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1. Einleitung

1.1. Aligemeines

Die Malignitit eines Tumors resultiert aus der Abkopplung der Tumorzellen bvon
normalen Regulations- und Kontrollmechanismen des Zellwachstums und Zellzyklus.
Damit erlangen Tumorzellen die Potenz zu unkontrollietem Wachstum. Die
Proliferation normaler Zellen ist abhéngig von einer Reihe von Signalen und Faktoren,
wie interzelluliren Kontakten, vermittelt iiber spezifische Membranproteine,
extrazelluldren Matrixproteinen und humoral von Zytokinen.

Malignen Zellen sind dagegen meist nicht nur ihre urspriingliche Funktion und ihre
Sensibilitit gegeniiber Regulationsinteraktionen verlorengegangen, sondern sie erlangen
auch die Fahigkeit, neue und / oder vermehrt Faktoren zu synthetisieren und zu
sezernieren. Sie fordern damit entweder direkt, iiber autokrine Stimulation, oder iiber
Drittzellen (parakrin) ihr eigenes Wachstum. So sind normale Melanozyten in vitro
abhingig von diversen Medienzusédtzen und benétigen fiir ihr Wachstum das Zytokin
»basic-Fibroblast Growth Factor” (b-FGF), Melanozyten Stimulierendes Hormon
(MSH) und Serum. Melanomzellen als das maligne Pendant von differenzierten
Melanozyten konnen aber ohne die exogene Zugabe dieser Wachstumsfaktoren
proliferieren. Im Gegensatz zu normalen Melanozyten produzieren sie oft selbst b-FGF,
welches ihr Wachstum fordert (zur Ubersicht 1, 2).

Ein weiteres Malignitatskriterium stellt die vaskuldre Versorgung des Tumors dar. Die
Fahigkeit zur (Neo-)Angiogenese ermdglicht dem Tumor nicht nur ein schnelles
Wachstum iiber die durch die Diffusion begrenzte GréBe hinaus, sondern erhoéht
gleichzeitig auch das Risiko der Metastasierung (3). Dies wurde erstmalig am Beispiel
des kutanen malignen Melanoms beschrieben. Eine erhéhte GefiBdichte war bei
prognostisch eher giinstigeren Melanomen geringerer und mittlerer Grofle mit kiirzeren
Uberlebenszeiten assoziiert (4,5). Die Induktion einer wachstumsfordernden
Neovaskularisation scheint beim malignen Melanom schon frithzeitig und vor der
eigentlichen Tumorprogression stattzufinden (6).

Man vermutet, dass angiogenetisch wirksame Zytokine, deren Aktivierung oder

Inhibition experimentell {iber Proliferation und Migration der Endothelzellen



entscheidet, eine Schliisselfunktion bei der Angiogenese einnehmen. Die Expression des
Zytokins ,,Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) in Melanomzellen korrelierte
im Tierversuch mit Gefdneubildung, Tumorwachstum und Metastasierung (7).

Alle diese Beobachtungen weisen das maligne Melanom als ein Tumormodell aus,
dessen weitere Erforschung zum besseren Verstindnis der Pathomechanismen bei der

Tumorgenese dienen und zum Ansatz neuer Therapieprinzipien genutzt werden kann.

1.2. Malignes Melanom

Das maligne Melanom ist ein ausgesprochen bosartiger Tumor mit sehr frither und
unberechenbarer Metastasierung, der aus Pigmentzellen der Haut, den Melanozyten, als
Abkommlingen des Neuroektoderms, hervorgeht. Das Melanom der Haut kann in
normalen Hautarealen aus einzelnen, im Stratum basale der Epidermis liegenden
Melanozyten entstehen, oder in melanozytdren Naevi, gutartigen Pigmentzelltumoren.
Weitere mogliche Lokalisationen der Melanomentstehung sind die Schleimhéute, die

Uvea und die Hirnhéute.

Die Inzidenz des Melanoms ist weltweit steigend und betrifft besonders die hellhiutige,
kaukasische Bevolkerung Australiens, Nordamerikas und Nordeuropas (8). Einerseits ist
die zu starke UV-Belastung der Haut, vor allem in der Kindheit, als eine der Ursachen
fiir die Melanomentstehung anzusehen (9). Andererseits zeigen der kongenitale Naevus,
das Syndrom der dysplastischen Naevi und die familiire Neigung zur generellen

Ausbildung von Naevi die genetische Disposition zum erh6hten Melanomrisiko (10).

Das Melanom erscheint klinisch als unregelméBig begrenzter, inhomogen pigmentierter
Tumor, dessen Farbung von selten vollig pigmentfrei bis tiefbraun oder blauschwarz
reichen kann. Das Melanom variiert in der Wachstumsrate und sekunddrem
Erscheinungsbild, das durch Erosionen, Ulzerationen und Blutungen gekennzeichnet
sein kann. In der hellhdutigen Bevolkerung sind bei der Frau vor allem die untere
Extremitit, beim Mann besonders der Stamm betroffen (10). Bei Asiaten und
Afrikanern finden sich Melanome dagegen ineist ausschlieBlich in den weniger

pigmentierten Arealen der Handinnenfliche und FuBsohle sowie in Schleimhéuten.



Anhand von Wachstumsverhalten und Lokalisation unterscheidet man klinisch und

histologisch vier Melanomtypen:

1.Superfiziell spreitendes Melanom ( SSM )
2.Noduldres Melanom ( NM )
3.Lentigo-maligna-Melanom ( LMM )
4.Akral-lentigindses Melanom ( ALM )

Die schrittweise Entdifferenzierung und maligne Entartung der Tumorzellen lasst sich
gut am Beispiel der Melanomprogression von Melanozyten zum Melanom darstellen.
Beginnend mit normalen Melanozyten verlduft die Genese iber den dysplastischen
Naevus bis hin zum progredient horizontal wachsenden Melanoma in situ. Mit dem
Erreichen der vertikalen Wachstumsphase durchbricht das Melanom die Basalmembran
des Epithels und hat dann Zugang zu Lymph- wie BlutgefiBen. Dies ermoglicht die
Absiedlung und Ausbreitung von Metastasen (11).

Die prognostische Beurteilung des Melanoms erfolgt klinisch anhand des Stadiums und
der Lokalisation unter Einbeziechung des Alters und Geschlechts der Patienten.
Histologische Prognoseparameter sind die Tumordicke nach Breslow, die Eindringtiefe
nach Clark, die Mitoserate, der Nachweis von Tumorulzeration, die GefiBinvasion und
der dann damit haufig verbundene Nachweis von tumorassoziierten
Mikroabsiedelungen (Satellitenmetastasen bis 2 cm um den Primirtumor, In-transit-
Metastasen in der Haut bis zur ersten Lymphknoten-Station). Bei fortgeschrittenen
Stadien kommen noch die Anzahl positiver Lymphknoten, extranodaler Befall, erh6hte
Lactat-Dehydrogenase-Spiegel im Serum, Resektabilitit und Remissionsdauer hinzu
(zur Ubersicht 12). '

In die derzeit giiltige klinische Stadieneinteilung des Melanoms der Haut flossen die
wichtigsten dieser Parameter ein und sie wird entsprechend der sechsten Fassung des
American Joint Committee on Cancer staging system for cutaneous melanoma (AJCC,

13) wie folgt vorgenommen :



Stadium 0 - Intraepitheliales Melanom / Melanoma in situ
Stadium 14 - Primdrtumor mit maximal 1 mm Durchmesser ohne Ulzeration
Stadium IB - Primdrtumor mit 1,01 —2 mm Durchmesser ohne Ulzeration oder
- Stadium IA mit Ulzeration
Stadium IIA - Primdrtumor mit 2,01 -4 mm Durchmesser ohne Ulzeration oder
- Stadium IB mit Ulzeration
Stadium IIB - Primdrtumor mit > 4 mm Durchmesser ohne Ulzeration oder
- Stadium 114 mit Ulzeration
Stadium IIC - Primdrtumor mit > 4 mm Durchmesser mit Ulzeration
Stadium IlIA - mikroskopischer Befall von 1-3 regiondren Lymphknoten ohne
Ulzeration des Primdrtumors
Stadium IlIB - makroskopischer Befall von 1-3 regiondren Lymphknoten ohne
Ulzeration des Primdrtumors oder
- Stadium 1114 mit Ulzeration des Primdrtumors oder
- Nachweis von Satellitenmetastasen oder in-transit-Metastasen ohne
Lymphknotenbefall und ohne Ulzeration des Primdrtumors
Stadium IIIC - makroskopischer Befall von 1-3 regiondren Lymphknoten mit
Ulzeration des Primdrtumors oder
- Befall von mehr als 3 regiondren Lymphknoten oder
- Nachweis von Satellitenmetastasen oder in-transit-Metastasen mit
Lymphknotenbefall und ohne Ulzeration des Primdrtumors

Stadium 1V - Nachweis von Fernmetastasen

Als Tumor der Haut ist das Melanom relativ friih einer Diagnostik und Therapie
zuginglich. Die Verbesserungen in der Frithdiagnose haben entscheidend zur Senkung
der Mortalitdt um 50% seit den Fiinfzigerjahren beigetragen (10).

Die Therapie des Melanoms in den Stadien I — IV besteht in der Exzision des Tumors
und der Ausrdumung eventuell befallenerer Lymphknoten. Ab einem
Tumordurchmesser von 1 mm oder ungekldrtem Lymphknotenstatus wird mittels
Szintigraphie der sich primir im Lymphabfluss des Tumors darstellende sogenannte
Wichterlymphknoten exzidiert und histologisch untersucht. Bei positivem Befund

erfolgt die Lymphadenektomie. Bei Entfernung von Tumoren im Stadium 0 wird ein



Sicherheitsabstand von 0,5 cm, bei Tumoren bis 2mm Durchmesser ein
Sicherheitsabstand von 1 cm empfohlen. Bei Tumoren >2mm Durchmesser ist ein
Sicherheitsabstand von 2cm anzustreben (14). Im Stadium IV besteht die Therapie in
chirurgischer Entfernung einzelner Metastasen oder einer palliativen Chemotherapie
bzw. Radiatio bei disseminiertem Befall. Man versucht dann oft eine Mono- oder
Kombinationstherapie von Immunmodulatoren wie Alpha-Interferonen oder Interleukin-
2 und / oder Chemotherapeutika wie Dacarbazin, Temozolomid, Cisplatin, Bleomycin,
Vindesin oder Vincristin. Die Ansprechraten dieser Regime liegen bei maximal 40-50%
(12,14,15,16).

Therapieansitze mittels Gentransfer zeigten erste Erfolge. Eine Phase I-Studie an einer
Kohorte von 20 Patienten mit IFN-y-Gen transfizierten Melanomzellen zeigte, dass nach
Inaktivierung und Injektion solcher Tumorzellen von den 13 Patienten, die das
Behandlungsprotokoll beendeten, 8 Patienten Antikérper gegen ihr Melanom
entwickelten und bei 2 Patienten eine Regression erreicht werden konnte (17).

Einen weiteren erfolgversprechenden Ansatz in der Antitumortherapie konnte die
Wachstumsblockierung des Melanoms durch Antikorper gegen Angiogenesefaktoren
darstellen. So zeigten Tierversuche, dass Behandlung mit Antikdrpern gegen VEGF
(18,19), b-FGF (20) und Angiogenin (21) einen Arrest von rapide wachsenden Tumoren
in vivo induziert, die Tumorzellen in vitro aber nicht beeinflusst. Diese Befunde
verdeutlichen die Rolle der Angiogenese bei der Tumorprogression und verleihen der
Forderung nach einem tieferen Verstindnis fiir die zugrundeliegenden

Regulationsmechanismen Nachdruck.

1.3. Angiogenese

Der Begriff Angiogenese wurde erstmals im Zusammenhang mit der plazentaren
GefiBneubildung definiert (22). Sie hat bei vielen physiologischen Vorgingen, wie
wihrend der Entwicklung, im Ablauf des weiblichen Zyklus und bei der Wundheilung,
aber auch im Rahmen pathologischer Prozesse im menschlichen Ko&rper grofBe
Bedeutung.

Die einzelnen Schritte wihrend der Angiogenese und ihre Regulation sind erst in den

Ansitzen geklért. Das Prinzip der Bildung neuer Gefidfle besteht vereinfacht aus einem



primdren, enzymatischen Abbau der GefdBbasalmembran und der extrazelluldren
Matrix, dem Auswandern von Endothelzellen in Richtung des auslésenden Stimulus
und schlieBlich ihre Proliferation mit der Ausbildung neuer Gefiftubuli (23).

Wichtig fiir eine geregelte GefiBneubildung ist auch die zeitliche Abfolge bzw. das
Zusammenspiel entsprechender Faktoren, die eine koordinierte Aktivierung und

Regulierung der angiogenetischen Genantwort bewirken.

Unter physiologischen Bedingungen ist dieser Prozef} stark reglementiert und zeitlich
begrenzt. Bei Entziindungen fithren Entziindungszellen tiber Einwanderung und
Reaktion mit dem Gewebe zu Geféneubildungen. Paradigmatisch hierfir ist die
rheumatische Arthritis, bei der eine Korrelation zwischen GefiBdichte und

eingewanderten Mastzellen besteht (zur Ubersicht siche 24).

Ungeordnete Gefiéibildung fiihrt zu Blutungen, destruierender Invasion im Gewebe (25)
und hat Auswirkungen auf Wachstum und Metastasierung von Tumoren (26).

Ausgehend von klinischen und experimentellen Daten hat man in den letzten Jahren
versucht, die Rolle der Angiogenese fiir verschiedene Tumoren zu charakterisieren. In
diversen Tierversuchsmodellen erscheint das Tumorwachstum primér langsam und bei
fehlender Neubildung von GefidBlen limitiert (27). Es nimmt jedoch nach Anschluss an
die Blutversorgung nahezu exponentiell zu. Obwohl nicht nur maligne Tumore die
Fahigkeit besitzen, Angiogenese zu initiieren, hat sie bei diesen besondere Bedeutung,
da sich mit Zunahme von Geféneubildungen die Gefahr der hdmatogenen Streuung und
Metastasierung erhéht (3,26).

Als wichtiger Auslésemechanismus wird der Mangel an Sauerstoff und Nahrstoffen
angesehen (28). Abseits der unkontrolliert wachsenden GeféBneubildungen herrscht in
den zentralen Tumorarealen mit ihrer wenig organisierten Struktur und vermindertem
Stoffwechsel steter Versorgungsmangel fiir die Stromazellen und die sich rasch
vermehrenden Tumorzellen.

In der Literatur wird von einer erhShten Sekretion angiogenetisch wirksamer Zytokine
durch Glioblastomzellen und Fibroblasten als Reaktion auf Hypoxie oder
Glucosemangel bei in vitro-Experimenten berichtet (29,30,31). Zudem zeigten
Experimente eine Zunahme der Endothelzellproliferation unter Hypoxie in vitro (32).

Die Beobachtungen bestirkten die Hypothese, dass sich hypoxische Tumorzellen in



vivo ihren eigenen GefdBanschlufl mittels Angiogenesefaktoren verschaffen kénnen
(33).

Diese Zytokine kénnen sowohl direkt, wie fiir basic-Fibroblast-Growth-Factor (b-FGF)
oder Vascular-Endothelial-Growth-Factor (VEGF) beschrieben (7,25), oder indirekt,
was flir Interleukin-8 (IL-8), Transforming-Growth-Factor-B (TGF-B) oder Angiogenin
angenommen wird (25,34,35), zu Neovaskularisation fithren. Es wird vermutet, dass die
indirekte Wirkung iiber Interaktionen mit Drittzellen erfolgt, die wiederum direkt oder
iber Verdnderungen der extrazelluldren Matrix Endothelzellen stimulieren und so die

GefédBneubildung anregen.

Im folgenden sollen die in der vorliegenden Studie untersuchten angiogenetischen
Zytokine VEGF, b-FGF, Angiogenin, PDGF und TGF-8 sowie die angiogenetischen
Chemokine IL-8, Gro-o. und GM-CSF, kurz unter besonderer Berlicksichtigung auf ihre

Funktion wihrend der Angiogenese, in der Haut und in Tumoren beschrieben werden.

1.4. Angiogenetische Zytokine

1.4.1. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF, Vascular Permeability Factor
(VPF), Vasculotropin)

Einer der ersten in diesem Zusammenhang bekannt gewordenen Angiogenesefaktoren
ist der Vascular Permeability Factor (VPF). Er erhielt seinen Namen aufgrund seiner
zuerst beschriebenen Wirkung, die GefiBdurchléssigkeit zu steigern. Unabhingig davon
beobachtete man die mitogene Wirkung eines 34-46kDa groflen homodimeren
Glykoproteins selektiv (36) auf Endothelzellen und nannte diese Protein Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) oder Vasculotropin (37,38,39,40). Nach
molekularer Charakterisierung erwiesen sich die Zytokine spiter in ihrer
Aminosdurensequenz als identische Proteine (41).

VEGF besitzt eine zu ca. 20% identische Aminosduresequenz mit A- und B-Ketten des
PDGF (42,43,44) sowie zu 53% (45) mit dem Placenta Growth Factor.

Das VEGF-Gen besteht aus acht Exonen (46) und scheint essentiell fiir die
Embryogenese. Die heterozygote Inaktivierung fiihrt zu diversen Missbildungen und



schlieBlich zum Absterben des Feten (47). Das Gen kodiert VEGF je nach
Sequenzkombination in fiinf verschiedenen Aminosidureldngen. Die VEGF 45 -Form ist
dabei die hiufigste gegeniiber den 121, 145, 189 und 206 Aminosduren enthaltenden
Polypeptiden (41,48) und nach Ferrara et al. ist VEGF 65 die in den meisten Geweben

vorherrschende Isoform (49).

Die verschiedenen Isoformen unterscheiden sich in ihrem biologischen Verhalten
beziiglich ihrer Bindungsfihigkeit an Heparin und Heparansulfat enthaltenden
Proteoglykanen, welche dem VEGF3 beziiglich des Heparins fehlt (50,51) und bei den
tibrigen Formen mit steigender Aminosdurenzahl zunehmend stirker ausgepragt ist (52).
Diese ermoglicht VEGF¢5, im Gegensatz zu VEGFjy;, nach Oxidationsschiden
trotzdem noch eine Rezeptorbindung einzugehen (51). Nach der Sekretion sind
VEGF;21 und VEGF¢s bis zur Rezeptorbindung oder Inaktivierung frei 16slich,
wihrend VEGF 45, VEGF ;3 und VEGF;¢6 vor allem in der extrazelluldren Matrix oder
an der Zelloberfliche gebunden vorliegen. Von dort kann VEGF durch Heparinasen und
Plasmin freigesetzt werden. Bei der Abspaltung geht die Bindungsdoméne zu Heparin
verloren, und VEGF kann als verkiirztes Peptid wieder aktiv werden (53). An
Heparansulfat-Proteoglykane gebundenes VEGF g9 setzt extrazelluldrmatrixgebundenes
b-FGF frei und fordert somit indirekt Angiogenese (54).

VEGF-mRNA findet sich in diversen Zelltypen (u.a. in Fibroblasten, Epithelzellen,
Endothelzellen, Perizyten oder Keratinozyten (31,55,56,57)), wie auch in Tumorzellen
des Oesophagus (58), des Glioms (59,60), des Meningeoms (61) oder des Melanoms
(27,62). Durch die Reize Hypoxie, UV-B-Strahlen, Entziindungen, Verletzungen oder
durch Tumorwachstum entstehender Sauerstoff- und Nahrstoffmangel wird VEGF
vermehrt von den  betroffenen Zellen  synthetisiert und  sezerniert
(29,30,62,63,64,65,66,67,68). Unter Hypoxie verldngert sich die Halbwertszeit von
VEGF-mRNA. Reoxigenierung zeigt bei malignen Zellen ein langsames Abnehmen des
Effektes, bei normalen Zellen geht die mRNA rasch auf den Basalwert zuriick (69,70).

VEGF ist vor allem in den direkten Randgebieten mangelversorgter Geweberegionen
nachzuweisen (71). Entsprechend fiihrt es in Nachbarschaft nekrotischer Tumorareale
von Melanommetastasen zu einer verstirkten Gefdneubildung bzw. -einsprossung

(30,65,72,73). Die Expression bzw. Sekretion von VEGF kann durch spezifische



Zytokine bzw. Faktoren (TGF-8, b-FGF, PDGF-BB, TNF-a, IL-1, IL-6, TGF-o und
EGF) oder Phorbolester in einigen Zielzellen induziert bzw. verstirkt werden.
Nachgewiesen werden konnte das fiir Fibroblasten, Keratinozyten, glatten
GeféBmuskelzellen oder Endothelzellen sowie fir Tumorzellen des Glioms und
Melanoms (31,56,60,74,75,76,77,78,79,80).

Die von VEGF hervorgerufene Steigerung der GefiBpermeabilitit ist um einen Faktor
von 50.000 hoher als die von Histamin (7). Es wird vermutet, dass dieser Effekt die
Abscheidﬁng von Fibrin in die Extrazellul&rmatrix initiiert (18,81). Daraufhin wiirde die
von VEGF in vitro und in vivo vermittelte Stimulation der Mitogenitit und Migration
bei Endothelzellen erleichtert und die Gefidfeinsprossung bzw. -neubildung begiinstigt
(7,27,43,72,82,83). Dabei bestehen fiir letztere in vitro iliberadditive Synergismen mit b-
FGF bzw. Hyaluron-Oligosacchariden (84,85).

Die Rolle von VEGEF bei der Induktion der Plasminogeh—Aktivatoren vom Gewebe- und
Urokinasetyp (t-PA und u-PA), sowie des u-PA-Rezeptors (u-PAR) und des
Plasminogen-Aktivator-Inhibitors-1 (PAI-1) ist fiir humane Endothelzellen strittig. Eine
neuere Studie zeigt eine VEGF abhingige Induktion von u-PAR in mikro- und
makrovaskulidren Endothelzellen sowie eine Proteaseninduktion in mikrovaskuldren
Endothelzellen (37,86,87,88). Eine weitere VEGF Wirkung auf mikrovaskuldre
Endothelzellen besteht in der Reduktion nahrstoffmangelbedingter Apoptose (89).

Auf Monozyten wirkt VEGF chemotaktisch (90) und kann somit durch Drittzellen
zusitzlich die GefiBversorgung bzw. das Tumorwachstum fordern.

Wie bei Mamma- und Magencarcinom korreliert hohe VEGF-Expression auch beim
Melanom mit schlechter Prognose, erhShter Gefafizahl bzw. aggressiver GefdBanomalie
der Tumore und Metastasierung (91,92,93,94).

Die Blockade VEGF-induzierter Angiogenese durch Antikorper (AK) gegen VEGF oder
Bindungsantagonisten wandelt schnell wachsende Tumoren in ruhende Zellkolonien
bzw. reduziert deutlich deren Wachstum und Vaskularisation in vivo (19,95). Ebenso
senken Anti-VEGF-Ak die Gefainemleabilitﬁt in Glioblastom und Adenocarcinom,
nicht aber im Melanom (47). Die Ausschaltung der FLK-1-Rezeptoren in

Endothelzellen wirkt hemmend auf deren Migrations- und Kapillarbildungsvermégen in



vitro sowie das Tumorwachstum und die Metastasenbildung von Melanom und

Lungen-CA in vivo (96,97).

Je nach MolekiilgroBe bindet VEGF an vier mogliche Tyrosinkinase-Rezeptor-Typen :
fms-like tyrosine kinase (Flt-1-4 oder VEGF-R1), kinase-insert-domain-containing
receptor (KDR/ FLK oder VEGF-R2), Tie und Tek. Die Rezeptortypen kommen
hauptsichlich auf GefaBendothelzellen (98), aber auch auf Melanomzellen (99) vor.
Unter normalen Bedingungen werden sie, abgesehen von stark vaskularisierten Organen
wie Niere oder Herz, nicht oder nur geringgradig exprimiert (100). In malignen
Tumoren zeigen Endothelzellen eine erhShte Anzahl von VEGF-Rezeptoren vom
KDR-, Flt-1- und Tie-Typ (59,71). Unter Hypoxie variiert z.T. die Expression der
einzelnen Rezeptortypen in Endothelzellen zu der unter Normalbedingungen
(32,63,101). Soker et al. konnten bei Endothelzellen und einigen Tumorzellen einen
VEGF¢s-spezifischen Corezeptor, das Neuropilin-1 identifizieren. Dieser verstirkte die
KDR-abhingigen Zellreaktionen auf VEGF. Ein noch weniger bekannter Corezeptor ist
das Neuropilin-2 (80).

Mikrovaskuldre  Endothelzellen (H(D)MEC) exprimieren in vitro unter
Normalbedingungen vor allem VEGF-Rezeptoren-mRNA vom KDR-Typ und kaum
vom Flt-1-Typ. Unter Hypoxie kehrt sich das Verhéltnis um, die mRNA von Flt-1 wird
hochreguliert, wohingegen die von KDR stark abnimmt (63). Allerdings ergibt sich
nach Hypoxie keine Zunahme einer VEGF-Bindung an HMEC (101). In Biopsien
entziindlicher Lasionen wurde eine deutliche Expressionszunahme flir beide
Rezeptortypen in HDMEC festgestellt (67).

Makrovaskuldre Endothelzellen (HUVEC) exprimieren beide Rezeptortypen.
Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten bei in-vitro-Versuchen, dass hypoxische
Bedingungen unterschiedliche Rezeptorverhiltnisse hervorriefen. Konnten Nomura et
al. keine Veranderungen in deren Verhltnis unter Hypoxie feststellen (32), zeigten die
Ergebnisse anderer Untersucher einmal eine Flt-1-Zunahme (102) andererseits eine
KDR-Zunahme bei HUVEC unter Sauerstoffmangel (101,103).

Mit Hilfe eines Mediums, das von kultivierten Myoblasten unter Hypoxie gewonnen
wurde, lieB sich eine unabhingige, von bekanntermaB3en durch Wachstumsfaktoren (d.h.
TNF, b-FGF, TGF-B) ausgeloste, Stimulation der KDR-Expression und deren VEGF-
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Bindungsfihigkeit bei Endothelzellen feststellen. Diese VEGF-KDR-Bindung nahm
trotz Zugabe von VEGF-Antik6rpern bei HUVEC noch zu (101).

Fir Flt-1 konnte eine VEGF-induzierbare Zunahme der Rezeptorexpression in
Endothelzellen nachgewiesen werden (104,105).

1.4.2. Basic Fibroblast Growth Factor ( b-FGF / FGF2 / HBGF2)

Basic-Fibroblast Growth Factor wurde 1973 erstmals als Bestandteil von
Hypophysenextrakt und als Mitogen fiir 3T3-Fibroblasten beschrieben (106). 1974
wurde das Polypeptid (18-24 kDa) Fibroblast Growth Factor (FGF) benannt und
aufgrund seines kationischen Charakters in Abgrenzung zum spéter entdeckten acidic-
FGF (Isoelektrischer Punkt bei pH 5,6) als basic-FGF bezeichnet. Sieben weitere zur
FGF-Gruppe gehorende Wachstumsfaktoren wurden in den folgenden Jahren entdeckt,
'so dass man heute die Familie der ,,Fibroblast Growth Factors“ in einer numerischen
Nomenklatur, von FGF-1 bis FGF-9, einteilt, wobei b-FGF FGF2 entspricht (zur
Ubersicht 5.107). Aufgrund der Fahigkeit einiger FGFs, an Heparin zu binden, wurde b-
FGF auch zeitweilig als Heparin Binding Growth factor-2 (HBGF2) bezeichnet
(107,108). Dieser Begriff setzte sich allerdings nicht durch, da nicht nur FGFs an
Heparin binden. Das Synonym b-FGF soll in dieser Arbeit beibehalten werden.

B-FGF kommt in vielen Gewebearten vor. Er wurde in Nieren-, Nebennieren-, Hirn-
und Myometriumgewebe, in Neuronen des ZNS, in Epithelzellen des Kolons, der
Bronchien und des Endometriums sowie in Makrophagen und im Plasma nachgewiesen.
Die Freisetzung von b-FGF erfolgt wahrscheinlich iiber Exozytose (109,110) und als
Folge von Zellschadigung bzw. -untergang (107,111). Das 24 kDa grofe, sogenannte
»high molecular weight” b-FGF (HMW-b-FGF) wirkt wohl intrazelluldr und findet sich
im Gegensatz zu dem haufigsten, 18 kDa groBen b-FGF nicht im endoplasmatischen
Retikulum, sondern im Nukleus. Entsprechend scheinen die vermittelten Effekte
Rezeptor-unabhingig (112). Nach der Freisetzung wird b-FGF in der extrazelluldren
Matrix gespeichert. Durch die Bindung an Heparin oder Heparansulfat wird es
biologisch aktiviert (113) und vor Denaturierung durch Proteasen oder Sauren geschiitzt
(114).
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Die Bindung von b-FGF an Heparansulfat ermdglicht erst bzw. verstirkt die Bindung an
den Rezeptor an der Zelloberflache (113,115,116,117), welcher die Internalisierung des
Ligand-Rezeptor-Komplexes folgt. B-FGF bindet an vier dhnliche Rezeptoren, die zur
Gruppe der Tyrosinkinasen gehoren und in FGFR1 — 4 eingeteilt werden. Synonym fiir
FGFR-1 und FGFR-2 werden die Rezeptoren auch flg-1 bzw. bek genannt. Des weiteren
gibt es noch zwei weitere, aber strukturell unterschiedliche FGF-Rezeptoren; den
sogenannten ,.cystinreichen Typ*“ und den E-selectin-Liganden. Beider Funktion ist
jedoch bisher unbekannt (118,119). Das basalmembranstindige Proteoglycan Perlecan
fordert die b-FGF-Rezeptorbindung und wird als méglicher ,,low-affinity*“-Rezeptor fiir
b-FGF angesehen (120).

Rezeptorstimulation bei Endothelzellen durch b-FGF erhoht unter anderem die gleichen
Transskriptionsregulationsproteine wie unter Einwirkung von VEGF (88). Grund hiefiir
ist, dass in vitro wie in vivo b-FGF in Endothelzellen die VEGF-Expression steigert,
VEGF also auch ein sogenannter ,,downstream mediator” von b-FGF ist (76).

In Endothelzellen verringert b-FGF spezifisch die Expression von ICAM-1 und-2, auch
wenn diese vorher durch TNF-a ‘induziert wurden, und wirkt somit hemmend auf die
Leukozytenadhdsion und eventuell die Emigration von CD4+-Zellen (121). Der
Einfluss von Interferon-oo und -B verringert jeweils die b-FGF-Expression in diversen
humanen Malignomzellen (122). Fiir HUVEC hingegen zeigte sich in vitro unter
Interferon-a. eine Zunahme der b-FGF-Expression und durch Interleukin-2-Zugabe
wurde das b-FGF dann freigesetzt und fiihrte zu gesteigerter Zellproliferation (123).
Die Anzahl der u-PAR nimmt unter b-FGF zu (124). In vitro fordert b-FGF die
Tubulusbildung von Endothelzellen (125) und spielt demzufolge eine wichtige Rolle bei
der Angiogenese. Es leitet nicht nur Verinderungen in der Bindegewebsstruktur ein,
induziert und erh6ht die Chemotaxis, sondern erleichtert auch die Proliferation von
Endothelzellen. Im Zusammenspiel mit den Zytokinen VEGF und Angiogenin in vitro
(126), aber nicht in vivo (127), verstirken sich die Effekte des b-FGF auf die
Proliferation und Tubulusbildung von Endothelzellen wie auch die u-PAR-Anzahl
(124). Ein wichtiger Aspekt ist hierbei die sich durch endogen sezerniertes b-FGF
selbstunterhaltende Endothelzellproliferation, die via Antikorper gegen b-FGF gehemmt
werden kann (126).
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Die Wirkung des b-FGFs ist jedoch im Gegensatz zu VEGF nicht nur oder
hauptsachlich auf die GefiaBBendothelzellen ausgerichtet. Sie erfasst auch viele Zelltypen
neuroektodermalen und mesodermalen Ursprungs. So stimuliert das Wachstum von
glatten Muskelzellen, Gliazellen und Fibroblasten (120,128,129,130). Durch
Chemotaxis wirkt b-FGF auf Fibroblasten, Astroglia und Endothelzellen
migrationsfordernd (107 zur Ubersicht,129,131,132). In vitro senkt b-FGF die
Kollagenproduktion und erhht die Bildung von Kollagenase durch Fibroblasten und
fiihrt so zu Veranderungen der extrazelluldren Matrix (107,133,134,135).

In Neoplasien ist b-FGF meist als Produkt der Stromazellen, d.h. Fibroblasten und
Endothelzellen vorhanden (107). Eine Ausnahme bildet das maligne Melanom, bei dem
auch Tumorzellen stets b-FGF exprimieren. Diese Tatsache ist von groBem Interesse,
weil normale Melanozyten nicht (107,136,137,138,139) bzw. nur in geringem MaBe b-
FGF sezernieren (140). In Melanozyten von Naevi ist b-FGF nachweisbar (2). Im
Gegensatz zu normalen Melanozyten ist die Abhangigkeit des in-vitro-Zellwachstums
von b-FGF bei Naevusmelanozyten kaum noch oder gar nicht mehr vorhanden (11).
Trotzdem ist b-FGF ein autokriner Wachstumsfaktor fiir Melanomzellen. Dies konnte
durch Anti-b-FGF-Antikorper bzw. Antisense-b-FGF vermindertes
Melanomzellwachstum wund verhinderte Tumorangiogenese dargestellt werden
(141,142). Entsprechend weisen sowohl normale Melanozyten als auch Melanomzellen
b-FGF-Rezeptoren auf (143).

Hypoxie regt Makrophagen und Endothelzellen (130), nicht aber Fibroblasten zu einer
Sekretionssteigerung von b-FGF an (144). Endothelzellen reagieren auf
Sauerstoffmangel zusatzlich mit einer erh6hten FGFR-1-, nicht aber FGFR-2 -Bildung
(144).

1.4.3. Angiogenin ( ANG )

Angiogenin ist der erste humane Angiogenesefaktor, der urspriinglich im Medium von
Tumorzellen, ndmlich des Adenocarcinoms HT-29 des Kolons, entdeckt wurde. Spiter
wurde Angiogenin in humanem Plasma (145), in Fibroblasten und Lymphozyten sowie
normalen Kolonepithelzellen nachgewiesen. Die weitere Charakterisierung ergab ein

aus 123 Aminosduren bestehendes, 14,2 kDa grofies Protein (146,147). Angiogenin
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besitzt eine 35%ige Homologie mit der pankreatischen Ribonuklease A (RNase A) und
gehort wie diese zur Superfamilie der RNasen.

ANG bindet liber membranstindiges o-Aktin an Endothelzellen (126,148,149,150).
Uber eine teilweise Dissoziation des Aktin-Angiogenin-Komplexes kommt es zu einer
schnelleren Umwandlung von Plasminogen zu Plasmin i{iber den gewebsstindigen
Plasminogen-Aktivator (t-PA) einerseits und einer Aufhebung der Plasmin-
inhibierenden Wirkung des Aktins. Dadurch wire die Moglichkeit einer Plasmin-
vermittelten Aktivierung verschiedener Proteasen wie des Plasminogen-Aktivator-
Systems gegeben. In vitro Versuche zeigten eine deutliche Stimulation fibrinolytischer
Eigenschaften von Endothelzellen (151). In Endothelzellen aktiviert Angiogenin die
Enzyme Phospholipase A und C (152,153). Durch die damit verbundene Denaturierung
der extrazelluldren Matrix und der Basalmembran unterstiitzt Angiogenin, wie b-FGF
und VEGF, die Migration von Endothelzellen und wirkt angiogenetisch (151,152). Die
ANG-Bindung wird durch Anionen wie Kupfer verstirkt (154).

Diese Ergebnisse wurden in vivo durch eine Angiogenin-induzierte Migration von
Endothelzellen, Tubulusstrukturbildung und generelle Gefiilneubildung bestitigt
(127,147,155). In vitro lieB sich eine dosisabhéngige Zunahme der Proliferation von
Endothelzellen unter der Zugabe von Angiogenin nachweisen (126,156,157). Eine
aktuelle Studie konnte zeigen, dass die auch durch die Zytokine b-FGF und VEGF
induzierte Endothelzellproliferation von Angiogenin moduliert wird (158).

Uber die beschriebenen Einfliisse auf die Angiogenese hinaus zeigte durch systemische
Entziindungsreaktionen freigesetztes Angiogenin eine bakterizide wie fungizide
Wirkung (159).

Des weiteren ist Angiogenin ein wirksames Adhésionsmolekiil fiir Tumorzellen. Es
erleichtert moglicherweise die Metastasierung (160) und das Tumorwachstum, das

experimentell iiber Angiogenin-Inhibition vermindert werden konnte (21,161,162).

1.4.4. Platelet Derived Growth Factor (PDGF)

PDGF wurde erstmalig im Serum als Mitogen identifiziert (163). Das Fehlen im Plasma
resultiert aus seiner Freisetzung aus Granula aktivierter Thrombozyten bei der

Blutgerinnung. PDGF liegt nicht als einheitliches Molekiil, sondern in drei
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verschiedenen Isoformen vor. Diese werden aus der Kombination der beiden
Peptidketten, den sogenannten A- und B-Ketten, gebildet. Die resultierenden PDGF-
AA, PDGF-AB und PDGF-BB sind alle natiirlich vorkommende Zellprodukte mit
einem Molekulargewicht von ca. 30 kDa (164). Viele Zelltypen sind potentielle
Produzenten der einen oder anderen PDGF-Isoform. So findet sich PDGF-BB in
Endothelzellen (165), Kolonkarzinomzellen (166) und Glioblastom (167), wihrend
Keratinozyten nur PDGF-A-Ketten enthalten (168). Normale Melanozyten exprimieren
entweder —wie in den meisten Fillen -gar keine PDGF-mRNA, oder aber lediglich die
flir PDGF-A (136,138). Im Gegensatz dazu besitzen einige Melanomzelltypen die
Potenz, beide Ketten zu synthetisieren und weisen zudem noch den PDGF-Rezeptor
vom o-Typ auf (138,169,170,171). Dieser bindet alle drei Isoformen des PDGF
hochaffin und findet sich dariiber hinaus auf Fibroblasten sowie auf Gliomzellen (172).
Hingegen ist der fir PDGF-BB hochaffin bindende B-Rezeptor auf Myofibroblasten
(173), GefiiBendothelzellen (165,167,174) und Monozyten lokalisiert.

In Melanomzellen ist die Expression von PDGF-R durch Interferone induzierbar bzw.
verstirkbar (169). Uber Aktivierung einer Tyrosinkinase werden in der Zielzelle die
Antworten auf die PDGF-Rezeptorbindung vermittelt. Auf Endothelzellen wirken
PDGF-AB und -BB in vitro wie in vivo direkt chemotaktisch und proliferativ und
zumindest indirekt gefidBneubildend (144,168,175,176,177,178,179). Im Gegensatz zu
den angioproliferierenden Zellen produzieren nicht reagible, PDGF-3-Rezeptor
negative, makrovaskuldre Endothelzellen PDGF-BB (165).

Fir Melanomzellen stellt PDGF ein chemotaktisches Agens dar (180), das trotz
zelleigener  o-Rezeptoren unter Serummangel (bis 2%) keine direkte
Wachstumsstimulation bewirkt (136,175,180). In Kombination mit 10% serumhaltigem
Medium wirkt PDGF-AA auf Melanomzellen proliferativ und fiihrt zu einer autokrinen
Induktion der PDGF-Produktion (181). Furuhashi et al. zeigten, dass Melanomzellen
mit ihrer PDGF-BB und —-DD-Sekretion iiber ein vermehrtes Perizytenrecruitment
indirekt das eigene Tumorwachstum forderten (182).

Bei Bindegewebszellen, d.h. Fibroblasten, wirkt PDGF stimulierend auf die Produktion
von Insulin-like-Growth-Factor-1, welches wiederum das Wachstum und die Migration

von Melanomzellen erhéht (183). Auch erhoht PDGF die VEGF-Sekretion von glatten
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GefiBmuskelzellen und Fibroblasten (77,184). Zusitzlich wirkt es auf letztere
chemotaktisch und mitogen. Da diese Zellen selbst PDGF produzieren, spricht man bei
ihnen auch von ,autokrinem Loop“. Dabei verstirken sie iiber die PDGF-angeregte
Sekretion von Botenstoffen synergistisch die PDGF-eigene Wirkung auf Endothelzellen
und Melanomzellen (179,180).

Unter Sauerstoffmangel zeigen Makrophagen, im Gegensatz zu Fibroblasten und glatten
Muskelzellen eine Zunahme der PDGF-Sekretion (144). Im Tierversuch fiihrt Hypoxie

in diversen Organgeweben zu keinen Verdnderungen der PDGF-Gen-Expression (185).

1.4.5. Transforming Growth Factor-beta (TGF-p)

TGF-B wurde erstmals aus einer Melanomzelllinie isoliert und als ein die
Zellmorphologie und -haftung verdndernder Faktor fiir Fibroblasten beschrieben (186).
Seitdem wurden sechs weitere TGF-B-Isoformen entdeckt, wobei TGF-31 den
erstbeschriebenen Prototyp der Zytokinfamilie darstellt. TGF-B besteht aus zwei
identischen Proteinketten, die iiber Disulfidbriicken verbunden sind und ein 25kDa

groB3es Molekiil bilden.

TGF-B stellt nur fiir wenige, meist mesenchymale Zellen einen potenten
Wachstumsfaktor dar, ist aber fiir viele, v.a. epitheliale und neuroektodermale Zellen,
darunter Endothelzellen, glatte Muskelzellen der Gefille, normale Melanozyten und
sogar einige Melanomzellen, ein potenter Wachstumsinhibitor (187,188,189,190).
Dabei zeigt sich ein mit steigender Malignitét einhergehender Verlust dieser Inhibition
(191).

TGF-B8 wird von sehr vielen verschiedenen Zellen, u.a. Monozyten (192), einigen
normalen Melanozyten und Melanomzellen (138,191) in einer sogenannten latenten
Form synthetisiert und sezerniert. In der extrazelluldren Matrix wird TGF-8 an ,,Latent
TGF-B binding protein“ (LTBP) gebunden. Durch Plasmin, Thrombospondin,
Glycosidasen oder extreme pH-Werte, wie sie bei Verletzungen entstehen kdnnen, wird
das aktive TGF-B aus dem LTBP abgespalten (190 Tab.1) und beschleunigt dann die
Wundheilung (193,194). Hochmaligne, TGF-p-resistente Melanome sezernieren auch
aktives TGF-B (191).
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Das aktivierte TGF-8 bindet an drei Arten von Rezeptoren, die meist parallel auf den
Zielzellen vorhanden sind. Die Typen I und II sind Serin-Threonin-Kinasen und
interagieren miteinander. Sie binden beide TGF-8 unabhingig voneinander, kénnen aber
ohne Komplexbildung mit dem jeweils anderen Rezeptor keine 100%ige
Signaltransduktion erreichen (190,195). Der Typ III-Rezeptor ist ein Chondroitin- und
Heparansulfat-Proteoglykan, auch Betaglykan genannt. Auch er bindet TGF-8 im
nanomolaren Bereich, besitzt aber keine Signalstruktur, sondern erleichtert die Bindung
von TGF-B1 an den Typ II-Rezeptor (196).

Die durch TGF-B ausgeloste Wachstumsstimulation fiir mesenchymale Zellen scheint
auf einer kaskadenartigen Induktion weiterer Wachstumsfaktoren zu beruhen. So
induziert TGF-8 in Fibroblasten sowohl die Genexpression fir PDGF, PDGF-
Rezeptoren, b-FGF wie auch fir VEGF (184,190,197,198). Letzteres wird unter
Hypoxie noch verstérkt (184).

Bei niedrig- und hochmalignen Melanomzellen steigert TGF-B1 die Bildung von
Kolonien. AuBerdem stellt es fiir die niedrigmalignen Melanomzellen einen mitogenen
Faktor dar (199). Im Widerspruch zu diesen Daten zeigten die Melanomzellen auf TGF-
1 und TGF-B2, sofern sie TGF-B-Rezeptoren besaBen, ein gehemmtes Wachstum
(136,188). TGF-B2 besitzt wie TGF-Bl, eine mit der Metastasierungspotenz
abnehmende inhibitorische Potenz (200). AuBerdem wurde fiir TGF-82 eine Korrelation
zwischen mRNA-Expression und Melanomprogression festgestellt (201). Krasagakis et
al. fanden bei Patienten mit disseminiertem Melanombefall erhéhte Serumlevel von
TGF-f (202). In der Genese des Colon-Carcinoms unterdriickt TGF-81 die
Schleimhautentdifferenzierung von der Hyperplasie zur Dysplasie (203).

TGF-B1 inhibiert in vitro auch die Proliferation von Endothelzellen groBer und kleiner
GefiBe sowie von glatten GefaBmuskelzellen (SMC), wihrend TGF-B2 die Proliferation
makrovaskuldrer Endothelzellen nicht beeinflusst. Auch die Migration dieser Zellen
wurde von TGF-B1 stérker inhibiert als von TGF-82. Demgegeniiber steigert TGF-81,
nicht aber TGF-B2, die Migration der SMC. Beide TGF-B-Isoformen haben keinen
EinfluB auf die Migration von mikrovaskuliren Endothelzellen, beeintrichtigten aber
die von Monozyten und Fibroblasten. In niedrigen Konzentrationen stimuliert TGF-31
die Ausbildung tubulédrer Strukturen durch mikrovaskuldre Endothelzellen in Kollagen-
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Gelkultur. Dabei weist TGF-B81 im Vergleich zu TGF-82 eine zehnmal hohere Induktion
der Angiogenese auf. Héhere Konzentrationen von TGF-B1 scheinen einen negativen
Effekt auf die GefdBneubildung in vitro zu haben. (187,189). Dass TGF-B in vivo
angiogenetisch bzw. regulatorisch auf Gefédneubildungen wirkt, wird zudem auf seine
stimulierende Wirkung auf die Synthese von Plasminogen-Aktivatoren (PA) und PA-
Inhibitoren zuriickgefiihrt. Im Besonderen scheint hier die, im Gegensatz zum b-FGF
inhibitorisch gewichtete, zeitlich versetzte Wirkung auf die Gewebsproteasen von
Bedeutung zu sein (204,205,206) und die Hohe der TGF-8-Konzentration. Hohe TGF-
B-Spiegel wirkten inhibitorisch, niedrige dagegen stimulierend auf die Angiogenese
(112). Dies geschieht in vitro auch iiber eine konzentrationsabhingige Ab- oder
Zunahme der b-FGF-vermittelten Endothelzellreaktion (204,207). Ein weiterer Grund
fiir die angiogenetische Wirkung konnte die Induktion angiogenetischer Zytokine in
Monozyten sein. Diese reagieren auf TGF-f1+2 unter anderem mit einer Zunahme der
Expression von b-FGF, PDGF und wiederum von TGF-$1 (192). Serummangel und
Hypoxie bewirken in Fibroblasten eine Verringerung bzw. Steigerung der TGF-81-
Synthese. Dabei tiberwiegt der durch Sauerstoffmangel induzierte Effekt {iber den, der
durch Serummangel ausgelost wird. Nach Reoxygenierung stellen sich wieder

Normalwerte ein (208).

1.5. Angiogenetische Chemokine

Chemokine sind sogenannte sekundire proinflammatorische Botenstoffe, deren
Synthese durch primére proinflammatorische Mediatoren, wie Tumor Necrosis Factor
(TNF) oder Interleukin -1, induziert wird (209,210). Chemokine sind ca. 7-15 kDa
groBBe Polypeptide mit vier Cysteinresten. An Hand der Position der ersten beiden
Cysteinreste in der Aminosduresequenz konnen die Chemokine in zwei Gruppen
unterteilt werden. Einmal die C-X-C- oder a-Gruppe, bei der zwischen den Cysteinen
variable Aminosduren lokalisiert sind. Dazu gehoren IL-8 und die GRO-Gruppe. Die
andere Chemokingruppe ist die sogenannten C-C- oder B-Subfamilie, bei der die beiden
Cysteinreste direkt verbunden sind, und zu denen die Proteine MCP-1 oder RANTES

gehoren.
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1.5.1. Interleukin 8 (IL-8)

Die Erstbeschreibung von IL-8 als Faktor erfolgte von mehreren Arbeitsgruppen
zeitgleich und unabhingig. Aufgrund seiner Fahigkeit neutrophile Granulozyten zur
Chemotaxis anzuregen (211) und sie zu aktivieren, wurden ihm die Namen ,,monocyte-
derived neutrophil-activating peptide (MONAP), ,monocyte-derived neutrophil
chemotactic factor® (MDNCF), ,,neutrophil attractant/ activating protein® (NAP-1), ,,T-
lymphocyte chemotactic factor® (TCF) oder ,leukocyte adhesion inhibitor (LAI)

zugeschrieben.

Wichtig ist die Funktion von IL-8 bei der Diapedese von neutrophilen Granulozyten.
Durch IL-8 vermittelte Aktivierung von Adhdsionsmolekiilen kénnen Neutrophile an
der GefidBwand haften und dann transmigieren (212).

IL-8 hat aufler den seinen verschiedenen Bezeichnungen zugrundeliegenden
Wirkungsweisen  auch  proliferative = und  chemotaktische  Effekte  auf
GefiBendothelzellen in vitro (34). Yoshida und seine Mitarbeiter zeigten, dass neu
gebildete GefdBe IL-8 positiv waren und dass AntikSrper gegen I1-8 Neoangiogenese
im Glaskorper ebenso inhibierten wie Antikc‘ifper gegen VEGF (213). Auch
Melanomzellen konnten durch IL-8 zu haptotaktischer Migration induziert werden
(214).

Neben Leﬁkozyten produzieren ‘auch Keratinozyten (215,216), Fibroblasten (215),
Endothelzellen (217) und Melanomzellen (218,219) Interleukin-8. Die Sekretion von
I1.-8 lasst sich in Neutrophilen, Monozyten und Endothelzellen (220) durch Zugabe von
IL-1, LPS, TNF und GM-CSF stimulieren. Dies trifft bei IL-1 und TNF auch fiir
Melanomzellen zu. Interferon-o und -f§ antagonisieren diesen Effekt (209,221). Unter
Hypoxie reduzieren Neutrophile die Sekretionsrate von IL-8, wohingegen
darauffolgende Reoxigenierung einen Anstieg def Chemokinsekretion iiber den
‘Basalwert zur Folge hat (222,223). Pankreascarcinomzellen zeigten im Zuge einer
hypoxie- und azidoseinduzierten IL-8-Expression aggressiveres Tumorwachstum und
metastatisches Potential (214). Ahnlich wie bei Neutrophilen kénnen durch Aktivierung
von Lymphotoxin-B-Rezeptoren, UVB-Strahlen, Transkriptionsfaktor NFx-B und
Hypoxie Melanomzellen zur IL-8-Sekretion stimuliert werden (218,224,225).
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Bei Melanomzellen lieB sich in Primértumoren und Metastasen keine bzw. nur geringe
IL-8-Immunfirbung (216,226), in vitro und in nekrotischen Metastasen dagegen
meistens bzw. immer eine IL-8-Sekretion / -Expression nachweisen
(219,226,227,228,229). Dies konnte mit der Melanom-eigenen TGF-B Produktion
korrelieren, welche die IL-8 Synthese in Melanomzellen hemmt (209). In vitro zeigt sich
nur teilweise eine IL-8-abhingige Proliferation IL-8-rezeptorpositiver Melanomzellen
(219,230,231). Im Tierversuch hingegen wirkt sich IL-8 deutlich auf das
Tumorwachstum und die Metastasierung von Melanomzellen sowie auf deren

angiogenetische Potenz aus (231,232,233,234).

Fiir IL-8 existieren zwei Rezeptoren, von denen der IL-8-Rezeptor Typ A (IL-8RA)
selektiv fiir 1L-8 ist, wihrend der IL-8-Rezeptor Typ B (IL-8RB) alle C-X-C-Chemokine
bindet (zur Ubersicht 5.217).

Obwohl in vivo IL-8RA bei Endothelzellen und eine Uber sie vermittelte
angiogenetische Wirkung nachweisbar sind (34,230), lieen sich in vitro bisher keine

der beiden Rezeptoren bei diesen Zellen nachweisen (235).

1.5.2. Growth Related Oncogen-Alpha (Gro-a)) / Melanocyte growth stimulating
factor (MGSA)

Gro-o. wurde erstmals als Wachstumsfaktor fir Hs0294T Melanomzellen beschrieben.
Weitere Gro-a-produzierende Zellen sind spezifische Melanomzelllinien, Naevuszellen
und verschiedene primdre Melanozyten in Kultur (136,236). Eine genauere
Untersuchung des Molekiils erméglichte eine Zuordnung von Gro-o zu den C-X-C-
Chemokinen (s.0.). Entsprechend zeigt Gro-o neben dem mitogen-autokrinen Effekt auf
seine Produzenten chemotaktische Wirkung auf Monozyten und neutrophile
Granulozyten (139,211,236). IL-8 inhibiert die Chemotaxis von Neutrophilen zu Gro-a.,
aber Gro-a nicht die zu IL-8 (211). Neutrophile wiederum konnen iiber die Sekretion
der Zytokine IL-1, TNF und PDGF die Gro-a-Produktion in Melanomzellen verstirken.
Die Kombination proteolytischer Eigenschaften granulozytir-sezernierter Enzyme,
freigesetzter Radikale und anderer Entziindungsmediatoren ist Grundlage fiir eine
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Hypothese zur Onkogenese von Melanozyten und die eines sich selbst unterhaltenden
Tumorprozesses (237).

Kulturmedien ohne Serum bewirken eine verminderte oder gar fehlende Expression
bzw. Produktion von Gro-a in Melanomzellen (236). In Endothelzellen wirkt Gro-o
hemmend auf die DNA-Synthese und die GefdBineubildung im CAM-Assay (238). Auch
hier zeigt sich ein Unterschied zum C-X-C-Chemokin IL-8, das wie GRO-o durch
Stimulation mit TNF-o und IFN-§ in Endothelzellen vermehrt exprimiert wird (220).
Bei den Rezeptoren gibt es analog zu den IL-8-Rezeptoren den gemeinsamen Rezeptor
fir Gro-o und IL-8 sowie einen Gro-oo spezifischen Rezeptor, zumindest in
Melanomzellen (239). Die durch Gro-o¢ vermittelte Autostimulation der

melanozytischen Zellen ist via monoklonale AntikSrper blockierbar (240).

1.5.2, Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating-Factor ( GM-CSF)

Der Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating-Factor gehort zu der Gruppe der
hématopoetischen Zytokine und wurde urspriinglich, entsprechend der Namensgebung,
als Stimulans zur Koloniebildung von Zellen verschiedener Differenzierungsstadien in
Richtung Neutrophile, Monozyten/ Makrophagen und Eosinophile beschrieben. Das
Wachstum hiamatopoetischer Zellen ist von diesem Faktor abhingig. Zudem stimuliert
GM-CSF die Ausdifferenzierung und Aktivierung dieser Zellen und erhoht ihre
Lebensdauer (zur Ubersicht 5.241).

GM-CSF ist ein Protein, das aus 127 Aminosduren besteht, die in zwei antiparallelen o-
Helices angeordnet sind. Uber Bindung an membranstindige Rezeptoren mit Doménen
verschiedener Affinitit wird die Wirkung auf die Zielzellen iibermittelt. Hierbei
unterscheidet man die niedrig affine a-Domine von der hochaffinen B-Doméne.
Letztere wurde auch als . oder KH97 Untereinheit bezeichnet und schien entscheidend
fur die liber Kinasen vermittelte Signaltransduktion.

Melanomzellen exprimieren die mRNA fiir beide GM-CSF-Rezeptoren im Gegensatz
zu normalen Melanozyten die weder o- noch P-Rezeptor-mRNA aufweisen (140).
Allerdings ist nicht nur die Expressionsrate in den einzelnen Tumorzellinien

unterschiedlich, sondern auch die Umsetzung in die jeweiligen Untereinheiten des
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Rezeptors (140,242). In Melanomzellen erhoht sich die Glukoseaufnahme tiber GM-
CSF-Bindung an die a-Einheit, nicht aber ihre Zellproliferationsrate (242,243).

Eine Sekretion von GM-CSF konnte fiir mehrere Melanomzelllinien (140,228,244,137),
nicht aber firr normale Melanozyten gezeigt werden (140). Es lieB sich in vitro eine
Abnahme der Proliferation GM-CSF-sezernierender Melanomzellen nachweisen, wenn
ithre GM-CSF-Produktion unterdriickt wurde (246). Des weiteren fiihrt GM-CSF zu
einer autokrinen Migrationsférderung in Melanomzellen (247). Dies koénnte die
Beobachtung erklédren, dass in einem Screening vieler Melanomzelllinien alle GM-CSF
positiven Melanomzellen von Metastasen stammen (229). Die Kokultur von
Keratinozyten und Fibroblasten fithrt zu einer verstirkten GM-CSF-Transkription in
Fibroblasten (248).

In Monozyten induziert von Melanomzellen sezerniertes GM-CSF die Produktion von
TNF, IL-1 und IL-8 (249). Diese Zytokine wiederum verstirken die GM-CSF-Sekretion
von HUVEC (250) und koénnen somit die GM-CSF-abhingige Migration und
Proliferation der Endothelzellen steigern (251).

Antigen von humanen Melanomzellen fiihrte in HLLA-identischen, tumorinfiltrierenden
Leukozyten zu einer Freisetzung von GM-CSF, TNF und IFN-y. Ein direkter zeitlicher
Zusammenhang zwischen Zytokinsekretion und stattgefundener verstirkter Zytolyse
von Tumorzellen bestand jedoch nicht (252). GM-CSF erhéht die Antikérper-abhingige
Zytotoxizitit von Monozyten und Granulozyten gegen Tumorzellen. Bei Monozyten
zeigte sich keine signifikante Zunahme der zytolytischen Aktivitit gegen
Melanomzellen (253).

Uber Aktivierung von CD4" und CD8" Zellen bewirkt GM-CSF eine starke
antitumordése Immunreaktion gegen murine Melanomzellen (254). Auch bei
Melanompatienten konnte im Rahmen von Studien ein GM-CSF-vermittelter
antitumordser Effekt gezeigt werden. Sowohl die lokale intratumordse GM-CSF-
Injektion (255) als auch die Impfung mit bestrahlten autologen Melanomzellen mit
artefizieller zelleigener GM-CSF-Sekretion (256) oder mit bestrahlten autologen
Melanomzellen und rekombinantem humanen GM-CSF (257) resultierten in einer
verstirkten Immunantwort gegen Tumorzellen und teilweiser Regression der

Erkrankung.



1.6. Problemstellung

In dieser Arbeit soll das Sekretionsverhalten hoch- und niedrigmaligner Melanomzellen,
sowie ihrer Vorlduferzellen, den normalen Melanozyten, und die Freisetzung der
ausgewihlten Angiogenesefaktoren bzw. Zytokine unter normalen Kulturbedingungen
sowie unter Stressbedingungen (Sauerstoff- oder Nahrstoffmangel) untersucht werden.
Die Kldrung des Fragenkomplexes, ob generell qualitative Unterschiede im
Sekretionsverhalten zwischen Melanomzellen und normalen Melanozyten bestehen und
ob der Malignititsgrad der Melanomzelllinien mit einem typischen Zytokinmuster
korreliert, sollte fiir das Verstindnis des Tumorverhaltens und der Prognose von Nutzen

und eventuell von therapeutischer Relevanz sein.

Da Stromazellen via Zyto- und Chemokin-Expression das Tumorwachstum ebenso
mafigeblich wie die Neoangiogenese beeinflussen, sollen in dieser Arbeit auch
Fibroblasten, als ubiquitdr vorkommende Prototypen potentieller Interaktionspartner im
Tumorstroma, vor allem von Metastasen, untersucht werden. Ebenso sollen
Endothelzellen als die eigentlichen Zielzellen angiogenetischer Zytokine in ihrem

Sekretionsverhalten miterfasst werden.

Die unterschiedliche Wirkung dieser Zytokine auf die Angiogenese soll anhand der
Proliferationsrate von Endothelzellen erfasst werden. Bei der Stimulation der
Proliferation in vitro sollen die Zytokine getestet werden, die durch vermutlich
proangiogenetische Regulationsverdnderung (Sekretionssteigerung) unter den genannten

Stressbedingungen aufgefallen sind.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Gewinnung der Zelliiberstiinde fiir die Zytokinbestimmung
2.1.1. Zellkultur

Alle Primédrzellen bzw. Zelllinien wurden routinemiBig auf eine Infektion mit
Mykoplasmen getestet und waren negativ. Die Zellen wurden in Gewebekultur-
Petrischalen mit den jeweils fiir sie geeigneten Medien (siehe Tabelle 2.1) bei 37°C und
5% CO, (siche Tabelle 2.3.) kultiviert. Samtliche Reagenzien fiir die Zellkultivierung
wurden vor Gebrauch im Wasserbad auf 37°C vorgewarmt. Fiir die Zellanzucht wurde
Medium jeweils Zur Zytokin- bzw.

das nach 48 Stunden gewechselt.

Chemokinbestimmung aus den Uberstinden der entsprechenden Versuchskultur-

Tabelle 2.1

ZELLEN: Ursprung bezogen von / Bestellnummer Kulturmedium
Melanomzellen
MV3 Metastase Jfreundlicherweise iiberlassen von Dr. | RPMI-Medium
BLM Metastase Goos van Muijen, Pathologisches
IFé6 Primértumor Institut, Universitit Nijmegen
530 Primértumor
HT 144 Hautmetastase ATCC /No.HTB - 63
WM 115 Primértumor ATCC /No.CRL1675
Fibroblasten
HFF Jreundlicherweise Uberlassen von Dr. | RPMI-Medium
FPJ D. Kaufmann, Institut  fiir
FGS Humangenetik, Universitdt Ulm
Melanozyten
MRF freundlicherweise Uberlassen von Dr. | TIC-Medium
MGS D. Kaufmann, Institut Sir
MSD Humangenetik, Universitiit Ulm
Mel4
Endothelzellen
HUVEC humane Umbilicalvenenendothel- | Clonetics, San Diego, USA Nr. CC- | EGM
Einzelspender zellen 2517
HDMEC humane dermale mikrovaskulire | Clonetics, San Diego, USA Nr. CC-

Endothelzellen 2582
HMEC-1 (nach  Ades) immortalisierte | freundlicherweise ~ Uberlassen von

humane mikrovaskulire Endothel- | Dres. T.J. Lawrey und E.W. Ades

zellen Emroy Universitéit bzw. CDC, Atlanta,

Us4 (9)
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bedingungen (siche Abschnitt 2.1.2.3.) erfolgte der Medienwechsel unter Asservation
der Uberstinde nach jeweils 24 Stunden wie in Abschnitt 2.1.2.4. beschrieben. In einem
Versuchsansatz wurden stets parallel die Uberstinde unter Stress- und
Standardbedingungen (normales Medium und Normoxie) kultivierter Zellen der selben
Passage gewonnen. Die Melanomzellen wurden in den Passagen 10 bis 29, Melanozyten

und Fibroblasten bis zur 25. Passage und Endothelzellen bis maximal zur 5.Passage

verwendet.
Tabelle 2.2
KULTURMEDIEN: bezogen von Bestellnummer Endkonzentration
RPMI 1640 ohne L-Glu, Ca*'/Mg* Linaris, Bettingen am Nr. F-2612-KG
RPMI 1640 glukosefrei, ohne L-Glu, Main Nr. F-2629-KK
Ca¥'/Mg*

mit Supplementation):

fetales Kalberserum (FCS) Nr. 8-3111-KG 10 % bzw. 1 % bei
ChargeB.-D.20.593 | Serummangelmedium
Glutaminlésung (L-Glu) Nr. K-1941-GG 2 mmol / ml
Nicht Essenticlle Aminosiuren (NEA) Nr. K-1924-GG M
Penicillin-Streptomycin Nr. A-1153-GG 100 IE bzw. 100pg /ml
TIC-Medium {Rezeptur nach Prof D.
{bestehend aus / mit Supplementation): Kaufmann, Ulm )
HAM'’s F 10-Medium ' Linaris, Bettingenam | Nr. F-2211-KG ~ [80%
Main
NU-Serum Becton Dickinson Nr. 55.000 Charge{ 10%
907266 / 904376

in  Phosphatbuffered-Saline  (PBS) Linaris, Bettingen am Nr. L-1622-KG
gelost: Main
(nach Dulbecco, ohne Ca®" Mg?) Serva / Bochringer- Nr. 32496 68 ng /ml

e Phorbol-12-Myristat-13-Azetat Bioproducts, Ingelheim

e 2 5% Dimethylsulfoxid Serva/ Boehringer- Nr. 20385 6,8x10°%

Bioproducts, Ingelheim

e  Choleratoxin Sigma, Deisenhofen Nr. C-8052 6,8x10° %

e  3-Isobutyl-1-Methyl-Xanthin Sigma, Deisenhofen | Nr. I-7018 28,6 ng / ml
EGM-Medium Clonetics, San Diego, USA | Nr. CC-4133
(mit Supplementation): (Endkonzentration):
Endothel-Wachstums-Faktor, human Nr. CC-4017 0,1%
Hydrocortison Nr. CC-4035 1 mg/ml
Gentamycin Nr. CC-4081 Img/ m!
boviner Hirnextrakt Nr. CC-4092 0,25 %
fetales Kilberserum Nr. CC-4101 2%
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2.1.2. Versuchsaufbau

Die einzelnen Zellarten, wie auch die verschiedenen Zelllinien, vor allem die
Melanomzelllinien, unterscheiden sich in ihrem Wachstumsverhalten zum Teil sehr
stark. Eine Standardisierung war deshalb nur in der Festlegung der Ausgangszellzahl

moglich.

2.1.2.1. Das Ablisen des Zellmonolayers

Der Monolayer aller Zelllinien wurde primér einmal mit Sml PBS gespiilt, um Reste des
Kulturmediums zu beseitigen, die das folgende Ablosen der Zellen beeintrichtigen
konnten. Der Monolayer wurde mit 3 ml Trypsin/EDTA-Lsung fiir ca. 5-10 s bedeckt.
Diese wurde entfernt und die Petrischale fiir ca. 3 min im Brutschrank inkubiert. Die
Reaktion wurde mit 10 ml des zellentsprechenden Mediums (bei allen Endothelzellen
mit reinem FCS) gestoppt. Die gelosten Zellen wurden dabei vom Schalenboden gespiilt
und in dem Volumen durch mehrmaliges Aufnehmen mit einer 10ml Glaspipette in ein
15 ml Polystyren Conical Tube gleichmaBig verteilt.

Tabelle 2.3

MATERIALIEN fiir Zellkultur: bezogen von Bestellnummer
T75-Zellkultur-Flaschen Falcon , Becton Dickinson, Nr. 3111
Rundbodenplatte, 96-Loch Heidelberg Nr. 3077
Flachbodenplatte, 96-Loch, high binding Nr. 3915
Petrischalen 100x20 mm Nr. 3003
Petrischalen 15025 mm Nr. 3025
Polystyren Conical Tube, 15 ml Nr. 2095
Anaerokult Anaerobentopf Vol.2,51/ 12 Petrischalen Merck, Darmstadt Nr. 116387
Anaerokult A Nr. 113829
Anaerotest-Stibchen Nr. 115112
Kryo-Réhrchen, 2ml Hartenstein, Wiirzburg Nr. KT-20
Polypropylen Cups, 2 ml Eppendorf Nr.RSL-2
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2.1.2.2, Bestimmung der Zellzahl

40ul dieser Zellsuspension wurden 1:1 mit einer physiologischen NaCl-Losung unter
Zusatz von 0,4% Trypanblau gemischt und in ein Loch einer 96-Lochplatte gegeben.
10ul dieses Gemisches dienten der Bestimmung der Zellzahl in einer
Neubauerzidhlkammer. Die Summe der in den vier Kammern vorhandenen Zellen wurde
durch vier geteilt, entsprechend der Verdiinnung mit der Trypanblau-Losung mit dem
Faktor zwei und dem Volumenfaktor 10.000 der Neubauerzihlkammer sowie dem der

urspriinglichen 10ml Zellsuspension multipliziert:

Gesamte Zellzahl = gezihlte Zellzahl / 4 x 2 x 10.000 x 10

Wihrend der Zellzihlung wurden die 10 ml Zellsuspension bei 4°C und 900
Umdrehungen/min 7 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet
in Medium resuspendiert. Das Volumen wurde so gewahlt, dass zwei Millionen Zellen

in einem Milliliter Medium suspendiert wurden.

Tabelle 2.4

Reagenzien bezogen von Bestellnummer
0.5% Trypsin/ 0,2% EDTA-L6sung Linaris, Bettingen am Main Nr. K-1252 GG
10-fach in PBS 1/10 verdiinnt

Serumalbumin, bovin (BSA) 1% Biomol, Hamburg Nr. 01400
Dimethyl-sulfoxid (DMSO) 10% Serva, Boehringer Ingelheim Nr. 20385

0,4% Trypanblau Nr. 37252

0,9% NaCl-Losung Fresenius Nr. 46473
Aprotinin 2,2 mg in 15 m! (= 3000 IU/ml) Sigma, Deisenhofen Nr. A-62279
(aus Rinderlunge nach Biurett) Lot. 64-H-70501
Phenylmethylensulfonsdure (PMSF) 200 mM Nr. P 7626 / Lot.84-H-0372

2.1.2.3. Inkubation der Zellen unter entsprechenden Kulturbedingungen

Ein Milliliter dieser Suspension wurde mit einer 100-1000 pl Pipette (Fa. Eppendorf,
Hamburg) in eine 100x20 mm Petrischale gegeben und mit weiteren 7 ml Medium
gemischt, indem die Schale in achtférmigen Bewegungen vorsichtig geschwenkt wurde.

Die Zellen wurden fiir 24 Stunden unter normalen Kulturbedingungen inkubiert.
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Danach wurde das Medium abgenommen, der Monolayer einmal mit 8§ ml PBS gespiilt
und mit 8§ ml normalem, serumarmen (1% statt 10% bzw. bei EGM 0,2% statt 2%) oder
(nur bei den Melanom- und Fibroblastenzellen) mit glucosefreiem RPMI-Medium fiir
weitere 24 Stunden kultiviert.

Um ebenfalls Zelliiberstinde von Zellen unter Anoxie zu gewinnen, wurden mit
normalem Medium versehene Kulturschalen in einem Anaerokult-A Anaerobiertopf
ohne Sauerstoff iiber den gleichen Zeitraum inkubiert. Der Sauerstoff wurde durch eine
Oxidierungs-Reaktion von Eisen dem Topfvolumen entzogen und die Vollstandigkeit
der Oxidation tiber ein Anaerotest-Stabchen kontrolliert.

Nach 24 Stunden wurden die Zelliiberstinde der jeweiligen Kulturbedingungen wie im
folgenden Abschnitt beschrieben abgenommen (siche Kapitel 2.1.2.4.), und die Zellen
iiber weitere 24 Stunden unter Standardbedingungen (normales Medium und Normoxie)
kultiviert.

Aus den Uberstinden der stets unter Standardbedingungen kultivierten Zellen wurden
die im folgenden als (24- bzw. 48-Stunden-) Kontrollwert bezeichneten Zytokinmengen
ermittelt. Die Proben der nach 24 Stunden Stressbedingungen unter
Standardbedingungen kultivierten Zellen wurden mit Reoxigenierung bzw.
Reglukosierung bezeichnet. Die jeweiligen Kontrollwerte wurden dann mit den unter
Stressbedingungen bzw. Poststressbedingungen (Reoxigenierung oder Reglukosierung)
erhaltenen Zytokinmengen verglichen.

2.1.2.4. Verarbeitung der Medieniiberstinde

Nach der Inkubation wurden die Zelliiberstande abgenommen und die Petrischalen
einmal vorsichtig mit diesem Zelliiberstand abgespiilt um nur leicht anhaftende Zellen
beim anschlieBenden Waschschritt mit PBS nicht zu verlieren. Der Uberstand wurde mit
15 pl Aprotinin-Losung (entsprechend 45 IU Aprotinin) versetzt und bei 4°C und 900
Umdrehungen pro Minute siecben Minuten zentrifugiert. Wéhrend dessen wurde der
verbleibende Monolayer einmal mit PBS gespiilt und die Zellen gemiB Abschnitt
2.1.2.1. gelost und in 15 ml Polystyren Conical Tubes auf Eis gelagert. Die Petrischale
wurde nach der Abnahme der Zellsuspension ein Mal mit S ml PBS nachgespiilt. Die so

gewonnenen Restzellen wurden der gesamten Zellzahl zugefiigt.
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Nach Zentrifugation wurde der mit Aprotinin versetzte Zelliberstand unter Zugabe von
75 ul Phenylmethylensulfonsdure gelost in absolutem Ethanol in ein 15 ml Polystyren
Conical Tube umgeschiittet. Das verbliebene Pellet wurde in 2 ml PBS resuspendiert
und bis zur Zellzahlbestimmung ebenso wie der mit Proteinase-Inhibitoren versetzte
Zelliberstand auf Eis gekiihlt. Die Zellzihlung erfolgte wie in Absatz 2.1.2.2.
beschrieben, wobei die gesamte Zellzahl aus lebenden und toten Zellen des Monolayers
und des Uberstandes errechnet wurde. Die gesamte Zellsuspension wurde erneut bei 4°C
und 900 Umdrehungen/min siecben Minuten zentrifugiert. Die Zellen wurden einmal mit
5ml PBS gewaschen, nochmals zentrifugiert und in 1 ml PBS resuspendiert. Die
Suspension wurde in ein Kryo-Réhrchen gefiillt und erneut zentrifugiert. Das Pellet
wurde vorsichtig mit einer 200ul Pipette trockengelegt, mit fliissigem Stickstoff
eingefroren und bis zur weiteren Verwendung im Northern-Blot bei -80°C gelagert. Der
Zelliiberstand wurde in 500ul Portionen in Kryo-Réhrchen verteilt. Diese Aliquots
wurden ebenfalls mit Fliissigstickstoff tiefgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

2.2. Zytokinbestimmung mit Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)

Fiir die Bestimmung der einzelnen Zytokine wurden die entsprechenden Quantikine™
Immunoassays der Firma R&D-Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt verwendet
(siche Tabelle 2.5).

Tabelle 2.5

-human Angiogenin, Cat.Nr. DANOO -human IL-8, Cat.Nr. D8000

-human b-FGF, Cat.Nr. DFB00 -human PDGF-AB, Cat.Nr. DHD0O

-human GM-CSF, Cat.Nr. DGM00 -human TGF-B1/ TGF-B2, Cat.Nr. DB100 / DB250
-human Gro-o,, Cat.Nr. DGR0O -human VEGF, Cat.Nr. DVE00O

2.2.1. Messprinzip

Der ELISA ist nach der sogenannten ,,Sandwich-Bauweise* konzipiert. Die mit einem
monoklonalen Antik6rper gegen das zu messende Zytokin beschichteten
Mikrotiterplattenlocher binden das Antigen des Standards bzw. das der Proben. Die

ungebundenen Bestandteile der Proben werden in einem folgenden Waschschritt
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entfernt. Es folgt die Zugabe eines polyklonalen, enzymgekoppelten Antikorpers gegen
das Zytokin. Die ungebundenen Zweitantikbrper werden weggewaschen und eine
Enzym-Substratlosung zugefiigt. Uber das Enzym wandelt sich das Substrat
proportional zum antikérpergebundenen Zytokingehalt in ein farbiges Prézipitat um. Mit
einer Stopplosung wird die Reaktion beendet und ihre Intensitit mit einem ELISA-

Reader bestimmt.

2.2.2. Versuchsablauf

Die Durchfithrung des Versuchs folgte dem Protokoll des Herstellers fiir den jeweiligen
Immunoassay. Das Vorgehen wird anhand des VEGF-ELISAs beschrieben und
eventuelle Abweichungen zu den anderen Protokollen sind der Tabelle 2.5 zu
entnehmen. Die einzelnen Reagenzien des ELISA-Kits und die, wie unter 2.1.2.4.

erldutert, gewonnenen Zelliiberstinde wurden auf Raumtemperatur gebracht.

2.2.2.1. Erstellen der Standardreihe

Das Pipettieren in diesem Arbeitsschritt erfolgte mit immer der selben 100-1000ul
Pipette. Der Standard wurde in 1 ml Kalibrierungsfliissigkeit RD5SK in einer
Konzentration von 2000 pg/ml 15 min bei 200 Umdrehungen pro Minute auf dem
Vortex gelost.

In acht, gemadB der Konzentration beschrifteten 2 ml-Cups wurden je 500 pul RD5SK-
Lésung vorpipettiert. In das erste wurden 500 pl der 2000 pg/ml VEGF enthaltenden
Stocklosung zugegeben und das Cup verschlossen. Die resultierende 1000 pg /ml
Losung wurde bei 9000 Umdrehungen/ min ca. 10 sec gevortext und dann mit der
Pipette fiinf mal durchmischt. Danach wurden 500 ul der als Hochststandard dienenden
Losung in das nidchste Cup iibertragen. Dieser Vorgang wurde siebenmal bis zur
Vervollstindigung der Verdiinnungsreihe mit den Konzentrationen 1000/ 500/ 250/ 125/
62,5/ 31,2 und 15,6 pg/ml wiederholt. Als Standardleerwert diente die RDSK-Losung.
Um ein eventuelles Zytokinvorkommen im Medium zu erfassen, wurden die
angesetzten Kulturmedien jeweils einmal mitgetestet. Die minimal detektierbare VEGF-
Menge belauft sich nach Herstellerangaben auf 5,0 pg/ml.
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2.2.2.2, Bearbeiten der Mikrotitermessplatte

Zuerst wurde jedes Loch mit 50 pl des Essay Diluents RD1W beschickt. Darauf folgte
die Zugabe von je 200 pl Standard- oder Zelliiberstandslosung, wobei die Proben
immer im Doppelansatz eingesetzt wurden. Um bei den Zelliiberstinden aufgrund zu
hoher Proteinkonzentrationen nicht aufierhalb des Standardbereiches zu liegen, wurden
Vorergebnissen entsprechend, die Proben mit der RD5K-Losung im geeigneten
Verhiltnis (1:10) verdiinnt. Die Platte wurde fiir die Inkubationszeit von zwei Stunden
bei Raumtemperatur mit einer Folie bedeckt und bei 200 Umdrehungen pro Minute
geschiittelt.

Am Ende der Inkubationszeit wurde die Fliissigkeit kurz und kriftig aus den Lochern
gestiirzt und die umgedrehte Platte mehrfach auf saugfihiges Papier geschlagen, um
Restfliissigkeit zu entfernen. Mit der Multipipette (Eppendorf) wurden diese mit 400 pul
Waschpuffer gefiillt und erneut entleert. Dieser Schritt wurde insgesamt dreimal
wiederholt. Danach wurde 200 pl Konjugat, der an Zytokin- / Chemokin-Antikérper
gekoppelten (Pferderettich) Peroxidase-Losung, in jedes Loch gegeben und unter obigen

Bedingungen erneut flir zwei Stunden inkubiert.

Farbreagenzien A (Hydrogen-Peroxid) und B (Tetramethylbenzidin) angesetzten
Substratlésung. Nach zwanzigminiitiger Reaktion bei Raumtemperatur ohne Schiitteln
wurde durch Zugabe von 50 pl Stopplosung (2N Schwefelsdure) der Farbumschlag
beendet.

Die Messplatte wurde binnen dreiBig Minuten mit einer Wellenldnge von 450 nm,
gegen die Referenzwellenldnge von 620 nm im SLT 400 SF Plattenphotometer ( Fa.
SLT LAB Instuments, Deutschland GmbH, Crailsheim) gemessen, und mit dem
Programm Easyfit /SLT wurden aus den Extinktionswerten die entsprechenden

Proteinkonzentrationen berechnet.
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Tabelle 2.6 ELISA-Reagentien

Zytokin Angiogenin] b-FGF |GM-CSF|Gro-alpha| IL-8 PDGF TGF-g1/ b-FGF
TGF-B2 high
sensitivity
Standardkonzentration in 5000 640 500 1000 6000 2000 2000 32
pg/ml
Standard Part-Nr. DANG2 890110 890028 890152 890023 | 890095 | 890207/-267 | 890140
gelost in SmlRDSC | 2ml RD5D | 5ml RDS { 5Smi RD5B | 5Sml RDS [2mIRDS{ 2mIRDSI | ImlPBS *
Hochstkonzentration in pg/ml 5000 320 500 1000 6000 2000 32
Niedrigstkonzentration in 78 5 7.8 31,3 93,8 31,2 0,5
pg/ml
Sensitivitiit in pg/ml <3 <1 <28 <9 <18 <84 <7 <0,043
Waschpuffer Part- Nr. D0020 895003 895073
Essay Diluent Preload 50ul RDIA 1%} 100p1 50u1 | 100pl RD6M | 100pl Part
RDIA | RDIG 14%] 895062
Antigenmenge 200pul 100u! 200ul 150p1
Inkubationszeit th ' 2h ] 1,5h 2h ] 2h/1,5h 14-20h
Inkubationstemperatur ~20°C
Konjugat Part- Nr. DANO2 ! 8990109 [ 890028 l 890151 J 890022 I 8900911 890206/-5134] 89990139
Konjugatmenge 200p1
Inkubationszeit 1h } 2h 1h 2h
Inkubationstemperatur ~20°C 2-8°C ~20°C
Substratlésung Part-Nr. 1:1 895000 + 895001 895077 in
6ml
895078
Substratmenge 200p1 50ut
Substratinkubationszeit 20 min 60 min
Amplifiersolution Part-Nr. 1] 895075 in
6mi
895076
Amplifierldsungsmenge 7] 50 ul
Amplifierinkubationszeit & 30 min
Stopplosung Part-Nr. 895032 895074
Stopplésungsmenge 50p1
s nach Rucksprache mit R&D

2.2.2.3. Auswertung der Messergebnisse

Aufgrund des spezifischen Wachstumsverhaltens der einzelnen Zellarten und Zelllinien

und entsprechend groBen Unterschieden in der Zellzahl wurden die in den Uberstéinden

gemessenen Proteinkonzentrationen zur besseren Vergleichbarkeit jeweils in Relation

zu 10° Zellen gesetzt.
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Mit den Messwerten der Doppelbestimmungen wurden, ebenso wie mit den Ergebnissen
aus mehreren Messungen gleicher Zellen unter gleichen Bedingungen, der Mittelwert x

und die Standardabweichung s gemdB den Formeln x=1/n xi x, und
i=1

s=AnY x’ - (X ©)  berechnet. Der Quotient x der Zytokinmenge unter

n

Stressbedingungen/ x der Zytokinmenge unter Kontrollbedingungen wurde als Faktor
bzw. MaB fiir die Anderung des Sekretionsverhaltens festgelegt.

Bei gentigend hoher Anzahl n (n = 5) von MeBdaten sich entsprechender Zell- und
Kulturarten wurde die Signifikanz der Resultate mit Hilfe des Wilcoxon-Tests fiir
Paardifferenzen ermittelt. Dieser Test wurde zum Vergleich zweier verbundener
Stichproben angewandt (z.B. fiir die Klarung der Fragestellung: Liegt der unter Hypoxie
erhaltene Wert fiir die IL-8-Sekretion iiber dem Kontrollwert?), da die Werte auf
metrischer Skala mit unbekannter Héaufigkeitsverteilung vorlagen, d.h. von einer
Normalverteilung der Ergebnisse nicht ausgegangen werden konnte (Wilcoxon-Test,
275).

Aus dem gleichem Grund der nicht vorhersagbaren Ergebnisverteilung wurde zur
Beurteilung der Signifikanz zweier unverbundener Proben der U-Test nach Wilcoxon,
Mann und Withney verwandt. Mit diesem Test konnte beispielsweise die Signifikanz
einer unterschiedlichen Sekretionsrate von VEGF zwischen hoch- und niedrigmalignen
Melanomzellen unter vergleichbaren Kulturbedingungen untersucht werden (U-Test,

275).

2.3. Endothelzellproliferationsbestimmung

Zur Erfassung der Zytokinwirkung auf Proliferationsrate von Endothelzellen wurde der
5-Bromo-2’-deoxy-uridin Labeling und Detection Kit III (Boehringer Mannheim,
Cat.Nr. 1444 611) verwendet.
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2.3.1. Messprinzip

In diesem Test wird von den Zellen, die in 5-Bromo-2’-deoxy-uridin-haltigem Medium
kultiviert werden, anstatt des Thymidins 5-Bromo-2"-deoxy-uridin (BrD-U) in die Zell-
DNA eingebaut. Mit einer Nuklease wird das BrD-U der DNA fiir die Bindung des
Antikérpers freigelegt. Der Nachweis von inkorporiertem BrD-U in der Zell-DNA mit
einem monoklonalen Antikorper geschieht mittels einer an diesen gekoppelten
Peroxidase, die entsprechend der Antigenmenge einen Farbumschlag des Substrats
bewirkt. Dies gilt als Parameter flir die DNA-Synthese und Proliferationsrate der Zellen
wihrend der Kulturzeit.

2.3.2. Versuchsablauf

Es wurden HUVEC und HMEC-1 als je eine makrovaskuldre und mikrovaskuldre
Endothelzellart in diesen Test eingesetzt. Deren Einbau von BrD-U wurde unter
Stimulation durch die Zytokine Angiogenin, basic-FGF und VEGF sowie durch die
Chemokine Interleukin-8 und Gro-a (siche Tabelle 2.7) im Vergleich zu unstimulierten
Zellen nach 96 Stunden gemessen.

Tabelle 2.7 Zyto- und Chemokine

. human Angiogenin R&D Systems Europe, Abingdon | Nr. 265-An-050
U human basic FGF UK Nr. 233-FB-025
. human GRO-a Nr. 275-GR-010
. human IL-8 Nr. 208-1L-010

. human VEGF ¢s Nr. 293-VE-050

Bisher publizierte Versuche zu Endothelzellproliferation unter Zytokinen fanden
meistens unter dem EinfluB von Serummangel statt. Entsprechend wurde obiger
Versuchsaufbau mit HUVEC zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Daten unter
Serummangel durchgefiihrt.

Mit einem Experiment nonadhirenter Endothelzellen sollte untersucht werden,

inwieweit Endothelzellen mit geringeren Zell-Zellkontakten untereinander, wie z.B. bei
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frischeinsprossenden Gefilen oder migrierenden Endothelzellen, sich in ihrer Reaktion

auf angiogenetische Stimulantien von adhérenten Endothelzellen unterscheiden.

2.3.2.1. Beschicken der Messplatte

Die 96-Loch-MikrotitermeBplatte wurde einmal mit 400 pl sterilem PBS gewaschen.
HUVEC wurden gemiB 2.1.2.1. und 2.1.2.2. geldst und gezdhlt. Um eine konstante
Zellzahl einzusden, wurden eine Million Zellen in 5 ml Medium suspendiert und vor
jeder Zellentnahme durch langsames mehrmaliges Aufziehen mit einer 5 ml-Pipetten
durchmischt. Die Zellen wurden in der Konzentration von 200 Zellen pro pl mit
Zellzahlen von 16000, 8000, 4000, 2000 und 1000 Zellen pro Loch in einer 96-Well-
Platte eingesetzt.

Auflerdem wurden 2000 Zellen eingesetzt, deren Proliferationsvermégen durch eine
dreistiindige Inkubation mit Mitomycin C gestoppt worden war. Sie wurden als
Nullwert und 12 Proben ohne Zellen als Mediumleerwerte eingerichtet. Die Locher
waren zuvor mit der Differenz von 200 yl EGM-Medium minus des Volumens der
einzufiillenden Zellsuspension gefiillt worden.

Fiir jede Zellzahl wurden 12 Proben eingesetzt. Nach 8-10 Stunden, nachdem die Zellen
adhédrent waren, wurde das Medium nach einmaligem Spiilen mit PBS gewechselt. Bei
jeweils 6 der 12 Proben wurden 200 ul 10 uM BrD-U enthaltendes EGM-Medium, bei
den anderen 6 Proben wurde 0,2% Serum enthaltendes EGM-Medium mit der gleichen
BrD-U-Konzentration verwendet.

Nach 48 Stunden wurden die jeweiligen Medien einmal gewechselt. Nach insgesamt 96
Stunden wurde der Versuch wie unten beschrieben ausgewertet. Kiirzere Kulturzeiten
oder BrD-U-Inkubationszeiten erbrachten keine verwertbaren Aussagen. Die Dauer der
Inkubation mit BrD-U wurde mit der Firma Boehringer Mannheim abgestimmt.

In diesem Versuchsaufbau konnte das Proliferationsverhalten von Endothelzellen unter
normalen wie unter Serummangelbedingungen erfasst werden. Anhand der Werte der
Proliferationstests (s.Kap.3.2.1.) wurde eine Ausgangszellzahl von 2000 Zellen als
optimal festgelegt.

Fiir die Stimulationsversuche diente weiterhin eine Standardreihe mit unterschiedlichen

Zellzahlen (16000, 8000, 4000, 2000, 1000 und 0) als Kontrolle. Die 2000 mit
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Mitomycin behandelten Zellen ergaben den Nullwert. Fiir alle Proben wurden die Zellen
mindestens im Dreieransatz eingesit. Die randstindigen Locher wurden mit PBS gefiillt,
um eine verdunstungsbedingte Beeinflussung des Zellwachstums zu minimieren.
Wieder nach 8-10 Stunden wurde das Medium abgesaugt und durch 200 pl 10 puM BrD-
U enthaltendes Kulturmedium EGM ersetzt. Im Dreieransatz wurden die adhérenten
Endothelzellen mit einem der Zytokine Angiogenin, basic-FGF, Interleukin-8, Gro-o
und VEGF in den Konzentrationen 1 ng, 10 ng, 100 ng und 1 pg/ml stimuliert und mit
den Kontrollen ohne Zytokin fiir 96 Stunden kultiviert. Nach 48 Stunden wurde das
BrD-U-haltige Medium erneuert und die gleichen Zytokinkonzentrationen den jeweils
drei entsprechenden Proben zugegeben. Nach weiteren 48 Stunden wurde der Versuch
beendet und ausgewertet (s.u.).

Zur Differenzierung eines moglichen Proliferationsunterschiedes zwischen mikro- oder
makrovaskuldren Endothelzellen wurde ein Versuch mit HMEC-1  unter
Normalbedingungen durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit publizierter
Daten und einer eventuell unterschiedlichen Zytokinempfindlichkeit der Endothelzellen
unter Mangelbedingungen wurde in einem Versuch die BrD-U-Einbaurate in HUVEC
unter Serummangel untersucht. Hierzu wurden die jeweiligen Zellen nach gleichem
Protokoll, fir Serummangel mit 0,2% FCS enthaltendem EGM-Medium und den
entsprechenden Zytokinen kultiviert.

Bei einem Versuch mit HUVEC sollten die Verénderungen des Proliferationsverhaltens
der Endothelzellen unter Zytokinapplikation sofort nach Zelleinsaat getestet werden.
Die verwendeten Zytokinkonzentrationen betrugen 10 ng, 100 ng und 1 pg pro ml. Das
weitere Prozedere und die Auswertung folgte dem fiir adhdrente Zellen beschriebenen
Protokoll.

Das Medium wurde abgesaugt und die Locher mit je 250 ul 10% FCS haltigem PBS
gewaschen und wieder trockengesaugt. Dieses wurde dreimal durchgefiihrt. Zum
Minimieren des Zellverlustes wurde das Absaugen immer an der gleichen Stelle des
Loches ausgefiihrt. Die Zellen wurden dann mit einer auf -20°C vorgekiihiten und
angesduerten (0,5M HCL) 70% Ethanol-Losung eine halbe Stunde bei -20°C fixiert.
Nach dreimaligen Waschen mit 10% FCS-PBS folgte die Zugabe von 100 pl einer
Nuklease-Losung bei 37°C unter Ausschlu von CO, fiir 30 Minuten. Nach einem
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nochmaligen Waschschritt mit 10% FCS-PBS wurde fiir weitere 30 Minuten bei 37°C
mit dem Peroxidase-gekoppelten, monoklonalen Antikérper inkubiert. AbschlieBend
wurde jedes Loch der Platte dreimal mit 250 pl Waschpuffer gespiilt, um Reste der
Antikérperlésung zu entfernen, und dann mit je 200 pl Substratlosung versehen. Nach
ca. 15 Minuten wurde die Farbreaktion bei der Wellenldnge 405 nm zur
Referenzwellenlinge 492 nm mit dem SLT 400 SF Plattenphotometer gemessen ( Fa.
SLT LAB Instuments, Deutschland GmbH, Crailsheim).

2.3.2.2. Auswertung der Versuchsergebnisse

Aus den drei Einzelwerten der Extinktion eines jeden Probentriplets wurde der

Mittelwert x und die Standardabweichung s gemiB den Formeln x=1/n xi x, und
i=1

NS . (X ®)*  berechnet. Der Mittelwert der mitomycinversetzten Proben
3

wurde als Nullwert, kontrolliert durch die Leerwerte (0 Zellen pro Loch), von den
Mittelwerten abgezogen. Die Ergebnisse der zytokinbehandelten Proben wurden zu dem
Mittelwert der unstimulierten Proben der gleichen Ausgangszellzahl (2000 Zellen/
Loch) ins Verhiltnis gesetzt. Als weiterer Vergleich zu den Zytokinproben wurden die
Proliferationsraten der Standardzellzahlen (16000, 8000, 4000 und 1000 Zellen pro
Loch) betrachtet.

Fir die Ergebnisse der adhirenten HUVEC wurde die Signifikanz beziiglich von
Proliferationsunterschieden nach dem Wilcoxon-Test fiir paarige Stichproben berechnet
(275). Aufgrund geringer Probenzahl lief sich nur eine Irrtumswahrscheinlichkeit fiir
stimulierte im Vergleich zu unstimulierten Endothelzellen berechnen, nicht aber fiir die
einzelnen Konzentrationen der jeweiligen Zytokine.

Ebenso konnten die Unterschiede in der proliferativen Potenz zwischen den jeweiligen
Zytokinen nur fiir die Gesamtheit aller Konzentrationen gezeigt werden. Hierfiir wurde
der U-Test fiir unpaarige Stichproben nach Wilcoxon, Mann und Withney eingesetzt
(275).
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2.4. Computerunterstiitzte Datenverarbeitung

Diese Arbeit wurde mit folgender Software erstellt:

Tabelle 2.8

Daten Software zugelassen auf

Textverarbeitung Microsoft Word Klinik und Poliklinik

Tabellenkalkulation Microsoft Excel fur Haut- und
Geschlechtskrankheiten,

ELISA Synelisa 3.2 Universitit Wiirzburg
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3. Ergebnisse

3.1. Wachstumsverhalten verschiedener Melanomzelllinien

(zur Ubersicht siehe auch 7. Tabellenanhang 3.1.a-f)

Die Kenntnis des Wachstumsverhaltens von Melanomzellen in vitro ist unabdingbare
Voraussetzung fiir die Analyse ihres Sekretionsmusters von Zyto- und Chemokinen. Im
ersten Teil der vorliegenden Studie wurde deshalb das Wachstumsverhalten von
Melanomzellen unter normalen Kulturbedingungen (Normoxie und normales Medium),
Hypoxie und Substratmangel, sowie den Stressbedingungen folgenden normalen
Bedingungen (Reoxigenierung und Reglukosierung ) untersucht.

Ausgewdhlt wurden einerseits die hochmalignen, im Tierversuch stark zu
Metastasierung neigenden Melanomzelllinien BLM und MV3 und andererseits die
Zelllinien IF6 und 530 mit geringerer Malignitit. Einbezogen wurden auch die
Zelllinien HT144 und WM115, die beide laut Vertreiber zur Bildung von Metastasen
fihig sind, deren Neigung zur Metastasierung aber bisher nicht in Relation zu anderen

Melanomzelllinien beurteilt wurde.

3.1.a) Melanomzelllinie BLM

Die Melanomzelllinie BLM zeigte ein

BLM
Wachstumsverhalten starkes Wachstum unter normalen
g 2 = Kulturbedingungen. Nach den ersten 48
T ———— .
E ]g v | Stunden hatte sich ihre Anzahl um den
10 Lt . .

£ 5 /./ e Faktor 3,7 vermehrt und erhShte sich
s § I/ ™ et
% 2 - nach weiteren 24 Stunden nochmals um
8 | K : , ,

oh 2‘“‘*26“ 48h  72h das 2,5-fache von initial 2 auf 18,2
‘ ~—— Normalkultur —— Hypoxie Millionen Zellen
| Glukosemangel —o—Serummangel |

Nach 24 Stunden Hypoxie nahm das

Abbildung 3.1.a) zeigt die Proliferation der Melanom- Zellwachs stark ab und resultierte in

zelllinie BLM unter Normalkultur, Hypoxie, Glukose-

mangel bzw. Serummangel sowie den darauffolgen- der  deutlichsten Proliferationsverzoger-
den Normalkulturbedingungen.

Der Anteil toter Zellen / der Apoptoserate an der ung unter allen Stressbedingungen (61%
Gesamtzellzahl wird als Abweichung nach unten

dargestellt. im Vergleich zum Kontrollwert).

* der sich in den Diagrammen widerspiegelnde 24h-Wert ist rein graphisch und nicht auf gezihlien Zellzahlen
basierend 39



Die Wachstumsrate unter Glukosemangel war mit 64,7% annihernd niedrig und
wesentlich geringer als unter Serummangel (84,6%). Nach Glukosemangel blieb aber
das Zellwachstum iiber die ndchsten 24 Stunden (Reglukosierung) am deutlichsten
zurlick. Die Apoptoserate unter Glukosemangel belief sich auf ca. 10% und war damit
am hochsten, wihrend sie unter allen anderen Kulturbedingungen im Vergleich nur <2%
betrug.

3.1.b) Melanomzelllinie MV3
Die Zellzahl der Linie MV3 erreichte
i MV3 . nach 48h den zwei bis dreifachen Wert

Wachstumsverhalten | ) ]

| & . der zu Versuchsbeginn eingesetzten
& _

c . . o11e
2 - | zwei Millionen Zellen und verdoppelte
— 7 |
= o . . .
£ ‘/4{ sich in den nachfolgenden24h. Ein
= - , P
8 S — e | SR —— weiterer Tag lieB die Melanomzellzahl
E ______ — o 1
N Oh 24h* 48h 72h 96h 120h um nochmals 135% zunehmen und sie

Zeit . . 1y
—o— Normoxie —m— Hypoxie | erreichten mit 25,2 Millionen Zellen
Glukosemangel —o—Serummangel |

nach 120h unter Normalkultur ihre

maximale Anzahl.

Abbildung 3.1.b) zeigt die Proliferation der Melanom- ] . .
zelllinie MV3 unter Normalkultur, Hypoxie, Glukose- Hypoxie ergab mit Zellzahlen zwischen

mangel bzw. Serummangel sowie den darauffolgenden 11 . .
Normalkulturbedingungen. 2,4 und 5,05 Millionen die deutlichste

Der Anteil toter Zellen / der Apoptoserate an der Wachstumsverzogerung aller Mangelbe-
Gesamtzellzahl wird als Abweichung nach unten

dargestellt. dingungen. Der Riickstand zur Zellzahl
der Kontrolle wurde innerhalb der folgenden 72-Stunden Reoxigenierung nie aufgeholt,
obwohl nach den ersten 24 posthypoxischen Stunden die maximale Zellteilungsrate von
125% erreicht wurde. Sonst lag die Proliferationsrate zwischen 20-60%. Glukosemangel
induzierte mit 25,2+ 11,9% toten Zellen die hichste Apoptoserate und ein annihernd
niedriges Zellwachstum wie unter Hypoxie. Der Effekt hielt noch unter Reglukosierung

an und war dabei im Vergleich zur Reoxigenierung sogar noch stirker ausgepragt. Die

Apoptoserate bei den iibrigen Proben belief sich unter Hypoxie um 5%, sonst lag sie im

* der sich in den Diagrammen widerspiegelnde 24h-Wert ist rein graphisch und nicht auf gezahiten
Zellzahlen basierend
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Schnitt unter 2%.
3.1.c) Melanomzelllinie HT 144

HT 144
Wachstumsverhalten
c 14
5 *
g 3 e
£ 8 /
= LR
__ﬁ; 2 ~~;:Z/
N - : ,
Oh 24h* 48h 72h
Zeit
—&— Normalkultur ——Hypoxie

Abbildung 3.1.c) zeigt die Proliferation der Melanom-
zelllinie HT144 unter Normalkultur, Hypoxie und
Reoxigenierung.

Der Anteil toter Zellen / der Apoptoserate an der
Gesamtzellzahl wird als Abweichung nach unten
dargestellt.

3.1.d) Melanomzelllinie WM 115

WM 115
Wachstumsverhalten

JEVEVEENEY O 1)

NBOOON-AOHOON N

Zellzah! in Millionen

—&— Normalkultur
Glukosemangel

—i— Hypoxie
—&— Serummangel

Abbildung 3.1d) zeigt die Proliferation der Melanom-
zelllinie WMI115 unter Normalkultur, Hypoxie,
Glukosemangel bzw. Serumimangel sowie den darauf-
folgenden Normalkulturbedingungen.

Der Anteil toter Zellen / der Apoptoserate an der
Gesamt-zellzahl wird als Abweichung nach unten
dargestelit.

Fiir die Zelllinie HT144 ergab sich mit
8,75 Millionen Zellen fiir den 48-h-Wert
eine Vervierfachung der
Ausgangszellzahl. Die Zellzahl des 72-
h-Kontrollwertes belief sich auf 12,7
Millionen. Unter hypoxischen
Bedingungen erreichte die Zellzahl 4,95
Millionen wobei der prozentuale Anteil
toter Zellen 21% betrug. Nach
Reoxigenierung fiel die Zellzahl auf 4,4
Millionen ab mit einem prozentualen
Anteil von 11% toter Zellen, d.h. es fand
in der posthypoxischen Phase nahezu

keine Zellteilung mehr statt.

Bei den Zellen der Linie WMIILS
vermehrten sich die eingesetzten 2
Millionen Zellen auf 11,4 Millionen
beim ersten (48-Stunden-)Kontrollwert
und auf 20,2 Millionen beim zweiten
Kontrollwert. Hypoxie bewirkte die
starkste Wachstumsminderung und einen
Anstieg der Zellzahl von 2 auf 5,8
Millionen. Unter Serummangel zeigte
sich die geringste Wachstumshemmung.
Nach Beendigung dieser Stressbedingung
WMI115 2,5-fachen

reagierten mit

* der sich in den Diagrammen widerspiegelnde 24h-Wert ist rein graphisch und nicht auf gezihlten
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Zunahme der Zellzahl binnen 24 Stunden, unter Reoxigenierung allerdings nur mit einer
Zunahme von 67%. Die Auswirkungen von Glukosemangel und folgender
Stressbeendigung auf die Zellen lagen dazwischen. Die Anzahl toter Zellen lag bei allen
Experimenten unter 3%. Entsprechend waren die Melanomzellen der Linie WM115 am

unempfindlichsten gegentiber allen Stressbedingungen.

3.1.e) Melanomzelllinie IF6

IF6 i Innerhalb der ersten 48 Stunden unter
Wachstumsverhalten | Normalbedingungen verdoppelten [F6
s 14
£ 12 o Melanomzellen ihre Zellzahl. Im
= 10 //I
Z 38 — — weiteren Verlauf der Kulturdauer senkte
£ 6 . e
'E 4 = e sich die Zunahme der Zellzahl von
= 2
N - ; ‘ ‘ ~ ‘ — 53+2.4 % nach 72 Stunden bis auf
Oh 24h* 48h 72h 96h 120h
Zeit schlieBlich 30% nach 120 Stunden. Die
. —&— Normoxie —i— Hypoxie
’ Glukosemangel —®— Serummangel starkste Wachstumshemmung erfolgte
unter Hypoxie.

Abbildung 3.1.e) zeigt die Proliferation der Melanom-
zelllinie TF6 unter Normalkultur, Hypoxie, Glukose- Dieser  Effekt hielt auch nach
mangel bzw. Serummangel sowie den darauffolgenden

Normalkulturbedingungen. Reoxigenierung noch einen Tag an.
Der Anteil toter Zellen / der Apoptoserate an der
Gesamtzellzahl wird als Abweichung nach unten
dargestellt.

Demgegentiber zeigten 24 Stunden
Serummangel keine Anderung der
Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle. Allerdings fand sich nach Zugabe von Serum keine
Erhéhung der Zellzahl binnen weiterer 24 Stunden.

Die Zellletalitit unter kontrollierten Mangelbedingungen war unter Glukosemangel oder
Hypoxie am stirksten ausgeprigt und betrug maximal 7,4% bzw. 12%. Eine dhnlich
hohe Apoptoserate zeigte sich nach 120 Stunden unter Normalkulturbedingungen. Unter
allen anderen Kulturbedingungen lag die Zellviabilitit durchschnittlich bei tiber 94%.

* der sich in den Diagrammen widerspiegelnde 24h-Wert ist rein graphisch und nicht auf gezihiten
Zellzahlen basierend
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3.1.f) Melanomzelllinie 530

Fir die Melanomzelllinie 530 zeigte

530

Wachstumsverhalten sich eine Zellzahlzunahme in den ersten
&8 8 48 Stunden auf 4,3 Millionen Zellen.
2 s o
s Nach weiteren 24 Stunden stieg deren
R Sm—_ Anzahl noch mal um 50%. Die stirkste
8 !
N T — T al

on | oane | asn | 7om Wachstumshemmung  wurde  durch
Zeit . e11e .

| —+—Nomalkulur = Hypoxie Hypoxie (2,6 Millionen Zellen) erreicht,
| Glukosemangel —®—Serummangel gefolgt von Serummangel (3,2

Abbildung 3.1.f) zeigt die Proliferation der Melanom-
zelllinie 530 unter Normalkultur, Hypoxie, Glukose-
mangel bzw. Serummangel sowie den darauffolgenden 11

Normalkulturbedingungen. (3,8 Millionen Zellen).

Der Anteil toter Zellen / der Apoptoserate an der RBei nachfolgender  Kultur  unter
Gesamtzellzahl wird als Abweichung nach unten

dargestellt. Normalbedingungen blieben die fiir 24

Millionen Zellen) und Glukosemangel

Stunden  hypoxischen Zellen am
deutlichsten im Wachstum zuriick. Gleichzeitig war unter Hypoxie die Viabilitit der
Zellen mit 76% am geringsten. Die Zellen der Linie 530 waren diejenigen mit der

geringsten Wachstumstendenz aller getesteten Melanomzelllinien.

Zusammengefasst ldsst sich feststellen, dass die aus Metastasen rekrutierten,
hochmalignen Melanomzellklone BLM und MV3 eine deutlich hbhere Wachstumsrate
haben als die niedrigmalignen Linien IF6 und 530. Unter den getesteten
Stressbedingungen reagierten sie entsprechend weniger ausgeprdgt mit einer
Wachstumsverzégerung und regenerierten sich unter nachfolgender
Kulturnormalisierung wieder schneller (Ausnahme MV3 unter Glukosemangel bzw.
Reglukosierung, s.u.). Fiir alle getesteten Melanomzelllinien zeigte sich unter Hypoxie
die starkste Wachstumsverzégerung unter allen direkten StreBbedingungen. Diese hielt
meist noch in der posthypoxischen Kulturphase an.

Je hoher die Zellteilungspotenz der Zelllinien war, umso ausgeprigter fielen die
jeweiligen Wachstumseinbulen und Apopotoseraten unter Glukosemangel und vor

allem nach Reglukosierung aus. Bei BLM und MV3 fiihrte Glukosemangel jeweils zur

* der sich in den Diagrammen widerspiegelnde 24h-Wert ist rein graphisch und nicht auf gezahlten Zellzahlen

basierend
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hochsten Apoptoserate und nach Reglukosierung zeigte sich bei beiden Zelllinien die
absolut stdrkste Wachstumsreduktion aller PoststreBbedingungen. Unter diesen beiden
Kulturbedingungen proliferierten die Zellen der Linie MV3 sogar weniger als die der
niedrigmalignen Zelllinien [F6 und 530, die in ihrem Zellwachstum nicht so ausgepragt
glukoseabhiingig waren.

Die Zelllinien HT144 (aus einer Hautmetastase) und WM115 (aus einem Primértumor)
entsprachen in ihrem stark ausgeprigten Wachstumsverhalten am ehesten MV3 bzw.
BLM. Die Melanomzellen der Linie WM115 zeigten sogar die hochste Zellteilungsrate
aller Zelllinien, wenn auch das Zellwachstum und die Viabilitit weniger stark

glukoseabhingig waren als bei den hochmalignen Zelllinien MV3 und BLM.

3.2. ELISA

Die verwendeten Medien enthielten keine Zytokine bzw. Chemokine in nachweisbaren
Konzentrationen, welche die Ergebnisse der untersuchten Zellen hitten verfilschen

konnen.

3.2.1. Verinderungen der Sekretion angiogenetischer Zytokine unter Hypoxie,

Reoxigenierung, Serum- und Glukosemangel

Anhand des Wachstumsverhaltens der Melanomzelllinien zeigten sich deutliche
Unterschiede im Vergleich der hochmalignen Zelllinien von BLM und MV3 mit den
niedrigmalignen Zelllinien IF6 und 530 sowie den Zelllinien HT144 und WM115.

Im zweiten Teil der vorliegenden Studie wurde das Sekretionsverhalten der
verschiedenen Melanomzelllinien sowie von normalen Melanozyten, Fibroblasten und
Endothelzellen untersucht. Wie in Kapitel 2.1.2.3. beschrieben, wurden dazu die nach
24 bzw. 48 Stunden in den Uberstinden detektierten Zytokinmengen der unter
Kontrollbedingungen  kultivierten Zellen mit denen unter Stress- bzw.

Poststressbedingungen kultivierten Zellen verglichen.
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Von besonderem Interesse war die Fragestellung, ob sich dabei flir die
Melanomzelllinien in Bezug auf Malignititsgad und Verdnderungen unter

Mangelsituationen charakteristische Unterschiede nachweisen lassen.

3.2.1.1, Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
3.2.1.1.1. VEGF-Sekretion durch Melanomzellen

Nach 24 Stunden unter normalen Kulturbedingungen sezernierten die hochmalignen
Zelllinien BLM und MV3 im Mittel deutlich hohere VEGF-Mengen in die Uberstiinde
als die Melanomzellen IF6 und 530 mit geringerer Malignitit (p<0,025). Mit
zunehmender Kultivierungsdauer zeigte sich vor allem bei der Zelllinie MV 3, aber auch
bei BLM, HT144 und WWM115 eine noch weiter ansteigende VEGF-Sekretion, die
Zelllinien IF6 und 530 hingegen verdnderten das Niveau ihrer Kontrollwerte nicht bzw.
senkten es in Abhédngigkeit der Zeit oder der damit verbundenen Zelldichte.

Auf Hypoxie reagierten alle Melanomzellen uniform mit einer signifikanten Zunahme
ihrer VEGF-Sekretion (p<0,01; MV3 und IF6 n=4; BLM und 530 n=3; HT144 und
WMI115 n=1). Dabei steigerten die Zelllinien, deren 24-Stunden-Kontrollwerte gering
ausfielen (IF6 und HT144), ihre Zytokinsekretion so stark, dass sich nach 24h Hypoxie
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Malignititsgraden nachweisen
lieBen. Eine Ausnahme bildeten die Zellen der Linie 530. Mit maximal 170 pg VEGF
pro Million Zellen tbertrafen sie den unter Normalkulturbedingungen erhaltenen
Kontrollwert um ein 12-faches, erreichten aber nicht die sehr hohen Werte
(>1000pg/10° Zellen) der anderen Zelllinien.

Unter der nach 24 Stunden Hypoxie erfolgten Reoxigenierung sezernierten alle
Melanomzelllinien weiterhin erhthte VEGF-Mengen. Beziiglich der Malignitdt der
jeweiligen Zelllinien unterschieden sich die Ergebnisse nicht signifikant. Die Zelllinien
IF6 und BLM sezernierten ungefihr gleiche VEGF-Level nach Reoxigenierung (jeweils
n=2). Die Linie MV3 gab im Mittel mit 9570 pg pro 10° Zellen deutlich am meisten
VEGF in den Uberstand ab (n=3). Die Zellen von HT144 (~1230 pg/10 6 Zellen; n=1)
und besonders 530 (~3 pg/10 ¢ Zellen; n=1) ficlen durch ihre niedrigen Werte auf.



Tabellen 3.2.1.1.a-f.) VEGF-Sekretion durch Melanomzellen
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Der Entzug von Glukose iiber 24 Stunden fiihrte zu einer fiir alle getesteten
Melanomzellen signifikanten Zunahme der VEGF-Sekretion (p<0,01), obwohl die
Zelllinien MV3 und 530 in je nur einem von zwei Experimenten reagierten. Analog zur
Reaktion auf Hypoxie wiesen die Ergebnisse keine Korrelation zwischen metastatischer
Potenz und Zytokinlevel auf.

Nach 24-stiindiger Reglukosierung zeigte sich bei den Zelllinien BLM (n=2) und MV3
(n=1) ein noch hoherer Anstieg der VEGF-Sekretion als schon unter Glukosemangel.
Die von den Zelllinien IF6 und WM115 (jeweils n=1) abgegebenen VEGF-Mengen
sanken nach Reglukosierung im Vergleich zu den unter Glukosemangel erhaltenen
Werten ab, beziiglich ihrer 48-Stunden-Kontrollwerte blieben sie aber erhSht.
Serummangel zeigte in je zwei Experimenten stets eine Steigerung der VEGF-Sekretion
fiir die Zellen von BLM um ~60%, die Zelllinien MV3 und 530 reagierten uneinheitlich
und die Zelllinie IF6 senkte ihre Zytokinabgabe in beiden Versuchen um rund 40%.

Als einzige der getesteten Mangelbedingungen fiihrte der Entzug von Sauerstoff in allen
Versuchen zu einer deutlichen und meistens sogar maximalen Zunahme der VEGF-

Sekretion der jeweiligen Melanomzelllinien unabhingig vom Malignititsgrad.

3.2.1.1.2. VEGF-Sekretion durch Melanozyten

— ‘ Die nach 24 Stunden unter
VEGF-Sekretion der Melanozyten Mel4,
MRF, MSD und MGS unter Normoxie, Normalbedingungen ermittelten

Hypoxie und Reoxigenterung | Kontrollwerte der priméren
Melanozyten Mel 4, MGS, MRF
(Geweils n=1) und MSD (n=3) waren

unterschiedlich. Bei den Zellen MSD

1
600/,
500/ R
4004/ 2

300
200+
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—
I
!

pg / Mio.

¥/ Hypoxie / Reoxigenierung

100+ 7 i
/ / /£ / B | B | Nomalkutur
Sy oo 2an [ aan | 2an | aan [ wurden 191,4+80,2 pg VEGF pro
Mel 4| MRF | MSD MGS | 106 Zellen gemessen. Bei MGS war

Proben kein VEGF im  Zelliiberstand

nachweisbar. Im Vergleich zu den

Abbildung 3.2.1.zeigt die VEGF-Sekretion der niedrigmalignen Melanomzelllinien
vier getesteten Melanozyten unter Normoxie _
und Hypoxie bzw. Reoxigenierung. Es wurde ~ 530 und  IF6  waren  keine

je ein Experiment (n=1) durchgefithrt signifikanten Unterschiede in der
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VEGF-Sekretion nachzuweisen. Entsprechend lagen die Werte aber deutlich unter
denen der hochmalignen Melanomzellen (p<0,005).

Unter Hypoxie und nach Reoxigenierung (nur MSD und MGS ; jeweils n=1) stieg bei
allen Melanozyten die VEGF-Menge im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollwerten an.
Die hochsten Zytokinmengen sezernierten die Zellen MSD mit bis zu 490 pg bzw. 520
pro 10° Zellen.

Serummangel bewirkte nur im Bereich der Standardabweichung in einem von einem
Versuch mit MRF eine Abnahme auf die Hilfte des Kontrollwertes. Auch unter
Hypoxie entsprachen die getesteten normalen Melanozyten der niedrigmalignen

Melanomzelllinie 530 in ihrem Sekretionsverhalten.

3.2.1.1.3. VEGF-Sekretion durch Endothelzellen

Bei den primdren Endothelzellen liel sich sowohl bei HDMEC (n=1) als auch bei
HUVEC (n=2) unter Kontrollbedingungen, Hypoxie, Reoxigenierung und Serummangel
kein VEGF in den Zelliiberstinden nachweisen.

Bei der mikrovaskuldaren Zelllinie HMEC-1 ergab ein Versuch eine basale Sekretion
von 12,2+0,95 pg pro 10° Zellen. Auf Hypoxie reagierte die Zelllinie HMEC-1 mit
einer 6-fachen Steigerung der VEGF-Sekretion.

Unter Serummangel sezernierten die HMEC-1-Zellen die 1,4-fache Menge VEGF im

Vergleich zur Kontrolle unter normalen Kulturbedingungen.

3.2.1.1.4. VEGF-Sekretion durch Fibroblasten

In je einem Experiment mit den Fibroblastenzellen FGS und FPJ und in zwei Versuchen
mit HFF ergaben sich fiir eine Million Zellen unter normalen Kulturbedingungen 24-
Stunden-Kontrollwerte fiir VEGF von 0 pg (FGS), 843+ 3 pg (FPJ) bzw. 408,2+ 52,3
pg (HFF). Der 48-Stunden-Kontrollwert belief sich fiir die Fibroblasten FGS auf
358,7+ 7,2 pg und fur HFF auf 131,4+ 5,8 pg VEGF pro Million Zellen. Die beiden
Zellstimme verhielten sich also mit zunehmender Kulturdauer gegenldufig in ihrer
VEGF-Freisetzung.
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Unter hypoxischen Zellkulturbedingungen sezernierten die Fibroblasten FGS
3154,3+ 3,3 pg VEGF pro 10° Zellen. Die Zellen FPJ und HFF steigerten ihre Sekretion
um das 6- bzw. 10,7-fache im Vergleich zu den 24-Stunden-Kontrollwerten. Die unter
Reoxigenierung freigesetzte VEGF-Menge betrug das 5 bis 10-fache des 48-Stunden-
Kontrollwertes, fiel aber bei beiden Zellstimmen im Vergleich zu den unter Hypoxie
sezernierten Niveaus auf die Hélfte ab.

Unter Serummangel sezernierten die Fibroblasten HFF rund 40% mehr VEGF als nach
24 Stunden unter Kontrollbedingungen.

Zusammengefasst liel sich grundsitzlich in jedem Versuch eine VEGF-Sekretion bei
allen melanozytiren Zellen (auBer bei MGS unter Kontrollbedingungen) feststellen.
Hierbei zeigte sich kein eindeutiger Unterschied zwischen normalen Melanozyten und
Melanomzellen im allgemeinen, wohl aber eine signifikante Differenzierung zwischen
niedrigmalignen Melanomzellen und normalen Melanozyten auf der einen und
hochmalignen Melanomzellen auf der anderen Seite.

Auf Hypoxie reagierten alle melanozytdren Zellen gleichartig mit einer deutlichen
Steigerung ihrer VEGF-Sekretion. Dabet steigerte die ﬁiedrigmaligne Melanomzelllinie
[F6 ihre Sekretion so stark, dass keine signifikanten Unterschiede mehr zu den
hochmalignen Melanomzelllinien (BLM und MV3) bestanden. Normale Melanozyten
und die niedrigmaligne Melanomzelllinie 530 steigerten ihre VEGF-Freisetzung unter
Hypoxie relativ gesehen wesentlich stirker, blieben aber in ihren absolut abgegebenen
Zytokinmengen deutlich unter dem Niveau der tibrigen Melanomzelllinien.

Ein klarer Unterschied in der VEGF-Sekretion bestand zwischen den Zellen
melanozytiren Ursprungs und primédren Endothelzellen. Nur die immortalisierte
Endothelzelllinie HMEC-1 setzte iiberhaupt VEGF frei. Diese HMEC-1 reagierten auf
Hypoxie wie die Melanomzellen mit einer Sekretionssteigerung.

Fibroblasten &hnelten in ihrem VEGF-Sekretionsverhalten den melanozytaren Zellen.
Abgesehen von normalen Endothelzellen besitzen alle getesteten Zelltypen die Potenz,
VEGF zu sezernieren. Alle diese Zellen reagieren auf Hypoxie und nach

Reoxigenierung mit einer erhéhten VEGF-Freisetzung.
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3.2.1.2, Basic Fibroblast Growth Factor (b-FGF)
3.2.1.2.1. b-FGF-Sekretion durch Melanomzellen

Fir die Hohe der b-FGF-Sekretion ergaben sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den hoch- und geringmalignen Melanomzelllinien. Die abgegebenen b-FGF-
Mengen nach 24 Stunden unter normalen Kulturbedingungen betrugen zwischen 0,3 pg
(WM115) und 3,3 pg (MV3) pro 10° Zellen. Wihrend bei der Zelllinie MV3 die b-FGF-
Sekretion mit der Dauer der Kultivierungszeit auf maximal 13,8 pg pro 10° Zellen nach
96 Stunden zunahm, zeigten alle anderen Melanomzelllinien keine iiber die Kulturdauer
zunehmende b-FGF-Freisetzung.

Auf Hypoxie reagierten alle Melanomzellen mit einer signifikanten Steigerung ihrer b-
FGF-Sekretion um das 2 bis 4,5-fache (p<0,005; MV3 n=6; IF6 n=4; BLM und 530
n=3; HT144 und WM115 n=2). Ebenso wie unter Kontrollbedingungen lie3 sich keine
Abhingigkeit der Zytokinmenge von der Malignitit nachweisen.

Reoxigenierung ergab bei den Zelllinien IF6 (n=3) und 530 (n=2) einen zum
Kontrollwert deutlich erhdhten Zytokinspiegel (p<0,05). Die Zelllinien WM115 und
HT144 zeigten ein gleichformiges Verhalten. Die hochmalignen Zelllinien BLM (n=2)
und MV3 (n=3) sezernierten hingegen tendenziell geringere b-FGF-Mengen als unter
Kontrollbedingungen (nicht signifikant).

Auf Glukosemangel und Reglukosierung antworteten BLM und MV3 in je zwei
Experimenten mit einer im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollwerten bis zu 30-fachen
Steigerung der b-FGF-Sekretion (p<0,05). Unter Glukosemangel wurden von MV3 in
einem von drei Versuchen mit 180 pg b-FGF pro 10° Zellen die hochste b-FGF-Menge
aller Melanomzellen sezerniert. Entsprechend unterschieden sich die absoluten
Zytokinmengen der beiden hochmalignen Zelllinien deutlich von denen der
niedrigmalignen Melanomzellen (p<0,025).

Auch die Zelllinien 530 (n=2) und WMI115 (n=1) erhohten auf Glukoseentzug und
folgende Reglukosierung die b-FGF-Abgabe. Die Zelllinie IF6 reagierte auf
Glukosemangel mit der Reduktion ihrer b-FGF-Sekretion und kehrte unter
nachfolgenden Normalbedingungen in den Bereich der 48-Stunden-Kontrollwerte

zuriick (n=2).
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Tabellen 3.2.1.2.a-f.) b-FGF-Sekretion durch Melanomzellen

i %
! |

[
|
b-FGF-Sekretion der Melanomzelllinie BLM | b-FGF-Sekretion der Melanomzelilinie MV3

40 160
*® T 140 T
3 3+ - - = .—§ 120
3 N
N o254 — - 100
S
2 2 T Iy g &
E = =
o 15 \ T 3 60 .
2
2 10/ — ;: 2 40
o
—— 20 -
5
\ 2t O s . B
Zeit o ——I 24h 48h 72h 96h
24h 48h F S R 4,9 74 139
{l Normatkultur 56 28 |& Hypoxie / 14,3 2,8 3 7.5
0 Hypoxie / 11.6 17 Reoxigenierung
Reoxigenierung B Gluk wgel / 67,5 6,9
|0 Glukosemangel / 34,8 14,4 Reglukosierung
Regiukosierung ] i ffolgende 6,8 73
[ Serummanget 13,3 E Normalkultur ‘
Tab.3.2.1.2.a) Melanomzelifinie BLM Versuch hi n fiir Normaikultur, Hypoxie, Tab.3.2.1.2.b) tilinie M3 : n fr Nor Hypoxie n=6;
n=3;alle n=2 auler gel n=1 i g n=4; Gl F i g n=3, alle anderen n=1
]
b-FGF-Sekretion der Melanomzelilinie HT144 b-FGF-Sekretion der Melanomzelilinie WM115
16 3
14 T I 25
i
12 =
5 s e
N 10 H
g H 15 T
2 s E 1]
E g 1
5 6 g
=
2 " ) 0,5 e
Zeit
2 0
24h 48h
Zeit ___- O Normalkul 03 01
l 24h 48h OHypoxie / 1,3 0,5
[@ne G g 1,5 2,7 Reoxigenierung
|mHypoxie / 56 13,4 [ Glukosemangel / 2,8 02
Reoxigenierung Reglukosierung
Tabh.3.2.1.2.c) Melanomzelllinie BLM Versuchsanzahi n fir Normalkultur und Tab.3.2.1.2.d) Melanomzelllinie WM115 Versuchsanzahi n fiir Normalkultur und
Hypoxie n=2; alle anderen n=1 Hypoxie n=2; alle anderen n=1
b-FGF-Sekretion der Melanomzelllinie IF6 b-FGF-Sekretion der Mellanomzelllinie 530
8
- 80
2
s 50
2 6 F H
3 =
N —.E ll 3 40
= 5 N
5, i 5
H i E 30
=
2 3 ° 111
a n 4 20
g z: i 2
& 10 T
o YR i |
24h 48h 72h 96h 24h 48h
|| Normalkuttur 1,5 1,2 13 45 3 17
o Hypoxie / 48 5,1 1,9 57 24 55
E Reoxigenierung, igeni
B Giukosemangel / 07 13 B Glukosemange! / 78 31
Reglukosierung _Reglukosierung
{0 Serummangel 0,2 | IDSemmmangel [ 3,8
|

Tab.3.2.1.2.e) Melanomzelilinie IF6 Versuchsanzah! n fur Normalkultur und Hypoxie  Tab.3.2.1.2.f) Melanomzelilinie 530 Versuchsanzahl n filr Normalkultur und Hypoxie
n=4;Reoxigenierung n=3; alle anderen n=2 auf3er Serummangel n=1 n=3; alle anderen n=2 auer Serummange! n=1

51



Serummangel beeinflusste die b-FGF-Sekretion der Melanomzelllinien BLM, IF6 und
530 nicht (jeweils n=1). MV3 reagierte mit einer im Bereich der Standardabweichung

des 24h-Kontrollwertes gelegenen Zunahme der b-FGF-Sekretion (n=1).

3.2.1.2.2. b-FGF-Sekretion durch Melanozyten

Die b-FGF-Werte fir normale Melanozyten wurden unter Normal- und
Hypoxiebedingungen in je einem Versuch ermittelt. Nur im ,high-sensitivity-Elisa™
waren Proteinmengen bei Mel 4 und MGS messbar. In den Uberstinden der Zellen
MRF und MSD lieB sich kein b-FGF nachweisen. Unter Kontrollbedingungen zeigten
Mel 4 die hichste Sekretion mit knapp 4 pg pro 10® Zellen. Auf Hypoxie reagierten die
Zellen von MGS und Mel 4 mit einer nach Reoxigenierung reversiblen Hochregulation
ihrer b-FGF-Ausschiittung um das 2 bis 3-fache wihrend MSD keine

Sekretionsdnderungen auf Hypoxie und Reoxigenierung zeigte.

3.2.1.2.3. b-FGF-Sekretion durch Endothelzellen

Die Endothelzellen HDMEC (n=3) und HUVEC (n=3) gaben unter normalen
Kulturbedingungen b-FGF in Héhe von 124+ 71 bzw. 80+42 pg pro 10° Zellen in den
Uberstand ab.

Unter Hypoxie ergaben sich sowohl fiir die mikro- als auch die makrovaskulidren
Endothelzellen keine signifikanten Verdnderungen (jeweils n=3). Nach Reoxigenierung
stieg die b-FGF-Sektretion bei HUVEC in zwei Experimenten im Vergleich zum 48h-
Kontrollwert auf knapp das Doppelte an. Auf Serummangel reagierten HDMEC und
HUVEC in je einem Versuch nicht.

HMEC-1 hatten deutlich niedrigere 24h-Kontrollwerte von 19,4+ 0,2 pg b-FGF pro 10°
Zellen, stiegen aber unter Hypoxie auf das 1,6-fache dieses Wertes an (n=1).
Serummangel bewirkte einen Abfall der Sekretion auf 16 % des Kontrollwertes in

einem Versuch.
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3.2.1.2.4. b-FGF-Sekretion durch Fibroblasten

Unter normalen Kulturbedingungen sezernierten die verschiedenen Fibroblastenzellen
FGS 13,3+ 0.5 pg pro 10° Zellen, FPJ 8,2+ 0,04 pg pro 10® Zellen und HFF 27,3 +2,1
pg b-FGF pro 10® Zellen. In je einem von einem Versuch bei FGS und FPJ stieg die b-
FGF-Sekretion unter Hypoxie um das 2- bzw. 3,5-fache an. Fiir HFF ergaben sich in
zwei Versuchen widerspriichliche Ergebnisse. Es zeigte sich in einem Experiment eine
Steigerung der b-FGF-Sekretion um das ~1,4-fache, ein anderes zeigte keine
Verdnderung. Die Fibroblasten FGS verdnderten liber die Zeit ihre basale b-FGF-
Sekretion nur geringfiigig. Somit belief sich nach 48 Stunden der Kontrollwert bei FGS
(n=1) auf nahezu den Wert des 24 Stunden-Niveaus. Bei HFF (n=1) fiel er im Vergleich
zu letzterem auf die Hilfte ab. Reoxigenierung bewirkte bei den Zellen HFF keine
Veranderung, wihrend bei FGS eine um 59 2,5 % erh6hte b-FGF-Sekretion zu messen
war. Unter Serummangel sezernierten HFF Fibroblasten 64,7+ 4,45 pg b-FGF pro 10°
Zellen und verdoppelten damit ihre b-FGF-Abgabe im Vergleich zur 24h-Kontrolle.
Aufgrund der Befunde ergibt sich kein klares, fiir Fibroblasten allgemein zutreffendes b-
FGF-Sekretionsmuster, auch wenn die hypoxiebedingte Sekretionszunahme eine fiir alle

getesteten Fibroblasten mégliche Reaktion ist.

Insgesamt besaflen also alle melanozytiren Zelltypen die Fahigkeit, b-FGF zu
sezernieren, auch wenn b-FGF z.T. nur in geringen Mengen und nicht bei allen priméren
Melanozyten (3 von 4 Zellstimme b-FGF positiv) nachweisbar war. Alle melanozytaren
Zellen reagierten auf Hypoxie mit einer Sekretionssteigerung. Soweit getestet stellte
Glukosemangel vor allem bei den schnellwachsenden Melanomzelllinien einen noch
stirkeren Reiz zur b-FGF-Freisetzung dar. Dabei unterschieden sich die hochmalignen
Melanomzelllinien BLM und MV3 signifikant von den niedrigmalignen
Melanomzelllinien.

Wihrend Fibroblasten ein zu den melanozytiren Zellen dhnliches Sekretionsverhalten
aufwiesen, unterschieden sich Endothelzellen von diesen in zwei Punkten.
Endothelzellen besaflen unter normalen Kulturbedingungen eine grundsétzlich héhere b-
FGF-Sekretion als melanozytire Zellen und erhéhten ihre b-FGF-Freisetzung erst unter

Reoxigenierung.



3.2.1.3. Angiogenin (ANG)

3.2.1.3.1. Angiogenin-Sekretion durch Melanomzellen

Bei den untersuchten Melanomzelllinien ergab sich ein signifikanter Unterschied in den
sezernierten Angiogenin-Mengen unter normalen Kulturbedingungen zwischen den
hoch- und niedrigmalignen Zelllinien (p<0,01). Die mittleren Angiogeninmengen der
Zelllinien BLM (n=2) und MV3 (n=4) lagen mit 750 bzw. knapp 1000 pg pro Million
Zellen deutlich hoher als die der niedrigmalignen Linien IF6 (n=4) und 530 (n=3) mit
300-400 pg pro 10° Zellen. Die Zelllinie HT144 lag in dem fiir niedrigmaligne
Melanomzellen gemessenen Bereich, die Zelllinie WM115 mit rund 110 pg pro 10°
Zellen noch deutlich darunter (jeweils n=1).

Hypoxie erzeugte in allen Melanomzelllinien eine signifikante Zunahme in der
Zytokinsekretion (p<0,005). Dabei verdeutlichte sich die Differenz zwischen den von
BLM und MV3 sezernierten Angiogenin-Mengen zu denen von Melanomzellen
geringerer metastatischer Potenz (p<0,001; Anzahl der Versuche analog zu der unter
Kontrollbedingungen).

Besonders stark reagierten die Zelllinien HT144 und WM115 auf Hypoxie und erhéhten
ihre Angiogenin-Sekretion um das 6- bzw. 10-fache ihrer 24-Stunden-Kontrollwerte.
Wiéhrend die Zellen der Linie WM115 das Angiogenin-Niveau der Linien IF6 und 530
erreichten, lagen die unter Hypoxie sezernierten Zytokinmengen bei der Zelllinie HT144
im Bereich der hochmalignen Melanomzelllinien. Beide Zelllinien befanden sich auch
nach Reoxigenierung in den entsprechenden Zuordnungsbereichen. Bei allen getesteten
Melanomezelllinien blieben die nach Reoxigenierung gemessenen Angiogenin-Mengen
auf deutlich erhéhtem Niveau im Vergleich zu den 48-Stunden-Kontrollwerten
(p<0,005; MV3 n=3, IF6 n=2, alle anderen n=1). Auch dabei zeigten sich klare
Unterschiede in den absoluten Zytokinmengen entsprechend der Malignitdt der
Melanomzellen, die aber aufgrund geringerer Probenzahl eine niedrigere Signifikanz
ergaben (p<0,1).

Serummangel  induzierte in den  Melanomzelllinien kein  einheitliches
Sekretionsverhalten. BLM-Zellen steigerten ihre Angiogenin-Abgabe um 40%, wihrend
die Zellen von 530, [F6 und MV 3 das jeweilige Niveau ihrer 24-Stunden-Kontrollwerte
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Tabellen 3.2.1.3.a-f.) Angiogenin-Sekretion durch Melanomzellen
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beibehielten (jeweils n=2). Auch wenn die Zellen der Linie MV3 keine
Sekretionsverdnderung unter Serummangel zeigten, waren die sezernierten
Zytokinmengen der hochmalignen Linien BLM und MV3 (wie schon bei den
Kontrollwerten) deutlich hoher als die der niedrigmalignen Zelllinien. Die Zelllinien
HT144 und WM115 wurden nicht getestet.

Im Hinblick auf Glukosemangel (jeweils n=2) und die dann folgende Reglukosierung
(MV3 n=2, alle anderen n=1) lieen sich keine charakteristischen Verdnderungen in der
Angiogenin-Sekretion im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollwerten erkennen.
Einzig WMI115 zeigten in einem Versuch unter Reglukosierung eine 2,4-fache

Erhohung der Angiogenin-Menge.

3.2.1.3.2. Angiogenin-Sekretion durch Melanozyten

Die von den primiren Melanozyten Mel4, MGS, MRF und MSD nach 24 Stunden unter
normalen Zellkulturbedingungen sezernierten Angiogeninmengen lagen zwischen 366
und 947 pg pro 10° Zellen. Entsprechend sind sie mit den 24-Stunden-Kontrollwerten
der niedrig- wie auch hochmalignen Melanomzelllinienen vergleichbar.

Unter Hypoxie reagierten sie aber alle, im Gegensatz zu den Melanomzelllinien, mit
einer signifikanten Senkung ihrer Angiogenin-Sekretion um ca. 50% und bis zu 85% bei
Mel4 (p<0,01, jeweils n=1 auBler MSD n=3).

Wihrend sich die basale Sekretion nach 48 Stunden bei MGS und MSD im Vergleich
zum  24-Stunden-Kontrollwert  nicht  wesentlich  verdnderte, stieg  die
Zytokinausschiittung bei Reoxigenierung auf das 2,3- bzw. 2,5-fache der Kontrollwerte
an. Bei Mel4 blieb dieser Effekt aus (jeweils n=1).

Unter Serummangel zeigte die MRF-Melanozytenkultur keine Anderungen im
Sekretionsverhalten (n=1).

3.2.1.3.3. Angiogenin-Sekretion durch Endothelzellen

Die Endothelzellen HDMEC und HUVEC sezernierten unter Kontrollbedingungen rund
700 pg Angiogenin pro 10° Zellen. Unter Hypoxie stieg die Angiogeninmenge um das
1.8- bzw. das 1,4-fache an (jeweils n=2). Nach Reoxigenierung glichen sich HUVEC
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mit ihren noch leicht erhGhten Angiogenin-Mengen dem 48-Stunden-Kontrollwert an
(n=1).

Die HMEC-1 sezernierten mit 149122 pg pro Million Zellen deutlich weniger
Angiogenin als die nicht immortalisierten Endothelzellen. Unter Hypoxie stieg der Wert
auf mehr als das 4-fache des Kontrollwertes an.

Serummangel zeigte keinen Effekt auf die Angiogenin-Sekretion der Endothelzellen

(HDMEC und HMEC-1, je n=1).

3.2.1.3.4. Angiogenin-Sekretion durch Fibroblasten

Die Fibroblasten FGS, FPJ und HFF sezernierten unter normalen Kulturbedingungen
zwischen 1048+ 165 und 1665+64 pg Angiogenin pro 10° Zellen. Diese unter
Kontrollbedingungen abgegebenen Angiogenin-Mengen verdnderten sich nicht in
Abhéngigkeit von der Kultivierungsdauer.

Unter Hypoxie erhohten die Fibroblasten ihre Angiogenin-Sekretion in
unterschiedlichem Ausmal3 (FGS 1,6-fach und FPJ 3-fach in jeweils n=1 Versuchen;
HFF 2,6-fach n=2). Nach Reoxigenierung verstirkte sich dieser Effekt jeweils noch auf
das bis zu 8-fache des 48-Stunden-Kontrollwertes (FGS und HFF; jeweils n=1).

Serummangel hatte keinen Einfluss auf die Angiogenin-Sekretion der Zellen von HFF

(n=1).

Zusammengefaflt lie sich bezliglich der Angiogenin-Sekretion der getesteten Zellarten
folgendes feststellen:

Sezernierten niedrigmaligne Melanomzelllinien unter normalen Kulturbedingungen
signifikant niedrigere Angiogenin-Mengen als hochmaligne Zelllinien, spiegelte sich die
hohere Differenzierung der priméren Melanozyten in keiner weiteren Verminderung der
Angiogenin-Sekretion wider, sondern erreichte z.T. auch das Niveau der hochmalignen
Melanomzellen.

Erst unter Hypoxie =zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen normalen
Melanozyten (Reduktion der Angiogenin-Sekretion) und den Melanomzellen allgemein
(Sekretionssteigerung), sowie zwischen den niedrig- wund hochmalignen

Melanomzelllinien im Besonderen (Zunahme der Differenz).
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Endothelzellen wie Fibroblasten sezernierten dhnlich hohe bzw. sogar teilweise hohere
Angiogenin-Mengen als die hochmalignen Melanomzelllinien. Ebenso wie diese
reagierten sie auf Hypoxie mit einer Sekretionssteigerung und unterschieden sich

dadurch von den differenzierten Melanozyten.

3.2.1.4. Platelet-Derived Growth Factor (PDGF)
3.2.1.4.1. PDGF-Sekretion durch Melanomzellen

In je zwei Versuchen wurden die Zelllinien BLM, MV3, IF6 und 530 auf ihre PDGF-
Sekretion getestet. Die hochmalignen Zelllinien BLM und MV3 wiesen eine im
Vergleich zu den niedrigmalignen Melanomzellen geringere Basalsekretion auf (p<0,1).

Tabellen 3.2.1.4.a-d.) PDGF-Sekretion durch Melanomzellen
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Die Zellen der Linie 530 sezernierten mit rund 750 pg pro 10° Zellen doppelt soviel
PDGF wie die der Linien BLM und MV3. Die Zellen der Linie IF6 erreichten mit ca.
390 pg pro 10° Zellen einen mittleren PDGF-Wert.

Alle Ziellinien reagierten auf Hypoxie mit einer signifikanten Senkung ihrer PDGF-
Abgabe (p<0,005; jeweils n=2). Dabei nahm bei den niedrigmalignen
Melanomzelllinien IF6 und 530 die PDGF-Sekretion um etwa 80% ab. Sie fiel damit
wesentlich stirker als bei den Linien BLM und MV3, deren Zytokinmengen auf 2/3 der
Kontrollwerte absanken.

Serummangel bewirkte in den hochmalignen Zellklonen BLM und MV3 eine
Verminderung der PDGF-Sekretion um 15 bzw. 40% (jeweils n=3). Die geringmalignen
Zelllinien IF6 und 530 unterschieden sich davon mit einer Sekretionssteigerung um bis
zu 20% signifikant (p=0,01; jeweils n=3).

Glukosemangel hatte bei der Zelllinie 530 keine Auswirkungen auf das
Sekretionsverhalten. Die iibrigen Melanomzelllinien reduzierten ihre PDGF-

Ausschiittung als Reaktion auf diesen Reiz um 26-43% ( jeweils n=1).

3.2.1.4.2. PDGF-Sekretion durch Melanozyten

Die primdren Melanozyten MSD und MRF sezernierten in jeweils einem Experiment
unter normalen Kulturbedingungen ca. 20 pg PDGF pro 10° Zellen. Sie zeigten keine
auBerhalb der Standardabweichungen liegenden Veranderungen im Sekretionsverhalten
unter Hypoxie bzw. Hypoxie und Serummangel.

Damit unterschieden sie sich klar von den Melanomzellen, deren PDGF-Sekretion 10-
fach hoher ausfiel und sich unter Mangelbedingungen z.T. signifikant &nderte
(p<0,025).

3.2.1.4.3. PDGF-Sekretion durch Endothelzellen

In je einem Versuch wurden die PDGF-Kontrollwerte fir HDMEC, HMEC-1 und
HUVEC mit 2416,5+577 pg, 298+ 16,6 pg und 2289,1+41,8 pg pro 10° Zellen

gemessen.
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Unter Hypoxie zeigten nur HMEC-1 eine deutliche Verringerung ihrer Sekretion auf ein
Finftel des Kontrollwertess. HDMEC und HUVEC blieben im Bereich der
Standardabweichung der Kontrollwerte.

Auf Serummangel reagierten alle Endothelzellen mit einer Abnahme der PDGF-
Sekretion. Dieser Effekt fiel bei HUVEC-Zellen mit einer Reduktion um ~30% geringer
aus als bei den mikrovaskuldren Endothelzellen (HDMEC ~70% und HMEC-1 ~90%).

3.2.1.4.4. PDGF-Sekretion durch Fibroblasten

Die Fibroblastenzellen HFF wiesen in je einem Versuch weder unter Kontroll-,

Hypoxie- noch unter Serummangelbedingungen PDGF im Medium auf.

Insgesamt zeigten sich flir PDGF signifikante Unterschiede zwischen niedrigmalignen
und hochmalignen Melanomzelllinien. Letztere sezernierten unter normalen
Kulturbedingungen deutlich weniger PDGF als die niedrigmalignen Zelllinien. Diese
wiederum beantworteten Hypoxie mit einer wesentlich stirkeren Sekretionsminderung.
Auch unter Serummangel steigerten sie ihre PDGF-Sekretion im Gegensatz zu den
hochmalignen Zelllinien (welche diese reduzierten).

Normale Melanozyten unterschieden sich wiederum signifikant von allen
Melanomzelllinien mit ihrer deutlich niedrigeren PDGF-Freisetzung unter
Kontrollbedingungen sowie einer fehlenden Reaktion auf Stressbedingungen.

Auffillige Unterschiede bestanden auch zwischen immortalisierten und normalen
Endothelzellen. Glichen erstere (HMEC-1) in ihren PDGF-Sekretionsverhalten und
-mengen unter normalen und hypoxischen Kulturbedingungen Melanomzellen, setzten
die genetisch unverdnderten mikro- und makrovaskuldren Endothelzellen die mit
Abstand hochsten PDGF-Mengen frei und zeigten keine Sekretionsverdnderung unter
Hypoxie.

PDGF war das einzige aller getesteten Zyto- bzw. Chemokine in dieser Arbeit, das unter
keinen Kulturbedingungen im Uberstand von Fibroblasten nachgewiesen werden

konnte.
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3.2.1.5. Transforming-Growth-Factor-Beta ( TGF-i )
3.2.1.5.1. TGF-B-Sekretion durch Melanomzellen

Im Uberstand wurde sowohl die Menge an TGF-B1, als auch die von TGF-B2 gemessen.
Die Zellinien BLM, MV3, IF6 und 530 sezernierten unter Normoxie zwischen 1245 pg

(IF6) und 1707 pg TGF-B1 pro 10® Zellen (BLM).
Tabellen 3.2.1.5.a und b.) TGF-R-Sekretion durch Melanomzellen

TGF-R1-Sekretion der Melanomzelllinien BLM, MV3, IF6 und 530
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Serummangel = 20 1 7 0 2 2 6 2
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Unter Hypoxie steigerten alle Zelllinien ihre TGF-B1-Abgabe (jeweils n=1). MV3
zeigte mit einer 1,2-fachen Sekretionssteigerung die geringste Reaktion auf diesen Reiz.
Die anderen Zelllinien reagierten in anndhernd gleicher Weise mit einer ~1,5-fach
erhohten Zytokinfreisetzung.

Wihrend Serummangel die TGF-1-Ausschiittung bei den Zelllinien BLM und MV3
nicht beeinflusste, nahm die Sekretion der niedrigmalignen Zelllinien IF6 und 530 auf
das 0,6- bzw. 0,4-fache ihrer Basalwerte ab.

Im Vergleich zu TGF-B1 ergaben sich fiir die B2-Isoform deutlich geringere Basalwerte.
Sie lagen zwischen 17 pg (MV3) und 50 pg pro 10° Zellen (530). Auch hier zeigten die
Proben je eines Experimentes keine Korrelation zwischen dem Zytokinlevel und dem
Malignitdtsgrad.

Analog zu den Verdnderungen in der TGF-B1-Sekretion reagierten alle
Melanomzelllinien mit einer dhnlichen Zunahme der TGF-B2-Abgabe unter Hypoxie.
Unter Serummangel nahm bei allen Melanomzelllinien die TGF-B2-Sekretion ab. Bei
den Linien BLM und MV3 um ca. 60%, bei denen von IF6 und 530 auf nur noch ein
Zehntel des Kontrollwertes.

3.2.1.5.2. TGF-B-Sekretion durch Melanozyten

Die Normalwerte von TGF-81 und TGF-B2 betrugen 1840 pg bzw. 15,6 pg pro 10°
Zellen MSD. Sowohl die Sekretion von TGF-B1, als auch die von TGF-2 nahm unter
Hypoxie um den Faktor 1,4 bzw. 2,2 zu (jeweils n=1).

3.2.1.5.3. TGF-f}-Sekretion durch Endothelzellen

In einem Experiment betrug die von 10° Zellen HMEC-1 sezernierte TGF-B1-Menge
unter Normoxie rund 260 pg und unter Hypoxie das 1,6-fache dessen. Bei Serummangel
fiel die Menge auf zwei Drittel des Kontrollwertes ab (jeweils n=1).

Bei TGF-B2 lag der Basalwert bei 6,4 pg pro 10° Zellen. Hypoxie induzierte keine
Veranderungen und Serummangel filhrte zu einer Abnahme der Sekretion um 72%

(jeweils n=1).
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3.2.1.5.4. TGF-f3-Sekretion durch Fibroblasten

Die Fibroblasten HFF erreichten pro 10° Zellen unter normalen Kulturbedingungen eine
TGF-81-und -82-Menge von 3400 pg bzw. 53 pg. Wihrend Hypoxie die TGF-B1-
Sekretion gering beeinflusste (Zunahme um 1313 %), fiel sie unter Serummangel um
40% ab (jeweils n=1).

Fir TGF-B2 ergab sich unter Sauerstoffentzug bzw. Serummangel eine Steigerung der

Zytokinausschiittung auf das 3,4- bzw. 1,2-fache des Kontrollwertes (jeweils n=1).

In ihrer TGF-B1/2-Sekretion unter normalen wie auch hypoxischen Kulturbedingungen
gab es keine Unterschiede zwischen allen melanozytiren Zellen. Lediglich die TGF-1
Sekretion unter Serummangel (an normalen Melanozyten nicht getestet) zeigte fur
niedrigmaligne Melanomzellen eine Sekretionsminderung im Vergleich zu den auf
diesen Reiz nicht reagierenden hochmalignen Melanomzellen.

Die Endothelzellen der Linie HMEC-1 zeigten dhnliche Reaktionsmuster in der TGF-8-
Sekretion wie melanozytire Zellen. Die Zytokinmengen beider Isoformen waren jedoch
vergleichsweise niedriger.

Im Gegensatz dazu wiesen Fibroblasten die jeweils hochste Sekretion von TGF-B auf
und unterschieden sich in ihrer Sekretionsmodulation unter Serummangel von allen

anderen getesteten Zellarten.

3.2.2. Veriinderungen der Sekretion angiogenetischer Chemokine unter Hypoxie,

Reoxigenierung, Serum- und Glukosemangel
Unter identischen Kulturbedingungen wurden die verschiedenen Melanomzelllinien auf

ihr Sekretionsverhalten angiogenetischer Chemokine untersucht und mit dem von

normalen Melanozyten, Endothelzellen und Fibroblasten verglichen.
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3.2.2.1. Interleukin 8 ( IL-8 )
3.2.2.1.1. Interleukin-8-Sekretion durch Melanomzellen

Unter normalen Kulturbedingungen konnten deutliche Unterschiede in der Hohe der
sezernierten IL-8 Mengen zwischen den hochmalignen und niedrigmalignen
Melanomzelllinien nachgewiesen werden (p<0,05). Die von den Zelllinien BLM (n=2)
und MV3 (n=4) sezernierten Chemokinmengen lagen im Bereich zwischen 1100 und
rund 11000 pg pro 10° Zellen. Die Linien IF6 (n=3) und 530 (n=3) zeigten mit Werten
zwischen 1000 und 3000 pg pro 10° Zellen keine so groBBen Schwankungen. Die sich
entsprechenden Mittelwerte sind den Tabellen 3.2.2.1.a-f) zu entnehmen. Die Zelllinien
WM115 und HT144 lagen mit IL-8-Mengen von 4300 bzw. 8100 pg pro 10° Zellen im
Wertebereich der hochmalignen Melanomzellen.

Auf Hypoxie reagierten niedrigmaligne Melanomzellen mit einem signifikanten Abfall
in ihrer IL-8-Abgabe (p<0,05) und zeigten somit ein zu den Zelllinien BLM und MV3
gegenldufiges Verhalten. Die hochmalignen Melanomzellen steigerten im Mittel ihre IL.-
8-Sekretion unter Sauerstoffentzug um das 6- bzw. 4-fache des 24-Stunden-
Kontrollwertes (p<0,05).

Reoxigenierung bewirkte in Melanomzellen mit starker metastatischer Potenz noch
immer einen Anstieg der IL-8-Sekretion um das 2-4-fache der entsprechenden 48-
Stunden-Kontrollwerte. Die Linien IF6 und 530 reagierten auf die Beendigung der
Hypoxie mit einem deutlichen Anstieg ihrer IL-8-Sekretion, so dass die absoluten
Chemokinmengen denen der Zelllinien BLM und MV3 glichen.

Die Linie WMI115 reagierte nur geringfiigig sowohl auf Hypoxie als auch
Reoxigenierung, wohingegen HT144-Zellen in ihrem Sekretionsverhalten der Linie
MV3 ghnelten.

Auf Serummangel reagierten alle getesteten Melanomzelllinien mit einer signifikanten
Abnahme der IL-8-Sekretion (p<0,05). Mit ca. 17% des Kontrollwertes reduzierte die
Zelllinie MV3 ihre 1L-8-Abgabe am deutlichsten (n=2). Die niedrigmalignen Zelllinien
IF6 (ca. 80%) und 530 (ca. 50%) zeigten ebenso wie die Zelllinie BLM (ca. 50%) keine
so ausgeprigte Reaktion (n=1 fiir IF6 und BLM; n=2 fiir 530).
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Tabellen 3.2.2.1.a-f.) IL-8-Sekretion durch Melanomzelien
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Den Entzug von Glukose beantworteten die Zelllinien BLM (n=1), MV 3 und IF6 (beide
n=2) mit einer Steigerung der Chemokin-Sekretion um den Faktor 1,4 bis 2,3 , wihrend
die Zelllinien 530 (n=2) und WM115 (n=1) diese um 20% bzw. 40% verringerten.

Auf Reglukosierung steigerten alle Melanomzellen bis auf die Linie WM115 ihre IL-8-
Sekretion. Die von den hochmalignen Melanomzellen erreichten IL-8-Level waren
meistens (bis auf einen Versuch mit IF6) deutlich héher als die der Zelllinien IF6 und

530. Aufgrund zu geringer Probenzahl war eine Signifikanz nicht zu berechnen.

3.2.2.1.2. Interleukin-8-Sekretion durch Melanozyten

Primdre Melanozyten sezernierten unter Normalbedingungen IL-8-Mengen zwischen
35+4,7 pg (MGS; n=1) und 230,6+ 188,9 pg (MSD; n=3) pro 10° Zellen. Sie lagen
damit signifikant unter den von niedrigmalignen Melanomzellen abgegebenen Mengen
(p<0,005). Nach 48 Stunden war die Basalsekretion der MGS-Zellen unwesentlich
geringer als nach 24 Stunden, die Zellen MSD hingegen verdreifachten die IL-8-Menge
innerhalb von 48 Stunden.

Hypoxie bewirkte bei MRF eine Zunahme der Sekretion um den Faktor 1,6 (n=1). Bei
den Zellen von MGS zeichnete sich unter Beriicksichtigung der Standardabweichungen
eine diskrete Mindersekretion ab. Mel4-Zellen zeigten mit einer Abnahme der
Zytokinmenge um ~60% ein den niedrigmalignen Melanomzelllinien entsprechendes
Verhalten (n=1). Die Zellen von MSD reagierten in 2 von 3 Versuchen mit einer
deutlichen Sekretionsminderung um 45-70%. In einem Versuch steigerten sie ihre IL-8-
Freisetzung um ~95%.

Auch nach Reoxigenierung war kein einheitliches Sekretionsmuster bei den getesteten
normalen Melanozyten zu erkennen. Wiederzugabe von Sauerstoff lie die IL-8-
Ausschiittung bei MGS um das 9-fache des 48-Stunden-Kontrollwertes ansteigen, bei
MSD ergab sich diesbeziiglich eine Reduktion von 35% (jeweils n=1).

Serummangel induzierte eine Zunahme der Sekretion bei MRF um das 3,3-fache auf
400x 17 pg pro 10° Zellen (n=1). Damit zeigte die MRF-Melanozytenkultur ein den

Melanomzelllinien gegenliufiges Regulationsverhalten.
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3.2.2.1.3, Interleukin-8-Sekretion durch Endothelzellen

Bei den makrovaskuldren Endothelzellen von HUVEC betrug der 24-Stunden-
Kontrollwert im Mittel 3256,9 + 1306,9 pg pro 10° Zellen. Unter Hypoxie lief sich bei
HUVEC in zwei von drei Experimenten keine Verdnderung in der Sekretionsrate
nachweisen, bei einem kam es zu einem Anstieg um das 2,7-fache. Reoxigenierung
fiihrte in zwei von zwei Versuchen zu einer Sekretionszunahme um 120% beziiglich des
48-Stunden-Kontrollwertes.

Die IL-8-Abgabe von einer Million HDMEC unter Normalbedingungen war knapp
doppelt so hoch wie bei HUVEC. Auf Hypoxie zeigte sich jeweils eine Steigerung um
das 1,8-fache im Vergleich zu den Kontrollwerten (n=3).

HMEC-1-Zellen sezernierten unter normalen Kulturbedingungen mit 5433 + 30,4 pg pro
10° dhnlich hohe IL-8-Mengen wie HDMEC. Unter Hypoxie verminderten sie aber ihre
Chemokin-Abgabe um 44% (n=1).

Serummangel wirkte sich bei allen Endothelzellen senkend auf die IL-8 Sekretion aus
(jeweils n=1), wobei die Verdanderung bei HDMEC mit 73 + 1% des Kontrollwertes am

geringsten und bei HMEC-1 mit einem Viertel des Kontrollwertes am starksten ausfiel.

3.2.2.1.4. Interleukin-8-Sekretion durch Fibroblasten

Unter normalen Kulturbedingungen wiesen die von den Fibroblasten abgegebenen I1L.-8-
Mengen starke zellstammspezifische Unterschiede auf. Die Zellen FGS sezernierten im
Mittel rund 16300 pg IL-8 pro 10° Zellen, FPJ hingegen weniger als ein Zehntel dessen.
Die Fibroblasten HFF lag mit ca. 3800 pg pro 10° Zellen dazwischen.

Nach weiteren 24 Stunden in Kultur sanken die Chemokinmengen von HFF (n=1) und
noch stérker die von FGS (n=2) unter den jeweiligen 24 Stunden Kontrollwert.

Alle Fibroblasten verhielten sich unter hypoxischen Bedingungen gleichartig und
steigerten ihre IL-8-Ausschiittung um das 3,8- bis 5-fache im Vergleich zu den 24-
Stunden-Kontrollwerten. Nach Reoxigenierung blieb die IL-8-Sekretion auf dem Niveau

der Hypoxiewerte.
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Insgesamt gesehen unterschieden sich die hochmalignen Melanomzelllinien in ihrer IL-
8-Sekretion durch Freisetzung hoéherer IL-8-Mengen signifikant von den
niedrigmalignen Melanomzelllinien. Diese wiederum sezernierten signifikant mehr I1.-8
als normale Melanozyten.

In ihrem Sekretionsverhalten unter Hypoxie verhielten sich die niedrigmalignen
Melanomzelllinien, die ihre IL-8-Freisetzung senkten, gegensitzlich zu den
hochmalignen Melanomzelllinien, welche diese steigerten. Normale Melanozyten
reagierten auf Hypoxie zwar uneinheitlich, ihre sezernierten 1L-8-Mengen blieben aber
stets deutlich unter denen der niedrigmalignen Melanomzelllinien (p<0,05). Unter
normalen Kulturbedingungen und Hypoxie korrelierte also mit zunehmender
Entdifferenzierung der melanozytiren Zellen eine héhere 1L-8-Sekretion.

Auch unter Serummangel zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den auf
diesen Reiz mit Sekretionssteigerung reagierenden normalen Melanozyten und allen
Melanomzelllinien, die darunter ihre IL-8-Freisetzung drosselten.

Sowohl Endothelzellen als auch Fibroblasten sezernierten 1L-8 in zu hochmalignen
Melanomzelllinien vergleichbar hohen bzw. sogar deutlich hoheren Mengen unter
normalen Kulturbedingungen. Auch in ihrer stressabhingigen Sekretionsverdnderung
dhnelten mikrovaskuldre Endothelzellen wie auch Fibroblasten den hochmalignen
Melanomzellen, wobei Fibroblasten wiederum am meisten IL-8 von allen Zellarten
freisetzen konnten. Makrovaskuldre Endothelzellen (HUVEC) vermochten auf gleiche
Weise wie die mikrovaskuldren Endothelzellen auf Hypoxie zu reagieren, wenn sie dies

auch nicht regelméiBig taten.

3.2.2.2. GRO-Alpha
3.2.2.2.1. Gro-Alpha-Sekretion durch Melanomzellen

Die Gro-a-Sekretion der hochmalignen Melanomzellen war unter normalen
Kulturbedingungen signifikant héher als die der Zelllinien IF6 und 530 (p<0,025). Diese
beiden Linien sezernierten zwischen 850 (IF6; n=3) und 1170 pg Gro-o/ 10° Zellen
(530; n=3) und setzten damit nur rund 12% bis maximal 60% der Chemokinmengen

von MV3 bzw. BLM frei. Bei allen Melanomzelllinien zeichnete sich im Verlauf der
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Tabellen 3.2.2.2.a-f.) Gro-alpha-Sekretion durch Melanomzellen
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Kulturzeit eine Abnahme der Gro-a-Sekretion ab, die bei den Linien IF6 und MV3 {iber

96 Stunden zu beobachteten war.

Auf Hypoxie reagierten die hochmalignen Melanomzellen mit uneinheitlichen
Verdnderungen ihres Sekretionsverhaltens. Bei der Linie BLM war nach Hypoxie ca.
20% mehr Gro-o in den Uberstéinden messbar als in den 24-Stunden-Kontrollen (n=2).
Die Linie MV3 sezernierte unter Hypoxie (n=3) in einem Versuch mehr und in zwei
Versuchen etwas weniger Gro-g als unter Kontrollbedingungen. Die Zelllinien IF6 und
530 hingegen zeigten eine signifikante Abnahme in der Gro-a-Sekretion (p<0,05).

Nach Reoxigenierung fiel bei den Zelllinien MV3 (n=2), BLM(n=1) und IF6 (n=2) die
Chemokinsekretion im Vergleich zu den Kontrollwerten, bei 530 (n=1) nahm sie um
66% zu.

Die Linie HT144 sezernierte unter allen getesteten Bedingungen immer annihernd
gleichviel Gro-a. und lag mit rund 5000 pg pro 10° Zellen im Bereich zwischen BLM
und MV3 (n=1).

Im Uberstand der Zellliniec WM115 war nach Ablauf der ersten 24 Stunden gar kein
Gro-a. nachweisbar. Nach Reoxigenierung lieBen sich knapp 20 pg pro 10° Zellen

nachweisen. Dies war mehr als das 13-fache des 48 Stunden-Kontrollwertes (n=1).

Auf den Entzug von Glukose war bei keiner Melanomezelllinie eine aussagefdhige
Verdnderung der Chemokin-Sekretion zu verzeichnen. Unter allen getesteten
Melanomzelllinien beantworteten nur die Linien MV3 und BLM die Reglukosierung
mit einer Zunahme der Gro-a-Freisetzung um das 2,5-fache im Vergleich zu den 48-
Stunden-Kontrollwerten. Die niedrigmalignen Melanomzellen und die Linie WMI115
zeigten weiterhin keine Modulation in ihrem Sekretionsverhalten (n=2 fiir BLM, MV3,
IF6 und 530, n=1 fur WM115).

Bis auf die Linie IF6 induzierte Serummangel bei allen getesteten Melanomlinien einen
starken Abfall in der Gro-a-Abgabe und zwar bis auf rund 30% des 24-Stunden-
Kontrollwertes (jeweils n=1).

Unter allen Kulturbedingungen gaben jeweils MV3 die hochste Gro-a-Menge aller

Melanomzelllinien in die Uberstiande ab.
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3.2.2.2.2. Gro-Alpha-Sekretion durch Melanozyten

Die Gro-o-Sekretion der Melanozyten Mel4, MGS, MRF (jeweils n=1) und MSD (n=2)
unter Kontrollbedingungen lag mit Werten zwischen 126 und 230 pg pro 10° Zellen
signifikant unter der von niedrigmalignen Melanomzelllinien (p<0,05). Ebenso wie bei
den Melanomzellen verringerte sich die Chemokin-Abgabe in Abhidngigkeit von der
Kulturdauer.

Hypoxie bewirkte keine signifikanten Verdnderungen. Die Sekretion unter
Reoxigenierung stieg auf das 3,2-fache (MGS) bzw. 1,45-fache (MSD) t{iber den
jeweiligen Kontrollwert an.

Unter Serummangel gaben MRF-Zellen im Vergleich zu den Kontrollen knapp das 3-

fache an Gro-o in den Uberstand ab.

3.2.2.2.3. Gro-Alpha Sekretion durch Endothelzellen

Die Endothelzellen HDMEC sezernierten im Mittel rund 3200 pg Gro-ot pro 10° Zellen
(n=2). Unter Hypoxie stieg die Chemokin-Menge im Vergleich zur Kontrolle
geringfiigig an.

HUVEC erreichten eine mittlere Normalsekretion von 2300 pg pro 10° Zellen (n=2).
Hypoxie induzierte in einem von zwei Versuchen keine Verdnderung, im anderen einen
Abfall des Niveaus um 63% im Bezug auf den 24-Stunden-Kontrollwert. Nach
Reoxigenierung lag die abgegebene Gro-a-Menge weiterhin um 30% unter dem
entsprechenden 48-Stunden-Kontrollwert.

Serummangel induzierte bei beiden Zellarten eine Senkung des Sekretionsniveaus um

ca. 30%.

3.2.2.2.4. Gro-Alpha-Sekretion durch Fibroblasten

Die Sekretion von Gro-o wies betrdchtliche Unterschiede zwischen den einzelnen
Fibroblastenzellen auf. So sezernierten eine Million Zellen FGS rund 17000 pg, gleich
viele Zellen von FPJ und HFF hingegen 2750 pg bzw. 5900 pg. Nach weiteren 24
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Stunden sanken die Gro-a-Mengen bei FGS wie HFF auf 75% bzw. 55% des
Vorwertes ab.

Hypoxie bewirkte bei den Fibroblastenkulturen der Zellen von FPJ und HFF keine
Veridnderungen in der Chemokin-Sekretion. Die Zellen FGS steigerten ihre Gro-a-
Abgabe unter Hypoxie um rund 17% (bzw. 2300 pg pro 10° Zellen absolut) auf ~20000
pg pro 10° Zellen.

Nach Reoxigenierung steigerte sich die Sekretion bei FGS auf das 2,6-fache des 48-
Stunden-Kontrollwertes. Bei HFF betrug sie mit 4110,4+ 0 pg pro 10° Zellen 125% des
Vergleichswertes, lag aber niedriger als der 24-Stundenwert.

Wie fiir [L-8 zeigte sich fiir das Chemokin Gro-o ein mit der Differenzierung
korrelierendes  Sekretionsverhalten der melanozytaren Zellen (Ausnahme:
Melanomzelllinie WM115). Auch hier sezernierten die Zellen mit der geringsten
Differenzierung die hochsten Chemokinmengen.

Ebenso zeigten Endothelzellen und Fibroblasten ein dhnliches Sekretionsverhalten fiir
Gro-o wie fir IL-8. Allerdings erreichten alle Zellarten unter den entsprechenden

Kulturbedingungen nicht ganz so hohe Absolutmengen.

3.2.2.3. Granulocyte-Macrophage-Colony-Stimulating-Factor ( GM-CSF)

3.2.2.3.1. GM-CSF-Sekretion durch Melanomzellen

Die hochmalignen Melanomzellen gaben unter normalen Kulturbedingungen nur
geringe Mengen GM-CSF in die Uberstinde ab (jeweils n=3). Die Werte von BLM und
MV3 schwankten dabei zwischen 0 und rund 6 pg pro 10° Zellen. Ein signifikanter
Unterschied zu den niedrigmalignen Zelllinien konnte nicht nachgewiesen werden, da
die Linie IF6 auf gleich niedrigem Niveau GM-CSF sezernierte (n=3). Bei 530 lieB sich
in keinem der drei Experimente GM-CSF im Uberstand detektieren.

Hoéhere GM-CSF-Werte zeigten Zellen der Linie WM115. Unter Normalbedingungen
gaben sie unabhingig von der Kulturdauer eine Zytokinmenge von rund 12 pg pro 10°

Zellen in den Uberstand ab.
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Unter Hypoxie und nach Reoxigenierung steigerte die Linie WM115 die GM-CSF-
Sekretion auf knapp das Doppelte der entsprechenden Kontrollwerte. Die anderen
Melanomzelllinien reagierten unterschiedlich auf den Entzug von Sauerstoff. Die Linien
BLM und MV3 zeigten in zwei bzw. einem von jeweils drei Versuchen eine
Sekretionssteigerung um den Faktor 5,5 bzw. 4,5. Die Zelllinie IF6 senkte ihre GM-
CSF-Abgabe (n=2 von 3). In den jeweils anderen Versuchen wiesen alle drei Zelllinien
aber, wie die Linie 530 in jedem Experiment (n=3), keine Verdnderungen zur negativen
Basalsekretion auf.

Reoxigenierung bewirkte in den Zelllinien BLM und MV3 ( jeweils n=1) bei zuvor
negativem Chemokinnachweis eine GM-CSF-Sekretion von rund 7,5 bzw. 6,7 pg/ 10°
Zellen. Bei den Zelllinien IF6 und 530 blieben diese Proben weiterhin stumm.

Auf Serummangel reagierte die Linie BLM in zwei Versuchen mit einer Zunahme der
GM-CSF-Sekretion auf das bis zu 2-fache der 24-Stunden-Kontrollwerte, blieb aber in
einem Versuch mit fehlender Basalsekretion auch areaktiv (n=3). Die Zelllinien MV3
und IF6 verhielten sich in den einzelnen Experimenten widerspriichlich. In den
Uberstinden der Zelllinie 530 lieB sich weiterhin kein GM-CSF nachweisen.

Der Entzug von Glukose Ioste bei allen getesteten Melanomzelllinien keine

wesentlichen Sekretionsverdnderungen aus.

3.2.2.3.2. GM-CSF-Sekretion durch Melanozyten

Die Melanozyten MRF und MSD gaben unter allen Testbedingungen kein GM-CSF in
die Medien ab.

3.2.2.3.3. GM-CSF-Sekretion durch Endothelzellen

Die Endothelzellen HDMEC, HMEC-1 und HUVEC sezernierten GM-CSF unter
normalen Bedingungen in einer Hohe von 7,6 £ 0,16 pg, 3,6+ 0,5 pg bzw. 12.3+£0,4 pg
pro 10° Zellen. Unter Hypoxie steigerten die mikrovaskuldren HDMEC und HMEC-1
ihre GM-CSF-Sekretion um 47% bzw. 39%, die makrovaskuliren HUVEC um 148 %

(jeweils n=1).
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Auf Serummangel reagierten HDMEC mit einer Zunahme um den Faktor 1,4 im
Vergleich zum 24-Stunden-Kontrollwert. Die Proben von HMEC-1 enthielten kein GM-
CSF mebhr, und die der HUVEC blieben unverdndert zum Vergleichswert.

3.2.2.3.4. GM-CSF-Sekretion durch Fibroblasten

Auf GM-CSF getestet, zeigten die Fibroblastenzellen HFF unter normalen
Zellkulturbedingungen eine basale Sekretion von rund 30 pg pro 10° Zellen. Unter
Hypoxie stieg die Sekretion um den Faktor 7,5. Serummangel beantworteten die
Fibroblasten dagegen nur mit einer leichten Erhohung der GM-CSF-Abgabe (Faktor
1,3/n=1) .

Insgesamt betrachtet war eine GM-CSF-Sekretion in geringem Ausmall bei einigen
Melanomzelllinien mdglich, aber nicht immer vorhanden. Es zeigte sich bei diesen
Zellen auch kein typisches Sekretionsverhalten in  Abhdngigkeit von
Kulturbedingungen. Durch differenzierte melanozytire Zellen und die niedrigmaligne
Melanomzelllinie 530 wurde unter keinen Umstinden GM-CSF sezerniert.

Darin unterschieden sich die melanozytiren Zellen grundsitzlich sowohl von
Endothelzellen als auch Fibroblasten, welche allesamt unter normalen

Kulturbedingungen GM-CSF freisetzten und dies unter Hypoxie sogar noch steigerten.

Zusammengefasst lie} sich beziiglich des Sekretionsverhaltens der getesteten Zellarten
fiir die jeweiligen Zyto- bzw. Chemokine folgendes feststellen:

Die untersuchten Melanomzelllinien zeigten fiir alle in dieser Arbeit getesteten Zyto-
und Chemokine auBler fiir GM-CSF unter bestimmten Kulturbedingungen ein
charakteristisches Sekretionsverhalten. Sie unterschieden sich dabei bezliglich der
abgegebenen Zyto- bzw. Chemokinmengen und / oder ihres Sekretionsverhaltens unter
Stressbedingungen fiir VEGF, Angiogenin, PDGF, IL-8 und Gro-o. signifikant von den
getesteten normalen Melanozyten. Angiogenin war das einzige Zytokin, das unter
Hypoxie von normalen Melanozyten weniger, aber von allen Melanomzelllinien

verstirkt sezerniert wurde.

75



Unter Kontroll- und/ oder Stressbedingungen unterschieden sich die niedrigmalignen
von den hochmalignen Melanomzelllinien durch Freisetzung signifikant geringerer
Zyto- bzw. Chemokinmengen von VEGF, Angiogenin, [L-8 und Gro-a. PDGF hingegen
sezernierten die Zelllinien IF6 und 530 signifikant mehr als die hochmalignen Zelllinien
BLM und MV3.

Teilweise unterschieden sich die niedrigmalignen von den hochmalignen
Melanomzellen zusitzlich durch gegensitzliches Sekretionsverhalten. Unter Hypoxie
zeigten letztere eine deutliche Steigerung ihrer IL-8-Freisetzung, niedrigmaligne
Melanomzellen hingegen reduzierten diese. Auch die Gro-a-Sekretion der
niedrigmalignen Zelllinien nahm unter Sauerstoffentzug ab, die hochmalignen
Melanomzellen verdnderten diese nicht oder steigerten sie sogar.

Endothelzellen zeigten im Vergleich zu den Melanomzelllinien aber auch zu normalen
Melanozyten z.T. dhnliche Sekretionsverhalten. Glichen sie bezliglich TGF-8 den
getesteten melanozytiren Primérzellen im Allgemeinen, #hnelten sie beziiglich
Angiogenin, IL-8 und Gro-o in ihrer Sekretionsmenge und —verinderung unter
Stressbedingungen den hochmalignen Melanomzellinien.

Es lieBen sich aber auch deutliche Unterschiede in ihrem Sekretionsverhalten bzw.
Zytokinmengen zu diesen feststellen. So konnte bei genetisch unveranderten mikro- und
makrovaskuldren Endothelzellen (HDMEC bzw. HUVEC) keine VEGF-Sekretion,
dafiir aber die Freisetzung der héchsten Zytokinmengen von b-FGF und PDGF aller
getesteten Zellarten nachgewiesen werden.

Das Sekretionsverhalten fiir die Zytokine VEGF und b-FGF wies Ahnlichkeiten der
Fibroblasten mit den melanozytiren Zellen allgemein, fiir die Zyto- bzw. Chemokine
Angiogenin, IL-8 und Gro-o mit den hochmalignen Melanomzelllinien (und
entsprechend den Endothelzellen) im Besonderen auf. Beziiglich der Zyto- bzw.
Chemokine TGF-B, GM-CSF und PDGF unterschieden sie sich in ihrem
Sekretionsverhalten grundsitzlich von den melanozytiren Zellen. Uber die
kulturabhéingigen Sekretionsmodulationen hinaus lieBen sich dabei auch Auffalligkeiten
in den von Fibroblasten freigesetzten Zytokinmengen feststellen. Wurde PDGF als
einziges Zytokin unter keinen Kulturbedingungen durch Fibroblasten sezerniert, gaben

jeweils einzelne Fibroblastenstimme (d.h. nicht grundsétzlich alle der z.T. sehr
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unterschiedlich hoch sezernierenden Fibroblasten) von allen getesteten Zellarten die
hochsten Zytokin- bzw. Chemokinspiegel von Angiogenin, TGF-81/2, 1L.-8, Gro-a und
GM-CSF in die Uberstinde ab.

3.3. Proliferationsassay

Im dritten Teil der vorliegenden Studie wurde der Einfluss angiogenetischer Zyto- und
Chemokine auf die Proliferationsrate von Endothelzellen untersucht. Anhand der
ELISA-Ergebnisse kamen dazu alle Zyto- bzw. Chemokine in Betracht, welche unter
Hypoxie vermehrt durch Melanomzellen sezerniert wurden. Aus diesen wurden die
Zyto- bzw. Chemokine ausgewdhlt, fiir welche zudem signifikante Unterschiede
zwischen Melanomzellen und normalen Melanozyten im Sekretionsverhalten
nachgewiesen wurden. Vorab wurde das Proliferationsverhalten der Endothelzellen in

Abhéngigkeit von Zellzahl und Kulturbedingungen untersucht.

3.3.1. Proliferationsverhalten von Endothelzellen

Proliferationsverhalten von HUVEC Die durchgeﬁihrten Messungen ergaben,

unter Normal- und dass der BrD-U-Einbau der HMEC-1 und
‘ Serummangelbedingungen und
! HMEC-1 unter Normalbedingungen HUVEC abhingig von der Zelldichte
iiber 96 Stunden

war. Bezogen auf die Zellzahl bei Einsaat
lief3 sich nach 96 Stunden Inkubation eine
erkennbare Proliferation von HUVEC

erst ab einer Zellzahl von 1000 Zellen

OD-Wert

unter Normalbedingungen und 2000
Zellen von HMEC-1 bzw. HUVEC unter

Mitomycin 1 8 16 Serummangel nachweisen.

2 4
Zelizahl x 1000
HMEC-1 ====HUVEC ==pe==}UVEC-Serummange! Das Proliferationsmaximum erreichten

Abbildung 3.3.1. Mittelwerte je eines Experimen- HMEC-1 bei einer Zellzahl von 4000

tes mit der Probenzahl n=6 + der Standardabweichung. L
Im Bereich von 2000 bis 8000 Zellen lie§ sich die Zellen, HUVEC bei einer Zellzahl von

Proliferation am genauesten erfassen. 8000 Zellen. Bei hoheren Zelleinsaaten
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ging der BrD-U-Einbau im Verhéltnis wieder zuriick. Dementsprechend wurde fur die
Stimulationsversuche jeweils eine Zellzahl von 2000 Zellen eingesetzt, um eine
Anderung in der Proliferation optimal beurteilen zu konnen.

Im Vergleich zum Serummangel war die BrD-U-Einbaurate der HUVEC bei gleicher
Ausgangszellzahl unter Normalbedingungen 3,7-fach erhoht. Die Proliferationsrate von
2000 Zellen HMEC-1 fiel um ~25% geringer aus als die von HUVEC unter

Normalbedingungen.

3.3.2. Einfluss angiogenetischer Zytokine auf die Endethelzellproliferation in vitro

Die Wirkung der Zytokine VEGF, b-FGF und Angiogenin und des Chemokins IL-8
wurde jeweils an der Linie HMEC-1 (n=1) und an HUVEC (n=3) getestet. Der Einfluss
des Chemokins Gro-a wurde in einem Experiment mit HUVEC und doppelter
Probenanzahl (sechs statt drei) untersucht.

Signifikanzen konnten wegen zu geringer Probenzahl nur im Vergleich zwischen
Basalwerten und den jeweiligen Zytokinstimulationen errechnet werden, nicht fiir die
einzelnen Zytokinkonzentrationen.

Des weiteren wurde ein Experiment mit HUVEC unter Serummangel und eines mit

direkt bei Zelleinsaat erfolgender Zytokinstimulation durchgefuhrt (s. Kapitel 2.3.2.).

3.3.2.1. Vascular-Endothelial-Growth-Factor

Schon 1 ng/ml VEGF stimulierte die Zelllinie HMEC-1 zu einer Erhohung der
Proliferationsrate. Entsprechend des gemessenen Extinktionswert-(OD-Wert)-Anstieges
von 0,15+ 0,03 auf 0,28 + 0,05 nahm die BrD-U-Einbaurate um ca. 95% zu. Auf hohere
Konzentrationen reagierten HMEC-1 unter Beriicksichtigung der Standardabweichung
mit einer nahezu konstanten Proliferationssteigerung mit um den Faktor 2,1 bis 2,4
erhéhten OD-Werten. In den Experimenten mit adhdrenten HUVEC ergab sich eine
dosisabhidngige, ab 10 ng/ml signifikante Steigerung der BrD-U-Einbaurate (p<0,05).
Die mit um den Faktor 2,2 maximal erhohte Proliferationssteigerung lie3 sich fiir die

Stimulation mit 1 pug/ml VEGF nachweisen.
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Abbildung.3.3.2.1. zeigt die Mittelwerte von 3 Ex- . ,. ..
perimenten unter normalen Bedingungen (n=4) der Mit 1 pg VEGF/ml stimulierte Zellen

Probenzahl n pro getesteter Konzentration * der wjesen eine fast 8,7-fach verstiirkte
Standardabweichung.

Serummangelbedingungen (n=5), HMEC (n=4) und Farbreaktion im Vergleich zur
nonadhdrente HUVEC (n=3) wurden in je einem

Experiment getestet. Kontrolle auf. Dies stellte die stirkste

Stimulation der Proliferation unter dem Einfluss der getesteten Zytokine dar.

3.3.2.2. Basic-Fibroblast-Growth-Factor

Die Wirkung von b-FGF auf die Zelllinie HMEC-1 war ab einer Dosis von 10ng b-
FGF/ml zu beobachten und an einem um 195+ 64% erhshten OD-Wert im Vergleich
zum Kontrollwert nachweisbar, 100 ng b-FGF/ml filihrten zu keiner weiteren
Wachstumszunahme. Die groBte Proliferationssteigerung bewirkten 1 pg b-FGF/ml mit
einem OD-Wert von 0,37 £ 0,06. Dies entspricht dem 2,7-fachen des Basalwertes.

In den Experimenten mit adhdrenten HUVEC zeigte sich eine signifikante
Proliferationssteigerung (p<0,05) ab b-FGF-Konzentrationen von 1 ng/ml. Die héchste
Einbaurate ergab sich bei 100 ng b-FGF/ml und betrug das ~1,7-fache des
Kontrollwertes. Unter Beriicksichtigung der Standardabweichung zeigte sich aber keine
wesentliche Steigerung der Proliferation in Abhéngigkeit der b-FGF-Dosierung.
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Standardabweichung. Serummangelbedingungen
(n=5), HMEC (n=4) und nonadhirente HUVEC (n=3) B-FGF war das einzige Zytokin, das
wurden in je einem Experiment getestet .

unter Serummangel zu einer so
deutlichen Proliferationssteigerung im Vergleich zu HUVEC unter adhirenten
Normalbedingungen und entsprechender Zytokinstimulation fiihrte.
Sofortige Stimulation der noch nicht adhérenten Zellen mit 10 ng bzw. 1 pg b-FGF/ml
b-FGF ergab jeweils eine ca. 4,8-fache Proliferationszunahme.
Insgesamt stimulierte b-FGF von allen an HUVEC getesteten Zytokinen am
unabhidngigsten von der Dosis. Die Zunahme des BrD-U-Einbaues in adhérenten
HUVEC unter dem Einfluss von b-FGF war aber signifikant schwicher als unter den

anderen getesteten Zytokinen (ANG p<0,025, IL-8 p<0,05, VEGF p<0,1).
3.3.2.3. Angiogenin

Unter dem Einfluss von Angiogenin zeigte sich bei der Zelllinie HMEC-1 eine
dosisabhingige Steigerung des BrD-U-Einbaus. Das Maximum der Stimulation lie3 sich
bei einer Konzentration von 100 ng Angiogenin/ml nachweisen. Die OD-Werte der 100
ng/ml-Proben betrugen 0,36 = 0,04. Sie wiesen damit eine ~2,6-fach erhéhte Extinktion

im Vergleich zu den unstimulierten Zellen auf. Die Stimulation mit 1 pg/ml
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Abbildung 3.3.3. zeigt die Mittelwerte von 3 Experi- Signifikanz zwischen den einzelnen
menten unter normalen Bedingungen (n=4) der Probenzahl

n pro getesteter Konzentration * der Standard-abweichung.  Konzentrationen, wohl aber eine
Serummangelbedingungen (n=5), HMEC (n=4) und .
nonadhdrente HUVEC (n=3) wurden in je einem Signifikanz (nach Wilcoxon)

Experiment getestet. . . .
P & zwischen Kontrolle und stimulierten

Zellen zu verzeichnen. Die hochste Proliferationsrate zeigte sich unter 1 pg Angiogenin
pro ml mit einem Anstieg des BrD-U-Einbaues um den Faktor 1,9+ 0,3.

Unter Serummangel wiesen HUVEC im Vergleich zu den in normalem Medium mit
entsprechenden Angiogenin-Konzentrationen kultivierten Zellen eine geringe Steigerung
der Proliferation auf. Mit der héchsten getesteten Dosis (100 ng ANG/ml) wurde eine
2,2-fache Proliferation im Vergleich zum Basalwert erreicht.

Bei simultaner Zelleinsaat und Angiogenin-Applikation induzierten Konzentrationen von
10 bzw. 100 ng ANG/ml eine um den Faktor 5,7 bzw. 6,3 erhohte Proliferation im
Vergleich zur Kontrolle. Dies entspriche der Proliferation von ca. 8000 unstimulierten
Zellen im Vergleich zu den eingesetzten 2000.

Ebenso wie HMEC-1 reagierten nicht adhidrente HUVEC auf einen weiteren Anstieg der
Zytokinkonzentration (1 pg ANG/ml) noch mit einer gegeniiber unstimulierten Zellen
signifikanten Zunahme des BrD-U-Einbaus um ca. 370%. Im Vergleich zur maximalen

Stimulation unter 100 ng ANG/ml fiel die Proliferationsrate deutlich geringer aus.
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3.3.3.3. Einfluss angiogenetischer Chemokine auf die Endothelzellproliferation in

vitro

3.3.3.1. Interleukin-8

Der Proliferationsassay mit der Zelllinie HMEC-1 ergab eine dosisunabhingige

Stimulation der Zellen durch IL-8, die schon ab der Konzentration von 1 ng/ml deutlich

wurde. Den maximalen Effekt des BrD-U-Einbaus erreichten schon 10 ng IL-8/ml mit

einer fast 2,4-fachen Erh6hung des OD-Wertes. Die Chemokinkonzentrationen von 100

ng/ml und 1 pg/ml bewirkten noch eine Proliferationszunahme um ~70% bzw. 90% im

Vergleich zur Kontrolle.

600% -

500%

IL-8 induzierte Proliferation

400%

300%

200%

100% -

Stimulation in % zur Kontrolle

Kantrolle

1ug

" HMEC-1

100%

190%

~&—HUVEC adhérent

100%

168% ||

—>¢—HUVEC
Serummangel

100%

~——HUVEC
nonadharent

100%

288%

Abbildung 3.3.4. zeigt die Mittelwerte
Experimenten unter normalen Bedingungen (n=4) der
Probenzahl n pro getesteter Konzentration
Standardabweichung. Serummangelbedingungen (n=5),
HMEC (n=4) und nonadhirente HUVEC (n=3) wurden

in je einem Experiment getestet.

von 3

+ der

Bei HUVEC  zeigte sich ab
Konzentrationen von 10 ng IL-8/ml ein
signifikanter Anstieg (p<0,05) in der
Proliferation mit einem Gipfel bei 100
ng IL-8 pro ml Medium. Im Mittel ergab
diese Konzentration eine 2,2 + 0,4-fache
Steigerung des BrD-U-Einbaus im

Vergleich zu den unstimulierten Zellen.

Unter  Serummangel  zeigte  sich
ebenfalls eine dosisabhingige
Steigerung in der Proliferation um bis zu
98 +25%.

Stimulation frisch eingesetzter HUVEC
mit IL-8 induzierte eine deutliche

Zunahme in der Proliferation im

Vergleich zu schon adhidrenten Zellen. Die maximale Wachstumssteigerung um

430+ 80% wurde auch bei den nonadhidrenten HUVEC mit der Dosis von 100 ng IL-8/

ml erreicht.
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3.3.3.2. Gro-Alpha

Ab einer Konzentration von 10 ng Gro-a
Gro-alpha induzierte Proliferation
/ml lieB sich ein dosisabhingiger Effekt

200% — I
- auf die Zellproliferation erkennen. Das

150% Maximum der Stimulation war bei 1 pg

Gro-o/ml erreicht. Bei dieser

100%
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Abbildung 3.3.5. zeigt die Mittelwerte je eines noch von 100 ng VEGF /ml erreicht

Experimentes unter normalen (n=6) und d
Serummangelbedingungen (n=5) der Probenzahl n pro ¢
getesteter Konzentration + der Standardabweichung Im Gegensatz dazu zeigte die

Konzentration von 1 ng Gro-o/ml in serumarmem Medium deutlich inhibitorische
Wirkung auf das  Endothelzellwachstum. Die HUVEC reagierten mit einem
Proliferationsabfall um 53+6%. Die Dosis von 100 ng pro ml hingegen steigerte die

Proliferation um das 1,4-fache im Vergleich zur Kontrolle.

Fir adhidrente HUVEC konnte unter normalen Kulturbedingungen fiir die Zyto- bzw.
Chemokine VEGF, IL-8 (bis 100 ng/ml) und Gro-o eine dosisabhingige
proliferationsfordernde Wirkung gezeigt werden. Eine Zunahme der Proliferation ohne
klare Korrelation zur Dosierung wiesen adhidrente HUVEC fiir die getesteten Zytokine
b-FGF und Angiogenin auf. Ebenso nicht eindeutig dosisabhingig steigerten HMEC-1
ihr Zellwachstum unter dem Einfluss von VEGF, b-FGF und IL-8. Nur Angiogenin lief3
HMEC-1 bis zur Dosis von 100 ng/ml konzentrationsabhingig stirker proliferieren.
Insgesamt glichen die mikrovaskuliren HMEC-1 in ihrem Wachstumsverhalten den
makrovaskuldren HUVEC, reagierten aber auf die jeweiligen Zyto- bzw.
Chemokingaben mit einer stirkeren Proliferation.

Unter Serummangel zeigte sich vor allem unter dem Einfluss von b-FGF eine deutlich

erhéhte Zytokinsensibilitit fiir die Proliferation von HUVEC. Konnte dieser Effekt unter
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Serummangel zumindest tendenziell fiir die Zytokine VEGF und Angiogenin festgestellt
werden, war er fiir die Chemokine IL-8 und Gro-o nicht zu erkennen. Unter
Serummangel und dem Einfluss geringer Gro-a-Mengen zeigte sich sogar eine
Wachstumshemmung.

Bei simultan zur Zelleinsaat stimulierten HUVEC konnte im Vergleich zu adhdrenten
HUVEC eine fiir alle Zyto- bzw. Chemokine deutlich verstirkte proliferative Wirkung
festgestellt werden. Diese war fiir VEGF, Angiogenin (bis 100 ng/ml) und IL-8 (bis 100
ng/ml), nicht jedoch fiir b-FGF dosisabhéngig.

Zusammengefasst ergibt sich aus den ELISA-Daten eine melanomzellspezifische Héhe
bzw. Zunahme der Zyto- und Chemokinsekretion unter entsprechenden
Kulturbedingungen fiir VEGF, Angiogenin, [L-8 und Gro-a im Vergleich zu
differenzierten Melanozyten. Dieses zu normalen Melanozyten signifikant
unterschiedliche Sekretionsverhalten der Melanomzellen wird aber in &hnlicher
Auspriagung auch von Fibroblasten (fir VEGF, Angiogenin, IL-8 und Gro-a) sowie
Endothelzellen (fiir Angiogenin, IL-8 und Gro-a) gezeigt.

Inwieweit diese Zyto- bzw. Chemokine als exogen zugefiigte Angiogenesefaktoren das
Endothelzellwachstum in vitro beeinflussen, lie8 sich mit den Ergebnissen der
Proliferationsassays darstellen.

Sowohl mikrovaskuldre (HMEC-1) wie auch makrovaskulire (HUVEC) Endothelzellen
konnten, teilweise dosisabhingig, durch alle getesteten Zyto- und Chemokine zu einer
erh6hten Proliferation stimuliert werden. Dabei liel3 sich ein meist stirkeres Ansprechen
der mikrovaskularen Endothelzellen auf die Zyto- bzw. Chemokine im Vergleich zu den
makrovaskuldren Endothelzellen feststellen.

Im Vergleich zu stimulierten Endothelzellen unter normalen Kulturbedingungen zeigte
sich unter Serummangel eine vermehrte Proliferation der Endothelzellen vor allem fiir b-
FGF und tendenziell fiir die Zytokine VEGF und Angiogenin. Dieser Effekt konnte nicht
fiir die Chemokine I1.-8 und Gro-o festgestellt werden.

Stimulation noch nicht adhédrenter Endothelzellen (HUVEC) verstirkte die
proliferationsférdernde Wirkung aller getesteten Zyto- und Chemokine um ein

Vielfaches.
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4. Diskussion

Wesentliche Charakteristika von Malignomen sind deren lange andauernde klinische
Inapparenz, oft mehrjdhrige Rezidivireiheit nach Primérexzision und die dann akut
auftretende Verschlechterung mit Auftreten und Ausbreitung von Metastasen. Dies
spricht dafiir, dass erst mit dem Erreichen einer bestimmten Tumor- oder
Metastasengrofle ein rapides Wachstum einsetzt. Eine Erkldrung dieses Phinomens
fande sich in der im Tumor selbst sequentiell hervorgerufenen Unterversorgung. Diese
fiihrt tiber erhohte Expression zur verstirkten Generation und Freisetzung von
Zytokinen in den Tumor- und Stromazellen. Diese induziert nun Neoangiogenese und
ermoglicht bzw. erleichtert vermehrtes Wachstum sowie Metastasierung.

Wie Helmlinger und seine Mitarbeiter (258) beobachteten, stellen Tumorgefifle die
Tumorversorgung, trotz vorhandener GefaBdichte bzw. Gefdlperfusion, nicht in allen
Tumorarealen sicher. Mit der Neovaskularisation steigt also die Wahrscheinlichkeit der
Filiaebildung, die Mangelversorgung aber dauert zumindest teilweise an, so dass die
Produktion angiogenetischer Faktoren durch Tumor wie Stroma weiterhin unterhalten
wird.

Die Neoangiogenese scheint trotzdem der entscheidende Schritt, um aus kleinen
Tumoren oder Mikrometastasen mit diffusionsreguliertem Proliferations-Apoptose-
Gleichgewicht uneingeschrinktes Wachstum und weitere Metastasierung zu
ermdglichen.

Diese Hypothese wird gestiitzt durch zahlreiche experimentelle Studien mit VEGF. Auf
der Suche nach der potentiellen und essentiellen Regulation fiir die Neubildung von
Gefalen wurden viele weitere Kandidaten identifiziert (b-FGF, TGF-a, TGF-8, TNF-a,
Angiogenin oder Interleukin-8). Eine zentrale Rolle von VEGF nicht nur bei der
Entwicklung und Differenzierung des GefiBsystems, sondern auch bei der
Neoangiogenese, ist heute unbestritten.

Der erste direkte Nachweis, dass VEGF auch bei der Tumorgenese eine wesentliche
Rolle spielt, gelang mit der Applikation spezifischer monoklonaler Antikérper gegen
VEGF, die iiber Hemmung dieses endogenen endothelialen Mitogens die Suppression

von Tumorwachstum (humane Tumorzelllinien in Nacktmdusen) in vivo bewirkten
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(18). Mit Hilfe intravitaler Tumor-Videomikroskopie konnten diese Befunde bestatigt
werden. VEGF-induzierte Angiogenese kann durch Antikérper gegen VEGF blockiert
werden und dadurch wachsende, maligne Tumore zu ruhenden Zellkolonien
supprimieren (19).

Folgende Studien mit VEGF-Antikdrpern, VEGF-Toxin-Verbindungen, kompetetiver
VEGF-Rezeptorapplikation oder Zelltransfektionen mit VEGF-Antisense-mRNA
konnten die Bedeutung dieses Zytokins flir die Angiogenese bzw. Tumorwachstum
unterstreichen und machten es zu einem der meistuntersuchten angiogenetischen
Zytokine (19,59,79,259,260). Auch fiir b-FGF, Angiogenin und PDGF konnten diese
Effekte beschrieben werden (21,142,161,181).

Weiterhin haben in-situ-Hybridisierungs-Studien gezeigt, dass die VEGF-mRNA in der
Mehrzahl menschlicher Tumore auffallend hochreguliert ist, und dass die VEGF-
Expression in den hypoxischen Tumorzellen in Nachbarschaft nekrotischer Areale am
hochsten ist (71). AuBerdem haben Patienten mit VEGF-positiven Tumoren eine
weitaus  schlechtere Prognose als solche mit VEGF-negativen Tumoren
(91,92,93,94,261).

An Melanomzellen konnten Rofstad und Danielsen in ihren in vivo und in vitro Studien
zeigen, dass unter Normoxie niedrig-VEGF-sezernierende Melanomzellen, nachdem sie
in vitro Hypoxie ausgesetzt waren, in vivo eine Zunahme der GefdBzahl in den
gebildeten Tumoren bzw. eine posthypoxisch deutlich erhthte Metastasierungstendenz
im Vergleich zu normoxischen Zellen der gleichen Linie aufwiesen. Die Anzahl der
neugebildeten Kapillaren glich sich der der Tumore jener Melanomzelllinien an, deren
VEGF-Sekretion unter Normalbedingungen wie auch Hypoxie deutlich hoher waren.
Diese Melanomzelllinien konnten in vitro unter Hypoxie ihre schon initial hohe VEGF-
Basalsekretion weniger stark vervielfachen. Entsprechend zeigten die hypoxischen
Zellen dieser Melanomzelllinien in vivo keine wesentlichen Verdnderungen beziiglich
einer h6heren Gefdlldichte und Metastasierungstendenz im Vergleich zu normoxischen
Zellen (262,263).

Die bisherige Studienlage unterstreicht die Hypothese, dass iiber eine Hemmung
angiogenetischer Zytokine und der daraus resultierenden Hemmung der

Neovaskularisation ein Mechanismus zur Tumorsuppression gegeben ist, mit
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zunehmender Evidenz. Wie Rofstad et al. zeigten, scheint der Einfluss von
Melanomzellen auf die Gefdneubildung nicht nur {iber absolute Sekretionsmengen von
Zytokinen sondern auch tiber deren zeitliche Regulation gesteuert zu werden.

In der vorliegenden Studie wurde das Zyto- und Chemokinmuster und
Sekretionsverhalten von Melanomzelllinien unterschiedlicher Malignitdt unter
Kontrollbedingungen (Normoxie und normales Medium), Hypoxie und Substratmangel
und die Auswirkungen dabei besonders hervorstechender Zyto- und Chemokine auf
Endothelzellen in vitro untersucht, um das grundlegende Verstindnis der

tumorinduzierten Angiogenese durch Melanomzellen zu verbessern.

Die Ergebnisse des Melanomzellwachstums sollen gemeinsam mit den ELISA-
Ergebnissen diskutiert werden, sofern die Proliferationsverhalten der Zelllinien im
Zusammenhang mit den Zyto- bzw. Chemokinsekretionen besonders auffillig oder

widerspriichlich erscheinen.

4.1. Diskussion der ELISA-Ergebnisse

4.1.1. Vergleich der Verinderungen der Sekretion angiogenetischer Zytokine unter
Hypoxie, Reoxigenierung, Serum- und Glukesemangel mit Daten aus der

Literatur
4.1.1.1. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Die basale VEGF-Sekretion der aus Metastasen stammenden Melanomzelllinien BLM
und MV3 war signifikant héher als die der niedrigmalignen Zelllinien IF6 und 530.
Ebenso zeigte sich fiir die Zelllinien BLM und MV3 eine mit der Zeit bzw. Zellzahl
korrelierende Zunahme in der VEGF-Freisetzung. Auch dies unterschied sie deutlich
von den Zelllinien [F6 und 530, welche in Abhéngigkeit von der Kultivierungszeit unter
Normalbedingungen sogar ihre VEGF-Sekretion drosselten.

Hypoxie und folgende Reoxigenierung induzierten in allen Melanomzelllinien eine

signifikante Sekretionssteigerung. Im Gegensatz zu unter Normalbedingungen
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kultiverten Zellen beantworteten die Zelllinien [F6 und 530 den Entzug von Sauerstoff
mit einer um den Faktor 6 bzw. 12 erhohten Zytokinfreisetzung und damit stérkeren
Sekretionssteigerung als die Zelllinien BLM und MV3 (Faktor 2-3). Zumindest die
Zelllinie IF6 sezernierte damit gleich hohe VEGF-Mengen wie die hochmalignen
Zellen.

Glukosemangel fiihrte in den hochmalignen Zelllinien BLM und MV3 nur zu geringer
bzw. keiner Sekretionssteigerung. Melanomzellen niedrigerer Metastasierungspotenz
hingegen erhohten ihre VEGF-Sekretion um das 2-3-fache.

Eine Zwischenstellung im Sekretionsverhalten ergab sich flir die Zelllinien WM115 und
HT144. Bei diesen Zellen war sowohl ein Anstieg der VEGF-Sekretion unter normalen
Kulturbedingungen in Abhéngigkeit der Zeit als auch eine noch stirkere Hochregulation
unter Hypoxie und Glukosemangel (nur WM115) zu verzeichnen. Auffillig war, dass
HT144 unter normalen Zellkulturbedingungen kaum VEGF abgaben, aber unter
Hypoxie die sezernierte Zytokinmenge um das 24-fache in den Bereich des VEGF-
Niveaus hochmaligner Melanomzellen steigerten. Im Vergleich dazu verhielten sich die
Zellen der Melanomzelllinie 530 wie normale Melanozyten. Ausgehend von &hnlich
niedrigen VEGF-Mengen steigerten auch diese ihre VEGF-Sekretion z.T. bis auf das
15-fache der Basalwerte, blieben aber immer unterhalb des Nanogrammbereiches,
einem experimentellen Schwellenwert fiir in vivo und in vitro Angiogenese (siehe
unten).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie passen zu der von Poetgens et al. 1995
beschriebenen VEGF-mRNA-Expression in den Melanomzellen MV3, BLM und IF6
unter normalen bzw. hypoxischen Bedingungen. Dabei unterschieden sich die
hochmalignen Zelllinien BLM und MV3 von der Zelllinie IF6 durch héhere basale
mRNA-Expression in vitro. Nach Xenotransplantation in Méuse verzeichneten aber alle
nun Tumore-bildenden Melanomzelllinien eine vergleichbare Zunahme der VEGF-
mRNA-Expression (264). Diese Entdeckung wire durch das Phénomen der Induktion
von Zytokinproduktion und —sekretion durch Hypoxie und Glukosemangel innerhalb
der Tumore zu erkldren. Diese Effekte sind fiir Melanomzellen, andere Tumore und
Fibroblasten beschrieben (30,31,62,63) und bestitigen die hier fiir Melanomzellen und

Fibroblasten (siehe unten) erhaltenen Ergebnisse.
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Inwiefern eine autokrine Stimulation {iber die Bindung von VEGF an
melanomzelleigene VEGF-Rezeptoren eine Ursache fiir das z.T. unterschiedliche
Verhalten entdifferenzierter melanozytiarer Zellen in vitro und in vivo und die
Melanomgenese in Betracht kommt, ist eine zuséitzliche und wichtige zu kldrende Frage,
insbesondere da die Arbeitsgruppe um Frau Gitay-Goren fliir normale Melanozyten
keine derartigen Rezeptoren entdecken konnte (99).

Fiir eine rezeptorpositive Melanomzelllinie (A375) konnten Graells et al. in
Abhingigkeit einer zelleigenen VEGF-Uberexpression einen zellprotektiven und
—proliferativen Effekt unter Serummangelbedingungen in vitro nachweisen (265).
Graeven et al. konnten hingegen in ihren Studien mit VEGF- bzw. b-FGF-
tiberexprimierenden WM164-Melanomzellen keine autokrine Proliferationszunahme in
vitro feststellen (266). Zur Deutung der unterschiedlichen Ergebnisse beider
Publikationen bliebe zu kldren, ob die hohen VEGF-Basalwerte der nicht transfizierten
Ausgangszelllinie WMI164 (im Sinne einer schon initial maximalen autokrinen
Proliferationsstimulation) oder der, in der Studie nicht dargestellte, VEGEF-
Rezeptorstatus der Melanomzelllinic WM164 fiir die unterschiedlichen Ergebnisse
ausschlaggebend sind.

Anhand der in der hier vorgelegten Arbeit dargestellten Daten zum
Melanomzellwachstum lie sich fiir keine der untersuchten Melanomzelllinien ein
proliferativer Effekt unter Serummangelbedingungen im Vergleich zu normalen
Kulturbedingungen feststellen. Lediglich die hochmalignen Melanomzelllinien BLM
und MV3 hatten unter Serummangel (bei deutlich erhShter VEGF-Sekretion) eine
vergleichbar niedrige Apoptoserate wie unter Kontrollbedingungen. Ob dies ein
Hinweis auf den, bis dato fiir alle in dieser Studie getesteten Melanomzelllinien nicht
untersuchten bzw. publizierten VEGF-Rezeptorstatus ist, bleibt zu klaren. Allerdings
nimmt sich eine bis zu 70%ige Sekretionszunahme unter Serummangelbedingungen,
welche in der hier vorgelegten Studie fiir die Zelllinie BLM gezeigt wurde, gering aus
im Vergleich zu der durch Zelltransfektion erreichten bis zu 100-fachen Steigerung der
VEGF-Freisetzung. Daher wire ein Vergleich mit den unterschiedlichen Ergebnissen

beider Publikationen auch bei bekanntem Rezeptorstatus fraglich.
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Einheitlich dagegen ist die Studienlage fiir die VEGF-induzierte Melanomprogression in
vivo, welche {iber die Neoangiogenese zumindest gefordert wird.

In der vorliegenden Studie konnte fiir makro- und mikrovaskuldre Endothelzellen keine
(HUVEC und HDMEC) bzw. nur eine sehr geringe (HMEC-1) VEGF-Sekretion unter
allen getesteten Kulturbedingungen nachgewiesen werden.

In der Literatur finden sich beziiglich der VEGF-Expression bzw. -Sekretion durch
Endothelzellen widerspriichliche Angaben. So entdeckten Dvorak et al. bei in situ
Hybridisierung keine VEGF-Transskripte in Endothelzellen, die tumorassoziiert neue
Gefafle bildeten und immunhistochemisch nachweislich VEGF an ihren Rezeptoren
stark gebunden hatten (72). Ebenso konnten Minchenko und seine Mitarbeiter bei in
vitro-Experimenten mit HUVEC nach 18 Stunden Hypoxie keine Zunahme der VEGF-
Exprimierung feststellen, welche unter Normalbedingungen zwar vorhanden war aber
sehr gering ausfiel (62).

Namiki et al. (66) fanden heraus, dass HUVEC und HMEC unter normalen
Bedingungen keine VEGF-mRNA bildeten. Im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen reagierten beide Zelllininen aber mit einer in Abhéngigkeit von der
Hypoxiedauer zunehmenden VEGF-mRNA-Expression (Maximum nach 48 Stunden),
Proteinsynthese und (iiber autokrine Proliferationssteigerung vermutete) Sekretion.
Gleichartige Ergebnisse beschrieben Detmar et al. (63) fir HDMEC nach 24 Stunden
Hypoxie. Eine weitere Arbeitsgruppe um Nomura (32) fand nicht nur eine Induktion der
VEGF-mRNA unter Hypoxie sondern auch eine gleichzeitige Zunahme der Zellzahl von
HUVEC. Hierfiir wire eine autokrine Stimulation via VEGF sehr wahrscheinlich.
Allerdings beschrinkte sich der Effekt auf O,-Werte > 5%. Bei niedrigeren
Sauerstoffkonzentrationen zeigte sich bei Nomura et al. und in den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit, dass die Zellzahl der untersuchten HUVEC und HDMEC unter
bzw. nach Sauerstoffentzug abnahm.

Das Zustandekommen der z.T. unterschiedlichen Endothelzellreaktionen auf Hypoxie
lasst sich am echesten mit den divergierenden Sauerstoffkonzentrationen in den
jeweiligen Studien erkldren. Diese resultieren aus den unterschiedlichen
Versuchsprotokollen und —zeiten. Wie die Arbeit von Clauss et al. (267) fir HUVEC
belegen konnte, ist sowohl die Proliferation als auch die VEGF-mRNA-Expression vom
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Grad der Hypoxie abhidngig und letztere unter Anoxie am hochsten. Inwiefern diese
erhohte mRNA-Expression aber mit einer VEGF-Sekretion einhergeht, wird seitens der
Autoren nicht erwahnt.

Eine Erkldrung fiir die Unterschiede im VEGF-Nachweis unter Normalbedingungen
konnte in den Kulturbedingungen liegen, da teilweise mit Kollagen oder Gelatine
beschichtete Petrischalen und unterschiedliche Medien zur Zellkultur verwandt wurden.
Der Einflul verschiedener Extrazelluldr-Matrix-Proteine auf die Proliferation von
HUVEC im Zusammenspiel mit VEGF konnte nachgewiesen werden (268). Ob ein
diesbeziiglicher Einfluss auch auf eine VEGF-Expression existiert, bleibt zu kldren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestitigen die von Hlatky et al. (29) beschriebene
Beobachtung, dass Fibroblasten ihre VEGF-Sekretion unter Hypoxie reversibel auf ein

bis zu 10-faches steigern konnen.

4.1.1.2. Basic-Fibroblast Growth Factor (b-FGF)

Alle in der vorliegenden Studie getesteten Melanomzelllinien sezernierten b-FGF vor
allem unter normalen Kulturbedingungen in geringen Mengen. Dabei lielen sich keine
signifikanten Unterschiede im Sekretionsverhalten unter normalen Kulturbedingungen
zwischen den Melanomzelllinien nachweisen.

Unter Entzug von Sauerstoff oder Glukose konnten signifikante Zunahmen der b-FGF-
Sekretion durch die hier getesteten Melanomzellen gezeigt werden (p<0,005 bzw.
p<0,05). Glukosemangel und Reglukosierung induzierte insbesondere in den
hochmalignen Melanomzelllinien BLM und MV3 die stirkste b-FGF-
Sekretionssteigerung. Sie unterschieden sich in ihren sezernierten b-FGF-Mengen
signifikant von den geringmalignen Zelllinien (p<0,05 bzw. p<0,025). Die Potenz zur b-
FGF-Sekretionssteigerung unter bzw. nach Glukoseentzug besaB, im Gegensatz zur
niedrigmalignen Zelllinie IF6, auch die ebenfalls geringmaligne Zelllinie 530.

Hypoxie fiihrte hingegen bei allen getesteten Melanomzelllinien zu einer signifikanten
b-FGF-Sekretionssteigerung, welche bei den geringmalignen Melanomzelllinien auch
nach Reoxigenierung anhielt.

Die unter Normalkulturbedingungen erhaltenen Ergebnisse dieser Studie sind im

Einklang mit der von Singh et al. (137) gezeigten b-FGF-mRNA Expression von
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Melanomzellen verschiedener Malignitat. Auch die Arbeitsgruppe von Rofstad konnte
in vier Melanomzelllinien stets b-FGF-mRNA-Expression nachweisen, stellte allerdings
fest, dass in vitro nur bei der im Tierversuch am stirksten metastasierenden Zelllinie b-
FGF im Zelliiberstand zu detektieren war (269).

Die im Vergleich zu den von den Endothelzellen und Fibroblasten geringen b-FGF-
Mengen in den Medieniiberstinden der Melanomzellen kdnnten durch einen relativ
hoheren endogenen b-FGF-Verbrauch in vitro erkldart werden. Die in dieser Arbeit
nachgewiesene, unter Hypoxie und Glukosemangel deutlich reduzierte
Melanomzellproliferation und erhéhte Apoptoserate bei gleichzeitigem b-FGF-Anstieg
in den Uberstinden wiirden diese Hypothese stiitzen. Zur Klirung dieser Hypothese
wiren weiterfiihrende Experimente aber zwingend erforderlich.

Insgesamt betrachtet lieBen sich in den Zelliiberstinden der Melanomzellen allerdings
nur sehr geringe b-FGF-Mengen nachweisen, dass deren parakrine Relevanz zu
hinterfragen bleibt (s.Kap.4.2.). Fiir eine parakrine Bedeutung sprachen die Resultate
der Studie von Graeven et al. (266). Diese zeigten bei b-FGF-liberexprimierenden
Melanomzellen in vitro keine Proliferationszunahme, wohl aber ein verstirktes
Metastasenwachstum in SCID-Méusen im Vergleich zu den nicht transfizierten
Melanomzellen der gleichen Linie. Ob die durch b-FGF-mRNA-Transfektion induzierte
b-FGF-Sekretion von iiber 400 pg/10° Melanomzellen einen derartigen RiickschiuB
erlaubt, bleibt allerdings offen.

Vergleichende Daten zu Anderungen der b-FGF-Sekretion von Melanomzellen durch
die Reize Hypoxie, Serum- oder Glukosemangel sind bisher nicht in der Literatur

beschrieben.

Bei normalen Melanozyten konnte in dieser Studie flir jeweils zwei von vier
Zellstimmen keine bzw. eine sich nicht signifikant von Melanomzellen unterscheidende
b-FGF-Sekretion nachgewiesen werden. Die zwei primiren Melanozytenzellstimme mit
basaler b-FGF-Freisetzung zeigten dariiber hinaus eine durch Hypoxie induzierbare
Sekretionssteigerung und unterschieden sich damit nicht von den Melanomzelllinien.

Mit den Resultaten dieser Studie vergleichbar beschrieben Graeven et al. eine b-FGF-
mRNA-Expression und #hnlich hohe b-FGF-Sekretion durch einen melanozytiren



Primirzellstamm wie auch eine Melanomzelllinie unter Normalbedingungen (54). Die
Ergebnisse beider Arbeiten stehen im Widerspruch zu den von Albino bzw. Mattei et al.
vorgestellten Resultaten. Diese Arbeitsgruppen konnten keine bzw. nur mit
Signalverstarkung geringe Mengen an b-FGF-mRNA in den getesteten normalen
Melanozyten nachweisen (138,140).

Die Tatsache, dass einige primére Melanozyten b-FGF freisetzen ist vielleicht mit einer,
nur in einer bestimmten Phase des Melanozytenlebens stattfindenden b-FGF-
Gentransskription und —translation zu erkldren, die unter Hypoxie reaktiviert werden
kann. Diese Hypothese wiirde auch die im Vergleich zu den Melanomzellen &hnlich
hohen b-FGF-Spiegel in den Melanozyteniiberstinden erkldren. Die in den
Melanomzellen als Folge der Entartung stets vorhandene Exprimierung und erhShte
mRNA-Translation wére in normalen Melanozyten bestimmten Bedingungen und
Regulationsmechanismen unterworfen, aber im gleichen Ausmaf méglich.

Eine Beeinflussung der Ergebnisse durch b-FGF enthaltendes Kulturmedium ist
aufgrund der negativen Mediumkontrolle auszuschlieen und kénnte einen Anstieg in
der nachweisbaren b-FGF-Menge unter Hypoxie nicht erkldren. Da die ELISA-
Sensitivitdt vom Hersteller mit <0,043 pg / ml angegeben wird, sind die Ergebnisse
noch im Vertrauensmessbereich des Tests. Eine Kontamination der priméren
Melanozytenkultur durch Fibroblasten, die in geringem prozentualen Anteil
entsprechende b-FGF-Mengen sezernieren konnten, ist aufgrund mehrerer Parameter als
unwahrscheinlich anzunehmen aber nicht auszuschliefen:

1. hochsignifikant unterschiedliche Zytokinlevel der gleichen Zelliiberstiande (selbst im
Vergleich von unter Hypoxie erhthten melanozytiren Uberstinden zu niedrigen
Kontrolliiberstinden von Fibroblasten: IL-8: p<0,001, b-FGF: p<0,001, Angiogenin:
p<0,001, VEGF: p<0,005), 2. keine prozentuale Korrelation der jeweiligen
Zytokinmengen zwischen den Zytokinen und 3. z.T. gegenldufige Sekretionsverhalten
unter verschiedenen Kulturbedingungen und -zeiten. Zum Ausschluss bzw. um
genauere Aussagen treffen zu kénnen, wiren jedoch weitergehende Experimente auf
RNA-Ebene oder eine Priifung auf spezifische Oberflichenantigene mittels FACS fiir

die verwendeten priméren Melanozyten notig.
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4.1.1.3. Angiogenin (ANG)

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit, weiterfilhrenden Experimenten zur Erfassung von
Verdnderungen der Angiogenin-Synthese auf mRNA-Ebene und in-vivo-Vorkommen
des Proteins wie m-RNA konnte gezeigt werden, dass sowohl Angiogenin-mRNA als
auch -Protein in Melanomzellen durch Hypoxie verstirkt exprimiert bzw. gebildet und
sezerniert werden (270).

Bei allen getesteten Melanomzelllinien lieB sich Angiogenin in den Uberstinden
nachweisen. Die basale Angiogenin-Sekretion war bei den Melanomzelllinien BLM und
MV3 signifikant hoher als bei den, im Mittel nur halb soviel Angiogenin
sezernierenden, niedrigmalignen Zelllinien. Nur Hypoxie induzierte in allen
Melanomzelllinien eine deutliche Zunahme der Angiogeninfreisetzung. Die anderen
Mangelbedingungen bewirkten keine charakteristischen Veranderungen.

Primdre Melanozyten sezernierten unter normalen Kulturbedingungen je nach
Zellstamm dhnlich hohe Angiogeninmengen wie die gering- und hochmalignen
Melanomzellen. Unter Hypoxie regulierten sie aber ihre Zytokinabgabe herunter und
erhohten diese erst nach Reoxigenierung. Damit unterschieden sie sich signifikant von
den Melanomzellen. Diese Ergebnisse lassen sich durch die von Hartmann et al. (270)
gemachte Feststellung untermauern: Melanozyten reagierten unter Hypoxie mit einem
reversiblen schwachen Anstieg des Angiogenin-mRNA-Spiegels. Die mRNA-
Translation der melanozytiren Primérzellen erfolgte im Gegensatz zu den
Melanomzellen aber erst unter Reoxigenierung.

In vivo zeigten sich noch weitergehende Unterschiede zwischen normalen Melanozyten
und Melanomzellen. In der Arbeit von Hartmann et al. konnte durch Immunfirbungen
melanozytirer Lasionen (Melanome und gutartige Nivi) dargelegt werden, dass
Melanozyten in den Navi im Gegensatz zu den malignen Melanomen keine signifikante
Farbung fiir Angiogenin-Protein aufweisen. Zudem lielen sich in benignen Naevi nur in
2 von 8 Fillen, aber in allen Melanomen Angiogenin-mRNA-Transkripte nachweisen.
In situ akkumulierte Angiogenin in den an nekrotische Bezirke angrenzenden
Tumorarealen. Dies unterstiitzt die These einer auch in vivo mangelinduzierten
Zytokinsynthese. Von besonderer Bedeutung erscheint die Beobachtung, dass diese
Gewebezonen, zumindest in Metastasen, eine signifikant héhere Anzahl an Geféflen
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aufwiesen als Angiogenin-negative Bereiche. Dies koénnte auf eine besondere Relevanz
von Angiogenin fiir die Angiogenese hinweisen.

In Anlehnung an die Beobachtung, dass Angiogenin ein weitverbreitet exprimiertes
Zytokin ist, ergeben sich keine neuen Resultate fiir Endothelzellen und Fibroblasten
unter normalen Kulturbedingungen.

Die Beobachtung, dass die Angiogenin-Sekretion unter Hypoxie gesteigert wird, stellt
fur Endothelzellen ein Novum dar, ist aber aufgrund der geringen Experimentzahlen
unter Vorbehalt zu sehen. ' ' -

In der Studie von Pilch et al. konnte fiir Fibroblasten eine rrut den hier vorgestellten

Ergebnissen konforme Sekretionssteigerung unter Hypoxie nachgewiesen werden (271).

4.1.1.4. Platelet-Derived Growth Faktor (PDGF)

In der vorliegenden Studie konnte fiir alle Melanomzelllinien eine deutliche PDGF-
Sekretion nachgewiesen werden. Dies stimmt mit den bisherigen Publikationen zu
diesem Thema {iberein (138,171,178,228).

In Anbetracht der geringen Versuchszahl ist die Gewichtung der signifikanten (p<0,1)
Mindersekretion durch die hochmalignen Melanomzellen kritisch zu hinterfragen, wird
fir PDGF doch eine autokrine Wachstumsstimulation bei Melanomzellen postuliert
(181). Zu einer abschlieBenden Beurteilung dieser Frage ist eine Kldrung des PDGF-
Rezeptorstatus der getesteten Zelllinien essentiell. Diese ist aber bisher noch nicht
erfolgt.

Wie hier aber auch gezeigt werden konnte, regulieren niedrigmaligne Melanomzellen
ihre PDGF-Sekretion unter Hypoxie wesentlich stirker herunter als hochmaligne
Melanomzellen und wiirden somit, gleichen Rezeptorstatus vorausgesetzt, ab einer
gewissen TumorgréBe und dem damit verbundenen Niahr- und Sauerstoffmangel, stirker
einen Promotor ihrer Proliferation einbiiflen als die bosartigeren Zellklone.

Dieser Hypothese widersprechen die in dieser Studie dargestellten Ergebnisse unter
Serummangelbedingungen nur vordergriindig:

Obwohl die geringmalignen Zelllinien unter Serummangel kaum verdnderte und damit

signifikant héhere PDGF-Mengen sezernierten als die Zelllinien BLM und MV3, sind
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die absoluten Verdnderung in der PDGF-Sekretion unter Hypoxie deutlich stirker
ausgeprégt.

Verhindert Serummangel, wie die publizierten Daten nahe legen (136,180), ein
Ansprechen der Melanomzellen auf PDGF, betrifft das alle Zelllinien gleichermaBen.
Allerdings bewirkte Serummangel unter den hier getesteten Mangelbedingungen fiir alle
Melanomzellarten die geringste Proliferationshemmung. Dies legt die Vermutung nahe,
dass die Sekretion von PDGF zumindest keine tragende Rolle fiir die in vitro
Proliferation der Melanomzellen spielt. Eine weitere, in Betracht zu ziehende Hypothese
ist die Moglichkeit der direkt intrazelluldr erfolgenden autokrinen Stimulation durch

PDGF, wie sie von Harsh et al. fiir ein Osteosarkomklon postuliert wird (171).

Die beiden getesteten primidren Melanozytenzellstimme gaben unabhingig von den
Kulturbedingungen jeweils geringe Mengen PDGF in die Uberstinde ab. Quantitativ
und qualitativ unterschieden sie sich dabei deutlich von den Melanomzelllinien in den
PDGF-Mengen wie in der Tatsache, dass normale Melanozyten auf Stressbedingungen
ihre PDGF-Sekretion nicht erkennbar modulieren. Diese Ergebnisse stehen im
Widerspruch zu den von Rodeck und Albino (136,138) vorgestellten Resultaten fiir
normale Melanozyten, die meist keine PDGF-mRNA und wenn, dann nur mRNA fiir
PDGF-A-Ketten exprimierten. Die hier erhaltenen Ergebnisse niedriger PDGF-AB-
Proteinwerte in den Uberstinden konnten aufgrund der vom Hersteller eingerdumten
Kreuzreaktivitdt von 10% zu PDGF-A zustande gekommen sein. Ein weiterer Grund
konnte eine technische Messungenauigkeit sein, da die Messwerte unter der niedrigsten
Standardkonzentration lagen. Herstellerangaben zufolge liegt die niedrigste Sensitivitét

mit 8,4 pg pro ml allerdings noch unter den Messwerten.

Wie in der Literatur beschrieben konnte eine PDGF-Sekretion durch Endothelzellen
unter normalen Kulturbedingungen festgestellt werden. Ebenso lassen die Ergebnisse
von Michiels et al. (130) die Schlussfolgerung zu, dass Hypoxie keine Auswirkungen
auf die PDGF-Sekretion von HUVEC hat. Dies bestiitigen die hier gezeigten Daten fiir
sowohl HUVEC als auch HDMEC.
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4.1.1.5. Transforming Growth Factor-beta (TGF-§)

Die Sekretion von TGF-B1 =zeigte sich sowohl in Melanomzellen, normalen
Melanozyten, Endothelzellen und Fibroblasten durch Hypoxie induzierbar oder
steigerbar.

Die priméren Melanozyten MSD sezernierten dquivalent hohe TGF-p1-Mengen wie die
Melanomzelllinie BLM und verdnderten diese unter Hypoxie gleichformig. Die anderen
untersuchten Melanomzelllinien lagen mit ihren Basalsekretionen sogar niedriger als die
normalen Melanozyten. Eine Million Zellen beider Zellarten sezernieren schon unter
Normalbedingungen ein ausreichend hohes Mall TGF-B fiir eine parakrine Induktion
von VEGF und b-FGF in Fibroblasten. Diese wird von Pertovaara und Leof et al. ab
Konzentrationen von 1 ng/ml bzw. 10 ng/ml fiir die Produktion von b-FGF und VEGF
bzw. PDGF durch Fibroblasten, sowie nur VEGF durch Epithelzellen beschrieben
(35,195,198). Vielleicht liegt darin eine der Ursachen fiir die frithzeitige Zunahme der
GefdBzahl in noch pramalignen melanozytiren Lasionen, wie sie von Barnhill bzw.
Ribatti undjeweiligen Mitarbeitern beschrieben wurde (6,272).

Die Fibroblasten HFF sezernierten von allen in dieser Studie getesteten Zellarten die
hochsten TGF-B-Mengen beider Isoformen. Zeigte sich fir TGF-B1 nur eine geringe
Steigerung in der Proteinfreisetzung unter Hypoxie, wurde diese bei TGF-82 um das
3,4-fache erhoht.

Beziiglich der B1-Isoform sind diese Ergebnisse in Ubereinstimmung mit dem von
Falanga et al. beschriebenen in-vitro-Effekt. In dessen Studie nahm die Zytokinsekretion
durch Fibroblasten mit der Dauer der Hypoxie zu und stieg nach 72 Stunden auf das 9-
fache des Ausgangswertes (208).

GemilB den Ergebnissen von Pertovaara und Leof et al. (s.0.) besitzen die in dieser
Arbeit getesteten Fibroblasten unter normalen Kulturbedingungen die Potenz zur
autokrinen Induktion ihrer b-FGF und VEGF, nicht aber PDGF-Synthese. Letzteres
kann aufgrund der PDGF-negativen Fibroblastenzelliiberstande bestétigt werden.
Grundsitzlich sezernieren alle getesteten Zellarten TGF- und erhéhen unter Hypoxie
die Zytokinfreisetzung. Da hohe TGF--Spiegel aber inhibitorisch auf die Angiogenese
wirken (112), wiirde die Neongiogenese unterversorgter Tumorareale durch TGF-8

scheinbar erschwert. Mehrere Mechanismen kénnten das allerdings beeinflussen:
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In dem hypoxischen und der Hypoxie nahen Gewebe wirken die hoheren Zytokinlevel
parakrin auf die Produktion von angiogenetischen Faktoren.

Durch Rezeptorbindung, den Diffusionsgesetzen folgenden Verdiinnungseffekten und
durch Inaktivierungsprozesse in der extrazelluldren Matrix erreichen nur niedrigere, nun
nicht mehr Angiogenese-inhibitorische sondern -fordernde Konzentrationen die, den
GefiaBlen ndheren Tumor- bzw. Gewebezonen. Zu Stiitzung dieser These wiren weitere

Untersuchungen allerdings obligat.

4.1.2. Vergleich der Verinderungen der Sekretion angiogenetischer Chemokine
unter Hypoxie, Reoxigenierung, Serum- und Glukosemangel mit Daten aus
der Literatur

4.1.2.1. IL-8

Fir die in dieser Studie getesteten Melanomzelllinien lie8 sich unter allen
Kulturbedingungen stets eine IL-8-Sekretion nachweisen. Dabei unterschieden die unter
normalen Kulturbedingungen sezernierten IL-8-Mengen signifikant zwischen den
Malignitatsgraden. Unter Hypoxie zeigte sich nicht nur ein quantitativer sondern auch
ein qualitativer Unterschied zwischen den hochmalignen Zelllinien, welche ihre IL-8-
Sekretion steigerten, und den geringmalignen Zelllinien, die ihre Chemokinfreisetzung
drosselten. Nicht ganz so differenzierend reagierten die Melanomzelllinien auf
Glukosemangel. Auf diesen Reiz hin reduzierten nur die Linien 530 und WM115 ihre
IL-8-Sekretion, alle anderen Zelllinien reagierten mit einer Zunahme.

Charakteristisch fiir alle Melanomzelllinien erscheint eine Reduktion der IL-8-
Freisetzung unter Serummangel sowie die Sekretionssteigerung nach Beendigung aller
Stresssituationen.

Normale Melanozyten unterschieden sich in ihrem Sekretionsverhalten signifikant von
allen Melanomzelllinien in zwei Punkten: Durch unter allen Kulturbedingungen
niedrigere IL-8-Freisetzung und deren Steigerung unter Serummangel (alle
Melanomzellen reduzieren ihre IL.-8-Sekretion).

Dass IL-8 von Melanomzellen und normalen Melanozyten exprimiert und auch

sezerniert wird, bestétigten die Publikationen mehrerer Arbeitsgruppen (219,226,273).
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Passend zu den hier vorgestellten Ergebnissen zeigte die Arbeit von Singh et al. eine
Korrelation zwischen der Menge an IL-8-Transskripten sowie IL-8-Protein-Sekretion
untereinander sowie zu der metastatischen Potenz der Melanomzellen (232). Diese
Aussage wird, wie in dieser Arbeit auf Sekretionsebene gezeigt, noch deutlicher fiir
unter Hypoxie kultivierte Zellen, was Bar-Eli et al. anhand einer durch Hypoxie
induzierbaren IL-8-mRNA-Expression in Melanomzellen belegen konnten (224). Kunz
et al. testeten die Melanomzelllinien BLM, MV3, IF6 und 530 unter Hypoxie und
konnten mit der vorliegenden Arbeit iibereinstimmende Ergebnisse in der
Chemokinsekretion aufweisen. Deren Studienergebnisse zeigten auch, dass die erhhte
Sekretion durch die hochmalignen Zelllinien mit einer deutlich vermehrten IL-8-m-
RNA-Expression und —Translation korrelierte (226). Ebenso wie Schadendorf et al.
(219) konnten Kunz et al. den Nachweis fithren, dass einige bzw. die meisten
Melanomzellen in vivo IL-8-Rezeptor-A und z.T. auch IL-8-RB positiv sind.

Nach den Beobachtungen von Schadendorf et al. stellt IL.-8 einen autokrinen
Wachstumsfaktor fiir Melanomzellen dar (219). Dies konnte eine Erklérung fiir die sehr
hohe bzw. hochste Proliferationsrate der Zelllinien BLM und MV3 nach Beendigung
der Hypoxie sein, da die Zellen in dieser Phase, nach der maximalen autokrinen IL-8-
Stimulation und weiterhin unter dem Einfluss hoher IL-8-Mengen den zur
ungehinderten Proliferation nétigen Sauerstoff zur Verfligung hatten. Analog wiesen
IF6 nach ihrer maximalen IL-8-Sekretion unter Reoxigenierung bzw. Glukosemangel
eine sehr hohe bzw. die hochste Zellteilungsrate auf.

Die Arbeitsgruppe von Singh konnte darlegen, dass Melanomzellen mit niedriger, im
Gegensatz zu denen mit hoher, endogener IL-8-Produktion durch exogenes IL-8
(abhéngig von der Serumkonzentration des Mediums) im Wachstum stimuliert werden.
Dies konnte die Beobachtungen von Bar-Eli erkldren, dass IL-8 negative, nicht-
metastatische Melanomzellen mit IL-8-Gen transfiziert im Tierversuch hohes
metastatisches Potential entwickelten (224).

Im Einklang mit den Beobachtungen von Goebeler und Sticherling et al. (220,274)
zeigen die hier vorgestellten Ergebnisse, dass Endothelzellen und Fibroblasten in vitro

IL-8 sezernieren. Fiir Fibroblasten lief sich zudem eine, in dhnlich hohem Malle wie fiir
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Melanomzellen, deutliche Steigerung der IL-8-Sekretion unter Hypoxie und
Reoxigenierung nachweisen.

Mikrovaskuldre Endothelzellen unterschieden sich von den makrovakuliren HUVEC
durch eine hohere IL-8-Basalsekretion sowie eine stirkere Induzierbarkeit der 11L.-8-
Sekretion. Ob sich hieraus ein autokriner Proliferationsstimulus vor allem von
mikrovaskuldren Endothelzellen durch IL-8 ableiten ldsst, bleibt fraglich. Der gefiihrte
Nachweis von IL-8-RezeptorA bei kleinen Gefdlen in Melanommetastasen wiirde
zumindest eine Grundvoraussetzung erfiillen (226).

Der Proliferationsversuch (s.u.) mit HMEC-1 deutet, durch ein sensitiveres Ansprechen
in der Proliferationszunahme auf niedrige IL-8-Konzentrationen im Vergleich zu
HUVEC, auf einen mdéglichen additiven autokrinen IL-8-Effekt hin. Allerdings lasst
sich anhand nur eines Experimentes keine giiltige Aussage treffen, zudem sich HMEC-1
im IL-8 Sekretionsverhalten unter Hypoxie von den nicht immortalisierten (makro- wie
auch mikrovaskuldren) Endothelzellen unterschieden.

IL.-8 kann somit auf mehrere Weisen Melanomprogression férdern: 1. autokrine und von
den Stromazellen ausgehende parakrine Wachstumsstimulation, 2. direkte Induktion der
Angiogenese, 3. Chemotaktische Rekrutierung von Granulozyten und Makrophagen, die
tiber die, z.T. noch durch Hypoxie verstirkte Sekretion von IL-8, GM-CSF, b-FGF,
VEGEF (275) Tumor- bzw. Gefalwachstum induzieren.

Konnten Bornscheuer et al. weder bei Primartumoren noch bei Metastasen IL-8-
Immunreaktivitit in Melanomzellen nachweisen (216), zeigte die Studie von Kunz et al.
(226) IL-8-mRNA zumindest in Melanommetastasen mit Nekrosearealen. Eine Ursache
dafiir k6nnte in der von Gutman et al. beschriebenen TGF-B-Wirkung liegen, welche in
Melanomzellen eine deutliche Minderung der IL-8-mRNA zur Folge hatte (209).

Dazu passend wiren die bereits angefithrten Beobachtungen von Falanga (208, s.0.)
beziiglich hoher TGF-B-Mengen in Stromazellen. In Abhingigkeit der TGF--Sekretion
der Melanom- und Stromazellen wiére also ein fehlender IL-8-Nachweis in Melanomen
zu einem gewissen Grad zu erkldren. Eine ausreichende IL-8-Suppression durch TGF-8
in vivo ist aber aufgrund der nachgewiesenen Korrelation hoher IL-8-Expression bzw.

Serumspiegel mit Metastasierungsgrad und Prognose unwahrscheinlich (232,233,261).
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4.1.2.2. Gro-Alpha

Die Sekretion des Chemokins Gro-o konnte fiir alle getesteten Melanomzelllinien
nachgewiesen werden. Dabei fiel schon unter normalen Kulturbedingungen eine
signifikant hohere Gro-a-Sekretion fiir die aus Metastasen gewonnenen Zelllinien BLM,
MV3 und HT144 auf. Die aus Primértumoren rekrutierten Linien IF6, 530 und WM115
wiesen z.T. nur knapp ein Zehntel der maximalen Chemokinmenge von MV3 in den
Uberstanden auf. Die Zellen von WM115 sezernierten erst nach 48 Stunden iiberhaupt
geringe Mengen an Gro-a.

Unter dem Einflu3 von Hypoxie zeigten die niedrigmalignen Zelllinien eine signifikante
Abnahme threr schon geringen Basalsekretion. Die hochmalignen Zelllinien reagierten
entweder mit einer diskreten Abnahme (MV3) oder sogar mit einer leichten Zunahme
in der Gro-a-Sekretion (BLM). Die Linie HT144 zeigte keine Verinderung unter
Hypoxie. Weder unter Reoxigenierung, Serum- bzw. Glukosemangel und
Reglukosierung kam es zu dhnlichen, fiir die Malignititsgrade charakteristisch
erscheinenden Verinderungen im Sekretionsverhalten der Melanomzelllinien.

Die in der vorliegenden Studie fiir Melanomzellen nachgewiesene Sekretion des
Chemokins Gro-oo unter normalen Kulturbedingungen stimmt mit Resultaten in der
Literatur tiberein (136,139). Bisher sind keine Zusammenhinge zwischen der
metastatischen Potenz der Melanomzelllinien und deren Gro-a-Sekretion beschrieben,
wie sie die hier gezeigten Ergebnisse erwarten lassen. Zu Verinderungen unter Hypoxie
sind bisher keine publizierten Nachweise zu finden. Beziiglich der Regulation von Gro-
o unter Serummangel stimmt die fiir alle Melanomzellen, auler der Zelllinie IF6,
gezeigte Verringerung der Proteinabgabe mit den von Lawson beschriebenen Resultaten
iberein (236). Diéser zeigte auch, im Gegensatz zu den von Rodeck (136) erstellten
Daten, ein Vorkommen von Gro-a in normalen Melanozyten, was die Ergebnisse dieser
Arbeit bestatigen wiirden.

Die nachgewiesenen Gro-o-Mengen in den Uberstinden der normalen Melanozyten
waren unter allen Kulturbedingungen signifikant niedriger als die der
Melanomzelllinien (mit Ausnahme der Zelllinie WM115). Dariiber hinaus zeigten

Melanomzellen im Vergleich zu normalen Melanozyten unter Serummangel
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gegenldufige Sekretionsverhalten. Weitere Unterschiede in der Chemokinfreisetzung
lieBen sich bei Reoxigenierung nur im Bezug auf hochmaligne Melanomzellen
bestitigen, nicht aber fiir die Zelllinien WM115 und 530, die wie normale Melanozyten
die Sekretion steigerten.

Interessanterweise wies die Zelllinie WM115 ohne bzw. mit nur minimalster Gro-
o—Sekretion die von allen untersuchten Melanomzelllinien hochste Proliferationsrate
auf und wurde in ihrem Zellwachstum von Stressbedingungen am wenigsten beeinflusst.
Die Gro-a-Produktion und —Sekretion von Endothelzellen beschrieben Goebeler et al.
(220) und bestitigen die fiir Normalbedingungen erhaltenen Resultate. Verdnderungen

durch Mangelbedingungen sind in der Literatur bisher nicht beschrieben.

4.1.2.3. GM-CSF

Bei allen getesteten Melanomzelllinien war das Ausbleiben einer GM-CSF-Sekretion
unabhingig von den Kulturbedingungen moglich. Allerdings besaflen alle Zelllinien bis
auf die Linie 530 die Potenz, GM-CSF zu sezernieren, wenngleich sie dazu nur in
geringen Mengen und unabhingig vom Malignititsgrad fahig waren. Hypoxie konnten
die Zelllinien BLM, MV3 und WMI115 mit einer GM-CSF-Sekretionssteigerung
beantworten, taten dies aber nicht immer. Ebenso reagierte die Linie IF6 inkonstant auf
diesen Reiz mit Reduktion der Chemokinfreisetzung. Unter den anderen
Mangelbedingungen zeigten alle Melanomzelllinien weiterhin, auch
zelllinienspezifisch, kein eindeutiges Regulationsverhalten.

Die Uberstinde der normalen Melanozyten blieben ebenso wie die Melanomzelllinie
mit der geringsten Proliferationsrate (530) ohne Nachweis fiir GM-CSF.

Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit den Studien der Arbeitsgruppen von
Mattei, Armstrong, Benicelli und Singh, welche bei den meisten Melanomzellen, nicht
aber bei normalen Melanozyten GM-CSF nachweisen konnten (137,140,228,244). Auf
Veranderungen der GM-CSF-Sekretion unter Mangelbedingungen fanden sich in der
Literatur keine Hinweise. Interessant ist die in dieser Studie gemachte Beobachtung,
dass einige Melanomzellen oder zumindest Subpopulationen auf den Entzug von
Sauerstoff ihre GM-CSF-Sekretion steigern konnen. In Zusammenhang mit der fiir

Melanomzellen beschriebenen migrationsférdernden Wirkung (247) dieses Chemokins
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konnte Hypoxie die Moglichkeit zur Metastasierung bestimmter Zellklone erhdhen.
Inwiefern diese Moglichkeit durch die unter Hypoxie verringerte Menge an PDGF
(s.Kap.3.2.1.4.1.), welches ebenfalls eine migratorische Antwort bei Melanomzellen
(183) hervorrufen kann, kompensiert wird, wire durch weitere Experimente zu
tiberpriifen.

Sowohl fiir Endothelzellen als auch Fibroblasten konnte in dieser Studie eine Sekretion
von GM-CSF nachgewiesen werden. Beide Zellarten reagieren mit, bei Fibroblasten mit
einer um den Faktor 7,5 besonders deutlichen Zunahme ihrer Chemokinfreisetzung
unter Hypoxie. Die Ergebnisse unter normalen Kulturbedingungen sind mit den in der
Literatur beschriebenen sekretorischen Eigenschaften von HUVEC fir GM-CSF
vereinbar (250). Schwartz et al. konnten in Hautfibroblasten nur unter Kokultur mit
Keratinozyten Spuren von GM-CSF-mRNA nachweisen (245). Insofern sind die hier
dargestellten Ergebnisse nur eines Fibroblasten-Zellstammes, insbesondere in
Anbetracht der bei den anderen Zellarten so divergierenden Sekretionsverhalten, nicht

unbedingt auf Fibroblasten generell ibertragbar.

4.1.3. Interpretation der ELISA-Ergebnisse

Anhand der hier vorgestellten Ergebnisse lassen sich fiir die Zytokine VEGF, b-FGF,
Angiogenin, PDGF und TGF-8 sowie die Chemokine I1.-8 und Gro-o unter bestimmten
Kulturbedingungen  charakteristische  Sekretionsverhalten bei  Melanomzellen
beschreiben. Dabei konnten fiir VEGF, Angiogenin, PDGF, IL-8 und Gro-« siginfikante
Unterschiede in den abgegebenen Zyto- bzw. Chemokinmengen und / oder
Sekretionsdnderungen unter Mangelbedingungen im Vergleich zu den getesteten
normalen Melanozyten und auch zwischen den niedrigmalignen und hochmalignen
Melanomzelllinien nachgewiesen werden.

Von diesen angiogenetisch wirksamen Faktoren wurden wiederum nur VEGF,
Angiogenin und IL-8 unter Stressbedingungen vermehrt durch Melanomzellen in vitro
sezerniert.

Mit den Daten dieser Arbeit konnte zum erstenmal bzw. zeitgleich mit anderen
Publikationen (224,226,232,270) gezeigt werden, dass eine deutliche Regulation
angiogenetischer Zytokine unter Hypoxie bei Melanomzellen nicht nur fiir VEGEF,
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sondern auch fiir Angiogenin und IL-8 zutrifft. Dies 146t eine besondere Rolle dieser
Zyto- bzw. Chemokine fiir eine entsprechende Steigerung der Angiogenese in vivo
vermuten.

Dies gilt insbesondere im Zusammenhang mit den bisher fiir diese Angiogenesefaktoren
in vitro und in vivo beschriebenen Wirkdosen. Diese, fiir die in vivo Angiogenese
sicherlich etwas hypothetisch starren Werte, konnten von einer Million Zellen der
getesteten Melanomzelllinien in Bezug auf VEGF, Angiogenin und IL-8 durch
Sekretion erreicht werden.

Unter hypoxischen Bedingungen konnte fiir Angiogenin und IL-8, im Gegensatz zu
VEGF, anhand der absoluten Proteinlevel eine signifikante Differenzierung zwischen
hochmalignen und niedrigmalignen Melanomzellen getroffen werden. Sezernierten die
hochmalignen Zelllinien BLM und MV3 unter normalen Kulturbedingungen noch
signifikant hohere VEGF-Mengen als die geringmalignen Zelllinien, war unter Hypoxie
diese Unterscheidung nicht mehr moglich. Angiogenin bzw. IL-8 setzten die
hochmalignen Melanomzellen sowohl unter normalen Kulturbedingungen als auch unter
Hypoxie in signifikant héheren Zyto- bzw. Chemokinmengen frei. Das Verhalten der
niedrigmalignen Zelllinien unterschied sich unter Hypoxie mit einer reduzierten IL-8-
Sekretion sogar qualitativ von dem der hochmalignen Melanomzellen.

Dartiber hinaus zeigte das Sekretionsverhalten beziiglich der drei Zytokine weitere
wichtige Unterschiede im Vergleich von normalen Melanozyten zu den Melanomzellen.
So reagierten alle getesteten melanozytiren Zellen, benigne wie maligne, auf Hypoxie
uniform mit einer Hochregulation der sezernierten VEGF-Mengen. Wie die meisten
primdren  Melanozyten reduzierten niedrigmaligne  Melanomzellen  unter
Sauerstoffentzug ihre IL-8-Freisetzung. Im Kontrast dazu erhohten die im Tierversuch
stark zu Metastasierung neigenden Melanomzellen MV3 und BLM ihre IL-8-Sekretion
um das bis zu 8-fache.

Die Sekretion von Angiogenin schlieBlich nahm bei normalen Melanozyten unter
Sauerstoffmangel zunidchst ab und erst Reoxigenierung lie die Zytokinfreisetzung
ansteigen. Alle Melanomzellen aber regulierten unter Hypoxie sofort und eindeutig die

Angiogenin-Sekretion hoch.
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Zusammengefasst hiefe das, es bestehen zwischen benignen und malignen
melanozytiren Zellen unter Hypoxie nur quantitative Unterschiede in einer
grundsitzlich gleichférmigen Sekretionsregulation von VEGF. Dagegen ergeben sich
entsprechend ihrer gegenldufigen Sekretionsregulation qualitative Differenzen zwischen
Melanozyten und Melanomzellen allgemein beziiglich Angiogenin. Zudem
unterschieden sich die melanozytdren Zellen mit zunehmender Entdifferenzierung in
ithrer Angiogenin- und IL-8-Sekretion quantitativ durch Freisetzung jeweils signifikant
hoherer ANG- bzw. [L-8-Mengen. Niedrig- und hochmaligne Melanomzellen zeigten
zudem qualitative Differenzen in der Regulation ihrer IL-8-Sekretion unter Hypoxie.
Diese Korrelation von Malignitdt und ANG- bzw. IL-8-Sekretion konnte erkldren, dass
Potgens et al. (264) im Tierversuch fiir artifizielle Tumore aus VEGF-transfizierten
Melanomzellen weder ein schnelleres Wachstum noch eine hohere TumorgefaB3dichte
nachweisen konnten. Es zeigten sich lediglich Verdnderungen in der Gefdfiverteilung,
die nun mehr durch Stromasepten des Tumors als durch direkte Tumoranteile zogen.
Hingegen konnten Luca et al. mittels einer IL-8-Gen-Transfizierung in nicht
metastatischen Melanomzellen deren metastatisches Potential und Tumorigenitét
deutlich steigern (233).

Somit wire VEGF fiir die Angiogenese in Melanomen der bisher bekannteste, nicht
aber unbedingt ein wichtiger Faktor. Zu dieser Aussage kam 1998 auch die
Arbeitsgruppe von Viac (276), welche zwar signifikant erhohte VEGF-Serumwerte bei
96 Melanompatienten gegeniiber gesunden Probanden feststeliten, aber beziiglich der
Tumorprogression keine Unterschiede in den Zytokinniveaus feststellen konnte. Die
Studie von Ugurel et al. (261) konnte bei 125 Melanompatienten eine Korrelation des
Tumorstadiums mit erhohten VEGF-, b-FGF- und IL-8-Serumspiegeln nachweisen.
Dabei fiel den Autoren auf, dass sich unter Durchfiihrung von Chemotherapie- bzw.
IFN-o-Therapieschemata die Serumlevel von VEGF nicht &dnderten, die von IL-8
hingegen als einzige getestete Parameter unter beiden Therapieregimen anstiegen.

In der gleichen Studie zeigten sich bei Patienten unter Chemotherapie signifikant
erhohte Serumspiegel fiir Angiogenin. Ein Zusammenhang beziiglich des
Tumorstadiums bzw. der Prognose und der Angiogenin-Serumspiegel konnte aber nicht

festgestellt werden. Im Gegensatz dazu korrelierten bei Pankreaskarzinompatienten
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erhohte ANG-Serumspiegel und ANG-mRNA-Expression der Tumorzellen mit
fortgeschrittenen Tumorstadien bzw. schlechter Prognose (277).

Interessanterweise werden die durch Hypoxie erzeugten Sekretionszunahmen dieser drei
Zyto-/ Chemokine sowohl von Endothelzellen (ANG; I1L-8) als auch Fibroblasten
(VEGF, ANG und IL-8) gleichférmig vorgenommen, so dass von einer Potenzierung
des angiogenetischen Effektes in hypoxischen Tumorgewebearealen ausgegangen

werden kénnte.

4.2. Diskussion der Ergebnisse des Proliferationsassays

Wie bereits (s. Kap. 4.1.3.) ausgefiihrt, ergibt sich anhand der Eigenschaften des fiir
Melanomzellen charakteristischen Sekretionsverhaltens von VEGF, Angiogenin und IL-
8 eine moglicherweise besondere Rolle dieser Zyto-/Chemokine fiir die
Tumorangiogenese. Im dritten Teil dieser Studie wurden diese Angiogenesefaktoren, da
sie signifikant und in biologisch relevanten Mengen von den Melanomzellen sezerniert
wurden, auf ihre proliferationsférdernde Wirkung auf Endothelzellen in vitro getestet.
Auch das Zytokin b-FGF, als eines der am haufigsten untersuchten Wachstumsfaktoren

fur Endothelzellen sollte diesbeziiglich mituntersucht werden.

4.2.1. Vergleich des Einflusses angiogenetischer Zytokine auf das

Proliferationsverhalten von Endothelzellen

Die bisher in der Literatur beschriebene Beeinflussung des Proliferationsverhaltens von
Endothelzellen durch Zytokine wurde immer anhand unter Serummangel kultivierter
Zellen betrachtet. In dieser Arbeit wurden in einem Experiment mit je 5 Proben
diesbeziiglich eine Reproduzierbarkeit der Daten tiberpriift.

Weitere Untersuchungen hatten zum Ziel, die Auswirkung dieser Zytokine auf
Endothelzellen unter normalen Medienbedingungen zu erkennen um eventuelle
Veranderungen zu den flir Serummangel bekannten Ergebnissen zu erfassen. Der
dahinterstehende Gedanke war, herauszufinden ob Endothelzellen auch dann auf

Zytokinreize mit Proliferation reagieren, wenn sie nicht direkt in den mangelversorgten

106



Arealen lokalisiert sind. Sie konnten dann, wie in der Literatur beschrieben, durch
Chemotaxis zu dem Tumor wandern und, von den dortigen Mangelbedingungen und
Zytokineinwirkungen entsprechend moduliert, neue Gefdle bilden. Dariiber hinaus
sollten Unterschiede zwischen mikro- und makrovaskuldren Endothelzellen in ihrer
Proliferationsantwort auf Zytokinreize in einem Versuch mit HMEC-1 detektiert
werden.

In einem zusidtzlichen Experiment wurde untersucht, ob HUVEC ihre Proliferation
durch exogene Wachstumsfaktoren verdndern, wenn sie diesen in nicht adhidrentem
Zustand ausgesetzt werden. Der Hintergedanke der Versuchsanordnung war ein
eventuell verindertes Zytokinansprechen der Zellen nach bzw. unter Migration oder
GefiBneueinsprossung zu erfassen. Wie die Arbeitsgruppen von Brown und Pepper
beschrieben (84,278), konnte ein solches ,,Sprouting” innerhalb von 4-5 Tagen in
Fibrin- bzw. Kollagengelen beobachtet und durch VEGF stimuliert werden.
Entsprechend war der in dieser Studie fiir den Proliferationsnachweis gewihlte
Zeitrahmen von 96 Stunden fiir die Erfassung zu erwartender Zytokinwirkungen

geeignet.

4.2.1.1. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Fiir die makrovaskuldren HUVEC lieB sich sowohl unter Serummangel als auch unter
normalen Kulturbedingungen eine konzentrationsabhingige wund signifikante
Proliferationszunahme durch VEGF verzeichnen. Stimulation nonadhérenter HUVEC
fiihrte ebenso zu einer dosisabhdngigen Steigerung des Zellwachstums, allerdings war
der Effekt der Stimulation ab der Konzentration von 100 ng VEGF/ml Medium mehr als
dreimal so hoch wie bei adhirenten Zellen und stieg unter 1 ugVEGF/ml noch weiter
an.

Mikrovaskuldre HMEC-1 zeigten unter allen Konzentrationen eine im Vergleich zu den

adhirenten makrovaskuldren Endothelzellen etwas stirkere Zunahme ihrer Proliferation.

Wilting und seine Mitarbeiter zeigten mit Hilfe des CAM-Assays angiogenetische
Effekte von VEGF ab Konzentrationen von 0,5 ng. Eindeutigere Ergebnisse wurden mit

hoheren VEGF-Mengen um 2 pg erzielt (55 bzw. 279). Stimulation boviner
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Endothelzellen in Kollagengelen mit VEGF regte die Zellen zur Migration und
Tubulusbildung an. Den hierfiir maximalen Effekt konnten Pepper et al. (84) innerhalb
von 4 Tagen unter Applikation von 100 ng/ml des Zytokins nachweisen. Die Initiation
einer Aussprossung von kleinen GefidBBen aus einem Plazentagefilifragment durch
VEGF in vitro konnten Brown et al. fiir Konzentrationen von 0,5 bis 50 ng/ml
feststellen (278). Das Ausmal} der Neoangiogenese war aber umgekehrt proportional zur
Dosis. Ahnliche Beobachtungen machten Yoshida et al. (129). Sie beschrieben auch
eine Zunahme der Proliferation von HUVEC durch VEGF, die ein Maximum bei 10
ng/ml erreichte und bei hoheren Konzentrationen knapp unter diesem Niveau blieb. Die
maximal erreichte Stimulation betrug in deren Ergebnissen ca. den doppelten
Kontrollwert, was mit den in der vorliegenden Studie fiir adhdrente HUVEC erhaltenen
Resultaten, sowohl unter Serummange!l als auch wunter Normalbedingungen,
ibereinstimmt.

Die Proliferationszunahme anfangs nonadhirenter HUVEC auf VEGF wurde bisher
nicht untersucht. Ein derartig starkes Abweichen im Proliferationsverhalten im
Vergleich zu adhédrenten HUVEC ist bemerkenswert und soll abschlieBend fiir alle Zyto-

bzw. Chemokine gesondert diskutiert werden.

4.2.1.2. Basic-Fibroblast Growth Factor (b-FGF)

Im Vergleich zu den fiir VEGF erhaltenen Ergebnissen fiel die durch b-FGF
hervorgerufene Stimulation der Proliferation adhdrenter HUVEC in normalem Medium
schwicher, unter Serummangel hingegen stirker aus. Die Verstirkung der
proliferationsfordernden Wirkung des Zytokins b-FGF bei parallel zur Zelleinsaat
erfolgter Stimulation war deutlich im Vergleich zu adhirenten HUVEC. Die
mikrovaskuldren Endothelzellen HMEC-1 reagierten auf niedrigere b-FGF-
Konzentrationen mit einer vergleichsweise zu HUVEC geringeren Proliferation. Hohere
b-FGF-Dosierungen induzierten HMEC-1 aber mit zu ihrer stérksten
Proliferationszunahme unter allen getesteten Zytokinkonzentrationen.

Dass b-FGF in vitro mitogene Eigenschaften flir makrovaskuldre Endothelzellen besitzt,
haben mehrere Arbeitsgruppen gezeigt (34,111,129). So erreichten bovine
makrovaskuldare Endothelzellen in den Ergebnissen von McNeil et al. (111) und
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HUVEC bei Koch et al. (34) eine Verdoppelung des Zellwachstums. Die von Yoshida
und Hu vorgestellten Resultate fiir HUVEC zeigten wesentlich stirkere
Proliferationszunahmen um das 3,5- bis 8-fache bei Konzentrationen um 10-20 ng b-
FGF pro ml Medium (126,129).

Die unter Serummangel erreichte Steigerung des BrD-U Einbaues in dieser Arbeit liegt
im Bereich der von Yoshida et al. beschriebenen mitogenen Wirkung des b-FGFs.
Wohingegen die unter normalen Bedingungen getesteten HUVEC durch b-FGF in
dhnlich starker Weise wie bei McNeil und Koch proliferierten. Die Interpretation dieser

Divergenzen soll abschlielend im Zusammenhang mit allen Zytokinen geschehen (s.u.).

4.2.1.3. Angiogenin (ANG)

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen eine konzentrationsabhédngige Induktion der
Proliferation bei HUVEC durch Angiogenin. Dabei lieflen sich im Gegensatz zu b-FGF
nur diskrete Unterschiede beziiglich einer vermehrten Angiogenin-induzierten
Proliferation unter Serummangel im Vergleich zur Kontrolle erkennen.

Wie fiir die bisherigen Zytokine beschrieben, konnte auch Angiogenin bei noch nicht
adhirenten HUVEC eine deutlich starkere proliferative Wirkung entfalten und war unter
diesen Bedingungen nach VEGF der zweitpotenteste Angiogenesefaktor.

Auch bei HMEC-1 rief Angiogenin eine deutliche konzentrationsabhingige Stimulation
des Zellwachstums hervor. An mikrovaskuldren Endothelzellen bewirkte nur b-FGF
eine noch starkere Proliferation.

In der Studie von Hu et al. (126) wird eine dosisabhiéngige Zunahme der HUVEC-
Proliferation in vitro beschrieben. Die maximale Stimulation des Wachstums (Faktor
1,54) wurde mit der hochsten Konzentration von 1 pg Angiogenin/ml Medium erreicht.
Dies entspricht den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen fiir adhdrente HUVEC.
Hingegen zeigten die Ergebnisse von Chamoux et al. (156) keine mitogene Wirkung
von Angiogenin auf bovine makrovaskulire Endothelzellen. Diese Arbeitsgruppe
konnte mittels Iod'*’-markiertem Angiogenin allerdings auch nur fir bovine
mikrovaskuldre Endothelzellen eine Angiogenin-Endothelzellbindung feststellen, nicht
aber fiir makrovaskuldre Endothelzellen. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den

fir HUVEC (152) und andere makrovaskuldre Zellen verdéffentlichten Daten (148,149).
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Die Ergebnisse von Badet et al. zeigen allerdings eine starke Varianz der Angiogenin-
Bindung unter den Endothelzellen (150) was ein Nicht-Ansprechen der
makrovaskulidren Zellen bei Chamoux et al. erkldren konnte.

Beziiglich boviner mikrovaskuldrer Endothelzellen waren die Ergebnisse von Chamoux
et al. vergleichbar mit dem Proliferationsverhalten von HMEC-1 der vorliegenden
Studie. Analog dazu wurde die maximale Wachstumsstimulation bei diesen Zellen wie
bei HMEC-1 in dieser Arbeit mit 100 ng Angiogenin/ml erreicht.

In der Studie von Hu et al. fiel die Proliferation mikrovaskuldrer Endothelzellen unter
ANG-Stimulation deutlich geringer aus als bei HUVEC (126), was den hier
vorgestellten Ergebnissen widersprache. Auf mogliche Ursachen soll im Anschluss fiir

alle Zytokine eingegangen werden (s.u.).

4.2.2. Vergleich des Einflusses angiogenetischer Chemokine auf das

Proliferationsverhalten von Endothelzellen

4.2.2.1. IL-8

Unter dem Einflul von IL-8 lieB sich fir HUVEC eine signifikante dosisabhéngige
Zunahme des Endothelzellwachstums feststellen. Der Vergleich zwischen der
Proliferationsstimulation unter Serummangel und der unter Normalbedingungen ergab
fuir IL-8 keine Unterschiede in der Zellreaktion fiir &quimolare Konzentrationen.

Parallel zur Zelleinsaat erfolgte Stimulation mit IL-8 beantworteten die Endothelzellen
wiederum mit einer deutlicheren Proliferationszunahme. Im Gegensatz zu VEGF
deutete sich bei IL-8 wie zuvor bei Angiogenin ab der Konzentration von 1 pg/ml eine
wieder abnehmende Tendenz in der Stimulation an.

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigten Koch et al. in ihrer Studie iiber
Proliferation und Chemotaxis von Endothelzellen auf einen Reiz mit IL-8 oder b-FGF
einen mit steigender IL-8-Konzentration zunehmenden proliferativen Effekt auf
makrovaskuldre Endothelzellen in vitro. Auch hier nahm dieser bei Konzentrationen
>100 ng/ml wieder ab (34). Um eine dhnliche Endothelzellproliferation durch b-FGF zu

erreichen benétigten sie hohere Konzentrationen als bei IL-8. In der Hornhaut von
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Versuchstieren induzierte I11.-8 ab Konzentrationen von 10 ng/ml eine angiogenetische

Reaktion.

4.2.2.2. Gro-Alpha

Die hier vorgestellten Ergebnisse fiir adhdrente HUVEC zeigten eine dosisabhéngige
Zunahme der BrD-U-Inkorporation durch Gro-o unter normalen Medienbedingungen.
Unter Serummangel zeigte sich allerdings fiir die Konzentration von 1 ng pro ml eine
deutlich verminderte Proliferation als in der Kontrolle. Dagegen stimulierten 10 bzw.
100 ng Gro-o/ml Medium unter Serummangel das Endothelzellwachstum, unter
Beriicksichtigung der Standardabweichung, fast genauso stark wie unter
Normalbedingungen.

Wie Cao et al. in ihrer Ver6ffentlichung beschrieben (238), besitzt Gro-a inhibitorische
Wirkung auf die durch b-FGF stimulierte Proliferation von bovinen mikrovaskuldren
Endothelzellen in vitro und schwicher ausgepriigt in vivo. Diese Ergebnisse wiren mit
den Daten der hier vorgestellten Studie unter Serummangel und niedrigster Gro-
o—Dosierung vereinbar. Aufgrund der unterschiedlichen Versuchsanordnungen ist ein
Vergleich jedoch schwierig, denn in keinem der in dieser Arbeit verwendeten Medien
konnte b-FGF nachgewiesen werden. Auch die relativ hohe autokrine b-FGF-Sekretion
durch Endothelzellen scheidet als Erklarung flir die unterschiedlichen Ergebnisse
zwischen den Medien aus, weil sie -wie in Kapitel 3.2.1.2.3. gezeigt- unter
Serummangelbedingungen nicht zunahm.

Da in der vorliegenden Arbeit die Versuche nur einmal mit einer Probenzahl von 5
(EGM mit 0,2% FCS) bzw. 6 (EGM mit 2% FCS) durchgefiihrt worden sind, ldsst sich
eine Angiogenese induzierende bzw. inhibierende Wirkung des Gro-oo in vitro nur.

vermuten, nicht aber sicher belegen.

4.2.3. Interpretation der Ergebnisse des Proliferationsassays

Ein interessanter Aspekt ist die Tendenz der Endothelzellen stirker auf sémtlich
getestete Zytokine zu reagieren, wenn sie noch ohne Bindung an andere Zellen bzw.

Flachen diesen ausgesetzt sind. Wire diese Beobachtung iibertragbar auf sich in
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Migration befindende Zellen, hieBe das eine vervielfachte angiogenetische Potenz der
Zyto- und Chemokine auf einwandernde Zellen. Es miissten also wesentlich weniger
Endothelzellen invadieren, um vor Ort eine suffiziente Anzahl zur Neovaskularisation
zu bilden.

Bestiinde eine den Ergebnissen entsprechende hohere Zytokinsensibilitdt, bekommen
auch die relativ hohen autokrinen Sekretionen der Endothelzellen fiir b-FGF,
Angiogenin und IL-8, besonders im Hinblick auf den schon bekannten synergistischen
Effekt von b-FGF und VEGF sowie die iiber Angiogenin modulierte Angiogenese
(84,158), eine zunehmende Bedeutung. Wiirden (hypoxische) Melanomzellen den
Anstof} zur GefdaBneubildung geben, wire ein Teil der zur Unterhaltung dieses Prozesses
notwendigen Zytokine iiber die Endothelzellen selbst zu rekrutieren. Weitere
experimentelle Anhaltspunkte sind zur Bestitigung dieser Hypothesen allerdings

zwingend erforderlich.

Die teilweise erheblichen Unterschiede zwischen den hier und auch zwischen den in der
Literatur vorgestellten Ergebnissen beziiglich b-FGF zwingen zu einer vorsichtigen
Betrachtung und Hinterfragung der Resultate. Wie kommt es zu der im Vergleich zu den
anderen Zytokinen niedrigen Proliferationszunahme durch b-FGF unter normalen
Bedingungen bzw. zu den starken Schwankungen der Zellproliferation unter
verschiedenen Medienzusammensetzungen in dieser Arbeit und auch in der Literatur ?
Normales und serumarmes EGM-Medium wurden als exogene Quelle von additiven
Zytokinen zumindest beziiglich der getesteten Wachstumsfaktoren ausgeschlossen.

Eine mogliche Ursache wire die in dieser Studie nachgewiesene hohe
endothelzelleigene Gro-c-Sekretion der Endothelzellen. Diese konnte, den Ergebnissen
von Cao et al. (s.0./ 237) entsprechend, die Proliferation der Endothelzellen besonders
unter dem Einflul} von b-FGF im Vergleich zu den anderen Zyto- /Chemokinen negativ
beeinflusst haben. Allerdings miisste dieser Effekt sich nur auf additiv gegebenes b-FGF
beschranken. Denn HUVEC wiesen auch fiir b-FGF eine relativ hohe autokrine
Sekretion auf, und diese endogene b-FGF-Menge fiihrte weder im Zusammenspiel mit
exogenem noch autokrin sezerniertem Gro-o zu einer Verringerung der

Endothelzellproliferation.
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Eine andere Erklarung fiir die unter b-FGF vergleichsweise niedrige Proliferation bzw.
starken Resultatdifferenzen unter Serummangel ldge in der Addition des proliferativen
Effektes von endogenem b-FGF und den zugegebenen Zytokinen. Entsprechende in-
vitro-Effekte sind fiir Angiogenin und beziiglich der Tubulusbildung, die aus Migration
und Proliferation besteht, fiir VEGF bekannt (84,126). Die Zugabe von b-FGF wiirde
hingegen, wie die gezeigten Daten vermuten lassen, bei schon unter niedrigen b-FGF-
Konzentrationen erreichter maximaler Stimulation keinen zusitzlichen Effekt mehr
bewirken konnen. Wire die relativ niedrige Proliferationszunahme durch exogenes b-
FGF unter normalen Kulturbedingungen dadurch erklarbar, sind es die Ergebnisse unter
Serummangel nicht. Denn die ELISA-Daten der Endothelzellen wiesen unter
Serummangel keine Verdnderungen in der Sekretion von b-FGF, VEGF und Angiogenin
auf. Fur diese Verdnderung miissten folglich andere Mechanismen urséchlich sein.

Bei allen Experimenten in der Literatur verwendeten die jeweiligen Arbeitsgruppen
unterschiedliche Medien mit zur Ausgangskonzentration vermindertem Serumanteil
(Yoshida: M199 20% zu 10%FCS, McNeil: DME 10%FCS zu 0,1%BSA, Hu: HE-SFM
10% zu 1%FCS und Koch: EBM 10% zu 1% FCS). Auflerdem wurden die Zellen in den
Experimenten jeweils verschieden lange inkubiert (zwischen 18 und 72 Stunden). Diese
Unterschiede in den Versuchsprotokollen scheinen bei anderen Zytokinen aber keinen
Einfluss auf das Proliferationsverhalten zu haben. Dies legen auch die hier vorgestellten
Resultate nahe, die nur fiir b-FGF eine so deutliche Proliferationsidnderung bei Wechsel
der Serumkonzentration aufzeigten. Die Differenz der Ergebnisse weist auf einen
wahrscheinlichen Zusammenhang zwischen der b-FGF-induzierten Proliferation und
den unterschiedlichen Serumkonzentrationen sowie den Medien der jeweiligen
Versuche hin.

Der Einfluss verschiedener Kulturmedien konnte auch die divergierenden Ergebnisse
beziiglich der durch Angiogenin stimulierten Proliferation bzw. der Angiogenin-
Endothelzellbindung fiir mikro- und /oder makrovaskulidre Endothelzellen erklédren (s.o.,
EGM-Medium in dieser Arbeit, Hu et al. (126): HE-SFM, Hu et al. (149): modifiziertes
Eagle-Medium, alle anderen: DMEM (148, 150, 152)).

Dafiir sprechen auch die Beobachtungen von Watson et al. (280). Diese ergaben, dass
schon die Wahl des Mediums alleine und ein Wechsel zwischen den Medien deutliche
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Unterschiede in der Proliferation von HUVEC zur Folge haben. So stimulierte IL-8
signifikant das HUVEC-Wachstum in EGM-Medium, was mit den Resultaten dieser
Arbeit konform ist, nicht aber bei Kultur in M199-Medium. Die Ursache hierfiir
vermuteten Watson und Mitarbeiter in einer Kontamination der HUVEC-Kulturen
durch z.B. Mastzellen. Dies versuchten sie durch den Nachweis eines Verlustes einer
mitogenen Antwort auf IL-8 bei, mit TNF optimal zu E-Selectin-Exprimierung
stimulierten HUVEC zu belegen. Wie Koch dahingehend bemerkte (280), ist aber die
IL-8-Synthese in Endothelzellen selbst durch TNF oder IL-1 zu induzieren (209,210),
was die Beweisfiihrung von Watson et al. hinfdllig macht. Als Erkldrung dieses
Phinomens liegt eine endogen gesittigte IL-8-Stimulation durch die Endothelzellen in
Abhingigkeit der Medien ndher. Damit zeigt sich, inwiefern zur Erfassung des
Wachstumsverhaltens von Zellen eine genaue Prifung der Medien auf alle
interagierenden, nicht nur direkt proliferativ wirkenden Zytokine und deren
Verdnderungen von Bedeutung ist.

Entsprechend ist eine generelle Vergleichbarkeit von Ergebnissen allein durch
verschiedene Medien bei sonst gleichen Protokollen in Frage zu stellen. Fiir die
Ergebnisse dieser Arbeit trifft das besonders im Fall von b-FGF zu.

Die Resultate fiir VEGF sind weniger voneinander abweichend und gut mit den hier
gemachten Ergebnissen vergleichbar.

Ein moglicher Riickschluss dieser Tatsachen wire, dass VEGF mit seiner hauptséchlich
auf Endothelzellen ausgelegten Funktion eine definierte Zellantwort bewirkt. Die durch
multifunktionelle Zyto- und Chemokine hervorgerufene Endothelzellreaktion aber eine
stirkere Abhdngigkeit von den Kulturbedingungen aufweist, was hier bzw. in der
Literatur fiir b-FGF, Angiogenin, Gro-o und IL-8 gezeigt werden konnte. Allerdings
stimulierten IL-8 und Gro-o (zumindest in hoheren Dosierungen) die Endothelzellen in
dieser Arbeit unter Normal- und Serummangelbedingungen nahezu unverindert, was
dieser Schlussfolgerung widersprache. Zur Klarung der Hypothese sind weiterfithrende
Experimente zwingend erforderlich.

In vitro Experimente sollten dann weitestgehend parakrine Zyto- bzw.
Chemokineinfliisse darstellen, oder diese mittels spezifischer Antikorperblockaden

ausschlieBen konnen. Wichtig in diesem Zusammenhang wire auch ein Erfassen
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eventueller parakriner Beeinflussbarkeit der Angiogenin-Expression in Tumor- und
Gewebezellen, die bisher im Gegensatz zu den anderen Zytokinen noch nahezu

unerforscht blieb.

S. Abschluffbemerkung

Die in dieser Studie vorgestellten Ergebnisse unterstreichen die wichtige Funktion, die
angiogenetischen Zytokinen flir die Tumorprogression zugemessen wird. Die Zyto-
bzw. Chemokine VEGF, IL-8 und vor allem Angiogenin scheinen anhand des
spezifischen Sekretionsverhaltens von Melanomzellen in Kombination mit der
proliferativen Wirkung auf Endothelzellen eine besondere Bedeutung in der
Angiogenese des malignen Melanoms zu besitzen. Dies spiegelt sich auch in den bisher
publizierten Daten wider.

Fir VEGF konnten schon einige Therapieansdtze im Tierversuch mit z.T.
erfolgversprechenden Ergebnissen getestet werden (19,59,79,95,96,259,260,281). Eine
kiirzlich abgeschlossene Phase II-Studie von Peterson et al. (282) zeigte bei 5 von 31
Melanompatienten mit meist fortgeschrittenem Tumorleiden unter einer Therapie mit
einem Flk-1-Rezeptor-Inhibitor (SU 5416) ecinen verminderten Tumorblutfluss.
Allerdings kam nur ein Patient in eine partielle Remission unter dieser Therapie.
Sicherlich erwartet man bei Blockade nur eines Zytokins bzw. dessen
Regulationsmechanismen den positiven Effekt geringer Nebenwirkungen bei guter
therapeutischer Wirksamkeit. Wie die Studie von Petersen et al. aber zeigt, scheint dies
beides fiir VEGF (noch) nicht erreicht. Eine weitere Verbesserung des Therapieansatzes
bleibt zu erwarten. Moglicherweise wird die Kombination mit spezifischen
Angriffspunkten anderer Zyto- bzw. Chemokinwirkpfade diesem Ziel gerechter.

Bei Bestitigung der in dieser Arbeit fiir IL-8 und besonders Angiogenin gemachten
Beobachtungen bzw. deren Relevanz in vivo kénnte auch hier eine Umsetzung der
bisherigen Kenntnisse in Therapiestudien erfolgen. Weitere Untersuchungen werden
zeigen miissen ob IL-8 und / oder Angiogenin ein Ziel einer solchen Therapie sein

kénnen.

115



6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Sekretion acht angiogenetisch wirksamer Zyto-
und Chemokine in vitro durch hoch- und niedrigmaligne Melanomzellen unter normalen
Kulturbedingungen sowie unter Hypoxie, Serum- und Glukosemangel zu erfassen.
Diese Stressbedingungen dienten als vereinfachtes in vitro-Modell der
Mangelbedingungen, die in schnell wachsenden bzw. Nekrosezonen angrenzenden
Tumorarealen vorherrschen.

Mittels ELISA wurden die abgegeben Mengen der Zytokine VEGEF, b-FGF, Angiogenin,
PDGF und TGF-B sowie der Chemokine IL-8, Gro-a und GM-CSF in den
Zelliiberstanden bestimmt. Dabei zeigten die verschiedenen Melanomzelllinien fiir alle
getesteten Zyto- bzw. Chemokine auler GM-CSF charakteristische Sekretionsverhalten
unter bestimmten Kulturbedingungen.

Insbesondere unter Hypoxie und nach Reoxigenierung lieBen sich signifikante
Verdanderungen im  Sekretionsverhalten der verschiedenen Melanomzelllinien
feststellen. Eine signifikante Steigerung in der Freisetzung der Zyto- bzw. Chemokine
durch Melanomzellen unter Hypoxie lief3 sich nur fir VEGF, b-FGF, Angiogenin und
IL-8 feststellen. Zudem unterschieden sich hochmaligne Melanomzelllinien signifikant
von niedrigmalignen Zelllinien in ihrer Sekretion von VEGF, Angiogenin, PDGF, IL-8
und Gro-a unter normalen Kulturbedingungen und unter Hypoxie (Angiogenin, PDGF,
[L-8 und Gro-a).

In weiterfilhrenden Experimenten wurde das Sekretionsverhalten von normalen
Melanozyten, Endothelzellen und Fibroblasten untersucht. Dabei wiesen differenzierte
Melanozyten im Vergleich zu den Melanomzellen signifikante Unterschiede in den
abgegebenen Zyto-/ Chemokinmengen fiir VEGF, Angiogenin, PDGF, IL-8 und Gro-a
unter normalen bzw. hypoxischen Kulturbedingungen auf.

Differenzierte Melanozyten unterschieden sich also von Melanomzellen in ihrer
Sekretion bei den selben Zyto- bzw. Chemokinen wie niedrigmaligne von hochmalignen
Melanomzelllinien (VEGF, Angiogenin, PDGF, IL-8 und Gro-a).

Im Sekretionsverhalten fiir VEGF, Angiogenin, IL.-8 und Gro-a #hnelten Fibroblasten
und Endothelzellen (bzgl. VEGF nur HMEC-1) den Melanomzellen.
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Der Einfluss dieser vier Zyto- und Chemokine und b-FGF auf das in-vitro-
Wachstumsverhalten von Endothelzellen wurde mit einem BrD-U-Proliferationsassay
untersucht. Sowohl mikrovaskulare (HMEC-1) als auch makrovaskuldre (HUVEC)
Endothelzellen steigerten ihre Proliferation unter dem Einfluss von VEGF, b-FGF,
Angiogenin, IL-8 und Gro-o signifikant. HMEC-1 reagierten dabei mit einem
tendenziell starkeren Ansprechen auf die Stimulation als HUVEC.

In weiteren Versuchen zeigten HUVEC eine erhohte Sensibilitit fiir Zytokine
(insbesondere fiir b-FGF) unter Serummangelbedingungen, nicht jedoch fiir Chemokine
(IL-8 und Gro-a). Am deutlichsten fiel die Proliferationssteigerung unter dem Einfluss
der einzelnen Zyto- und Chemokine aus, wenn HUVEC in nonadhérentem Zustand

stimuliert wurden.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte erstmalig bzw. zeitgleich mit anderen
Publikationen gezeigt werden, dass Melanomzellen unter Hypoxie nicht nur VEGF,
sondern auch Angiogenin und IL-8 deutlich vermehrt sezernieren, dass diese
Sekretionssteigerung nach Reoxigenierung weiter anhilt und Melanomzellen signifikant
von differenzierten Melanozyten unterscheidet.

Jedes dieser Zyto- und Chemokine stimulierte die Endothelzellproliferation in vitro.
Dabei erhohten Serummangel und vor allem initial fehlende Zell-Zellkontakte die Zyto-
bzw. Chemokinwirkung.

Im Gegensatz zu dem bisher intensiver untersuchten VEGF sezernierten hochmaligne
Melanomzellen unter Hypoxie signifikant mehr Angiogenin und IL-8 als niedrigmaligne
Melanomzellen. Nur fiir Angiogenin zeigte sich dariiber hinaus eine gegensitzliche
Sekretionsregulation unter Hypoxie aller Melanomzellen im Vergleich zu normalen
Melanozyten.

Dies konnte fiir IL-8 und im Besonderen fiir Angiogenin auf eine mogliche
Schliisselfunktion in der Melanom-induzierten Angiogenese hindeuten. Inwieweit
Riickschliisse auf die in vivo-Verhiltnisse und eine klinische Relevanz zuldssig sind,

werden weitere Untersuchungen und ggf. Therapiestudien zeigen miissen.
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7. Tabellenanhang
3.1.a-f) Wachstumsverhalten der Melanomzelllinien unter Nomalkultur, Hypoxie,
Glukosemangel und Serummangel sowie anschlieBender Normalkultur
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Abbildung 3.1.b) zsigt die Proliferation der Melanomzelllinie
MV3 unter Normalkultur, Hypoxie, Glukosemangel bzw.
Serummangel sowie den darauffolgenden Normalkulturbeding-
ungen. Der Anteil toter Zellen / der Apoptoserate an der Gesamt-
zellzahl wird als Abweichung nach unten dargestellt.

1

Abbildung 3.1.a) zeigt die Proliferation der Melanomzelllinic
BLM unter Normmalkultur, Hypoxie, Glukosemangel bzw. Serum-
mangel sowie den darauffolgenden Normalkulturbedingungen,

Der Anteil toter Zellen / der Apoptoserate an der Gesamtzellzahl wird
als Abweichung nach unten dargestellt.
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Abbildung 3.1.c) zeigt die Proliferation der Melanomzelllinie Abbildung 3.1.d) zeigt die Proliferation der Melanomzelllinie

HT144 unter Normalkultur, Hypoxie und Reoxigenierung. Der Anteil WM115 unter Normalkultur, Hypoxie, Glukosemangel bzw.

toter Zellen / der Apoptoserate an der Gesamtzellzahl wird als Serummangel sowie den darauffolgenden Normalkulturbeding-

Abweichung nach unten dargestelit. ungen. Der Anteil toter Zellen / der Apoptoserate an der Gesamt-
zellzahl wird als Abweichung nach unten dargestellt.
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Abbildung 3.1.€) zeigt die Proliferation der Melanomzelllinie IF6  Abbildung 3.1.f) zeigt die Proliferation der Melanomzelllinie
unter Normalkultur, Hypoxie, Glukosemangel bzw. Serummangel 530 unter Normalkultur, Hypoxie, Glukosemangel bzw.
sowie den darauffolgenden Normalkulturbedingungen. Der Anteil Serummangel sowie den darauffolgenden Normalkulturbeding-
toter Zellen / der Apoptoserate an der Gesamtzellzahl wird als ungen. Der Anteil toter Zellen / der Apoptoserate an der
Abweichung nach unten dargestellt. Gesamtzellzahl wird als Abweichung nach unten dargestellt.

* der sich in den Diagrammen widerspiegelnde 24h-Wert ist rein graphisch und nicht auf gezihlten
Zellzahlen basierend 118
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