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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Tumore des Kopf-Hals Bereiches sprechen aufgrund schneller Resistenzbildung
haufig schlecht auf die derzeit praktizierten Bestrahlungstherapien an. Der Erfolg dieser
Behandlung wird dabei maBgeblich durch die Strahlenresistenz des malignen Gewebes
limitiert. Das Verstandnis der zugrunde liegenden zelluldaren und molekularen
Mechanismen ist diesbeziglich unvollstandig. Die Resistenzzunahme wahrend der
klinischen Behandlung kénnte durch die Selektion strahlenresistenter Einzelzellen
verursacht werden oder durch die Aktivierung von Resistenzmechanismen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die bestrahlungsvermittelte Freisetzung
maoglicherweise protektiv wirkender Faktoren durch Tumorzelllinien des Kopf-Hals
Bereiches untersucht. Durch Bestrahlung erfolgte eine Induktion von VEGF (vascular
endothelial growth factor) und FGF-2 (fibroblast growth factor 2), IL-8 (Interleukin-8) und
PGE. (Prostaglandin E,). Die Untersuchung von VEGF und FGF-2 zeigte weiterhin ein
zytoprotektives Potential dieser Faktoren, d.h. die Tumorzellen schitzten sich autolog. Die
bestrahlungsinduzierten  Faktoren schitzten auch Endothelzellen vor dem
strahleninduzierten Zelltod und férderten deren Migration. Die Protektion der
Tumorzelllinien und Endothelzellen durch induziertes VEGF wurde mit rekombinantem
VEGF»; und VEGFe bestatigt, wobei sich eine deutliche Subtypspezifitat zeigte:
Tumorzelllinien wurden deutlicher durch VEGF;2; geschitzt, und Endothelzellen durch
VEGF/gs. Die verwendeten Tumorzelllinien und Endothelzellen waren
immunhistochemisch positiv fir die VEGF-Rezeptoren VEGFR-1, VEGFR-2 und
Neuropilin-1.

Die Aktivierbarkeit und Subtypspezifitdt des VEGFR-2 (VEGF-Rezeptor 2) wurde
bei Endothelzellen durch die Inkubation mit den rekombinanten VEGF-Subtypen VEGF 5,
und VEGFes gezeigt. Die Aktivierung des VEGFR-2 durch VEGF 5 setzte friher ein, hielt
Uber einen langeren Zeitraum an und war stérker als mit VEGF:2;, wodurch die
protektiven und proliferationsférdernden subtypsezifischen Effekte des VEGF erkléarbar
werden. Bei der untersuchten Tumorzelllinie konnten aufgrund der niedrigen detektierten
Rezeptorkonzentrationen keine verlasslichen Aussagen Uber dessen Aktivierbarkeit durch
VEGF getroffen werden. Bestrahlung mit der therapeutischen Dosis von 2 Gy (Gray)
bewirkte keine Aktivierung des VEGFR-2 bei Endothelzellen, wohingegen bei Tumorzellen
eine tendenzielle, allerdings sehr schwache Aktivierung erkennbar war.

Um die bestrahlungsinduzierten Mechanismen und die Beteiligung von Cox-1 und
Cox-2 (Cyclooxygenasen) an der Bestrahlungsinduktion von VEGF, FGF-2, IL-8 und

PGE, zu untersuchen, wurden Tumorzellen mit Cox-Inhibitoren kultiviert und
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anschlieBend bestrahlt. Die Induktion von PGE, war deutlich schwécher als ohne
Inhibierung und FGF-2 wurde tendenziell schwacher induziert. VEGF und IL-8 wurden
durch die Substanzen nicht beeinflusst. Daneben bewirkten die Cox-Inhibitoren eine
Verringerung der Uberlebensrate von Tumorzellen. Die Heilung von Endothelzellen wurde
durch Cox-Inhibitoren leicht verzdgert.

Diese Daten zeigen, dass die bestrahlungsbedingte Freisetzung protektiv
wirkender Faktoren durch Cox-Inhibitoren modifiziert werden kann, wodurch die Effizienz

der Strahlentherapie potentiell gesteigert werden kdnnte.



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Plattenepithelkarzinome

Tumorerkrankungen sind nach den  Herz-Kreislauf-Erkrankungen  die
zweithdufigste Todesursache in Deutschland (StaTisTik DER TODESURSACHEN 2002, STATISTISCHES
BunpesamT). Derartige Erkrankungen des Kopf-Hals Bereiches stellen mit etwa einer halben
Million neuer Félle jahrlich weltweit ein gesundheitliches Problem dar (Panoe 2002). In 95%
der Félle handelt es sich dabei um Plattenepithelkarzinome (HNSCC, head and neck
squamous cell carcinoma), wobei von dieser Erkrankung zweimal mehr Manner als
Frauen betroffen sind.

Die Entstehung dieser Tumore ist nach dem heutigen Stand der Wissenschaft ein
multifaktorielles Geschehen, welches exogenen sowie endogenen Ursprungs sein kann.
Als exogene Kanzerogene sind u.a. ionisierende Strahlen, UV-Licht, chemische
Substanzen, Asbeststaub sowie Infektionen mit onkogenen Viren wie dem Eppstein-Barr-
Virus, Pappilomaviren und den Hepatitis Viren B und C zu nennen (Baez 2004, JEON 2004,
MutscHLER 2001). Tabakrauch und Alkoholkonsum stellen jedoch die beiden wichtigsten
Induktoren maligner Transformationen exogenen Ursprungs dar, wobei insbesondere der
regelmaBige und kombinierte Genuss zu einem sich multiplizierenden Risiko der
Entstehung dieser Tumorentitat flhrt. Als weitere exogene Faktoren, die zu einem
gesteigerten Risiko beitragen, sind unzureichende Mundhygiene und Mangelernéhrung zu
nennen (Haageboorn 1996). Als endogene Ursachen der Karzinogenese wurden die
genetische Disposition, eine gestérte Immunfunktion sowie ein gestdrter Hormonhaushalt
beschrieben. Die Plastizitdt des Genoms ist als weitere wichtige endogene Ursache zu
nennen, da durch fehlerhafte Transkription und Reparatur von DNS-Schéden ein erhéhtes
Risiko der Entartung besteht.

HNSCC sind maligne transformierte Epithelzellen, die von der Basalschicht des
Plattenepithels ausgehen. Die Karzinome sind durchwachsen von Stroma und
BlutgefaBen, deren Zellen durch die Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren
untereinander in Wechselwirkung treten und sich gegenseitig beeinflussen. Die
Entstehung eines massiven Tumors ist ein vielschichtiger Vorgang, der von der normalen
Zelle Uber mehrere Zwischenstufen zum invasiven, d.h. metastasierenden Tumor flhrt
(Abb. 1). In den meisten Fallen handelt es sich um eine Ansammlung genetisch
heterogener Zellen. Zur Etablierung eines invasiven Tumors sind vermutlich 4-7 relevante

Mutationen notwendig (Lort 1996, Renan 1993). Jede Zwischenstufe ist gekennzeichnet von
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wachsender genetischer Instabilitit und Alteration des Proteoms, wodurch die
Tumorprogression und —manifestation stark beglnstigt wird (vauper 2004). Durch
stufenweise Veranderungen verschaffen sich die mutierten Zellen nach und nach
Unabhangigkeit von externen Wachstumsfaktoren und zytostatischen Faktoren, was in
unbegrenzter Zellteilung und reduzierter Apoptoserate resultiert.

Initiation Promotion Progression ’
; i
N i
normale initiierte praneoplastische maligner | S |
Zelle Zelle Lasion Tumor

® Mutation in Onko- oder Tumorsuppressorgenen

Abb. 1: Das Mehrstufenkonzept der Kanzerogenese (verandert nach LOFT 1996).

Die mildeste morphologische Veranderung des Epithels ist die Hyperplasie, bei
welcher es zu einer Verdickung der Epithelschicht kommt und lediglich der Anteil der
Mitosen in der Basalmembran erhdht ist. Hyperplasien kommen auch physiologisch vor,
z.B. im Herzmuskel. Die nachste Stufe atypischer Zellveranderungen wird als Dysplasie
bezeichnet. In diesem Stadium sind Mitosen auch in Epithelschichten oberhalb der
basalen Zellschicht zu finden. Die Zellen zeigen sich morphologisch verandert und
polymorph. Dysplasien gelten als reversibel und gehen der Entwicklung eines Tumors
meist um Jahre voraus. Jedoch geben derartige lokale Gewebsveranderungen bereits
klinisch einen Hinweis auf ein erhdéhtes Tumorrisiko und werden bereits den
Prakanzerosen zugeordnet. Das Carcinoma in situ (prainvasives Karzinom) weist die
zytologischen Merkmale der Malignitat auf, wie Zellpolymorphismus, verschobene Kern-
Plasma-Relation und Aneuploidie. Jedoch zeigt sich im Gegensatz zum Karzinom noch
eine intakte Basalmembran, die diesen Bereich vom gefaBfliihrenden Stroma abgrenzt
und daher nicht zur Metastasierung beféhigt. Der Ubergang vom normalen Plattenepithel
zum Carcinoma in situ ist somit durch eine zunehmende Entdifferenzierung
gekennzeichnet, die sich u.a. in einem zunehmenden Polymorphismus der Zellpopulation,
einer gestérten Position der Zellen zueinander und dem zunehmenden Verlust der

Gewebsstruktur auBert. Wesentliches Definitionskriterium maligner Tumore ist das
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Durchdringen der Basalmembran und damit das invasive Wachstum in subepitheliale
Bindegewebsschichten. Durch proteolytische Aktivitat und den Abbau des Bindegewebes
wandern die Tumorzellen in Lymphspalten und GeféaBen weiter. Dieser als destruktiv
bezeichnete Vorgang ist spezifisch fir maligne Tumore, welche sich damit von den
benignen Neoplasien abgrenzen, die durch verdrangendes Wachstum gekennzeichnet

sind.

1.2 Bestrahlungstherapie der Plattenepithelkarzinome

Die aktuell beim Patienten etablierten Tumortherapien sind seit Jahren konserviert.
Die Triade der konventionellen Therapie - operative Entfernung des Tumors samt
Peripherie, Chemo- und Bestrahlungstherapie (RT, radiation therapy) — werden einzeln
oder kombiniert angewendet. Allerdings konnten die Prognosen der Patienten bisher nicht
wesentlich verbessert werden: Die 5-Jahresitberlebensrate mit der Bildung von
Lokalrezidiven liegt im Durchschnitt bei nur 30-50% (Tab. 1) (SCHLESINGER-RAAB 2003).

.. Lokale -
5-Jahresiiberleben Tumorkontrolle Rezidivrate
RT plus Chemo. 51% 66% 58%
RT 31% 42% 80%

Tab. 1: Behandlungserfolg bei kombinierter Radio-Chemotherapie und RT (radiation therapy,
Bestrahlungstherapie) allein (aus www.patient.cancerconsultants.com).

Gerade bei Tumoren der Kopf-Hals Region spielt die RT eine herausragende
Rolle. Dabei wird neoplastisches Gewebe mit ionisierender Strahlung, d.h. Réntgen- oder
Gammastrahlen, behandelt. Im biologischen Material entfaltet die Strahlenenergie ihre
Wirkung, indem sie auf Atome oder Moleklle in den Zellen Ubertragen wird. Zellen
neoplastischen Gewebes sollen durch die Bestrahlung ihre Fahigkeit zur unlimitierten
Teilung und Koloniebildung verlieren. Ziel dieser Behandlung ist, alle lebenden Zellen
eines Tumors zu tbéten, wobei der Zelltod durch Bestrahlung direkt induziert wird
(Interphasetod), oder erst im Laufe der nachsten Zellzyklen eintritt (reproduktiver Tod).
Der Interphasetod tritt vor der ersten Mitose ein, wohingegen der reproduktive Tod
wahrend oder erst nach den folgenden Zellzyklen stattfindet (Bebrorp 1991, RADFORD 1986,
SHINOMIYA 2001, YAMADA 1988).
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Die applizierte Energie kann zur Dislokation von Elektronen der duBeren Hullen
und damit zur lonisierung und der Bildung reaktiver Sauerstoffradikale (ROS, reactive
oxygen species) fuhren, was zellulare Schaden und / oder den Zelltod zur Folge hat. Die
freigesetzten Elektronen wirken sich in hohem MaBe schadigend auf die DNS
(Desoxyribonukleinsaure) aus und bewirken deren Fragmentation (Stinomiva 2001). Durch
die entstehenden ROS werden Schaden an der Zytoplasmamembran und an Enzymen
hervorgerufen, welche wiederum eine Reihe von intrazelluldren Signaltransduktions-
kaskaden in Gang setzen. Entsprechend wurde beschrieben, dass SAPK / JNK (stress-
activated protein kinase / c-JUN N-terminal kinases) aktiviert werden und in Folge darauf
die Phosphorylierung von c-Jun stattfindet (Vernew 1996, Westwick 1995). Auch kann die
Bestrahlung von Zellen zu Veranderungen im Zellzyklus fihren und einen
Wachstumesstillstand verursachen. Je nach Bestrahlungsintensitét tritt der pra-mitotische
oder der post-mitotische Zelltod ein. Intensitdten ab 20 Gy induzieren die Vorgénge der
pra-mitotischen Apoptose (SHiNnomMivA 2001).

Bei der RT wird die angestrebte Gesamtdosis fraktioniert, d.h. in Einzeldosen mit
niedriger Intensitat, verabreicht. Allerdings kann es wahrend der Bestrahlungspausen zur
Induktion von Reparaturmechanismen kommen, die den letalen Effekt der Bestrahlung
kompensieren, was maBgeblich zur Ausbildung von Resistenzen im Tumor beitragen
kann. Nach dem konventionellen Plan flr die fraktionierte Bestrahlung von HNSCC wird
die Therapie mit 1,8 - 2 Gy an funf Tagen pro Woche Uber einen Zeitraum von 6 bis 8
Wochen durchgefihrt, was einer Gesamtdosis von etwa 60 bis 70 Gy entspricht. Bei
schnell proliferierenden Geweben, wie z.B. Tumore des Nasopharynx, wird die
Einzeldosis hyperfraktioniert, d.h. zwei Behandlungen téaglich, verabreicht, da diese
Tumore mit der konventionellen Fraktionierung kaum kontrolliert werden kénnen (Cotran
1989, Hussey 1993, LARAMORE 1993, PETERS 1987, RASSEKH 1997, WANG 1981).

Ein wichtiger unerwinschter Nebeneffekt der RT im Kopf-Hals-Bereich ist die
Entwicklung eines Zweitmalignoms. Da neben entartetem auch gesundes Gewebe durch
Bestrahlung geschéadigt wird, erhdéht sich die Wahrscheinlichkeit der Bildung von
Neoplasien. Bei der Entwicklung eines therapieinduzierten Tumors spielt das Alter zum
Zeitpunkt der RT eine Rolle: Bestrahlungen unter dem 5. — 10. Lebensjahr besitzen ein
deutlich héheres Risiko im Vergleich zu Bestrahlungen jenseits des 40. Lebensjahres
(KueaLL 1998). Fur den Kopf-Hals-Bereich wurde das Risiko, innerhalb der folgenden 10
Jahre nach Beendigung der Therapie an einem Zweitmalignom zu erkranken, je nach
Lokalisation auf 11 — 16% beziffert (SCHLESINGER-RAAB 2003). Bei Studien zum Hodgkin
Lymphom wurde deutlich, dass sich solide Zweitkarzinome auch erst nach Uber 10 Jahren
entwickeln kénnen (Tucker 1993, SwerpLow 2000). Beobachtet wurde dies bei Frauen, die im
Alter von unter 20 Jahren am Hodgkin Lymphom erkrankten und mit Bestrahlung
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therapiert wurden. Daraufhin erkrankten 70% dieser Félle etwa 30jahrig an Brustkrebs
(BHATIA 1996, HANCOCK 1993, SANKILA 1996, TRAVIS 2003).

1.3 Die Strahlenresistenz von Tumoren

Die Untersuchung der Radioresistenzentstehung bei Tumoren wurde in den letzten
Jahren zu einem zentralen Thema der medizinischen Forschung. Die lokale
Tumorkontrolle infolge der RT basiert auf dem erfolgreichen Abtbéten aller malignen
Zellen, da ein Rezidiv durch das Uberleben einer einzelnen Zelle verursacht werden kann.
Die Uberlebenden Zellen zeichnen sich haufig durch eine erhéhte Regenerations- und
Repopulationsfahigkeit aus (wiHers 1988). Den Erfolg der RT beeinflussen
Resistenzfaktoren, die auf zellularer Ebene wirken. Dazu z&hlen die intrinsische, also
selbst verursachte zellulare Radiosensitivitdt, wozu das Potential zur Reparatur der
strahleninduzierten DNS-Schaden zahlt und Wechselwirkungen des Tumors mit dessen
Umgebung. Letzteres beinhaltet die im Tumorgewebe herrschende Hypoxie
(Sauerstoffmangel) und dessen Reoxigenierung (Abb. 2) (ScHMIDT-ULLRICH 1999, STEEL 1979).
Hypoxie tritt dann auf, wenn der Tumor Uber dessen vorhandenes GefaBsystem hinaus
wéachst, aber auch durch Abschnlren der eigenen GefaBversorgung. Im Vergleich zum
hypoxischen Gewebe reduziert die Oxigenierung die zum Abtdten von Zellen nétige
Bestrahlungsdosis um das 2,5 bis 3fache.
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Abb. 2: Modell des Tumoroxigenierungszustandes und der Radioresistenz in Abhéangigkeit von der
TumorgroéBe. Der O>-Bedarf eines Tumors steigt mit dessen Wachstum. Wird der Tumor durch fortwahrendes
Wachstum hypoxisch, wird der Energiebedarf durch erhdhte Glycolyse angepasst, wodurch der pH-Wert sinkt.
Hypoxie und niedriger pH-Wert machen den Tumor gegeniiber Bestrahlung resistent. Abkulrzung: pO2,
Sauerstoffpartialdruck (nach WACHSBERGER 2001).
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Bestrahlung induziert den Zelltod der Tumorzellen. Mittlerweile ist die Beteiligung
der tumorassoziierten GefaBe am Erfolg der RT anerkannt, da es wahrend der
Bestrahlung auch zu einer Zerstérung der TumorgefaBe kommt. PIRHONEN et al. fanden
eine Korrelation der Abnahme der Vaskularisation mit der Tumorrtckbildung unter RT
beim Cervixkarzinom (PirHonen 1995). Die reduzierte GeféBzahl ging der Klinischen
Rackbildung des Tumors um einige Zeit voraus. Da Tumorzellen stark abhéngig von den
versorgenden GeféBen sind, kann bereits ein kleiner GeféBverlust in der groBflachigen
Zerstorung malignen Gewebes resultieren (Denekavp 1993, FoLkmAN 1992B und 2002).
Dementsprechend wurde gefunden, dass der Rickgang des Tumorvolumens
transplantierter M&use nach Bestrahlung durch die Induktion der Apoptose des
GeféaBendothels verursacht wurde (Garcia-Barros 2003, PAris 2001). Die Radioresistenz eines
Tumors hangt demzufolge in groBem MaBe von der Radiosensitivitdt der GefaBe ab
(CAMPHAUSEN 2002).

GORSKI et al. zeigten eine RT-induzierte Hochregulation des angiogenen
Wachstumsfaktors VEGF (vascular endothelial growth factor) bei verschiedenen
Tumorzelllinien. Zusatzlich konnten sie zeigen, dass dieser Faktor die Radioresistenz von
Endothelzellen steigerte (Abb. 3) (Gorski 1999). Neben VEGF kommt es in Tumorzellen zur
bestrahlungsvermittelten Induktion weiterer Faktoren, die angiogene und zytoprotektive
Wirkungen besitzen. In unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass auch die Expression
von FGF-2 (fibroblast growth factor 2), Interleukin-8 (IL-8) und Prostaglandin E, (PGE,)
durch Bestrahlung massiv erhéht wird. Die Ergebnisse hierzu werden in Abschn. 3 dieser
Arbeit dargestellt (Briecer 2004, 2005A und B).

Eine der frihesten Antworten auf Bestrahlung ist die Aktivierung von
Signalkaskaden, welche die Genexpression und den Zellzyklus regulieren (Bristow 1998,
COLEMAN 2002, HANAHAN 2000B). Entsprechend werden drei Gruppen von mitogen activated
protein kinases (MAP-Kinasen) durch DNS-Schaden aktiviert: ERK (extracellular signal-
regulated kinase), JNK und p38, welche wiederum flir Transkriptionsfaktoren kodierende
Gene aktivieren und die spezifische Transkription einer Reihe von Genen initiieren (Ip 1998,
KyRriakis 1996, MARsHALL 1995). Zudem wird der durch Hypoxie aktivierte Transkriptionsfaktor
Hif-1 (hypoxia inducible factor 1) auch durch Bestrahlung reguliert, wodurch wiederum die
Produktion verschiedener angiogener Faktoren wie VEGF und IL-8 initiiert wird (Abb. 3)
(Fukuba 2003, MoOELLER 2004, JEonG 2003). Erhdhte Konzentrationen dieser Faktoren wirken
proangiogen und radioprotektiv (ALTorki 2004, Gorski 1999, GurPTA 2002) und korrelieren zudem
mit schlechter Prognose und entsprechendem Krankheitsverlauf (CHoy 2003, GurTa 2002, LEE
1995).
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Abb. 3: Hypoxie und Bestrahlung induzieren angiogene Faktoren wie VEGF, wodurch die Resistenz
gegeniiber apoptoseinduzierenden Therapien erhéht wird. Die Anti-Angiogenesetherapie verhindert die
Resistenzbildung und erhdht die Effektivitat der Radiotherapie (verdndert nach HARMEY 2002).

1.4 Angiogenese

Angiogenese ist ein entscheidender Schritt bei der Progression und
Metastasierung von Tumoren. Als Angiogenese wird der Prozess bezeichnet, der zur
Bildung neuer Kapillaren aus bereits bestehenden BlutgefaBen flhrt (Risau 1997). Hierbei
werden zwei Mechanismen unterschieden: Angiogenese kann durch Sprossung von
Endothelzellen erfolgen oder durch Teilung eines vorhandenen GeféBlumens, was als
Intussuszeption bezeichnet wird (Patan 2000). Physiologisch findet dieser Vorgang im
adulten Organismus nur selten statt: Er ist zeitlich begrenzt bei der Ovulation, der
Wundheilung und der Embryogenese zu beobachten (LockHART 2003, SmiTH 2001, TAMANINI
2004). Angiogenese ist ein Prozess, bei dem viele Wirkmechanismen ineinander greifen
und gegenseitig interagieren. Eine gestérte Angiogenese resultiert in gesteigertem oder
ungenugendem Kapillarwachstum (pathologische Angiogenese) und fuhrt zu einer
Vielzahl von Erkrankungen (Abb. 4). Pathologisch ist die gesteigerte Angiogenese u.a. bei
soliden Tumoren, Psoriasis, rheumatioder Arthritis und Retinopathie (CaneTe 2004, GupTa
2003, KORNBERG 2004, PLUDA 1997, RIBATTI 2004, Szekanecz 1998). Ungenlgende Kapillarbildung
kann u.a. in |Infertilitdt, verzdgerter Wundheilung und Herz-Kreislauferkrankungen
resultieren (Geva 2000, HELISCH 2000).
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Abb. 4: Angiogeneseabhéngige Erkrankungen (verédndert nach www.med.unibs.it/~airc/).

Das gesamte BlutgefaBsystem wird von Endothelzellen ausgekleidet.
Endothelzellen tragen an ihrer Zelloberflache Rezeptoren fiir verschiedene Molekile, wie
Wachstumsfaktoren, low density lipoprotein, Metabolite (NO, Serotonin) und Hormone
(RiBATTI 2002).

Bei der Angiogenese wird die Sprossung von Endothelzellen als Antwort auf
mehrere angiogene Stimuli initiiert (Abb. 5). Es kommt zur Aktivierung der Zellen, zur
Produktion und Freisetzung proteolytischer Enzyme (Matrixmetalloproteasen, MMP), die
zur lokalen Degradation der Basalmembran fihren. Die Endothelzellen bilden
Pseudopodien aus, welche die Migration in die Extrazellularmatrix erméglichen (Ausprunk
1977, Kaka 2000). Die Zellen migrieren dem auslésenden angiogenen Stimulus folgend in
das umliegende Gewebe und bilden den EndothelsproB (FoLkman 1984). Die Verlangerung
des Sprosses erfolgt durch die Proliferation der Endothelzellen an der Basis.
AbschlieBend wird die Basalmembran entlang des neuen Sprosses durch die
Endothelzellen gebildet (Ausprunk 1977).
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Abb. 5: Initiation der Angiogenese. Der Angiogeneseprozess beginnt mit der Degradation der
Basalmembran durch von Endothelzellen sezernierten MMP, wodurch sich die Zellen die Mdglichkeit zur
Migration und Proliferation schaffen. Sie bilden solide endotheliale Sprosse in das Stroma hinein, aus welchen
sich vaskulare Schlaufen bilden. Intakte GefaBe entwickeln sich nach der Ausbildung von tight junctions und
einer neuen Basalmembran (aus www.med.unibs.it/~airc/).

Neuere Forschungsarbeiten geben Grund zu der Annahme, dass Tumorzellen
sogar selbst an der GefaBbildung beteiligt sein kdnnen (Conway 2001, HENDRIX 2003, MANIOTIS
1999): CHANG et al. fanden Hinweise, dass die Lumenauskleidung der tumorassoziierten
BlutgeféaBe aus einem Mosaik endothelialer und Tumorzellen bestehen kann (Crana 2000,
Fokman 2001). Diese GefaBe sind funktionell und an die Blutversorgung angeschlossen
(FoLBERG 2000).

1.4.1 Tumorinduzierte Angiogenese

Eine intakte und expandierende GefaBversorgung ist fiir das Uberleben und die
Progression solider Tumore unverzichtbar, da die Versorgung des Gewebes mit
Sauerstoff und Nahrstoffen gewahrleistet sein muss. Die Bedeutung der Angiogenese
wahrend des Tumorwachstums und der Metastasierung fand FOLKMAN bereits vor etwa
30 Jahren heraus (Fowkman 1971 und 1976). Solide Tumore entwickeln sich aus kleinen
Ansammlungen transformierter Zellen heraus, deren Wachstum durch ein Gleichgewicht
von Proliferation und Apoptose stagniert (Homeren 1995). Im frihen Stadium liegen die
Tumore noch avaskular, d.h. noch nicht an das GeféaBsystem angeschlossen, vor. Erreicht
die Zellkolonie einen Durchmesser von etwa 2 mm, ist die Versorgung mit Sauerstoff und
Nahrstoffen sowie der Abtransport von Stoffwechselprodukten durch Diffusion allein nicht
mehr mdglich. Weiteres Wachstum ist nur durch den Anschluss an das BlutgefaBsystem,
d.h. Vaskularisierung das Tumors, méglich (Fokman 1971). Mit der Vaskularisierung wird
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dann auch die Metastasierung, d.h. Abwanderung einzelner Zellen aus dem
Tumorverband heraus Uber das BlutgefaB, begunstigt.

Da flr die Tumorprogression die Angiogenese den limitierenden Faktor darstellt,
werden Therapieansatze gesucht, diese zu inhibieren. Das therapeutische Ziel der
Zytostatika und RT der bisherigen Behandlungsstrategien ist die Tumorzelle direkt (Abb.
6A). Die Kombination zweier bekannter Therapiemodi gehért mittlerweile zur
Standardbehandlung  (Forastiere 2001, Rvan  2000). Wahrend sich die Anti-
Angiogenesetherapie allein gegen das tumorassoziierte und daher proliferierende
GefaBendothel richtet (Abb. 6B), erfolgt beim multimodalen Konzept die dreifache
Kombination der Therapieformen (Abb. 6C) (BiscHoF 2004).

Tumorgewebe
Chemo-/ RT Anti-Angiogenese- Chemo-/ RT
Therapie UND
Anti-Angiogenese-
Therapie

Abb. 6: Schematische Darstellung der Wirkungen der Tumortherapien. RT und viele chemothera-
peutische Substanzen induzieren Apoptose bei Tumorzellen, A. Die Anti-Angiogenesetherapie verursacht
einen Rickgang der GeféBdichte durch Apoptoseinduktion bei Endothelzellen und die damit verbundene
Schrumpfung des Tumors, B. Die multimodale Therapie resultiert in einem mehr als additiven Effekt des
Tumorriickgangs, C, (verandert nach HARMEY 2002).

Mit den bisher untersuchten antiangiogen wirksamen Substanzen wurde
Wachstumsverzdégerung und Reoxigenierung des Gewebes beobachtet, wodurch der
Erfolg der Bestrahlung erhéht werden konnte (TeicHer 1995). Bei den endogenen
Angiogeneseinhibitoren werden drei groBe Wirkstoffgruppen unterschieden, die sich in
verschiedenen Phasen klinischer Studien befinden oder als Arzneimittel zugelassen

wurden:
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I. Inhibitoren eines angiogenen Proteins

Mit spezifischen Antikérpern gegen VEGF konnten KiM et al. im Mausmodell die
Progression xenotransplantierter Tumore hemmen (Km 1993). Mit Avastin wurde ein
spezifischer Antikdrper gegen humanes VEGF entwickelt (Presta 1997). Mit Trastuzumab
wurde ein Antikérper gegen den humanen epidermalen Rezeptor Her2 entwickelt. Her2
bildet mit dem epidermal growth factor receptor (EGFR) Heterodimere und liegt bei vielen
Mammakarzinomen Uberexprimiert vor (Menarp 2004). Weitere spezifische Substanzen sind
die EGFR-Inhibitoren Gefitinib und Erlotinib. Eine Korrelation des Rezeptors mit Kopf-
Halstumoren wurde beschrieben, weshalb die Inhibition dieser Thyrosinkinase ein
interessantes therapeutisches Ziel darstellt und bereits klinische Anwendung findet
(ALBANELL 2005, POMERANTZ 2003).

II. Inhibitoren von zwei bis drei angiogenen Proteinen

Iressa blockiert bei Tumorzellen die Produktion von VEGF, FGF-2 und tumor
necrosis factor-a (TNF-a) und verhindert die Aktivierung des EGFR (CiarpiELLo 2001).
Sugen 11248 reduziert die Expression des VEGF-Rezeptor 2 und des placenta derived
growth factor-Rezeptor (PDGF) (MenpeL 2003).

Ill. Inhibitoren eines breiten Spektrums angiogener Regulatoren

Mit TNP-470 wurden die vielfaltigsten Anti-Tumoreffekte der Angiogenese-
inhibitoren in Uber 400 Studien beobachtet (CarmeLiET 2000, Foikman 2004). Endostatin
konkurriert mit VEGF um dessen VEGF-Rezeptoren 1 und 2 und blockiert so dessen
intrazellulare Signalvermittlung (Km 2002). Bei proliferierenden Endothelzellen erhdht
Endostatin die Apoptoserate und reduziert die Proliferation dieser Zellen (Cao 1999, O'ReiLLy
1994 und 1997).

Neben deutlich reduzierten Nebenwirkungen der Antiangiogenesetherapien ist
sicherlich auch das Ausbleiben der Resistenzbildung von Vorteil. Bei herkémmlichen
Chemotherapien kommt es aufgrund der hohen genetischen Instabilitat der Tumorzellen
leichter zur Ausbildung von Resistenzen, was bei ,normalen“ Endothelzellen durch deren
genetische Stabilitat nicht zu erwarten ist (KERBEL 1991 und 1997).
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1.4.2 Regulation der Angiogenese

Die Angiogenese wird durch verschiedene Faktoren reguliert, die inhibierend oder
stimulierend auf das GeféaBendothel wirken (Perper 1992, PLenoL 2002). Die Faktoren kénnen
autokrinen oder parakrinen Ursprungs sein und proangiogen oder angiostatisch wirken.
Einige dieser Faktoren werden in Tab. 2 aufgez&hlt. Angiostatisch wirkende Faktoren
hemmen entweder direkt die angiogene Antwort der Endothelzellen oder sie wirken
indirekt Uber die Hemmung proangiogen wirkender Substanzen (Foikman 1992A). Unter
physiologischen Bedingungen stehen die Faktoren in einem ausgewogenen Verhaltnis
zueinander. Beim angiogenic switch verschiebt sich das Gleichgewicht, entweder durch
eine erhdhte Produktion an angiogenen oder einfach durch vermindertes Angebot von
angiostatischen Regulatoren. Dies kann von Tumorzellen (Abb. 7), Fibroblasten,
Endothelzellen, Epithelzellen oder aktivierten Makrophagen ausgehen. Angiogene
Faktoren kénnen auch durch die Degranulation von Thrombozyten oder proteolytischen
Abbau extrazelluldrer Matrix freigesetzt werden (Ginais-VELITSKI 2004, KANEMATSU 2004).

» FGF, VEGF, PDGF
« Interleukin-8

Abb. 7: Schematische Darstellung der Tumorangiogenese und Antiangiogenese. Wechselwirkung
zwischen Pro- und Antiangiogenesefaktoren (verandert nach Kunz 2002).
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ANGIOGENE FAKTOREN ANGIOSTATISCHE FAKTOREN
Wachstumsfaktoren Wachstumsfaktoren
FGF-1, -2 PIGF TGF-B (hohe Konz.)
EGF PDGF TNF-a (hohe Konz.)
G-CSF TGF-a
GM-CSF TGF-B (niedrige Konz.)
IGF-1 TNF-a (niedrige Konz.)
HGF/SF VEGF Zytokine
Pleiotropin HIV-tat Interferon-a
Erythropoietin Platelet factor-4
IL-12
Zytokine IP-10
IL-1 IL-6
IL-3 IL-8
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) Tissue inhibitors of metalloproteinasen
Elastase Kollagenase (TIMPs)
Gelatinase Stromelysin
Serinproteasen Serinproteasen
Plasmin t-PA Plasminogenaktivatorinhibitor
Urokinase u-PA
Angiostatin
Prostaglandine (Spaltprodukt des Plasminogen)
PGE;, PGE2
Endostatin
Integrine (Spaltprodukt des Kollagen XVIII)
Integrine aVB3
Ang-1 Ang-2
14 kD Plasmaprotein mit angiogener 16 kD Prolaktinfragment
und ribonukleolytischer Aktivitat
Angiogenin placental proliferin related protein
PAF Vasostatin
Thrombospondin-1
NO NO
Antithrombin IlI-Fragment

Tab. 2: Angiogene und angiostatische Faktoren. Abkirzungen: Ang=Angiopoietin, G-CSF=granulocyte
colony stimulating factor, GM-CSF=granulocyte macrophage colony stimulating factor, HGF/SF=hepatocyte
growth factor/scatter factor, HIV-tat=human immunodeficiency virus-transcriptional activator, |GF=insulin like
growth factor, |L=Interleukin, IP=inducible protein, NO=Stickstoffmonoxid, PAF=platelet activating factor,
PGE2=Prostaglandin E», PIGF=placenta growth factor, TGF=transforming growth factor, t- bzw. u-PA=tissue-
type bzw. urokinase-type plasminogen activator (nach BussoLINO 1996, CHIN 1997, LI 2003A, PAPER 1998,
PIke 1998, RIBATTI 1999, SUHARDJA 2003, TSURUMI 1997).

Als proangiogen werden Faktoren bezeichnet, welche die Angiogenese férdern.
Die Neutralisation dieser Substanzen sollte eine Hemmung der Angiogenese zur Folge
haben. Beim Kolonkarzinom wird dieser Mechanismus mit Avastin therapeutisch genutzt.
Da VEGF von etwa 60% aller humanen Tumore produziert wird, stellt die Inhibition dieses
Faktors ein wichtiges Therapieziel dar (FoLkvan 2004, Risau 1996).

Auf die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten angiogenen Faktoren VEGF, FGF-2
und IL-8 wird im Folgenden néher eingegangen.
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1.4.21 VEGF

Zur VEGF-Genfamilie werden aufgrund der Sequenzhomologie fiinf Proteine
gezahlt: VEGF-A, -B, -C, -D, -E und der placenta growth factor (PIGF) (BussoLino 1997,
Joukov 1996, LYTTLE 1994, ORLANDINI 1997, SuHAmrDJA 2003). VEGF-A stellt das am besten
untersuchte Polypeptid der VEGF-Familie dar und ist maBgeblich an der Angiogenese
beteiligt ist. VEGF-A besteht aus einer Cystein-Knoten-Struktur mit acht konservierten
Cyteinresten, die der Disulfidbriickenbindung dienen und so die einzelnen Monomere
stabilisieren (Mutter 1997, Siemeister  1998). Durch alternatives SpleiBen des
Primartranskriptes entstehen finf unterschiedliche Isoformen. Sie werden nach der
Anzahl ihrer Aminos&uren benannt: VEGF 51, VEGF145, VEGF1g5, VEGF159 und VEGF5gg
(CHARNOCK-JONES 1993, ENomoTO 2003, FERRARA 1991B, Houck 1991). Die SpleiBvarianten der
VEGF-Subtypen sind im N- und C-terminalen Ende konserviert, d.h. es werden immer die
Exons 1 bis 5 fir den N-terminalen und Exon 8 fir den C-terminalen Bereich exprimiert.
Die molekularen Massen der Produkte des VEGF-A-Gens betragen zwischen 18 und 24
kD (Ferrara 1989, Gosrpobarowicz 1989). Alle Isoformen tragen ein 26 Aminosauren (AS)
langes Signalpeptid. Die kiirzeren Proteine werden sezerniert, wobei die 189 und 206 AS
langen Derivate an der Zelloberflache oder der extrazellularen Matrix gebunden vorliegen.
Verursacht wird dies durch die alternativ gespleiBten Exons 6 und 7, welche die Bindung
an Heparin und die Zellassoziation vermitteln (Houck 1992).

Die Wirkung von VEGF-A &uBert sich in gesteigerter Angiogenese und erhdhter
GefaBpermeabilitdt (Sencer 1986). Bei heterozygoten knock-out Mausen fuhrt die
Inaktivierung des vegf-Gens an Tag 10 bis 11 der Embryonalentwicklung zum Tod. Die
Embryonen sind wachstumsverzégert und zeigen Entwicklungsanomalien wie z.B. eine
unvollstandige Blutinselbildung auf (FERRARA 1996A).

In vielen Zelltypen und Geweben konnte eine physiologische VEGF-Expression
gezeigt werden. Dazu gehdren u.a. Endothelzellen, Makrophagen, Fibroblasten, glatte
Muskelzellen, Osteoblasten, Keratinozyten und Gewebe wie Epidermis, Lunge,
Hypophyse und Gehirn wahrend der Embryonalentwicklung (Berse 1992, FERRARA 1989 und
1991A, FREEMAN 1995, Josko 2000, Viac 1997). Eine pathologische VEGF-Expression ist in vielen
Tumoren zu finden. So wurde in Tumorzellen und -geweben eine Korrelation von
detektiertem VEGF und der Tumormanifestation, -progression und Metastasierung
beobachtet (Viachtsis 2002). Die Uberexpression von VEGF und der Korrelation mit einer
schlechten Prognose und der Tumorprogression wurde aber auch bei vielen anderen
Enitaten, wie u.a. dem Kolon-, dem Mamma- und dem Lungenkarzinom beschrieben
(BERNS 2003, FONTANINI 1997, LEE 2000, MANDERS 2002).
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1.4.2.1.1 Regulation der VEGF-Expression

Die Regulation der Expression von VEGF findet auf vielfaltige Weise statt. Im
Folgenden sind einige, insbesondere fir diese Arbeit relevante Modulatoren dargestellt.

Hypoxie und HIF

Die zellulare Antwort auf niedrige Sauerstoffkonzentrationen wird auf

transkriptioneller Ebene durch HIF reguliert. HIF sind heterodimere Transkriptions-
faktoren, die aus je einer der drei HIFa-Untereinheiten (HIF1a, HIF2a, HIF3a) und der
HIF1B-Untereinheit bestehen. Die HIF1B-Untereinheit wird ubiquitér exprimiert und nicht
durch Hypoxie reguliert (BraHimi-Horn 2001, KewLey 2004). HIF-1a reguliert die zellulare
Antwort auf die physiologische und pathologische Hypoxie (wana 1995). Bei Normoxie wird
das im Zytoplasma vorkommende HIF-1a durch Hydroxylierung schnell degradiert, so
dass es nur noch schwach nachweisbar ist (Aobb. 8, rechtsseitig). Bei Hypoxie akkumuliert
Hif-1a durch Stabilisierung (Jiana 1996), dimerisiert mit HIF183, dem nuklearen Translokator,
und wandert in den Nukleus, wo es Gene durch Bindung an deren hypoxia regulatory
elements (HRE) aktiviert (Wang 1995) (Abb. 8, linksseitig).

Mittlerweile wurden mehr als 40 durch Hif-1 regulierte Gene beschrieben, wie z.B.
VEGF und der VEGF-Rezeptor 2 (Broai 1996, PugH 2003, SEmenza 2002). Die Deletion des Hif-
1a Gens oder die Unterbrechung der Hif-1a Transkription, resultiert im Verlust der VEGF-
Sekretion durch Tumorzellen, in der Angiogenese-Suppression und einer deutlichen
Verzégerung des Wachstums solider Tumore (CARMELIET 1998, FERRARA 2003, ILIoPOULOS 1996,
Kung 2000). Eine der eindrucksvollsten Beispiele fir die Rolle des HIF in der Angiogenese
und der Tumorprogression ist der Funktionsverlust des von Hippel-Lindau Proteins
(pVHL) (Abb. 8). VHL ist ein Tumorsuppressorgen, welches in vielen Tumoren mutiert
vorliegt (Ilvan 2001). Fehlt pVHL, wird HIF-1a nicht mehr degradiert, akkumuliert intrazellular
und verursacht eine erhéhte VEGF-Transkription (BraHiMi-HoRN 2001, MAXWELL 1999 und 2002).
Eine hohe Vaskularisierung ist daher fiir Tumore mit VHL-Mutationen ein typisches Bild.
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von Hippel-Lindau

Abb. 8: Regulation der Degradation und Stabilitdt von HIF-1a unter hypoxischen und normoxischen
Bedingungen. Bei Hypoxie wird HIF-1a nicht hydroxyliert und daher nicht von pVHL erkannt und akkumuliert
in der Zelle. HIF-1a wandert in den Nukleus und dimerisiert mit der konstitutiv exprimierten B-Untereinheit.
Das Dimer bindet nun an HRE der Zielgene, z.B. VEGF und férdert so deren Transkription. Abkirzung:
Ub=Ubiquitin (verandert nach BRAHIMI-HORN 2001).

lonisierende Strahlung

Die Bestrahlung von Tumorzellen verursacht eine Hochregulation von VEGF bei
verschiedenen Tumorzelllinien (Gorski 1999). Diese Beobachtung wurde an den in unserer
Arbeitsgruppe etablierten HNSCC-Linien bestatigt (BrieceEr 2004 und 2005B). Die
Mechanismen sind nach wie vor unklar. Allerdings wurde durch die DNA-schadigende
Wirkung ionisierender Strahlung die Aktivierung einer Reihe von intrazelluldren
Transduktionskaskaden festgestellt. JNK und ERK werden durch Bestrahlung aktiviert
und sind an der Regulation der VEGF-Expression beteiligt.

Epidermal growth factor receptor und Her-2/neu
Die Bedeutung des EGFR (ErbB1) und Her-2/neu (ErbB2) bei der VEGF-
Regulation und der Angiogenese wurde u.a. beim Kolonkarzinom, beim Mamakarzinom,

dem Nierenzellkarzinom und dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom gezeigt (Bruns 2000,
CIARDIELLO 2000, KEDAR 2002, KUMAR 2001, YANG 2002). AKAGI et al. zeigten die Induzierbarkeit von
VEGF durch den epidermal growth factor (EGF) (Akaai 2003).
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Cyclooxygenase-2

Die Regulationen von VEGF und der Cyclooxygenase-2 (Cox-2) scheinen eng
miteinander verbunden zu sein: Es wurde eine Korrelation der Expression von Cox-2 mit
der Karzinogenese und Angiogenese beschrieben (Aoki 2002, CALLEJAS 2001, COSTA 2002, JoO
2003, LANGENBACH 1999, TsuJil 1998, WiLLiams 1999). LIM et al. stellten die Uberexpression von
Cox-2 bei HNSCC im Zusammenhang mit der VEGF-Expression dar (Lim 2003). Auch
wurde die Hochregulation von VEGF infolge der Induktion von Cox-2 beim
Prostatakarzinom in vitro gezeigt (Lu 1999). Die proangiogene Wirkung von Cox-2 ist auf
dessen katalytische Produkte, die Prostaglandine, zurickzufihren. Die Korrelation der
Prostaglandine mit der Hochregulation von VEGF wurde im Zusammenhang der
Tumorangiogenese ausfihrlich beschrieben (Ben-Av 1995, GATELY 2000, FOSSLIEN 2001, GOODWIN
1983). Auf die Cyclooxygenasen und die Prostaglandine wird in Abschn. 1.5 ausfihrlicher
eingegangen.

1.4.2.1.2 VEGF-Rezeptoren und Signaltransduktion

Die angiogene Wirkung des VEGF verlauft Gber VEGF-Rezeptoren (Abb. 9), die
das extrazellulare Signal in die Zielzelle hinein vermitteln. Es wurden verschiedene

Rezeptoren fir VEGF beschrieben:

. VEGF-Rezeptoren 1 und 2
Die VEGF-Rezeptoren 1 (VEGFR-1; Flt-1, fms-like Thyrosine kinase) und 2
(VEGFR-2; KDR, kinase insert domain containing receptor) sind Rezeptoren des

Thyrosinkinase-Typs, an welche die hoch affine Bindung des Liganden — VEGF — erfolgt
(Abb. 9) (zacHArY 2003, TermaN 1991). Die Dissoziationskonstante (Kp) flr die Bindung von
VEGF-A an den VEGFR-1 betragt 10-30 pM, wohingegen die Bindungsaffinitdt des
VEGF-A an den VEGFR-2 mit Kp von 75 — 760 pM niedriger ist (Cross 2003, peVRIES 1992,
waLTenBerGER 1994). Die Affinitdten der Rezeptoren fur die VEGF-Subtypen 121 und 165
wurden unterschiedlich beschrieben. Zwar bindet VEGF¢s mit héherer Affinitdt an den
VEGFR-1, verursacht jedoch eine starkere Phosphorylierung, d.h. Aktivierung des
VEGFR-2 (Park 1994, SEETHARAM 1995, WALTENBERGER 1994). Zudem scheint der VEGFR-2 eine
héhere Affinitat fir VEGF;2; zu besitzen (Soker 1998). VEGF-Rezeptoren befinden sich vor
allem auf der Oberflache vaskularer Endothelzellen. LALLA et al. wiesen diese Rezeptoren
jedoch auch auf HNSCC nach, was durch unsere Laborergebnisse bestatigt wurde
(BRIEGER 2005A, LaLLA 2003). Rezeptoren des Thyrosinkinase-Typs korrelieren mit Vorgangen
des Zellwachstums, der Zelldifferenzierung und der Morphogenese, wobei dies im Falle
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der VEGF-Rezeptoren durch den VEGFR-2 vermittelt wird (WaLtensercer 1994). Flr beide
Rezeptoren wurden unterschiedliche Affinitdten gegeniber den Mitgliedern der VEGF-
Familie beschrieben. Der VEGFR-1 bindet alle VEGF-A Subtypen, den PIGF und VEGF-B
(FERRARA 1996B, OLorsson 1998, Sawano 1996). VEGFR-2 bindet neben VEGF-A auch
bestimmte Formen von VEGF-D und -E (AcHen 1998, Mever 1999) (Abb. 9).

VEGF-A,,
VEGF-A,,. VEGF-A,,, VEGF-A,,,
VEGF-A,,, VEGF-C  PIGF-2
VEGF-B VEGF-D  VEGF-B
PIGF1/2 VEGF-E  VEGF-E

v v v

Zelloberfiiche

' Zellmembran

! 0 -

y |

| |
Fit-1 KDR
(VEGFR1) (VEGFR2)

Zytosof

Abb. 9: Ubersicht der VEGF-Rezeptoren VEGFR-1, VEGFR-2 und NP-1 sowie deren unterschiedliche
Ligandenaffinititen. Die VEGF-Rezeptoren 1 (Flt-1) und 2 (KDR) bestehen aus einer extrazellularen
Doméne (rot), einem transmembranen Bereich und der Kinase Region (gelb). Die Liganden weisen mit Pfeilen
auf die Rezeptoren, an die sie binden kénnen (veréndert nach ZACHARY 2003).

o Neuropiline

Weiterhin besitzen Neuropiline (Neuropilin-1, NP-1 und Neuropilin-2, NP-2), die zu
den Semaphorin/Collapsin-Rezeptoren zéhlen, eine Affinitat fir VEGF (Soker 1998). Die
Neuropilin-Rezeptoren wurden initial auf Neuronen gezeigt und spater auch auf Prostata-
und Plattenepithelkarzinomen gefunden (Abb. 9) (BRIEGER 2005A, NAKAMURA 2000, MiAo 2000). Im
Gegensatz zu den VEGF-Rezeptoren binden die Neuropiline jedoch nicht alle VEGF-
Isoformen. So wurde NP-1 als hoch affin gegenliber VEGF¢5 beschrieben, wohingegen
VEGF;2; Neuropilin nicht aktiviert (Girav-Goren 1996, Soker 1996 und 1998). Die Neuropiline
wurden auch als Co-Rezeptoren fur VEGF beschrieben, wodurch ihnen eine wichtige
Rolle bei der Angiogenese beigemessen wird (Soker 1996 und 1998).

Nach Bindung des Liganden — VEGF — an den VEGF-Rezeptor dimerisieren zwei
Rezeptoren, wodurch die Autophosphorylierung stattfindet. Im weiteren Verlauf der
Signaltransduktion werden mindestens elf weitere Proteine phosphoryliert (Guo 1995).
Beim VEGFR-1 wurden sechs Phosphorylierungsstellen identifiziert (Ito 1998, Sawano 1997)
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und beim VEGFR-2 vier (DoucHer-VeErmazen 1994). Unlangst wurde gezeigt, dass die
Aktivierung des VEGFR-1 durch PIGF eine Transphosphorylierung des VEGFR-2 bei
Endothelzellen verursacht (Autiero 2003). In Abb. 10 ist die Signaltransduktionskaskade am
Beispiel des VEGFR-2 (KDR) und dessen Liganden VEGF 45 dargestellt.

VEGF-A,,, T
Permaability
Angisgenesis
NO PGs
KDR T \
Y951 |
NOS
b l I — 1054y §
T | " 1059Y 1\
= ~r1z1a—| I'“w"’" PLC-| 3= IP, =3 Ca % =J-|—3 PP2B
FAK *
Y-

1] e R PGs  NFAT
Migration / \ *
Survival i’ REI*I‘-'I

eMNOS -— Akl * cPLA, COX2 expression
+ 7 * ME;L‘? /
| Bad
i * ERK12 -9 JNK
Survival
Gene expression
DNA Synthesis

Abb. 10: Signaltransduktionskaskade von VEGF. VEGF1¢5 bindet an den VEGFR-2 (KDR), der daraufhin
dimerisiert und an verschiedenen Thyrosinresten an der intrazellularen Doméane (gelb) autophosphoryliert.
Weitere Abklrzungen: PP2B (protein serine/threonine phosphatase 2B), NFAT (nuclear factor of activated T-
cells) (veréandert nach ZACHARY 2003).

Die Signalkaskade zum Uberleben von Endothelzellen verlauft tber PI3-K
(Phosphatidylinositol 3-kinase), Uber Akt (Proteinkinase) und Bad (Bcl-2 associated death
promoter) (Abb. 10). Akt verursacht zudem auch die Hochregulation von eNOS (endothelial
constitutive nitric oxide synthase), wodurch sich die NO-Konzentration erhéht. NO bewirkt
die Initiierung einer Reihe von Genen wie VEGF (Sonveaux 2003).

Die durch Src (Proto-Onkogen Thyrosin-Proteinkinase) vermittelte Phosphory-
lierung der focal adhesion kinase ist ebenfalls wichtig fiir das Uberleben und die Migration
von Endothelzellen. Eine der bedeutendsten Signalkaskaden des VEGF verlauft Gber den
Pfad der Phospholipase C-y (PLC-y), wobei Inositol 1,4,5-trisphosphat (IP3) generiert wird,
was in der Aktivierung von Proteinkinase C (PKC) und der Mobilisierung von Ca?
(Calcium-lonen) resultiert. PKC vermittelt die Aktivierung der ERKs 1/2 Uber Raf (Proto-
Onkogen Serin/Threonin-Proteinkinase) und der mitogen-activated protein kinase/ERK
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kinase (MEK). Dies stellt wiederum den Hauptweg fiir die Mitogenese und die Aktivierung
der Phospholipase A, (PLA;) dar, was in erhdhter Cox-abhangiger Prostaglandin-
Konzentration resultiert (PGs). Die Ca®*-Mobilisierung bewirkt, wie die von Akt auch, die
Aktivierung von eNOS und férdert so die NO-Produktion. Die funktionellen
Signalkaskaden konvergieren und kreuzen an verschiedenen Punkten, was die Linearitat
der Signale und deren netzartige VerknUpfungen verdeutlicht (Asebi 1997, VEikkoLA 2000,
ZACHARY 2003).

1.4.2.2 FGF

Die  Mitglieder der FGF-Familie sind die ersten beschriebenen
Angiogenesefaktoren. Mittlerweile wurden 23 verschiedene FGFs beschrieben, die durch
alternatives spleiBen eines Gens entstehen (Lutsenko 2003, Witkie 2002). Die Mitglieder der
FGF-Familie gehéren zu den Heparin-bindenden Molekilen und liegen im
Extrazellularraum an Heparansulfate gebunden vor, von welchen das FGF enzymatisch
gespalten werden kann. Nicht alle FGFs wirken proangiogen. Besondere Bedeutung
hinsichtlich der Angiogeneseférderung kommen FGF-1 (aFGF, acidic FGF) und FGF-2
(bFGF, basic FGF) zu (Nicosia 1999). FGF-1 wird hauptsachlich in neuronalen Geweben
exprimiert, wohingegen FGF-2 weiter verbreitet ist. Es konnte neben neuronalen
Geweben auch in Perizyten, glatten Muskelzellen, Knorpelgewebe, Knochen, Niere, der
Plazenta und vor allem in Tumorzellen nachgewiesen werden (BanpoH 2004, DAViES 2002,
FERNIG 1994, FUKATA 2005, JEE 2004, Reuss 2003, ReynoLDs 2001, WRiGHT 1996). FGF-2 kommt in
vielen Tumorzelllinien vor, wird auch von Endothelzellen exprimiert und besitzt eine
héhere angiogene Aktivitat als FGF-1 (AsraHam 1986, JANET 1995, LUTSENKO 2003, ZUCK 1992).

FGF-1 und FGF-2 wirken Uber FGF-Rezeptoren mitogen und chemotaktisch auf
Endothelzellen, wodurch die Mechanismen der Tubulusformation und damit die
Angiogenese initiiert werden (Gerwins 2000). FGF-2 stimuliert zusatzlich die Produktion und
Sezernierung von Plasminogen-Aktivatoren und Kollagenasen in Endothelzellen, wodurch
deren Migration induziert wird (Presta 1986). Die Bedeutung des FGF-2 bei der
tumorassoziierten Angiogenese wird durch die Daten von JONCA et al. untermauert,
welcher zeigen konnte, dass VEGF FGF-2 induzieren kann (Jonca 1997). Uber VEGF kann
im hypoxischen Tumor zuséatzlich eine Hochregulation von FGF-2 erfolgen, obwohl FGF-2
nicht Hypoxie-reguliert ist.

HOUCHEN et al. zeigten bei Mausen eine Induktion von FGF-2 auf mRNA-
(messenger ribonucleic acid) und Proteinebene nach Bestrahlung und dass FGF-2 vor

strahleninduzierten Schaden schitzt, wenn es vor der Bestrahlung verabreicht wurde
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(HoucHen 1999). In unserer Arbeitsgruppe konnten wir beim humanen HNSCC die
Induzierbarkeit, die Freisetzung und eine zytoprotektive Aktivitdt von FGF-2 nach
radioaktiver Bestrahlung zeigen (BRIEGER 2004, 2005 A und B).

1.4.2.2.1 FGF-Rezeptoren und Signaltransduktion

Die Rezeptoren fir FGF sind, wie die VEGF-Rezeptoren, Thyrosinkinasen. Bisher
wurden vier FGF-Rezeptoren beschrieben: FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3 und FGFR-4 (Naski
1998). Der FGF-Rezeptor 1 (FGFR-1) wurde auf glatten Muskelzellen, Nierenzellen und
Endothelzellen gefunden (FLoece 1999, Kanpa 1997). Der Kp-Wert flr die Ligandenaffinitat
des FGF-2 Rezeptors wurde mit 0,35 nM angegeben (BLANCKAERT 1998).

Die Aktivierung der FGF-Rezeptoren erfolgt durch Autophosphorylierung infolge
von Heparansulfat-abhangiger Ligandenbindung und Rezeptor-Dimerisierung (Ornitz 2000).
In Abb. 11 st die intrazellulare Signaltransduktionskaskade des FGF-Rezepors
schematisch dargestellt. Nach Phosphorylierung fungieren die Thyrosine als
Bindungsstellen fir zytosolische Proteine, wie Grb2 (growth factor receptor bound protein
2), das SOS (son of sevenless protein) gebunden hat und das durch die Bindung an die
RTK aktiviert wird. SOS aktiviert Ras (eine GTPase), Ras wiederum verursacht eine
Kaskade von Proteinphosphorylierungen, inkl. Raf (mitogen-activated protein kinase
kinase kinase), MEK (mitogen activated ERK activating kinase) und ERK. Die ERKs
phosphorylieren infolgedessen zytoplasmatische Substrate und wandern zudem in den
Nukleus, wo sie die Genexpression durch Aktivierung von Transkriptionsfaktoren
stimulieren.

Die intrazellulare Wirkung des FGF-2 verlauft nicht nur Uber Ras. Auch
interagieren die PKC und PISK mit den autophosphorylierten Thyrosinresten des
Rezeptors und induzieren im Verlauf die Phosphorylierung weiterer Proteine, die ihrerseits
die Genexpression beeinflussen (Herri 1997).
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Abb. 11: Schematische Darstellung der intrazelluldren Signaltransduktionskaskaden von FGF-2.
Abklrrzungen: Grb2 (growth factor receptor bound protein 2), Raf (mitogen-activated protein kinase kinase
kinase) RKK (RK-kinase) SEK (SAPK/ERK kinase 1), SOS (son of sevenless protein), (aus HEFTI 1997).

1.4.2.3 Interleukin-8

IL-8 gehért zur Familie der CXC-Chemokine und besitzt eine wichtige Rolle als
pro-inflammatorisches Zytokin. Es gibt zwei groBe Chemokinfamilien: die CC und die CXC
Chemokine. Die Bezeichnung richtet sich nach zwei konservierten Cysteinen, die bei CC
Chemokinen in der Sequenz direkt benachbart liegen, wahrend bei CXC Chemokinen
noch eine Aminosdure dazwischen liegt. Chemokine bilden in ihrer aktiven Form
Homodimere.

IL-8 wurde initial als Neutrophilen-chemotaktischer Faktor beschrieben (SCHRODER
1986) und wird von einer Vielzahl von Zelltypen sezerniert, wie u.a. Lymphozyten,
Monozyten, Endothelzellen, Fibroblasten und Hepatozyten. Auch neoplastische Zellen,
wie Melanomzellen, sezernieren IL-8. In Mausmodellen wurde eine Korrelation der IL-8
Produktion und der Metastasierung beobachtet (SineH 1994), was diesem Faktor eine
wichtige Funktion bei der Tumorprogression und Metastasierung zuschreibt (STrRIETER 1995
A und B). Zudem wurde die Induktion von MMP durch IL-8 und dessen Bedeutung als
autokriner Wachstumsfaktor bei Angiogenese beschrieben (ScHADENDORF 1994, STRIETER
1995A).

24



Einleitung

Interleukin-1B und TNF-a sind die beiden starksten Induktoren von IL-8. Aber auch
Hypoxie im Tumor kann eine IL-8 Induktion verursachen, welche (ber die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NF-kappaB (nuclear factor-kappa B) und AP-1 erfolgt (DesBalLLETS
1997 und 1999, Xu 2004). Beim Oralkarzinom wurde die IL-8 Induktion durch Bestrahlung in
vitro beschrieben (TamaTani 2004).

1.5 Die Cyclooxygenasen

In den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts wurden zwei Isoformen der
Cyclooxygenasen beschrieben, welche die Schliisselenzyme der Prostaglandin-synthese
darstellen. Neben der konstitutiv exprimierten Cyclooxygenase-1 (Cox-1) wurde die
induzierbare Cyclooxygenase-2 (Cox-2) gefunden (DEWTT 1988, HLA 1992, JONES 1993, MERLIE
1988, O'BANION 1991, Yokovama 1988). Das humane Gen fir Cox-1 befindet sich auf
Chromosom 9 (9932 — 9933,3), enthalt 11 Exons und ist 40 kb groB. Das
Transkriptionsprodukt betragt etwa 2,8 kb (O'Banion 1992). Das fiir Cox-2 codierende Gen
ist auf Chromosom 1 (1925,2 — 1925,3) lokalisiert, enthalt 10 Exons und umfasst 7,5 kb.
Die mRNA fir Cox-2 ist 4,5 kb groB3 (Tavr 1994). Trotz der groBen Unterschiede auf
genomischer Ebene bestehen beide Enzyme aus 600 Aminosduren und haben nach
posttranskriptionellen Modifikationen ein Molekulargewicht von 75-80 kD (Otto 1993).
Beide Enzyme teilen sich das gleiche Substrat, die Arachidonsaure (eine vierfach
ungesattigte C,o-Fettsdure), die unter der Einwirkung der Phospholipase A, (PLA,) aus
der Zellmembran freigesetzt wird und u.a. Uber die Cyclooxygenasen verstoffwechselt
wird (Abb. 12). Diese bilden durch die gleichen katalytischen Mechanismen das gleiche
Produkt: Das zyklische Endoperoxid PGH, (Prostaglandin H,). PGH, kann nun von
nachgeschalteten Sythasen zell- bzw. gewebsspezifisch zu den Prostaglandinen PGE,,
PGl, (Prostacyclin), TXA, (Thromboxan A,), PGF, und PGD, umgewandelt werden

(SAMUELSSON 1975).
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Abb. 12: Prostaglandinproduktion durch die Cyclooxygenasen und deren Inhibition. Abklrzungen:
NSAIDs (non-steroidal anti-inflammatory drugs), TX (Thromboxan) (verandert nach CHoy 2003).

Der wohl bedeutendste Unterscheid beider Enzyme liegt im katalytischen Zentrum:
Die Aminoséaure Isoleucin 590 bei Cox-1 ist bei Cox-2 durch Valin ersetzt, wodurch Cox-2
eine gréBere Bindungsregion erhalt und damit ein breiteres Bindungsspekirum besitzt
(KurumeaiL 1996, Luong 1996, Picot 1994). Dementsprechend besitzen die Cyclooxygenasen
auch unterschiedliche Bindungsaffinitaten zum Substrat. Die Kp von Arachidonsaure
gegentber Cox-2 ist mit 2,9 mM etwa 4000fach niedriger als bei Cox-1 (11,2 uM), was
einer hdheren Substrataffinitéat von Cox-2 entspricht (Swinney 1997).
Urspringlich wurde vermutet, dass Cox-1 in nahezu allen Geweben konstitutiv und bei
gleich bleibendem Niveau exprimiert wirde. Allerdings wurde dann eine Induzierbarkeit
von Cox-1 durch Phorbolester oder Dexamethazon in einigen Zelltypen festgestellt (Giroy
2000). In den Nieren, sowie dem gesamten Urogenitalsystem ist die Cox-1 Expression
ebenfalls induzierbar (CHaruer 2003). Bei Zellen des Darmepithels wurde die
Induzierbarkeit von Cox-1 durch Bestrahlung gefunden (Conn 1997, HoucHen 2000). Cox-1
und -2 liegen intrazellular an das Endoplasmatische Reticulum gebunden vor, wobei Cox-
2 auch im Nukleus zu finden ist (Reicer 1993).

Die induzierbare Cox-Isoform — Cox-2 - entdeckte man Anfang der 90er-Jahre.
Cox-2 ist in normalem Gewebe nicht oder nur sehr schwach nachweisbar. Dessen
Produktion wird durch Zellstress wie pro-inflammatorische und mitogene Reize, sowie
durch Bestrahlung ausgelést (Awano 2003, Li 2002, MitcHeLL 1999). Bei 40 — 80% der
Malignitaten der Lunge, des Darmes, des Kopf-Halses, der Prostata, des Gehirnes sowie
des Pankreas liegt Cox-2 Uberexprimiert vor (CHaN 1999, Joki 2000, KIRSCHENBAUM 2001, KOKI
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2002, MiLas 2001, ZwelFeL 2002). Das Enzym kann bei Endothelzellen durch VEGF induziert
werden (Hernanbez 2001). Allerdings wurden auch konstitutiv Cox-2 exprimierende Gewebe
gefunden, wie das Gehirn, das Knochenmark und der Urogenitaltrakt (Abecsoveca 2004,
ARIKAWA 2004, GHILARDI 2004, MATsuokA 1999). In Tab. 3 sind einige Cox-2 induzierende bzw.
inhibierende Faktoren aufgezahit.

Cox-2 Induktoren Cox-2 Inhibitoren
Pro-inflammatorische Zytokine: Anti-inflammatorische Zytokine:
IL-1B, IL-2, TNF-a IL-13, IL-10, IL-4, Corticosteroide
Wachstumsfaktoren:

VEGF, EGF, platelet derived growth
factor (PDGF), FGF-2

Tumorpromotoren: Tumorsuppressor:
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) p53

Lipopolysaccharide

Tab. 3: Induktoren und nattirliche Inhibitoren von Cox-2 (AKARASEREENONT 2002, CHEN 2001, FONG 2000,
GOERIG 1987, HEMPEL 1994, HERNANDEZ 2001, LAPORTE 2000, NIIRO 1998, PEPPELENBOSCH 1993, RISTIMAKI
2002, SuBBARAMAIAH 1999, TESSNER 2003).

Erste Zusammenhéange zwischen der Expression von Cox-2 und der Entstehung
von Karzinomen fand man in den 90ern des letzten Jahrhunderts (OsHima 1996). Auch
wurden dem Cox-Produkt PGE; prokanzerogene Eigenschaften zugeschrieben, nachdem
es neben den eigenen, spezifischen Rezeptoren auch den EGF-Rezeptor aktiviert (Pai
2002). Zudem wird eine erhdhte Cox-2 Expression auch in neoplastischen Geweben und
verschiedenen Tumoren, u.a. auch in SCC beschrieben (ALtorki 2004, CHAN 1999, PETKOVA
2004). Die Uberexpression von Cox-2 scheint mit einem aggressiven Krankheitsverlauf
und schlechter Prognose zu korrelieren.

Far Cox-2 werden verschiedene Mechanismen diskutiert, durch welche die
Expression des Enzyms mit der malignen Transformation in Zusammenhang gebracht
wird. Als eines der Schlisselenzyme der Prostaglandinsynthese wirkt Cox-2 als
proangiogen und immunsuppressiv. Cox-2 exprimierende Tumoren weisen ein erhdhtes
Wachstum auf und generieren im Vergleich zu Cox-2 negativen Tumoren mehr angiogene
Wachstumsfaktoren. Auch die Inhibition des Tumorsuppressorproteins p53 durch Cox-2
unter hypoxischen Bedingungen kénnte zur Tumorprogression beitragen (Liu 2005).

Wie in Abschn. 1.2 erwahnt, finden durch Bestrahlung intrazellular mannigfaltige
Schaden statt. Unter anderem wird Arachidonsdure aus membrangebundenen
Phospholipiden freigesetzt, die durch die Cyclooxygenasen in Prostaglandin
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verstoffwechselt werden. Dieser Vorgang resultiert in gesteigerter Prostaglandinsynthese,
was wiederum die Balance der verschiedenen sezernierten Prostaglandine verschiebt
(CHARLIER 2003, MiTCHELL 1999, ZwEIFEL 2002). HOhe Prostaglandin-Konzentrationen wurden als
zytoprotektiv vor radioaktiver Bestrahlung beschrieben (ALtorki 2004, CRYER 1998, MITCHELL
1999).

1.5.1 Prostaglandin E;

Prostaglandine gehdéren zur Gruppe der Eikosanoide und werden aus
Arachidonsaure gebildet. PGE, wird physiologisch von vielen Kérperzellen sezerniert,
einschlieBlich Fibroblasten und Makrophagen (HARRIs 2002). Es bindet an den G-Protein-
gekoppelten Rezeptor EP, von dem vier Subtypen beschrieben wurden, die an
unterschiedliche second messenger gekoppelt sind: EP-1, EP-2, EP-3 und EP-4 (Harris
2002, NARUMIYA 1999).

Bei HNSCC wurden im Vergleich zum Normalgewebe neben erhdhter Cox-2
Konzentration auch vermehrt PGE, gefunden. WATANABE et al. zeigten, dass dieser
Faktor die DNS-Synthese in Tumorzellen Uber einen kalziumabh&ngigen intrazellularen
Signaltransduktionsweg stimuliert (Watanase 1998). AuBerdem regulieren Prostaglandine
und deren Metabolite zelluldre Prozesse wie Mitose, Proliferation und Adh&sion
(Danneneera 2001). Von PGE; wurde gezeigt, dass es die Proliferationsraten von Zellen des
Kolonkarzinoms erhdht und deren Apoptoserate senkt (SHeng 1998). Auch wurde in dieser
Enitat der Zusammenhang der Prostaglandine mit der Inhibition des Tumorsuppressor-
gens p53 dargestellt (Moos 2000).

PGE, wird als ein wichtiger das Tumorzellwachstum und —lberleben férdernde
Faktor angesehen. Es scheint auch bei verschiedenen Stufen der Angiogenese eine Rolle
zu spielen, da in der Interstitialflissigkeit von Tumoren PGE, gefunden wurde (Chiaruai
1998, UEFUJI 2000).

Im in vivo Tumormodel konnten die immunsupprimierenden Eigenschaften des
PGE. gezeigt werden, indem die Reaktionen des Wirtstieres gegen die transplantierten
Zellen unterdrickt wurden. Der Faktor inhibiert u.a. die T-Zellaktivierung, die
Lymphozytenmitogenese, die Makrophagenaktivierung, die Antikdrperproduktion, die
Zytokinproduktion durch Immunzellen und die Aktivierung der Natirlichen Killerzellen
(BAxevaNis 1993, Cross 1997, FisCHER 1997, GIOvANNUCCI 1995, Sano 1995, Spisni 1997). In vielen
Geweben ist die Strahlenexposition mit einer erhéhten Eicosanoid-Produktion, u.a. PGE,,
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assoziiert, die innerhalb weniger Stunden auftritt und Uber mehrere Tage oder Wochen
anhalten kann (BILLINGS 1994, STEINAUER 2000).

1.5.2 Cyclooxygenase-Inhibitoren

Die Isoleucin / Valin-Substitution im katalytischen Zentrum der Cyclooxygenasen
ist die strukturelle Basis fur selektive Cox-2 Inhibitoren. Das kleinere Valin erzeugt eine
gréBere Bindungsregion flr Inhibitoren bei Cox-2. Bei Cox-1 hingegen ist diese Region
durch Isoleucin verkleinert, wodurch die Bindung einiger Inhibitoren erschwert oder
unmaoglich wird (KurumBAIL 1996, LUONG 1996).

Unselektive oder Cox-1 spezifische Inhibitoren verursachen als unerwiinschten
Nebeneffekt die Hemmung der physiologischen Prostaglandinsynthese in Magen und
Niere. Dies kann zu gastrointestinalen Lasionen fihren und den Tod verursachen (Cryer
1998, FossLIEN 2000, MitcHeLL 1999). Diese Nebenwirkungen flhrten zu der Entwicklung von
selektiven Cox-2 Inhibitoren, die eine geringere gastrointestinale Toxizitat aufweisen. Cox-
Inhibitoren werden in der Gruppe der non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
zusammengefasst. Die dosisabhangige zytostatische Wirkung von Cox-2 Inhibitoren bei
verschiedenen Tumoren konnte in vielen Experimenten in vivo und in vitro gezeigt werden
(DING 2000, JOkI1 2000, Liu 2000, Rozic 2001, Souza 2000, TSUBOUCHI 2000, WILLIAMS 2001, WONG 2004).

Epidemiologische, experimentelle und klinische Studien weisen darauf hin, dass
NSAIDs das Vorkommen von Karzinomen des Kolorektums, des Osophagus, der Lunge

und der Blase verringerten (CasTELAO 2000, DUPERRON 1997, FARROW 1998, FUNKHOUSER 1995,
GREENBERG 1993, GRuBBS 1993 und 2000, KawAMORI 1998, Rioux 1998, SCHREINEMACHERS 1994, STEINBACH
2000, THUN 1991 und 1993). Die Mechanismen sind noch unklar, allerdings scheinen die

Effekte der NSAIDs hauptsachlich Gber die Inhibition der Prostaglandinsynthese vermittelt
zu werden (Abb. 12) (TAKETO 1998 A UND B).

Bei der Familiaren Adenomatdsen Polyposis (FAP) verursachen Mutationen im
Tumorsupressorgen APC bereits in der zweiten Lebensdekade die Entwicklung
zahlreicher Kolonpolypen, aus denen sich regelmaBig Kolonkarzinome entwickeln. Zur
Behandlung dieser Krankheit wurden Studien mit den selektiven Cox-2 Inhibitoren
Celecoxib und Rofecoxib initiiert (Reopy 2000, StemeacH 2000). Diese Studien werden aber
trotz anfénglich aussichtsreicher Ergebnisse eingestellt, da im Verlauf ein bis zu dreifach
erhdhtes  Risiko  fir  kardiovaskuldre  Ereignisse  beobachtet wurde. Bei
Tumorerkrankungen der Brust und zu deren Pravention wurden mit Celecoxib klinische
Studien initiiert (Arun 2004, BresaLier 2005). Der Inhibitor findet auch in verschiedenen
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Studien beim nicht-kleinzellingen Lungenkarzinom Anwendung und wird teilweise auch
mit der Chemoradiotherapie kombiniert (SANDLER 2004).

Die Kombination von unselektiven anti-inflammatorischen Substanzen oder
spezifischen Cox-2 Inhibitoren mit Medikamenten, die in onkogene Transduktionswege in
der Zelle eingreifen, scheint ebenfalls der Tumorprogression entgegenzuwirken. Es
wurden bereits Erfolge mit dem kombinierten Einsatz von Cox-2 Inhibitoren und
antiangiogen wirksamen Substanzen erzielt. So wurde bei Mausen die Kolonkarzinom-
Bildung durch die kombinierte Inhibition von Cox-2 und den EGFR verhindert (Torrance
2000). Auch konnte bei Mausen die Progression von Karzinomen der gleichen Enitat mit
der simultanen Inhibition von Cox-2 und Her-2/neu unterbunden werden (Mann 2001).

In Anbetracht dieser und weiterer positiver Erkenntnisse wurden klinische Studien
initiiert, bei welchen die Inhibition der Cyclooxygenasen als therapeutisches Ziel in die
Tumorbehandlung einflieBt. So Uberlebten bei einer Gruppe von 135 Patienten mit
verschiedenen metastasierenden soliden Tumoren, die mit dem Cox-Inhibitor
Indomethazin, einer chemotherapeutischen Substanz oder Placebo behandelt wurden,
deutlich mehr Menschen der Indomethazin-Gruppe (LunoHowm 1994). Bei Studien an
glioblastomerkrankten Patienten zeigte die Kombination einer niedrig dosierten
Chemotherapie mit dem Cox-2 Inhibitor Rofecoxib lebensverlangernde Wirkungen
(TNETTENBERG 2005).

Diese Studien werden auch mit dem Ziel durchgefiihrt, Substanzen zu finden, die
in der Radiotherapie mit der Applikation von antiangiogenen Substanzen kombiniert
werden kénnen um als radiosensetizer die Effektivitat der Bestrahlung zu erhéhen. So
wurde bereits fir den Cox-2 selektiven Inhibitor SC-236 gezeigt, dass durch dessen
Applikation die Strahlensensitivitat beim murinen Sarkom deutlich erhéht werden konnte
(MiLas 1999). Bei Endothelzellen konnten die antiangiogenen Effekte des Cox-2 Inhibitors
Rofecoxib durch Bestrahlung additiv verstarkt werden (Dicker 2001). Der Cox-2 Inhibitor
SC-236 induzierte bei Glioblastomzelllinien und Xenotransplantaten die Apoptose und
erhdhte die Radiosensitivitat der Uberlebenden Zellen (Petersen 2000). In Anbetracht dieser
viel versprechenden Beobachtungen kénnte die Kombination von Cox-2 Inhibitoren mit
RT eine erganzende Strategie in der Anti-Angiogenese- und der Tumortherapie bei gleich
bleibender Lebensqualitat darstellen.

Die Mechanismen der Verstarkung der Tumorantwort auf Bestrahlung durch Cox-
Inhibitoren sind unklar und es werden verschiedene Mdéglichkeiten diskutiert. So sollen die
Substanzen durch die Herabsenkung der im Tumor gefundenen hohen Prostaglandin-
Konzentrationen die Radiosensitivitat steigern, da den Prostaglandinen zytoprotektive
Eigenschaften gegenuber Bestrahlung zugeschrieben werden (Furuta 1988, HANSON 1988,
MiLas 2001). Weitere moégliche Mechanismen sind die Erhéhung der strahleninduzierten
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Apoptosen aufgrund der allgemeinen Herunterregulierung protektiv wirkender Faktoren
(MiLas 1999, Pyo 2001) und die Blockierung der Tumorneoangiogenese (Kisti 2000).

Die bei Tumoren beobachteten Effekte durch NSAIDs scheinen teilweise auch
Cox-unabhéangig zu sein. Daflrr sprechen zwei Argumente: Selektive Cox-2 Inhibitoren
wirken auch in Zellen, die kein Cox-2 exprimieren und die verwendete Dosis der
Substanzen war deutlich héher als zur Inhibition der Cox-2 Aktivitat nétig (GroscH 2001,
HANIF 1996, MARX 2001, TEGEDER 2001B, ZHANG 1999). Einige Substanzen bewirken die Inhibition
von NF-kappaB und AP-1 (Teceper 2001A), wobei allerdings die AP-1 Inhibition vermutlich
nicht direkt erfolgte, sondern vielmehr Uber vorgeschaltete MAP-Kinasen, wie Erk-1 und 2
oder JNK vermittelt (Jones 1999, PILLINGER 1998, SCHWENGER 1997).

Die in dieser Arbeit untersuchten selektiven und unselektiven Cox-Inhibitoren
Acetylsalicylsédure (ASA), Flurbiprofen, Meloxicam, NS-398 und Lumiracoxib werden im
Folgenden beschrieben.

1.5.2.1  Acetylsalicylsaure

Die Acetylsalicylsdure (ASA), Handelsname Aspirin, ist ein Acetylsaurederivat und
wird als unspezifischer Cox-Inhibitor deklariert (Abb. 13). Die Substanz wurde 1899 als
antipyretisches Mittel klinisch eingefthrt. Die Anwendung der Acetylsalicylsdure erfolgt in
erster Linie bei leichten bis m&Big starken Schmerzen, beispielsweise bei Kopfschmerzen,
und zur Fiebersenkung. ASA inhibiert Cox-1 durch die Acetylierung von Serin 530 im
aktiven Zentrum von Cox-1 irreversibel. Cox-2 hingegen wird an AS 516 acetyliert und
katalysiert daraufhin die Synthese von 15-Hydroxyeicosatetraensdure anstelle der
Prostaglandine (ALLen 1995, LoLL 1995).

Abb. 13: Strukturformel der Acetylsalicylséure.

ASA inhibiert iINOS (induzierbare NO-Synthase), die an der Regulation des
GefaBtonus, von Entziindungsreaktionen und der Zellregulation beteiligt ist (Baver:
www.AsPirIN.DE). ASA hemmt auch indirekt die Freisetzung von NF-kappaB und verhindert

damit im weiteren Verlauf durch die unterbundene Expression von Immunmediatoren
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auch die Ausprédgung einer Entzindungsreaktion (Ym 1998). Bei kardiovaskularen
Erkrankungen wie Atherosklerose kann ASA durch die Steigerung der Ferritinsynthese —
ein Protein mit zytoprotektiven und antioxidativen Eigenschaften fir das GeféaBendothel —
schitzen (Osere 1998). Neueste Untersuchungen zeigen eine synergistische
Unterdriickung der Cox-2 Expression bei Entziindungen durch die gleichzeitige Gabe von
Vitamin E (AsaTe 2000). Auch wurden Erkenntnisse Uber die antiangiogene Wirkung von
ASA in in vitro Studien gewonnen. So soll der Inhibitor die Makrophagen-induzierte IL-8-
Sezernierung bei Lungenkrebs verhindern (Yao 2005). AuBerdem wurde eine Inhibition der
Kolonkarzinom-induzierten Angiogenese Uber die Suppression von Cox-2 durch ASA
beschrieben (SHTivELBAND 2003).

1.5.2.2 Flurbiprofen

Flurbiprofen, Handelsname Ansaid, gehért zu der Gruppe der Acetylessig- und
propionsduren (Abb. 14) Die Substanz wird als Cox-unspezifischer Inhibitor angesehen,
obwohl eine ICs, fir die Hemmung von Cox-1 (0,04 uM) und Cox-2 (0,51 uM) beschrieben
wurde, was einer 10fachen Selektivitat fir Cox-1 entspricht (BARNETT 1994, CArABAZA 1996,
Crver 1998). Der Inhibitor induziert die Apoptose beim Kolonkarzinom und die Expression
des Tumorsuppressors P75NTR (GroscH 2005, KHwasa 2004). Weiterhin wirkt sich
Flurbiprofen modulierend auf den Zellzyklus aus, indem es einen G1-Zell-Zyklus-Arrest
Uber JNK verursacht und das Tumorwachstum beim Kolon- und Prostatakarzinommodel
reduziert (GroscH 2003, KING 2001, WECHTER 1997 und 2000).

Wir konnten zeigen, dass die Bestrahlungsinduktion von VEGF, noch starker aber
die von FGF-2, durch Flurbiprofen reduziert werden konnte (Briecer 2004). Die Ergebnisse
dazu werden in dieser Arbeit vorgestellt.

OO

F

Abb. 14: Strukturformel von Flurbiprofen.
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1.5.2.3 Meloxicam

Meloxicam gehért zu der Gruppe der Oxicamen und wurde als unspezifischer
Inhibitor mit Praferenz fir Cox-2 beschrieben (FLeiscHvann 2002) (Abb. 15). In der Literatur
wurden unterschiedliche ICs-Werte fir die Cox-Isoformen angegeben: Fir Cox-1 wurden
ICso- Werte zwischen 5,7 und 3,27 uM angegeben, fir Cox-2 0,25 und 2,1 uM (PAIRET1998,
Sawpy 2003). Die Anwendung von Meloxicam erfolgt in der Schmerztherapie bei
entzindlichen Erkrankungen des Bewegungsapparates wie der Osteoarthrose, der
chronischen Polyarthritis und Morbus Bechterew. In Xenotransplantat-Studien verringerte
der Inhibitor das Tumorvolumen und die Anzahl der tumorassoziierten GefaBe (Fenton
2001).

Abb. 15: Strukturformel von Meloxicam.

1.5.2.4 NS-398

NS-398 gehort zu der Gruppe der Diaryl- oder Aryl-Heteroaryl-Ether und Thioether
(Abb. 16). Der Inhibitor stammt aus der Anfangszeit der selektiven Cox-2 Inhibitoren (Futaki
1994). NS-398 wird als hochselektiver Cox-Inhibitor beschrieben mit 1Cso-Werten von 75
UM fir Cox-1 und 1,77 uM fir Cox-2, was einer < 40fachen Cox-2 Selektivitat entspricht
(BArNETT 1994). Obwohl die Substanz positive anti-inflammatorische Wirkung und gute
Vertraglichkeit zeigte, wurde sie bisher nicht in den Markt eingeftihrt.

Abb. 16: Strukturformel von NS-398.
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In in vitro und in vivo Untersuchungen bzgl. Tumor- und Anti-Angiogenesetherapie
wurden mit NS-398 viel versprechende Ergebnisse erzielt. So wurde der Inhibitor als
radiosensetizer in Cox-2 exprimierenden Tumorzellen beschrieben (AmiRaHAHARI 2003, PYo
2001). AuBerdem soll NS-398 das Zytokin-Expressionsmuster und die Proliferation von
Lungen- und Leberkarzinomzellen verdndern (Nakata 2003). Beim Karzinom des
Osophagus reduzierte die Substanz die Lebensfahigkeit der Zellen und induzierte die
Apoptose Uber Cytochrom ¢ (Li2001). Die im Tumor herrschende Hypoxie induziert infolge
der Akkumulation von HIF-1a die Expression von VEGF und VEGFR-1. Nach JONES et al.
inhibiert NS-398 diese Kaskade, indem es die VHL-Expression induziert, was zur
Degradation von HIF-1a flhrt (Jones 2002).

1.5.2.5 Lumiracoxib

Lumiracoxib, Handelsname Prexige, ist der erste und bislang einzige Vertreter der
Wirkstoffklasse hoch-selektiver Cox-2 Inhibitoren, der in Europa bisher nur in
GroBbritannien als Medikament zugelassen wurde (Abb. 17). Fir Cox-1 betragt der 1Cso-
Wert 70 uM, fiir Cox-2 0,1 uM, was einer etwa 700fachen Cox-2-Selektivitéat entspricht.
Die Substanz verfigt Uber eine hohe Verweildauer im Zielgewebe und findet aufgrund
ihrer schmerzstillenden und entzindungshemmenden Eigenschaften Anwendung in der
Schmerztherapie bei Symptomen der Osteoarthritis, rheumatischen Arthritis und
verschiedenen Tumorerkrankungen, wie z.B. des Knochens (BErensaum 2005, Fox 2004,
GEUSENS 2004, WARNER 2004).

Cl
Py F g

“a,—:rfw ~F e

Abb. 17: Strukturformel von Lumiracoxib (2-[2-(Chloro-6-fluorophenylamino)-5-methylpheyl]-essigsaure,
C15H13CIFNOy).
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2. Ziele

Die bei Tumorzellen durch Bestrahlung induzierten Mechanismen und die
Resistenzbildung sind ebenso unvollstandig verstanden wie die Wechselwirkungen
zwischen Tumorzellen und Endothelzellen nach Bestrahlung. In dieser Arbeit soll daher
die Wirkung der Bestrahlung auf Tumorzellen des Kopf-Hals Bereiches hinsichtlich des
Uberlebens, der Proliferation und der Freisetzung der in dieser Thematik relevanten
angiogenen Faktoren VEGF und FGF-2 evaluiert werden. Auch wird untersucht, ob durch
die Bestrahlung der Tumorzellen Faktoren induziert werden, die sich schitzend auf die
Tumorzellen selbst und auf Endothelzellen auswirken. SchlieBlich wird geprift, ob die
Applikation von Cox-Inhibitoren die induzierenden Effekte auf die Sezernierung
angiogener Faktoren modulieren kénnen, ob durch deren Applikation die Progression
xenotransplantierter Tumore verzdgert werden kann und welchen Einfluss diese
Substanzen auf die Migration von Endothelzellen austben. Zur Untersuchung dieser
Fragestellung wurden die folgenden Fragen bearbeitet:

o Sezernieren HNSCC-Linien VEGF und FGF-2?
o Welchen Einfluss Ubt Bestrahlung auf die Teilungsrate der Tumorzellen und
Endothelzellen aus?

o Inwieweit moduliert Bestrahlung die Expression und Freisetzung von VEGF und
FGF-2?
J Zeigen die bestrahlungsinduzierten Faktoren der Tumorzellen autokrine und

parakrine Effekte indem sie Tumorzellen und Endothelzellen vor dem
bestrahlungsinduzierten Zelltod schiitzen?

o Gibt es subtypspezifische Effekte der VEGF-vermittelten Protektion und
Proliferation?

J Welche Rolle spielen dabei die VEGF-Rezeptoren?

J Beeinflussen Cox-Inhibitoren das Uberleben und die Proliferation von

Tumorzellen?

o Zeigen Cox-Inhibitoren hinsichtlich der Bestrahlungsinduktion angiogener Faktoren
bei Tumorzellen ein modulierendes Potential?

J Verzégern Cox-Inhibitoren die Progression xenotransplantierter Tumore?

o Beeinflussen Cox-Inhibitoren die Migrationsfahigkeit von Endothelzellen?
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3. Materialien und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Biologisches Material

3.1.1.1 Tumorzelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Plattenepithelkarzinomelllinien (HNSCC-Linien,
head and neck squamous cell carcinoma) wurden aufBer der Linie A549 (nicht-
kleinzelliges Lungenadenokarzinom) aus Operationsmaterial des Kopf-Hals-Bereiches
etabliert. Die einzelnen Linien und deren Herkunft sind in Tab. 4 dargestellt.

Tumorzelllinie | Lokalitédt und Tumorart
Dept Vallecula, Primartumor
Hun Zungengrund, Prim&rtumor
Lau sinus piriformis, Metastase
A549 Lungenadenokarzinom,
nicht-kleinzellig

Tab. 4: SCC-Linien und deren Herkunft.

3.1.1.2 Endothelzellen

Humane Endothelzellen (HUVEC, human umbilical vein cells) wurden aus der
vena umbilicalis frischer Nabelschnire isoliert (Abschn. 2.2.2). Die HUVEC wurden
zwischen Passage 2 und 7 verwendet. Zur Verifizierung des Zelltyps wurde
immunhistochemisch der Endothelzellmarker CD31 nachgewiesen.
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3.1.1.3 Mause

Far die in vivo Untersuchungen wurden méannliche SCID-Mause des Stammes CB-
17 im Alter von 6 Wochen verwendet. Diese Tiere sind nicht immunkompetent und
tolerieren Xenotransplantate. Sie entstammten der Zucht des Tierstalls der Zentralen
Versuchstiereinrichtung des Hochhauses am Augustusplatz, Mainz, und wurden bei
einem circadialen Rhythmus von 12 Stunden gehalten.

3.1.2 Chemikalien

Sofern nicht anders vermerkt, wurden die verwendeten Chemikalien und
Feinchemikalien von folgenden Herstellern in pA-Qualitdt erworben: Roth (Karlsruhe),
Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Merck (Darmstadt), VWR International (Darmstadt) und
Serva Electrophoresis (Heidelberg).

3.1.3 Zellkulturmedien

Die Medien fir die Zellkultur, PBS, Antibiotika, fétales Rinderserum, Accutase,
Trypsin/EDTA sowie Endothelmedium Supplement wurden von PAA Laboratories (Colbe),
das Endothelsupplement von der Firma Promocell (Heidelberg) bezogen.

3.1.4 Wachstumsfaktoren und Antikorper fir die Zellkultur

Rekombinantes humanes VEGF;,; und VEGF¢s wurden von Biomol (Hamburg)
und rekombinantes humanes EGF von Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen. Antikérper
gegen humanes VEGF und FGF-2 wurden von der Firma R&D Systems (Wiesbaden)

erworben.
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3.1.5 Antikorper fur die Immunhistochemie

Die verwendeten Antikérper fUr die immunhistochemischen Untersuchungen der

Zellen sowie deren Verdinnungen sind in Tab. 5 dargestellt.

- Positiv- Verdiin- A Verdiin-
1. Antikérper Hersteller Kontrolle nung 2. Antikérper nung
Neuropilin-1 Santa Cruz, biotinyliert,
(monoklonal Ziege Santa Cruz, Niere 1:100 Kaninchen 1:250
anti-human) USA anti-Ziege
(r)]lgr%iﬁ)-r:al Santa Cruz, biotinyliert,
. . Santa Cruz, Niere 1:100 Ziege anti- 1:250
Kaninchen anti- .
USA Kaninchen
human)
VEGFR-2 Santa Cruz, biotinyliert,
(monoklonal Maus Santa Cruz, Niere 1:50 Ziege anti- 1: 250
anti-human) USA Maus
Pan-Cytoceratin Dako biotinyliert,
(monoklonal Maus ’ SCC 1:100 Ziege anti- 1: 250
. Hamburg
anti-human) Maus
CD 31 Dako biotinyliert,
(monoklonal Maus ’ Angiofibrom 1:100 Ziege anti- 1:250
. Hamburg
anti-human) Maus

Tab. 5: Hersteller und verwendete Verdiinnungen der Antikérper.

3.1.6 Cyclooxygenase-Inhibitoren

Flurbiprofen und NS-398 wurden von der Firma Cayman (Ann Arbor, Michigan,
USA), Acetylsalicylsaure von Sigma-Aldrich (Taufkirchen) erworben. Meloxicam und
Lumiracoxib wurden freundlicherweise von der Firma Boehringer Ingelheim (Ingelheim)

zur Verfigung gestellt.

3.1.7 Gerate

137

Bestrahlungsquelle Cs Gammacell 2000, Mglgaard Medical, Risg,

Danemark
Biofuge Fresco
CCD-1300B Digitalkamera
FACSCalibur

Heraeus, Hanau
VDS Vosskuhler, Prophysics, Nirnberg
Becton Dickinson, Heidelberg
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Fluoroskan Ascent
Gefrierschrank -20°C
Hera Freeze -80°C
Hereaus HeraCell
Hereaus HeraSafe
Kihlschrank Cooler
Mikroskope

Minizentrifuge Fisherbrand
Multiskan Ascent

Pipetten

Pipetus®

Stickstofftank

Thermomixer Comfort
Universal 16R

Vortex Top-Mix Fisherbrand
Wage Precision Advanced
Orbital Shaker

Wasserbad mit Schittler HT
Zahlkammer Neubauer

3.1.8 Software

Thermo Electron Corporation, Dreieich
Liebherr, Bulle, Schweiz

Kendro Laboratory Products, Hanau
Kendro Laboratory Products, Hanau
Kendro Laboratory Products, Hanau
Bosch, Wien, Osterreich

Leitz Orthoplan, Leitz, Wetzlar

Nikon TSM, Nikon, Disseldorf

Invertiertes  Fluoreszenzmikroskop, Eclipse
TE2000-U, Nikon, Dusseldorf

Zeiss Axiovert 200, Carl Zeiss, Oberkochen
Fisher Scientific, Schwerte

Thermo Electron Corporation, Dreieich
Eppendorf Reference, Eppendorf, Hamburg
Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt
CRYO-4000, Chart Ind., Burnsville,
Minnesota, USA

Eppendorf, Hamburg

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Fisher Scientific, Schwerte

OHAUS, GieBBen

Edmund Buhler, Hechingen

Infans AG, Bottmingen, Schweiz

Roth, Karlsruhe

Far die Auswertung der FACS-Analysen wurde die Software CellQuest Pro,

Version 4.0.2 der Firma Becton Dickinson, Heidelberg, verwendet. Die Fluoreszenz-

Photos und die Migration wurden mit der Lucia Imaging System Software, Version 4.6.2,

der Firma Nikon, Disseldorf, ausgewertet. Die Messungen mit dem Fluoroskan Ascent

und dem Multiskan Ascent wurden mit der Ascent Software, Version 2.6, der Firma

Thermo Electron Corporation, Dreieich, ausgewertet.
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3.1.9 Sonstige Materialien und Kits

AlamarBlue™

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit
Antibody Diluent with Backgrund

Reducing Components
Ciprobay

Complete™ Mini

(Protease Inhibitor Cocktail Tabletten)
DAB Substrat Chromogen Solution

D¢ Protein Assay
Immunoassay: PGE;

DuoSet ELISA-Kits: FGF-2
IL-8
VEGF

DuoSet IC ELISA-Kits: Phospho-VEGF R2
Total VEGF R2

Horseradishperoxidase-Streptavidin

Kollagenase H

Mycoplasmen-PCR Detection Kit

Protease Inhibitor Cocktail
Substrat-Lésung fur ELISA

FACS-Roéhrchen 5 ml
Gewebekulturschalen 175 cmz?
75 cm?2

25 cm?

Zellkulturschalen 2 40 mm
2 94 mm

Zellkultureinsatze 25 mm
PorengréBe @ 0,4 um

Multiwell-Zellkulturschalen
Lab-Tek Chamber Slides
Zellschaber

ReaktionsgefaBe 50 ml
15 ml

2ml

1,5 ml

0,5 ml

Serologische Pipetten (2, 5, 10, 25 ml)

BIOZOL, Eching

Oncogene, Merck, Darmstadt

DAKOCytomation, Glostrup, Ddnemark
Bayer, Leverkusen

Roche, Mannheim

DAKOCytomation, Glostrup, Danemark
Bio-Rad, Californien, USA

R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden
DAKOCytomation, Glostrup, Ddnemark
Roche Diagnostics, Mannheim
VenorGeM, Minerva Biolabs, Berlin
Sigma, Deisenhofen

Substrat Reagent Pack, R&D Systems,
Wiesbaden

Falcon Becton Dickinson, Heidelberg
Cellstar, Greiner, Frickenhausen

Nunclon Surface, Nunc, Roskilde, Ddnemark
Cellstar, Greiner, Frickenhausen

Nunc, Roskilde, Danemark
Nunc, Roskilde, Danemark
Nunc, Roskilde, Danemark
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen

Eppendorf, Hamburg

Costar Stripette, Corning Incorporated, New
York, USA
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Glaspasteurpipetten

Pipettenspitzen 0,5-20 pl
200 pl
300 pl

1000 pl

Braunile Vasofix 1,3 x 45 mm

3-Wegehahn Connecta Plus 3

Einmalspritzen 20 ml

Skalpelle Feather

96 well EIA / RIA Platten

Ketanest

Rompun

Eindeckmedium

Brand, Wertheim

G. Kisker, Steinfurt

Sarstedt, NUmbrecht

Finntip 300, Thermo Labsystems, Vantaa,
Finnland

Sarstedt, Nimbrecht

B. Braun, Melsungen

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

PFM, Kéin

Costar Corning Incorporated, New York, USA
Parke-Davis, Berlin

Bayer, Leverkusen

DAKO Glycergel, Mounting Medium, DAKO
Corporation, Carpinteria, CA, USA

3.1.10 Puffer, Lésungen und Zellkulturmedien

3.1.10.1 Puffer und Lésungen fir die Immunhistochemie

¢ 10x Tris Buffered Saline (TBS)

e 5x Tween-20

e Waschpuffer fir die Immunhistochemie

e Blockpuffer fir die Immunhistochemie

¢ Verdinnungspuffer fur den 2. Antikérper

e Farbeldsung fur Zellkerne

625 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan
1,84 M NaCl
pH 7,6

1 20 |n HQOdest_

1:10 10x TBS
1:100 5x Tween-20
pH 7,6

2,5% v/v 30%-iges H,O, in Methanol

1% w/v BSA, Fraktion V
0,1% w/v NaN3
in PBS lésen, pH 7,2

Meyer's Hamalaun 1:5 in PBS verdlnnt
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3.1.10.2 Puffer und Lésungen fur ELISA

¢ 10x Phosphate Buffered Saline (PBS) 1,5 NaCl
70 mM Na,HPO,
30 mM NaH,PO,
pH-Wert 7,2 (mit NaOH-Platzchen)

¢ 10x Waschpuffer 0,05% v/v Tween 20 in 10x PBS, pH 7,2 -7,4
e 1x Waschpuffer 10x Waschpuffer 1:10 verdinnt mit HoOgest.

e Blockpuffer 1% w/v BSA in PBS mit 0,05% w/v NaN3

e Reagent Diluent fur VEGF, FGF-2 1% w/v BSA in PBS,pH 7,2-7,4

e Reagent Diluent fur IL-8 0,1% w/v BSA

0,05% v/v Tween 20 in TBS
(20 nM Trisma Base, 150 mM NacCl)
pH 7,2 —7,4, 0,2 um sterilfiltriert

e Diluent #12 fur VEGFR-2 1% v/v NP-40
20 mM Tris (pH 8,0)
137 mM NaCl
10% v/v Glycerol
2 mM EDTA
1mM Na-Orthovanadat

¢ Diluent #14 fir VEGFR-2 20 mM Tris
137 mM NaCl
0,05% v/v Tween 20
0,1% w/v BSA
pH7,2-74

e Lysispuffer #9 fur VEGFR-2 Diluent #12
1:10 v/v Protease Inhibitor Cocktail

e Stopldésung 2 N H,SO,
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3.1.10.3 Zellkulturmedien

e DMEM-Komplettmedium

e Serumfreies DMEM

e EBM-Komplettmedium

e Serumreduziertes EBM

e Supplementreduziertes EBM

3.1.10.4 Sonstige Ldésungen und Puffer

¢ Kollagenase H

e Giemsa-L6ésung

e Gelatine

e 7x Lysispuffer

e 1x Lysispuffer

DMEM/Ham’s F12 mit L-Glutamin
5% v/iv FCS
2% v/v Penicillin / Streptomycin

DMEM/Ham’s F12 mit L-Glutamin
2% v/v Penicillin / Streptomycin

10% v/v Endothelmedium Supplement
10% v/v FCS

10 ng/ml EGF

2% v/v Penicillin / Streptomycin

10 pg/ml Ciprobay

1,5% v/v FCS
2% v/v Penicillin / Streptomycin

10% v/v FCS
2% v/v Endothelsupplement
2% v/v Penicillin / Streptomycin

0,02% w/v in RPMI-1640
1h bei 37°C geldst und 0,2 um sterilfiltriert

10% Giemsa v/v in HoOgest.

0,1% w/v in HoOgest, autoklaviert

1 Tabl. Complete™ Mini in 1,5 ml HoOgest.
6sen

7x Lysispuffer 1:7 mit PBS verdinnen
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3.2 Methoden

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Zellkulturarbeiten unter sterilen
Bedingungen durchgeflihrt. Die Kulturen wurden bei 37°C, 5% CO, und wasserdampf-
gesattigter Atmosphéare inkubiert. Im dreimonatigen Rhythmus wurden die
KulturGberstdénde der Tumorzelllinien mittels PCR auf Mycoplasmen-Kontamination hin
untersucht (Abschn. 3.2.18).

3.2.1 Kultur humaner Tumorzelllinien

Die Tumorzelllinien wurden in DMEM-Komplettmedium in 75cm?2-Zellkulturflaschen
kultiviert. Die Passagierung erfolgte bei 80%-iger Konfluenz mittels Trypsin/EDTA-Verdau.
Aliquots der Zellen wurden in DMEM-Komplettmedium supplementiert mit 10% DMSO bei
-80°C eingefroren und zur weiteren Lagerung am folgenden Tag in flissigem Stickstoff
kryokonserviert.

3.2.2 Isolierung und Kultur humaner Endothelzellen

HUVEC wurden aus der vena umbilicalis frischer Nabelschniire (max. 48 h nach
der Geburt) mittels enzymatischem Verdau des Kollagens durch Collagenase H
gewonnen. Die Nabelschnur wurde &uBerlich auf Verletzungen hin untersucht. Eine
Braunlle wurde in die Vene eingeflhrt und mittels sterilen Bindfadens fixiert. Nach
zweimaligem Spullen der Vene mit PBS wurde der 3-Wegehahn aufgesetzt und das
entgegengesetzte Ende der Nabelschnur mit sterilem Bindfaden verschlossen. Die auf
37°C vorgewarmte, 0,02%ige Kollagenase-Lésung in serumfreiem RPMI-1640 wurde Uber
den 3-Wegehahn in die Vene gefillt. Nach 10-15 min. Inkubation der Nabelschnur bei
37°C in vorgewarmtem PBS wurde die Kollagenase mittels PBS herausgespult. Der Efflux
wurde anschlieBend 10 min. bei 250 xg und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und das aus HUVEC und Erythrozyten bestehende Pellet wurde in 4 ml
Endothelkomplettmedium resuspendiert und in einer mit 120 pg Gelatine pro cm?® Flache
beschichten Kulturschale ausgeséat. Nach spatestens 24h erfolgte ein Mediumwechsel,
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wobei die nun adhdrenten HUVEC zum Entfernen der Erythrozyten 1x mit PBS
gewaschen wurden.

Aliquots der Zellen wurden in EBM-Komplettmedium, supplementiert mit 10%
DMSO, bei -80°C eingefroren und zur weiteren Lagerung am nachsten Tag in fllissigem
Stickstoff kryokonserviert. Fir die Experimente wurden HUVEC zwischen Passage 2 bis
einschlieBlich Passage 6 verwendet. Die Passagierung erfolgte bei 90%iger Konfluenz

mittels Accutaseverdau.

3.2.2.1 Gelatinebeschichtung von ZellkulturgefaBen

Die Kulturflaschen und -schalen fir die HUVEC-Kultivierung wurden mit 120 ug
Gelatine pro cm? in H,0 beschichtet. Die Schalen und Flaschen wurden 20 min. bei 37°C
inkubiert. Der Uberschuss wurde vollstandig entfernt und die Zellen in Kulturmedium

unverzuglich ausgesat, um ein Antrocknen der Gelatine zu verhindern.

3.2.3 Ermittlung der Zellzahl

Abgeléste Zellen wurden mit 0,4%iger Trypanblau-Lésung verdinnt und auf eine
Neubauer Zahlkammer aufgetragen. Das Auszdhlen der vitalen Zellen erfolgte
lichtmikroskopisch. Die Zellzahl wurde mit nachfolgender Gleichung errechnet:

Zellzahl _ Zellzahl
ml Grofiquadrat

-Verdiinnungsfaktor-10000

Gleichung 1: Gleichung zur Bestimmung der Zellzahl.

3.2.4 Methode zur Bestimmung der Bestrahlungssensitivitat

Zellen der Tumorlinie Dept sowie HUVEC wurden in einer Dichte von 5x10*
Zellen/ml im entsprechenden Komplettmeduim in @4 cm-Kulturschalen ausgesat. Am
folgenden Tag wurde 1h vor der Bestrahlung das Kulturmedium erneuert und die Zellen
wurden einmalig mit einer Dosis von jeweils 0, 2, 8, 30 bzw. 50 Gray (Gy) bestrahlt. Alle
24h wurde das Kulturmedium gesammelt, die Zellen gezahlt und anschlieBend lysiert
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(Abschn. 3.2.5). Das Experiment wurde 96h nach der Bestrahlung beendet. Die
Kulturiberstande sowie die Zelllysate wurden bis zur spateren Analyse mittels ELISA bei
—80°C gelagert.

3.2.5 Lyse von Tumorzellen zur Quantifizierung des intrazellularen FGF-2
und VEGF Gehaltes

Nach Ermittlung der Zellzahl wurden die Tumorzellen bei 1000 xg 4 min.
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 200 pl 1x Lysispuffer aufgenommen und mittels
Ultraschall-Elektrode etwa 1 min. auf Eis lysiert. Die Zelltrimmer wurden 2 min. bei 13000
xg und 4°C abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Uberstande zur weiteren Analyse
bei —80°C gelagert.

3.2.6 Methode zur Bestimmung des Einflusses von Cox-Inhibitoren auf die
bestrahlungsvermittelte VEGF und FGF-2 Induktion

Die Tumorzelllinien Dept, Hun, Lau und A549 wurden in einer Dichte von 5x10*
Zellen/ml in Komplettmedium in @4 cm-Kulturschalen ausgesat. Am folgenden Tag wurde
1h vor der Bestrahlung mit 30 Gy das mit Cox-Inhibitoren supplementierte Kulturmedium
erneuert. Die unbestrahlten Zellen, sowie die Lésungsmittelkontrollen wurden mitgefahrt.
Der Inhibitor wurde taglich erneuert. Nach 72h wurden die Kulturiberstdnde gesammelt
und die Zellen gezahlt. Bis zur Analyse mittels ELISA wurden die Kulturliberstédnde bei —
30°C aufbewahrt. Die verwendeten Inhibitoren sowie deren Konzentrationen sind in Tab.
6 gezeigt.

Inhibitor Flurbiprofen Meloxicam Lumiracoxib
Konzentration |0,04;0,4;2; 4; 200 uM |0,5; 2; 4; 6;10; 100 uM | 0,002; 0,2; 2; 20; 100 uM

Tab. 6: Konzentrationen der untersuchten Cox-Inhibitoren.
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3.2.7 Quantifizierung von IL-8, PGE2, FGF-2 und VEGF aus Zelllysaten und
Kulturiberstianden

Aus den Kulturiibersténden wurden die Konzentrationen von IL-8, VEGF und FGF-
2, und aus Zelllysaten der Gehalt an VEGF und FGF-2 mittels spezifischem DuoSet
ELISA der Firma R&D Systems (Wiesbaden) ermittelt. PGE, wurde mittels Immunoassay
desselben Herstellers aus den Kulturliberstdnden quantifiziert. Die quantifizierten Werte
wurden zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse auf die Zellzahl bezogen. Die
Durchfiihrung der Assays erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

3.2.8 Aktivierung des VEGFR-2 durch VEGF;21, VEGF65 und Bestrahlung

Far die Untersuchung des Aktivierungszustandes des VEGFR-2 wurden HUVEC
und Tumorzellen in @4 cm Kulturschalen kultiviert. HUVEC wurden bei 90%-iger
Konfluenz 24h vor Versuchsbeginn in serumreduziertem EBM kultiviert. Zellen der
Tumorlinie Dept wurden in einer Dichte von 2,5x10°ml ausgeséat und am folgenden Tag
weitere 24h vor Versuchsbeginn in serumfreiem DMEM kultiviert. Die Stimulierung der
Zellen erfolgte durch Zugabe von jeweils 20 ng/ml beider VEGF-Subtypen in das
Kulturmedium bzw. durch Bestrahlung mit einer 2 Gy-Dosis. Direkt vor der Behandlung
und nach 1, 5, 10 bzw. 30 min. wurde der Kulturiiberstand entfernt und die Zellen lysiert
(Abschn. 2.2.9). Zu jedem Zeitpunkt erfolgte die Untersuchung der unstimulierten bzw.
unbestrahlten Kontrolle.

3.29 Lyse von Zellen und Proteinbestimmung zur Quantifizierung des
VEGFR-2

Zellen der Tumorlinie Dept, sowie HUVEC, wurden zur Lyse in der Kulturschale
mit PBS gewaschen. Die Lyse erfolgte nach den Arbeitsangaben des Total-VEGFR-2
ELISAs der Firma R&D Systems (Wiesbaden). Aus den Zelllysaten wurde mittels D¢
Protein Assay der Firma Bio Rad, Kalifornien, USA, der Gesamtproteingehalt im 96-well
Format ermittelt. Als Standardprotein wurde BSA (bovines Serum Albumin) verwendet.
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3.2.10 Quantifizierung von phosphorylierten VEGFR-2

Zelllysate von HUVEC wurden im Total-VEGFR-2, sowie im Phospho-VEGFR-2
ELISA der Firma R&D Systems (Wiesbaden) im 96-well Format untersucht, wobei die
Assay-Prozedur nach den Angaben des Herstellers erfolgte. Der quantifizierte Total-
VEGFR-2 wurde auf die Proteinkonzentration der jeweiligen Probe bezogen. Zur
Ermittlung des phosphorylierten Rezeptoranteils wurden die Werte des Phospho-VEGFR-
2 zu den Werten des Total-VEGFR-2 normalisiert.

3.2.11 Generieren konditionierter Tumoriiberstinde

Zellen der Tumorlinien Dept, Hun und A549 wurden in g4 cm Kulturschalen in
einer Dichte von 50.000 Zellen/ml ausgesat und 1h vor Bestrahlung in serumreduziertem
EBM kultiviert. Die unbestrahlte Kontrolle wurde mitgefihrt. Das Kulturmedium wurde
taglich gewechselt, bzw. wurden taglich die konditionierten Kulturmedien (CM, conditioned
media) abgenommen und flr die spatere Verwendung bei -20°C gelagert. Zu jedem
Zeitpunkt wurden die Zellzahlen der bestrahlten und unbestrahlten Kulturen ermittelt.

Beim Generieren der CM fir den Koloniebildungsassay von Tumorlinien mit
eigenen CM wurden die Zellen einmalig mit einer Dosis von 30 Gy bestrahlt. Die
Kulturliberstdénde wurden bei taglichem Kulturmediumwechsel nach 72h gesammelt.

Die CM flr den Migrationsassay und den Apoptose-Assay mit HUVEC wurden aus
fraktionierter Bestrahlung der Tumorzellen generiert. Dazu wurden Zellen der HNSCC-
Linie Dept fraktioniert bis zu der kumulativen Dosis von 8 Gy bestrahlt. Vor jeder Dosis
wurden die CM gesammelt und bei —20°C gelagert. Die fraktionierte Bestrahlung erfolgte
nach dem in Tab 7 dargestellten Schema.

O0h 24h 48h 72h 96h
0 Gy 1x 1x 1x 1x -
2Gy 1x 1x 1x 1x -
Probennahme - + + + +

Tab. 7: Schema der fraktionierten Bestrahlung und Probennahme.

48



Materialien und Methoden

3.2.12 Kultivierung von Zellen fir immunhistochemische Analysen

Tumorlinien und HUVEC wurden auf in Kammern unterteilte Objekttrager
(chamber slides) ausgesdt und bis etwa 80% Konfluenz im entsprechenden
Komplettmedium kultiviert. Das Kulturmedium wurde dekantiert und der Kammeraufsatz
entfernt. Nach 10 min. Aceton-Fixierung bei -20°C wurden die Objekttrager in Alufolie
eingeschlagen und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.2.13 Immunhistochemische Analysen von Tumorzelllinien und HUVEC

Die Aceton-fixierten und getrockneten chamber slides wurden 5 min. in
Waschpuffer gestellt. Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurden die Objekttrager
20 min. in Blockierungspuffer inkubiert. AnschlieBend wurde der 1. Antikdrper in Antibody
Diluent 2h bei RT oder U.N. bei 4°C inkubiert. Die Objekitrdger wurden mit dem
biotinylierten 2. Antikérper und der Streptavidin-Peroxidase 30 min. bei RT inkubiert. Alle
Waschschritte wurden mit Waschpuffer durchgefihrt. Die Entwicklung erfolgte mit DAB
Substrat Chromogen Solution. Gegengefarbt wurden die Zellkerne mit Hamalaun-Lésung.
Als Eindeckmedium der Objekttrager wurde verflissigtes Glycerin verwendet.

Es wurde die Expression der VEGF-Rezeptoren 1 und 2, sowie Neuropilin-1
untersucht. Als Positivkontrolle dienten Schnitte gesunder Nieren, SCC und Angiofibrome.
Fir die Negativkontrolle wurden die Zellen ohne den 1. Antikérper inkubiert. HUVEC und
SCC-Linien wurden mittels Farbung von CD31 bzw. Zytokeratin charakterisiert. Alle
Farbungen wurden parallel durchgefiihrt. Die Verdinnungen der Antikérper und deren
Hersteller sind in Tab. 5 dargestellt.

3.2.14 Proliferationsassay mit VEGF-Subtypen und Bestrahlung

Beim Proliferationsassay wurde der Einfluss von radioaktiver Bestrahlung und
VEGF auf das Wachstum von Tumorzelllinien sowie HUVEC untersucht. Dazu wurden die
Subtypen VEGF,,; und VEGF¢5 direkt vor Bestrahlung mit den Intensitaten 1, 2, 4, 6 bzw.
8 Gy in einer Konzentration von 20 ng/ml zugegeben. AnschlieBend wurden die Zellen in
einer Dichte von 2,5x10* /ml ausgeséat und fiir 24h kultiviert. Unbestrahlte Zellen und
Kulturen ohne VEGF dienten als Kontrolle und wurden mitgefiihrt. Nach der
Inkubationsdauer wurden die Kulturen 3h mit 10% (v/v) AlamarBlue im Kulturmedium
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weiter kultiviert. Die Ermittlung der Proliferation erfolgte indirekt im Fluoroskan (Thermo
Electron Corporation, Dreieich) bei einer Anregungswellenlange von 538 nm und einer
Emissionswellenlange von 600 nm durch Ermittlung der relativen Fluoreszenzeinheiten
(RFU, relative fluorescent units). Das Chromogen AlamarBlue wird durch die in das
Kulturmedium sezernierten Stoffwechselprodukte der Zellen reduziert, was durch einen
Farbumschlag von blau (oxidierte Form) nach rot (reduzierte Form) indiziert wird. Im
reduzierten Zustand ist das Chromogen durch Licht der Wellenlange 538 nm anzuregen.
Die Fluoreszenz wurde im Fluoroskan Ascent der Firma Thermo Labsystems gemessen,
wobei sich die Hohe der RFU proportional zur Zelldichte verhalt. Allen Werten wurden die
Hintergrundwerte, d.h. Kulturmedium mit AlamarBlue, abgezogen. Zur Auswertung
wurden die Werte zur unbestrahlten Kontrolle ohne Inhibitor relativiert.

3.2.15 Koloniebildungsassay

Der Koloniebildungsassay wurde zur Ermittlung der Sensitivitdt der Zellen
gegenuber radioaktiver Bestrahlung in Verbindung mit VEGF-Subtypen, Cox-Inhibitoren
bzw. konditionierten Zellkulturiiberstanden durchgefuhrt. Fir diese Experimente wurden
die Tumorlinien Dept, Hun und A549 sowie HUVEC verwendet. Tumorlinien wurden in
einer Zelldichte von 250 Zellen/ml in serumreduziertem EBM Kkultiviert, bei HUVEC
wurden 1000 Zellen/ml in supplementreduziertem EBM eingesetzt.

Der Assay wurde in 25 cm®Kulturschalen durchgefiihrt. Nach 7-10 Tagen
erreichten die Kolonien eine auswertbare GréBe. Dazu wurden die Zellen in
Ethanol/Aceton-Mischung, 1:1 (v/v), fixiert und mit 10% Giemsa gefarbt. Kolonien

bestehend aus mindestens 50 Zellen wurden als solche definiert und gezahit.

3.2.15.1 Koloniebildungsassay mit VEGF-Subtypen und Bestrahlung

Die VEGF-Subtypen 121 bzw. 165 wurden direkt vor der Bestrahlung mit den
Intensitaten 0,5, 1, 2, 4, 6 bzw. 8 Gy in einer Konzentration von 5 ng/ml zu Zellen der
Linien Hun, Dept sowie HUVEC zugegeben. Unbestrahlte Zellen und Kulturen ohne
Wachstumsfaktor dienten als Kontrolle und wurden mitgefuhrt. Die Zellen wurden
unverzuglich nach der Bestrahlung ausgesat. Zur Auswertung wurden die gezéahlten

Kolonien zur unstimulierten und unbestrahlten Kontrolle relativiert.
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3.2.15.2 Koloniebildungsassay mit Cox-Inhibitoren

Fir den Koloniebildungsassay mit Cox-Inhibitoren wurden Zellen der HNSCC-
Linien Hun und Dept verwendet. Die Zellen wurden mit den in Tab. 9 angegebenen Cox-
Inhibitoren kultiviert. Als Kontrollen dienten Lésungsmittel- und Mediumkulturen
mitgefuhrt. Zur Auswertung wurden die gezahlten Kolonien auf die Kontrolle ohne
Lésungsmittel und Wirkstoff relativiert.

Inhibitor Konzentration
ASA 2mM

Flurbiprofen |0,2 mM
Meloxicam |6 uM

NS-398 10 uM
Lumiracoxib |2;20; 100 puM

Tab. 8: Konzentrationen der im Koloniebildungsassay verwendeten Cox-Inhibitoren.

3.2.15.3 Koloniebildungsassay mit konditionierten Tumoriberstanden

Zellen der Tumorlinien Hun, Dept und A549 wurden mit autologen CM kultiviert
und bestrahlt (Abschn. 3.2.11). Die konditionierten Kulturiberstdnde wurden im Verhéltnis
1:2 mit serumreduziertem EBM verdinnt. Um den Anteil des bestrahlungsinduzierten
VEGF und FGF-2 an der Koloniebildung zu untersuchen, wurden dem CM VEGF- und
FGF-2- neutralisierende Antikérper eingesetzt. Die eingesetzte Konzentration der
Antikdrper richtete sich nach dem zuvor im ELISA quantifizierten VEGF bzw. FGF-2 und
wurde 10fach hdher verwendet (z.B. bei quantifizierten 50 pg/ml VEGF im
Kulturliberstand wurden 0,5 ng/ml anti-VEGF eingesetzt). Zusétzlich wurden die Kulturen
mit 2 Gy bestrahlt. Zur Auswertung des Assays wurden die gezahlten Kolonien auf die
Anzahl der Donorzellen bezogen.

3.2.16 Migrationsassay

HUVEC wurden in mit Gelatine beschichteten, @4 cm-Kulturschalchen ausgesat
und bis zur Konfluenz in EBM-Komplettmedium kultiviert. 24h vor Beginn des Experiments

wurden die Zellen in serumreduziertem EBM weiter kultiviert. Zum Versuchsbeginn wurde
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das Kulturmedium entfernt. Der konfluente Zellrasen wurde mittels steriler 100 pl
Pipettenspitze Uber den gesamten Durchmesser durch Abschaben der Zellen verletzt,
wonach die abgeschabten Zellen durch Spilen mit PBS entfernt wurden (Stevin 2002). Die
Zellen beginnen innerhalb weniger Stunden mit der Migration in den zellfreien Bereich
hinein, was als Heilung definiert wird.

Die Weiterkultivierung der HUVEC erfolgte unter den in den folgenden Abschnitten
dargestellten Bedingungen. Direkt nach der Verletzung, d.h. zum Zeitpunkt Oh, und nach
6, 24 bzw. 48h wurde die Migration der Zellen in den zellfreien Bereich hinein mit
invertiertem Nikon Phasenkontrast-Mikroskop bei 40facher VergrdBerung bei 6 Fotos je
Kultur mittels Digitalkamera dokumentiert. Die Fotos wurden mit Hilfe der Lucia Imaging
System Software (Nikon) ausgewertet indem zu jedem Zeitpunkt der Abstand der beiden
durch die Verletzung entstandenen Zellfronten gemessen wurde.

3.2.16.1 Migrationsassay mit Cox-Inhibitoren

Die HUVEC wurden mit in den in Tab. 10 angegebenen Konzentrationen der Cox-
Inhibitoren in serumreduziertem EBM kultiviert. Als Kontrollen wurden die Lésungsmittel-

und Kulturmediumkontrollen mitgefihrt.

Inhibitor | Konzentration
Flurbiprofen |0,01; 0,2 mM
Meloxicam |2;6; 100 uM
Lumiracoxib |2;20; 100 uM

Tab. 9: Konzentrationen der im Migrationsassay verwendeten Cox-Inhibitoren.

3.2.16.2 Migrationsassay mit CM

Durch Bestrahlung konditioniertes Kulturmedium von Dept und Hun wurden 1:2 mit
serumreduziertem EBM verdinnt und direkt nach Verletzung des HUVEC-Monolayers auf
die Zellen gegeben. Der Heilungsverlauf wurde zu den Zeitpunkten Oh, d.h. direkt nach
der Verletzung, 6, 24 und 48h dokumentiert.
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3.2.16.3 Auswertung des Migrationsassays

Durch Abstandsmessung der durch die Verletzung entstandenen beiden
Zellfronten konnte der Verlauf der Heilung durch migrierende HUVEC ermittelt werden,
wobei der Frontenabstand zum Zeitpunkt Oh nach Verletzung als 100% nicht geheilt
definiert wurde. Uber den beobachteten Zeitraum wanderten die Zellen beider Fronten
aufeinander zu und verringerten so den Abstand, was als Heilung definiert wurde. Der
gemessene Abstand in um wurde auf den Abstand zum Zeitpunkt Oh nach Verletzung
bezogen und war entsprechend <100% (Gleichung 2).

o= Verletzungsbreite  Tx

- Verletzungsbreite  TO

Gleichung 2: Berechnung der Heilung von HUVEC im Migrationsassay. Abkirzungen: H: Heilung, TO:
Verletzungsbreite zum Zeitpunkt Oh, Tx: Verletzungsbreite zum Zeitpunkt 6, 24 oder 48h.

3.2.17 Methoden zur Bestimmung der Apoptose bei HUVEC nach
Bestrahlung

3.2.17.1 Das Prinzip des Apoptose Assays

Annexin V ist ein Ca®*-abhangiges, Phospholipid-bindendes Protein. Es besitzt
eine hohe Affinitdt zu Phosphatidylserin, das sich bei intakten Zellen auf der
zytoplasmatischen Seite der Zellmembran befindet. Wéhrend der Apoptoseinduktion
kommt es sehr schnell zu Veranderungen der Phospholipidorganisation. Dies hat
Translokation von Phosphatidylserin auf die AuBenseite der Membran zur Folge, wo es
mit Annexin interagieren kann. Annexin dient somit zum Nachweis fir friihe Apoptose-
typische Veradnderungen. Da nekrotische Zellen aufgrund des Verlustes der
Membranintegritat ebenfalls Annexin binden kdnnen, ist eine weitere Differenzierung der
apoptotischen von nekrotischen Zellen erforderlich. Hierflr eignen sich DNA-Farbstoffe,
wie beispielsweise Propidiumiodid, welche die permeabilisierten Membranen nekrotischer
und spat-apoptotischer Zellen passieren kénnen und die DNS binden. Die simultane
Anwendung von Annexin und Propidiumiodid erdffnet so die Mdoglichkeit der
Differenzierung apoptotischer und nekrotischer Zellen.

Apoptotische Zellen emittieren durch das FITC-Konjugat griines Licht in einer
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Wellenlange von etwa 525 nm. Mit Propidiumiodid gefarbte Zellen emittieren rotes Licht
mit einer Wellenldnge von etwa 600 nm. Die Anregungswellenlange ist mit 488 nm far
beide Chromogene gleich.

3.2.17.2 Evaluation des protektiven Potentials von CM aus bestrahlten
Tumorzellen auf den bestrahlungsinduzierten Zelltod bei HUVEC

Um die in vivo-Situation im Tumor zu simulieren, wurden HUVEC zusammen mit
Zellen der Tumorlinien Dept bzw. Hun kokultiviert. Dazu wurden HUVEC in @4 cm-
Kulturschalen kultiviert und Tumorzellen in Kulturschaleneinsatzen oberhalb der HUVEC
ausgeséat. In den Kulturschaleneinsatzen befinden sich durchldssige Membranen mit
Poren mit einem Durchmesser von 0,4 pm. Die Membran verhindert den direkten Zell-
Zell-Kontakt, allerdings ist durch die Poren der Austausch von Signalmolekilen und
Wachstumsfaktoren gewaéhrleistet. Je Zelltyp wurden im entsprechenden Komplett-
medium 5x10* Zellen/ml ausgesét, wobei HUVEC in den g4cm-Kulturschalen und die
Tumorzellen in den Kulturschaleneinsatzen kultiviert wurden. Am folgenden Tag erfolgte
Mediumwechsel mit serumreduziertem EBM, wobei die Einsatze mit den Tumorzellen in
die HUVEC enthaltenen Kulturschalten gesetzt wurden. Die Bestrahlung der Kulturen
erfolgte nach etwa 1h der Kokultur.

Um eine Bestrahlungsdosisabhangigkeit der Induktion von Faktoren und deren
protektives Potential zu evaluieren, wurden die Kokulturen mit 2, 8, 30 bzw. 50 Gy
bestrahlt. Nach 48h erfolgte die Farbung der adharenten HUVEC mit Annexin V-FITC und
Propidiumiodid, wodurch apoptotische und nekrotische Zellen markiert wurden. In diesen
Experimenten erwies sich eine 30 Gy-Dosis hinsichtlich der Protektion als effektiv.
Daraufhin wurde diese Intensitdt verwendet, um eine zeitdbhangige Induktion der
protektiven Faktoren zu untersuchen. Die Farbung der HUVEC erfolgte daher jeweils zu
den Zeitpunkten 24, 48 und 72h nach Bestrahlung. Unbestrahlte HUVEC, sowie HUVEC
ohne Kokultur dienten bei allen Experimenten als Kontrollen.

Mittels invertiertem Fluoreszenzmikroskop und Digitalkamera wurden die
markierten Zellen aufgenommen und auf die Gesamtzellzahl bezogen ausgewertet.
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3.2.17.3 Evaluierung des protektiven Potentials von CM aus fraktionierter
Bestrahlung auf den bestrahlungsinduzierten Zelltod bei HUVEC

In dieser Fragestellung sollte untersucht werden, ob die durch wiederholte
(fraktionierte) Bestrahlung mit jeweils 2 Gy von Tumorzellen freigesetzten Faktoren
HUVEC vor dem strahleninduzierten Zelltod schitzen (siehe Abschn. 3.2.11). Dieses
Vorgehen wurde gewahlt, um den in vivo verwendeten Konditionen der RT n&her zu
kommen. Neben den CM aus fraktionierter Bestrahlung wurden zusatzlich CM 72h nach
einer 30 Gy-Dosis untersucht, da diese sich in vorhergehenden Experimenten als effektiv
hinsichtlich der protektiven Eigenschaften gezeigt hatten.

HUVEC wurden in @4 cm-kulturschalen ausgeséat und bis 90% Konfluenz kultiviert.
24h vor Beginn des Experiments erfolgte ein Mediumwechsel mit serumreduziertem EBM.
Die HUVEC wurden mit den in serumreduziertem EBM verdiinnten CM (1:2 v/v) der
Tumorzellen mit 2 Gy bestrahlt und weiter kultiviert. 7h nach der Exposition wurden die
HUVEC mittels Trypsin/EDTA-Verdau aus den Kulturschalen gelést und in den
nachfolgenden Apoptose Assay eingesetzt. Das Praparieren und Farben der HUVEC fir
den Apoptose Assay erfolgte nach dem Protokoll fir ,RAPID Annexin V Binding“ des
Apoptose Detection Kit. Die durchflusszytometrische Analyse der Zellen erfolgte direkt im
Anschluss.

3.2.17.4 Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence activated cell sorter)
basiert auf der Messung unterschiedlicher Eigenschaften der Zellen, die in einem
FlUssigkeitsstrom einen Laserstrahl passieren. Aufgrund zellbiologischer Parameter wie
GroBe und Granularitéat streut jede Zelle das Laserlicht. Dartber hinaus kénnen
Zelloberflachen-Antigene durch Markierung mit Fluorochrom-konjugierten Antikérpern
oder anderen Verbindungen nachgewiesen werden, die durch Laserlicht angeregt
werden. Bei der DurchfluBzytometrie werden folgende optische Parameter gleichzeitig
gemessen:

e Vorwartsstreulicht (FSC, forward scatter)

Ein Teil des Lichtes wird relativ zur Achse der Einstrahlung gestreut. Die Streuung

des Lichtes verhalt sich proportional zur ZellgréBe.
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e Seitwartsstreulicht (SSC, sideward scatter)
Diese Bezeichnung bezeichnet das im rechten Winkel zum einfallenden Strahl
gestreute Licht. Die Intensitat dieses Lichtes ist von der zellularen Granularitat
abhangig, d.h. eine héhere Granularitat entspricht stéarkerem Seitwértsstreulicht.

e Fluoreszenz
Durch das Laserlicht angeregte Fluoreszenzen werden detektiert und erlauben
eine synchrone Analyse von bis zu drei verschiedenen Zelloberflachenmerkmalen.

3.2.18 Transplantation von Tumorzellen und Therapierung der Mause

Die SCID-Mause wurden mit jeweils 10’ Zellen der Tumorlinie Dept in 200 pl PBS
in den Oberschenkel des rechten Hinterbeins mittels Spritze transplantiert und zur
spateren Unterscheidung an den Ohren markiert. Die Volumina der Transplantate wurden
taglich gemessen. Erreichten die Tumore einen Durchmesser von etwa 13 mm, was
einem Volumen von etwa 1,3 cm® entsprach, wurden die Mause in Gruppen bestehend
aus jeweils vier Tieren unterteilt. Die Tiere der beiden bestrahlten Gruppen wurden mit je
250 pl Rompun und Ketamin/HCI, im Verhéltnis 1:1,6 gemischt, anasthesiert. Die
Bestrahlung erfolgte einmalig mit 60 Gy. Die tagliche intraperitoneale Applikation des Cox-
Inhibitors NS-398 begann ab dem folgenden Tag fir insgesamt 10 Tage bei jeweils vier
bestrahlten und unbestrahlten Mausen. Die Substanz wurde in DMSO gelést und in der
Konzentration von 38 mg/kg Maus in einem Volumen von 200 pl in DMSO/PBS, 1:4
verdlnnt, verabreicht. Vier unbehandelte Tiere wurden als Kontrollgruppe behandelt. Die
Mauspopulation wurde 13 Tage nach Bestrahlung terminiert.

3.2.19 Untersuchung der Tumorzelllinien auf Mycoplasmen-Kontamination

In regelmaBigen Abstanden wurden die Kulturiberstdnde der Tumorzelllinien auf
Mycoplasmen-Kontamination mittels Mycoplasmen-polymerase chain reaction (PCR)
untersucht. Dazu wurden die Linien zuvor fir eine Woche in anibiotikafreiem

Komplettmedium kultiviert.
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3.2.20 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Falls nicht anders angegeben, wurden die Daten als Mittelwerte (MW) +/-
Standardabweichng (SD, standard deviation) angegeben.

Bei der Ermittlung der Strahlensensitivitat von Tumorzellen Gber den Zeitraum von
96h und der Wirkung der Bestrahlung auf die Sezernierung der angiogenen Faktoren
VEGF und FGF-2 wurde ein allgemeines lineares Modell unter Berlcksichtigung der
Abhéangigkeit von Zeit und Bestrahlungsdosis angewendet. P-Werte <0,05 wurden zum
Niveau 5% als signifikant gewertet.

Beim Koloniebildungsassay mit rekombinanten VEGF-Subtypen wurden die %-
Uberlebenden gegen die applizierte Bestrahlungsdosis aufgetragen. Die fiir die Subtypen
erhaltenen Kurven wurden mittels Quadratwurzel linearisiert und mittels xy-Test auf
Signifikanzen hin analysiert. P-Werte <0,05 wurden zum Niveau 5% als signifikant
erachtet.

Beim Proliferationsassay mit VEGF-Subtypen wurde die prozentuale Proliferation
gegen die applizierte Bestrahlungsdosis aufgetragen. Die fUr die Subtypen erhaltenen
Kurven wurden mittels xy-Tests auf Signifikanzen hin analysiert. P-Werte <0,05 wurden
zum Niveau 5% als signifikant gewertet.

Zur Berechnung der Signifikanzen der Folgenden Experimente wurde der
unpaired, one-sample t-test, two-tailed angewendet:

e Untersuchung der Wirkung fraktionierter Bestrahlung auf die Sezernierung von

VEGF und FGF-2 auf Tumorzellen

e Ermittlung der Aktivierbarkeit des VEGFR-2 durch die VEGF-Subtypen bei HUVEC
e Koloniebildungsassay und Proliferationsassay mit Cox-Inhibitoren
e Migrationsassay mit Cox-Inhibitoren, wobei die 25%-ige, 50%-ige, und die 75%-ige
Heilung nach Inhibitorinkubation jeweils auf die Kontrolle bezogen wurde.
Bei allen Tests wurden p-Werte <0,05 zum Niveau 5% als Signifikant erachtet.
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4. Ergebnisse

Ziel der Studien war, die Mechanismen der Radioresistenzbildung bei Tumorzellen
zu beleuchten. Hierzu wurden folgende Untersuchungen durchgefihrt:

Zur Erforschung der Wirkungen radioaktiver Bestrahlung auf die am Tumor
beteiligten Zelltypen, wurden mit den in unserem Labor etablierten Tumorzelllinien und
frisch isolierten primaren Endothelzellen Bestrahlungsexperimente durchgefihrt. In
Kulturiberstdnden und Zelllysaten wurde untersucht, ob die Synthese und Freisetzung
von VEGF und FGF-2, den beiden wichtigsten angiogenen Wachstumsfaktoren, durch
Bestrahlung veréndert wird. Auch wurde untersucht, ob sich das Uberleben, die
Proliferation und das Migrationsverhalten der Zellen infolge der Bestrahlung veranderten,
und ob diese Reaktionen durch VEGF und FGF-2 moduliert werden. SchlieBlich
untersuchte ich noch die Wirkungen von rekombinantem VEGF auf die Strahlenresistenz
und von Cox-Inhibitoren auf die Freisetzung angiogener Faktoren nach Bestrahlung.

4.1 Synthese und Sezernierung von VEGF und FGF-2 bei
Tumorzelllinien

In den ersten Experimenten zur Bearbeitung der Fragestellung wurde das
Zytokinexpressionsmuster der HNSCC-Linie Dept untersucht. In den Kulturliberstanden
und Zelllysaten wurden die beiden wichtigsten proangiogenen Faktoren VEGF und FGF-2
quantifiziert. Dazu wurden die Zellen Uber einen Zeitraum von 96h kultiviert (Abschn.
3.2.4). Alle 24h wurden Zellen und Kulturiberstdénde geerntet, die Faktoren im ELISA
quantifiziert und die Werte besseren Vergleichbarkeit zur Zellzahl normalisiert. In Abb.
18A ist das sezernierte und intrazellular detektierte VEGF dargestellt. Das
Sezernierungslevel von VEGF blieb Uber den beobachteten Zeitraum gleichméaBig bei
etwa 150 pg/10° Zellen, wohingegen der intrazelluldre VEGF-Gehalt zu jedem Zeitpunkt
mit <10 pg/10° Zellen kaum nachweisbar war. FGF-2 wurde mit etwa 20 pg/10° Zellen nur
sehr schwach in den Kulturiberstand abgegeben (Abb. 18B), wohingegen der intrazellulare
FGF-2 Gehalt mit 722 pg/10° Zellen deutlich hdher lag. Uber den Zeitraum hinweg sank
das intrazellulér detektierte FGF-2 kontinuierlich auf etwa 450 pg/10° Zellen ab.
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Abb. 18: Sezerniertes und intrazellular detektiertes VEGF (A) und FGF-2 (B) von Dept. Alle 24h bis
insgesamt 96h nach Adhédrenz wurde der Zellkulturiberstand gesammelt, die Zellen wurden gezahlt und
lysiert. Im ELISA wurde VEGF bzw. FGF-2 aus den Kulturliberstdnden und den Zelllysaten quantifiziert und

zur Zellzahl normalisiert. Dargestellt ist der Mittelwert +/- SD von vier unabhangig voneinander durchgefihrten
Experimenten.

4.2 Die Wirkungen radioaktiver Strahlung auf Tumorzellen und
HUVEC

Radioaktive Bestrahlung stellt einen wesentlichen Bestandteil der Tumortherapie
im Kopf-Hals-Bereich dar. Die Wirkmechanismen dieser Behandlung sind weitgehend
unklar und Gegenstand der aktuellen Forschung. Um die Radioresistenzbildung in vitro zu
untersuchen, wurden die Effekte der Bestrahlung auf die Zellteilungsrate und die
Freisetzung von VEGF und FGF-2 bei Tumorzellen und HUVEC evaluiert.

4.2.1 Die Wirkung radioaktiver Strahlung auf die Zellzahl

In den ersten Experimenten dazu wurde der Einfluss der Bestrahlung auf die
Zellteilung der HNSCC-Linie Dept und von HUVEC untersucht. Dazu wurden die Zellen
mit den Intensitdten 2, 8, 30 und 50 Gy bestrahlt (Abschn. 3.2.4). Die unbestrahlte
Kontrolle wurde zu jedem Zeitpunkt mitgefihrt. Alle 24h bis insgesamt 96h nach

Bestrahlung wurden die Zellen gezahlt, um die Effekte der Behandlung auf die Zellteilung
zu untersuchen.
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Abb. 19 zeigt das zeit- und bestrahlungsabhangige Zunahme von Dept-Zellen. In
der unbestrahlten Kontrolle war zunachst bis 72h eine gleichmaBige Verdopplungszeit
von etwa 24h zu beobachten, was einem exponentiellen Wachstum entspricht. Die nach
96h dementsprechend zu erwartende Zellzahl von etwa 1,6 x 10° wurde nicht erreicht. Ab
diesem Zeitpunkt deutete sich aufgrund begrenzter Umweltkapazitat ein sigmoidaler
Verlauf des Zellwachstums an (nach Verhulst-Pearl). Wirde das Wachstums weiter
verfolgt werden, wirde sich das gehemmte Wachstum fortfihren und schlieBlich in der
Stagnation enden.

Bereits eine 2 Gy Dosis reduzierte das exponentielle Wachstum der Zellen
deutlich. Nach 72h verzégerte sich die Verdopplungszeit um 12h und nach 96h wurden
gleich viele Zellen gezahlt wie in der Kontrolle nach 72h. Verglichen mit der Kontrolle
entspricht dies einer zeitlichen Verzégerung von 24h. Eine 8 Gy Dosis flhrte zur
Stagnation der Zellzahl; es wurde weder eine Zu- noch eine Abnahme beobachtet. Die
Bestrahlung mit 30 bzw. 50 Gy verursachte ein massives Zellsterben, so dass nach 96h
nur noch etwa 20% der eingesetzten Zellen lebten. Demnach waren deutliche
intensitatsabhangige Effekte bei dem Wachstum der Tumorzellen zu verzeichnen.
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Abb. 19: Bestrahlung verzégert das Wachstum der SCC-Linie Dept. Die Zellen wurden einmalig mit 2, 8,
30 und 50 Gy bestrahlt und bis 96h nach Bestrahlung kultiviert, wobei die Zellen alle 24h gezahlt wurden. Als
Kontrolle dienten unbestrahlte Kulturen. Dargestellt ist der Mittelwert +/- SD von vier unabhangig voneinander
durchgefuhrten Experimenten.
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HUVEC erwiesen sich als sehr strahlenempfindlich. Die Zellen der unbestrahlten
Kontrolle zeigten noch eine kontinuierliche Zunahme der Zellzahl Uber den gesamten
Zeitraum (Abb. 20). Allerdings lieBen diese Zellen kein exponentielles Wachstum erkennen.
Eine 2 Gy-Dosis verursachte eine Stagnation der Zellzahl und die hdéheren
Bestrahlungsintensitaten fihrten zum Ruckgang der Anzahl der vitalen Zellen.
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Abb. 20: Bestrahlung verzégert das Wachstum von HUVEC. Die Zellen wurden einmalig mit 2, 8, 30 und
50 Gy bestrahlt und bis 96h nach Bestrahlung kultiviert, wobei die Zellen alle 24h gezahlt wurden. Als
Kontrolle dienten unbestrahlte Kulturen. Dargestellt ist der Mittelwert +/- SD von zwei unabh&ngig voneinander
durchgefihrten Experimenten.

4.2.2 VEGF und FGF-2 werden durch Bestrahlung induziert

In Abschn. 4.1 und 4.2.1 stellte ich die basal in den Kulturliberstand sezernierten
und intrazellular detektierten Konzentrationen von VEGF- und FGF-2 der HNSCC-Linie
Dept und die Wirkung der Bestrahlung auf das Zellwachstum dar. Nun wurde untersucht,
ob das basale VEGF- und FGF-2-Expressionsmuster durch Bestrahlung beeinflusst wird.
Dazu wurden Zellen der Linie Dept und HUVEC mit 2, 8, 30 bzw. 50 Gy bestrahlt und
Uber einen Zeitraum von insgesamt 96h nach Bestrahlung untersucht. Die unbestrahlte
Kontrolle wurde zu jedem Zeitpunkt mitgefuhrt. Alle 24h wurden die Kulturiberstande
getauscht, die Zellen wurden gez&hlt und anschlieBend lysiert (Abschn. 3.2.4 und 3.2.5).
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Mittels ELISA wurden die Faktoren aus den Kulturlberstdnden und den Zelllysaten
quantifiziert. Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden diese Daten zur
Zellzahl normalisiert (Abschn. 3.2.7).

Abb. 21A und B zeigen den Einfluss der Bestrahlung auf das sezernierte und
intrazelluldar detektierte VEGF bei Dept. Bestrahlung von Tumorzellen bewirkte einen
signifikanten intensitats- und zeitabh&ngig Anstieg von sezerniertem und intrazellularem
VEGF (Abb. 21A, p=0,001). Bereits eine 2 Gy-Dosis verursachte im Vergleich zur Kontrolle
eine erhdhte Freisetzung von VEGF Uber den gesamten Beobachtungszeitraum hinweg
(180 vs. 145 pg/10° Zellen). Bestrahlung mit 8 Gy resultierte in erhéhter und im Verlauf
des Experiments weiter ansteigender Ausschittung dieses Faktors. Nach einer 30 bzw.
50 Gy Dosis war eine massive Zunahme des freigesetzten VEGF zu verzeichnen. Die
maximale VEGF-Menge wurde 96h nach einer 30 Gy-Dosis mit 1200 pg/10° Zellen
detektiert.

Die niedrigen intrazellularen basalen VEGF-Level wurden durch eine 2 Gy Dosis
nicht erhéht, wobei mit den héheren Intensitaten ein signifikanter Anstieg des detektierten
VEGF zu beobachten war (p=0,002) (Abb. 21B). Intrazellular wurde die maximale VEGF-
Menge 96h nach einer 30 Gy-Dosis mit 90 pg/10° Zellen gemessen.
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Abb. 21: Bestrahlung steigert die Sezernierung (A) und das intrazellulare Vorkommen (B) von VEGF
bei der HNSCC-Linie Dept. Die Zellen wurden mit ansteigenden Dosen von 0 bis 50 Gy bestrahlt. VEGF
wurde 24 bis 96h nach Bestrahlung in den Kulturliberstdnden und den Zelllysaten mittels ELISA quantifiziert
und auf 10° Uberlebende Zellen normalisiert. Dargestellt ist der Mittelwert +/- SD von vier unabhangig
voneinander durchgefiihrten Experimenten (A p=0,001, B p=0,002).

Der niedrige basale FGF-2 Level im Kulturberstand wurde durch eine 2 Gy Dosis
kaum verandert (Abb. 22A). Erst die hdheren Intensitaten bewirkten Uber den beobachteten
Zeitrahmen eine signifikant verstarkte Freisetzung dieses Faktors (p<0,005). Die
maximale FGF-2 Konzentration mit 3300 pg/105 Zellen wurde, wie bei VEGF, 96 h nach
einer 30 Gy-Dosis detektiert.

Die intrazellularen FGF-2 Level wurden durch Bestrahlung ebenfalls mit p=0,001
signifikant erhéht (Abb. 22B). So verursachte eine 2 Gy Dosis einen Anstieg von insgesamt
200 pg/10° Zellen. Auch hier wurde der Maximalwert 96h nach einer 30 Gy Dosis mit 6700
pg/10° Zellen gefunden.
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Abb. 22: Bestrahlung steigert die Sezernierung (A) und das intrazellulare Vorkommen (B) von FGF-2
bei der HNSCC-Linie Dept. Die Zellen wurden mit ansteigenden Dosen von 0 bis 50 Gy bestrahlt. FGF-2
wurde 24 bis 96h nach Bestrahlung in den Kulturliberstdnden und den Zelllysaten mittels ELISA quantifiziert
und auf 10° Uberlebende Zellen normalisiert. Jeder Wert reprasentiert den Mittelwert +/- SD von vier
unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten (A p=0,005, B p=0.001).

Bestrahlung wirkte sich auf das Expressionsverhalten von FGF-2 bei Dept stark
induzierend aus. Da im Kulturiberstand unbestrahlter Zellen jedoch nur sehr geringe
Mengen des Faktors detektiert wurden, obwohl intrazellular deutlich gréBere Mengen
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gefunden wurden, scheint Bestrahlung auch die FGF-2 Freisetzung zu stimulieren.

HUVEC wurden den gleichen experimentellen Bedingungen unterworfen wie bei
der zuvor beschriebenen Tumorzelllinie (Abschn. 3.2.4). Es wurden weder im
KulturGberstand noch im Zelllysat zu keinem Zeitpunkt und unabhangig von der
Bestrahlungsintensitat VEGF- bzw. FGF-2- Protein detektiert.

4.2.3 Fraktionierte Bestrahlung induziert VEGF und FGF-2 bei Tumorzellen

Kopf-Hals Tumoren werden in der klinischen Bestrahlungstherapie fraktioniert
bestrahlt, d.h. die Gesamtdosis von 50 bis 70 Gy wird haufig in 2 Gy Einzeldosen
appliziert. Um die Effekte dieser Fraktionierung auf Tumorzellen in vitro zu untersuchen,
wurden Zellen der HNSCC-Linie Dept an vier aufeinander folgenden Tagen mit 2 Gy
bestrahlt, was kumulativen Gesamtdosen von 2, 4, 6 bzw. 8 Gy entspricht (Abschn.
3.2.11). Die Kulturiberstdnde wurden an Tag 1, 2, 3 und 4 nach der ersten Dosis
genommen und die Zellen gezahlt. Im ELISA wurde VEGF und FGF-2 quantifiziert und
zur besseren Vergleichbarkeit der Werte zur Zellzahl normalisiert. Es wurden zu jedem
Zeitpunkt unbestrahlte Kontrollen mitgefahrt.

Abb. 23A und B zeigen das sezernierte VEGF (A) bzw. FGF-2 (B) nach
fraktionierter Bestrahlung. Bereits nach der zweiten 2 Gy-Dosis war eine leichte Induktion
von VEGF im Kulturiiberstand zu beobachten (137 vs. 107 pg/10° Zellen), was sich durch
die weiteren Bestrahlungen signifikant fortsetzte (Abb. 23A, *p<0,05). Die stéarkste Induktion
war mit 339 vs. 155 pg/10° Zellen nach der vierten 2 Gy-Dosis zu verzeichnen.

Der Verlauf der FGF-2 Freisetzung war dem von VEGF &hnlich (Abb. 23B). In der
unbestrahlten Kontrolle waren die FGF-2 Level zu jedem Zeitpunkt der Probennahme mit
<20 pg/10° Zellen sehr niedrig. Fiir die Abnahme der freigesetzten FGF-2 Menge an den
folgenden Tagen der unbestrahlten Kontrolle habe ich keine Erklarung. Ein
bestrahlungsvermittelter Effekt wurde bei diesem Faktor erst nach der vierten Dosis
deutlich, wobei das sezernierte FGF-2 im Vergleich zur Kontrolle des gleichen Zeitpunktes
signifikant induziert wurde (Abb. 23B, *p=0,05). Die FGF-2 Freisetzung wurde durch
fraktionierte Bestrahlung ebenfalls induziert, allerdings im Vergleich zur VEGF-Induktion

zeitlich verzégert.
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Abb. 23: Fraktionierte Bestrahlung von Dept erhéht die Sekretion von VEGF (A) und FGF-2 (B). Die
Zellen wurden Uber einen Zeitraum von vier Tagen nach jedem Kulturmediumwechsel mit 2 Gy / Ta%
bestrahlt. VEGF und FGF-2 wurde in den Kulturiberstdnden mittels ELISA quantifiziert und auf 10
Uberlebende Zellen normalisiert. Jeder Wert reprasentiert den Mittelwert mit +/- SD von drei unabhéngig
voneinander durchgefiihrten Experimenten (*p</=0,05).

4.3 Wirkungen konditionierter Kulturtiberstande auf HUVEC und
Tumorzellen

4.3.1 Konditionierte Kulturiiberstinde erhohen das Uberleben von
Tumorzellen

Um die Entstehung von Strahlenresistenzen im Tumor naher zu beleuchten, wurde
untersucht, welchen Einfluss die induzierten Faktoren VEGF und FGF-2 auf den
strahleninduzierten Zelltod in vitro ausiben. Die Experimente dazu verliefen in zwei
Stufen (Abschn. 3.2.11 und 3.2.15.3):

o In der ersten Stufe wurden die konditionierten Kulturiiberstande (CM, conditioned
media) generiert. Dazu wurden die Tumorlinien Dept, Hun und A549 einmalig mit
30 Gy bestrahlt. 72h nach taglichem Kulturmediumwechsel wurden die

KulturGiberstdnde gesammelt und die Zellen gezahit.

J In der zweiten Stufe wurden diese Linien mit ihren eigenen CM im
Koloniebildungsassay kultiviert. Um eine mdogliche Bestrahlungsinduktion
zytoprotektiv wirkender Faktoren zu evaluieren, wurden die Kulturen mit 2 Gy
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bestrahlt. Durch die Neutralisation von VEGF und FGF-2 in den CM sollte die

Beteiligung dieser Faktoren an der Protektion ermittelt werden.

Nach 7 bis 9 Tagen erreichten die Kolonien eine auswertbare GréBe. Zur besseren
Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden die gezahlten Kolonien auf 10° Donorzellen der
CM normalisiert.

Die Kultivierung mit CM unbestrahlter Zellen resultierte in 30 bis 50 Uberlebende
Kolonien (Abb. 24A). Durch die Verwendung von CM bestrahlter Zellen wurde die
Koloniebildung signifikant um etwa das 10fache erhéht (Abb. 24B, *p<0,0005, “p=0,005).
Die zuséatzliche Bestrahlung dieser Kulturen mit 2 Gy resultierte in einer deutlichen
Reduktion der Uberlebenden, allerdings betrug hier die Koloniebildung immer noch das
5fache im Vergleich zu den Kulturen mit unbestrahlten CM (Abb. 24C, *p<0,0005, °p<0,05).

Dieser Befund deutet auf die Sezernierung protektiver Faktoren hin.
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Abb. 24: Durch Bestrahlung konditioniertes Kulturmedium erhéht das Uberleben der Tumorzelllinen
Dept, Hun und A549. 7 bis 9 Tage nach Kultivierung im CM (A, B) und Bestrahlung mit 2 Gy (C) wurde das
Uberleben ermittelt. Die Antikérper gegen VEGF (1) und FGF-2 (2) wurden einzeln oder kombiniert direkt vor
der Bestrahlung zugegeben. Das Uberleben der Zellen wurde durch CM bestrahlter Zellen erhéht (vgl. A mit
B); zuséatzlich wurden die Zellen vor dem bestrahlungsinduzierten Zelltod durch CM geschitzt (vgl. A mit C).
Dargestellt ist der Mittelwert mit +/- SD von drei unabhangig voneinander durchgeflihrten Experimenten

(*p<0,0005, Ap=0,005, p<0,05).
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4.3.2 Tumorzellen zeigen erhdhte Strahlenresistenz durch die
bestrahlungsinduzierte Freisetzung von VEGF und FGF-2

Um zu untersuchen, ob VEGF und FGF-2 durch Bestrahlung induziert wurden und
an der Protektion beteiligt sind, wurden dem CM im Koloniebildungsassay
neutralisierende  Antikdérper gegen VEGF und FGF-2 zugegeben. Die
Koloniebildungsfahigkeit der Zellen mit unbestrahltem CM wurde durch keinen der
untersuchten Antikérper beeinflusst (Abb. 24A). Bei den 30 Gy-CM-Kulturen konnte ein
leichter Riickgang der Uberlebenden mit jeweils einem der beiden Antikérper um etwa
10% festgestellt werden (Abb. 24B). Durch die Kombination beider Antikérper wurden die
Uberlebenden um weitere 10% reduziert.

Die zuséatzliche Bestrahlung mit 2 Gy resultierte in einer um 50% reduzierten
Koloniebildung. Neutralisierende Antikérper gegen VEGF bzw. FGF-2 reduzierten diesen
Befund um jeweils weitere 20% (Abb. 24C). Die Ausnahme bildete die Linie A549, bei der
durch den FGF-2 Antikérper keine weitere Reduktion der Koloniebildungsfahigkeit
beobachtet wurde. Diese Linie zeigte sich allerdings auch negativ im Hinblick auf
Sezernierung dieses Faktors in den Kulturiiberstand. Diese Beobachtungen waren, wenn
auch nicht signifikant, so doch deutlich genug, um einen VEGF- und FGF-2-vermittelten

Anteil am Uberleben der Zellen zu vermuten.

4.3.3 Tumorzellen protegieren HUVEC vor dem bestrahlungsinduzierten
Zelltod

Um die Bildung und Mechanismen von Resistenzen im Tumor naher zu
beleuchten, wurden die Wirkungen von Tumorzellen auf Endothelzellen untersucht. Es
sollte festgestellt werden, welche Auswirkungen die bei Tumorzellen bestrahlungs-
induzierten Faktoren auf das Uberleben bestrahlter HUVEC haben. Dazu wurden beide
Zelltypen im Kokulturmodell bzw. HUVEC mit CM bestrahlter Tumorzellen kultiviert und
mit verschiedenen Intensitdten bestrahlt. Um apoptotische und nekrotische Zellen zu
erfassen, wurden die HUVEC im Apoptose Assay mit Annexin V-FITC-Konjugat und
Propidiumiodid behandelt. Die Auswertung erfolgte fluoreszenzmikroskopisch bzw.
durchflusszytometrisch (Abschn. 3.2.17).

Um eine Wirkung der durch Tumorzellen sezernierten Faktoren nicht zu
Uberdecken, wurde mit kleinstmdglichen Serumkonzentrationen im Kulturmedium
gearbeitet. Dies fuhrte vermutlich zu der relativ hohen Apoptoserate bei unbestrahlten
HUVEC von etwa 38% (Abb. 25). Eine 2 bzw. 8 Gy-Dosis erhdhte die Anzahl der
apoptotischen Zellen nur unwesentlich, wohingegen erwartungsgemaR eine 30 bzw. 50
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Gy Dosis die Apoptosen um 65 bzw. 54% steigerte. Die Kokultur mit Tumorzellen
reduzierte die Apoptoseraten von HUVEC in der unbestrahlten Kokultur um 45%. Nach
zusatzlicher Bestrahlung der Zellen wurden jeweils im Vergleich zu den HUVEC-Kulturen
allein eine um 65 - 85% reduzierte Apoptoserate festgestellt, was auf die Induktion
protektiver Faktoren bei Tumorzellen infolge der Bestrahlung hinweisen kdnnte. Diese
Daten weisen jedoch aufgrund der geringen Fallzahl keine statistische Signifikanz auf.
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Abb. 25: Die Kokultur von HUVEC mit Tumorzellen reduziert dosisabhédngig den strahleninduzierten
Zelltod. HUVEC wurden allein bzw. mit der SCC-Linie Dept kokultiviert und neben der unbestrahlten Kontrolle
mit 2, 8, 30 und 50 Gy bestrahlt. Nach 48h wurden die HUVEC im Apoptose Assay mit Annexin V-FITC und
Propidiumiodid markiert. Dargestellt ist der gemittelte Anteil von 7 Ausschnitten apoptotischer Zellen an der
Gesamtzellzahl pro Gesichtsfeld eines Experimentes.

Nach der 30 Gy-Dosis wurden mit Uber 80% die starksten protektiven Effekte bei
HUVEC durch die Kokultur mit Tumorzellen beobachtet. Um einen zeitabhangigen Verlauf
der Bestrahlungsinduktion protektiv wirksamer Substanzen zu untersuchen, wurde der
Apoptose Assay daher nach einer 30 Gy Dosis alle 24, 48 und 72h nach Bestrahlung
durchgeflhrt (Abb. 26). Unbestrahlte HUVEC zeigten Uber den gesamten Zeitraum hinweg
einen kontinuierlichen Anstieg apoptotischer Zellen, was vermutlich durch den niedrigen
Serumgehalt im Kulturmedium zu erklaren ist. Infolge der Bestrahlung erhéhte sich die
Sterberate bei HUVEC etwa um das 4fache nach 24 und 48h im Vergleich zur
unbestrahlten Kontrolle. Nach 72h waren nur noch etwa 35% der Zellen vital. Durch die
Kokultur der HUVEC mit der HNSCC-Linie Hun blieb die Sterberate bei den unbestrahlten
Kulturen Uber die gesamten 72h etwa konstant bei 5%. Nach Bestrahlung stieg auch in
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der Kokultur die Apoptoserate der HUVEC an. Allerdings blieb diese zu jedem Zeitpunkt
etwa auf dem halben Level der bestrahlten HUVEC-Kontrolle. Dieser Befund deutet auf
eine zeitabhangige Induktion protektiver Faktoren seitens der kokultivierten Tumorzellen
hin, weisen allerdings aufgrund der geringen Fallzahl keine statistische Signifikanz auf.

70%

60% |_

50% -

40% O24h
W48h
30% O72h

Anteil Apoptosen an
der Gesamtzellzahl

20%

10% - l
0% -
0Gy 30Gy Cokultur Cokultur
0Gy 30Gy

Abb. 26: Die Kokultur von HUVEC mit Tumorzellen reduzierte zeitabhédngig den strahleninduzierten
Zelltod. HUVEC wurden allein bzw. mit der SCC-Linie Hun kokultiviert und mit 0 und 30 Gy bestrahlt. Nach
24, 48 und 72h wurden die HUVEC mit Annexin V-FITC und Propidiumiodid markiert und mittels
Immunfluoreszenzmikroskop dokumentiert. Dargestellt ist der gemittelte Anteil der apoptotischen Zellen an
der Gesamtzellzahl je Gesichtsfeld von zwei unabh&ngig voneinander durchgefiihrten Experimenten.

AnschlieBend wurde untersucht, ob auch CM von Tumorzellen aus fraktionierter
Bestrahlung HUVEC vor dem strahleninduzierten Zelltod schiitzen. Da sich CM 72h nach
einer 30 Gy-Bestrahlung im Apoptose Assay in vorherigen Experimenten als protektiv
erwiesen, wurden diese Kulturen als Vergleich mitgefihrt. HUVEC wurden mit CM von
Dept kultiviert und direkt im Anschluss mit einer 2 Gy-Dosis bestrahlt. Nach weiteren 7h
Inkubation erfolgte die durchflusszytometrische Analyse. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurden die Werte auf die unbestrahlte und unbehandelte Kontrolle bezogen.

Die 0 Gy-CM verursachten verglichen mit der Kontrolle eine Reduktion der
Apoptoserate um etwa 30% (Abb. 27A), was durch eine 2 Gy-Dosis nicht erhdht wurde (Abb.
27B). Mit den CM der fraktionierten Bestrahlung war die Apoptoserate etwa wie bei der
Kontrolle, d.h. es war kein CM-vermittelter Rlickgang zu verzeichnen wie bei den Kulturen
mit 0Gy-CM (Abb. 27C). Eine zusétzliche 2 Gy-Dosis bewirkte einen tendenziellen, jedoch
nicht signifikanten, Rickgang der Apoptosen bei HUVEC, wobei sich die CM aus 3x2Gy
und 4x2Gy Kulturen als effektiver zeigten (Abb. 27D). Die 30 Gy-CM verursachten
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verglichen mit der Kontrolle einen Rickgang der Apoptoserate um mehr als 40%, worauf
sich eine 2 Gy-Dosis nicht zuséatzlich erhéhend auswirkte (Abb. 27E). Diese
Beobachtungen lassen die Vermutung zu, dass CM von Tumorzellen HUVEC vor dem
bestrahlungsinduzierten Zelltod schitzen.
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Abb. 27: CM fordern das Uberleben von HUVEC nach Bestrahlung. HUVEC wurden mit 0Gy-CM und CM
aus fraktionierter Bestrahlung von Dept mit 2 Gy bestrahlt (+) und 7h kultiviert. Die unbestrahlte Kontrolle
wurde mitgefihrt (-). Die Zellen wurden mit Annexin V-FITC und Propidiumiodid behandelt und
durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt ist der Mittelwert +/- SD nach Relativierung auf die
unbehandelte Kontrolle von drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten.

4.3.4 Konditionierte Kulturmedien fordern die Migration von HUVEC

In den vorhergehenden Experimenten wurde dargestellt, welchen Einfluss die
Bestrahlungsinduktion von Faktoren auf das Uberleben der Tumorlinien selbst und das
der HUVEC auslbt. Bei Tumorzelllinien scheinen VEGF und FGF-2 bei dieser Protektion
eine Rolle zu spielen. In der klinischen Therapie ist die méglichst umfassende Zerstérung
der malignen Bereiche und die Vermeidung der Repopulation wahrend oder nach der RT
fir den Therapieerfolg wichtig. An der Repopulation ist maBgeblich das tumorassoziierte
GefaBendothel beteiligt. Dieser Aspekt wurde in vitro mit dem Migrationsassay mit
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HUVEC untersucht. Dazu wurden die CM der Tumorlinien Dept und Hun aus fraktionierter
Bestrahlung mit 1, 2, 3 bzw. 4x2 Gy-Einzeldosen verwendet. AuBerdem wurden CM vom
Zeitpunkt 72h nach einer 30 Gy Einzeldosis untersucht (Abschn. 3.2.16).

Beim Migrationsassay wird die Eigenschaft der HUVEC genutzt, die Verletzung
eines konfluenten HUVEC-Monolayers durch Wanderung zu heilen. Durch die Verletzung
entstehen zwei Zellfronten, die im Laufe der Heilung durch migrierende Zellen
aufeinander zu wandern und so die Verletzung schlieBen. Der Verlauf dieser Heilung
wurde zu den Zeitpunkten 0, 6, 24 und 48h durch Abstandsmessung der beiden
Zellfronten verfolgt und dokumentiert.

Bild 1A S. 75 zeigt die Verletzung zum Zeitpunkt Oh. Die Bilder 1B und C
dokumentieren den Heilungsverlauf der Kontrolle nach 24h (B) und 48h (C). Nach 48h ist
die Verletzung durch migrierende HUVEC fast vollstdndig geschlossen, wobei der
urspringliche Verlauf noch deutlich zu erkennen ist. Mit 0 Gy-CM konnte eine die Heilung
férdernde Wirkung beobachtet werden (Bilder 1D und E), wobei sich das durch eine 30
Gy-Dosis konditionierte Medium als effektiver erwies (Bilder 1F und G): Bei diesen
Kulturen war die Heilung nach 24h so weit fortgeschritten, dass der Verletzungsverlauf

nur noch schwach zu erkennen war.

Bild 1, S. 73: Konditionierte Tumorzellkulturiiberstinde férderten die Migration von HUVEC. Ein
konfluenter HUVEC-Monolayer wurde verletzt und mit CM kultiviert. Die Heilung wurde nach 0, 24 und 48h
dokumentiert. Die Bilder A, B und C zeigen den Heilungsverlauf der Kontrolle nach 0, 24 und 48h, D und E
zeigen den Verlauf der Heilung mit 0 Gy-CM von Dept nach 24 und 48h, F und G mit 30 Gy-CM von Dept
nach 24 und 48h. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte eines Experimentes. VergrdBerung x40.
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Auch die CM der fraktionierten Bestrahlung wirkten sich férdernd auf die Heilung

von HUVEC aus. Dabei zeigten sich Hun-CM tendenziell effektiver als Dept-CM (Abb. 28).

3x2 Gy-CM dieser Linie verursachte eine um etwa 20% geférderte Heilung. Bei Dept-CM

konnte die starkste Heilungsférderung von etwa 13% mit 2x2 Gy-CM beobachtet werden.
Bei beiden Linien zeigten sich die CM der 30 Gy-Kulturen mit 28% (Hun) bzw 19% (Dept)

hinsichtlich der Heilungsférderung von HUVEC am effektivsten.
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und 30 Gy 72h-CM von Hun bzw. Dept kultiviert. Durch Abstandsmessung der Zellfronten wurde die Heilung
zu den Zeitpunkten 0, 6 und 24h verfolgt. Dargestellt ist der Mittelwert des Heilungsverlaufes zum Zeitpunkt

HUVEC. Ein konfluenter HUVEC-Monolayer wurde verletzt und mit 0 Gy-, 1x2 Gy-, 2x2 Gy-, 3x2 Gy-, 4x2Gy-
6h von zwei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten je Tumorlinie.

Abb. 28: Durch Bestrahlung konditionierte Tumorzellkulturiiberstande férderten die Migration von

4.4 Die Wirkung von VEGF,,; und VEGF¢5 auf Uberleben und

Proliferation von Tumorlinien und HUVEC

4.4.1 Die VEGF-Subtypen erhdhen das Uberleben von Tumorlinien und

HUVEC nach Bestrahlung

In den vorangegangenen Abschnitten stellte ich die Wirkung der Bestrahlung auf

die Zellen dar, insbesondere auf die Induktion der beiden angiogenen Faktoren VEGF und

FGF-2. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass beide Faktoren an einer autologen

Protektion der Tumorzellen gezeigt werden. Im Folgenden sollte untersucht werden:
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e Lasst sich die Beteiligung von VEGF mit rekombinantem VEFG nachweisen und
bestatigen?

e Gibt es Unterschiede in der Wirksamkeit der VEGF-Subtypen VEGF;; und
VEGFe5?

Zellen der Tumorlinien Hun und Dept, sowie HUVEC wurden im
Koloniebildungsassay mit Intensitdten von 0,5 bis 8 Gy bestrahlt und mit der
unbestrahlten Kontrolle verglichen. Vor der Bestrahlung wurden jeweils 5 ng/ml
rekombinantes VEGF;,; bzw. VEGFs zugegeben (Abschn. 3.2.15.1). Die gezéhlten
Kolonien wurden zur unbestrahlten Kontrolle relativiert. Den Erwartungen entsprechend
nahm mit zunehmender Intensitdt die Zahl der Uberlebenden Zellen bei beiden
Tumorlinien und HUVEC ab (Abb.29).

Bei beiden Tumorlinien Uberlebten nur noch wenige Kolonien nach einer 8 Gy
Dosis. Durch die Gabe von VEGF;,; konnte das Uberleben signifikant erhdht werden
(p<0,05). VEGFis zeigte ebenfalls eine tendenzielle Erhéhung der Uberlebenden
Tumorzellen, allerdings wurde das Sigifikanzniveau nicht erreicht.

Beim Vergleich der Intensitaten, die zur LDs, (letale Dosis 50%) bei Tumorzellen
nétig sind, fiel auf, dass durch die Einwirkung beider VEGF-Subtypen dieser Wert deutlich
verschoben wurde. Bei der SCC-Linie Dept lag die LDs, bei etwa 1,2 Gy. VEGFgs
verschob dies auf 2,7 Gy, was einer Zunahme der Strahlenresistenz um 83% entspricht.
Durch VEGF;,; wurden die Zellen noch starker geschitzt (p<0,05). Die LDs, wurde durch
diesen Subtyp um 125% erhdht, was einer Intensitat von 2,7 Gy entspricht (Abb. 29A). Mit
der SCC-Linie Hun ergaben sich ahnliche Resultate. Auch bei dieser Linie zeigte sich
VEGF, deutlich effektiver als VEGFg5. Die LDsy, wurde durch VEGF¢5 um lediglich 5%
verringert, was nicht als Beeinflussung gewertet werden kann, und durch VEGF;; um
55% gegeniber der unbehandelten Kontrolle erhéht (Abb. 29B)

Bei den HUVEC-Kulturen konnte ebenfalls das Uberleben der Zellen durch VEGF
tendenziell erhéht werden (p>0,05) (Abb. 29C). Die LDsy wurde durch VEGFg5 von 0,7 auf
1,4 Gy um 100% erhéht und durch VEGF2; auf 1 Gy (+ 43%). Im Gegensatz zu den
untersuchten Tumorzelllinien, erwies sich bei HUVEC VEGF¢5 hinsichtlich der Erhéhung
des Uberlebens nach Bestrahlung im Vergleich zu VEGF;, effektiver. Diese
Beobachtungen unterscheiden sich deutlich von denen der SCC-Linien, bei welchen
Zellen sich der Subtyp VEGF,»; als signifikant protektiver erwies.

Hinsichtlich der Strahlensensitivitat zeigten sich HUVEC im Vergleich zu den
untersuchten SCC-Linien deutlich sensitiver. Die LDs, der HUVEC lag bei 0,7 Gy, wobei
die von Dept bei 1,2 Gy lag und Hun bei 2,1 Gy.
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Abb. 29: Koloniebildung der SCC-Linien Dept (A), Hun (B) und HUVEC (C) mit VEGF-Subtypen. Das
Uberleben wurde nach 7 bis 9 Tagen ermittelt. Die VEGF-Subtypen 121 und 165 wurden in der Konzentration
von 5 ng/ml direkt vor der Bestrahlung mit den Intensitaten 0,5, 1, 2, 4, 6 und 8 Gy zugegebnen. Dargestellt ist
der Mittelwert +/- SD von finf unabhangig voneinander durchgefihrten Experimenten.
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4.4.2 Die Wirkung der VEGF-Subtypen auf die Proliferation von Tumorlinien
und HUVEC nach Bestrahlung

Die SCC-Linien Dept und Hun, sowie HUVEC wurden im Proliferationstest
untersucht (Abb. 30). Die Zellen wurden mit jeweils 20 ng/ml der Subtypen VEGF,; und
VEGFg5 inkubiert und mit Intensitdten von 1 bis 8 Gy bestrahlt (Abschn. 3.2.14). Die
Ergebnisse wurden zu den Werten der unbestrahlten Kontrolle relativiert.

Bestrahlung reduzierte bei keiner der untersuchten Linien signifikant die
Proliferation (p>0,05). Unter Zugabe der VEGFs wurde ebenfalls keinerlei Wirkung
hinsichtlich der Proliferationsrate der Zellen festgestellt (Abb. 30A und B). Wie bei HUVEC
erwartet, reduzierte Bestrahlung der Zellen die Proliferationsrate; allerdings betrug diese
nach einer 8 Gy Dosis immer noch etwa 90% der unbestrahlten Kontrolle (Abb. 30C). Beide
VEGF-Subtypen erhdhten die Proliferation signifikant, wobei sich VEGF¢5 im Vergleich zu
VEGF,; als effektiver zeigte (p<0,05). Dieser Befund deckt sich mit den Beobachtungen,
die mit HUVEC bei der Koloniebildung gemacht wurden (Abschn. 4.4.1).
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relative Proliferation [%]
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Abb. 30: Proliferation der SCC-Linien Dept (A), Hun (B) und HUVEC (C) mit VEGF-Subtypen. Die
Proliferation wurde 24h nach Bestrahlung bestimmt. Die VEGF-Subtypen wurden direkt vor der Bestrahlung
zugegeben. Dargestellt ist der Mittelwert +/- SD von drei voneinander unabh&ngig durchgefihrten
Experimenten.

4.5 Immunhistochemischer Nachweis der VEGF-Rezeptoren bei
HNSCC-Linien und HUVEC

Um eine mdogliche Beteiligung der VEGF-Rezeptoren an der beschriebenen
autokrinen bzw. parakrinen Effekte der bestrahlungsinduzierten Faktoren auf Tumorzellen
und HUVEC, sowie der im Koloniebildung- und Proliferationsassay gezeigten
Subtypspezifitdt zu evaluieren, wurden immunhistochemische Analysen der drei VEGF-
Rezeptoren 1 und 2 (VEGFR-1 und VEGFR-2) und Neuropilin-1 (NP-1) durchgefihrt
(Abschn. 3.2.13). Dazu wurden die Zellen auf chamber-slides kultiviert und gefarbt. Bei
allen untersuchten Zellkulturen zeigten zwischen 50 und 100% der Zellen eine mittlere bis
starke Positivfarbung fir alle drei Rezeptoren (Tab. 10). In Bild 2 S. 82 sind reprasentative
Beispiele von HNSCC-Linien und HUVEC dargestellt. Die Identitat der Zelltypen wurde
mittels CD31-Farbung (HUVEC) bzw. Zytokeratin (HNSCC-Linien) verifiziert (nicht
gezeigt).
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HNSCC- | yeGrR.1 | VEGFR-2 NP-1
Linie
Hun 100%, +++ |100%, ++ 100%, ++
Dept 70%, ++ 100%, ++ 50%, ++
HUVEC |100%, +++ |100%, +++ 50%, ++

Tab. 10: Verteilung und Intensitédt der immunhistochemischen Farbung bei Dept, Hun und HUVEC. Die
Zellen wurden auf chamber-slides kultiviert und immunhistochemisch gegen die VEGF-Rezeptoren VEGFR-1,
VEGFR-2 und NP-1 geférbt. Dargestellt sind die %-positiv gefarbten Zellen an der Gesamtzellzahl eines
Gesichtsfeldes, sowie die Intensitdt der Farbung, wobei +++, starker Farbung und ++ mittlerer Farbung
entspricht.

Bild 2, S. 80: Immunhistochemischer Nachweis der VEGF-Rezeptoren bei HNSCC und HUVEC.
Dargestellt sind reprasentative Farbungen der SCC-Linie Hun (A-C) and einer HUVEC-Kultur (D-F). Hun und
HUVEC zeigen fir alle drei Rezeptoren eine positive Farbung. Neuropilin (A, D), VEGFR-1 (B, E), und
VEGFR-2 (C, F). VergroBerung x 100.
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4.6 VEGF;2; und VEGFs bewirken eine subtypspezifische
Aktivierung des VEGFR-2

Da der VEGFR-2 bei der Angiogenese eine wichtige Rolle spielt und um die
subtypspezifischen Effekte zu bestatigen, wurde dessen Aktivierbarkeit durch VEGF bei
Tumorzellen und HUVEC untersucht. Die Zellen wurden mit jeweils 20 ng/ml VEGF;»; und
VEGFi¢s 1, 5, 10 bzw. 30 min. inkubiert und direkt lysiert (Abschn. 3.2.8). Eine Kontrolle
ohne VEGF wurde zu jedem Zeitpunkt mitgefihrt. Aus den Zelllysaten wurde der
Proteingehalt photometrisch mittels Proteinassay ermittelt. Der gesamte und der
aktivierte, d.h. phosphorylierte, VEGFR-2 Gehalt der Lysate wurde mittels ELISA
quantifiziert und zur Proteinmenge normalisiert. In Abb. 31A und B ist der Gesamtgehalt
des VEGFR-2 (VEGFR2 total), sowie dessen VEGF-subtypenabhéngige Stimulierung
(Phospho-VEGFR2, phosphoryliert) bei HUVEC (A) und Dept (B) dargestellt. Der
Gesamtgehalt des Rezeptors blieb bei HUVEC wie erwartet unter jeder Behandlung
konstant (nicht gezeigt). Etwa 7% der gesamten Rezeptormenge lag in der unbehandelten
HUVEC-Kontrolle zu jedem Zeitpunkt phosphoryliert vor. Die Inkubation dieser Zellen mit
VEGF verursachte eine deutliche Steigerung des Anteils an aktiviertem VEGFR-2. So
erhéhte VEGF,,; bereits nach 1 min. Phospho-VEGFR2 um das 5fache (200 vs. 1000
pg/mg Protein). Die maximale Aktivierung des Rezeptors mit VEGF;,; war nach 10 min.
Inkubation zu verzeichnen (180 vs. 1800 pg/mg Protein, p=0,007). Nach 30 min. sank der
Anteil des aktivierten Rezeptors zwar wieder auf den gleichen Wert wie nach 1 min.
Inkubationszeit ab, allerdings blieb er immer noch deutlich Gber der Kontrolle zum
gleichen Zeitpunkt. Zu keinem Zeitpunkt der Inkubation mit VEGF,,, lagen die Rezeptoren
des Typs 2 vollstandig phosphoryliert vor. Die Wirkung von VEGF,¢ war deutlich starker
und setzte friher ein: Bereits nach 1 min. war der gesamte VEGF-Rezeptorgehalt
phosphoryliert, was im Vergleich zur Kontrolle des gleichen Zeitpunktes einem Anstieg um
das 21fache entspricht (220 vs. 4700 pg/mg Protein, *p<0,01). Im weiteren Verlauf war
ein kontinuierlicher Rickgang des Phospho-VEGFR-2 zu beobachten. Nach 30 min.
Inkubation mit beiden VEGF-Subtypen war im Vergleich zur Kontrolle noch etwa 4fach
mehr aktivierter Rezeptor vorhanden (800 vs. 200 pg/mg Protein). Die maximale
Aktivierung des Rezeptors fand mit VEGF;2; nach 10 min. statt und war im Vergleich zur
Kontrolle des gleichen Zeitpunktes mit *p<0,01 signifikant. Beim Vergleich der maximalen
Stimulation durch die Subtypen (mit VEGF2; nach 10 min, mit VEGFss nach 1 min.)
aktivierte VEGF 5 den Rezeptor deutlich stérker (%<0,05).

Die signifikant starkere Aktivierbarkeit des VEGFR-2 durch VEGF5 bei HUVEC
deckt sich mit den in Abschn. 4.4 beschriebenen Beobachtungen, wobei dieser Subtyp
das Uberleben und die Proliferation von HUVEC deutlich starker als VEGF,, férderte.
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Bei Dept war der Gehalt an Gesamt- und Phospho-VEGFR-2 kaum detektierbar
und zu niedrig, um valide Aussagen Uber Verdnderungen durch die Behandlung der
Zellen machen zu kénnen (Abb. 31B).
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Abb. 31: Aktivierung des VEGFR-2 durch VEGF12; und VEGF65. HUVEC (A) und Dept (B) wurden 1, 5, 10
bzw. 30 min. mit VEGF12; und VEGF+gs inkubiert und direkt anschlieBend lysiert. Aus den Zelllysaten wurde
der Proteingehalt, sowie der Anteil an Gesamt-VEGFR-2 bzw. Phospho-VEGFR-2 bestimmt. Die unstimulierte
Kontrolle wurde mitgefiihrt. Dargestellt ist der Mittelwert +/- SD des Phospho-VEGFR-2 von drei unabhangig
voneinander durchgefiihrten Experimenten (*p<0,008, 9<0,05).
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4.7 Die Wirkung von Bestrahlung auf den Aktivierungszustand
des VEGFR-2

Um die Wirkung der Bestrahlung auf den Aktivierungszustand des VEGFR-2 zu
untersuchen, wurden Zellen der Tumorlinie Dept und HUVEC einmalig mit 2 Gy bestrahlt
und nach 1, 5, 10 und 30 min. lysiert. Aus den Lysaten wurde photometrisch der
Proteingehalt, und mittels ELISA der Gehalt an Gesamt-VEGFR-2 bzw. VEGFR-2
phosphoryliert bestimmt. Die unbestrahlten Kontrollen wurden zu jedem Zeitpunkt
mitgeflhrt.

Die Wirkung der 2 Gy-Dosis auf den VEGFR-2 bei HUVEC und Dept ist in Abb.
32A und B dargestellt. Zu keinem der untersuchten Zeitpunkte veranderte sich durch die
Bestrahlung der Phosphorylierungszustand des Rezeptors. Bei Dept waren die
quantifizierten Rezeptormengen wie im Experiment vorher sehr niedrig, so dass keine
verldsslichen Aussagen Uber die bestrahlungsvermittelte Aktivierung getroffen werden
kénnen. Dennoch ist zu bemerken, dass die detektierten Phospho-VEGFR-2 Mengen bei
diesen Zellen durch Bestrahlung zunahmen, und dass sich eine Tendenz zu einer
bestrahlungsvermittelten ernéhten Aktivierung erkennen lasst.
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Abb. 32: Wirkung der Bestrahlung auf die Aktivierung des VEGFR-2. HUVEC (A) und Dept (B) wurden
nach einer 2 Gy-Dosis 1, 5, 10 bzw. 30 min. inkubiert und lysiert. Aus den Zelllysaten wurde der Proteingehalt,
sowie der Anteil an Gesamt-VEGFR-2 bzw. Phospho-VEGFR-2 bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert +/- SD
des Phospho-VEGFR-2 von drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten.
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4.8 Untersuchungen zur Wirksamkeit der Cyclooxygenase-
Inhibitoren

Anhand der Dbisherigen Ergebnisse konnte die hohe Relevanz
bestrahlungsinduzierter Faktoren, insbesondere der beiden angiogenen Faktoren VEGF
und FGF-2 flr die Strahlenresistenz und die Heilungsférderung gezeigt werden. In den
folgenden Experimenten sollten die folgenden Fragen untersucht werden:

I. Ist die strahleninduzierte Freisetzung durch Cyclooxygenase-Inhibitoren zu hemmen?
Es existieren Hinweise auf eine mdgliche Regulation von VEGF u.a. Uber die

Cyclooxygenasen (InGuez 2003), was als Ansatzpunkt zur Reduktion der

bestrahlungsinduzierten Freisetzung angiogener Faktoren angesehen werden kdnnte.

Il. Modifizieren Cox-Inhibitoren das Uberleben und die Proliferation von Tumor- und
Endothelzellen?

Ill. Beeinflussen Cox-Inhibitoren die Migrationsféhigkeit von Endothelzellen?

Um die Beteiligung beider Cox-lsoenzyme an diesen Fragestellungen zu
evaluieren, wurden Zellen der HNSCC-Linien Dept und Hun mit den Cox-unselektiven
Inhibitoren ASA und Flurbiprofen bzw. mit den Cox-2 selektiven Substanzen Meloxicam,
NS-398 und Lumiracoxib kultiviert. Da keine Informationen zur intrazellularen Wirksamkeit
und optimalen Konzentration in unserer Zellkultur vorlagen, wurden jeweils mehrere

Inhibitor-Konzentrationen untersucht.

4.8.1 Cox-Inhibitoren verringern das Uberleben von Tumorzellen

In den ersten Experimenten sollte der Einfluss der Inhibitoren NS-398,
Meloxicam, Flurbiprofen und Lumiracoxib auf das Uberleben der SCC-Linien Hun und
Dept im Koloniebildungsassay untersucht werden (Abschn. 3.2.15.2). Als Kontrollen
dienten Kulturen nur mit Kulturmedium. Kulturen mit Lésungsmittel und ohne Substanz
wurden mitgefihrt. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde die Anzahl der Uberlebenden
Kolonien zur Kontrolle relativiert.
Der als Cox-unselektiv beschriebene Inhibitor Flurbiprofen reduzierte in der
eingesetzten Konzentration von 0,2 mM das Uberleben der Tumorlinien Hun und Dept mit
p<0,005 signifikant (Abb. 33).
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Abb. 33: Die Koloniebildungsfahigkeit wird durch Flurbiprofen deutlich reduziert. Zellen der SCC-Linien
Dept und Hun wurden mit 0 und 200 pM Flurbiprofen im Koloniebildungsassay kultiviert. Die gezahlten
Kolonien wurden zur unbehandelten Kontrolle relativiert. Dargestellt ist der Mittelwert +/- SD von vier
unabhangig voneinander durchgefihrten Experimenten (*p<0,005).

Lumiracoxib ist ein hochselektiver Inhibitor fir Cox-2. Er wurde in den
Konzentrationen 0, 2, 20 und 100 pM bei den Tumorlinien Dept und Hun im
Koloniebildungsassay untersucht (Abb. 34). Bei Hun wurden mit 2 und 20 puM Lumiracoxib
ein um etwa 10% reduziertes Uberleben festgestellt, wohingegen der 100 pM-Kultur keine
Kolonien mehr gefunden wurden. Bei Dept bewirkten 2 uM Lumiracoxib ein um etwa 15%
erhdhtes Uberleben. Bei den 20 pM-Kulturen waren noch etwa 10% (Uberlebende
Kolonien zu verzeichnen und bei der héchsten Konzentration waren keine Kolonien mehr
zu finden. Die Daten weisen jedoch aufgrund der geringen Fallzahl keine statistische
Signifikanz auf.
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Abb. 34: Die Koloniebildungsfahigkeit hach Inkubation mit Lumiracoxib. Zellen der SCC-Linien Dept und
Hun wurden mit 0, 2, 20 und 100 uM Lumiracoxib im Koloniebildungsassay kultiviert. Die gezahlten Kolonien
wurden zur unbehandelten Kontrolle relativiert. Dargestellt ist der Mittelwert eines Experimentes je Zelllinie.
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Um die Effekte weiterer Substanzen auf das Uberleben von Tumorzellen zu
untersuchen, wurden die Zellen mit dem Cox-unselektiven Inhibitor ASA sowie den
selektiven Cox-2 Inhibitoren Meloxicam und NS-398 kultiviert. Mit der hier eingesetzten
ASA-Konzentration von 2 mM wurden nahezu keine Uberlebenden Zellen gefunden
(*p<0,05) (Abb. 35A). Das Loésungsmittel DMSO reduzierte in der verwendeten
Konzentration kaum das Uberleben der Zellen. dargestellt. Meloxicam verringerte in einer
Konzentration von 6 pM die Zahl der Uberlebenden im Vergleich zur Kontrolle signifikant
um etwa 20% (p<0,05), wohingegen 10 pM NS-398 das Uberleben der Tumorzellen nicht
reduzierte (Abb. 35B).
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Abb. 35: Die Koloniebildungsfahigkeit wird durch Cox-Inhibitoren reduziert. Zellen der Linie Hun wurden
mit 2 mM ASA (A), 6 uM Meloxicam (B), 10 uM NS-398 (B) und der jeweiligen Vehikel-Kontrolle im
Koloniebildungsassay kultiviert. Die gezahlten Kolonien wurden zur unbehandelten Kontrolle relativiert.
Dargestellt ist der Mittelwert /- SD von vier (A) bzw. drei (B) unabhéngig voneinander durchgefiihrten
Experimenten (*p<0,05).

4.8.2 Flurbiprofen reduziert die bestrahlungsinduzierte PGE,-Freisetzung

Die bisher mit Cox-Inhibitoren, insbesondere mit Flurbiprofen und Lumiracoxib,
gezeigten Daten lassen eine mdgliche Wirksamkeit der Substanzen erahnen. Cox-
Inhibitoren greifen in den Eicosanoid-Stoffwechsel ein indem sie die Metabolisierung von
Arachidonsaure zu PGH, durch Cox-1 und Cox-2 inhibieren. PGE, entsteht im nachsten
Schritt durch die PGE2-Synthetase aus PGH,. Die Inhibition der Cyclooxygenasen sollte
demzufolge in verringerter PGE,-Konzentration resultieren. Um dies zu bestatigen, wurde
die PGE,-Konzentration der Tumorlinie Dept nach einer 30 Gy-Dosis und Inkubation mit
den Flurbiprofen-Konzentrationen 0,04, 0,4, 2, 4 und 200 pM im Kulturiberstand
untersucht. Die Zellen wurden bis 72 h nach Bestrahlung weiter kultiviert, wobei der
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Inhibitor  taglich erneuert wurde. In den Experimenten wurden Flurbiprofen-
Konzentrationen im selektiven Cox-1 Bereich und unselektiven Bereich gewahlt. Der 1Cs
fir Cox-1 wurde in der Literatur mit 0,04 uM angegeben (BarneTT 1994). Die Werte wurden
zur besseren Vergleichbarkeit auf die Zellzahl normalisiert.

In Abb. 36 ist die Flurbiprofen-abhédngige PGE,-Sezernierung bei Dept dargestellt.
Zellen dieser Linie sezernierten basal nur sehr geringe Mengen an PGE, in den
Kulturberstand, was durch den Inhibitor nicht beeinflusst wurde. Eine 30 Gy-Dosis wirkte
sich stark induzierend auf die PGE,-Sekretion aus. Durch die niedrigste eingesetzte
Flurbiprofen-Konzentration (0,04 uM), sank die Bestrahlungsinduktion von PGE; bereits
um 84% ab. Hohere Flurbiprofen-Konzentrationen verhinderten nahezu vollstandig die

Bestrahlungsinduktion dieses Faktors.
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Abb. 36: Flurbiprofen inhibierte die Bestrahlungsinduktion von PGE;. Die Tumorlinie Dept wurde mit
Flurbiprofen in den Konzentrationen 0, 0,04, 0,4, 2, 4 und 200 pM inkubiert und mit 30 Gy bestrahlt. Der
Inhibitor wurde téglich erneuert. 72 h nach Bestrahlung wurde das Experiment beendet. Aus dem
Zellkulturiiberstand wurde PGE, mittels Immunoassay quantifiziert, zur Zellzahl normalisiert und zur 30 Gy-
Vehikelkontrolle (0 uM) relativiert. Dargestellt ist der Mittelwert mit +/- SD von drei Experimenten, die jeweils

4fach durchgefiihrt wurden.
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4.8.3 Die Wirkung von Flurbiprofen auf die bestrahlungsinduzierte
Sezernierung von Interleukin-8, VEGF und FGF-2

Flurbiprofen zeigte im vorangegangenen Experiment intrazelluldre Wirksamkeit,
indem es die bestrahlungsassoziierte PGE, Sezernierung deutlich reduzierte (Abb. 36). In
Abschn. 4.2.2 stellte ich die zeit- und dosisabhangige Induktion von VEGF und FGF-2 bei
Tumorzellen nach Bestrahlung dar. Nun sollte untersucht werden, ob Flurbiprofen ein
modulierendes Potential bzgl. dieser Induktion mit dem Ziel der Reduktion besitzt. Neben
VEGF und FGF-2 wurde das bestrahlungsvermittelte Sezernierungsmuster von IL-8,
einem weiteren potenten angiogenen Faktor, in die Untersuchungen mit einbezogen.

Zellen der Tumorlinie Dept wurden eine Stunde vor einer 30 Gy-Dosis mit
Flurbiprofen inkubiert. Die Zellen wurden dber 72h bei taglichem Mediumwechsel
inklusive Inhibitor weiter kultiviert. Als Kontrollen wurden Kulturen ohne Substanz, d.h. nur
mit Lésungsmittel, mitgefuhrt. Nach 72h wurde das Experiment beendet, indem die
Kulturiberstande gesammelt und die Zellen gezahlt wurden. Alle drei Faktoren wurden in
den Kulturiberstanden mittels ELISA quantifiziert. Die auf die Zellzahl bezogenen Werte
dieser Faktoren sind in den Abb. 37A (VEGF), Abb. 37B (FGF-2) und Abb. 37C (IL-8)
dargestellt.

Die Freisetzung aller drei Faktoren wurde durch Bestrahlung massiv stimuliert. Die
VEGF-Konzentration erhéhte sich um das 9fache (Abb. 37A), die FGF-2-Konzentration um
das 131fache (Abb. 37B) und die IL-8-Konzentration um das 56fache (Abb. 37C).
Flurbiprofen Ubte unterschiedliche Wirkungen auf die Bestrahlungsinduktion dieser
Faktoren aus. Die VEGF-Sekretion von Dept wurde durch keine der untersuchten
Inhibitor-Konzentrationen modifiziert (Abb. 37 A). Bei den Konzentrationen 0,04 bzw. 2 pM
war zwar ein leichter, allerdings nicht signifikanter Rickgang von 20 bzw. 25% zu
beobachten. Die FGF-2 Induktion wurde durch den Inhibitor bei 2 bzw. 200 uM um 30
bzw. 75% reduziert (Abb. 37 B). Die Ubrigen untersuchten Konzentrationen Ubten keinen
modulierenden Einfluss auf die Induktion dieses Faktors aus. In den Konzentrationen 2
und 200 uM bewirkte die Substanz einen Rickgang der Bestrahlungsinduktion von IL-8
um etwa 30%, wohingegen die Ubrigen Konzentrationen einen zusatzlichen Anstieg um
25-30% verursachten (Abb. 37 C).
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Abb. 37: Wirkung von Flurbiprofen auf das bestrahlungsinduzierte VEGF (A), FGF-2 (B) und IL-8 (C).
Dept-Zellen wurden mit den Flurbiprofen-Konzentrationen 0,04, 0,4, 2, 4 und 200 uM inkubiert und mit 30 Gy
bestrahlt. Die 0 Gy- sowie die Ldsungsmittelkontrolle wurden mitgeflihrt. Nach 72h wurden die Kulturiiber-
stdnde gesammelt und die Zellen gez&hlt. Das quantifizierte VEGF (A), FGF-2 (B) und IL-8 (C) wurde zur
Zellzahl normalisiert. Dargestellt ist der Mittelwert mit +/- SD von drei unabhéngigen Experimenten, die jeweils

4fach durchgeflhrt wurden.

Um festzustellen, ob der beobachtete Effekt der Reduktion des bestrahlungs-
induzierten FGF-2 durch 0,2 mM Flurbiprofen auch bei anderen Tumorzelllinien auftritt,
wurden drei weitere Linien mit der Substanz kultiviert und bestrahlt. In Abb. 38A ist das
durch eine 30 Gy-Dosis induzierte VEGF bei den Tumorlinien Dept, Hun, Lau und A549
dargestellt. Bei allen Linien ist eine massive und teilweise signifikante Induktion dieses
Faktors infolge der Bestrahlung zu beobachten (Dept *p<0,05, Hun %=0,005, Laub, A549
p>0,05), die durch Flurbiprofen nur leicht, d.h. um etwa 30% bei Dept und Hun, reduziert
wurde. In Abb. 38B ist die FGF-2 Sekretion der untersuchten Tumorlinien abgebildet. In
diesen Experimenten wurde bei den Linien Dept, Lau und A549 kein basal sezerniertes
FGF-2 festgestellt, was sich auch durch Flurbiprofen nicht anderte. Durch Bestrahlung
fand auBer bei A549 bei allen Linien eine deutliche Induktion dieses Faktor infolge der
Bestrahlung statt (*p<0,05). A549 blieb auch nach Bestrahlung FGF-2 negativ.
Flurbiprofen reduzierte die bestrahlungsassoziierte FGF-2 Sezernierung zwischen 84 und

93% (9p<0,005).
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Abb. 38: Wirkung von Flurbiprofen auf das bestrahlungsinduzierte VEGF (A), FGF-2 (B). Die
Tumorlinien Dept, Hun, Lau und A549 wurden mit 200 uM Flurbiprofen inkubiert und mit 30 Gy bestrahlt. Die 0
Gy- sowie die Lésungsmittelkontrolle wurden mitgefiihrt. Nach 72h wurden die Kulturliberstdnde gesammelt
und die Zellen gezahlt. Das quantifizierte VEGF (A), FGF-2 (B) wurde zur Zellzahl normalisiert. Dargestellt ist
der Mittelwert +/- SD von drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten (*p<0,05, %=0,005).

4.8.4 Die Wirkung von Lumiracoxib auf die Bestrahlungsinduktion von
VEGF und FGF-2 bei Tumorzellen

Flurbiprofen konnte die bestrahlungsinduzierte Freisetzung von FGF-2 deutlich
reduzieren (Abb. 37B und 38B). Im Folgenden sollte festgestellt werden, ob mit dem
hochselektiven Cox-2 Inhibitor Lumiracoxib ein weiterer potentieller Modulator dieser
Induktion durch Bestrahlung vorlage. Zellen der SCC-Linien Hun und Dept wurden eine
Stunde vor einer 30 Gy-Dosis mit den Inhibitor-Konzentrationen 0,002, 0,2, 2, 20, 70 und
100 uM weitere 72h kultiviert. Kontrollen, Analysen und Auswertung erfolgten nach dem
gleichen Schema wie bei Flurbiprofen. Die auf die Zellzahl normalisierten VEGF-
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Konzentrationen sind in Abb. 39 (Hun und Dept) dargestellt, die FGF-2 Konzentrationen in
den Abb. 40A (Hun) und B (Dept). 10° Hun-Zellen sezernierte in der unbestrahlten 0 uM-
Kontrolle etwa 45 pg/ml, bei Dept wurden basal etwa 65 pg/ml pro 10° Zellen freigesetzt
(Abb. 39). Die Bestrahlung mit 30 Gy bewirkte, wie in den vorherigen Experimenten auch,
eine starke Induktion der VEGF-Konzentrationen im Kulturmedium (etwa 300 pg/ml pro
10° Zellen bei Hun bzw. 500 pg/ml pro 10° Zellen bei Dept). Lumiracoxib modulierte in den

hier untersuchten Konzentrationen nicht die Bestrahlungsinduktion von VEGF.
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Abb. 39: Wirkung von Lumiracoxib auf das bestrahlungsinduzierte VEGF. Die Tumorlinien Hun und Dept
wurden mit den Lumiracoxib-Konzentrationen 0,02, 0,2, 2, 20, 70 und 100 pM inkubiert und mit 30 Gy
bestrahlt. Die 0 Gy- sowie die Ldsungsmittelkontrolle wurden mitgeflihrt. Nach 72h wurden die Kulturiiber-
stdnde gesammelt und die Zellen gezdhlt. Das quantifizierte VEGF (A), FGF-2 (B) wurde zur Zellzahl
normalisiert. Dargestellt ist der Mittelwert +/- SD von drei Experimenten, die jeweils 4fach durchgefiihrt

wurden.

Abb. 40A und B zeigen die FGF-2 Konzentrationen der Kulturtiberstande von Hun
und Dept. In den unbestrahlten Kontrollen war nahezu kein FGF-2 detektierbar, was sich
auch durch Lumiracoxib nicht anderte. Eine 30 Gy Dosis verursachte wiederum eine
erhdhte Freisetzung von FGF-2 bei beiden Linien. Bei Hun bewirkte die Substanz wie
auch bei Flurbiprofen nur in der hohen Konzentration einen tendenziellen, jedoch nicht
signifikanten, Rlckgang des induzierten FGF-2 (Abb. 40A) (p>0,05). Die Ubrigen
untersuchten Konzentrationen veranderten die FGF-2 Induktion nicht. Bei Dept Ubte
Lumiracoxib eine die Bestrahlungsinduktion von FGF-2 zusétzlich erhéhende Wirkung
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aus, die mit steigender Konzentration abnahm (Abb. 40B). Mit der hdchsten

Substanzkonzentration war das FGF-2 Level auf dem gleichen Niveau wie die Kontrolle.
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Abb. 40: Das bestrahlungsinduzierte FGF-2 wird durch Lumiracoxib reduziert. Die Tumorlinien Hun und
Dept wurden mit den Lumiracoxib-Konzentrationen 0,02, 0,2, 2, 20, 70 und 100 uM inkubiert und mit 30 Gy
bestrahlt. Die 0 Gy- sowie die Lésungsmittelkontrolle wurden mitgefihrt. Nach 72h wurden die Kulturiiber-
stdnde gesammelt und die Zellen gez&hlt. Das quantifizierte VEGF (A), FGF-2 (B) wurde zur Zellzahl
normalisiert. Dargestellt ist der Mittelwert +/- SD von drei Experimenten, die jeweils 4fach durchgefiihrt

wurden.
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4.8.5 Die Wirkung von Meloxicam auf die Bestrahlungsinduktion von VEGF
und FGF-2 bei Tumorzellen

SchlieBlich wurde der selektive Cox-2 Inhibitor Meloxicam auf dessen die
Bestrahlungsinduktion von VEGF und FGF-2 modulierendes Potential hin untersucht.
Dazu wurden Zellen der Linien Hun und Dept mit den Substanz-Konzentrationen 0,5, 2, 4,
6, 10 und 100 uM inkubiert und mit einer 30 Gy-Dosis bestrahlt und weitere 72h kultiviert.
Kontrollen, Analysen und Auswertung erfolgten nach dem gleichen Schema wie bei
Flurbiprofen.

Das basale VEGF-Sekretionslevel von etwa 600 pg/ml pro 10° Zellen wurde bei
beiden Linien durch keine der verwendeten Meloxicam-Konzentrationen verandert (Abb.
41). Durch Bestrahlung mit 30 Gy wurde VEGF bei beiden Linien etwa 10fach verstarkt
sezerniert. Allerdings konnte keine substanzvermittelte Modifikation festgestellt werden.
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Abb. 41: Wirkung von Meloxicam auf das bestrahlungsinduzierte VEGF. Die Tumorlinien Hun und Dept
wurden mit den Meloxicam-Konzentrationen 0,5, 2, 4, 6, 10 und 100 uM inkubiert und mit 30 Gy bestrahlt. Die
0 Gy- sowie die Losungsmittelkontrolle wurden mitgeflihrt. Nach 72h wurden die Kulturiiber-stdnde gesammelt
und die Zellen gezahlt. Das quantifizierte VEGF (A), FGF-2 (B) wurde zur Zellzahl normalisiert. Dargestellt ist
der Mittelwert +/- SD von drei Experimenten, die jeweils 4fach durchgefihrt wurden.

Abb. 42A und B zeigen die FGF-2 Konzentrationen in den Kulturiberstanden von
Hun und Dept. In den unbestrahlten Kontrollen beider Linien war nahezu kein FGF-2
detektierbar, was auch durch Meloxicam nicht verandert wurde. Wie erwartet verursachte
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eine 30 Gy-Dosis eine 80 bzw. 120fache Verstarkung der FGF-2 Sekretion bei Hun bzw.
Dept. Die Wirkung von Meloxicam auf die Bestrahlungsinduktion von FGF-2 zeigte bei
Hun teilweise einen konzentrationsabhangigen Verlauf (Abb. 42A): 0,5 und 2 pM
reduzierten das sezernierte FGF-2 um jeweils etwa 50%. Mit 4 und 6 pM Meloxicam
veranderte sich an der Bestrahlungsinduktion von FGF-2 im Vergleich zur bestrahlten
Kontrolle nichts. 10 und 100 pM verursachten wiederum einen Ruickgang der
Bestrahlungsinduktion von FGF-2 um 60 bzw. 78%. Zu beachten ist allerdings die groB3e
Schwankungsbreite der Messwerte, welche sich in entsprechend groBen Fehlerbalken
niederschlagen. Bei der Linie Dept sind aufgrund der erheblichen Schwankungen in den
detektierten FGF-2 Freisetzungen keine verlasslichen Aussagen Uber einen Effekt durch
Meloxicam zu treffen (Abb. 42B).
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Abb. 42: Das bestrahlungsinduzierte FGF-2 wird durch Meloxicam reduziert. Zellen der HNSCC-Linien
Hun und Dept wurden mit den Meloxicam-Konzentrationen 0,5, 2, 4, 6, 10 und 100 uM inkubiert und mit 30 Gy
bestrahlt. Die 0 Gy- sowie die Lésungsmittelkontrolle wurden mitgefihrt. Nach 72h wurden die Kulturiiber-
stdnde gesammelt und die Zellen gez&hlt. Das quantifizierte VEGF (A), FGF-2 (B) wurde zur Zellzahl
normalisiert. Dargestellt ist der Mittelwert +/- SD von drei Experimenten, die jeweils 4fach durchgefiihrt
wurden.

4.8.6 NS-398 erhoht in vivo nicht die Radioresponse

Cox-Inhibitoren verringerten die Uberlebensrate von Tumorzellen und zeigten
modulierende Effekte auf die Bestrahlungsinduktion angiogener Faktoren, wobei
insbesondere die PGE, und FGF-2 Freisetzung gehemmt wurden. In vivo wurde nun die
Wirkung des selektiven Cox-2 Inhibitors NS-398 auf die Progression xenotransplantierter
Tumorzellen der Linie Dept nach Bestrahlung untersucht. Dazu wurden die M&use mit
verschiedenen Therapieformen behandelt: Bei der NS-398 Gruppe erhielten die Tiere
taglich intraperitoneal 38 mg Substanz/kg Maus, bei der RT-Gruppe wurde der Tumor
einmalig mit 60 Gy bestrahlt und bei der kombinierten Gruppe wurden die Behandlungen
der NS-398 und der RT-Gruppe vereint (Abschn. 3.2.18). Die Kontrollgruppe blieb
unbestrahlt und unbehandelt. Die Behandlung der transplantierten Mause begann bei
einem Tumorvolumen von etwa 1,3 cm® und die Zunahme des Tumorvolumens wurde
taglich erfasst. Nach 12 Tagen wurde die Mauspopulation terminiert. Der Verlauf der
Tumorprogression unter den vier Therapiemodi ist in Abb. 43 dargestellt.
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Abb. 43: Die Tumorprogression wird durch Bestrahlung reduziert, allerdings nicht durch NS-398. Dept-
Zellen wurden xenotransplantiert. Die Therapierung der Mause begann bei Erreichen eines Volumens von
etwa 1,3 cm®. Die NS-398 Gruppe erhielt taglich intraperitoneal 38 mg Substanz/kg Maus, bei der RT-Gruppe
wurde der Tumor einmalig mit 60 Gy bestrahlt und bei der kombinierten Gruppe wurden die Behandlungen der
NS-398 und der RT-Gruppe vereint. Die Kontrollgruppe blieb unbestrahlt und unbehandelt. Die Zunahme des
Tumorvolumens wurde taglich erfasst. Nach 12 Tagen wurde die Mauspopulation terminiert. Jede der vier
Gruppen bestand zum Versuchsbeginn aus 4 Tieren.

Die Tumorvolumina der Kontrollgruppe nahmen Uber den gesamten Zeitraum
hinweg kontinuierlich zu und waren zum Ende des Experiments um das 5fache
angestiegen. NS-398 bewirkte keine Verzégerung der Tumorprogression. Das Das
Wachstum der Tumore stagnierte nach der Bestrahlung bis zum Tag 9, setzte dann
jedoch verstarkt sein Wachstum fort. Bei der kombinierten Therapie waren die gleichen
wachstumsverzégernden Effekte zu verzeichnen, wie bei der RT-Gruppe allein, d.h. die
Applikation des inhibitors zeigte keine Effekte.

4.8.7 Migrationsassay mit Cox-Inhibitoren

In den vorherigen Experimenten wurde untersucht, welchen Einfluss die
untersuchten Cox-Inhibitoren auf die Proliferation und das Uberleben von Tumorzellen
auslben. In den nun folgenden Experimenten wurde die Wirkung dieser Substanzen auf
die Heilungsfahigkeit von HUVEC gepriift. Dazu wurden die Zellen direkt nach Verletzung
des Monolayers mit den Cox-Inhibitoren Meloxicam, Flurbiprofen und Lumiracoxib
kultiviert. Der Heilungsverlauf wurde zu den Zeitpunkten 0, 6, 24 und 48 h durch
Abstandsmessung der Zellfronten verfolgt und dokumentiert. Und um die Effekte der
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Substanzen zu erfassen, wurden die Zeitpunkte der 25, der 50 und der 75%igen Heilung
ermittelt. Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden die Werte zur
Lésungsmittelkontrolle (Vehikel) relativiert. In Bild 3 S. 101 ist exemplarisch ein solcher
Heilungsverlauf mit 0,2 mM Flurbiprofen und der Lésungsmittelkontrolle gezeigt, wobei die
Bilder 3A, B und C die Lésungsmittelkontrolle reprasentieren. Die Bilder 3D, E und F
stellen den Heilungsverlauf mit Inhibitor dar. Bei der Kontrolle war bereits nach 6h eine
deutliche Heilungstendenz zu erkennen (Bild 3B) und nach 24h war der urspringliche
Verlauf der Verletzung vollstandig geheilt (Bild 3C). Flurbiprofen wirkte sich verzégernd
auf die Heilung aus. Nach 6h setzte die Heilung nur sehr schwach ein (Bild 3E) und nach
24h erreichte der Heilungsverlauf noch nicht den Stand der Kontrolle zum Zeitpunkt 6h
nach Verletzung (Bild 3F).

Bild 3, S.99: Flurbiprofen verzégert die Heilung bei HUVEC. Ein konfluenter HUVEC-Monolayer wurde
verletzt und mit Lésungsmittel (A, B, C) bzw. 0,2 mM Flurbiprofen (D, E, F) weiter kultiviert. Der Verlauf der
Verletzung wurde zu den Zeitpunkten 0 h (A, D), 6 h (B, E) und 24 h (C, F) dokumentiert. VergréBerung x 40.
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In Abb. 44 ist die zur Lésungsmittelkontrolle relativierte 25, 50 und 75%ige Heilung
von HUVEC mit Flurbiprofen (A), Meloxicam (B) und Lumiracoxib (C) dargestellt.
Flurbiprofen (Abb. 44A) verursachte im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle in der 0,2 mM-
Konzentration eine deutliche 25%ige und 50%ige Heilungsverzégerung von 60 bzw. 80%
(*p<0,05). Die niedrigere Wirkstoffkonzentration wirkte sich nicht verzdégernd auf die
Heilungsfahigkeit aus. Der Heilungsverlauf mit Meloxicam ist in Abb. 44B dargestellt,
wobei auch bei diesem Inhibitor nur die héchste Wirkstoffkonzentration eine deutliche
25%ige Heilungsverzégerung um 50% bewirkte (°p<0,005). In Abb. 44C ist der
Heilungsverlauf mit Lumiracoxib veranschaulicht. Keine der untersuchten Konzentrationen
verzdgerte die Heilung der Endothelzellen. Allerdings war eine tendenzielle Verzégerung
der 25%igen Heilung bei der hdchsten Wirkstoffkonzentration zu verzeichnen.
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Abb. 44: Cox-Inhibitoren verzégern die Heilung von HUVEC. Konfluente HUVEC-Monolayer wurden
verletzt und mit den Cox-Inhibitoren Flurbiprofen (A) (0,01 und 0,2 mM), Meloxicam (B) (2, 6 und 100 pM) und
Lumiracoxib (C) (2, 20 und 100 pM) inkubiert. Die Lésungsmittelkontrolle (Vehikel-Kontrolle) wurde mitgeflhrt.
Der Verlauf der Heilung wurde nach 0, 6, 24 und 48 h durch Abstandsmessung bestimmt. Dargestellt ist der
Mittelwert +/- SD der 25%igen, 50%igen und 75%igen Heilungsrate der Zellen nach Relativierung zur Vehikel-

Kontrolle von 4 unabhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten (*p<0,05, °p<0,005).
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5. Diskussion

Die Prognosen der derzeit praktizierten Therapien bei Tumorerkrankungen des
Kopf-Hals-Bereiches sind mit einer 5-Jahresiberlebensrate von etwa 50% und einer
Rezidivrate von 80% seit Jahren nach wie vor schlecht. Der operativen Entfernung
malignen Gewebes folgt in der Regel die radioaktive Bestrahlung. Uber die durch
Bestrahlung aktivierten Mechanismen und die zelluldren und molekularen Grundlagen der
Resistenzbildung ist wenig bekannt. Es mehren sich allerdings Indizien, dass sich die
Radiotherapie (RT) férdernd auf die Produktion angiogener Faktoren im Tumor auswirken
kénnte. Diese Faktoren scheinen ein protektives Potential zu besitzen und kdnnten
zelluldre Schutzmechanismen induzieren, die vor weiteren Strahlenschaden schitzen. Da
dies fiur die Beeintrachtigung des Therapieerfolgs durch Férderung der Strahlenresistenz
verantwortlich sein kénnte, finden derzeit intensive Studien mit dem Ziel der effektiveren
Gestaltung der Tumortherapie statt. In der vorliegenden Arbeit werden die Wirkungen
radioaktiver Bestrahlung auf Tumor- und Endothelzellen und die Freisetzung
zytoprotektiver Faktoren mit dem Ziel der Evaluierung beteiligter Mechanismen
untersucht.

5.1 Bestrahlung induziert angiogene Wachstumsfaktoren

VEGF und FGF-2 sind hoch potente angiogene Faktoren und spielen bei der
Tumorangiogenese eine herausragende Rolle. Die Faktoren besitzen insoweit
zytoprotektives Potential als sie Zellen bei Bestrahlung vor dem Zelltod schitzen. Der
Erfolg der RT bei Tumoren des Kopf-Hals Bereiches ist nur méaBig und die Mechanismen
der Radioresistenzbildung beim Tumor sind unvollstéandig aufgeklart. Um zu untersuchen,
ob VEGF und FGF-2 daran beteiligt sind, untersuchte ich das Expressionsmuster der in
unserem Labor etablierten HNSCC-Linien hinsichtlich VEGF und FGF-2 (Abschn. 4.1).
Beide Faktoren werden auch bei einer Vielzahl weiterer Tumorenitaten gefunden (Berns
2003, FONTANINI 1997, JANET 1995, LEE 2000, MANDERS 2002, ZUCK 1992).

Die Bestrahlung der Zellen bewirkte eine dosis- und zeitabh&ngige Abnahme der
Zellzahl. Diese Beobachtung wurde von uns auf apoptotische Vorgange zurtickgefihrt, da
die Apoptose als die vorherrschende bestrahlungsvermittelte Todesform angesehen wird
(VerHew 2000). Bei Tumorzelllinien verschiedener Enitdten wurde mit dem Anstieg der
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Bestrahlungsdosen auch eine Zunahme von Stérungen des Zellzyklus und damit eine
gestorte Mitose oder der eintretende Zelltod festgestellt. SHINOMIYA et al. beschrieben
eine zeit- und dosisabhé&ngige Zunahme der bei apoptotischen Vorgangen induzierten
DNS-Fragmentation (SHinomiva 2001).

Die zytotoxischen Effekte der Bestrahlung stiegen auch in den gezeigten
Experimenten mit Dosis und Zeit an, und die starksten Effekte konnten so bei 30 Gy und
nach 72h beobachtet werden (Abschn. 4.2.1). Um die Wirkung der Bestrahlung auf die
einzelne Zelle bzgl. FGF-2- und VEGF-Freisetzung untersuchen zu kénnen, wurden die
quantifizierten Werte auf die Zellzahl der Uberlebenden und damit funktionellen Zellen
bezogen. Wir fanden heraus, dass Bestrahlung die Konzentrationen der untersuchten
Faktoren sowohl intrazellular als auch im Kulturiiberstand deutlich erhéhte (Abschn.
4.2.2). Der beobachtete Anstieg der Faktoren war proportional zur applizierten
Bestrahlungsdosis. VEGF wurde intrazelluldr in niedrigeren Konzentrationen gefunden als
im KulturGberstand, was auf die zligige Freisetzung dieses Faktors hindeutet.

Die Bestrahlungsinduktion von VEGF ist nicht auf HNSCC-Linien beschrankt.
ANDO et al. zeigten beim Lungenepithelkarzinom in vitro erhéhte VEGF-mRNA- und -
proteinlevel 16-24h nach Rdntgenbestrahlung (Anoo 1998 und 2000). Bei verschiedenen
Tumorenitaten fanden GORSKI et al. eine erhéhte VEGF-Freisetzung ebenfalls nach
Roéntgenbestrahlung (Gorski 1999). Erhdhte VEGF-Promoteraktivitdt und —mRNA-Level
wurden bei Glioblastomzelllinien nach einer 10 Gy Bestrahlungsdosis festgestellt (Mo
2000). PARK et al. beschrieben bei malignen Zellen von Ratten nach Bestrahlung mit 2 Gy
erhéhte VEGF-Promoteraktivitat und —Proteinlevel (Park 2001B). Der gezeigte Anstieg des
freigesetzten VEGF bei HNSCC wird durch die beschriebenen Berichte bestatigt.

FGF-2 war im Kulturiberstand unbestrahlter Kulturen kaum nachzuweisen,
wohingegen intrazellular gréBere Mengen dieses Faktors gefunden wurden. Bestrahlung
bewirkte, wie auch bei VEGF, eine erhdéhte Expression und Freisetzung von FGF-2.
Erwahnenswert ist dabei jedoch, dass FGF-2, unabhangig von Zeitpunkt und Behandlung,
intrazellular in deutlich gr6Beren Mengen vorhanden war. Ein Verdinnungseffekt ist
auszuschlieBen, da die Werte auf die Volumina der jeweiligen Proben bezogen wurden.

Eine erhéhte FGF-2-Freisetzung nach Bestrahlung wurde bei HeLa-Zellen gezeigt:
KRAMER et al. fanden erhdhte FGF-2-mRNA und —Proteinkonzentrationen nach UV-
Bestrahlung (Kraver 1993). Bei Mammakarzinomzellen beobachteten LEE et al. nach
Réntgenbestrahlung erhdhte FGF-2-mRNA-Konzentration (Lee 1995). Der dargestellte
FGF-2-Anstieg nach radioaktiver Bestrahlung bei HNSCC wird durch die beschriebenen
Berichte bestétigt.

Die Mechanismen, die zur Induktion von FGF-2 nach Bestrahlung flihren kdnnen,

103



Diskussion

sind vielfaltig. Denkbar ist, dass die durch Bestrahlung entstandenen Schaden auf
zelluldrer Ebene neben der Neusynthese auch dessen Freisetzung aus intrazelluldren
Speichern induzierte. Gestlitzt wird diese Hypothese durch die Beobachtungen von
SCHWEIGERER et al. und MCNEIL et al. Die Autoren berichteten von der FGF-2 Freisetzung
nach sublethalter Verletzung oder induzierter Apoptose bei Endothelzellen (ScHweicerer
1987, McNeww 1989). Parallel zur FGF-2 Freisetzung wurden durch Verletzung keine
zytoplasmatischen Bestandteile gefunden, was auf einen kontrollierten zellularen Vorgang
schlieBen lasst (Kanper 1991). TAVERNA et al. beschrieben nach Stressinduktion ein
Abschniiren FGF-2-geflllter Membranvesikel in vitro (Taverna 2003). Denkbar ist auch,
dass das induzierte VEGF einen Stimulus der FGF-2 Freisetzung darstellt. JONCA et al.
beschrieben die VEGF-vermittelte Freisetzung von bioaktivem FGF-2 (Jonca 1997).

Neben der Bestrahlungsinduktion von VEGF und FGF-2 fanden sich in der
vorliegenden Studie auch erhéhte Konzentrationen von IL-8 und PGE, in den
Kulturiberstanden der untersuchten Tumorzellen (Abschn. 4.8.3 und 4.8.2). Die erhdhte
PGE,-Freisetzung kdnnte mit einem erhdéhten Substratangebot — der Arachidonsaure-
aufgrund einer strahlenaktivierten Phospholipase A zusammenhdngen (CHoy 2003).
Denkbar ist weiterhin eine erhbéhte Cox-2-Expression nach Bestrahlung, die mit einer
erhéhten PGE,-Freisetzung korrelierte (Biuings 1994, Li 2003B, STENAUER 2000). Beide
Mechanismen — ein erhéhtes Substratangebot sowie eine erhéhte Cox-2 Konzentration —
kénnten an der strahlenvermittelten PGE,-Induktion bei den untersuchten Tumorzelllinien
beteiligt sein.

Da die beobachtete deutliche Induktion von Wachstumsfaktoren nach der
Einzelexposition bei hohen Strahlendosen festgestellt wurde, wurde weiterhin die Wirkung
der fraktionierten Bestrahlung bei Tumorzellen untersucht (Abschn. 4.2.3). Die
fraktionierte Bestrahlung mit 2 Gy-Einzeldosen findet in der klinischen Tumortherapie
Anwendung, wobei bis zu einer kumulativen Gesamtdosis von 60 bis 80 Gy bestrahlt wird.
Um die Effekte der Fraktionierung in vitro zu simulieren, wurden Zellen einer Tumorlinie
Uber einen Zeitraum von vier Tagen mit jeweils 2 Gy bestrahlt, was letztendlich einer
kumulativen Gesamtdosis von 8 Gy entspricht. Ein bestrahlungsvermittelter Rickgang der
Zellzahl wurde erst nach der dritten 2 Gy-Dosis, also nach kumulierten 6 Gy, festgestellt.
Entsprechend stieg die VEGF-Konzentration im Kulturliberstand an (Abb. 25). Die FGF-2-
Freisetzung erhdhte sich allerdings erst nach kumulierten 8 Gy. Meinen Daten zufolge
wirkten sich Bestrahlungsdosen bis 4 Gy weder reduzierend auf das Zellwachstum, noch
induzierend auf die VEGF und FGF-2 Expression aus, wohingegen sich die einmalig
applizierten hohen Dosen auf die Induktion eines breiten Spektrums von Faktoren —
neben VEGF und FGF-2 auch IL-8 und PGE, - auswirkten. Die durch niedrige
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Bestrahlungsdosen verursachten Schaden auf subzellularer Ebene kdnnen vermutlich
noch ausreichend durch Reperaturmechanismen behoben werden und es kommt, im
Gegensatz zu den hdéheren Dosen, nicht der stressbedingten erhéhten Freisetzung von
Faktoren.

TAMATANI et al. fanden bei Oralkarzinomzellen nach Strahlenexposition einen
deutlichen Anstieg der IL-8 Sezernierung (Tawmatani 2004). Eine gemeinsame
Hochregulation von VEGF und IL-8 nach UVA-Bestrahlung beschrieben auch BACHELOR
et al. bei Melanomzellen der Haut (BacHeLor 2004). IL-8 scheint auch Uber die Aktivierung
der MAP-Kinase p38 induziert zu werden (Xu 2004). Auf die Bedeutung und die
Involvierung der MAP-Kinasen in die VEGF-Induktion komme ich spater zuriick.

Die bei der Bestrahlungsinduktion angiogener Faktoren beteiligten Mechanismen
sind vielfaltig, wovon ich einige zentrale regulatorische Komponenten im Zusammenhang
mit der Thematik dieser Arbeit beschreibe:

BACHELOR et al. beschrieben weiterhin eine UVA-vermittelte Hochregulation des
Transkriptionsfaktors AP-1 und von Cox-2, was in erhdéhten IL-8 und VEGF-
Konzentrationen bei Melanomenzellen resultierte (BacHeLor 2004). Die Aktivierung von AP-1
wird auch durch die MAP-Kinasen p38 und JNK reguliert, welche wiederum durch
zelluldren Stress und Schaden an der DNS aktiviert werden sollen (Ip 1998, Kyriakis 1996).
MORI et al. zeigten weiterhin die Beteiligung der MAP-Kinasen Erk 1/2 an der AP-1
vermittelten Hochregulation von VEGF nach Bestrahlung (Mori 2000). Auch kénnte an der
bestrahlungsvermittelten Hochregulation der VEGF-Freisetzung die EGFR-Aktivierung
beteiligt sein. Der Rezeptor wurde bei HNSCC Uberexprimiert gefunden (PomeranTz 2003,
KanvanacH 1995) und scheint an der Regulation von VEGF beteiligt zu sein: Der EGFR
aktiviert die MAP-Kinasen Erk 1/2 und p38, die wiederum an der Aktivierung von AP-1
beteiligt sind und so die VEGF-Transkription induzieren (Akaai 2003). Auch wurde durch
einige Arbeiten die bestrahlungsvermittelte Aktivierung des EGFR gezeigt, was aufgrund
gleicher Komponenten der Signaltransduktionskaskade in unmittelbarem Zusammenhang
zur VEGF-Induktion stehen kdnnte (ConTessa 1999, KAvANAGH 1995, ScHmIDT-ULLRICH 1997 und
2003).

Die bestrahlungsvermittelte Freisetzung des VEGF kénnte ebenso auch durch
PGE. induziert werden. Entsprechend fanden DING et al. erhdhte VEGF mRNA- und
Proteinkonzentrationen nach Inkubation mit PGE, bei Magenkarzinomzellen, was
vermutlich Uber die unspezifische Aktivierung der EGFR-MAPK Signaltransduktions-
kaskade verlauft (Dna 2005). Da auch die Induktion von Cox-2 nach Bestrahlung
beschrieben wurde (BiLings 1994, Li 2003B, STEINAUER 2000), kdnnte hier ein wichtiger
Wirkmechanismus vorliegen. Auf Cox-2 gehe ich in Abschn. 5.4 ausfihrlich ein.
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Denkbar ware weiterhin die Regulation von VEGF und FGF-2 Gber Hif-1. MOELLER
et al. fanden in vivo im Zuge der bestrahlungsvermittelten Tumorreoxigenierung eine
deutliche Hochregulation von Hif-1. Die Autoren beobachteten die Kolokalisation von
VEGF und FGF-2 mit der Hif-1 Aktivierung infolge der Bestrahlung (MoeLLer 2004). Bei der
Bestrahlung entstehen reaktive Sauerstoffverbindungen, die in vitro einen stabilisierenden
Effekt auf Hif-1 austiben (Abb.45) (BRUNE 2003, GAOC 2002, PARK 2003).

RT

Reoxigenierung
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J

Hif-1

4

VEGF + FGF-2
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Protektion des
Endothels

Strahlenresistenz

Abb. 45: Bestrahlung induziert Hif-1 und die Produktion protektiver Faktoren. RT verursacht die
Reoxigenierung von hypoxischen Tumorzellen und die Entstehung von ROS, welche die Aktivitat von Hif-1
stabilisieren. Hif-1 aktiviert direkt die Transkription des VEGF-Gens und die FGF-2 Expression (die
Mechanismen der FGF-2 Induktion durch Hif-1 sind unbekannt). Die sezernierten Faktoren férdern das
Uberleben der tumorassoziierten Endothelzellen. Eine intakte GefaBversorgung férdert wiederum das
Uberleben der Tumorzellen (verandert nach SEMENZzA 2004).

Die sehr vielfaltigen Effekte der Bestrahlung bieten Hinweise auf einen potentiellen
Wirkmechanismus auf die in dieser Arbeit beschriebenen induzierten Faktoren. Die
Evaluierung der bei HNSCC durch Bestrahlung induzierten / aktivierten subzelluléren
Komponenten, wie MAP-Kinasen und Transkriptionsfaktoren, und deren Inhibition kénnte
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in der Vermeidung einer erhdhten Freisetzung angiogener Faktoren seitens der
Tumorzellen resultieren. Auf  die Notwendigkeit ~ der Reduktion der
bestrahlungsvermittelten Induktion dieser Faktoren wird im folgenden Abschnitt

eingegangen.

5.2 Bestrahlungsinduzierte Faktoren wirken auf Tumorzellen
und Endothelzellen protektiv

Unlangst wurde das tumorassoziierte Endothel und dessen
bestrahlungsvermittelte Apoptose als der vorherrschende Grund fir den Erfolg der RT
diskutiert, da die zur Apoptoseinduktion notwendigen Bestrahlungsdosen bei Epithelzellen
héher sind (Garcia-BArrOs 2003, Paris 2001). PARIS et al. beschrieben ein Plateau der
Endothelzellapoptose 4h nach einer 15 Gy-Dosis, und nach weiteren 48h die véllige
GefaBzerstérung. Bei Epithelzellen wurde nach dieser Behandlung keine erhéhte
Apoptoserate gefunden. Der infolge der RT zu beobachtende Rickgang des
Tumorvolumens resultiert infolgedessen nicht auf apoptotischen Vorgéangen beim
malignen Gewebe, sondern wird durch die nun fehlende Versorgung mit O, und
Nahrstoffen verursacht (Geng 2001). Trotz des RT-vermittelten Tumorschrumpfens setzt
haufig eine erneute Repopulation maligner Zellen samt nachfolgender GefaBversorgung
ein. Es ist daher zu vermuten, dass die bei der Bestrahlung von Patienten haufig
auftretende Resistenzbildung gegentber der RT durch die Induktion angiogener Faktoren
wéahrend dieser Behandlung verursacht wird (Abb. 45).

Auf zellularer Ebene kdnnte die erhdhte Freisetzung angiogener Faktoren nach
Bestrahlung zur Kompensation strahlenverursachter Schaden dienen. Dies kdnnte auch in
der Selektion von Zellen resultieren, welche diese Faktoren in héherem MaBe sezernieren
und sich damit selbst schitzen. Beide Aspekte kdénnten zur Strahlenresistenz von
Tumoren beitragen. Daten von SHINTANI et al. untermauern diese Hypothese, indem sie
beim oralen SCC nach der Radiotherapie neben einer deutlich reduzierten GeféBdichte
eine erhéhte VEGF-Expression der Uberlebenden Tumorzellen fanden (SHintani 2000). Die
Autoren postulierten daher, dass die VEGF-Expression eine Stressantwort auf die
Bestrahlung darstellt.

Da die Tumor-Tumor-Interaktionen und Tumor-Endothel-Wechselwirkungen bei
der Strahlenresistenz eine wichtige Rolle bei der Radioresistenz zu spielen scheinen,
wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, welche Wirkungen bestrahlungsinduzierte
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Faktoren, insbesondere VEGF und FGF-2, auf das Uberleben von Tumorzellen nach
Bestrahlung in vitro austben. Dazu wurden Tumorzelllinien mit durch Bestrahlung
konditionierten Kulturiberstéanden, kultiviert und erneut bestrahlt (Aobb. 26). Eine 2 Gy-Dosis
bewirkte eine Reduktion der Uberlebenden um die Hélfte. Dies waren 5fach mehr
Uberlebende als mit unbestrahlten CM. Durch die Applikation von VEGF- bzw. FGF-2
neutralisierenden Antikérpern konnte die Protektion um etwa 50% gesenkt werden. Dies
zeigt, dass VEGF und FGF-2 an der Protektion vor dem bestrahlungsvermittelten Zelltod
beteiligt sind, und auch dass neben VEGF und FGF-2 weitere Faktoren mit protektivem
Potential stimuliert wurden.

Fir IL-8 und PGE; konnte in anderen Experimenten eine bestrahlungsvermittelte
Freisetzung aus Tumorzellen gezeigt werden. Da fir beide Faktoren protektive
Eigenschaften beschrieben wurden, kénnten sie einen Teil der Protektion vermittelt
haben. MARINARI et al. beschreiben, dass IL-8 T-Lymphozyten vor der bestrahlungs-
induzierten Apoptose schltzt, was Uber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-
kappaB vermittelt wird (Marinari 2004). Da NF-kappaB auch in Tumorzellen gefunden wird
(BERMAN 2002, Xu 2004), kdnnte die Beteiligung bei der beobachteten Protektion durch IL-8
Uber die Aktivierung dieses Faktors verlaufen. Daflr spricht auch die Erhéhung der
Radioresponse durch die Inhibition von NF-kappaB bei Prostatakarzinomzelllinien (Kiv
2005).

HANSON et al. zeigten die schitzenden Effekte von PGE, beim intestinalen
Darmepithel vor der bestrahlungsinduzierten Apoptose (Hanson 1985). Bei Tumorzellen
wurden diesem Eicosanoid ebenfalls protektive Wirkungen nach Bestrahlung
zugeschrieben (Mias 1990). In Anbetracht dieser publizierten Daten kénnten IL-8 und PGE;
auch bei HNSCC an der Protektion vor dem strahleninduzierten Zelltod beteiligt sein. Um
die molekularen Ereignisse, die zu der beobachteten Protektion flhren, aufzuklaren,
sollten weitere Studien durchgefihrt werden.

Die induzierten Faktoren der Tumorzellen schitzten auch Endothelzellen vor dem
strahleninduzierten Zelltod, was nach Inkubation von HUVEC mit CM und bei der Kokultur
deutlich wurde: Nach Bestrahlung der HUVEC war die Zahl der Uberlebenden, die mit
bestrahlten Tumorzellen oder deren CM kultiviert wurde, héher (Abb. 27, 28 und 29). Bei der
CM-vermittelten Protektion erwiesen sich CM der hdheren Bestrahlungsdosen als
effektiver im Vergleich zu CM niedrigerer Dosen. Weiterhin wirkten sich CM auch férdernd
auf die Heilungsfahigkeit von HUVEC aus, wobei sich auch hier wieder die CM hdherer
Bestrahlungsintensitaten als effektiver erwiesen (Bild 1 und Abb. 30). Den gezeigten
Daten zu folge verursachten die hohen Strahlendosen die Induktion einer Stressantwort,
die in der erhbéhten Freisetzung u.a. protektiv wirkender Faktoren resultierte. Dies wird
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durch die deutlicheren Effekte der Protektion von HUVEC durch CM von mit 30 Gy
bestrahlten Tumorzellen unterstitzt.

Far VEGF und FGF-2 wurden bei Endothelzellen protektive Eigenschaften nach
Bestrahlung beschrieben (Gorski 1999, Paris 2001), was die eigenen Ergebnisse bzgl. der
Protektion durch VEGF untermauert (Briecer 2004). Wie in vorherigen Experimenten
gezeigt, sezernieren die untersuchten HNSCC-Linien beide Faktoren, wodurch vermutlich
ein Teil der HUVEC-Protektion durch Kokultur oder CM vermittelt wurde. Neben VEGF
und FGF-2 ist sicherlich eine Reihe weiterer Faktoren fir die Protektion des Endothels
verantwortlich. Die das Uberleben der Endothelzellen férdernden Effekte der Tumorzellen
wurden in anderen in vitro-Studien mit Glioblastomzelllinien festgestellt. KHODAREV et al.
beschrieben eine tumorzellvermittelte erhdhte Proliferation, Migration und Angiogenese
der HUVEC (KHoparev 2002). Die Autoren stellten auch fest, dass sich die tumorzell-
vermittelte Aktivierung ruhender Endothelzellen in der Induktion von proangiogen
wirkenden Rezeptoren und Liganden auswirkte. Die Autoren vermuten in diesem
Zusammenhang eine Induktion durch seitens der Tumorzellen freigesetzten
Wachstumsfaktoren. In der gleichen Arbeitsgruppe wurde unlangst gezeigt, dass HUVEC
durch kokultivierte Glioblastomzellen vor dem strahlenvermittelten Zelltod geschiitzt
wurden (Brown 2004). Durch die Behandlung mit Antikdrpern gegen VEGF und der daraus
resultierenden erhdhten strahleninduzierten Apoptose zeigten die Autoren die Beteiligung
dieses Faktors an der tumorzellvermittelten Protektion. Die Autoren schlossen daraus,
dass tumorassoziierte Endothelzellen durch die erhdhte Expression von Genen, die mit
dem Uberleben assoziiert sind, wie Zellzyklus regulierende und DNS-Reparaturproteine,
Resistenz gegenlber zytotoxischen Therapien entwickeln kénnen. Die Arbeiten von
BROWN et al. und KHODAREV et al. untermauern die in dieser Arbeit gezeigten Daten der
Protektion durch die untersuchten HNSCC-Linien und zeigen mégliche Wirkmechanismen
der Kokultur auf. Allerdings steht die weitere Evaluation der beteiligten Faktoren an der
bestrahlungsvermittelten Protektion bei HNSCC und HUVEC noch aus. Um die durch
HNSCC-Linien induzierten Faktoren und Mechanismen bei HUVEC umféanglich zu
erfassen, wirde sich die Analyse der Genexpression bei HUVEC mittels Microarray
anbieten. Die Aufklarung dieser Faktoren koénnte einen wichtigen Beitrag zum weiteren
Verstandnis der Strahlenresistenz leisten.
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5.3 Die VEGF-subtypspezifische Protektion von Tumor- und
Endothelzellen vor dem strahleninduzierten Zelltod

Far die Progression neoplastischer Gewebe ist ein die Neoangiogenese essentiell.
Das BlutgeféBsystem sorgt nicht nur fur die Nahrstoffversorgung und den Abtransport von
Stoffwechselprodukten, sondern ermdglicht auch die Ausdehnung des Tumors. Die
VEGF-Expression wurde bei vielen Tumorenitdten gefunden (NisHikawa 1998, PLATE 1992,
BrowN 1993A und B, 1995, BRIEGER 1999), und schutzt, wie in vorherigen Experimenten gezeigt,
Tumor- und Endothelzellen vor dem bestrahlungsinduzierten Zelltod. Derzeit gibt es keine
Ubereinstimmenden Aussagen Uber die Bedeutung der VEGF-Subtypen bei der
Tumorgenese. Dass den Subtypen eine wichtige Rolle zukommen kdénnte, zeigen die
Daten von VLACHTSIS et al. Die Autoren fanden, dass das Wachstum transplantierter
Tumore vom Expressionsverhéltnis der VEGF-Subtypen zueinander abhange (ViacHTsis
2002). Da die Bedeutung der VEGF-Subtypen beim Uberleben und der Proliferation von
Tumor- und Endothelzellen nach Bestrahlung bisher nicht gezeigt wurde, wurden die
wichtigsten an der Angiogenese beteiligten VEGF-Subtypen VEGF;»; und VEGFes
diesbezlglich untersucht.

Im Koloniebildungsassay wurden Tumorzelllinien und HUVEC mit Intensitaten von
0,5 bis 8 Gy bestrahlt. Verglichen mit der Kontrolle nahm die Anzahl der Uberlebenden
Zellen mit ansteigenden Intensitaten ab (Abb. 29). Fir beide Subtypen konnten protektive
Eigenschaften gegenlber Bestrahlung bei beiden Zelltypen festgestellt werden,
wenngleich mit unterschiedlicher Effektivitat: VEGF»; bewirkte bei den HNSCC-Linien
einen signifikant héheren Schutz vor dem bestrahlungsinduzierten Zelltod als VEGFgs.
HUVEC wurden starker durch VEGFg5 geschitzt. Beim Vergleich der Intensitat, die das
Uberleben um 50% reduziert (LDs,, letale Dosis), wurde bei den Tumorlinien durch
VEGFes eine Erhéhung um 1 Gy festgestellt, entsprechend 83%. VEGF,; erhdhte die
LDs, bei diesen Zellen um 1,5 Gy, entsprechend 125%. Das Uberleben der HUVEC nach
Bestrahlung wurde stéarker durch VEGFiss geschiitzt. Dieser Subtyp bewirkte eine um
100% erhdhte LDsy. VEGF424 verschob die LDsy noch um 43%. Diese Beobachtungen
stehen im Widerspruch zu den erhobenen Daten mit Tumorzellen, wobei VEGF4
effektiver schitzte als VEGFgs.

Ubereinstimmend mit den Daten des Koloniebildungassays, wurde die Proliferation
der HUVEC durch die Administration beider VEGFs erhéht. Wie beim
Koloniebildungsassay auch, Ubte VEGF45 einen starkeren Effekt als VEGF 2 aus (Abb.
30¢). Im Gegensatz zum Uberleben wurde die Proliferation der untersuchten
Tumorzelllinien durch VEGF nicht beeinflusst (Abb. 30C).
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Um die Beteiligung von VEGF-Rezeptoren an den zytoprotektiven Effekten der
VEGF-Subtypen zu evaluieren, wurden die Tumorzelllinien und HUVEC auf die
Expression von VEGFR-1, VEGFR-2 und NP-1 untersucht. Alle Kulturen zeigten sich
hinsichtlich der Rezeptor-Expression positiv.

Die beobachtete Protektion und erhéhte Proliferation von HUVEC durch VEGFes
nach Bestrahlung wurde auch in anderen Studien gezeigt. GORSKI et al. fanden ein
erhéhtes Uberleben von HUVEC durch VEGF,gs nach Bestrahlung, und KERMANI et al.
beschrieben eine erhdhte Proliferation von HUVEC durch diesen VEGF-Subtyp nach
Bestrahlung (Gorski 1999, Kermani 2001). Die Bestrahlungsinduktion von VEGF bei
verschiedenen Tumorzelllinien wurde ebenfalls durch GORSKI et al. gezeigt und durch die
Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe bestatigt (BRIEGER 2004 und 2005B, Gorski 1999).

Die Proliferation der Tumorzellen hingegen wurde durch keinen der beiden VEGF-
Subtypen erhéht. Die Daten von GORSKI et al. zeigten nach Inkubation von Tumorzellen
mit VEGFi¢s ebenfalls keine erhdhte Proliferation, was durch VEGF-neutralisierende
Antikorper verifiziert wurde (Gorski 1999). Dies korreliert mit der fehlenden Antwort der
Tumorzellen auf diesen VEGF-Subtyp beim Koloniebildungsassay.

Die Erhéhung der LDsy durch VEGF um bis zu 1,5 Gy bei Tumorzellen und 0,7 Gy
bei Endothelzellen kdnnte bei der RT relevant sein, da hier in der Regel mit 2 Gy bestrahlt
wird. Mdglicherweise kdnnte das bestrahlungsinduzierte VEGF der Tumorzellen das
Uberleben der tumorassoziierten Endothelzellen erhdhen, was somit zur Erhéhung der
Radioresistenz beitragen wirde.

Um die Korrelation der subtypspezifischen Effekte mit der VEGF-Rezeptor
Expression zu evaluieren, wurde die Expression des VEGFR-1, VEGFR-2 und von NP-1
auf den Tumor- und Endothelzellen untersucht. LALLA et al. wiesen ebenfalls VEGFR-1
und VEGFR-2 auf HNSCC mittels immunhistochemischer Detektion nach (Laia 2003).
Obwohl die NP-1 Expression auch auf anderen Tumorenitaten wie des Magens und der
Prostata gezeigt wurde (Akaci 2003, Miao 2000, Soker 1998), wurde dieser Rezeptor meiner
Erkenntnis nach bisher nicht auf HNSCC nachgewiesen. Da alle untersuchten Zelltypen,
wenn auch mit leicht unterschiedlicher Auspragung, positiv flr die Rezeptoren waren liegt
hier sicher nicht die Ursache der beobachteten subtypspezifischen Effekte. Die
unterschiedlichen Antworten auf die VEGF-Subtypen kénnten daher in zelltypspezifischen
Unterschieden der intrazellularen Signaltransduktion nach Rezeptoraktivierung liegen.
Andererseits kdnnte die angewandte Methode der Immunhistochemie nicht sensitiv genug
sein, um geringe, aber mdoglicherweise physiologisch relevante Unterschiede der
Expressionsniveaus zu detektieren, worauf die subtypspezifischen Effekte zurtickzufiihren

sein konnten.
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Anhand der gezeigten Daten kdnnte durch die Neutralisation des VEGF ein wichtiger
Mediator der Radioresistenz wahrend der Tumortherapie entfernt werden, wodurch
maoglicherweise die Effektivitdt der Behandlung zu steigern wéare. Mit Avastin wurde ein
spezifischer Antikérper gegen humanes VEGF entwickelt, der beim Kolonkarzinom bereits
klinische Anwendung findet (Presta 1997). Allerdings ist zu bedenken, dass eine
vollstandige VEGF-Inhibition die Kompensation durch andere Mechanismen induzieren
kénnte. Auch unterscheidet eine solche Therapie nicht zwischen den VEGF-Subtypen,
was auch die Inhibition von Subtypen mit antiangiogenen Eigenschaften, wie die des
VEGFiesp, zur Folge héatte (Woolarp 2004, Bates 2002). Die kombinierte Therapie aus
Bestrahlung und antiangiogenen Substanzen wurde von anderen Autoren untersucht und
zeigte viel versprechende Ergebnisse, so dass es bereits zur Anwendung in klinischen
Studien kam. Auf weitere antiangiogene Therapien wird in den folgenden Abschnitten
weiter eingegangen.

Bei der Inhibition der VEGF-vermittelten Zellantwort sollte jedoch die mdgliche
Induktion kompensatorischer Wege in Betracht gezogen werden, die das Fehlen des
VEGF-Signals aufheben kénnten. Daher stellt die Inhibition der Bestrahlungsinduktion von
VEGF und der Beteiligung der induzierten intrazelluldren Signaltransduktions-
komponenten ein wichtiges Ziel weiterer Studien dar.

5.4 Die Bedeutung des VEGFR-2 bei der VEGF- und bestrah-
lungsvermittelten Zellantwort

Der VEGFR-2 vermittelt die meisten an der Angiogenese beteiligten Mechanismen.
Proliferation, Migration, Invasion und Uberleben der Endothelzellen werden maBgeblich
Uber diesen Rezeptor gesteuert. In einer aktuellen Studie zeigten LI et al., dass die
Blockierung des VEGFR-2 durch einen spezifischen Antikdrper bei HUVEC verschiedene,
in die Angiogenese involvierte Stufen, inhibierte. Dazu z&hlen die Proliferation, das
Uberleben, die Migration und die Differenzierung der Zellen zum angiogenen Phanotyp (L
2005). Die intrazellulare Signaltransduktion des VEGFR-2 nach Ligandenbindung oder
Bestrahlung verlauft u.a. Gber die Aktivierung von PI3K / Akt (Asepi 1997, EbwaARrDs 2002,
VEIKKOLA 2000, ZAcHARY 2003). Beide Komponenten regulieren ihrerseits neben der VEGF-
auch die FGF-2 Expression (Gao 2002, ZacHary 2003). Die Vermeidung der VEGFR-2
Aktivierung kénnte daher zum Erfolg der RT beitragen, da dessen Aktivierung vermutlich
auch mit der Radioresistenz korreliert. Dies konnte bei verschiedenen in vivo-Studien
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durch die kombinierte Gabe von VEGFR-2 spezifischen Antikérpern mit Bestrahlung
gezeigt werden. Kozim et al. beschrieben bei Xenotransplantaten eine Verringerung der
zur 50%igen Tumorkontrolle notwendigen Bestrahlungsdosis um das 1,5fache durch
einen VEGFR-2 spezifischen Antikdrper (Kozin 2001). LI et al. zeigten in vivo die additiven
Effekte eines VEGFR-2 Antikdrpers in Kombination mit Bestrahlung (LI 2005).
Zusammengefasst verdeutlichen diese Daten die wichtige Funktion des VEGFR-2 bei der
Radioresistenzbildung im Tumorgewebe.

In vorherigen Experimenten wurde die unterschiedliche VEGF-subtypspezifische
Protektion von HUVEC und Tumorzellen gezeigt. VEGF schitzte beide Zelltypen,
allerdings mit unterschiedlicher Subtypspezifitdt: HUVEC wurden starker durch VEGFes
und Tumorzellen durch VEGF;,; vor dem bestrahlungsinduzierten Zelltod geschitzt.
Durch den immunhistochemischen Nachweis der VEGF-Rezeptoren lieB sich die
Subtypspezifitat der Zelltypen jedoch nicht erklaren, da die untersuchten Zelltypen alle
drei Rezeptoren exprimierten. In weiteren Untersuchungen sollte mit den VEGF-Subtypen
VEGF2; und VEGFs die Aktivierbarkeit, d.h. Phosphorylierung des VEGFR-2 bei
HUVEC und Tumorzellen evaluiert werden.

Dazu wurden HUVEC und Zellen einer HNSCC-Linie mit beiden VEGF-Subtypen
kultiviert. Die Rezeptoraktivierung wurde zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen. Der
VEGFR-2 wurde bei HUVEC durch beide VEGF-Subtypen aktiviert (Abb. 31A). Es war
jedoch eine deutliche Subtypspezifitat erkennbar. Durch die Stimulation mit VEGF;,; war
eine zeitliche Zunahme der Rezeptoraktivierung festzustellen. Nach 10 min wurde die
maximale Aktivierung festgestellt und es lagen 65% des gesamten VEGFR-2
phosphoryliert vor. VEGF2; bewirkte zu keinem Zeitpunkt die Aktivierung des gesamten
VEGFR-2. Mit VEGF¢; war die maximale Stimulation bereits nach einer Minute erreicht,
und der gesamte VEGFR-2-Gehalt war aktiviert. Im weiteren Verlauf nahm der Gehalt an
phospho-VEGFR-2 kontinuierlich ab.

Die Tumorzelllinie war immunhistochemisch fir den VEGFR-2 positiv. Um die
Beteiligung des Rezeptors an der in vorherigen Experimenten gezeigten Protektion durch
autologes und rekombinantes VEGF festzustellen, wurden Zellen einer Tumorlinie mit den
VEGF-Subtypen VEGFi»; und VEGFi¢ kultiviert. Allerdings war der im Zelllysat
quantifizierte Rezeptorgehalt zu niedrig, um verlassliche Aussagen Uber dessen
Phosphorylierungszustand zu machen. Es sei jedoch erwéhnt, dass unter jeder
Behandlung Phospho-VEGFR-2 detektiert wurde, wobei allerdings keine Subtypspezifitat
erkennbar war (Abb. 31B).

Die deutlich starkere Rezeptoraktivierung durch VEGF,¢5 bei HUVEC bestéatigt die
Daten des Koloniebildungs- und Proliferationassays. Bei beiden Studien zeigte dieser
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Subtyp deutlichere Effekte im Vergleich zu VEGF;,;. Demzufolge kénnte fir die Erhéhung
des Uberlebens und der Proliferation von HUVEC eine starkere Rezeptoraktivierung von
Vorteil sein. VEGF,; verursachte zu keinem der untersuchten Zeitpunkte die Aktivierung
des gesamten VEGFR-2. Dies kdnnte eine schwéachere intrazellulare Signaltransduktion
und als Folge eine geringeren Induktion von Reperaturmechanismen und Expression
weiterer das Uberleben férdernden Faktoren verursachen, wodurch sich letztendlich die
beobachtete geringere Protektion dieses Subtyps bei HUVEC erklaren liee.

Da der VEGFR-2 bei Tumorzellen nicht die gleiche Aktivierbarkeit aufweist wie bei
Endothelzellen, scheint die Funktion der Rezeptoren Tumorzellen unklar. Die in dieser
Arbeit beschriebene autologe Protektion der Tumorzellen durch das in den konditionierten
Kulturmedien enthaltene freigesetzte VEGF und die Protektion durch rekombinantes
VEGF scheint demnach nicht durch den VEGFR-2 vermittelt zu werden.

Der VEGFR-2 wurde neben HNSCC auch bei anderen Tumoren wie dem
Mammakarzinom und Glioblastom gezeigt (LaLLa 2003, MeNnTLEIN 2004, Price 2001). Nach
bisherigen Erkenntnissen ist die Funktion der VEGF-Rezeptoren auf Tumorzellen unklar.
LALLA et al. vermuteten allerdings die autokrine Regulation der Tumorzellaktivitat Gber die
VEGF-Rezeptoren 1 und 2 (LaLLa 2003). Die in dieser Arbeit untersuchte Tumorzelllinie
sezerniert VEGF (Abb. 18), was jedoch keine Korrelation zu der Aktivierbarkeit des
VEGFR-2 erkennen lasst. MENTLEIN et al. fanden die VEGF-Rezeptoren VEGFR-1 und -2
auf Glioblastomzellen im Vergleich zu kultivierten Endothelzellen ebenfalls deutlich
schwécher exprimiert (Mentten 2004). Glioblastomzellen sezernieren auch VEGF,
allerdings war durch die Applikation von VEGF, wie in den eigenen Untersuchungen auch,
eine nur sehr schwache Rezeptoraktivierung festzustellen. Die Aktivierung nach-
geschalteter Kinasen oder Transkriptionsfaktoren konnten die Autoren nicht feststellen,
woraus sie schlossen, dass die funktionellen Effekte der VEGF-Rezeptoraktivierung bei
Glioblastomzellen niedrig sind und, falls Gberhaupt, nur eine sehr geringe autokrine
Wachstumsstimulation stattfindet. Bei der autokrinen Regulation der Zellaktivitdt misste
demzufolge die Aktivierung des VEGFR-2 durch das autologe VEGF erfolgen, was
jedoch, wie auch in den eigenen Arbeiten gezeigt, nicht zu beobachten war.

Die beobachteten protektiven Effekte des VEGF bei Tumorzellen kénnten auch
Uber den VEGFR-1 vermittelt worden sein. Die Tumorzelllinien zeigten sich flr diesen
Rezeptor immunhistochemisch ebenfalls positiv. Um dessen Bedeutung an der VEGF-
vermittelten Protektion zu analysieren ware es sinnvoll, die Aktivierung des VEGFR-1
durch VEGF zu untersuchen. HEROLD-MENDE et al. zeigten die Expression dieses
Rezeptors auf HNSCC und beschrieben, dass die Stimulation des VEGFR-1 mit VEGF 45
eine proliferationsregulierende Funktion ausubt (HeroLo-Menoe 1999). Die Autoren
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Uberlegten, dass die Rezeptoraktivierung ein autokrines Signal zur Wachstumsinhibition
vermitteln kdnnte, das bei entsprechenden Umweltbedingungen das Uberleben der Zellen
sicherstellen wirde. Dies kénnte dann nétig sein, wenn der Tumor durch das
ungehemmte Wachstum Uber dessen versorgendes GefaBsystem hinauswachst. Durch
die eintretende Hypoxie wird VEGF induziert, was die Aktivierung des gefaBassoziierten
Endothels verursacht. Sinnvollerweise wirden sich die Tumorzellen damit selbst
signalisieren das eigene Wachstum einzustellen, um so lange zu Uberleben, bis die
GefaBversorgung wieder gewahrleistet ist. Dies kénnte daher auch die das Uberleben der
Tumorzellen férdernden Effekte des VEGF beim Koloniebildungsassay erklaren, da sich
dieser Assay Uber einen langeren Zeitraum als der Proliferationsassay erstreckt (10 Tage
vs. 24h). Die beschriebene VEGF-vermittelte Protektion bei Tumorzellen wurde erst nach
diesem langeren Zeitraum deutlich. FUr diese Sicht spricht auch die Tatsache, dass
Bestrahlung neben der direkten Induktion der Apoptose auch den Stillstand des Zellzyklus
verursacht, wonach die geschéadigten Zellen auch erst nach weiteren Mitosen sterben.
Dementsprechend kdnnte die VEGF-vermittelte Protektion auch erst nach einem langeren
Zeitraum eintreten. Wirde eine Beteiligung des VEGFR-1 bei der Tumorzellprotektion
durch VEGF bestatigt, wirden mit dem Einsatz anti-VEGF-Antikdrper neben der Inhibition
der Endothelzellaktivierung auch die proliferationsreduzierende Wirkung des VEGF auf
VEGFR-1 exprimierende Tumorzellen aufgehoben werden. Da proliferierende Zellen
durch Bestrahlung angreifbarer sind, waren die in ihrer Proliferation ungehemmten
Tumorzellen einer RT besser zuganglich.

Diese Daten sprechen aber auch fir die Bedeutung des VEGFR-2 beim
tumorassoziierten Endothel und betonen auch in Anlehnung an Abschnitt 5.3 die
Notwendigkeit der Vermeidung der Rezeptoraktivierung bei Endothelzellen zur Erhéhung
des Erfolges der RT.

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass anti-VEGFR-2 Antikdrper den Erfolg
der RT bei xenotransplantierten Tumoren erhéhen (Kozin 2001, Li 2005). Bestrahlung scheint
weiterhin auch generell die Aktivierung von Rezeptoren des Thyrosinkinase-Typs zu
bewirken. Die bestrahlungsvermittelte, ligandenunabhangige Aktivierung wurde fir den
EGFR bei Tumorzellen, wie auch fir den VEGFR-2 bei Endothelzellen gezeigt (Contessa
1999, KAVANAGH 1995, ScHMIDT-ULLRICH 1997 und 2003, ZINGgG 2004). Daher sollte bei den im Labor
etablierten HNSCC-Linien die ligandenunabhangige Aktivierung des VEGFR-2 durch
Bestrahlung eruiert werden. Da die bestrahlungsvermittelte Aktivierung des Rezeptors bei
HUVEC gezeigt wurde, wurden diese Zellen zur Bestatigung mitgefihrt. Weder HUVEC
noch Tumorzellen zeigten zu einem der untersuchten Zeitpunkte eine liganden-

unabhéngige Aktivierung des VEGFR-2 nach einer 2 Gy-Dosis (Abb. 34A und B). Bei der
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untersuchten Tumorzelllinie wurden auch in diesen Experimenten nur sehr geringe
Konzentrationen des aktivierten VEGFR-2 detektiert, so dass aufgrund der hohen
MeBungenauigkeit keine verldssige Aussage Uber eine bestrahlungsvermittelte
Aktivierung gemacht werden kann. Es sei dennoch erwahnt, dass ein leichter Anstieg des
Phospho-VEGFR-2 nach einer 2 Gy-Dosis zu verzeichnen war.

Im Gegensatz zu den Daten von ZINGG et al. konnte in den eigenen
Untersuchungen keine bestrahlungsvermittelte Aktivierung des VEGFR-2 bei HUVEC
festgestellt werden. ZINGG et al. beschrieben die ligandenunabhéangige VEGFR-2
Aktivierung 5 Minuten nach einer 2 Gy-Dosis bei Endothelzellen in vitro, was die
Aktivierung der PI3K / Akt Kaskade bewirkte (zinac 2004). In der eigenen Arbeit wurden die
Zeitpunkte 1, 2, 5, 10 und 30 Minuten nach einer 2 Gy-Dosis untersucht und zu keinem
der MeBpunkte wurde eine erhdhte Phosphorylierung des Rezeptors festgestellt. ZINGG et
al. bestimmten die Phosphorylierung des VEGFR-2 mittels Immunfluoreszenz, wahrend in
der vorliegenden Arbeit die getrennte Quantifizierung des Gesamt- und des Phospho-
VEGFR-2-Gehalts mittels sensitiverem ELISA erfolgte. Die verwendeten Methoden zwar
sind unterschiedlich sensitiv, der Nachweis mittels Immunfluoreszenz ist, wie ELISA auch,
dennoch sehr spezifisch, was die widersprichlichen Ergebnisse nicht begriindet. Auch ist
ein Defekt der Bestrahlungsanlage auszuschlieBen, da deren Wirksamkeit in anderen
Experimenten gezeigt wurde. Aufgrund der beobachteten Abnahme der Zellzahl nach
hohen Bestrahlungsintensitaten (Abb. 19) ist davon auszugehen, dass die Bestrahlung der
Zellen auch in diesen Experimenten stattfand. Daher bleibt unklar, weshalb keine
bestrahlungsvermittelte VEGFR-2 Aktivierung in den Studien zu dieser Arbeit gefunden
wurde.

VEGF férdert das Uberleben von Tumor- und Endothelzellen nach Bestrahlung.
Bei Endothelzellen werden die Effekte des VEGF auch Uber den VEGFR-2 vermittelt.
Daher scheint die Inhibition der VEGFR-2 Aktivierung bei der Tumortherapie zur
Erhdhung des RT-Erfolges sinnvoll. Untersuchungen mit Rezeptor-spezifischen
Antikérpern und der daraus resultierenden Inhibition der Kinaseaktivitat zeigen viel
versprechende Wirkungen. Teilweise finden die Inhibitoren bereits Anwendung in der
klinischen Tumortherapie. So blockiert beispielsweise PTK787 / ZK222584 die Aktivierung
aller bekannten VEGF-Rezeptoren, reduziert die Endothelzellproliferation, jedoch nicht die
Tumorzellproliferation, und bewirkte den deutlichen Rickgang transplantierter humaner
Tumorzelllinien (Hess-Stumpp 2005). In der kombinierten Therapie mit Bestrahlung zeigte
PTK787 / ZK222584 additive Effekte (Hess 2001). Die Substanz befindet sich in der Ill.
Phase klinischer Studien zur Anwendung bei Karzinomen des Kolorektums. Mit AZD2171
wurde ein selektiver VEGFR-2 Inhibitor entwickelt, der die Endothelzellproliferation sowie
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die Etablierung und das Wachstum xenotransplantierter Tumore reduziert. Die Substanz
findet Anwendung in der klinischen Tumortherapie (Webae 2005). SU5419 ist ein selektiver
VEGFR-2 Inhibitor, der in Verbindung mit Bestrahlung und Chemotherapie Proliferation,
Uberleben, Migration und Differenzierung von Endothelzellen in vitro Gber die Inhibition
der Akt-Phosphorylierung deutlich reduzierte, wobei die Effekte bei Tumorzellen
schwécher ausfielen (BiscHor 2004).

In den beschriebenen Studien verursachte die VEGFR-Blockierung den Riickgang
der Tumorprogression. Das Schrumpfen der transplantierten Tumore ist in den meisten
Fallen auf den Rickgang der GefaBdichte zurlckzufihren. Durch die reduzierte
GefaBversorgung wird das maligne Gewebe schnell hypoxisch und unzureichend mit
Nahrstoffen versorgt. Dauert die VEGFR-2 Blockierung an, kann keine Rekrutierung
neuer GefaBe durch die Hypoxie-induzierte VEGF-Freisetzung seitens des Tumors
stattfinden, woraufhin das Tumorvolumen abnimmt. Bei der kombinierten
Antiangiogenese-Radiotherapie wird der Erfolg der RT durch die eintretende Hypoxie
infolge der reduzierten GeféBdichte im Tumor eingeschrankt. Im hypoxischen Gewebe
entstehen aufgrund des niedrigen pO, weniger Sauerstoffradikale in der Zellen, wodurch
die Strahlensch&aden in geringerem MaBe auftreten als bei gut oxigenierten Geweben.
Diese Beobachtung machten WILLIAMS et al. bei der kombinierten Behandlung von
VEGFR-Inhibitoren mit Bestrahlung in vivo (Wiiams 2004). Die Autoren fanden, dass der
Erfolg der durchaus vom Behandlungsplan abzuhangen scheint, da eine deutlich
verstarkte Wachstumsverzdgerung der transplantierten Tumore bei Gabe des Inhibitors
nach der letzten Dosis der Bestrahlungsreihe im Vergleich zur Gabe vor jeder Bestrahlung
zu beobachten war. WINKLER et al. beobachteten bei der Blockierung des VEGFR-2 ein
,optimales Fenster* mit erhéhter Tumoroxigenierung, in dem die RT am effektivsten war
(WinkLer 2004). Da der Erfolg vor und nach diesem ,Fenster” geringer war, schlossen die
Autoren, dass die kombinierte Antiangiogenese-Radiotherapie bei soliden Tumoren mit
einer zytotoxischen Therapie kombiniert werden sollte.

Fiar die Notwendigkeit der Anwendung von Substanzen mit verschiedenen
zellularen Zielen spricht auch die Beobachtung der sich im Verlauf der Tumorprogression
oder Resistenzbildung verandernden Expressionsmuster angiogener Faktoren (ReLF 1997).
Daher kdnnten sich Inhibitoren, die nur ein angiogenes Ziel haben, durch die Entwicklung
einer ,erworbenen Substanzresistenz” als unwirksam erweisen. Das sich wahrend der
Therapie meist spat entwickelnde Ausbleiben der Antwort auf die Behandlung kénnte
durch die rechtzeitige Kombination mit weiteren Angiogeneseinhibitoren und/oder
zytotoxischer Chemotherapie verhindert werden (Browbper 2000, HANAHAN 2000A, KLEMENT 2000).
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5.5 Die Effekte der Cox-Inhibitoren

lonisierende Strahlung verursacht neben den erwlinschten Effekten wie Induktion
der Apoptose und Wachstumsstillstand, auch die erhdéhte Freisetzung angiogener
Faktoren wie u.a. VEGF und FGF-2 bei Tumorzellen. Diese Faktoren schitzen Tumor-
und Endothelzellen von dem Strahlentod, was den Erfolg der RT maBgeblich reduziert. In
vorherigen Abschnitten wurde die Bedeutung des VEGF und dessen Rezeptoraktivierung
bei der Progression etablierter Tumore dargestellt und es wurden die viel versprechenden
antitumoralen Effekte antiangiogener Substanzen wie Antikérper gegen VEGF und die
VEGF-Rezeptoren in Verbindung mit Bestrahlung aufgezeigt. Zur Erhéhung der Antwort
auf die RT scheint jedoch die Vermeidung der Induktion protektiv wirkender Faktoren bei
Tumorzellen durch Bestrahlung sinnvoll.

Cox-2 ist ein induzierbares Enzym, das die Synthese der Prostaglandine
katalysiert. Die Prostaglandine, insbesondere PGE; spielen bei der Karzinogenese eine
wichtige Rolle, da sie die Proliferation, Apoptose und Angiogenese beeinflussen
(DANNENBERG 2001, SHEnG 1998). Cox-2 liegt bei vielen Tumorerkrankungen, wie auch dem
HNSCC haufig Gberexprimiert vor und scheint mit einer schlechten Prognose zu
korrelieren (CHan 1999, zZweiFeL 2002). Pharmakologische in vivo-Studien zeigten, dass Cox-2
Inhibitoren die Tumormanifestation und —progression reduzieren (Sawaoka 1999, ZWEIFEL
2002). Dieser Riickgang in vivo beruht auf apoptotischen Vorgéangen der malignen Zellen.
In vitro wurde keine Cox-Inhibitor vermittelte Induktion der Apoptose festgestellt (Sawaoka
1999). Cox-Inhibitoren bewirken weiterhin eine Verstérkung der antitumoralen Effekte der
RT (Mias 1999 und 2001). Die zelluldren Zusammenhange zwischen dem Schrumpfen
malignen Gewebes und der Cox-Expression wurden bisher nicht klar erkannt. Allerdings
scheinen die antitumoralen Effekte der NSAIDs neben der Cox-abhéngigen auch Cox-
unabhangige Mechanismen zu induzieren.

Nach Bestrahlung wurde neben erhdhten PGE,-Konzentrationen auch eine
erhdhte Cox-2-Expression gefunden (BiLings 1994, LI 2003B, STEINAUER 2000). LIM ef al. zeigten
eine Korrelation der Cox-2 Uberexpression mit der VEGF-Expression (Lm 2003) und beim
Prostatakarzinom wurde die Hochregulation der VEGF-Expression infolge der Cox-2-
Induktion dargestellt (Liu 1999). Weiterhin beschrieben CHENG et al. die erhdhte VEGF- und
FGF-2-mRNA Expression nach Inkubation mit PGE; bei Rattenzellen (CHena 1998).

Diese Beobachtungen lassen einen regulatorischen Zusammenhang der Cox-2-
und VEGF-Expression beim Tumor nach Bestrahlung vermuten. Daher wurde in dieser
Arbeit die Beteiligung der Cyclooxygenasen an der Bestrahlungsinduktion durch die
Applikation von Cox-Inhibitoren bei Tumorzelllinien untersucht.
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Tumorzellen zweier Linien wurden mit den Cox-Inhibitoren Flurbiprofen,
Meloxicam und Lumiracoxib kultiviert und bestrahlt (Abb. 36 — 42). Da die Angaben der ICso-
Werte der Cox-Inhibitoren h&ufig aus Inhibitionsexperimenten mit rekombinanten Cox-
Enzymen stammen, und daher nicht uneingeschrankt auf die vorliegenden in vitro
Bedingungen (bertragbar sind, wurden die drei Substanzen in Konzentrationsreihen
angewendet. Die intrazellulare Wirksamkeit von Flurbiprofen wurde durch den nahezu
vollstandigen Rickgang des induzierten PGE, gezeigt (Abb. 39).

Weder Flurbiprofen, Meloxicam noch Lumiracoxib reduzierten mit den untersuch-
ten Konzentrationen deutlich die Bestrahlungsinduktion von VEGF und IL-8 bei Tumorzell-
linien. Die basale VEGF-Freisetzung der Zellen wurde durch die Substanzen ebenfalls
nicht moduliert. Da die Cox-Inhibitoren weder im selektiven, noch unselektiven
Konzentrationsbereich die Freisetzung von VEGF und IL-8 verringerte, scheinen die
Cyclooxygenasen nicht an der Bestrahlungsinduktion dieser Faktoren beteiligt zu sein.
Angaben der Literatur zufolge, bewirkten die selektiven Cox-2-Inhibitoren Diclofenac und
Rofecoxib bei Karzinomzelllinien des Osophagus eine deutliche Reduktion der VEGF-
Expression, wohingegen der unselektive Inhibitor SC-560 die VEGF-Expressionslevel der
untersuchten Zelllinien nicht beeinflusste (von Ranpen 2005). In dieser Studie wurden die
Zellen langstens 24h mit den Inhibitoren kultiviert. In den Untersuchungen dieser Arbeit
wurden das freigesetzte VEGF der Tumorlinien erst nach 72h quantifiziert. Da das
Kulturmedium t&glich erneuert wurde, konnte nur die innerhalb der letzten 24h
freigesetzten Faktoren gemessen werden. Eine mdglicherweise zeitlich begrenzte
Wirkung der in dieser Arbeit untersuchten Cox-Inhibitoren auf die VEGF-Expression
kénnte durch eine haufigere Probennahme festgestellt werden.

Die Cox-Inhibitoren Flurbiprofen, Meloxicam und Lumiracoxib modulierten die
strahleninduzierte FGF-2 Freisetzung bei den untersuchten Tumorzelllinien. Dabei waren
konzentrationsabhangige Effekte zu erkennen. Nur die hodchste Flurbiprofen-
Konzentration bewirkte eine deutlich reduzierte bestrahlungsinduzierte FGF-2 Freisetzung
bei allen Tumorzelllinien. Die niedrigeren Lumiracoxib-Konzentrationen induzierten die
bestrahlungsvermittelte FGF-2 Sezernierung zusatzlich. Wie auch bei Flurbiprofen zu
beobachten war, reduzierte die hdchste Lumiracoxib-Konzentration die Bestrahlungs-
induktion von FGF-2. Bei Meloxicam bewirkte ebenso nur die héchste Konzentration eine
tendenziell verringerte Bestrahlungsinduktion dieses Faktors.

Da die Inhibitoren nur die bestrahlungsinduzierte und nicht die basale FGF-2
Sezernierung modulierte, scheinen die intrazellularen Ziele der Substanzen neben der
Cox-Inhibition auch bestrahlungsinduzierte Faktoren zu sein. Die verringerte
Bestrahlungsinduktion von FGF-2 trat bei allen untersuchten Inhibitoren erst mit der

119



Diskussion

jeweils héchsten Substanzkonzentration auf. Bei Flurbiprofen war diese Konzentration mit
200 pM deutlich héher als zur Inhibition der PGE,-Synthese nétig gewesen waére (die
nahezu vollstadndige Inhibition der PGE,-Induktion wurde bereits mit 0,4 uM Flurbiprofen
erreicht, Abb. 39). Da die Effekte der Substanz auf die Bestrahlungsinduktion von FGF-2
bei einer Konzentration von 200 pM festgestellt wurden, sind Cox-unabhangige
Mechanismen des Flurbiprofen zu vermuten. Bei den selektiven Cox-2 Inhibitoren
Meloxicam und Lumiracoxib zeigten ebenfalls nur Konzentrationen deutlich oberhalb der
ICso flr Cox-1 reduzierende Effekte auf die Induktion von FGF-2. Da bei den jeweils
héchsten Substanzkonzentrationen (100 uM) die Cyclooxygenasen vermutlich vollstédndig
inhibiert waren, scheinen, wie auch bei Flurbiprofen, Cox-unabhé&ngige Mechanismen bei
den beobachteten Effekten eine Rolle zu spielen.

Dass die antitumoralen Effekte der NSAIDs in vivo nicht nur auf die Apoptose-
induktion bei Tumorzellen direkt zurlckzuflhren ist, sondern indirekt Uber Cox-
unabhéangige Mechanismen vermittelt werden, ist inzwischen gut belegt. Die
Tumorangiogenese wird durch das Zusammenspiel sezernierter Wachstumsfaktoren aller
am Tumor beteiligten Zelltypen wie den malignen Zellen selbst aber auch von
Endothelzellen, Fibroblasten und tumorinfiltrierenden inflammatorischen Zellen gesteuert.
Es haufen sich die Vermutungen, dass das tumorassoziierte Endothel und/oder das
Stroma am NSAIDs-vermittelten Schrumpfen des Tumors beteiligt sind. SAWAOKA et al.
beschrieben eine reduzierte VEGF- und FGF-2-Proteinkonzentrationen sowie eine
deutlich reduzierte Angiogenese durch den Cox-2 Inhibitor NS-398 in vivo (Sawaoka 1999).
JONES et al. zeigten weiterhin die Beteiligung der MAP-Kinase Erk2 an der
Angiogeneseinhibition durch die Cox-Inhibitoren NS-398 und Indomethazin bei
Endothelzellen (Jones 1999).

Cox-unabhéangige Effekte der NSAIDs wurden durch die Arbeiten von WILLIAMS et
al. bei xenotransplantierten Cox-2 knock-out Mausen deutlich (WiLLiams 2000A). Die Autoren
fanden neben der drastisch abgeschwéachten Tumorprogression auch eine um 30%
reduzierte GefaBdichte durch den selektiven Cox-2 Inhibitor Celecoxib. Zudem wurde die
VEGF-Sezernierung der tumorassoziierten, also Cox-2-negativen Fibroblasten bei Cox-2-
defizienten M&usen um Uber 90% verringert. Cox-unabhéngige Effekte der Inhibitoren
wurden auch bei xenotransplantierten Cox-2-defizienten Zelllinien durch die Reduktion der
Tumorprogression festgestellt (GroscH 2001, Marx 2001, ZHAnG 1999). Dass Cox-Inhibitoren
nicht nur bei Tumorzellen wirken, sondern auch Effekte auf Endothelzellen ausiben,
konnte durch die in dieser Arbeit festgestellten Cox-unabhangigen Wirkungen bei HUVEC
festgestellt werden. Die jeweils hdchsten Konzentrationen von Flurbiprofen und
Meloxicam bewirkten im Migrationsassay tendenziell eine Heilungsverzégerung (Abb. 44).
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Der Rickgang des Tumorvolumens bei Cox-2 defizienten Tumortransplantaten
oder transplantierten Cox-2 knock out Mausen kénnte auch darauf beruhen, dass Cox-2
bei Endothelzellen durch zelluldre Wechselwirkungen zwischen Tumorzellen und dem
tumorassoziierten GeféaBendothel induziert wurde (Masrerre 2000). Dies wirde bedeuten,
dass Tumorzellen die sie umgebenden Zellen hinsichtlich der Cox-2 Expression
beeinflussen wirden. Diese Hypothese wird durch die Beobachtung von SosLow et al.
unterstitzt, bei welcher nur direkt benachbarte nicht-neoplastische Epithelzellen Cox-2
exprimierten und nicht die weiter entfernt liegenden epithelialen Bereiche (SosLow 2000).
SATO et al. beschrieben die Zell-Zell-Kommunikation bei Tumorzellen und Fibroblasten.
Durch die Kokultur wurde bei beiden Zelltypen die Hochregulation vieler Faktoren, mit
teilweise proangiogenen Effekten wie u.a. Cox-2, festgestellt (Sato 2004).

Um die antitumoralen Effekte des Cox-2 Inhibitors NS-398 in Kombination mit
Bestrahlung in vivo zu untersuchten, wurden Zellen einer HNSCC-Linie in SCID-Mause
transplantiert. Dabei sollte festgestellt werden, ob durch NS-398 die zytotoxischen Effekte
der Bestrahlung erh6ht werden kénnen.

Beim Glioblastom-Xenotransplantat zeigte der Cox-2 Inhibitor SC-236 deutliche,
die Bestrahlung erhéhenden Effekte (Petersen 2000). Die gleiche Substanz bewirkte in
Kombination mit Bestrahlung eine etwa 3fach erhéhte Wachstumsverzégerung etablierter
Maussarkome verglichen zur Wachstumsverzdgerung durch Bestrahlung allein und ein
um das 6fache verzdégertes Wachstum im Vergleich zur alleinigen pharmakologischen
Behandlung (Mitas 1999). Bei beiden Studien war die Antwort mit einer reduzierten
Neovaskularisation assoziiert. PYO et al. fanden nur bei Cox-2-exprimierenden
transplantierten Lungenkarzinomzellen durch NS-398 eine deutliche Wachstumsver-
z6gerung in Kombination mit Bestrahlung (Pvo 2001). Bei Cox-2-negativen Transplantaten
zeigte NS-398 keine additiven Effekte zur Bestrahlung.

Obwohl von der in der vorliegenden Arbeit transplantierte Tumorzelllinie Cox-2-
mRNA exprimiert wird (nicht publizierte Daten der eigenen Arbeitsgruppe) zeigte NS-398
keine die bestrahlungsvermittelte Regression des Tumors erhéhenden Effekte. Die RT an
sich bewirkte bereits die vollstdndige Stagnation der Tumorprogression bis zum Tag 9
nach Behandlungsbeginn, was méglicherweise der Grund fir die nicht beobachteten
bestrahlungserhéhenden Effekte des NS-398 war. Dies wirde bedeuten, dass durch die
gewahlte Bestrahlungsdosis die maximale Tumorkontrolle erreicht, und die NS-398-
vermittelten Effekte Gberdeckt wurden. Daflr sprechen auch die Daten von PYO et al. Die
Autoren fanden die Effekte der Bestrahlung erhéhenden Wirkungen von NS-398 bei
transplantierten Cox-2-positiven Lungenkarzinomzellen. Allerdings wurden die Tumore mit

einer kumulierten Gesamtdosis von 10 Gy (2 Gy/Tag an 5 aufeinander folgenden Tage)
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bestrahlt (Pvo 2001). Wie in der eigenen Studie auch, fanden die Autoren in der NS-398-
behandelten Gruppe ohne Bestrahlung ebenfalls keine wachstumsverzégernden Effekte.

Die in dieser Arbeit untersuchten Cox-Inhibitoren lieBen bei den verwendeten
Tumorzelllinien keine zytotoxischen Effekte erkennen. In weiteren Experimenten sollte
festgestellt werden, welche Effekte die Substanzen auf das zelluldre Uberleben ausiiben.
Dazu wurden die Tumorzellen im Koloniebildungsassay mit den Cox-Inhibitoren
Flurbiprofen, Meloxicam, Lumiracoxib, NS-398 sowie ASA kultiviert. Nach etwa 10 Tagen
wurden die Kolonien gezahlt. AuBer NS-398, bewirkten alle Substanzen ein deutlich
reduziertes Uberleben (Abb. 33 und 34). Demnach scheinen NSAIDs nicht nur in vivo,
sondern auch in vitro antitumorale Effekte auszulben. Dies wird durch in vitro
Untersuchungen bei Kolonkarzinomzellen mit dem Cox-2-Inhibitor Celecoxib und dem
Cox-1-Inhibitor SC560 deutlich. Die Substanzen bewirkten ein reduziertes Uberleben der
Zellen Uber die Inhibition des Zellzyklus (GroscH 2001). Neben einer reduzierten
Proliferation aufgrund des gestérten Zellzyklus, verursachte ASA auch eine verénderte
Expression von Tumorsuppressorproteinen (GoLpbsera 1996).

Die Stimulation der Apoptose durch NSAIDs bei den Tumorzellen selbst wird als
antitumorale substanzvermittelte, Cox-unabhangige Wirkung diskutiert, wodurch die
Effekte der Bestrahlung erhéht werden kénnen. Die zugrunde liegenden (dys-)regulierten
molekularen Mechanismen sind unvollstandig verstanden. Es gibt jedoch Hinweise, dass
Transktiptionsfaktoren wie NF-kappaB und AP-1 sowie MAP-Kinasen an den Cox-
unabhéngigen zytotoxischen Effekten der NSAIDs beteiligt sind. Eine Inhibitor-vermittelte
reduzierte Konzentration des antiapoptotischen Proteins Bcl-X. sowie die Inhibition des
peroxisome proliferator activator receptor-6 erhdhte die Apoptoserate in Tumorzellen (Park
2001A, ZHANG 2000). SHIFF et al. beschrieben eine durch ASA vermittelte reduzierte
Proliferation, Stillstand des Zellzyklus und erhéhte Apoptose bei Adenomzellen des
Kolons (SHIFF 1995). Weiterhin zeigten TEGEDER et al. in vitro eine Inhibition der DNA-
Bindungsaktivitdt von NF-kappaB und AP-1, sowie eine Inhibition der nuklearen
Translokation von NF-kappaB durch den Cox-Inhibitor Flurbiprofen (Teceper 2001A). NF-
kappaB ist ein durch zelluldren Stress aktivierbarer Transkriptionsfaktor, der die
Expression von Uber 150 Genen reguliert, darunter auch solche, die eine erhéhte
Resistenz gegenuber Bestrahlung bewirken (Wana 1999). AP-1 ist ein Transkriptionsfaktor,
der u.a. den VEGF-Promoter bindet und dessen Aktivitat reguliert. MORI et al. zeigten die
Beteiligung von Erk1/2 an der AP-1 vermittelten Hochregulation von VEGF nach
Bestrahlung (Mori 2000). MAP-Kinasen (mitogen associated protein Kinasen), wie Erk1/2,
JNKs und p38, werden durch DNA-Schaden infolge radioaktiver Bestrahlung aktiviert
(Kyriakis 1996, MarsHALL 1995). Zur Vermeidung der Induktion angiogener Faktoren mit
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protektivem Potential, wie VEGF und FGF-2, bei Tumorzellen, wird nach
bestrahlungsinduzierten Transduktionswegen gesucht. Dies kénnte zur Entwicklung neuer
oder einer neuen Anwendung bekannter Substanzen fiihren, die in diese

Transduktionskaskaden eingreifen und als radiosensetizer wirken.

5.6 Ausblick

Das Interesse zur intensiveren Untersuchung der in dieser Arbeit beschriebenen
Zusammenhange zwischen Tumorzellen und Endothelzellen wurde durch die
Beobachtung geférdert, dass die Radioresistenz des Tumors vermutlich durch die
Interaktionen der malignen Zellen mit den am Tumor beteiligten Zelltypen wie u.a.
Endothelzellen und Fibroblasten geférdert wird. Die Unterdriickung dieser zellularen
Kommunikation innerhalb des Tumors kénnte daher zur Erhéhung des Therapieerfolges
beitragen. Es wurden zwei mdogliche Strategien untersucht, um die RT-induzierte
Protektion des Endothels zu unterdriicken.

1. Identifizierung und Inhibierung der bestrahlungsinduzierten protektiven
Signale durch Cox-Inhibitoren.

Von Nachteil bei der Inhibition der das Uberleben des tumorassoziierten Endothels
féordernden Signale wéare jedoch die mégliche Radiosensitivierung auch von normalem,
d.h. nicht-malignem Gewebe. Daher sollte bei einer solchen Therapie mdglichst nur das
proliferierende tumorassoziierte GefaBendothel betroffen sein.

2. Vermeidung der bestrahlungsinduzierten Antwort an der Quelle, der
Tumorzelle selbst.

Denn theoretisch wiirde sich so die Entstehung der Protektion des Endothels
durch bestrahlungsinduzierte Faktoren vermeiden lassen, da es gar nicht erst zur
Sezernierung protektiver Faktoren kommt. Dieser Ansatz wiirde nicht nur dem Erreichen
effizienter Radiosensitivitdt des Endothels dienen, es waren zudem selektiv die
tumorassoziierten GeféaBe betroffen. Multimodale Therapiemdglichkeiten, welche die
verschiedenen beteiligten Zelltypen und intrazellularen Mechanismen angreifen, kénnten
dabei von Vorteil sein.

Die gezeigten Daten leisten einen Beitrag zum Versténdnis der vielféltigen
zellularen Regulationsmdglichkeiten der bestrahlungsbedingten Freisetzung von VEGF
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und FGF-2 und der Beteiligung dieser Faktoren an der Erhdéhung der Strahlenresistenz.
Die Erforschung neuer therapeutischer Ansatze sollte in Richtung der Vermeidung der
Aktivierung von Transduktionswegen gehen, um damit der Induktion von ,tumor- und
geféBprotektiven® Faktoren wahrend der Strahlentherapie entgegenzuwirken. In
Verbindung mit Cox-Inhibitoren als radiosensetizer deuten sich Md&glichkeiten zur
Verringerung der Resistenzbildung an, wodurch der Erfolg der RT erhéht werden kénnte.
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7. Anhang

. Abkirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

Abschn. Abschnitt

Ak Antikbrper

ASA Acetylsalicylsaure

BSA bovine serum albumin — Rinderserumalbumin
°C Grad Celsius

Cox(e) Cyclooxygenase(n)

DAB Diamino benzidine tetrachlorid
DMEM Dulbecco’'s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamin-N,N,N', N'-tetraacetat
EGF Epidermal Growth Factor

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
ERK Extracellular signal-regulated protein kinase
FCS Foetal Calf Serum

FGF-2 basic Fibroblast Growth Factor

g Gramm, Erdbeschleunigung

Gy Gray

h hours — Stunden

HIF Hypoxia-inducible factor

HNSCC Head and Neck Squamous Cell Carcinoma
HRP Horse Raddish Peroxidase

hu human

ICs Inhibition concentration 50

IL Interleukin

JNK c-JUN N-terminal kinases

Konz. Konzentration(en)

I Liter

LDs letale Dosis 50

Lsg. Lésung

M Molar

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinases
mg Milligramm

min. Minuten

mm Millimeter

mM Milimolar

MMP Matrixmetalloproteasen

mRNA messenger ribonucleic acid

MW Mittelwert

Hg Mikrogramm

ul Mikroliter

pHm Mikrometer

puM Mikromolar

NF-kappaB Nuclear factor-kappaB

ng Nanogramm

nm Nanometer

NO Stickstoffmonoxid



NSAIDs

Nonsteroidal anti-inflammatory Drugs

O, molekularer Sauerstoff
PBS Phosphate Buffered Saline
Pen./Strep. Penicillin/Streptomycin
P9 Pikogramm
PG Prostaglandin
PI3K Phosphatidylinositol 3-Kinase
PK Proteinkinase
PLA; Phospholipase A,
pM Pikomolar
pO, Sauerstoffpartialdruck
ROS Reactive oxygen species
RT Radiation Therapy, Raumtemperatur
SD standard deviation, Standardabweichung
Tab. Tabelle
TBS Tris Buffered Saline
TNF Tumor Necrosis Factor
0.N. Uber Nacht
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
v/v Volumenprozent
w/v Gewichtsprozent
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