein elektrisches Signal umgewandelt, das dann gleich zum ange-
schlossenen PC iibermittelt wird. Der Ablauf der PCR kann als Fluoreszenzkurvenschar online
am PC beobachtet werden.

In einem Lauf konnen maximal 32 Proben 4 20 pul Volumen untersucht werden.

4.4.8 Durchfithrung der Real-time PCR

Bei der reversen Transkription wurde cDNA aus den RNA-Proben von insgesamt vier Zelllinien
gewonnen, die mit einer von drei Substanzen inkubiert oder nativ waren. Daraus ergaben sich 16
zu untersuchende cDNA-Proben, die jeweils in Doppelbestimmungen untersucht wurden.

Da insbesondere wegen der ungewissen Ausbeute der Reversen Transkription die quantitative
Korrelation zwischen RNA und cDNA vollig unklar ist und somit die Ermittlung der cDNA-

Konzentration keinen Riickschlu} auf die urspriingliche RNA-Konzentration und damit auf die
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Expression von VEGF-mRNA zulieBe, wurde als Abgleich das housekeeping gene B,-
Mikroglobulin (B2M) benutzt. 3,-Mikroglobulin ist ein ubiquitdres Molekiil, das als Teil des
Haupthistokompatibilitatskomplexes I (MHC-I) in der Membran aller menschlichen Zellen vor-
kommt. Fiir alle untersuchten Proben erfolgte parallel eine Real-time-PCR fiir VEGF und fiir [3,-
Mikroglobulin, jeweils in Doppelbestimmung. Die sich daraus ergebenden 64 Messungen wur-
den auf vier Liufe aufgeteilt, die jeweils unter gleichen Bedingungen stattfanden:

Es wurden von jeder Probe 2 ul cDNA eingesetzt. Als Referenzwert diente in allen MeBreihen
native cDNA aus HPAF-2-Zellen, zusitzlich wurde Aq. dest. als Negativkontrolle eingesetzt.
Zur Minimierung von Pipettierfehlern wurde ein Mastermix wie in Tabelle 4 (Seite 28) aufge-
fiihrt angesetzt, von dem 18 pl fiir jede Probe eingesetzt wurden. Als DNA-Polymerase wurde
HotStar Taq (Qiagen, Hilden) benutzt. Der LightCycler wurde fiir 45 Zyklen mit den in Tabelle
5 (Seite 29) gezeigten Parametern programmiert. Sowohl die Primer fir VEGF und [3-
Mikroglobulin als auch die Sonden wurden von TIB MOLBIOL Syntheselabor (Berlin) gefertigt;

ihre Sequenzen sind in den Tabellen 6 und 7 (Seite 29) aufgeschliisselt.

Volumen*

Komponente
P [4]

10x Hot Star Taq Puffer
MgCl,

dNTP’s 10mM

Primer Sense

Primer Antisense

Sonde FL

Sonde LC

Hot Star Tag Polymerase
DMPC-H,O

o
o laol=l=al=]=alr~lr o

©|o

Tabelle 4: Pipettierschema fiir den Mastermix (18 ul). Nach Zugabe von 2 ul cDNA
betrigt das Gesamtvolumen je Probe 20 ul. * Die Volumenangaben beziehen sich
auf eine Probe.
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Zieltemp TempDiff

Programm | Phase | [C] Dauer [s] [°C/s]
Aktivierung 1 95 900 20
2 94 15 20
Amplifikation 3 58 30 20
4 72 30 20
Kihlung 5 40 30 20

Tabelle 5: PCR-Programm. Die Phasen 2 bis 4 wurden in 45 Zyklen wiederholt.

H v v ags Annealing'

Primer Sequenz (5' — 3) | Position Temp. [C]
VEGF Sense TTGCCTTGCTGC TCTACCT 1073-1091 55,9
VEGF Antisense CTG CAT GGT GTAT GTT GGACT 1353-1334 55,6
B2M Sense CCA GCA GAG AAT GGA AAG TC 113-132 53,4
B2M Antisense GAT GCT GCT TAC ATG TCT CG 331-362 52,7

Tabelle 6: Sequenzen der verwendeten Primer fiir VEGF und B,-Mikroglobulin (B2M).

' ' - Annealing-

Sonde Sequenz (5' — 3) | Position Temp. [C]
VEGF FL GCA GTA GCT GCG CTG ATAGAC ATC C - FL 1194-1170 63,2
VEGF LC 640 - GAACTT CAC CACTTC GTGATGATTCTGCp 1167-1140 65,1
B2M 3FL TTC TTC AGT AAG TCA ACT TCAATG TCG GA X 198-170 61,0
B2M 5LC ATG AAA CCC AGA CAC ATA GCA ATT CAG p 166-140 60,3

Tabelle 7: Sequenzen der verwendeten Sonden fiir VEGF und B,-Mikroglobulin (B2M).
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4.4.9 Verfahren zur Auswertung und Interpretation der Ergebnisse

Der LightCycler tibermittelt wéhrend der Real-time PCR die MeBwerte online an einen eigenen
PC. Dort werden sie von spezieller Software (LightCycler Data Analysis Version 3.5.28 und
RelQuant Version 1.01) interpretiert:

Fiir die Analyse der Daten konnen nur MeBwerte aus der log-linear-Phase verwendet werden; bei
logarithmischer Skalierung stellt sich die Fluoreszenzkurve hier linear dar, die Amplifikation ist
in der exponentiellen Phase. Nur dann finden die PC-Reaktionen der verschiedenen Proben unter
vergleichbaren Bedingungen statt.

Diejenigen Zyklusnummern, bei der die Fluoreszenzwerte aller Proben gleich sind, sind als so-
genannte Crossing points (Cp) definiert. Um diese Cp quantitativ auszuwerten, muf} zuvor eine
Real-time PCR mit Standardkonzentrationen durchgefiihrt werden. Die Cps dieser Standardreihe
werden im Diagramm gegen den Logarithmus ihrer (bekannten) Konzentration aufgetragen. Die
VEGF-Quantifizierung mit dem LightCycler war im Labor bereits etabliert, so dal der Computer
schon entsprechend programmiert war. RelQuant errechnet schlieBlich aus den Cp der Proben
unter Zuhilfenahme der gespeicherten Standardkurve das Verhiltnis der cDNA gegeniiber der
Referenz, nativer HPAF-2-cDNA.

4.5 Western-Blot

Im Western-Blot sollte das von Pankreaskarzinomzellen in Zellkultur produzierte VEGF qualita-
tiv nachgewiesen werden. Die Methode griindet auf dem 1979 von TOWBIN et al. entwickelten
Verfahren''”). Nach elektrophoretischer Auftrennung wurden die zuvor aus Kulturen isolierten
Proteine auf eine Nitrocellulosemembran iibertragen. Anhand eines mitlaufenden Proteinstan-

dards konnte am Ende die VEGF-spezifische Bande identifiziert werden.

4.5.1 Zellkultur

Zu untersuchen waren auch hier die in 3.3 beschriebenen Pankreaskarzinomzelllinien MiaPaCa-
2, HPAF-2 und AsPC-1. Die Zellen wurden 24 Stunden entweder mit Endothelin-1 (ET-1), LU-
302146 oder BQ485 inkubiert, je 1 mmol/l. Zusitzlich wurde bei jeder Zelllinie eine Kontrolle

untersucht, der unter gleichen Bedingungen keine Substanzen appliziert wurden.
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4.5.2 Proteinisolierung

Zum Nachweis des Proteins VEGF wurde zuerst das Protein der Zellkulturen von allen anderen
Bestandteilen getrennt. Danach wurde das Zellkulturmedium aus den Kulturflaschen aspiriert
und die verbleibenden Zellen in 10 ml kaltem PBS durch Abschaben suspendiert. Im Rohrchen
wurde das Suspensat 5 min bei 1000 RPM zentrifugiert. Das Zellsediment wurde dann in 300 pl
Lysepuffer mit Proteasen gelost. Zur Optimierung der Zelllyse wurde die Losung mehrmals mit
einer Kaniile aspiriert und das Lysat danach 5 min ins Ultraschallbad gestellt. Nach 15 min Zen-
trifugation bei 10.000RPM und 4°C ist das gesamte EinweiB im Uberstand gelost. Dieser wurde
bei -20°C gelagert.

Lysepuffer Lysepuffer + Proteaseinhibitoren

far 1000 ml far 10 ml
Triton X-100 10 ml 0,5M EDTA pH 8,0 20 ul
Deoxycholsaure 59 Leupeptin 1 mg/ml 5ul
SDS 19 Pepstatin 1 mg/ml 10 ul
in 0,1M Phosphatpuffer pH 7,3 ad 1000 ml 0,1M Phenylmethylsulfonylfluorid 20 pl
sterilfiltriert. Lagerung bei 4°C. Lagerung bei 4°C.

4.5.3 Messung der Proteinkonzentration

Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die BCA-Methode gewihlt und der BCA
Assay-Kit QuantiPro von Sigma verwendet. Basis der Methode ist die Reduzierung von Cu®, das
mit Bicinchoninsidure (BCA) einen Farbkomplex bildet, dessen Extinktion bei 562 nm gemessen
werden kann (BioPhotometer Eppendorf). Hierbei wirken die Aminosduren Cystein, Tryptophan
und Tyrosin reduzierend.

Zur Erstellung einer Eichkurve wurde eine Proteinstandardreihe mit den Konzentrationen 50; 25;
12,5; 6,25; 3,125 pg/ml angefertigt. AnschlieBend wurde die Extinktion der Proben gemessen
und ihre Proteinkonzentration anhand der Eichkurve berechnet. Um dabei zuverldssige Messwer-
te zu erhalten, wurden die Proteinproben in verschiedenen Verdiinnungen von 1:25 bis 1:100

gemessen.

454 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Das Verfahren der Elektrophorese dient zur Auftrennung der Proteine entsprechend ihrem Mole-
kulargewicht unter denaturierenden Bedingungen[llg]. Dazu wurde eine vertikale Apperatur von

BioRad verwendet (mighty-small, 950 x 80 x 1 mm).
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Es wurden jeweils 20 pug Protein von jeder Probe eingesetzt; sie wurden mit 4x Limmli-Puffer 5
min bei 95°C aufgekocht und dann auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Als Referenz
wurde zusitzlich BioRad Precision Plus Protein (Dual Color Standards) aufgetragen.

Die Proben durchliefen dabei zunéchst ein Sammelgel, fiir das eine Acrylamidkonzentration von
3% gewihlt wurde, dann das eigentliche Trenngel mit einer Acyrlamidkonzentration von 12%,
welches 3% des Gesamtgels ausmacht. Durch Zugabe von Ammoniumpersulfat und Temed un-
mittelbar vor dem Giefen wurde der Polymerisation ausgelost. Bis zum Auspolymerisieren des
Trenngels wurde dieses mit 70% Ethanol beschichtet, danach das Sammelgel tiber dem Trenngel
gegossen. Die Gelkammer ist mit Laufpuffer (5x Elektrodenpuffer) gefiillt.

Anschlieend wurde eine elektrische Spannung von 80 V angelegt, bis die Proben das Sammel-
gel durchlaufen hatten, dann bei 120 V aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde in der Regel be-
endet, wenn der durch Bromphenolblau sichtbare Probenpuffer nach etwa 1 Stunde der Ende des

Gels erreicht hatte.

4.5.5 Transfer

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden dann im gleichen System von BioRad unter
Anlegung einer 100 V-Spannung iiber 60 min bei 4°C auf eine Nitrozellulosemembran iibertra-
gen. Der Blot-Sandwich wurde standardméBig in einer mit Transferpuffer gefiillten Schale zu-
sammengesetzt: Gitter, Schwamm, Whatman-Filterpapier, Nitrozellulosemembran, Gel mit Pro-
teinen, Whatman-Filterpapier, Schwamm, Gitter (in dieser Reihenfolge von der Anode zur Ka-
thode). So wurden die negativ geladenen Proteine in Richtung Anode auf die Membran transfe-
riert.

Nach dem Blotten wurde zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen die Membran iiber
Nacht im Kiihlschrank in Blocking-Medium inkubiert. Dann erfolget nach zweimaligem Wa-
schen iiber 10 min in TBS-Tween eine einstiindige Inkubation mit dem Primérantikorper, po-
lyklonales VEGF-IgG vom Kaninchen (Fa. Santa Cruz, USA), bei Raumtemperatur und unter
Schiitteln. AnschlieBend wurde nach wiederholtem Waschen mit TBS-Tween der Sekundiranti-
korper, ein mit Alkalischer Phosphatase konjugiertes anti-Kaninchen-IgG (Santa Cruz), hinzuge-
geben. Die Inkubation erfolgte mit einer Konzentration von 0,2 pl/ml bei Raumtemperatur und
Schiitteln. Danach wurde dreimal 10 min mit TBS gewaschen.

SchlieBlich erfolgte die Farbentwicklung mit BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-Phosphat) und
NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid; NBT/BCIP-Stammlosung, Fa. Roche, Penzberg): BCIP fun-
giert als Substrat der an den Sekundirantikorper gekoppelten Alkalischen Phosphatase. Durch
Dephosphorylisierung entsteht ein blauer Indigofarbstoff. Mit einer Redox-Reaktion verstirkt
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NBT den Farbeffekt. Bei Auftreten von Banden wurde die Membran herausgenommen, kurz mit

Wasser gespiilt und luftgetrocknet.

Trenngel, 12%
ddH:0 4,4 ml Transfer Puffer
1,5M Tris pH8.8 2,5ml fiir 1000 ml
40% Acrylamid 3ml Tris Base (Trizma) 39
10% SDS 50 ul Glycin 14,4 g
10% APS 50 pl Methanol 200 ml
Temed 15l ddH20 ad 1000 ml
Sammelgel, 3% 4x Laemmli Buffer (Sample-Buffer)
ddH,O 6,1 ml fir 8 ml
0,5M Tris pH8.8 2,5ml ddH20 3ml
40% Acrylamid 2,5ml 0,5M TRIS-HCI pH 6,8 1 ml
10% SDS 100 pl Glycerol 1,6 ml
10% APS 50 pl 10% SDS 1,6 ml
Temed 12 ul beta-Mercaptoethanol 0,4 ml
0,5% Bromphenolblau in Wasser 0,4 ml
5x Elektrodenpuffer (Running Buffer) - -
fiir 1000 ml Blocking-Medium
Tris Base (Trizma) 159 PBS 45 ml
Glycin 729 NSS 10% 5 ml
SDS (Lauryl Sulfat) 59 Tween 0,5% 0,250 ml
ddH20 ad 1000 ml TopBlock 0,1% 0,059
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4.6 ELISA

Mit dem Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) konnen Proteine nach dem Prinzip der
Antigen-Antikorper-Bindung quantitativ determiniert werden. Das zu bestimmende Protein wird
von einem spezifisch bindenden Antikorper gebunden, der auf einer Oberfliche fixiert ist. Ein
sekunddrer Antikorper mit Spezifitit fiir das Targetprotein ist mit einem Enzym gekoppelt, das
eine Farbreaktion katalysiert. Durch Zugabe eines geeigneten Substrates wird eine Farbreaktion
in Gang gesetzt. Nach Inhibition der enzymatischen Reaktion wird dann die Farbintensitit kolo-
rimetrisch quantifiziert. Die Farbentwicklung verhilt sich proportional zum gebundenen Protein
und kann anhand einer Standardreihe mit definierten Konzentrationen die spezielle Proteinkon-
zentration der Proben exakt errechnet werden.

Fiir simtliche ELISAs wurden kommerzielle Systeme im Mikrotiterplattenformat verwendet, die
bereits mit dem Primédrantikdrper beschichtet waren. Die photometrische Extinktionsmessung
erfolgte mit dem ELISA-Reader EL808 von Bio-Tek Instruments, Inc. (Winooski, VT, USA)
und der Software KC4 Kineticalc.

4.6.1 VEGF-ELISA

Beim VEGF-ELISA wurde die zeitabhingige VEGF-Sekretion von Pankreaskarzinomzellen ins
Zellkulturmedium gemessen. Die in 3.3 genannten Pankreaskarzinomzelllinien MiaPaCa-2,
HPAF-2 und AsPC-1 wurden entweder mit oder ohne Endothelin-1 (1uM) fiir 1, 3, 6, 12, 24, 48,
und 72 Stunden inkubiert, so daB3 42 verschiedene Proben zu untersuchen waren. Auch dieser
ELISA wurde zweifach und jeweils in Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Dabei wurde das
ELISA-Set Quantikine Human VEGF Immunoassay von R&D Systems Inc., (Minneapolis, MN,
USA) verwendet.

Fiir die Standardreihe wurde ein VEGF¢s-Standard (Sf21-exprimiertes, rekombinantes humanes
VEGF¢s5; 2000 pg/ml) auf die Konzentrationen 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,2; und 15,6 pg/ml
verdiinnt. Nach Spiilen der Kammern mit je 50 pl Assay-Losung wurde die Mikrotiterplatte mit
der Standardreihe und den 42 Proben beladen. Es wurden 200 pl pro Well eingesetzt und dann
fiir zwei Stunden mit monoklonalem anti-VEGF-Antikorper von der Maus bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach anschlieBender Aspiration erfolgte eine dreifache Waschprozedur mit Waschlo-
sung. Dann wurden 200 pl Sekundirantikorper gekoppelt mit Meerrettich-Peroxidase in jede
Kammer pipetiert und weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und wie-
derum dreimal gewaschen. Zum Anhalten der enzymatischen Substratumsetzung wurde 50 ul

2N-Schwefellosung als Stoplosung gegeben. Schlielich wurde die Extinktion bei 450 nm ge-
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messen und der MeBBwert des Nullwertes von allen anderen MeBwerten subtrahiert um dann die

VEGF-Konzentration der Proben zu errechnen

4.6.2 Endothelin-1-ELISA

Im Endothelin-1-ELISA wurde die Konzentration von Endothelin-1 in Zelliiberstdnden von Pan-
kreaskarzinomzellen in Abhéngigkeit von der Zeit untersucht. Es wurden die in 3.3 beschriebe-
nen Pankreaskarzinomzelllinien MiaPaCa-2, HPAF-2 und AsPC-1 verwendet. Die Zellen wur-
den 6, 24 oder 72 Stunden mit und ohne Endothelinrezeptorantagonisten inkubiert. Als Antago-
nisten des Endothelinrezeptors A wurden LU-302146 und BQ485 jeweils in 1pM-Konzentration
verwendet. Auf diese Weise ergaben sich 27 verschiedene Proben.

Es wurde der human Endothelin-1 Enzyme Immunometric Assay Kit TiterZyme EIA der Firma
Assay Design, Inc. (Ann Arbor, MI, USA) verwendet, der einen gegen humanes Endothelin-1
gerichteten Primérantikdrper vom Kaninchen verwendet.

Zur Erstellung der obligaten Standardreihe wurde mit Hilfe von humanem Endothelin-1-
Standard acht Konzentrationen mit 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 und 0,78 pg/ml erstellt.
Nach zweifachem Spiilen der Kammern mit einer phosphatgepufferten Salzlosung wurde die
Platte mit einem Nullwert, der Standardreihe und den 27 Proben beladen. AnschlieBend erfolgte
eine Inkubation bei 37°C iiber 60 Minuten. Dann wurden die Kammern siebenmal gewaschen
und mit gelabeltem Sekundérantikdrper (Antikdrper vom Kaninchen gekoppelt mit Meerrettich-
Peroxidase, 100 pl / Well) 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Zur Entfernung ungebundener Anti-
gen-Antikorper-Komplexe wurde neunfach mit einer phosphatgepufferten Salzlésung gewa-
schen, die Substratlosung hinzugefiigt und bei Raumtemperatur 30 Minuten im Dunkeln inku-
biert. Durch Zugabe von 100 pl IN-Schwefellosung wurde die Reaktion angehalten und die
Farbintensitdt bei 450 nm gemessen. Der MeBwert vom Leerwert wurde von allen anderen
MeBwerten subtrahiert. Anhand der Standardkurve konnte aus den Extinktionswerten dann die

Endothelin-1-Konzentration errechnet werden.
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4.7 Tierstudien

4.7.1  Orthotope Implantationstechnik

Vier Wochen alte Nacktmiuse (Crl:NU/NU-nuBR) mit einem initialen Gewicht von 20-22 g
wurden von der Firma Charles River Laboratories (Wilmington, MA, USA) bezogen und in Mi-
kroisolierkéfigen bei einem Tag-Nachtzyklus von jeweils 12-Stunden untergebracht. Alle Mate-
rialien, sowie Futter und Wasser wurden autoklaviert.

Die Technik der orthotopen Implantation von Pankreastumoren wurde von Hotz et al'''®! be-
schrieben und etabliert. Es wurden 5 x 10° Zellen der jeweiligen Pankreaskarzinomzelllinie s.c.
in die Flanke der Spendertiere injiziert. Nach 4 Wochen erreichten die subkutanen Tumore eine
Grofle von 1 cm Maximaldurchmesser und die Spendertiere wurden dann durch eine letale Dosis
Pentobarbital (50 mg i.p.) getotet. Die Donortumore wurden mit dem Skalpell (Nr. 11) in Frag-
mente mit einem Volumen von 1 mm?3 zerkleinert. Wegen zentraler Nekrosen wurden anschlie-
Bend nur periphere, vitale Fragmente transplantiert.

Fiir die orthotope Implantation wurde das Abdomen der Empfingertiere durch mediane Inzison
erdffnet und Pankreas mit Milz vorsichtig exponiert. Mit einer Mikroschere (RS-5610 VAN-
NAS; Roboz, Rockville, MD, USA) wurden zwei Implantationstaschen ins Parenchym pripa-
riert. In diese Taschen erfolgte dann die Implantation eines Tumorfragmentes, so daf} es allseits
von Pankreasgewebe umgeben war. Es erfolgte keine Fixierung mittels Naht oder Fibrinkleber.
Nach regelrechter Reposition von Pankreas und Milz in das Abdomen wurde dieses in zwei-
schichtiger Naht mit 5-0 resorbierbarem Material (DEXON ,,S*, Davis&Geck, Manati, Puerto
Rico) geschlossen. Die Operation fand unter aseptischen Bedingungen bei lamindrem Luftstrom
statt. Die Narkose wurde mit Pentobarbital (Nembutal; Abbott Laboratories, North Chicago, IL,
USA; 40 mg/kg KG) durchgefiihrt.

4.7.2  In-vivo Therapie mit LU-302146

Es wurden die humanen Pankreaskarzinomzelllinien MiaPaCa-2 und AsPC-1 (beide ETa-
positiv) sowie Panc-1 (ETa-negativ) untersucht. Pro Pankreaskarzinomzelllinie wurden acht
Nacktméause plus acht Tiere fiir eine Kontrollgruppe randomisiert. Die Applikation von LU-
302146 erfolgte ab drei Tagen nach Tumorimplantation per Schlundsonde mit einer tiglichen
Dosis von 30 mg/kg KG iiber 14 Wochen bzw. bis zum Tod der Tiere. Die Kontrollgruppe er-
hielt die Trigersubstanz, 0,9% NaCl. Nach tédglicher klinischer Beobachtung und Wiegung wur-
den die Tiere nach 14 Wochen durch letale Dosis von Na-Pentobarbital (0,5 mg/g KG) getotet.
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4.7.3  Evaluierung der Therapieresultate

Bei der Obduktion wurden die maximalen Lingsdurchmesser der priméren orthotopen Tumore
in den drei Raumdimensionen gemessen und das Volumen nach folgender Formel berechnet:
Volumen = Linge x Hohe x Tiefe / 2.

Samtlichen Tumorfunde wurden asserviert, in Paraformaldehyd fixiert und in Paraffin gebettet.
Schnitte von 5 pm wurden mit Himatoxylin und Eosin fiir die mikroskopische Untersuchung
gefarbt.

Lokale Infiltration trat in folgenden Organen auf: Milz, Magen, Leber(hilus), Nieren(hilus), Re-
troperitoneum, Zwerchfell, Mesenterium, Darmschlingen und Bauchwand. Alle weiter festge-
stellten Tumore ohne Beziehung zum Primarius wurden als Fernmetastasen gezihlt. Untersucht
wurden Leber, Nieren, Milz, Lunge, Zwerchfell, Mesenterium, Retroperitoneum, Mediastinum
sowie die Operationswunde.

Die Tumor-Disseminierung wurde mit einem Score quantifiziert: Fiir jede Tumormanifestation
oder -infiltration wurde je ein Punkt gezihlt, weitere Punkte wurden gegeben fiir eine massive
Lokalinfiltration (Definition: mehr als der halbe Organumfang), fiir multiple Metastasen (> 1 in
den parenchymat6sen Organen; > 10 in Zwerchfell, Mesenterium oder Retroperitoneum) und fiir
Metastasen grofer als 50 mm3. Klinisch wurden Aszites (falls > 5 ml: zwei Punkte), Ikterus,

Ileus und Kachexie erfaf3t.

4.7.4 Mikrovaskulire Gefa3dichte (MVD)

Zur Markierung der mikrovaskuldren GefidBle im Tumor wurde ein anti-CD31-Antikorper be-
nutzt. Gewebeschnitte (3 um) aus der beschriebenen orthotopen Implantation wurden deparaffi-
niert, rehydriert und bei 95°C 15 min lang in 0,01% EDTA (pH 8,0) gekocht. AnschlieBend wur-
de durch 5 miniitige Behandlung mit 3% H,0, die endogene Alkalische Phosphatase blockiert.
Dann wurde der aufbereitete anti-Maus-CD31 (PECAM-1) Antikorper (Santa Cruz, San Diego,
CA, USA) in 1:1000 Verdiinnung aufgetragen und fiir 30 min bei 37°C inkubiert.

Nach Spiilen in PBS-Tween wurde 20 min mit dem biotiniliertem Sekundérantikdrper inkubiert,
weitere 20 min mit Streptavidin-Peroxidase. Die Farbe wurde mit DAB (3,3’-
Diaminobenzidintetrahydrochlorid) nach 2 min Inkubtion entwickelt.

Die MVD wurde nach der Methode von WEIDNER et al'?* '2!! quantifiziert. Bei schwacher
VergroBerung (40x bis 100x) wurden die Areale mit hochster Neovaskularisationsdichte be-

stimmt. Die Zdhlung erfolgte dann bei 200x VergroBerung (0,74 mm? pro Feld) auf 10 Feldern.
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4.8 Statistische Auswertung

Alle Angaben sind Mittelwerte und mit der Standardabweichung (STAB) angegeben. Normal-
verteilte kontinuierliche Messwerte wurden mit dem Student-t-Test analysiert; diskontinuierliche
mit dem Mann-Whitney rank sum test.

Als signifikant gilt ein Ergebnis mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05.
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5 Ergebnisse
5.1 Ergebnisseder in-vitro Untersuchungen

5.1.1 Expressionsverhalten verschiedener Zelllinien fir ET-1 und die Rezep-
toren ET, und ETg

Als erster Schritt sollte das Expressionsverhalten von verschiedenen humanen Pankreaskarzi-
nomzelllinien fir ET-1 sowie die Rezeptoren ET und ETg verifiziert bzw. evaluiert werden.
Mittles RT-PCR wurde die mMRNA-Expression von ET-1, ET, ETg in drei verschiedenen huma-
nen Pankreaskarzinomzelllinien (MiaPaCa-2, AsPC-1, Panc-1) dargestellt. Die PCR-Produkte
wurden in einem 1%igem Agarosegel aufgetrennt. Zur Kontrolle diente b-Aktin in allen drei
Proben.

Alledre Zédllinien exprimierten ET-1 in etwa gleicher Stérke. ET wurde nur von MiaPaCa-2
und AsPC-1 exprimiert; Panc-1 erwiesen sich as eindeutig negativ fur ETa. ETg wurde von kei-
ner der untersuchten Zelllinien produziert. Die b-Aktin-Banden bestétigen die Gleichwertigkeit

der eingesetzten Probemengen. Das Ergebnisist dargestellt in Abbildung 6 (Seite 39).

e

ET-1

ET,

ET;

B-Actin

M A B C

Abbildung 6: Expression von ET-1 und seinen Rezeptoren in humanen Pankreaskar zinomzelllinien. M =
Marker; A =MiaPaCa-2; B = Panc-1; C = AsPC-1. b-Actin diente als Positivkontrolle. ET-1ist in allen 3
Zédllinien identifizierbar, ebenso ET 5 bei MiaPaCa-2 und AsPC-1. Panc-1 sind negativ fr ET 4, fUr ETg
sind alle 3 Linien negativ.
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5.1.2 Dosisabhangiger Effekt der ET A-Blockade auf die Zellproliferation bel der

Zellzéhlung

Die Zelzéhlung diente als erste orientierende Untersuchung zur Wirkung der Endothelinachse
auf das Proliferationsverhaten von humanen Pankreaskarzinomzellen. Zunéchst wurde der Ant-
agonismus des Ligand-Rezeptor-Systems durch Blockierung der nachgewiesenen ETa-
Rezeptoren untersucht, anschlief3end wurde eine exogene Stimulierung versucht.

Zur selektiven Blockade der ETa wurde LU302146 verwendet und die ETa-positiven Zelllinien
MiaPaCa-2 und AsPC-1 sowie als Negativkontrolle ET a-negative Panc-1-Zellen Uber ein Zeitin-
tervall von 72 Stunden inkubiert. Fir die Untersuchung einer Dosisabhangigkeit wurden Kon-
zentrationen zwischen 1-1.000 nmol/l LU302146 eingesetzt, und zwar unter normoxischen als
auch unter hypoxischen Bedingungen. Die Ergebnisse wurden mit den entsprechenden unbehan-
delten Kulturproben, die gleichzeitig bei identischen Bedingungen inkubiert wurden, korrelliert
und sind fur jede der untersuchten Zelllinien in den Abbildungen 7 A-C (Seite 41-42) dargestellt.
Bel den ETa-positiven Zellen war eine Reduktion der Zellzahlen mit steigender Konzentration
des Antagonisten erkennbar. Unter Applikation von 1.000 nmol/l wurde die Proliferation von
MiaPaCa-2 um 17,7%, die von ASPC-1 um 46,4% signifikant reduziert.

Die beschriebenen Wirkungen waren unter Hypoxie zum Teil signifikant stérker ausgepragt; bei
maximaler Dosierung wurden bel beiden ET a-positiven Zelllinien Suppressionen um tber 50%
erreicht.

Bei den ETa-negativen Panc-1 zeigte der Antagonist keinen Effekt, weder unter Normoxie noch

unter Hypoxie.
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Abbildung 7: Ergebnisse der Zellzdhlung bei ET,-Blockade. Die Graphen zeigen fir die beiden ETa-
positiven Zelllinien MiaPaCa-2 (A), AsPC-1 (B) sowie die ETs-negativen Panc-1 (C) die ermittelten Zell-
zahlen nach Applikation von LU302146 im Vergleich zu unbehandelten Kontrollkulturen nach 72stindiger
Inkubation. Die Konzentration von L U302146 wurde in den auf der Abszisse angegebenen Konzentrationen
variiert. Die Versuche erfolgten parallel unter normoxischen (durchgehender Graph) oder hypoxischen
(punktierter Graph) Bedingungen. Signifikante Differenzen sind gekennzeichnet (* = p = 0,05 vs. Kontrol-
le; #=p =0,05vs. Normoxie; n =5).

5.1.3 Dosisabhangiger Effekt der Applikation von ET-1 auf die Zellproliferation
bei der Zellz&hlung

In einer weiteren Untersuchung sollte die postulierte Stimulation der Proliferation durch exogene
Applikation des Agonisten, ET-1, gezeigt werden.

Die gleichen Zelllinien wurden ebenfalls in einem Zeitintervall von 72 h unter normoxischen
Bedingungen mit ET-1 in Konzentrationen von 1-100 nmol/l inkubiert und mit unbehandelten
Zdllkulturen verglichen.

Bel MiaPaCa-2 waren nach 72 h keine relevanten Unterschiede unter Stimulation mit ET-1 er-
kennbar, die Werte entsprachen alle der Nativprobe. Die Proliferation von AsPC-1 wurde im
Mittelwert bei exogener Applikation im Konzentrationsbereich von 1-10 nmol/l stimuliert, die
gezéhlte Zellzahl war um 30,4% hoher as bei der nativen Kontrollprobe. Unter hoherer ET-1-
Konzentration (100 nmol/l) fand eine Stimulierung statt. Aufgrund einer hohen Streuung und der
resultierenden hohen Standardabweichung war dieses Ergebnis aber nicht signifikant. Bel Panc-1
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wurden ebenfalls keine signifikanten Differenzen beobachtet. Die Ergebnisse sind in Abbildung
8 (Seite 43-44) detailiert dargestellt.
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Abbildung 8: Ergebnisse der Zellzdhlung unter Applikation von ET-1. Die Diagramme A-C zeigen fir die
beiden ET -positiven Zélllinien MiaPaCa-2 (A) und AsPC-1 (B) sowie die ET 5-negativen Panc-1 (C) die er-
mittelten Zellzahlen nach Applikation von ET-1 in steigenden Konzentrationen im Vergleich zu unbehandel-
ten Kontrollkulturen nach 72stiindiger Inkubation (n = 5).

Zur Untersuchung einer postulierten Proliferationsstimulation durch ET-1 konzentrierten sich die
folgenden in vitro Arbeiten nun auf die ETa-positiven Zelllinien MiaPaCa-2, AsPC-1 und
HPAF-2 anstelle der ET a-negativen Panc-1-Zellen.

514 Untersuchung der zeitabhéangigen Wirkung von ET-1 auf die Zellviabilitét
mit dem MTT-Assay

Im MTT-Assay wurde die Wirkung von ET-1 auf die ETa-positiven Zelllinien MiaPaCa-2,
AsPC-1 und HPAF-2 in Abhangigkeit von der Zeit gemessen: Die Zellen wurden mit 1 uM ET-1
in Zeitintervallen von 1 bis 72 Stunden inkubiert (Abbildung 9 A-C, Seite 45-46). Die gemesse-
nen optischen Dichtewerte sind in den Diagrammen relativ zu den Mefl3werten unbehandelter
Kontrollzellkulturen dargestellt. Die gemessene optische Dichte der Kontrollzellkultur nach dem
ersten Zeitintervall (1 Stunde) ist als 100% definiert.

Die Mel3werte bei MiaPaCa-2-Zellen schwankten zwischen -7,9% und +16,3% verglichen mit

unbehandelten Zellen der entsprechenden Zeitrdume, nach dem maximalen Intervall von 72



5. Ergebnisse

Stunden unterschied sich der Wert (100,5%) nicht von unbehandelten Zellen (Abbildung 9A,
Seite 45).

Bei AsSPC-1 zeigte sich unter ET-1-Applikation zwar eine kontinuierliche Zunahme bis zum 12
Stunden-Intervall (+13,6%), anschlief3end aber eine Anngherung an die Zahlen der Kontrollkul-
turen (-5,5% nach 72 h). Die Differenzen waren nicht signifikant (Abbildung 9B, Seite 46).

Die Untersuchung von HPAF-2-Kulturen lieferte uneinheitliche Ergebnisse, die Zahlen verliefen
in einem Korridor zwischen -7,9% und +35,5%; sie erlaubten ebenfalls keine positive Aussage
zur Stimulation durch ET-1 (Abbildung 9C, Seite 46).

Samtliche Ergebnisse beruhen auf vierfachen Messungen pro Zeitpunkt.
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Abbildung 9: Zeitlicher Verlauf der Zell-Viabilitdt (MTT-Assay) von Zellen der ET 4-positiven Linien Mia-
PaCa-2 (A), AsPc-1 (B) und HPAF-2 (C) nach Inkubation mit ET-1 (1 umol/l) im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollkulturen (= 100%). n = 4.
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515 Effekt von Agonist und Antagonist auf die Zellproliferation im BrdU-
Assay

Die Inkubation der ETa-positiven Zelllinien MiaPaCa-2, AsPC-1 und HPAF-2 mit ET-1 im
BrdU-Assay Uber 24 Stunden zeigte wie in der Zellzéhlung und dem MTT-Assay keinen prolife-
rationssteigernden Effekt des Agonisten. Die ET a-Rezeptorantagonisten LU-302146 und BQ435
(jeweils 1 uM) wiesen alerdings fur zwel Zelllinien eine signifikante Proliferationssuppression
auf (Abbildung 10 A-C, Seite 47-48).

Bei MiaPaCa-2 hatte die Applikation von ET-1 keinen Effekt. Mit LU-302146 und BQ485 konn-
ten die Proliferationsraten um 37,3% resp. 22,0% signifikant gesenkt werden.

AsPC-1 wurden weder stimuliert durch den Agonisten noch inhibiert durch den Antagonisten:
mit ET-1 war die Proliferation um 7,3 % reduziert, mit den ET A-Rezeptorantagonisten um 11,3
% (LU-302146) resp. 8,1 % (BQ485) vermindert; die Zahlen sind nicht signifikant.

Bei HPAF-2 zeigte die exogene Applikation von ET-1 keinen signifikanten Effekt; mit LU-
302146 wurde eine Proliferationsreduktion um 62,3 % und mit BQ485 um 31,2 % erreicht.

Die Ergebnisse beruhen auf Vierfachbestimmungen (n = 4).
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Abbildung 10: Zellproliferation im Stimulations- und Suppressionsversuch. Im BrdU-Assay wurden Zellen
der Linien MiaPaCa-2 (A), AsPC-1 (B), HPAF (C) entweder mit ET-1 (ET) oder mit den ETax-
Rezeptorantagonisten LU302146 (LU) oder BQ-485 (BQ) Uiber 24 Stunden inkubiert. Bei MiaPaCa-2- und
HPAF-Zellen konnte eine signifikante Proliferationssuppression unter LU302146 und BQ-485 erreicht wer-

den (* = p = 0,05).
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5.1.6 Quantifizierung der VEGF-Expression nach Stimulation mit ET-1 und
nach selektiver ETs-Blockade mit der Polymerasekettenreaktion (PCR)

5.1.6.1 Konzentration von RNA im Zellysat
Fur die molekularbiologische Untersuchung der ET-1-Wirkung auf die VEGF-Expression wur-

den die ETa-positiven Zelllinien MiaPaCa-2, AsPC-1 und HPAF-2 in drel Serien kultiviert und
mit ET-1 bzw. den ETa-Antagonisten LU-302146 und BQ485 inkubiert. Nach Isolierung der
RNA aus dem Zellysat wurde deren Konzentration photometrisch bestimmt, um in folgenden
Untersuchungen aquivalente Mengen einsetzen zu konnen. Tabelle 8 (Seite 50) zeigt die Mel3-
werte fur alle Proben, die anschlief3end fur die RT-PCR verwendet wurden.

Anschlief3end erfolgte die elektrophoretische Auftrennung von je 5 ug RNA im Formamidgel um
die Integritét der RNA zu Uberprifen. Intakte RNA zeigt im Gel ein typisches Muster von zwel
Banden, welche die 18S rRNA und die 28S tRNA darstellen (Abbildung 11 Seite 51).
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Tab. 8: RNA-Gehalt

RNA-Gehalt
Zellstamm | Behandlung | Zellpassage [1g/u] |
- 6 16,2
- 11 0,5
- 11 60,0
ET 6 11,7
ET 11 2,9
MiaPaCa-2 ET 11 1,9
LU 6 23,8
LU 11 2,3
LU 11 1,0
BQ 14 11,0
BQ 11 3,5
BQ 11 0,9
- 14 11,8
- 16 4,8
- 16 1,2
ET 14 8,5
ET 16 1,5
ASPC.L ET 16 1,8
LU 12 1,0
LU 16 1,4
LU 16 1,8
BQ 14 9,0
BQ 16 2,4
BQ 16 2,4
- 13 3,5
- 7 2,7
- 7 1,6
ET 13 11,3
ET 12 0,7
HPAE.2 ET 12 1,4
LU 13 10,6
LU 12 1,3
LU 7 1,3
BQ 13 10,1
BQ 12 1,9
BQ 7 1,6

Tabelle 8: photometrisch bestimmte Konzentration der isolierten
RNA in den fir die RT-PCR verwendeten Proben. Das Probenvo-
lumen betrug jeweils 50 pl. Eingesetzt wurden die Pankreaskar zi-
nomzelllinien MiaPaCa-2, AcPC-1 und HPAF-2 und jeweils mit
entweder ET-1 (ET), LU-302146 (L U), oder BQ485 (BQ) behan-
delt. AuRerdem wurdevon jeder Zelllinie eine Kontrollprobe (-)
eingesetzt. Eserfolgten jeweilsdrel Kulturansatze.
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Abbildung 11: Fotographie einer Gelelektrophorese zur Qualitatskontrolle der RNA-Pré&paration. Je5 pg
Gesamt-RNA der Proben von den drei Pankreaskarzinomzelllinien MiaPaCa-2 (Spur 1-4), AsPC-1 (Spur 5-8)
und HPAF-2 (Spur 9-12) wurden nach Behandlung (jeweilsin der Reihenfolge: Kontrolle; Endothelin-1; L U-
302146; BQA4385) in einem 1,4% Formamidgel aufgetragen. In allen Proben sind die 28S und die 18S-RNA-
Bande erkennbar.

5.1.6.2 Real-time PCR mit dem LightCycler-System
Der LightCycler misst bei der Real-time PCR die Produktakkumulation mit einer spezifischen

Fluoreszenstechnik.

Daraus ergibt sich eine Kurvenschar wie exemplarisch in Abbildung 12 (Seite 52) dargestellt.
Fir jede Kurve errechnet die Software LC Run die Crossing Points (Delta CP), ihren Mittelwert
sowie die Standardabweichung (STAB). Die Daten sind in Tabelle 9 (Seite 52ff.) aufgelistet.

Das Programm RelQuant tbernimmt diese Ergebnisse und wertet sie aus; RelQuant rechnet da-
bei mit einem definierten Standard. In dieser Arbeit wurde als Standard in allen PCR-Laufen
native HPAF-2-cDNA verwendet. Das Programm errechnet die Quotienten Standard zu Probe
unter Berticksichtigung eines Leerwertes (DMPC-H,0) sowie der Differenz zwischen VEGF-
cDNA und bo-Mikroglobulin-DNA. Auf diese Weise ergeben sich relative Konzentrationsdiffe-
renzen, die in Abbildung 13 (Seite 55-56) fir die drei untersuchten Pankreaskarzinomzelllinien
aufgelistet sind. Die Ergebnisse zeigen somit das Verhdtnis der Menge an Boten-RNA codie-
rend fur VEGF in einer Probe im Vergleich zum Standard.

Die Messungen wurde fir alle drei Zelllinien in drei Serien mit Doppel bestimmungen durchge-
fahrt (n = 6).
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Abbildung 12: Exemplarische Real-time PCR-Fluoreszenzkurven (vgl. Text).

Tab. 9a: MiaPaCa-2

1. Messung | 2. Messung | Mittelwert | STAB | Delta CP |
22,04 22,09 22,07 0,04 500
17,05 17,07 17,06 0,01 ’
nativ 21,97 22,03 22,00 0,04 5,30
16,73 16,86 16,80 0,09
24,79 24,62 24,71 0,12 6.13
18,49 18,67 18,58 0,13 '
22,94 22,09 22,52 0,60 558
17,63 17,44 17,54 0,13 ’
ET-1 21,87 21,72 21,80 0,11 6.29
15,44 15,58 15,51 0,10 ’
23,06 22,96 23,01 0,07 6.44
16,50 16,64 16,57 0,10 '
19,13 19,46 19,30 0,23 439
14,88 14,93 14,91 0,04 ’
LU 19,82 19,74 19,78 0,06 4,61
14,87 15,47 15,17 0,42
22,98 22,71 22,85 0,19 574
17,00 17,20 17,10 0,14 '
18,93 19,68 19,31 0,53 404
15,29 15,23 15,26 0,04 ’
19,62 19,54 19,58 0,06
°Q 14,35 14,76 14,56 0,29 4,35
24,71 25,01 24,86 0,21 508
19,94 19,62 19,78 0,23 ’
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Tab. 9b: AsPC-1

1. Messung | 2. Messung | Mittelwert | STAB | Delta CP |
23,63 24,19 23,91 0,40 788
16,04 16,03 16,04 0,01 ’
nativ 23,99 23,46 23,73 0,37 626
17,47 17,47 '
21,53 21,59 21,56 0,04 628
15,25 15,32 15,29 0,05 '
24,27 24,68 24,48 0,29 839
16,04 16,13 16,09 0,06 ’
ET-1 22,63 22,80 22,72 0,12 594
15,94 17,61 16,78 1,18 '
23,82 24,01 23,92 0,13 788
16,07 16,01 16,04 0,04 '
22,86 23,10 22,98 0,17 661
16,23 16,50 16,37 0,19 ’
LU 22,97 23,12 23,05 0,11 5,90
16,49 17,81 17,15 0,93
23,77 23,78 23,78 0,01 758
16,15 116,24 66,20 70,77 '
22,11 22,09 22,10 0,01 6.88
15,13 15,31 15,22 0,13 ’
BO 25,95 25,88 25,92 0,05 7.70
18,24 18,20 18,22 0,03
24,14 24,50 24,32 0,25 773
16,59 16,58 16,59 0,01 '
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Tab. 9c: HPAF-2

1. Messung | 2. Messung | Mittelwert | STAB | Delta CP |
22,77 23,04 22,91 0,19 741
15,48 15,51 15,50 0,02 '
nativ 20,19 20,50 20,35 0,22 723
13,02 13,20 13,11 0,13
20,35 20,66 20,51 0,22 6.87
13,65 13,62 13,64 0,02 '
21,45 21,91 21,68 0,33 761
13,99 14,15 14,07 0,11 '
ET-1 21,66 21,50 21,58 0,11 6.55
14,95 15,11 15,03 0,11
22,01 22,31 22,16 0,21 733
14,82 14,84 14,83 0,01 '
22,48 22,18 22,33 0,21 754
14,71 14,87 14,79 0,11 '
LU 22,51 22,57 22,54 0,04 713
15,31 15,52 15,42 0,15
23,20 23,13 23,17 0,05 8.41
14,73 14,77 14,75 0,03 '
22,23 22,15 22,19 0,06 6.58
15,57 15,64 15,61 0,05 '
22,29 22,51 22,40 0,16
BQ 14,42 14,68 14,55 0,18 7,85
21,96 21,63 21,80 0,23 855
13,12 13,38 13,25 0,18 '

Tabelle 9: Quantifizierung der Expression von VEGF-mRNA im Zellysat nach Behandlung mit ET-1 (ET)
oder den ET-Antagonisten LU302146 (LU) oder BQ-485 (BQ) sowie bei unbehandelten Zellkulturen. Die
Ergebnisse sind getrennt dargestellt fir die drei untersuchten ETa-positiven Zelllinien MiaPaCa-2, AsPC-1
und HPAF-2. Eine Doppelzeile gibt jeweils die M esswerte fir VEGF (1. Zeile) und b,-Mikroglobulin (B2M; 2.
Zeile) als Doppelbestimmungen (1. und 2. Messung) wieder. Die Software errechnet den Mittelwert, die
Standar dabweichung (STAB) und den Crossing Point (Delta CP). Fir jeden Studienarm (nativ, ET, LU, BQ)
wurden Zellkulturen in drei Serien angesetzt. Die RNA nativer HPAF-2-Zellen der ersten Serie wurde als
Standard fur samtliche M essungen benutzt (fett-kur siv gedr uckt).

Die in der Tabelle 9 (Seite 52-54) dargestellten Ergebnisse der Real-time-PCR sind nach Aus-
wertung durch die Software RelQuant in Abbildung 13 (Seite 55-56) zusammengefal3t.

Bel MiaPaCa-2 war die fir VEGF codierende mRNA nach ET-1-Applikation signifikant redu-
ziert, nach Gabe der Antagonisten signifikant gesteigert. Bei AsPC-1 zeigten sich nach Zugabe
von ET-1 bzw. den Antagonisten keine signifikanten Differenzen, im Vergleich zu unbehandel -
ten Kontrollkulturen waren die Werte alerdings erhoht (nicht signifikant). Bei HPAF-2 wurde
unter Applikation von LU302146 eine signifikante Reduktion der VEGF-mRNA-K onzentration
gesehen, unter ET-1 und BQA485 keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 13: Ergebnisse der Real-time-PCR bei MiaPaCa-2 (A), AsPC-1 (B), HPAF-2 (C) nach Applikation
von ET-1 (ET) oder den ET 5-Antagonisten L U302146 (L U) oder BQ-485 (BQ). Die Saulen stellen die errech-
neten Konzentrationen von mRNA codierend fiir VEGF in den Proben relativ zum Standard dar. Als Stan-
dard wurde native HPAF-RNA definiert; (* = signifikant).
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5.1.7 Beeinflussung der VEGF-Proteinsekretion humaner Pankreaskarzinomzel-

len durch das ET-System

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration nach der BCA-Methode wurde zunédchst eine

Eichkurve mit definierten Konzentrationen der Protel nstandardreihe erstellt. Dieseist in Abbil-

dung 14 (Seite 57) dargestellt. Anschlieffend konnte so die Gesamtprotei nkonzentrationen in den

einzelnen Proben bestimmt werden, um dann im Western Blot aquivalente Mengen einzusetzen.

Die gemessenen Konzentrationen sind in Tabelle 10 (Seite 57) angegeben.

Extinktionsmessung

optische Dichte

B 1 2 3 4 5

6 7 8 9

Proteinkonzentration [g/l]

10 11 12

Abbildung 14: Eichkurve mit definierten Gesamtpr oteinkonzentrationen (B = Leerwert).

Applika- Proteinkonzentra-

ti ti /ml

Zell-Linie on ‘on [ug/mi]
N(.G 0 5.062
S ET 3.945
& LU 4.754
s BQ 3.970
o 0 726,03
O ET 609,65
@ LU 574,00
BQ 1.404,90
~ 0 2.941,60
E(L ET 3.020,20
% LU 3.297,00
BQ 4.420,20

Tabelle 10: Gesamtproteingehalt in den Proben der drei Pankreaskarzinomzelllinien nach Inkubation mit
dem Agonisten ET-1 und den ET s-Antagonisten. 0 = native Zellen; ET = ET-1; LU = LU-302146; BQ =

BQA485.
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5.1.8 Qualitativer Nachweis von VEGF im Western-Blot

Der Westernblot diente zur qualitativen Bestdtigung von VEGF-Protein in Pankreaskarzinomzel -
len, bevor die Quantifizierung mittels ELISA (siehe 5.1.9) erfolgte.

Anhand des Dual Color Markers lief3 sich die untere Bande als die pradominante VEGF-Isoform
(VEGF65) identifizieren. Im Westernblot konnte VEGF-Protein in allen hier verwendeten Zellli-
nien nachgewiesen werden, sowohl bei nativen als auch bel behandelten Zellen. Die Abbildung
15 (Seite 58) zeigt die Ergebnisse exemplarisch fur MiaPaCa-2 und HPAF-2.

0 ET LU BQ 0 ET LU BQ

» - - [ e ] - - w
ol {
|
Dual Color
- 7 . 7
N N
MiaPaCa-2 HPAF-2

Abbildung 15: Im Western Blot werden die VEGFg-spezifischen Banden exemplarisch bei den Pan-
kreaskarzinomzelllinien MiaPaCa-2 und HPAF-2 dargestellt. M = Dual Color-Marker; 0 = native Zellen; ET
= Endothedlin-1; LU = LU-302146; BQ = BQ485. Im Kasten: die untere Bande indiziert VEGF¢s. In allen
untersuchten Zelllinien wird VEGF-Protein sezerniert.

5.1.9 Quantifizierung von VEGF nach Inkubation mit ET-1 im Vergleich zu un-
behandelten Zellen mittels ELISA

Im VEGF-ELISA wurde die Sekretion von VEGF in das Zellkulturmedium zeitabhéngig in In-
tervalen von 1 bis 72 Stunden quantitativ untersucht. Es wurden native Zellkulturen mit Kultu-
ren nach Applikation von 1 uM ET-1 verglichen.

Die Ergebnisse (Abbildung 16, Seite 59-60) zeigten eine kontinuierliche Zunahme der VEGF-
Konzentration Uber die Zeit bei allen untersuchten Zelllinien. Die Vergleiche von nativen mit
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5. Ergebnisse

behandelten Zellen, zeigten keine klaren Differenzen. Die VEGF-Sekretion wurde offensichtlich
nicht durch exogene Zugabe von ET-1 beeinflusst.
Die Ergebnisse beziehen sich auf Vierfachbestimmungen (n = 4).
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Abbildung 16: Im VEGF-EL|SA wurde die Sekretion von VEGF der dre ET 5-positiven Pankreaskar zinom-
zelllinien MiaPaCa-2, AsPC-1 und HPAF-2 in das Zelkulturmedium zeitabhangig registriert. Verglichen
wurden Zellen nach Inkubation mit 1 uM ET-1 (} ) mit nativen Kontrollzellen (?). Mit der Zeit nimmt die
VEGF-Konzentration zu; sie wird nicht von exogener ET-1-Applikation beeinfluft. (* = signifikante Diffe-

renz im zeitlichen Verlauf versus Vorwert.)

5.1.10 Quantifizierung von ET-1 nach Inkubation mit ET 5-Rezeptorantagonisten
im Vergleich zu unbehandelten Zellen mittels ELISA

In dieser Untersuchung wurden die Zelllinien in den Intervalen 6, 24, 72h mit den ETa-
Antagonisten LU-302146 bzw. BQ485 inkubiert und die ET-1-Konzentration im Zelliberstand
mittels ELISA quantifiziert und mit nativen Zellen verglichen.

Bei MiaPaCa-2 konnte eine signifikante Supprimierung der ET-1-Sekretion in das Kulturmedi-
um durch beide ETa-Antagonisten erzielt werden. Der maximale Effekt wurde nach 24 Stunden
erreicht. Bei AsPC-1 war die Wirkung der Antagonisten geringer, dennoch signifikant. Bel
HPAF-2 konnte keine signifikante Suppression gezeigt werden.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 (Seite 61-62) dargestellt und beziehen sich auf Vierfachbe-

stimmungen (n = 4).
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Abbildung 17: Darstellung der Ergebnisse des ET-1-ELISA. Auf der Ordniate sind die ermittelten Konzen-
trationen an ET-1in pg/ml im Zellkulturmedium angegeben. Unter Applikation von ET 5-Antagonisten wur -
de die ET-1-Konzentration bei MiaPaCa-2 und AsPC-1 zu allen bestimmten Zeitpunkten signifikant redu-
ziert; bei HPAF-2 wurde eine signifikante Konzentrationsminderung im 72-Stundenintervall gesehen; (* =
signifikant zum Nativwert).
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5. Ergebnisse

5.2 Ergebnisseder in-vivo Unter suchungen

Zur Evaluierung der ET-1-ETa—Achse in vivo wurde ein klinisch relevantes Nacktmausmodel
verwendet[119]. Nach orthotoper Implantation von entweder ET a-positiven Tumoren (MiaPaCa-
2, ASPC-1) oder ETa-nagativen Panc-1-Tumoren wurde ETa selektiv durch orale Applikation
von LU-302146 inhibiert.

5.2.1 EinflulR das ET s-Blockade auf das Priméartumorvolumen

Unter Behandlung mit dem selektiven ETa-Antagonisten LU-302146 in vivo wurde das Primér-
tumorvolumen der ET a-positiven Gruppen (MiaPaCa-2 und AsPC-1) im Vergleich zu unbehan-
delten Kontrollgruppen signifikant vermindert.

Der maximale Effekt in der Reduzierung des Tumorwachstums wurde bei MiaPaCa-2 beobach-
tet: 3676 + 285 mm3 vs. 482 £ 247 mm:3 (p < 0,05), das entspricht einer Reduktion um 86,8%
(Abbildung 18A, Seite 63). Bel AsPC-1 wurde eine geringere, dennoch signifikante Wirkung
gesehen: 1733 = 213 mm3 vs. 1248 + 152 mm3 (p < 0,05), -27,9% (Abbildung 18B, Seite 64).

In Experimenten mit ETa-negativen Panc-1-Zellen war das Tumorvolumen nicht beeintrachtigt
(2629 £ 484 mm3 vs. 2732 + 415 mm3; +1,0%, Abbildung 18C, Seite 64).
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Abbildung 18: Orthotope Pankreaskarzinome wurden in Nacktméusen aus zwei ET 5-positiven (MiaPaCa-2
und AsPC-1) und einer ET 5-negativen Zélllinie (Panc-1) induziert. Das Volumen des Primartumors bei den
zwei ET 4-positiven Zéellinien wurde durch Applikation des ET 5-Rezeptor antagonisten L U302146 signifikant
gesenkt. Bel den ET 4-negativen Panc-1-Tumoren war keine Wirkung zu beobachten. (* = p < 0,05).
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5. Ergebnisse

5.2.2 Tumordisseminierung unter ET o-Blockade

Zur Beurteilung der Tumordisseminierung diente der in 4.7.3 beschriebene Disseminierungssco-
re (angegebene Zahlen entsprechen Punkten). Unter Behandlung mit LU-302146 gelang eine
statistisch signifikante Reduktion von lokaler Tumorinfiltration und systemischer Metastasierung
der ETa-positiven Tumore im Nacktmausmodell. In der Kontrollgruppe war die Inzidenz der
lokalen Infiltration sowie der Fernmetastasierung signifikant hoher als bei MiaPaCa-2 (13,3 +
1,4vs. 0,6 £0,5; P<0,05; Abbildung 19A, Seite 65) und AsPC-1 (16,9 + 1,3vs. 12,1+ 1,3; P<
0,05; Abbildung 19B, Seite 66). Tumore aus ETa-negativen Panc-1-Zellen zeigten nach ETa-
Blockade keine Reduktion der lokalen und systemischer Disseminierung (9,5+ 1,7vs. 7,5+ 1,8,
Abbildung 19C, Seite 66).
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Abbildung 19: ¢ Die lokale und systemische Tumor streuung wurde nach einem Disseminierungsscor e er mit-
telt und ist in Punkten angegeben. Bei den ET 4-positiven Tumoren MiaPaCa-2 (A) und AsPC-1 (B) zeigten
sich signifikante Unterschiede zur Kontrolle nach Rezeptorblockade mit LU-302146 (* = p < 0,05). Keine
signifikanten Unter schiede fanden sich bei ET o-negativen Panc-1 (C).
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5. Ergebnisse

5.2.3 Veranderung der Uberlebensrate durch ET,-Blockade

Die Aggressivitat der MiaPaCa-2- und AsPC-1-Tumore bedingte eine schlechte Uberlebensrate
der Kontrollgruppen nach 14 Wochen (37,5% bzw 12,5%). Diese Raten konnten unter LU-
302146-Therapie auf 87,5% bzw. 62,5% gesteigert werden. Wegen zu geringer Zahl der Ver-
suchstiere (n = 8 pro Gruppe) sind diese Ergebnisse jedoch nicht signifikant. Bei Panc-1 war die
Uberlebensrate von 37,5% nicht signifikant verandert gegentiber der Kontrollgruppe (50%).

Die Ergebnisse sind in Abbildung 20 (Seite 67-68) dargestellt.
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Abbildung 20: Orthotope Pankreaskarzinome wurden in Nacktmausen aus zwei ET 4-positiven (MiaPaCa-2
und AsPC-1) und einer ET s-negativen Zéllinie (Panc-1) induziert. Bei den ET 5-positiven Tumoren (A und B)
wird durch Applikation von LU-302146 tendenziell eine Verbesserung der Uberlebensrate erreicht. Die Re-
sultate sind wegen zu geringer Fallzahl nicht signifikant.
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5.24 Wirkung der ETA-Rezeptorblockade auf die Mikrovaskulére Geféaiidichte

Die Mikrovaskulare Gefédichte (MVD) wurde als Indikator der angiogenen Aktivitét nach im-
munhistochemischer Farbung mit Anti-CD31-Antikorpern in Primartumorgewebe bestimmt, das
aus asservierten Proben der oben beschriebenen Experimente gewonnen wurde.

Abbildung 21 (Seite 69-70) zeigt die Verminderung der Gefalidichte bei Behandlung von ET a-
positiven Tumoren mit dem ET a-Rezeptorantagonisten LU-302146 im Vergleich zur unbehan-
delten Kontrollgruppe. Die MVD bei Tumoren ETa-negativer Panc-1-Zellen wurde durch Ap-
plikation von LU-302146 nicht signifikant verandert.
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Abbildung 21: Orthotope Pankreaskarzinome wurden in Nacktméausen aus zwei ET 5-positiven (MiaPaCa-2
und AsPC-1) und einer ETs-negativen Zelllinie (Panc-1) induziert. Die Mikrovaskulare GefaRdichte (MVD)
wurde mittels CD31-lmmunfarbung quantifiziert. Die Angiogenese war bei MiaPaCa-2 (A) und AsPC-1 (B)
unter Therapie mit LU-302146 signifikant supprimiert im Vergleich zu unbehabdelten Tumoren. (* = p <
0,05)
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6 Diskussion

Fir das polyfunktionelle Zytokin Endothelin-1 (ET-1) wurden seit der Erstbeschreibung 1988
durch YanaGisawa et a.® auRer einer extremen vasokonstriktorischen Wirkung zahlreiche
weitere physiologische und pathophysiologische Funktionen beschrieben oder zumindest postu-
liert. Insbesondere proliferative und zytoprotektive Effekte sind in der Literatur dargestellt, wei-
terhin auch eine angiogene Komponente via VEGF-Stimulation. Endothelin entfaltet seine Wir-
kung Uber die Endothelin-Rezeptoren A (ETa) und B (ETg) [*, wobei ETa bei Zellproliferation,
Apoptosehemmung und Angiogenese diverser Tumorentitdten als essentieller Rezeptor be-
schrieben wird 22, ET-1 ist ein Uberwiegend parakrin wirkendes Hormon und kann seine Pro-
duktion Uber einen autokrinen Loop selbst anregen[123]. Die Mikrovaskulére Gefalidichte (MVD)
ist im Pankreastumorgewebe héher als in gesundem Pankreasgewebe. Die Expression des angio-
genen SchlUsselfaktors VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) korreliert mit der MVD und
der Prognose beim Pankreaskarzi nom™¥. Eine Interaktion von ET-1 mit VEGF ist beschrieben
[124]

Nach der Erkenntnis, da3 auch Pankreaskarzinomzellen ET-1 produzieren'®, kann eine Invol-
vierung des ET-Systems beim Pankreaskarzinom postuliert werden. In der vorliegenden Arbeit
sollte die Rolle des ET-Systems beim exokrinen Pankreaskarzinom in vitro und in vivo unter
Bertcksichtigung sowohl der Tumorproliferation as auch der Angiogenese charakterisiert wer-
den. Nach Untersuchung des Rezeptorstatus von unterschiedlich differenzierten humanen Pan-
kreaskarzinomzelllinien fur ETa und ETg wurden in vitro Zellkulturen mit selektiven ETa-
Antagonisten behandelt und der Effekt auf Proliferation und Angiogenese unter normoxischen
und hypoxischen Bedingungen mit unbehandelten Zellen verglichen. Die gleichen Zelllinien
humaner Pankreaskarzinomzellen wurden unter identischen Bedingungen mit exogen applizier-
tem ET-1 behandelt. Zur Untersuchung wurden Methoden der Zellbiologie, der Molekularbiolo-
gie und der Proteinbiochemie eingesetzt. In vivo wurden Nacktméusen humane Pankreastumore
orthotop implantiert. Die Versuchstiere wurden dann mit selektiven ETa-Antagonisten behan-
delt.
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6. Diskussion

6.1 Effektedes ET-Systemsbei Neoplasien

In der Literatur werden zahlreiche Wirkungen der ET-Achse fur diverse Tumorentitéten be-
schrieben. Um die im Ergebnisteil gezeigten Resultate kritisch diskutieren zu kénnen, sollen die
aktuellen Erkenntnisse aus der Literatur zunachst systematisch dargestellt werden. In Tabelle 11
(Seite 74) sind die Wirkungen Uber die beiden Rezeptoren ET und ETg fir eine Reihe von Tu-
morarten aufgelistet. Wahrend physiologisch ETg Uberwiegt und bei der Proliferation von Endo-
thelzellen eine wesentliche Rolle zu spielen scheint, ist nach bisherigen Erkenntnissen ET der
bei Krebserkrankungen dominierende Rezeptor, der, von malignen Zellen exprimiert, eine Reihe
von ET-1-Effekten vermittelt. Folgende Ausfihrungen beziehen sich auf die ET-1-ETa-Achse.

Proliferation

ET-1 aktiviert verschiedene Kinasen und Liganden, die bei der Zellproliferation involviert sind.
Dazu gehort die Protein-Kinase-C, MAPK (mitogen-activated protein kinase), der Epidermal
Growth Factor (EGF) und der Insulin-like Growth-Factor-1. Es induziert die , early-response-
genes ¢-FOS, c-JUN und c-MY C!* 31 Uber den ETa kann die interzelluldre Kommunikation
der Gap-junctions durch ET-1 stark beeintrachtigt werden und so die Wachstumskontrolle Uber-
wunden werden!*¥%,

ET-1 hat somit eine mitogene Wirkung und ist an der Regulierung von Zellwachstum und Zell-
differenzierung beteiligt. Eine Blockade der ET-Achse in Knockout-Experimenten fihrte zu
schweren MifRbildungen!*®¥. ET-1 ist ein Wachstumsfaktor.

Anti-Apoptose
ET-1 supprimiert ETa-vermittelt die Apoptose von Tumorzellen™!. Diese Wirkung wurde bis-
her beim Kolon-Karzinom!**¥ und beim Ovarialkarzinom beschrieben!**. ET-1 ist damit ein
Survival Factor.

Angiogenese

VEGF steigert die Expression von Prépro-ET-1-mRNA und die Sekretion von ET-1 in Endothel -
zellen der Rinderaorta; ET-1 stimuliert die Expression von VEGF-mRNA und Sekretion von
VEGF in glatten GefaRmuskelzellen der Ratte, und zwar direkt und indirekt tber ETA*?Y. Der
Effekt ist zeit- und dosisabhangig und wird tber HIF-1a vermittelt!**¥, |n humanen Endothelzel -

len (HUVEC) stimuliert ET-1 seine eigene Synthese tiber einen autokrinen Loop!?.
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ET-1 wirkt dosisabhangig via ETg in alen Stadien der Angiogenese dhnlich wie VEGF, und mit
diesem auch additiv aber unabhéngig: Die Migration, Proliferation und Morphogenese von En-
dothelzellen wird gefordert, die endotheliale Wundheilung damit beschleunigt™*?. MMP-2 wird
durch ET-1 aktiviert™™. ET-1 ist somit auch ein Angiogenesefaktor.

Die Beeinflussung der Angiogenese durch ET-1 wurde bisher fur Prostata-, Colon und Ovarial-
karzinom, fur Knochenmetastasen, Astrocytom, Kaposi-Sarkom und fir Neubildungen der Lun-

ge sowie bei Mammakarzinom beg:hrieben[Z, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 126, 138, 139

Tumorwachstum und Metastasierung

Die Zelmigration und Invasion wird Uber verschiedene Matrix-Metalloproteinasen (MMP)
durch ET-1 konzentrationsabhangig gefordert. Eine Aktivierung der MM Ps konnte beim Kaposi-
Sarkom gezeigt werden. Im Tierexperiment wurde hier mit ET-Antagonisten eine Blockierung
des Tumorwachstums erreicht (1%, ET-1 ist also ein Metastasierungs-Faktor.

ET-1 veréndert die Balance zwischen Osteoblasten und Osteoklasten zu Gunsten der Knochen-
bildung!®.

ET-Antagonismus als Therapiestrategie

Beim Ovarialkarzinom konnte in vitro und in vivo gezeigt werden, dal3 durch eine selektive Inhi-
bierung von ETa das Tumorwachstum signifikant gesenkt werden kann. Die VEGF-Sekretion
war supprimiert und die Mikrogefél3dichte reduziert, gleichzeitig waren die Zellen fir die durch
Paclitaxel induzierte Apoptose sensitiver [®® 1% Auch beim Prostatakarzinom werden neue The-

rapi eansitze mit selektiven ET a-Antagonisten wie Atrasentan gesehen 12

Eine anti-ET-Therapie kénnte demnach eine Doppelstrategie verfolgen: die Tumorprogression
kann direkt supprimiert werden; gleichzeitig reduziert die antiangiogene Komponente das Tu-

morwachstum und die Metastasierung indirekt.

Tabelle 11 (Seite 74): Ubersicht der Funktion von Endothelin-1 und seinen Rezeptoren bei verschiedenen
Tumorerkrankungen (modifiziert nach BAGNATO und NATALI ?3). + hohere; — niedrigere Expression der
Rezeptoren im Vergleich zum gesunden Normalgewebe; ° = unklar/ keine Daten. In vielen Féllen korreliert
die ET-1-Konzentraion mit dem Tumorstadium und der Vaskularisierung. Die Angaben zur Wirkung der
Rezeptor antagonisten beziehen sich auf experimentelle Ergebnisse, klinische Erkenntnisse sind kursiv darge-
stellt. Die beschriebenen rezeptorvermittelten Wirkungen sind exemplarisch und kénnen je nach histologi-

schem Subtyp variieren.

73



Tumorentitat

6. Diskussion

ET-Rezeptoren |

Wirkung von
Rezeptor antagonisten

Prostatakarzinom
[2,5,102, 125]

stimuliert Wachstum von
Prostatakarzinom- zellen,
hemmt Apop-tose via
ET,, stimuliert
Nozizeptoren, stimuliert
Osteoblasten

Hohe Expression von

ET ,, verminderte oder
fehlende ET;-
Expression, ET-Gen oft
methyliert.

Atrasentan lindert Schmerzen
und verzogert die
Tumorprogression. Supprimiert
osteoblastische
Knochenmetastasierung

Ovarialkarzinom [5]

Autokriner Wachstums-
faktor, fordert Zellpro-
liferation, -Uberleben und 4
invasion. Stimulation der
VEGF-abhéngigen
Angiogenese via ET .

Erhdhte Expression von
ETa.

Atrasentan vermindert die
Tumorzellproliferation und das
Wachstum von Xenograft.
Additive Effekte mit Taxanen.

von Meningeomzellen

ETg

Melanom fordert Proliferation und |Downregulation von + |ETg-Antagonisten vermindern
Invasion von ET,; ETg ist stérker Wachstum von Meanomzellen
Melanomzellen exprimiert asin und reduzieren Wachstum
benignen Néavi. humaner Melanomzellenin
Nacktmausen.
Knochentumore stimuliert Expression von ET , und + |ETA-Antagonisten inhibieren die
Osteokalzinexpression,  |ETg ET-induzierten Effekte.
Alkalische Phosphatase
und Knochenneubildung.
Mammakarzinom |ET-1-Expression verhalt [Hohere ETg- + |Apoptoseinduktion und
[126, 127, 128] sichreziprok zumGrad  [Expression alsin reduziertes Tumorwachstum mit
der Tumorzelldifferenz-  [normalem Gewebe. BQ788 und BQ123
ierung.
Nierenzell- Antagonismus zur Alle Zdlinien ° |(keine Daten)
karzinom Paclitaxel-induzierten exprimieren ET 4.
Apoptose.
Bronchialkarzinom [ET-1 wird von den Expression von ET , und + |(keine Daten)
meisten ETg. ET, ist relativ
Adenokarzinomen weniger exprimiert im
produziert. Vergleich zu normalem
Gewebe.
Kolonkarzinom Protektion von Expression von ET » und +/- |Reduktion der Zellproliferation
[129, 130] Karzinomzellen vor FasL-|ETg mit ET 5.g-Antagonisten.
induzierter Apoptose. Potenzierung der Fasl -
Stimuliert Proliferation vermittelten Apoptose.
von Tumorzellen.
Zervixkarzinom fordert Proliferation von |Expression von ET 4 und Proliferations- und
HPV-pos. ETg. Bei HPV-pos. Wachstumsinhibierung mit
Zervixkarzinomzell- Zellen vermehrte ET - Atrasentan bei Xenograft.
Linien Expression. Additive Effekte mit Taxan.
Kaposi Sarkom fordert Zellproliferation, - |Expression von ET 5 und + |ETA+g-Antagonisten reduzieren
[103] migration und —invasion |ETg die ET-1-induzierte Zellprolifera-
durch MMP Uber auto- tion und -invasion. Inhibierung
krine M echanismen. des Tumorwachstumsiin
Nacktmausen.
ZNS-Tumore fordert die Proliferation  |Expression von ET 4 und + |Antagonisierung von ET-1-

induzierten Effekten mit BQ123
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6.2 EigeneErgebnisse

OIKAWA et al. beschrieben 1994 erstmals die Produktion von ET-1 bel humanen Pankreaskarzi-
nomzellen Y. In der internationalen Literatur gibt es bislang aber keine evidenten Daten Uber
die Bedeutung der ET-Achse beim Pankreaskarzinom.

Zur Exploration einer potentiellen Rolle von ET-1 analog den in der Literatur beschriebenen
Effekten bel anderen Tumorentitdten wurden in einem ersten Schritt das Expressionsverhalten
von ET-1 sowie den ET-Rezeptoren ET und ETg fur mehrere Zelllinien humaner Pankreaskar-
zinomzellen untersucht. Mittels RT-PCR konnte nachgewiesen werden, dal3 die Zelllinien Mia
PaCa-2 und AsPC-1 positiv fur ETa sind, wahrend Panc-1 kein ETa exprimieren. ETg wird von
keiner der untersuchten Zelllinien exprimiert (Abb. 6, Seite 39).

Wir postulierten, dal3 beim Pankreaskarzinom ETa der fur die Signaltransduktion entscheidende
Rezeptor ist, falls das ET-System bel diesem Tumor eine Rolle spielt. Dieses Ergebnis ist kon-
gruent zu den Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen zu verschiedenen Neoplasien. Die fol-
genden Studien konzentrierten sich daher auf die ET-1-ET-Achse.

Dadie Zellen sowohl die Substanz ET-1 a's auch einen Rezeptor daflr exprimieren, ist vorstell-
bar, dal3 die Tumorzellproliferation von einem autokrinen Loop profitiert. Dieser kénnte durch
ETa-selektive Antagonisten unterbrochen werden. Da allerdings auch die ETa+g-negativen Panc-
1 ET-1 sezernieren, kann davon ausgegangen werden, dal3 die Karzinomzellen nicht die primé&
ren Effektorzellen sind. Ziel war, den ET a-moderierten Effekt von ET-1 in vitro auf die Zellpro-
liferation und in vivo auf das Tumorwachstum sowie auf die Tumorangiogenese des Pankreas-
karzinoms zu untersuchen; und zwar dosis- und konzentrationsabhangig.

6.2.1 Effekt der ET-1-ET-Achse auf das Proliferationsverhalten in vitro

Wirkung ET 5-selektiver Antagonisten in vitro auf die Tumor proliferation

In der ersten Untersuchungsreihe konnte gezeigt werden, dal3 die Proliferationsrate bel ETa-
positiven Zelllinien humaner Pankreaskarzinome durch Applikation von selektiven ETa-
Antagonisten signifikant supprimiert werden kann (Abbildung 7, Seite 41-42). Die beobachteten
Effekte waren dosisabhangig und unter hypoxischen Bedingungen deutlich stérker als bei Nor-
moxie ausgepragt. Bei den ET a-negativen Zellen Panc-1 wurde kein Effekt gesehen. Diese Er-
gebnisse zeigen den ET a-vermittelten Effekt von ET-1 auf die Tumorzellproliferation beim Pan-
kreaskarzinom und stehen in Einklang mit vielen publizierten Studiendaten anderer Tumorentita
ten. Zweitens wird ein therapeutisches Potential deutlich, das eine ET-antagonistische Strategie
fur die Krebsbehandlung bieten konnte.
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Ist die Proliferation ET a-abhéngig zu supprimieren, muiféte sie durch ETa-Agonismus bei exoge-
ner Applikation von ET-1 stimuliert werden kdnnen. Vorausgesetzt, Hypoxieist ein Stimulus fr
ET-1 wiein der Literatur beschrieben [**%, dann wére die ET-Achse unter Normoxie maglicher-
weise nur submaximal involviert und lief3e sich hier weiter stimulieren. Zur Untersuchung dieser

These erfolgten Versuche mit exogen appliziertem ET-1 unter normoxischen Bedingungen.

Keine gesteigerte Tumor zellproliferation nach exogener ET-1-Applikation

In einer ersten Untersuchung der Proliferationsstimulation nach ET-Applikation in verschiede-
nen Konzentrationen konnte dieses Postulat nicht bestétigt werden. Nach einem Beobachtungsin-
tervall von 72 Stunden wurde in der Zellzéhlung eine relativ starke Streuung ohne interpretierba-
re Tendenz gesehen. Eine signifikante Stimulierung durch ET-1 lief3 sich nicht erkennen (Abbil-
dung 8, Seite 43-44). Moglicherweise hatten sich die Zahlen von nativen vs. behandelten Zellen
alerdings nach dem relativ langen Zeitintervall von 72 Stunden nach initialen Differenzen im

Verlauf angeglichen.

Keine zeitabhangigen Unterschiede bei ET-1-Agonismus.

Um den Faktor Zeit bel der Stimulierung mit ET-1 besser beurteilen zu kénnen, erfolgte in an-
schlieffenden Untersuchungen im MTT-Assay die Messung der Zellviabilitét in variablen Zeitin-
tervallen von 3 bis 72 Stunden. Betrachtet man die Ergebnisse aler drei untersuchten Zelllinien
(Abbildung 9, Seite 45-46), sind aber auch hier keine zeitliche Veranderung zu registrieren und

auch kein Unterschied zu nativen Zellkulturen.

Keine Stimulation durch ET-1, aber partielle Proliferationssuppression unter ET-
Antagonisten

Als néchster Schritt erfolgt der BrdU-Assay zur Quantifizierung der Zellproliferation auf Ebene
der DNA-Replikation. Die Zellen wurden entweder mit ET-1 oder mit den selektiven ETx-
Antagonisten LU-302146 und BQ485 behandelt. Die Ergebnisse bestétigten die vorausgegange-
nen Untersuchungen (Abbildung 10, Seite 47-48): die ET-1-Applikation zeigte bei keiner Zéllli-
nie einen signifikanten Effekt; gleichzeitig gelang mit den ETA-Antagonisten bei 2 von 3 Zéllli-
nien eine signifikante Suppression, die fir LU-302146 stérker ausgepragt war als fur BQ485. Bel
den MiaPaCa-2-Zellen (undifferenziert) wurde die DNA-Replikation unter LU302146 um fast
40%, bel HPAF-2-Zellen (mittelgradig differenziert) sogar um Uber 60% gegentiber den Nativ-
zellen reduziert. Fir BQ485 wurden bei den beiden Zelllinien Riickgange von 20% resp. 30%
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beobachtet. Mdglicherweise ist LU-302146 diesen Ergebnissen zufolge potenter, wobei in der
Literatur keine vergleichenden pharmakokinetischen Daten zu LU302146 und BQ-485 vorlie-
gen.

Bel der dritten Zelllinie, AsPC-1 (schlecht differenziert), wurde nur eine tendenzielle Suppressi-
on gesehen, die weder fur LU-302146 noch fur BQ485 signifikant war. Ein aggressiveres Wach-
stumsverhalten dieser Zelllinie wurde auch in den Tierexperimenten gesehen, auch hier fiel eine

Suppression durch ET 5-Blockade tendenziell schwéacher aus als bel MiaPaCa-2-Zéellen.

Ergebnisse anderer Studien zur Proliferationsstimulation durch ET-1in vitro
Rosano et a. [® konnten beim Ovarialkarzinom zeigen, da? sich die Zellproliferation durch
selektive ETa-Blockade mit Atrasentan (ABT-627) zeit- und dosisabhangig signifikant reduzie-
ren 183t und die Apoptoserate in den Zellen zunimmt. Unter vergleichbaren Bedingungen wie in
dieser Arbeit wurden analoge Ergebnisse erzielte. Nach 72 Stunden entsprach die Wachstumsra-
te unter ABT-627 ca. 25% der nativen Rate. Unter 1uM ABT-627 stagnierte das Zellwachstum
wéahrend einer Versuchsphase von 5 Tagen. Ein Stimulationsversuch erfolgte in der Studie nicht.
Unter selektiver ETg-Blockade war die Proliferationsrate gegentiber Kontrollkulturen unveran-
dert, so dal3 die Vermittlung tGber ET, al's erwiesen gelten kann.

PrFAB et al. haben beim Morris-Hepatom (an Ratten chemisch induzierter Tumor) eine dosisab-
hangige Wachstumsstimulierung durch exogene ET-1-Applikation in vitro zeigen kénnen. Der
maximale Effekt wurde bei einer Konzentration von 1 pumol/l registriert, das entspricht den Be-
dingungen in dieser Arbeit. Durch ETa-Blockade mit LU135252 gelang eine signifikante kon-
zentrationsabhangige Proliferationsinhibierung um 50% 243,

Eine andere Untersuchung von ALi et a. ' zeigte eine signifikante Zunahme der Proliferati-
onsrate nach exogener ET-1-Applikation bei humanen Kolonkarzinomzellen. Unter Gabe von
ET-1 in Konzentrationen zwischen 1 bis 10 nmol/l wurde das Zellwachstum um Werte von 13
bis 33% in Intervalen von 24-72 Stunden gesteigert. Dieser Effekt war durch selektive ET -
Blockade (BQ 123, BQ610), nicht aber durch ETg-Blockade (BQ788) inhibierbar. Die Ergebnis-
se zeigen aber interessanterweise keine Proliferationssuppression unter alleiniger Gabe von
BQ123 oder BQ610, also ohne zusétzliche ET-1-Gabe. Offenbar &3t sich hier eine nativ inaktive
ET-Achse erst nach exogener Stimulation mit den Antagonisten inhibieren.

Die tumorsuppressive Wirkung einer ET -antagonistischen Behandlung wie sie in dieser Arbeit
in vitro untersucht wurde, stimmt mit publizierten Daten anderer Tumorstudien gut tGberein. Der
Vergleich der Ergebnisse spricht dafr, dal3 die ET-Achse in vielen Tumoren aktiv ist, sich dann

auch antagonisieren &3t und sich wegen bereits maximaler intrinsischer Stimulation aber nicht
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mehr weiter steigern |&3t; dies scheint in den untersuchten rezeptorpositiven Pankreaskarzinom-
zellen der Fall zu sein. In manchen Tumoren scheint die ET-Achse genuin nicht aktiv zu sein, so
dal3 ein inhibitorischer Effekt durch Rezeptorantagonisten erst nach exogener Stimulierung auf-
tritt.

In Tumoren mit aktiver ET-Achse stellt die anti-ET-Therapie damit eine mogliche Option als

Komponente einer Tumorbehandiung dar.

6.2.2 Untersuchung des Einflusses der ET-1-ET-Achse auf die VEGF-
Expressionin vitro
MRNA-Ebene
In der Real-time PCR wurde die fur den vaskuldren SchlUsselfaktor VEGF codierende mRNA
aus den Pankreaskarzinomzellen MiaPaCa-2, AsPC-1 und HPAF-2 unter Stimulation mit ET-1,
sowie unter ETa-selektiver Antagonisierung mit LU302146 und BQ-485 quantifiziert. Die Er-
gebnisse sind insgesamt uneinheitlich (Abbildung 13, Seite 55-56).
Unter ET-1-Applikation wurde bei einer schlecht differenzierten Zelllinie (AsPC-1) die erwarte-
te Stimulation beobachtet: die gemessene VEGF-mRNA-Menge war doppelt so grof3 wie bei den
nativen Zellen. Dieser Effekt wurde allerdings durch die Antagonisten nicht supprimiert.
Bel MiaPaCa-2-Zellen wurde nach ET-1-Applikation signifikant weniger VEGF-mRNA nach-
gewiesen, unter Antagonisierung dagegen signifikant mehr als in nativen Zellen. Bel mittelgra-
dig differenzierten HPAF-2-Zellen wurden keine signifikanten Unterschiede gemessen, weder
unter Applikation von ET-1, noch unter LU-302146 oder BQ-485.
Unter Bertcksichtigung dieser Ergebnisse muf3 postuliert werden, dal3 die Stimulierung der An-
giogenese durch ET-1, wie es in vivo beobachtet und in vielen Studien untersucht wurde, bei den
untersuchten Pankreaskarzinomzellen entweder nicht oder nur partiell VEGF-vermittelt ist.
Maglich ist allerdings auch, dal3 sich bei den untersuchten Zellen in vitro bereits ein Kompensa-
tionsmechanismus etabliert hat. Analoge Beobachtungen mit scheinbar paradoxem Effekt wur-
den beispielsweise bel Hypertensions-Studien gemacht. Trotz permanenter ET-Stimulation in
transgenen Tieren blieb eine hypertensive Wirkung wie nach i.v.-Injektion aus. Umgekehrt litten

heterozygote knock-out Versuchstiere unter Hypertension .

Protein-Ebene

Im Western-Blot konnte nachgewiesen werden, dal3 alle untersuchten Pankreaskarzinomzellen
VEGF sezernieren, und dies sowohl unter Einflufd von exogen appliziertem ET-1, als auch von
ETa-Antagonisten (Abbildung 15, Seite 58). Eine quantitative Aussage zum Vergleich der Pro-
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ben ist alerdings nicht moglich; hierzu dienten weitere ELISA-Anadysen: Die VEGF-
Konzentration im Zellkulturmedium nahm entsprechend einer kontinuierlichen Sekretion bei
allen untersuchten Zelllinien stetig zu (Abbildung 16, Seite 59-60). Die nativen Zellen zeigten
allerdings keinen Unterschied im Vergleich zu den mit ET-1 behandelten Zellen. Eine Stimulie-
rung der VEGF-Produktion konnte wie auch bei den Resultaten der Real-time PCR nicht beo-

bachtet werden.

Ergebnisse anderer Studien zum Einflul3 der ET-1-ET s—Achse auf VEGF

SPINELLA et al. gelang es beim Ovarialkarzinom durch exogene Applikation von ET-1 die Ex-
pression von VEGF-mRNA zu stimulieren. Dieser Effekt war zeit- und konzentrationsabhéngig
und konnte mit dem selektiven ETa-Antagonisten BQ-123 inhibiert werden 9. Die Versuchs-
bedingungen waren dhnlich wie in dieser Arbeit.

Durch selektive ETa-Blockade mit ABT-627 in Zellkulturen humaner Ovarialkarzinome
(PMOV1 und POMV?2) konnte die VEGF-Sekretion nach 24 Stunden um ca. 45% supprimiert
werden, in Kombination mit Paclitaxel um ca. 60% [*®. Diese Ergebnisse, konnten wir fiir das
Pankreaskarzinom in dieser Form nicht best&tigen.

Die verschiedenen Ergebnisse bei der Untersuchung der Angiogenesestimulierung durch ET-1
weist auf die Komplexitét in der Regulation der Angiogenese hin. Ein genereller Effekt auf die
Tumorangiogenese mit konsekutiv reduzierter VEGF-Sekretion durch Inhibierung der ET-Achse
erscheint damit beim Pankreaskarzinom fraglich.

6.2.3 Untersuchung eines autokrinen Endothelin-Loops

Fir humane Endothelzellen (HUVEC) ist ein autokriner Loop fur ET-1 beschrieben, der hier
wahrscheinlich tber ETg vermittelt wird [**¥. BagnaTO et al. zeigten mittels RT-PCR beim Ova
rialkarzinom, daid ale Zelllinien, die ET-1 produzierten, ebenfalls ETa-mRNA exprimierten; die
Expression von ETg-mRNA war in malignem Gewebe reduziert. |mmunhistochemische Unter-
suchungen bestétigten die Koexpression in vivo. Daraus wurde ein autokriner Loop von ET-1
tiber den ET 4 abgeleitet und konnte in Studien belegt werden 4%,

Bel den ETa-positiven (und ETg-negativen) Pankreaskarzinomzellen MiaPaCa-2, AsPC-1 und
HPAF-2 konnte eine Suppression der ET-1-Sekretion im ET-1-ELISA nach ETa-Blockade ge-
zeigt werden (Abbildung 17, Seite 61-62). Dies deutet auf eine Stimulation im Sinne eines auto-
krinen Loops Uber ETa und damit auf eine Aktivitét der ET-1-ETa—Achse bei diesen Tumorzel -
len hin. Die Halbwertszeit fir ET-1 betragt 4-7 min'®, dementsprechend ist keine stetige Kon-
zentrationszunahme Uber die Zeit zu sehen, wie dies bei einer Akkumulation unter kontinuierli-
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cher Sekretion und langerer Halbwertszeit der Fall wére. Die Mef3werte zeigen als ,, Momentauf-

nahmen® wie unterschiedlich aktiv das ET-System zu verschiedenen Zeiten ist.

6.2.4 DieRolleder ET-1-ETs-Achse auf Tumorwachstum und Tumorangio-
genesein vivo
Die Implantation der Pankreastumore in die Versuchstiere erfolgte nach der Methode von HoTz
et al. 19 jn orthotoper Technik bei Nacktmausen. Die Entziindung sowie die desmoplastische
Reaktion entsprechen denen der menschlichen Erkrankung. Die orthotope Implantation ist besser
geeignet, die klinische Tumorerkrankung zu imitieren. Der natirliche Weg von Tumorwachstum,
Infiltration und Fernmetastasierung wird in diesem Tiermodell realistisch nachvollzogen. Das
Primartumorvolumen ist nach vergleichbarer Zeit grofer und die Infiltration sowie Metastasie-
rung sind weiter fortgeschritten als bei ektoper Tumorinduktion.
Nach subkutaner Injektion von humanen Tumorzellen in immundefiziente Versuchstiere kommt
es dagegen seltener zur Metastasierung in parenchymattse Organe, die klinischen Zeichen der
Tumorkrankheit wie Ascites sind deutlich weniger ausgepragt, so dald diese Modelle die reade
Situation wesentlich schlechter reprasentieren also die orthotope Implantation[144]. Die unkon-
trollierte Aussaat injizierter Tumorzellen fuhrt zudem zu einer unrealistischen initialen Pseudo-
M etastasierung, welche die Ergebnisse dann verfél scht.
Fur die orthotope Technik sind mehrere Alternativen bekannt. Die direkte Injektion kann aller-
dings zur Stichkanalmetastasierung und peritonealen Disseminierung fuhren. Eine Fixierung
grolerer Tumorfragmente im Pankreas der Versuchstiere mittels Naht kann zu reaktiven Entzin-
dungen fuhre. Daher wurde das von Hotz et al. etablierte Modell verwendet, in dem zwei 1 mm3
grof3e Tumorfragmente in Parenchymtaschen minimal-traumatisch implantiert werden. Die Tu-
morangehrate betrdgt nahezu 100%, es kommt zu keiner artifiziellen Metastasierung. Dennoch
handelt es sich bel der hier verwendeten Methode immer noch um ein Xenotransplantat in im-
mundefizienten Nacktmausen, das auch bei guter Anndherung an die klinische Realitdt mit der
de-novo-Genese des Pankreaskarzinom beim Patienten nicht gleichgesetzt werden kann.
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Primé&rtumorvolumen

Bel den ETa-positiven Zelllinien (MiaPaCa-2 und AsPC-1) wurde unter ETa-Blockade mit
LU302146 eine signifikante Reduktion des Primartumorwachstums gesehen. Diese Suppression
war bei den undifferenzierten MiaPaCa-2-Zellen ausgepragter als bel den schlecht differenzier-
ten AsPC-1-Zellen mit vergleichsweise kleinerem Primartumorvolumen. Die Tumorgréf3e der
ETa-negativen Panc-1-Zellen war unter ET a-Inhibierung im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht
verandert.

Die Ergebnisse zeigen das Suppressionspotential einer ET a-Blockade bei ET4-positiven Pankre-
askarzinomen. Die fehlenden Differenzen zwischen Kontrolle und Probe ET a-negativer Panc-1-
Zellen belegen zudem die Bedeutung des ET a.

ROsSANO et al. erzielten in vivo mit ETa-exprimierenden humanen Ovariakarzinomzellen (HEY
human ovarian carcinoma xenografts) vergleichbare Ergebnisse: Nach subkutaner Tumorinduk-
tion wurden die Tiere fir 21 Tage mit dem selektiven ETa-Antagonisten ABT-627 behandelt.
Darunter kam es zu einer signifikanten Reduktion der Primartumorgrof3e, die vergleichbar war
mit einer Paclitaxel-Behandlung und in Kombination mit dieser additive Effekt zeigte!®.
BANERJEE et al. haben die ET a-Blockade fiir das Prostatakarzinom im Tiermodell fir Knochen-
metastasi erung untersucht (mannliche homozygote CB-17 SCID/SCID-Mé&use, humane Prosta-
takarzinomzellen C4-2b); ihnen gelang unter Applikation des ET a-Antagonisten ABT-627 tber
35 Tage eine tendenzielle, und unter Kombinationstherapie mit Docetaxel eine signifikante Re-
duktion des Tumorvolumens um bis zu 90% 4,

Beim Morris-Hepatom (an Ratten chemisch induzierter Tumor) konnte PFAB et al. eine signifi-

kante Tumorwachstumsreduktion unter kombinierter ET a.g-Blockade mit LU302872 erreichen
[141]

Disseminierungs-Score

Mit Hilfe eines Disseminierungsscores wurde sowohl die Lokalinfiltration as auch die Fernme-
tastasierung registriert, auf3erdem wurden klinische Parameter (Ascites, Ikterus, Ileus, Kachexie)
berlicksichtigt. Sinn des Disseminierungsscores war die standardisierte Erfassung und Quantifi-
zierung relevanter Unterschiede der Tumoraussaat in den Tierstudien. Das verwendete Scoring-
System wurde bereits zur Beurteilung verschiedener Tiermodelle etabliert und hatte sich hier
bewéhrt. In Tierstudien erzielten schlecht differenzierte AsPC-1-Karzinome signifikant hohere
Punktzahlen als die moderat differenzierten HPAF-2-Tumore. Der Disseminierungsscore kann

somit die Effektivitét einer Therapie gut beschreiben.

81



6. Diskussion

In dieser Arbeit korrelieren die Ergebnisse sehr gut mit denen der V olumenreduktion des Primér-
tumors in vivo: Bei den ETa-positiven Zelllinien MiaPaCa2 und AsPC-1 wurde unter
LU302146-Applikation eine signifikante Reduktion des Disseminierungsscores registriert (Ab-
bildung 19, Seite 65-66). Bel den MiaPaCa-2-Tumoren wurde ein extensives lokales Wachstum
und eine Infiltration der anatomischen Nachbarstrukturen bis in das Retroperitoneum beobachtet.
Eine Metastasierung trat hauptsachlich abdominal, aber auch pulmonal und mediastinal auf. Die
Tiere entwickelten eine apparente Tumorkrankheit mit Ascites. AcPC-1-Tumore zeigten bel
kleinerem Prim&rtumorvolumen eine aggressivere Tumordisseminierung. Dies kam in den hohe-
ren Score-Werten der unbehandelten Kontrollgruppen zum Ausdruck: AsPC-1-Tumore 16,9
Punkte vs. 13,3 Punkte bei MiaPaCa-2-Tumoren. Zudem war die Suppression unter ETa-
Blockade fur MiaPaCa-2 auf unter 5% im Vergleich zur Kontrollgruppe stérker ausgeprégt als
die Suppression bei AsPC-1, hier sank der Score nach Applikation von LU-302146 auf 70% der
Kontrollgruppe. Das Ergebnis korrelieren mit den Resultaten der Tumorzellproliferation in vitro
im BrdU-Assay: hier gelang bei MiaPaCa-2 eine signifikante Reduktion unter ET a-1nhibierung
(mit LU302146 und BQ-485), bei AsPC-1-Zellen war die Reduktion nur tendenziell sichtbar und
nicht signifikant (Abbildung 10, Seite 48).

ETa-negative Panc-1-Tumore zeigten keine signifikanten Unterschiede.

RosANO et al. beschreiben fir das Ovarialkarzinom einen Effekt der ET-1-ETa—Achse auf die
Sekretion von Matrix-Metalloproteinasen sowie auf die Stimulation von Zellmigration und —
invasion bel beeintrachtigter interzelluléarer Kommunikation. Dadurch soll ET-1 bel humanen
Zdllinien (HEY, OVCA) die Transition von epithelidlem in mesenchymales Gewebe, einem
essentiellen Schritt bei der Tumordisseminierung und Auspragung eines invasiven Phanotyps,

fordern (148

. Diese Untersuchungen sind konkludent zu den eigenen Ergebnissen.

Uber lebensrate

Die aggressive Tumorbiologie der un- bzw. schlecht-differenzierten humanen Pankreaskarzi-
nomzelllinien MiaPaCa-2 und AsPC-1 zeigte sich auch beim 14-Wochen-Uberleben: 37,5% der
Nacktmause aus der Gruppe der MiaPaCa-2-Zellen Uberlebten 14 Wochen, bei AsPC-1-Tumoren
nur 12,5%. Unter ET 5-Blockade mit LU302146 wurde fur beide Zelllinien ein tendenziell 1&nge-
res Uberleben erreicht (87,5% und 62,5%), das aufgrund zu geringer Versuchstierzahlen nicht
signifikant war. Bei den ETa-negativen Panc-1-Tumoren wurden keine deutlichen Unterschiede
unter Behandlung mit dem ET 5-Antagonisten gesehen (Abbildung 20, Seite 67-68).

In der Literatur finden sich keine signifikanten Angaben zur Verlangerung des Uberlebens unter
ETa-Blockade im Tiermodell.
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Mikrovaskulare Gefalddichte (MVD)

Unter ET a-Blockade mit LU302146 war die MVD als Surrogatmarker der Angiogenese im Pri-
martumorgewebe ET a-positiver Zelllinien signifikant reduziert. Dies wurde zunédchst als Aus-
druck der in der Literatur beschriebenen Stimulation der VEGF-Sekretion durch ET-1 verstan-
den: Durch eine selektive Inhibierung der ET-1-ETa—Achse wird mit VEGF ein Hauptstimulus
eliminiert und die Angiogenese reduziert. Diese These lief3 sich aber in vitro nicht verifizieren;
unter ET-1 konnte hier keine Steigerung der VEGF-Produktion registriert werden und mit ET a-
Antagonisten gelang keine signifikante Suppression.

Allerdings ist bel der in vivo erreichten Suppression des Tumorwachstums davon auszugehen,
daf’ das reduzierte Tumorwachstum moglicherweise auch zu einer abgeschwachten Angiogenese
fuhrt. Die verminderte Angiogenese im Tierexperiment kénnte somit eine indirekte und keine
priméare Folge der ETa-Blockierung sein. Eine weitere Erkléarungsmdglichkeit wére, dal3 die
Hemmung der Angiogenese durch ETa-Antagonisten nicht tber VEGF, sondern andere proan-
giogene Mediatoren fuhrt.

In Immunhistochemischen Untersuchungen von ROSANO et al. beim Ovarialkarzinom wurde
unter ETa-Inhibierung mit ABT-627 eine signifikante Reduktion der VEGF-positiven Zellen um
45% gesehen. Die MV D war darunter ebenfalls signifikant um 45% reduziert. Unter Kombinati-
onstherapie mit ABT-627 und Paclitaxel wurde eine nahezu komplette Inhibierung von VEGF
und Tumorangiogenese beschrieben.

AKHAVAN et al. erreichten beim experimentellen Prostatakarzinom (ETa-positive Wildtyp-
Prostatakarzinomzellen PPC-1 in Nacktmausen) unter Kombinationstherapie von ABT-627 mit
Docetaxel zwar eine signifikante Reduktion des Tumorwachstums, die MV D war jedoch unver-
andert 147,

Die verschiedenen Ergebnisse lassen auf eine grundsétzliche Involvierung des Endothelinsy-
stems in die Tumorangiogenese schlief3en; diese ist aber nicht immer aktiv und wird offenbar
nicht ausschliefdich durch VEGF moderiert.

In vorlaufigen Ergebnissen von klinischen Phase-I- und -11-Studien mit dem selektiven ETa-
Antagonisten ABT-627 beim Prostatakarzinom sowie bei nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom
wurden nach oraler Applikation regelméfdig Serumkonzentrationen im biologisch aktiven Be-
reich gemessen, ohne dal3 es zu schwerwiegenden toxischen Wirkungen kam. Eine Progressions-

verzogerung wurde insbesondere bei osteoblastischer K nochenmetastasierung berichtet [ 104138,
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7 Zusammenfassung

Das polyfunktionelle Zytokin Endothelin-1 (ET-1) hat neben seinen kreislaufwirksamen Effekten
auch Wirkungen auf die Proliferation von Zellen und auf die Angiogenese. In vitro wurde fur
mehrere Tumorentitéten gezeigt, dal3 ET-1 die Proliferation von malignen Zellen stimuliert, so-
wie als Apoptose-Inhibitor einen Survival-factor darstellt. In vivo wurden erhéhte Plasmakon-
zentrationen von ET-1 bel verschiedenen Tumorerkrankungen gemessen. Auch die Rezeptorpo-
pulation im Tumorgewebe ist verandert, der Endothelin-Rezeptoren A (ETa) scheint dabel eine
besondere Rolle zu spielen. Bei mehreren Neoplasien wird daher in der Inhibierung der sog. ET-
1-ETa—Achse eine potentiell neue Therapiestrategie gesehen. Auch Zellen des humanen Pankre-
askarzinoms, welches inzwischen eine der haufigsten Krebstodesursachen darstellt, und das bei
unzureichender Wirksamkeit der zytostatischen Chemotherapie nach wie vor nur ungentigend
behandelt werden kann, sezernieren ET-1. Ziel dieser Arbeit war, die Rolle des ET-Systems fur
die Pathogenese bzw. die Therapie des Pankreaskarzinoms zu evaluieren.

Humane Pankreaskarzinomzelllinien unterschiedlicher Differenzierungsgrade wurden entweder
mit exogenem ET-1 oder mit selektiven ETa-Antagonisten (LU-302146, BQ485) in vitro behan-
delt. Bel den rezeptorpositiven Tumorzellen (MiaPaCa-2, AsPC-1, HPAF-2) gelang es, die Tu-
morzellproliferation in vitro durch selektive ETa-Blockade dosisabhangig zu reduzieren. In vivo
zeigte sich im orthotopen Nacktmausmodell unter ETa-Inhibierung dieser Zelllinien ein redu-
ziertes Tumorwachstum sowie eine verminderte lokale und systemische Tumordisseminierung;
das Uberleben war tendenziell verlangert. Bei rezeptornegativen Zellen (Panc-1) wurde dieser
Effekt nicht beobachtet. Die Ergebnisse zeigen, dal3 die ET-1 Wirkung beim humanen Pankreas-
karzinom Uber ET vermittelt wird.

Eine postulierte Stimulation der Tumorproliferation durch eine exogene Applikation des Agoni-
sten konnte in vitro nicht verifiziert werden. Das Endothelin-System der untersuchten Zelllinien
war offenbar intrinsisch maximal geséttigt und exogen nicht weiter stimulierbar.

Zur Evaluierung der Angiogenese in vivo wurde die Mikrovaskulére Gefal3dichte mittels anti-
CD31-Antikorper bestimmt; diese war unter ETa-Blockade reduziert. In vitro konnte auf mole-
kularbiologischer und proteinbiochemischer Ebene alerdings kein Effekt von ET-1 oder den
ETa-Antagonisten auf die Expression des vaskularen SchllUsselfaktors VEGF gezeigt werden.
Eine Hemmung der Tumorangiogenese erfolgt in unserem Pankreaskarzinom-Modell offenbar
nicht tber VEGF, sondern moglicherwei se Uiber andere proangiogene Mediatoren.
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7. Zusammenfassung

Die Ergebnisse zeigen eine Rolle der ET-1-ETa—Achse beim humanen Pankreaskarzinom. In
einem klinisch relevanten Tiermodell wurde durch selektive Blockade des ETa eine Reduktion
von Tumorwachstum und -disseminierung erreicht. ETa-Antagonisten stellen demzufolge eine
potentielle Therapiestrategie fir das Pankreaskarzinom dar, die insbesondere in Kombination mit

etablierten Behandlungsregimen eine neue Option bieten konnte.
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9 Anhang

9.1 Abkurzungsverzeichnis

% (vIv) Volumenprozent pro Volumen

% (wW/v) Gewichtsprozent pro Volumen

5-FU 5-Fluorouracil

AAT anti-angiogene Therapie

Abb Abbildung

AFP a-Fetoprotein

Ag Antigen

AK Antikorper

APS Ammoniumpersulfat

AsPC AsPC-1

ATCC American Type Culture Collection
B2M b-2-Mikroglobulin

BCA Bicinchoninsdure (bicinchonin acid)
BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-Phosphat
Bp Basenpaare

BQ ETa-Antagonist BQ-485

BrduU Bromodesoxyuridin

BSA bovines Serumalbumin

bzw Beziehungsweise

C Cytosin

Ca Karzinom

cAMP 3,5 -cyclo-Adenosinmonophosphat
CDK Cyclin-abhéngige Kinase

cDNA komplement&re DNA (complementary DNA)
CEA Karzinoembryonales Antigen

COX Cyclooxygenase

Cp Crossing point

CT Computertomografie

Cr Schwellenwertzyklus (threshold cycle)
ddH,O doppelt destilliertes Wasser

DEPC Diethylpyrocarbonat

Diff Differenz

DIG Digoxygenin

DMPC Dimyristoylphosphatidylcholin

DNA Desoxyribonucleinsdure (desoxyribonucleic acid)
dNTPs 2 -Desoxyribonukleosid-5’ -triphosphat
dsDNA doppelstréngige DNA (double stranded DNA)
ECE Endothelin converting enzyme

EDTA Ethylendiamintetra-A cetat

EGF Epidermal Growth Factor

ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay
ERCP endoskopisch-retrograde Cholangio-Pankreatikografie
ET Endothelin

ETa Endothelin-Rezeptor-A

92



ETs
EtBr
etc
EtOH
EUS
FGF
FRET

gof
HCG
HIF
HPAF
HUVEC
i.p.
IC50
IGF
1gG
IP3
KG
Konz
LU
MHC
min
MM
MPC
MRCP
MRNA
MRT
MTT

NBT
NGF
oD
PaCa
PAGE
PAI
PBS
PCR
PDGF
PET
resp
RPM
RT
RTD-PCT

SDS
ssDNA
StAbw

9. Anhang

Endothelin-Rezeptor-B

Ethidiumbromid

efcetera

Ethanol

Endosonografie

Fibroblast Growth Factor
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer
Guanin

Erdbeschleunigung in Gramm
gegebenenfalls

Humanes Choriongonadotropin
Hypoxie-induzierter Faktor

HPAF-II

Human Umbilical Vein Endothel Cell
intraperitoneal

Inhibitionskonzentration

Insulin-like Growth Factor
Gamma-Immunoglobin
Inositol-1,4,5-triphosphat

K orpergewicht

Konzentration

ETa-Antagonist LU302146 (BSF302146)
major histocompatibility complex

Minuten

Molekilmasse

MiaPaCa-2

M agnetresonanz-Cholangio-Pankreatikografie
messenger ribonucleic acid

M agnetresonanztomografie
3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium Bromid
Normal

Nitroblautetrazoliumchlorid

Nerve Growth Factor

optische Dichte

Pankreaskarzinom
Polyacrylamidgel el ektrophorese
Plasminogen Aktivator Inhibitor
Phosphate-buffered-saline
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Platel et-derived Growth Factor
Positronen-Emissions-Tomografie
respektive

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
Reverse Transkription/ Reverse transcriptase
Real-time detection PCR

Sekunden

Natriumdodecylsulfat, C;oHsNaO4S
Einzelstrang-DNA (single stranded DNA)
Standardabweichung

Zeit
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9. Anhang

Tab Tabelle

Taq Thermus aquaticus

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamin
Temp Temperatur

TGF Transforming Growth Factor

TNM Tumorausdehnung — Lymphknotenbefall — Fernmetastasen
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Tween

U Aktivitétseinheit fir Enzyme (unit(s))
u.a unter anderem

UICC Unio Internationalis Contra Cancrum
uv Ultraviolett

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
val vergleiche

VS Versus

z.B. zum Beispiel

oGT ¢ Glutamyltransferase

Dartiber hinaus wurden die international Ublichen Abkirzungen fir die Einheiten des Sy-
steme International d’ Unités (SI-Einheiten) und der International Union of Pure and Ap-
plied Chemistry (IUPAC) verwendet.
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9. Anhang

9.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Aminoséurensequenz der Endotheline.

Abbildung 2: Biosynthese des ET-1.

Abbildung 3: Molekularstruktur von LU302146.

Abbildung 4: Molekularstruktur von BQ485.

Abbildung 5: Anlagerung der Sonden an die Ziel-DNA.

Abbildung 6: Expression von ET-1 und seinen Rezeptoren.
Abbildung 7: Ergebnisse der Zellzahlung bei ET a-Blockade.
Abbildung 8: Ergebnisse der Zellz&hlung unter Applikation von ET-1.
Abbildung 9: Zeitlicher Verlauf der Zell-Viabilitét (MTT-Assay).

Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:
Abbildung 15:
Abbildung 16:
Abbildung 17:
Abbildung 18:
Abbildung 19:
Abbildung 20:
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Zéellproliferation im Stimulations- und Suppressionsversuch.
Fotographie einer Gelelektrophorese.
Exemplarische RT-PCR-Fluoreszenzkurven.
Ergebnisse der Real-time-PCR.

Eichkurve zur Protei nkonzentrati onsbestimmung.
Western Blot.

VEGF-ELISA.

ET-1-ELISA.

Volumen des Priméartumors.

Tumorstreuung.

Uberlebensrate.

Mikrogefalidichte (MVD).
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9.6 Lebendauf
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