Aus der Klinik fir Gynékologie und Geburtshilfe
Direktor Professor Dr. med. Dr. hc. Walter Jonat
im Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel

an der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

IN VITRO UNTERSUCHUNGEN VON THERAPIEKOMBINATIONEN MIT
CHEMOTHERAPEUTIKA UND DEM TYROSINKINASE INHIBITOR
NILOTINIB AM OVARIALKARZINOM

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde

der Medizinischen Fakultat
der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

vorgelegt von
KATRIN RATH

aus Gelsenkirchen
Kiel 2014



1. Berichterstatter: Prof. Dr. C. Mundhenke, Klinik fiir Gynakologie und Geburtshilfe

2. Berichterstatter: Priv.-Doz. Dr. C. Schafmayer, Klinik fir Allgemeine Chirurgie und Tho-
raxchirurgie

Tag der mindlichen Prufung: 20.09.2014

Zum Druck genehmigt, Kiel, den 16.07.2014

Gez. Priv.-Doz. Dr. C. Schem






Inhaltsverzeichnis

2. MATERIAL UND METHODE... ...ttt e
2.1 MALErIal. ..o
2.1 1 ZellKURUN ..o e

2.1.2. ImmuNhiStOChEMIE. ... ..t e e

2.1.3. Proliferationsversuche............cccoooiiiiii i e enn . 14215

2.1, 4, TUNEL ASSAYS. ... eu ettt et e e et e e e e e e

2.1.5. Planare MigrationSasSaysS. .. ... ...uueeuvenuee e eeenneeisaaneeeneeenen,

2.0.6. GBIALE. .. et e e

2.2. MEENOGE. ..o
2.2.1. Zelllinien und Zellpflege. .. ...,

2.2.2. MediKameNTe. .. ...t e e e

2.2.3. Immunhistochemischer Rezeptornachweis. .. ..........c.c.coev v
2.2.3.1. Versuchsvorbereitung..........co.oovviiviiiiii i,

2.2.3.2. Versuchsdurchfihrung...........ccooiiiiiii i,

2.2.4. ProliferationsVersuChe. ... ...oeoi i e e
2.2.4.1. Versuchsablauf...........c.oooii i

2.2.4.2. AUSWEITUND. .. ..o ee e e ettt e e e e e e e ae e

2.2.4.3. Monotherapie mit Nilotinib..................cooo .

2.2.4.3.1. Durchflhrung..........coooie i e,

2.2.4.3.2. Auswertung und Statistik...............ccceeiennnnn

2.2.4.4. Kombinationstherapie...........c.ooviveiieii i

2.2.4.4.1. Durchflhrung..........coooiie i e,

2.2.4.4.2. Auswertung und Statistik................cceevennin.

2.2.5. TUNEL ASSAYS. .. ..ttt e et e e e e
2.2.5.1. Prinzip des TUNEL ASSQYS. .. ... cuuuiriieineiieiineennaennn.

2.2.5.2. Versuchsplan...........oooo oo,

2.2.5.3. Versuchsdurchfihrung...........ccooviiiii i

Seiten

7-12

13-32
13-17

13

13-14

15-16
16
17
17-32
17
18
18-20
19
19-20
21-27
21-22
22-23
23-24
23-24
24
24-27
24-26
26-27
27-30
27
27-28
28-30
Seiten



2.2.5.4. Auswertung und Statistik............oooveeiiiiii i
2.2.6. Planare MigrationSasSaysS. .. ... ..uue e erine e aenes e eanaetne e aenns
2.2.6.1. Prinzip der planaren Migrationsassays. .. ..........c..cc.eueue.
2.2.6.2. Versuchsplan............oooo oo,
2.2.6.3. Versuchsdurchfihrung...........ccooviiiiii i
2.2.6.4. Auswertung und Statistik............oooieeiiiiii i

3.1. Immunhistochemischer RezeptornaChweis. .. ..........cooveviiiiiiini i,
311 PDGRR0L -ttt

3.1.2. C-ADI REZEPIOT ...t e

3.2. ProliferationSVerSUCKE. .. ....cu vt e e
3.2.1. Monotherapie mit Nilotinib.............coooo i,
3.2.1.1 Ergebnisse der MTT-ASSaYS. .. ....uueurrirureineennienianenns

3.2.2. Kombinationstnerapie. .. .......ccouviuiie i i e e e
3.2.2.1. Kombinationstherapie mit Nilotinib und Carboplatin.....

3.2.2.2. Kombinationstherapie mit Nilotinib und Paclitaxel.......

3.2.2.3. Dreierkombinationstherapie mit Nilotinib, Carboplatin....

und Paclitaxel

3.3 TUNEL ASSAYS. .. .ttt ettt et e e e e e e e e e e e et et e
3.3.1. TUNEL Assays mit Nilotinib.............cooooiiiiiii e,
3.3.2. TUNEL Assays mit Nilotinib und Carboplatin.........................
3.3.3. TUNEL Assays mit Nilotinib und Paclitaxel...........................
3.4. Planare MigrationNSaSSAYS. .. ... v uueunet e eee et aen et e e et e e e e e eens
3.4.1. Planare Migrationsassays mit Nilotinib.........................ool.
3.4.2. Planare Migrationsassays mit Nilotinib und Carboplatin............
3.4.3. Planare Migrationsassays mit Nilotinib und Paclitaxel................

5. ZUSAMMENFASSUNG. .. ...t e e e e e et e

30
30-32
30-31
31
31-32
32

33-63
33

33

33

34-51
34-38
36-38
38-51
38-43
43-47
47-51

51-56
51-52
52-53

.54-56
.56-63

56-60

60

61-63

64-77

78-79



6. LITERATURVERZEICHNIS. ... e

T ANHANG . o

8. DANKSAGUNG. .. ... e e e e e e e e e e

9. PUBLIKATION . .. ettt et e e e e e e et e e e e e e e

10. LEBENSLAUF . .. oo e e e e e e e

Seiten

80-85

86-88

89

90

91



1. EINLEITUNG

Krebserkrankungen stellen ein weltweit zentrales Problem dar. Bosartige Tumore sind ver-
antwortlich fiir 25% aller Todesfalle.

In Deutschland erkranken pro Jahr etwa 9700 Frauen an Ovarialkarzinom. Von 1980 bis 2010
ist die Zahl der jahrlich erfassten Erkrankungsfélle stetig angestiegen, besonders in der Al-
tersgruppe der tber 70-Jahrigen um knapp 40% (Robert Koch Institut 2010). In den Statisti-
ken der Krebssterblichkeit der Frau steht das Ovarialkarzinom an flinfter Stelle, in der Alters-
klasse der 40 bis 59 Jéhrigen sogar an Rang vier (Jemal et al. 2010). Unter gynakologischen
Malignomen stellt bosartiger Eierstockkrebs die flihrende Todesursache dar (Robert Koch
Institut 2010).

Die Ursache der hohen Mortalitat ist vor allem darin zu sehen, dass die Erkrankung in drei
Viertel der Félle erst in den fortgeschrittenen Tumorstadien Figo 11 und 1V diagnostiziert
wird. Problematisch ist, dass bei den meisten Patientinnen kaum charakteristische Friihsymp-
tome auftreten und bisher kein etabliertes Screeningverfahren zur Verfligung steht. Die Prog-
nose der betroffenen Frauen ist allerdings in erster Linie vom Stadium der Erkrankung zum

Zeitpunkt der Erstdiagnose abhéngig (deutsche Krebsgesellschaft).

Die Therapie des Ovarialkarzinoms besteht in der radikalen chirurgischen Entfernung des
Tumors und einer anschlieenden Chemotherapie, die nach aktuellem Standard eine Kombi-
nationstherapie von Paclitaxel und Carboplatin darstellt (AGO Ovar, deutsche Krebsgesell-
schaft). Bei Diagnose der Erkrankung ist die angestrebte Therapie in Form einer kompletten
chirurgischen Sanierung im Sinne einer RO-Resektion aufgrund eines bereits ausgedehnten
Befundes mit Peritonealkarzinose oft nicht moglich. Ein weiteres Problem im Zusammenhang
mit der Behandlung fortgeschrittener Ovarialkarzinome stellt die Tatsache dar, dass insbeson-
dere diese Patientinnen zu Rezidiven neigen, welche dann hdufig Resistenzen gegeniber
Paclitaxel und Carboplatin zeigen (Bristow et al. 2009). Zurzeit stehen in diesen Fallen nur
begrenzte Therapiemdglichkeiten zur Verfigung (Mutch et al. 2007). Zwar konnte das Lang-
zeitiiberleben von Patientinnen mit Ovarialkarzinom in den letzten 30 Jahren deutlich verbes-
sert werden, dennoch liegt die 5-Jahrestiberlebensrate auch im Jahr 2010 bei nur 47%, fur
Patientinnen mit progressiver Erkrankung sogar nur bei 37% (Jemal et al. 2010).

Durch das zunehmende Verstandnis von Signalkaskaden, die bei der Karzinogenese eine ent-
scheidende Rolle einzunehmen scheinen, hat die Entwicklung neuer Substanzen, die gezielt in
die Tumorbiologie eingreifen, zunehmend an Bedeutung gewonnen. Medikamente, die tu-
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morassoziierte Strukturen, darunter Wachstumsfaktor Rezeptoren wie der vascular epidermal
growth factor (VEGF) oder Signalkaskaden wie der PI3K-Akt Signaltransduktionsweg zu
hemmen vermdgen, konnen die Effizienz der Standard Chemotherapie erhohen sowie das
Auftreten von Zytostatika Resistenzen hinauszégern (Hayakawa et al. 2000, Cao et al. 2008,
Hantel et al. 2010, Jain et al. 2010, Perren et al. 2011, Aghajanian et al. 2012, AGO GYN 8).

Nilotinib

Einen Angriffspunkt der spezifischen Tumortherapie stellen Rezeptor-Tyrosinkinasen dar.
Dabei handelt es sich um eine Gruppe zelluldrer Enzyme, die durch ihre Fahigkeit verschie-
dene Signaltransduktionsmolekile zu aktivieren oft entscheidend an der Entstehung, dem
Wachstum und der Expansion von bdsartigen Tumoren beteiligt sind. Bei der Untersuchung
maligner Neoplasien findet man h&ufig nicht nur eine verstarkte Expression der verschiedenen
Rezeptoren, sondern auch ein erhdhtes Aktivitdtsniveau. Eine gesteigerte Aktivierung der
Tyrosinkinasen kann dabei unterschiedlich begrindet sein: H&ufig wird die gleichzeitige
Coexpression der jeweiligen Liganden beobachtet, welche in der Folge eine parakrine oder
autokrine Stimulation bewirken. Auflerdem zeigen einige Tumore Rezeptormutationen, die
dazu fuhren, dass der Rezeptor auch ohne das Vorhandensein eines Liganden aktiviert sein
kann. In diesem Fall spricht man von einer Autoaktivierung des Rezeptors.

Die weitestgehende Hemmung der Tyrosinkinase Rezeptoren kann zu einer Unterbrechung
dieser in Karzinomen verstarkt ablaufenden Signalkaskaden fiihren und somit Zellproliferati-
on, -differenzierung und Angiogenese der Tumore vermindern (Heldin et al. 1998).

Nilotinib (auch bekannt als Tasigna, AMN107) ist ein solcher Rezeptor-Tyrosinkinase Inhi-
bitor der zweiten Generation. Hervorgegangen ist Nilotinib aus chemischer Modifikation der
Vorgangersubstanz Imatinib Mesylat (Glivec, STI571). Imatinib, entdeckt als potenter Inhi-
bitor der Bcr-Abl-Tyrosinkinase, welche eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der
chronisch myeloischen Leukamie spielt, erlangte 2002 erstmalig die Zulassung zur Therapie
dieser Erkrankung.

Pathognomische Ursache der CML liegt in einer reziproken Translokation zwischen dem lan-
gen Arm des Chromosoms 9 und dem des Chromosoms 22, welche bei Gber 95% der Patien-
ten detektiert wird. Das Genprodukt des so entstandenen Philadelphia Chromosoms ist ein

onkogenes Fusionsprotein, die konstitutiv aktivierte Bcr-Abl-Kinase, welche (iber die Phos-



phorylierung von Tyrosinresten verschiedene Signalkaskaden aktiviert und die Proliferation
pluripotenter hdmatopoetischer Zellen unkontrolliert steigert (Shtivelman et al. 1985).

Sowohl Imatinib als auch Nilotinib binden an die intrazellulare ATP Bindungsstelle der inak-
tiven Ber-Abl Konformation, verhindern das Anheften von Substrat Adenosintriphosphat und
hemmen so die Phosphotransferaseaktivitit der Tyrosinkinase. In der Folge wird der Uber-
gang in den aktivierten Zustand verhindert, nachfolgende im Rahmen der Hyperproliferation
der Leukamiezellen ablaufende Signalwege kdnnen gestoppt werden (Kantarjian et al. 2006,
Weisberg et al. 2006, Fava et al. 2008). Neben der beschriebenen Proliferationsinhibition sind
zudem beide Substanzen in der Lage Uber eine Hemmung der Bcr-Abl-Kinase mittels ver-
mehrter Expression des Tumorsuppressor Proteins Bcl-2 interacting mediator (Bim) pro-

apoptotische Wirkung zu entfalten (Aichberger et al. 2005).

Unzureichendes Therapieansprechen sowie Unvertraglichkeit des Wirkstoffes Imatinib in
einer wachsenden Gruppe von Patienten fiihrte auf der Grundlage verschiedener bekannter
Resistenzmechanismen, die ein vermindertes oder fehlendes Ansprechen von Imatinib nach
sich ziehen, zur Entwicklung der zweiten Generation der Tyrosinkinase Inhibitoren, zu denen
auch Nilotinib zahlt.

Durch Ersetzen eines Piperazinrings des Imatinib Molekils durch einen dreifach fluorierten
Imidazolring zeigt Nilotinib eine verbesserte topologische Passung fir die ATP Bindungstas-
che. Die Bindungsaffinitat des Molekdils fir die Tyrosinkinase Abl wird deutlich erhéht (Dei-
niger 2008). Sowohl in vitro als auch in vivo konnte gezeigt werden, dass die Abl-Kinase des
CML Widltyps, verglichen mit der Muttersubstanz, durch Nilotinib 30-fach potenter gehemmt
wird. AuBerdem zeigt Nilotinib bei 32 von 33 Imatinib resistenten Zelllinien Wirksamkeit
(Kantarjian et al. 2006, Weisberg et al.2006, Fava et al. 2008, Deininger 2008). Neben der
besseren Wirksamkeit besitzt Nilotinib zudem ein glinstiges Toxizitatsprofil, die fur Imatinib
typischen therapielimitierenden Nebenwirkungen wie Wasserretention und Gewichtszunahme

treten unter Behandlung mit Nilotinib nur selten auf (Rumpold et al. 2009).

Klinisch eingesetzt wird Nilotinib seit Oktober 2007 zur Behandlung Imatinib-resistenter oder
-intoleranter Philadelphiachromosom positiver CML in der chronischen und akzelerierten
Phase der Erkrankung und ist seit Juni 2010 ebenfalls fiir den Einsatz neu diagnostizierter
CML Patienten, die sich in der chronischen Phase befinden, zugelassen. Grundlage der aktuel-
len Zulassung stellt hierbei eine Phase 111 Studie dar, die kirzlich eine hohere hdmatologische

Ansprechrate nach Gabe von Nilotinib sowie eine geringere Progressionsrate im Vergleich zu
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Imatinib bei neu diagnostizierten CP CML Patienten zeigen konnte (Saglio et al. 2010). Des
Weiteren belegen Untersuchungen, dass Nilotinib auch im fortgeschrittenen Blastenstadium
der Krankheit noch effektiv ist und eine begrenzte Wirksamkeit bei Patienten mit Philadelphi-
achromosom positiver ALL aufweist.

Da die Zielstruktur von Nilotinib, die ATP Bindungstasche, eine hochkonservierte Struktur
darstellt und neben der zytoplasmatischen Abl-Tyrosinkinase auch Bestandteil membranstén-
diger Rezeptoren ist, bindet Nilotinib mit unterschiedlicher Affinitat an weitere Tyrosinkina-
sen. Zu diesen zahlen der Rezeptor fiir den Stammzellfaktor c-kit sowie die platelet-derived
growth factor Rezeptoren (PDGFR) a und B (Weisberg et al. 2005).

Uber die Behandlung der CML hinaus konnte gezeigt werden, dass sich sowohl Nilotinib als
auch Imatinib zur Therapie von soliden Tumoren eignen, bei deren Pathogenese einer oder
mehrere der oben genannten Rezeptoren eine Rolle spielen.

Bekanntes Beispiel stellen die gastrointestinalen Stromatumoren (GIST), mesenchymale Tu-
moren des Magen-Darm-Traktes, dar, deren Ursache in 90% der Falle in einer gain of fuction
Mutation im Stammzellfaktor Rezeptor c-kit liegt. Resultat ist ein autoaktivierter Rezeptor
mit permanentem Proliferationsreiz. Bei Patienten, die keine Mutation dieses Rezeptors auf-
weisen, findet man stattdessen haufig einen konstitutiv aktiven PDGFR- «, der bei den Tu-
morzellen selbige nachgeschalteten Signalwege wie auch c-kit aktiviert (Weisberg et al.
2006). Nilotinib ist in der Lage die mutierten Rezeptoren zu inhibieren und zeigt dartber hin-
aus Wirksamkeit bei Imatinib und Sunitinib Resistenz oder Unvertraglichkeit (Montemurro et
al. 2009).

Aktuelle Studien zeigten aullerdem bei verschiedenen myeloproliferativen Erkrankungen in
vitro und in vivo erfolgsversprechende, durch Nilotinib vermittelte Wachstumsinhibition.
Stovers et al. konnten 2005 die Wirksamkeit der Therapie mit Nilotinib gegen die Fusionsty-
rosinkinasen TEL-platetelet-derived growth factor receptor-f3 (TEL-PDGFR-B) und FIP1-like-
1 (FIP1L1)- PDGFR-a belegen, welche fur die Entstehung der chronischen myelomonozyté-
ren Leuk&mie und des hypereosinophilen Syndroms verantwortlich sind. Vielversprechende
Ergebnisse zeigten sich auch bei der Behandlung der systemischen Mastozytose, eine myelo-
proliferative Erkrankung die typischerweise mit einer Imatinib-resistenten Mutation im c-kit
Rezeptor einhergeht. Nilotinib hingegen konnte in den resistenten Zelllinien in klinisch rele-
vanten Konzentrationen eine effektive Hemmung des Zellwachstums erbringen (von Bubnoff
et al. 2005).
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Im Hinblick auf das Verstandnis einer potentiellen Wirksamkeit von Nilotinib beim Ovarial-
karzinom spielt eine entscheidende Rolle, dass die entarteten Zellen, im Gegensatz zu gesun-
dem Ovarialgewebe, zu einem hohen Prozentsatz ebenfalls die Tyrosinkinasen c-Abl, c-Kkit,
PDGFR-a und PDGFR-f exprimieren. Untersuchungen von Wilczynski et al. zeigten 2005,
dass in epithelialen ovariellen Tumoren PDGFR-a in 58% der Falle, PDGFR-f in 29% und c-
kit in 33% der untersuchten Gewebeproben vermehrt an der Zelloberflache anfarbbar waren,
wéhrend im gesunden Stroma des Ovars keine der genannten Rezeptoren gefunden wurden.
Matei et al. konnten 2006 aullerdem beobachten, dass in Ovarialkarzinomzelllinien nicht nur
die Expression der oben genannten Rezeptor-Tyrosinkinasen erhoht ist, sondern ebenso die
Bildung der Liganden, welche zur Aktivierung der jeweiligen Rezeptoren fiihren. Somit sind
die malignen Zellen in der Lage ihr eigenes Wachstum durch autokrine und parakrine Rezep-
torstimulation selbst zu fordern.

In vitro Untersuchungen konnten aulRerdem belegen, dass eine GibermaRige Expression von c-
kit und PDGF Rezeptoren in Ovarialkarzinomzellreihen eine positive Korrelation mit aggres-
siven Tumorverhalten und niedriger Uberlebensrate aufweist (Matei et al. 2004).

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Aktivierung von Tyrosinkinase Rezeptoren und
derer nachgeschalteter Signalkaskaden sowohl in der Pathogenese des Ovarialkarzinoms als
auch in der Fahigkeit zur Tumorexpansion eine entscheidende Rolle spielen und die Unter-
brechung dieser Ketten einen gezielten Therapieansatz darstellen kénnte, um eine Progression
der Erkrankung zu stoppen.

Ein durch Imatinib vermittelter wachstumseinschrankender Effekt bei PDGFR-a. positiven
Ovarialkarzinomzelllinien konnte bereits 2004 von Matei et al. nachgewiesen werden. Weiter-
fuhrende in vitro Untersuchungen an Ovarialkrebszellen zeigten eine deutliche Proliferations-
inhibition nach Imatinib Monotherapie sowie nach Kombinationsbehandlungen mit Carbopla-
tin und Paclitaxel. Zudem konnte in den untersuchten Zelllinien ein pro- apoptotischer Ein-
fluss von Imatinib dargelegt werden (Mundhenke et al. 2008). Ergebnisse laufender in vivo
Studien, die eine klinische Relevanz von Imatinib in der Therapie des Ovarialkarzinoms auf-

zeigen, liegen derzeit noch nicht vor.

Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit galt es praklinisch zu untersuchen, ob Nilotinib in der Lage ist, Ein-

fluss auf das Wachstumsverhalten von Ovarialkarzinomzellen zu nehmen.
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In vorausgegangenen Studien dieser Arbeitsgruppe konnte die Wirkung der Vorgangersub-
stanz Imatinib auf Eierstockkrebszellen gezeigt werden. Nun sollte herausgefunden werden,
ob auch fir Nilotinib in klinisch relevanten Konzentrationen in der Monotherapie wie auch in
der Kombination mit Carboplatin oder Paclitaxel eine rezeptorvermittelte Inhibition des Tu-
morwachstums beim Ovarialkarzinom nachweisbar ist. Es galt unter differenzierter Betrach-
tung zu untersuchen, inwiefern diese Wirkung auf eine Hemmung der Zellproliferation, der
Zellmigration und der Induktion von Apoptose zurlickzufiihren ist. Zu beantworten waren
diese Fragestellungen unter Verwendung der Methoden: Proliferationsversuche, Migrations-
und TUNEL-Assays.

Zudem sollten die epithelialen Ovarialkarzinomzelllinien mittels immunhistochemischer Far-
bungen auf die Expression der Tyrosinkinasen c-Abl und PDGFR-a geprift werden, um even-
tuell vorhandene Angriffsstrukturen fiir Nilotinib aufzuzeigen.

Besonderer Bedeutung wird in dieser Arbeit der Frage beigemessen, ob sich durch eine Kom-
binationstherapie von Nilotinib mit den etablierten Zytostatika Carboplatin und Paclitaxel
additive oder synergistische Effekte erzielen lassen und sich somit Hinweise ergeben, dass
eine solche Kombination Vorteile fur die Patientinnen erbringen kann. Zum einen kdnnte eine
durch die Kombinationstherapie erméglichte Dosisreduktion der einzelnen Komponenten mit
einer Minderung der mit der Therapie verbundenen Nebenwirkungen einhergehen und zum
Anderen eine mogliche verbesserte Effizienz der Standardchemotherapie die Bildung resisten-

ter Tumorzellen senken.

Kann durch die Behandlung mit dem Tyrosinkinase Inhibitor Nilotinib in vitro eine Wachs-
tumshemmung in Ovarialkarzinomzelllinien sowohl in der Monotherapie als auch in der
Kombinationstherapie mit den Standardchemotherapeutika Carboplatin und Paclitaxel erzielt

werden und somit eine Therapie bei Patientinnen sinnvoll sein?
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2. MATERIAL UND METHODE

2.1. Material

2.1.1. Zellkultur

Zelllinien:
OVCARS3, OVCARS National Institutes of Health, Berthesda, MD, USA
SK-0V3 American Type Culture Collection, Mannassas,

VA, USA

Falcon-Tubes

Sarstedt, Newton, USA

Fetal bovine serum

Biochrom AG, Berlin

PBS-Dulbecco

Biochrom AG, Berlin

Penicillin und Streptomycin

Biochrom AG, Berlin

Tissue Culture Flask 75 cm®

Sarstedt, Newton, USA

Trypsin/EDTA Solution

Biochrom AG, Berlin

Tryptan blue

Biochrom AG, Berlin

VLE RPMI 1640 Medium

Biochrom AG, Berlin

2.1.2. Immunhistochemie

Zelllinien:

OVCAR3, OVCARS

National Institutes of Health, Berthesda, MD, USA

Antikorper:

polyklonare 1gG von Kaninchen

c-Abl K12: sc-131

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

PDGFR-a C20: sc-338

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

Aceton

Merck, Darmstadt

Chamber Slides

LabTec® Chamber Slides, Nalge Nunc Internatio-
nal, Rochester, NY, USA

DAB

Dako Cytomation, Glostrup, Dédnemark
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DAKO Antibody Diluent

Dako Cytomation, Glostrup, Dédnemark

DAKO ChemMate EnVision Detec-
tion Kit

Dako Cytomation, Glostrup, Danemark

DAKO Peroxidase Blocking Reagenz

Dako Cytomation, Glostrup, Dédnemark

Eppendorf-Tubes

Eppendorf AG, Hamburg

Ethanol

Merck, Darmstadt

Fetal bovine serum

Biochrom AG, Berlin

Goat Normalserum

Dako Cytomation, Glostrup, Dédnemark

Milchpulver

Biochrom AG, Berlin

Mayers Hamalaunlésung

Merck, Darmstadt

NaCl

Merck, Darmstadt

PBS-Dulbecco

Biochrom AG, Berlin

Penicillin und Streptomycin

Biochrom AG, Berlin

TRIS-HCI

Merck, Darmstadt

Trypsin/EDTA Solution

Biochrom AG, Berlin

VLE RPMI 1640 Medium

Biochrom AG, Berlin

Vectastatin ABC Kit

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Xylol

Merck, Darmstadt

2.1.3 Proliferationsversuche

Zelllinien:
OVCARS3, OVCARS National Institutes of Health, Berthesda, MD, USA
SK-0V3 American Type Culture Collection, Mannassas,

VA, USA

Medikamente:

Carboplatin Sigma Aldrich, Munchen

Nilotinib freundlicherweise zur Verfigung gestellt von No-
vartis, Basel, Schweiz

Paclitaxel Sigma Aldrich, Munchen

Losungsmittel

Dimethylsulfoxid

Sigma Aldrich, Minchen
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Cell Titer Aqueous One Solution Re-
agent

Promega, Madison, WI, USA

Eppendorf-Tubes

Eppendorf AG, Hamburg

Falcon-Tubes

Sarstedt, Newton, USA

Fetal bovine serum

Biochrom AG, Berlin

Penicillin und Streptomycin

Biochrom AG, Berlin

Tissue Culture Plate 12-well

Sarstedt, Newton, USA

Tissue Culture Plate 96-well

Sarstedt, Newton, USA

Trypsin/EDTA Solution

Biochrom AG, Berlin

Tryptan blue

Biochrom AG, Berlin

VLE RPMI 1640 Medium

Biochrom AG, Berlin

2.1.4 TUNEL Assays

Zelllinien:

OVCAR3, OVCARS

National Institutes of Health, Berthesda, MD, USA

Medikamente:

Carboplatin Sigma Aldrich, Munchen

Nilotinib freundlicherweise zur Verfigung gestellt von No-
vartis, Basel, Schweiz

Paclitaxel Sigma Aldrich, Munchen

BSA Sigma, Taufirchen

Chamber Slides

LabTec® Chamber Slides, Nalge Nunc Internatio-
nal, Rochester, NY, USA

DAPI

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

DNAse I, recombinant, grade |

Biochrom AG, Berlin

Eppendorf-Tubes

Eppendorf AG, Hamburg

Falcon-Tubes

Sarstedt, Newton, USA

Fetal bovine serum

Biochrom AG, Berlin

In Situ Cell Death Detection Kit, POD

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Methanol

Merck, Darmstadt

MgC|2

Biochrom AG, Berlin

Natriumcitrat 0,1%

Biochrom AG, Berlin
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Paraformaldehyd 4%

Merck, Darmstadt

PBS-Dulbecco

Biochrom AG, Berlin

Penicillin und Streptomycin

Biochrom AG, Berlin

TRIS-HCI

Merck, Darmstadt

Triton X-100

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

VLE RPMI 1640 Medium

Biochrom AG, Berlin

Wasserstoffperoxid 30%

Merck, Darmstadt

2.1.5. Planare Migrationsassays

Zelllinien:

OVCAR3, OVCARS

National Institutes of Health, Berthesda, MD, USA

Medikamente:

Carboplatin Sigma Aldrich, Munchen

Nilotinib freundlicherweise zur Verfigung gestellt von No-
vartis, Basel, Schweiz

Paclitaxel Sigma Aldrich, Munchen

Eppendorf-Tubes Eppendorf AG, Hamburg

Ethanol Merck, Darmstadt

Falcon-Tubes

Sarstedt, Newton, USA

Fetal bovine serum

Biochrom AG, Berlin

PBS-Dulbecco

Biochrom AG, Berlin

Penicillin und Streptomycin

Biochrom AG, Berlin

Silikoneinsatze FlexiPERM

Sarstedt, Newton, USA

Tissue Culture Plate 12-well

Sarstedt, Newton, USA

Trypsin/EDTA Solution

Biochrom AG, Berlin

Tryptan blue

Biochrom AG, Berlin

VLE RPMI 1640 Medium

Biochrom AG, Berlin
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2.1.6. Geréate

Dynatech MR 5000 Elisa Reader Dynatech, Guernsey Channel Islands

Forma Scientific CO, water jacketed | Thermo Electron Cooperation, Dreieich
Inkubator Modell 3121S/N 26697-130

Fluoreszenzmikroskop Axioplan Zeiss, Jena

2.2. Methode

2.2.1. Zelllinien und Zellpflege
Fir die in vitro Versuche wurden die Zelllinien des National Institutes of Health (NIH):
OVCARS3, OVCARS und die Zellreine SK-OV3 aus der American Type Culture Collection

(ATCC) verwendet, welche dem Bestand der Universitatsfrauenklinik Kiel entstammten. Es

handelt es sich um humane epitheliale Adenokarzinomzellen des Ovars, die als adhdrente
Kultur wachsen und &hnliche Wachstumsgeschwindigkeiten aufweisen.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Gewebekulturflaschen mit einer Flache von 75cm?.
Als Nahrmedium diente dabei VLE RPMI 1640, das mit 10% fetalem Kélberserum (FSC)
sowie 10.000 1U Penicillin und Streptomycin versetzt wurde. Das so hergestellte Medium
wurde mindestens zweimal wochentlich gewechselt. Die Bebrutung der Zellen erfolgte im
Kulturschrank bei 37°C und 5% CO,. Bei einer 80-90%igen Konfluenz der Kulturplatten
wurden die Zellreihen in geringeren Konzentrationen subkultiviert. So konnte ein weitgehend
logarithmisches Wachstum gewéhrleistet werden. Nach hdchstens 20 Passagen wurden die
Zellen verworfen, um Verfalschungen der Ergebnisse durch mégliche neu entstandene Muta-
tionen vorzubeugen.

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels Tryptanblau Methode im Z&hlnetz nach Neu-

bauer.

Mit der Zelllinie SK-OV3 wurden nur Proliferationsversuche mit Nilotinib in der Monothera-
pie vorgenommen. Es lieB sich keine ausreichende Wirkung im therapeutischen Bereich von
Nilotinib erzielen, sodass die weiteren Versuche ausschlieBlich mit den Zelllinien OVCAR3
und OVCARS durchgefthrt wurden.
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2.2.2. Medikamente
Bei den verwendeten Medikamenten handelte es sich um den Tyrosinkinase Inhibitor Niloti-

nib, mit freundlicher Unterstiitzung zur Verfugung gestellt von Novartis Pharma (Basel,
Schweiz), dem Platinkomplex Carboplatin und dem Taxan Paclitaxel (beide k&uflich erwor-
ben von Sigma Aldrich Miinchen).

Nilotinib, welches in Pulverform vorlag, wurde entsprechend seines spezifischen Gewichts
von 529,52g/L eingewogen und in Dimethylsulfoxid (DMSQO) geldst. Um den DMSO Gehalt
moglichst gering zu halten, wurde zunéchst mittels DMSO Zugabe eine 80mmolare Ldsung
von Nilotinib erstellt, im Anschluss daran durch Hinzufligen des wie oben beschrieben herge-
stellten Standardmediums RPMI 1640 eine 10mmolare Stockldésung. Die Lagerung der
10mmolaren Nilotinib Ldsung erfolgte in 1,5mL Eppendorf-Tubes im Kuhlschrank bei 4°C.
Far weitere Verdinnungen wurde Standardmedium verwendet.

Carboplatin und Paclitaxel lagen bereits in geloster Form vor, Carboplatin als 10mmolare
Stocklésung in aqua dest., Paclitaxel in NaCl gel6st in einer Konzentration von 1mmol.

Weitere Verdinnungsstufen wurden ebenfalls durch Zugabe von Standardmedium hergestellt.

2.2.3. Immunhistochemischer Rezeptornachweis

Um die Expression fir Nilotinib wichtiger Angriffspunkte auf der Zelloberflache der unter-
suchten OVCAR3 und OVCARS Zellen belegen und die vorhandenen Angaben in der Litera-
tur bestétigen zu kdnnen, sollte der immunhistochemische Rezeptornachweis der Tyrosin-
kinasen c-Abl und PDGFR-a erfolgen.

Zu diesem Zweck wurden die Karzinomzellen auf Objekttrager tberfiihrt, um anschlieRend
mittels immunhistochemischer Farbemethoden die verschiedenen Rezeptoren sichtbar machen
zu koénnen. Der Nachweis beruht auf einer spezifischen Antigen-Antikdrper-Reaktion, bei
welcher die Antikdrper an ein Detektionssystem gekoppelt sind, das schlieRlich das Vorhan-
densein des Proteins sichtbar macht. Die Reaktionen verlaufen nach folgendem Prinzip: Nach
Einsatz des Priméarantikdrpers, der gegen die gesuchte Tyrosinkinase gerichtet ist, 16st der
gegen den Primérantikorper gerichtete und an ein Enzym gekoppelte Sekundarantikdrper nach
Substratzugabe eine Enzym-Substrat Reaktion aus, die schlieBlich zur Farbentstehung flhrt.
Da mehrere Sekundarantikrper an den Primarantikorper binden kdnnen, entsteht dadurch
eine Verstarkung des Signals.

Zur Detektion stehen verschiedene Systeme zur Verfligung. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
das DAKO EnVision System fiir die Farbung der Tyrosinkinase PDGFR-a
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und die Avidin-Biotin Methode zur Darstellung der zytoplasmatischen Abl-Tyrosinkinase
verwendet.

Bei der Avidin-Biotin Methode wird neben Einsatz eines biotinmarkierten Sekundérantikor-
pers eine Losung mit dem Namen ABC-System hinzugegeben, die Avidin und biotinylierte
Peroxidase enthdlt. Aufgrund der hohen Affinitdat von Avidin zu Biotin bilden die beiden
Komponenten einen Komplex und binden auBerdem an den biotinmarkierten Sekundéranti-
korper.

Beim DAKO EnVision System handelt es sich im Gegensatz zur Avidin-Biotin Methode um
ein zweistufiges Farbeverfahren, bei der ein Dextranpolymer eingesetzt wird, an das mehrere
(bis zu zehn) Molekdile des Sekundarantikdrpers und zusatzlich durchschnittlich 70 Molekdle
der Meerrettichperoxidase gebunden sind.

Die Sichtbarmachung der Antigen-Antikérper Bindung erfolgt bei beiden verwendeten Me-
thoden durch Zugabe von 3,3-Diaminobezidin-Tetrahydrochlorid (DAB) und Wasserstoffper-
oxid. Das vorher fast farblose Chromogen wird dabei mittels Enzymreaktion zu einem brau-

nen Endprodukt oxidiert.

2.2.3.1.Versuchsvorbereitung

Vor der Durchftihrung der immunhistochemischen Farbungen galt es Nativpréparate der ein-
zelnen Zelllinien zu erstellen.

Dazu wurden die Ovarialkarzinomzellen aus den Kulturschalen auf chamber slides mit jeweils
zwei Kammern tberfiihrt. Die Zellen wurden mit 5mL Trypsin-EDTA vom Boden der Fla-
schen geldst und nach Stoppen der Reaktion mit 10mL Standardmedium bei 1350 RPM fur 10
Minuten zentrifugiert. Das so entstandene Zellpellet wurde nach Absaugen des Uberstandes
mit 5mL Medium verdinnt und die Zellzahl nach Anfarben mit Tryptanblau mittels Neubauer
Z&hlkammer unter dem Lichtmikroskop ermittelt. AnschlieRend wurden die Zellen auf die mit
Medium befullten chamber slides ausgesat und fur 24 Stunden bei 37°C im Kulturschrank

bebriitet. Die Zellmenge jeder Kammer der zweier chamber slides betrug dabei 50000.

2.2.3.2. Versuchsdurchfiihrung
Die vorbereiteten chamber slides wurden nach zundchst zweimaligen Waschen mit PBS mit

100%igen Aceton fixiert. Nach 10-mindtiger Inkubation erfolgte ein Waschschritt mit
Waschpuffer mit folgendem Rezept: Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-HCI 50mM, NaCl
0,15M. Im Anschluss daran wurden die Objekttrager bei Raumtemperatur getrocknet. Als
nachster Schritt erfolgte die Inkubation der Zellen mit der DAKO Peroxidase Blocking Rea-
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genz fir 20 Minuten, um eine Anfarbung der endogenen Peroxidase zu vermeiden. Um weite-
re unspezifische Hintergrundfarbungen zu reduzieren, wurde nach erneutem Waschen mit
Waschpuffer Normalserum fiir 30 Minuten auf die Zellen aufgetragen. Das Serum bindet an
stark geladene Kollagen- und Bindegewebselemente, an welche auch der sekundare Antikor-
per binden und zu falsch positiven Ergebnissen fiihren konnen. Im Anschluss wurden die Ob-
jekttréger nicht gewaschen.

Die folgenden beiden Schritte umfassten das Auftragen des Primér- und des Sekundarantikor-
pers.

Um ein optimales Ergebnis zu erlangen, wurden die verwendeten Primarantikdrper gerichtet
gegen PDGFR-a und c-Abl in verschiedenen Verdinnungsstufen auf die Objekttrager aufge-
tragen. Die Verdunnung erfolgte bei Verwendung des DAKO enVision Systems mit der
DAKO Antibody Diluent, bei Verwendung der Avidin-Biotin Methode mit in PBS geldsten
2%igen Milchpulver.

Die vorbehandelten Objekttrdger wurden in einer feuchten Kammer mit der jeweiligen Anti-
korperlosung fir die Dauer von 45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Im Anschluss an die Inkubation mit dem Primdrantikdrper wurde ein weiterer Waschgang
durchgefiihrt und daraufhin die sekundéaren Antikorper auf die Proben aufgetragen. Die EnVi-
sion Losung, die sowohl sekundédren Antikorper als auch Enzym enthalt, wurde fir 30 Minu-
ten auf die Praparate aufgetragen. Zur Sichtbarmachung der Tyrosinkinase c-Abl mussten die
Objekttrager zundchst fir 30 Minuten mit dem biotinylierten Sekundarantikdrper beimpft
werden und anschlieRend fur weitere 30 Minuten mit dem ABC Kit, welches die Enzyml6-
sung enthélt. Die Inkubationen erfolgten in feuchten Kammern bei Raumtemperatur.

Um gebundene Antikdrper sichtbar zu machen, wurde nach einem Waschgang eine Substrat-
Chromogen-Losung auf die Praparate aufgetragen. Die Losung enthielt den Farbstoff 3,3-
Diaminobezidin-Tetrahydrochlorid (DAB) und Wasserstoffperoxid. Die Peroxidase reagiert
mit Wasserstoffperoxid unter Zerfall zu Wasser und Sauerstoff, die dazu bendtigten Elektro-
nen stellt DAB zur Verfligung und wird dabei selbst oxidiert. Diese Oxidation spiegelt sich in
der Ausfallung eines braunen Reaktionsproduktes wider. Nach einer Einwirkzeit von 3 Minu-
ten wurde die Reaktion durch Waschen mit Leitungswasser gestoppt. Im nachsten Schritt er-
folgte die Gegenfarbung der Zellkerne mit Mayers Hamalaunlésung und anschlieRendem
Spulen der Objekttrager mit Leitungswasser fir 30 Minuten. Abschlieend wurden die Prapa-
rate nach Entwasserung in einer Alkohol-Xylol Reihe zur Konservierung mit Deckgléasern

versehen.
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2.2.4. Proliferationsversuche

Um der Fragestellung nachzugehen, inwieweit durch die Behandlung mit Nilotinib das Zell-
wachstum gehemmt werden kann, wurden Proliferationsversuche an den Zelllinien OVCARS3,
OVCARS und SK-OV3 durchgefiihrt. Nilotinib wurde als Monotherapie und auch als Kom-
binationspartner mit den géngigen Standardchemotherapeutika der Ovarialkarzinomtherapie
Carboplatin und Paclitaxel getestet.

2.2.4.1. Versuchsablauf
Der Versuchsaufbau und —ablauf sowohl der Experimente der Monotherapie als auch derjeni-

gen der Kombinationstherapie war weitestgehend identisch.

Die Versuchsvorbereitung bestand zundchst in der Aufbereitung der zu untersuchenden Zell-
reihen: Um die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche zu 16sen, wurden sie zunéchst fir 10
Minuten mit 5SmL Trypsin-EDTA bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde beendet durch die
Zugabe von 10mL Standardndhrmedium. Anschlielend wurde das Gemisch in Falcon Tubes
uberflhrt und bei 20°C und 1350 Umdrehungen fur 10 Minuten zentrifugiert. Das so entstan-
dene Zellpellet wurde mit Standardmedium auf 5SmL verdinnt und die Zelldichte nach Resus-
pension mittels Neubauer Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop ausgezéhlt. AnschlieRend
wurden die zu untersuchenden Zellen auf Kulturplatten ausgesét, wir verwendeten daftr 12-
well-Plates. Die einzelnen Wells wurden mit je 1mL N&hrmedium befllt, die Zellmenge pro
Well lag bei allen Untersuchungen zwischen 10000 und 15000 Zellen (10 Zellen/uL). Die
Auswahl der Zellzahl erfolgte dabei so, dass die unbehandelten Kontrollzellen zu Versuchs-
ende eine 90%ige Konfluenz auf den Kulturplatten zeigten.

Zum Anwachsen wurden die beimpften Mikrotestplatten zundchst fir 24 Stunden im Kultur-
schrank bei 37°C bebrutet. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der Medikamente. Bei jedem
Versuch wurden verschiedene Konzentrationsstufen der Einzelsubstanz oder der Medikamen-
tenkombinationen verwendet, wobei jede Konzentrationsstufe dreifach aufgetragen wurde.
Dazu wurde das Medium in jedem Well abgesaugt und durch je ImL der entsprechenden Me-
dikamentendosierung ersetzt.

Die Inkubationszeit der Substanzen betrug bei allen Versuchen sechs Tage. Diese Zeitspanne
erwies sich bei allen Zelllinien als gut geeignet.

Zur internen Kontrolle wurde bei jedem Versuch ein Nullwert eingestellt, der das Wachs-
tumsverhalten der Zelllinien ohne Medikamentenzusatz aber unter gleichen Bedingungen re-
prasentierte. Da die Medikamente in Nahrmedium verdiinnt wurden, wurde als Kontrolle je-

weils ein dreifacher Ansatz mit je ImL dieses Nahrmediums erstellt.
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Bei der Analyse der Ergebnisse diente der Wert der Kontrolle als Bezugsgrofie.

Die Auswertung der 12-well-Plates erfolgte nach sechstégiger Medikamenteninkubation, wo-
bei der Tag der Medikamentenzugabe dem Tag null entsprach. Innerhalb dieser sechs Tage
wurde das Medikament zweimal, am zweiten und vierten Tag, abgesaugt und neu aufgetra-

gen, beziehungsweise Nahrmedium in den Kontrollwells gewechselt.

2.2.4.2. Auswertung
Die Auswertung erfolgte durch Zellzahlung unter dem Lichtmikroskop. Dafur wurde das Me-

dikament abgesaugt und die Zellen mit jeweils 400puL Trypsin-EDTA von ihrer Oberflache
abgeldst. Die Reaktion wurde nach 10 Minuten mittels Zugabe von je 800pL Standardmedi-
um beendet, das Suspendat aus den Wells in 1,5mL Eppendorf-Tubes tberfihrt und anschlie-
Rend die Zellzahlung unter Beriicksichtigung apoptotischer Zellen mit Hilfe der Tryptanblau
Methode unter Benutzung der Neubauer Zahlkammer durchgefiihrt. Aus den Werten der An-
sétze mit gleicher Konzentrationsstufe wurde das arithmetische Mittel berechnet.

Bei den Untersuchungen wurde die manuelle Zellzdhlung der Auswertung durch den oft ge-
brauchlichen MTT-Test vorgezogen. Bei dem MTT-Assay handelt es sich um einen Zytotoxi-
zitatstest, bei dem die Zellaktivitat auf dem Boden der Reduktion des gelben, wasserléslichen
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromids (MTT) in ein violettes, wasser-
unlésliches Formazan bestimmt wird.

Eine von Sims und Plattner 2009 verdffentliche Studie zeigte, dass im Rahmen der Behand-
lung mit Tyrosinkinase Inhibitoren die Auswertung von Proliferationsversuchen mittels MTT-
Tests keine verlasslichen Ergebnisse liefert. Zur Uberpriifung dieser These wurden fiir die
Monotherapie mit Nilotinib analog zur manuellen Zellzdhlung MTT-Assays mit den Zellli-
nien OVCAR3, OVCARS und SK-OV3 durchgefiihrt.

Anstelle der 12-well-Plates wurden fur die Versuche der MTT-Testung Mikrotestplatten mit
96-wells verwendet, die einzelnen Vertiefungen wurden mit je 100pL unterschiedlich ver-
dinnter Nilotinib Lésungen beflllt. Ansonsten entsprach der Versuchsaufbau und —ablauf
dem der Ubrigen Proliferationsversuche. Nach sechstagiger Medikamenteninkubation und
zweimaligen Mediumwechsel erfolgte die Bestimmung der Proliferationsrate mittels des Cel-
ITiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assays und dem ELISA-Reader Dynatech
MR5000 Microplate Reader. Dazu wurden zundchst die aufgetragenen Nilotinib Ldsungen
jedes Wells durch 100pL Standardmedium ohne Medikamentenzusatz ersetzt. Zusétzlich
wurden in jede Vertiefung 20uL der CellTiter Aqueous One Solution Reagent gegeben, die
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ein Tetrazoliumsalz enthélt, welches in Anwesenheit von NADH und NADHP zu Formazan
reduziert wird, einem Farbstoff, dessen Menge durch Absorptionsmessung bei 490nm photo-
metrisch bestimmt werden kann. Zu diesem Zweck wurden die Ovarialkarzinomzellen eine
Stunde bei 37°C im Zellkulturschrank inkubiert und anschlielend die Absorption mit Hilfe
des ELISA Readers bei 490nm bestimmt. Da NADH und NADPH in metabolisch aktiven
Zellen entsteht, verhalt sich die Menge des gebildeten Formazans und somit die gemessene

Absorption proportional zur Anzahl vitaler Zellen.

Die ermittelte Anzahl vitaler Zellen der nur mit Standardmedium beimpften Kontrollen wurde
als 100% Marke gewahlt und die Ergebnisse der jeweiligen Medikamenteninkubationen dazu
in Bezug gesetzt. Auf diese Weise konnte man den Therapieerfolg durch Vergleich der be-
handelten und unbehandelten Zellen darstellen.

Entsprechend konnte ebenfalls der Erfolg der Kombinationstherapien ermittelt werden. Dazu
wurde jeweils der Effekt der Monotherapie mit dem der Kombinationstherapie verglichen, um

mogliche Wirkverstérkungen aufzudecken.

Um den Erfolg der Arzneimittelwirkung weiter quantifizieren zu kénnen, wurden so genannte
»Inhibiting Concentration* (1C)-Werte festgesetzt. Fir die Behandlungen mit Nilotinib, Car-
boplatin und Paclitaxel wurden jeweils die IC50-Werte fir die Zelllinien OVCAR3 und
OVCARS bestimmt. Nach der Food and Drug Administration (FDA) ist die IC50 einer Sub-
stanz definiert als die Konzentration, bei der eine 50%ige Inhibition der Zellproliferation in
vitro erreicht wird. Im Rahmen dieser Arbeit bedeutet dies, dass ein spezieller IC-Wert als die
Medikamentenkonzentration anzusehen ist unter dessen Therapie das Zellwachstum um einen

gewissen Prozentsatz im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe gesenkt werden kann.

2.2.4.3. Monotherapie mit Nilotinib

2.2.4.3.1 Durchfiihrung
In den Versuchen wurden die Zellreihen OVCAR3, OVCARS8 und SK-OV 3 mit dem Tyro-
sinkinase Inhibitor Nilotinib behandelt. Der untersuchte Konzentrationsbereich lag dabei zwi-

schen 1pM und 4,5uM. Es wurden auBerdem Vorversuche durchgefihrt, in denen geringere
Konzentrationen als 1M getestet wurden, diese zeigten allerdings keine nachweisbare Wirk-

samkeit von Nilotinib.
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Durch Verdunnung mit Standardmedium wurden aus der 10mmolaren Stocklésung von Nilo-
tinib Losungen mit folgender Konzentration erstellt: 1uM, 1,5 uM, 2 uM, 2,5 uM, 3 uM, 3,5
UM, 4 UM, 4,5uM.

Versuchsaufbau und —ablauf erfolgte anschliel3end wie in 2.2.4.1. beschrieben.

2.2.4.3.2. Auswertung und Statistik

Die Bestimmung der Zellproliferation erfolgte mittels Zellzd&hlung und MTT-Assay wie in
2.2.4.2. beschrieben. Die Ergebnisse der MTT-Testungen wurden anschlieBend der mittels
Zellzéhlung erlangten Werte gegeniibergestellt.

Zur Signifikanztestung wurde fur die Zellzahlungen sowie MTT-Testungen der zweiseitige t-
Test fur unverbundene Stichproben durchgefiihrt, wobei p-Werte Kkleiner als 0.05 als statis-

tisch signifikant angesehen wurden.

2.2.4.4.Kombinationstherapie

2.2.4.4.1. Durchfihrung
Zu diesem Zweck wurden nur die Zelllinien OVCAR3 und OVCARS untersucht, da sich fir

SK-0V3 in den Versuchen mit Nilotinib keine ausreichende Wirkung im therapeutischen Be-
reich des Medikamentes erzielen lieR3.

In den Kombinationsversuchen wurde die Wirkung von Nilotinib in Verbindung mit den in
der Ovarialkarzinomtherapie standardmaiig eingesetzten Zytostatika Carboplatin und Paclit-
axel untersucht. Dazu wurden Proliferationsassays mit Zweifachkombinationen bestehend aus
Nilotinib plus Carboplatin und Nilotinib plus Paclitaxel und die Dreifachkombination mit
Nilotinib, Carboplatin und Paclitaxel durchgefuhrt.

In den Versuchsansatzen der Zweierkombinationen wurde fiir Nilotinib eine feste Konzentra-
tion von 2uM eingestellt, wéhrend die des Kombinationspartners variierte. Die gewahlte
Konzentration von 2uM zeigte in beiden Zellreihen in den zuvor durchgeftihrten Monothera-
pien eine signifikante Proliferationsinhibition. Der jeweilige Kombinationspartner wurde der
Nilotinib Ldsung in steigender Dosierung hinzugefligt. Die Konzentrationen, die dazu ge-
waéhlt wurden, wurden vorab in Vorversuchen als Monotherapie getestet, um den fiur die
Kombinationsversuche relevanten Bereich festlegen und die in der Literatur angegebene 1C50
bestatigen zu kénnen. Auf dem Boden dieser Ergebnisse wurden fir OVCARS3 die Carbopla-
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tin Konzentrationen 2uM, 4uM, 6uM, 8uM und 10uM, fir OVCARS 1uM, 2uM, 3uM, 4uM
und 5uM ausgewdhlt. Fur Paclitaxel wurde ein Konzentrationsbereich von 1 bis 3 nM festge-
legt, dafur wurden in 0,5nM Absténden fiir OVCAR3 und OVCARS die Verdiinnungen 1nM,
1,5nM, 2nM, 2,5nM und 3nM hergestellt.

Fur jede Konzentrationsstufe von Carboplatin/Paclitaxel wurde eine Kombinationsldsung,
welche 2uM Nilotinib und die entsprechenden Carboplatin/Paclitaxel Verdunnung enthal,
erstellt und eine Losung, in der nur das Zytostatikum als Monosubstanz verdinnt wurde.
Durch dieses VVorgehen konnten spater die Ergebnisse der Kombinationstherapie mit denen
der Monotherapie des jeweiligen Medikamentes verglichen werden.

Neben einem Triplett nur mit Nahrmedium beimpfter Kontrollen diente den Kombinationsin-
kubationen auBerdem eine 2umolare Nilotinib Losung als BezugsgroRe.

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte entsprechend 2.2.4.1.

Fir die Versuche der Dreierkombinationstherapie wurden Ldsungen erstellt, die Carboplatin,
Paclitaxel und Nilotinib enthielten.

Ubereinstimmend mit den Versuchsprotokollen der Zweierkombinationen wurden die Zellrei-
hen OVCAR3 und OVCARS verwendet und die Nilotinib Konzentration auf 2uM festgesetzt.
Um eine Kombinationsldsung herzustellen in der Carboplatin und Paclitaxel zu gleichen An-
teilen wirksam sind, wurden Vorversuche in Form von Zweierkombinationen durchgefthrt.
Dabei wurden jeweils verschiedene Konzentrationsstufen von Carboplatin und Paclitaxel mit-
einander kombiniert. Als sinnvoll erwies sich fiir OVCAR3 eine Carboplatin Verdinnung auf
4uM, fir OVCARS auf 2,5uM sowie fiir beide Zellreihen eine Paclitaxel Konzentration von
0,75nM.

Es wurden sowohl Lésungen in den oben genannten Konzentrationen der jeweiligen Ein-
zelsubstanzen, der Zweierkombination Carboplatin und Paclitaxel sowie der Dreierkombina-
tion hergestellt und aufgetragen. Durch diesen Versuchsaufbau konnte die Effektivitat der
Dreierkombination verglichen mit derer der Zweierkombinationstherapie beurteilt werden.

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte entsprechend wie in 2.2.4.1. beschrieben.
Um zu untersuchen, ob die Zweierkombination von Nilotinib und Carboplatin oder Paclitaxel

sowie die Dreierkombination einen additiven oder synergistischen Effekt zeigt, wurden Ver-

suche mit Konzentrationsstufen in speziellen Kombinationssmustern durchgeftihrt.
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In den durchgefuhrten Zweierkombinationen entsprachen die dazu verwendeten Konzentrati-
onen 1/8 1C50, 1/4 I1C50, 1/2 1C50, 1* IC50, 2* 1C50 der jeweiligen Substanzen. Fir die Zell-
reihen OVCAR3 und OVCARS ergaben sich dadurch folgende Dosierungen:

OVCAR3:  Nilotinib: 0,375uM, 0,75uM, 1,5uM, 3uM, 6uM
Carboplatin:  0,625uM, 1,25uM, 2,5uM, 5uM, 10uM
Paclitaxel: 0,25nM, 0,5nM, 1nM, 2nM, 4nM

OVCARS:  Nilotinib: 0,3125uM, 0,625uM, 1,25uM, 2,5uM, 5uM
Carboplatin:  0,375uM, 0,75uM, 1,5uM, 3uM, 6uM
Paclitaxel: 0,25nM, 0,5nM, 1nM, 2nM, 4nM

Die entsprechenden Konzentrationen wurden als Monotherapie aufgetragen und in identi-
schen Konzentrationen miteinander kombiniert. So wurden Proliferationsversuche mit Niloti-
nib und Carboplatin sowie Nilotinib und Paclitaxel wie in 2.2.4.1. beschrieben durchgefiihrt.
Fir die Dreierkombinationstherapie mit Nilotinib, Carboplatin und Paclitaxel wurde folgen-
des Konzentrationsmuster der jeweiligen Medikamente gewéhlt: 1/16 1C50, 1/8 IC50, 1/4
IC50, 1/2 I1C50, 1*1C50. Die daraus resultierenden Verdiinnungsstufen lauteten:

OVCAR3:  Nilotinib: ~ 0,1875uM, 0,375uM, 0,75uM, 1,5uM, 3uM
Carboplatin:  0,3125uM, 0,625uM, 1,25uM, 2,5uM, 5uM
Paclitaxel: 0,125nM, 0,25nM, 0,5nM, 1nM, 2nM

OVCARS:  Nilotinib: ~ 0,15625uM, 0,3125uM, 0,625uM, 1,25uM, 2,5uM
Carboplatin:  0,1875uM, 0,375uM, 0,75uM, 1,5uM, 3uM
Paclitaxel: 0,125nM, 0,25nM, 0,5nM, 1nM, 2nM

Aufgetragen wurde Nilotinib als Monotherapie, die Zweierkombination mit Carboplatin und

Paclitaxel sowie die Dreierkombination mit den genannten Substanzen.

2.2.4.4.2. Auswertung und Statistik

Die Auswertung erfolgte nach sechstagiger Inkubation mittels Zellzahlung gemaR 2.2.4.2.
Der Testung des Signifikanzniveaus diente wie auch in der Monotherapie der zweiseitige t-
Test fur unverbundene Stichproben.
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Die Beurteilung eines eventuell vorhandenen additiven oder synergistischen Effektes erfolgte
mittels Auswertung durch die Computer Software Calcusyn. Die berechneten Kombination-
sindizes wurden folgendermalen interpretiert: Bei einem Kombinationsindex < 1 liegen sy-
nergistische Effekte vor, betrdgt der Wert 1 handelt es sich um einen additiven Effekt. Kom-
binationsindizes > 1 lassen Rickschliisse auf antagonistische Effekte zu.

2.2.5. TUNEL Assays
Die TUNEL Methode ist ein Verfahren, das der Darstellung und Quantifizierung von Zellker-

nen apoptotischer Zellen dient.

2.2.5.1. Prinzip des TUNEL Assays
Die Fragmentierung der nukledren DNA durch Endonukleasen gilt als ein Schlisselereignis

wéhrend der Apoptose. Die daraus resultierenden Strangbriiche zeigen freie Hydroxylgrup-
pen, welche mittels TUNEL Assay durch fluoreszierende Nukleotide gebunden und so identi-
fiziert werden konnen. Die Polymerisation der markierten Nukleotide an die freien 3’-OH
Enden wird dabei durch die terminale Deoxynucleotidyltransferase (TdT) katalysiert, die wie
auch die DNA Polymerase in der Lage ist Nukleotide miteinander zu verknupfen. Anschlie-
Rend konnen die markierten Stellen der beschédigten DNA unter Benutzung eines Fluores-
zenzmikroskops bei einer Extinktionswellenldénge von 450- 500nm als griine Fluoreszenz
sichtbar gemacht werden.

Im Vergleich zu anderen apoptosespezifischen Nachweisverfahren bietet die TUNEL Metho-
de die Vorteile, dass sie einfach und schnell durchfiihrbar ist und eine hohe Sensitivitat auf-

weist.

2.2.5.2. Versuchsplan
Durch den Einsatz von TUNEL Assays sollte untersucht werden, inwiefern Nilotinib in der

Lage ist in Ovarialkarzinomzelllinien eine Apoptoseinduktion herbeizufuhren und folglich
herzuleiten ob eine Uberfiihrung der Zellen in Apoptose ein relevanter Wirkmechanismus von
Nilotinib darstellt. Geprift wurde der Effekt von Nilotinib in der Monotherapie und in der
Kombination mit Carboplatin oder Paclitaxel. Bei den untersuchten Zellreihen handelte es
sich um OVCAR3 und OVCARS. Die Inkubationszeit der Medikamente betrug 24 und 48
Stunden. Jeweils nach Ablauf dieser Zeit wurden die TUNEL Reaktionen an den zuvor fixier-
ten Objekttrdgern nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt und anschlieBend die Auswer-

tung mittels Fluoreszenzmikroskopie vorgenommen.
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GemaR veroffentlichter Studien sowie dem Wachstumsverhalten der untersuchten Zellen
wurde vermutet, dass innerhalb von 48 Stunden der gro3te Anteil der sensiblen Zellen apopto-
tische Veranderungen in Form von DNA-Strangbriichen zeigt und daher das oben genannte
Zeitintervall fir die Medikamenteninkubation gewéhlt (Beppu et al. 2004, Weigel et al.
2008).

Zusatzlich zu den mit Medikament therapierten Zellen wurden bei jedem Versuch Objekttra-
ger unbehandelter Zellen angefertigt, welche ebenfalls in den TUNEL Assay mit einbezogen
wurden. Die Apoptoserate dieser Zellen diente bei der Auswertung als Bezugsgrofie.

Bei der Durchfiihrung der TUNEL Assays war zu beachten, dass bei jedem Versuch neben
den zu untersuchenden Objekttragern jeweils zwei negativ-Kontrollen und eine positiv-
Kontrolle mitgeflihrt werden mussten.

Der positiv-Kontrolle wurde wéhrend der Untersuchung DNAse zugesetzt, die dazu fihrt,
dass in den Zellkernen Strangbriiche der DNA gebildet werden, welche im Verlauf durch die
markierten Nukleotide angefarbt werden.

Den negativ-Kontrollen fehlte die Applikation der Enzymlésung, sodass die Verknlpfung der
Nukleotide und somit die Fluoreszenz ausbleibt.

2.2.5.3. Versuchsdurchfiihrung

Zunachst wurden die zu 80% konfluenten Zellkulturen auf chamber slides mit jeweils zwei
Kammern ausgesét. Die einzelnen Kammern wurden mit 1,2mL Standardmedium befillt und
mit einer Zelldichte von 50000 Zellen pro Kammer beimpft. AnschlieBend wurden die Zellen
fur einen Tag im Zellkulturschrank bei 37°C bebritet, damit sie sich am Boden der chamber
slides absetzen und in die Proliferationsphase tibergehen konnten.

Nach 24 Stunden erfolgte die Medikamentenzugabe. Dazu wurde das Nahrmedium in den
Kammern der chamber slides abgesaugt und durch die entsprechende Medikamentenkonzent-
ration ersetzt.

Es wurden zwei Versuchsreihen mit jeweils unterschiedlichen Medikamentenkonzentrationen
durchgefuhrt. Die Dosierung von Nilotinib variierte bei diesen Versuchen zwischen 2 und
4uM. Die erste Versuchsreihe untersuchte dabei den Effekt von 2uM Nilotinib in der Mono-
therapie und in Kombination mit Carboplatin, wahrend in einem zweiten Ansatz die Wirkung
von 4 uM Nilotinib alleine und in Kombination mit Paclitaxel getestet wurde. Zur Interpreta-
tion der Kombinationsbehandlung wurden Carboplatin und Paclitaxel sowohl kombiniert mit
Nilotinib als auch als Einzelbehandlung auf die Wells aufgetragen.

Die verwendeten Konzentrationen im Einzelnen lauteten:
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OVCAR3:  Nilotinib 2uM, Carboplatin 2uM, Carboplatin 4uM, Nilotinib 2uM +
Carboplatin 2uM, Nilotinib 2uM + Carboplatin 4uM;
Nilotinib 4uM, Paclitaxel 1,5nM, Nilotinib 4uM + Paclitaxel 1,5nM

OVCARS8:  Nilotinib 2uM, Carboplatin 1uM, Nilotinib 2uM + Carboplatin 1uM;
Nilotinib 4uM, Paclitaxel 1,5nM, Nilotinib 4uM + Paclitaxel 1,5nM

Bei den Versuchen wurde jede Konzentrationsstufe zweifach, das heilt in jeweils beide

Kammern eines chamber slides, aufgetragen.

Der erste TUNEL Assay wurde anschliefend nach einer Inkubationszeit der Medikamente
von 24 Stunden, der zweite nach 48 Stunden durchgefiihrt:

In einem ersten Schritt wurden die chamber slides getrocknet und fixiert. Dazu wurde das
Medium abgesaugt und jede Kammer dreimal mit PBS gewaschen. Nun wurden die Objekt-
tréager fur eine Stunde bei Raumtemperatur getrocknet und anschlieBend flr eine weitere
Stunde in 4%igen Paraformaldehyd fixiert. Daraufhin wurde nach dreimaligem Waschen mit
PBS eine Blockierungslésung bestehend aus 3% H,O; in Methanol fiir die Dauer von 10 Mi-
nuten aufgetragen. AnschlieRend folgte nach einem weiteren Waschschritt mit PBS die Per-
meabilisierung der Zellmembranen mittels Triton X-100 gel6st in 0,1% Natiumcitrat. Die
Objekttrager wurden zu diesem Zweck fur 2 Minuten auf Eis mit der Permeabilisierungslo-
sung inkubiert und anschlieend erneut dreimal mit PBS gewaschen.

Als nachster Schritt wurde der TUNEL Reaction Mix bestehend aus Label Solution und En-
zymldsung entsprechend der Anleitung des Herstellers vorbereitet.

Vor Auftragen des TUNEL Reaction Mix wurde die mitgefihrte positiv-Kontrolle einer 10-
minutigen Inkubation mit DNAse | ausgesetzt, um oben genannte Strangbriche in den Zellen
zu erzeugen. Die dazu verwendete DNAse wurde mit einer 50mmolaren TRIS-HCI,
10mmolaren MgCl, Lésung mit BSA Zusatz verdiinnt und so in einer feuchten Kammer auf
die Objekttrager aufgetragen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die positiv-Kontrollen
dreimal mit PBS gewaschen.

Nun konnte die TUNEL Reaktion durchgefiihrt werden. Dazu wurden die Objekttrager pro
Kammer mit je 50uL des TUNEL Reaction Mix beimpft. Ausnahme stellten die negativ-
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Kontrollen dar, welche nur mit Label Solution behandelt wurden. Die Inkubation erfolgte bei
37°C fur eine Stunde im Dunkeln.

AbschlieBend wurden die Objekttrager unter lichtarmen Bedingungen dreimal mit PBS gewa-
schen, mit DAPI gegengefarbt und eingedeckelt.

2.2.5.4. Auswertung und Statistik

Die Auswertung erfolgte bei allen TUNEL Assays nach dem gleichen Prinzip:

Die einzelnen Objekttrager wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop bei einer Extinktions-
wellenlédnge von 450- 500nm unter 100-facher VergroRerung untersucht. Apoptotische Zellen
sollten sich dabei als grine Fluoreszenz darstellen lassen. Durch die Kernfarbung mittels
DAPI waren die Zellkerne blau sichtbar, sodass auch die vitalen Zellen erfasst werden konn-
ten. Pro Ansatz wurden drei zufallig ausgewahlte Gesichtsfelder ausgewertet, indem die Ge-
samtzahl der dort sichtbaren Zellen und die derer, die sich in Apoptose befinden, ermittelt
wurden. Aus den erhaltenen Werten wurde der mittlere prozentuale Anteil der apoptotischen
Zellen bestimmt.

Im Anschluss konnten die durch Medikamenteninkubation erreichten Apoptoseraten errechnet
werden. Als Vergleichswert dienten jeweils die unbehandelten Zellen sowie bei Kombinati-
onstherapien die jeweiligen Monotherapien.

Zur Testung des Signifikanzniveaus wurde wie bei den zuvor durchgefuhrten Versuchen der
zweiseitige t-Test fur unverbundene Stichproben durchgefiihrt. Werte unter 0.05 wurden da-
bei als statistisch signifikant betrachtet.

2.2.6. Planare Migrationsassays

Mit Hilfe von Migrationsassays kann die Chemokinese von adhérenten Zellen in Abhangig-

keit von verschiedenen Stimuli untersucht werden.

2.2.6.1. Prinzip des planaren Migrationsassays

Fir den Assay werden Kulturplatten verwendet, in deren Mitte ein Silikonmauerchen luftdicht
aufgesetzt wurde. Die zu untersuchenden Zellen werden auf die so vorbereiteten Platten aus-
gesét. Dabei sollte die Zellzahl ausreichend hoch gewahlt werden, dass die Zellen nach einer
Bebriitung von 24 Stunden eine konfluente Kultur geformt haben. Anschlielend werden die
Silikonmauern entfernt. Da diese eine Barriere flr das Zellwachstum dargestellt haben, ist die
darunter liegende Flache frei von Zellen. Auf diese Weise sind zwei aufeinander zugerichtete

Migrationsfronten entstanden, wobei die Migrationsfront durch eine imagindre Linie zwi-
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schen den vordersten Zellen definiert ist. Anschlielend kann der zu untersuchende Stimulus
zum Beispiel das Medikament zugesetzt und die Platten erneut bebritet werden. Die Zellen
migrieren mit der Zeit in die freie Flache, der Abstand der Fronten zueinander verkleinert
sich. Dieser kann gemessen, mit dem Ausgangswert und mit der Migrationsleistung von un-

behandelten Zellen verglichen werden.

2.2.6.2. Versuchsplan
Die planaren Migrationsassays wurden an den Zellreihen OVCAR3 und OVCARS durchge-

fuhrt. Dabei galt es herauszufinden inwiefern sich das Migrationsverhalten durch Nilotinib
Inkubation beeinflussen lasst. Entsprechend der Proliferationsversuche wurde der Effekt von
Nilotinib in der Monotherapie als auch in der Kombination mit Carboplatin oder Paclitaxel
untersucht.

Gemessen wurde zundchst zu Versuchsbeginn der Abstand der beiden Migrationsfronten zu-
einander bevor die Zellen die Méglichkeit hatten in die freie Flache hineinzumigrieren und im
Verlauf die Migrationsleistung der behandelten Zellen und unbehandelten Kontrollen nach 24,
48 und 72 Stunden Medikamenten- beziehungsweise N&hrmediuminkubation.

2.2.6.3. Versuchsdurchfiihrung

Zunéchst wurden die fiir den Versuch bendtigten 12-well-Plates vorbereitet: Die Silikonein-

sétze wurden so geschnitten, dass Mauern mit einem moglichst glatten Rand und einer pas-
senden Grolie fir die Platten entstanden. Um vor einer Kontamination mit Keimen und Dreck
zu schiitzen, wurden die Silikonmauerchen nach Angaben des Herstellers in aqua dest. gerei-
nigt, in 90%igen Ethanol sterilisiert und unter Einstrahlung von UV-Licht getrocknet. An-
schlielend konnten sie unter sterilen Bedingungen auf die 12-well-Plates aufgesetzt werden.
Dabei war darauf zu achten, dass die Mauerchen fest und ohne Lufteinschliisse auf der Ober-
flache haften. Jedes der so vorbereiteten Wells wurde nun mit 1mL Standardnahrmedium be-
fullt.

Im nédchsten Schritt wurden die zu untersuchenden Zellen analog der Proliferationsversuche
wie in 2.2.4.1. beschrieben aufbereitet, die Platten mit 300000 Zellen pro Well beimpft und
fur 24 Stunden im Zellkulturschrank bei 37°C bebr(itet.

Eine Zellzahl von 300000 Zellen erwies sich als sinnvoll fir den weiteren Versuchsablauf:
Die Zellen bildeten nach 24 Stunden einen dichten aber nicht ,,iberwucherten* Zellrasen.
Nach Ablauf eines Tages wurden die Silikonmauern vorsichtig entfernt, das Medium abge-
saugt und die Platten zweimal mit PBS gewaschen. Es sollte an beiden Seiten ein sauberer
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Zellrand entstanden sein, der unter dem Lichtmikroskop gut sichtbar ist. Anschlieend wurde
der Abstand der Migrationsfronten der Kontrollwells ausgemessen und so der Ausgangswert
fur die Migration bestimmt. Dazu wurde der Abstand zwischen den Grenzen an drei Stellen
gemessen: mittig, rechts und links der freien Flache.

Als néchster Schritt erfolgte die Medikamenteninkubation. Entsprechend der durchgeftihrten
TUNEL Assays wurden fur die Migrationsassays die gleichen Konzentrationsstufen und —
Kombinationen gewdhlt. Diese sind ausfiihrlich in 2.2.5.3. dargestellt.

Die inkubierten Zellen wurden erneut im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die
Auswertungen fanden nach weiteren 24, 48 und 72 Stunden statt.

2.2.6.4. Auswertung und Statistik

Die erste Auswertung der Migrationsassays erfolgte nach 24-stiindiger Medikamenteninkuba-
tion, weitere folgten nach 48 und 72 Stunden.

Um abgeschwemmte Zellbestandteile zu entfernen, wurde vor Messbeginn das Medium aspi-
riert, die Wells zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend erneut Medikamentenverdiin-
nung hinzugegeben.

Entsprechend der Ausmessung zu Versuchsbeginn wurde nun fir jedes Well der Abstand der
Migrationsfronten zueinander an drei verschiedenen Stellen bestimmt. Gemessen wurde dabei
der Abstand der Grenzen in pm.

Da die Zellen wéhrend der Bebriitungszeit zum Teil in die freie Flache hineingewandert sind,
entstanden dadurch unregelmaRig begrenzte Zellrdnder. Die Migrationsfront wurde in dem
Fall definiert durch imaginére Linien zwischen den vordersten Zellen dieser Rander.

Von den gemessenen Werten einer Konzentrationsstufe wurde schlielich das arithmetische
Mittel errechnet.

Der Messwert der Kontrollwells diente bei der Auswertung zur Bestimmung der Migrations-
leistung als Bezugsgrolie. Angegeben wurde die Migrationsleistung dabei als Anteil der mig-
rierten Zellen in Prozent. So konnte die Migrationsleistung flr jede Konzentrationsstufe er-
rechnet und mit derer der mitgefiihrten unbehandelten Zellen verglichen werden. Im Fall der
Kombinationstherapien diente die jeweils durchgefuhrte Monotherapie als Vergleichspartner.

Das Signifikanzniveau wurde analog der Proliferationsversuche mittels zweiseitigen t-Test

getestet und p-Werte unter 0.05 als statistisch signifikant betrachtet.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Immunhistochemischer Rezeptornachweis

3.1.1. PDGFR-a
Die Abbildungen 1a und b zeigen den immunhistochemischen Befund des Rezeptorstatus fur
PDGFR-a bei den Zelllinien OVCAR3 und OVCARS. Im Bereich des Zytoplasmas ist eine

deutliche Braunfarbung zu erkennen, somit sind beide untersuchten Zellreihen als PDGFR- o

positiv zu werten.

3.1.2. c-Abl Rezeptor

Die braunliche Anfarbung des Zytoplasmas lasst die Anwesenheit der Rezeptor-Tyrosinkinase
c-Abl bei den beiden Zelllinien OVCAR3 und OVCARS erkennen. OVCARS3 zeigt dabei eine
schwéchere Braunfarbung als OVCARS, verglichen mit den negativen Kontrollen aber doch

einen deutlich positiven Rezeptorstatus (vgl. Abb. 1c-e)

Abbildungen la-e: Dargestellt sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen der Tyro-
sinkinase Rezeptoren PDGFR-a und c-Abl bei den Zelllinien OVCAR3 und OVCARS
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3.2. Proliferationsversuche

3.2.1. Monotherapie mit Nilotinib

Bei diesem Versuch sollte der wachstumsinhibitorische Effekt von Nilotinib in vitro an den
Zelllinien OVCAR3, OVCARS und SK-OV3 untersucht werden.

Die Ergebnisse der Proliferationsassays, die mittels manueller Zellzéhlung ausgewertet wur-
den, sind in den Abbildungen 2-4 dargesteli.

Bei Betrachtung der einzelnen Zellreihen zeigen die Versuche deutliche Unterschiede hin-
sichtlich der Nilotinib Aktivitat. Wéhrend in den Zelllinien OVCAR3 und OVCARS eine sig-
nifikante Proliferationseinschrankung im therapeutischen Bereich von Nilotinib gezeigt wer-
den kann, findet man bei SK-OV3 erst ab einer Konzentration von 4,5uM einen signifikant
messbaren Effekt auf das Wachstumsverhalten der Zellen.

Betrachtet man die Wachstumskurven der OVCAR3 und OVCARS Zellen l&sst sich ein an-
nahernd S-formiger Verlauf erkennen (vgl. Abb. 2 und 3). Unter Inkubation mit geringen Nil-
otinib Dosierungen bis 2uM vermindert sich das Wachstum der Zellen zundchst nur gering.
Im Konzentrationsbereich von 2 bis 3uM zeigt sich schliel3lich ein starker proliferationsein-
schréankender Effekt, die Kurve fallt nahezu linear ab. Bei Verwendung hoherer Konzentratio-
nen oberhalb von 3uM flachen die Wachstumskurven beider Zelllinien schlieRlich wieder ab,
das heil3t die Wachstumshemmung nimmt durch weiter steigende Dosierungen nur noch ge-
ringfiigig zu. Sowohl fir OVCARS3 als auch fir OVCARS kann die Proliferationsrate mit der
jeweils verwendeten Hochstkonzentration von 4uM beziehungsweise 3,5uM nicht unter die
20% Marke gesenkt werden. Die IC50 liegt in beiden Féllen im proportionalen Bereich, fur
OVCARS betrégt sie 2,5uM, flir OVCARS3 3uM.

Fir die Zelllinie SK-OV3 kann keine Wirksamkeit von Nilotinib auf das Wachstum der Zel-
len im therapeutischen Bereich des Medikamentes (1,7 bis 3,6uM, Kantarjian et al. 2006)
belegt werden. Abbildung 4 zeigt, dass bis zu einer Dosissteigerung auf 4uM der Tyrosin-
kinase Inhibitor das Wachstum der Zellen nicht zu hemmen vermag. Ab einer Nilotinib Kon-
zentration von 4uM ist eine Reduktion der Zellproliferation nachzuweisen, welche allerdings
nicht signifikant ist. Die weitere Erhéhung der Dosis auf 4,5uM flihrt zu einer signifikanten
Wachstumsinhibition der Zellen auf 32%. Nilotinib Konzentrationen oberhalb von 4uM lie-
gen allerdings auBerhalb des klinisch relevanten Bereiches.

Die Ergebnisse der Proliferationsversuche zeigen, dass die untersuchten Zelllinien OVCAR3

und OVCARS sensibler auf eine Behandlung mit dem Tyrosinkinase Inhibitor Nilotinib
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Abbildung 2-4: Wachstumskurven der Zelllinien unter Inkubation mit steigenden Nilotinib Konzent-
rationen (ber 6 Tage: Nilotinib Monotherapie
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Abbildung 2: Wachstumskurve der OVCAR3 Zellen unter Inkubation mit steigenden Nilotinib Kon-
zentrationen uber 6 Tage; es ist ein Absinken des Zellwachstums bei Erhéhung der Nilotinib Dosis zu
erkennen
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Abbildung 3: Wachstumskurve der OVCAR8 Zellen unter Inkubation mit steigenden Nilotinib Kon-
zentrationen Uber 6 Tage; mit zunehmender Nilotinib Konzentration sinkt das Zellwachstum

Wachstum von SK-OV3 unter Nilotinib Inkubation
120,00%

3 *
E 100,00% % ¥ } 1 % 3
£  80,00%
=
2 o
Z 60,00%
e
S 40,00%
z
= ——SK-0V3
g 20.00%

0,00%
Kontrolle 1,5uM 2uM 2,5uM 3uM 3,5uM 4uMm 4,5uM

Nilotinib Konzentration in pM *
=p<0.05

Abbildung 4: Wachstumskurve der SK-OV3 Zellen unter Inkubation mit steigenden Nilotinib Dosie-
rungen uber 6 Tage; die Zellen zeigen erst ab einer Nilotinib Konzentration von 4,5uM eine signifi-
kante Proliferationshemmung
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reagieren als die Zellreihe SK-OV3. Die detektierten IC50 Werte liegen im therapeutischen
Bereich und betragen 2,5uM fur OVCARS sowie 3uM fir die Zellreihe OVCAR3.

3.2.1.1 Ergebnisse der MTT-Assays

Bei diesen Versuchen sollte untersucht werden, inwiefern die bei Proliferationsversuchen re-

gelméRig angewendete MTT Methode in den hier durchgefuhrten Versuchen exakte Ergeb-
nisse liefert. Die Relevanz des zukinftigen Einsatzes fir Untersuchungen mit dem Tyrosin-
kinase Inhibitor Nilotinib kann demnach abgeschatzt werden. Dazu wurden die Proliferations-
raten der mit Nilotinib therapierten Zelllinien OVCAR3, OVCARS und SK-OV3 ebenfalls
nach dem Prinzip der MTT Farbreaktion bestimmt. Die Ergebnisse beider Auswerteverfahren
konnten im Anschluss miteinander verglichen und der Einsatz von MTT-Testungen bei Ver-
suchen mit Tyrosinkinase Inhibitoren bewertet werden.

In den Abbildungen 5 bis 7 sind die Ergebnisse der drei untersuchten Zellreihen jeweils ge-
genuberstellt.

Betrachtet man die Behandlungen der Zelllinie OVCARS ist zu sehen, dass die beiden Kurven
bis zu einer Nilotinib Konzentration von 2uM anndhernd parallel verlaufen, also vergleichba-
re Ergebnisse liefern (vgl. Abb. 5). Allerdings fiihrt die Inkubation der Zellen mit einer
4umolaren Nilotinib Losung zu einer Abnahme des Zellwachstums auf 42%, wéhrend die
Auswertung mittels MTT-Test nur eine Wachstumsinhibition auf 60% zeigt. Eine um knapp
20% hohere Proliferationsrate wurde eine signifikant geringere Wirksamkeit von Nilotinib im
Konzentrationsbereich 4uM bei Verwendung der MTT Methode bedeuten.

Ahnliche Ergebnisse zeigt der Vergleich der unterschiedlich ausgewerteten SK-OV3 Zellen.
Bis zu einer Dosierung von 2uM kann bei beiden Verfahren keine Wachstumsinhibition der
Zellen durch die Nilotinib Behandlung beobachtet werden (vgl. Abb. 7). Wahrend bei einer
Erh6hung der Konzentration des Tyrosinkinase Inhibitors auf 4uM eine Einschrankung der
Proliferation auf 55% der unbehandelten Zellen nachzuweisen ist, betrégt die Proliferationsra-
te der durch den MTT-Test ausgewerteten Zellen bei gleicher Konzentration noch 97%. Unter
Verwendung der MTT Methode ist demnach nahezu kein Effekt auf das Wachstumsverhalten
der Zellen durch Nilotinib zu erzielen.

Der Methodenvergleich therapierter OVCARS Zellen zeigt nicht einheitliche Ergebnisse: Bei
Verwendung von Nilotinib Konzentrationen unterhalb von 2uM deuten die durch die MTT
Methode ermittelten Wachstumsraten tibereinstimmend mit den Zelllinien OVCAR3 und SK-
OV3 auf eine zu niedrig ermittelte Effektivitat von Nilotinib hin. Im Gegensatz dazu zeigen
die Auswertungen bei einer Nilotinib Verdiinnung auf 2uM eine signifikant hdhere Wirksam-

36



Abbildung 5-7: Wachstumskurven der Zelllinien unter Inkubation mit steigenden Nilotinib Konzentra-
tionen Uber 6 Tage; Vergleich: MTT-Test und Zellzéhlung
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Kontrolle 1M 2uM 4uM
Nilotinib Konzentration in pnM

Abbildung 5:Wachstumskurven der OVCAR3 Zellen; Unterschiedliche Ergebnisse ergeben sich bei
einer Nilotinib Konzentration oberhalb von 2uM
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Abbildung 6: Wachstumskurven der OVARS Zellen; die beiden Auswerteverfahren zeigen voneinander
abweichende Kurvenverlaufe
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Abbildung 7: Wachstumskurven der SK-OV3 Zellen; bei Verwendung einer 4umolaren Nilotinib Kon-
zentration weichen die Ergebnisse stark voneinander ab
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keit von Nilotinib verglichen mit den durch die Zellzahlung erlangten Ergebnissen (vgl. Abb.
6): Wahrend in der Gruppe der manuell ausgezéhlten Zellen eine Einschrankung des Zell-
wachstums auf 65% des Kontrollwertes beobachtet wird, sinkt die Proliferationsrate der mit-
tels MTT-Test ausgewerteten Zellen auf 42%.

Zusammenfassend kann durch den Vergleich der beiden Auswertemethoden gezeigt werden,
dass die MTT Testungen zum Teil vergleichbare Ergebnisse mit denen der manuell ausgewer-
teten Versuche ergeben, besonders aber im héher dosierten Bereich ab 2uM Nilotinib tenden-
ziell falsch hohe Proliferationsraten geliefert werden. Diese Beobachtung gilt fur die Zellli-
nien OVCARS3 und SK-OV3. Somit zeigt der MTT-Assay eine geringere Wirksamkeit des
Tyrosinkinase Inhibitors Nilotinib. Fir die Zelllinie OVCARS8 ergeben die Ergebnisse der
MTT Testungen abweichende Ergebnisse in nahezu allen untersuchten Dosierungen. Insge-
samt liefert das Auswerteverfahren keine verlasslichen Ergebnisse bei allen drei untersuchten
Zelllinien.

3.2.2. Kombinationstherapie

3.2.2.1. Kombinationstherapie mit Nilotinib und Carboplatin

In diesem Versuchsabschnitt wurde das Wachstumsverhalten der Ovarialkarzinomzellen
OVCARS3 und OVCARS unter Kombinationsinkubation von Nilotinib und Carboplatin unter-
sucht. Das Medikament Carboplatin wurde als Einzelsubstanz verabreicht sowie in der Kom-
bination mit 2uM Nilotinib. Ein mdglicher zusétzlicher Effekt durch Nilotinib Zugabe kann
so detektiert werden.

Behandlung mit einer 2pumolaren Nilotinib Losung wurde als Kontrollwert fir die Kombina-
tionsinkubation gewéhlt und stellt den Ausgangspunkt der Wachstumskurven der Kombinati-
onstherapien dar. Die Zellreihe OVCAR3 zeigt nach Inkubation eine Hemmung der Zell-
proliferation um 15%, demnach auf 85% des Bezugswertes, OVCARS eine Wachstumsinhibi-
tion auf 65%.

Daruber hinaus wurden zuvor fur beide Zelllinien die IC50 Konzentrationen fiir Carboplatin
ermittelt, um geeignete Dosierungen fir die folgenden Kombinationsbehandlungen festlegen
zu konnen. Die Auswertungen ergaben dabei eine IC50 von 3uM fir die Zellreine OVCARS
und 5uM Carboplatin fir OVCARS3 Zellen.

Ein gesondert durchgefihrter Versuch diente dem Nachweis mdglicher synergistischer Effek-
te, siehe auch Tabelle 1.

Die Ergebnisse der Kombinationsversuche sind in den Abbildungen 8 bis 11 dargestelit.
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Abbildung 8 und 9: Wachstumskurven der Zelllinien unter sechstégiger Inkubation mit steigenden
Carboplatin Konzentrationen sowie der zusatzlichen Applikation von 2uM Nilotinib, die zwei Wachs-
tumskurven zeigen die Ergebnisse der Carboplatin Monotherapie und der Zweierkombination mit
Nilotinib; Ausgangspunkt der Kombination:2uM Nilotinib
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Abbildung 8: Wachstumskurven der OVCAR3 Zellen unter Carboplatin Monotherapie und Kombinati-
onstherapie mit Nilotinib; die Kombination zeigt den grofiten Effekt bei Einsatz niedriger Carboplatin
Konzentrationen zwischen 2 und 4uM
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Abbildung 9: Wachstumskurven der OVCARS8 Zellen unter Carboplatin Monotherapie und Kombinati-
onstherapie mit Nilotinib; Die Kombination erbringt eine signifikante zusatzliche Einschréankung der
Zellproliferation
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Abbildung 10 und 11: Wachstumskurven der Zellreihen unter sechstagiger Nilotinib-, Carboplatin-,
sowie Kombinationsinkubation; Versuchsaufbau zur Detektion synergistischer Effekte
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Abbildung 10: Wachstumskurven der OVCAR3 Zellen unter Carboplatin und Nilotinib Monotherapie
sowie Kombinationstherapie; synergistische Effekte kdnnen in allen untersuchten Konzentrationsbe-
reichen nachgewiesen werden
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Abbildung 11: Wachstumskurven der OVCARS8 Zellen unter Carboplatin und Nilotinib Monotherapie
sowie Kombinationstherapie; die Kombination von Nilotinib und Carboplatin zeigt einen synergisti-
schen Effekt
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OVCAR3

Drug Combination Index WValues at

ED50  ED75  ED9  Dm(pM) m r
Combination  0.50700 044139 038732 091727 193731  0.93611
gﬂtﬁiib N/A N/A N/A 447556  1.33976  0.94642
Carboplatin N/A N/A N/A 485889  1.73036 098532
OVCARS
Drug Combination Index Values at

ED50 ED75  ED9  Dm(upM) m r
Combination 0.72077 042810 025612 070241 2.01985 096161

-1 7

Igl':lclm;);b N/A N/A N/A 211471 0.94584 0.96544
Carboplatin N/A N/A N/A 216893 1.11076 099395

Tabelle 1: berechnete Kombinationsindizes mittels Calcusin der OVCAR3 und OVCARS Zellen unter
Carboplatin und Nilotinib Monotherapie sowie Kombinationstherapie;

ED350 (effect dosis 50%), Dm (IC30) calculated, m (measures of sigmoidicity), v (correlation
coefficient)

Abbildung 8 zeigt unter anderem die Wachstumskurve der mit Carboplatin in der Monothera-
pie behandelten OVCARS3 Zellen im Konzentrationsbereich von 2 bis 10uM. Bei Carboplatin
Dosierungen zwischen 2 und 6uM kann ein zur Medikamentenapplikation proportionaler Ab-
fall der Zellproliferation beobachtet werden. Die zuvor ermittelte IC50 von 5uM liegt inner-
halb dieses Konzentrationsbereichs. Die Erhéhung der Carboplatin Konzentration auf 8 und
10uM fuhrt zu einer weiteren Abnahme des Zellwachstums auf bis zu 12% des Bezugswertes.
Werden die Zellen der Kombination von Nilotinib und Carboplatin ausgesetzt, bewirkt die
zusatzliche Applikation von 2uM Nilotinib in nahezu allen untersuchten Konzentrationsstufen
eine weitere Wachstumsinhibition. Ein signifikanter Effekt der Kombinationstherapie zeigt
sich bei Verwendung von Carboplatin Konzentrationen zwischen 2 und 6uM (p < 0.05): Die
Kombination von 2uM Carboplatin mit 2uM Nilotinib erbringt eine zusétzliche Senkung des
Tumorzellwachstums von 42%. Nach sechstédgiger Kombinationsinkubation kann die Prolife-
rationsrate von 94% auf 52% gesenkt werden. Bei Verwendung einer 4umolaren Carboplatin
Konzentration vermag die Kombination mit 2uM Nilotinib die Zellproliferation um 33%
mehr zu hemmen als die Behandlung mit Carboplatin in der Monotherapie. Der Anteil vitaler

Zellen wird in diesem Fall von 73% auf 40% des Bezugswertes gesenkt. Wird die Carboplatin
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Konzentration auf 6uM erhoht zeigt die Kombinationstherapie ebenfalls eine verstarkte Inhi-
bition des Zellwachstums im Vergleich zur alleinigen Carboplatin Inkubation. Der Anteil
proliferierender Zellen wird durch die Medikamentenkombination auf 22% gesenkt, 8 Pro-
zentpunkte mehr im Vergleich zur Carboplatin Monotherapie. Durch weitere Erhéhung der
Carboplatin Dosierungen lasst sich kein signifikanter Unterschied zwischen Mono- und Kom-
binationstherapie feststellen. Abbildung 10 sowie Tabelle 1 zeigen auRerdem, dass es sich bei
der Kombinationstherapie von Nilotinib und Carboplatin um synergistische Reaktionen han-
delt. Der wirkungsverstarkende Effekt lasst sich dabei in allen untersuchten Konzentrations-
stufen beobachten: Steigende Carboplatin Konzentrationen von 0.625 bis 10uM kombiniert
mit Nilotinib Dosierungen zwischen 0.375 und 6uM bewirken eine signifikant stéarkere
Wachstumsinhibition verglichen mit der Therapie der jeweiligen Einzelsubstanzen (p <0.05).
Carboplatin Behandlung als Einzelsubstanz der Zelllinie OVCARS zeigt einen nahezu linea-
ren Abfall der Zellproliferation bei steigenden Konzentrationen von 1 bis 5uM. Nach sechsté-
giger Bebrutung mit einer 3umolaren Carboplatin Dosierung kann der Anteil vitaler Zellen
verglichen mit einer unbehandelten Kontrollgruppe auf 50% (IC50) gesenkt werden. Bei der
verwendeten Hochstdosis von 5uM beobachtet man eine Einschrdnkung der Zellproliferation
auf 23%.

Die Kombinationsinkubationen mit Nilotinib zeigen mit Ausnahme der Konzentrationsstufe
2uM Carboplatin bei allen verwendeten Dosierungen statistisch signifikante Verringerungen
des Zellwachstums im Vergleich zu den Behandlungen mit den jeweiligen Einzelsubstanzen
(p < 0.05). Durch den Zusatz des Tyrosinkinase Inhibitors beobachtet man Abnahmen der
Proliferationsraten zwischen 11 und 25 Prozentpunkten je nach verwendeter Konzentrations-
stufe (vgl. Abb. 9). Besonders deutlich ist der durch Nilotinib zusétzlich erreichbare Effekt in
einer Kombination mit 4uM Carboplatin zu erkennen: Hier vermag die Kombination vergli-
chen mit der Carboplatin Monotherapie die Zellproliferation um mehr als die Hélfte (58%) zu
verringern. Das Tumorzellwachstum kann von 43 auf nur 18% gesenkt werden. Ein synergis-
tischer Effekt der Kombination Nilotinib und Carboplatin ist fur die Zellreihe OVCARS eben-
falls beobachtbar: Statistisch signifikant ist dieser in den Dosierungen 1/4 1C50, 1*1C50 sowie
2*I1C50 der verwendeten Substanzen, entsprechend der Nilotinib Konzentrationen 0,625, 2,5
und 5uM (p < 0.05, vgl. Abb. 11, Tab. 1).

Die untersuchten Zellreinen OVCAR3 und OVCARS8 zeigen gutes Ansprechen auf eine
Kombinationsbehandlung mit einer 2umolaren Nilotinib Losung und variierenden Carbopla-
tin Konzentrationen. Vor allem um und unterhalb des Konzentrationsbereich der beschriebe-
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nen 1C50 Werte von Carboplatin zeigt die Medikamentenkombination eine statistisch signifi-
kant verstarkte Inhibition der Zellproliferation verglichen mit derer, die durch die Monothera-
pie erreicht werden kann (p < 0.05). Fur beide Zellreihen kann fur die Zweierkombination
Nilotinib-Carboplatin ein signifikant synergistischer Effekt belegt werden (p < 0.05).

3.2.2.2. Kombinationstherapie mit Nilotinib und Paclitaxel
Bei dieser Versuchsreihe wurde das Verhalten der Tumorzelllinien OVCAR3 und OVCARS
unter Einfluss einer Zweifachkombinationstherapie mit Nilotinib und Paclitaxel untersucht.

Zuerst wurden beide Zellreihen einer Behandlung mit Paclitaxel als Monotherapie ausgesetzt
und so die zellspezifischen IC50 Werte fur Paclitaxel bestimmt, die fir OVCAR3 und
OVCARS bei 2nM lagen. Die Ergebnisse der Kombinationstherapien, deren Grundlage ent-
sprechend der Versuche mit Carboplatin eine 2umolare Nilotinib Losung zugesetzt mit variie-
renden Paclitaxel darstellte, sind in den Abbildungen 12 und 13 aufgezeigt. Die Abbildungen
14 und 15 sowie Tabelle 2 zeigen auBerdem die Ergebnisse hinsichtlich potenzieller synergis-
tischer Effekte.

Die Wachstumskurve der OVCAR3 Zellen zeigt unter Inkubation mit steigenden Paclitaxel
Konzentrationen einen S-formigen Verlauf (vgl. Abb. 12). Im Konzentrationsbereich von 1,5
bis 2nM I&sst sich ein steiler Abfall der Wachstumskurve beobachten, wéhrend bei der Ver-
wendung von Medikamentenverdiinnungen unterhalb von 1,5nM und oberhalb von 2nM die
Kurve einen flacheren Verlauf zeigt. Die bestimmte IC50 von 2nM liegt noch im linear ver-
laufenden Teil der Kurve. Die maximal erreichte Proliferationseinschrankung nach sechstagi-
ger Inkubation mit 3nM Paclitaxel betragt 20%.

Fir die Zelllinie OVCARS3 konnen signifikant synergistische Reaktionen in allen untersuchten
Konzentrationsbereichen zwischen 1/8 der 1C50 von Nilotinib und Paclitaxel und der
doppelten 1C50 nachgewiesen werden (p < 0.05, vgl. Abb. 14 und Tab. 2). Der untersuchte
Konzentrationsbereich von Nilotinib liegt hier zwischen 0,375 und 6uM. Obwohl die
Wachstumskurve der kombinierten Inkubation von 2uM Nilotinib und variierenden Paclitaxel
Konzentrationen (1 bis 3nM) therapierter OVCAR3 Zellen bis zu einer Paclitaxel Dosis von
2,5NM zu jedem Zeitpunkt unter derer der Einzeltherapie liegt, lasst sich hier kein im Ver-
gleich zur Monotherapie statistisch signifikanter Effekt nachweisen.

Die Wachstumskurve der mit steigenden Paclitaxel Konzentrationen inkubierten OVCARS
Zellen zeigt vergleichbar der oben beschriebenen Zellreihe OVCAR3 einen anndhernd S-
formigen Verlauf, mit einem linear abfallendem Bereich zwischen 1 und 2nM (vgl. Abb. 13).
Nach einer Inkubation mit 2nM Paclitaxel kann das Zellwachstum um 50% gehemmt werden.
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Abbildungen 12 und 13: Wachstumskurven der Zelllinien unter sechstagiger Inkubation mit steigenden
Paclitaxel Konzentrationen sowie der zusatzlichen Applikation von 2uM Nilotinib; die zwei Wachs-
tumskurven zeigen die Ergebnisse der Paclitaxel Monotherapie und der Zweierkombination mit Nilo-
tinib; Ausgangspunkt der Kombination:2uM Nilotinib
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Abbildung 12: Wachstumskurven der OVCAR3 Zellen unter Paclitaxel Monotherapie und Kombinati-
onstherapie mit Nilotinib; Die Kombination zeigt keinen signifikanten Effekt der Kombinationsthera-

pie
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Abbildung 13: Wachstumskurven der OVCARS Zellen unter Paclitaxel Monotherapie und Kombinati-
onstherapie mit Nilotinib; Signifikant hemmender Effekt der Kombinationstherapie mit Paclitaxel und
Nilotinib
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Abbildung 14 und 15: Wachstumskurven der Zelllinien unter sechstagiger Nilotinib-, Paclitaxel-, so-
wie Kombinationsinkubation; Versuchsaufbau zur Detektion synergistischer Effekte
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Abbildung14: Wachstumskurven der OVCAR3 Zellen unter Paclitaxel und Nilotinib Monotherapie
sowie Kombinationstherapie; synergistische Effekte der Kombination in allen untersuchten Konzent-

rationsstufen
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Abbildung15: Wachstumskurven der OVCARS Zellen unter Paclitaxel und Nilotinib Monotherapie
sowie Kombinationstherapie; signifikant synergistische Reaktionen der Kombinationstherapie bei den
Dosierungen 1/2 1C50 und 1* IC50
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OVCAR3

Drug Combination Index Values at

ED50 ED75  EDS0  Dm(uM) m r
Combination 0.64097 050680 040372 05925591 2.06477 0.95001
(1:0.0006)
Nilotinib N/A N/A N/A 4.13052 1.23089 0.97481
Paclitaxel N/A N/A N/A 0.00156 1.55744 0.98963
OVCARS
Drug Combination Index Values at

ED50 ED75 EDS0  Dm(uM) m r
Combination 075815 092361 1.12562 0753754 1.62148 0.82536
(1:0.0008)
Nilotinib N/A N/A N/A 2 88838 242360 0.96510
Paclitaxel N/A N/A N/A 0.00122 2.22109 0.91618

Tabelle 2 berechnete Kombinationsindizes mittels Calcusyn der OVCAR3 und OVCARS Zellen untar
Paclitaxel und Nilotinib Monotherapie sowie Kombinationstherapie;

ED30 (effect dosis 50%), Dm (IC30) calculated m (maasures of sigmoidicity), r (correlation
coefficient)

Der Endpunkt liegt bei einer verwendeten Konzentration von 3nM bei einem Anteil vitaler
Zellen von 21%.

Die Kurve der Kombinationsinkubation mit Nilotinib verlauft deutlich unter derer der Paclit-
axel Monotherapie. Im Gegensatz zur Zelllinie OVCARS3 liegen statistisch signifikante zu-
sétzliche Effekte hinsichtlich der Wachstumsinhibition durch Nilotinib Zugabe in allen darge-
stellten Paclitaxel Dosierungen von 1 bis 3nM vor (p < 0.05). Besonders eindrucksvoll ist der
anti-proliferative Effekt der Kombinationsinkubation bei Verwendung der niedrigsten Paclit-
axel Konzentration von 1nM: Wéhrend die alleinige Behandlung der Zellen mit 1nM Paclit-
axel praktisch keinen Effekt auf das Tumorzellwachstum austibt, kann durch die zusétzliche
Gabe von 2uM Nilotinib die Proliferationsrate von 98% auf 29% gesenkt werden. Auch eine
Erhohung der Paclitaxel Konzentration auf 1,5nM fuhrt zu einer ausgepragten Verstarkung
der Wachstumsinhibition durch Applikation der Zweierkombination mit dem Tyrosinkinase
Inhibitor: Aus der Zugabe von 2uM Nilotinib zu 1,5nM Paclitaxel resultiert eine Reduktion
der Proliferation um 60% im Vergleich zur Monotherapie mit Paclitaxel, von 83% auf 23%.
Die Kombinationsinkubation mit den Paclitaxel Dosierungen 2nM, 2,5nM und 3nM ist eben-
falls wirksam und verringert die bereits durch die Monotherapie erreichte Senkung des Tu-
morzellwachstums um einen weiteren signifikanten Anteil. Der zusatzliche inhibitorische
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Effekt liegt dabei zwischen 20 und 40%. Die hdchste verwendete Paclitaxel Dosierung (3nM)
fuhrt in Kombination mit Nilotinib zu einer Abnahme der Proliferationsrate von 21 auf nur
noch 2% vitaler Zellen. Die Therapie von OVCARS8 mit Nilotinib und Paclitaxel zeigt eben-
falls synergistische Effekte: Bei Kombination von 1,25uM Nilotinib mit 1nM Paclitaxel (je-
weils 1/2 1C50) sowie nach Inkubation mit der jeweiligen 1C50 von 2,5uM und 2nM kann
eine signifikante Wirkungsverstarkung im Vergleich zur Behandlung mit den Einzelsubstan-

zen nachgewiesen werden (p <0.05, vgl. Abb.15 und Tab.2).

Die Kombinationstherapie von Nilotinib und Paclitaxel lasst in beiden untersuchten Zellrei-
hen den Riickschluss auf signifikant synergistische Reaktionen zu (p < 0.05). Die Zellreihe
OVCARS zeigt nach Bebriitung mit Paclitaxel Dosierungen von 1 bis 3nM in allen untersuch-
ten Konzentrationsstufen einen signifikant gesteigerten anti-proliferativen Effekt durch die
Kombination mit 2uM Nilotinib verglichen mit der alleinigen Paclitaxel Inkubation (p <
0.05). Durch Kombination mit der verwendeten Paclitaxel HOchstdosis lasst sich das Zell-

wachstum sogar volistandig auf nahezu 0% hemmen.

3.2.2.3. Dreierkombinationstherapie mit Nilotinib, Carboplatin und Paclitaxel

In dieser Versuchsreihe wurde die beim Ovarialkarzinom standardmaRig eingesetzte Poly-
chemotherapie aus Carboplatin und Paclitaxel mit einer 2umolaren Nilotinib Losung kombi-
niert, um zusatzliche wachstumsinhibitorische Effekte durch den Tyrosinkinase Inhibitor auf-
zeigen zu konnen. Ausgangspunkte stellten die jeweiligen Monotherapien der genannten Me-
dikamente dar. Die Konzentrationen fur Paclitaxel und Carboplatin wurden so gewahlt, dass
die Tumorzellen durch die Behandlung mit der Zweierkombination zu 50% in ihrem Wachs-
tum gehemmt werden. Daraus ergaben sich folgende Carboplatin/Paclitaxel Konzentrationen:
Fir die Zelllinie OVCAR3 wurde eine Carboplatin Dosierung von 4uM sowie eine
0,75nmolare Paclitaxel Losung verwendet, fiir OVCARS Carboplatin in einer Konzentration
von 2,5uM sowie Paclitaxel ebenfalls als 0,75nmolare Verdiinnung. Der Dreierkombination
wurde Ubereinstimmend mit den vorherigen Versuchen eine 2umolare Nilotinib Losung hin-
zugeflgt. Die Abbildungen 16 und 17 zeigen die Ergebnisse fir die Zelllinien OVCARS3 und
OVCARS. Analog der Zweierkombinationen wurde auch flr die Dreierkombination eine Ver-
suchsreihe zur Aufdeckung synergistischer Wirkungen der Medikamente durchgefiihrt, deren

Ergebnisse den Abbildungen 18, 19 und der Tabelle 3 zu entnehmen sind.
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Abbildung 16 und 17: Wachstumsverhalten der Tumorzellen unter Monotherapie mit Nilotinib, Car-
boplatin und Paclitaxel, der Zweierkombination aus Carboplatin und Paclitaxel und der Dreierkom-
bination aus Nilotinib, Carboplatin und Paclitaxel Uiber sechs Tage

Wachstum von OVCARS3 unter Paclitaxel-,
Carboplatin- und Nilotinib Inkubation
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Abbildung 16: Zellwachstum von OVCAR3 unter Mono-, Zweifach-, und Dreifachtherapie; die Drei-
erkombination zeigt im Vergleich zur Zweifachbehandlung ohne Nilotinib einen signifikanten Abfall
der Proliferationsrate durch den Zusatz des Tyrosinkinase Inhibitors
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Carboplatin und Nilotinib Inkubation
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Medikamenten Konzentrationen * =p<0.05

Abbildung 17: Zellwachstum von OVCARS8 unter Mono-, Zweifach-, und Dreifachtherapie; die Drei-
erkombination mit Nilotinib zeigt einen signifikanten Effekt beziiglich der Inhibition des Zellwachs-
tums
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Abbildung 18 und 19: Wachstumskurven der Zelllinien unter sechstagiger Nilotinib-, Carboplatin-,
Paclitaxel-, sowie Kombinationsinkubation; Versuchsaufbau zur Detektion synergistischer Effekte
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Abbildung 18: Wachstumskurven der OVCAR3 Zellen unter Carboplatin, Paclitaxel und Nilotinib
Monotherapie sowie Kombinationstherapie; es liegen synergistische Reaktionen vor
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Abbildung 19: Wachstumskurven der OVCARS8 Zellen unter Carboplatin, Paclitaxel und Nilotinib
Monotherapie sowie Kombinationstherapie; ein synergistischer Effekt ist ab einer Kombinationsinku-
bation mit der jeweiligen 1/8 IC50 zu beobachten
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OVCAR3

Drug Combination Index Values at

ED50 ED75 ED90  Dm(uM) m r
Combination 036333 071699 1.41551 035223 0.79639 087451
(1:1.6:0.0006)
Nilotinib N/A N/A N/A 2.52658 1.53161 0.96273
Carboplatin N/A N/A N/A 5.88252 1.54051 0.99323
Paclitaxel N/A N/A N/A 0.00165 1.63657 0.98407
OVCARS
Drug Combination Index Values at

ED50 ED75 ED9  Dm(uM) m r

Combination ~ 0.72184 163992 3.72651 046559 072592 093397
(1:1.2:0.0008)

Nilotinib N/A N/A N/A 1.82058 1.57749 0.594192
Carboplatin N/A N/A N/A 1.98783 1.62465 0.54667
Paclitaxel N/A N/A N/A 0.00201 1.53988 0.96604

Tabelle 3: berechnete Kombinationsingdizes mittels Calcusyn der OVAR3S und OVCARS Zellen unter
Carboplatin, Paclitacel und Nilotinib Monotherapie sowie Kombinationstherapie;

ED30 (effect dosis 50%), Dm (IC30) calculated m (measures of siemoidicity), r (correlation
coefficient)

Die Untersuchungen ergeben fiir beide Zellreihen eine signifikant erhdhte Wachstumsinhibi-
tion durch die zusatzliche Behandlung der Tumorzellen mit Nilotinib verglichen mit der
Zweierkombination bestehend aus Carboplatin und Paclitaxel (p < 0.05). Die Proliferationsra-
te der OVCAR3 Zellen wird durch die Dreifachinkubation gegentiber der Zweiertherapie oh-
ne Nilotinib von 54% auf 35% gesenkt (vgl. Abb. 16).

Die Versuche der Zellreihe OVCARS zeigen einen noch deutlicheren Effekt durch die zusétz-
liche Applikation von Nilotinib zur Zweierkombination (vgl. Abb. 17): Die alleinige Therapie
mit 2,5uM Carboplatin und 0,75nM Paclitaxel flihrt zu einer Minderung der Zellproliferation
auf 49% der unbehandelten Bezugskultur. Durch die Zugabe von 2uM Nilotinib kénnen die
vitalen Zellen um 32% Prozentpunkte mehr verringert werden, es wird eine Inhibition auf
17% des nicht therapierten Vergleichsansatzes erreicht.

Die Dreierkombinationstherapie zeigt bei beiden Zellreihen signifikant synergistische Wir-
kungen durch die Zugabe des Tyrosinkinase Inhibitors. Fur die Zelllinie OVCAR3 ergeben
sich signifikant synergistische Reaktionen bei Kombination der Dosierungssstufen 1/16 1C50,
1/8 1C50 sowie 1/4 1C50 der jeweiligen Medikamente (p < 0.05, vgl. Abb. 18 sowie Tab. 3).
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Bei den verwendeten Nilotinib Konzentrationen handelt es sich um Werte zwischen 0,1875
und 0,75uM. In OVCARS inkubierten Zellen lassen sich signifikant synergistische Reaktio-
nen in den Kombinationen 1/8 1C50, 1/4 IC50, 1/2 IC50 sowie 1* IC50 beobachten, entspre-
chend der Nilotinib Konzentrationen 0,3125, 0,625, 1,25 und 2,5uM (p < 0.05, vgl. Abb. 19
und Tab. 3).

3.3. TUNEL Assays

3.3.1. TUNEL Assays mit Nilotinib

Nach Behandlung mit Nilotinib Konzentrationen von 2 und 4uM wurden TUNEL Assays an
den Zelllinien OVCAR3 und OVCARS durchgefuhrt, um den Einfluss von Nilotinib auf die
Apoptoserate der Zellen darzustellen (vgl. Abb. 20, 21, 22 und 23).

Die Ergebnisse zeigen eine signifikante Apoptoseinduktion nach Nilotinib Therapie in den
Konzentrationsstufen 2 und 4uM sowohl fiir OVCARS3 als auch fir OVCARS (p < 0.05).
Wéhrend nur mit Standardmedium beimpfte OVCAR3 Zellen lediglich einen Anteil apoptoti-
scher Zellen zwischen 1 und 2% aufweisen, flhrt die Inkubation mit einer 2umolaren Niloti-
nib LAsung nach 24 Stunden zu einem Anstieg der Apoptoserate auf 6% sowie zu einer signi-
fikanten Zunahme auf 10% nach Ablauf von 48 Stunden. Durch eine Steigerung der Nilotinib
Dosis auf 4uM beobachtet man einen signifikanten Zuwachs apoptotischer Zellen auf einen
Anteil von 30% nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden und auf 37% nach 48-stiindiger
Bebriitung. Hierbei handelt es sich um eine relative Effektivitatssteigerung um weitaus mehr
als 100% durch Verdoppelung der Nilotinib Konzentration.

Ahnliche Ergebnisse liefern die an OVCARS Zellen durchgefiinrten TUNEL Assays. Der
Anteil untergegangener Zellen in der Kontrollgruppe betrdagt hier zwischen 1 und 4%. Be-
handlung mit 2uM Nilotinib filihrt nach genannten Inkubationszeiten zu signifikanten Erho-
hungen der Apoptoseraten auf 16 beziehungsweise 18%. Bebritung der Zellen mit einer
4umolaren LOsung des Tyrosinkinase Hemmers zeigen ebenfalls einen zusétzlich signifikan-
ten pro-apoptotischen Effekt verglichen mit der niedriger dosierten Nilotinib Therapie: Der
Anteil apoptotischer Zellen betragt 30% nach 24-stiindiger- und 34% nach 48- stiindiger Me-

dikamenteninkubation.

Bei beiden untersuchten Zelllinien kann ein pro-apoptotischer Effekt durch die Nilotinib Mo-
notherapie erzielt werden: Dabei l&sst sich ein deutlicher Anstieg der Apoptoseraten bereits
nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden beobachten. Die Verldngerung der Einwirkzeit des
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Tyrosinkinase Inhibitors auf 48 Stunden zeigt nur einen geringen zusatzlichen Effekt. Schon
bei der Verwendung einer Nilotinib Dosis von 2uM wird bei beiden untersuchten Zelllinien
eine signifikante Apoptoseinduktion erreicht. Durch Behandlung mit einer 4pumolaren Losung
des Tyrosinkinase Inhibitors kénnen im Mittel 30% der vorhandenen Zellen in Apoptose
uberflhrt werden, verglichen mit einem mittleren Apoptoseanteil von 2% in den unbehandel-

ten Kontrollgruppen.

3.3.2. TUNEL Assays mit Nilotinib und Carboplatin

Die Ergebnisse der durchgefiihrten TUNEL Assays nach Mono- und Kombinationsbehand-
lung mit Nilotinib und Carboplatin der Zellreihen OVCAR3 und OVCARS sind den Abbil-
dungen 20 und 21 zu entnehmen.

Sowohl die Inkubation beider Zellreihen mit zellspezifischen Carboplatin Konzentrationen in
der Monobehandlung als auch in der Kombinationstherapie mit 2uM Nilotinib zeigen signifi-
kante Anhebungen der Apoptoseraten gemessen an denen der ohne Medikament bebriteten
Kontrollen. Mitgefuihrte unbehandelte Zellen weisen die bereits oben erwédhnten Apoptosera-
ten auf.

Therapie der Zellrethe OVCAR3 mit Carboplatin Konzentrationen von 2uM bewirkt nach 24-
stindiger Inkubation einen signifikanten Anstieg der Apoptoserate auf 21% (p < 0.05). Nach
Behandlung mit einer 4umolaren Carboplatin Losung steigt dieser Wert auf 33% an, das ge-
forderte Signifikanzniveau wird allerdings nicht erreicht. Eine Verlangerung der Inkubations-
zeiten fuhrt ebenfalls nicht zu statistisch signifikanten Ergebnissen.

Die Kombinationstherapie bestehend aus 2uM Nilotinib und 4uM Carboplatin zeigt nach ei-
ner Bebritungszeit von 48 Stunden einen signifikant zusatzlichen Effekt bezuglich der
Apoptoseinduktion auf 56% verglichen mit derer erreicht durch die jeweiligen Einzelsubstan-
zen (p < 0.05).

Die Inkubation der Zelllinie OVCARS8 mit einer lumolaren Carboplatin Konzentration in der
Monotherapie zeigt einen signifikant pro-apoptotischen Effekt verglichen mit Zellen, die kei-
ner Medikamentenbehandlung ausgesetzt waren: Entsprechend der beschriebenen Inkubati-
onszeiten werden Apoptoseraten von 34 und 30% gemessen.

Die Kombination mit Nilotinib présentiert nach 24-stindiger Bebriitung einen signifikanten
Anstieg untergegangener Zellen um weitere sechs Prozentpunkte auf 40% (p < 0.05).

Sowohl in der Carboplatin Monotherapie also auch in der Kombinationstherapie ist die Be-
reitschaft der Zellen in Apoptose tberzugehen durch die Verlangerung der Inkubationszeit
von 24 auf 48 Stunden nicht steigerbar.
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Abbildung 20 und 21: Apoptoseraten der Zelllinien unter Inkubation mit Nilotinib und Carboplatin
sowie Kombinationsinkubation nach 24 und 48 Stunden; Dargestellt ist der Anteil apoptotischer Zel-
len in % bezogen auf die Gesamtzellzahl
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Abbildung 20: Apoptoseraten der OVCARS3 Zellen; die Kombinationstherapie von Nilotinib und Car-
boplatin zeigt bei Verwendung einer 4umolaren Carboplatin Losung einen signifikanten Anstieg der
Apoptoserate verglichen der Einzelinkubationen
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Abbildung 21: Apoptoseraten der OVCARS Zellen; sowohl die Monotherapien als auch die Kombina-
tionsbehandlung fuhrt zu einer erhdhten Induktion der Apoptose in den Tumorzellen verglichen mit
der unbehandelten Kontrollgruppe
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Abbildung 22 und 23: Apoptoseraten der Zelllinien unter Inkubation mit Nilotinib und Paclitaxel so-
wie Kombinationsinkubation nach 24 und 48 Stunden; Dargestellt ist der Anteil apoptotischer Zellen
in % bezogen auf die Gesamtzellzahl
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Abbildung 22: Apoptoseraten der OVCAR3 Zellen; Die Behandlung mit Nilotinib in der Monotherapie
und ebenso in der Kombination mit Paclitaxel zeigt einen signifikanten Anstieg der Rate apoptotischer
Zellen
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Abbildung 23: Apoptoserate der OVCARS8 Zellen; Nilotinib vermag in den Tumorzellen Apoptose zu
induzieren; die Kombination mit Paclitaxel zeigt einen im Vergleich der Monotherapie signifikant pro-
apoptotischen Effekt nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden
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3.3.3. TUNEL Assays mit Nilotinib und Paclitaxel
Die Abbildungen 22 und 23 zeigen die Ergebnisse der TUNEL Assays, die an den Zellreihen
OVCAR3 und OVCARS durchgefiihrt wurden und die Behandlung mit 4uM Nilotinib, 1,5nM

Paclitaxel und die Kombination beider Substanzen in diesen Konzentrationsstufen mitein-

schlossen. Die Ergebnisse der Inkubation mit 4uM Nilotinib wurden bereits in 3.3.1. be-
schrieben.

Die Monotherapie mit 1,5nM Paclitaxel induziert bei OVCAR3 untersuchten Zellen den phy-
siologischen Zelluntergang: nach 24-stiindiger Medikamenteninkubation liegt die Apoptosera-
te bei 25% und steigt nach weiterer Bebriitungszeit fir einen Tag auf 32% an. Verglichen mit
den unbehandelten Kontrollgruppen, die die bereits oben erwédhnten Raten untergegangener
Zellen aufweisen, handelt es sich um einen signifikant pro-apoptotischen Effekt.

Die Kombination mit Nilotinib zeigt einen weiteren Anstieg der Apoptoseraten auf 52% (24
Stunden) und 62% (48 Stunden). Verglichen mit den erzielten Ergebnissen der Monothera-
pien ist der 24 Stunden Wert der Kombination statistisch signifikant (p < 0.05).

Ahnliche Ergebnisse prasentieren die Auswertungen inkubierter OVCARS Zellen. Paclitaxel
in der Monotherapie vermag den Anteil untergegangener Zellen nach Ablauf von 24 Stunden
auf 28% der Gesamtzellzahl beziehungsweise auf 33% nach 48 Stunden zu erhdhen.

Durch Zugabe von Nilotinib ergibt sich ein bezuglich der Apoptoseinduktion zusatzlicher
Wirkungseffekt: Die Apoptoserate steigt deutlich an auf Werte von 62 und 63%. Die Kombi-
nationstherapie vermag somit verglichen mit der Paclitaxel Monotherapie den Anteil apopto-
tischer Zellen um weitere 30% zu steigern. Statistisch signifikant ist der beobachtete Effekt

hier nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden (p < 0.05).

Zusammenfassend kdnnen die TUNEL Assays zeigen, dass der Tyrosinkinase Inhibitor Nilo-
tinib in der Lage ist in den Tumorzellen OVCAR3 und OVCARS die Anzahl apoptotischer
Zellen im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe signifikant zu erhéhen (p < 0.05).
Bei beiden untersuchten Zelllinien kann ein pro-apoptotischer Effekt durch die Nilotinib Mo-
notherapie erzielt werden: Dabei lasst sich ein Anstieg der Apoptoseraten bereits nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden beobachten. Bei Verwendung einer 2pmolaren Nilotinib L6-
sung reagieren die OVCARS Zellen sensibler auf die Behandlung, die Apoptoserate reicht
nach 48 Stunden bis an knapp 20%, wéhrend die der Zelllinie OVCARS3 nur bis auf 10% an-
steigt. Durch Behandlung mit einer 4umolaren Losung des Tyrosinkinase Inhibitors kdnnen
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im Mittel 30% der vorhandenen Zellen in Apoptose tberfuhrt werden, verglichen mit einem
mittleren Apoptoseanteil von 2% in den unbehandelten Kontrollgruppen.

Ebenso kann durch die Kombinationsinkubationen mit Carboplatin und Paclitaxel gezeigt
werden, dass sich die Medikamente in Kombination hinsichtlich eines pro-apoptotischen Ef-
fektes in ihrer Wirkung verstarken. Die untersuchte Apoptoserate der kombiniert behandelten
OVCARS3 und OVCARS Zellen liegt zu jedem Auswertezeitpunkt deutlich tber derer, die
durch die Monotherapien erzielt werden kann. Der Anteil apoptotischer Zellen kann hier auf
bis zu zwei Drittel des Gesamtzellanteils angehoben werden.

Abbildung 24a-f: TUNEL Assays als Nachweis der Apoptose; dargestellt sind Fotos der untersuchten
Obijekttrager unter dem Fluoreszenzmikroskop

a) OVCAR3: unbehandelt b) OVCAR3: Kombination c) OVCAR3: Kombination
Nilotinib- Paclitaxel Nilotinib- Paclitaxel

d) OVCARS8:unbehandelt e) OVCARS8: Monotherapie f) OVCAR3: Kombination
Nilotinib Nilotinib- Carboplatin

3.4. Planare Migrationsassays

3.4.1. Planare Migrationsassays mit Nilotinib

Um den Einfluss des Tyrosinkinase Inhibitors Nilotinib auf das Migrationsverhalten der Zell-
linien OVCAR3 und OVCARS beschreiben zu kdnnen, wurde die Migrationsleistung der ge-
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nannten Zellen nach 24-, 48- und 72-stiindiger Inkubation bestimmt. Entsprechend der durch-
gefuhrten TUNEL Assays wurden Nilotinib Losungen in den Konzentrationen 2 und 4uM
verwendet. Als Bezugswert wurden nur mit Standardndhrmedium beimpfte Kontrollgruppen
herangezogen. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 25, 26, 27 und 28 dargestellt.

Die Migrationsleistung der unbehandelten OVCAR3 Zellen steigt innerhalb des untersuchten
Zeitraums von 22% nach 24-stiindiger Bebritung auf 47% nach 48 Stunden bis auf 57% nach
einer Bebritungszeit von 72 Stunden an (vgl. Abb. 25). Bezugswert und Ausgangspunkt die-
ser Ergebnisse stellt dabei die Migrationsfront nach Entfernen der Silikonmé&uerchen dar, die
einer Migration der Zellen von 0% entspricht. Inkubation mit einer 2umolaren Nilotinib Lo-
sung zeigt einen deutlichen Einfluss auf das Migrationsverhalten der Zellen: Der Anteil mig-
rierter Zellen kann durch die Behandlung zu allen Messzeitpunkten signifikant um 15 bis 20
Prozentpunkte erniedrigt werden (p < 0.05) und liegt nach 72 Stunden bei nur 41%, 16 Pro-
zentpunkte unterhalb des Kontrollwertes. Nach 24-stiindiger Nilotinib Inkubation kann die
Migrationsleistung sogar auf ein Drittel derer der unbehandelten Zellen gesenkt werden, von
22 auf 7%. Bei Erhohung der Nilotinib Dosis von 2 auf 4uM kann nach einer Bebriitungszeit
von 48 und 72 Stunden ebenfalls ein signifikant migrationshemmender Effekt durch den Ty-
rosinkinase Inhibitor gezeigt werden, welcher allerdings nicht ausgepragter ausfallt verglichen
mit der niedrig dosierten Behandlung (vgl. Abb. 27).

Nilotinibs® Potential Einfluss auf die Migrationsgeschwindigkeit der Tumorzellen auszutiben
kann ebenfalls durch die Versuche der Zelllinie OVCARS bekraftigt werden. Die Inkubation
mit dem Tyrosinkinase Inhibitor zeigt im Vergleich zur unbehandelten Kultur eine Abnahme
der Migrationsleistung nach 24, 48 und 72 Stunden Bebrutung (vgl. Abb. 26). Am starksten
ausgepragt ist der auf die Zellmigration von OVCARS8 Zellen hemmende Effekt durch Niloti-
nib nach 72-stiindiger Inkubation: Verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe, die eine
Migrationsleistung von 63% zeigt, fuhrt die Therapie mit einer 2umolaren Nilotinib Lésung
zu einem signifikanten Abfall der Migration um 11 Prozentpunkte auf einen Wert von 52% (p
< 0.05).

Die Inkubation von OVCARS8 mit einer 4umolaren Nilotinib Lésung zeigt eine signifikante
Wirksamkeit des Tyrosinkinase Inhibitors zu allen drei Messzeitpunkten (p < 0.05) (vgl. Abb.
28). Nach 24-stiindiger Medikamenteninkubation liegt ein nur vergleichsweise geringer Ef-
fekt auf die Migrationshemmung vor: Hier vermag die Therapie mit dem Tyrosinkinase Inhi-
bitor den Anteil migrierter Zellen nur um 3% von 11 auf 8% zu hemmen. Nach Ablauf von 48
und 72 Stunden kann die Migrationsleistung der Zellen hingegen in beiden Féllen nahezu um
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Abbildung 25 und 26: Migrationsverhalten der Tumorzellen nach 24-, 48-, 72-stundiger Nilotinib-,
Carboplatin- sowie Kombinationsinkubation; dargestellt ist der Anteil migrierter Zellen in % vergli-
chen mit der unbehandelten Kontrollgruppe
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Abbildung 25:Migrationsverhalten der OVCAR3 Zellen; Nilotinib Behandlung vermindert die Migra-
tionsleistung der Zellen zu allen Messzeitpunkten
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Abbildung 26:Migrationsverhalten der OVCARS Zellen; nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden ist
ein signifikant migrationshemmender Effekt durch Nilotinib Therapie messbar
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Abbildung 27 und 28: Migrationsverhalten der Tumorzellen nach 24-, 48-, 72- stiindiger Nilotinib-,
Paclitaxel- sowie Kombinationsinkubation; dargestellt ist der Anteil migrierter Zellen in % verglichen
mit der unbehandelten Kontrollgruppe
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Abbildung 27: Migrationsverhalten der OVCAR3 Zellen; die Zweierkombination zeigt signifikante
Effekte auf das Migrationsverhalten verglichen mit den jeweiligen Monotherapien
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Abbildung 28: Migrationsverhalten der OVCARS8 Zellen; sowohl Mono- als auch Zweierkombinations-
therapie flihrt zu einer signifikanten Einschréankung der Zellmigration
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50% gesenkt werden, von 27 auf 14% beziehungsweise von 40 auf 22%. Diese Beobachtun-
gen entsprechen verglichen mit der 2umolaren Nilotinib Therapie einer zusatzlichen Inhibiti-
on der Zellmigration um 43% (nach 48 Stunden) und 28% (nach 72 Stunden). Demnach ist
durch die Verdoppelung der Nilotinib Konzentration eine signifikante Steigerung der Wir-

kung zu verzeichnen.

3.4.2. Planare Migrationsassays mit Nilotinib und Carboplatin

In dieser Versuchsreihe wurde der Einfluss von Nilotinib in Kombination mit Carboplatin auf
das Migrationsverhalten der Ovarialkarzinomzellen OVCAR3 und OVCARS untersucht. Die
Ergebnisse nach 24-, 48- und 72-stindiger Medikamenteninkubation sind den Abbildungen
25 und 26 zu entnehmen.

Die durchgefiihrte Monotherapie mit zellspezifischen Konzentrationen von Carboplatin zeigt
bei Inkubation der OVCAR3 Zellen einen signifikanten migrationshemmenden Effekt nach
24, 48 und 72 Stunden Bebriitungszeit (p < 0.05) (vgl. Abb. 25). Dabei lasst sich die Migrati-
onsleistung bei Verdoppelung der Carboplatin Dosis von 2 auf 4uM besonders nach Ablauf
von 48 Stunden noch deutlich weiter senken: Der Anteil migrierter OVCAR3 Zellen kann hier
um 24% von 47 auf 23% erniedrigt werden. Verglichen mit der Nilotinib Monotherapie ist der
durch Carboplatin Behandlung erzielte migrationshemmende Effekt insgesamt allerdings zu
allen Messzeitpunkten deutlich schwécher ausgepragt.

In Kombination mit 2uM Nilotinib kann sowohl bei der Verwendung einer 2 sowie einer
4umolaren Carboplatin Losung zu keinem Auswertezeitpunkt ein zusétzlicher Effekt bezug-
lich der Migrationsinhibition verglichen mit der Wirksamkeit nach Inkubation der Zellen mit
den Einzelsubstanzen erzielt werden. Der Anteil migrierter Zellen liegt zu allen Messzeit-
punkten unter dem der unbehandelten Kontrollgruppe, allerdings nicht unterhalb der Werte,
die durch die Nilotinib Monotherapie erzielt wurden.

Fir die Zelllinie OVCARS l&sst sich folgendes feststellen: Weder durch die Behandlung mit
1uM Carboplatin noch durch die Kombination von Nilotinib und Carboplatin kann eine
Hemmung der Ausbreitung der Tumorzellen beobachtet werden (vgl. Abb. 26). Die gemesse-
nen Werte liegen hier groRtenteils sogar tber denen, welche die unbehandelten Kontrollgrup-
pen zeigen.

Ein migrationshemmender Effekt fur Carboplatin in der Monotherapie oder in der Kombinati-

on mit Nilotinib kann somit fur die Zellreihe OVCARS nicht gezeigt werden.
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3.4.3. Planare Migrationsassays mit Nilotinib und Paclitaxel

Weiter sollte herausgefunden werden welchen Einfluss die Kombinationsinkubation von Nilo-
tinib und Paclitaxel auf das Migrationsverhalten der untersuchten Zellen ausubt. Die Ergeb-
nisse der Migrationsassays fur die Kombination mit 4uM Nilotinib und 1,5nM Paclitaxel so-
wie die jeweiligen Monotherapien zeigen die Abbildungen 27 und 28.

Sowohl die Paclitaxel Monotherapie als auch die Kombinationsbehandlung mit Nilotinib zeigt
bei den Zelllinien OVCAR3 und OVCARS einen deutlichen Abfall der Migrationsleistung
verglichen mit derer der unbehandelten Kontrollkulturen.

Bei OVCARS3 beimpften Zellen bewirkt die Inkubation mit einer 1,5nmolaren Paclitaxel L6-
sung nach Ablauf eines Tages bereits eine signifikante Migrationshemmung um 7% von 22
auf 15% (p < 0.05, vgl. Abb. 27). Die weitere Medikamenteninkubation fiihrt zu einer noch
deutlicheren Abnahme der Migrationsleistung verglichen mit derer der unbehandelten Kon-
trollgruppe: Nach 48-stiindiger Bebriitung kann die Tumorausbreitung um ein Drittel vermin-
dert werden von 38 auf 25%, nach Ablauf von 72 Stunden wird ein Abfall von 58 auf 42%
beobachtet.

Die Kombinationstherapie mit Nilotinib ist auBerdem in der Lage die beschriebene Migrati-
onsinhibition noch zu verstarken. Ein signifikant zusatzlicher Effekt bezuglich der Migrati-
onsinhibition verglichen mit der Wirksamkeit nach Inkubation der Zellen mit den Einzelsub-
stanzen kann nach einer Bebritungszeit von 24 und 72 Stunden beobachtet werden (p < 0.05):
Verglichen mit der Paclitaxel Monotherapie kann der Anteil migrierter Zellen in der Kombi-
nation nach 24 Stunden um weitere 3 Prozentpunkte gesenkt werden auf 12% des Bezugswer-
tes. Nach Ablauf von 72 Stunden zeigt sich sogar eine weitere Abnahme der Migrationsleis-
tung um 8% auf 34% des Bezugswertes. Verglichen mit den nur mit Standardmedium beimpf-
ten Zellen wird hier eine Hemmung der Zellmigration um 41% erreicht.

Der zusétzliche Nutzen bezuglich einer Hemmung der Tumorausbreitung durch Kombination
der beiden Substanzen Nilotinib und Paclitaxel ist anhand der Untersuchungen der Zelllinie
OVCARS noch deutlicher zu sehen. Wéahrend die alleinige Inkubation mit 1,5nM Paclitaxel
ebenfalls gute Ergebnisse liefert und zu den spateren Auswertezeitpunkten nach 48 und 72
Stunden eine signifikant erniedrigte Migrationsleistung verglichen mit unbehandelten Zellen
zeigt, wird bei Kombination mit einer 4pmolaren Nilotinib Lésung ein signifikanter Zuge-
winn an Wirksamkeit zu allen untersuchten Messzeitpunkten beobachtet (p < 0.05). Nach
Ablauf von 24 und 48 Stunden kann der Anteil migrierter Tumorzellen im Vergleich zur al-
leinigen Behandlung mit Paclitaxel durch den Zusatz des Tyrosinkinase Inhibitors halbiert
werden, von 11% auf 5% nach 24-stiindiger Inkubation sowie von 22 auf 11% nach Ablauf
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von 48 Stunden. Auch nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden ist eine deutliche Reduktion
der Migrationsleistung von 35 auf 18% verglichen mit der durchgefthrten Paclitaxel Mono-
therapie zu beobachten. Gemessen an Zellen, die keiner Medikamenteninkubation ausgesetzt
waren, lasst sich sowohl nach 24-, 48- als auch nach 72-stlindiger Bebriitung die Rate migrier-
ter Zellen signifikant um mehr als 50% verringern.

Insgesamt belegen die durchgefiihrten Migrationsassays bei den Ovarialkarzinomzelllinien
OVCARS3 und OVCARS einen signifikant migrationshemmenden Effekt fir den Tyrosinkina-
se Inhibitor Nilotinib in vitro, sowohl fur eine Konzentration von 2uM als auch fur 4uM (p <
0.05). Im Vergleich zu den ebenfalls durchgefiihrten Monotherapien mit den etablierten Zy-
tostatika Carboplatin und Paclitaxel zeigt der Tyrosinkinase Inhibitor in der Verwendung als
Einzelsubstanz von den drei Medikamenten den groéf3ten migrationshemmenden Effekt.

In Kombination mit dem Zytostatikum Paclitaxel kann durch Behandlung mit einer
4umolaren Nilotinib Losung aulRerdem bei beiden untersuchten Zelllinien die Zellmigration
weiter gesenkt werden als es die jeweiligen Monotherapien ermdglichen. Im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollen beobachtet man eine Abnahme der Migrationsleistung um bis zu
60%.

Die Kombination von 2uM Nilotinib mit zellspezifischen Carboplatin Konzentrationen zeigt

keine bessere Wirksamkeit hinsichtlich der Hemmung der Migrationsleistung.

Abbildungen 29a und b: ausgemessene Migrationsfronten der OVCARS8 Zellen nach 48-stiindiger Be-
britungszeit; die unbehandelten Kontrollzellen sind weiter in die freie Flache migriert als die mit
2UM Nilotinib therapierten Tumorzellen

 unbehandelt b) OVCARS: Monotherapie Nilotinib
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Abbildungen 30a, b und c: ausgemessene Migrationsfronten der Zelllinie OVCAR3 nach 48-stiindiger
Inkubationszeit mit Standardmedium, mit Nilotinib in der Monotherapie und in der Kombination mit
Paclitaxel; die Zweierkombination zeigt einen zusatzlichen migrationshemmenden Effekt

a) OVCAR3: unbehandelt b)OVCAR3: Monotherapie c) OVCAR3: Kombination

Nilotinib Nilotinib - Paclitaxel
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4. DISKUSSION

Zu Beginn dieser Arbeit galt es zu untersuchen, ob Ovarialkarzinomzellen bekannte Angriffs-
strukturen far Nilotinib bieten und somit potentiell einer anti-proliferativen Therapie durch
den Tyrosinkinase Inhibitor zugénglich wéren. Nilotinib, ein selektiver Tyrosinkinase Inhi-
bitor der zweiten Generation (sowie Nachfolger Imatinibs), entfaltet seine wachstumsein-
schréankende Wirkung tber die Hemmung spezifischer Tyrosinkinasen. Dabei handelt es sich
um die zytoplasmatische Tyrosinkinase Abl, sowie die membranstdndigen Rezeptorfamilien
c-kit, PDGFR-0. und PDGFR-p.

Die durchgefiihrten immunhistochemischen Untersuchungen beschrankten sich auf die Unter-
suchung der Rezeptoren c-Abl und PDGFR-a. Fir die beiden epithelialen Ovarialkarzinom-
zelllinien OVCAR3 und OVCARS kann dabei ein positiver Rezeptorstatus flr c-Abl sowie
fur PDGFR-a gezeigt werden. Diese Expressionsmuster stimmen mit den Ergebnissen anderer
Studien Gberein. Mundhenke et al. konnten 2008 zudem mittels PCR sowie immunhistoche-
mischer Methoden fir beide Zellreihen die Expression des Rezeptors PDGFR-B belegen. Die
Zelllinie OVCARS zeigte bei diesen Untersuchungen ebenfalls einen positiven Rezeptorstatus
fur die Tyrosinkinase c-Kit.

Fir die Ovarialkarzinomzellreihe SK-OV3 liegt eine positive Rezeptorexpression fir die Ty-
rosinkinasen c-Abl, PDGFR-B und c-kit vor. Verschiedene Untersuchungen konnten aller-
dings die Abwesenheit des Rezeptors PDGFR-a belegen (Matei et al. 2004, Mundhenke et al.
2008).

Somit erscheinen die Ovarialkarzinomzelllinien OVCAR3, OVCARS und SK-OV3 durch die
verschiedenen Expressionsmuster mit Rezeptor-Tyrosinkinasen fiir die in vitro Versuche mit
Nilotinib geeignet.

Da vorangegangene Studien sowie die hier durchgefiihrten Versuche besonders PDGFR-a
vermittelten Prozessen eine entscheidende Bedeutung in der Pathogenese und Tumorprogres-
sion des Ovarialkarzinoms sowie der Nilotinib vermittelten zytoreduktiven Wirkung beimes-
sen, seien die Grundlagen der PDGF Rezeptor Familie sowie solche der zytoplasmatischen
Abl-Kinase, zu welcher Nilotinib die hochste Affinitat aufweist, im Folgenden kurz darge-
stellt.

Bei den platelet-derived growth factor receptors (PDGFR) handelt es sich um eine Gruppe

membranstédndiger Tyrosinkinase Rezeptoren. Man unterscheidet die jeweils aus zwei Un-

tereinheiten bestehenden Isoformen PDGFR-a und PDGFR-B (Heldin et al. 1998). Rezep-
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toraktivierung erfolgt nach Bindung spezifischer Liganden: Platelet-derived growth factor
AA, AB, BB, sowie CC oder DD. Zu beachten ist, dass PDGFR-a durch Bindung aller vier
erstgenannten Isoformen aktiviert werden kann, bei PDGFR-B eine Signalweiterleitung je-
doch nur nach Stimulierung durch PDGF BB oder DD stattfindet (Bergsten et al. 2001).
Schlisselereignis des Aktivierungsprozesses stellt die Rezeptordimerisierung mit anschlie-
Render Autophosphorylierung von Tyrosinresten und anderer Proteine dar. In der Folge wer-
den nachgeschaltete Signalkaskaden mit Beteiligung unterschiedlicher Effektormolekile in
Gang gesetzt.

Physiologisch exprimiert vor allem im Bindegewebe auf der Zelloberflache von Fibroblasten,
auBerdem von glatten Muskelzellen sowie Endothelzellen von Kapillaren und Neuronen,
nehmen die PDGF Rezeptor-Tyrosinkinasen als Wachstumsstimulator eine wichtige Rolle
zum einen wéhrend der Embryonalentwicklung, zum anderen in der Zellzyklusregulation ein.
Dabei uben sie einen steigernden Effekt auf die Zellproliferation, Zelldifferenzierung sowie
Angiogenese aus. Wahrend der DNA Synthese sind sie entscheidend an der Organisation der
Mikrotubuli beteiligt und sind somit wichtige Faktoren fiir die Mitoserate (Thyberg 1984,
Yoon et al. 2000). Dariiber hinaus besitzt PDGF Uber nachgeschaltete Signalkaskaden eine
indirekte anti-apoptotische Wirkung. Beobachtet wurde aulerdem ein Einfluss der PDGF Re-
zeptoren auf die Zellbeweglichkeit, im Sinne einer Migrationsforderung. Des Weiteren fiihrt
die Rezeptoraktivierung zu einer gesteigerten Thrombozytenaggregation, zu einer Regulation
des Tonus von BlutgeféaBen und Stimulierung der Wundheilung (Ronnstrand et al. 2001, Hel-
din et al. 1998).

Als Ursache fiir zahlreiche Krankheitsbilder unter anderem verschiedener maligner Prozesse
konnte eine pathologische Expression von PDGF Rezeptoren gezeigt werden: Das
Glioblastom (Hermanson et al. 1992), das Neuroblastom (Matsui et al. 1993), das Bronchial-
karzinom (Antoniades et al. 1992), das kolorektale Karzinom (Lindmark et al. 1993), das
Mammakarzinom (Seymour et al. 1993), das Prostatakarzinom (Dolloff et al. 2007), Sarkome
verschiedener Lokalisation zum Beispiel das Osteosarkom (Kubo et al. 2008) sowie Sarkome
des Uterus (Codell et al. 2007) und flr diese Arbeit von besonderem Interesse das Ovarialkar-
zinom (Wilczynski et al. 2005, Matei et al. 2006, Chu et al. 2008).

Fir die in soliden Tumoren ebenfalls detektierte erhthte Aktivitat der PDGF Rezeptoren wird
vor allem eine parakrine und/oder autokrine Aktivierung verantwortlich gemacht (Liu et al.
2011). Eine gesteigerte Kinaseaktivitat kann in selteneren Fallen ebenso durch eine Autoakti-
vierung des Rezeptors bei vorliegenden Mutationen erreicht werden. Eine derartige Pathophy-
siologie liegt den konstitutiv aktiven c-kit oder PDGFR-a Tyrosinkinasen in gastrointestinalen

65



Stromatumoren (GIST) in der Mehrheit der Falle zu Grunde. Relevante Rezeptormutationen
beim Ovarialkarzinom konnten nicht gefunden werden. Hier liegt vor allem eine gesteigerte
PDGFR Aktivitat vermittelt durch parakrine und autokrine Aktivierung vor (Matei et al.
2006).

Eine gesteigerte Stimulation der PDGF Rezeptoren in Tumorgewebe stellt einen wichtigen
Faktor fur schnelles und aggressives Tumorwachstum dar: PDGF Rezeptoraktivierung fiihrt
zu einer erhohten Teilungsrate mit folglich beschleunigtem Wachstum der Tumormasse.
Durch Induktion der Angiogenese kdnnen neue, den Tumor versorgende BlutgefaRe entste-
hen, sodass dieser sich unter zunehmender Proliferation sowie FOrderung der Migration wei-
ter ausbreiten kann. Die Hemmung der Apoptose stellt dabei einen zusétzlichen wichtigen
Uberlebensfaktor dar.

Die Tyrosinkinase Abl z&hlt zur Gruppe der Abl-Kinasen, zu denen aufRerdem noch die Abl-
related Gene (Arg) gehéren. Es handelt sich um eine zytoplasmatische Tyrosinkinase, welche
im Gegensatz zu den Rezeptoren der PDGFR Familie keine extrazellulare Doméne besitzt.
Die grundlegenden Mechanismen der Kinaseaktivierung im Sinne einer Autophosphorylie-
rung sowie Funktionen im Zellzyklus entsprechen im Wesentlichen denen der beschriebenen
membranstédndigen Tyrosinkinasen. Zu beachten ist, dass die c-Abl Kinaseaktivitét in gesun-
dem Gewebe einer an die physiologischen Gegebenheiten angepassten Regulation unterliegt
(Nagar et al. 2003). Bei dem Krankheitsbild der chronisch myeloischen Leukdamie werden
diese Regulationsmechanismen ausgeschaltet, durch Fusion der Protoonkogene Bcr und Abl
entsteht das onkogene Fusionsprotein Bcr-Abl, welches konstitutiv aktiv ist (Shtivelman et al.
1985). Ob eine gesteigerte Expression und Aktivitdt von c-Abl auch in der Pathogenese soli-
der Tumoren eine entscheidende Rolle spielt, ist in vielen Fallen noch unklar. 2006 konnten
Srinivasan et al. einen positiven Zusammenhang zwischen konstitutiv aktiver Abl-
Tyrosinkinase und Tumorprogression beim Mammakarzinom feststellen. Erhohte Aktivitét
von c-Abl wurde aulRerdem beim nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom gefunden. Urséchlich
scheint hier eine Fehlregulation durch Deletion des Tumorsuppressor Gens FUS1 zu sein, in
dessen Folge die Hemmung der Abl-Tyrosinkinase ausbleibt (Lin et al. 2007). Untersuchun-
gen an Geweben von Ovarialkarzinomen konnten eine signifikant erhdhte Expression der c-
Abl-Tyrosinkinase bei malignen Eierstockkrebszellen verglichen mit gutartigen Ovarialtumo-
ren zeigen. Hier wurde eine positive Korrelation zwischen Expression der Abl-Tyrosinkinase
und des Tumorsuppressor Proteins p73, welches unter bestimmten Bedingungen ebenso in der
Lage ist Apoptose zu hemmen, gefunden. Eine erhdhte Expression des Proteins p73 konnte
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bereits in anderen soliden Malignomen wie dem Bronchialkarzinom, dem kolorektalem Kar-
zinom und dem Blasenkarzinom nachgewiesen werden. (Niyazi et al. 2003). Die Gruppe um
C. Mundhenke et al. konnte 2008 ebenfalls die Expression der Abl-Tyrosinkinase an funf
Ovarialkarzinomzelllinien zeigen. Der genaue Pathomechanismus einer erhdhten c-Abl Akti-
vitat beim Ovarialkarzinom und dessen prognostische Relevanz ist noch unklar und bedarf
weiterer Untersuchungen.

Bei Betrachtung des Wirkprofils von Nilotinib fallt die im Vergleich zu Imatinib deutlich ho-
here Affinitat fur Abl bei ansonsten ahnlichem Einfluss auf membranstéandige Tyrosinkinasen
auf: Der Tyrosinkinase Inhibitor der zweiten Generation vermag diese mit einer 30-fach héhe-
ren Effizienz zu hemmen. c-Abl als potentielle Angriffsstruktur fir Nilotinib beim Ovarial-
karzinom kdnnte somit eine bessere Wirksamkeit zur VVorgangersubstanz Imatinib zumindest

teilweise erklaren.

Die durchgefiihrten Monotherapien mit Nilotinib zeigen nach sechstégiger Inkubation eine
signifikante Proliferationseinschrankung der untersuchten epithelialen Ovarialkarzinomzellli-
nien OVCAR3 und OVCARS (p < 0.05). Mit zunehmender Dosierung kann dabei ein anna-
hernd linearer Abfall des Zellwachstums erzielt werden. Die eingesetzten Nilotinib Konzent-
rationen wurden dabei so gewéhlt, dass sie im therapeutischen Bereich des Medikamentes
(1,7 bis 3,6uM) liegen. Die untersuchte IC50 liegt fir OVCARS3 bei 3uM, fir OVCARS bei
2,5uM.

In einer 2006 veroffentlichten Phase | Studie, welche pharmakologische Eigenschaften von
Nilotinib in vivo untersuchte und CML-Patienten mit Imatinib Resistenz oder Unvertraglich-
keit einschloss, konnte eine Plasmahdchstkonzentration von 3,6UM bei einer Nilotinib Gabe
von 400mg zweimal taglich erreicht werden. AulRerdem wurde nach oraler Einnahme von
400mg einmal téglich ein konstanter Blutspiegel von 1uM gemessen, nach zweimaliger Ap-
plikation von 1,7uM sowie eine mittlere Plasmakonzentrationen von 2,3uM nach Gabe von
600mg Nilotinib zweimal taglich (Kantarjian et al. 2006). Die zweimalige Einnahme von je
600mg pro Tag zeigte sich insgesamt als gut vertraglich. Da bei Verwendung hoherer Dosie-
rungen vermehrt toxische Nebenwirkungen auftraten, wurde die Héchstdosis auf 600mg
zweimal taglich festgelegt. Daher ist nur ein Konzentrationsbereich von Nilotinib unter 4uM
von Kklinischer Relevanz. Laut dieser Ergebnisse liegen die beobachteten IC50 Werte der Ova-

rialkarzinomzellen im klinisch relevanten Bereich von Nilotinib.
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Im Gegensatz dazu zeigen mit Nilotinib behandelte SK-OV3 Zellen erst ab einer Konzentrati-
on von 4,5uM einen signifikant messbaren Effekt auf das Wachstumsverhalten. Die Wirk-
samkeit von Nilotinib im klinisch relevanten Bereich kann somit bei dieser Zellreihe nicht
belegt werden.

Die Zelllinien OVCAR3 und OVCARS, bei welchen eine Proliferationsinhibition von Niloti-
nib im therapeutischen Bereich belegt werden kann, exprimieren im Vergleich zu den ohne
messharen Erfolg therapierten SK-OV3 Zellen die Tyrosinkinase PDGFR-a. Ubereinstim-
mend mit den hier vorliegenden Ergebnissen konnte in vormals durchgefuhrten Studien die
Vorgangersubstanz Imatinib in der Monotherapie ebenfalls keine Wachstumseinschrankung
in SK-OV3 inkubierten Zellen erzielen, wahrend eine Hemmung der Zellproliferation in den
Zelllinien OVCAR3 und OVCARS im therapeutischen Bereich von Imatinib zu beobachten
war (Matei et al. 2004, Mundhenke et al. 2008). Dabei konnte belegt werden, dass die Be-
handlung mit dem Tyrosinkinase Inhibitor zu einer verminderten Phosphorylierung von
PDGFR-a mit folgender Rezeptorinaktivierung fiihrt. Das Expressionsmuster des Rezeptors
blieb dabei durch die Therapie unbeeinflusst. Untersuchungen derselben Forschungsgruppe
zeigten auBerdem eine in Ovarialkarzinomzellen erhdhte Expression des den Rezeptor akti-
vierenden Liganden PDGF. Dabei wurden vor allem Subtypen vermehrt detektiert, die zu
einer Stimulation von PDGFR-a flihren, nicht jedoch den Rezeptor PDGFR-p aktivieren (Ma-
tei et al. 2006). Weitere Studien konnten nachweisen, dass eine erhthte PDGFR-a Rezepto-
rexpression beim Ovarialkarzinom mit schlechter histologischer Differenzierung, fortgeschrit-
tenem Tumorstadium und schlechter Prognose einhergeht. (Henriksen et al. 1993). Sowohl in
gesundem Stroma des Ovars als auch in benignen Tumoren wurden deutlich niedrigere Ex-
pressionsraten fir PDFGR-a gefunden.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass im Rahmen der Tumorzellproliferation des Ovarialkar-
zinoms besonders einer PDGF-PDGFR-a vermittelten parakrinen und autokrinen Rezeptor-
stimulation eine wichtige Bedeutung zuzukommen ist.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche kdnnen zeigen, dass Nilotinib auf
dieser Ebene einzugreifen vermag und in der Lage ist die Zellproliferation von PDGFR-a
positiven Ovarialkarzinomzelllinien so zu hemmen. Nilotinib scheint dabei potenter als die
Vorgangersubstanz Imatinib: Im Vergleich zu den Ergebnissen Imatinib therapierter Ovarial-
karzinomzellen werden zum Erreichen des IC50 Wertes deutlich niedrigere Dosierungen von
Nilotinib bendtigt.

Eine PDGFR vermittelte Hemmung der Zellproliferation in vitro konnte fur die Vorgan-
gersubstanz Imatinib bereits in Geweben verschiedener solider Tumore belegt werden. Viel-
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versprechende Ergebnisse lieferten dabei unter anderem Untersuchungen an Zelllinien von
Glioblastomen (Kilic et al. 2000) und Mammakarzinomen (Weigel et al. 2009).

Ammoun et al. konnten 2011 eine durch Nilotinib Therapie erzielte PDGFR Inhibition mit in
Folge Proliferationseinschrénkung von Tumorzellen bei der Neurofibromatose Typ 2, einer
erblichen Tumorerkrankung mit dem charakteristischen Auftreten gutartiger Hirntumore, zei-
gen. Hier wurde ebenfalls eine im Vergleich zu Imatinib bessere Wirksamkeit fir Nilotinib in
geringeren Dosierungen bestétigt.

Nilotinib als spezifische Krebstherapie bei anderen soliden Tumoren ist bisher wenig unter-

sucht und bedarf weiterer in vitro sowie in vivo Experimente.

Das Nicht Ansprechen der Nilotinib Therapie bei SK-OV3 kénnte somit in Zusammenhang
mit der fehlenden Expression der PDGFR-a Tyrosinkinase stehen. Obwohl die Zelllinie eine
positive Expression fur die Tyrosinkinasen c-Abl, PDGFR-B sowie c-kit aufweist, ist eine
signifikante Hemmung der Zellproliferation durch den Tyrosinkinase Inhibitor nicht zu errei-
chen. Im Kontrast dazu konnte in verschiedenen soliden Tumoren, bei denen eine autokrine
Aktivierung des vermehrt exprimierten Rezeptors c-kit beobachtet wurde, nach Imatinibthe-
rapie eine deutliche Proliferationseinschrénkung in vitro gezeigt werden. Dazu zahlten unter
anderem das kolorektale Karzinom (Attoub et al. 2002), das kleinzellige Bronchialkarzinom
(Krystal et al. 2000) sowie das Ewing Sarkom (Gonzalez et al. 2004). Auch wurde c-kit als
relevanter Marker flr das Ovarialkarzinom bereits in vorrangegangen Studien kontrovers dis-
kutiert. Obwohl erhdhte Expressionsraten der Tyrosinkinase c-kit in Geweben von Ovarial-
karzinomen vielfach belegt werden konnten, zeigten Singer et al. 2003 mittels PCR, dass es
sich bei den von ihnen untersuchten Rezeptoren vor allem um einen c-kit Wildtyp handelte,
welcher ebenfalls in gesundem Gewebe zu finden ist.

Im Zusammenhang mit den hier dargestellten Ergebnissen scheint die Inhibition c-kit vermit-
telter Signalwege in der Therapie des Ovarialkarzinoms mittels Tyrosinkinase Inhibitoren
weniger bedeutend. Unterstutzt wird diese These durch die Beobachtung, dass die ebenfalls c-
kit positive Zellreihe OVCARS3 ein schlechteres Ansprechen auf eine Nilotinib Therapie zeigt
als c-kit negative OVCARS Zellen.

Die hier durchgefihrten Versuche mit dem Tyrosinkinase Inhibitor Nilotinib kénnen tberein-
stimmend mit den Ergebnissen einer von Sims und Plattner 2009 vertffentlichen Studie au-
Rerdem zeigen, dass die Auswertung der Proliferationsversuche mittels des haufig gebrauchli-
chen MTT-Tests keine verlasslichen Ergebnisse liefert. Zum Vergleich wurden die Nilotinib
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inkubierten Ovarialkarzinomzellreihen OVCAR3, OVCARS8 und SK-OV3 nach Medikamen-
tenbehandlung zum einen mittels MTT-Testung, zum anderen mittels manueller Zellzahlung
ausgewertet. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zeigen, dass die mittels MTT-Assay aus-
gewerteten Proliferationsversuche zum Teil vergleichbare Ergebnisse mit denen der manuell
ausgewerteten Proben ergeben, besonders aber im klinisch relevanten Bereich ab 2uM Niloti-
nib tendenziell falsch hohe Proliferationsraten geliefert werden. In den Untersuchungen von
Sims und Plattner konnte gezeigt werden, dass der Tyrosinkinase Inhibitor Imatinib selbst mit
dem MTT-Assay interagiert und es so zu Verféalschung der Ergebnisse kommt. Sowohl Imati-
nib als auch Nilotinib scheinen demnach fiir diese Methode nicht geeignet. Basierend auf die-
sen Ergebnissen wurden die hier durchgefiihrten Proliferationsversuche mit Nilotinib in der

Mono- und Kombinationstherapie mittels manueller Zellzahlung ausgewertet.

Fir eine klinische Anwendbarkeit von Nilotinib ist besonders die Frage von Interesse, ob die
Kombination des Tyrosinkinase Inhibitors mit Carboplatin und Paclitaxel eine sinnvolle Opti-
on in der Behandlung des Ovarialkarzinoms darstellt. Bei erkrankten Patientinnen sind die
Zytostatika Carboplatin und Paclitaxel derzeit medikamentdse Standardtherapie und wurden
daher fur die durchgefiihrten Kombinationsversuche ausgewahlt.

Sowohl in der Kombination mit Carboplatin als auch mit Paclitaxel kann durch Zusatz von
2uM Nilotinib eine signifikant zusétzliche Proliferationsinhibition in vitro im Vergleich zur
Einzelapplikation der genannten Substanzen erreicht werden (p < 0.05).

Die durchgefiihrten Versuche mit dem Platinkomplex zeigen fir OVCAR3 und OVCARS
inkubierte Zellen dabei besonders bei Verwendung von Carboplatin Konzentrationen um und
unterhalb der beschriebenen 1C50 Werte einen Zuwachs der Proliferationshemmung: Je nach
Dosierung schwankt diese zwischen 8 und 42%. Ubereinstimmend dazu kann besonders in
diesem Konzentrationsbereich ein signifikant synergistischer Effekt der Kombinationstherapie
fur beide Zelllinien belegt werden (p < 0.05).

In den Kombinationsinkubationen mit 2uM Nilotinib und steigenden Paclitaxel Konzentratio-
nen konnen fir die Zelllinie OVCARS firr alle verwendeten Paclitaxel Dosen signifikant zu-
sétzliche anti-proliferative Effekte durch Zugabe des Tyrosinkinase Inhibitors beobachtet
werden. Dass sich fir die Zellreihe OVCARS kein statistisch signifikanter Effekt nachweisen
l&sst, scheint schwer zu erkldren. Da die Wachstumskurve der Kombinationsinkubation in den
klinisch relevanten Dosierungen von Paclitaxel bis 2,5nM unter derer der Einzeltherapiekurve
liegt, ist eine zu kleine Stichprobengrdfle anzunehmen. Unterstutzend belegen die Untersu-
chungen, dass die Kombination von Nilotinib und Paclitaxel sehr wohl einen signifikant sy-
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nergistischen anti-proliferativen Effekt bei Behandlung von OVCARS als auch von OVCAR3
zeigen (p < 0.05).

Da der klinische Standard fiir die primére Therapie des Ovarialkarzinoms aus der Kombinati-
onschemotherapie von Carboplatin und Paclitaxel besteht, wurden ebenfalls Proliferationsver-
suche in der Dreierkombination mit Nilotinib und den genannten Substanzen durchgefihrt.
Hier zeigt sich eine Effektivitat des Tyrosinkinase Inhibitors in dieser Medikamentenkonstel-
lation flr beide untersuchten Zellreihen: Die Dreierkombination zeigt signifikant synergisti-
sche Reaktionen im Bezug auf die Wirksamkeit der Einzelsubstanzen (p < 0.05), besonders
bei Therapie im niedrigen Konzentrationsbereich (1/16 und 1/8 der jeweiligen 1C50 Werte).
Verglichen mit der Zweierkombination bestehend aus Carboplatin und Paclitaxel ergeben die
Untersuchungen eine signifikant erhdhte Wachstumsinhibition durch die zusatzliche Behand-
lung der Tumorzellen mit Nilotinib (p < 0.05). Der Anteil vitaler OVCARS3 Zellen kann dabei
durch den Zusatz des Tyrosinkinase Inhibitors um weitere 19 Prozentpunktpunkte, der der
inkubierten OVCARS Zellen sogar um zusétzliche 32% gesenkt werden.

Sowohl fiir Therapien als Zweierkombinationen als auch fur die Dreifachkombination Niloti-
nib/Carboplatin/Paclitaxel kdnnen signifikant synergistische Wirkungen beziglich der
Proliferationshemmung belegt werden. Ubereinstimmend mit den hier beobachteten Ergebnis-
sen konnten Mundhenke et al. 2008 synergistische Reaktionen fur die Kombinationstherapien
mit Carboplatin, Paclitaxel und dem Tyrosinkinase Inhibitor Imatinib bei inkubierten
OVCARS3 und OVCARS Zellen sowie drei weiteren Ovarialkarzinomzelllinien nachweisen.
Auf die Durchfiihrung der Kombinationsversuche an SK-OV3 wurde aufgrund fehlenden An-
sprechens der Nilotinib Monotherapie verzichtet. Eine mogliche Wirkungsverstarkung in der
Kombination mit Carboplatin und Paclitaxel kann nicht ausgeschlossen werden und bleibt

somit weiteren Untersuchungen vorbehalten.

Eine auf molekularer Ebene entscheidende Bedeutung flr das Verstandnis von Wirkung und
Resistenzmechanismen der Chemotherapeutika Carboplatin und Paclitaxel kommt dem Phos-
phatidylinositol-3-Kinase (PI13K)-Akt Signaltransduktionsweg zu. Da sich verschiedene As-
pekte der im Rahmen der durchgefiihrten Kombinationsversuche von uns beobachteten syner-
gistischen anti-proliferativen Effekte durch den Zusatz des Tyrosinkinase Inhibitors Nilotinib
anhand Veranderungen innerhalb dieses biologischen Modells verdeutlichen und erklaren

lassen, sei es im Folgenden kurz dargestellt:
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Eine dem PI3K-Akt Signalweg zugeschriebene Hauptfunktion ist es das Uberleben der Zelle
durch Einleitung von anti-apoptotischen Prozessen zu sichern. Die Serin/Threoninkinase Akt,
auch bekannt unter dem Namen Proteinkinase B, ist dabei in der Lage (iber Phosphorylierung
von Proteinen direkt sowie indirekt Einfluss auf das Apoptoseverhalten von Zellen zu neh-
men. Zu einer direkten Hemmung des programmierten Zelltods beispielsweise nach Stimula-
tion von Akt kommt es durch Inhibition des pro-apoptotischen Proteins BAD, ein Mitglied
der Bcl-2 Familie, welches die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium und auf
diesem Weg die Apoptoseinduktion fordert. Durch Phosphorylierung des Proteins wird eine
Translokation von BAD an die mitochondriale Membran verhindert und so ein anti-
apoptotischer Effekt erreicht (del Peso et al. 1997). Indirekt ist Akt befahigt Apoptosevorgén-
ge Uber eine Regulation der Transkription zu hemmen: Phosphorylierung der Forkhead Tran-
skriptionsfaktoren inhibiert die Transkription pro-apoptotischer Gene wie FasL, IGFBP-1 und
Bim (Datta et al. 1999). Weitere fur das Zelluberleben wichtige Proteine, die durch aktiviertes
Akt in ihrer Aktivitat modifiziert werden, sind unter anderem die Caspase 9 Kinasen (Cardone
et al. 1998), die wachstumshemmende Glykogensynthasekinase 3 (Cross et al. 1995) sowie
der Transkriptionsfaktor NFkB (Ozes et al. 1999).

Daruber hinaus fordert aktiviertes Akt durch Induktion von Zellzyklusproteinen die Zell-
proliferation und nimmt stimulierenden Einfluss auf die Gefalneubildung (Manning et al.
2007).

Aktivierung des Akt Signalweges ist durch verschiedene zellulare Stimuli zu erreichen. Unter
anderem sind Wachstumsfaktoren mittels Rezeptorstimulierung von c-Abl, PDGFR-a, — und
c-kit in der Lage den initialen Schritt, eine Konformationsanderung der Phosphatidylinositol-
3-Kinase (PI3K), zu bewirken. PI3K generiert die Bildung von Phosphatidylinositol-3,4,5-
phosphat (PIP3), einem second messenger, welcher die Wanderung der Akt-Kinase an die
Zellmembran initiiert, wo selbige durch Phosphorylierung schlielich aktiviert wird (Osaki et
al. 2004).

Eine gesteigerte PI3K-Akt Aktivitat in malignen Tumoren scheint eine wichtige Uberlebens-
strategie der Tumorzellen darzustellen. Wahrend diese zumal durch Uberaktivierung auf Re-
zeptorebene erklarbar ist, konnten tUberdies in verschiedenen soliden Tumoren auf Ebene des
nachgeschalteten Signalweges konstitutiv aktive Akt-Kinasen beobachtet werden: Dabei tre-
ten zum einen gesteigerte Amplifikationen relevanter Gene fur PI3K und Akt, zum anderen
Mutationen in fur den Signalweg regulierenden Komponenten auf. Beispielsweise flihren Mu-
tationen oder vollstdndiges Fehlen der Phosphatase PTEN, einem Tumorsuppressor Protein,
welches normalerweise dem PI3K-Akt Signaltransduktionsweg entgegenwirkt, zu einer ab-
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norm gesteigerten Aktivitat von Akt (Cantley et al. 1999). Bellacosa et al. konnten 1995 eine
erhohte Amplifikation der Gene von Akt beim Ovarialkarzinom sowie eine damit einherge-
hende Aggressivitat des Tumors belegen. Die Hemmung des Akt Signalweges als therapeuti-
scher Angriffspunkt scheint somit von groem Interesse. Untersuchungen von Matei et al.
zeigten 2004 eine komplette Inaktivierung von Akt nach Behandlung mit dem Tyrosinkinase
Inhibitor Imatinib in klinisch relevanten Konzentrationen bis 5uM bei Ovarialkarzinomzellen.
Eine gesteigerte Aktivitdt des Akt Signalweges zeigte sich als haufiges Phdnomen Carbopla-
tin- und Paclitaxel resistenter Zelllinien: Mechanismus scheint hierbei die Verhinderung der
Apoptoseinduktion trotz Medikamentenbedingter DNA Schadigung darzustellen. Eine durch
Uberexpression von Akt bedingte Resistenz beim Ovarialkarzinom ist sowohl gegeniiber Car-
boplatin als auch Paclitaxel beschrieben worden: Nach Behandlung mit Carboplatin konnte
eine Steigerung der Aktivitat von Akt in Ovarialkarzinomzelllinien beobachtet sowie ein ge-
steigerter zytotoxischer Effekt des Chemotherapeutikums infolge Hemmung der Akt/PI3K
Kaskade belegt werden (Hayakawa et al. 2000, Westfall et al. 2005). Ahnliche Studienergeb-
nisse liegen flir Paclitaxel resistente Ovarialkarzinomzellreihen vor: Inhibierung des Akt Sig-
nalweges durch Gabe von Wortmannin fiihrte zu einer Sensitivierung resistenter Zellen ge-
genuber Paclitaxel (Mabuchi et al. 2002). Page et al. konnten hier fur die Resistenzentwick-
lung gegentiber Paclitaxel eine durch Akt verstérkte Inhibition des pro-apoptotischen Proteins
BAD verantwortlich machen, welches der durch Paclitaxel induzierten Cytochrom c Freiset-
zung entgegen wirkt und auf diese Weise die Induktion des programmierten Zelltodes verhin-
dert.

Auf dem Boden dieses Wissens konnen mit Bezug auf die dargestellten Ergebnisse die syner-
gistischen anti-proliferativen Effekte der Kombinationstherapien mit Nilotinib auf molekula-
rer Ebene verstanden werden. Akt Stimulierung als Ergebnis ligandenabhangiger Aktivierung
von Tyrosinkinasen kann mittels Therapie mit dem Tyrosinkinase Inhibitor verhindert und
somit eine Wirkverstarkung von Carboplatin und Paclitaxel erreicht werden. Da Nilotinib den
Mechanismen einer Resistenzentwicklung von Carboplatin und Paclitaxel entgegenwirkt,
scheint ebenso eine Verléangerung der Wirkdauer durch Hinauszégern der Bildung von resis-
tenten Zellen moglich.

Weitere molekularbiologisch orientierte Studien belegen, dass die Inhibition der PDGF Re-
zeptoren eine Stabilisierung der Mikrotubuli zur Folge hat, ein Mechanismus, der auch ent-
scheidend an der Paclitaxel bedingten Hemmung der DNA Synthese beteiligt ist (Thyberg
1984).
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Fir die Kombination von Imatinib und Paclitaxel konnte beim Ovarialkarzinom im Tierexpe-
riment bereits gezeigt werden, dass eine PDGFR-a bedingte Hemmung des Akt Signalweges
zu einer Sensitivierung der Zellen gegeniiber Paclitaxel fuhrt: Wéahrend die alleinige Paclit-
axel Inkubation keinen oder nur einen gering messbaren Effekt auf die Tumormasse hatte,
wurde eine signifikante Abnahme dieser nach Kombinationsbehandlung mit dem Tyrosin-
kinase Inhibitor beobachtet. Besondere Bedeutung wurden hier anti-vaskularen Mechanismen
im Sinne einer Apoptoseinduktion in Tumor assoziierten endothelialen Zellen mit folglicher
Mangelversorgung des Tumorbettes beigemessen (Apte et al. 2004).

Eine additive Wirkung von Imatinib und Carboplatin, welche auf eine verminderte Phospho-
rylierung der Proteinkinase Akt zuruickzufuhren ist, konnte des Weiteren beim Ewing Sarkom

sowie Mammakarzinom beobachtet werden (Yerushalmi et al. 2007).

Bei den in den Kombinationsversuchen verwendeten Dosierungen handelt es sich um klinisch
relevante Konzentrationsbereiche, die in vivo gut vertraglich sind. Durch den Zusatz von Nil-
otinib Dosen unterhalb der beschriebenen 1C50 Werte kann bei Senkung der tiblich verwende-
ten Carboplatin und Paclitaxel Konzentrationen eine effektive Proliferationseinschrankung
der Tumorzellen erreicht werden, vergleichbar wie mit hochdosierter Carboplatin- und Paclit-
axel Inkubation. Schlussfolgernd kdnnten durch den klinischen Einsatz von Nilotinib die her-
kdmmlichen Chemotherapeutika in ihrer Dosierung reduziert und somit eine Minderung der
mit dieser Therapie verbundenen Nebenwirkungen ermdglicht werden. Eine tatsachlich klini-

sche Relevanz sollte in weiterfihrenden in vivo Untersuchungen uberpruft werden.

Die Ergebnisse der mittels TUNEL Assays erlangten Apoptoseuntersuchungen belegen die
Vermutung, dass Nilotinib durch Hemmung der genannten Zielrezeptoren in der Lage ist in
Tumorzellen den programmierten Zelltod auszuldsen: Eine signifikante Apoptoseinduktion ist
dabei bereits nach 24-stindiger Medikamenteninkubation in klinisch relevanter Konzentration
(bis 4uM) in den Ovarialkarzinomzelllinien OVCAR3 und OVCARS8 zu beobachten (p <
0.05). Ahnliche Ergebnisse innerhalb der hier beschriebenen Inkubationszeit konnten in vo-
rausgegangen Studien flr Imatinib unter anderem beim Neuroblastom (Beppu et al. 2004),
Ewing Sarkom (Merchant et al. 2002) sowie beim Mammakarzinom (Weigel et al. 2009) be-
schrieben werden.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Proliferationsversuche kann nach Kombinations-
therapie mit Carboplatin oder Paclitaxel ein zusatzlicher pro-apoptotischer Effekt durch Zu-
gabe von Nilotinib beobachtet werden. Verlangerung der Inkubationszeit auf 48 Stunden fuhrt
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nur zu einem leichten weiteren Anstieg, zum Teil sogar Abfall der Apoptoseraten in den Ver-
suchen. Apoptoseinduktion durch Nilotinib in den hier untersuchten Zelllinien scheint somit
ein frihes vor allem innerhalb der ersten 24 Stunden ablaufendes Geschehen darzustellen,
wéhrend die Proliferationsversuche einen besonders signifikanten Effekt auf die Wachstums-
hemmung nach sechstégiger Bebritung nachweisen.

Zytoreduktive Effekte von Nilotinib scheinen somit zum einen auf eine gesteigerte Apoptose
der Zellen, zum anderen auf anti-proliferative Mechanismen zuruckzufiihren zu sein.

Als Erklarungsansatz der durch Nilotinib herbeigefiihrten Apoptoseinduktion in Ovarialkarzi-
nomzellen kann erneut der beschriebene Akt Signaltransduktionsweg herangezogen werden.
In Nilotinib inkubierten hamatologisch entarteten Zellen konnte dabei die mittels Bcr-Abl
Inhibition bedingte Akkumulation des pro-apoptotischen Proteins Bim als entscheidender
Faktor fur die Einleitung des programmierten Zelltodes belegt werden (Belloc et al. 2007).
Gleichzeitig zeigten selbige Untersuchungen, dass die Zellproliferation durch erhéhte Expres-
sion von Bim unbeeinflusst bleibt. Somit scheinen pro-apoptotische und anti-proliferative
Effekte durch eine Nilotinib bedingte Hemmung der Tyrosinkinase Rezeptoren auf zum Teil
unterschiedlichen Mechanismen zu beruhen. Die beschriebene Diskrepanz zwischen friher
Detektion der Apoptose und deutlich spater auftretendem maximalen Effekt bezuglich
Proliferationsinhibition kdnnte so erklarbar sein. Es bedarf weiterer Forschungsexperimente

zur Untersuchung der dafiir verantwortlichen unterschiedlichen Strukturen.

Im Rahmen der hier durchgefuhrten planaren Migrationsassays kann auBerdem ein signifikant
migrationshemmender Effekt von Nilotinib auf die Ovarialkarzinomzellreihen OVCAR3 und
OVCARS nach 24-, 48- und 72-stiindiger Medikamenteninkubation belegt werden (p < 0.05).
Im Vergleich zu den ebenfalls durchgefiihrten Monotherapien mit den etablierten Zytostatika
Carboplatin und Paclitaxel zeigt der Tyrosinkinase Inhibitor in der Verwendung als Ein-
zelsubstanz von den drei Medikamenten den grof3ten inhibitorischen Einfluss auf die Migrati-
on. Eine Hemmung der Zellbewegung konnte 2011 ebenfalls nach gleicher Inkubationszeit
fur die Vorgangersubstanz Imatinib beim Colonkarzinom gezeigt werden. Die beobachtete
Migrationsinhibition wurde hier auf Imatinib vermittelte Verdnderungen des Aktin Zytoske-
letts, unter anderem eine verminderte Fahigkeit der Aktin Polymerisation sowie dem Auftre-
ten von filamentéren Aktin Aggregaten, zuriickgefiihrt (Popow-Wozniak et al. 2011).

Die Zweierkombinationen Nilotinib/Carboplatin und Nilotinib/Paclitaxel zeigen uneinheitli-
che Ergebnisse: Wahrend in Kombination mit dem Zytostatikum Paclitaxel die 4umolare Nil-

otinib Behandlung in beiden untersuchten Zellreihen zu einer verglichen mit den Einzelinku-
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bationen verstérkten Migrationshemmung fuhrt, zeigt die Therapie mit Carboplatin und dem
Tyrosinkinase Inhibitor keinen zusétzlichen migrationsinhibitorischen Effekt. Die Interpreta-
tion der Ergebnisse scheint schwierig und ist eventuell auf die unterschiedlichen Wirkprofile
der beiden Zytostatika zurtickzuftihren. Hier bedarf es weiterfihrender Untersuchungen.

Der positive Einfluss von PDGF auf die Zellmotilitat wurde bereits vielfach beschrieben: Eine
beim metastasierten Medulloblastom detektierte erhdhte Aktivitdt PDGF Rezeptor-abhéngiger
Signalkaskaden konnte durch die Therapie mit Imatinib gehemmt und infolge dessen eine
messbare Migrationseinschrankung herbeigefiihrt werden (Abouantoun et al. 2009). In vitro
Untersuchungen beim Mammakarzinom zeigten eine gesteigerte Migrationsleistung der Zell-
linien nach Stimulation mit PDGF sowie eine signifikante Inhibition der Zellmigration nach
bis zu 72-stindiger Inkubation der Zellen mit Imatinib (Weigel et al. 2010). Auch beim Ova-
rialkarzinom ist ein positiver Zusammenhang zwischen PDGF-Rezeptorexpression und fort-
geschrittenem Tumorstadium beschrieben, sodass Nilotinib mittels einer Hemmung der Zell-
migration, welche auf zellularer Ebene als Voraussetzung fiir die Metastasierung angesehen

werden kann, eine Ausbreitung der Tumorzellen zu vermindern vermag.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten in vitro Versuche kdnnen die vermutete zytoreduktive
Wirksamkeit des Tyrosinkinase Inhibitors Nilotinib beim Ovarialkarzinom bestétigen. Die
Hypothese, dass Nilotinib in klinisch relevanten Konzentrationen in der Lage ist sowohl in
der Monotherapie als auch in Kombination mit Carboplatin oder Paclitaxel eine rezeptorver-
mittelte Inhibition des Tumorwachstums hervorzurufen, ist mit den hier durchgefiihrten Un-
tersuchungen bestatigt worden. Die Kombinationsversuche zeigen dabei signifikante synergis-
tische Effekte. Die durch Nilotinib Behandlung erzielten Effekte beim Ovarialkarzinom beru-
hen auf anti-proliferativen sowie pro-apoptotischen Mechanismen, welche nach derzeitigen
Stand vor allem durch Blockade von PDGFR-o und derer nachgeschalteter Signalkaskaden,
insbesondere des PI3K-Akt Weges, ausgeldst werden. Wir konnen aulRerdem zeigen, dass die
fur die Tumorinvasion und Metastasenbildung mafigebliche VVoraussetzung, die Fahigkeit zur
Zellmigration, in Nilotinib behandelten Ovarialkarzinomzellen gehemmt wird.

Eine therapeutische Relevanz beim Ovarialkarzinom scheint anhand der hier durchgeftihrten
in vitro Versuche fiir Nilotinib besonders in Kombination mit den etablierten Chemotherapeu-
tika vielversprechend und sollte durch in vivo Untersuchungen weiter geklart werden.
Klinisch zeigt Nilotinib bei einer Einnahme von maximal 600mg zweimal téglich ein glnsti-

ges Nebenwirkungsprofil. Zudem profitieren die Patienten von der oralen Applikationsform
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als Tablette. In der Kombinationstherapie ist eine Reduzierung der Dosierungen von Car-
boplatin und Paclitaxel durch den Einsatz von Nilotinib laut den erbrachten Ergebnissen
denkbar und kdnnte mit einer Minderung zytotoxischer Nebenwirkungen einhergehen. Des
Weiteren konnte eine Kombinationsbehandlung mit Nilotinib der gefiirchteten Resistenzent-
wicklung gegeniber den genannten Medikamenten mittels beschriebener Mechanismen ent-

gegenwirken.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Nilotinib (Tasigna, AMN107), ein selektiver Tyrosinkinase Inhibitor der zweiten Generation
sowie Nachfolger Imatinibs, entfaltet seine wachstumseinschrankende Wirkung Uber die
Hemmung spezifischer Tyrosinkinasen. Hierzu z&hlen: c-Abl, PDGFR-a, PDGFR- und c-kit.
Klinische Anwendung findet das Medikament in der Behandlung der chronisch myeloischen
Leuk&mie. Bei diesem Krankheitsbild wird ein anti-proliferativer Effekt mittels einer im Ver-
gleich zu Imatinib 30-fach potenteren Inhibition des onkogenen Fusionsproteins Bcr-Abl er-

zZielt.

Wir und vorausgegangene Studien kdnnen zeigen, dass Ovarialkarzinomzellen auf ihrer Zell-
oberflache Rezeptor-Tyrosinkinasen exprimieren und somit potentiell einer anti-proliferativen
Therapie durch Nilotinib zugéanglich sind.

Alle untersuchten Zelllinien exprimieren c-Abl und PDGFR-B. PDGFR-a werden lediglich
bei OVCAR3 und OVCARS gefunden, die Expression des c-kit Rezeptors kann nur fir
OVCARS3 und SK-OV3 gezeigt werden.

Ziel dieser Arbeit war préaklinisch den Einfluss von Nilotinib auf das Wachstumsverhalten
von Ovarialkarzinomzellen zu untersuchen. Besondere Bedeutung wurde dabei der Frage bei-
gemessen, ob in der Kombination mit den etablierten Chemotherapeutika Carboplatin und
Paclitaxel synergistische Effekte erzielt werden kdnnen.

In der Monotherapie mit Nilotinib kann nach sechstagiger Inkubation bei den PDGFR-a posi-
tiven Zelllinien eine signifikante Inhibition der Zellproliferation im therapeutischen Bereich
des Medikamentes erreicht werden. Die Zweierkombinationstherapien sowie die Klinisch re-
levante Dreierkombination mit Nilotinib, Carboplatin und Paclitaxel zeigen signifikant syner-
gistische Effekte durch den Zusatz des Tyrosinkinase Inhibitors.

Die durchgefiihrten TUNEL Assays belegen, dass Nilotinib in den Ovarialkarzinomzelllinien
OVCAR3 und OVCARS innerhalb von 48 Stunden Apoptose induziert. Ubereinstimmend mit
den Proliferationsversuchen kann nach Kombinationstherapie mit Carboplatin oder Paclitaxel
ein zusatzlicher pro-apoptotischer Effekt durch Zugabe von Nilotinib beobachtet werden.
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Die Ergebnisse der planaren Migrationsassays zeigen einen signifikant migrationshemmenden
Effekt von Nilotinib auf die PDGFR-a exprimierenden Zellen OVCAR3 und OVCARS.

Auf molekularer Ebene I&sst sich die durch Nilotinib vermittelte Proliferationsinhibition vor
allem durch eine Hemmung des Rezeptors PDGFR-a erkléren. Der beschriebene Synergismus
mit Carboplatin und Paclitaxel beruht auf einer Wirkverstarkung der Medikamente mittels
Inhibition des nachgeschalteten PI3K-Akt Signaltransduktionsweges: Verschiedene Proteine,
welche die Wirkung der Chemotherapeutika abschwéchen, werden nach Nilotinib Gabe ver-
mindert exprimiert.

Da die Sicherung des Uberlebens der Zelle als eines der Hauptaufgaben des Akt Signalweges
angesehen wird, kann eine durch Nilotinib vermittelte Apoptoseinduktion ebenso Uber eine
PDGFR-a bedingte Inhibition des Akt Signalweges erlautert werden

Die im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen in vitro Effekte von Nilotinib beim Ovarialkar-
zinom sollten in klinischen Studien weiter untersucht werden. Besonders im Hinblick auf die
zurzeit begrenzten Therapiemdglichkeiten bei Patientinnen mit fortgeschrittenem Krebsstadi-
um konnte Nilotinib bei positivem Rezeptorstatus eine erweiterte Therapieoption vor allem in
Kombination mit einer Polychemotherapie Carboplatin/Paclitaxel beim Ovarialkarzinom dar-

stellen.
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ANHANG

Abklrzungsverzeichnis und Glossar

Abb.
Abl

AGO
Akt

ALL
Apoptose

aqua dest.
ATP
BAD

Abbildung

humanes Abelson-Protoonkogen, ein Gen zur Codierung einer Protein-
Tyrosinkinase auf Chromosom 9

Arbeitsgruppe gynakologischer Onkologie

Proteinkinase B, wichtiges Enzym in der Signaltransduktionskaskade der
Apoptose

akute lymphatische Leukamie

gezielter programmierter Zelltod ohne Entziindungsreaktion des umliegenden
Gewebes

aqua destillata

Adenosintriphosphat

pro-apoptotisches Protein

Bcl-2-Familie Gruppe von Proteinen, die an der Regulierung der Apoptose beteiligt sind

Bcer-Abl

Bim
BSA
°C
c-Abl

Chemokinese

c-kit
CML
CO,

CP CML
DAB
DAPI

DMSO
DNA
EDTA

onkogenes Fusionsprotein als Folge der Translokation zwischen den Genen
Abl und Bcer

Bcl-2 interacting mediator, pro-apoptotisches Protein

bovines Serumalbumin

Grad Celsius

zytoplasmatische Tyrosinkinase Abl

frei bewegliche Resonanz von Organismen oder Zellen auf Chemikalien, die
eine Verénderung im Schwimm- und Migrationsverhalten hervorrufen
Rezeptor-Tyrosinkinase und Rezeptor fur den Stammzellfaktor

chronisch myeloische Leukamie

Kohlendioxid

chronisch myeloische Leukdmie im Stadium der chronischen Phase
Diaminobenzidin, weit verbreitetes Substrat der Peroxidase

4' 6-Diamidin-2-phenylindol, Fluoreszenzfarbstoff, der in der Fluoreszenzmik-
roskopie zur Markierung von DNA eingesetzt wird

Dimethylsulfoxid, organisches Lésungsmittel

Deoxyribonucleic acid - Desoxyribonukleinsdure

Ethylendiamintetraacetat
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FasL

FCS

FIGO
FIP1-like-1

FUS1
GIST
HCI

H.0

IC
IGFBP-1

IU

M

mL
mM
MM
MgCl,
MTT

NaCl
NADH
NADPH
NFxB

NIH

PBS

PCR

PDGFR
pH

Fas ligand, pro-apoptotisches Protein

fetales Kélberserum

International Federation of Gynecology and Obstetrics

ein Gen zur Codierung des Faktors FIP1 auf Chromosom 4, beteiligt an der
Regulierung der Transkription

Tumorsuppressor Gen lokalisiert auf Chromosom 3

Gastrointestinale Stromatumoren

Chlorwasserstoff

Wasser

Inhibiting Concentration — Hemmkonzentration

insulin-like growth factor binding protein-1 - Insulin &hnlicher Wachstumsfak-
tor Bindungsprotein-1

International Units — Internationale Einheiten

molar

Milliliter

millimolar

mikromolar

Magnesiumchlorid
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid, gelber, wasser-
I6slicher Farbstoff

Natriumchlorid

Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid

Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat

nuclear factor for kappa chain transcription in B-cells - zellkernassoziierter
Faktor fur die Transkription der leichten Kette von Immunglobulinen in B-
Zellen, pro-apoptotischer Faktor

National Institutes of Health, Abteilung des Gesundheitsminesteriums der Ver-
einigten Staaten von Amerika

phosphate buffered saline — Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzlo-
sung

Polymerase Chain Reaction — Polymerasekettenreaktion

platelet-derived growth factor receptor

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
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PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase

PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-phosphat

PTEN Phosphatase and tensin homolog, Tumorsuppressor Protein

RPM rounds per minute — Umdrehungen pro Minute

RPMI Roswell Park Memorial Institute

Tab. Tabelle

TEL Gen auf Chromosom 12, zugehdrig zur ETS Familie, eine Gruppe von Tran-

skriptionsfaktoren

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
UV-Licht ultraviolettes Licht

vgl. vergleiche

VLE very low endotoxin
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Abstract
e15526

Background: Nilotinib, a multi-target tyrosine kinase inhibitor (TKI), was tested for the
treatment of human ovarian cancer (target-receptors: c-Kit, abl, PDGFR «/3). Ovarian epithe-
lial adenocarcinoma cells express several membrane-bound tyrosine kinase receptors, among
others elevated levels of PDGFR.

Methods: The effect of nilotinib on ovarian cancer cell lines (OVCAR 3 and OVCAR 8) was
studied alone and in combination with carboplatin. Cells were incubated with nilotinib (100
nM- 4 uM) for monodrug therapy and nilotinib (2 pM) was combined with increasing car-
boplatin concentrations to evaluate the combinatory effect. To determine nilotinib's apoptotic
potential, TUNEL assays were performed after 24 and 48 hours of drug incubation. Further-
more, the effect of nilotinib on migration of ovarian cancer cells was detected using planar
migration assays which were analyzed after 24, 48 and 72 hours.

Results: Nilotinib alone and in combination with carboplatin inhibits cell proliferation of
ovarian cancer cell lines (IC50 OVCAR3: 3uM, IC50 OVCARS: 2.5uM). The combination of
nilotinib with carboplatin shows a synergistic effect on cell growth inhibition. The migration
assays display a clear influence of nilotinib on the migratory behavior of ovarian cancer cells.
The velocity of migration is significantly reduced in nilotinib treated OVCARS cells after 24,
48 and 72 hours (p < 0.01 at all time points). Similar results can be observed for OVCARS
cells, most distinctive after 72 hours (p < 0.01). TUNEL-assays reveal an increased rate of
apoptotic cells among ovarian cancer cells incubated with nilotinib, which further increases
by adding carboplatin.

Conclusions: Nilotinib inhibits cell proliferation, cell migration and induces apoptosis in
ovarian cancer cell lines in clinically relevant concentrations. The combination with car-
boplatin reveals a synergistic effect. These in vitro data suggest that especially the combina-
tion of carboplatin with nilotinib could be of clinical importance for the treatment of ovarian
cancer patients.
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