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1. Einleitung und Zielsetzung
1.1. Das humane Ovarialkarzinom

1.1.1. Epidemiologie

Krebs ist die hadufigste Todesursache weltweit. Im Welt-Krebsbericht der WHO
(International Agency for Research on Cancer, 2014) wurde die weltweite Zahl der
Krebstoten im Jahr 2014 auf rund 8,2 Millionen Falle geschatzt. Unter den gyndkologischen
Tumorerkrankungen stellt das Ovarialkarzinom die tddlichste aller Krebserkrankungen
dar und ist nach dem Endometriumkarzinom die zweithaufigste bosartige Erkrankung der
weiblichen Geschlechtsorgane. Es ist eine der haufigsten Krebstodesursachen der Frau in
der westlichen Welt (Kandalaft et al, 2011). Nach Schiatzungen der WHO erkranken
weltweit jahrlich circa 200 000 Frauen an einem malignen Ovarialtumor, demnach eine
von 68 Frauen im Laufe ihres Lebens (Ferlay ], 2004). Nach dem Mammakarzinom,
Kolonkarzinom, Bronchialkarzinom und Endometriumkarzinom steht das Ovarialkarzinom
in Deutschland mittlerweile an der flinften Stelle der Tumorinzidenzen der Frau. Gleiches
gilt auch fiir die Mortalitit (nach dem Mammakarzinom, Kolonkarzinom,
Bronchialkarzinom und Pankreaskarzinom; Gesellschaft epidemiologischer Krebsregister
in Deutschland, 2008, kurz GEKID). Trotz intensiver Forschungsarbeit in den letzten
Jahrzehnten, die auch durchaus zu Verbesserungen in der operativen und
systemtherapeutischen Patientenversorgung gefiihrt haben, bleiben die Uberlebensraten
nach wie vor gering (Rainczuk et al, 2012). Im Jahr 2010 lag die relative 5-Jahres-
Uberlebensrate bei etwa 40% (RKI, Berlin). Das Tumorregister Miinchen von 2008
(verfiigbar unter www.tumorregister-muenchen.de) gibt eine mittlere tumorbezogene
Uberlebenszeit von 2,4 Jahren an. Das mittlere Erkrankungsalter in Deutschland lag im Jahr
2010 bei 69 Jahren (RKI, Berlin), wobei familidre Ovarialkarzinome durchschnittlich zehn

Jahre friither auftreten als sporadische.

Betrachtet man die Inzidenz sowie die krebsbezogene Mortalitdt des Ovarialkarzinoms im
internationalen Vergleich, erkennt man grofe Unterschiede zwischen den einzelnen

Kontinenten.
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Tabelle 1. Schiatzungen der WHO (Globocan Projekt) aus dem Jahr 2002 von Inzidenz

und Mortalitit des Ovarialkarzinoms im Liandervergleich

Kontinent/ Inzidenz Inzidenz (ASR*) Mortalitat Mortalitat
Staat (absolut) (absolut) (ASR*)
Welt 204.499 6,6 124.860 4,0
Entwickelte Lander 96.769 10,2 62.248 5,7
Weniger entwickelte 107.541 5,0 62.512 2,9
Lander

Ostafrika 4.706 58 3.340 4,1
Siidafrika 1.003 52 612 3,2
Stidamerika 12.794 7,7 6.108 3,7
Nordamerika 25.794 10,7 16.005 6,1
Siid-/ Zentralasien 32.559 53 22.813 3,8
Australien/Neuseeland 1.553 9,4 957 51
Siideuropa 11.649 9,4 6.431 4,5
Zentral-/Osteuropa 23.637 10,2 15,243 6,0
Nordeuropa 10.531 13,3 7.188 7,9
Westeuropa 17.650 11,3 12.162 6,3
USA 22.491 10,6 14.461 6,1
Danemark 637 14,2 461 9,0
Schweden 873 11,4 645 7,2
Vereinigtes Konigreich 6707 13,4 4.590 8,0
Frankreich 4720 9,7 3.377 5,7
Osterreich 889 12,9 553 6,5
Deutschland 8572 12,0 5.981 6,6

*ASR: Altersstandardisierte Rate, hier bezogen auf die standardisierte Weltbevolkerung
(Weltstandard). Altersstandardisierte Raten versuchen Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen
Landern unterschiedlicher Gréf3e und Bevolkerungsdichten zu erreichen und beziehen sich jeweils
auf 100.000 Personen.

Tabelle in Anlehnung an die Daten von Ferlay, 2004

Wie sich anhand dieser Statistik erkennen ldsst, ergibt sich innerhalb Europas ein
deutliches Nord-/Siidgefdlle mit der hoéchsten Inzidenz in Skandinavien. Weiter
zurlckreichenden Zahlen aus dem Jahr 1992 zufolge hat das Ovarialkarzinom in
Entwicklungslandern sowie ldndlichen Regionen Japans eine Inzidenz von 2-4 auf 100 000
Frauen (Parkin, 1992). Aktuellen Zahlen zufolge (siehe Tabelle 1) ist die Inzidenz und
krebsbedingte Mortalitdt in den entwickelten Landern doppelt so hoch wie in den weniger

entwickelten Landern. Die Ursachen dafiir sind nach wie vor nicht eindeutig geklart, wobei
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sicher nicht zuletzt die hoheren Geburtenzahlen pro Frau in den weniger entwickelten

Landern eine Rolle spielen mogen.

1.1.2. Atiologie

Die Atiologie des Ovarialkarzinoms ist bislang weitgehend unbekannt. Wie bei vielen
anderen Tumorerkrankungen steigt mit zunehmendem Alter das Risiko, an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken. Einer epidemiologischen Studie unter Migranten zufolge
spielen Umwelteinfliisse bei der Entstehung des Ovarialkarzinoms eine wichtigere Rolle als
genetische Determination (Parkin, 1992). Frauen, die eine Hormonersatztherapie (HRT) in
der Postmenopause durchfithren, haben ein signifikant hoheres Risiko, an einem
Ovarialkarzinom zu erkranken, als Frauen ohne HRT (RKI, Berlin). Das Risiko sinkt aber
nach Absetzen der HRT schnell wieder ab (Morch et al, 2009). Als Risikofaktoren
diskutiert werden auch eine erhéhte Anzahl an Ovulationen, wie sie beispielsweise im
Rahmen einer frithen Menarche sowie einer spaten Menopause oder aber einer
Kinderwunschbehandlung vorkommen, sowie das Syndrom der polyzystischen Ovarien;
der Zusammenhang ist aber noch nicht eindeutig geklart (RKI, Berlin). Auch ein
Zusammenhang mit Erndahrungsgewohnheiten wie der erhdhte Konsum an tierischen
Fetten (Cramer et al., 1984) und Adipositas wurde beobachtet. Praventiv wirken orale
Kontrazeptiva (Cameron, 2009), Schwangerschaften, Stillen sowie eine Tubenligatur in
Kombination mit oder die alleinige Hysterektomie (Daly and Obrams, 1998, Rainczuk et al.,
2012, Seidman et al., 2002). Nulliparitdt und Infertilitat gelten demnach als Risikofaktoren.
Mehr als 90% der Ovarialkarzinome treten sporadisch auf, 5-10% sind genetisch bedingt,
vermutlich jedoch deutlich mehr (Kuschel et al., 2006). Aber auch bei den sporadischen
Formen werden Mutationen beobachtet, am haufigsten die des p53-Tumorsuppressorgens
in somatischen Zellen (Runnebaum et al, 1998), wobei bislang eine Reihe weiterer
inaktivierter Tumorsuppressorgene im Ovarialkarzinom gefunden wurden. In den serdsen
G3-Ovarialkarzinomen ist die Mutation des p53-Tumorsuppressorgens in bis zu 80% der
Fille nachweisbar (Vang et al, 2009). Bei benignen Ovarialtumoren kommen diese
Mutationen jedoch nicht vor, bei serésen Borderlinetumoren und niedriggradigen (G1)
invasiven Ovarialkarzinomen nur sehr selten (Singer et al., 2005). Wahrend die p53-
Mutation klinisch bzw. therapeutisch bislang von untergeordneter Wichtigkeit ist, liefert
sie biologisch betrachtet interessante Hinweise: ungiinstige Prognose bei FIGO-I-Tumoren,
Resistenz gegeniiber platinhaltigen Zytostatika (Wen et al, 1999) sowie friihzeitige
Metastasierung (Cho and Shih Ie, 2009). Von grofier Wichtigkeit bei den genetisch
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bedingten Ovarialkarzinomen sind das familidre Brust- und Eierstockkrebssyndrom
(Nahhas, 1997) sowie das Lynch-II-Syndrom (HNPCC) mit Mutationen im MLH1- oder
MSH2-Gen, seltener das Li-Fraumeni-Syndrom mit einer Keimbahnmutation im p53-Gen.
Beim familidren Brust- und Eierstockkrebssyndrom spielen vor allem Mutationen der
Hochrisikogene BRCA1 und BRCA2 eine wichtige Rolle. Frauen mit einer Mutation im
BRCA1-Gen haben eine lebenslange Wahrscheinlichkeit von 45-55 Prozent an
Eierstockkrebs zu erkranken, bei Mutationen im BRCA2-Gen 15-20 Prozent. Streng

genommen gilt dies jedoch nur fiir Frauen aus Hochrisikofamilien (Meindl, 2013).

1.1.3. Einteilung der Ovarialtumoren

Weitestgehend durchgesetzt hat sich die von der Weltgesundheitsorganisation festgelegte
Einteilung der Ovarialtumoren. Die WHO nimmt die Histogenese der Ovarialtumoren als
Ausgangspunkt fiir die Einteilung. Unter den genuinen Tumoren des Ovars unterscheidet
man drei grofle Gruppen: Keimzelltumore, Keimstrang-Stroma-Tumore und epitheliale
Tumore, wobei die epithelialen Tumore mit Abstand die grofdte Gruppe darstellen und
wiederum unterteilt werden konnen in benigne, maligne und Borderline-Tumore.
Borderline-Tumore sind durch fehlende Stromainvasion definiert bei gleichzeitigem
Vorhandensein von nukledrer Atypie, mitotischer Aktivitit und Mehrreihigkeit des Epithels
(Burges and Schmalfeldt, 2011). Das Ovarialkarzinom ist der hdufigste aller malignen
Tumoren des Ovars und entsteht durch maligne Transformation des ovariellen
Deckepithels, ein einreihiges flaches bis kuboides Epithel (,Keimdriisenepithel“). Es kann
in weitere histologische, therapierelevante Subtypen unterteilt werden: serése, muzinose,
klarzellige, endometroide, Adeno- sowie undifferenzierte Karzinome des Ovars. Das seros-
papilldare Zystadenokarzinom ist die haufigste Form des Ovarialkarzinoms, und wird weiter
unterteilt in ein niedrigdifferenziertes (high-grade) und ein hochdifferenziertes (low-
grade) Karzinom.

Eine nicht zu vernachlassigende Rolle spielen auch die metastatischen Tumoren des Ovars
wie beispielsweise der Krukenbergtumor welcher eine haufig beidseitige Ovarialmetastase
eines diffusen Magenkarzinoms darstellt.

Fir die klinische Einteilung mit Einfluss auf das chirurgische Vorgehen wird die FIGO-
Klassifikation verwendet (siehe Tabelle 2 im Anhang). Weiter berticksichtigt bei der
Therapieplanung wird das Grading der Tumorzellen, der Histologie kommt jedoch keine
weitere Bedeutung zu- mit der Ausnahme, dass beim muzinoésen Ovarialkarzinom die

Appendix mitentfernt werden muss.
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1.1.4. Symptome und Friiherkennung

Zum Zeitpunkt der Diagnose haben die meisten Patientinnen ein fortgeschrittenes
Tumorstadium im Sinne eines FIGO III oder IV (Menon et al., 2009). Das ist zu grofden
Teilen dadurch begriindet, dass spezifische Symptome fiir das Ovarialkarzinom weitgehend
fehlen (Rainczuk et al., 2012), sowohl im Frithstadium als oft auch in fortgeschrittenen
Stadien. Unspezifische Symptome, die von den Patientinnen haufig beschrieben werden,
sind eine Bauchumfangszunahme, bedingt durch den Aszites, Voéllegefiihl, unklare
Gewichtsabnahme, neu aufgetretener Meteorismus, Harndrang und Verdnderung des
Stuhlverhaltens (Bankhead et al., 2005, Burges and Schmalfeldt, 2011). Haufig bemerken
die Patientinnen erst dann eine Verschlechterung ihres Allgemeinzustandes, wenn sich der
Tumor auf Grund der intraperitonealen Lage der Ovarien bereits in der gesamten
Bauchhohle ausgebreitet hat und die Mengen an Aszites sowie die Tumormasse selbst
Druck auf andere Organe ausiiben. Anders als beim Mammakarzinom oder beim
Zervixkarzinom (Kobayashi et al., 2012), gibt es derzeit keine Methode, die die Empfehlung
fir die Durchfiihrung eines generellen Screenings fiir das Ovarialkarzinom rechtfertigt
(Burges and Schmalfeldt, 2011). Weder verniinftige Biomarker zur Friitherkennung noch
effektive Screeninguntersuchungen sind bislang verfiigbar (Rainczuk et al., 2012). Die
transvaginale oder transabdominale Ultraschalluntersuchung mit oder ohne
Dopplersonographie in der Normalpopulation kann zur Fritherkennung des
Ovarialkarzinoms nicht empfohlen werden (Buys et al., 2005, Menon et al., 2009). Der
Tumormarker CA 125 ist ein hochmolekulares Glykoprotein, das bei 80% der Patientinnen
mit Ovarialkarzinom erhoht ist (Bast et al., 1998). Allerdings findet sich im Stadium FIGO I
lediglich bei der Halfte aller Patientinnen ein erhohter Wert (Van Nagell and Pavlik, 2012,
Kobayashi et al, 2012). Somit ist die alleinige Bestimmung von CA 125 fir die
Fritherkennung bei asymptomatischen Patientinnen wegen seiner niedrigen Sensitivitat
ungeeignet (Einhorn et al., 1992). Auch auf Grund seiner niedrigen Spezifitat ist CA 125 als
Biomarker fiir die Fritherkennung ungeeignet: im Fall eines anderen Malignoms, wie
beispielsweise eines Endometrium-, Brust-, Pankreas-, gastrointestinalen oder
Lungenkarzinoms, aber auch beim Vorliegen einer gutartigen Erkrankung wie Hepatitis,
Pankreatitis, der ,pelvic inflammatory disease“, Endometriose, aber auch Zustanden wie
Schwangerschaft oder Menstruation kann der CA 125 Spiegel erhoht sein (Kobayashi et al.,

2012). Fir das Monitoring der Tumorpatientinnen ist es allerdings der bislang am
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haufigsten genutzte Biomarker: CA 125 korreliert besser mit dem klinischen Verlauf als

andere Biomarker (Gadducci et al,, 2004).

1.1.5. Therapie und Prognose

Die Therapie des Ovarialkarzinoms besteht aus dem radikalen operativen Tumordebulking
mittels Langslaparotomie sowie einer anschliefenden Chemotherapie, wobei die Prognose
mafdgeblich vom Erfolg der Operation und somit von der verbleibenden Resttumormasse
abhangt (Eisenhauer et al., 2006). Die Tumorresektionsraten sind stadienabhangig, mit
zunehmendem FIGO- Stadium sind die Tumorresektionsraten abnehmend. Wichtige
weitere Prognosefaktoren sind das FIGO-Stadium, der histologische Subtyp, das Grading
sowie das vorhandene Aszitesvolumen. Da der postoperative Tumorrest der starkste und
gleichzeitig durch den Arzt beeinflussbare Prognosefaktor ist, stellt die leitliniengerechte
Operation eine Hauptsdule der Therapie beim frithen und fortgeschrittenen
Ovarialkarzinom dar. Bei der Operation werden auf jeden Fall entfernt: die Adnexen
beidseits, der Uterus, das Omentum majus, verdachtige Areale des Peritoneums, beim
muzinosen Sutyp die Appendix sowie - abhangig von Stadium und Befall - die pelvinen und
paraaortalen Lymphknoten. Bei fortgeschrittenen Befunden werden dariiber hinaus alle
makroskopisch  tumorbefallenen  Strukturen entfernt, was in vielen Fallen
Multiorganeingriffe notwendig macht (Kunz and Makek, 2006). Mit Ausnahme eines ganz
friihen Stadiums (IA G1) erfordert das Ovarialkarzinom eine platinbasierte adjuvante
(Kombinations-)Chemotherapie, ggf. erganzt durch den VEGF-Inhibitor Bevacizumab
(Burger etal.,, 2011).

1.1.6. Nachsorge

Trotz einer leitliniengerecht durchgefithrten Therapie erleiden ca. 70-80% der
Patientinnen mit einem Ovarialkarzinom ein Tumorrezidiv. Ca. 98% der Tumorrezidive
konnen anhand der Nachsorge durch eine ausfiihrliche Anamnese, die korperliche
Untersuchung inkl. gynakologischem Ultraschall sowie die Bestimmung von CA 125
diagnostiziert werden (Fugunt et al., 2008). Allerdings wird nach aktuellen Leitlinien die
regelmafdige Bestimmung von CA 125 bei asymptomatischen Patientinnen nach
erfolgreicher Priméartherapie nicht empfohlen, da sich in einer prospektiven Studie trotz
einer signifikant fritheren Detektion des Rezidivs (Rustin et al., 2010, Gadducci et al., 2007)
kein Vorteil fiir das Gesamtiiberleben der Patientinnen zeigte. Jedoch wird das krankheits-

und therapiefreie Intervall dadurch verkiirzt und somit die Lebensqualitidt erheblich
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beeintrachtigt. Gleiches gilt fiir die apparative Diagnostik: Die symptomfreie Patientin
sollte keiner routinemafdigen apparativen Diagnostik unterzogen werden. Nur bei
klinischem Verdacht auf ein Rezidiv ist eine weiterfiihrende Bildgebung bzw. apparative
Diagnostik empfohlen. Die S3-Leitlinie Ovarialkarzinom der AGO-Organkommission
(www.ago-online.de) empfiehlt fiir die Nachsorge der symptomfreien Patientin nach
Abschluss der Primartherapie die sorgfaltige Anamnese-Erhebung, die korperliche
Untersuchung inklusive gynakologischer Spiegel- und Tastuntersuchung, die rektale

Untersuchung und die Vaginalsonographie zunachst alle drei Monate.

1.2. Chemokine

1.2.1. Allgemeines zu Chemokinen

Chemokine sind Botenstoffe des Immunsystems, die zu den Zytokinen gehéren und sind
eine Gruppe von Heparin-bindenden Molekiilen mit einem Molekulargewicht zwischen 8
und 10 kDa (Mukaida and Baba, 2012). Der Name ist eine Abkiirzung fiir den Begriff
,chemotaktisches Zytokin“, der ihrer Funktion Ausdruck gibt: Chemokine induzieren eine
zellulire = Chemotaxis, wobei sich die wandernden Zellen entlang eines
Konzentrationsgradienten hin zum Ort der hochsten Chemokinkonzentration bewegen.
Chemokine sind die entscheidenden Regulatoren bei der Wanderungsbewegung von Zellen
(Rossi and Zlotnik, 2000), insbesondere jedoch bei der Migrationssteuerung von
Leukozyten (Charo and Ransohoff, 2006). Beim Menschen sind etwa 50 verschiedene
Chemokine sowie 20 Rezeptoren bekannt (Loetscher et al, 2000). Bei den Rezeptoren
handelt es sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit 7 Transmembrandomé&nen
(Kiefer and Siekmann, 2011). Die Chemokine bestehen jeweils aus 70-130 Aminosduren.
Die Tertidrstruktur enthdlt bei allen Chemokinen einen Bereich einer dreistrangigen
antiparallen f3-Faltblattstruktur (siehe Abbildung 1). Am C-Terminus befindet sich eine a-
Helix, der Aminoterminus dagegen ist unspezifisch aber entscheidend fiir den weiteren
Signalweg, da er mit dem jeweiligen Rezeptor interagiert (O'Hayre et al., 2008). Trotz
grofder struktureller Gemeinsamkeiten und der gemeinsamen Fahigkeit der Chemotaxis
kann jedes Chemokin eine fiir sich spezifische Zellantwort hervorrufen (Kijowski et al,,

2001).
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Abb. 1. Struktur des Interleukin-8-Monomers (CXCL8)

Beispielhafte Darstellung eines Chemokins aus der CXC-Gruppe. Der Aminoterminus ist grau
hinterlegt. Dieser Teil des Liganden tritt in Interaktion mit dem Rezeptor. Zu sehen ist die fiir die
Chemokine charakteristische dreistrangige B-Faltblatt-Struktur sowie eine a-Helix am C-Terminus
des Proteins.

Ubernommen von: Chemokines and cancer; migration, intracellular signalling and intercellular

communication in the microenvironment (0'Hayre et al., 2008).
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Im Zusammenhang der Erforschung der Metastasierung von Tumorzellen gewannen die
Chemokine in den letzten Jahren an Bedeutung. Metastasierung ist kein zufalliger Prozess,
sondern zeigt vielmehr Vorlieben fiir bestimmte Gewebe (Muller et al, 2001). So zum
Beispiel das Mammakarzinom, das bevorzugt in die regionaren Lymphknoten sowie in
Leber, Lunge und Knochen metastasiert. Sowohl die spezifischen Chemokinrezeptoren auf
den jeweiligen Tumorzellen als auch die Lokalisation der korrespondierenden Liganden
konnen Hinweise fiir ein Verstandnis der Metastasierungswege geben (Muller et al,, 2001).
Praklinische Daten zeigen, dass einige Chemokine sowie die dazugehdrenden Rezeptoren
eine Rolle bei der Metastasierung spielen, indem sie die rezeptortragenden Tumorzellen an
den Ort der Metastasierung lotsen, an dem die Liganden exprimiert werden (O'Hayre et al.,
2008). In verschiedenen Tumorgeweben hat man festgestellt, dass die entarteten Zellen
eine Uberexpression von Chemokinrezeptoren auf ihrer Oberflache tragen, verglichen mit
ihrem normalen Ursprungsgewebe (Balkwill, 2004, Murakami et al, 2004). In der
vorliegenden Arbeit soll die Bedeutung der Chemokine in Bezug auf das Ovarialkarzinom

naher untersucht werden.

1.2.2. Klassifikation der Chemokine

Die Chemokine werden anhand der Anzahl und Anordnung zweier Cysteinreste am
Aminoterminus in vier Familien eingeteilt. Wie bereits oben erwdhnt, ist der
Aminoterminus der Teil des Molekiils, der mit dem jeweilen Rezeptor interagiert. Aus der
Primarstruktur ergeben sich die Gruppen der C, CC, CXC und CX3C Chemokine, wobei X
eine beliebige andere Aminosdure darstellt (Baggiolini, 1998, Luster, 1998, Rollins, 1997).
Die Cysteinreste am Aminoterminus bilden mit anderen Cysteinen des Molekiils
Disulfidbriicken aus. Jedes Chemokin enthdlt zwei fiir die Familie der Chemokine
charakteristische Disulfidbriicken, abgesehen von den Chemokinen der C-Gruppe, die nur
eine C-C-Gruppe aufweisen. Erganzend werden die Buchstaben ,R’ fiir Rezeptor
beziehungsweise ,L’ fiir Ligand angehangt. Der Aufbau der Chemokine ist in Abbildung 2

dargestellt.
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Abb. 2. Chemokine und ihr Rezeptor

Die intramolekularen Disulfidbriicken zwischen Cystein 1 und 3 sowie zwischen Cystein 2 und 4
fiihren zur typischen dreifachen B-Faltblattstruktur der Chemokine (mit Ausnahme der C-
Untergruppe, die nur eine C-C Gruppe hat). In Abhdngigkeit des Vorhandenseins des ELR-Motifs,
werden die Chemokine weiter unterteilt. Chemokine binden an ihren entsprechenden G-Protein-
gekoppelten Rezeptor (GPCR), der sieben Transmembrandoméanen umfasst.

Ubernommen aus Rainczuk et al.,, 2012.

1.2.3. Die Gruppe der CXC- Chemokine

Neben ihrer chemotaktischen Funktion spielen die CXC Chemokine eine duale Rolle bei der
Angiogenese und vermitteln je nach Gruppenvertreter sowohl deren Induktion, als auch
deren Inhibition. Auf Grund dieser Eigenschaft gewinnen die CXC-Chemokine immer mehr
an Bedeutung fiir das Ovarialkarzinom (Rainczuk et al., 2012), denn das Ovarialkarzinom

stellt, wie auch andere Tumoren des weiblichen Genitaltraktes, einen besonders gut

kapillarisierten Tumor dar (Abulafia et al, 1999). Ein wachsender Tumor braucht viel
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Energie fiir die zahlreichen Zellteilungen, insbesondere in Form von Glukose. Somit spielt
die Angiogenese, also die Bildung neuer Kapillargeflechte aus bereits bestehenden, eine
entscheidende Rolle bei Tumorwachstum und -ausbreitung (Kiefer and Siekmann, 2011).
Die CXC-Chemokine werden unterteilt in ELR-positive und ELR-negative Chemokine (s.
Abbildung 2). Die ELR-Gruppe ist eine kurze Sequenz, bestehend aus drei Aminosauren,
namlich Glutaminsaure, Leucin und Arginin, die der CXC- Sequenz vorausgehen (Strieter et
al, 2004, Baggiolini, 1998). Vereinfacht kann man sagen, dass Chemokine der ELR-
negativen Untergruppe angiostatische Wirkung haben, vermittelt iiber den CXCR3-
Rezeptor (Mukaida and Baba, 2012), die Chemokine der ELR-positiven Untergruppe
dagegen angiogenetischen Effekte durch den CXCR2-Rezeptor vermitteln (Rainczuk et al,,
2012).

1.2.4. CXCR3 und seine Liganden

Der CXCR3-Rezeptor ist einer von 18 verschiedenen Chemokinrezeptoren, die zur Gruppe
der 7-Transmembrandomanenrezeptoren und somit zu den G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren gezahlt werden (Kiefer and Siekmann, 2011). Der CXCR3-Rezeptor wird
hauptsachlich auf Zellen des angeborenen sowie des erworbenen Immunsystems wie
beispielsweise aktivierten T- und natiirlichen Killer (NK)- Zellen sowie dendritischen
Zellen exprimiert (Wennerberg et al., 2015, Qin et al,, 1998, Dagan-Berger et al,, 2006),
aber auch auf Fibroblasten, glatten Muskelzellen sowie Epithel-und Endothelzellen (Van
Raemdonck et al., 2015). Der CXCR3-Rezeptor kann konsitutitv exprimiert sein, aber auch
im Rahmen inflammatorischer Prozesse induziert werden (Dagan-Berger et al., 2006, Kuo
et al,, 2018). Es werden zwei Splicevarianten des CXCR3-Rezeptors unterschieden, CXCR3A
und CXCR3B (Li et al, 2019, Smith et al,, 2017), die sich durch 51 (bzw. bei manchen
Autoren 52) Aminosduren am N-Terminus unterscheiden (Kuo et al., 2018, Metzemaekers
et al., 2017). Die Liganden beider Splicevarianten sind die ELR-negativen Chemokine
CXCL9/MIG (monokine induced by gamma interferon), CXCL10/IP10 (interferon-y
inducible protein of 10kDa) und CXCL11/I-TAC (interferon-inducible T-cell alpha
chemoattractant) (Dagan-Berger et al.,, 2006, Wu et al,, 2012, Van Raemdonck et al., 2015,
Smith et al., 2017). CXCR3B konnte aufderdem als Rezeptor fiir CXCL4/PF4 (platelet factor
4) identifiziert werden (Lasagni et al., 2003). Das Augenmerk der vorliegenden Arbeit liegt
auf CXCL9 und CXCL10.

Die Splicevarianten des CXCR3 sind an unterschiedliche Signalkaskaden gekoppelt und

vermitteln somit, auch in Abhdngigkeit vom jeweiligen Liganden, unterschiedliche
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Funktionen (Berchiche and Sakmar, 2016). CXCR3A, die haufigste Splicevariante, wird
hauptsachlich von Zellen des Immunsystems exprimiert und seine wesentliche Rolle liegt
in der Chemotaxis von aktivierten T- und NK-Zellen (Romagnani et al., 2004). Er vermittelt
iiberwiegend proliferative Effekte (Urra et al., 2018). CXCR3B dagegen wird iiberwiegend
von Endothelzellen exprimiert (Lasagni et al., 2003) und vermittelt angiostatische Effekte
(Van Raemdonck et al., 2015), tiberwiegend durch die Férderung von Apoptose (Urra et al.,

2018) sowie die Hemmung der Wanderungsbewegung von Zellen.

1.2.5. CXCR3-Liganden und Tumor-infiltrierende Lymphozyten

Die CXCR3-Liganden spielen zum einen tber die Rekrutierung der Zellen des angeborenen
sowie des adaptiven Immunsystems eine sehr wichtige Rolle im Zusammenhang mit
Entziindungsreaktionen, aber auch im  Zusammenhang mit  bdsartigen
Tumorerkrankungen. Deshalb kommt ihnen in den letzten Jahren eine immer wichtigere
Bedeutung im Bereich der Tumorimmunologie zu.

Eine hohe intratumorale Konzentration an CXCR3-Liganden ist assoziiert mit einer
hoéheren Lymphozyteninfiltration in Tumoren, den sogenannten TILs (Tumor-infiltrierende
Lymphozyten). Diese TILs wiederum hemmen das Tumorwachstum, beeintrachtigen die
Metastasierung von Tumorzellen und tragen so zu einem verbesserten Uberleben bei
verschiedenen bdsartigen Tumorerkrankungen bei (Zhang et al,, 2003, Denkert et al.,, 2010,
Suyama et al., 2005, Kondo et al., 2004). Studien an Patienten mit Nierenzellkarzinom
deuten darauf hin, dass die intratumorale Expression von CXCL9 und CXCL10 mit erhdhter
Infiltration des Tumors mit CD8*-T-Lymphozyten korreliert und damit mit schrumpfender
Tumorgréfle und niedrigeren Rezidivraten nach Tumorresektion (Kondo et al, 2004).
Indem sie zu einer vermehrten Restriktion der MHC-Klasse I Molekiile durch die
Tumorzellen fiihren, erleichtern sie es den Zellen des Immunsystems, den Tumor zu
erkennen. Die Fahigkeit von CXCL9 und CXCL10, eine tumorunterdriickende Zellantwort
hervorzurufen, wird auch vermittelt durch ihre Rolle als Mediatoren von IL 12, einem
potenten immunregulatorischen Zytokin (Whitworth and Alvarez, 2011). Auf der
Grundlage dieser Beobachtungen besteht die Moglichkeit zur Entwicklung neuer
Therapiemoglichkeiten, die daran ansetzen, den T-Zellen das Einwandern in Tumoren zu
erleichtern (Abastado, 2012) sowie die Akkumulation von NK Zellen in Tumoren zu
steigern (Wendel et al., 2008). Eine Erhohung der intratumoralen Chemokinkonzentration
konnte also durch die erhohte Infiltration des Tumors mit TILs zu einer verbesserten

Uberwachung des Tumors durch das Immunsystem fithren und somit als



1. Einleitung und Zielsetzung 13

immuntherapeutischer Ansatz oder zumindest als Adjuvans fiir andere Immuntherapien

wie z.B. Immuncheckpoint-Inhibitoren genutzt werden (Kohrt et al., 2012).

1.2.6. Tumorimmunologie des Ovarialkarzinoms

Im gesunden Ovar spielen Chemokine eine wichtige Rolle: die Ovulation fiihrt zu Schaden
am Deckepithel und die damit verbundenen Reparaturmechanismen fithren zu einer
Immunantwort mit Freisetzung von Chemokinen, Zytokinen, Enzymen und
Wachstumsfaktoren (Rainczuk et al., 2012). Das im gesunden Ovar konstitutiv exprimierte
CXCL10 steigt somit wahrend der Ovulation weiter an (Rainczuk et al., 2012). Aber auch
bei der Bildung und Ausbreitung des Ovarialkarzinoms sind Chemokine von grofder
Bedeutung, zum einen Uber die Beeinflussung der Angiogenese und damit verbunden der
Verlangsamung des Tumorwachstums (Luster et al., 1995, Rainczuk et al., 2012, Strieter et
al,, 2004), zum anderen, wie oben bereits ausgefiihrt, durch die Uberwachung des Tumors
durch das eigene Immunsystem, den TILs. Die Zahl der TILs steht in engem Zusammenhang
mit einem verlingerten progressionsfreien Uberleben sowie dem Gesamtiiberleben im
Ovarialkarzinom (Zhang et al, 2003, Sato et al, 2005). Anhand dieser Beobachtung
verstarkte sich in den letzten Jahren der Eindruck, dass Ovarialkarzinome immunogene
Tumore sind. Dartiber hinaus ist die Zusammensetzung des Tumormileus an TILs assoziiert
mit dem Ansprechen der Tumoren auf Chemotherapie sowie dem operativen Erfolg in
Hinblick auf die maximale Zytoreduktion (Gasparri et al, 2015). Somit hat das Thema
Tumorimmunologie beim Ovarialkarzinom wie auch bei vielen anderen Tumoren in den
letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. Zahlreiche Arbeiten haben einen
sogenannten ,immunoreaktiven’ Subtyp des serésen Ovarialkarzinoms identifiziert, der mit
einer giinstigeren Prognose der Erkrankung einhergeht (TCGA, Nature 2015; Tothill et al,,
2008). Hinweise auf einen protektiven Effekt von CXCR3-Chemokinen kommen
beispielsweise aus einer Arbeit, die bei einer Patientin mit Ovarialkarzinom tiber Jahre des
Krankheitsverlaufs sequentielle aber auch simultane Proben aus verschiedenen
Metastasenlokalisationen genommen und untersucht haben: CXCL9 war eines der am
starksten hochregulierten Gene in den Metastasen, die auch nach Jahren noch stabil oder
unter Therapie rilickldufig waren (Jimenez-Sanchez et al, Cell 2018). Eine
immunhistochemische  Analyse von 148  Fallen fortgeschrittener, serdser
Ovarialkarzinome, hat gezeigt, dass eine hohe Expression der Tumoren von CXCL9 und
CXCL10 mit einem ndherungsweise verdoppelten Gesamtiiberleben assoziiert ist (Bronger

et al,, 2016). In der gleichen Arbeit korrelierte die Expression der beiden CXCR3 Liganden
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signifikant mit der Anzahl der TILs. Es gibt Hinweise darauf, dass die CXC-vermittelte
Regulation des Tumormikromilieus im Ovarialkarzinoms mafdgeblich von den beiden
Chemokinen CXCL9 und 10 abhangt (Qin et al., 1998, Yuan et al,, 2001, Furuya et al,, 2007,
Lasagni et al, 2003). Somit koénnten diese beiden Chemokine vielversprechende

Angriffspunkte fiir die Therapie des Ovarialkarzinoms sein.

1.3. Der Einfluss von Prostaglandinen und Cyclooxygenaseinhibitoren auf das

Tumorgeschehen

Prostaglandine sind kleine Eicosanoide, die ausgehend von der Arachidonsaure
synthetisiert werden. Hierbei stellt die Cyclooxygenase das Enzym dar, das den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der Synthesekette katalysiert. Man
unterscheidet zwei Isoenzyme der Cyclooxygenase, COX-1 und COX-2. Die COX-1 wird
konstitutiv in den Zellen der meisten menschlichen Geweben exprimiert, wiahrend die
COX-2 durch entziindliche Prozesse induziert wird, beispielsweise vermittelt durch
Wachstumsfaktoren, Zytokine und Onkogene (DuBois, 2004). Wahrend Acetylsalicylsdaure
und Indometacin Vertreter der nichtselektiven COX-Inhibitoren sind, stellen Coxibe (z.B.

Celexoxib) selektive COX-2-Inhibitoren dar.

Arachidonic acid
1 Cyclooxygenase

function
PGG, COX-1/2
Endoperoxidase
l function
PGH,

l <«—— Synthases

PGE,, PGl, PGD,, PGF,, TXA,

Apoptosis Cell Division Metastasis Angiogenesis
Abb. 3. Das Cyclooxygenase- (COX) System und seine Bedeutung fiir die

Tumorentstehung.
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COX-1/2 katalysieren die Umwandlung von Arachidonsdure zu Prostaglandin H, welches wiederum
durch verschiedene Prostaglandinsynthetasen zu PGE;, PGI,, PGD2, PGF2, und TXA; umgewandelt
wird. Diese Prostaglandine fordern Zellteilung, Metastasierung und Angiogenese. Aufderdem
hemmen sie die Apoptose, was in Summe zu einem verstarkten Tumorwachstum fiihrt.

Ubernommen von: Cyclooxygenase-2 (COX-2)-Independent Anticarcinogenic Effects of Selektive

COX-2 Inhibitors (Grosch et al., 2006).

Es ist mittlerweile mehrfach gezeigt worden, dass die COX-2 Uberexpression assoziiert ist
mit aggressivem Verhalten sowohl von Mammakarzinomzellen als auch von Zellen anderer
bosartiger Tumoren (Fulton et al., 2006). Fiir das Mammakarzinom konnte im Mausmodell
gezeigt werden, dass die selektive Hemmung beider COX-Isoenzyme ebenso wie der
Einsatz des nichtselektiven COX-Inhibitors Indometacin das Wachstum und die
Metastasierung dieser Tumorentitit hemmen kann. Der Einsatz sowohl von selektiven
COX-1- als auch von COX-2-Inhibitoren hemmt die Zellreplikation, indem die Anzahl der
Zellen, die sich in der GO/G1 Phase befinden, signifikant zunimmt und die Zahl der Zellen in

der S-Phase deutlich abnimmt (Kundu et al., 2002).

Die immunmodulatorische Komponente der Tumorhemmung durch COX-Inhibitoren
konnte beim Mammakarzinom insofern demonstriert werden, als dass der therapeutische
Effekt von Indometacin abhdngig von NK-Zellen war (Kundu et al, 2005). Fir die
vorliegende Arbeit war die Frage nach einem Zusammenhang zwischen dem CXCR3-
Chemokin- und dem Cyclooxygenasesystem von Interesse. An Mammakarzinomzellen
konnte gezeigt werden, dass die IFN-y-vermittelte Freisetzung von CXCL9 und CXCL10
durch Prostaglandin E; deutlich reduziert wird, wohingegen die Hemmung der endogenen
Cxclooxygenaseaktivitit, etwa durch Indometacin oder Acetylsalicylsaure, in diesen Zellen
zu einer erhohten Produktion der CXCR3-Liganden fiihrt (Bronger et al, 2012). Die
Uberexpression von Prostaglandinen im Ovarialkarzinom erhéht die Invasivitit der
Tumorzellen, indem die Expression von Zytokinen und Chemokinen verdandert wird (Ness
and Modugno, 2006). Wie bereits weiter oben ausgefiihrt, korreliert die intratumorale
Konzentration an CXCR3-Liganden mit der Anzahl der tumorinfiltrierenden Lymphozyten
(TILs). Praklinische Daten zeigen, dass eine Uberexpression der beiden COX-Isoenzyme
COX-1 und COX-2 mit einer niedrigeren Zahl an TILs und damit einer schlechteren
Prognose des Ovarialkarzinoms assoziiert ist (Liu et al., 2009, Denkert et al., 2002). Auf der

Grundlage dieser Beobachtungen wurde fiir die vorliegende Arbeit die Hypothese
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aufgestellt, dass die Hemmung der COX zu einer erhohten Infiltration des Tumors mit TILs
fihrt, indem die Expression der CXCR3 Liganden durch die Ovarialkarzinomzellen
induziert wird. Das COX-System ware somit ein moglicher pharmakologischer
Angriffspunkt, um die intratumorale Konzentration an CXCR3 Liganden zu erhohen. In
Anbetracht der Tatsache, dass einige COX-Inhibitoren mit genau definiertem
pharmakologischem Profil verfiigbar sind, ware es dann eventuell méglich, zukiinftigen

Immuntherapien des Ovarialkarzinoms COX-Inhibitoren beizufiigen.

1.4. Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die Signalkaskaden, die die Freisetzung von CXCR3-Chemokinen
aus Ovarialkarzinomzellen vermitteln, besser zu verstehen. Dariiber hinaus gilt es, den
Einfluss von Cyclooxygenase-Inhibitoren auf die CXCR3-Ligandenexpression in
Ovarialkarzinomzellen systematisch zu untersuchen, um die Grundlage fiir eine

therapeutische Nutzbarkeitmachung zu legen.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Uberblick

Verbrauchsmaterialien und Substanzen:

Pipettenspitzen und Eppendorfgefife von der Firma Sarstedt AG&Co (Niirnbrecht),
Falcons und Stabpipetten von der Firma Greiner Bio-One (Frickenhausen).

Alle verwendeten Chemikalien entsprechen p.a. Qualitdat und wurden, sofern weiter unten
nicht anders angegeben, von der Firma Merck (Darmstadt) oder von der Firma Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA) bezogen.

Folgende technische Gerdte kamen zum Einsatz:

Sicherheitswerkbank: Hera safe von Heraeus (Hanau)

Inkubator: Hera cell 150i CO2 incubator von Thermo Fisher Scientific™ (Waltham, MA,
USA)

Mikroskop: Axiovert 25 von Zeiss (Jena); CK 30 von Olympus Scientific Solutions (Waltham,
USA)

Lumat: Lumat 3, LB 9508 von Berthold (Pforzheim)

Zentrifuge fiir Eppendorfgefafie: 5424R von Eppendorf (Hamburg)

Zentrifuge fiir Zellkultur: Rotina 48R von Hettich (Tuttlingen); Labofuge 400R, Function
line, Heraeus instruments (Hanau)

Vakuum Konzentrator: Speed Vac SVC 100 von Savant™, Thermo Fisher Scientific™
(Waltham, MA, USA)

Pipetten: Eppendorf (Hamburg), Gilson (Middleton, W1, USA), Thermo labsystems (Thermo
Fisher Scientific™, Waltham, MA, USA)

2.1.2. Zellkultur

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), Fetales Kilberserum (FCS), Gentamycin,
4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsaure (HEPES), Phosphat-gepufferte Salzlosung
(PBS) stammten von Gibco Life Technologies (Gaithersburg, MD, USA).

Die dem Medium zugesetzten Aminosduren Asparagin und Arginin wurden von der Firma
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) erworben.

Die zum Ablésen der Zellen vom Boden der Zellkulturflaschen verwendete

Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA) stammte von der Firma Biochrom AG (Berlin).
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Die Zellkulturflaschen zur Kultivierung der Zellen wurden sowohl von der Firma Sarstedt
AG&Co (Nurnbrecht), als auch von Greiner Bio-One bezogen, die fiir die

Stimulationsexperimente bendétigten Zellkulturplatten von der Firma Falcon.

Zellkulturmedien:

Hungermedium: Komplettmedium:

500ml DMEM Hungermedium + 10% (v/v) FCS
10 mM HEPES (1M)

550 mM Arginin Einfriermedium:

272 mM Asparagin FCS + 5% Dimethylsulfoxid (DMSO)

20 pg/ml Gentamycin

2.1.3. Stimulationsexperimente

Rekombinantes humanes Interferon-y (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) waren
von PeproTech (Hamburg) und wurden in bovinem Serumalbumin (BSA) rekonstituiert,
Prostaglandin E; (PGE:), Indometacin und Celecoxib wurde von der Firma Cayman
Chemicals (Ann Arbor, MI, USA) geliefert und in DMSO rekonstituiert. JAK-Inhibitor I
stammte von Merck (Darmstadt) und die NF-xB Inhibitoren N-p-Tosyl-L-
Phenylalaninchloromethyl Keton (TPCK) sowie (E)-3-(4-Methylphenylsulfonyl)-2-
Propenenitril (BAY 11-7082) stammten von Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA). Die

Inhibitoren wurden ebenfalls in DMSO rekonstituiert.

2.1.4. Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)

Der fiir die Quantifizierung der beiden Chemokine CXCL9 und CXCL10 durchgefiihrte ELISA
wurde unter Verwendung der beiden DuoSets ELISA Kit DY392 (CXCL9) und DY266
(CXCL10) von R&D Systems (Minneapolis, MN, USA) durchgefiihrt. Die DuoSets enthalten
den Erstantikorper (capture antibody (CA)), Zweitantikorper (detection antibody (DA)),
den Standard (rekombinantes Chemokin) sowie das mit der Meerrettich-Peroxidase
konjugierte Streptavidin. Das verwendete Bovine Serumalbumin 1470 (BSA) sowie Tween
20 stammten von Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), die Substrate der Meerrettich-
Peroxidase Reagenz A, bestehend aus Wasserstoffperoxid (H202) sowie Reagenz B,
bestehend aus Tetramethylbenzidin, waren von Gibco Life Technologies (Gaithersburg,

MD, USA) und wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt. Nunc™ MicroWell™ 96-Well Platten aus
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Polypropylen (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) wurden fiir den ELISA
verwendet.

Flr die Auswertung der ELISA- Platten stand folgendes Photometer zur Verfiigung: SLT
Spectra Elisa Reader, Software easy WIN fitting E 5.0 a (SLT, Crailsheim).

Auflerdem kamen folgende Lésungen zum Einsatz:
PBS: pH 7,4

137 mM Natriumchlorid (NaCl)

2.7 mM Kaliumchlorid (KCl)

8.1 mM Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO4)
1.5 mM Kaliumdihydrogenphosphat (KH2P04)

Waschpuffer:
0,05 % Tween 20 in PBS; pH 7,4

Tragerlosung zum Losen von Antikorpern:

1% BSA in PBS; pH 7,4; 0,2 um steril filtriert

Stoplésung:
1 M Schwefelsaure (H2S04)

2.1.5. Transiente Transfektionen

Zum Einsatz kamen zwei Reportergen-Vektoren, die jeweils fiir das Enzym Luziferase
kodierten. 3xB war ein grofdziigiges Geschenk von K. Brand (Medizinische Hochschule,
Hannover), Renilla-Luciferase-Reportergen-Vektor pRL-SV40 stammte von Promega
(Madison, WI, USA). Ebenfalls von Promega war das Duale Luciferase Reportergen-Assay
System, das neben den bendtigten Enzymsubstraten den fiir die Zelllyse verwendeten
Passive Lysis Buffer (PLB) enthielt. Transfiziert wurde mit Lipofektin, das von Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA) stammte, die verwendeten Polystyrol-R6hrchen waren von BD

Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA).

2.2. Zelllinien und ihre Kultivierung

Verwendet wurden die humanen Ovarialkarzinomzelllinien OV-MZ-6, SKOV-3 und
OVCAR-3. Die SKOV-3 Zellen sowie die OVCAR-3 Zellen bezogen wir von American Type
Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, USA). Bei SKOV-3 handelte sich um Tumorzellen,

die aus dem Aszites einer 64-jahrigen kaukasischen Frau mit Adenokarzinom des Ovars
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gewonnen wurden (am ehesten klarzellig), bei OVCAR-3 ebenfalls um Zellen eines
Adenokarzinoms, in diesem Fall einer 60-jahrigen kaukasischen Frau (am ehesten serds).
Die Zelllinie OV-MZ-6 wurde ebenfalls aus dem Aszites einer 70-jdhrigen nicht
vorbehandelten Patientin mit serds-papillairem Zystadenokarzinom des Ovars im Stadium
FIGO IV etabliert und uns zu Untersuchungszwecken zur Verfligung gestellt (Mobus et al,,
1992). Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen der Grofle T75 sowie
T175; verwendet wurde das Zellkulturmedium DMEM, das im Vergleich zum ,Basal
Medium Eagle (BME)“ die vierfache Konzentration an Vitaminen und Aminosauren enthalt.
Es erfolgte das Wachstum der adhérenten Zellen im Inkubator bei 37°C und 5% (v/v) CO:
bis zu einer Konfluenz von 70-80%. Bei allen drei Zelllinien wurde spatestens nach drei
Tagen das Kulturmedium durch neues Medium ersetzt, als Hilfestellung diente ein dem
Medium zugesetzter pH-Indikator.

Um die Zellen zu passagieren, wurden sie zunachst mit PBS gewaschen, um tote Zellen zu
entfernen, und anschliefend mit 0,05%igem EDTA/PBS vom Boden der Zellkulturflasche
abgeldst. Dabei wurde das sogenannte ,Shake off“-Verfahren angewandt, das heifdt, die
Zellen wurden durch sanftes Beklopfen der Zellkulturflasche und mehrfaches Spiilen der
Flasche mit PBS in Suspension gebracht und anschliefiend 3 Minuten bei 300 x g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in neuem Medium
resuspendiert, um anschliefRend in eine neue Zellkulturflasche tiberfiihrt zu werden. Fir
Stimulationsexperimente wurden die Zellen nach Resuspension einer Lebend-Tot-Farbung
mit Trypsinblau unterzogen, um dann unter dem Mikroskop in der Zahlkammer ausgezahlt
und auf 12-Well-Zellkulturplatten in der gewilinschten Menge ausgesit zu werden. Wenn
die Zellen nicht fiir Stimulationsexperimente gebraucht wurden, erfolgte die

Kryokonservierung der Zellen in fliissigem Stickstoff in FCS + 5% DMSO bei -196°C.

2.3. Methoden

2.3.1. Stimulationsexperimente

Die auf 12-Well-Platten ausgesiaten humanen Ovarialkarzinomzellen wurden bis zu einer
Konfluenz von circa 70% kultiviert, wenn nétig erfolgte dazwischen ein Mediumwechsel.
Anschliefdend wurde das Komplettmedium abgesaugt, die Zellen wurden 2x/Well mit PBS
gewaschen um FCS vollstindig zu entfernen. Um die Zellen fiir das nachfolgende
Stimulationsexperiment vorzubereiten, wurden sie in Hungermedium tiberfiihrt und darin

fir weitere 24h belassen. Das hatte die Intention, die Zellen eine gewisse Zeit von



2. Material und Methoden 21

Wachstumsfaktoren zu entwohnen, damit sie anschliefend fiir die Stimulationssignale
bereit waren. Am Tag der Stimulation wurden die einzelnen Stimulanzien laut Protokoll in
Eppendorfgefafden vorverdiinnt, anschliefend wurde das Hungermedium von jedem
einzelnen Well sorgfiltig abgesaugt und die Wells wurden in Tripletts stimuliert. Es
erfolgte die weitere Inkubation der Zellen bei 37°C fiir 24h, anschlief}end konnten die
Uberstidnde geerntet und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C tiefgefroren werden.
Dazu wurde 500pul des jeweiligen Uberstands abgenommen und in vorher beschriftete

Eppendorfgefifde iiberfiihrt. Jedes Experiment wurde mindestens dreimal wiederholt.

2.3.2. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Je nach Stimulationsexperiment wurden die Zelliiberstande pur auf den ELISA aufgetragen,
in 1% BSA/PBS verdiinnt oder mittels eines Vakuumkonzentrators einkonzentriert. Am
Vortag erfolgte das Coating der 96-Well-Mikrotiter-Platte mit dem Erstantikorper (capture
antibody), der 1:180 in PBS verdiinnt wurde. Die Platte wurde bei Raumtemperatur (RT)
iiber Nacht stehen gelassen. Am nachsten Tag wurde die Platte mit dem eigens dafiir
hergestellten Waschpuffer (s.0.) gewaschen, anschlief}end wurden die unspezifischen
Proteinbindungsstellen mit einprozentigem BSA/PBS geblockt, um die spezifische Antigen-
Antikorper-Bindung zu verbessern. Nach 1h Inkubation bei RT konnten nun die
Zelliiberstande sowie der Standard aufgetragen werden. Fiir die Herstellung des Standards
wurde eine Verdiinnungsreihe, bestehend aus 8 Proben mit absteigenden Konzentrationen,
angefertigt. Bei CXCL9 reichte die Verdiinnungsreihe von 0 bis 4000 pg/ml, bei CXCL10 von
0 bis 2000 pg/ml. Nach einer weiteren Inkubationszeit von zwei Stunden bei RT wurde
wieder gewaschen, der Zweitantikorper (detection antibody), im Verhaltnis 1:180 in
BSA/PBS verdiinnt aufgetragen und fiir weitere 2h bei RT inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurde Streptavidin-HRP im Verhaltnis 1:200 in 1% BSA/PBS verdiinnt
aufgetragen und fiir 20 Minuten im Dunkeln inkubiert. Streptavidin ist ein von Bakterien
des Stammes Streptomyces avidinii synthetisiertes Protein, das eine sehr starke
Bindungsaffinitidt zu Biotin aufweist. Die Streptavidin-Biotin-Bindung ist eine der stirksten
derzeit bekannten nicht-kovalenten Bindungen. Auf Grund der Tatsache, dass der
Zweitantikorper an Biotin gekoppelt ist, kann also eine feste Bindung zwischen dem
Zweitantikorper und Streptavidin-HRP entstehen. Es erfolgte ein letzter Waschschritt,
danach wurden die Substrate A und B im Verhadltnis 1:1 gemischt aufgetragen und fiir
weitere 20 Minuten im Dunkeln inkubiert. Durch Umsetzung der Substrate A und B durch

die an das Streptavidin gebundene Meerrettich-Peroxidase wurde eine blaue Farbreaktion
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sichtbar, die durch die Zugabe von 1M Schwefelsiaure gestoppt wurde. Ein gelber
Farbumschlag wurde sichtbar. Anschliefend konnten die Proben im ELISA-Photometer
gemessen und so die enthaltene Konzentration des jeweiligen Chemokins durch Vergleich

mit der Standardkurve quantifiziert werden.

2.3.3.Transiente Transfektionen

Um herauszufinden, warum der COX-2-spezifische Inhibitor Celecoxib in hohen
Konzentrationen zu einer Abnahme der Chemokinsekretion fiihrt und nicht wie erwartet
zu einer weiteren Zunahme der Sekretion (s.u.), wollten wir die Aktivitat des Promotors fiir
NF-kB naher untersuchen. Dazu fiithrten wir transiente Transfektionen der OV-MZ-6
Zelllinie durch. Zum Einsatz kam ein Reportergen, das fiir die Firefly-Luziferase kodiert
und mit einem Promotor, der 3 Bindungsstellen fiir NFkB enthadlt, verbunden wurde. Damit
die fusionierte DNA fiir Forschungszwecke verwendet werden kann, wurde sie in ein
speziell dafiir konstruiertes Plasmid eingebaut, das im Folgenden als 3kB bezeichnet wird.
Firefly-Luziferase wurde urspriinglich aus dem amerikanischen Leuchtkifer Photinus
pyralis (englisch: firefly) gewonnen, wird heute aber iiberwiegend gentechnisch
hergestellt. Der ko-transfizierte Renilla-Luciferase-Reportergen-Vektor pRL-SV40 diente
der Normalisierung der Transfektionseffizienz und kodiert fiir die Renilla-Luziferase. Im
Gegensatz zum Promotor des Plasmids 3xB bendtigt der Renilla-Promotor keinen
Transkriptionsfaktor, um seine DNA zu transkribieren und im Folgenden Renilla-
Luziferase zu synthetisieren. Wenn Renilla von den Zellen aufgenommen wurde, kann
davon ausgegangen werden, dass 3xB ebenfalls aufgenommen wurde. Sowohl die Firefly-
Luziferase als auch die Renilla-Luziferase oxidieren das Substrat Luziferin zu Oxyluziferin
(Steghens et al., 1998), wobei molekularer Sauerstoff zu Kohlenstoffdioxid umgesetzt wird
(Shimomura et al.,, 1977). Die Reaktion verlauft in mehreren Stufen und wird von einer
Lichtemission begleitet. Die Arbeiten von William D. McElroy Ende der 1940er Jahre haben
gezeigt, dass flr die Reaktion ATP und Magnesiumionen als Kofaktoren benétigt werden.
Die Zellen wurden fiir die Transfektion wie bei den oben beschriebenen
Stimulationsexperimenten auf 12-Well-Zellkulturplatten ausgesidt und bis zu einer
Konfluenz von 60% kultiviert. Fiir die Transfektion wurde Lipofektion verwendet, das den
Zellen die Aufnahme der Plasmide erleichtern sollte. 3 pl Lipofektin wurde dazu mit 100 pl
GAM in der Anzahl der zu transfizierenden Wells fiir 45 Minuten bei RT inkubiert. Parallel

wurden ebenfalls in der Anzahl der zu stimulierenden Wells die eingesetzten Plasmide 3xB
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mit 1 pg pro Well und Renilla-Luciferase-Reportergen-Vektor pRL-SV40 (im Folgenden
kurz als ,Renilla“ bezeichnet) mit 500 ng pro Well mit weiteren 100 ul GAM bei RT
inkubiert. Anschliefiend wurden die Plasmide in Lipofektin liberfiihrt und fiir weitere
15 Minuten inkubiert. Die zu transfizierenden Wells wurden zweimal mit PBS gewaschen
und mit 300 pl/ Well GAM bestiickt. Anschlief3end wurden die Plasmide vorsichtig auf die
Zellen gegeben und die Zellkulturplatten fiir weitere 6h im Inkubator gelagert. Nach dieser
Zeit wurde die Transfektion abgebrochen, in dem das Medium abgesaugt wurde und die
Zellen mit neuem GAM bestiickt wurden. Flir weitere 14h wurden die Zellen gehungert und
anschlieffend nach Protokoll fiir weitere 4h stimuliert. Um den Stimulationsversuch zu
beenden, wurde das Medium vorsichtig abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS gewaschen
und mit 120 pl/Well Passive Lysis Buffer (PLB) versehen. Die enthaltenen Proteasen
spalten die Zellen auf, um anschliefiend intrazelluldre Proteine nachweisen zu koénnen.
Dazu wurde der im Kit mitgelieferte PLB 1:5 in A. dest. verdiinnt. Die Zellen wurden fiir
20 Minuten auf Eis gelagert, was das Abkratzen der lysierten Zellen vom Boden der
Zellkulturplatten erleichterte. Jedes einzelne Well wurde griindlich mit dem Zellschaber
abgetragen und die Lysate bei 4°C und 21000 x g fiir 20 Minuten zentrifugiert. Aus den
Uberstinden konnte dann am Luminometer die Luziferaseaktivitit gemessen werden.
Dazu wurde ein fiir die jeweilige Luziferase spezifisches Substrat zugegeben und die
Lichtemission als Maf$ fir die Luziferaseaktivitit konnte vom Luminometer detektiert
werden. Vor der Messung wurde eine Eichkurve angefertigt, um sicherzustellen, dass die
Luziferaseaktivitit im linearen und nicht im gesattigten Bereich der Enzymaktivitit
gemessen wird. Da die enzymatisch katalysierte Reaktion der Michaelis-Menten-Kinetik
folgt, ist bei Substratiiberschuss die Lichtemission proportional der Luziferasemenge in der
Probe. Die Aktivitat des 3kB Promotors und damit das Ausmafd der Promotoraktivierung
durch NF-«B ist proportional zur Enzymaktivitat und damit zur gemessenen Lichtemission
und konnte mittels des Quotienten aus Firefly-Luziferase und Renilla-Luziferase

ausgedriickt werden.

2.3.4. Statistische Methoden

Die Ergebnisse der Experimente sind in relativen Einheiten dargestellt und beziehen sich in
der Regel auf IFN-y in der Konzentration von 10 pM, sofern nicht anders angegeben. Nach
der Normierung der Werte wurden aus den Ergebnissen der Zellstimulationsexperimente
Mittelwerte von mindestens drei unabhdngigen Experimenten gebildet (n>9) und die

Werte als Mittelwerte plus/minus Standardfehler in den Grafiken abgebildet. Die
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statistische Analyse hinsichtlich der Irrtumswahrscheinlichkeit wurde mit Hilfe des Mann-
Whitney Tests durchgefiihrt (SPSS Statistics Software, Version 21.0, SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). Die statistische Signifikanz wurde definiert als *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001.
Wurden die Signifikanzmarker (*) in den Grafiken liber dem jeweiligen Balken angebracht,
bezieht sich der p-Wert auf den Vergleich mit der Kontrolle des Versuchs. Wurde die
Signifikanz zwischen zwei anderen Werten berechnet, sind diese durch einen Balken

miteinander verbunden.
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3. Ergebnisse

3.1. Der Effekt inflammatorischer Zytokine auf die Sekretion der CXCR3-

Liganden aus humanen Ovarialkarzinomzellen

Immunhistochemische Untersuchungen an Ovarialkarzinomgeweben ergaben, dass die
beiden Chemokine CXCL9 und CXCL10 im Ovarialkarzinom iiberwiegend in den
Tumorzellen lokalisiert sind (Bronger et al., 2016). Auf der Basis dieser Beobachtung
wurde die Regulation der CXCR3-Liganden in humanen Ovarialkarzinomzelllinien
untersucht, um ein geeignetes in vitro-Modell zu haben. Verwendet wurden die drei

Ovarialkarzinomzelllinien OV-MZ-6 und OVCAR-3 (beide serds) sowie SKOV-3 (klarzellig).

Zuniachst wurden die drei Zelllinien im in-vitro-Modell jeweils ansteigenden
Konzentrationen der beiden inflammatorischen Zytokine I[FN-y und TNF-a ausgesetzt. Zur
Kontrolle wurden die Zellen in reinem Medium (DMEM) belassen. Die beiden Zytokine
[FN-y und TNF-a sind reichlich im Mikromilieu von Ovarialkarzinomen vorhanden und
bereits als starke Induktoren der CXCR3-Liganden bekannt (Takeyama et al, 1991,
Rabinowich et al., 1996).

Die Ergebnisse hinsichtlich der Chemokinsekretion, die durch die inflammatorischen
Zytokine IFN-y und TNF-a hervorgerufen wurde, waren in allen drei Zelllinien dhnlich.
Unstimulierte Zellen produzierten keine Chemokine bzw. eine zu vernachldssigende
Menge. [FN-y fiihrte zur Freisetzung von CXCL9 und CXCL10 (Abb. 4 und 5), wobei die
Hohe der Chemokinsekretion von der Dosis abhing, in der IFN-y eingesetzt wurde. TNF-a
dagegen induzierte in OV-MZ-6 und SKOV-3 nur die Sekretion von CXCL10 (Abb. 7), nicht
jedoch die von CXCL9 (Abb. 6). Wurden beide Zytokine gleichzeitig zur Stimulation der
Ovarialkarzinomzellen eingesetzt, zeigte sich ein synergistischer Effekt der beiden
Zytokine. Durch den kombinierten Einsatz von IFN-y und TNF-a konnte im Vergleich zum
alleinigen Einsatz von TNF-a in allen drei Zelllinien eine CXCXL9-Freisetzung
hervorgerufen werden. Und dies in einer um ein Vielfaches hoheren Konzentration als
durch den alleinigen Einsatz von IFN-y (OV-MZ-6 ca. 12fach, SKOV-3 ca. 10fach, OVCAR-3
ca. 24fach hoher). Ebenfalls synergistisch stimuliert wurde durch den kombinierten
Einsatz beider Zytokine im Vergleich zum alleinigen Einsatz von IFN-y oder TNF-a die
Freisetzung von CXCL10. Auch hier stieg die Freisetzung des CXCR3-Liganden um ein
Vielfaches (OV-MZ-6 ca. 100fach, SKOV-3 ca. 4fach, OVCAR-3 ca. 32fach hoher) im Vergleich

zum alleinigen Einsatz von [FN-y oder TNF-a an.
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Abb. 4: IFN-y induziert konzentrationsabhingig die CXCL9-Ausschiittung aus humanen

Ovarialkarzinomzellen. DMEM=Kontrolle: entspricht der Chemokinfreisetzung durch die

Zellen ohne deren Stimulation; IFN2,5=IFN-y in der Konzentration 2,5 ng/ml usw. Die

Signifikanzangaben ohne Balken beziehen sich auf die Kontrolle.
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Abb. 5: IFN-y induziert konzentrationsabhingig die CXCL10-Ausschiittung aus humanen
Ovarialkarzinomzellen. DMEM=Kontrolle: entspricht der Chemokinfreisetzung durch die
Zellen ohne deren Stimulation; IFN2,5=IFN-y in der Konzentration 2,5 ng/ml usw. Die

Signifikanzangaben ohne Balken beziehen sich auf die Kontrolle.




3. Ergebnisse 28

Jo%k K 167
- 14 g 14 - *kk
g $
£ g »
& 10 w10
R % 8
20 c |
S 6 s
N -
Q o 4
2 4 2
g *k % 22 - k%%
(T8 [T
5 2 % o
2 0 - SEE < O O O O
o (8] & 15 < (é’) é'» é\z
NI R FoST S K
\& Q’\« & N Q o\ X
FOST &K N
Q 1\ Q7( eQ
&> 2\
S
OV-MZ 6 SKOV-3

35 1 *%

CXCL9 Freisetzung (rel. Einheiten)
B R NN W
w o »n © u O
*
J %
o IE—

O —
5 O S O
S NS
S &S QS‘\A
x
&
OVCAR-3

Abb. 6: TNF-a allein 16st keine CXCXL9-Freisetzung aus humanen Ovarialkarzinomzellen
aus. Es ist jedoch ein synergistischer Effekt von TNF-a und IFN-y in Bezug auf die CXCL9-
Sekretion zu beobachten. DMEM=Kontrolle: entspricht der Chemokinfreisetzung durch die
Zellen ohne deren Stimulation; IFN2,5=IFN-y in der Konzentration 2,5 ng/ml usw. Die

Signifikanzangaben ohne Balken beziehen sich auf die Kontrolle.
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Abb. 7: TNF-a lost konzentrationsabhdngig die CXCL10-Freisetzung aus humanen
Ovarialkarzinomzellen aus. Der synergistische Effekt von IFN-y und TNF-a ist auch in
Bezug auf die CXCL10-Freisetzung zu beobachten. DMEM=Kontrolle: entspricht der

Chemokinfreisetzung durch die Zellen ohne deren Stimulation; IFN2,5=IFN-y in der

Konzentration 2,5 ng/ml usw.
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3.2. Beteiligung intrazelluldrer Signalwege an der Zytokin-induzierten CXCR3-

Ligandenfreisetzung

Wie bereits gezeigt werden konnte, fiihren sowohl TNF-a als auch IFN-y zu einer
Freisetzung der CXCR3-Liganden aus den verwendeten Ovarialkarzinomzelllinien. Im
nachsten Schritt sollte nun die Frage geklart werden, iiber welchen intrazellularen
Signalweg die beiden Zytokine ihre Effekte vermitteln. Es wurden sowohl der NF-xB-, wie
auch der JAK/STAT-Signalweg untersucht, deren Beteiligung an INF-y und TNF-a
getriggerten Effekten bereits beschrieben ist (Clarke et al.,, 2010). Die Zelllinie OVCAR-3

wurde dafiir, wie auch fiir alle weiteren Versuche, nicht mehr verwendet.

3.2.1. Der NF-kB- Signalweg in Ovarialkarzinomzellen

3.2.1.1. IkB-a Kinase-Hemmer BAY 11-7082

Als erstes wurde die Bedeutung des NF-kB-Signalwegs untersucht, indem der Inhibitor
BAY 11-7082 eingesetzt wurde. BAY 11-7082 hemmt die IkB-Kinase (IKK) . Dadurch wird
die Phosphorylierung von IkB-a gehemmt und in Folge die Translokation von NF-xB in den
Zellkern verhindert (Irrera et al., 2017). Der Inhibitor wurde dafiir jeweils 30 Minuten vor
IFN-y beziehungsweise TNF-a auf die Zellen gegeben. Als Kontrolle diente die reine
Stimulation mit IFN-y oder TNF-a. Um einerseits eine ausreichende Stimulation der
verwendeten Zelllinien durch die inflammatorischen Zytokine zu erzielen und andererseits
nicht in den gesattigten Bereich innerhalb der Messung durch das ELISA- Photometers zu
gelangen, musste die eingesetzte Konzentration von IFN-y und TNF-a in diesen wie auch in

nachfolgenden Versuchen variiert werden.

Da sich bereits in vorherigen Versuchen gezeigt hatte, dass TNF-a allein keine CXCL9
Sekretion hervorruft, wurde der Effekt von BAY 11-7082 auf die TNF-a-abhiangige CXCL9
Sekretion in diesen Versuchen - wie auch in analogen Versuchen - nicht untersucht. Der
IkB-a-Kinase-Hemmer BAY 11-7082 wurde in drei verschiedenen Konzentrationen
eingesetzt, letztlich orientiert an der Literatur: 50 uM, 5 pM und 0,5 puM. In den OV-MZ-6
Zellen reichte die Konzentrationen von 50 uM des IkB-a-Kinase-Hemmers aus, um die
IFN-y-abhangige, wie auch die TNF-a-abhingige Chemokinsekretion fast vollstindig zu
unterdriicken (Abb. 8). In der Konzentration von 5uM kam es auch zu einer deutlich
niedrigeren Chemokinfreisetzung im Vergleich zur Kontrolle sowohl in Bezug auf TNF-a
wie auch auf IFN-y. Die Konzentration von 0,5 pM BAY 11-7082 fiihrte ebenfalls bei beiden

Zytokinen zu keinem signifikanten Unterschied in der Chemokinfreisetzung im Vergleich



3. Ergebnisse 31

zur Kontrolle. In den SKOV-3-Zellen fiel der Effekt von 50 uM IkB-a-Kinase-Hemmer BAY
11-7082 nicht ganz so deutlich aus wie in den OVMZ-6-Zellen (Abb.9). Aber auch hier
zeigte sich eine deutliche Unterdriickung der Freisetzung beider Chemokine durch 50 uM
BAY 11-7082 und das ebenfalls sowohl bei TNF-a als auch bei IFN-y. Somit konnte gezeigt
werden, dass sowohl die IFN-y-, wie auch die TNF-a-abhingigen Effekte auf die
Chemokinsekretion durch den Inhibitor des NF-kB-Signalweges inhibitorisch beeinflusst
werden kénnen und somit ihre Wirkung, zumindest teilweise, iiber den NF-kB-Signalweg
entfalten. Aufderdem liefern die Ergebnisse Hinweise darauf, dass die Signalwege von IFN-y

und TNF-a in Ovarialkarzinomzellen tiber NF-kB miteinander in Verbindung stehen.
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Abb. 8: Der inhibitorische Einfluss des IkB-a-Kinase-Hemmers BAY 11-7082 auf die
zytokinabhangige Freisetzung der CXCR3-Liganden in OV-MZ-6: BAY 11-7082 hemmt in
Abhangigkeit von der eingesetzten Konzentration die Freisetzung der CXCR3-Liganden.
Da TNF-a alleine keine CXCL9-Freisetzung hervorruft, fehlt hier, wie auch in den folgenden
Abbildungen, diese Darstellung. IFN10=IFN-y in der Konzentration 10 ng/ml, BAY50=BAY
11-7082 in der Konzentration 50 uM, TNF50=TNF-a in der Konzentration 50 ng/ml usw.

Die Signifikanzangaben ohne Balken beziehen sich auf die Kontrolle.
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Abb. 9: Der inhibitorische Einfluss des IkB-a Kinase-Hemmers BAY 11-7082 auf die

zytokinabhangige Freisetzung der CXCR3-Liganden in SKOV-3 Zellen. [FN50=IFN-y in der

Konzentration 50 ng/ml, BAY50=BAY 11-7082 in der Konzentration 50 uM, TNF50=TNF-a

in der Konzentration 50 ng/ml usw. Die Signifikanzangaben ohne Balken beziehen sich auf

die Kontrolle.
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3.2.1.2. NF-xB Inhibitor TPCK

Zur weiteren Validierung der vorangegangenen Ergebnisse wurde der NF-kB- Inhibitor
TPCK eingesetzt. TPCK vermittelt seine inhibitorische Wirkung auf NF-kB durch das
Anfligen von Thiolgruppen an Cysteine zweier Molekiile: an die IkappaB Kinase (IKK) 3
und an p65/relA (Ha et al., 2009).

In den OV-MZ-6-Zellen beeinflusste TPCK sowohl die [FN-y-abhdngige als auch die TNF-a-
abhangige Chemokinsekretion. TPCK 50, 25 und 10 uM hemmten die IFN-y-abhangige
CXCL10 Freisetzung signifikant, die Konzentration von 5 pM reichte nicht mehr aus, um die
IFN-y abhidngige CXCL10 Freisetzung signifikant zu hemmen (Abb. 10). Die TNF-a-
abhingige CXCL10-Freisetzung wurde durch die Konzentration von 10 uM nicht mehr
signifikant gehemmt, sondern nur in der héheren Konzentration von 25 und 50 uM
(Abb.11). Auch der synergistische Effekt von IFN-y und TNF-a konnte durch den Einsatz
von TPCK gehemmt werden, sodass es durch den Einsatz von TPCK in der Konzentration
von 50 und 25pM zu einer signifikanten Erniedrigung der CXCL10-Ausschiittung in
Verbindung mit dem kombinierten Einsatz beider Zytokine kam (Abb.11). Fir CXCL9
ergaben sich analoge Ergebnisse. Um die CXCL9 Freisetzung in den OV-MZ-6 Zellen zu
hemmen, war sogar eine etwas niedrigere Konzentration von TPCK notwendig. Schon
durch den Einsatz von TPCK in der Konzentration von 5 pM konnte die IFN-y-abhdngige
CXCL9 Ausschiittung signifikant gehemmt werden (Abb. 10). In den SKOV-3-Zellen
beeinflusste TPCK die IFN-y-vermittelte CXCL9 Ausschiittung nicht signifikant (Abb. 12).
TPCK hemmte jedoch ebenso wie in den OV-MZ-6 Zellen sowohl die IFN-y- wie auch die
TNF-a-vermittelte CXCL10 Sekretion. Die niedrigste eingesetzte Konzentration von 5 uM
reichte aus, um eine signifikante Hemmung sowohl der IFN-y-abhangigen als auch der
TNF-a-abhiangigen CXCL10-Freisetzung in SKOV-3-Zellen hervorzurufen. Auch die
Ergebnisse fiir den TPCK-Inhibitor lieferten somit Hinweise darauf, dass die Signalwege
beider Zytokine miteinander liber NF-kB in Verbindung stehen. Wie bereits bekannt ist,
vermittelt TNF-a sein Signal tiber den NF-kB Signalweg, IFN-y hingegen sein Signal tber
den JAK/STAT Weg. Auf3erdem war in beiden Versuchsreihen zu sehen, dass in den Zellen,
wenn man sie mit einem Inhibitor fiir NF-xB behandelte, nicht nur die TNF-a-abhangige,
sondern auch die IFN-y-abhdngige Chemokinsekretion gehemmt wurde. Die NF-kB-

Aktivierung scheint also auch ein Downstreameffekt von IFN-y zu sein.
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Abb. 10: Der Effekt des NF-kB-Inhibitors TPCK auf die IFN-y abhangige CXCR3-Liganden
Freisetzung in OV-MZ-6. TPCK hemmt konzentrationsabhdngig die I[FN-y abhidngige CXCR3-
Liganden-Sekretion. IFN10=IFN-y in der Konzentration 10 ng/ml, TPCK25=TPCK in der
Konzentration 25 puM usw. Die Signifikanzangaben ohne Balken beziehen sich auf die

Kontrolle.
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TPCK in der Konzentration 50 pM, IFN1=IFN-y in der Konzentration 1 ng/ml usw. Die

Signifikanzangaben ohne Balken beziehen sich auf die Kontrolle.
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Abb. 12: Der Effekt der TPCK-vermittelten NF-kB-Hemmung auf die zytokinabhidngige
CXCR3-Liganden-Freisetzung in SKOV-3. IFN50=IFN-y in der Konzentration 50 ng/ml,
TPCK25=TPCK in der Konzentration 25 pM, TNF50=TNF-a in der Konzentration 50 ng/ml

usw. Die Signifikanzangaben ohne Balken beziehen sich auf die Kontrolle.
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3.2.2. Der JAK/STAT Signalweg

Um die Bedeutung des JAK/STAT-Signalwegs fiir die IFN-y- und TNF-a-induzierte
Chemokinfreisetzung zu bestimmen, wurden die Zellen mit den entsprechenden
inflammatorischen Chemokinen und verschiedenen Konzentrationen des JAK-Inhibitors I
stimuliert. Hierdurch konnte fiir beide Zytokine eine solche Beteiligung von JAK/STAT
nachgewiesen werden. Um die [FN-y-abhdngige CXCL9-Ausschiittung in OV-MZ-6-Zellen zu
hemmen, war dabei eine deutlich niedrigere Konzentration des JAK-Inhibitors notwendig,
als um die synergistisch durch IFN-y und TNF-a hervorgerufene CXCL9-Ausschiittung zu
hemmen. Fiir CXCL10 ergaben sich analoge Ergebnisse. Sowohl die durch den alleinigen
Einsatz von IFN-y als auch die durch den kombinierten Einsatz beider Zytokine
hervorgerufene CXCL10-Ausschiittung konnte durch den JAK- Inhibitor gehemmt werden,
wobei die eingesetzte Konzentration eine Rolle spielte. Auch der durch den alleinigen
Einsatz von TNF-a hervorgerufene Effekt auf die CXCL10- Ausschiittung konnte durch den

Einsatz des Inhibitors signifikant gehemmt werden.

In den SKOV-3-Zellen ergaben sich analoge Ergebnisse zu den in den OV-MZ-6-Zellen
beobachteten Ergebnissen (Abb. 15). Allerdings mit dem Unterschied, dass der Effekt des
JAK-Inhibitors auf die TNF-a-abhdngige CXCL10 Ausschiittung in SKOV-3 Zellen nicht
untersucht wurde und die Versuche fiir die [FN-y-abhdngige CXCL10-Freisetzung keine
signifikanten Ergebnisse lieferten, wenn auch ein deutlicher inhibitorischer Effekt durch
den JAK-Inhibitor zu beobachten war. Die IFN-y-abhangige CXCL9-Ausschiittung konnte
durch den JAK-Inhibitor in den SKOV-3-Zellen signifikant gehemmt werden. Auch der
synergistische Effekt der beiden Zytokine sowohl auf die CXCL9- wie auch auf die CXCL10-
Ausschiittung wurde analog zu den OV-MZ-6 durch den JAK-Inhibitor signifikant gehemmt.
Die Versuche mit dem JAK-Inhibitor konnten somit analog zu den Versuchen mit den
NF-kB-Inhibitoren zeigen, dass in Ovarialkarzinomzellen sowohl IFN-y als auch TNF-a den

JAK/STAT-Signalweg nutzen, um ihre Wirkung zu entfalten.
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Abb. 13: JKI hemmt konzentrationsabhdngig die IFN-y abhdngige CXCR3-Liganden-
Freisetzung in OV-MZ-6, wie auch den synergistischen Effekt von TNF-a und IFN-y
IFN10=IFN-y in der Konzentration 10 ng/ml, JKI1=JAK-Inhibitor I in der Konzentration 1
uM, TNF1=TNF-a in der Konzentration 1 ng/ml usw. Die Signifikanzangaben ohne Balken

beziehen sich auf die Kontrolle.
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OV-MZ-6-Zellen TNF10=TNF-a in der Konzentration 10 ng/ml, JKI1=JAK-Inhibitor I in der
Konzentration 1 pM usw. Die Signifikanzangaben ohne Balken beziehen sich auf die

Kontrolle.




3. Ergebnisse 41

? —
g 1,8 § 1,6 -
% 16 - g 14 -
'u-{ 1,4 n .5 1[2 .
ER T o1
[-T] 1 ;
0,8 -
5 08 - g
9 06 - * g 06
2 @ i
2 04 - s 04
[T w -
o 0,2 - i o 02
o | - i
5 0 T T T g 0 T T T
Q N N N N N
((o, \‘l} Q\Q 00 © ‘<(° \‘{5 Q\Q 00
NP & © N © S
& <<"’°)< Q’S{_ & <<°>°x &
N3 & N &
N3 NS
SKOV-3 SKOV-3
‘E —
g 25 § 45 -
£ ‘TS 40
€ 20 7 € 35 -
i o i
! 30
E 15 T E. 25 -
£ 10 - @ 20 7
B * %k 3 15 %
& 5 g 10 -
2 'Q-J 5 -
£ oo o , £ 9 = :
o
o & > > > - & N 5 Q>
S N S © & S &y © S
> « S N S 8 < N N
& NS N N & N N N
N S S & N S) & &
& & & & &
N & & N & S
N3 <> Ny &>
NS N3
SKOV-3 SKOV-3

Abb. 15: JKI hemmt konzentrationsabhdngig die IFN-y abhdngige CXCR3-Liganden-
Freisetzung in SKOV-3 und den synergistischen Effekt von TNF-a und IFN-y. [FN50=IFN-y
in der Konzentration 50 ng/ml, JKI1=]JAK-Inhibitor I in der Konzentration 1 uM,
TNF1=TNF-a in der Konzentration 1 ng/ml usw. Die Signifikanzangaben ohne Balken

beziehen sich auf die Kontrolle.
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3.3. Der Effekt von Prostaglandin E: auf die zytokinabhangige

Chemokinsekretion

In weiteren Versuchen sollten nun Einflussmechanismen auf die zytokinabhingige
Chemokinsekretion untersucht werden, die moglicherweise therapeutisch nutzbar
gemacht werden koénnen. Die bisherigen Versuche hatten gezeigt, dass die
Chemokinsekretion durch TNF-a und IFN-y stimuliert werden kann, die beiden Zytokine
ihr Signal sowohl liber NF-kB wie auch JAK/STAT entfalten und die Signalwege beider
Zytokine iiber NF-kB und JAK/STAT in Verbindung zu stehen scheinen. Da, wie bereits
ausgefiihrt wurde, die beiden Chemokine CXCL9 und CXCL10 einen tumorunterdriickenden
Effekt in soliden Tumoren haben und dementsprechend auch im serésen Ovarialkarzinom
unabhingige prognostische Marker eines verbesserten Uberlebens darstellen (Bronger et
al, 2016), schien es sinnvoll, weitere Mechanismen der Chemokinsekretion durch
Ovarialkarzinomzellen zu untersuchen, eventuell auch mit der Maoglichkeit der
pharmakologischen Beeinflussbarkeit.

Ergebnisse priklinischer Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Uberexpression des
Cyclooxygenasesystems im Ovarialkarzinom mit einer verminderten Anzahl an
tumorinfiltrierenden Lymphozyten korreliert und mit einer schlechteren Prognose des
Ovarialkarzinoms assoziiert ist (Liu et al.,, 2009, Denkert et al., 2002). An Brustkrebszellen
konnte bereits ein negativer Effekt von Prostaglandin E; dem Hauptmetaboliten des
Cxclooxygenasesystems (Dannenberg and Subbaramaiah, 2003), auf die Sekretion der
CXCR3-Liganden gezeigt werden (Bronger et al., 2012). Somit war zu fragen, welchen

Einfluss Prostaglandin E; auf die Bildung der CXCR3-Liganden im Ovarialkarzinom hat.

Obwohl OV-MZ-6- und SKOV-3-Zellen sowohl COX-1 als auch COX-2 exprimieren (Bronger
et al,, 2016) und somit eine endogene PGE;-Produktion haben, kam es durch den exogenen
Einsatz von PGE; generell zu einer weiteren Suppression der Chemokinfreisetzung: PGE;
30 uM fiihrte ungefahr zu einer Halbierung der IFN-y-abhdngigen CXCL9- und CXCL10-

Freisetzung in beiden Zelllinien.
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Abb. 16: PGE; hemmt die IFN-y-induzierte CXCL9- und CXCL10-Freisetzung aus OV-MZ-6-
Zellen. IFN10=IFN-y in der Konzentration 10 ng/ml, PGE2 10=Prostaglandin E: in der

Konzentration 10 uM usw. Die Signifikanzangaben ohne Balken beziehen sich auf die

Kontrolle.
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Abb. 17: PGE; hemmt die IFN-y-induzierte CXCL9- und CXCL10-Freisetzung aus SKOV-3-
Zellen. IFN50=IFN-y in der Konzentration 50 ng/ml, PGE2 10=Prostaglandin E: in der
Konzentration 10 uM usw. Die Signifikanzangaben ohne Balken beziehen sich auf die

Kontrolle.
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In einer weiteren Versuchsreihe wurde getestet, wie sich PGE; auf die TNF-a-vermittelte
CXCL10-Sekretion auswirkt. Es kam in beiden Zelllinien bei der 1 umolaren
Prostaglandinkonzentration zu einer Erhéhung der TNF-a-abhiangigen Chemokinsekretion
(in den SKOV-3-Zellen allerdings mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p> 0,088 und
somit nicht innerhalb des festgelegten Signifikanzniveaus). Bei der 10 pmolaren PGE2-
Konzentration zeigte sich in beiden Zelllinien jedoch kein signifikanter Unterschied zum

alleinigen Einsatz von TNF-a (Abb. 18).
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Abb. 18: Der Einfluss von PGE; auf die TNF-a abhingige CXCL10-Freisetzung in OV-MZ-6
und SKOV-3. TNF50=TNF-a in der Konzentration 50 ng/ml, PGE2 1=Prostaglandin E:in
der Konzentration 1 pM usw. Die Signifikanzangaben ohne Balken beziehen sich auf die

Kontrolle.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass PGE; in Abhidngigkeit von der eingesetzten
Konzentration einen hemmenden Einfluss auf die IFN-y-abhdngige Sekretion der beiden
CXCR3-Liganden hat. Somit war in einem weiteren Schritt die Frage von Interesse, ob sich
nun umgekehrt durch den Einsatz von COX-Inhibitoren die Sekretion der beiden CXCR3-
Liganden verbessern liefe, und ob ein potentieller pharmakologischer Ansatzpunkt

besteht, die Inmunintervention beim Ovarialkarzinom verbessern zu konnen.
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3.4. Einfluss des Cyclooxygenase (COX)-Systems auf die CXCR3-

Ligandensekretion aus Ovarialkarzinomzellen

3.4.1. Unspezifische COX-Hemmung: Einfluss von Indometacin

Um die Frage zu kliaren, ob eine Inhibition der Cyclooxygenase-Enzyme zu einer
Verbesserung der CXCR3-Chemokinausschiittung fiihrt, wurde Indometacin als
unspezifischer COX-Inhibitor ausgewahlt, der auch in Mammakarzinomzelllinien bereits
gute Effekte gezeigt hatte (Bronger et al.,, 2012). In den OV-MZ-6 Zellen kam es zu einer
signifikanten Erhohung der IFN-y-abhangigen CXCL9- und CXCL10-Ausschiittung durch
Indometacin (Abb. 19): Indometacin 30 pM fithrte zu einer Verdoppelung der IFN-y-
abhangigen CXCR3-Liganden-Freisetzung. Dabei war in Bezug auf die IFN-y-abhangige
CXCLO9-Freisetzung ein signifikanter Unterschied zwischen der 1Opmolaren und der
30umolaren Konzentration zu beobachten, da es durch die 30umolare Konzentration zu
einer starkeren Erh6hung der IFN-y-abhiangigen CXCL9-Freisetzung kam. In Bezug auf die
IFN-y-abhangige CXCL10-Freisetzung war kein Unterschied zwischen den beiden
eingesetzten Konzentrationen zu beobachten. Jedoch kam es jeweils durch beide
Konzentrationen zu  einer signifikanten @ Erh6hung der  IFN-y-abhingigen
CXCL10-Ausschiittung. Auch in den SKOV-3 kam es nahezu zu einer Verdoppelung der
IFN-y-abhangigen CXCL-9-Freisetzung durch Indometacin 30 pM, die IFN-y-abhingige
CXCL-10-Freisetzung aus SKOV-3 wurde sogar verdreifacht. Die TNF-a-abhingige
CXCL10-Freisetzung aus SKOV-3 wurde durch Indometacin 30uM nahezu verdreifacht, in
den OV-MZ-6 konnte dieser Zusammenhang jedoch nicht beobachtet werden.

Die Versuche konnten somit zeigen, dass es durch Indometacin zu einer Zunahme
iberwiegend der IFN-y-vermittelten, teilweise aber auch der TNF-a-vermittelten

Chemokinfreisetzung kommt.
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Abb. 19: Indometacin erhoht konzentrationsabhdngig die IFN-y-induzierte CXCL9- und

CXCL10-Sekretion aus OV-MZ-6-Zellen. IFN10=IFN-y in der Konzentration 10 ng/ml,

Indo10=Indometacin in der Konzentration 10 uM usw. Die Signifikanzangaben ohne Balken

beziehen sich auf die Kontrolle.
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Abb. 20: Indometacin erhoht konzentrationsabhdngig die IFN-y-induzierte CXCL9- und

CXCL10-Sekretion aus SKOV-3-Zellen. IFN50=IFN-y in der Konzentration 50 ng/ml,

Indo10=Indometacin in der Konzentration 10 uM usw. Die Signifikanzangaben ohne Balken

beziehen sich auf die Kontrolle.
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Abb. 21: Einfluss von Indometacin auf die TNF-a-getriggerte CXCL10-Freisetzung aus OV-
MZ-6- und SKOV3-Zellen. TNF50=TNF-a in der Konzentration 50 ng/ml,
Indo10=Indometacin in der Konzentration 10 uM usw. Die Signifikanzangaben ohne Balken

beziehen sich auf die Kontrolle.
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3.4.2. Unspezifische COX-Hemmung: Einfluss von Acetylsalicylsdure (ASS)

Als nachstes wurde der Einfluss von Acetylsalicylsaure (ASS) als ein weiterer
unspezifischer Inhibitor der Cyclooxygenase auf Ovarialkarzinomzellen untersucht. In den
OV-MZ-6-Zellen kam es durch ASS zu einem Anstieg der IFN-y-abhingigen CXCL10-
Freisetzung, der jedoch statistisch nicht signifikant war (Abb. 22). In den SKOV-3-Zellen
kam es hingegen zu einer signifikanten Abnahme der IFN-y-abhdngigen CXCL10-
Freisetzung durch ASS in der h6éheren der beiden eingesetzten Konzentrationen von 30 pM
(Abb. 22). Somit konnte durch die unspezifische Hemmung der Cyclooxygenase durch ASS
im Gegensatz zu Indometacin kein positiver Effekt auf die zytokinabhangige

Chemokinsekretion in Ovarialkarzinomzellen beobachtet werden.
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Abb. 22: Der Einfluss von Acetylsalicylsaure auf die [FN-y abhiangige CXCL10-Freisetzung
aus  Ovarialkarzinomzellen. IFN10=IFN-y in der Konzentration 10 ng/ml,
ASS10=Acetylsalicylsdaure in der Konzentration 10 uM usw. Die Signifikanzangaben ohne

Balken beziehen sich auf die Kontrolle.
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3.4.3. COX-2-spezifische Hemmung: Einfluss von Celecoxib

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Effekt des COX-2-spezifischen Inhibitors
Celecoxib auf die zytokinabhingige Chemokinfreisetzung in Ovarialkarzinomzellen
untersucht. Celecoxib ist der einzige Cxclooxygenaseinhibitor, der bislang therapeutisch in
humanen Ovarialkarzinomen im Rahmen einer prospektiven Untersuchung eingesetzt
wurde (Reyners et al., 2012). Anders als durch Indometacin kam es sowohl in OV-MZ-6
Zellen (Abb. 23) als auch in SKOV-3-Zellen (Abb. 24) durch Celecoxib zu keiner
signifikanten Erhéhung der IFN-y-abhangigen CXCL9- und CXCL10-Freisetzung. Der gleiche
Zusammenhang galt auch fiir TNF-a (Abb. 23 und 24). In den OV-MZ-6 Zellen war sogar
eine signifikante Abnahme der TNF-a-abhdngigen CXCL10-Freisetzung durch Celecoxib
bereits ab einer Konzentration von 0,1 uM zu beobachten. Ganz deutlich zeigte sich jedoch
in beiden Zelllinien der Effekt der Hemmung durch Celecoxib bei einer Konzentration von
30 uM: in dieser Konzentration kam es in beiden Zelllinien zu einer deutlichen Abnahme
sowohl der IFN-y- als auch der TNF-a-abhidngigen Chemokinsekretion. Die einzige
Ausnahme stellte dabei die IFN-y-abhdangige CXCL9-Sekretion in SKOV-3 dar, wo es im
gesamten Versuch zu keiner signifikanten Beeinflussung der IFN-y-abhdngigen CXCL9-

Freisetzung durch verschiedene Konzentrationen von Celecoxib kam.
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Abb. 23: Der Einfluss von Celecoxib auf die zytokinabhdngige CXCR3-Liganden-Freisetzung
in OV-MZ-6: Abnahme der Chemokinsekretion durch Celecoxib 30 pM. IFN10=IFN-y in der
Konzentration 10 ng/ml, Cele0,1=Celecoxib in der Konzentration 0,1 uM, TNF50=TNF-a in
der Konzentration 50 ng/ml usw. Die Signifikanzangaben ohne Balken beziehen sich auf

die Kontrolle.




3. Ergebnisse 51

3 ~ < B
.g 2,5 g 1,8
£ £ 16 -
[ = 4 c
g 2 o 1,4 -
] T 12 -
~ 1,5 - s |
T g 1
R 1 N 08 -
3 2 06 - *kk
.a ‘a ’
£ 05 - s 047
(+)] ’ 2
g g
o} 0 - 5 0
O N S & & XD D
S S I O
(4 (4 AN
\<<e LQ}Q/ x(Jz x(}é (P\ \<< Qx(‘@ %QX(J Qx("z 0)(00
X \2) N X N \eJ \eJ
& & \3 & <§” ¢ &S
SKOV-3 SKOV-3
§ 1,6 -
£ 14 -
£
G2 -
£ 1
e
€ 08 -
= i
% 06 k%
o 04 -
g 0’2 | i
§ 0 A T T T
“ N o o
") (S} N )
X N NG NG
A (62 x(,?’ x(lz

SKOV-3

Abb. 24: Der Einfluss von Celecoxib auf die zytokinabhdngige CXCR3-Liganden-Freisetzung
in SKOV-3: Abnahme der CXCL10-Sekretion durch Celecoxib 30 uM. IFN50=IFN-y in der
Konzentration 50 ng/ml, Cele0,1=Celecoxib in der Konzentration 0,1 uM, TNF50=TNF-a in
der Konzentration 50 ng/ml usw. Die Signifikanzangaben ohne Balken beziehen sich auf

die Kontrolle.
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3.5. Celecoxibeffekte auf Zellkernebene

Im Folgenden wurde untersucht, wodurch die Hemmung der Chemokinsekretion durch
Celecoxib in der Konzentration von 30uM hervorgerufen werden koénnte und ob sie
womoglich durch Cyclooxygenase-unabhangige Effekte zustande kommt. Da die
Vermutung bestand, dass der Effekt im Zusammenhang mit der NF-kB-Signalkaskade
stehen konnte, wurden Transfektionsversuche durchgefiihrt, um die NF-kB-Aktivierung in
stimulierten Ovarialkarzinomzellen beobachten zu konnen. Hierzu wurden als Modell
stellvertretend die OV-MZ-6-Zellen benutzt. Die Transfektionsversuche waren so
aufgebaut, dass das gemessene Signal am Luminometer direkt proportional mit der NF-kB-
Aktivitat in den OV-MZ-6 Zellen war. Um festzustellen, welchen Einfluss die verwendeten
Losungsmittel DMSO (Celecoxib) und BSA (TNF-a) auf die NF-kB-Aktivitat haben, wurden

beide als Kontrolle in den Versuch miteinbezogen (Abb. 25).

Die mit TNF-a stimulierten Zellen hatten im Vergleich zu unstimulierten Zellen eine um das
circa 6-fache (DMSO 1 uM) bzw. das circa 8-fache (DMSO 30 uM) erhohte NF-kB-Aktivitat.
Celecoxib hemmte in der Konzentration von 30 uM die NF-kB-Aktivitit um deutlich mehr
als die Halfte im Vergleich zur Kontrolle (TNF-a 10 ng/ml und DMSO 30 puM). In der
Konzentration von 1uM beeinflusst Celecoxib die NF-kB-Aktivitit jedoch nicht signifikant.
Somit konnte gezeigt werden, dass Celecoxib in einer Konzentration von 30uM das NF-kB-
Signal hemmt und tiber diesen Mechanismus zu einer Erniedrigung der zytokinabhangigen
Chemokinsekretion in OV-MZ-6 Zellen fiihren konnte. Weiterfithrende Untersuchungen mit
Hilfe von MTT assays haben gezeigt, dass fiir diese Unterschiede in der NF-kB-Aktivitat
keine Verdnderungen der Zellviabilitit (Anteil der lebenden Zellen innerhalb der

Zellpopulation) verantwortlich gemacht werden kénnen (Bronger et al., 2016).
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Abb. 25: Der Einfluss von Celecoxib auf die NF-kB-Aktivitit in OV-MZ-6
BSA+DMSO=Kontrolle: entspricht der NF-kB-Aktivitiat der Zellen ohne deren Stimulation,
DMS030=DMSO in der Konzentration 30 pM, TNF10=TNF-a in der Konzentration

10 ng/ml, Cele1=Celecoxib in der Konzentration 1 uM usw.
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4. Diskussion

4.1. Der synergistische Effekt von TNF-alpha und IFN-gamma

Der kombinierte Einsatz der beiden proinflammatorischen Zytokine IFN-y und TNF-a fiihrt
zu einer um ein Vielfaches hoheren Freisetzung der CXCR3-Liganden als der isolierte
Einsatz eines jeweiligen Zytokins. Der synergistische Effekt von TNF-a und IFN-y konnte
durch die Versuche an allen drei Ovarialkarzinomzellllinien bestitigt werden. Analoge
Ergebnisse lieferten auch die Versuche an den oben bereits erwdhnten Brustkrebszellen.
Somit stellte sich die Frage, wodurch der beobachtete synergistische Effekt zustande
kommt. Bereits 1991 berichtete Fiers, dass die nekrotische Wirkung von TNF-a auf
Tumorzellen durch die Anwesenheit von IFN-y verstarkt werden kénne (Fiers, 1991). Die
Arbeitsgruppe um Deborah L. Clarke stellte sich ebenfalls die Frage, auf welcher
Regulationsebene der Synergismus der beiden Zytokine in Bezug auf die Freisetzung von
CXCL10 erklart werden konne (Clarke et al, 2010). Dafiir wurden glatte Muskelzellen
untersucht, die aus Geweben der menschlichen Trachea gewonnen wurden. Die
Untersuchungen ergaben, dass die Synergie unabhingig von NF-kB vermittelt wird,
sondern durch die Wirkung von CREB-binding-protein (CBP) am CXCL10-Promotor erklart
werden kann. CBP wird ausgehend durch das Signal verschiedener Rezeptoren (siehe
Abbildung 4) durch die Protein Kinase A (PKA) phosphoryliert und bindet in der
phosphorylierten Form an cAMP responsive elements (CRE’s), die wiederrum
Transkriptionsfaktoren rekrutieren. Somit fiihrt die Aktivierung von CBP zu einer
Rekrutierung der RNA-Polymerase II zum CXCL10-Promotor und somit zu einer
verstarkten Transkription des CXCL10-Genes. In den Untersuchungen von D. Clarke et al.
war der Effekt von TNF-a oder IFN-y in alleiniger Anwendung in Bezug auf die
Rekrutierung der Polymerase bedeutend geringer. Auch die Ergebnisse von Jindarat et al.
beschreiben den Synergismus von TNF-a und IFN-y in Bezug auf die Phosphorylierung von
CREB (Jindarat et al, 2013). Die Vermutung ist also naheliegend, dass auch in
Ovarialkarzinomzellen ein Grund fiir den synergistischen Effekt von TNF-a und IFN-y auf
Zellkernebene durch den Einfluss von Coaktivatoren von Transkriptionsfaktoren wie CBP
zu suchen ist. Der in den Versuchen dieser Arbeit beobachtete Zusammenhang, dass die
alleinige Stimulation der Ovarialkarzinomzellen mit TNF-a zu keiner CXCL9-Ausschiittung
fiihrt, der synergistische Effekt von TNF-o und IFN-y in Bezug auf die CXCL9-Ausschiittung
aber gegeben ist, stiitzt diese These. Denn das alleinige Signal von NF-kB scheint nicht

auszureichen, um die Transkription des CXCL9-Genes in Ovarialkarzinomzellen zu
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initileren. Auf Zellkernebene kommt es allerdings zu einer gegenseitigen Verstarkung
beziehungsweise Synergie der Signale von NF-kB und STAT-1, sodass eine um ein
Vielfaches hohere CXCL9-Freisetzung, wie sie beispielsweise durch IFN-y alleine
hervorgerufen wird, in Gang gesetzt wird. Es ist jedoch davon auszugehen, dass die
Aktivierung von CBP in Bezug auf den Synergismus von TNF-a und IFN-y nur einer von
vielen Mechanismen ist. Die Arbeit von Richard Pine an HepG2 Zellen (ATCC HB 8065)
ergab, dass die Promotoren bestimmter Gene separate Bindungsstellen fiir NF-kB und
STAT-1 haben, die gleichzeitig besetzt werden kénnen (Pine, 1997). Pine konnte zeigen,
dass es in Zellen, die mit IFN-y und TNF-a gleichzeitig stimuliert wurden, zur Transkription
des IRF1 Genes gekommen ist. IRF1 entfaltet dann wiederrum gemeinsam mit NF-«B
synergistische Wirkung, indem es zur Expression weiterer Gene wie beispielsweise der
MHC Klasse I Gene fiihrt. Um zu beweisen, durch welche Mechanismen Synergie zwischen
TNF-a und IFN-y in Ovarialkarzinomzellen verursacht wird, missten jedoch weitere

Untersuchungen angestellt werden.

4.2. Die Verbindung der Signalkaskaden von IFN-gamma und TNF-alpha

Es ist bereits bekannt, dass TNF-a sein Signal iber NF-kB vermittelt. Auch die Arbeit von
Deborah L. Clarke an glatten Muskelzellen konnte dies ebenso zeigen wie die Ergebnisse
anderer Forschungsarbeiten an unterschiedlichen Zelltypen (To et al., 2013, Bonetti et al,,
2000, Bruun et al., 2009). Ebenfalls bekannt ist, dass IFN-y den JAK/STAT-Signalweg nutzt
(Shen et al,, 2018, Johnson et al., 2011, Young and Bream, 2007).
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Abb. 26: Ausziige aus der TNF-a-Signalkaskade

Die Bindung von TNF-a an den TNF-a-Rezeptorl (TNFR1) fiihrt zur Aktivierung des IKK (IkappaB
Kinase) Komplexes, was die Phosphorylierung von IkB zur Folge hat. Dadurch kann IkB im
Proteasom abgebaut werden, was wiederum zur Folge hat, dass NF-kB freigegeben wird, in den

Zellkern wandert und dort die entsprechenden Gene transkribiert werden (Holbrook et al., 2019) .
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Abb. 27: Die durch IFN-y vermittelte intrazelluldre Signalkaskade

Durch die Bindung von IFN-y am Rezeptor kommt es zur Phosphorylierung des Rezeptors durch
JAK-I und JAK-II. Durch die Phosphorylierung entstehen Bindungsstellen fiir die STAT-Proteine,
vorwiegend STAT-la (hier nur STAT-1 genannt). Der STAT-1-Homodimer transloziert in den
Zellkern, wo er an GAS (gamma activated sequences) von entsprechenden Promotoren bindet und

die nachfolgenden Gene transkribiert werden kénnen (Zaidi and Merlino, 2011).

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass in OV-MZ-6 und SKOV-3 Zellen das Signal von
TNF-a durch den Einsatz der beiden NF-kB-Inhibitoren BAY 11-7082 sowie TPCK in
Abhangigkeit von der eingesetzten Konzentration gehemmt werden kann. Gleichzeitig
kann das Signal von IFN-y durch den JAK-Inhibitor I konzentrationsabhdngig gehemmt
werden. Das Signal von TNF-a konnte durch den JAK-Inhibitor I ebenfalls gehemmt werden
wie auch das Signal von IFN-y durch die beiden NF-kB-Inhibitoren. Auch der synergistische
Effekt von TNF-a und IFN-y liefd sich sowohl durch den NF-kB-Inhibitor TPCK als auch
durch den Inhibitor des JAK/STAT-Signalweges JKI [ hemmen. Diese Beobachtungen lassen
die Vermutung zu, dass es in Ovarialkarzinomzellen eine Verbindung der beiden
Signalwege geben muss. Es scheint, als konne NF-kB sein Signal ohne die Anwesenheit von

STAT-1a bzw. einem anderen Bestandteil des JAK/STAT Signalweges nicht entfalten,
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ebenso wie STAT-1a sein Signal ohne die Anwesenheit von NF-kB nicht zu entfalten
scheint. Es darf dabei nicht unerwahnt bleiben, dass die Ergebnisse an allen drei Zelllinien
gezeigt haben, dass die isolierte Stimulation mit IFN-y zu einer Freisetzung sowohl von
CXCL9 als auch von CXCL10 fiihrt, ebenso wie die isolierte Stimulation der Zellen mit
TNF-a in allen drei Zelllinien zu eine CXCL10-Freisetzung auslost. Diese Beobachtungen
scheinen im ersten Augenblick widerspriichlich zu der These zu sein, dass NF-xB in seiner
Funktion als Transkriptionsfaktor auf die Anwesenheit von Bestandteilen des JAK/STAT

Signalweges angewiesen ist und andersrum.

Ein Erklarungsansatz, um diese Widerspriichlichkeit aufzulésen, konnte in einer
transienten Aktivitat von NF-xB bzw. STAT-1a in Tumorzellen liegen, die erst durch den
Einsatz spezifischer Inhibitoren unterbunden werden kann. Fiir eine transiente NF-kB-
Aktivitat von Zellen gibt es Hinweise in der Literatur (Sakaeda et al., 2006). Die Verbindung
zwischen dem NF-kB- und STAT-1a-Signal ware beispielsweise dadurch denkbar, dass das
Genprodukt eines durch NF-kB-regulierten Gens fiir die Transkription eines durch
STAT-1a-regulierten Gens vonnoten ist oder andersrum. Auch die oben bereits
ausgefiihrten Beobachtungen von Pine liefern Erklarungsansatze in dieser Fragestellung.
Das durch TNF-a und IFN-y vermittelte, durch die Signale von NF-kB und STAT-la
synergistisch aktivierte Genprodukt fiihrt gemeinsam mit NF-kB zur Transkription des
Zielgens. Die Beobachtungen von Richard Pine lieferten aber auch Ergebnisse, die
widerspriichlich zu der aufgestellten These sind. Der synergistische Effekt von TNF-a und
IFN-y bezog sich in seinen Versuchen auf Gene, die auch durch jedes der beiden Zytokine

alleine reguliert werden konnen.

4.3. Die Wirkung von Prostaglandin E: auf die Freisetzung der CXCR3-

Liganden

Die Frage des Effekts von PGE; auf die zytokinabhangige Freisetzung der CXCR3-Liganden
war bereits Gegenstand verschiedener Forschungsarbeiten und anhand unterschiedlicher
Zellarten untersucht worden (Bronger et al., 2012, Kanda and Watanabe, 2002, Mathieu et
al, 2008, Mcllroy et al, 2006). Die Gemeinsamkeit aller Arbeiten besteht in der
Beobachtung, die auch an den beiden Ovarialkarzinomzelllinien OV-MZ-6 und SKOV-3
gemacht werden konnte: PGE; fiihrt zu einer verminderten IFN-y-abhangigen Freisetzung
der beiden CXCR3-Liganden durch Tumorzellen. Somit ist PGE; auf Grund der oben bereits

beschriebenen Zusammenhdnge ein negativer Einflussfaktor auf die IFN-y abhingige
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Freisetzung der CXCR3-Liganden. Fiir die Beziehung zwischen TNF-a und PGE; ergab sich
in den vorliegenden Versuchen an Ovarialkarzinomzellen jedoch ein anderer
Zusammenhang. In der Konzentration von 1pM PGE; kam es zu einem Anstieg der
Freisetzung von CXCL10 sowohl in OV-MZ-6-Zellen (p<0,05), als auch in SKOV-3-Zellen
(jedoch p=0,088). In der Konzentration von 10 pM hatte PGE: keinen Einfluss auf die
TNF-a-abhangige CXCL10-Freisetzung in beiden Zelllinien. Der Einfluss von PGE; auf die
TNF-a abhingige CXCL10-Freisetzung wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nur am
Rande untersucht, so dass sich an dieser Stelle sicher ein sinnvoller Ansatz fiir weitere
Forschungsarbeit ergibt. Auch der Frage, ob und - wenn ja - in welchem Maf3e, TNF-a bzw.
I[FN-y Einfluss auf die PGE;-Produktion durch Tumorzellen haben, wurde nicht

nachgegangen.

Die krebsfordernden Effekte von PGE: sind vielfaltig, sodass es nicht unbedeutend zu sein
scheint, die Zusammenhdnge von Prostaglandinen und CXCR3-Liganden im
Ovarialkarzinom besser zu verstehen. Es gibt Hinweise darauf, dass PGE. (-Catenin
aktiviert (Che et al,, 2017, Li et al.,, 2016). 3-Catenin ist ein Protein mit verschiedensten
Funktionen, dessen Hauptaufgabe in der Aufrechterhaltung eines physiologischen
Zellgleichgewichts liegt. Abnormale Expression von -Catenin fiihrt zu unterschiedlichen
Krankheiten, unter anderem Krebs; in Bezug auf die maligne Transformation gesunder
Zellen kommt -Catenin eine entscheidende Rolle zu (Thakur and Mishra, 2013). Die Rolle
von (-Catenin im Zusammenhang mit bosartigen Tumoren des Menschen ist fiir eine
ansehnliche Anzahl von Tumorarten beschrieben (Zhan et al, 2017). Krebsférdernde
Wirkung entfaltet 3-Catenin beispielsweise iiber die Regulation der Expression von VEGF,
wobei sich ein positiver Einfluss auf die Angioneogenese ergibt (Mann et al., 1999). Diese
Eigenschaft von [(-Catenin deckt sich auch mit der Beobachtung, dass COX-1-
Uberexpression im Ovarialkarzinom positiv mit Neovaskularisation in Verbindung steht
und die selektive Hemmung der COX-1 die Bildung von VEGF negativ beeinflusst; in
derselben Studie konnte der positive Einfluss von PGE; auf die VEGF-Produktion gezeigt
werden (Gupta et al.,, 2003). Damit im Einklang steht auch die Beobachtung, dass COX-2-
Uberexpression im Magenkarzinom in Verbindung mit gesteigerter PGE,-Synthese und
Gefafdneubildung steht (Uefuji et al,, 2000). Somit steht die Wirkung von PGE2 bzw. (-
Catenin in Bezug auf die Angioneogenese von Tumorzellen antagonistisch zur Funktion der
beiden angiostatischen CXCR3-Liganden, was wiederum in Einklang steht mit der

Beobachtung der inversen Korrelation von PGE2 und den beiden CXCR3-Liganden in Bezug
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auf deren IFN-y abhdngige Freisetzung. In Magenkarzinomzellen konnte sogar ein direkter
Zusammenhang zwischen PGE; und der vermehrten Expression von VEGF hergestellt
werden (Ding et al, 2005). Die oben erwahnte inverse Korrelation von PGE; und den
CXCR3-Liganden galt in den untersuchten Ovarialkarzinomzellen allerdings nur fiir die
IFN-y-abhangige Freisetzung der CXCR3-Liganden, nicht jedoch fiir die TNF-a-abhdngige

Freisetzung.

Um die unterschiedlichen Rollen von PGE;in Bezug auf die zytokinabhangige Freisetzung
der CXCR3-Liganden im Ovarialkarzinom besser zu verstehen, miissten jedoch
weiterfiihrende Untersuchungen angestellt werden. Interessant ware beispielsweise die
Frage, Uiber welchen Rezeptor PGE; seine Wirkung in diesem Zusammenhang entfaltet und
in welcher Beziehung dieser Rezeptor mit den aktivierten Signalwegen von TNF-a bzw.
IFN-y steht. Dariiber hinaus scheint es aber durchaus sinnvoll zu sein, nach Wegen der
Beeinflussbarkeit der beobachteten PGE:-Effekte zu suchen. Wie bereits durch die
Versuche dieser Arbeit gezeigt werden konnte, stellt IFN-y das potentere Zytokin in Bezug
auf die Freisetzung der CXCR3-Liganden dar, da es im Gegensatz zu TNF-a sowohl zur

Freisetzung von CXCL9 als auch von CXCL10 fiihrt.

4.4. Inhibition des Cyclooxygenasesystems

Der Einfluss des Cyclooxygenasesystems auf das Tumorgeschehen wurde bereits im
Zusammenhang unterschiedlicher Tumoren untersucht (Bronger et al,, 2012, Kundu et al,,
2002, Li et al, 2012, Liu et al, 2012, Okada et al, 2012). Die Bedeutung der COX-
Uberexpression ist fiir eine Vielzahl von Tumoren bekannt (Uefuji et al., 2000), so auch fiir
das Ovarialkarzinom (Gupta et al, 2003, Ferrandina et al, 2002a): sie ist mit einer
schlechteren Prognose der Erkrankung verbunden (Denkert et al.,, 2002, Liu et al., 2009,
Zhu et al., 2017, Spizzo et al,, 2003, Tian et al., 2003, Pomianowska et al., 2014). Einer der
moéglichen Griinde dafiir konnte in der Tatsache liegen, dass COX-2-Uberexpression im
Ovarialkarzinom mit Chemoresistenz assoziiert ist (Ferrandina et al., 2002a, Ferrandina et
al, 2002b). Auch im Mammakarzinom sind erh6hte intratumorale Konzentrationen von
Cyclooxygenase und PGE: dafiir bekannt, dass sie mit einer schlechteren Prognose und der
Bildung von Fernmetastasen assoziiert sind (Ristimaki et al., 2002, Karmali et al., 1983,
Ranger et al, 2004). NSAIDs als Inhibitoren des Cyclooxygenasesystems haben im
Gegensatz zu den tumorférdernden Eigenschaften der Cyclooxygenasen (unter 4.5.3

ausfihrlicher erldutert) tumorunterdriickende Eigenschaften und sind beispielsweise
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dafiir bekannt, dass sie die Angiogenese von Tumorzellen hemmen (Thun et al., 2002). Auf
Grund der Tatsache, dass es eine Vielzahl an Cyclooxygenaseinhibitoren gibt, deren
pharmakologische Eigenschaften gut beschrieben sind, stellt das Cyclooxygenasesystem

auch fiir das Ovarialkarzinom einen vielversprechenden Therapieansatz dar.

4.4.1. Indometacin

Durch den Einsatz von Indometacin kam es sowohl in OV-MZ-6 Zellen wie auch in SKOV-3
Zellen zu einer Erhéhung der IFN-y-abhangigen CXCL9- und CXCL10-Freisetzung. Analog
zu diesen in-vitro Ergebnissen sind die Beobachtungen aus Schnitten von HGSC, an denen
eine inverse Korrelation von COX-2 und CXCL10 nachgewiesen werden konnte (Bronger et
al, 2016) ebenso wie die inverse Korrelation von CXCL9 und COX-2 in Schnitten des
Mammakarzinoms (Bronger et al, 2012). Diese Ergebnisse konnten Hinweise darauf
liefern, dass die Ergebnisse des in-vitro-Modells in-vivo ebenfalls von Bedeutung sein
konnten. Indometacin als nichtselektiver COX-Inhibitor fiihrt zu einer unspezifischen
Hemmung beider Isoenzyme der Cyclooxygenase in Tumorzellen und ist somit imstande,
den negativen Effekt von PGE; auf die IFN-y-abhingige Chemokinfreisetzung
auszugleichen. In Bezug auf die TNF-a-abhdngige CXCL10-Freisetzung kam es durch
Indometacin zu einer Erhéhung in SKOV-3, nicht jedoch in OV-MZ-6 Zellen. Und das,
obwohl PGE; wie bereits weiter oben ausgefiihrt, keinen negativen Einfluss auf die TNF-a-

abhangige CXCL10-Freisetzung hatte.

Kommen somit fiir den beobachteten Zusammenhang zwischen PGE; und TNF-a COX-
unabhéangige Effekte in Frage? In Bezug auf die Wirkung von COX-Inhibitoren auf bosartige
Neubildungen des Menschen werden sowohl COX-abhdngige als auch COX-unabhingige
Mechanismen diskutiert (Kundu et al., 2005) wie beispielsweise die Wirkung von NSAIDs
auf NF-kB-vermittelte Signale (Yiannakopoulou, 2015). So konnte beispielsweise auch fiir
das NSAID Sulindac eine Wirkung auf die transiente NF-kB-Aktivitat in Mausmakrophagen
nachgewiesen werden (Sakaeda et al,, 2006). Um den genauen Zusammenhang von TNF-a
und Indometacin im Ovarialkarzinom zu klaren, miissten allerdings weiterfithrende

Untersuchungen angestellt werden.

Indometacin kann also zu einer gesteigerten intratumoralen Konzentration der CXCR3-
Liganden fiihren, von denen wiederrum bekannt ist, dass sie die Rekrutierung von CXCR3
positiven T-Zellen und NK-Zellen in solide Tumoren vermitteln (Wendel et al., 2008, Yang

et al, 2006, Gorbachev et al., 2007, Wennerberg et al, 2015). Am Mausmodell fiihrte
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Indometacin, vermittelt durch die Funktion von T-Zellen und NK-Zellen, zu einer
Beeintrachtigung des Tumorwachstums sowie des Metastasierungspotentials von
humanen Karzinomzellen (Kundu and Fulton, 2002, Kundu et al., 2005). Auf der Grundlage
der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ergibt sich der Vorschlag, an den Méglichkeiten
einer Immuntherapie des Ovarialkarzinoms durch Indometacin zu arbeiten, denn die
Behandlung mit Indometacin scheint einen erfolgversprechenden Ansatz darzustellen.
Allerdings lassen einen die Beobachtungen, die am Mausmodell des hepatozelluldaren
Karzinoms (HCC) gewonnen wurden, zu dem Schluss kommen, dass es notwendig ist, die
Auswirkungen von Indometacin auf das Ovarialkarzinom im klinischen Setting naher zu
betrachten. Denn in Bezug auf das HCC konnte gezeigt werden, dass die
Langzeitanwendung von Indometacin die Prognose des HCC verschlechtert (Xu et al,
2015). Somit ware die Durchfilhrung von prospektiven, randomisierten Studien mit
Indometacin an Ovarialkarzinompatientinnen sinnvoll, um zu verstehen, ob die in-vitro
beobachteten Zusammenhdnge auch in-vivo gelten und welche Auswirkungen eine

Langzeitanwendung auf das Krankheitsgeschehen hitte.

4.4.2. ASS

In Anlehnung an frithere Versuche an Brustkrebszellen wurde der Einfluss von ASS auf die
IFN-y abhangige CXCL10-Freisetzung untersucht. Die Versuche an OV-MZ-6 und SKOV-3
Zellen ergaben keinen positiven Zusammenhang zwischen ASS in der verwendeten
Konzentration und der IFN-y abhdangigen CXCL10-Freisetzung. Im Gegenteil, es ergab sich
sogar ein negativer Zusammenhang fiir ASS und die IFN-y abhdngige CXCL10-Freisetzung
in SKOV-3. ASS als nichtselektiver COX-Inhibitor hemmt die Aktivitdt von COX-1 und COX-2
in Ovarialkarzinomzellen und damit die Synthese von PGE;. Wie bereits ausgefiihrt, hat
PGE; einen negativen Einfluss auf die IFN-y abhingige CXCL10-Freisetzung sowohl in
OV-MZ-6 als auch in SKOV-3. Somit ware analog zu den beobachteten Effekten von
Indometacin eine Steigerung der Chemokinfreisetzung durch ASS in den
Ovarialkarzinomzellen zu erwarten gewesen. Da dieser Effekt jedoch ausblieb, liegt die
Vermutung nahe, dass die beobachteten Effekte von ASS in Bezug auf die IFN-y-abhingige
CXCL10-Freisetzung durch COX-unabhidngige Effekte zustande kommen, die im Vergleich
zu dem Einfluss der Cyclooxygenase zu liberwiegen scheinen. Um die Zusammenhinge
besser zu verstehen und die zugrunde liegenden Mechanismen zu kldren, ist jedoch weitere
Forschungsarbeit notwendig. Interessant ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung,

dass der Einfluss von ASS auf das Ovarialkarzinom in der Literatur sehr kontrovers
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diskutiert wird. Auf der einen Seite gibt es retrospektive klinische Studien, die Hinweise
darauf liefern, dass die regelmifiige Einnahme von ASS invers mit dem Risiko, am
Ovarialkarzinom zu erkranken, korrelieren konnte (Akhmedkhanov et al., 2001, Lo-Ciganic
et al., 2012, Cramer et al., 1998, Tavani et al,, 2000, Schildkraut et al., 2006). Auf der
anderen Seite haben prospektive Untersuchungen an 76.821 Teilnehmerinnen der Nurses
Health Study (NHS) aus den USA ergeben, dass es keine Assoziation gibt zwischen der
Anwendung von ASS und dem Risiko, am Ovarialkarzinom zu erkranken, und zwar
unabhéangig von Dosis und Liange der Anwendung (Fairfield et al., 2002). Eine danische
Studie an 4117 Ovarialkarzinompatientinnen ergab ebenfalls, dass durch die Einnahme
einer niedrigen Konzentration von ASS nach Diagnosestellung die Mortalitat der
Patientinnen nicht gesenkt wird (Verdoodt et al., 2018). Somit kommt man zu dem Schluss,
dass die Rolle von ASS in Bezug auf das Ovarialkarzinom bislang nicht eindeutig geklart
werden konnte. Weder in Hinblick auf die Reduktion des Erkrankungsrisikos noch auf die

Verbesserung der Prognose der bereits Erkrankten.

4.4.3. Celecoxib

Als nachstes wurde der Effekt des COX-2-spezifischen Inhibitors Celecoxib auf die
Freisetzung der CXCR3-Liganden untersucht. Obwohl, wie bereits ausfiihrlich erldutert, der
Einsatz von COX-Inhibitoren im Zusammenhang verschiedener Tumoren keinen neuen
Ansatz darstellt, ist Celecoxib der einzige COX-Inhibitor zu sein, dessen therapeutische
Wirkung auf das Ovarialkarzinom bislang in einer prospektiven, randomisierten klinischen
Studie untersucht wurde (Reyners et al., 2012). Im Gegensatz zu Indometacin kam es durch
den Einsatz von Celecoxib in OV-MZ-6 sowie SKOV-3 Zellen zu keiner Zunahme der IFN-y-
abhangigen Freisetzung der CXCR3-Liganden. Der gleiche Effekt zeigte sich in Bezug auf die
TNF-a-abhangige CXCL10-Freisetzung. In der Konzentration von 30 pM fiihrte Celecoxib
sogar zu einer deutlichen Abnahme der zytokinabhdngigen Freisetzung der CXCR3-
Liganden. Ahnliche Ergebnisse brachte auch die Anwendung des in Deutschland nicht
zugelassenen COX-Inhibitors Sulindac an Mausmakrophagen, durch dessen Anwendung es
zu einer verminderten CXCL9 mRNA-Synthese kam (Sakaeda et al., 2006). Um die These zu
stiitzen, dass die im Zusammenhang mit der Celecoxibanwendung beobachteten Einfliisse
auf die Freisetzung der CXCR3-Liganden durch COX-unabhdngige Effekte zustande
kommen und eventuell mit einer Hemmung von NF-kB in Verbindung stehen konnten,
wurden Transfektionsversuche an OV-MZ-6 Zellen durchgefiihrt, um die TNF-a vermittelte

NF-kB-Aktivitiat in Verbindung mit und ohne Celecoxib zu detektieren. Dadurch konnte
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eine Hemmung von NF-kB durch Celecoxib 30 pM, nicht jedoch durch Celecoxib 1 uM in
Bezug auf die TNFa-abhingige NF-kB-Aktivierung nachgewiesen werden. Analoge
Experimente, die an Brustkrebszellen durchgefiihrt wurden, haben ebenfalls ergeben, dass
Celecoxib zu keiner Zunahme der IFN-y-abhdngigen Freisetzung der CXCR3-Liganden
fiihrt; in der Konzentration von 30 pM Celecoxib kam es in den Brustkrebszellen lediglich
zu einer Hemmung der IFN-y-abhangigen CXCL9-Freisetzung, nicht jedoch der CXCL10-
Freisetzung (Bronger et al., 2012). Nicht geklart wurde, wodurch die Unterschiede in der
COX-unspezifischen Hemmung durch Indometacin und der COX-2-spezifischen Hemmung
durch Celecoxib bei der zytokinabhdngingen Chemokinfreisetzung zustande kommen. Die
COX-unabhingigen Effekte von Celecoxib, die auch durch die Transfektionsversuche an
OV-MZ-6 Zellen fiir das Ovarialkarzinom bestatigt werden konnten, sind in der Literatur
bereits ausfiihrlich beschrieben (Grosch et al., 2006, Barlow et al., 2012, Arico et al., 2002,
Zhang et al., 2004) und im Folgenden durch die Abbildung 29 dargestellt.
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Abb. 28: Die vielfiltigen Mechanismen von Celecoxib auf molekularer Ebene und

seine antikarzinogenen Effekte
Direkte Ziele von Celecoxib sind Cyclooxygenase-2, Ca2*-ATPase, protein-dependent kinase 1 (PDK-
1), cyclin-dependent kinases (CDKs) im Komplex mit Cyclinen sowie die Carboanhydrase (CA), die

allesamt wichtige Bestandteile verschiedener Signalwege darstellen. Die Hemmung dieser Proteine
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fiihrt zur Induktion von Apoptose, Zellzyklusarrest, Angiogenese und Metastasierung, welches die
wichtigsten Mechanismen darstellen, liber die Celecoxib seine antikarzinogene Aktivitat entfaltet.

SM = sphingomyelin; SMase = sphingomyelinase; ERK = extracellular signal-regulated kinase; JNK =
c-Jun N-terminal kinase; PLA = phospholipase A; PGs = prostaglandins; EP = prostaglandin
receptor; Ac = adenylate cyclase; PLCB = phospholipase Cf; IP <sub>3</sub> = inositol-1,4,5-
trisphosphate; MEK1/2 = mitogen-activated protein kinase kinase 1/2; PKA = protein kinase A;
cAMP = cyclic adenosine monophosphate; Rap = Ras-associated protein; Raf = Raf protooncogene
serine/threonine-protein kinase; B-Raf = B-raf protooncogene serine/threonine-protein kinase;
BAD = Bcl2-antagonist of cell death; Bcl-2 = apoptosis regulator BCL-2; Bcl-xL = apoptosis regulator
Bcl-xL; Apaf-1 = apoptotic protease activating factor; PKB = protein kinase B; PI3K =
phosphatidylinositol 3-kinase; PDK-1 = phosphoinositide-dependent kinase 1; GSK-33 = glycogen
synthase kinase 3f3; Dsh = disheveled; APC = adenomatous polyposis coli; TCF = T-cell factor; Lef =
lymphoid enhancer factor 1; VEGF = vascular endothelial growth factor; bFGF = basic fibroblast
growth factor; Rb = retinoblastoma; CDK = cyclin-dependent kinase; MMP = matrix
metalloprotease; E2F = transcription factor E2F; Myc = myc protooncogene protein; PPAR =
peroxisome proliferator activated receptor; Fos = protooncogene protein c-fos; NF-kB = nuclear
factor kB; SP1 = transcription factor SP1; EGR-1 = early growth response protein 1; U = ubiquitin.

Ubernommen von: Cyclooxygenase-2 (COX-2)-Independent Anticarcinogenic Effects of Selektive

COX-2 Inhibitors (Grosch et al., 2006).

In dem Wissen um die COX-unabhdngigen Effekte von Celexoxib kommt man zu dem
Schluss, dass die Ursache fiir die unterschiedliche Wirkung von Indometacin und Celecoxib
darin begriindet sein konnte, dass die COX-unabhédngigen Effekte von Celecoxib gegeniiber
der COX-2-spezifischen Hemmung in den Versuchen iiberwogen haben. Man kénnte davon
ausgehen, dass in der Konzentration von 0,1 uM, 1uM und 10 pM sich die COX-
unabhéangigen Effekte von Celecoxib - in diesem Fall die Hemmung von NF-kB - und die
Hemmung der COX-2 durch Celecoxib die Waage halten und Celecoxib somit keinen
Einfluss auf die zytokinabhangige Freisetzung von CXCL9 und CXCL10 hat. Wird Celecoxib
in einer h6heren Konzentration von 30 pM eingesetzt, iberwiegt die Hemmung von NF-«B
zu Ungunsten der Synthese der CXCR3-Liganden. Im Einklang zu dieser Vermutung steht
auch die Beobachtung von Grosch et al, dass die Konzentrationen von Celecoxib, die
notwendig waren, um die in-vitro beobachteten COX-unabhingigen Effekte von Celecoxib
(siehe Abbildung 7) zu aktivieren, hoher waren als die Konzentrationen, mit denen die

COX-2 gehemmt wurde (Grosch et al., 2006).

COX-2 Uberexpression ist ein hiufig beobachtetes Merkmal bosartiger Tumoren

(Ferrandina et al.,, 2002a, Pomianowska et al., 2014, Spizzo et al,, 2003). Die COX-2 wird
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positiv assoziiert mit der Tumorentstehung, vermittelt durch die Unterstiitzung der
Angiogenese (Tsujii et al., 1998, Gately, 2000), die Unterdriickung von Apoptose (Sheng et
al, 1998, Grosch et al, 2006) und die Forderung der Invasivitit sowie des
Metastasierungspotentials von Zellen (Tsujii et al., 1997). Folglich scheint es ein sinnvoller
Ansatz der Krebstherapie zu sein, die COX-2 selektiv zu hemmen. In Bezug auf das
Ovarialkarzinom gehen jedoch die Daten beziiglich der vorherrschenden COX-Isoform
auseinander. Manche berichten davon, dass COX-1 die vorherrschende Isoform im
Ovarialkarzinom ist (Dore et al, 1998, Gupta et al, 2003), wohingegen andere
Forschergruppen zu dem Schluss gekommen sind, dass die COX-2 die iiberwiegend
exprimierte Isoform im Ovarialkarzinom darstellt (Klimp et al., 2001, Matsumoto et al,,
2001). Dabei bleibt jedoch offen, wodurch die jeweilige COX-Uberexpression zustande
kommt. Denn es gibt Hinweise darauf, dass einige giangige Zytostatika, die auch in der
Therapie des Ovarialkarzinoms eingesetzt werden, COX-2-aktivierende Eigenschaften
besitzen (Cassidy et al., 2002, Subbaramaiah et al., 2000). Somit stellt sich die Frage, ob die
COX-2-Uberexpression eine Eigenschaft der Tumorzellen an sich darstellt oder durch die
Zytostatika zustande kommt. Entscheidend ist in Bezug auf diese Fragestellung, ob
immunhistochemische Farbungen zum Nachweis der vorherrschenden COX-Isoform an
unbehandelten Ovarialkarzinomgeweben durchgefiihrt wurden oder aber an Geweben von
Patientinnen, die vorher eine zytoreduktive Therapie durchlaufen haben. Gupta et al
stellen wegen ihrer Forschungsergebnisse, auf Grund derer sie zu dem Schluss gekommen
sind, dass die COX-1 die vorherrschende Isoform im Ovarialkarzinom ist, die Hypothese
auf, dass die selektive COX-1-Hemmung bzw. die nichtselektive COX-Hemmung effektiver
sein konnte als die selektive COX-2-Hemmung (Gupta et al., 2003). Somit divergieren die
Daten beziiglich der Sinnhaftigkeit von COX-1-Hemmung einerseits und COX-2-Hemmung

andererseits in der Literatur.

In Bezug auf die zytokinabhingige Freisetzung der CXCR3-Liganden scheinen die COX-
unabhéangigen Effekte von Celecoxib in Summe zu liberwiegen, was zu einer verminderten
Freisetzung der antikarzinogenen Chemokine fiihrt. Somit stellt sich die Frage, ob
Celecoxib, dessen Einsatz bereits klinisch getestet wurde, wirklich einen geeigneten
Therapieansatz des Ovarialkarzinoms darstellt. In klinischen Studien konnte bislang kein
eindeutiger Nutzen einer Celecoxibtherapie in Bezug auf das Ovarialkarzinom festgestellt
werden. Die DoCaCel Studie zeigte, dass die Zugabe von Celecoxib zu einer

Standardchemotherapie bestehend aus Docetaxel und Carboplatin keinen Vorteil in



4. Diskussion 67

Hinblick auf das Gesamtiiberleben und das rezidivfreie Uberleben von
Ovarialkarzinompatientinnen brachte. Im Gegenteil, die Anwendung von Celecoxib in der
Dosis von 400 mg hatte schwere Nebenwirkungen wie Hautreaktionen, was in 24% der
Fadlle innerhalb der Studie zum vorzeitigen Absetzen von Celecoxib fiihrte (Reyners et al,,
2012). Aufderdem werden kardiovaskulire Nebenwirkungen bedingt durch die
regelmafdige Einnahme von Celecoxib diskutiert (Solomon et al,, 2005), was dazu gefiihrt
hat, dass die FDA Celecoxib zwar einerseits die Zulassung entzog, aber andererseits die
Notwendigkeit des Hinweises auf diese Nebenwirkungen veranlasste (Grosch et al., 2006).
In einem Mausmodell des Kolonkarzinoms zeigte Celecoxib zwar einerseits COX-
unabhdngige tumorunterdriickende Effekte; gleichzeitig kam es aber zu einer
verminderten Anzahl an tumorinfiltrierenden Lymphozyten (de Heer et al., 2008). Das
steht im Einklang mit der in-vitro beobachteten Reduktion der CXCR3-Liganden-

Freisetzung.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Celecoxib auf der einen Seite
tumorunterdriickende Eigenschaften aufweist, auf der anderen Seite aber zu einer
Reduktion der Freisetzung der antikarzinogenen CXCR3-Liganden fiihrt, was wiederum zu
einer verminderten Durchwanderung des Tumors mit Lymphozyten und somit zu einer
schlechteren Uberwachung des Tumors durch das Immunsystem fiihrt (Yang et al., 2006).
Nicht zuletzt sind die nicht zu unterschitzenden Nebenwirkungen von Celecoxib zu

bedenken, die den Gastrointestinaltrakt, die Haut und das Herz-Kreislaufsystem betreffen.

Somit entsteht auf der Grundlage dieser Arbeit der Vorschlag, die Effekte von
nichtselektiven COX-Inhibitoren, insbesondere solcher, die die Freisetzung der CXCR3-
Liganden durch Tumorzellen positiv beeinflussen, in klinischen Studien hinsichtlich ihrer

Beigabe zu Chemo- bzw. Immuntherapien des Ovarialkarzinoms weiter zu erforschen.
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5. Zusammenfassung
Die beiden ELR-negativen Chemokine und CXCR3-Liganden CXCL9 und CXCL10 sind in

Tumoren, so auch im Ovarialkarzinom, vornehmlich in den Tumorzellen lokalisiert und
vermitteln zwei wesentliche Eigenschaften: einerseits die Chemotaxis von
tumorsuppressiven Immunzellen entlang des Konzentrationsgefalles in den Tumor iiber
den CXCR3A-Rezeptor, andererseits angiostatische Effekte iiber den CXCR3B-Rezeptor,
was beides Tumorwachstum und Metastasierung hemmen kann. Im verwendeten in-vitro-
Modell von drei verschiedenen Ovarialkarzinomzellinien wurden die genannten
Chemokine, vermittelt durch die beiden Zytokine TNF-a und IFN-y, von den Tumorzellen in
Abhangigkeit von der verwendeten Konzentration ausgeschiittet. Dabei kam es zu einer
gegenseitigen Signalverstarkung von TNF-a und IFN-y: die simultane Stimulation der
Tumorzellen mit den beiden inflammatorischen Zytokinen fiihrte zu einer um ein
Vielfaches hohere Chemokinausschiittung im Vergleich zur alleinigen Stimulation der
Tumorzellen mit TNF-a oder IFN-y. Im Fortgang wurde die Beobachtung aus mehreren
Forschungsarbeiten, dass COX-1- sowie COX-2-Uberexpression im humanen
Ovarialkarzinom invers Korreliert mit der Anzahl an CD8* TILs und dem Uberleben der
Patienten, weiter verfolgt. Auf der Grundlage dieser Beobachtung wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit die Vermutung aufgestellt, dass die pharmakologische COX-Hemmung
im Ovarialkarzinom zu einer verstirkten Durchsetzung des Tumors mit TILs fiihrt und
dieser Effekt im Zusammenhang mit der CXCR3-Liganden-Expression steht. Gleichzeitig
wurde der Einfluss von PGE; als Hauptmetabolit des Cyclooxygenasesystems auf die
Freisetzung der CXCR3-Liganden untersucht. PGE; hatte in den Versuchen dieser Arbeit
einen negativen Einfluss auf die IFN-y-abhdangige CXCR3-Liganden-Freisetzung. Der Einsatz
des unspezifischen COX-Inhibitors Indometacin fiihrte zu einer Erhéhung der
Chemokinfreisetzung aus den Tumorzellen. Dagegen reduzierte der Einsatz des COX-2-
spezifischen Inhibitors Celecoxib konzentrationsabhdngig die Chemokinfreisetzung aus
den Ovarialkarzinomzellen, am wahrscheinlichsten durch COX-unabhdngige Effekte, z.B.
durch NFkB-Hemmung.

Somit konnte in dieser Arbeit das COX-System als geeigneter pharmakologischer
Angriffspunkt, um die intratumorale Chemokinkonzentration zu erhdhen, identifiziert
werden: Die Beigabe von Indometacin, nicht jedoch von Celecoxib, zu Immuntherapien des
Ovarialkarzinoms sollte in klinischen Studien weiter erforscht werden, mit dem Ziel der

Verbesserung von Immuntherapien durch die Erh6hung der Anzahl an TILs im Tumor.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

A.dest.
BRCA- Gen
BSA
CA 125
CREB
DMEM
DMSO
DNA
EDTA
ELISA
FCS
FIGO
HEPES
HGSC
HNPCC
HRP
HRT
IRF-1
JAK
NK-Zellen
NSAID
PBS
PGE>
PGI>
PGD:
PGF2q
RT
STAT
TIL
VEGF
3xB

Aqua destillata

Breast Cancer Gene

Bovines Serumalbumin

Cancer Antigen 125

cAMP response element-binding protein
Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Ethylendiamintetraessigsdure

Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Fotales Kalberserum

Fédération Internationale de Gynécologie
4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonsdure
High-grade serous ovarian cancer

hereditares nicht-polypdses Kolonkarzinom
Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase)
Hormonersatztherapie (hormone replacement therapy)
interferon-regulatory factor 1

Janus-activated kinase

natiirliche Killerzellen

non-steroidal antiinflammatory drug

Phosphat- gepufferte Kochsalzlosung (phosphate buffered saline)
Prostaglandin E;

Prostaglandin Iz, Synonym Prostacyclin
Prostaglandin D;

Prostaglandin Fzq«

Raumtemperatur

Signal Transducer and Activator of Transcription
Tumor- infiltrierende Lymphozyten

vascular endothelial growth factor

Plasmid mit 3 Bindungsstellen fiir NFxB
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Tabelle 2: Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms

FIGO-Klassifikation von 2014 (www.ago-online.de)

FIGO Stadium | Befundsituation

I Tumor auf die Ovarien oder Tube(n) beschrankt

1A Tumor auf ein Ovar/Tube beschrankt (Kapsel intakt), kein
Tumor an Ovaroberflache, keine malignen Zellen in Aszites oder

Peritonealzytologie

IB Tumor auf beide Ovarien/Tuben beschrankt (Kapsel intakt), kein
Tumor an Ovarien- oder Tubenoberflache, keine malignen Zellen

in Aszites oder Peritonealzytologie

IC Tumor auf ein oder beide Ovarien/Tube(n) beschrankt mit einem
der folgenden Kriterien:

IC1: intraoperative Kapselruptur

IC2: praoperative Kapselruptur oder Tumor auf Ovar- oder
Tubenoberflache

IC3: maligne Zellen in Aszites oder Peritonealzytologie

11 Tumor beféllt ein oder beide Ovarien oder Tube(n) mit

Ausbreitung im Becken oder primares Peritonealkarzinom

1A Ausbreitung und/oder Implantationen auf Uterus und/oder

Tube(n) und/oder Ovar(ien)

1IB Intraperitoneale Ausbreitung innerhalb des Beckens

111 Tumor in einem oder beiden Ovarien oder Tube(n) oder
primares Peritonealkarzinom mit zytologisch oder histologisch
nachgewiesener peritonealer Metastasierung aufserhalb des

Beckens und/oder retroperitoneale Lymphknotenmetastasen

I1A1 Nur positive retroperitoneale Lymphknoten (zytologisch oder
histologisch nachgewiesen)

[IIA1(i): Metastasen bis 10 mm in grofdter Ausdehnung
[ITA1(ii): Metastasen grofder als 10 mm in grofdter Ausdehnung

111A2 Mikroskopisch nachgewiesene peritoneale Metastasen aufderhalb
des Beckens mit oder ohne positive retroperitoneale

Lymphknoten

11IB Makroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens von
bis zu 2 cm mit oder ohne retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen (einschliefilich Leberkapsel und

Milzkapsel, aber ohne parenchymatdse Metastasen)

1HIC Makroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens
grofder als 2 cm mit oder ohne retroperitoneale

Lymphknotenmetastasen (einschliefilich Leberkapsel und
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Milzkapsel, aber ohne parenchymatdse Metastasen)

v Fernmetastasen (ausgenommen Peritonealmetastasen)
IVA Pleuraerguss mit positiver Zytologie
IVB Parenchymatdse Metastasen und Metastasen in

extraabdominalen Organen (einschliefdlich inguinalen
Lymphknoten und Lymphknoten aufserhalb der
Abdominalhohle)
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