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1 Einleitung

1.1 Das Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom ist mit einem Anteil von 4,7% alen Krebserkrankungen die 5.
haufigste maligne Erkrankung der Frau. Kennzeictnigm das Ovarialkarzinom ist
weiterhin die sehr schlechte Prognose. So gehén 8ler jahrlichen Krebssterbefélle
zu Lasten des OvarialkarzinomisGriinde fiir diese hohe Sterblichkeit sind zum einen
das Fehlen von Frihsymptomen und zum anderen demngéflaan effektiven
Screeningmethoden. Damit verbunden ist die Entdegkno den spéaten, unglinstigen
Stadien. 80% der Frauen befinden sich zum Zeitpud#t Diagnosestellung im
fortgeschrittenen Stadium FIGO 2b big*4.

Risikofaktoren fur die Entwicklung eines Ovarialki@oms sind neben einer positiven
Familienanamnese und hohem Alter Nulliparitdt sogiiee frihe Menarche und spate
Menopause. Aus diesen Beobachtungen lasst siciHgiethese ableiten, dass das
Risiko, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, aeit Zahl der erfolgten Ovulationen
steigt. Die durch Follikelrupturen entstehenden dam regen die Zellteilung des
Epithels, und damit potentiell eine maligne Entagiu an. Der grof3te Teil der
Ovarialkarzinome geht dementsprechend aus Epitheizeervor’ 2°

Die aktuelle Therapie des Ovarialkarzinoms sielne endglichst radikale operative
Tumorentfernung mit anschlieBender platinhaltigérei@otherapie vor. Derzeitige
Standardtherapie  ist, insbesondere bei fortgeseheih  Stadien, die
Kombinationstherapie von Carboplatin und Paclitakels initial gute Ansprechen der
meisten Patientinnen auf diese Kombinationstheragtiehdufig gefolgt von einem
Tumorrezidiv®® *® Die dadurch bestehende hohe Mortalitat zeigt dedalf an neuen

Therapiemaoglichkeiten.
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1.2 Carboplatin
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Abb. 1-1: Strukturformel von Carboplatin

Carboplatin ist ein schon seit langem bekanntesden Alkylanzien gehdrendes
Zytostatikum. Verwendet wird es vor allem zur Belfinmg solider Tumore wie dem
Hoden-, Bronchial-, Endometrium-, Blasen-, Prostatad Ovarialkarzinom. Beim
Ovarialkarzinom entspricht eine Kombinationsthegapus Carboplatin und Paclitaxel
der aktuellen Standardtherapfe®®

Der Wirkungsmechanismus beruht auf der Bildung »@okomplexen in wassriger
Loésung und einer dadurch entstehenden Vernetzung DNA-Strangen. Dieser
Mechanismus ist unabhangig von der Zellzyklusphiasger sich die Zelle befindet.
Gegenuber  Cisplatin -~ hat sich  Carboplatin  durch  eimginstigeres
Nebenwirkungsspektrum bewahrt (weniger Ubelkeig-@id Nephrotoxizitat). Starker
ausgepragt und auch dosislimitierend ist jedochKaiechenmarkdepression, der man
mit Verlangerung der Therapieintervalle begegnetrbGplatin ist heute das Alkylanz
der 1.Wahl. Problematisch ist jedoch noch immerthibbe Rate an Resistenzbildung

nach initial gutem Ansprechen auf die Ther&pié® >*

1.3 Multi Drug Resistance

Eines der Hauptprobleme in chemotherapeutischenarigtingen besteht in der
Bildung von Resistenzen des Tumors gegen Chemaibeatiga verschiedenster
chemischer Klassen. Dieser Umstand wird als ,MDitig Resistance* bezeichrrét.

Ein hierzu fuhrender Mechanismus ist die Uberexgioesvon Multi Drug Resistance
Proteinen durch maligne entartete Zellen.

Multi Drug Resistance Proteine gehdren einer Sulhiamer ABC-Transporter (ATP-

Binding Cassette) an.
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Eine Uberexpression von P-Glykoprotein, ein zur fiander ATP-abhangigen Multi-
Drug-Resistance-Proteine gehoérendes Protein, wirchaufigsten in Zellen mit Multi
Drug Resistance gefunden. Physiologisch werden yReptoteine in vielen Zellen
epithelialen und endothelialen Ursprungs, insbesmnduch im Intestinaltrakt, Gehirn
und der Plazenta, expremiert. Die Funktion ist 8ehutz der Zelle vor toxischen
Substanzen; diese werden durch das P-Glykoprotisinler Zelle hinaus befordéft.
Lonafarnib (verwendeter Farnesyltransferaseinhiptgehe 1.5) hat sich als potenter
Inhibitor des P-Glycoproteins erwieséh. Kombinationen von Lonafarnib mit
Zytostatika, die Substrate des P-Glycoproteins suml z.B. Vincristin und Taxane,
zeigten in praklinischen Tumormodellen eine veks&wirkung’*

Allerdings wurde beobachtet, dass Lonafarnib nralnt mit Substanzen, die Substrate
fur das P-Glycoprotein darstellen, synergistischkiviEine verstarkte Wirkung konnte
auch bei Kombination mit den nicht P-Glycoproteimstuaten 5-Floururacil, Cisplatin
und Cyclophosphamide nachgewiesen werden. Einguterkd) hierflr konnte sein, dass
Lonafarnib auch eine hemmende Wirkung auf anderdifdoug-Resistance-Proteine
als P-Glycoprotein austibt, so z.B. auf MRP1 urid 2.

Andere Resistenzmechanismen liegen in Mutationen @enoms, die zur malignen

Entartung einer Zelle fihren kénnen, verankért.

1.4 Die Entstehung von Tumoren

Fur die Tumorentstehung wird eine multifaktoried@enese angenommen. Durch
Mutationen der DNA kommt es zu Stérungen des dienéfustase und die Zellteilung

regulierenden Stoffwechsels der Zelle. Zu Malignftédhren dabei unter anderem der
Sensitivitatsverlust gegeniber wachstumshemmenggral8n, ein Verselbststandigen
der zu Zellteilung fuhrenden Signalwege, die Fabigkzur Angiogenese und

Metastasierung sowie Stérungen der Apopt8<g.

Entscheidende Mutationen, die zur malignen Entgreines Gewebes fuhren kdnnen,
sind solche, die zu Funktionsverlusten von Tumaqusegsorproteinen wie p53 oder zur

Aktivierung von Onkogenen wie z.B. des Ras-Protéihsen®!
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1.4.1 Das Protoonkogen Ras

Eine grof3e Rolle in der Tumorgenese kommt der Murtades Protoonkogens Ras zu.
Es existieren 4 Isoformen des Ras-Proteins: H-RaRas, K-Ras4A und K-Ras4B,
wobei K-Ras4A und B Splicevarianten desselben Bretsind. Bestimmte Varianten
dominieren in verschiedenen Tumoren, wobei die Mair der Mutationen in
menschlichen Tumoren auf K-Ras Mutationen zuriiditzien ist'* *> ® Auch beim
Ovarialkarzinom geht der gréRte Anteil auf Mutaganvon K-Ras zuriic
Entscheidend fiur die Funktion des Proteins ist &maglung an die Plasmamembran.
Hierfir sind einige posttranslationelle Modifikaten noétig. Das Enzym
Farnesyltransferase ist fur einen ausschlaggebe®deritt der Farnesylation des Ras-
Proteins zustandig*® Es katalysiert die Ubertragung eines 15-Carboprwyl-Lipids
von Farnesyl-Diphosphat auf Ras (und andere Pejteldas Einfligen dieses lipophilen
Restes ist fir eine Bindung in der ebenfalls liftgsh Plasmamembran néttd.Eine
Hemmung des Enzyms Farnesyltransferase kann sankitizktionseinschrankung von
Ras fuhren.

Normalerweise geht das Ras-Protein von seinem aktivcTP-gebundenen Status
wieder in einen inaktiven, GDP-gebundenen States. (ei Vorliegen einer Mutation,
meist einer Punktmutatiéh ist die Fahigkeit des Ras-Proteins zur Hydrolyse GTP
reduziert, es liegt somit vermehrt in aktiver Fovor. Aktives Ras-Protein ist bei der
Ubertragung von mehreren extrazellularen Signaietidé Zelle beteiligt. So Ubermittelt
es beispielsweise Wachstumsfaktor induzierte Zklitg oder tragt zur Differenzierung
von Zellen bei. Eine wichtige Rolle spielt es aulden bei der Kontrolle des Ubergangs
von der G1 in die S-Phase des Zellzyks.

1.4.2 Der Zellzyklus

Der Zyklus einer Zelle besteht aus vier aufeinafudigenden Phasen: Der G1-, S-, G2
und M-Phase. Die G1-S- und G2-Phase werden zusagaefaest als Interphase auch
der Mitose-Phase gegenuber gestellt. Wahrend ddhiaSe (Synthesephase) findet die
Verdoppelung des genetischen Materials statt, ilvl®hase (Mitosephase) kommt es
zur Zellteilung. Die dazwischen liegenden Phasenu@d G2 (Gap-Phasen) dienen
jeweils der Vorbereitung fur die erfolgreiche Swbhav-Phase. So werden in der G1-

Phase Zellorganellen gebildet und Cytoplasma drsetz
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Bei Fehlen von Mitosesignalen oder dem Vorhandengen Antimitosesignalen geht
die Zelle in einen Ruhezustand, die GO-Phase, Uber.

Die Steuerung des Zellzyklus, insbesondere der déimgy von einer Phase in die
nachste, unterliegt einer sehr genauen Steuerungch dueinen ganzen
Regulationsapparat. Zu dessen wichtigsten Bestidgnltgehdren eine Reihe von
Enzymen, die CDKs (Cyclin-dependent kinases) undliGg. Die Expression von
Cyclinen ist zellzyklusspezifisch. Aktiviert werdéeDKs durch Komplexbildung mit
bestimmten Cyclinen. Des Weiteren ist die Komplaxig von verschiedenen CDKs
und Cyclinen moglich, so dass in den verschiedétteasen spezifisch aktivierte CDKs
vorherrschen. Dies wiederum fuhrt durch Phosptlestihg oder Dephosphorilierung zu
Aktivierung oder Inaktivierung von weiteren Protmn (wie z.B. dem
Tumorsuppressorprotein Rb), die den weiteren Abdisf Zellzyklus regulierett.

Der interne Regulationsapparat der Zelle wird dueaie Reihe von extrazelluléaren
Faktoren beeinflusst. Es existieren sowohl positivé. den Ubergang von der G1-
Phase in die S-Phase fordernde Faktoren, als aedgatime Regulatoren. Diese
blockieren den G1-S-Phaseniiberg&ng.

Stérungen in diesem Kreislauf kénnen zu einer Vierlig der einzelnen Phasen und
damit Beschleunigung des gesamten Zellzyklus fuhBres kann z.B. durch
Mutationen von ihm vorgeschalteten Proteinen wies R@schehen, das Uber ein
Anheben des Cyklin D1-Spiegels zu einer Verkirzdag G1-Phase der Zelle fuhren
kann?®

Die Uberproduktion von einzelnen, direkt zum Retjatsapparat der Zelle gehorenden
Enzymen, wie z.B. der Uberproduktion von CDK4, téstt ebenfalls in einer Stérung
des Zellzyklug?

Einige bereits erwahnte und fir den Zellzyklus wigdn Proteine (Ras, CENP)
unterliegen einer Farnesylation, das heifl3t vor Eankaufnahme ist das Einfligen eines
Lipidrestes erforderlich. Damit werden sie zu pa&len Zielen fir

Farnesyltransferase-Inhibitoren.
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1.5 Der Farnesyltransferase-Inhibitor Lonafarnib

J
< NH,

Abb. 1-2: Strukturformel von Lonafarnib

Lonafarnib gehort einer neuen Klasse von Antitunedikamenten, den
Farnesyltransferase-Inhibitoren (FTI), an. Die Eagttransferase ermdglicht durch das
Einflugen von lipophilen Anteilen, dass Proteine wi®. Ras in die Zellmembran
integriert und damit funktionsfahig werden kodnnehonafarnib hemmt die
Farnesylation von N-Ras, H-Ras und K-Ras2B.

Fir K-Ras4B und N-Ras, nicht jedoch fir H-Ras, gdst eine Alternative zur
Farnesylation durch die Farnesyltransferase, dawsid als Substrat fir ein &hnliches
Enzym, die Geranylgeranyl-Transferase, agieren &binies fuhrt dazu, dass die
Funktion von H-Ras durch FTI komplett unterbundesrden kann, von K-Ras und N-
Ras jedoch nur reduziert wird, da die Affinitdt ZBeranylgeranyltransferase geringer
ist als zur Farnesyltransferage’® *’

Durch die Beobachtung, dass Lonafarnib auch dashg¥iam von Tumoren, die nicht
Ras-mutiert sind, hemmt, ergab sich der Verdaciésds neben Ras noch andere in
den Zellzyklus eingreifende ,Zielproteine* gibt,rda Farnesylation durch Lonafarnib
gehemmt wird* Mégliche andere Ziele sind die Proteine RhoB (@iggtion des
Cytoskelettes) , Rheb (Ras homolgous enriched @&nprsowie die fir die Mitose
wichtigen Zentromer Proteine CENP-E und CENP£.

Ein weiterer Wirkungsmechanismus von Lonafarnib @ste Hemmung von Multi-
Drug-Resistance Proteinen wie P-Glykoprotein, MRi#id MRP2. Es behindert
dadurch den Efflux und die damit verbundene Reszsi®n anderen Medikamenten,
die Substrate fiir diese Proteine darsteffen.

Des Weiteren hemmt Lonafarnib die Angiogenese vomumdren. Der

Angiogenesefaktor VEGF (Vascular endothelial grow#ttor) wird durch Ras-
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Mutation vermehrt expremiert und die Expression vamtiangiogenese Faktoren
gehemmt, so dass eine indirekte Angiogenesehemmiurdp Lonafarnib schon allein
durch die Funktionsminderung von Ras gegeben wédnch hemmt Lonafarnib auch
direkt die Sekretion von Angiogenesfaktoren und ailch einen direkten Effekt auf
das Endothel au: > Seinen zellwachstumshemmenden Einfluss vermlttiafarnib

Uber die Induktion von Apoptose.

1.6 Nekrose und Apoptose: 2 Arten des Zelltodes

Apoptose und Nekrose stellen unterschiedliche Fordes Zelltodes dar. Die Apoptose
wird auch als ,programmierter Zelltod“ der Zellezkechnet und stellt einen streng
regulierten Vorgang dar, der als Reaktion auf m#eoder externe Stimuli in Gang
gesetzt wird. Charakteristisch sind hierfiir einéhBe&on morphologischen Anderungen
der Zelle wie z.B. das Schrumpfen (Pyknose) deteZehd die Fragmentation in
membranumhdillte, schnell phagozytierbare Apoptogeko sowie
Chromatinkondensation und DNA Fragmentation. DamSidieses Vorgangs ist die
Aufrechterhaltung der Homeostase des Korpers: DmreNtstehung von Zellen durch
Mitose wird so ein Mechanismus entgegengesetztpollee Entziindungsreaktion zur
Elimination von Zellen fuhrt. Eine insuffiziente Aptose kann u.a. zur
Krebsentstehung beitragen, wahrend ein Uberschief¥8n zu neurodegenerativen
Erkrankungen fiihren karif.?® *’

Im Gegensatz dazu gehdren zu den morphologischderAngen wahrend der Nekrose
eine GroéRenzunahme der Zelle und der einzelnenn@liga durch Akkumulation von
Wasser und Elektrolyten, eine frihe Membranruptund eine dadurch induzierte
inflammatorische Reaktion. Lange Zeit wurde die ek als ,zufalliger,
unkontrollierter* Zelltod der Apoptose gegenubetghis Inzwischen ist man jedoch der
Meinung, dass auch die Nekrose einem kontrolliefégchanismus unterliegt. So
wurden Rezeptoren (z.B. TNFR1, Toll-like Rezeptpradentifiziert, die einen
nekrotischen Zelltod induzieren kénn&n>’

Carboplatin ist in der Lage, sowohl Apoptose alshaNekrose zu erzeugen, wahrend
Lonafarnib als Farnesyltransferase Inhibitor daffiekannt ist, Apoptose zu

induzieren* 3> %
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1.7 Kombinationstherapien und die Messung synergistisatr,
additiver und antagonistischer Effekte

Die Kombination mehrerer Zytostatika ist aus viklieHinsicht sinnvoll und ein viel
untersuchter therapeutischer AnsgtZ* **Sollte die Wirkung der beiden Medikamente
additiv oder synergistisch sein, so ist eine Vgeiming der Gesamtdosis und damit eine
Verringerung der Nebenwirkungen madglich. Des Weitebesteht die Méglichkeit,
dass die Ausbildung von Resistenzen verhindert bevwogert wird.

Generell ist bei der Kombination zweier Medikameriae additive, super-addive
(synergistische) oder antagonistische Wirkung netigli

Andere FTIs (Tipifarnib und L-744832) zeigten imidbination mit Simvastatin bzw.
Cisplatin verstarkte zellwachstumhemmende Wirkutfde®® Auch Lonafarnib hat
bereits in Kombination mit Cisplatin in Abhangigkeion der untersuchten Zelllinie
additive und synergistische Effekte gezeéidf Auch die Kombination von Lonafarnib
mit Taxanen erbrachte verstarkte Efféktso dass die Untersuchung synergististischer
Effekte bei Kombination mit Carboplatin sinnvolkeheint.

Zur Messung der beschriebenen Effekte (additiv,esyistisch und antagonistisch)
wurde bei den Proliferationsassays der Interakiiutex berechnéf

Zunachst wird hierfir ein Effektlevel (z.B. 50%ig&fachstumshemmung von der
Kontrolle) gewahlt. Dann wird berechnet (lineardetpolation), welche Dosis des
Medikamentes A bzw. B alleine fur diesen Effekt dggt wird, sowie welche
Konzentration die Medikamente bei gemeinsamer Arnluag haben mussen, damit der
gewahlte Effekt nachweisbar ist. Als Formel ausgeklr berechnet sich der

Interaktionsinde%® folgendermafen:

y = Interaktionsindex
a und b = Medikamentenkonzentrationen in Kombims@mwendung fur definierten
Effekt

A und B = Medikamentenkonzentrationen in Einzelamgveng

Ein Interaktionsindex von 1 entspricht einer asdin Wirkung, wahrend bei einem

Interaktionsindex von groRRer als 1 von einem amgischem Effekt ausgegangen
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werden kann. Ist der Interatkionsindex kleiner als handelt es sich um einen

synergistischen Effekt.

1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob sickitno synergistische Effekte zwischen
dem klassischen Zytostatikum Carboplatin und demnd&yltransferase-Inhibitor
Lonafarnib auf die Ovarialkarzinomzellreihen SKOVuBd BG1 nachweisen lassen.
Kombinationstherapien sind, wie unter 1.7 besclemelsinnvoll, da durch Einsparung
von Medikamenten evt. Nebenwirkungen vermindertdeerkdnnen und sich einige
Medikamente in ihrer Wirkung sogar gegenseitig tZeken oder die Resistenzbildung
verzogert werden kann. Lonafarnib zeigte bereitsenyistische Effekte bei
Kombination mit Cisplatin und Taxanen, wenn diest#ele auch auf einzelne
Zellreihen beschréankt waren. Die Untersuchung aufesyistische Effekte mit
Carboplatin erscheint somit sinnvoll.

Es wurden zuné&chst Proliferationsassays durchgefdiar weiteren Spezifizierung der
Beobachtungen folgte die Durchfihrung von Zellzgklnalysen,
Apoptoseinduktionsassays und Versuchen zur Mediktanaekkumulation. Bei den
Zellzyklusanalysen wurde die Wirkung der Medikaneerstuf die Aufteilung der
Zellpopulationen in die einzelnen Zellzyklusphas@tersucht. So z.B., ob Lonafarnib,
wie bereits beschrieben worden ist, einen G2-/Mesirr auslést! Der
Apoptoseinduktionsassay mittels Annexin 5 wurde HRifferenzierung zwischen
Apoptose- und  Nekroseinduktion der  Medikamente  esetyt. Die
Medikamentenakkumulation wurde schlie3lich untensuaveil Berichte Uber die
Hemmung von Multi-Drug-Resistance Proteinen durdmdfarnib vorliegen und so
zumindest teilweise die synergistischen Effektesewen Carboplatin und Lonafarnib

erklart werden kdnnten.



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Charakterisierung der Zellreihen

Beide Ovarialkarzinomzelllinien stammen vom DeugstiKrebsforschungszentrum in

Heidelberg.

SKOV-3: Adhéarent wachsende humane Adenokarzinomzelllirepithelialen
Ursprungs. Die Etablierung erfolgte durch Foghlet@77.
BG-1. gering differenzierte, adhérent wachsende Aderzakamzelllinie. Die

Etablierung erfolgte durch Geisinger et al. 1988.

2.1.2 Material fur die Kultivierung der Zellen

-Gewebekulturflaschen

-serologische Pipetten (1ml, 2ml, 5ml, 10ml, 255@iml)

-Zentrifugenréhrchen (15ml, 50ml)

-Zellscrabber
-Cryordhrchen

-Eppendorf Tube

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

-Mikrotiterplatten (96 Wells, 6 Wells)
-Multipipettenspitzen
-FACS-Rohrchen 5ml

- Pipettenspitzen (10,100, 300, 1000ul)
-Pasteurpipette (3ml)
-Petrischalen

550 ml Cellstar, Greiier One,
Frickenhausen, GER
Greiner Bio One, Frickenhausen, GER
Cellstar, Giai Bio One, Frickenhausen ,
GER
39 cm, Sarstedt, Nimbrecht, GER
2ml Nui¥, Roskilde Danemark
Eppendorf, Hamburg, GER

Greinerd@One, Frickenhausen, GER

Ritter, Schwabmiinchen RGE

BD Falcon (Polystyren roldattom Tube)
Bedford, USA

Thermitsd@, Villiers-le-Bel, FR

Greiner Bio One, Fricleuden, GER

Cellstar, Greiner Bio One, Feitkausen,
GER
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2.1.4 Chemikalien und Lésungen

-RPMI (1640 Flussigmedium w2g/l NaHCO3, w 0,532glutamin) PAA, Pasching, AU

-Foetal Bovine Serum (FCS)

-Penicillin/ Streptomycin

-Natriumpyruvat
-Trypsin/ EDTA L6sung
-Ethanol

-Tryphanblau

-PBS

-DMSO
-Glutaraldehydlésung (25 %)
- Ampuva

- Kristalviolett

- Methanol
-Natriumcitrat

-NaN3 (0,01%)
-FACS-Flow
-FACS-Rinse
-FACS-Clean
-Propidiumiodid
-RNAse

-Annexin 5 FLUOS Staining Kitt

-Carboplatin
-Lonafarnib
-Daunorubicinhydrochloride

-Benzylisothiocyanate 13505

2.1.5 Laborgerate

-Steribank
-Pipetten
-Pipettboy
-Fireboy

-Stickstofftank Locator junior plus

-Wasserbad
-Brutschrank
-Multipipette

-Zentrifuge

PAA Laboratories GmBBisching, AU
10mg/ml, Gibco, PAAhoratories GmbH,
Pasching, AU
PAA Laboratories GmbH, PasghiAU
PAA Laboratories GmbH skhing, AU
Roth GmbH, Mannheim, GER
Sigma, Steinheim, GER
PAA, Pasching, AU
HybriMax, Sigma
Merck, Darmstadt RGE
Delta Select, PfullingeBER
Sigma, Steinheim, GER
Fisher scientific, Leicestershlg
Merck, Darmstadt, GER
Serva, Heidelberg, GER
BD Biosciences, Erembodgen, Belgien
BD Biosciences, Erembodgen, Belgi
BD Biosciences, Erembodgen, Relgi
Cahbiochem, Darmstadt, GER
1mg/ml Stockdsung, Serva, Heidelberg,
GER
Roche, MannheiBER
Sigma, Steinheim, GER
Schering Plough, Kenilworth, NBA
Sigma D8809-1MG, GER
Sigma D13505, GER

Telstar Bio 2a
Finnpipette, Thermo, GER
Pipetus, Hirschmann LaborgerateRG
Integra Biosciences, Ferwald, GER
Barnsteadididque, USA
GFL 1038, GER
Hera Cell, Heraeus, GER
Multipette plus, Eppendorf, GER
Heraeus, 3 S-R Thermo, GER
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-Schdttler
-Mikroskop
-Photometer
-FACS

-Vortexer
-Neubauerzahlkammer
-ELISA-Software Magellan

-Auswertungssoftware Cell Quest Pro

2.1.6 Software

-ELISA-Software Magellan

-Auswertungssoftware Cell Quest Pro

- Word 2003

- Excel 2003
-OpenOffice Draw
-BK Chem

2.1.7 Ansatze

NeolLab, GER
Zeiss, GER
Sunrise Tecan

BD-Biosciences FACS Calibur, Shrse,

USA

Ika MS 2 Minishaker, USA
Neubauer improved, Plakopti

Tecan, Grdding, Austria
BD Bioscisngd 7526, EU

Tecan, Grdding, Austria
BD Bioscien8d 7526, EU

Microsoft, USA
Microsoft, USA

OpenOffice.org, Sun Microsysselnc

Beda Kosata

[

Einfriermedium 90 % FCS 10% DMSO

Farbelbsung zur 54% PBS 36% Tryphanbla

Zellzahlbestimmung und

Vitalitatsprufung

Kristallviolett 0,05 % 0,5% 25% Methanol | 75% Ampuva
Kristallviolett

Entfarberlésung 29,419 50% Ethanol 50% Ampuva
Natriumcitrat
(0,1 M)

Fixierer 44% Glutar- 56% Ampuva

aldehydldsung
Stockldsung (0,5%ig) 5g Kristallviolet| 75% Ampuva| 5%Methanol

Farbelbsung fur
Proliferationsassays

10% Stocklésung

67,5% Ampuvi

A

22.5% Methan

Waschpuffer

PBS

0,01% NaN

2%FCS

RNAse Stammldsung

1mg/mkLBa

5min 100°C

Propidiumiodidstammldsun

1mg/ml HO
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Carboplatin Losungsmittel: | Stockldsung:
Ampuva 10mM

Lonafarnib Loésungsmittel: | Stocklésung:
DMSO 10mM

2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Gewebekuftaschen in einem Medium
bestehend aus 88% RPMI, 10% FCS, 1% Penstreptonoyainl% Natriumpyruvat.
Das optimale Wachstum der Zellen fand im Brutsckiagi 37°C in einer Atmosphare
von 5% CQ und 95% Luftfeuchtigkeit statt. Durch die Begasumij CO, konnte der
pH- Wert im Hydrogencarbonat gepufferten Kulturmexdider Zellen konstant gehalten
werden.

Die maximale Kulturdauer betrug 12 Wochen, da sdistGefahr einer Veranderung
der Zellen durch zu lange Kultivierung bestandetteha

Um zu gewaébhrleisten, dass die Zellen steril bleibgarden alle Arbeiten mit den
Zellkulturen an Sterilbanken mit vertikalem Luftstn durchgefihrt. Des Weiteren
wurden Sterilb&nke, Handschuhe und alle verwendelaterialien vor Gebrauch mit
Ethanol desinfiziert. Zur Vermeidung von Kontamioatwurden nie beide Zelllinien
gleichzeitig unter einer Bank bearbeitet und g Zelllinie wurde eine separate
Mediumflasche bereitgestellt. Die Lagerung des Medi erfolgte bei 4°C fir maximal

eine Woche.

2.2.2 Auftauen von Zellen

Die Langzeitlagerung der beiden verwendeten Zeihrerfolgte in Cryoréhrchen bei
-180°C in flussigem Stickstoff. Kurzzeitig war auelme Lagerung bei -80°C moglich.
Nach dem Auftauen der Zellen im 37°C warmen Wasskrurden diese zlgig in ein
bereitgestelltes steriles Zentrifugenréhrchen litbetf und tropfenweise mit 5 ml

eiskaltem Zellkulturmedium versetzt.
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Danach erfolgte eine Zentrifugation (8 Minuten, @61Anschlielend wurde der
Uberstand verworfen und das entstandene Zellpilgt ml warmen Kulturmedium
resuspendiert.

Die entstandene Zellsuspension wurde nun in einemaimem Kulturmedium (24ml

Medium) vorbereitete Gewebekulturflasche Uberfuind im Brutschrank kultiviert.

2.2.3 Passagieren von Zellen

Da es sich bei den beiden verwendeten Zelllinien agharent wachsende Zellen
handelte, wurde die weitere Vermehrung der Zalleriner bestimmten Zellzahl durch
Platzmangel behindert. Dies war bei einer Konflueoiz etwa 90% der Fall. Um neuen
,Platz* zu schaffen mussten so viele Zellen entfevarden, dass noch 10-50Zellen
pro Kulturflasche vorhanden waren. Die entferntetieh wurden entweder verworfen
oder, wenn bendtigt, in eine weitere Kulturflas¢iberfihrt.

Zunachst wurde hierfir das Medium aus der voll gdsanen Kulturflasche entfernt
und verworfen. Um nun die adharent wachsenden iZetben Flaschenboden zu 16sen,
erfolgte eine Behandlung mit etwa 5ml Trypsin; lshkubationszeit betrug 1 Minute.
Um anschlielBend die Trypsinierung zu beenden, wunmiéndestens 5ml Medium
zugegeben. Das darin enthaltende FCS stoppte dlauldg von Trypsin.

Endgiltig gelést wurden die Zellen mit Hilfe einZellscrabbers. Es folgte, nach
Uberfuihrung in ein steriles Zentrifugenréhrcherg dentrifugation (261g, 8 Minuten).
Der Uberstand wurde verworfen. Je nach GroRRe detaedenen Zellpallets wurden die
Zellen in 1- 4 ml Medium resuspendiert und nach d&ihlen (s.u.) auf die bendtigte

Anzahl an Kulturflaschen verteilt.

2.2.4 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitatsprifung

Aus der nach Resuspendierung vorliegenden Zellssspe wurde eine kleine Menge
(~300pl) in ein Eppendorftube Uberfuhrt. Da diesdleh nach dem Zahlen verworfen
wurden, mussten die folgenden Schritte nicht mehteru sterilen Bedingungen
stattfinden.

Vor dem Zahlen wurden 10ul der entnommenen Zelleh BBS (54ul) und

Tryphanblau (36ul) (0,5% Tryphanblau in physiolager Kochsalz-Losung) im
Verhaltnis 1:10 verdiunnt.
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Das Zahlen erfolgte mit Hilfe einer Neubauerzahlkaan im 40er Objektiv eines
Mikroskops. Nach Anfeuchten des Deckglaschens hdftses am Objekttrager. Bei
Abgabe einer kleinen Menge der in 1:10 Verdinnuodieagenden Zellsuspension am
Ubergang von Deckglaschen zu Objekttrager wurdenaatisch eine Menge von 0,1pl
durch Kapillarkrafte in die Neubauerzahlkammer esagen.

Im 40er Objektiv des Mikroskops wurden nun mindest€ der 4 Quadranten
ausgezahlt und der Mittelwert aus beiden Felderatirnent. Dabei wurden nur
ungefarbte Zellen beriicksichtigt; die mit Tryphanbgefarbten Zellen entsprachen den
Toten. Um die Zellzahl pro 0,1 pl (Volumen der Rauerzédhlkammer) zu erhalten
wurde der Mittelwert mit 10 multipliziert (entspteend der 1:10 Verdinnung).

Zur Bestimmung der Zellzahl pro 1ml wurde mit demkr 1d multipliziert. Der

Anteil der lebenden Zellen wurde prozentual erritte

ungefarbteZellen

lebende Zellemr—— -
gefarbtet+ ungefarbteZellen

2.2.5 Cryokonservierung der Zellen

Bei ausreichender Zellzahl (min. 1¥1Bellen) konnten die Zellen eingefroren werden.
Dazu sollten sich die Zellen mdglichst vorher im bgarhythmischen Wachstumsphase
befinden, d.h. die letzte Passage sollte nach Midkgiit 2 Tage zurlickliegen.

Das Ernten der Zellen entspricht dem Vorgehen bePRé&ssage (siehe 2.2.3). Nach der
Zentrifugation und dem Verwerfen des Uberstandésigerdie Resuspendierung in
diesem Fall jedoch mit noch eiskaltem Einfriermedi(90% FCS, 10% DMSO). Das
Einfriermedium sollte hierbei zunachst tropfenweiszugegeben werden, da dies das
Uberleben der Zellen verbessert. Fir b 1*10 Zellen (Zellzahlbestimmung siehe
2.2.4) wurde 1ml Einfriermedium und 1 Cryoréhrchvenwendet.

Uber Nacht (min. 4 Stunden) wurden die Cryoréhrchen -80°C gelagert, danach
erfolgte die endgultige Lagerung in flussigem Sttokf bei -180°C.

2.2.6 Proliferationsassays mittels Kristallviolettfarbung

2.2.6.1 Verdunnungsreihen

Ziel dieses Experimentes war es, die Validitat Bethode zu zeigen. Dazu wurden

Zellsuspensionen definierter Zellzahl hergestelid udiese aufsteigend in 96-well-
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Mikrotiterplatte ausplattiert. Sichtbar gemacht desr sollte die ansteigende Zellzahl
durch Anfarbung der in den Zellen enthaltenen RmeteDiese stellten sich nach
Farbung mit einer Kiristallviolettfarbelésung vidletlar. Die Absorbtion wurde

photometrisch gemessen.

Pro Well wurden 100ul ausplattiert und jeweils @eweinander liegende Wells mit
einer Zellsuspension gleicher Zellzahl bestlickt.alle ganz aul3en liegenden Wells
wurden 100ul reines Medium als Leerwert pipettiert.

Das Ernten und Zahlen der Zellen entsprach denr ydwlkulturen® beschriebenen
Vorgehen. Fur die Zellsuspensionen wurden die dedteverdinnt, dass in 3 Ansétzen
20.000 Zellen/100ul, 16.000/100ul und 12.000/10tkrbestellt wurden. Von diesen 3
Ansatzen wurden 1:1 Verdinnungen gemacht, so dass fblgenden
Endzellsuspensionen (Angabe je 100ul Zellsuspepsiaor Bestickung der

Mikrotiterplatte vorlagen:

1000 — 2000 — 4000 — 5000 — 6000 — 8000 — 10.00MBO0 — 16.000 — 20.000
Die am Ende vorliegende Mikrotiterplatte sah demmgr#chend folgendermal3en aus
(Zahlen *1G = Zellzahl in einem Well):

1 2 4 5 6 8 10 12 16 20

CO000000CO000O000
OV N X X N R N N J
C000000OOGOS
C0000000OCGOS
C000000OOGOS
CO00000OQGOGOOGOD
C0000000O0OMO0C
00000000000

Abb. 2-1:Pipettierschema fur die Verdinnungsreitdas Grundschema (auRenherum zur Bestimmung

O
O
©
O

des Mediumleerwertes reines Medium, je 6 untereieatiegende Wells mit einer Suspension bestiickt)

wurde bei allen Proliferationsassays angewandt.

Nach 24 Stunden Inkubation im Brutschrank wurde Aluswertung vorgenommen,
welche unter unsterilen Bedingungen stattfinden nken Das im Folgenden
beschriebene Vorgehen entspricht der Auswertung beallen

Proliferationsassayversuchen.
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Zunachst wurde in jedes Well 10ul Fixierer (44% t&laldehydldésung (25%ig), 56%
Aqua dest.) und anschlieend -nach 15min auf dehutBer- 100ul Farbeldésung
gegeben. Weitere 15 Minuten auf dem Schiittler spéteden die Mikrotiterplatten
unter flieRendem Wasser gewaschen und auf Zellgetfbcknet.

Nach Zugabe von 100ul Entfarber und weiteren 15ukdin auf dem Schattler konnte
die photometrische Messung der Absorption vorgenemwerden.

Bei der Messung betrug die Messwellenlange 560nuh die Referenzwellenlange
690nm. Die Messung erfolgte mit der Software Cele& Pro.

Es zeigte sich, dass die Zellzahl positiv mit demgssenen Absorbtion korrelierte (s.

Abb. 2-2). Der Versuch wurde insgesamt 4 mal pribréibe unabhangig voneinander

durchgeflnhrt.
Verdunnungsreihe Skov3

05 -
E 0375 s
2 /
2 925 /
c
S
£ 0125 /
=] ,
_8 /
< 1»——/_"‘

0 ‘

Mediumleer- 1000 10000 100000

wert Zellzahl / Well

Abb. 2-2: Exemplarisches Beispiel einer Verdinnueipe. Es besteht eine positive Korrelation

zwischen der Zellzahl und gemessener Absorbtion.

2.2.6.2 Zeitversuche

Um festzustellen, welchen Einfluss die Inkubati@iszauf die das Zellwachstum
hemmende  Wirkung der Medikamente hat, wurden mit eichgen
Medikamentenkonzentrationen versehene  Mikrotitétgrla zu  verschiedenen
Zeitpunkten ausgewertet.

Dazu wurden 2000 Zellen in 100ul Medium pro Welk@attiert, alle ganz auf3en
liegenden Wells hingegen mit reinem Medium verselNach 24 Stunden Inkubation
im Brutschrank wurden, nach Abpipettieren des Mediudie Medikamente bzw. die
Lésungsmittel der Medikamente (Kontrolle, angesetaisprechend der am hdchsten

konzentrierten Medikamentenlésung) auf die Zellegepen. Pro Zellreihe wurden 8
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Mikrotiterplatten auf diese Weise bearbeitet. J@latten pro Zellreihe (1 fur jedes
Medikament) wurden nach 2, 4, 6 und 8 Tagen nacbale der Medikamente
ausgewertet. Nach 4 Tagen erfolgte bei den nodbleibenden 8 Mikrotiterplatten ein
Wechsel des Mediums (und damit auch der Medikarmebie Auswertung (Féarbung
und photometrische Messung) erfolgte auf die uBt@r6.1 beschriebene Weise. Es

wurden pro Zellreihe 3 voneinander unabhangige (s durchgefihrt.

2.2.6.3 Konzentrationsversuche

Wie bei den Zeitversuchen wurden auch hier 200@#@eh 100ul Medium pro Well in
96 Well Mikrotiterplatten ausplattiert. Nach 24 &den Inkubationszeit erfolgte die
Zugabe der Medikamente in aufsteigenden Konzeatrati bzw. bei den der Kontrolle
dienenden Zellen die Zugabe von 100ul Medium mit Bledikamentenldsungsmitteln.
Vorher war das Medium mit der 8er Gilson-Pipettthemmen worden. Es wurden 2
Platten pro Zellreihe bearbeitet (1 pro Zellreihed Medikament). Die Auswertung
erfolgte bei allen 4 Mikrotiterplatten nach 4 Taggerechnet vom Tag der Zugabe der
Medikamente. Es wurden pro Zellreihe 2 voneinanderabhéngige Versuche

durchgefuhrt.

2.2.6.4 Synergismusversuche

Entsprechend den schon beschriebenen Versuchenemvi2@00 Zellen pro Well

ausplattiert und nach 24 Stunden Inkubationszest Medikamente auf die Zellen
gegeben.

Im Unterschied zu den bisherigen Versuchen wurdendinige Wells mit den beiden

Substanzen Carboplatin und Lonafarnib behandelbeDavurde jeweils die eine

Substanz in fester Konzentration auf die Zellen epeg, also eine bestimmte
Medikamentenkonzentration auf alle Zellen einer fdikkerplatte und die andere in
ansteigender Konzentration, wobei je 6 untereinartggende Wells mit einem

Medikament gleicher Konzentration versehen wurden.

Auf diese Weise wurden 8 Platten pro Zellreihe beiet. Je 4 Platten wurden mit dem
Medikament mit ansteigenden Konzentrationen beHlgrabeson erhielten jedoch nur 3
Platten auch die andere Substanz als feste Komatientr(statt des Medikamentes in

fester Konzentration wurde bei dieser Platte dasubhgsmittel dieses Medikaments
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ausplattiert). Bei den weiteren 4 Platten wurdes Medikamente vertauscht, und das
andere entsprechend in ansteigender Konzentratndds Festsubstanz auf die Zellen
plattiert. Die ersten 6 Wells jeder Platte wurdear ZKontrolle nur mit den
Medikamentenlésungsmitteln beider MedikamentgQHind DMSO) behandelt. Die
nachsten 6 Wells wurden mit dem Ldsungsmittel aesiristeigender Konzentration
verwendeten Medikamentes versehen und wie alleefolgn Wells mit der
Festsubstanz. Zur Verdeutlichung des Versuchsasfinafolgenden 4 Beispielplatten:
Platte 1: Carboplatin in ansteigender KonzentraidMSO (Losungsmittel
Lonafarnib)
Platte 2: Carboplatin in ansteigender Konzentrafiocht in den 6 Wells der zweiten
Reihe) + Lonafarnib 0,1uM Uberall (aul3er die 6 i/der ersten Reihe)
Platte 3: Carboplatin in ansteigender Konzentratiocht in den 6 Wells der zweiten
Reihe) + Lonafarnib 0,5uM Uberall (aul3er die 6 ivaer ersten Reihe)
Platte 4: Carboplatin in ansteigender Konzentratiocht in den 6 Wells der zweiten
Reihe) + Lonafarnib 1uM Uberall (aul3er die 6 WdHs ersten Reihe)
Platte 1-4: in den 6 Wells der 1. Reihe jeweils rdie Losungsmittel beider

Medikamente

Die Auswertung erfolgte entsprechend den oben bietemen Methoden 4 Tage nach
Zugabe der Medikamente. Es wurden pro Zellreihe adeinander unabhangige

Versuche durchgefihrt

2.2.6.5 Statistische Methoden

Zur Auswertung der Proliferationsassays und Bestimgnder Signifikanz gefundener
Effekte wurde der nicht paarweise, einseitige Sttidehe T-Test durchgefuhrt. Ein p-

Wert < 0,05 wurde als signifikant angesehen.

2.2.7 Zellzyklusanalyse
Die Zellzyklusanalyse wurde nach Anfarbung der DiMA Propidiumiodid am FACS-

Gerat (Fluorescence activated cell sorting, Duudsitytometrie) durchgefiihrt.
Propidiumiodid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, det doppelstrangiger DNA (und RNA)
interkaliert. Da der DNA-Gehalt einer Zelle spezfi mit den Zellzyklusphasen
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variiert, ermdglicht die so durchgefiihrte quanitiat DNA Bestimmung eine
Zuordnung zu den einzelnen Zellzyklusphasen.

Da die Zellwand undurchlassig fur Propidiumiodid, imussten die Zellen vorher in
Ethanol fixiert werden. Zur Vermeidung von Verfdlsagen durch RNA wurde diese
vorher mit RNAse vernichtet.

Es wurden 2*19(BG1) bzw. 1¥10” (Skov3) Zellen in 1ml Medium pro Well in einer 6
Well-Platte ausgesat. Pro Versuchsansatz wurdemlis\Wir eine Zellreihe verwendet.
Ein Well diente der Kontrolle, hier wurden die Lagsmittel der Medikamente einen
Tag nach dem Ausplattieren in 2ml hinzugefiigt (déiverstand wurde vorher
abgenommen). In die Ubrigen 6 Wells wurden die Mamaliente in verschiedenen
Konzentrationen zum Teil als Einzelsubstanz (4 ¥Yelind als Kombinationen (2
Wells) in einem  weiteren  Milliliter ausplattiert. Ul bei den
Medikamentenkombinationen wurde der Uberstand vaabpipetiert; in die Wells, die
Einzelsubstanzen erhalten sollten, wurde das Metkgkad in doppelter Konzentration zu
dem schon vorhandenem Milliliter Medium beigefigt.

Nach 2 (BG1l) bzw. 3 (Skov3) Tagen Inkubation un&andardbedingungen im
Brutschrank wurden die Zellen geerntet und mit Etthéixiert.

Die Fixierung konnte unter unsterilen Bedingungarcdgefuhrt werden.

Da auch die toten Zellen im Uberstand mit ausgestesterden sollten, wurde der
Uberstand als erstes abgenommen und in ein Fachgihigegeben. Bis zur weiteren
Verwendung wurde der Uberstand bei 4°C aufoewZlin Ablésen der Zellen wurden
nun 500ul Trypsin in jedes Well gegeben und etwdiruten inkubiert. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurde die Trypsinierung durelgabe von 1 ml Medium pro Well
gestoppt. Mit Hilfe eines Zellscrabbers konnten wlim Zellen vom Boden des Wells
geldst werden und zu dem vorher schon abpipettiétteerstand dazugegeben werden.
Nach 5 Minuten Zentrifugation bei 400g wurden diell@nh in Waschpuffer
resuspendiert und nochmals zentrifugiert.

Der dabei entstandene Uberstand wurde verworfen diadZellen nun mit 3 ml
eiskaltem Ethanol (70%ig) fixiert. Die Zugabe ddbdnols erfolgte tropfenweise mit
einer Pasteurpipette. Um die Verklumpung der Zelerminimieren, wurde wahrend
der gesamten Zugabe von Ethanol gevortext.

Bei 4°C kbnnen die so fixierten Zellen einen Mogatagert werden, mindestens 12

Stunden sollten vor der Messung jedoch vergehen.
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Vor der Messung am FACS mussten die ethanolfixieRtellen zunachst noch einmal
zentrifugiert (400g, 5 Minuten), in Waschpuffer entvortexen resuspendiert und
nochmals zentrifugiert werden. Nach Abnahme di¢Heerstandes erfolgte die Zugabe
von 100ul RNAse Stammldsung pro FACS-Réhrchen. fana wurde 30 Minuten bei
37°C im Wasserbad inkubiert. Die vorhandene RNAtesaladurch zerstort werden, so
dass sich das spater beigefligte Propidiumiodicanutie DNA der Zellen anlagert.

Zur Farbung mit Propidiumiodid wurden 10ul der Smabz sowie 1ml Waschpuffer
pro FACS-Ro6hrchen verwendet. Die Inkubationszeitugeauch hier 30 Minuten. Da
Propidiumiodid jedoch lichtempfindlich ist, fandesm Dunkeln statt.

Danach konnte die Analyse der Proben am FACS defthg werden. Der Versuch

wurde pro Zellreihe 6-mal unabhéngig voneinandechyefuhrt.

2.2.8 Apoptoseinduktionsassay

Zur Unterscheidung von apoptotischen und nekragiscBhellen wurde der Annexin-
Test durchgefihrt.

Apoptotische Zellen verlagern zu Anfang der Apoptoslas Plasmaprotein
Phosphatidylserin an die duBere Zellmembran. Amnéxiist ein C& abhangiges
Phospholipid bindendes Protein, das eine hohe i&ifizu Phosphatidylserin besitzt.
Annexin kann somit als Marker flir apoptotische &elfungieren.

Da jedoch auch nekrotische Zellen durch den Verigst Membranintegritat von
Annexin als Phosphatidylserin positiv erkannt werdenissen diese durch eine
zusatzliche ,Markierung"“ differenziert werden. Hiarwird Propidiumiodid verwendet.
Propidiumiodid markiert nur die DNA von Zellen ndtrchlassiger Zellmembran. Da
es sich hier um lebende (d.h. nicht fixierte) Zellendelt, entsprechen Propidiumiodid

positive Zellen den nekrotischen Zellen.

Folgende Situationen sind also maoglich:

Propidiumiodid+ Propidiumiodid-
Annexin+ nekrotische Zellen apoptotische Zellen
Annexin- Zelltrimmer* vitale Zellen

Tabelle 2-1: Mégliche Ergebnisse beim Apoptoseitidnisassay mit Annexin V und Propidiumiodid.
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* sehr kleine Population von mechanisch zersté#telten (z.B. durch Zentrifugation), die grof3e Teile

ihrer Plasmamembran verloren haben oder isolieztietne

Zur Durchfuhrung des Versuchs wurden je 1*107"5 et@llml in 6-Well-Platten
ausgesat. Nach 12 Stunden erfolgte die Zugabe delikslimente in einem weiteren
Milliliter Medium in verschiedenen Konzentrationend Kombinationen. Pro Zellreihe
wurden 7 Wells ausplattiert. Eines davon diente identrolle, statt Medikamenten
wurde hier je 1 ml Medium mit Medikamentenlésungsehi (DMSO und HO)
dazugegeben. Von den verbleibenden 6 Wells wurdemMedikament 2 verschiedene
Konzentrationen ausplattiert. In die letzten 2 &Welurde von beiden Medikamenten je
1ml gegeben. Dabei wurden die vorher verwendetenz&uatrationen unterschiedlich
kombiniert.

2 Tage spater wurden die Zellen geerntet. Dabeiesavon besonderer Wichtigkeit,
dass das Ablésen der adharent wachsenden Zellelichsidpehutsam geschah und die
Zellen keinen Scheerkraften ausgesetzt wurden. f@hdwirden sehr viele falsch
positive (nekrotische / apoptotische) Zellen elhtsie

Zur Vermeidung von Scheerkraften wurde ausschtal$hit Pasteurpipetten gearbeitet.
Des Weiteren wurde auf ein Losen der Zellen durctaldben zugunsten einer langen
Trypsinierungsphase komplett verzichtet. Die Trgpmsiung (500ul/Well) erfolgte
aul3erdem bei 37°C, da hier das TemperaturoptimenT gdgosins liegt.

Nach 25 Minuten Trypsinierung wurde mikroskopis@pugift, ob sich die Zellen vom
Boden gel6st hatten. Gegebenenfalls wurde die Tmgrangszeit etwas verlangert.
Danach wurde die Wirkung des Trypsins wie gewohittMedium gestoppt. Mit der
Pasteurpipette wurde nun die Zellsuspension ifrAi@S-Rohrchen Uberfthrt. In dieses
war zu Beginn schon der Uberstand aus dem entsgrdeh Well pipettiert worden; die
Lagerung erfolgte zwischenzeitlich aufgrund degkm Trypsinierung bei 4°C.

Nach nochmaliger mikroskopischer Uberpriifung, db Zkllen abgelost wurden (ggof.
wurde mit Medium nachgespiilt), wurden die ZellekliButen bei 250 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen.

Nun wurden pro Probe 48ul Inkubationspuffer, 1uhéxin und 1ul Propidiumiodid
hinzugefiigt und bei Raumtemperatur in Dunkelheit Miiuten inkubiert. Danach

wurden zur VergréRerung des Volumens nochmals 50MKubationspuffer
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dazugegeben und die Analyse am FACS durchgefikrtMersuch wurde pro Zellreihe
6 mal unabhangig voneinander durchgefihrt.

2.2.9 Versuche zur Hemmbarkeit von Multi Drug ResistanceProteinen

Zur Untersuchung der Effekte von Lonafarnib und bOatatin auf Multi-Drug-
Resistance-Proteine der Ovarialkarzinomzellen wudge Farbstoff Daunorubicin
verwendet, da diese Substanz ein Substrat fur Ndulig-Resistance Proteine wie P-
Glycoproteine und MRP 1&2 darstellt. Sollten aucbnafarnib und Carboplatin
Substrate dieser Pumpen sein, so wirde die gleided=xposition der Zellen mit
Daunorubicin und Lonafarnib und / oder Carboplatineiner starkeren Akkumulation
sowohl von Medikamenten als auch von Farbstoffelrefi, da ein kompetitiver
Antagonismus stattfande. Die Menge des Farbstafds somit als Mal3 fir eine
Akkumulation der Medikamente und wurde am FACSibest.

2.2.9.1 Vorversuche zur Validierung der Methode

Influx

Zunachst wurde die reine Akkumulation des Daunainbi bestimmt. Hierzu wurden

2,5*10° Zellen in 1ml Medium pro Well in 6 Wellplatten @esat und 24 Stunden
adharieren gelassen. Danach wurde Daunorubicin J1piMzugefiigt und zu den

Zeitpunkten 0 — 15 — 30 — 45 — 60 ausgewertetdiiAuswertung wurde zunéchst der
Uberstand entfernt und das Well mit 1ml PBS gesgiilin Losen der Zellen wurde mit
500ul Trypsin 10 min bei 37°C inkubiert. Danach dem die Zellen zentrifugiert

(200g, 4 min) und das Pellet in 500ul eiskaltem R#B&der aufgenommen. Bis zur
Messung erfolgte die Lagerung auf Eis und in Duméiel Die Messung erfolgte am

FACS (488 nm Excitation, 530nm Emission, 570 Bdteti).
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________ 1Skov 30 min DNR.OO1  FL2-H G1
1 Skov 45 min DNR.001 FL2-H G1
1 Skov 60 min DNR.C01 FL2-H G1

Abb. 2-3: Exemplarisches Beispiel fir einen Influxit Skov-3 und Daunorubicin. L&ngere

Inkubationszeit fiihrt zu einer starkeren Akkumulati

Da die Akkumulation bei 60 min am starksten und éimen gut sichtbaren Effekt

ausreichend war, wurde fur alle weiteren Versuche ekubationszeit von 60 Minuten

festgelegt.

Efflux
Im Weiteren wurde untersucht, ob die Zellen die ganbmmene Substanz

(Daunorubicin) unter Umgebung von reinem Medium hawgeder hinauspumpen.
Hierzu wurden im Unterschied zum reinen Influx nah Minuten Inkubation die
Uberstande, die den Farbstoff enthielten, entfe&trmal mit je 1ml mit PBS (eiskalt)
gespult und 1ml reines Medium hinzugefugt. Von elilerZeitpunkt aus gesehen (Start
des Effluxes) erfolgte die Auswertung zu den Zeigan 0 — 15 — 30 — 45 — 60 — 80 —
90 Minuten
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1Bg1Eff 80 min DNR.001 FL2-H G1

Abb. 2-4: Beispiel fur einen Effluxversuch mit B@hd Daunorubicin. Zur besseren Ubersicht ist nur de
60 und 90 Minutenwert dargestellt, sowie ein Kolvert nach ,0-Minuten-Influx“. Eine langere
Effluxzeit korreliert negativ mit der Anreicherungn Daunorubicin. Der 0-Minutenwert entspricht dem

Wert einer 60 minutigen Inkubation

2.2.9.2 Akkumulationsversuche mit Daunorubicin, Lonafarnib und
Carboplatin

Im Weiteren wurde nun das In- und EffluxverhalteonvDaunorubicin unter
Anwesenheit von Lonafarnib (0,1uM und 10uM) sowalioplatin (10M) untersucht.
Als Positivkontrolle (=erfolgte Akkumulation, Hemmg der MDR) wurde
Benzylisothiocyanat (100nM, geldst in Ethanol) vendet. Da Benzylisothiocyanat auf
die Zellen eine toxische Wirkung hatte, wurde éBdegenfarbung mit Propidiumiodid
(Apl / FACS-R06hrchen, Inkubation: 10-30min auf &ml in Dunkelheit) durchgefthrt,
so dass die toten Zellen, die den Farbstoff auffyromangelnder Membranintegritat
nicht speichern kénnen, bei der Messung am FAC8ulsgegatet werden konnten. Das
Ernten und Auswerten entspricht dem bei Influx Eftlux beschriebenen Methoden.
Letztendlich wurde die Akkumulation nach 60 min ublation mit allen Substanzen

bestimmt. Der Versuch wurde pro Zellreihe 3-malctigefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Proliferationsassays

3.1.1 Untersuchung der Zeitabhangigkeit der wachstumshemenden
Wirkung von Carboplatin und Lonafarnib auf SKOV-3 u nd BG1-

Zellen

Zur Untersuchung der Zeitabhangigkeit der wachsh@&msnenden Wirkung von

Carboplatin und Lonafarnib auf die Vermehrung defleh wurden gleich bestlickte
Platten zu unterschiedlichen Zeitpunkten ausgetverte

Der Versuch wurde 3-mal pro Zellreihe durchgefilmt.den Abbildungen sind die

Mittelwerte aus den drei voneinander unabhangigchiyafihrten Experimenten

gezeigt. Die Wachstumshemmung wurde prozentualdesrals 100% angenommenen
Kontrolle ermittelt.

Zeitversuch Skov3 mit Lonafarnib

120 ~

100

nal
-

80 -

—o— 1 uM
—=— 5 uM

60 -

40 -

Prozent der Kontrolle

20

O T T T 1
0.Tag 2.Tag 4.Tag 6. Tag 8.Tag

Zeit (d)

Abb. 3-1:Unterschiedliche Wachstumshemmung in Apigkeit vom Zeitpunkt der Auswertung bei der
Zellreihe Skov3. Reprasentativ gezeigt sind einleeh® und eine niedrigere Konzentration. Die Balken

stellen, wie bei allen weiteren Abbildungen audh, Standardabweichung dar.
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Zeitversuch Skov3 mit Carboplatin
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Abb. 3-2: Zeitabhangigkeit der Wachstumshemmung rbiéi Carboplatin behandelten Skov3-Zellen.

Représentativ gezeigt ist die hdchste und niedrigsinzentration.

Zeitversuch BG1 mit Carboplatin

.

s N\ b T
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Abb. 3-3: Zeitabhangigkeit der Wachstumshemmung rbg&i Carboplatin behandelten BG1-Zellen.
Reprasentativ gezeigt sind eine hohe und eineige#onzentration. Bei der niedrigen Konzentratign

keine Verbesserung der Wachstumshemmung nach déagZu erkennen.
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Zeitversuch BG1 mit Lonafarnib
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Abb. 3-4: Zeitabhéngigkeit der WachstumshemmungntieiLonafarnib behandelten BG1-Zellen. Nach
dem 4. Tag lasst sich bei der niedrigen Konzewtnakeine Verbesserung der Wachstumshemmung

feststellen.

Bei beiden Zellreihen zeigt sich, sowohl bei Betand mit Carboplatin als auch mit
Lonafarnib, Uber das breit verteilte Feld der gdwdih Konzentrationen keine
wesentliche Verbesserung der Wachstumshemmungdeecht. Tag.

Somit wurde, da hier die Hemmung des Zellwachstiuber das breite Spektrum der
gewéhlten Konzentrationen am besten war, der 4flradje Auswertung der folgenden
Proliferationsassays gewahlt.

Des Weiteren deutet sich hier an, dass die Ze#ir&kov3 etwas weniger sensibel auf

beide Medikamente reagiert als BG1.

3.1.2 Untersuchung der Konzentrationsabhangigkeit
wachstumshemmender Effekte von Carboplatin und Longarnib auf
BG1 und Skov3

Zur Untersuchung der Konzentrationsabhangigkeitwaohstumshemmenden Effekten
wurde Carboplatin bzw. Lonafarnib in ansteigendesnkentration auf die Zellen

gegeben.
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Konzentrationsversuch Skov3 /BG1 mit Carboplatin
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Abb. 3-5: Konzentrationsabhéngigkeit der wachstiengihenden Wirkung von Carboplatin auf BG1 und

Skov3- Zellen. Gezeigt sind die Mittelwerte ausn2lbhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten.

Eine im T-Test signifikante Wachstumshemmung gefgenider Kontrolle ergab sich bei BG1 ab 1uM,
bei Skov 3 ab 3uM Carboplatin. 50% Wachstumshemmkorgnte bei der Zellreihe BG1 ab einer
Carboplatinkonzentration von 3,8uM erreicht werd&hkov3-Zellen hingegen wurden erst ab einer

Konzentration von 18,8uM zu 50% im Wachstum gehemmt
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Konzentrationsversuch BG1 / Skov3 mit Lonafarnib
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Abb. 3-6: Konzentrationsabhangigkeit der wachstwenghenden Wirkung von Lonafarnib auf BG1 und

Skov3- Zellen. Gezeigt sind die Mittelwerte ausnalbhéngig voneinander durchgefiihrten Experimenten.

Signifikante Werte im T-Test ergaben sich bei beidellreihen ab 0,05uM Lonafarnib. Mehr als 50%
Wachstumshemmung wurde bei der Zellreihe BG1 abreifonzentration von 0,17uM erreicht. Bei
Skov 3 wurde mit der am hdchsten eingesetzten Karatton von 5uM nur eine Wachstumshemmung

von 20,4% erreicht.

Die Berechnung der Konzentrationen, bei denen &fige Wachstumshemmung
resultiert, ergab folgende Ergebnisse:

IC50 , ,
Carboplatin| Lonafarnib

(LM)

BG1 | 3,8 0,17

Skov3| 18,8 --

Tabelle 3-1: linear berechnete IC 50 — Werte, nohafarnib wurde diese Wachstumshemmung bei

Skov3 nicht erreicht.
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Die Signifikanztestung mittels T-Test ergab digy@siden Ergebnisse:

Signifikante Werte _ _
Carboplatin| Lonafarnib

(p <0,05)

BG1 1 0,05

Skov3 3 0,05

Tabelle 3-2: ab der angegebenen verwendeten Kaatient (LM) ergaben sich signifikante Werte im T-
Test.

In beiden Diagrammen ist zu sehen, dass ab einéefide Zellreihen unterschiedlichen
Konzentration die Hemmung des Zellwachstums positiv der Konzentration des
jeweiligen Medikaments korreliert. Signifikante Wiatumshemmung wird bei BG1 ab
einer Konzentration von 0,05uM Lonafarnib bzw.lpMriidplatin erreicht. Skov3

zeigt eine signifikante Hemmung ab 0,05uM Lonatarand 3uM Carboplatin. Wie

sich schon in den Experimenten der Zeitabhangigkaiteutete, ist die zur 50 %igen
Wachstumshemmung erforderliche Medikamentenkonagotr bei der Zellreihe

Skov3 hoher als bei der Zellreihe BG1. 50% Wachsthemmung wird mit Carboplatin
bei BG1 mit einer Konzentration von 3,8uM erreichiihrend die 50% Marke bei
Skov3 erst bei Konzentrationen von 18,8uM Ubersemriwird. Bei der Behandlung
von Skov3-Zellen mit Lonafarnib reichen die gewéhlKonzentrationen nicht aus, um
eine Wachstumshemmung von 50% oder mehr zu erreidder beste cytostatische
Effekt wird mit der hochsten verwendeten Konzemratvon 5uM erreicht, das
Wachstum betragt hier jedoch noch 79,6% von dettigbe.

Die Zellreihe BGL1 reagiert auch auf Lonafarnib eimgificher als Skov3. Mehr als 50%
Hemmung wird mit Konzentrationen, die grol3er ald7QM sind, erreicht. Die

maximale Hemmung wird mit 5uM Lonafarnib erzielasdWachstum betréagt noch
8,3% der Kontrolle.

3.1.3 Untersuchung synergistischer Effekte zwischen Carlatin und

Lonafarnib in der Wachstumshemmung von BG1- und Ske3- Zellen

Zur Untersuchung synergistischer Effekte der beidemwendeten Medikamente

wurden 3 Mikrotiterplatten mit einem Medikamentansteigender Konzentration und
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mit dem entsprechend anderen Medikament in festerz&ntration behandelt. Bei der
4. Platte wurde nur das in ansteigender Konzeaotrausplattierte Medikament
verwendet, so dass zwischen Einzelwirkung und gesaeier Medikamentenwirkung
unterschieden werden konnte. Aul3erdem wurde awr jBthtte, die 2 Medikamente
enthielt, neben der Ublichen Kontrolle mit den Lidgemitteln der Medikamente, eine
weitere Kontrolle, die nur das auf dieser Plattefaster Konzentration verwendete

Medikament enthielt, ausplattiert.

3.1.4 Untersuchung synergistischer Effekte zwischen Carlatin und

Lonafarnib in der Wachstumshemmung von BG1- und Ske3-Zellen

3.1.4.1 Synergismusversuche mit BG1

Synergismus BG1, Carboplatin Festsubstanz, Lonafarn  ib
ansteigend

100 1 —e— Lonafarnib alleine
_§ 1 \H‘\I\ —=— Carboplatin 1pM
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Abb. 3-7 Zusammenstellung von 4 mit BG1 Zellen beldien 96-Wellplatten aus 2 unabh&ngigen
Versuchen. Die erste wurde nur mit Lonafarnib irstaiyender Konzentration behandelt. Bei den
weiteren drei Platten wurde Carboplatin in einastda Konzentration pro Platte zusétzlich zu Lorakar

verwendet.

Die Signifikanztestung mittels T-Test fur die untdbb. 3-7 zusammengefassten
Experimente mit BG1 ergab folgende Ergebnisse:
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Carboplatin 0 (Lonafarnib
_ 1 5 10
(UM) alleine)
Lonafarnib
(0,05) 0,05 0,05 0,05
(LM)

Tabelle 3-3: Bendtigte Mindestkonzentration von &famnib zur Erzielung einer signifikanten
Wachstumshemmung (p<0,05) gegentiber der alleirigevendung von Carboplatin bzw. gegeniiber der

Kontrolle. Alle h6heren Konzentrationen waren siidgaint.

Synergismusversuch BG1, Lonafarnib als Festsubstanz ,
Carboplatin ansteigend
130
1 —&— Carboplatin alleine
110 T T —=—0,1 uM Lonafarnib
I —a— 0,5 uM Lonafarnib
% 90 Il —e— 1 uMLonafarnib
s 0V \¥\ I \i\
3 50 [ | \%
c
L 30 .
g
a
10
_10 _
(0 Lona 0,01 0,1 1 10 100
Konzentration Carboplatin

Abb. 3-8:Zusammenstellung von 4 mit BG1 Zellen belsten 96-Wellplatten. Die erste wurde nur mit
Carboplatin in ansteigender Konzentration behan&el den weiteren drei Platten wurde Lonafarnib in

einer festen Konzentration pro Platte zusatzliciCatboplatin verwendet.

Die Signifikanztestung mittels T-Test fur die untdbb. 3-8 zusammengefassten

Experimente mit BG1 ergab folgende Ergebnisse:
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Lonafarnib 0 (Carboplatin
_ 0,1 0,5 1
(UM) alleine)
Carboplatin
(5) 5 0,1 5
(LM)

Tabelle 3-4: Bendtigte Mindestkonzentration von W@glatin zur Erzielung einer signifikanten
Wachstumshemmung (p<0,05) gegentber der alleidgevendung von Lonafarnib bzw. gegenuber der

Kontrolle. Alle h6heren Konzentrationen waren siidgaint.

Bei Vergleich von Abb. 3-7 und Abb. 3-8, die diesa&mmmenstellung der mit BG1-
Zellen durchgefuihrten Experimente darstellen, istézhst erkennbar, dass die Zellen
auf die Behandlung mit Lonafarnib sehr viel bessesprechen, als bei Exposition zu
Carboplatin.Dies fallt zum einen in Abb. 3-7 auf: Die Kurve delatte, die mit 1 uM
Carboplatin (und Lonafarnib) behandelt wurde zesgien fast komplett gleichen
Verlauf wie die Kurve der Platte, die nur mit Lésxaib behandelt worden ist. Dies
bestatigt sich auch in Abb. 3-8: Die nur mit destSabstanz Carboplatin behandelte
Platte zeigt erst in sehr hohen KonzentrationeareAbfall.

Grundvoraussetzung fur synergistische Effekte igh zeinen, dass die betrachtete
Kurve mehr Wachstumshemmung zeigen, als die mitdeurSubstanz ansteigender
Konzentration behandelte Platte. Zum anderen mids&t@Vachstumshemmung grol3er
sein als die nur durch die Festsubstanz hervorgeeuilemmungDies ist ersichtlich in
Abb. 3-7: Bei Behandlung mit 1, 5 und 10uM Carbtplabeginnt die
Wachstumshemmung ab 0,05uM Lonafarnib unter di@ijswon Carboplatin alleine
hervorgerufene Hemmung zu sinken; ab diesem WedliesWachstumshemmung auch
signifikant.

In Abb. 3-8 bzw. Tabelle 3-4 ist ein signifikant&ffekt bei einer Lonafarnib
Festsubstanzkonzentration von 0,1uM und einer @émbokonzentration ab 5uM zu
verzeichnen.Bei Verwendung von 0,5uM Lonafarnib als Festsulmstéeginnen
signifikante Effekte schon ab einer Konzentratioonv0,1uM Carboplatin. Eine
signifikante Hemmung gegeniber der alleinigen Larmmabanwendung ergibt sich bei
1uM Lonafarnib erst bei 5uM Carboplatin. Durch lohreete Interaktionsindexes
belegbare synergistische Effekte waren bei einlg@mzentrationen nachweisbar; siehe
Tabelle 3-7.
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3.1.4.2 Synergismusversuche mit Skov3

Synergismusversuch Skov3, Carboplatin Festsubstanz,
Lonafarnib ansteigend
160
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Abb. 3-9: Zusammenstellung von 4 mit Skov3- Zelestickten 96-Wellplatten. Die erste wurde nur mit
Lonafarnib in ansteigender Konzentration behanddt.den weiteren drei Platten wurde Carboplatin in

einer festen Konzentration pro Platte zusatzlichauafarnib verwendet.

Die Signifikanztestung mittels T-Test fur die untdbb. 3-9 zusammengefassten

Experimente mit Skov3 ergab folgende Ergebnisse:

Carboplatin 0 (Lonafarnib
_ 1 5 10
(UM) alleine)
Lonafarnib
0,1) 0,6 0,6 0,6
(LM)

Tabelle 3-5: Bendtigte Mindestkonzentration von &famnib zur Erzielung einer signifikanten
Wachstumshemmung (p<0,05) gegentiber der alleirgevendung von Carboplatin bzw. gegeniiber der

Kontrolle.
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Synergismusversuch Skov3, Lonafarnib
Festkonzentration, Carboplatin ansteigend
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Abb. 3-10: Zusammenstellung von 4 mit Skov3 Zebestickten 96-Wellplatten. Die erste wurde nur
mit Carboplatin in ansteigender Konzentration belettn Bei den weiteren drei Platten wurde Lonafarni

in einer festen Konzentration pro Platte zusatztigtCarboplatin verwendet.

Die Signifikanztestung mittels T-Test flr Skov3 &golgende Ergebnisse:

Lonafarnib 0 (Carboplatin
, 0,1 0,5 1
(LM) alleine)
Carboplatin
(0,5) 5 5 5
(M)

Tabelle 3-6: Bendtigte Mindestkonzentration von W@glatin zur Erzielung einer signifikanten
Wachstumshemmung (p<0,05) gegentiber der alleirAgevendung von Lonafarnib bzw. gegeniber der

Kontrolle.

Bei der Zellreihe Skov3 ist in Abb. 3-9 zun&chstféllig, dass bei Verwendung von
1uM Carboplatin als Festsubstanz (und Lonafarnibamsteigender Konzentration)
weniger Wachstumshemmung erzielt wird als bei @ijer Verwendung von
Lonafarnib. Signifikante Wachstumshemmungen liegaa,aus Tabelle 3-5 ersichtlich,
ohne Verwendung von Carboplatin ab einer Lonaf&onzentration von 0,1uM und
bei Verwendung von 1uM Carboplatin ab 0,6uM Lonafaror.

Die hoher dosierten Carboplatinfestsubstanzen (@ LOuM) in Verbindung mit
Lonafarnib zeigen mehr Wachstumshemmung als ben&wsiung von Lonafarnib als
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Einzelsubstanz, wie aus dem Kurvenverlauf unterltdb Kurve ohne Carboplatin
abzuleiten ist.

Signifikante Effekte gegenuber alleiniger Behandlumit Carboplatin finden sich
jeweils ab 0,6uM.

Auch in Abb. 3-10, bei Verwendung von Lonafarnils &est- und Carboplatin in
ansteigender Konzentration, ist zu sehen, dassnbeigeringer Konzentration von
Lonafarnib (0,2uM) und Carboplatin in ansteigendKonzentration weniger
Wachstumshemmung vorliegt, als bei alleiniger Vewegng von Carboplatin.

Die Graphen der hoher dosierten Festsubstanzenu(@51uM) verlaufen zunachst
unterhalb des ohne Lonafarnib gefiihrten Graphemn.dBe htheren Konzentrationen
von Carboplatin ist der Verlauf der einzelnen Kurgehr dicht beieinander.
Signifikante Wachstumshemmung gegentber der jeyesili Einzelwirkung von
Lonafarnib werden entsprechend Tabelle 3-6 bei #@&mbinationen ab 5 puM
Lonafarnib erreicht. Die alleinige Carboplatinvendeng fiihrt gegeniber der
unbehandelten Kontrolle schon ab 0,5 pM Carboplatin einer signifikanten
Wachstumshemmung.

Die Berechnung der Interaktionsindexes ergab fiiigei Konzentrationen einen

Synergismus bzw. additive Effekte. Siehe hierzuellal8-8.

3.1.4.3 Berechnung synergistischer Effekte mittels Interakionsindex

Zur genaueren Untersuchung auf synergistische teffelurde der Interaktionsindex

nach folgender Formel berechnet:

y = Interaktionsindex, y < 1: Synergismus ; y = Additiver Effekt ; y > 1:
Antagonismus

a bzw. b = flr definierten Effekt bendtigte Medikamienkonzentration in Kombination
A bzw. B = fur definierten Effekt bendtigte Medikantenkonzentration bei alleiniger

Anwendung
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Fur BG1 konnte bei Kombination von Carboplatin dmahafarnib in den folgenden

Konzentrationen ein Interaktionsindex < 1 errechwmatden:

Lonafarnib | Carboplatin | Carboplatin
(UM) 5uM 10pM

0,05 0,87 0,78

0,10 0,76 0,68

0,30 0,66 0,47

0,60 0,35 0,40

1,00 0,35 0,36

Tabelle 3-7: BG1-Interaktionsindexes, die einen edgismus ergebenFettgedruckt: verwendete

Konzentration des entsprechenden Medikamehtesjv. errechnete Interaktionsindexes

Die Berechnung der Interaktionsindexes fir Skovgale folgende Ergebnisse:

Lonafarnib | Carboplatin | Carboplatin
(UM) 5uM 10uM

0,3 1,16

0,6 1,09 1

1 0,97 1,03

5 0,41 0,52

Tabelle 3-8: Skov-3 Interaktionsindexes. Berechwmeatden die Werte durch Ermittlung von bendétigten
Konzentrationen in Kombinationsanwendung sowie fden gleichen Effekt erforderliche

Einzelanwendungen von Lonafarnib bzw. Carboplatin.

3.2 Zellzyklusanalysen durch DNA Quantifizierung mittels
Propidiumiodid

Die Zellzyklusanalyse wurde durchgefuhrt, um dighlerigen Beobachtungen bei den

Proliferationsassays genauer zu spezifizieren uadeéffekte der Substanzen auf den

Zellzyklus zu untersuchen.

Der Fluoresenzfarbstoff Propidiumiodid interkaliemit doppelstrangiger DNA und

macht diese so einem quantitativen Nachweis zugdmgl|
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Abb. 3-11 Beispiel einer Zellzyklusanalyse mit SRpunbehandelte Kontrolle. M1 entspricht den Zelle

in der GO/G1 Phase, M2/M3 der G2/M-Phase und M4ranotischen und apoptotischen Zellen.
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Abb. 3-12: Beispiel fur eine Zellzyklusanalyse vmit 10uM Carboplatin behandelten Skov3 Zellen. Es
befinden sich weniger Zellen in der GO/G1-Phase. Aweil der apoptotisch- und nekrotischen Zellen

hat gegeniiber der Kontrolle zugenommen.

3.2.1 Zellzyklusanalyse BG1

Die Zusammenstellung von 3 Zellzyklusanalysen n@tlBergab folgende Ergebnisse:

Carbo:5uM | Carbo:10uM
Carbo: |Carbo: |Lona: |Lona:
BG1 Kontrolle Lona: Lona:
5uM  [10pM (0,05uM|0,3uM
0,3uM 0,05uM
Apoptose/Nekrosg 15,16 24,25 | 28,00 20,24| 26,79 33,04 32,41
GO0-/G1-Phase 47,52 40,41 | 34,81 42,68| 33,60 34,48 34,05
G2-/M-Phase 36,61 34,77 | 34,43 36,36 38,2|6 31,75 33,04

Tabelle 3-9: BG1 Zellzyklusanalyse. Prozentualet®emg der Zellpopulation nach Behandlung mit

verschiedenen Konzentrationen Carboplatin und Laonés.
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Abb. 3-13: Zusammenstellung von 3 Zellzyklusanatyae BG1-Zellen mittels Propidiumiodidfarbung.

Aus der Tabelle 3-9 und Abb. 3-13 ist ersichtlidass sich der in der GO/G1-Phase
befindliche Anteil der BG1-Zellpopulation nach Beldéung mit den Substanzen

zugunsten des apoptotisch / nekrotischen Anteilscheebt. Dieser Trend ist Uber das
Spektrum der verwendeten Konzentrationen zu bedbacketwas starker jedoch bei
den mit beiden Medikamenten behandelten Populatione

Der umgekehrte Trend ist bei Betrachtung der GZPMase ersichtlich: Dieser

Populationsanteil nimmt nach Behandlung mit den ikledentenkombinationen etwas
ab, bei den mit Einzelsubstanzen behandelten Zé&tedieser Trend jedoch nur sehr

schwach bzw. gar nicht vorhanden.

3.2.2 Zellzyklusanalyse Skov3

Die Mittelwerte aus drei voneinander unabhangigatizgklusanalysen mit Skov3

ergaben folgende Ergebnisse:
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Skov3 Kont-| Carbo: |Carbo: |Lona: |Lona: |Carbo: 5uM | Carbo: 10uM

rolle |5uM 10pM |0,5pM [5uM |Lona: 5pM |Lona: 0,5uM
Apoptose/

11,96 | 20,07 | 26,34 | 15,03 13,31 26,39 26,05
Nekrose
GO0-/G1-

54,39| 42,34 | 29,74 | 51,48 51,79 28,75 21,93
Phase
G2-/M-

30,82| 35,24 | 40,42 | 30,56/ 31,61 40,88 46,93
Phase

Tabelle 3-10: Skov 3 Zellzklusanalyse: Prozentiédeteilung der Zellpopulation nach Behandlung mit
verschiedenen Konzentrationen Carboplatin und Laonés.
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Abb. 3-14: Zusammenstellung von 3 Zellzyklusanatyae Skov3-Zellen mittels Propidiumiodidfarbung

Auch im Falle von Skov 3 ist bei allen Konzentraga eine Zunahme des apoptotisch/
nekrotischen Populationsanteils zu beobachten. &diev ausgepragt ist dieser Trend
bei den nur mit Lonafarnib behandelten Zellen. Bié Medikamentenkombinationen
behandelten Zellen zeigen zwar gegentber der Kimeme Zunahme der apoptotisch/
nekrotischen Zellen, verglichen mit der alleinig€arboplatinbehandlung ist jedoch

kaum ein zusatzlicher Effekt zu beobachten.
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AuRerdem kommt es auch zu einer Zunahme der G2h&&4 Insbesondere ist dies
bei den Medikamentenkombinationen und Carboplatzedkonzentrationen zu

beobachten, nicht jedoch bei den Einzelanwendumgerionafarnib.

3.3 Apoptose Messung mittels Annexin-5

Mit der Fragestellung, ob die Medikamente eher Aps@ oder Nekrose induzierend
wirken, wurde die Apoptosemessung mittels AnnexoluEchgefuhrt. Annexin-5 ist ein
Cd" - abhangiges Phospholipid, das eine hohe Affifii@Phosphatidylserin besitzt. Es
eignet sich, da Phosphatidylserin zu Beginn der pipee an die aul3ere
Plasmamembran verlagert wird, somit als Markeraftioptotische Zellen. Nekrotische
Zellen, die durch mangelnde Membranintegritat aath Phosphatidylserin positiv
erkannt werden, konnen durch eine GegenfarbungPRmopidiumiodid differenziert
werden.

Als Kontrolle dienten Zellen, die nur mit den jeligen Losungsmitteln der
Medikamente (DMSO bzw. #D) entsprechend der hdchsten verwendeten
Konzentration behandelt wurden.

Im Folgenden zwei beispielhafte Exemplare eineseXim5 Assays:

§ 4anneXIT1 Bg1Kont.008 v‘? 4annexin Bg1Kont.008 File: 4annexin Bg1Kont.008
-~ E Sample ID: 4annexin Bg1Kont
080 oD _ Acquisition Date: 07-Mar-07
o % - Gate: No Gate
3 8 Gated Events: 10000
5o £ Total Events: 10000
Q Ke] 3
a3 8- Quad Events % Gated % Total
S o273 UL 377 877 877
UR 816 8.16 8.16
o r o?__ Sl h - LL 6375 63.75 63.75
0 200 400 600 800 1000 100 10! 102 108 104 LR 2432 2432 2432
FSC-Height AnnexinV FITC ’

Abb. 3-15: Beispiel fur die unbehandelte Kontra@iees Apoptoseinduktionsassays mit BG1. Die linke
Abbildung (FSC-Height= Forward light scatter) zeigis Vorwartsstreulicht, das zur GréRenbestimmung
der Zellen verwendet wird. In der rechten Abbildumgtspricht der linke untere Quadrant (LL) den
vitalen Zellen, der rechte untere Quadrant entepden apoptotischen Zellen (Phosphatidylserintppgsi
Propidiumiodid negativ). Bei den oberen Quadranteprasentiert der rechte die nekrotischen
(Phosphatidylserin und Propidiumiodid positiv) 2ellund der linke die Zelltrimmer (Phosphatidylserin

positiv, Propidiumiodid negativ).
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o 4annexin Bg1F.014 < 4annexin Bg1F.014
S T— =8 File: 4annexin Bg1F.014
o ] Sample ID: 4annexin Bg1F
3 _qc,"’e 4 Acquisition Date: 07-Mar-07
% 3 'g E  Gate: No Gate
'% ) E“'o E Gated Events: 10000
(8);- g :_E -~z Total Events: 10000
< o
° &5 ] Quad Events % Gated % Total
b E UL 466 4.66 4.66
I8 _ o1 WA UR 2657 2657 2657
- LL 3118 31.18 31.18
0 200 400 600 800 1000 100 10! 102 10% 10t LR 3759 5759 37.59
FSC-Height AnnexinV FITC : :

Abb. 3-16: Darstellung von mit 10uM Carboplatin ud@5uM Lonafarnib behandelten Zellen (BG1).
Gegeniber der Kontrolle zeigt sich eine Zunahmeeahten unteren und oberen Quadranten, also der
nekrotischen und apoptotischen Zellen.

Die linke Abbildung (FSC-Height= Forward light ste) zeigt das Vorwartsstreulicht, das zur

GrolRenbestimmung der Zellen verwendet wird.

3.3.1 Apoptose Messung BG1
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Zelltrimmer 1,69 1,4 1,59 1,46 1,23 2,19 2,23

Vital 68,82| 57,32 51,35 57,1 43,04 38 40,63
Nekrose 6,2 9,87 11,21 11,27 14,64 20,9 19,99
Apoptose 23,29 31,4 35,84 30,16 41,07 39,31 37,15

Tabelle 3-11: Mittelwerte der vitalen, nekrotischemd apoptotischen Populationsanteile aus 3

Apoptoseinduktionsassays mit BG1.



Ergebnisse

BG1 Apoptoseinduktionsassay B Zellrimmer

80 B Nekrose

m Vital
- Apoptose

(2]
o
—
1

N
o
=]
il
—

jam

s

S

Prozent der Population

[T

S
S
ey
=
i

Lona:0,3uM i I ‘
¥
[T

o
Kontrolle
Carbo: 5uM ;
0,05uM
Carbo:
5uM/Lona:
0,3uM
Carbo:
10uM/Lona:
0,05uM

Carbo:10uM l I
3
Lona aliﬂ'ﬂzﬂ—i

Konzentration (uUM)

Abb. 3-17: Mittelwerte aus 3 Apoptoseinduktionsassyt BG1.

Sowohl Carboplatin als auch Lonafarnib fuhrt bei BBGu einer Zunahme des
apoptotischen und nekrotischen Gesamtanteils dépapelation. Die Kombination

von Carboplatin 10uM und Lonafarnib 0,05uM fihrbeiazu einem héheren Anteil an
nekrotischen und apoptotischen Zellen als die jikyezi Einzelsubstanzen.

Bei Kombination von Lonafarnib in hoherer Konzetioa (0,3 pM) und Carboplatin
(5uM) ist nur eine Erhéhung des nekrotischen, nigdoch des apoptotischen
Populationsanteils gegentber der Einzelanwendung ionafarnib in gleicher

Konzentration zu beobachten, verglichen mit Carsioplin Einzelanwendung kommt

es jedoch zur Zunahme von Apoptose und Nekrose.
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3.3.2 Apoptose Messung Skov3

Skov3
Kontrolle
Carbo: 5uM
Carbo:10uM
Lona: 0,5uM
Lona:5uM
Carbo: 5uM/ Lona: 5uM
Carbo: 10pM/ Lona: 0,5uM

Zelltrummer | 3,68 6,09 5,76 6,03 5,61 4,17 4,64

Vital 77,36 | 71,29 70,91 72,21 70,12 58,34 51,84

Nekrose 6,92 8,85 9,09 8,61 9,74 13,57 16,85

Apoptose 12,03 | 13,77 14,24 13,15 14,53 23,92 26,66

Tabelle 3-12: Mittelwerte der vitalen, nekrotischemd apoptotischen Populationsanteile aus 3

Apoptoseinduktionsassays mit Skov3.

Skov3 Apoptoseinduktionsassay B Zellrammer
100 B Nekrose
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Carbo
5uM/Lona:
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Carbo
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10pM/Lona:

Konzentration (UM)

Abb. 3-18: Mittelwerte aus 3 Apoptoseinduktionsgssait Skov3.

Auch die Betrachtung der Ergebnisse des Apoptoskti@hsassays mit Skov 3 zeigt
eine deutliche Zunahme der apoptotischen und niekh@n Populationsanteile bei allen

Medikamentenkonzentrationen und -kombinationen.t¥vein ist deutlich, dass beide
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Medikamentenkombinationen (Carboplatin 5uM und 10mM Lonafarnib 5uM und

0,5uM) einen besseren Effekt erzielen, als die iigyed Einzelkonzentrationen.

3.4 Medikamentenakkumulation mit Daunorubicin

Untersucht wurde die moégliche hemmende Wirkung konafarnib und Carboplatin
auf Multi-Drug-Resistance Proteine, wie z.B. P-Glymtein und MRP 1 & 2Als
Farbstoff und bekanntes Substrat fur die MDR-Pneteiwurde Daunorubicin
verwendet. Als Positivkontrolle wurde, da bekarsif dass es MDR-Proteine durch
kompetitiven Antagonismus hemmt, Benzylisothiocyagenutzt.

Die Inkubationszeit betrug 60 Minuten, danach wurdie Akkumulation des
Daunorubicins mittels FACS gemessen.

Gezeigt sind die Ergebnisse aus drei voneinandexbhiingig durchgefihrten

Experimenten.

3.4.1 Akkumulationsversuche BG1

Akkumulationsassay BG1 mit Daunerubicin
& BITC 100 nM
120,00 ~
""" i g 10 pM Carboplatin
80,00 -
Q
g 0,1 pM Lonafarnib
c
o 40,00 -
A4
S .
@ i m 10 pM Lonafarnib
© 000 — E=== ////5’%
= ! e +444
S G ot
L L 1
N i 0,1 UM Lonafarnib
o R
a 40,00 - - +10 UM
[ERERRT R Carboplatin
B 10 uM Lonafarnib
-80,00 - + 10 pM
Carboplatin

Abb. 3-19: Akkumulation von Daunorubicin in BG1.e0bifferenz zwischen ,Kontrolle mit DMSO* und
~Positivkontrolle mit Benzylisothiocyanat* wurdesall00% definiert, von diesem Bezug wurden die

restlichen Werte berechnet.
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Verwendete Substanz | Akkummulation (%)

Benzylisothiocyanat 100,00

Carboplatin 10 uM -54,29
Lonafarnib 0,1 uM 13,16
Lonafarnib 10 uM 19,66
Lonafarnib 0,1 uM

. -13,94
Carboplatin 10 uM
Lonafarnib 10 uM

93,64

Carboplatin 10 uM
Tabelle 3-13: genaue Werte fir die Akkumulation @aunorubicin in BG1.

In Abb. 3-19 ist zu sehen, dass sowohl die Einzetkatration von 10uM Carboplatin
als auch Carboplatin in dieser Konzentration miiu®/ Lonafarnib bei BG1 zu einer
verminderten Anreicherung von Daunorubicin fuhrt.

Anders verhélt es sich bei den Einzelkonzentratioman Lonafarnib (0,1 und 10uM)
sowie bei der Kombination von 10uM Carboplatin  mider hdheren

Lonafarnibkonzentration (10uM). Hier kommt es zmeei vermehrten Anreicherung
von Daunorubicin.

Im Vergleich zur Einzelanwendung von Lonafarnib ¥D(19,66% der Kontrolle) zeigt
die Kombination mit Carboplatin eine sehr starkeedcherung (93,64% der Kontrolle).
Bei Lonafarnib korreliert die HOhe der verwendet€anzentration positiv mit der
erzielten Mehranreicherung von Daunorubicin. Sortfithe Verwendung von 0,1uM
Lonafarnib zu einer Anreicherung von 13,16% gegentder Kontrolle, bei

Verwendung von 10uM Lonafarnib betragt die Anrercing schon 19,66% der
Kontrolle.
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3.4.2 Akkumulationsversuche Skov3

Akkumulationsassay Skov3 mit Daunerubicin
120,00 +
BITC 100 nM
80,00 +
fo) T @ 10 uM Carboplatin
S 40,00 -
IS
g b+ 94 0,1 uM Lonafarnib
— 0,00
()
gel .
= m 10 pM Lonafarnib
© -40,00 -
o
o : n 0,1 uM Lonafarnib +
-80,00 10 pM Carboplatin
8 10 uM Lonafarnib +
-120,00 - 10 uM Carboplatin

Abb. 3-20: Akkumulation von Daunorubicin in Skou3ie Differenz zwischen ,Kontrolle mit DMSO*
und ,Positivkontrolle mit Benzylisothiocyanat” wiedals 100% definiert, von diesem Bezug wurden die

restlichen Werte berechnet.

Verwendete Substanzl Akkumulation (%)

Benzylisothicyanat 100,00
Carboplatin 10 uM -68,36
Lonafarnib 0,1 uM 31,27

Lonafarnib 10 uM 15,41

Lonafarnib 0,1 uM
Carboplatin 10 pM 20,43
Lonafarnib 10 uM

Carboplatin 10 uM 42,05
Tabelle 3-14: genaue Werte fir die Akkumulation @aunorubicin in Skov3.

Ahnliche Ergebnisse werden im Akkumulationsversuuh Skov3 erzielt (Abb. 3-20
und Tabelle 3-14). Auch hier fuhrt die alleinigehBadlung mit 10uM Carboplatin

nicht zu einer Akkumulation, sondern zu einem vdrten Efflux von Daunorubicin.
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Die Einzelverwendung von 0,1 bzw. 10 pM Lonafarfiinrt zu einer vermehrten

Anreicherung. Im Gegensatz zu den Versuchen mit B@Gteliert hier die H6he der

verwendeten Konzentration jedoch nicht positiv oktr Menge des angereicherten
Farbstoffs (31,27% mit 0,1uM Lonafarnib gegentlded1% mit 10uM Lonafarnib).

Bei beiden Kombinationen mit Carboplatin kommt érdalls zu einer vermehrten
Akkumulation. Die Kombination mit 0,1uM Lonafarnind Carboplatin zeigt jedoch

keinen besseren Akkumulationseffekt als die alggniAnwendung von 0,1uM

Lonafarnib (31,27 % gegenuber 20,43%).

Die Kombination von 10uM Lonafarnib und 10uM Carladin fuhrt allerdings zu einer

Anreicherung, die grof3er ist als die beiden Eirfrsiée.
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4 Diskussion

Der Forschungsbedarf fir neue Therapien des Okarmhoms ergibt sich aus dem
haufigen Versagen der aktuellen Chemotherapie werdddmit verbundenen hohen
Letalitat dieser Erkrankung. Die Standardtherapestehend aus der Kombination von
Carboplatin mit Paclitaxel, ist gekennzeichnet vemer sich oft entwickelnden
Resistenz des Tumors gegeniber diesen Substangbesondere problematisch ist die
Carboplatinresister?: °® Ein méglicher Ausweg aus diesem Problem ist die
Kombination von Carboplatin mit einer neuen Substamelche die sich ausbildende
Resistenz durch andere Wirkungsmechanismen als ktkssische Zytostatikum
Carboplatin Gberwindet.

Gegenstand dieser Arbeit war die Untersuchung gistescher Effekte zwischen
Carboplatin und Lonafarnib auf die Ovarialkarzin@tiiimien BG1 und SKOV-3.
Bereits nachgewiesen worden sind synergistischekiff zwischen Lonafarnib und
Taxanen sowie bei einigen Zelllinien zwischen Lamaib und CisplatinAuch gibt es
Berichte Uber synergistische Effekte bei der Korabon mit dem Antidstrogen
Tamoxifen und dem Aromataseinhibitor Anastrozol, dass die Kombination mit
Carboplatin Erfolg versprechend erschteff: **

Carboplatin ist ein zu den Platinverbindungen gehdes Zytostatikum, das vor allem
zur Beka&mpfung solider Tumoren eingesetzt wird. ®egseines glnstigeren
Nebenwirkungsspektrums wird es seinem sehr &ahmlichMorgéanger Cisplatin

vorgezogen. Seine Wirkung entfaltet es durch Bitgdwon Aquokomplexen und die
dadurch entstehende Vernetzung von DNA-Strangenbdptatinresistenzen gehoren

zu den grof3en Problemen aktueller Chemotherapien.

Lonafarnib ist ein Farnesyltransferase Inhibitorr dentwickelt wurde um die
posttranslationellen Modifikationen am Ras-Protein hemmen. Dass auch weitere
Zielproteine durch Lonafarnib erreicht werden usdderch andere Mechanismen, wie
die Beeinflussung von Multi Drug Resistance Praejnwirkt, wurde erst nachtraglich
entdeckt. Hinweise hierfir waren durch die Tatsadass Lonafarnib unabhéngig vom
Ras-Mutationszustand einer Zellreihe Wirkungen adtef, gegebet.*® > 4" ""Auch

die Entdeckung, dass es trotz alternativer Preoylaton K- und N-Ras durch die
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Geranyltransferase — ein der Farnesyltransferasdiches Enzym — zu einer
Wachstumshemmung kommen kann, trug dazu bei, da&seaWirkungsmechanismen
in Betracht gezogen wurdéf.So sind zunéchst andere, ebenfalls einer Farrigsyla
unterlegenen Proteine wie Rho, Rheb und CENP-E/EENIs weitere Ansatzpunkte
von Farnesyltransferase Inhibitoren wie Lonafarmib nennen. Ebenso beschrieben
worden sind Effekte auf die Ausfihrung des Zellmgklsowie die Induktion von
Apoptose und die Vaskularisation maligner Tumoren.Ras-aktivierten Tumoren
erhohten FTI auBerdem die RadiosensitiVitabes Weiteren gibt es Hinweise, dass
Lonafarnib die Akkumulation von Medikamenten duidedulationen an Multi Drug

Resistance Proteinen erhchen k&hn

Erste Proliferationsassays zur Untersuchung vottr dad Konzentrationsabhangigkeit
der Medikamentenwirkung zeigten zum einen eine diasrSpektrum der verwendeten
Konzentrationen ausreichende Wachstumshemmung aniag. nach Zugabe der
Medikamente und zum anderen eine positive Kor@tatzwischen HoOhe der
verwendeten Konzentration und erzielter Hemmungéiwachstum. Hier deutete sich
bereits an, dass die Zellreihe SKOV-3 weniger engbith auf beide Substanzen
reagiert als BG1. So wurde eine 50%ige Wachstumsharg (IC50) bei BG1 mit 3,8
UM Carboplatin bzw. 0,17 uM Lonafarnib erreicht,hneénd fur gleiche Effekte bei
SKOV-3 18,8 uM Carboplatin benétigt wurden. Mit ladarnib konnte eine 50%ige
Wachstumshemmung bei SKOV-3 mit den verwendetenz&uatnationen tberhaupt
nicht erzielt werden (maximal verwendete Konzemrat 5uM, resultiertes
Zellwachstum: 79,6% der Kontrolle).

Die Untersuchung auf ein Zusammenwirken der Mediaa zeigte, insbesondere bei
BG1, bei einigen Konzentrationen ein positives Rasumit einem Interaktionsindex
kleiner als 1, also synergistische Effekte. Da ¢de®ch nicht Gber das ganze Spektrum
der verwendeten Konzentrationen nachweisbar warssmeher von einem sich
andeutenden, moderaten Synergismus ausgegangeenwerd

Bei Skov-3 liel3 sich ein Interaktionsindex < 1 i@ sehr wenigen Konzentrationen
nachweisen, so dass allenfalls von einem leichj@eigismus bzw., da die Werte um 1

schwanken, additiven Effekt gesprochen werden kann.

Zellzyklusanalysen anderer zeigten einen G2-/M-Bhasest fur Lonafarnib bei

einigen Zellreihert! In anderen Untersuchungen bewirkte Lonafarnibrei@é-Arrest
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oder einen G2-/M-Phasen-Arrest, abhangig vom (Hs)Matationszustand der
Zellreihe. Auch waren bei einigen Zelllinien tibeuptikeine Anderungen im Zellzyklus
nachweisbar.

Zelllinien, die H-Ras mutiert sind, reagierten alié Behandlung mit FTI mit einem
G1-Arrest. Ebenso mit einem G1-Arrest reagierteiede die das Wild-Typ p-53
Tumorsuppressorprotein expremierten. Als Mechansmeirde hierfir bei H-Ras
mutierten Zellen diskutiert, dass aufgrund keir@araativen Farnesylation die Bindung
an die Zellwand und damit die Funktion von Ras klattpnterbunden wird. Der durch
p-53 induzierte G1-Arrest wurde durch eine vernmelEkpression von p-21, einem
Zielprotein von p-53, erklart, wobei ein intakte$® fur die Hochregulation von p-21
notig war. Dies fuhrt letztendlich tber einen ednigten Cyclin E / CDK 2 — Spiegel zu
einer verminderten Phosphorilierung des Rb-Proteimsd damit zum Gl1-
Zellzyklusarrest.

Dagegen fuhrte die Behandlung von FTI sensitivechtnmutierten (Wild-Typ-Ras)
und K-Ras mutierten Zelllinien zu einer Akkumulatim der G2-/M-Phasé&. ®°

Eine mdgliche Erklarung hierfir ist in den ebergainer Farnesylation unterlegenen
Zentromerproteinen CENP-E und CENP-F zu finden. EHN ist ein
Kinesinmotorprotein, das uUber die Mikrotubulus Aftheg am Kinetochore in der
Metaphase die Teilung der Schwesterchromatiden girohd. Fur die funktionelle
Bindung von CENP-E mit den Mikrotubuli der Zell¢ éie Farnesylation erforderlich.
CENP-F ist ein zellzyklusreguliertes ,Chromosomesdeager Protein®, das ebenfalls
fir den Ubergang von der G2 in die M-Phase deszyldlis notwendig ist. Da beide
Proteine keiner alternativen Farnesylation untgere fiihrt die Behandlung mit FTI zur
kompletten Funktionseinbul3e. Die richtige Posigonng und Ausrichtung der
Chromosomen vor der Teilung ist somit gestort un#t@nmmt zur Akkumulation in der
G2-/M-Phasé.

Im Grol3en und Ganzen konnten diese Effekte hiercjedicht gezeigt werden. Ein G1-
Arrest konnte bei keiner der beiden Zellreihen gaetiesen werden.

Die Behandlung von BG1 mit den verwendeten Medikaee fihrte sowohl in
Einzelbehandlung als auch in Kombination zu einen@&me der sich in der GO-/G1-
Phase (und nicht zu einem G1-Arrest) befindlichetiea zugunsten des apoptotischen
und nekrotischen Populationsanteils und nicht zoereiZunahme des G2-/M-
Phasenanteils. Eine Ausnahme bildet die hohereelkiomzentration von Lonafarnib
(0,3uM): hier deutet sich mit 38,26% gegeniber B&tbei der Kontrolle eine leichte
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Akkumulation in der G2/M-Phase an. Bei beiden veweten Kombinationen von
Medikamenten lie3 sich ein héherer Anteil von aptgthen/nekrotischen Zellen
nachweisen, so dass sich hier ein die Proliferaiesays bestatigender synergistischer
Effekt andeutet.

Bei SKOV-3 zeigte die alleinige Behandlung mit Gaplatin und die Kombination von
Carboplatin mit Lonafarnib Ansatze eines G2-/M-Rmasrest, nicht jedoch die
alleinige Behandlung mit Lonafarnib. Auch hier égte die Umverteilung zu Lasten
der GO-/G1-Phase, so dass kein G1-Arrest nachweisba

Der Teil der toten Zellen ist bei allen Konzenwatn und Kombinationen hoher als in
der Kontrollpopulation. Eine Kombination (Lonafasnund Carboplatin je 5uM) zeigt
einen hoheren Anteil an apoptotischen/ nekrotiscizatien als die jeweiligen
Einzelkonzentrationen. Bei der anderen Kombinatiflronafarnib 0,5uM und
Carboplatin 10uM) ist der gemeinsame Effekt hoher die Einzelanwendung von
Lonafarnib, nicht jedoch als 10uM Carboplatin aléeilnsgesamt deuten sich auch hier

synergistische Effekte an.

Nicht untersucht worden ist der Ras-Mutationszubder verwendeten Zelllinien. Eine
H-Ras Mutation ist jedoch unwahrscheinlich. Zumeainda die meisten menschlichen
Tumoren Mutationen im K-Ras Protein aufweisen umes @uch zu den am haufigsten
im Ovarialkarzinom nachgewiesenen Mutationen zZh#um anderen zahlen H-Ras
aktivierte Tumorzellen zu den auf die Behandlung Rl hochsensitiv reagierenden
Zellen, und dass die Zellen hochsensibel auf Londdaeagieren kann — insbesondere
fur SKOV-3 — nicht behauptet werden. Auch wurdehhigntersucht, ob ein Wild-Typ-
p-53 oder die mutierte Form vorliegt.

Zur genauen Einordnung der gefundenen Effekte wire weitere Untersuchung der
Zellreinen auf die genannten Verdnderungen sinnedl kann jedoch festgehalten
werden, dass die Behandlung mit sowohl Lonafarmitéh Garboplatin einzeln als auch
die Kombination der Medikamente Wirkungen auf detiZZklus hat, die insbesondere
in einer Abnahme des GO-/G1- Anteils und Zunahmepggiischer und nekrotischer
Zellen besteht.

Untersuchungen auf Apoptoseinduktion im Annexingsdy ergaben eine Zunahme
vor allem des apoptotischen Populationsanteilseilddn Zelllinien nach Behandlung

mit Kombinationen als auch Einzelbehandlung mit©atatin und Lonafarnib.
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Gegenuber den Einzelkonzentrationen zeigten diel{mationen der Medikamente bei
BG1 eine bessere Wirkung. Bei einer Kombinatior0§QM Lonafarnib und 10uM
Carboplatin) findet sich sowohl ein hoherer Antegkrotischer als auch apoptotischer
Zellen im Vergleich zu den jeweiligen Einzelanwenden. Die andere Kombination
(0,3uM Lonafarnib und 5uM Carboplatin) weist nunexi Anstieg des nekrotischen
Populationsanteils gegentber der Einzelanwendung 9@uM Lonafarnib auf.
Verglichen mit der entsprechenden Einzelanwendumg €arboplatin erhéhen sich
sowohl der nekrotische als auch der apoptotischeilArsomit deuten sich auch hier
synergistische Effekte beider Substanzen an saelieesne Bestatigung der bekannten
Apoptoseinduktion der Medikamente zeigt.

Auch bei SKOV-3 deuten sich synergistische Effekt@an: Beide
Medikamentenkombinationen weisen einen hdherenilfartesowohl apoptotischen als
auch nekrotischen Zellen gegentber den jeweiliggmdlanwendungen auf. Des
Weiteren fuhrt die Kombination, bei der Carboplatirmnéherer (10uM) und Lonafarnib
in niedrigerer (0,5uM) Konzentration verwendet wendist, insgesamt zu einem
starkeren Effekt als die andere Kombination vorbjeM beider Substanzen. Diese
Beobachtung stimmt mit den Konzentrationsversudhe®roliferationsassay uberein:
Die Zellreihe SKOV-3 reagiert in den gewdahlten Kentzationen besser auf
Carboplatin als auf Lonafarnib.

Als mdglicher Mechanismus zur Auslosung von Apsptalurch Lonafarnib ist die
Aktivierung von Caspase 8 sowie die vermehrte Esgiom von DR5 (=Death Receptor
5, ein zur Superfamilie der TNF-Rezeptoren gehdentbdesrezeptor) beschrieben
worden® Damit aktiviert Lonafarnib den extrinsischen (umight intrinsischen, tber
die Mitochondrien gesteuerten) Weg der Apoptosditidn. Uber sich in der
Plasmamembran befindende o0.g. Rezeptoren kommiresSzart der kaskadenartigen
Aktivierung von Caspasen, beginnend mit Caspase 8.

Auch Carboplatin setzt bei der Auslosung von Apseetobei Mitgliedern der
Proteasenfamilie ,Caspasen” an: Es fiihrt zu eir@vferung von Caspase 3, die einen
der Endschritte in der Induktion von Apoptose dalitst> *

Die Ausbildung von Cis- bzw. Carboplatinresistenzensoliden Tumoren wie dem
Ovarialkarzinom wird als multifaktoriell beschrigbeZu den Mechanismen gehéren

unter  anderem  Anderungen in: DNA  Reparaturmechamsm zum
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Glutathionestoffwechsel gehérenden Enzymen, Pramgen- und Apoptose
regulierenden Genen und den Zellzyklus regulierdmgeine®

Als ein weiterer mdoglicher Mechanismus der Carbmplasistenz von malignen
Neoplasien ist die Uberexpression von Multi-DrugsR&nce-Proteinen beschrieben
worden® *° Physiologische Funktion dieser Proteine ist dehu®c der Zelle vor
Vergiftung. Bei der Therapie von Tumoren ergibthsitierdurch das Problem der
verminderten Akkumulation eines Medikamentes imlideéren, was durch die haufig
vorhandene Uberexpression dieser Proteine durcideror besonders ausgepragt ist.
Die verminderte Akkumulation zu Uberwinden, istegimler moglichen Anséatze neuer
Kombinationstherapien.

Das am haufigsten Uberexpressierte MDR-Proteirdast P-Glykoprotein, als dessen

Potenter Inhibitor sich Lonafarnib bereits erwieban

N-linked glycosylation sites

Photoaffinity labelled region Photoaffinity labelled region

Phosphorylation sites

NHT

NBD4

NBD, coo’

Abb. 4-1: Schematische Darstellung des P-Glycoprsta der Zellmembraf.”

Bei P-Glycoprotein handelt es sich um ein 170kDa3gs Plasmamembranprotein, das
zur ATP-bindenen Superfamilie der Membranproteiakdgt. Beim Menschen wird es
durch das MDR1 und MDR2 Gen kodiert. Gebildet wasl aus zwei Halften, die
jeweils eine ATP-Bindungsstelle enthalten und florkell miteinander interagieren. Da
der Substanztransport mittels P-Glycoprotein Ereatphangig ist, ist die Fahigkeit zur
Hydrolyse von ATP essentiell.

Mit der Rolle des Schutzes von Zellen vor endo- ro@&ogener Vergiftung
einhergehend, befinden sich P-Glycoproteine phggisth haufig an der zur
Plasmamembran zeigenden Seite einer Zelle. Im emt&astrointestinaltrakt findet
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sich P-Glycoprotein an der Mukosa und verhinded Aufnahme bzw. fordert die
Exkretion toxischer Stoffe. Auch in Leber und Niérelet es sich zu diesem Zweck am
Lumen zur Galle bzw. zum Nephrdrf?

Als generelle Mechanismen zur Hemmung des Subs#asgtortes wére eine Stérung
der Substanzerkennung, der Bindung oder HydrolgeeATP denkbar. Der grofite Tell
der P-Glycoproteininhibitoren (bt seine Wirkung mbéber einen weiteren
Mechanismus, dem kompetitiven Antagonismus,‘aus.

Die Liste der bekannten P-Glycoproteinsubstratefagst eine grof3e Anzahl von
hydrophoben und amphipathischen Substanzen. Nebeedikbdnenten zur
Krebsbekéampfung gehoéren beispielsweise auch in HR&f-Therapie eingesetzte
Proteaseninhibitoren zu den Substrafeff.

Lonafarnib ist als Inhibitor sowohl des P-Glycogios als auch anderer zur ATP-
bindenen Transporter Familie gehérender Proteirezv. MRP 1 & 2 bekanrit.
Darliber, ob Carboplatin zu den P-Glycoprotein Sabst gehdrt, finden sich
unterschiedliche Meinungen. Teilweise wird Carbtiplals Substrat genantftandere
dagegen sagen, dass Carboplatin bzw. Platinvenbgaauim Allgemeinen nicht zu den
P-Glycoproteinsubstraten geh6/&r?

Einigkeit herrscht aber dariber, dass Cisplatinu—-dem Carboplatin tUberwiegend
kreuzresistent ist — kein Substrat des P-Glycoprstst.

Cisplatin wird jedoch durch andere MDR-Proteinee WiRP1 (ABC-C1) und MRP2
(ABC-C2, cMOAT), aus der Zelle beférdért.

Eine Uberexpression der beiden — ebenfalls zur laméer ATP-abhingigen ABC-
Transporter gehdérenden — MRP 1&2 Proteine wurdeenschiedensten Tumoren, wie
z.B. Lungen-, Blasen-, Brust- und Ovarien, gefunden

Im Gegensatz zu P-Glykoprotein agieren MRP1 und RIRB Glutathion-Pumpen. Das
heil3t, sie transportieren an Glutathion gebundernst&nzen aus der Zelle. Glutathion-
Pumpen spielen aul3erdem eine Rolle bei der Basegigon Schwermetallen. Auch
Cisplatin ist dafiir bekannt, intrazellular mit Githion zu interagiereH. Sowohl fiir
MRP1 als auch MRP2 wurde ein direkter Zusammenlangchen Uberexpression des

Proteins und Cisplatinresistenz der Zellen gefurfdéf

Die hierzu durchgefiihrten Untersuchungen an dehéfleé BG1 mit Daunorubicin
ergaben, dass die Kombination von Lonafarnib undb@aatin in einer der

verwendeten Konzentrationen zu einer vermehrtenuAkiation des Daunorubicins
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gegenuber der Kontrolle fuhrten (je 10uM Lonafaroiid Carboplatin). Auch in der
Einzelanwendung konnte fur Lonafarnib dieser Effelsei den verwendeten
Konzentrationen nachgewiesen werden; hier kortelidie Hohe der Konzentration
positiv mit dem Akkumulationseffekt des Daunorubgi(13,16% bei 0,1uM und
19,66% bei 10uM). Die Kombination von je 10uM beideubstanzen erbrachte
aul3erdem eine starkere Akkumulation als beide Medédate einzeln, entsprechend
einem sich erneut andeutendem synergistischentEHete verminderte Akkumulation
des Daunorubicins dagegen erbrachte die Einzelahwngnvon Carboplatin sowie die
Kombination mit der niedrigeren Lonafarnibkonzetitna.

Ahnliche Ergebnisse erbrachten die Akkumulationsweine mit SKOV-3: Die
Einzelanwendung mit Carboplatin erbrachte eine veterte Akkumulation gegenuber
der Kontrolle. Die Kombinationen und Einzelanwengleim von Lonafarnib zeigten eine
positive Akkumulation gegeniber der Kontrolle. Jdd&orrelierte hier bei Lonafarnib
die Hohe der Konzentration nicht positiv mit denfe&t (0,1uM, 31,27% und 10uM,
15,41%). Beide Medikamentenkombinationen erbrachtesitive Akkumulationen;
anders als bei der Einzelanwendung war die hoheneaflarnibkonzentration der
niedrigeren (jeweils mit 20uM Carboplatin) Uberled20,43% gegeniiber 42,05%).

Es deutet sich somit auch hier ein synergistisch#ekt zwischen den beiden
Medikamenten an.

Die beschriebene verminderte Anreicherung von Daubioin unter Carboplatin in
Einzelanwendung ist bei beiden Zellreihen zu finde BGL1 ist sie aul3erdem bei der
Kombination von Carboplatin mit der geringeren Lamaibkonzentration (0,1uM) zu
finden. Mit den hier angewendeten Methoden istaiBeobachtung nicht endgultig
erklarbar. Es scheint jedoch durch die verwend8ignstanzen hervorgerufene Effekte

an den Effluxpumpen zu geben.

Es bleibt festzuhalten, dass die eingangs gestalitge, ob sich synergistische Effekte
zwischen Carboplatin und Lonafarnib in vitro fesliein lassen, grundsatzlich bejaht
werden kann.

Dies zeigte sich zum einen durch die durchgefihRerliferationsassays mit einem
Interaktionsindex kleiner als 1 bei einigen Konzatibnen. Da dies jedoch nicht Uber
das komplette Konzentrationsspektrum der Falksiife — insbesondere bei SKOV-3 —
von sich andeutenden, moderat synergistischen ulditiveen Effekten gesprochen

werden.
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Auch in den weiterhin durchgefuhrten Experimentan Zellzyklusanalyse hat sich ein
Synergismus angedeutet: der Populationsanteil dentZellen (apoptotisch oder
nekrotisch) war bei einigen Kombinationen der Medilente groRer als unter
Einzelanwendung.

Bei Messungen der Apoptoseinduktion zeigten sichnigex vitale Zellen bei
Anwendung der Medikamentenkombination und bei ein@nolteil der Féalle ein
groRerer Anteil sowohl nekrotischer als auch apogatoer Zellen.

Die Untersuchung der Medikamentenakkumulation &ilz etwas widersprichlichen
Ergebnissen. Sehr deutlich wurde hier, dass derer§igmus, der diesen
Wirkungsmechanismus von Lonafarnib betrifft, nureinigen, und bei BG1 nur einer
der verwendeten Kombination zu finden war.

Fraglich ist auRerdem, warum die Einzelanwendung @arboplatin zu einer so stark
gehemmten Medikamentenakkumulation fiihren sollbeyatl eine generelle Resistenz
der verwendeten Zelllinien mit anderen Methoderiiru beobachten war. Um diese
Frage zu klaren, mussten weitere Untersuchungechdefihrt werden, z.B. auch mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Carboplatin.

Ein Synergismus, nachgewiesen durch Proliferatesesgs, wurde zwischen Lonafarnib
und Paclitaxel bereits fiir andere Zelllinien (IGRQVTOV-112D, PA-1) gezeidY. Fur
den Zellzyklus betreffende Effekte von Lonafarnilurden, wie oben beschrieben,
bereits verschiedene Ergebnisse gefunden: In eirdgédreihen wurden GO/G1- Arreste
beschrieben, in anderen kam es zum G2-/M-PhaseestArAuch gibt es Berichte
daruber, dass Lonafarnib bei bestimmten Zellreikkeinen Effekt auf den Zellzyklus
ausibt: ®* ® Somit scheinen die Zellzyklusveranderungen speififir einzelne
Zellreihen zu sein.

Die gefundene Apoptoseinduktion von sowohl Lonadfarals auch Carboplatin ist

bekannt und stimmt mit anderen Uber&ig® °

Bezuglich der klinischen Anwendung von Lonafarndgén bereits einige Ergebnisse
vor. Lonafarnib wurde in einer Phase 1 Studie aRrdfikten getestet und die
Dosierung, bei der die Nebenwirkungen vertretbad whe Wirkung dennoch
ausreichend ist, fir Phase 2 Studien bestifnit. > In einer weiteren Studie ist
festgestellt worden, dass es mdoglicherweise besser Lonafarnib hoch und
intermittierend zu verabreichen, als in niedrigenand daftr kontinuierlicherer

Dosierung??
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Auch konnte eine in vivo Wirkung von Lonafarnibi Behandlung von CML Patienten
nachgewiesen werdéh.

Die Monotherapie mit Lonafarnib in einer Phase 2ud& erbrachte beim
therapierefraktaren kolorektalen Karzinom keinerieden stellenden Ergebnis&eDie
Kombination mit Paclitaxel in einer weiteren Ph&ssowie einer Phase 1 Studie beim
ebenfalls therapierefraktaren NSCLC erbrachte dageupsitive Resultate. Es konnte
eine Klinisch relevante Wirkung dieser Kombinatlm wenig Toxizitat nachgewiesen
werden®® 3% Auch die Kombination mit Gemcitabine erbrachte iemtal beim
fortgeschrittenen Urothelkarzinom - positive, dieur€hfihrbarkeit bestatigende
Ergebniss&®

Diese insgesamt positiven Resultate bereits dufihger Phase 1 & 2 Studien mit
Lonafarnib zeigen die klinische Bedeutsamkeit dieSebstanz. Erfolgreich waren
insbesondere Kombinationstherapien mit anderen t&ubsn, so dass ein neuer in
vitro- Nachweis synergistischer Effekte — nun miarliplatin — die weiteren
Moglichkeiten von Kombinationsmoglichkeiten des Ebhafarnib aufzeigt. Da jedoch
nur 2 Zellreihen des Ovarialkarzinoms untersuchtden sind missten, damit die
gefundenen Effekte besser zu verallgemeinern wanaitere Untersuchungen mit
anderen Zelllinien des Ovarialkarzinoms durchgdfidverden. AufRerdem ware —
bezogen auf die Zellzyklusanalyse — eine Untersoghder verwendeten Zellen auf

den Ras- und p-53 Mutationszustand sinnvoll.
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5 Zusammenfassung

Sich schnell entwickelnde Platinresistenzen gehé@reden ungelésten Problemen der
Chemotherapie des Ovarialkarzinoms. Die Kombinatron Carboplatin mit neuen
Substanzen ist eine Moglichkeit, diesen Hindermsaebegegnen.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich in viggnergistische Effekte zwischen
Carboplatin und dem Farnesyltransferase Inhibit@ndfarnib in den humanen
Ovarialkarzinomzelllinien BG1 und SKOV-3 nachweidassen.

Proliferationsassays zeigten bei beiden Zelllinreeben einer positiven Korrelation
zwischen Substanzkonzentration und Wachstumshemmumegrgistische Effekte bei
einigen Konzentrationen. Berechnet worden sindedigch den Interaktionsindex.
Weiterhin untersucht worden sind die Wirkungen Medikamente auf den Zellzyklus.
Nicht nachweisbar war hierbei ein in der Literahereits beschriebener G1-Arrest
durch Lonafarnib. Ein G2-/M-Phasenarrest liel3 sacisatzweise bei einer Zellreihe
(SKOV-3) feststellen. Insgesamt bestanden die Edfedher in einer Zunahme von
apoptotischen und nekrotischen Zellen. Mit einesWahme korrelierte auch hier die
Konzentration positiv mit dem Anteil apoptotiscluerd nekrotischer Zellen.

Bei einigen Kombinationen deutete sich auf3erdem ineden Proliferationsassays
gefundene Synergismus an, da bei Kombinationsbdimagdein groRerer Anteil der
Population nekrotisch/apoptotisch war als bei @svejligen Einzelbehandlungen.
Ebenfalls durchgefiihrt worden sind Apoptoseinduldassays mit Annexin-5. Beide
Substanzen fuhrten zu einer Zunahme von beiden dforges Zelltodes, starker
induziert worden ist jedoch die Apoptose, was digelBnisse anderer bestatigt. Mit
einer Ausnahme bei BG1 deutete sich auch hier widde Synergismus zwischen den
beiden Substanzen an, indem der Anteil sowohl apspher als auch nekrotischer
Zellen bei gemeinsamer Anwendung gréf3er war alalbeniger.

Eine verminderte Medikamentenakkumulation als Fotgeer Uberexpression von
MDR-Proteinen wird als eine mogliche Ursache vosi®enzen gegeniber Zytostatika
angesehen. Untersuchungen hierzu erbrachten zem, @lass Lonafarnib allein und bei
einigen Konzentrationen auch gemeinsam mit Carlbioplau einer erhodhten
Akkumulation von Daunorubicin gegentber der Konédiihrt. Carboplatin alleine

fuhrte dagegen zu einer verminderten Akkumulation.
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Bei einigen Kombinationen der Substanzen ergal aich hier wieder eine bessere
Wirkung als bei Einzelanwendung, entsprechend eis&ch wie bei den anderen
Methoden andeutenden Synergismus.

Bei allen Methoden hat sich auRerdem gezeigt, d#éssZellreihe SKOV-3 etwas
weniger sensibel auf beide Substanzen reagier@&ils

Insgesamt l&sst sich festhalten, dass grundsatdbefon ausgegangen werden kann,
dass es zwischen Carboplatin und Lonafarnib iro\synergistische Effekte gibt. Die
Bedeutung der hier vorgestellten Untersuchunged dirrch eine aktuell durchgefiihrte
Phase Il Studie einer Kombinations- und Erhaltumgstpie mit Lonafarnib beim
Ovarialkarzinom der AGO Studiengruppe Deutschlamenstrichen.

In Zukunft genauer untersucht werden kdnnte zunergirwarum nur bei einigen
Konzentrationen ein Synergismus gefunden worden 4sim anderen ware, zur
genaueren Einordnung der Effekte in der Zellzykhadgse eine Untersuchung auf p-53
und Ras- Mutationszustand der Zellreihen interas®@rzogen auf die Versuche zur
Medikamentenakkumulation kdnnte weiter untersuchtden, warum Carboplatin in
Einzelanwendung zu einem so starken Efflux von Dauipicin fihrt. Des Weiteren
sind zur Verallgemeinerung Untersuchungen an andergelllinien des

Ovarialkarzinoms notwendig.
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6 Abklrzungsverzeichnis

ABC-Transporter
ATP

CML

CO,

DMSO

DNA

FACS

FCS

FIGO

FTI

g

GTP

kDa

MDR

MRP
NSCLC
PBS
Ras-Protooncogen
Rb-Protein
Rheb
Rhob

rpm

RPMI
TNFR
VEGF

DR5

ATP-binding cassette

Adenosintriphosphat
chronisch myeloische Leukamie

Kohlendioxid

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsaure

Flourescence activated cell sorting, Durclsitytometrie
fotales Kalber Serum

Federation Internationale de Gynecology etl'@dbstetrique,
Internationale Vereinigung fur Gynékologie und Gebhilfe
Farnesyltransferaseinhibitor

Gray, Beschleunigung als Vielfaches der Erdbeschigung
Guanosintriphosphat

Kilo Dalton

Multi Drug Resistance

Multi Drug Resistance Related Proteins

Non small Cell Lung Cancer, nicht-kleinzediid_-ungenkrebs
Phosphate Buffered Saline

Rat sarcoma- Protooncogen

Retinobalstom Protein

Ras-homologe-enriched in brain
Ras-homologe-gene-family, member B

revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
Roswell Park Memorial Institute medium, Zelkumedium
Tumornekrosefaktorrezeptor

Vascular endothelial growth factor, vaskulammdothelialer
Wachstumsfaktor

Death Receptor 5
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8 Anhang
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Promotionsprifung eingereichte Arbeit mit dem Tit8lynergistische Effekte von
Lonafarnib und Carboplatin auf humane Ovarialkaymaellen in vitro® in der Klinik
fur Gynakologie, gynakologische Endokrinologie u@dkologie unter Leitung von
Herrn Professor Dr. Wagner mit Unterstitzung didielrn Dr. Baumann ohne sonstige
Hilfe selbst durchgefihrt und bei der Abfassung Aldreit keine anderen als die in der
Dissertation aufgefuhrten Hilfsmittel benutzt halwh habe bisher an keinem in- oder
auslandischen Medizinischen Fachbereich ein GesmechZulassung zur Promotion
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