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EINLEITUNG UND ZIEL DER DISSERTATION

1 Einleitung und Ziel der Dissertation

Das Mammakarzinom ist die h&ufigste maligne Neubildung bei Frauen (1, 2). Im
metastasierten Stadium erfolgt die Therapie in der Regel palliativ (3). Um betroffenen Frauen
eine mdoglichst hohe Lebensqualitat bieten zu kdnnen, muissen Therapiekonzepte mit
geringer Toxizitat bei gleichzeitig guter Ansprechrate zum Einsatz kommen. Zu diesen gehort
das Konzept der niedrig dosierten Zytostatikatherapie, welches auch als ,metronomische
Chemotherapie* bezeichnet wird (4). Im Gegensatz zur konventionellen Chemotherapie wird
eine deutlich niedrigere Dosierung des Zytostatikums kontinuierlich, meistens in einem
taglichen oder wochentlichen Behandlungsschema per os (p.o.) verabreicht (5). Um das
Therapieansprechen zu erhdhen, wird die Kombination der Zytostatika mit anderen
Wirkstoffen diskutiert. Hierzu zahlt auch das Peptidhormon Insulin. Mitogene Effekte und
eine mdogliche Erhdhung der Zellpermeabilitat kénnten die Wirkung der Zytostatika

verstarken (6-8).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin weitere Erkenntnisse im praklinischen
Bereich zu erlangen. Da sich die Therapie des Mammakarzinoms vor allem an der
histologischen Klassifikation des Tumors orientiert, sollten finf verschiedene Zelllinien mit
unterschiedlichem Rezeptorstatus untersucht werden. In einem ersten Schritt sollten
optimale Voraussetzungen fur die Kultivierung der Tumorzellen ermittelt werden. Dabei sollte
der Fokus darauf liegen die Viabilitat der Brustkrebszellen tber einen mdglichst langen
Zeitraum zu erhalten, um im weiteren Verlauf eine tégliche Applikation der Zytostatika
nachahmen zu koénnen. Im Anschluss sollte der Einfluss von verschiedenen
Insulinkonzentrationen auf zellulare Parameter untersucht werden. Die Kenntnisse Uber den
Einfluss von Insulin auf die Proliferation, Viabilitat und Apoptoserate der Tumorzellen sollten
genutzt werden, um eine geeignete Insulinkonzentration fur die Kombination mit einem
Zytostatikum bestimmen zu konnen. Anschlieend sollten die Tumorzellen mit niedrig
dosiertem Mafosfamid bzw. Vinorelbin in Kombination mit Insulin behandelt werden. Dies
sollte Uber einen mehrtagigen Zeitraum erfolgen, um das Konzept der metronomischen
Chemotherapie nachahmen zu kénnen. Die Analyse der Viabilitt sollte die Grundlage fur die
Diskussion Uber den Einfluss und die Interaktion von Insulin und Zytostatikum auf die

Tumorzellen darstellen.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Das Mammakarzinom

2.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist eine bdsartige Erkrankung des Brustgewebes. Der Genese
zugrunde liegt ein maligner Prozess, welcher in der Mehrzahl der Félle vom Drisengewebe
ausgeht. Mit einem Anteil von circa (ca.) 29,5% ist es die am haufigsten vorkommende
maligne Erkrankung der Frau (1, 9) (Abb.1). Im Jahr 2016 verzeichnete das Zentrum fir
Krebsregisterdaten des Robert Koch-Instituts (RKI) rund 69.000 Neuerkrankungen der
Brustdriise in Deutschland (2). Weltweit lag die Anzahl der Neuerkrankungen im Jahr 2018
bei 2.088.849; dies entsprach 11,6% aller malignen Neubildungen (10). Das mittlere
Erkrankungsalter von Frauen liegt bei 64 Jahren; erkrankte Manner sind im Durchschnitt 72
Jahre alt. Im Laufe des Lebens erkrankt jede achte Frau an einem Mammakarzinom. Dies
entspricht einem Lebenszeitrisiko von 12,8% (11). Im Gegensatz dazu haben Manner ein
Lebenszeitrisiko von nur 0,1%. Die Verteilung zwischen den Geschlechtern betragt demnach
100:1.

Frauen Minner

Brustdrise 29,5% [ D 22,79% Prostata
Darm 11,1% N I 139% Lunge
Lunge 9,29 IS N 12, 5% Darm
Malignes Melanom der Haut 4,8% [ B /7% Harnblase
GEbé'm”tFerkorPe' 47% B 4.7% Malignes Melanom der Haut
BHHEHS.PEICHEHNSE 3,99 I B 3.8% Non-Hodgkin-Lymphome
Non-Hodgkin-Lymphome 3,79 I X
Fierstocke 3,19 [ = 335;: ’\l\::gnednhohle und Rachen
Leukamien 2,6% [l g
I 3.6% Niere
M;ig:rz ;i;’z = B 3.6% Bauchspeicheldriise
Schilddrise 2,3% [l [ 3% Leukimien
Gebarmutterhals 1,9% [l W 2,4% Leber
Harnblase 1.8% Il I 219 Speiserchre
Mundhéhle und Rachen 1,8% Il Wl 1,6% Hoden
Zentrales Nervensystem 15% Il [l 1,5% Zentrales Nervensystem
Vulva 1.4% [l M 1.5% Multiples Myelom
Multiples Myelom 1,3% [l W 1,2% Kehlkopf
Leber 1.2% M B 1.0% Gallenblase und Gallenwege
B 1.0% Schilddrise
Speisershre 0,7% I B 09% Weichteil be ohne Mesotheliom
Anus 0,6% 11 I 0,6% Morbus Hodgkin
Dnndarm 0,5% I I 0,5% Diinndarm
Morbus Hodgkin 0,5% Il I 0.4% Mesotheliom
Kehlkopf 0.2% | | 0.3% Anus
Mesotheliom 0,1% | 1 0,3% Brustdriise
T T 1T T T T T T T
36 30 24 18 12 6 00 6 12 18 24 30 36

Gallenblase und Gallenwege 1,2% | |
Weichteilgewebe ohne Mesotheliom 0,8% Wl

Abbildung 1: Darstellung der prozentualen Haufigkeit maligner Erkrankungen in
Deutschland.

Die Daten beziehen sich auf das Jahr 2016. Erkrankungen der Brustdriise haben mit 29,5% den
hdchsten Anteil bei Frauen (1).
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2.1.2 Mortalitat

Betrachtet man die altersstandardisierte Sterberate an Brustkrebs aus dem Jahr 2017, so lag
diese bei 22,9 je 100.000 Personen in Deutschland (11). Die Entwicklung in den letzten
Jahren zeigt einen stetigen Rickgang der altersstandardisierten Sterberate. Ein wesentlicher
Grund hierfur konnte die Einfuhrung des Mammographie-Screenings in den Jahren 2005-
2009 sein. Die Diagnosestellung gelingt deutlich friiher und es werden auch Tumoren
entdeckt, die womaoglich lebenslang unerkannt geblieben wéren (9). Zudem haben auch
Fortschritte in den Therapiemoglichkeiten dazu beigetragen die krebsspezifische Mortalitat
zu senken. Auf die Gesamtmortalitdit haben FriherkennungsmalBhahmen jedoch keinen
Einfluss, da die steigende Lebenserwartung die Wahrscheinlichkeit an Krebs zu erkranken
erhoht (12, 13).

2.1.3 Atiologie und Risikofaktoren

Verschiedene genetische Faktoren steigern das Brustkrebsrisiko deutlich. Relevant sind vor
allem Mutationen der Tumorsuppressorgene Breast Cancer associated gene 1/2 (BRCA
1/2). Wahrend das Lebenszeitrisiko ohne Vorliegen einer Mutation bei 12,8% liegt, haben
Frauen mit BRCA1-Mutation ein kumulatives Risiko von 72%, mit BRCA2-Mutation liegt
dieses bei 69% (14). Zu den allgemeinen Risikofaktoren gehdren ein héheres Lebensalter,
hohe Brustgewebsdichte und toxische Faktoren (Alkohol- und Nikotinabusus). Weiterhin
spielen ein langer hormonell aktiver Zeitraum, d.h. eine frihe Menarche und eine spéte
Menopause, sowie keine oder nur wenige Schwangerschaften eine Rolle. Zudem gelten eine
Hormonersatztherapie in der Postmenopause und die Einnahme oraler Kontrazeptiva als
Risikofaktoren (15). Zu den hormonellen Risikofaktoren zahlt auch Adipositas. Adipozyten
enthalten das Enzym Aromatase, welches sie in die Lage versetzt Ostrogene zu
produzieren. Des Weiteren konnte die Erkrankung Diabetes mellitus Typ Il (DMT2) in
verschiedenen Studien als Risikofaktor identifiziert werden. Liegt ein DMT2 vor, steigt die

Wahrscheinlichkeit an Brustkrebs zu erkranken um bis zu 10-20% an (16, 17).

2.1.3.1 Diabetes und Brustkrebs

Im Jahr 2017 wurde in der Zeitschrift Diabetes Care eine Studie verotffentlicht, die die Anzahl
der Todesfalle durch Diabetes in Deutschland untersucht hat. 21% aller Todesfalle konnten
der Erkrankung Diabetes zugeschrieben werden, 16% davon dem DMT2 (18). Diabetes und
Brustkrebs haben folglich beide einen hohen Anteil an allen Todesursachen in Deutschland
und ebenso weltweit. Der Zusammenhang zwischen den Erkrankungen ist aktuell
Gegenstand der Forschung. Es gibt verschiedene Denkansatze, die eine mdgliche
Verbindung zwischen dem vermehrten Auftreten von Brustkrebs und einer erhdhten

Mortalitatsrate bei Patientinnen mit Diabetes diskutieren (19, 20). Ein Mammakarzinom wird

3



LITERATURDISKUSSION

bei Patientinnen mit Diabetes haufiger erst in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert
(21). Eine mogliche Erklarung konnte die korperliche Beeintréchtigung, die Patientinnen
durch eine chronische Erkrankung haben, bieten. Mogliche Anzeichen einer
Brustkrebserkrankung bleiben langer unbemerkt oder werden verdréngt (22). Einen weiteren
Grund fur das spate Erkennen der Erkrankung untersuchten Maruthur et alia (et al.) in einer
Studie Uber den Zusammenhang zwischen Adipositas und Mammographie-Screening. Sie
konnten zeigen, dass Patientinnen mit Adipositas signifikant seltener an einem Screening
teilnahmen als normalgewichtige Frauen (23). Wahrend Adipositas ein nachgewiesener
Risikofaktor fur DMT2 ist und dieser mit einem erhdhten Risiko fur Brustkrebs einhergeht,
konnten Maskarinec et al. demonstrieren, dass der Zusammenhang zwischen Diabetes und
Brustkrebs bei Einbeziehung des Body-Mass-Index (BMI) geringer ausfiel (24, 25). Die
gesteigerte Mortalitéatsrate hangt vermutlich mit einer Einschrankung der Therapie-
mdglichkeiten zusammen. Srokowski et al. untersuchten die Komplikationshaufigkeit unter
einer Chemotherapie bei Patientinnen mit Diabetes. Die Patientinnen litten nicht nur haufiger
an Komplikationen, sondern mussten auch ofter hospitalisiert werden als Patientinnen ohne
Diabetes. Am haufigsten traten Infektionen, Fieber, Anamie und Neutropenie auf (26). Durch
die erhohte Toxizitatsrate konnten viele Patientinnen nicht die regulare Zytostatikadosis
erhalten, weshalb die Ansprechrate auf die Chemotherapie geringer ausfiel und damit zu

einer hoheren Mortalitatsrate fuhrte.

2.1.4 Klinische und histopathologische Klassifikation

Das Mammakarzinom kann in der gesamten Brust sowie im Bereich der Brustwarze
auftreten. Am haufigsten ist es im oberen dufReren Quadranten der Brust lokalisiert. Einmal
aufgetreten, wird es klinisch nach der tumor nodes metastasis (TNM)-Klassifikation maligner
Tumoren eingeteilt (27). Diese bewertet die TumorgroRe (T), das Vorhandensein eines
Lymphknotenbefalls (N) sowie das Vorliegen von Fernmetastasen (M). Aus diesen
Komponenten ergibt sich die aktuelle UICC-Klassifikation, welche von der Union
Internationale contre le Cancer (UICC) und dem American Joint Committee on Cancer
(AJCC) herausgegeben wird (Tab.1l) Nach dieser richten sich die jeweiligen
Therapieempfehlungen (27, 28). Zusatzlich wird durch einen Pathologen ein sogenanntes
Grading nach Elston und Ellis (G1-G3) vorgenommen (29). Dieses beurteilt den
Differenzierungsgrad des Tumorgewebes. Hierbei entspricht G1 einem gut differenzierten
Tumor, G2 einem maRig differenzierten und G3 einem schlecht differenzierten Tumor (29,
30).
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Tabelle 1: Einteilung des Mammakarzinoms nach UICC-/AJCC-Stadium auf Basis der TNM-
Klassifikation.

Dargestellt ist eine Gegenuberstellung der UICC/AJCC-Stadien und der TNM-Klassifikation. Der
Therapieansatz in den UICC/AJCC-Stadien O-lll ist primér kurativ. Im Stadium IV gilt ein palliativer
Therapieansatz. Modifiziert nach dem Leitlinienprogramm Onkologie und dem American Joint
Committee on Cancer (3, 28).

UICC-/AJCC-Stadium TNM-Klassifikation Therapieansatz

0 Tis, NO, MO
I 1A T1, NO, MO
IB TO-T1, N1mic, MO
l A TO-T1, N1, MO
T2, NO, MO Priméar kurativ
1B T2, N1, MO
T3, NO, MO
i A TO-T2, N2, MO
T3, N1-N2, MO
B T4, NO-N2, MO
nc Jedes T, N3, MO
v Jedes T, jedes N, M1 Palliativ

Histopathologisch werden anhand des Ursprungsgewebes duktale von lobuldren Neoplasien
differenziert. Wahrend die duktalen Neoplasien vom Milchgangsepithel ausgehen, liegt der
Ursprung der lobularen Neoplasien in den Milchdrisenldppchen. Nach Klassifikation der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) werden invasive Karzinome ohne speziellen Typ (75%
der Falle) von jenen mit speziellem Typ (25% der Félle) unterschieden (31). Invasive
Karzinome ohne speziellen Typ weisen nestartige und kohasive Tumorzellverbé&nde auf. Im
Gegensatz dazu zeigen invasive Karzinome mit speziellem Typ eher kleine und nicht-

kohasiv wachsende Tumorzellverbé&nde. Diese sind haufig kettenférmig angeordnet.

Therapierelevant ist weiterhin die Bestimmung des Hormonrezeptor (HR)- und Human
epidermal growth factor receptor 2 (HER2)-Status. Die Expression des Ostrogenrezeptors
(ER) und Progesteronrezeptors (PR) wird immunhistochemisch beurteilt. Der Tumor wird als
ER/PR-positiv bezeichnet, wenn mehr als 10% der Tumorzellen angefarbt sind. In diesem
Fall ist eine endokrine Therapie erfolgversprechend (32, 33). Ebenso wird der HER2-Status
immunhistochemisch bestimmt. Eine weitere Mdglichkeit zur Bestimmung ist die
Genamplifikation Gber Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH). Ein positiver HER2-Status

geht mit gutem Ansprechen auf eine Antikorpertherapie mit Trastuzumab einher (34). Sind
5
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sowohl der HR-Status als auch der HER2-Status negativ, wird das Mammakarzinom als

triple-negativ bezeichnet.

2.1.5 Metastasierung

Die absolute 5-Jahres-Uberlebensrate beim Mammakarzinom lag in den Jahren 2015/2016
bei ca. 80% (2). Einen relevanten Faktor fir das Uberleben bildet der Status der
Metastasierung ab. Die Fahigkeit zu metastasieren ist ein Merkmal maligner Tumoren und
tragt wesentlich zum Fortschreiten der Erkrankung bei (35). Metastasierung bedeutet, dass
einzelne Zellen den Tumorverband verlassen und Uber verschiedene Wege (z.B. hamatogen
oder lymphogen) in andere Kdrperregionen migrieren. Dort siedeln sie sich ab und beginnen
sich zu teilen. Das invasive Mammakarzinom metastasiert haufig bereits in einem friihen
Stadium. Dabei steigt das Risiko mit der Grof3e des Tumors (36, 37). Etwa 3,5% aller
Patientinnen haben zum Zeitpunkt der Erstdiagnose bereits Metastasen und ungefahr 12%
aller Patientinnen treten im Lauf ihrer Erkrankung in das metastasierte Stadium Uber (38,
39). Sowohl eine lymphogene, als auch eine hamatogene Metastasierung ist méglich (40).
Regionare Lymphknotenmetastasen finden sich am haufigsten in der ipsilateralen Axilla des
Primartumors. Man teilt die Lymphknoten der Axilla in drei Level ein, welche sich an der
Lokalisation zum Musculus pectoralis minor orientieren (41, 42). Lymphknotenmetastasen,
die sich in der kontralateralen Axilla oder anderen Lokalisationen finden, zahlen zu den
Fernmetastasen. Wenn der Tumor Anschluss an das GefalRsystem bekommt und
hamatogen metastasiert, treten vor allem Knochenmetastasen auf. Des Weiteren

metastasiert das Mammakarzinom haufig in Lunge, Pleura, Gehirn und Leber (43).

2.1.6 Prognose

Wie bei vielen anderen malignen Erkrankungen hangt die Prognose stark vom Zeitpunkt der
Erstdiagnose ab. Vor allem das Tumorstadium und die Anzahl der befallenen Lymphknoten
sind prognostisch relevant (44). Je kleiner der Tumor und je weniger Lymphknoten befallen
sind, desto hoher ist die Uberlebenswahrscheinlichkeit (45, 46). Auch der HR- und der
HER2-Status gelten als prognostische Faktoren (47, 48). Durch die Einfuhrung von
Friherkennungsmafnahmen, wie zum Beispiel (z.B.) der Empfehlung zum Mammographie-
Screening zwischen dem 50. und 69. Lebensjahr und einer Weiterentwicklung der
Therapieoptionen, hat sich die Prognose in den letzten Jahren verbessert (49, 50). Die
absolute 5-Jahres-Uberlebensrate lag in den Jahren 2015/2016 bei ca. 80% (2). Neben der
Tumorentitat hat auch das Vorliegen von Vorerkrankungen, wie z.B. eine
Diabeteserkrankung, eine Bedeutung fur die Prognose. Yancik et al. zeigten in einer
retrospektiven Studie Uber Komorbiditdten bei postmenopausalen Brustkrebs-Patientinnen,
dass ca. 10% der Frauen an Diabetes erkrankt waren (51). Die Pravalenz des DMT2 in der
6
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Gesamtbevolkerung liegt bei 7-8% und kodnnte eine mdgliche Erklarung fir das
Vorhandensein gemeinsamer Risikofaktoren, z.B. Adipositas, hoheres Alter und genetische
Pradisposition, bieten (52). Eine Meta-Analyse aus dem Jahr 2010 wies nach, dass
Patientinnen mit Diabetes eine bis zu 50% hdhere Mortalitatsrate hatten als jene, die nicht an

Diabetes erkrankt waren (19).
2.2 Therapie des Mammakarzinoms

2.2.1 Operative Therapie

Bei der Behandlung des Mammakarzinoms kann ein primar kurativer von einem palliativen
Therapieansatz abgegrenzt werden. Die Wahl der Therapie basiert auf dem UICC-Stadium
(Tab. 1). Operative Therapien erfolgen unter kurativen Voraussetzungen. Diese liegen bei
einem lokal begrenzten Mammakarzinom bis UICC-Stadium IIA und bei einem lokal
fortgeschrittenen Karzinom bis Stadium IIIC vor. Das Ziel der Operation ist immer die RO-
Resektion. Das bedeutet, dass der Tumor vollstandig reseziert wird und die Schnittrander in
der histologischen Beurteilung frei von Tumorzellen sind. Nach dem Leitlinienprogramm der
Arbeitsgemeinschaft der wissenschaftlichen medizinischen Fachgesellschafen e.V. (AWMF)
sollte moglichst eine brusterhaltende Therapie (BET) angestrebt werden. Bezuglich des
Uberlebens ist die BET einer alleinigen Mastektomie nicht unterlegen, sofern auf die BET
eine adjuvante Radiatio folgt (3). Kontraindikationen fir die BET und damit Indikationen fir
eine Mastektomie sind die inkomplette Entfernung des Tumors, ein inflammatorisches
Mammakarzinom, bestehende Kontraindikationen fiir eine adjuvante Radiotherapie und der

ausgesprochene Wunsch der aufgeklarten Patientin.

Neben der operativen Behandlung des Lokalbefundes ist die Beurteilung des
Lymphknotenstatus und ggf. die Entfernung befallener Lymphknoten relevant. Bei
Patientinnen mit invasivem Mammakarzinom und klinisch unauffalligem Lymphknotenstatus
ist eine Sentinel-Node-Biopsie indiziert. Dabei wird der zuvor nuklearmedizinisch markierte
Wachterlymphknoten (ber eine Hautmarkierung und gamma-Handsonde identifiziert und
entfernt. AnschlieBend wird der Lymphknoten im intraoperativen Schnellschnitt auf
pathologische Merkmale untersucht. Bei auffalligem Befund ist haufig eine Axilladissektion

mit Entfernung von mindestens 10 Lymphknoten indiziert (3, 53).
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2.2.2 Radiotherapie

Um das Risiko eines Lokalrezidivs zu senken, sollte nach einer BET eine Radiotherapie
durchgefuhrt werden. Einzelne Ausnahmen bestehen nur dann, wenn eine begrenzte
Lebenserwartung von weniger als 10 Jahren, ein kleiner, nodal-negativer, RO-resezierter,
ER-/PR-positiver, HER2-negativer Tumor vorliegt und eine adjuvante endokrine Therapie
durchgefihrt wird. Auch nach Mastektomie ist eine Radiatio in bestimmten Fallen (pT4, pT3
mit Risikofaktoren wie L1, G3 und Alter < 50 Jahre, R1/R2-Resektion, mehr als 3 befallene
axillare Lymphknoten) leitliniengerecht indiziert. Die axillare Radiatio sollte dann erfolgen,
wenn ein hohes Rezidivrisiko fur axillare Lymphknotenmetastasen besteht und keine axillare
Dissektion erfolgt ist. Im palliativen Setting wird aulerdem die Radiatio von
Knochenmetastasen empfohlen, um die Schmerzsymptomatik zu lindern und die

Frakturgefahr zu reduzieren (3).

2.2.3 Systemische Therapie

In der Systemtherapie mit einem kurativen Ansatz werden neoadjuvante von adjuvanten
Therapiesituationen abgegrenzt. Beide basieren auf drei verschiedenen Behandlungs-
maoglichkeiten. Zu diesen zahlen die Chemotherapie, die endokrine Therapie und die
Antikérpertherapie. Die konventionelle Chemotherapie ist durch die zyklische Verabreichung
hoher Dosen zytostatisch wirksamer Substanzen gepragt. Dabei wird das Behandlungs-
konzept der ,maximal tolerierten Dosis“ (MTD) angewendet, um in den Teilungszyklus
mdglichst vieler Tumorzellen eingreifen zu kénnen (54). Da die Wirkstoffe auch auf gesunde,
sich schnell teilende Zellen wirken und in der Folge zu Nebenwirkungen fiihren, ist die
Lebensqualitat der Patientinnen oftmals eingeschrankt. Zu den haufigsten Veranderungen
zahlen Leukopenie und Anamie durch Myelosuppression, Fatigue, Alopezie, Ubelkeit,
Erbrechen und Diarrhoe (55, 56). Zwischen den einzelnen Zyklen werden
Behandlungspausen unterschiedlicher Lange eingehalten, um dem Korper eine
Regenerationsmdglichkeit zu geben. In dieser Zeit kdnnen sich jedoch auch die Tumorzellen
von den toxischen Effekten regenerieren und sogar Resistenzmechanismen entwickeln (57).
Aus diesem Grund wird seit langer Zeit an Alternativen zur konventionellen Chemotherapie
geforscht. Dazu zahlen die zielgerichteten Therapien, die an sogenannten Biomarkern als
Zielstruktur ansetzen und damit bestimmte Vorgange auf Zellebene stéren (58). Ein weiteres
Konzept ist die metronomische Chemotherapie (2.2.4). Sie basiert auf der kontinuierlichen
Gabe von zytostatisch wirksamen Substanzen. Die Dosierung ist dabei deutlich niedriger als
bei einer konventionellen Chemotherapie. Dadurch kann das Auftreten von Nebenwirkungen

verringert werden (4, 59).
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2.2.3.1 Neoadjuvante Therapie

Eine neoadjuvante Therapie wird préaoperativ bei Patientinnen mit inflammatorischem
Mammakarzinom und solchen mit lokal fortgeschrittenem, priméar inoperablem Tumor
durchgefuhrt (3). Sie wird dann bevorzugt angewandt, wenn sowohl pra- als auch
postoperativ das gleiche Chemotherapie-Schema indiziert ware. Das Ziel einer
neoadjuvanten Therapie ist die Verkleinerung des Tumors. Hieraus resultieren eine bessere
Operabilitat und die Moglichkeit einer BET. Die Therapiedauer sollte 18-24 Wochen betragen
und mit einem Anthrazyklin und einem Taxan durchgefuhrt werden. HER2-positive Tumoren
sollten zusatzlich mit dem monoklonalen Antikoérper (AK) Trastuzumab behandelt werden.
Hochrisikopatientinnen (Tumorgrof3e >2 cm, Lymphknotenbefall) wird eine duale Blockade
mit Trastuzumab und Pertuzumab empfohlen. Triple-negative Mammakarzinome kénnen
zusatzlich mit Platinderivaten behandelt werden. Diese Therapie fuhrt zu einer héheren Rate
an histopathologischen Komplettremissionen. Die Toxizitat ist jedoch hoch und ob ein
Uberlebensvorteil resultiert konnte bisher nicht abschlieRend geklart werden (3). Eine
neoadjuvante endokrine Therapie mit Aromatasehemmern kann bei alteren, multimorbiden

Patientinnen mit HR-positiven Tumoren angewandt werden.

2.2.3.2 Adjuvante Therapie

Eventuell zuriickgebliebene Tumorzellen nach einer Operation sollen durch die adjuvante
Chemotherapie vernichtet werden, um das Rezidivrisiko zu senken. Ob diese Art der
Systemtherapie Anwendung findet, hangt von verschiedenen Faktoren ab. Zu diesen zahlen
das Tumorstadium, das Grading, der Lymphknotenstatus, der HR- und HER2-Status, das
Alter der Patientin und der Menopausenstatus (60, 61) (Tab.2). Es scheint wichtig zu sein die
Therapie zeitnah nach dem operativen Eingriff zu beginnen. Eine retrospektive Studie aus
dem Jahr 2014 hat Daten von 6827 Patientinnen ausgewertet, die im Zeitraum von 1997 bis
2011 wegen eines invasiven Mammakarzinoms behandelt wurden. Der Zeitraum der
Nachbeobachtung betrug fiinf Jahre. Es konnte gezeigt werden, dass vor allem Patientinnen
mit rezeptornegativem beziehungsweise (bzw.) HER2-positivem Status von einer adjuvanten
Chemotherapie profitierten, wenn die Behandlung so bald wie mdglich, d.h. spéatestens

30 Tage nach dem operativen Eingriff, eingeleitet wurde (62).
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Tabelle 2: Indikationen und Therapieoptionen bei adjuvanter Systemtherapie.

Gegenubergestellt sind die Chemotherapie, die endokrine Therapie und die Antikdrpertherapie mit
ihren jeweiligen Indikationen und den daraus resultierenden Therapieoptionen. Basierend auf den

Empfehlungen des Leitlinienprogramms Onkologie (3).

Chemotherapie

Endokrine Therapie

Antikdrpertherapie

- HER2-positive Tumoren (ab

- HR-positive, invasive

- HER2-positive

24 Wochen

- Therapiedauer mind.
5 Jahre

pT1lb, NO) Tumoren Tumoren mit einem
é - Triple-negative Tumoren - abhangig von Tumordurchmesser
-% - Lymphknotenbefall Menopausenstatus >1 cm
X
'-g - G3-Differenzierung
- Junges Erkrankungsalter
(<35 Jahre)
- Kombination der 1. Wahl: Pramenopausal: - Mittel der 1. Wahl:
Anthrazyklin - Tamoxifen (selektiver | Trastuzumab
(Topoisomerasehemmestoff) + | Ostrogenrezeptor- (Monoklonaler AK
Taxan (Mitosehemmstoff) Modulator) gegen HER?2)
é - bei Triple-negativem - Therapiedauer mind. | - Therapiedauer mind.
'%_ Karzinom: zusatzlich 5 Jahre 1 Jahr
-c%_ Platinderivat (Alkylanz)
E - Beginn der Therapie max. Postmenopausal:
P | 4-6 Wochen nach Operation | - Tamoxifen
-Therapiedauer 18- - Aromatasehemmer

10
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2.2.3.3 Palliative Therapie

Der palliative Therapieansatz wird bei Patientinnen mit Fernmetastasierung angewendet.
Hierbei stehen die Symptomlinderung und die Verbesserung der Lebensqualitat im
Vordergrund. Die Auswahl eines geeigneten Therapieschemas orientiert sich an

vorhandenen therapierbaren Targets, wie z.B. dem HER2- und HR-Status (3) (Tab. 3).

Tabelle 3: Therapieoptionen im palliativen Setting.

Gegenlberstellung der Kombinationen aus HR- und HER2-Status und den jeweiligen
Therapieoptionen. Basierend auf den Empfehlungen des Leitlinienprogramms Onkologie (3).

HR + HR-
HER2 + | Trastuzumab + Aromatasehemmer, ggf. 1. Trastuzumab + Docetaxel
mit Pertuzumab zur dualen Blockade 2. Trastuzumab + Lapatinib
HER2 - | Endokrine Therapie nach Platinbasierte Chemotherapie
Menopausenstatus bevorzugt

1. Pra-/Perimenopausal: Tamoxifen

2. Postmenopausal: Aromatasehemmer,
ggf. in Kombination mit Cyclin-
abhangigen-Kinase (CDK)4/6-Inhibitoren

2.2.4 Das Konzept der metronomischen Chemotherapie

Das Konzept der metronomischen Chemotherapie ist in den letzten Jahren in den Fokus
aktueller Fragestellungen gertickt. Anwendung findet das Behandlungsschema im palliativen
Kontext, wenn kein schnelles Ansprechen erzielt werden muss und die Verbesserung der
Lebensqualitat und die Kontrolle der Erkrankung im Vordergrund stehen (63-66). Die
Medikation wird kontinuierlich und ohne lange Therapiepausen p.o. appliziert (Abb. 2). Dabei
ist der therapeutische Effekt vielversprechend und die Nebenwirkungsrate niedrig. Die
kostengiinstige Behandlung erfolgt entweder wéchentlich oder taglich und wird aktuell in
Phase-llI-Studien getestet (67). Uber verschiedene Angriffspunkte kann das Fortschreiten

der Erkrankung verlangsamt werden (68, 69).

11
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Konventionelle Chemotherapie (alle 3 Wochen)

T 3 Wochen T T T
| | | |

Metronomische Chemotherapie (wochentlich)

fowoere ¢ ¥ T+ T 1T 1
I R

Metronomische Chemotherapie (taglich)

Abbildung 2: Schematische Darstellung der konventionellen und metronomischen
Chemotherapie im Vergleich.

Die Pfeile stellen den Therapietag dar, die Bereiche dazwischen entsprechen den
Behandlungspausen. Maodifiziert nach Kerbel et al. (5).

Solide Tumoren besitzen die Fahigkeit neue BlutgefdlBe aus bereits vorgebildeten
Blutgefal3en zu bilden. Dieser Prozess wird Angiogenese genannt und ist von verschiedenen
Wachstumsfaktoren abhéngig. Als Judah Folkman im Jahr 1971 erklarte, dass die Inhibition
der Angiogenese eine Mdglichkeit in der Tumortherapie darstelle, wurde der Grundstein fir
die metronomische Chemotherapie gelegt (70). Heutzutage ist der Faktor, der hauptsachlich
fur die Angiogenese verantwortlich ist, als vascular endothelial growth factor (VEGF) bekannt
(71, 72). In Tumoren ab einer Grd3e von mehr als 2 mm entsteht eine Hypoxie, da die
Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff nicht mehr ausreicht (73-75). Die Tumorzellen
werden nekrotisch und apoptotisch (76). Der hypoxische Zustand fuhrt zur Induktion von
VEGF und damit zur Bildung neuer Blutgefal3e (77). Es liegt nahe, dass die Angiogenese in
der Folge als neuer Angriffspunkt in der Tumortherapie etabliert wurde (78-82). Robert
Kerbel unterstitzte die Erkenntnis, dass zytotoxisch wirksame Substanzen die
GefalRneubildung in Tumoren hemmen kénnen (83). Ein Review aus dem Jahr 2001 fasst
alle Chemotherapeutika zusammen, die in verschiedenen in vitro und in vivo Studien eine

anti-angiogene Wirkung zeigten (84).

Obwohl viele Chemotherapeutika eine anti-angiogene Wirksamkeit zeigen, kommt es in
zahlreichen soliden Tumoren nicht zu einem dauerhaften Stillstand der Proliferation. Um

mogliche Ursachen identifizieren zu konnen untersuchten Browder et al. das Alkylanz CPA

12
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und dessen Wirkung auf die Endothelzellen. Sie applizierten CPA im konventionellen
Behandlungsschema als MTD subkutan in immunkompetente, syngene Mause. Obwohl die
Behandlung zur Apoptose der Endothelzellen fihrte, hatte sie keinen therapeutischen
Vorteil. Die langen Behandlungspausen zwischen den einzelnen Zyklen kénnten hierfir eine
Erklarung bieten. Endothelzellen haben eine niedrigere Proliferationsrate als Tumorzellen,
daher zeigen Substanzen, die in den Zellzyklus eingreifen, keine ausreichende Wirksamkeit.
Die Endothelzellen bleiben intakt und konnen folglich die Tumorzellen in den
Therapiepausen mit N&hrstoffen und Sauerstoff versorgen und zu deren Regeneration
beitragen. Browder et al. wendeten aus diesem Grund ein neues Therapieschema an. Sie
behandelten die Zellen mit einer niedrigeren Dosis des Zytostatikums (170 mg/kg
Korpergewicht (KG)). Die Behandlung erfolgte regelmaflig und ohne lange Therapiepausen.
Der anti-angiogene Effekt fiel deutlich groRer aus als bei dem konventionellen
Behandlungsschema. Selbst Tumorzellen die zuvor eine Resistenz gegen CPA aufwiesen
sprachen auf die Behandlung an (85). Kurz zuvor hatten auch Klement et al. ein niedrig
dosiertes Behandlungsschema mit dem Wirkstoff Vinblastin in einer préklinischen Studie an
Neuroblastom-Zelllinien angewendet. Sie konnten ebenfalls einen direkten anti-angiogenen
Effekt nachweisen (86). Im Jahr 2000 wurde die Behandlung mit niedrig dosierten Zytostatika
von Hanahan et al. in einem Artikel mit dem Titel ,Less is more® erstmals als ,metronomische

Chemotherapie“ bezeichnet (4).

Bisher wurde die metronomische Chemotherapie in verschiedenen Phase-lI-Studien
getestet. Etwa 80% der Studien konnten ein gutes Therapieansprechen und/oder einen
klinischen Vorteil zeigen (69, 87, 88). Die erste grol3e klinische Studie auf diesem Gebiet
wurde 2002 publiziert (89). Colleoni et al. wendeten bei 63 Patientinnen mit metastasiertem
Brustkrebs ein metronomisches Behandlungsschema an. Die Patientinnen erhielten taglich
50 mg CPA p.o. und zusatzlich 2,5 mg MTX p.o. an Tag 1 und 2 jeder Behandlungswoche.
Der therapeutische Effekt wurde tber die VEGF-Konzentration im Serum gemessen. Diese
sank im Verlauf der Behandlung und blieb auch in den folgenden 6 Monaten unter den
Ausgangswerten. Die ORR betrug 19% und der klinische Gesamtnutzen 31,7% (clinical
benefit rate, CBR; Complete Response, CR; Partial Response, PR; Stable Disease, SD > 24
Wochen). Fur die Bewertung toxischer Effekte hat das National Cancer Insitute die Common
Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAE) entwickelt (90) Toxische Nebenwirkungen

mit hoherem CTCAE-Grad (>2) traten nur in Einzelfallen auf.

Eine weitere Studie von Orlando et al. schloss zwischen 2002 und 2005 22 Patientinnen mit

metastasiertem HERZ2-positiven Brustkrebs ein (91). Die Patientinnen wurden mit einer
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Kombination aus Trastuzumab und niedrig dosiertem MTX und CPA behandelt. Zuvor waren
alle Patientinnen mit einer Kombination aus Trastuzumab und anderen Zytostatika behandelt
worden, doch der Therapieerfolg blieb aus. Die niedrig dosierte Therapie fuhrte bei 46% der
Patientinnen zu einem klinischen Vorteil (CR + PR + SD nach 24 Wochen). Toxische
Nebenwirkungen waren insgesamt milde. Diesen Vorteil hinsichtlich der Lebensqualitat der
Patientinnen konnten weitere Studien belegen (59, 89). Hierzu zahlt auch die
multizentrische, retrospektive Kohortenstudie VICTOR-6 (68). Uber den Zeitraum von Januar
2011 bis Dezember 2016 wurden die Daten von 597 Patientinnen ausgewertet, die eine
metronomische Chemotherapie bei fortgeschrittener Brustkrebserkrankung erhielten.
Insgesamt konnte eine gute Effektivitat der Therapie nachgewiesen werden. Die ORR betrug
25,8%, das progression free survival (PFS) 6,28 Monate. Die Abbruchrate aufgrund
schwerwiegender Nebenwirkungen lag bei nur 8,7%. Vor allem é&ltere Patientinnen, die
aufgrund ihres Alters und ihrer Komorbiditaten haufig keine konventionelle Chemotherapie
mehr erhalten, kénnten von der metronomischen Chemotherapie profitieren. In den
European Society for Medical Oncology (ESMO) International Consensus Guidelines findet
sich aufgrund guter Studienergebnisse eine Empfehlung fiir die metronomische
Chemotherapie als mégliche Therapieoption bei fortgeschrittenem Brustkrebs (92). Auch die
Kommission Mamma der Arbeitsgemeinschaft fir Gynakologische Onkologie e.V. (AGO) hat

diese Empfehlung ausgesprochen (93).

2.2.41 Wirkung auf Endothelzellen und Faktoren der Angiogenese

Mehrere préklinische Studien konnten eine hohe Sensitivitat aktivierter Endothelzellen auf
niedrigere Konzentrationen von Zytostatika nachweisen (94-96). Dieser direkte toxische
Effekt ist vor allem dann ausgepragt, wenn die Behandlung ohne lange Therapiepausen
durchgefuhrt wird. Die Inhibition der Angiogenese wird durch verschiedene Faktoren
reguliert. Hamano et al. wiesen im Mausmodell die erhdhte Expression von TSP-1 bei
Behandlung mit niedrig dosiertem CPA nach (97). TSP-1 ist ein Tumorsuppressor und wird
von Endothelzellen, Stromazellen, Thrombozyten und Tumorzellen produziert. Uber eine
Bindung an cluster of differentiation (CD) 36-Rezeptoren auf der Zellmembran von
Endothelzellen wirkt TSP-1 anti-angiogen und anti-proliferativ (98-100). TSP-1 kann zudem
an VEGF binden und uber diesen Weg dessen angiogene Aktivitat inhibieren (101).

AbschlieRend ist der Hypoxie-induzierte Faktor 1 (HIF-1) zu nennen, der die Expression von
VEGF und dem basic fibroblast growth factor (bFGF) reguliert. Lee et al. fihrten einen in
vitro-Versuch an humanen embryonalen Nierenzellen durch. Diese behandelten sie mit
niedrig dosierten anthrazyklinhaltigen Chemotherapeutika. Die Behandlung fiihrte zu einer

erniedrigten Transkriptionsrate von HIF-1. Die Expression von VEGF war ebenso reduziert
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(102). Weiterhin konnten Schito et al. nachweisen, dass metronomische Chemotherapie die
Induktion von HIF innerhalb der Mikroumgebung eines metastasierten Tumors vermindert
(103). Dies impliziert den anti-angiogenen Effekt. Neben der Angiogenese ist auch die
Vaskulogenese fiur die Proliferation eines Tumors entscheidend. Diese beschreibt die
Bildung neuer Blutgefal3e aus Vorlauferzellen (Endothelial Progenitor Cells (EPC)). Die EPC
entstammen dem Knochenmark. Bertolini et al. beurteilten die Wirkung von CPA auf das
Vorhandensein von Endothelvorlauferzellen im Mausmodell (104). Sie behandelten die
Mause mit der MTD und im Vergleich dazu mit einem niedrig dosierten Behandlungsschema.
Es zeigte sich eine anhaltende Reduktion der zirkulierenden EPC bei Applikation von niedrig
dosiertem CPA. In der Folge kam es zu einer verstarkten Hemmung der Tumorproliferation.
Konventionell angewendet stieg die Anzahl der EPC nach Ende der Therapie erneut an.
Aufgrund dieser Erkenntnisse ist die Inhibition der Angio- und Vaskulogenese ein
hauptséachlicher Wirkmechanismus der metronomische Chemotherapie.

2.24.2 Immunmodulierende Mechanismen

Metronomische Chemotherapie hat nicht nur Auswirkungen auf die Angiogenese, sondern
auch auf die Immunmodulation. Regulatorische T-Zellen (Trg-Zellen) sind fir die
Tumorproliferation von Bedeutung. Sie zdhlen zu den CD4*CD25*- Lymphozyten und
konnen das Immunsystem unterdriicken, um das Risiko fur Autoimmunerkrankungen zu
senken. In vielen Tumorentitaten kommt es zu einer Anreicherung der Teg-Zellen gefolgt von
einer Unterdrickung der Immunantwort auf die Tumorzellen (105). Hohe Tg-Level
korrelieren mit verstarkter Tumorprogression und einer schlechteren Ansprechrate auf die
Therapie (106). Lutsiak et al. untersuchten in einer praklinischen Studie die Funktionalitat der
Teg-Zellen bei Behandlung gesunder M&use mit niedrig dosiertem CPA (107). Die
Auswertung zeigte eine Reduktion und eine Funktionseinschrankung der T.g-Zellen. Andere
Lymphozytenarten wurden von der niedrig dosierten Therapie nicht beeintrachtigt.
Ghiringhelli et al. konnten in einer klinischen Studie an neun metastasierten Patienten, die
mit niedrig dosiertem CPA (50 mg p.0.) behandelt wurden, ebenfalls eine Reduktion der Tyeg-
Zellen nachweisen. Im Gegensatz dazu zeigte die Behandlung mit einer hdheren Dosis CPA
(200 mg p.o.) keine selektive Wirkung auf die Tg-Zellen. Die immunmodulierenden
Mechanismen der metronomischen Chemotherapie wirken tber eine Reduktion der Tieg-

Zellen, die zu einer erhéhten Immunantwort auf die Tumorzellen fihrt (105, 108).

Neben den T.g-Zellen zahlen die unreifen Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) zu den
immunsupprimierenden Faktoren (109). Bei positivem Nachweis im Tumorbett verschlechtert
sich die Prognose (110, 111). Uber Stickstoffoxide, reaktive Sauerstoffspezies, Arginase und

Interleukin (IL)-10 kénnen die MDSC zu einer Suppression der Aktivierung von T- und
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Naturlichen-Killer (NK)-Zellen fuhren (109, 112). Michels et al. konnten in in vitro-Versuchen
zeigen, dass bei Anwendung von niedrig dosierten Zytostatika wie Paclitaxel die
Differenzierung von MDSC zu reifen dendritischen Zellen (dendritic cells, DC) gefdrdert wird
(123). Die funktionell aktiven DC haben eine stimulierende Auswirkung auf das Immun-
system. Kaneno et al. konnten weiterhin zeigen, dass DC, die mit niedrig dosierten
Konzentrationen von MTX, Paclitaxel und Vinblastin in vitro behandelt wurden, erhéhte
Mengen von CD83 und CD40 freisetzten (114). CD83 fuhrt zur Reifung der dendritischen
Zellen. CDA40 ist relevant fur die Interaktion der DC mit den T-Lymphozyten (115). Niedrig
dosierte Zytostatika konnen somit die Reifung und Funktionalitéat von DC direkt beeinflussen.
Auch Makrophagen spielen bei der Immunmodulation eine Rolle. Dabei werden zwei Typen
unterschieden: die klassisch aktivierten Makrophagen (M1) und die alternativ aktivierten
Makrophagen (M2) (116, 117). Wahrend die Aktivierung der M1-Makrophagen zu einer
Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen fiihrt, sezernieren die M2-Makrophagen anti-
inflammatorische Zytokine, férdern die Wundheilung und wirken als Immunsuppressoren
(118). Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) dhneln den M2-Makrophagen (119). Uber die
Produktion von Zytokinen Uben sie eine tumorférdernde Funktion aus. Bryniarski et al.
konnten zeigen, dass die Behandlung von Makrophagen mit niedrig dosiertem CPA in vitro
zu einer Umwandlung von M2- zu M1-Makrophagen fiihrt (120). Damit wird die Produktion
von pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und IL-12 geférdert und anti-inflammatorische
Zytokine wie IL-10 und der transforming growth factor beta (TGF-B) werden herabreguliert.
Dieser Eingriff in das Immunsystem scheint ein weiterer Grund fir den Erfolg der

metronomischen Therapie zu sein.

2.2.4.3 Direkte Effekte auf Tumorzellen

Die metronomische Chemotherapie zeigt des Weiteren direkte Effekte auf die Tumorzellen
(69, 87, 121). Folkins et al. behandelten Gliomzellen in in vitro-Versuchen mit niedrig
dosiertem CPA und konnten eine Reduktion der Tumor-Stammzellen nachweisen (122). In
verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von mutierten
Ovarialzellen mit Taxanen und Vincaalkaloiden Uber einen langeren Zeitraum zu einer
Abhangigkeit der Zellen gegeniiber den Wirkstoffen fiihrte. Ein plotzlicher Entzug fuhrte zum
Zelltod (123-125). André et al. postulierten, dass man diesen Effekt nutzen kénne, um den
Erfolg metronomischer Therapie zu steigern (4D-Effekt: Drug-Driven Dependency/
Deprivation). Behandlungspausen wahrend der metronomischen Langzeittherapie kdnnten
dazu fihren, dass die medikamentenabhangigen und damit resistenten Tumorzellen
abgetotet werden (126). Die Vvielfaltigen Wirkmechanismen der metronomischen

Chemotherapie werden im Folgenden zusammengefasst (Abb. 3).
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Abbildung 3: Zusammenfassung der Wirkmechanismen der metronomischen Chemotherapie.

Anti-Tumor-Effekt

Dargestellt sind die drei Hauptwirkmechanismen der metronomischen Chemotherapie. Uber die
Inhibition der Angiogenese und Vaskulogenese, eine Immunmodulation und direkte Effekte auf die
Tumorzellen entsteht der Anti-Tumor-Effekt. Modifiziert nach Torimura et al. und Chen et al. (69, 121).

Neben den bekannten Wirkmechanismen der Zytostatika wurde die Hypothese aufgestellt,

dass die Wirksamkeit der Behandlung durch Insulin gesteigert werden kénnte (8, 127-129).

2.3 Insulin—induzierte Verstarkung der Zellantwort auf Zytostatika

Insulin  wirkt Gber den Mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Signalweg
proliferationsférdernd (130). In vitro-Versuche zeigten, dass MCF-7-Zellen, die sich gerade in
der Go/G;:-Phase befinden, durch Insulin stimuliert werden und wieder in den Zellzyklus
eintreten (127-129). Der Anteil der Zellen in der S-Phase ist folglich erhoht. Basierend auf
der Hypothese, dass Insulin zu einer gesteigerten Mitoseaktivitat fihrt, untersuchten
Alabaster et al. in den frihen 1980er Jahren MCF-7-Brustkrebszellen und testeten den
Einfluss von Insulin auf die zytotoxische Wirkung von MTX in vitro. Sie konnten einen bis zu
10.000-fach verstéarkten zytotoxischen Effekt nachweisen (6). 2003 fuhrten Lasalvia-Prisco et
al. eine randomisierte klinische Studie an 30 Patientinnen mit metastasiertem Brustkrebs
durch (7). Alle Patientinnen zeigten eine Resistenz gegeniber 5-Fluorouracil (5-FU),
Adriamycin und CPA. Die Patientinnen wurden in drei Gruppen eingeteilt. Die erste Gruppe
erhielt Insulin und MTX, die zweite nur MTX (2,5 mg/m? in 50 ml 30% Glucose) und die dritte
nur Insulin (0,3 U/kg KG). Die Therapie erfolgte Uber zwei 21 Tage-dauernde Zyklen mit

sieben Tagen Pause dazwischen. Messbare Lasionen wurden nach Response Evaluation
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Criteria In Solid Tumors (RECIST) beurteilt. In der Gruppe, die MTX und Insulin erhielt,
konnte das beste Ergebnis erreicht werden. Bei 9/10 Patientinnen schritt die Erkrankung
nicht fort (SD). Im Jahr 2017 griffen Agrawal et al. diesen Gedanken auf und untersuchten
den Einfluss von Insulin auf die Wirkung von 5-FU und CPA auf molekularer Ebene in MCF-
7-Brustkrebszellen. Auch sie kamen zu dem Ergebnis, dass Insulin einen steigernden Effekt
auf die Wirkung der Zytostatika hatte (8). Die Viabilitat der Zellen war bei Kombination von 5-
FU und CPA mit Insulin niedriger als ohne Insulin. Sie stellten die Uberlegung an, dass
Insulin die Brustkrebszellen fir das Zytostatikum sensibilisiert. Die Aktivierung des
Insulinrezeptors (IR) bzw. Insulin-like growth factor receptor 1 (IGF1R) fuhrt iber den MAPK-
und Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) -Signalweg zu Zellwachstum und einer héheren
Anzahl von Zellen in der S-Phase. Es ist allgemein bekannt, dass schnell wachsende
Tumoren besser auf eine Chemotherapie ansprechen als langsam wachsende (35, 131).
Chemotherapeutika wirken auf unterschiedliche Vorgange in der Zelle. CPA beispielsweise
bewirkt eine Stérung der DNA-Replikation. Vinorelbin wirkt als Spindelgift mitosehemmend.
Beide wirken demnach in der S-Phase des Zellzyklus. Hier ist die Zelle am angreifbarsten.
Je mehr Zellen sich in dieser Phase befinden, desto wirksamer ist die Therapie. Des
Weiteren kénnte Insulin die Zellmembranpermeabilitét erhéhen — ein Effekt, der bereits 1986
von Ayre et al. in Erwagung gezogen wurde — und dadurch zu einer gesteigerten Aufnahme
des Zytostatikums in die Brustkrebszellen fiihren. Dies kénnte den therapieunterstiitzenden
Effekt von Insulin erklaren (132).

Die Kombination der Insulinwirkung auf den Zellzyklus und die Zellmembranpermeabilitat mit
dem fir metronomische Chemotherapie postulierten anti-angiogenen Effekt kbnnte zu einem
bedeutenden therapeutischen Effekt fiihren (4). Fur die metronomische Chemotherapie, d.h.
niedrig dosierte, kontinuierliche Zytostatikatherapie, eignen sich Medikamente, die p.o.
appliziert werden konnen. Hierzu z&hlen insbesondere Vinorelbin und CPA, das

therapeutisch als dessen Stoffwechselprodukt Mafosfamid aktiv ist.
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2.4 Der Wirkstoff Mafosfamid

Mafosfamid gehdrt zur Gruppe der Oxazaphosphorine, welche wiederum eine Untergruppe
der alkylierenden Zytostatika ist. Dieser Gruppe zugehdrig ist auch das CPA, ein
sogenanntes Prodrug, welches durch Cytochrom-P450-Enzyme in der Leber aktiviert werden
muss, um seine zytotoxische Wirkung zu entfalten (133) (Abb.4). Das durch enzymatische
Umsetzung entstehende 4-OH-CPA steht mit dem Tautomer Aldophosphamid im
Gleichgewicht. In der Zelle kann aus Aldophosphamid spontan Acrolein abgespaltet werden.
Dabei entsteht die am starksten alkylierende Verbindung: Phosphoramidmustard. Durch
Bindung von Alkylgruppen an die DNA kommt es zum Crosslinking gegeniberliegender
DNA-Strange und in der Folge zu Strangbriichen (134, 135). Das Resultat ist eine Stérung
der DNA-Synthese und schlussendlich die Apoptose. CPA kommt vielféltig zum Einsatz. Es
ist ein Bestandteil der Kombinationschemotherapie des Ovarialkarzinoms, Non-Hodgkin-
Lymphoms und Neuroblastoms (136). Auch bei der Behandlung des Mammakarzinoms
findet es trotz hoch-emetogener Nebenwirkungen Anwendung (3, 137, 138). Mafosfamid ist
ein Derivat des CPA. Entwickelt wurde es von den Asta-Werken in Bielefeld (139). Es
hydrolysiert spontan zu 4-OH-CPA, weshalb keine Aktivierung durch Leberenzyme notig ist.
Im Jahr 1985 behandelten Bruntsch et al. Patienten, die an einem Malignom erkrankt waren,
in einer Phase-I-Studie mit Mafosfamid (140). Alle Patienten zeigten zuvor Resistenzen
gegen zytostatisch wirksame Substanzen und konnten keine Operation oder Radiotherapie
erhalten. Mafosfamid wurde dreimal wochentlich beginnend mit 160 mg/m? Korperoberflache
(KOF) intravenos appliziert. Die MTD lag bei 1000 mg/m? KOF. Es wurde eine niedrige
hamatologische Toxizitat beobachtet, jedoch entstanden starke Irritationen im Bereich der
zur Applikation genutzten Vene. Dies kénnte mit der hohen lokalen Konzentration von 4-OH-
CPA zusammenhangen, die durch den spontanen Zerfall entsteht. Mafosfamid findet

heutzutage vor allem in vitro Anwendung (141).
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Abbildung 4: Metabolisierung von Mafosfamid und Cyclophosphamid.

Die Metabolisierung von Mafosfamid zu 4-OH-Cyclophosphamid und Mesna erfolgt durch
spontane Hydrolyse, wahrend das Prodrug Cyclophosphamid durch Cytochrom-P450-Enzyme
aktiviert werden muss. 4-OH-Cyclophosphamid steht mit seinem Tautomer Aldophosphamid im
Gleichgewicht. Aus diesem kann spontan Acrolein abgespalten werden und es entsteht
Phosphoramidmustard. Dies ist ein starkes Alkylanz welches zum  Crosslinking
gegeniberliegender DNA-Strénge fuhrt. Modifiziert nach Blaney et al. (142).
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2.5 Der Wirkstoff Vinorelbin

Vinorelbin ist ein halbsynthetisches Derivat des Vincaalkaloids Vincristin. Es wird von dem
franzdsischen Unternehmen Laboratoires Pierre Fabre hergestellt und ist unter dem
Handelsnamen Navelbine® bekannt. Seit 1996 wird es in Deutschland unter anderem (u.a.)
zur Therapie des Mammakarzinoms und des Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms eingesetzt
(143). Vinorelbin kann intravents oder oral appliziert werden. Die Wirkung von Vinorelbin
beruht auf der Hemmung der Mitose, indem es als Antitubulin die Ausbildung der Mikrotubuli
blockiert (144). Durch Unterbindung der Kernspindelbildung arretiert die Zelle in der
Metaphase. Dieser Wirkmechanismus fiihrt vor allem bei sich schnell teilenden Zellen
erfolgreich zu einer Wachstumshemmung. In praklinischen Studien konnte gezeigt werden,
dass Vinorelbin auch die Funktionalitat von Endothelzellen beeintrachtigt (145, 146). Diese
anti-angiogene Wirkung zeigt Vinorelbin bereits in niedriger Dosierung. Der Wirkstoff eignet
sich daher fur das Konzept der metronomischen Chemotherapie. In diesem Zusammenhang
fuhrten Briasoulis et al. klinische Studien zur optimalen Dosierung von oralem Vinorelbin bei
Behandlung von Patientinnen mit metastasiertem Brustkrebs durch (147, 148). Die
Applikation von 50 mg Vinorelbin dreimal wochentlich p.o. fuhrte, verglichen mit niedrigeren
Dosierungen, zu einer besseren Ansprechrate. Mit dieser Dosierung konnte eine stabile
Serumkonzentration von 2,6 ng/ml erreicht werden. Addeo et al. fihrten eine weitere Studie
an é&lteren Patientinnen mit metastasiertem Brustkrebs durch. Sie behandelten die
Patientinnen mit 70 mg/m? Vinorelbin p.o. dreimal wochentlich und konnten ebenso eine gute
Ansprechrate erzielen (PFS 7,7 Monate, overall survival (OS) 15,9 Monate). Die Anzahl an
toxischen Nebenwirkungen war dabei gering. Niedrig dosiertes Vinorelbin eignet sich daher
besonders fir altere Patientinnen, da es gut toleriert wird und folglich die Lebensqualitat
erhoht (149).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

3, (4,5-Dimethyl-thiazol-2 yl)-2,5-
Diphenyl-Tetrazolium-bromid (MTT) #M2128
Aqua destillata. (Aqua dest) #0123
Choleratoxin #C8052

Digitonin #D141

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMEM/HAM’s F12 (1:1) (1x) #11320-074
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS) #D8537

Epidermal growth factor (EGF) #E9644
Ethanol abs. (EtOH) #147194

Fetales Kélberserum (FCS) #1027106
Fibronektin (Bovine Protein) #33010018
Gelatine (Porcine skin) #G8150
Hydrocortisone #H0888

Insulin solution human (10,6 mg/ml) #9278
Mafosfamid #D-17272
Penicillin/Streptomycin (P/S) #P0781
Trypsin- Ethylen-diamine-tetraacetic-acid
(EDTA) # T4049

Terralin liquid #0297

Roswell Park Memorial Insitute Medium
RPMI 1640 #21875-034

Salzséaure (HCI) 1N #0C317952 UN1789
Schwefelsdure (H.SO4) 1M #160313
Sodiumdodecylsulfat (SDS) #5136.1
Staurosporin #55921
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Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Fresenius Kabi, Sévres, Frankreich

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Thermo-Fisher, Waltham, USA

Sigma Aldrich. St. Louis, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
AppliChem GmbH, Darmstadt
Thermo-Fisher, Waltham, USA
Thermo Scientific, USA

Sigma Aldrich, St.Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Niomech IIT GmbH, Bielefeld
Sigma Aldrich, St.Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Schiilke & Mayr, Norderstedt
Thermo-Fisher, Waltham, USA

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, St. Louis, USA



MATERIAL UND METHODEN

3.1.2 Puffer und L6sungen
Fibronektin-Lésung
Gelatine-Ldsung
MTT-LOsung

SDS-Ldsung
Solubilisierungspuffer

3.1.3 Medienzusétze
Choleratoxin

EGF

Hydrocortisone

Insulin

3.1.4 Kits

Cell proliferation ELISA, BrdU (colormetric)
#11647229001

RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis

and Necrosis Assay #JA1011

3.1.5 Zellkultur-Medien
Einfriermedium:
RPMI I

RPMI II:

RPMI III:

DMEM F12 I:

1 mg/ml in DPBS

2 mg/ml in DPBS

0,5% MTT in DPBS

10% in Agqua dest.

49,5 ml SDS 10 % + 500 pl 1 N HCI

Stammldsung 100 ng/ml in DMEMF12
Stammldsung 20 pg / 50 ul in DPBS
Stammldsung 260 pug/ml in DPBS
Stammlésung 10,6 mg/ml

Roche, Basel, Schweiz

Promega, Madison, USA

FCS + 10% Dimethylsulfoxid (DMSO)
RPMI

+10% FCS

+ 1% P/S

RPMI

+ 5% FCS

+ 1% P/S

RPMI

+ 1% P/S

500 mlI DMEM F12

+ 5% FCS

+ 1% P/S

+ 25 pl EGF (20 pg/ml)

+ 1 ml Hydrocortison-Stammldsung
+ 50 pl Choleratoxin-Stammldsung

+ 500 pl Insulin-Stammlésung
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DMEM F12 I

DMEM F12 lI:

3.1.6 Verbrauchsmaterialien

BD Microlance™ 3 30G 0,3x13
#03087148

Cellstar Cell Culture Plate 96-Well #655180
Einmalhandschuhe sempercare® nitrile
#3000002119

Kryoroéhrchen Cryogenic Tubes Nunc™,
#375418

LUNA™ Cell Counting Slides #L12001
Pasteurpipetten, Kunststoff #EKN7.1
Pipettenspitzen Filter Tips, TipOne®

0,5-10 pl #S1121-3810, 2-20 pl #51120-3810,

500 ml DMEM F12

+ 5% FCS

+1% P/S

+ 25 pl EGF (20 pg/ml)

+ 1 ml Hydrocortison-Stammldsung
+ 50 pl Choleratoxin-Stammldsung
DMEM F12

+1% P/S

BD Biosciences, Bedford, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Semperit, Wien, Osterreich

Thermo-Fisher, Waltham, USA
Logos Biosystems, Stidkorea

Carl Roth, Karlsruhe
StarLab, Hamburg

20-200 pl #S1120-8810, 100-1000 pl #S1126-7810

Reaktionsgefalle Safe-Lock

0,5 ml #0030121023, 1,5 ml #0030120086,
2 ml #0030120094
Serologische Pipetten

1 ml #604181, 2 ml #710180,

5 ml #606180, 10 ml #607180
25 ml #760180
Zellkulturflaschen mit
Standard-Wachstumsoberflache
75 cm? #658175
Zentrifugenréhrchen

15 ml #188261, 50 ml #227261
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Eppendorf, Hamburg
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Greiner Bio-One, Frickenhausen
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3.1.7 Gebrauchsmaterialien
Corning™ Cool Cell® Freezing Container
Finnpipette® F2 (0,2-2 pl)
Mikroliterpipette Transferpette® S
(100-1000 pl)

Mikroliterpipetten Transferpette® S-8
(10-100 pl, 20-200 pl)

Pipettierhilfe accu-jet® pro

Pipetten Eppendorf Research
(0,5-10 pl, 10-100 pl,

20-200 pl, 100-1000 pl)

3.1.8 Gerite

COo-Inkubator

Computer

Gefrierschrank -20 °C
Gefrierschrank -80 °C
GloMax®-Multi detection system
Heilluftsterilisator Heraeus Oven
Kryo Stickstofftank Locator 6 Plus
Kuhlschrank 4 °C
Labor-Feinwaage
Labormikroskop DMRB

LUNA™ Automated Cell Counter
Schittler MTS 4
Sicherheitswerkbank Heraeus HeraSafe
Vacuumpumpe BVC control
Vortex

Wasserbad Aqualine AL18
Zentrifuge Megafuge 1.0R

3.1.9 Computerprogramme
Microsoft Office
MoleculeSketch

Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Brand, Wertheim

Brand, Wertheim

Brand, Wertheim
Eppendorf, Hamburg

Thermo-Fisher, Waltham, USA
Dell, Round Rock, USA

Bosch, Gerlingen

Nalgene Nunc Int, Penfield, USA
Promega, Madison, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Bosch, Gerlingen

Sartorius, Gottingen

Leica, Wetzlar

logos Biosystems, Stidkorea
IKA-Werke, Staufen

Thermo Scientific, Waltham, USA
Vacuubrand, Wertheim

Heidolph, Schwabach

Lauda, Lauda-Konigshofen

Heraeus, Hanau

Microsoft, Redmond, USA

Stefan Dolder, Schweiz
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3.1.10 Zytostatika

3.1.10.1 Mafosfamid

Bezugsquelle: Niomech-IIT GmbH, Universitéat Bielefeld

Summenformel: CgH19Cl2N20sPS»

Das eingesetzte Mafosfamid wurde in Pulverform bei 4 °C gelagert. Es hat ein
Molekulargewicht von 500,45 g/mol. An den Versuchstagen wurden jeweils 2 mg Mafosfamid
unter sterilen Bedingungen abgewogen und in 1 ml RPMI II- bzw. DMEM F12 lI-Medium
geldst. Aus dieser Losung wurden 100 pl entnommen und mit 9900 ul RPMI II- bzw.
DMEM F12 lI-Medium verdinnt, um eine Konzentration von 20 pg/ml zu erhalten. Im
Folgeschritt wurden 5ml dieser Losung mit 5ml Medium verdinnt. Dieser
Verdinnungsschritt wurde sechsmal wiederholt. Direkt im Well wurde nochmal eine
1:2 Verdinnung vorgenommen, indem aus jeder hergestellten Konzentration jeweils 50 pl
pro Well pipettiert und mit weiteren 50 pl Kulturmedium versetzt wurden.

3.1.10.2 Vinorelbin

Bezugsquelle: Apotheke der Universitatsmedizin Mainz

Summenformel: CasHs4N4Os

Verwendet wurde Navelbine®, welches als fertige Stammldsung mit einer Konzentration von
100 pg/ml aus der hauseigenen Apotheke bezogen wurde. Bei 4 °C gelagert war es 28 Tage
lang haltbar. Fir die Versuche wurde eine Verdunnungsreihe hergestellt. Um eine
Ausgangskonzentration von 10 ng/ml zu erreichen wurde 1 pl der Stammldésung in 10 ml
Medium verdinnt. Nach Mischen der Losung wurden 5 ml entnommen und in ein mit 5 ml
Medium geflilltes Reaktionsgefal3 Uberfiihrt. Dieser Verdinnungsschritt wurde sechsmal
wiederholt. Pro Well wurden dann 50 pl der jeweiligen Konzentration pipettiert und mit

weiteren 50 yl Medium verdinnt.
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3.1.11 Zelllinien

3.1.11.1 MCF-10A

Diese Zelllinie (American Type Culture Collection ATCC® CRL-10317™, Rockville Maryland,
USA) wurde 1984 etabliert und stammt aus dem Brustdriisengewebe einer zum Zeitpunkt
der Entnahme 36-jahrigen Frau kaukasischer Herkunft. Sie ist nicht karzinogen und weit
verbreitet, um die normale Funktion und Transformation von Brustzellen in vitro zu
untersuchen (150, 151).

3.1.11.2 MCF-7

Diese Tumorzelllinie (ATCC® HTB-22™, Rockville Maryland, USA) wurde 1970 aus
Pleurapunktat isoliert. Sie entstammt einem metastasierten Adenokarzinom der Brustdriise
einer zum Zeitpunkt der Enthnahme 69-jahrigen Frau kaukasischer Herkunft. Der HR-Status
ist positiv (ER+, PR+), der HER2-Status ist negativ (HER2-) (152).

3.1.11.3 T-47D

Die Zelllinie T-47D (ATCC® HTB-133™, Rockville Maryland, USA) wurde gleichermaRen wie
die MCF-7 Zelllinie aus Pleurapunktat gewonnen. Sie ist epithelialer Herkunft und entstammt
einem infiltrierenden duktalen Karzinom einer zum Zeitpunkt der Entnahme 54 Jahre alten
Patientin. Der Rezeptorstatus ist ER+, PR+ und HER2- (153).

3.1.11.4 BT-549

Diese Zelllinie (ATCC® HTB-122™, Rockville Maryland, USA) weist einen hypertriploiden
Chromosomensatz auf und wurde 1978 aus einem papillaren, invasiv wachsenden duktalen
Mammakarzinom einer zum Zeitpunkt der Entnahme 72-jahrigen Patientin isoliert. Die
Zelllinie ist triple-negativ (ER-, PR-, HER2-) (154).

3.1.11.5 MDA-MB-231

Diese Tumorzelllinie (ATCC® HTB-26™, Rockville Maryland, USA) ist epithelialer Herkuntft.
Sie wurde aus Pleurapunktat einer zum Zeitpunkt der Entnahme 51 Jahre alten Patientin
etabliert und stammt aus einem Adenokarzinom der Brustdriise. Es handelt sich um triple-

negative Zellen (155).
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3.2 Methoden

3.2.1 Steriles Arbeiten

Die Arbeit mit humanen Zelllinien erfordert sterile Bedingungen, um Kontaminationen zu
vermeiden. Um dies zu gewahrleisten, wurden die verwendeten Medien und Reagenzien bei
4 °C gelagert. Vor Benutzung wurden sie im Wasserbad auf 37 °C erwarmt und
anschliel3end wurden die Oberflachen mit 70%-igem Ethanol desinfiziert, bevor sie unter die
sterile Werkbank gestellt wurden. Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien wurden vor

Gebrauch sterilisiert oder steril erworben.
3.2.2 Zellkultur

3.2.2.1 Kultivierung humaner Zelllinien

Die Zellen wurden in 75 cm?Zellkulturflaschen im Inkubator bei 37 °C und 5%
Kohlenstoffdioxid (CO) kultiviert. Als Nahrmedium wurde fir die Tumorzellen RPMI I-
Medium gewahlt. Die Zelllinie MCF-10A benétigte DMEM F12 | als Nahrmedium. Um die
Zellen zu passagieren, wurde das Medium aus nicht vollstdndig konfluent bewachsenen
Zellkulturflaschen entfernt und die Zellen mit 10 ml DPBS gewaschen. Im néchsten Schritt
wurden die adharenten Zellen mittels 1 ml Trypsin-EDTA abgel6st und nach individueller
Inkubationszeit mit 9 ml RPMI |- bzw. DMEM F12 I-Medium versetzt, um die Trypsin-
Reaktion durch das enthaltene FCS abzustoppen. Nach mehrmaliger Resuspension wurde
immer ein kleines Volumen zur weiteren Kultivierung in eine neue 75 cm?-Zellkulturflasche
gegeben und die restliche Zellsuspension entweder in ein Reaktionsgefald tberfihrt, um fur

einen Versuch genutzt werden zu kénnen, oder verworfen.

3.2.2.2 Zellzahlbestimmung

Zu Beginn aller durchgeflihrten Versuche wurden die Zellen, wie unter 3.2.2.1 beschrieben,
aus den Zellkulturflaschen mittels Trypsin-EDTA geltst, mit Medium versetzt und in ein
Zentrifugenréhrchen mit 15 ml Volumen Uberfuhrt. Aus der vollstdndig resuspendierten
Zellldsung wurden 15 pl in eine LUNA™ Cell Counting Slide pipettiert und automatisch im
LUNA™ Automated Cell Counter ausgezahlt.

3.2.2.3 Kryo-Konservierung

Die Konservierung der humanen Zelllinien erfolgte in flissigem Stickstoff. Hierfir wurden
75 cm?-Zellkulturflaschen mit ca. 80% Konfluenz verwendet. Im ersten Schritt wurde das
Medium entfernt. Es folgten ein Waschschritt mit DPBS und die Zugabe von 1 ml Trypsin-
EDTA zum Ablosen der Zellen. Die gelosten Zellen wurden mit 9 ml Vollmedium
resuspendiert und in ein Reaktionsgefald Uberfihrt, bevor sie fir 5min bei 300xg

zentrifugiert wurden. Um die Zellen wahrend der Kryo-Konservierung zu schitzen, wurde
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das Zellpellet vom Medium befreit und stattdessen mit 1-1,5 ml Einfriermedium versetzt.
Nach guter Resuspension wurde die Zellsuspension zigig in ein Kryoréhrchen pipettiert und
in einem Cool Cell Behalter fur 24 h bei -80 °C eingefroren. Am nachsten Tag erfolgte die
Uberfiihrung in den Stickstofftank zur langerfristigen Lagerung der Zellen.

Fur die Re-Kultivierung der Tumorzellen wurden die Kryorohrchen fir zwei Minuten in ein
37 °C warmes Wasserbad gestellt. Die aufgetauten Zellen wurden in ein 15 ml-
Zentrifugenrohrchen dberfihrt und mit 4 ml RPMI I-Medium bzw. DMEM F12 I-Medium
versetzt. Es folgte eine Zentrifugation mit 1200 rounds per minute (rpm) bei 300 x g fur funf
Minuten. Anschlielend wurde das Medium abgenommen und das Zellpellet mit 2 ml Medium
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde daraufhin in eine 75 cm?-Zellkulturflasche tberfiihrt,

mit 10 ml Medium versetzt und im Inkubator kultiviert.
3.2.3 Analyse zellularer Parameter

3.2.3.1 Proliferationsassay

Die Bestimmung der Zellproliferation erfolgte mit dem Cell Proliferation ELISA BrdU Kit der
Firma Roche (Tab.5). Grundlage dieses Assays ist der Einbau von 5-Brom-2’desoxyuridin
(BrdU) in die DNA und die nachfolgende Detektion mittels eines Antikérpers (AK). Im ersten
Schritt wurden die Zellen, wie unter 3.2.2.1 und 3.2.2.2 beschrieben, aus den
Zellkulturflaschen gel6st und gezahlt. Im zweiten Schritt wurden 2500 Zellen/Well ausgesat
und die 96-Well-Platten fir 24 h im Inkubator kultiviert. Danach erfolgte die Behandlung mit
Insulin fur 24 h (Tab. 4). Nach Ablauf der Zeit wurden 10 pl/Well BrdU-Labeling-Solution
(1:200 in DPBS verdunnt) pipettiert. Die vorgegebene Inkubationszeit der BrdU-Labeling-
Solution bei 37 °C und 5% CO; wurde von 2 h auf 3 h erhdht, da hierdurch stabilere
Ergebnisse erreicht werden konnten. So wurde gewahrleistet, dass die proliferierenden
Zellen genug Zeit haben anstelle von Thymidin BrdU in ihre DNA einzubauen. Nach der
Inkubationszeit wurden die Uberstande vorsichtig entfernt und 200 pl/Well Fix-Denat-Lésung
zu den Zellen pipettiert. Wahrend der 30 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur (RT)
denaturierten die Proteine der Zellen und wurden im Well fixiert. Die L6sung wurde entfernt
und im n&chsten Schritt wurden 100 pl/Well Anti-BrdU-AK-Ldsung zugegeben. Der AK wurde
kurz vor Gebrauch 1:100 in Antibody Dilution Solution verdinnt. Es folgte eine Inkubation fiir
60 min bei RT. Nach Entfernen der Losung wurde die Platte dreimal mit je 200 pl/Well
Washing Solution gewaschen und anschlieRend wurden 100 pl/Well Substratlésung
pipettiert. Diese inkubierte fr 15 min lichtgeschiitzt bei RT. In der Ldsung ist das Substrat
TMB enthalten, welches mit der Peroxidase reagiert, die an den Anti-BrdU-AK gekoppelt ist.
Hierdurch kommt es zu einer blauen Farbreaktion, welche mit 25 pl/Well 1M H>SO4

abgestoppt wurde. Durch einminitiges Schitteln bei 300 rpm schléagt die Farbe von blau zu
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gelb um. Im letzten Schritt wurde die Extinktion der Uberstande mittels GloMax®-Multi
detection system bei 450 nm Wellenlange und 650 nm Referenzwellenldange gemessen. Die

Auswertung der Daten wurde mit Microsoft Excel durchgefuhrt.

Tabelle 4: Berechnung der Insulinkonzentrationen.

Die Konzentration der Insulin-Stammldésung betrug 10,6 mg/ml. Fur die Konzentrationen 0,01—
1 pug/ml Insulin wurde zuerst eine Verdinnung angesetzt. Diese setzte sich aus 1 pl Insulin und
999 pl Medium zusammen.

Konzentration in pg/ml Insulin-Stammlésung in gl | Medium in pl
0,01 1,22 aus Verdiunnung 1300
0,1 12,3 aus Verdinnung 1300
1 122,6 aus Verdinnung 1177
10 1,22 1300
20 2,45 1300
50 6,13 1300

Tabelle 5: Assay zur Testung der Wirkung von Insulin auf die Proliferation mittels Cell
Proliferation ELISA BrdU Kit der Firma Roche.

Beschreibung des Vorgehens an den Versuchstagen 1-3.

Tag 1 Ausplattieren von 2500 Zellen/Well in RPMI I- bzw.
DMEM F12 I-Medium
Tag 2 Behandlung der Zellen mit Insulin in Konzentrationen von

0,01-50 pg/ml in RPMI 1llI- bzw DMEM F12 11I-Medium

Tag 3 Quantifizierung der Proliferation tber die BrdU-Inkorporation
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3.2.3.2 Viabilitatsassay

Die Viabilitat der Zellen wurde mittels MTT-Assay gemessen. Hierflr wurden 2500 Zellen pro
Well in 100 pyl RPMI I-Medium bzw. DMEM F12 I-Medium in eine 96-Well-Platte ausplattiert.
Die Adhasion der Zellen erfolgte fir 24 h im Inkubator bei 37 °C und 5% CO,. An den
darauffolgenden Versuchstagen erfolgte die Behandlung der Zellen (Tab. 6, Tab. 7, Tab. 8).
Am Tag der Durchfiihrung des MTT wurden 10 pl einer 0,5%igen MTT-L6sung pro Well
pipettiert. Auf eine vollstandige Resuspension der Losung wurde geachtet. Es folgte eine
Inkubationszeit von 4 h bei 37 °C und 5% CO.. In dieser Zeit wurde der gelbe Farbstoff des
MTT von der mitochondrialen Dehydrogenase zu violetten Formazankristallen umgewandelt
(156, 157). Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden 100 pl des Solubilisierungspuffers
pro Well hinzugegeben. Hierdurch wurde der umgesetzte Farbstoff aus den Zellen
herausgeldst. Die Losung wurde in jedem Well gut resuspendiert. Nach weiteren 4 h im
Inkubator wurde die Extinktion mittels GloMax®-Multi detection system gemessen.
(Wellenlange: 570 nm, Referenzwellenldnge: 650 nm). Die Auswertung erfolgte mit Microsoft

Excel.

Tabelle 6: MTT-Assay zur Beurteilung der Viabilitdt der Zellen nach Kultivierung auf
unterschiedlich beschichteten 96-Well-Platten.

Beschreibung des Vorgehens an den Versuchstagen 1-4.

Tag 1 Vorbereitung der 96-Well-Platten

Platte 1: Ohne Beschichtung

Platte 2: 30 pl/Well Fibronektin (c=1 mg/ml)

Platte 3: 30 pl/Well Gelatine (c=2 mg/ml)

Tag 2 Ausplattieren von 2500 Zellen/Well in RPMI II- bzw.
DMEM F12 II-Medium

Tag 3 a) Kultivierung der Zellen mit 100 pul RPMI |- bzw.
DMEM F12 I-Medium

b) Kultivierung der Zellen mit 100 pl RPMI I1I- bzw.
DMEM F12 IlI-Medium

Tag 4 Durchftihrung des MTT-Assay
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Tabelle 7: MTT-Assay zur Testung der Wirkung von Insulin auf die Viabilitat.
Beschreibung des Vorgehens an den Versuchstagen 1-3.

Tag 1 Ausplattieren von 2500 Zellen/Well in RPMI |- bzw.
DMEM F12 I-Medium

Tag 2 Behandlung der Zellen mit Insulin in Konzentrationen von
0,01 — 50 pg/ml in RPMI 1ll- bzw DMEM F12 1lI-Medium

Tag 3 Durchfiihrung des MTT-Assay

Tabelle 8: MTT-Assay zur Testung der Wirkung einer Kombinationsbehandlung mit Insulin
und Mafosfamid bzw. Insulin und Vinorelbin auf die Viabilitat.

Die Behandlung der Zellen erfolgte mit 0, 0,01 oder 10 pg/ml Insulin. Mafosfamid wurde in
Konzentrationen von 0 — 9,55 pg/ml getestet, Vinorelbin in Konzentrationen von 0,16 — 10 ng/ml.
Als Kultivierungsmedium wurde ab Tag 2 Medium mit nur 5% FCS verwendet.

Tag 1 Ausplattieren von 2500 Zellen/Well in RPMI |- bzw.
DMEM F12 I-Medium
Tag 2 Wechsel auf RPMI II- bzw. DMEM F12 lI-Medium
Tag 3 Behandlung der Zellen mit Insulin
Tag 4 Kombinationsbehandlung der Zellen Insulin und Mafosfamid

bzw. Insulin und Vinorelbin

Tag 5 Kombinationsbehandlung der Zellen Insulin und Mafosfamid

bzw. Insulin und Vinorelbin

Tag 6 Kombinationsbehandlung der Zellen Insulin und Mafosfamid

bzw. Insulin und Vinorelbin

Tag 7 Durchfiihrung des MTT-Assay
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3.2.3.3 Apoptose-Assay

Mit Hilfe des RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay von Promega wurde
die Apoptoserate untersucht (Tab.9). Bei diesem Assay wird das Phosphatidylserin
gemessen, welches wahrend des apoptotischen Vorgangs von der inneren Zellmembran
nach auf3en verlagert wird. Annexin V bindet an das Phosphatidylserin und wird mittels
Lumineszenz detektiert (158). Zur Kontrolle der Apoptose wurde 1 pM Staurosporin
verwendet. Staurosporin ist ein Proteinkinaseinhibitor und kann Uber die Caspase-3
Apoptose induzieren (159). Daneben kann Staurosporin konzentrationsabhangig zum
Zellzyklusarrest fuhren (160). Digitonin in einer Konzentration von 50 pg/ml wurde zur
Kontrolle der Nekrose verwendet. Digitonin ist ein Saponin, welches zur Permeabilisierung
von Zellmembranen fihrt und damit zur Nekrose (161). Am Tag des Annexin V-Assays
wurde das 2x Detection Reagent nach Protokoll vorbereitet (162). Im folgenden Schritt
wurden 100 pl der 2x Detection Reagent pro Well pipettiert. Die 96-Well-Platte wurde fir
30 Sekunden bei 500-700 rpm geschiittelt. Im Anschluss wurde die Lumineszenz direkt mit

dem GloMax®-Multi detection system gemessen.

Tabelle 9: Assay zur Testung der Wirkung von Insulin auf die Apoptoserate.
Beschreibung des Vorgehens an den Versuchstagen 1-3.

Tag 1 Ausplattieren von 2500 Zellen/Well in RPMI I- bzw.
DMEM F12 I-Medium

Tag 2 a) Kultivierung der Kontrollzellen mit Medium

b) Behandlung der Zellen mit Insulin in Konzentrationen von
0,01 — 50 pg/ml in RPMI 1ll- bzw DMEM F12 1lI-Medium
Apoptosekontrolle: Staurosporin 1 uM

Nekrosekontrolle: Digitonin 50 pg/mi

Tag 3 Durchfiihrung des RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and

Necrosis Assay

33




ERGEBNISSE

4 Ergebnisse

4.1 Optimierung von Beschichtung und Kultivierungsmedium

Das Konzept der metronomischen Chemotherapie besteht darin Uber einen langeren
Zeitraum hinweg taglich eine niedrige Dosis eines Zytostatikums zu verabreichen. Um dies
im experimentellen Modell nachzustellen, wurde zunéchst die Viabilitat der Zelllinien mittels
MTT-Assay uber einen Zeitraum von 72 h hinweg beobachtet. Dies sollte Aufschluss dariiber
geben, ob eine langer andauernde Kultivierung der Zellen mdglich ist. Um optimale
Bedingungen flr Folgeversuche zu schaffen, wurden drei verschiedene Beschichtungen der
96-Well-Platten und zwei verschiedene Kultivierungsmedien getestet. Es wurden 96-Well-
Platten ohne Beschichtung, mit Fibronektinbeschichtung und solche mit Gelatine-
beschichtung verwendet. Weiterhin wurde zwischen einer Kultivierung der Zellen mit
serumfreiem Medium und Medium mit Zusatz von 5% FCS unterschieden. Bei diesem

Versuch wurde das Kultivierungsmedium alle 24 h erneuert.

Die MCF-10A-Zellen zeigten nach Kultivierung mit serumfreien Medium in der Messreihe
ohne Beschichtung und mit Fibronektinbeschichtung eine Reduktion der Viabilitat um 37%
bzw. 24% nach 72 h. Die Messreihe mit Gelatinebeschichtung zeigte bereits nach 24 h die
niedrigste Viabilitat. Im Vergleich dazu konnte bei Kultivierung mit 5% FCS-Medium
beobachtet werden, dass die MCF-10A-Zellen bis zu 48 h nach Ausplattierung eine um 60%
gesteigerte Viabilitdt aufwiesen. Nach 72 h blieb der Wert konstant oder sank wieder. Auch
hier zeigte sich nur ein geringer Unterschied zwischen der Messreihe ohne Beschichtung
und mit Fibronektinbeschichtung, wéahrend die Gelatinebeschichtung die niedrigste Viabilitat
zur Folge hatte (Abb. 5).
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Abbildung 5: Einfluss verschiedener Beschichtungen auf die Zellviabilitdt von MCF-10A-
Zellen bei Kultivierung mit Medium ohne FCS (A) bzw. mit 5% FCS (B).

Die Viabilitat wurde mittels MTT-Assay ermittelt. Getestet wurde die Viabilitdt auf unbeschichteten
96-Well-Platten im Vergleich zu Fibronektinbeschichtung und Gelatinebeschichtung. Dargestellt
sind die prozentualen Mittelwerte von drei bzw. vier Versuchsdurchlaufen bezogen auf den 24 h-
Wert der Messreihe ohne Beschichtung, sowie die Standardabweichungen. Es wurden keine
Signifikanzen (t-Test) festgestellt.

Die Viabilitdt der in serumfreiem Medium kultivierten MCF-7-Zellen sank im Zeitverlauf
deutlich. Nach 72 h lag diese bei allen Beschichtungsansatzen unter 50%. Die Zellen, die auf
96-Well-Platten ohne Beschichtung kultiviert wurden, zeigten nach 24 h die hdchste
Viabilitat. Nach 48 h und 72 h lag die Viabilitat der Zellen bei Fibronektinbeschichtung
wenige Prozentpunkte hoher als bei den Zellen ohne Beschichtung. Die Gelatine-
beschichtung fuhrte insgesamt zur niedrigsten Zellviabilitat. Im Vergleich dazu zeigten die
Zellen, die im Medium mit 5% FCS kultiviert wurden, bei Fibronektinbeschichtung und ohne
Beschichtung eine gesteigerte Viabilitat nach 48 h und 72 h. Die Gelatinebeschichtung fiihrte

auch bei dieser Messreihe zur geringsten Viabilitdt (Abb. 6).
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Abbildung 6: Einfluss verschiedener Beschichtungen auf die Zellviabilitdt von MCF-7-
Zellen bei Kultivierung mit Medium ohne FCS (A) bzw. mit 5% FCS (B)

Die Viabilitat wurde mittels MTT-Assay ermittelt. Getestet wurde die Viabilitat auf
unbeschichteten  96-Well-Platten im  Vergleich zu  Fibronektinbeschichtung  und
Gelatinebeschichtung. Dargestellt sind die prozentualen Mittelwerte von drei bzw. vier
Versuchsdurchlaufen bezogen auf den 24 h-Wert der Messreihe ohne Beschichtung, sowie die
Standardabweichungen. Es wurden keine Signifikanzen (t-Test) festgestellt.

Die in serumfreiem Medium kultivierten T-47D-Zellen zeigten im Zeitverlauf eine
kontinuierliche Senkung der Viabilitat. Nach 72 h nahm diese bei allen Beschichtungen
Werte unter 50% an. Im Vergleich zeigte die Messreihe mit der Gelatinebeschichtung jedoch
leicht hohere Werte. Die Zellviabilitat der Zellen bei Kultivierung mit 5% FCS stieg im
Vergleich zum ersten Messwert nach 24 h an. Die Gelatinebeschichtung fiihrte bei der
Kultivierung mit 5% FCS zur niedrigsten Viabilitat. Die Fibronektinbeschichtung bewirkte
nach 72 h eine héhere Viabilitdt der Zellen im Vergleich zu jenen auf den 96-Well-Platten
ohne Beschichtung (Abb. 7).
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Abbildung 7: Einfluss verschiedener Beschichtungen auf die Zellviabilitdt von T-47D-Zellen
bei Kultivierung mit Medium ohne FCS (A) bzw. mit 5% FCS (B).

Die Viabilitat wurde mittels MTT-Assay ermittelt. Getestet wurde die Viabilitat auf unbeschichteten
96-Well-Platten im Vergleich zu Fibronektinbeschichtung und Gelatinebeschichtung. Dargestellt
sind die prozentualen Mittelwerte von drei bzw. vier Versuchsdurchlaufen bezogen auf den 24 h-
Wert der Messreihe ohne Beschichtung, sowie die Standardabweichungen. Es wurden keine
Signifikanzen (t-Test) festgestellt.

Die Zelllinie BT-549 zeigte bei der Kultivierung ohne FCS bei allen drei Messreihen einen
Abfall der Viabilitat. Der niedrigste Wert von 55% wurde bei der Gelatinebeschichtung
erreicht. Die Beschichtung mit Fibronektin zeigte nach 72 h gegentber den 96-Well-Platten
ohne Beschichtung einen leichten Vorteil fir die Viabilitat der Zellen (Abb. 8).

Bei Kultivierung mit 5 % FCS lag die Viabilitdt insgesamt hoéher. Die Viabilitat stieg im Verlauf
auf bis zu 177% bei der Messreihe mit Fibronektinbeschichtung. Hiervon unterschied sich die
Messreihe ohne Beschichtung nur um 2%. Die Gelatinebeschichtung fiihrte im Vergleich

wieder zu den niedrigsten Messwerten.
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Abbildung 8: Einfluss verschiedener Beschichtungen auf die Zellviabilitdt von BT-549-
Zellen bei Kultivierung mit Medium ohne FCS (A) bzw. mit 5% FCS (B).

Die Viabilitat wurde mittels MTT-Assay ermittelt. Getestet wurde die Viabilitéat auf unbeschichteten
96-Well-Platten im Vergleich zu Fibronektinbeschichtung und Gelatinebeschichtung. Dargestellt
sind die prozentualen Mittelwerte von drei bzw. vier Versuchsdurchlaufen bezogen auf den 24 h-
Wert der Messreihe ohne Beschichtung, sowie die Standardabweichungen. Es wurden keine
Signifikanzen (t-Test) festgestellt.

Die Kultivierung der Zelllinie MDA-MB-231 mit Medium ohne Zusatz von FCS zeigte nach
48 h keine Veranderung zum 24 h-Wert (Abb. 9). Nach 72 h sank die Viabilitdt um ca. 50%
ab. Die Kultivierung mit 5% FCS fiihrte bereits nach 48 h zu einer gesteigerten Viabilitat. Den
hochsten Wert von 179% erreichte die Messreihe mit Fibronektinbeschichtung nach 72 h. Im
Vergleich zeigte die Messreihe mit Gelatinebeschichtung die geringste Viabilitatssteigerung.
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Abbildung 9: Einfluss verschiedener Beschichtungen auf die Zellviabilitdt von MDA-MB-231-
Zellen bei Kultivierung mit Medium ohne FCS (A) bzw. mit 5% FCS (B).

Die Viabilitat wurde mittels MTT-Assay ermittelt. Getestet wurde die Viabilitat auf unbeschichteten
96-Well-Platten im Vergleich zu Fibronektinbeschichtung und Gelatinebeschichtung. Dargestellt
sind die prozentualen Mittelwerte von drei bzw. vier Versuchsdurchlaufen bezogen auf den 24 h-
Wert der Messreihe ohne Beschichtung, sowie die Standardabweichungen. Es wurden keine
Signifikanzen (t-Test) festgestellt.

Fasst man die Ergebnisse aus den oben vorgestellten Versuchen zusammen, lasst
sich sagen, dass die Behandlung mit einem serumfreien Kultivierungsmedium fur
einen Versuch von langerer Behandlungsdauer ungeeignet ist. Die Behandlung mit
5% FCS fuhrte im Vergleich dazu zu einer stabilen oder sogar gesteigerten Viabilitat.
Die Zelllinien zeigten die niedrigste Viabilitat in Kombination mit der Gelatine-
Beschichtung. Die Viabilitat der Zellen zeigte nur geringfligige Unterschiede
zwischen den unbeschichteten Versuchsansatzen und jenen mit Fibronektin-
beschichtung. Fir folgende Versuche wurde daher festgelegt, dass eine Behandlung
mit 5% FCS auf unbeschichteten Mikrotiterplatten durchgefiihrt werden soll.
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4.2 Einfluss von Insulin auf die Proliferation

Die Fahigkeit zu proliferieren ist eine wesentliche Eigenschaft von Tumorzellen. Sie
ermoglicht das Wachstum des Tumors und damit den Erkrankungsprogress. Der Einfluss
von Insulin auf die Proliferation der Tumorzellen wurde mittels eines BrdU-basierten Assays
untersucht. Um einen isolierten Effekt des Insulins darstellen zu kénnen, wurden die Zellen

wahrend der 24-stiindigen Behandlung mit serumfreiem Medium kultiviert.

Die Proliferationsfahigkeit der Zelllinie MCF-10A zeigte nur geringe Veranderungen durch
Insulin (Abb. 10 A). In allen Konzentrationen wurde eine leichte Erhdhung der Proliferation
um ca. 12 — 27% gemessen. Insulin fuhrte in den MCF-7-Zellen in allen getesteten
Konzentrationen, auf3er bei 10 pg/ml, zu einer signifikanten Steigerung der Proliferation
(Abb. 10 B). Nach einer Behandlung mit 10 pg/ml Insulin wurde ein maximaler Wert von
148% erreicht. Der niedrigste Wert von 123% wurde nach der Behandlung mit 0,01 pg/ml
Insulin erreicht. Insulinkonzentrationen von 0,01 — 10 pg/ml fuhrten in der T-47D-Zelllinie zu
einer stetigen Proliferationssteigerung (Abb. 10 C). Der hochste Wert betrug 125% und
wurde nach Behandlung mit 10 ug/ml erreicht. Ab einer Konzentration von 20 pg/ml sank die
Proliferation, blieb jedoch immer noch héher als die der unbehandelten Zellen. Unter Einfluss
des Insulins stieg die Proliferation der BT-549-Zellen bei keiner der verwendeten
Konzentrationen um mehr als 8% (Abb. 10 D). Die Proliferationsrate der Zellen durch die
verschiedenen Insulinkonzentrationen zeigte insgesamt nur geringe Unterschiede, war
jedoch bei Behandlung mit 0,01 pg/ml Insulin signifikant erhéht (p=0,0205). Die Proliferation
der MDA-MB-231-Zelllinie wurde durch Insulin nicht beeinflusst (Abb. 10 E). Insulin fihrte im
Gegenteil zu einer geringen Proliferationssenkung. Der niedrigste Wert von 79% wurde nach
einer Behandlung mit 0,01 pg/ml Insulin erreicht. Signifikant erniedrigt waren die Werte nach
Behandlung mit 20 bzw. 50 pg/ml Insulin (p=0,0268 bzw. p=0,0092).

Zusammenfassend zeigte sich, dass Insulin den grof3ten Einfluss auf die MCF-7-Zellen
hatte. Die Zelllinien MCF-10A und T-47D zeigten gering gesteigerte Proliferationsraten. Die
Proliferation der BT-549-Zellen und der MDA-MB-231-Zellen wurde von Insulin kaum oder

sogar negativ beeinflusst.

40



ERGEBNISSE

A B
MCF-10A MCF-7
(]
g 200 B % % c % 200 * *%* * **k*% *%
c 9 o) b=}
S £ 150 - = 5150
& G S <
3100 - L5100
53 50 - £32 50
Qg >
C 0 L 0 — T T E O T T L L L L
NN N C AN N O D P
S N P P (,\\@ O © NP8
\L_o° Insulinkonzentration NS Insulinkonzentration
in ug/ml in pug/mi
C D
® 200 T-47D BT-549
cs 150 *
S €150 - 5
g O c £100
53 5 < 50
Qs 50 - E=3]
C 9-2 O\"\"\"\"\"\"\"
= 0 T T T T T T o D\ \\Q N N N ,\Q (19 (aQ
N (\ . .
\l_o{\“ Insulinkonzentration N Insulinkonzentration
in ug/ml In ug/ml
E
MDA-MB-231
L1950 - - .
5
S £100
T O
E X
E 3 50
o T
o X
E O T L L L N
F RN P
o{\\‘ Insulinkonzentration
Ay in pug/ml

Abbildung 10: Proliferation der MCF-10A-, MCF-7-, T-47D-, BT-549- und MDA-MB-231- Zellen
unter Einfluss von Insulin.

Die Bestimmung der Proliferation erfolgte mit dem Cell Proliferation ELISA BrdU Kit von Roche
nach 24 h-Behandlung der Zellen mit Insulin in serumfreiem Medium. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Ergebnisse von jeweils drei Versuchsdurchldufen. Diese wurden auf den
Kontrollwert ohne Insulinbehandlung (entspricht 100%) bezogen. Die Fehlerindikatoren geben die
Standardabweichung an. Signifikanzen wurden mit einem t-Test ermittelt und bei einem p-Wert
<0,05 angenommen. Signifikante Unterschiede bezogen auf die Kontrolle wurden mit einem Stern
gekennzeichnet (p-Wert < 0,05 (*), < 0,01 (**), < 0,001 (***)).
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4.3 Einfluss von Insulin auf die Viabilitat

In der Zelllinie MCF-10A induzierte Insulin eine Steigerung der Viabilitat um maximal 14% bei
Konzentrationen zwischen 0,01 und 20 pg/ml (Abb. 11 A), wahrend 50 pg/ml Insulin zu einer
Reduktion der Viabilitat fihrte. Der niedrigste Wert lag bei ca. 84%. Die Zellviabilitat der
MCF-7-Zellen wurde durch Insulin in Konzentrationen zwischen 0,01 -1 pg/ml kaum
beeinflusst (Abb. 11 B). Den hochsten Prozentwert erreichten die Zellen nach einer
Behandlung von 10 pg/ml Insulin, wobei dieser mit ca. 103% im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen nur geringfliigig hoher lag. Ab einer Konzentration von 20 pg/ml sank
die Viabilitat stark und erreichte bei 50 pg/ml einen Wert von ca. 65%. Insulin beeinflusste
die Viabilitat der T-47D-Zellen nur leicht (Abb. 11 C). Die héchste Steigerung betrug 9% nach
einer Behandlung mit 10 pg/ml Insulin. Ab einer Konzentration von 20 ug/ml verringerte sich
die Zellviabilitat. Signifikant auf ca. 89% (p=0,0003) und erreichte den niedrigsten Wert von
ca. 74% nach Behandlung mit 50 pug/ml Insulin (p=0,0412). Die Proliferation der BT-549-
Zellen wurde durch Insulin kaum beeinflusst (Abb. 11 D). 50 pg/ml Insulin fihrten insgesamt
zur geringsten Zellviabilitat von ca. 87%. Die Zellviabilitat der MDA-MB-231-Zellen stieg bis
zu einer Insulinkonzentration von 1 pg/ml leicht an und erreichte hier den héchsten Wert von
111% (p = 0,1105) (Abb. 11 E). Ab einer Konzentration von 10 pg/ml sank die Viabilitat stetig
auf ca. 82%. Zwischen 0,01 und 10 pg/ml Insulin reagierten alle Zelllinien mit einer leichten
Steigerung der Viabilitdt. Diese betrug jedoch nicht mehr als 15%. Im Vergleich zeigten alle

Zelllinien ab 20 pg/ml Insulin eine Reduktion der Viabilitat.
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Abbildung 11: Viabilitdét der MCF-10A-, MCF-7-, T-47D-, BT-549 und MDA-MB-231- Zellen
unter Einfluss von Insulin.

Die Auswertung erfolgte mittels MTT-Assay nach 24 h Behandlung der Zellen mit Insulin und FCS-
freiem Medium. Dargestellt sind die prozentualen Mittelwerte von drei Versuchsdurchlaufen. Diese
wurden auf den Kontrollwert ohne Insulinbehandlung (entspricht 100%) bezogen. Die
Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an. Signifikanzen wurden mit einem t-Test
ermittelt und bei einem p-Wert <0,05 angenommen. Signifikante Unterschiede bezogen auf die
Kontrolle wurden mit einem Stern gekennzeichnet (p-Wert < 0,05 (*), < 0,01 (**), < 0,001 (***)).
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4.4 Einfluss von Insulin auf die Apoptoserate

Apoptose ist ein wichtiger zellularer Prozess, um die Homdostase in einer normalen
Zellpopulation aufrechtzuerhalten. Wenn das Gleichgewicht zwischen Proliferation,
Migration, Adhasion und Apoptose gestort wird, kann dies die Entstehung einer malignen
Neubildung begunstigen. Durch inaktivierende Mutationen in Tumorsuppressorgenen oder
die Aktivierung von Onkogenen, welche die Apoptose-Signalproteine betreffen, ist die
Apoptoserate in vielen Tumorentitdten erniedrigt. In dieser Arbeit wurde der Einfluss von
Insulin auf die Apoptoserate mittels eines Annexin-V-Assay in vitro ermittelt. In der nicht-
malignen Zelllinie MCF-10A zeigte die Behandlung mit allen Insulinkonzentrationen zwischen
0,01 und 50 pg/ml im Vergleich zu den unbehandelten Zellen niedrigere Prozentwerte (Abb.
12 A). Folglich induziert Insulin keine Apoptose in den MCF-10A-Zellen. In den MCF-7-Zellen
kam es ab einer Konzentration von 0,01 pg/ml Insulin zu einem kontinuierlichen Anstieg der
Apoptoserate (Abb. 12 B). Der hochste Wert von ca. 123% wurde nach Behandlung mit
20 pg/ml Insulin erreicht. Die Apoptoserate der T-47D-Zellen war nach Insulinbehandlung in
allen Konzentrationen erhéht (Abb. 12 C). Der hochste Anstieg der Apoptoserate wurde nach
Behandlung mit 20 pg/ml Insulin erreicht. Hier zeigte sich ein maximaler Wert von ca. 165%.
Im Gegensatz zu den anderen Zelllinien zeigten die BT-549-Zellen nach Insulinbehandlung
in allen Konzentrationen einen Anstieg der Apoptoserate. Der Maximalwert von ca. 281%
wurde nach der Behandlung mit 20 pg/ml Insulin erreicht (Abb. 12 D). Die
Standardabweichungen waren in diesem Versuch hoch und betrugen Werte zwischen 57
und 108. Die MDA-MB-231-Zellen wiesen kaum Verédnderungen hinsichtlich der
Apoptoserate auf (Abb. 12 E). Insulin flhrte konzentrationensabhangig zu leichten

Schwankungen um den Kontrollwert der unbehandelten Zellen.

Zusammenfassend fuhrte Insulin in den Zelllinien MCF-7, T-47D und BT-549 zu einer
Induktion der Apoptose. Alle drei Zelllinien erreichten den hdchsten Wert der Apoptoserate
nach Behandlung mit 20 pg/ml Insulin. Die Zelllinien MDA-MB-231 und MCF-10A wiesen

keine eindeutige Erh6hung der Apoptoserate auf.

44



ERGEBNISSE

A B
MCF-10A MCF-7
160 - 200 +
2 140 | =
L 812 - L £ 150 -
5100 | 55
gQ 80 @ < 100 -
= C = C
S g 60 - §< 50 -
2s 40 <X
_E 2(0) b .E 0 - L L L L L L
N L L L L L L N @ \ \ \ Q Q Q
¢ oy NP & o N
\@\ Qo {_00 Insulinkonzentration
{_OQ Insulinkonzentration in pg/mi
in ug/mi
C D
T-47D BT-549
° 200 - o 500 -
© o | © D 400 -
£ 2 150 £L
o= = 5
iG] T S 300 -
8 X 100 - QX
50
< <= 100 -
'E 0 N L L L T 'E
NN N QD 0"
\\'O\\Q S N} N Vv 2 o\\Q 09\ Q"\ N '\Q (19 bQ
~l~°° Insulinkonzentration o{\\‘ Insulinkonzentration
in pg/ml + in pg/ml
E
MDA-MB-231
150
@
(oS
(U -
géloo 8
= C
g% 50
<
§=
O - L L L N

o\\Q) Q*\ Q'\\ N '\Q {19 oJQ
$ . .
{_OQ Insulinkonzentration
in ug/ml

Abbildung 12: Apoptoserate der MCF-10A-, MCF-7-, T-47D-, BT-549- und MDA-MB-231-
Zellen unter Einfluss von Insulin.

Die Auswertung erfolgte mittels Real Time Annexin V Apoptose Assay von Promega nach 24 h
Behandlung der Zellen mit Insulin und FCS-freiem Medium. Dargestellt sind die Mittelwerte von
zwei Versuchsdurchlaufen. Diese wurden auf den Kontrollwert ohne Insulinbehandlung (entspricht
100%) bezogen. Die Fehlerindikatoren geben die Standardabweichung an. Es wurden keine
Signifikanzen (t-Test) bestimmt.
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4.5 Einfluss von Insulin auf die Wirkweise von Mafosfamid

Fur den hier beschriebenen Versuch wurden zwei Insulinkonzentrationen zur Behandlung
der Zellen festgelegt. Untersucht wurde die Wechselwirkung von 0,01 pg/ml und 10 pg/ml
Insulin mit Mafosfamid. Als Vergleich diente eine Behandlungsreihe ohne Insulinzugabe.

Die Zellviabilitat der Zelllinie MCF-10A zeigte zwischen 0,15 und 1,2 pg/ml Mafosfamid
keinen Unterschied zu den unbehandelten Zellen (Abb. 13 A). Ab 2,3 ug/ml fiel sie jedoch
kontinuierlich und erreichte den niedrigsten Wert von ca. 54% bei Behandlung mit 9,5 pg/ml
Mafosfamid. Diese Versuchsreihe zeigt, dass die Zellviabilitat der MCF-10A-Zellen nur von
Mafosfamid beeinflusst wurde, Insulin jedoch in keiner der getesteten Konzentrationen einen

wesentlichen Einfluss hatte.

Die MCF-7-Zellen zeigten bei Behandlung mit 0,6 pg/ml Mafosfamid eine Reduktion der
Viabilitat auf Werte zwischen 71% und 80% (p=0,0011). Danach stieg die Viabilitat bei
1,2 pg/ml und 2,3 pg/ml erneut an und sank ab 4,8 pg/ml stetig (Abb. 13 B). Die niedrigste
Viabiliat von ca. 30% wurde mit 9,5 ug/ml Mafosfamid und einer Behandlung von 0,01 pg/mli
Insulin erreicht (p=0,7189). Im Vergleich zur Behandlung ohne Insulin zeigten die Zellen mit
Insulinbehandlung bis 0,3 pg/ml Mafosfamid eine hdhere Viabilitat. Ab 0,6 pg/ml Mafosfamid
zeigten die Zellen mit 0,01 pg/ml Insulin insgesamt eine niedrigere Viabilitat als die Zellen
ohne Insulinbehandlung. Die Viabilitdt der mit 10 pug/ml Insulin behandelten Zellen lag héher
(ca. 33% bei 9,5 pg/ml Mafosfamid) als die jener Zellen mit 0,01 pg/ml Insulin (ca. 29% bei
9,5 ug/ml Mafosfamid), jedoch niedriger als die der unbehandelten Zellen (ca. 42% bei
9,5 pug/ml Mafosfamid).

Die Viabiltiat der T-47D-Zellen zeigte sich nach Behandlung mit Mafosfamid reduziert (Abb.
13 C). Ab einer Konzentration von 4,8 pug/ml Mafosfamid sank die Viabilitdt um ca. 50%. Im
Bereich von 0,15 und 0,3 pg/ml Mafosfamid wirkte Insulin protektiv und fihrte im Vergleich
zu den Insulin-unbehandelten Zellen zu einer héheren Viabilitat. Diese lag bei ca. 99% nach
kombinierter Behandlung mit 10 pg/ml Insulin und 0,3 pg/ml Mafosfamid (p=0,0478). Ab
0,6 pg/ml Mafosfamid blieb die Viabilitat der Zellen, die mit 10 pg/ml Insulin behandelt
wurden, im Vergleich zu den unbehandelten Zellen tendenziell héher oder gleich hoch. Im
Gegensatz dazu fuhrte die Behandlung mit 0,01 pg/ml Insulin zu einer, im Vergleich zu den
ohne Insulin behandelten Zellen, signifikant niedrigeren Zellviabilitat (2,3 pg/ml Mafosamid
p=0,0019, 4,8 pg/ml p=0,0438, 9,5 pg/ml p=0,0081).

Die Zellviabilitat der BT-549-Zellen sank ab der Behandlung mit 0,6 pg/ml Mafosfamid (Abb.
13 D). Am deutlichsten reduzierte sich die Viabilitat unter Behandlung mit 9,5 pg/ml

Mafosfamid. Hier zeigten vor allem die Zellen, die mit 10 pg/ml Insulin behandelt wurden, mit
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ca. 48% eine deutlich niedrigere Viabilitat. Diese war jedoch nicht signifikant (p=0,1250).

Insgesamt fuhrte die Behandlung mit Insulin nicht zu einer signifikant héheren Viabilitat.

Die Behandlung mit Mafosfamid fuhrte in der Zelllinie MDA-MB-231 nach Behandlung mit
0,6 pg/ml zu einer Reduktion der Viabilitat auf Werte zwischen 61% und 66% (Abb. 13 E).
Nach Behandlung mit 1,2 — 4,8 pg/ml Mafosfamid lagen die Viabilitatswerte hoher als nach
Behandlung mit 0,6 pg/ml Mafosfamid. Dabei lag die Viabilitat der Zellen, welche mit
10 pg/ml Insulin behandelt wurden, bis zu 13% niedriger als die der Kontrolle ohne
Insulinbehandlung (p=0,0759 bei 4,8 ug/ml Mafosfamid). Die niedrigste Viabilitat fand sich
bei der Behandlung mit 9,5 pg/ml Mafosfamid. Die kombinierte Behandlung mit Insulin zeigte
keinen signifikanten Unterschied bei Mafosfamidkonzentrationen von 0,15 und 0,3 pg/ml.
Mafosfamid in Konzentrationen von 1,2 — 9,5 pg/ml fuhrte in Kombination mit Insulin zu
erniedrigten Viabilititswerten. Diese lagen im Vergleich zu den Insulin-unbehandelten Zellen
um 10-15% niedriger. Dabei hatten 10 pg/ml Insulin einen starkeren Einfluss als 0,01 pg/ml

Insulin.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Zellviabilitdt mit steigender Konzentration von
Mafosfamid sinkt. Dabei zeigte sich bei allen Zelllinien, au3er der MCF-10A-Zelllinie, eine
verstarkte Reduktion der Viabilitat bei 0,6 pg/ml Mafosfamid. Insulin beeinflusste die
Zellviabilitat bei niedrigen Mafosfamidkonzentrationen eher positiv. Bei hoheren
Mafosfamidkonzentrationen fiihrte Insulin im Gegensatz zu den unbehandelten Zellen zu
einer Reduktion der Viabilitat. Der Einfluss von Insulin auf die Zellen zeigte keine klare
Tendenz. Wahrend die Zelllinie MDA-MB-231 bei einer Behandlung mit 10 pg/ml Insulin eine
niedrigere Viabilitéat aufwies, wurde die Viabilitat der Zelllinien MCF-7 und T-47D durch eine
Konzentration von 0,01 pg/ml starker negativ beeinflusst. Die Zelllinien BT-549 und vor allem

MCF-10A wiesen die geringsten Differenzen zwischen den einzelnen Behandlungsarten auf.
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Abbildung 13: Einfluss von Insulin auf die Zellviabilitat unter Behandlung mit Mafosfamid.

Die Quantifizierung der Viabilitat erfolgte mittels MTT-Assay. Die Zellen wurden ohne Insulin, mit
0,01 pg/ml Insulin oder 10 pg/ml Insulin behandelt. Zusatzlich erfolgte die Behandlung mit
Mafosfamid (0,15-9,5 pg/ml) an drei aufeinanderfolgenden Tagen (Tab. 8). Dargestellt sind die
Mittelwerte von drei Versuchsdurchlaufen. Diese wurden auf den Kontrollwert ohne Insulin- und
Mafosfamidbehandlung (entspricht 100%) bezogen. Die Fehlerindikatoren geben die
Standardabweichung an. Signifikanzen wurden mit einem t-Test ermittelt und bei einem P-Wert
<0,05 angenommen. Signifikante Unterschiede bezogen auf die jeweilige Kontrollgruppe wurden
mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede bezogen auf die Kontrollgruppe
ohne Insulin wurden mit einem Kreis (°) gekennzeichnet.

A) MCF-10A, B) MCF-7, C) T-47D, D) BT-549, E) MDA-MB-231
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4.6 Einfluss von Insulin auf die Wirkweise von Vinorelbin

Die Durchfuhrung dieses Versuches erfolgte wie in Tab. 9 und unter 3.2.3.2 beschrieben.
Getestet wurde das Zytostatikum Vinorelbin in Konzentrationen von 0,16 — 10 ng/ml. Je
hoher die Vinorelbinkonzentration war, desto niedriger war die Viabilitat der MCF-10A-Zellen
(Abb. 14 A). Ab einer Konzentration von 2,5 ng/ml Vinorelbin zeigte sich ein deutlicher Abfall
der Viabilitat um mehr als 40%. Der Einfluss von Insulin auf die Zellviabilitat war positiv. Die
Viabilitat war bei allen Vinorelbinkonzentrationen nach Behandlung mit 10 pg/ml Insulin
signifikant hoher als nach Behandlung ohne Insulin (exemplarisch fir 0,6 ng/ml Vinorelbin
und 10 pg/ml Insulin p=0,0003).

Vinorelbin flhrte mit steigender Konzentration zu einer reduzierten Viabilitat der MCF-7-
Zellen (Abb. 14 B). Ab 2,5 ng/ml Vinorelbin lag diese unter 60%. Insulin beeinflusste die
Viabilitat vor allem in einer Konzentration von 10 pg/ml. Die Viabilitat war signifikant héher
als ohne Insulinbehandlung (exemplarisch fur 2,5 ng/ml Vinorelbin und 10 pg/ml Insulin
p=0,0004). Die Behandlung mit 0,01 pg/ml Insulin fihrte nicht zu einer signifikant héheren

Viabilitat als ohne Insulinbehandlung.

Auch die T-47D-Zellen zeigten einen kontinuierlichen Abfall der Viabilitéat ab der Behandlung
mit 2,5 ng/ml Vinorelbin (Abb. 14 C). Die Zellviabilitait sank ab einer Konzentration von
5 ng/ml Vinorelbin auf unter 60%. Die Viabilitdt der Zellen, die mit 10 pg/ml Insulin behandelt
wurden, lag nach der Behandlung mit 5 ng/ml Vinorelbin im Vergleich am hochsten
(p=0,0206). Nach 10 ng/ml Vinorelbin zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der

Behandlung mit und ohne Insulin.

Die BT-549-Zellen wiesen eine niedrigere Zellviabilitit auf je hoher die
Vinorelbinkonzentration lag (Abb. 14 D). Die Viabilitdt sank bereits bei 1,25 ng/ml auf unter
60%. 0,01 pg/ml Insulin beeinflusste die Wirkung von Vinorelbin im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen kaum, wahrend 10 pg/ml Insulin im Vergleich zu den ohne Insulin
behandelten Zellen einen positiven, wenn auch nicht signifikanten Einfluss auf die
Zellviabilitat hatte.

Vinorelbin fuhrte bei den MDA-MB-231-Zellen mit steigender Konzentration zu einer
reduzierten Viabilitdt (Abb. 14 E). Ab 2,5 ng/ml Vinorelbin lag die Zellviabilitdt unter 60%.
Insulin beeinflusste die Wirkung nur geringfigig. Zwischen 0,01 und 10 pg/ml Insulin war

ebenfalls nur ein geringer Unterschied auf die Vinorelbinwirkung festzustellen.
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Insgesamt potenzierte Insulin die Wirkung des Zytostatikums Vinorelbin nicht. Auch héhere
Insulinkonzentrationen von 10 pg/ml fihrten nicht zu einer verstarkten Wirkung des
Zytostatikums. Im Gegenteil zeigte sich hier eine Steigerung der Zellviabilitat. Insulin hatte
einen protektiven Effekt auf die Zellen. Ab einer Konzentration von 2,5 ng/ml Vinorelbin lag
die Viabilitat der Zelllinien unter 60%. Ausnahme waren hier die T-47D-Zellen, welche erst ab
5 ng/ml Vinorelbin eine Viabilitat unter 60% aufwiesen. Daraus lasst sich schlussfolgern,
dass ab 2,5 ng/ml bzw. 5 ng/ml Vinorelbin ein direkter toxischer Effekt auf die Tumorzellen

erreicht wird.
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Abbildung 14: Einfluss von Insulin auf die Zellviabilitat unter Behandlung mit Vinorelbin.

Die Quantifizierung der Viabilitat erfolgte mittels MTT-Assay. Die Zellen wurden ohne Insulin, mit
0,01 pg/ml Insulin oder 10 pg/ml Insulin behandelt. Zusétzlich erfolgte die Behandlung mit
Vinorelbin (0,16-10 ng/ml) an drei aufeinanderfolgenden Tagen (Tab. 8). Dargestellt sind die
Mittelwerte von drei Versuchsdurchlaufen. Diese wurden auf den Kontrollwert ohne Insulin- und
Vinorelbinbehandlung (entspricht 100%) bezogen. Die Fehlerindikatoren geben die
Standardabweichung an. Signifikanzen wurden mit einem t-Test ermittelt und bei einem P-Wert
<0,05 angenommen. Signifikante Unterschiede bezogen auf die jeweilige Kontrollgruppe wurden
mit einem Stern (*) gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede bezogen auf die Kontrollgruppe
ohne Insulin wurden mit einem Kreis (°) gekennzeichnet.

A) MCF-10A B) MCF-7 C)T-47D D) BT-549 E) MDA-MB-231
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5 Diskussion

5.1 Vergleich der Uberlebenszeit von Tumorzellen hinsichtlich unterschiedlicher
Kultivierungsbedingungen

Fetales Kalberserum (FCS) wurde von Theodore Puck in den 1950er Jahren als Zusatz fir
Kulturmedien etabliert (163). Zu den enthaltenen Inhaltsstoffen gehoren eine Vielzahl an
Wachstumsfaktoren, Vitaminen und Proteinen, die fir die Kultivierung der Zellen nétig sind
(164). FCS steht jedoch hoch in der Kritik. Neben der ethischen Fragwurdigkeit beztglich der
Gewinnung des Produkts ist vor allem zu bedenken, dass es ein Naturprodukt ist und die
Zusammensetzung individuellen Schwankungen unterliegen kann. Die Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse kann daher erhebliche Schwierigkeiten darstellen (165). In dieser Arbeit
stand die Untersuchung des Insulineinflusses auf zellulare Parameter im Mittelpunkt. Um
mogliche Fehlerquellen bezuglich des Hormoneinflusses durch FCS auf die Zellen zu
verringern, erfolgte im ersten Versuch eine Optimierung der Kultivierungsbedingungen. Die
Standardkonzentration von FCS im Kulturmedium betragt 10%. In einem Viabilitatsassay
wurde die Kultivierung der Zellen mit serumfreiem Medium mit der Kultivierung mit 5%-igem
FCS-Zusatz verglichen. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ohne zugesetztes FCS war
schlechter als bei der Kultivierung mit 5% FCS. Dies kdnnte vor allem daran liegen, dass die
Zellen auf die Wachstumsfaktoren, Vitamine und Proteine aus FCS angewiesen sind und
eine Kultivierung ohne den Zusatz von FCS die Viabilitdt der Zellen reduziert.

Die Literatur stitzt diese Ergebnisse im Hinblick auf die langerfristige Kultivierung der Zellen
(85, 166). Browder et al. und O'Reilly et al. wendeten bei der Versuchsdurchfiihrung
ebenfalls 5%-iges FCS an. Zuséatzlich kultivierten sie die Zellen in Gelatine-beschichteten
Zellkulturplatten. Die Oberflache der Kulturgefal3e kann einen Einfluss auf Zellwachstum und
Differenzierung haben. Adh&sionsfaktoren wie Fibronektin oder Gelatine kodnnen die
Uberlebenszeit der Zellen verlangern (167). Die Zellkulturplatten wurden in dieser Arbeit 24 h
vor dem Ausséaen der Zellen mit Fibronektin (1 mg/ml) oder Gelatine (2 mg/ml) beschichtet.
Im Vergleich zeigten die Zellen, die in Gelatine-beschichteten Zellkulturplatten kultiviert
wurden, eine niedrigere Viabilitét. In der Literatur ist ein antiproliferativer Effekt von Gelatine
auf K-562-Zellen (Erythroleukamie-Zellen) beschrieben. Dieser trat bei Konzentrationen
groBer 3,75 mg/ml Gelatine auf. Niedrigere Konzentrationen wurden nicht untersucht. Der
negative Effekt von Gelatine auf die Viabilitdét der Tumorzellen kdénnte durch eine direkte
Interaktion zwischen den Zellen und der Gelatine hervorgerufen werden (168). Fibronektin ist

als Glykoprotein fur die Interaktion zwischen den Zellen und den Komponenten der
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Extrazellularmatrix (EZM) relevant. Es stellt die Zell-Zell-Kommunikation, Zelladhasion und
Zellproliferation sicher (169, 170). Mit der Intention eine physiologischere Umgebung fir die
Zellen zu schaffen, wurden die Zellkulturplatten mit Fibronektin beschichtet. Jedoch weist
Fibronektin in vitro keine messbare Erhéhung der Viabilitit maligner Zellen auf.
Folgeversuche wurden aufgrund dieser Erkenntnisse mit unbeschichteten KulturgefaRen
durchgefuhrt.

5.2  Einfluss von Insulin auf zellulare Parameter

Verschiedene Studien haben bereits den Einfluss von Insulin auf zellulare Parameter wie
Proliferation und Viabilitdit in vitro untersucht (171-173). Die angewendeten
Insulinkonzentrationen und deren Inkubationszeit variieren stark. Daher erfolgte zu Beginn
der vorliegenden Arbeit eine Testung unterschiedlicher Insulinkonzentrationen auf die

Proliferation, Viabilitdt und Apoptoserate der verwendeten Zelllinien.

5.2.1 Einfluss von Insulin auf die Proliferationsrate

In der Literatur wurde der Einfluss von 0,1 — 250 nM Insulin auf die Proliferation von MCF-7-
Zellen untersucht (129, 172, 173). Dies entspricht 0,00058 — 1,45 pg/ml Insulin. Agrawal et
al. verwendeten mit 40 pg/ml Insulin eine deutlich hdhere Konzentration, um die
Wechselwirkung zwischen Insulin und CPA zu untersuchen (8). In der vorliegenden Arbeit
wurden Insulinkonzentrationen zwischen 0,01 und 50 pg/ml eingesetzt. Die Auswahl dieser
Konzentrationen ist angelehnt an die Seruminsulinkonzentrationen eines gesunden
Menschen, die im Nichternzustand zwischen 0,00012 und 0,001 pg/ml betragt (174, 175).
Die MCF-7-Zellen wurden im Vergleich zu den anderen Zelllinien am starksten durch Insulin
beeinflusst. Die Proliferation stieg signifikant bei allen Insulinkonzentrationen (ausgenommen
20 pg/ml). Der héchste Prozentwert zeigte sich nach Behandlung mit 10 pg/ml Insulin. Die
Ergebnisse dieser Arbeit korrelieren mit vorherigen Studien. Chen et al. beschrieben den
starksten proliferativen Effekt auf MCF-7-Zellen nach Behandlung mit 0,15 pg/ml Insulin,
wahrend Lu et al. eine signifikante Steigerung der Proliferationsrate von 0,6 bis 1,5 pg/mi
Insulin auf Kolorektalkarzinom-Zellen nachwiesen (171, 172). Ahnlich reagierten die T-47D-
Zellen, die ebenso den hochsten Wert bei 10 pg/ml Insulin  erreichten. Hohere
Konzentrationen fihrten zu einer Reduktion der Proliferationsrate. Durch die mitogenen
Eigenschaften von Insulin wére eine deutlich starkere Proliferationserh6hung erwartet
worden. Dennoch finden sich in der Literatur Hinweise darauf, dass das Modell der Zellkultur
und die alleinige Behandlung der Zellen mit Insulin nicht ausreichend sein kénnte, um die
Zellzyklusaktivitdt zu erhdhen. Lai et al. untersuchten die Go/G:-S-Phase-Progression der
MCF-7-Zellen durch Insulin und Ostrogen (176). lhre Ergebnisse zeigten, dass nur eine

synergistische Aktivierung der Ostrogen- und Insulin-Signalwege zu einer verstarkten
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Proliferation fihrten. Zieht man die Expression der IR und IGF1R hinzu, zeigt die Zelllinie
MCF-7 im Vergleich zu einer nicht-malignen Brustepithelzelllinie eine erhdhte Expression
(177). Davison et al. verglichen zudem die Expression der IR und IGF1R von HR*- und triple-
negativen Brustkrebszelllinien (178). Dabei zeigten die HR-positiven-Zelllinien MCF-7, T-47D
und die triple-negative Zelllinie MDA-MB-231 hohere Expressionswerte als die triple-negative
Zelllinie BT-549. Diese exprimierte im Vergleich kaum IR und IGF1R. Daher ist ein
Zusammenhang zwischen HR- und IR-Status unwahrscheinlich. Die geringe
Rezeptorexpression in der BT-549-Zelllinie korreliert mit dem Ergebnis, dass Insulin die
Proliferationsrate dieser Zellen nicht beeinflusste.

Eine ahnliche Rezeptorsituation zeigt sich auch in der MCF-10A-Zelllinie (178). Insulin flhrte
auch in dieser Zelllinie zu keiner starken Proliferationssteigerung. Dieser Effekt kdnnte
jedoch ebenso mit den Zellkultivierungsbedingungen zusammenhangen. Die Kultivierung der
MCF-10A-Zellen erfolgt mit DMEM F12-Medium, dem fur die standardméaRige Kultivierung
10 pg/ml Insulin zugesetzt werden. Obwohl der Versuch mit serumfreiem DMEM F12-
Medium durchgefuhrt wurde, kénnte der stimulatorische Effekt durch Insulin aufgrund der
routinemafigen Zugabe von 10 pg/ml Insulin schwacher ausgepragt sein. Im Gegensatz
dazu ist das Ergebnis der MDA-MB-231-Zelllinie nicht durch die Rezeptorexpression zu
erklaren. Diese Zelllinie exprimiert den IR und IGF1R im Vergleich zu anderen triple-
negativen Zelllinien starker (178). Eine Erhdhung der Proliferationsrate durch Insulin lief3 sich
jedoch nicht nachweisen. Dieses Ergebnis stimmt mit der in der Literatur beschriebenen
Uberexpression des Glykoproteins PC-1 (iberein (179). Belfiore et al. wiesen eine 3-30-fach
erhOhte Expression dieses Membranproteins in der MDA-MB-231-Zelllinie nach (179). Die
Funktion des Glykoproteins liegt in der Inhibition der Tyrosinkinaseaktivitat des IR. Obwohl
der IR und IGF1R von den Tumorzellen exprimiert wird, ist die metabolische und mitogene

Wirkung von Insulin in der Summe gehemmt (179).

5.2.2 Einfluss von Insulin auf die Zellviabilitat

Viabilitat und Proliferation sind zwei wichtige Parameter der zelluldren Aktivitat. Mittels BrdU-
Inkorporation kann die Zellteilungsrate gemessen werden. Diese erlaubt jedoch keine
Aussage uber die Viabilitét, da sich nicht alle lebenden Zellen zum Zeitpunkt der Messung in
der Mitose befinden. Um eine qualifizierte Aussage Uber die Wirkung unterschiedlicher
Insulinkonzentrationen auf die Zellaktivitat treffen zu kénnen, wurde mittels MTT-Assay die
Viabilitdét gemessen. Bis zu einer Konzentration von 10 pg/ml Insulin blieb die Viabilitat in
allen Zelllinien stabil. Die Prozentwerte lagen nur gering tUber bzw. unter 100%. Folglich
beeinflusst Insulin die Viabilitdt der Zelllinien im Vergleich zu den unbehandelten

Kontrollzellen bis zu einer Konzentration von 10 pg/ml nicht. Hohere Konzentrationen fuhrten
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jedoch bei allen Zelllinien zu einer unterschiedlich stark ausgepragten Reduktion der
Viabilitat (Abschnitt 4.3). Es ist anzunehmen, dass Insulin in Konzentrationen von 20 pug/ml
und héher hemmend auf die Stoffwechselaktivitat der Zellen wirkt. In der Literatur getestete
Insulinkonzentrationen lagen deutlich niedriger als jene in der vorliegenden Arbeit und
wurden vor allem im Hinblick auf ihren Einfluss auf die Proliferationsrate getestet. Lediglich
Agrawal et al. untersuchten den Einfluss von 40 pg/ml Insulin auf die Viabilitat von MCF-7-
Zellen. Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe zeigten eine Viabilitatssenkung durch Insulin (8).
Eine mogliche Erklarung konnte ein negativer Feedback-Mechanismus sein, der durch sehr
hohe, nicht physiologische Insulinkonzentrationen ausgeldst werden kdnnte und in der Folge
die Aktivitat des PI3K-/AKT-Kinase (AKT)-Signalwegs herunterreguliert (180). Ebenso kénnte
eine Herabregulation der IR eine erniedrigte Viabilitdtsrate zur Folge haben. Mountjoy et al.
beschrieben diesen Prozess bei Behandlung von MCF-7- und T-47D-Zellen mit hohen
Insulinkonzentrationen im Bereich von 1 bis 100 pg/ml (181). Die genauen Grinde fur die
erniedrigte Stoffwechselaktivitdt bleiben dennoch unklar. Im Hinblick auf das Verhéltnis
zwischen Proliferationsrate und Viabilitdt wurde im nachsten Schritt ein Apoptose-Assay
durchgefuhrt. Dieser sollte Aufschluss dariber geben, ob Insulin ab einer gewissen
Konzentration die Apoptose tatsachlich induziert oder ob eine gréR3ere Anzahl an Zellen im

Verhaltnis zu den proliferierenden Zellen stoffwechselinaktiv ist.

5.2.3 Einfluss von Insulin auf die Apoptoserate

Insulin wirkt als anaboles Hormon wachstumsstimulierend und anti-apoptotisch. Der Zustand
der Hyperinsulinamie im frilhen Stadium einer Diabetes-Erkrankung ist kritisch und wird in
der Literatur nicht nur mit makrovaskularen Komplikationen, sondern auch mit einem
erhdhten Risiko fir die Karzinogenese verschiedener Tumorentitaten assoziiert (182-184).
Der Grund ist eine zur Tumorprogression fiihrende Uberstimulation wachstumsfordernder
Signalwege (185, 186). In hohen Konzentrationen kdnnte Insulin jedoch auch gegenteilige
Effekte aufweisen. In Zusammenhang mit den Betazellen des Pankreas beschrieben Guillen
et al. einen biphasischen Effekt von Insulin (187). Die langerfristige Behandlung (15-24 h) mit
Insulin in hohen Konzentrationen (10-100 nM) induzierte in Betazellen die Apoptose. In
weiteren Studien konnte die Induktion der Apoptose durch Insulin in Zellen des braunen
Fettgewebes und Retinazellen eines Hihnerembryos nachgewiesen werden (188, 189). Als
magliche Ursache wurde die Produktion pro-apoptotischer Faktoren durch Mitochondrien als
Reaktion auf den durch Insulin ausgeldsten oxidativen Stress diskutiert. In Tumorzellen
konnte diese Reaktion in Folge einer niedrigeren Aktivitat der Mitochondrien und Mutationen
in Proteinen der Bcl-2-Familie geringer ausfallen (190). Eine weitere wichtige Rolle spielt die

Expression der Caspase-3, die zu den Effektorcaspasen der Zelle gehért und wichtig fur die
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Spaltung verschiedener Proteine ist (191). MCF-7-Zellen exprimieren keine Caspase-3 und
zeigen daher oft eine Resistenz gegen Apoptose-induzierende Substanzen (192, 193).

Im Gegensatz dazu konnten Devarajan et al. in MCF-10A- und T-47D-Zellen die Expression
der Caspase-3 nachweisen (194). Die T-47D-Zellen zeigten in diesem Zusammenhang einen
klaren Anstieg der Apoptoserate. Bereits das Zehnfache der physiologischen
Serumkonzentration von Insulin, also 0,1 pg/ml, induzierte die Apoptose. Der Maximalwert
wurde nach der Behandlung mit 20 pg/ml Insulin erreicht. Setzt man diese Werte in einen
Zusammenhang mit der stagnierenden Proliferationsrate und der reduzierten Viabilitat, lasst
sich schlie3en, dass Insulin ab einer Konzentration von 10 pg/ml die Apoptoserate der T-
47D-Zellen erhoht. Obwohl die MCF-7-Zelllinie keine Caspase-3 exprimiert, konnte ein
leichter Anstieg der Apoptoserate ab 10 pug/ml Insulin nachgewiesen werden. Die
Proliferationsrate dieser Zellen war unter diesen Insulinkonzentrationen ebenfalls erhoht. Da
jedoch die Viabilitat ab einer Konzentration von 20 pg/ml Insulin reduziert war, lasst dies
vermuten, dass die Anzahl der Zellen in der Apoptose hoher ist als die Anzahl der

proliferierenden Zellen.

Die Apoptoserate der MCF-10A-Zelllinie zeigte sich nach Behandlung mit Insulin in
Konzentrationen von 0,01 — 50 pg/ml reduziert, wahrend die Proliferationsrate bei allen
Konzentrationen anstieg. Die Viabilitat blieb bis 20 ug/ml Insulin erhéht. Dies konnte
bedeuten, dass sich mehr MCF-10A-Zellen in der Proliferation befinden als in der Apoptose.
Da MCF-10A-Zellen in der Zellkultivierung auf Insulin angewiesen sind, kdnnte ein
Gewohnungseffekt an hohe Insulinkonzentrationen vorliegen. Die molekularen Mechanismen

sind jedoch nicht geklart.

Die Zelllinie MDA-MB-231 wurde durch Insulin kaum beeinflusst. Sowohl Apoptoserate, als
auch Proliferationsrate und Viabilitdt zeigten bei allen getesteten Insulinkonzentrationen nur
geringe Abweichungen vom Kontrollwert. Die MDA-MB-231-Zellen weisen wie unter 5.2.1
beschrieben die Expression des Glykoproteins PC-1 auf, welches die Tyrosinkinaseaktivitéat
des IR hemmt. Demzufolge konnen weder  proliferationsfordernde  noch
apoptoseinduzierende Signalwege aktiviert werden, was die Insensitivitat dieser Zelllinie

erklaren kdnnte.

In der BT-549-Zelllinie zeigte sich im Vergleich die héchste Apoptoserate, wobei kein
eindeutiger Einfluss von Insulin auf die Viabilitdts- und Proliferationsrate der BT-549-Zellen
nachgewiesen werden konnte. Aufgrund sehr hoher Standardabweichungen kénnte ein

technischer Fehler in der Versuchsdurchfiihrung vermutet werden.
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5.3 Das Konzept der metronomischen Chemotherapie in der Zellkultur

Die niedrig dosierte Zytostatikatherapie im Sinne von metronomischer Chemotherapie
befindet sich derzeit in der klinischen Testung und wird bei Patientinnen mit metastasiertem
Brustkrebs ohne hohen Remissionsdruck angewendet. Das Prinzip basiert auf der taglichen
oralen Applikation einer niedrigen Dosis eines Zytostatikums ohne Therapieunterbrechung
(86). Ein wichtiger Vorteil ist das gunstige Toxizitatsprofil und eine hierdurch bedingte
Verbesserung der Lebensqualitat. Uberlegungen den zytostatischen Effekt durch Insulin zu
verstarken bestehen bereits seit Jahrzehnten (132, 195). In verschiedenen préklinischen und
klinischen Studien konnte eine Verstdrkung des therapeutischen Effekts durch Insulin
nachgewiesen werden (6-8, 196, 197). Um auf dem Gebiet der niedrig dosierten
Zytostatikatherapie weitere Erkenntnisse im Hinblick auf die Wechselwirkung zwischen
Insulin und Zytostatikum, optimale Dosierung und Relevanz des Rezeptorstatus zu erlangen,
wurden die Zelllinien mit den Zytostatika Mafosfamid (die aktive Form von
Cyclophoshphamid) und Vinorelbin behandelt. Diese Zytostatika kénnen p.o. appliziert
werden und eignen sich daher fir das Konzept der metronomischen Chemotherapie. Die

préklinische Anwendung kann jedoch nur in Anlehnung an das Therapiekonzept stattfinden.

Fur die vorliegende Arbeit waren die Ergebnisse von Cerrito et al. von besonderem Interesse
(198). Sie testeten die Wirkung von niedrig dosiertem Vinorelbin auf die Viabilitat der triple-
negativen Tumorzelllinien MDA-MB-231 und BT-549. Dabei wurden die Zellen mit einer
Dichte von 1500 Zellen/Well in einer 96-Well-Platte ausgesat. Die Versuchsdauer betrug
96 h, wobei das Kultivierungsmedium und das Zytostatikum alle 24 h erneuert wurden, um
das metronomische Therapiekonzept nachzuahmen. In der vorliegenden Arbeit wurden
daran anlehnend 2500 Zellen/Well in einer 96-Well-Platte ausgeséat. Die Behandlung erfolgte
ebenfalls fir insgesamt 96 h. Das Medium wurde alle 24 h erneuert, wobei in den ersten 24 h
nur Insulin zugesetzt wurde, gefolgt von einer dreimaligen Behandlung mit Insulin und

Zytostatikum.

Metronomische Chemotherapie zeigt neben direkten toxischen Effekten auf Tumorzellen vor
allem eine Wirkung auf Endothelzellen und Zellen des Immunsystems (5, 69, 83, 86, 94). In
der Zellkultur kann nur der direkte toxische Effekt untersucht werden, da das gesamte
Mikromilieu des Tumors fehlt. Weiterhin variieren die in der Literatur angegebenen
Kultivierungsbedingungen beziglich Kultivierungsmedium, Zusatz und Konzentration von
FCS, Zelldichte im Well und Frequenz der Mediumwechsel. Die Ergebnisse dieser Arbeit
missen folglich kritisch diskutiert und mdglicherweise durch weitere in vivo-Studien erganzt

werden.
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5.4 Einfluss von Insulin auf niedrig dosierte Zytostatikatherapie

Die zytotoxische Wirkung von Chemotherapeutika auf Zelllinien verschiedener
Tumorentitaten kann durch Insulin verstarkt werden (8, 196). Die genauen molekularen
Mechanismen sind nicht abschlielend geklart. Zum einen koénnte Insulin die
Zellmembranpermeabilitat der Brustkrebszellen fir Chemotherapeutika steigern und so zu
einer erhohten intrazellularen Konzentration fiihren (6, 132). Eine zweite Theorie ist, dass
der mitogene Effekt von Insulin zu einer hdheren Anzahl an Zellen in der S-Phase fuhrt
(129). Dadurch werden die Tumorzellen gezielter in der sensiblen Phase geschadigt. Im
Anschluss an die Analyse der zellularen Parameter und deren Beeinflussung durch Insulin
wurden zwei Konzentrationen fur die Kombinationsbehandlung mit Mafosfamid bzw.
Vinorelbin ausgewahlt. Die Seruminsulinkonzentration eines gesunden Menschen im
Nuchternzustand liegt zwischen 0,00012 und 0,001 pg/ml. Nach der Durchfiihrung eines
oralen Glucosetoleranztests kdnnen diese Referenzwerte um das 6- bis 10-fache ansteigen
(174, 175). Somit kann eine Serumkonzentration von bis zu 0,01 pg/ml Insulin erreicht
werden. Diese Konzentration wurde basierend auf den genannten Referenzwerten in der
vorliegenden Arbeit fir die Folgeversuche verwendet. Zudem wurde eine zweite, deutlich
héhere Insulinkonzentration von 10 pug/ml gewahlt, um einen mdglichen konzentrations-
abhangigen Einfluss auf die Zytostatikabehandlung ermitteln zu kénnen. Ein mdglicher Effekt
sollte unabhangig von der direkten Insulinwirkung auf die Zellen untersucht werden. 10 pg/ml
Insulin beeinflussten die Zelllinien in dem durchgefiihrten MTT-Assay nicht negativ, wahrend

hohere Konzentrationen zu einer Viabilitaitssenkung fuhrten.

Besonders relevant fiir diese Entscheidung waren die Ergebnisse von Alabaster et al.
hinsichtlich einer verbesserten Ansprechrate von MCF-7-Zellen auf MTX nach
Kombinationsbehandlung mit 10 pg/ml Insulin (6). Lasalvia-Prisco et al. erzielten in einer
klinischen Studie Erfolge bei therapieresistenten Brustkrebspatientinnen durch die
kombinierte Behandlung mit Insulin und niedrig dosiertem MTX (7). Das Konzept der niedrig
dosierten Zytostatikatherapie ist in diesem Zusammenhang besonders interessant, da es fir
Patientinnen im metastasierten Stadium und Therapieresistenz eine Madglichkeit der
Lebensverlangerung ohne schwerwiegende Nebenwirkungen durch eine konventionelle
Chemotherapie bietet (89). Das metastasierte Mammakarzinom konnte dadurch zu einer
chronischen Erkrankung werden. Allerdings ist eine grofRe Anzahl der Tumoren gegen
niedrig dosierte Zytostatikatherapie resistent und auch Tumoren, die zu Beginn ein
Ansprechen gezeigt haben, kénnen im Verlauf der Behandlung Resistenzmechanismen
entwickeln (199). Aus diesem Grund wird das Therapieschema haufig mit weiteren
Behandlungsmodalitaten kombiniert. Zu diesen gehdren insbesondere VEGF-Inhibitoren,

Immuncheckpoint- und CDK4/6-Inhibitoren sowie zielgerichtete Therapien, wie z.B. mit
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Trastuzumab, aber auch konventionelle Chemotherapie und Radiatio (91, 199-204). In der
vorliegenden Arbeit interessierte vor allem, ob Insulin einen Einfluss auf niedrig dosierte

Zytostatikatherapie haben kénnte.

5.4.1 Einfluss von Insulin auf die Wirkung von Mafosfamid

CPA findet in vielen klinischen Studien zur metronomischen Chemotherapie Anwendung
(205). In vitro-Studien sind jedoch rar, da CPA als Pro-Drug in der Leber aktiviert werden
muss, um seine Wirkung zu entfalten. Das in dieser Arbeit verwendete Mafosfamid kann im
Gegensatz zu CPA durch spontane Hydrolyse in die aktive Form 4-OH-CPA umgewandelt
werden (141). Fur die vorliegende Arbeit wurden, anlehnend an die maximal gemessenen
Serumkonzentrationen in praklinischen und klinischen Studien zu pharmakokinetischen
Parametern, Konzentrationen zwischen 0,15 und 9,5 pg/ml gewahlt (206-210). Es konnte
gezeigt werden, dass Mafosfamid allein ab einer Konzentration von 4,8 pg/ml in den T-47D-
Zellen und ab 9,5 ug/ml in allen anderen Zelllinien zu einer Viabilitdtssenkung unter 60%
fuhrte. In der Arbeit von Bocci et al. findet sich ein Hinweis darauf, dass Mafosfamid die
Proliferationsrate von Tumorzellen auch bei einer langeren Inkubationszeit von 144 h erst
durch hohere Konzentrationen (1000 nM) senkt (94). Bocci et al. verwendeten hierbei die
Zelllinie MDA-MB-435, welche lange als eine Modell-Zelllinie fur Brustkrebs genutzt wurde,
jedoch nach genaueren Nachforschungen als Melanomzelle identifiziert wurde (211).
Weiterhin konnten Bocci et al. zeigen, dass Endothelzellen bereits durch sehr niedrige
Konzentrationen in der Proliferation gehemmt werden. Dies impliziert, dass sich die

Wirkweise von Mafosfamid zwischen den einzelnen Zelltypen unterscheidet (205).

In der vorliegenden Arbeit zeigte die kombinierte Behandlung der Zellen mit Insulin in der
MCF-10A-Zelllinie keinen Unterschied. Die HR-positiven Zelllinien zeigten ab 0,6 pug/ml
Mafosfamid in Kombination mit 0,01 pg/ml Insulin ein geringfiigig verbessertes Ansprechen.
In den triple-negativen Zelllinien fihrten 10 pg/ml Insulin in Kombination mit hoheren
Mafosfamidkonzentrationen zu einer niedrigeren Viabilitat im Vergleich. Insgesamt konnte in
dieser Arbeit kein verbessertes Ansprechen der Tumorzellen auf Mafosfamid nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse korrelieren nicht mit jenen in der Arbeit von Agrawal et al. (8). Sie
konnten eine deutliche Viabilitdtssenkung in MCF-7-Zellen nach Kombinationsbehandlung
mit Insulin und CPA nachweisen. Kritisch anzumerken ist jedoch, dass Agrawal et al. die
Zellen mit 40 pg/ml Insulin fur 8 h inkubierten. Diese Konzentration zeigte in den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit eine direkte Reduktion der Zellviabilitdt. Zudem
behandelten sie die Zellen mit sehr hohen CPA-Konzentrationen zwischen 400 und
4000 pg/ml. In der vorliegenden Arbeit wurden deutlich niedrigere Konzentrationen

verwendet.
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In der Literatur ist der wirkungsverstarkende Effekt von Insulin durch eine erhdhte
Chemosensibilitat der Zellen erklart (196). Dies basiert einerseits auf der
proliferationsférdernden Wirkung von Insulin mit der Folge, dass sich eine héhere Anzahl an
Zellen in der vulnerablen S-Phase befindet (6, 127). Andererseits schrieben Ayre et al.
Insulin eine Wirkung auf die Membranpermeabilitat zu, wodurch es zu einer gesteigerten
Aufnahme der Zytostatika in die Zellen kommt (195). Im Hinblick auf die Potenzierung der
niedrig dosierten Zytostatikatherapie durch Insulin fand sich in dieser Arbeit kein Hinweis.
Dies kénnte mit einer unzureichenden Versuchsdauer zusammenh&ngen. Direkte toxische
Effekte kdnnten durch Mutationen im Tumorsuppressorprotein p53, DNA-Reparaturvorgange
oder andere erworbene Resistenzmechanismen verzdgert auftreten (212). Eine
entsprechend langere Behandlungsdauer der Zellen ware daher sinnvoll. Ebenso kénnte die
Reaktion der Zellen auf erhdhte Insulinkonzentrationen und eine Anpassung der molekularen

Mechanismen langer als 72 h dauern.

5.4.2 Einfluss von Insulin auf die Wirkung von Vinorelbin

In der Onkologie ist Vinorelbin p.o. seit 2003 fur die Therapie des nicht kleinzelligen
Bronchialkarzinoms und seit 2005 auch fir das fortgeschrittene anthrazyklinresistente
Mammakarzinom zugelassen (213). Die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen
wurden in Anlehnung an zwei Dosisfindungsstudien festgelegt (147, 148). Briasoulis et al.
schlossen Patienten mit verschiedenen soliden Tumoren in ihre Studien ein und behandelten
mit Dosierungen zwischen 20 mg und 70 mg Vinorelbin p.o. Wahrend der Studie wurde die
Vinorelbinkonzentration im Serum ermittelt. Diese lag zwischen 0,33 und 4,07 ng/ml. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Zelllinien mit Konzentrationen zwischen 0,16 und 10 ng/ml
Vinorelbin behandelt. Ab einer Konzentration von 2,5 ng/ml zeigten alle Zelllinien eine
Viabilitatssenkung um mindestens 40%. Diese Beobachtung unterstitzt die Ergebnisse aus
Vorarbeiten zur Pharmakokinetik von Vinorelbin in niedriger Dosierung. Briasoulis et al.
demonstrierten, dass die Behandlung mit 50 mg Vinorelbin dreimal wochentlich eine
optimale Daosierung fur Patientinnen mit metastasiertem Brustkrebs darstellt. Die gemessene
Serumkonzentration von Vinorelbin betrug im Median 2,6+0,69 ng/ml. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit unterstreichen, dass 2,5 ng/ml Vinorelbin in vitro und 50 mg Vinorelbin in
vivo die niedrigste Dosierung mit gleichzeitig ausreichend zytotoxischem Effekt darstellen.
Die zuvor als relevant gefundenen Insulinkonzentrationen potenzierten die Wirkung von
Vinorelbin nicht. Hohere Insulinkonzentrationen von 10 pg/ml Insulin zeigten eine protektive
Wirkung gegenuber Vinorelbin. Cerrito et al. untersuchten die Wirkung von Vinorelbin auf
den Zellzyklus der triple-negativen Zelllinien MDA-MB-231 und BT-549 (198). In der
Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting, FACS) konnten sie eine

signifikante Reduktion der Zellzahl in der Go/Gi-Phase nachweisen. Durch Insulin werden
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Zellen, die sich in der Go/Gi-Phase befinden, stimuliert und gehen in die S-Phase lber (127-
129). Folglich kénnte angenommen werden, dass die zytotoxische Wirkung von Vinorelbin

durch den proliferationsstimulierenden Effekt von Insulin aufgehoben wird.

Es ist relevant die Ergebnisse verschiedener Studien heranzuziehen, die den
Zusammenhang zwischen einer Insulinbehandlung bei Diabetes und dem Risiko fir eine
Krebserkrankung untersuchen. Mehrere Studien zeigten, dass eine Insulinbehandlung zu
einem erhohten Krebserkrankungsrisiko fuhrte (214, 215). Muet al. und Peairs et al.
berichteten weiterhin Uber ein erhohtes Mortalitatsrisiko bei Komorbiditdt von Diabetes
mellitus und Brustkrebs (19, 20). Zu bedenken ist jedoch, dass tiber 90% aller Diabetiker an
einem DMT2 leiden (216). Die Behandlung mit Insulin erfolgt bei diesen Patienten erst dann,
wenn die Basistherapie (Gewichtsreduktion, orale Antidiabetika) versagt hat. Es ist davon
auszugehen, dass Typ-2-Diabetiker, die eine Insulintherapie erhalten, an vielen
Komorbiditaten erkrankt sind. Ein erhthtes Krebserkrankungsrisiko und eine gesteigerte
Mortalitdt kénnen folglich durch Confounder verursacht sein (17, 26). Hierzu gehéren der
BMI, eine verzogerte Diagnose, die Anzahl an Komorbiditaten und die erhdhte
Hospitalisierungsrate aufgrund von Nebenwirkungen unter einer Chemotherapie. Andere
Studien konnten keinen Zusammenhang zwischen Diabetes und einem erhéhten

Krebserkrankungsrisiko feststellen (217, 218).

In der vorliegenden Arbeit konnte kein verbessertes Ansprechen der Zelllinien durch Insulin
auf die zytostatische Therapie nachgewiesen werden. Im Gegenteil zeigten die Zellen bei
kombinierter Behandlung mit Insulin eine hdhere Viabilitdt. Goetsch et al. untersuchten in
einer préklinischen Studie die Interaktion zwischen einem humanisierten anti-IGF1R-AK und
Vinorelbin (219). Sie konnten zeigen, dass die Behandlung mit dem AK zu einer erniedrigten
Tumorproliferation der MCF-7-Zellen fuhrt. Eine Hemmung des IGF1R, der durch den
Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) und Insulin aktiviert werden kann, fihrt also zu einer
Herabregulation der Zellzyklusaktivitat. Die Behandlung mit Insulin kénnte im Umkehrschluss
einen protektiven Effekt auf die Tumorzellen haben. Dies wirde sich mit den Ergebnissen in

dieser Arbeit decken.
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5.5 Methodenkritik

Der Einfluss von Insulin auf niedrig dosierte Zytostatikatherapie wurde mittels verschiedener
Assays untersucht. Zur Bestimmung der Proliferationsrate wurde das Cell Proliferation
ELISA BrdU Kit der Firma Roche verwendet. Dabei wurde die vorgeschriebene Dauer der
BrdU-Inkorporation von 2h auf 3h erhoht. Im Vergleich wurden geringere
Standardabweichungen bei den triple-negativen Zelllinien beobachtet. Dies kénnte durch die
Zellteilungsgeschwindigkeit beeinflusst worden sein, da die triple-negativen Zelllinien deutlich
schneller proliferieren als die HR-positiven Zelllinien und folglich mehr BrdU in ihre DNA

einbauen konnen als langsam proliferierende Zellen.

Die Ergebnisse des MTT-Assay zeigten teilweise hohe Standardabweichungen. Dies kdnnte
mit der methodischen Durchfihrung zusammenhéngen. Das Ausplattieren der Zellen erfolgte
wahrend der ersten Versuche mittels Pipettierwanne und Mehrkanalpipette (Multipipette®).
Fur jede Reihe der 96-Well-Platte wurden mit der Multipipette 100 pl pro Kanal aus der
Pipettierwanne aufgezogen und pipettiert. Im Gegensatz dazu wurde fur den zuletzt
durchgefuhrten MTT-Assay zur Untersuchung der Wirkweise von Insulin in Kombination mit
Vinorelbin auf die Viabilitit eine Multipette® verwendet. Dies ermdglichte schnelleres
Pipettieren, da bei dieser Einkanalpipette mittels einer Dispenserspitze pro Pipettiervorgang
2 ml aufgezogen werden konnten. Durch Betatigen des Druckknopfes konnten nacheinander
100 pl pro Well pipettiert werden. Im Vergleich zur Multipipette® wurden mit der Multipette®
gleichméaRigere Zellzahlen pro Well und geringere Standardabweichungen erreicht. Uberdies
hat das Vincaalkaloid Vinorelbin gegeniiber Mafosfamid einen Vorteil in der Verfligbarkeit.
Es ist als fertige Stammldsung erhéltlich. Dadurch wurde die Anwendung des Zytostatikums
in vitro erleichtert. Die Handhabung von Mafosfamid war im Vergleich erschwert. Das
Zytostatikum liegt nur als Feststoff vor und musste fir jeden Versuchsdurchgang mit Hilfe
einer Feinwaage im Milligramm-Bereich abgewogen werden. Die durchgefiihrten Versuche
mit Vinorelbin zeigten konstantere Ergebnisse und geringere Standardabweichungen als

jene mit Mafosfamid

Zur Ermittlung der Apoptoserate wurde der Real Time Annexin V Apoptose Assay von
Promega verwendet. Bei der Durchfiihrung des Assays traten mehrere Probleme auf. Da die
Proliferationsrate und Viabilitat zu einem bestimmten Endpunkt gemessen wurden, sollte der
Endpunkt des Apoptose-Assays mit diesem Ubereinstimmen. Aus diesem Grund wurde die
Detektionsreagenz nach Ablauf der 24-stiindigen Behandlung mit Insulin in die Wells
pipettiert. Die Messung der Apoptoserate wurde nur zu einem Zeitpunkt durchgefihrt und

nicht im Zeitverlauf wie im Protokoll der Firma beschrieben (162). Die Aussagekraft der
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vorliegenden Ergebnisse ist daher eingeschrankt. Ein weiterer Kritikpunkt ergab sich aus der
angewendeten Zellzahl. Das Protokoll sieht eine Zellzahl von 10.000 pro Well in einer 96-
Well-Platte vor. Um die Ergebnisse mit dem BrdU- und MTT-Assay vergleichen zu kénnen
wurden nur 2500 Zellen pro Well ausgesat. Zu erganzen ist, dass der Versuch nur zweimal
durchgefuhrt werden konnte, weshalb die Validitdt der Ergebnisse ebenfalls eingeschréankt
ist. Die Uberlegung, die Apoptoserate mittels FACS-Analyse zu ermitteln, wurde verworfen.
Dies begrundet sich in der Anzahl an Zelllinien und getesteten Konzentrationen, die zu einer
aul3erordentlich hohen Anzahl an Proben gefiihrt hatten. Dies wére im Rahmen dieser Arbeit
nicht durchfiihrbar gewesen.
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6 Zusammenfassung

Das Mammakarzinom ist die haufigste maligne Neoplasie bei Frauen (1, 2). Im
fortgeschrittenen Erkrankungsstadium ist eine mogliche Therapieoption die metronomische
Chemotherapie (93, 220). Diese basiert auf dem Grundgedanken ,Less is more®, welcher im
Jahr 2000 von Hanahan et al. gepragt wurde (4). Die Kontrolle der Erkrankung und eine
hohe Lebensqualitat stehen dabei im Vordergrund. Drei wesentliche Wirkmechanismen
kennzeichnen die metronomische Chemotherapie (69, 121). Erstens: eine Wirkung auf
Endothelzellen und Faktoren der Angiogenese (94, 96, 221). Zweitens: immunmodulierende
Mechanismen (113, 222). Drittens: ein direkter toxischer Effekt auf die Tumorzellen (122,
223). Des Weiteren konnte das Ansprechen der Tumorzellen auf metronomische
Chemotherapie durch Insulin erhéht werden (7, 8). Insulin aktiviert Uber eine
Rezeptortyrosinkinase u.a. den PI3K-/AKT- und MAPK-Signalweg und induziert dadurch
mitogene Effekte (130). Die héhere Anzahl an Tumorzellen in der vulnerablen S-Phase und
Effekte auf die Zellmembranpermeabilitat konnten die Wirksamkeit von Zytostatika
potenzieren (132, 197).

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Insulin auf metronomische Chemotherapie
untersucht. Fur die Versuche wurden zwei triple-negative Zelllinien (MDA-MB-231 und BT-
549), zwei HR-positive/[HER2-negative Zelllinien (MCF-7 und T-47D) und eine
Kontrollzelllinie aus gesundem Brustdrisengewebe (MCF-10A) verwendet. Im ersten
Versuch wurden mittels MTT-Assay optimale Kultivierungsbedingungen definiert. Fir alle
Folgeversuche wurden 96-Well-Platten ohne Beschichtung und ein Kultivierungsmedium mit
5% FCS verwendet. Da Insulin konzentrationsabhangig wirkt, wurden die Tumorzellen im
nachsten Schritt fur 24 h mit 0,01 —50 ug/ml Insulin behandelt. Die Bestimmung der
Proliferation erfolgte mittels Quantifizierung der BrdU-Inkorporation. Fir die Messung der
Viabilitdt wurde ein MTT-Assay durchgefiihrt und die Apoptoserate wurde mit Hilfe eines
Annexin V-/Necrosis-Assay bestimmt. Die Insulinkonzentrationen 0,01 pg/ml und 10 pg/mi
wurden als relevant fur Folgeversuche identifiziert. Dabei entsprechen 0,01 pg/ml Insulin der
postprandialen Seruminsulinkonzentration eines gesunden Menschen (175). 10 pg/ml Insulin
entsprechen der hochsten Insulinkonzentration ohne negativen Einfluss auf die Zelllinien.
AnschlieRend wurde der Einfluss von Insulin auf niedrig dosierte Zytostatika mittels MTT-
Assay untersucht. Als Zytostatika wurden Mafosfamid (die aktive Form von
Cyclophosphamid) und Vinorelbin gewéhlt, da sie in vivo peroral angewendet werden
kénnen. Die Zellen wurden in 96-Well-Platten flr 24 h kultiviert, es folgte die Behandlung mit

0,01 pg/ml bzw. 10 pug/ml Insulin fur weitere 24 h. Im Anschluss erfolgte an drei aufeinander
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folgenden Tagen die kombinierte Behandlung mit Insulin und Mafosfamid (0,15 — 9,55 pg/ml)
bzw. Vinorelbin (0,16 — 10 ng/ml).

Die Kombination von 10 pg/ml Insulin mit hheren Konzentrationen Mafosfamid fiihrte in den
triple-negativen Zelllinien zu einer reduzierten Viabilitat. Die Wirkung von Mafosfamid wurde
durch Insulin jedoch nicht signifikant potenziert. Die HR-positiven-/HER2-negativen Zelllinien
zeigten nach Behandlung mit 10 pg/ml Insulin eine erhohte Viabilitdt. Daraus konnte
geschlossen werden, dass Insulin hier am ehesten einen protektiven Einfluss auf die Zellen

hatte und die Wirksamkeit von Mafosfamid reduziert wurde.

Die Viabilitdt der mit Vinorelbin behandelten Tumorzellen wurde durch Insulin vor allem in
den HR-positiven Tumorzelllinien erhoht. Dabei hatten 10 pg/ml Insulin einen starkeren
Effekt als 0,01 pg/ml Insulin. Unabh&ngig von der Insulinbehandlung konnte in allen Zelllinien
ab einer Konzentration von 2,5 ng/ml Vinorelbin eine Reduktion der Viabilitat unter 60%
ermittelt werden. 2,5 ng/ml Vinorelbin in vitro entsprechen demnach der niedrigsten

wirksamen Dosierung bei gleichzeitig ausreichend zytotoxischem Effekt.

Ein mdglicher limitierender Faktor der vorliegenden Arbeit ist, dass nur eine Aussage Uber
das Verhalten der Zellen in vitro getroffen werden kann. In der Zellkultur kann die Wirkung
der metronomischen Chemotherapie nur bedingt beurteilt werden. Die Zielkomponenten
Immunsystem und Endothelzellen fehlen. Um mogliche Wirkmechanismen und Interaktionen
des vielversprechenden Therapiekonzepts weiter untersuchen zu kdnnen, ist es nétig die

Versuche an ein in vivo-Modell anzupassen.

Zusammenfassend hat die vorliegende Arbeit gezeigt, dass Insulin einen Einfluss auf die
Viabilitdat der metronomisch behandelten Tumorzellen hat. Dieser ist abhangig von der
Insulinkonzentration, dem gewdhlten Zytostatikum und der Tumorzelllinie. In den triple-
negativen Zelllinien fihrte die Kombination von niedrig dosiertem Mafosfamid mit Insulin zu
einer reduzierten Viabilitat, wahrend der Effekt von Insulin auf die mit Vinorelbin behandelten

HR-positiven Tumorzelllinien eher protektiv war.
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8 Anhang

8.1 Werte zu den Abbildungen
Werte der Abbildung 5

MCF-10A Zeit

Viabilitat in %

Standardabweichung

Ohne Ohne
Beschichtung | Fibronektin | Gelatine | Beschichtung | Fibronektin | Gelatine
A 24 h | 100,00 98,74 67,24 3,83 5,08 11,16
48 h | 106,13 104,85 68,08 23,58 19,58 23,62
72h | 63,37 74,73 42,84 2,58 18,26 11,70
B 24 h | 100,00 98,26 70,07 10,36 7,01 23,35
48 h | 160,68 161,82 126,44 | 9,55 11,69 23,67
72h | 138,13 149,07 127,01 | 4,57 10,62 18,21
Werte der Abbildung 6
MCF-7 Zeit | Viabilitat in % Standardabweichung
Ohne Ohne
Beschichtung | Fibronektin | Gelatine | Beschichtung | Fibronektin | Gelatine
A 24 h | 100,00 89,16 75,58 17,23 22,36 24,56
48 h | 72,31 75,58 62,01 9,69 29,69 38,65
72h | 28,91 38,40 17,18 10,12 50,63 65,08
B 24 h | 100,00 93,94 61,20 19,54 1,05 20,16
48 h | 142,94 140,98 89,76 25,08 28,17 36,62
72 h | 144,06 147,07 88,94 19,54 19,29 30,20
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Werte der Abbildung 7

T-47D Zeit | Viabilitat in % Standardabweichung
Ohne Ohne
Beschichtung | Fibronektin | Gelatine | Beschichtung | Fibronektin | Gelatine
A 24 h | 100,00 106,28 86,66 6,59 20,75 13,55
48 h | 47,82 59,94 63,39 18,18 4,71 29,12
72h | 18,09 23,99 30,80 9,49 25,34 23,86
B 24 h | 100,00 103,58 82,33 18,15 42,50 19,02
48 h | 141,32 152,03 107,34 | 8,99 17,50 20,25
72 h | 143,74 154,23 105,92 | 22,15 50,91 22,24
Werte der Abbildung 8
BT-549 Zeit | Viabilitat in % Standardabweichung
Ohne Ohne
Beschichtung | Fibronektin | Gelatine | Beschichtung | Fibronektin | Gelatine
A 24 h | 100,00 107,91 77,42 2,90 3,40 16,76
48 h | 71,58 77,12 65,33 28,75 25,28 15,71
72 h | 58,67 70,16 55,32 42,39 34,12 7,17
B 24 h | 100,00 97,44 82,85 12,17 4,57 12,03
48 h | 146,08 159,41 123,32 | 19,05 26,78 4,63
72h | 175,99 177,14 148,00 | 28,41 29,55 16,87
Werte der Abbildung 9
MDA-MB- Zeit | Viabilitat in % Standardabweichung
231 Ohne Ohne
Beschichtung | Fibronektin | Gelatine | Beschichtung | Fibronektin | Gelatine
A 24 h | 100,00 99,50 85,62 9,13 6,24 11,20
48 h | 101,09 93,37 78,17 19,37 16,67 20,64
72h | 50,11 53,23 56,11 9,51 8,38 22,73
B 24 h | 100,00 96,09 87,70 16,59 12,76 20,00
48 h | 127,52 136,39 114,57 | 13,89 8,31 9,20
72 h | 146,41 179,69 132,24 | 8,80 12,63 10,51
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Werte der Abbildung 10 A

MCF-10A Insulin in pg/ml Proliferation in % Standardabweichung p-Wert
Kontrolle 100,00 27,71
0,01 116,83 25,81 0,0508
0,1 127,38 45,39 0,0305
1 114,27 13,97 0,0699
10 114,63 23,16 0,0359
20 112,60 26,14 0,2079
50 118,63 20,86 0,1083

Werte der Abbildung 10 B

MCF-7 Insulin in pug/ml Proliferation in % Standardabweichung p-Wert
Kontrolle 100,00 30,31
0,01 123,56 44,14 0,0164
0,1 137,91 41,11 0,0017
1 130,28 24,97 0,0162
10 148,31 29,84 0,0001
20 134,25 36,36 0,0891
50 142,55 36,79 0,0066

Werte der Abbildung 10 C

T-47D Insulin in ug/ml | Proliferation in % Standardabweichung p-Wert
Kontrolle 100,00 10,01
0,01 104,27 27,91 0,5711
0,1 116,40 33,48 0,3353
1 118,88 34,93 0,1708
10 125,69 38,12 0,1052
20 112,24 29,20 0,6822
50 102,80 33,15 0,3482
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Werte der Abbildung 10 D

BT-549 Insulin in pg/ml Proliferation in % Standardabweichung p-Wert
Kontrolle 100,00 7,59
0,01 100,86 10,42 0,8019
0,1 108,44 8,60 0,0205
1 97,45 12,52 0,4645
10 105,39 16,19 0,1965
20 102,65 19,12 0,6005
50 108,00 13,78 0,1144
Werte der Abbildung 10 E
MDA MB- Insulin in pg/ml Proliferation in % Standardabweichung p-Wert
231-
Kontrolle 100,00 11,74
0,01 79,32 19,01 0,0092
0,1 93,13 15,23 0,2124
1 95,32 24,18 0,5269
10 98,21 19,37 0,8349
20 96,00 21,03 0,5618
50 86,88 11,94 0,0268
Werte der Abbildung 11 A
MCF-10A Insulin in pg/ml | Viabilitat in % Standardabweichung p-Wert
Kontrolle 100,00 6,60
0,01 108,54 12,23 0,0471
0,1 114,70 12,33 0,0049
1 112,06 10,93 0,0058
10 113,28 13,92 0,0078
20 108,24 17,76 0,1686
50 84,74 15,72 0,0058
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Werte der Abbildung 11 B

MCF-7 Insulin in pg/ml | Viabilitat in % Standardabweichung p-Wert
Kontrolle 100,00 12,27
0,01 86,70 11,88 0,0348
0,1 97,52 7,35 0,5156
1 97,04 18,18 0,6093
10 103,69 13,80 0,4460
20 78,39 23,31 0,0124
50 65,19 18,08 0,0002

Werte der Abbildung 11 C

T-47D Insulin in pg/ml | Viabilitat in % Standardabweichung p-Wert
Kontrolle 100,00 9,53
0,01 88,86 14,79 0,0412
0,1 109,36 15,72 0,1048
1 103,92 6,61 0,1956
10 109,47 17,90 0,1618
20 89,18 19,95 0,0864
50 74,26 15,21 0,0003

Werte der Abbildung 11 D

BT-549 Insulin in pg/ml | Viabilitat in % Standardabweichung p-Wert
Kontrolle 100,00 2,46
0,01 101,85 9,80 0,5836
0,1 106,98 12,59 0,0798
1 103,86 8,46 0,1830
10 97,87 6,62 0,3196
20 97,73 6,48 0,2819
50 87,38 15,79 0,0149
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Werte der Abbildung 11 E

MDA-MB-231  Insulin in pg/ml | Viabilitat in % Standardabweichung p-Wert
Kontrolle 100,00 7,74
0,01 108,53 10,87 0,0623
0,1 107,41 10,96 0,0542
1 111,84 10,56 0,0114
10 106,48 11,91 0,1105
20 96,32 14,43 0,4513
50 82,61 19,76 0,0137

Werte der Abbildung 12 A

MCF-10A

Insulin in pug/ml

Apoptoserate in % | Standardabweichung

Kontrolle
0,01

0,1

1

10

20

50

Werte der Abbildung 12 B

MCF-7

Insulin in pg/ml

100,00
88,11
93,05
84,52
83,20
92,50
80,60

0,00

21,77
14,92
18,47
12,24
6,59

23,98

Apoptoserate in % | Standardabweichung
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Kontrolle
0,01

0,1

1

10

20

50

100,00
101,62
108,01
103,87
118,43
122,85
114,01

0,00

19,89
32,28
39,58
27,81
22,25
32,21
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Werte der Abbildung 12 C

T-47D Insulin in pg/ml

Apoptoserate in %

Standardabweichung

Kontrolle
0,01

0,1

1

10

20

50

Abbildung 12 D

BT-549 Insulin in pug/ml

100,00
124,20
134,42
124,59
148,55
165,00
142,01

Apoptoserate in %

0,00
2,15
2,64
18,74
17,13
34,07
4,00

Standardabweichung

Kontrolle
0,01

0,1

1

10

20

50

Werte der Abbildung 12 E

MDA-MB-231 Insulin in pg/ml

100,00
248,39
259,01
180,63
243,90
281,03
167,45

Apoptoserate in %

0,00
57,18
109,10
87,84
79,39
108,92
58,60

Standardabweichung

Kontrolle
0,01

0,1

1

10

20

50

100,00
90,47
101,50
96,01
100,33
104,22
88,66

0,00
27,94
16,01
12,98
0,11
13,72
9,20
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Werte der Abbildung 13 A

MCF-10A
Viabilitat in % Standardabweichung
Mafosfamid in
pg/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/mi
Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin
Kontrolle 100,00 111,53 102,84 9,08 17,14 13,14
0,15 99,73 104,24 100,96 19,53 12,04 11,38
0,29 102,67 104,28 104,31 21,45 14,85 13,33
0,59 99,83 97,20 101,38 14,89 11,42 10,78
1,19 97,86 94,26 97,68 18,90 14,61 11,42
2,33 87,89 86,00 87,17 24,09 20,24 16,74
4,78 76,14 77,29 72,13 28,74 26,05 23,43
9,55 54,88 55,23 55,17 26,21 20,34 18,13
MCF-10A p-Werte
Mafosfamid in
pg/mi Ohne Insulin 0,01 pg/ml 10 pg/ml 0,01 pg/ml 10 pg/ml
im Vgl. zu Insulin im Vgl. | Insulinim Vgl. | Insulin im Vgl. | Insulin im Vgl.
unbehandelter | zu zZu zu Kontrolle zu Kontrolle
Kontrolle unbehandelter | unbehandelter | mit 0,01 pg/ml | mit 10 pg/ml
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 0,0526 0,4333
0,15 0,9579 0,1407 0,8306 0,2909 0,7035
0,29 0,6774 0,6638 0,6442 0,3226 0,8157
0,59 0,9705 0,1586 0,6338 0,0423 0,7789
1,19 0,6734 0,2387 0,9572 0,0307 0,3600
2,33 0,0624 0,6533 0,8614 0,0064 0,0431
4,78 0,0066 0,7443 0,3105 0,0020 0,0029
9,55 0,0000 0,8747 0,8840 0,0000 0,0000
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Werte der Abbildung 13 B

MCF-7
Viabilitat in % Standardabweichung
Mafosfamid in
pg/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml
Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin
Kontrolle 100,00 87,75 93,01 12,82 11,23 9,21
0,15 87,44 91,61 94,19 21,89 11,83 9,36
0,29 87,52 91,75 92,61 19,38 15,01 10,86
0,59 77,29 71,11 80,37 11,70 23,68 22,17
1,19 94,15 81,72 92,06 14,33 17,54 11,77
2,33 91,93 76,16 83,49 13,24 24,60 16,56
4,78 72,99 58,03 74,56 35,04 33,34 24,45
9,55 42,58 29,91 33,39 33,59 30,75 23,88
MCF-7
p-Werte
Mafosfamid in
ug/ml Ohne Insulin 0,01 pg/mi 10 pg/ml 0,01 pg/mi 10 pg/ml
im Vgl. zu Insulin im Vgl. | Insulinim Vgl. | Insulinim Vgl. | Insulin im Vgl.
unbehandelter | zu zZu zu Kontrolle zu Kontrolle
Kontrolle unbehandelter | unbehandelter | mit 0,01 pg/ml | mit 10 pg/ml
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 0,1339 0,2096
0,15 0,1840 0,4322 0,2407 0,3230 0,7605
0,29 0,1699 0,1444 0,3995 0,2885 0,9278
0,59 0,0011 0,6515 0,4664 0,0069 0,1381
1,19 0,3957 0,1453 0,6396 0,1124 0,8503
2,33 0,0981 0,3426 0,1286 0,0328 0,1320
4,78 0,0243 0,4716 0,8179 0,0008 0,0332
9,55 0,0002 0,7189 0,1371 0,0000 0,0000
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Werte der Abbildung 13 C

T-47D
Viabilitat in % Standardabweichung
Mafosfamid in
pg/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/mi
Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin
Kontrolle 100,00 96,93 97,15 13,61 15,60 20,92
0,15 87,36 100,59 97,48 21,41 24,21 15,55
0,29 86,84 89,39 99,13 19,01 23,60 22,12
0,59 76,35 68,33 83,04 14,26 16,84 18,29
1,19 85,29 70,60 85,51 22,36 23,62 28,04
2,33 68,15 55,99 75,92 21,45 19,91 26,72
4,78 37,24 24,60 40,37 20,19 13,72 21,83
9,55 4,14 2,43 5,68 5,19 5,89 8,31
T-47D
p-Werte
Mafosfamid in
ug/ml Ohne Insulin 0,01 pg/ml 10 pg/ml 0,01 pg/ml 10 pg/ml
im Vgl. zu Insulin im Vgl. | Insulinim Vgl. | Insulin im Vgl. | Insulin im Vgl.
unbehandelter | zu zZu zu Kontrolle zu Kontrolle
Kontrolle unbehandelter | unbehandelter | mit 0,01 pg/ml | mit 10 pg/ml
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 0,4501 0,5803
0,15 0,0616 0,0524 0,0621 0,5099 0,9525
0,29 0,0365 0,6705 0,0478 0,2537 0,7731
0,59 0,0001 0,0727 0,2771 0,0000 0,0709
1,19 0,0490 0,0019 0,9659 0,0004 0,1708
2,33 0,0003 0,0438 0,3202 0,0000 0,0116
4,78 0,0000 0,0081 0,5737 0,0000 0,0000
9,55 0,0000 0,2122 0,3830 0,0000 0,0000
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Werte der Abbildung 13 D

BT-549
Viabilitat in % Standardabweichung
Mafosfamid in
pg/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml
Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin
Kontrolle 100,00 103,64 111,68 10,64 6,87 13,55
0,15 90,37 98,86 107,36 14,42 8,03 13,34
0,29 93,93 94,61 100,58 7,73 5,79 13,58
0,59 85,12 82,82 86,54 13,27 14,27 19,31
1,19 90,68 87,95 91,34 10,69 7,33 15,46
2,33 84,45 81,46 87,75 14,56 8,97 14,71
4,78 78,14 70,89 77,48 17,51 10,10 19,07
9,55 55,07 54,39 48,48 31,14 28,73 30,29
BT-549
p-Werte
Mafosfamid in
ug/ml Ohne Insulin 0,01 pg/mi 10 pg/ml 0,01 pg/mi 10 pg/ml
im Vgl. zu Insulin im Vgl. | Insulinim Vgl. | Insulinim Vgl. | Insulin im Vgl.
unbehandelter | zu zZu zu Kontrolle zu Kontrolle
Kontrolle unbehandelter | unbehandelter | mit 0,01 pg/ml | mit 10 pg/ml
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 0,1298 0,0450
0,15 0,3502 0,0180 0,0904 0,9707 0,8459
0,29 0,3967 0,3386 0,0140 0,1591 0,8503
0,59 0,0303 0,2594 0,7222 0,0001 0,0003
1,19 0,2428 0,3432 0,2554 0,0004 0,0527
2,33 0,0067 0,3792 0,0692 0,0000 0,0000
4,78 0,0011 0,0034 0,8948 0,0000 0,0000
9,55 0,0000 0,9782 0,1250 0,0000 0,0000
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Werte der Abbildung 13 E

MDA-MB-231
Viabilitat in % Standardabweichung
Mafosfamid in
pg/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/mi
Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin
Kontrolle 100,00 100,55 92,69 17,24 13,96 18,08
0,15 91,27 97,04 92,28 21,48 18,63 24,76
0,29 91,49 93,95 97,04 23,90 21,45 20,71
0,59 66,50 61,01 65,27 23,45 19,73 19,05
1,19 93,85 90,60 90,14 17,49 21,30 27,11
2,33 92,25 88,96 86,03 18,60 18,03 23,88
4,78 86,85 82,97 73,44 13,44 23,92 27,27
9,55 49,73 45,14 28,67 17,40 13,45 17,61
MDA-MB-231
p-Werte
Mafosfamid in
ug/ml Ohne Insulin 0,01 pg/ml 10 pg/ml 0,01 pg/ml 10 pg/ml
im Vgl. zu Insulin im Vgl. | Insulinim Vgl. | Insulin im Vgl. | Insulin im Vgl.
unbehandelter | zu zZu zu Kontrolle zu Kontrolle
Kontrolle unbehandelter | unbehandelter | mit 0,01 pg/ml | mit 10 pg/ml
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 0,9021 0,2157
0,15 0,1904 0,2257 0,7935 0,5657 0,9296
0,29 0,2283 0,7125 0,1635 0,3508 0,4138
0,59 0,0002 0,3170 0,7981 0,0000 0,0000
1,19 0,3052 0,5011 0,5467 0,1279 0,6921
2,33 0,1820 0,5509 0,2852 0,0412 0,2733
4,78 0,0245 0,4614 0,0759 0,0189 0,0139
9,55 0,0000 0,2916 0,0029 0,0000 0,0000
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Werte der Abbildung 14 A

MCF-10A
Viabilitat in % Standardabweichung
Vinorelbin in
ng/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml
Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin
Kontrolle 100,00 113,73 134,89 6,56 12,25 23,94
0,16 96,20 110,76 127,76 10,75 18,81 28,11
0,31 96,90 110,40 128,04 15,21 21,34 30,00
0,62 95,08 108,32 128,76 21,60 22,78 21,91
1,25 79,09 88,92 102,42 22,97 23,87 25,46
2,5 45,89 54,37 62,66 21,60 23,15 24,84
5 29,77 33,75 50,05 13,55 17,98 24,66
10 20,53 25,42 35,67 10,29 15,64 21,47
MCF-10A
p-Werte
Vinorelbin
in ng/ml Ohne Insulin 0,01 pg/mi 10 pg/ml 0,01 pg/mi 10 pg/ml
im Vgl. zu Insulin im Vgl. | Insulinim Vgl. | Insulinim Vgl. | Insulin im Vgl.
unbehandelter | zu zZu zu Kontrolle zu Kontrolle
Kontrolle unbehandelter | unbehandelter | mit 0,01 pg/ml | mit 10 pg/ml
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 0,0035 0,0006
0,16 0,3247 0,0148 0,0012 0,3802 0,3205
0,31 0,5182 0,0256 0,0039 0,4274 0,3231
0,62 0,4690 0,0006 0,0003 0,2096 0,3612
1,25 0,0106 0,1559 0,0090 0,0007 0,0013
2,5 0,0000 0,0607 0,0079 0,0000 0,0000
5 0,0000 0,0851 0,0005 0,0000 0,0000
10 0,0000 0,0556 0,0031 0,0000 0,0000
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Werte der Abbildung 14 B

MCF-7
Viabilitat in % Standardabweichung
Vinorelbin
in ng/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml
Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin
Kontrolle 100,00 96,15 113,57 8,06 9,75 19,01
0,16 91,30 99,28 122,60 16,62 19,54 35,20
0,31 95,10 100,60 124,76 22,48 25,48 35,67
0,62 83,79 87,36 111,61 18,92 19,55 31,28
1,25 65,48 64,06 88,46 14,40 15,30 23,79
2,5 40,22 37,65 52,95 10,09 8,53 17,59
5 27,70 27,01 40,63 13,34 11,16 23,36
10 26,42 26,18 38,17 13,14 11,81 19,69
MCF-7
p-Werte
Vinorelbin
in ng/ml Ohne Insulin 0,01 pg/ml 10 pg/ml 0,01 pg/ml 10 pg/ml
im Vgl. zu Insulin im Vgl. | Insulinim Vgl. | Insulin im Vgl. | Insulin im Vgl.
unbehandelter | zu zZu zu Kontrolle zu Kontrolle
Kontrolle unbehandelter | unbehandelter | mit 0,01 pg/ml | mit 10 pg/ml
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 0,2879 0,0454
0,16 0,1366 0,0520 0,0018 0,4053 0,1928
0,31 0,4872 0,1139 0,0001 0,4208 0,1351
0,62 0,0140 0,2633 0,0007 0,0609 0,7399
1,25 0,0000 0,6797 0,0023 0,0000 0,0006
2,5 0,0000 0,0831 0,0004 0,0000 0,0000
5 0,0000 0,6156 0,0056 0,0000 0,0000
10 0,0000 0,8358 0,0006 0,0000 0,0000
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Werte der Abbildung 14 C

T-47D
Viabilitat in % Standardabweichung
Vinorelbin
in ng/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml
Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin
Kontrolle 100,00 101,49 116,95 10,64 7,21 19,65
0,16 96,92 99,55 111,99 14,63 4,86 14,12
0,31 89,69 103,29 111,92 17,01 7,21 10,69
0,62 89,05 96,04 116,45 18,36 7,53 18,08
1,25 82,53 92,82 102,61 10,92 13,16 18,84
2,5 59,89 62,81 73,04 10,02 13,60 11,24
5 43,50 44,82 50,92 8,96 9,76 10,71
10 44,67 42,17 43,30 511 5,64 8,33
T-47D
p-Werte
Vinorelbin
in ng/ml Ohne Insulin 0,01 pg/mi 10 pg/ml 0,01 pg/mi 10 pg/ml
im Vgl. zu Insulin im Vgl. | Insulinim Vgl. | Insulinim Vgl. | Insulin im Vgl.
unbehandelter | zu zZu zu Kontrolle zu Kontrolle
Kontrolle unbehandelter | unbehandelter | mit 0,01 pg/ml | mit 10 pg/ml
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 0,7092 0,0082
0,16 0,4035 0,5964 0,0088 0,2719 0,2419
0,31 0,0388 0,0242 0,0002 0,4246 0,2361
0,62 0,0067 0,1865 0,0047 0,0774 0,8834
1,25 0,0000 0,0019 0,0025 0,0141 0,0256
2,5 0,0000 0,3610 0,0006 0,0000 0,0000
5 0,0000 0,3881 0,0206 0,0000 0,0000
10 0,0000 0,0964 0,5809 0,0000 0,0000
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ANHANG

Werte der Abbildung 14 D

BT-549
Viabilitat in % Standardabweichung
Vinorelbin
in ng/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml
Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin
Kontrolle 100,00 88,99 100,04 8,70 12,06 8,51
0,16 85,77 83,59 87,68 8,45 13,45 20,14
0,31 73,90 76,77 82,07 9,91 17,85 17,71
0,62 65,10 63,88 73,88 9,97 12,18 18,13
1,25 50,05 46,79 53,22 4,73 11,66 11,00
2,5 35,84 34,60 39,08 4,97 8,41 10,18
5 26,43 24,52 27,97 5,81 5,95 8,71
10 19,25 16,74 18,54 3,81 4,74 7,41
BT-549
p-Werte
Vinorelbin
in ng/ml Ohne Insulin 0,01 pg/ml 10 pg/ml 0,01 pg/ml 10 pg/ml
im Vgl. zu Insulin im Vgl. | Insulinim Vgl. | Insulin im Vgl. | Insulin im Vgl.
unbehandelter | zu zZu zu Kontrolle zu Kontrolle
Kontrolle unbehandelter | unbehandelter | mit 0,01 pg/ml | mit 10 pg/ml
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 0,0139 0,9925
0,16 0,0035 0,5941 0,7520 0,2786 0,0214
0,31 0,0000 0,5094 0,0893 0,0464 0,0004
0,62 0,0000 0,7466 0,1199 0,0002 0,0000
1,25 0,0000 0,3941 0,3905 0,0000 0,0000
2,5 0,0000 0,6450 0,3348 0,0000 0,0000
5 0,0000 0,0949 0,3803 0,0000 0,0000
10 0,0000 0,0960 0,6615 0,0000 0,0000
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ANHANG

Werte der Abbildung 14 E

MDA-MB-231
Viabilitat in % Standardabweichung
Vinorelbin
in ng/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml Ohne 0,01 pg/ml | 10 pg/ml
Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin Insulin
Kontrolle 100,00 108,57 102,12 5,92 6,66 11,70
0,16 94,69 99,69 97,78 10,21 10,55 12,13
0,31 84,56 98,03 96,21 15,84 9,47 8,65
0,62 80,47 85,81 85,02 8,68 8,62 11,29
1,25 62,08 66,64 68,19 11,68 10,79 13,32
2,5 46,17 45,40 52,71 7,36 9,51 10,24
5 34,78 37,25 36,66 7,89 4,74 6,64
10 32,31 31,44 32,29 3,22 6,45 6,04
MDA-MB-231
p-Werte
Vinorelbin
in ng/ml Ohne Insulin 0,01 pg/ml 10 pg/ml 0,01 pg/ml 10 pg/ml
im Vgl. zu Insulin im Vgl. | Insulinim Vgl. | Insulinim Vgl. | Insulin im Vgl.
unbehandelter | zu zZu zu Kontrolle zu Kontrolle
Kontrolle unbehandelter | unbehandelter | mit 0,01 pg/ml | mit 10 pg/ml
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 0,0041 0,5186
0,16 0,0824 0,2634 0,4370 0,0201 0,2617
0,31 0,0104 0,0040 0,0282 0,0006 0,0503
0,62 0,0001 0,1616 0,3097 0,0000 0,0026
1,25 0,0000 0,3678 0,1773 0,0000 0,0001
2,5 0,0000 0,7487 0,0199 0,0000 0,0000
5 0,0000 0,4186 0,4126 0,0000 0,0000
10 0,0000 0,6725 0,9918 0,0000 0,0000
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