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2 Einleitung

2.1 Problemstellung

Jedes Jahr werden in Deutschland 500.000 neue Karzinome der Kopf-Hals-Region
diagnostiziert. Das Plattenepithelkarzinom des oberen Aerodigestiviraktes stellt
hierbei die haufigste Entitat dar (Pickhard, Piontek et al., 2014; Bose, Brockton et al.,
2013). Die meisten dieser neu diagnostizierten Kopf-Hals-Malignome sind bereits
lokal fortgeschritten und zeigen in der Regel eine unglnstige Prognose (Schuler,
Winter et al., 2009). Bei mehr als 50% der Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren kann
keine vollstandige Heilung erreicht werden. In weltweiten Statistiken der
Haufigkeitsverteilung von Krebsarten rickte das Plattenepithelkarzinom des Kopf-
Hals-Bereiches von Platz acht 2010 auf Platz sechs im Jahr 2013 vor (Bose,
Brockton et al., 2013; Goerner, Seiwert et al., 2010).

Sowohl die aufgefuhrten klinischen Ergebnisse als auch die toxischen
Nebenwirkungsprofile der systemischen Chemotherapie verdeutlichen die
Dringlichkeit der Identifikation neuer Biomarker fur eine effektivere Behandlung.
Dabei zeichnet sich die Blockade der auf dem Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR) basierenden Signalwege und seiner Variante Il als vielversprechende
Behandlungsstrategie in der molekularen Tumortherapie ab (Goerner, Seiwert et al.,
2010).

Der EGFR zeigt sich als epidermaler Wachstumsrezeptor in Zellen verantwortlich fur
die Aufrechterhaltung normaler, zellularer Funktionen und fur das Zelliberleben. In
vielen humanen Tumorentitaten findet sich eine funktionelle Dysregulation des EGF-
Rezeptors, die auf einer Uberexpression dieses Wachstumsrezeptors basiert.
Zusatzlich findet man in Tumoren Isoformen des EGFR, so zum Beispiel die
haufigste Extrazellularmutation EGFR vlll. Diese tumorspezifische Variante ist bisher
ausschlieBlich in Tumorgewebe nachgewiesen worden (Pedersen, Meltorn et al.,
2001). Hohe Expressionsraten des EGF-Rezeptors oder das Vorkommen des
konstitutiv-aktivierten EGFR vlll korrelieren eindeutig mit einer schlechten Prognose,

die sich in reduzierter Uberlebenszeit, erhdhtem Metastasierungs- und Rezidivrisiko
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und schlechtem Ansprechen auf Radio- und Chemotherapie manifestiert (Chung,
Zhang et al., 2011; Tang, Gong et al., 2000).

Die hohe Relevanz des EGFR in HNSCC (head and neck squamous cell carcinoma)
spiegelt sich vor allem in den folgenden klinischen Zahlen wider: Der EGFR ist in
Uber 90% aller HNSCC-Falle uberexprimiert und die konstitutiv aktivierte
Deletionsmutante EGFR vlll zeigt sich bereits in 42% aller HNSCC Falle (Sok,
Coppelli et al., 2006).

Mehrere Studien deuten dariber hinaus auf diverse Resistenzmechanismen des
EGFR gegen Targets der aktuellen Standardtherapie hin, wie zum Beispiel gegen
den monoklonalen Antikérper Cetuximab (Erbitux®). Diese Resistenzmechanismen
stehen vor allem in Zusammenhang mit dem Auftreten seiner Deletionsmutation
EGFR vlll (Markovic and Chung, 2012). Cetuximab ist einer der ersten und einzigen
Anti-EGFR-Therapeutika mit nachgewiesenen Uberlebensvorteilen fiir Patienten im
rezidivierenden oder metastasierten Stadium. Bei Auftreten von
Resistenzmechanismen ist dessen Wirksamkeit gegenuber dem EGFR stark
beeintrachtigt und gegentber dem EGFR vlll fast ausgeschlossen.

Eine mogliche Alternative gegen den EGFR und EGFR vllI stellen Tyrosin-Kinase-
Inhibitoren (TKI) dar, welche die intrazellulare Tyrosinkinaseaktivitdt des EGFR
hemmen. In der vorliegenden Arbeit verwendeten Tyrosinkinaseinhibitoren sind zum
einen AG1478 und zum anderen Gefitinib (Iressa®). Die TKI bieten damit die
Moglichkeit sowohl den Wildtyp-EGFR als auch EGFR vlll zu inhibieren. AuRerdem
haben diese molekularen Targets den gro3en Vorteil der oralen Verfugbarkeit, im
Gegensatz zu Cetuximab und seinen Nebenwirkungen im Zusammenhang mit der
intravendsen Verabreichung.

In dieser Arbeit wurden aufgrund genannter Problemstellung alternative
Therapiemoglichkeiten im Vergleich zur aktuellen Standardtherapie des EGFR und

EGFR vlll in vitro ndher untersucht.
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2.2 Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches

Die Malignome des Kopf-Hals-Bereiches umfassen die Geschwdllste des
Gesichtsschadels zusammen mit den oberen Speise- und Atemwegen, den
Speicheldrisen, der Rhino- und Otobasis sowie der Haut im Kopf-Hals-Bereich. Im
alltdglichen Sprachgebrauch sind mit Kopf-Hals-Tumoren (,head and neck cancer®)
meist die Plattenepithelzellen des oberen Aerodigestivirakts, also des Mund- und
Rachenraums, der Nase und der Nasennebenhodhlen sowie des Kehlkopfes gemeint.
Maligne Tumoren des oberen Aerodigestiviraktes stellen Uberwiegend
Plattenepithelkarzinome dar und machen rund 90% in diesem Bereich aus. Dem
Plattenepithelkarzinom als haufigste Malignomform wird in der vorliegenden Arbeit

die groRte Aufmerksamkeit gewidmet (Beck-Mannagetta, Burian et al., 2011).

2.2.1 Epidemiologie

Im Jahr 2002 lag die Zahl der bdsartigen Neuerkrankungen in Deutschland bei ca.
407.900. Dabei stellen Malignome des Kopf-Hals-Bereiches mit einem relativen
Anteil von 4,8% aller Krebsleiden die vierthdufigste Tumorerkrankung hinter dem
Prostata-, dem Lungen- und dem kolorektalen Karzinom, gemeinsam mit dem
Blasenkarzinom, dar (Reiter, Harréus et al., 2009). Weltweit werden die Kopf-Hals-
Malignome im Jahr 2013 an sechster Stelle aller Tumorerkrankungen eingeordnet
(Bose, Brockton et al., 2013).

Die Malignome des Kopf-Hals-Bereiches verteilen sich in der Bevolkerung
folgendermalien: Die altersstandardisierte Inzidenz bei der mannlichen Bevolkerung
liegt bei 25,1/100.000. Damit liegt die absolute Zahl an Neuerkrankungen bei
Mannern bei 7,3%, im Gegensatz zu 2,1% bei der weiblichen Bevdlkerungsgruppe.
Diese Zahl entspricht damit einer altersstandardisierten Inzidenz der Frauen von
5,2/100.000. Manner sind also weitaus haufiger betroffen als Frauen. Diese
Geschlechterverteilung spiegelt sich auch bei dem Vergleich der Mortalitatsraten
wider. Bei einer mannlichen Bevdlkerungszahl von 15.651 lag die Krebsmortalitat der

Kopf-Hals-Tumoren bei 5.250 Fallen. Bei den weiblichen Patienten wurde eine



2 Einleitung | 18

Mortalitat von 1.421 Fallen nachgewiesen, bei einer absoluten Fallzahl von 4.058.
Vergleichbar bei beiden Geschlechtern jedoch ist das mittlere Erkrankungsalter, das
bei ca. 60 Jahren liegt.

Betrachtet man die Verteilung der einzelnen Tumorentitaten im Kopf-Hals-Bereich flr
die Bundesrepublik Deutschland, fallt auf, dass bei Mannern mit einem prozentualen
Anteil von 26,2% der Larynx die hdchste Inzidenzrate darstellt, gefolgt von
Hypopharynx mit einem Anteil von 17,7%. Bei den Frauen Ubernimmt die Flhrung
das Zungenkarzinom mit 19,3% und 19,2% betreffen den Oropharynx.

Der Anteil der Patienten mit primarer Fernmetastasierung ist im Vergleich zu anderen
soliden Tumoren relativ niedrig und liegt bei durchschnittlich 2,2% (Reiter, Harréus et

al., 2009).

2.2.2 Klassifikation

Alle Tumorentitdten werden von der International Unit Against Cancer (UICC) nach
der aktuellen TNM-Klassifikation in Stadien eingeteilt. Zundchst sollen fir das
Verstandnis organubergreifende Prinzipien genauer erlautert werden. Im Anschluss
werden die unterschiedlichen TNM-Klassifikationen fiur die einzelnen Organe des
oberen Aerodigestivtraktes tabellarisch angegeben.

Das TNM-System dient zur Beschreibung der anatomischen Ausbreitung der
Erkrankung und beruht auf den folgenden drei Komponenten: Die sogenannte T-
Kategorie beschreibt die Ausdehnung und das Verhalten des Primartumors. Die N-
Klassifikation meint das Fehlen oder Vorhandensein sowie die Ausbreitung von
regionaren Lymphknotenmetastasen, das heil3t die direkte Ausbreitung des
Primartumors in Lymphknoten. Die dritte Komponente, die M-Kategorie, gibt an, ob
Fernmetastasen fehlen oder vorhanden sind, also ob Metastasen in anderen
Lymphknoten als den regionaren Lymphknoten vorliegen oder ob andere Organe
mitbetroffen sind. Figt man zu den einzelnen Komponenten Ziffern hinzu (TO-T4, NO-

N3, M0-M1), wird die Ausbreitung der malignen Erkrankung genauer angezeigt.
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Das Prafix ,p“ bedeutet, dass die Klassifikation durch eine histopathologische
Untersuchung des entsprechenden Gewebes gesichert ist. Der Zusatz ,c“ steht fur
eine Klassifikation nach klinischer Beurteilung.

Weitere Kennzeichnungen erfolgen durch die vorangestellten Buchstaben m, y, r und
a. Das Suffix ,m“ findet Anwendung, um multiple Primartumoren in einem
anatomischen Bezirk anzuzeigen und wird in Klammern gesetzt. Das ,y“-Symbol
kennzeichnet die Kategorien, die wahrend oder nach initialer multimodaler Therapie
erfolgen. Das Prafix ,r* beschreibt Rezidivtumore, die nach krankheitsfreiem Intervall
auftreten. Wenn ein Tumor bei einer Autopsie klassifiziert wird, wird der TNM-Formel

das Prafix ,a“ vorangestellt. Die folgenden Tabellen zeigen die klinische TNM-

Klassifikation (Wittekind and Meyer, 2010).

pT-Primartumor

pTX Primartumor kann histologisch nicht

beurteilt werden

pTO Kein histologischer Anhalt fur
Primartumor

pTis Carcinoma in situ

pT1-4 Zunehmende Grole und/oder lokale

Ausdehnung des Primartumors bei

histologischer Untersuchung

Tabelle 1: pT-Klassifikation der UICC (Wittekind und Meyer, 2010)



2 Einleitung | 20

pN-Regionare Lymphknoten

pNX Regionare Lymphknoten kdnnen
histologisch nicht beurteilt werden

pNO Histologisch keine regionaren
Lymphknotenmetastasen

pN1 Metastasen(n) in solitarem ipsilateralem
Lymphknoten, 3cm oder weniger in
grofter Ausdehnung

pN2a Metastase(n) in solitdrem ipsilateralem
Lymphknoten, mehr als 3cm, aber nicht
mehr als 6 cm in grofter Ausdehnung

pN2b Metastasen in multiplen ipsilateralen
Lymphknoten, keiner mehr als 6 cm in
grofter Ausdehnung

pN2c Metastasen in bilateralen oder
kontralateralen Lymphknoten, keiner
mehr als 6 cm in grofter Ausdehnung

pN3 Metastase(n) in Lymphknoten, mehr als

6 cm in grof3ter Ausdehnung

Tabelle 2: pN-Klassifikation der UICC (Wittekind und Meyer, 2010)

pM-Fernmetastasen

pMO Keine Fernmetastasen
pM1 Fernmetastasen mikroskopisch
bestatigt

Tabelle 3: pM-Klassifikation der UICC (Wittekind und Meyer, 2010)

Wird eine groRere Spezifitit mancher Hauptkategorien bendtigt, muss weiter

unterteilt werden (z. B. pT1a, pT1b oder pT2a, pT2b) (Wittekind and Meyer, 2010).
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Eine weitere Information Uber den Primartumor kann bei fast allen anatomischen

Lokalisationen unter der Rubrik histopathologisches Grading festgehalten werden.

G-Histopathologisches Grading

GX Differenzierungsgrad kann nicht
bestimmt werden

G1 Gut differenziert

G2 MaRig differenziert

G3 Schlecht differenziert

G4 Undifferenziert

Tabelle 4: Histopathologisches Grading der UICC (Wittekind and Meyer, 2010)

Die bisher aufgefuhrten Kilassifikationen berucksichtigen die anatomische
Ausbreitung des Tumors. Die R-Klassifikation erganzt diese Kategorien durch
Erfassen des Tumorstatus nach stattgefundener Behandlung, also das Fehlen oder

Vorhandensein des Residualtumors (Resttumor).

R-Residualtumor

RX Vorhandensein von Residualtumor kann

nicht beurteilt werden

RO Kein Residualtumor
R1 Mikroskopischer Residualtumor
R2 Makroskopischer Residualtumor

Tabelle 5: R-Klassifikation der UICC (Wittekind and Meyer, 2010)

Die T-Klassifikation fur einzelne Tumore ist unterschiedlich. Die der Kopf-Hals-
Tumore gelten ausschliel3lich fur Karzinome des Lippenrots und fur Karzinome der
Mundhdhle, einschliel3lich jener der kleinen Speicheldrisen. Stets ist eine
histologische Diagnosesicherung unabdingbar (Wittekind and Meyer, 2010). Die
Einteilungen fur TX, TO und Tis sind bereits bekannt (s. Tabelle 1). Die T-
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Klassifikation ausgewahlter Tumore aus dem Kopf-Hals-Bereich zeigen die folgenden

Tabellen.

Lippe und Mundhdhle

T1 Tumor 2 cm oder weniger in grofter
Ausdehnung
T2 Tumor mehr als 2 cm, aber nicht mehr

als 4 cm in groRter Ausdehnung

T3 Tumor mehr als 4 cm in groBter
Ausdehnung
T4a Lippe: Tumor infiltriert durch kortikalen

Knochen, den N. alveolaris inferior in
Mundhéhlenboden oder in Haut (Kinn
oder Nase)
Mundhéhle:  Tumor infiltriert  durch
kortikalen Knochen in auldere
Muskulatur der Zunge (M. genioglossus,
M. hyoglossus, M. palatoglossus und M.
styloglossus), Kieferndhle oder
Gesichtshaut

T4b Lippe und Mundhéhle: Tumor infiltriert
Spatium  masticatorium, Processus
pterygoideus oder Schéadelbasis oder

umschlie3t die A. carotis interna

Tabelle 6: T-Klassifikation der Lippe und Mundhéhle der UICC (Wittekind and Meyer,
2010)
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Oropharynx

T1 Tumor 2 cm oder weniger in grofter
Ausbreitung

T2 Tumor mehr als 2 cm, aber nicht mehr
als 4 cm in grofldter Ausdehnung

T3 Tumor mehr als 4 cm in groter
Ausdehnung oder Ausbreitung zur
lingualen Oberflache der Epiglottis

T4a Tumor infiltriert eine der folgenden
Nachbarstrukturen:  Larynx, aulere
Muskulatur der Zunge (M. genioglossus,
M. hyoglossus, M. palatoglossus und M.
styloglossus), Lamina medialis des
Processus pterygoideus, harten
Gaumen oder Unterkiefer*

T4b Tumor infiltriert Nachbarstrukturen wie
M. pterygoideus lateralis, Lamina
lateralis des Processus pterygoideus,
Schéadelbasis oder umschliel3t die A.

carotis interna

Tabelle 7: T-Klassifikation Oropharynx der UICC (Wittekind and Meyer, 2010)

*Anmerkung.: Schleimhautausbreitung zur laryngealen Oberfldche der Epiglottis von
Primértumoren der Zungenbasis und Vallecula gilt nicht als Invasion des Larynx

Kopf-Hals-Tumore im Bereich des Larynx kénnen in Bezirke unterteilt werden. Die
anatomischen Bezirke des Larynx sind Supraglottis, Glottis und Subglottis. In dieser
Reihenfolge werden die T-Klassifikationen der Bezirke des Larynx in der Tabelle 8

gezeigt. Die jeweiligen Bezirke kdnnen wiederum in Unterbezirke gegliedert werden.
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Supraglottis

T1

T2

T3

T4a

T4b

Tumor auf einen Unterbezirk der
Supraglottis  begrenzt, mit normaler
Stimmlippenbeweglichkeit

Tumor infiltriert Schleimhaut von mehr als
einem benachbarten Unterbezirk der
Supraglottis (z. B. Schleimhaut von
Zungengrund, Vallecula, mediale Wand
des Sinus piriformis), ohne Fixation des
Larynx

Tumor auf den Larynx begrenzt, mit
Stimmlippenfixation, und/oder Tumor mit
Infiltration des Postkrikoidbezirks, des
praepiglottischen  Gewebes  und/oder
geringgradiger Erosion des Schildknorpels
(innerer Kortex)

Tumor infiltriert durch den Schildknorpel
und/oder Dbreitet sich aullerhalb des
Kehlkopfes aus, z. B. Trachea, Weichteile
des Halses eingeschlossen auldere
Muskulatur der Zunge (M. genioglossus,
M. hyoglossus, M. palatoglossus und M.
styloglossus), gerade Halsmuskulatur,
Schilddriise, Osophagus

Tumor infiltriert den Pravertebralraum,
mediastinale Strukturen oder umschlief3t

die A. carotis interna
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Glottis

T1

T2

T3

T4a

T4b

Tumor auf Stimmlippe(n) begrenzt (kann
auch vordere oder hintere Kommissur
befallen), mit normaler Beweglichkeit

T1a Tumor auf eine Stimmlippe begrenzt
T1b Tumorbefall beider Stimmlippen
Tumor breitet sich auf Supraglottis
und/der Subglottis aus und/oder Tumor
mit eingeschrankter
Stimmlippenbeweglichkeit

Tumor auf den Larynx begrenzt, mit
Stimmlippenfixation und/oder Invasion der
Postkrikoidgegend und/oder des
praepiglottischen Gewebes und/oder des
paraglottischen Raumes mit
geringgradiger Erosion des
Schildknorpels (innerer Kortex)

Tumor infiltriert durch den Schildknorpel
und/oder breitet sich aullerhalb des
Kehlkopfes aus, z. B. Trachea, Weichteile
des Halses eingeschlossen auliere
Muskulatur der Zunge (M. genioglossus,
M. hyoglossus, M. palatoglossus und M.
styloglossus), gearde Halsmuskulatur,
Schilddriise, Osophagus

Tumor infiltriert den Préavertebralraum,
mediastinale Strukturen oder umschlief3t

die A. carotis interna
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Subglottis

T1 Tumor auf die Subglottis begrenzt

T2 Tumor breitet sich auf eine oder beide
Stimmlippen aus, diese mit normale oder
eingeschrankter Beweglichkeit

T3 Tumor auf den Larynx begrenzt, mit
Stimmlippenfixation

T4a Tumor infiltriert durch den Schildknorpel
und/oder Dbreitet sich aullerhalb des
Kehlkopfes aus, z. B. Trachea, Weichteile
des Halses eingeschlossen aullere
Muskulatur der Zunge (M. genioglossus,
M. hyoglossus, M. palatoglossus und M.
styloglossus), gerade Halsmuskulatur,
Schilddriise, Osophagus

T4b Tumor infiltriet den Pravertebralraum,
mediastinale Strukturen oder umschlief3t

die A. carotis interna

Tabelle 8: T-Klassifikation des Larynx (Supraglottis, Glottis, Subglottis) der UICC
(Wittekind and Meyer, 2010)

Tabelle 9 listet die Stadiengruppierung aller Kopf-Hals-Tumore auf, ausgenommen

die der Speicheldrisen und der Schilddrise.
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Stadien T N M
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadiumll T2 NO MO
Stadium Il T1, T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO
Stadium IVA  T1,T2, T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO
Stadium IVB  Jedes T N3 MO
T4b Jedes N MO
Stadium IVC  Jedes T Jedes N M1

Tabelle 9: Stadieneinteilung/TNM-Klassifikation der UICC (Wittekind and Meyer, 2010)

2.2.3 Atiologie und Risikofaktoren

Die Genese der Malignome des Kopf-Hals-Bereiches und im Speziellen des oberen
Aerodigestivtraktes ist multifaktoriell. Auslésende Faktoren sind insbesondere Nikotin
und Alkohol, auRRerdem virale Infektionen, kanzerogene Chemikalien, UV- und
radioaktive Strahlung, ein geschwachtes Immunsystem (z. B. HIV-Infektion),
schlechte Mundhygiene und chronische Traumen (Gellrich, Gutwald et al., 2004).
80% aller HNSCC-Falle koénnen dabei einer erhdhten Exposition von Tabak
zugeschrieben werden (Bose, Brockton et al., 2013). Vermutlich wird durch
Alkoholkonsum die toxische Wirkung des Rauchens potenziert, in dem die
plattenepithelialen Barrieren der Schleimhaut geschwacht werden. Durch das
Rauchen werden vor allem orale und pharyngeale Karzinome verursacht. Somit sind
die Tumoren der Mundhdhle, des Pharynx und des Larynx Uberwiegend exogen-
toxisch bedingt. Das Risiko von Rauchern gegenulber Nicht-Rauchern ist um den
Faktor 3-6, je nach Tabakkonsum, erhdht. Das Risiko von Rauchern mit einem
Mundhoéhlenkarzinom bei gleichzeitigem Alkoholkonsum ist gegenuber alleinigem

Tabakkonsum nochmals um den Faktor 2,5 erhoht (Gellrich, Gutwald et al., 2004).



2 Einleitung | 28

Hier sei angemerkt, dass moderater Alkoholkonsum (10-19 g) wenig bis gar keinen
Effekt zeigte (Lewin, Norell et al., 1998). Flr bestimmte Tumorlokalisationen, wie
zum Beispiel innere Nase und Kehlkopf, sind auch berufliche inhalative Noxen als
Induktoren denkbar (z. B. Metall- und Holzstdube, chrom- und nickelhaltige Lacke
und Farben). Die Entstehung bestimmter Karzinome, wie das der Mundhohle oder
des Larynx, kobnnen auch viral bedingt sein. Humane Papillom Viren (HPV),
besonders HPV-16, spielen hier wohl eine mal3gebliche Rolle. Der Subtyp HPV-16
soll fur mehr als 90% aller HPV-assoziierten HNSCC-Falle verantwortlich sein. Im
Allgemeinen ist das vermehrte Auftreten von HPV-induzierten oralen
Plattenepithelkarzinomen bei Erwachsenen zwischen 40 und 55 Jahren zu
bemerken. Tatsachlich ist dabei das mannliche Geschlecht von HPV-assoziierten
Malignomen des Kopf-Hals-Bereiches haufiger betroffen als das weibliche. Diese
Tatsache wird mit dem Sexualverhalten in Zusammenhang gebracht (Bose, Brockton
et al., 2013). DarlUber hinaus wird im Rahmen der viralen Genese das Epstein-Barr-
Virus als Risikofaktor fur Nasen-Rachen-Karzinome genannt (Gellrich, Gutwald et al.,

2004).

2.2.4 Pathologie

Uber 90% der Malignome im Kopf-Hals-Bereich sind Plattenepithelkarzinome (Beck-
Mannagetta, Burian et al., 2011). Das Plattenepithelkarzinom per se ist ein maligner
Tumor von plattenepithelialem Phanotyp und zahlt damit zu den invasiv wachsenden
Karzinomen. Es entsteht vornehmlich im Plattenepithel (Haut, Mund-,
Osophagusschleimhaut, Vagina) oder in Schleimhautepithelien mit der Potenz zu
Plattenepithelmetaplasien (Uterus-, Zervix-, Bronchial-, Urothel- und
Gallenblasenschleimhaut) (Bocker, Denk et al.,, 2008). Das plattenepithelial
differenzierte Karzinom kommt zu 90% mit oder ohne Verhornung vor. Der
verhornende Typ zeigt die Verhornung in Form von Einzelzellverhornungen und als

konzentrische Hornperlen.
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Das Ausmaly an Hornbildung sowie das Vorhandensein von Interzellularbricken
lassen auf den histologischen Malignitatsgrad schliel3en (lhrler and Weiler, 2009).
Histopathologisch, prognostisch und damit auch therapeutisch sind von dem
histologisch typischen Plattenepithel folgende Varianten zu unterscheiden: Eine
prognostisch sehr glnstige Variante des Plattenepithelkarzinoms ist das sehr
seltene, hoch differenzierte verrukdse Karzinom (Ackerman-Tumor). Es wéachst
langsam und metastasiert nicht. Mit einer weitaus schlechteren Prognose stellt sich
das basaloide Plattenepithelkarzinom als eine weitere Variante dar. Es wachst rasch
und aggressiv. Zu den weiteren seltenen Varianten zahlen das spindelzellige und
das adenosquamése Karzinom. Das spindelzellige Karzinom zeigt eine &ahnliche
Prognose wie das histologisch typische Plattenepithelkarzinom. Das adenosquamdése
Karzinom, eine aggressive, aber ebenfalls seltene Sonderform, stellt eine Mischung
aus Plattenepithelkarzinom- und Adenokarzinomanteilen dar (lhrler and Weiler,
2009).

Aus histologischer Sicht sind die Tumorzellen grol3, polygonal oder spindelzellig mit
Kernatypien und atypischen Mitosefiguren. Makroskopisch ist meist ein endophytisch

wachsender, knotiger, oberflachlich ulzerierter Tumor festzustellen.

2.2.5 Molekularpathologie

In den letzten Jahren konnte sich ein Modell fur die Initiation und Progression von
Kolonkarzinomen etablieren, welches sich nun zu einem Paradigma fur andere
humane Tumoren entwickelt hat. Ahnlich wie das Kolonkarzinom geht das HNSCC
aus pramalignen Vorlauferzellen hervor, wie einer Leukoplakie, Erythroplakie oder
einer Dysplasie. Daraus entsteht durch Gberschieendes Wachstum von klonogenen
Populationen, die mit kumulativen Genalterationen und phanotypischen
Veranderungen assoziiert sind, eine maligne, invasive Tumorzelle. Diese
Genalterationen resultieren in einer Inaktivierung von multiplen
Tumorsuppressorgenen und der Aktivierung von Protoonkogenen, basierend auf der

Veranderung der DNA durch Deletionen, Punktmutationen, Promotormethylierung
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und Genamplifikation (wie zum Beispiel p16ink4A TP53 (Tumor-Protein 53), Cyclin
D1, p14ARF  fragile histidine triad protein (FHIT), Ras association domain family 1
isoform A (RASSF1a), dem epidermal growth factor receptor (EGFR) und
Retinoblastom (Rb)). Anhand dieser Fakten wurde folgendes hypothetisches Modell
fur die Entstehung fur HNSCC von Califano et al. entworfen und von Perez-Ordofioez

modifiziert (Perez-Ordoiez, Beauchemin et al., 2006):

«9p21
Deletion ¢11q13
*p16/pl4 *3p +13q21 .18q
Inaktivie Deletion *8p Deletior
rung «17p13 Deletion +10q23
e Trisomie (p53 e Aneuplo «3026
7 Mutatio idie ,?
«EGFR nen) «Cyclin epTen
e Telomer * Tetraplo D1 Inaktivie
ase idie Amplifik Fung
Aktivier ation

ung

Abbildung 1: Hypothetisches Modell der Tumorentstehung von Kopf-Hals-Tumoren;
modifziert nach Perez-Ordofiez et al., 2006

2.2.6 Prognosefaktoren

Die Prognose der Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome des oberen Aerodigestivtraktes
ist von unterschiedlichen Faktoren abhangig. Es spielen fur die prognostische
Einschatzung einer Tumorerkrankung sowohl klinische als auch patientenbezogene,
histopathologische und inzwischen auch neuartige Faktoren eine entscheidende
Rolle, wie beispielsweise der HPV-Status (Lehnerdt, Hoffmann et al., 2010).

In der Klinik sind seit den 1970er Jahren Tumorlokalisation, -grof3e, -volumen und -
kategorie/-stadium entsprechend der  TNM-Klassifikation und deren
Zusammenfassung zum UICC-Stadium wesentliche etablierte Tumormarker, anhand

derer auch die Therapiemodalitaten abgewogen werden. Beispielsweise betragt die
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mediane Uberlebenszeit bei primérer Metastasierung deutlich weniger als ein Jahr
(Roper and Holzel, 2009).

Prognosefaktoren, die in Bezug auf den Patienten selbst entscheidend sind, sind
zum einen das Alter und zum anderen das Geschlecht. So stellen ein hohes Alter
und das mannliche Geschlecht etablierte negative Prognosemarker dar. Wie bereits
bei den Risikofaktoren erwahnt, muss der Tabakrauch als Risikoparameter
schlechthin genannt werden wund beeinflusst unter Strahlentherapie den
Therapieerfolg nachteilig und damit das Uberleben insgesamt. AuRerdem wird das
Risiko fur das Auftreten von HNSCC unbestritten durch simultanen Tabak- und
Alkoholkonsum potenziert. Zu den patientenbezogenen Faktoren zahlt aullerdem der
Hamoglobinwert. Vor allem im Hinblick auf den Therapieerfolg der Strahlentherapie
korreliert ein niedriger Hb-Wert mit einer verminderten lokalen Kontrolle und einem
reduzierten Gesamtiberleben bei Patienten mit HNSCC nach Strahlentherapie
(Lehnerdt, Hoffmann et al., 2010). Weiter konnte auch ein eindeutiger
Zusammenhang zwischen dem Nachweis von Tumorhypoxie und signifikant
unguinstigen Uberlebensdaten gezeigt werden (Réper and Hélzel, 2009).

Die folgenden Parameter sind histopathologisch zu erheben: Aus einer Tumorbiopsie
lasst sich das Grading abschatzen. Das Rezensionsmaterial kann demnach nach
dessen Differenzierungsgrad (plattenepitheliale Differenzierung, Grad der zellularen
Pleomorphie und Mitoseindex) und nach dessen Tumorinvasionsfront beurteilt
werden. Weitere negative pathologische Prognosefaktoren sind der Nachweis eines
Kapseldurchbruchs der Tumorzellen in der Lymphknotenmetastase und die
maximale Tumordicke. So steigt das Risiko flur eine Lymphknotenmetastasierung mit
steigender Tiefenausdehnung. Eine prognostische Relevanz konnte ebenfalls bei
Lymphangiosis carcinomatosa und Nerveninfiltration nachgewiesen werden.
Ebenfalls negativer histopathologischer Prognosefaktor sind Resektionsgrenzen
unter 5 mm (,close margins®) oder eine R1-Resektion (Roper and Hdlzel, 2009).

Zu den neueren Prognosefaktoren, deren Bedeutung noch unklar ist, zahlt der

EGFR. Dieser besitzt derzeit jedoch noch keine Relevanz in der klinischen Praxis. In
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Phase-IlI-Studien konnte aber bereits unter Einsatz von EGFR-Inhibitoren zuséatzlich
zur Strahlentherapie eine Verbesserung des Uberlebens gegeniiber einer
Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Auferdem ist bekannt, dass seine
Uberexpression in HNSCC untere anderem prometastatischen Charakter besitzt

(Lehnerdt, Hoffmann et al., 2010).

2.2.7 Therapiestandards

Die Therapie von Kopf-Hals-Tumoren basiert im Wesentlichen auf drei Saulen,
namlich der chirurgischen Intervention, der Bestrahlung und der zytostatischen
Chemotherapie. Die chirurgische Therapie von malignen Tumoren des Kopf-Hals-
Bereiches hat dabei zwei Schwerpunkte: Zum einen das Ziel einer vollstandigen
Tumorresektion  einschlieBlich  vorhandener  Lymphknotenmetastasen  (RO-
Resektion), zum anderen den rekonstruktiven Anspruch (Pouget-Schors,
Zimmermann et al., 2009). Die Lymphknotenmetastasen werden in der Regel durch
eine Neck dissection (ND) entfernt. Art und Umfang der ND sind hierbei abhangig
von Stadium und Lage des Tumors sowie von dem Lymphknotenstatus. Ob die ND
einseitig oder beidseitig durchgeflhrt wird, wird von der Lokalisation des Tumors (z.
B. Uberschreiten der Mittellinie) oder dem Risiko fiir eine kontralaterale
Metastasierung (z. B. Zungengrundtumoren) abhangig gemacht.

Die Strahlenbehandlung erfolgt in erster Linie als perkutane Therapie mit
Linearbeschleuniger. Im Bezug auf die Chemotherapie sind fur die Monotherapie
Cisplatin/Carboplatin, Methotrexat, Bleomycin, Ifosphamid und 5-Fluoruracil (5-FU)
am besten untersucht. In der Kombinationstherapie sind Platinderivate, Taxane,
Methotrexat, Mitomycin und 5-FU als wichtigste Kombinationspartner etabliert. Bei
Plattenepithelkarzinomen gelten jedoch die Platinderivate als die wirksamsten
Zytostatika (Gellrich, Gutwald et al., 2004). Zu den neueren Substanzen gehort unter
anderem der monoklonale Antikdrper Cetuximab, der ein spezifisches Target gegen

den EGF-Rezeptor darstellt.
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Vor Therapiebeginn sollten Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches mit
Hilfe der TNM-Klassifikation eingeteilt und schliellich nach Stadien gruppiert werden
(s. Tabelle 9). An dieser Stadieneinteilung orientiert sich die Entscheidung, welche
Therapie vorzunehmen ist. Demnach st die Therapie abhangig von
Tumorlokalisation und Tumorausbreitung.

Tumore mit seltenem Vorkommen, wie Plattenepithelkarzinome  der
Nasennebenhdhlen und des Nasopharynx, sind von den folgenden klinischen
Empfehlungen ausgeschlossen: In frihen Stadien (I, Il) bietet eine chirurgische
Intervention oder eine Radiotherapie (externe Radiotherapie oder Brachytherapie)
gleichermalen lokoregionare Kontrolle. Die Tumorresektion erfolgt dabei immer mit
einem auf die Tumorart abgestimmten  Resektionsrand, der bei
Plattenepithelkarzinomen mit einem Zentimeter empfohlen wird (Schuler, Winter et
al., 2009). Standardisierte Vorgehensweisen fur lokal fortgeschrittene Tumore, die
den Stadien IlI-IV entsprechen, sind die chirurgische Tumorresektion einschlief3lich
rekonstruktiver Verfahren mit postoperativer Bestrahlung. Bei Patienten mit
Hochrisikofaktoren, wie extrakapsulare Ausbreitung und/oder R1-Resektion, stellt die
postoperative Radiochemoradiotherapie mit einem Platinderivat die Therapie der
Wahl dar. Ist eine operative Sanierung nicht moglich, so wird eine primare
kombinierte Radiochemotherapie praferiert. In diesem Zusammenhang gibt es bisher
keinen Vergleich zwischen der Kombination Strahlentherapie und Cetuximab oder
Cisplatin, weshalb hier die therapeutische Entscheidung schwer zu féllen ist. Bei
nicht kurativer Zielsetzung fur das Stadium IV C gelten palliative Therapiekonzepte.
In ausgewahlten Fallen mit Lokalrezidiv kann entweder eine Operation (wenn
operabel) oder eine erneute Bestrahlung in Erwdgung gezogen werden. In den
meisten Fallen jedoch stellt sich die palliative Chemotherapie als Standardoption
heraus. Fur die betroffenen Patienten, die sich in gutem Allgemeinzustand befinden,
gilt als Erstlinientherapie die Kombination aus Cetuximab und Cisplatin oder 5-FU

und Carboplatin. Fur Patienten, deren Toleranz fur eine Polychemotherapie als
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niedrig eingestuft wird, empfiehlt sich eine Monochemotherapie mit Methotrexat
(Grégoire, Lefebvre et al., 2010).

Die Therapiekonzepte beruhen demzufolge auf einem interdisziplindren
Zusammenspiel. Dessen Ziel sollte es sein, ein fur jeden Patienten passendes,
individuelles Therapieprotokoll zu entwickeln, das unter Ausnutzung aller
diagnostischer, therapeutischer und supportiver Moglichkeiten und bei moglichst
geringer Nebenwirkungsrate den Wunsch des Patienten und den bestmdglichen

Erhalt der Lebensqualitat bertcksichtigt.

2.3 Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

2.3.1 EGF-Rezeptor und seine Rezeptorfamilie

Der EGFR ist ein epithelialer Wachstumsrezeptor und ein typischer Vertreter der
Rezeptortyrosinkinasen. Auf dem Weg seiner Entdeckung wurde 1962 von Cohen
und seinen Kollegen zunachst der Ligand des EGFR entdeckt, der epithel growth
factor (EGF) (Gan, Kaye et al., 2009; Cohen, 1962). Nach der Identifizierung der
Aminosaurensequenz des EGF und seiner spezifischen Bindungsstelle konnte 1978
der dazugehérige Rezeptor als 170 kDa Membran-Komponente nachgewiesen
werden. Das EGFR-Gen besteht aus insgesamt 26 Exons und ist am kurzen Arm des
Chromosoms 7 (p11-p13) lokalisiert (Gschwind, Fischer et al., 2004; Batra,
Castelino-Prabhu et al., 1995).

Der EGFR ist ein Mitglied der ErbB (erythroblastic leukemia viral oncogene homolog)
-Familie, die wiederum als Mitglied der Transmembranrezeptortyrosin-Superfamilie
der Subklasse | zugehort. Die ErbB-Familie setzt sich aus insgesamt vier Mitgliedern
zusammen: ErbB1, auch genannt HER1 oder EGFR, ErbB2 (Neu, HER-2), ErbB3
(HER3) und ErbB4 (HER4) (Zhang, Stiegler et al., 2010). Der ErbB1-/EGF-Rezeptor
zeigt sich als Einzelketten-Transmembran-Glykoprotein, das den charakteristischen
Aufbau der humanen ErbB-Familie aufweist, bestehend aus drei funktionellen Teilen:

Die Extrazellulardoméane, die Transmembrandomane und die zytoplasmatische
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Region.

Die Extrazellulardomane (EZD) besteht aus insgesamt vier Proteinsubdomanen:
Zwei homologe Ligandenbindedoménen (L1 und L2) und zwei ebenfalls homologe
cysteinreiche Domanen (C1 und C2) (Batra, Castelino-Prabhu et al., 1995; Pedersen,
Meltorn et al., 2001). Diese sogenannten Subdomanen |, Il, Ill und IV zeigen in ihrem
Aufbau die folgende Reihenfolge: L1-C1-L2-C2 (s. Abb. 2). Die Ligandenbindung
wird Uber die L1 und die L2 Domane vermittelt, wahrend die C-Domanen die
Rezeptordimerisierung regulieren (Ferguson, Berger et al.,, 2003). Die
Transmembrandomane zeigt einen alpha-helikalen Aufbau. Sie verankert den
Rezeptor in der Zellmembran und ist unter anderem an der Rezeptordimerisierung
beteiligt.

Der Intrazellularteil (1ZD) besteht zu 50% aus der Tyrosinkinase, die wiederum
Threonin-, Serin- und Tyrosinreste aufweist. Diese Aminosaurereste konnen im Laufe
der Rezeptoraktivierung phosphoryliert werden und die Interaktion mit
Effektormolekilen erméglichen (Blume-Jdensen and Hunter, 2001). Die andere Halfte
der Intrazellulardomane setzt sich aus der Juxtamembrandoméne und der
carboxyterminalen Region zusammen. Die Juxtamembrandomane liegt zwischen der
Zellmembran und der Tyrosinkinase und hat regulatorische Funktion hinsichtlich
Rezeptor-Downregulierung und -sensibilisierung (Zhang, Stiegler et al., 2010;

Pedersen, Meltorn et al., 2001)
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau des ErbB-Rezeptors; modifiziert nach Warren und
Landgraf, 2006

2.3.2 Mechanismus der EGFR-Aktivierung

Die Aktvierung des Rezeptors erfolgt in mehreren Schritten. Zunachst passiert die
Ligandenbindung Uberwiegend durch die L2-Domane und unter geringer Beteiligung
der L1-Doméne. Die Bindung eines passenden Liganden (epidermal growth factor
(EGF), transforming growth factor a, Amphiregulin, Epigen, Betacellulin, Heparin-
binding EGF-like growth factor) fuhrt zu einer Dimerisierung des Rezeptors, an der
die C1-Doméane malgeblich beteiligt ist (Ogiso, Ishitani et al., 2002; Pedersen,
Meltorn et al., 2001). Die Dimerisierung kann erfolgen, indem ein Ligand zwei
Rezeptorbindungsstellen besitzt und gleichzeitig an zwei Rezeptormolekile bindet,
oder indem der Ligand als Dimer zwei Rezeptoren miteinander verbindet (Rassow,
Hauer et al., 2008).

Bei der Dimerisierung zweier Tyrosinkinaserezeptoren kdnnen sich sowohl Hetero-
als auch Homodimere innerhalb der ErbB-Familie ausbilden (Zhang, Stiegler et al.,

2010). Infolge der Rezeptordimerisierung und der damit verbundenen
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Konformationsanderung kommt es zur Ausbildung eines asymmetrischen
Tyrosinkinasedimers. Hier interagiert der C-Lobe der einen Tyrsoinkinase als Donor
mit dem N-Lobe der anderen Tyrosindomane (Akzeptor) (Blume-Jensen and Hunter,
2001). Mit Hilfe dieser Interaktion zweier Tyrosinkinasen wird die Tyrosinkinase des
Akzeptors durch Autophosphorylation allosterisch aktiviert (Zhang, Stiegler et al.,
2010). Durch diese Autophosphorylation kann die Kinase ihrerseits wiederum
Tyrosinreste der zytostolischen Doméane des Rezeptors phosphorylieren. Die neu
gebildeten Phosphotyrosinreste dienen als sogenannte ,Docking-sites® fur
Signaltransduktionsmolekile mit Src homolgy (SH2)- und phosphotyrosine binding
(PTB)-Doménen. Uber diese Doméanen kann eine Plattform von Signalmolekiilen
Uber verschiedene Mechanismen aktiviert werden (Rassow, Hauer et al., 2008,
Hunter, 2001). Abhangig von Ligand und gebundenem downstream-Molekul werden
Signalkaskaden induziert, die fur unterschiedliche zellulare Prozesse verantwortlich

sind.

2.3.3 Liganden-vermittelte EGFR-Signaltransduktion

Die Signaltransduktion beschreibt eine Zellkommunikation, bei der extrazellulare
Signale in das Zellinnere Uber unterschiedliche Signalwege weitergeleitet werden.

Die Signalkaskaden, die nach Aktivierung des EGFR induziert werden, vermitteln
folgende Zelleigenschaften: Uberleben, Proliferation, Angiogenese, Migration und
Invasion. Der EGFR spielt damit eine essentielle Rolle bei der Entwicklung von
Normalgewebe, indem er Morphogenese und Differenzierung vermittelt
nachgeschalteten Signalwege werden im Folgenden beschrieben (Dutta and Maity,

2007).

1. Einen der Hauptsignaltransduktionswege stellt der rat sarcome Protein-rat
fibrosarcoma-Mitogen-aktivierte  Proteinkinase-Weg (Ras-Raf-Map-Kinase-
Weg) dar. Uber die EGFR-Stimulation wird Son of Sevenless (Sos) aktiviert.

Indem Sos den Austausch von rat sarcome Protein (Ras) gebundenem GDP
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gegen GTP ermdglicht, erfolgt die Aktivierung von Ras, ein monomeres G-
Protein, das seinerseits wiederum das rat fibrosarcoma Protein (Raf) aktiviert.
Das aktivierte Ras-Protein 16st eine Reihe von Phosphorylationen aus. Auf
diesem Weg wird die extracellular signal regulated kinase 1/2/mitogen
aktivated protein kinase (ERK1/2/MAPK) in Gang geschaltet. Somit nimmt der
EGFR Einfluss auf den Zellzyklus (Alroy and Yarden, 1997; Dutta and Maity,
2007).

2. Ein weiterer bedeutender Signalweg, der entweder direkt Gber den EGFR oder
sekundar Uber Ras initiiert wird, ist die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3)/AKT-
Kaskade. Die PI3-Kinase phosphoryliert Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5,-trisphosphat (PIP3). PIP3 rekrutiert dann
die Proteinkinase B (PKB=AKT) zur inneren Zellmembran. Einerseits vermittelt
PIP3 Uber die Aktvierung des mammilian target of rapamycin (mTOR) durch
die PKB die Proteinsynthese und das Zellwachstum. Andererseits nimmt PIP3
Einfluss auf die Motilitdt der Zellen, indem es das Protein Rac aktiviert. Die
Phosphatase PTEN (phosphatase and tensin homolog) hemmt in diesem
Zusammenhang die Aktivitdt der PI3-Kinase und damit die Proteinkinase B
(AKT).

3. Des Weiteren wird uber die EGFR-Phosphorylation die Janus-Kinase (JAK)
aktiviert. JAK wiederum vermittelt die Aktivierung der signal transducers and
activators of transcription Proteine (STATs) und férdert so das Uberleben der
Zelle.

4. Eine andere Moglichkeit der Signalweiterleitung stellt die Aktivierung der
Phospholipase C (PLC) dar. Diese wird zu Phosphatidylinositolbisphosphat
(PIP2) und Diacylglycerine (DAG) gespalten. DAG wiederum aktiviert die

Proteinkinase C (PKC) und vermittelt auf diesem Weg die Zellproliferation.

Abbildung 3 veranschaulicht die oben beschriebenen Signalwege des EGFR.
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Abbildung 3: Signalwege des EGFR; modifziert nach Dutta et al., 2007

2.3.4 Veranderte Rezeptoraktivitat

Der EGFR hat eine entscheidende regulatorische Rolle fur das Zellwachstum in
unverandertem Epithelgewebe. Kommt es zu einer Dysregulation des EGFR und
seiner nachgeschalteten Signalwege, hat dies eine Transformation zu Malignomen
epithelialen Ursprungs zur Folge. Eine Dysregulation als Kosenquenz einer EGFR
Uberexpression an der Zelloberflache ist oft mit einer Genamplifikation oder einer
Mutation assoziiert (Gan, Kaye et al., 2009). Die am haufigsten vorkommende

Variante ist die EGFR Variante Ill (EGFR vlll) (Markovic and Chung, 2012).

2.4 EGFR Variante Il (EGFR vlll)

2.4.1 Grundlagen der EGFR vllI-Genvariante

Die EGFR vlll (auch de2-7 EGFR oder A-EGFR) ist die haufigste extrazellulare
Mutation des EGFR (Markovic and Chung, 2012). Sie wurde erstmals in
Glioblastomen entdeckt (Pedersen, Meltorn et al., 2001). EGFR vlll ist eine
tumorspezifische Variante und wurde bisher nicht im Normalgewebe beobachtet. Die

vlll-Variante resultiert aus einer in-frame Deletion von 801 Basenpaaren, die dem
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Verlust der Exons 2-7 der mRNA und den Aminosaurereste 6-273 der
Extrazellulardomane entsprechen. An der Fusionsstelle der entstandenen
Aminosaurereste wird Glycin als neue Aminosaure generiert. Damit weist EGFR vlI|
eine einzigartige primare Sequenz auf. Daraus resultiert ein im Vergleich zum
Wildtyp (170 kDa) verkleinertes Protein von 150 kDa mit einer verkirzten
Extrazellulardomane (Pedersen, Meltorn et al., 2001; Batra, Castelino-Prabhu et al.,
1995). AulBerdem ist zu erwadhnen, dass der EGFR vlll neben einer genomischen
Deletion auch durch alternatives Splicing entstehen kann (Pedersen, Meltorn et al.,
2001). Charakteristikum des EGFR vlll ist, dass er keine Liganden binden kann und
trotzdem konstitutiv phosphoryliert und somit fahig ist, downstream-Signalkaskaden

zu aktivieren (Gan, Cvrljevic et al., 2013).
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2.4.2 Liganden-unabhangige Dimerisierung und

Rezeptoraktivitat des EGFR vlll

Durch den Verlust von 267 Aminosauren fehlen der Deletionsmutante die gesamte

L1-Doméane und zwei Drittel der C2-Domane (Pedersen, Meltorn et al., 2001).

L1 Domane
AS1-134 EGFRvIII
Verlust der Aminosauren

2
I
w

C1 Domane
] NH3
AS 13.5 3-12 6-273 und Insertion von
cysteinreich Glycin an Fusionsstelle
L2 Domine _{ l zwischen AS-Rest 5 und 274
AS 313- 446

C2 Domdne
AS 447- 621
cysteinrei

Juxtamembran
domane
AS 645- 689

—
— 4

Tyrosinkinase
AS 690- 954

Regulatorische
Domine
AS 955- 1186 _ _
COOH COOH

o o

Abbildung 4: Aufbau des humanen EGFR und des EGFR vlll; modifiziert nach
Pedersen, 2001

Damit verliert die EGFR vlll im Gegensatz zum Wildtyp-EGFR die Eigenschaft
Liganden zu binden (Jorissen, Epa et al., 2000). Die Dimerisierung der EGFR vlll
scheint demnach unabhangig von einer Ligandenbindung und unkontrolliert zu
erfolgen. Der Mechanismus der Dimerisierung per se ahnelt der ligandenabhangigen
Dimerisierung des EGFR (Chu, Everiss et al., 1997; Tang, Gong et al., 2000). Die
konstitutiv-aktivierte Isoform des EGFR kann ebenfalls sowohl Homodimere mit
EGFR vlll Tyrosinkinasen eingehen als auch Heterodimere mit anderen
Tyrosinkinasen aus der ErbB-Familie (Gan, Cuvrljevic et al., 2013). Die Hetero- oder

Homodimere werden konstitutiv phosphoryliert. Dabei entspricht der intrazellulare
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Teil von EGFR vlII in seiner Primar- und Sekundarstruktur dem des Wildtyps, bis auf
einige Unterschiede in der Tyrosinkinaseaktivitat und einiger

Autophosphorylationsstellen (Pedersen, Meltorn et al., 2001).

2.4.3 EGFR vlll-vermittelte Signaltransduktion

Die Rolle der EGFR vlll bei der Tumorigenese auf der Basis phosphorylierter
Effektormolekile zu verstehen, hat sich als duferst schwierig dargestellt. Bisher
konnten Adaptermolekile mit sogenannten SH2- und Grb2-Doméanen nachgewiesen
werden, die an der zytostolischen Rezeptordomane andocken.

Uber diese Domanen aktiviert EGFR vlll diverse Signalwege. Die tumorigenen
Effekte des EGFR vlll scheinen hauptsachlich Uber die Signaltransduktionswege
PI3K/Akt, Ras/Raf/MAPK, Signaltransduktoren und Aktivatoren von signal
transducers and activators of transcription 3 (Stat3) sowie nuclear factor of activated
B-cells (NFkB) moduliert zu werden. Einige Studien sprechen daflr, dass EGFR vlI|
praferentiell den PI3K/AKT-Signalweg aktiviert. Die EGFR vlll Expression korreliert
mit einer Aktivierung der downstream Molekule von PI3K/AKT, wie mTOR (Pedersen,

Meltorn et al., 2001).

2.5 EGFR und EGFR vlIll in Tumoren

Der EGFR ist ein epidermaler Wachstumsrezeptor und in der gesunden Zelle fir die
Aufrechterhaltung normaler zellularer Funktionen und das Zelliberleben
verantwortlich. Bei einer erhdhten Rezeptoraktivitdt kann dieser Rezeptor aber auch
in Zusammenhang mit der Entartung von Zellen stehen.

Schon in den 80er Jahren haben diverse Studien die Uberexpression des EGFR in
unzahligen Tumoren epithelialen Ursprungs beschrieben und die tragende Rolle der
deregulierten EGFR-Signalwege in Tumorgewebe propagiert (Gschwind, Fischer et
al., 2004). Heute kann eine Uberexpression des EGFR in mehr als 90% aller

HNSCC-Falle nachgewiesen werden, die mit einer schlechteren Prognose assoziiert
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sind, die sich wiederum in einer reduzierten Uberlebenszeit, erhéhtem
Metastasierungs- und Rezidivrisiko sowie schlechterem Ansprechen auf Radio- und
Chemotherapie manifestierten (Chung, Zhang et al., 2011; Zhang, Stiegler et al.,
2010; Tang, Gong et al., 2000; Schmitz, Ang et al., 2014).

In Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches variieren die Zahlen der EGFR vlll-Expression
zwischen 0% und 80% (Melchers, Clausen et al., 2014). Sok et al. beispielsweise
nennt eine 42%ige Expression der konstitutiv-aktivierten Isoform EGFR vlll in
HNSCC (Sok, Coppelli et al., 2006; Pickhard, Piontek et al., 2014). Die Expression
EGFR vlll wurde bisher nur in Tumorgewebe nachgewiesen. Die hohe Pravalenz
nicht nur in HNSCC, sondern dariber hinaus in den verschiedensten
Tumorgeweben, zeigt, dass die Anwesenheit des EGFR vlll fir den Prozess der
Tumorgenese maligebend ist. Viele Studien unterstitzen diese Hypothese und
weisen eindeutig auf eine Korrelation innerhalb der EGFR vlllI-Expression und einer
verstarkten Tumorigenitdt von Tumorzellen in vitro und in vivo hin. In
Mausexperimenten wurde nach Verpflanzung EGFR vlll-transifizierter Zellen ein
eindeutig verstarktes tumorauslosendes Potenzial der Zellen festgestellt (Pedersen,
Meltorn et al., 2001).

Folglich tragen der EGFR und besonders der EGFR vlll malgeblich an
Tumorentwicklung und Tumorprogression bei.

Klinisch bedeutsam ist die mit dem Nachweis des EGFR vlll in Tumorgewebe
ebenfalls verbundene schlechtere Prognose und damit die kiirzere Uberlebenszeit
sowie das erhohte Rezidiv- und Metastasierungsrisiko fur den Patienten (Nagane,

Coufal et al., 1996; Moscatello, Holgado-Madruga et al., 1995).

2.6 EGFR- und EGFR vlll-basierte Therapieansatze

Obwohl der EGFR kein tumorspezifischer Rezeptor ist, ist er in Tumoren
epidermalen oder ektodermalen Ursprungs sehr haufig Uberexprimiert und
reprasentiert damit ein potentielles Target in der molekularen Tumortherapie. Daher

wurden einige Strategien entwickelt, die Uberexpression des EGFR herunter zu
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regulieren oder dessen Aktivierung zu inhibieren. Hier hat der monoklonale
Antikérper Cetuximab Einzug in die Klinik gefunden.

Eine Moglichkeit, die klassische Tumortherapie weiterhin zu verbessern, bietet die
tumorspezifische target therapy (Schmitz, Ang et al., 2014). Fur diese stellt sich

EGFR vlll als vielversprechendes Zielprotein dar.

2.6.1 Monoklonaler Antikérper Cetuximab (Erbitux®)

Cetuximab ist ein therapeutischer chimarer monoklonaler Anitkorper des IgG1
Isotyps gegen den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor. Cetuximab verhindert
durch das Binden an die Extrazellulardomane des EGFR die Anlagerung endogener
Liganden. Somit inhibiert Cetuximab die Aktivierung des Rezeptors und die
nachgeschalteten Signalkaskaden. Leider zeigt aber nur die Minderheit der HNSCC
Patienten in rezidiviertem oder metastasiertem Stadium, die mit monoklonalen
Antikdrpern behandelt wurden, eine klinisch bedeutende Tumorregression. Zudem
entwickeln so gut wie alle Patienten eine Resistenz nach wenigen Monaten der

Behandlung (Goerner, Seiwert et al., 2010; Schmitz, Ang et al., 2014).

2.6.2 Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI)

Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) sind Molekule, die intrazellular  die
Tyrosinkinaseaktivitat inhibieren, indem sie die ATP-Bindestelle blockieren und so die
Autophosphorylation und die nachgeschaltete Aktivierung der downstream-
Signalwege hemmen. Gefitinib gehdrt dabei zu den bisher am meist erforschtesten
TKI. In Phase I/Il Studien konnten bereits Ansprechraten von 4-10% in rezidivierten
oder metastasierten HNSCC nach Therapie mit TKI ausgewertet werden (Goerner,
Seiwert et al., 2010). Aufgrund des intrazellularen Angriffspunktes zeigen TKI zum
einen das Potential der simultanen Blockade des EGFR und EGFR vlll, ganz im

Gegensatz zu dem Antikbrper Cetuximab, der als Target auf ein
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Extrazelludrdomane angewiesen ist, zum anderen weisen die TKI den Vorteil der

oralen Verfugbarkeit auf.

2.7 Zielsetzung

Eine Strategie, den EGFR zu blockieren, stellt der monoklonale Antikdrper
Cetuximab dar, der bereits seit 2004 Anwendung in der Klinik findet. Jedoch stof3t die
Therapie mit Cetuximab aufgrund von Resistenzmechanismen an ihre Grenzen.
Diese Entwicklung fordert zur Suche nach neuen Therapiestrategien auf.

Die hohe Relevanz des EGFR und EGFR vlll wurde nicht nur fuir HNSCC, sondern
auch fiir andere Tumorentitaten bereits des Ofteren beschrieben. Da vor allem EGFR
vlll ausschlieBlich in Tumoren exprimiert wird, stellt es sich als vielversprechendes
Zielprotein in der molekularen Tumortherapie dar.

Das Thema dieser Promotion hat sich demzufolge mit Therapiemoglichkeiten des
EGFR und EGFR vlll beschéaftigt. Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt der
Bestrahlung und verschiedener Inhibitoren, mit dem besonderen Augenmerk auf
Tyrosinkinaseinhibitoren, auf das Proliferations-, Migrations- und
Uberlebensverhalten der Tumorzellen allein und bei simultaner Behandlung mit
Bestrahlung von 2 Gray im Zellkulturmodell, darzustellen. Mit Hilfe etablierter
HNSCC-Zelllinien und EGFR vlll transfizierter Zellen wurde dabei besonders das
Verhalten von Wildtyp EGFR und EGFR vlll im Vergleich beobachtet.
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3 Material

3.1 Biologische Materialien

Das biologische Material der in dieser Doktorarbeit untersuchten Versuchsreihen sind
drei verschiedene humane Plattenepithel-Karzinomzelllinien aus dem Kopf-Hals-
Bereich (HNSCC). Die Zelllinien Cal27 und HN wurden vom Leibnitz-Institut DSMZ
Braunschweig bezogen, UD-SCC-5 wurde von der Hals-Nasen-Ohren-Klinik
Universitat Dusseldorf zur Verfugung gestellt. Im Folgenden soll ndher auf die in den

Experimenten verwendeten Zelllinien eingegangen werden.

3.1.1 HNSCC Zelllinien

Die nachfolgende Tabelle enthalt Informationen zu Tumorlokalisation, TNM-
Klassifikation, Grading, Alter, Geschlecht und Status der untersuchten Zelllinien. Der

EGF-Rezeptor liegt bei diesen Zelllinien als Wildtyp vor.

Zelllinie | Tumorloka- | TNM-Klassifi- Grading | Alter | Geschlecht
lisation kation

Cal27 Zunge TxNxMx G3 56 m

UD- Supraglottis TIN1MO G3 44 m

SCC-5

HN Weichgaumen | TxNxM1 G2 60 m

Tabelle 10: Verwendete HNSCC Zelllinien (Lin, Grandis et al., 2007)

3.1.2 EGFR vllI-transgene Zelllinien

Um die biologischen und biochemischen Funktionsweisen der EGFR vlll zu
untersuchen, wurden alle oben beschriebenen Zelllinien mit der cDNA von EGFR vllI
transfiziert.

Die unveranderten Zelllinien werden als Wildtyp Zellen bezeichnet (EGFR wt), im

Unterschied zu den transfizierten EGFR vlll-exprimierenden Zelllinien (EGFR vlII).



3 Material | 47

3.1.3 EGFR vllI-Plasmid Vektor

Der verwendete Expressionsvektor pLEARN-EGFR vlll wurde freundlicherweise von
Prof. Dr. med. Ulrich Keller aus der Ill. Medizinischen Klinik (Hamotologie/Onkologie),
Klinikum rechts der Isar TU Mlnchen, zur Verfugung gestellt. Urspringlich hergestellt

wurde der Vektor von Frank Furnari aus La Jolla, Kalifornien.

3.2 Kulturmedien und Zusatze

Reagenzien der Zellkultur Firma und Firmensitz

Accutase PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

Dimethylsulfoxid (DSMO) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,

299,5% Deutschland

DPBS (1x) Dulbecco’s gibco® by life technologies™, Carlsbad,

Phosphat-buffered Saline CA, USA

(-)CaClz (-)MgCl2

Dulbeccos modifziertes Eagle gibco® by life technologies™, Carlsbad,

Medium (DMEM (1x) + CA, USA

GlutaMAXTM-|

Fetal Bovine Serum (FBS) Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Geneticin (G418) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland

L-Glutamin 200mM Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Penicillin-Streptomycin-Lésung Biochrom AG, Berlin, Deutschland

TrypLE™ Express (1x) Stable gibco® by life technologies™, Carlsbad,

Trypsin Replacement Encyme CA, USA

(+) Phenol Red

Tabelle 11: Kulturmedien und Zusatze

3.3 Antikorper
Die folgende Tabelle zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper, deren
Firmensitz und die ausgewahlte Konzentration.

Tabelle 12 listet die im Western Blot verwendeten Primarantikdrper auf.
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Primarantikorper | Firma und Verdinnung | Molekulargewicht
Firmensitz
EGFR (1005) Cell Signaling 1:2500 175 kDa
Technologoy, Inc.,
Danvers, MA, USA
p-AKT Ser473 Cell Signaling 1:500 60 kDa
Technologoy, Inc.,
Danvers, MA, USA
p-EGFR Cell Signaling 1:2500 175 kDa
Tyr1068 Technologoy, Inc.,
Danvers, MA, USA
p-ERK1/2 Cell Signaling 1:1000 42, 44 kDa
Thr202/Tyr204 Technologoy, Inc.,
Danvers, MA, USA
Tubulin Sigma-Aldrich, St. | 1:10000 50kDA
Louis, MO, USA

Tabelle 12: Primarantikérper

3.4 Inhibitoren

Die in den Hauptversuchen verwendeten Konzentrationen ergaben sich aus den

entsprechenden Konzentrationskinetiken und zeigt Tabelle 13. Die Inhibitoren und

Antikorper, die fur diese Arbeit zum Tragen gekommen sind, sind in Tabelle 14

aufgeflhrt.
Inhibitor Konzentration
Erbitux® (Cetuximab) 0- 20 pg/mi
Iressa® (Gefitinib) 0-5,0uM
Tyrophostin (AG1478) 0-5,0uM

Tabelle 13: Zusammenfassung der Konzentrationskinetiken
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Inhibitor

Firma und Firmensitz

Verwendete
Konzentration

(AG1478)

Steinheim, Deutschland

Erbitux® (Cetuximab) | Merck, Darmstadt, 140 nM
Deutschland

Iressa® (Gefitinib) Selleckchem, Houston, 0,1 uM
TX, USA

Tyrophostin Sigma-Aldrich Chemie, 0,1 uM

Tabelle 14: Verwendete Inhibitoren und Antikdrper

3.5 Plasmid

Name Literaturnachweis und Herkunft

pLERN vlli (Batra, Castelino-Prabhu et al., 1995), Frank Furnari
(La Jolla, Kalifornien)

Tabelle 15: Plasmid

3.6 Primer

Primer | Sequenz Annealing | Lange | Melting
Peak

vill for | 5-GGCTCTGGAGGAAAAGAAAG-3° | 57.0°C 90 bp [81.0°C

o 5-TCCTCCATCTCATAGCTGTCG-3

Tabelle 16: Primer

Die folgende Darstellung zeigt das nach Yoshimoto et al. modifizierte Prinzip der
annealing sites fur die spezifischen forward (EGFR vlll-2) und reverse Primer (EGFR

vlll-1) der primaren Sequenz der EGFR vlll (Yoshimoto, Dang et al., 2008).
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EGFR vill-1

EGFR vlil-2
>

Exon 1 Exon 8

EGFR vlll spezifische DNA-Sequenz

Abbildung 5: Prinzip der annealing sites fiir die Primer der EGFR vlll Sequenz,
modifiziert nach Yoshimoto et al., 2008

3.7 Transfektion

Mit Hilfe einer Transfektion wurden exogene Nukleinsiuren in eine Zelle
eingeschleufit. Die Transkfektionstechnik, die im Rahmen dieser Doktorarbeit
durchgefiihrt wurde, war die sogenannte Lipofektion. Hierbei handelt es sich um eine
transiente Transfektion. Fiir eine ausreichende Zellzahl waren rund 1 x 10° —

2,5 x 10% Zellen erforderlich. Diese wurden schliellich auf 6-well-Platten ausplattiert
und 24 Stunden kultiviert. Optimal fir die Durchfiihrung der Transfektion war eine
Zellkonfluenz von 70-80%. Anschlieend erfolgte die Aufreinigung der Ziel-DNA mit
Hilfe eines Plasmid-Kits. Daran anschlieend wurden 2-5 uyg DNA in 100 pl Medium
(OPTIMEM) aufgenommen, vorsichtig durchmischt und 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Parallel erfolgte die Pipettierung der Lipofektin-Mix mit 15
I Lipofektin-Reagenz in 100 yl OPTIMEM und zum wiederholten Mal eine Inkubation
fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden beide Ansatze zusammen
pipettiert, vorsichtig vermischt und nochmals 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert.

Es wurden dann 800 pl Medium (Optimem) zum Lipofektin/DNA-Gemisch zugegeben
und das Reaktionsgemisch tropfenweise auf die mit OPTIMEM gespilten Zellen

pipettiert.



Schliel3lich wurden die Zellen Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank zusammen mit
dem Transfektionsgemisch aufbewahrt. Danach erfolgte ein Mediumwechsel mit
OPTIMEM fur 24 Stunden. Daraufhin wurden die Zellen auf eine 10 cm Kulturschale
umgesetzt. Nun schloss sich die Selektion der positiv transifzierten Zellen mit einer

Konzentration des Aminoglykosides Geneticin (G418) mit 0,8-1,0 mg/ml an. Die

3 Material

Konzentration konnte bei Bedarf auf 1,2 mg/ml angehoben werden.

Selektionseffekt wurde nach 5-7 Tagen kontrolliert.

3.8 Kits
Kits Firma und Firmensitz
Rneasy Kit Qiagen, Hilden

Tabelle 17: Kits

3.9 Reagenzien

Tabelle 18 gibt alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Reagenzien wider. Tabelle

19 listet alle gemischte Reagenzien, Enzyme, Puffer und Gele auf.

Reagenzien

Firma und Firmensitz

1,4 Dithiotreitol (DTT) 299,9%
p.a.

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,

Deutschland

1% Promphenol Blau

Sigma Aldrich Chemie, Steinheim,

Deutschland

10x PCR Puffer S

PegLab Biotechnologie, Deutschland

10x Tris-buffered saline 2-

Mercaptoethanol

Sigma Aldrich Chemie, Steinheim,

Deutschland

1M Dithiothreitol (DTT)

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

2-Mercaptoethanol

Sigma Aldrich Chemie, Steinheim,

Deutschland
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2x SYBR® Master Mix

PeqLab Biotechnologie GmbH,

Erlangen, Deutschland

5x First strand buffer

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Ammoniumperoxidsulfat (APS) 2

98% p.a.

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,

Deutschland

Aqua dest.

SAV Liquids Production GmbH,

Flintsbach am Inn, Deutschland

Bovine Serum Albumin (BSA)

2mg/ml

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

Bradford Reagenz: Bio-Rad
Protein Assay Dye Reagent

Concentrate

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

Cell Lysis Buffer (10x)

Cell Signaling Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

Crystal Violett

Sigma Aldrich Chemie, Steinheim,

Deutschland

Desoxyribonukleosidtriphosphate

(ANTPs)

GE-Healthcare, Miinchen, Deutschland

DNTP Polymerisation Mix

Roche, Mannheim, Deutschland

DPBS (1x) Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline (-)CaCl2 (-) MgCl2

gibco® by life technologies™, Carlsbad,
CA, USA

Essigsaure

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,

Deutschland

Ethanol 299,5%

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,

Deutschland

Ethidiumbromid

Amresco, Solon, OH, USA

Formaldehydlésung saurefrei 2

37%

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,

Deutschland
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Glycerol

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,

Deutschland

Glycin 299%

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,

Deutschland

Hexanukleotid Mix 10x conc.

Roche, Mannheim, Deutschland

Lipofektion-Reagenz

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Methanol 299,5% p.a.

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,

Deutschland

N,N,N',N'-Tetramethylethylen-
diamin (TEMED)

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,

Deutschland

Natriumchlorid <99,8%

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,

Deutschland

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)
Acrylamidstammldésung 30% mit
0,8% Bisacrylamide

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,

Deutschland

sodium dodecyl sulfate (SDS)

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,

Deutschland

Tris Pufferan® 299,9% p.a.

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,

Deutschland

Triton X-100 Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,
Deutschland
Tween-20 Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe,

Deutschland

Tabelle 18: Reagenzien

Gemischte Reagenzien, Enzyme,
Puffer, Gele

Zusammensetzung

0,01% Triton X-100/PBS

10 pl Triton X-100
1x DPBS ad 100ml

0,04% Crystal Violett

40 mg Crystal Violett
100 ml 4% Ethanol




3 Material

54

0,1% Triton X-100/PBS

500 pl Triton X-100
1x DPBS ad 500mi

0,25% Triton X-100/PBS

250 pl Triton X-100
1x DPBS ad 100ml

1 M Tris-Cl pH 6.8

12,1 g Tris
Aqua dest. ad 100 ml
Mit Essigsaure auf pH 6,8 einstellen

1 M Tris-Cl pH 8.8

12,1 g Tris
Aqua dest. ad 100 ml
Mit Essigsaure af pH 8,8 einstellen

1% SDS 25ml SDS 20%
Aqua dest. ad 500 ml
10% APS 1 g APS

Aqua dest. ad 10 ml

10% Tween

10 ml Tween-20
1x DPBS ad 100 ml

10x SDS Laufpuffer (fir 1 1)

30,3 g Tris

140,42 g Glycin

50 ml 20% SDS

Aqua dest. Ad 1000ml

(ggf. 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt)

10x TBS

20 mM Tris 24,2 g

137 mM NaCl 80 g

Aqua dest. Auffillen ad 1000 ml

pH mit Essigsaure auf 7,6 einstellen
Lagerung bei 4°C

10x TBS (fiir 1 1)

24,2 g Tris

80 g NaCl

Aqua dest. Ad 1|

pH auf 7,6 mit Essigsaure einstellen

1x TTBS (Waschpuffer)

1x 10x TBS 100 ml
0,1% 10% Tween 10 mi
Aqua dest. 890 ml

4% Formaldehyd/PBS

27 ml Formaldehyd 37%
1x DPBS ad 250ml

50 mM NH4CI/PBS

1 ml 500 mM NH4CI
PBS ad 10 ml
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5x SDS Sample Buffer (10ml)

3,125 ml Tros pH 6,8 1 M
386 mg DTT

1 g SDS

0,5 ml 1% Bromphenol Blau
5 ml Glycerol

1,375 ml Aqua dest.

Anodenpuffer

Anodenpuffer |

300 mM Tris (Base) 18,16 g
20%Methanol 100 ml

aqua dest. Aufflillen ad 500 ml
Anodenpuffer Il

25 mM Tris (base) 1,51 g
20% Methanol 100 ml
aqua dest. Aufflillen ad 500 ml

Antikérperverdiinungs- und
Blockingpuffer (fir 1 1)

100 ml 10x TBS

10 ml 10% Tween

50 g Magermilchpulver
890 ml Aqua dest.

Bovine Serum Albumin 0,2 mg/ml

2 ul BSA
0,01x% Triton X-100 ad 1 ml

Cell lysis buffer (10X)

Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
USA

Kathodenpuffer

25 mM Tris (Base) 1,51 g

20% Methanol 100 ml

40 mM amino-n-caprioic acid 2,62 g
Aqua dest. auffillen ad 500 ml

Reverse Transkriptase

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Strippig buffer

100 ml Methanol 299,5% p.a.
100 ml Eisessigsaure
800 ml Aqua dest.

SYBR® MasterMix

PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Taq-Polymerase

PeqgLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Tabelle 19: Gemischte Reagenzien, Enzyme, Puffer, Gele
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Verbrauchsmaterialen

Firma und Firmensitz

15 ml ReaktionsgefaRe ,Cellstar
Tubes*

Sarstedt AG & Co., NlUrnbrecht,
Deutschland

50 ml ReaktionsgefalRe ,Cellstar
Tubes*

Sarstedt AG & Co., Niurnbrecht,
Deutschland

Biosphere Micro Tubes 1,5 ml

Sarstedt AG & Co., Niirnbrecht,
Deutschland

ImmobilonP Transfer Membranes
= Polyvinylidenfluorid (PVDF)-
Membran

Millipore GmbH, Schwalbach

Kryoréhrchen

Sarstedt, NlUrnbrecht, Deutschland

Pasteurpipetten aus Glas

Brand GmbH + Co KG, Wertheim,
Deutschland

Pipetten-Spitzen 1000 ul, 200 ul,
100 i, 20 ul, 10 pli

Sarstedt AG & Co., Nlrnbrecht

Réntgenfilme Amersham
Hyperfilm ECL

GE Healthcare Minchen, Deutschland

Serologische Pipetten 25 ml, 10
ml, 5 ml

Sarstedt AG & Co., Niirnbrecht,
Deutschland

Tissue Culture Dish 100 x 20 mm

Sarstedt AG & Co., Niurnbrecht,
Deutschland

Tissue Culture Dish 150 x 20 mm

Sarstedt AG & Co., Nirnbrecht,
Deutschland

Tissue Culture Plate 24-well

Sarstedt AG & Co., Niurnbrecht,
Deutschland

Tissue Culture Plate 6-well

Sarstedt AG & Co., Nirnbrecht,
Deutschland

Tissue Culture Plate 96-well

Sarstedt AG & Co., NuUrnbrecht,
Deutschland

Toppits Frischhaltefolie

Cofresco Frischhalteprodukte, Minden,
Deutschland

Whatmann Gel Blotting Papier

Carl Roth AG, Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 20: Verbrauchsmaterialien
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3.11 Gerate

Firma Firma und Firmensitz

Absaugpumpe Vacuum Pump ME2 | Vacuubrand, Wertheim, Deutschland

Accu-jet® pro Brand GmbH + Co KG, Wertheim,
Deutschland

Analysenwaage SBC32 Scaltec, Heiligenstadt, Deutschland

Bestrahlungsgerat Gulmay Gulmay Medical LTD, Camberley,

Medical LTD RS225 X-Ray Box England

Blotting System Mini-PROTEAN® | Bio-Rad Laboratories GmbH, Mlnchen,

Tetra System Deutschland

Cleanbench: HeraSafe KS Thermo Scientific, Langenselbold,
Deutschland

CO2-Inkubator HeraCell 150i Thermo Scientific, Langenselbold,
Deutschland

ELISA Reader Multiscan FC Thermo Scientific, Langenselbold,
Deutschland

Eppendorf Research-Pipetten Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

1000 pl, 200 pl, 100 pl, 20 pl, 10

i

Laborabzug Kottermann GmbH & Co KG, Uetze,

Deutschland

Liebherr Gefrierschrank Premium Liebherr, Bulle, Schweiz
No frost

Liebherr Kihlschrank comfort Liebherr, Bulle, Schweiz

Magnetriihrer RCTbasic IKA Werke GmbH& Co. KG, Staufen,
Deutschland

Mikroskop Leica DMI6000B Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Molecular Imager ChemiDoc™ Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

XRS+ Deutschland

NanoDrop 1000 PeqglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschlad

Peqgpette PeqlLab, Erlangen, Deutschland
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pH-Meter 766 Calimatic

Knick Elektronische Messgerate GmbH &
Co. KG, Berlin, Deutschland

Pipetman

Gilson, Middletown USA

Power Pac 300 Power Supply

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

Schiittler/ Mischer Vibrax VXR

IKA Werke GmbH& Co. KG, Staufen,
Deutschland

Taumel-Rollenmischer

A. Hartenstein Laborbedarf GmbH,
Wirzburg, Deutschland

Thermal Cycler C1000
Real-Time System CFX96™

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Thermomixer comfort 1,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Trans-Blot® SD Semi-Dry
Electrophoretic Transfer Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Vortexer: MS2 Minishaker

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Wasserbad Typ 1003

GFL, Burgwedel, Deutschland

Zellzahler Cellometer™ Auto T4

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Zentrifuge 5430R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge PerfectSpin Mini

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Tabelle 21: Gerate

3.12 Computerprogramme

Computerprogramm

Firma und Firmensitz

Adobe Photoshop CS5

Adobe Systems Incorporated, San Jose,
CA, USA

Image Lab™ 5.2.1

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Leica Application Suite Software
V3.8

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Prism Graph Pad 6.0

GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA

Quantity One Software 4.6.9

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland
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Skanlt for Multiskan FC 2.5.1

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Software Cellometer Auto T4

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Windows Office 2011

Microsoft Corporation, Redmond, WA,
USA

Tabelle 22: Computerprogramme
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4 Methoden

4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Kultivierung einer Zelllinie

Zur Kultivierung wurden die Zelllinien in einem Brutschrank bei einer Temperatur von
37°C und einem COz2 Gehalt von 5% aufbewahrt. Das als Nahrmedium verwendete
Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM) wurde zusatzlich mit 10% fetalem
Kalberserum (FBS), 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin

versetzt.

4.1.2 Auftauen einer Zelllinie

FUr die sogenannte Kryokonservierung im Verfahren der Zellkulturtechnik wurde
Dimethylsulfoxid (DMSQO) als Gefrierschutzmittel eingesetzt. Aufgrund dessen
zelltoxischer Wirkung war ein zugiges Arbeiten beim Auftauen von Zellen, die in
flussigem Stickstoff aufbewahrt wurden, gefordert. Um die Zelllinien aufzutauen,
wurden diese fur wenige Minuten in ein 37°C warmes Wasserbad gelegt.
AnschlieRend wurde die Zellsuspension in einem 15 ml Reaktionsgefall mit
Kulturmedium (10%, FBS, 2 mM Glutamin, 100 pg/ml Streptomycin, 100 U/ml
Penicillin) resuspendiert. Je 1 ml dieser Zellsuspension wurde dann in 7 ml frischem
Medium aufgenommen. Sobald sich die Zellen an der Zellkulturschale angeheftet
hatten, wurde ein Mediumwechsel durchgefihrt, um die Reste des DMSO zu

entfernen.

4.1.3 Einfrieren einer Zelllinie
Das Anlegen von Kryokonserven der Zelllinien war ein notwendiger Schritt in der
Zellkultur, um im Bedarfsfall auf Reserven zurlckgreifen zu kdnnen, falls diese

beispielsweise bei Kontamination durch Mikroorganismen nicht Uberlebt hatten.



4 Methoden | 61

Fir das Einfrieren wurden die Zellen mit einem bestimmten Freezing-Medium
resuspendiert, das aus 20% FCS zu je 47,5 ml und aus 5% DMSO zu je 2,5 ml
bestand. Zunéachst sind die Zellen nach Absaugen des Mediums mit 4 ml PBS
gewaschen worden, um sie anschliefend zu trypsinieren. Wenn sich die adharenten
Zellen nach wenigen Minuten Inkubation geldst haben, konnten sie zusammen mit 4
ml frischem Medium in ein Kryordhrchen Uberfuhrt werden. AnschlieRend folgte eine
Zentrifugation bei 21°C und 1500rpm fiir je 2 Minuten. Daraufhin wurde der Uberrest
mittels Sauger entfernt und das Pellet zusammen mit dem genannten Einfriermedium
in ein Kryoréhrchen pipettiert. Das Kryoréhrchen wurde zunachst fir wenige Minuten
auf Eis gestellt, Uber Nacht auf -20°C abgekuhlt, um es schliel3lich fur die

Langzeitaufbewahrung bei -80°C in flussigen Stickstoff zu Uberfuhren.

4.1.4 Mediumwechsel

FUr optimale Zellkulturbedingungen war ein regelmaliges Wechseln des
Nahrmediums erforderlich. Hierfur wurde im Rhythmus von ca. 2-3 Tagen das
bestehende Medium abgesaugt und anschlieRend ca. 4-6 ml neues Medium in die

Kulturschale pipettiert.

4.1.5 Splitten einer Zelllinie

Durch das Splitten von Tumorzellen wurden bestehende Zellkolonien einer
Kulturschale auf mehrere Schalen aufgeteilt und somit verdinnt. Um einen
Wachstumsstopp oder ein Ablésen der Zellen mit nachfolgendem Zelltod zu
vermeiden, war regelmafiges Splitting erforderlich. Das Splitting war abhangig von
der Verdoppelungsrate der Zellen. Im Rhythmus von etwa 2-3 Tagen, nach Erreichen
einer ca. 80%igen Konfluenz, konnten die Zellen gesplittet werden. HierfUr wurde das
Medium abgesaugt und die Kulturschale mit 4 ml PBS gespult. Die Zellen wurden
dann mit 2 ml Accutase benetzt und I6sten sich nach kurzer Inkubationszeit ab. Den

trypsinierten Zellen wurden je nach Verdlinnungsreihe 4-8 ml frisches Medium
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zugefihrt und in ein Kulturrbhrchen pipettiert. Es folgte ein sorgfaltiges
Durchmischen der Suspension zur Vereinzelung der Zellkolonien. Anschlie3end
wurden je nach Bedarf wenige Milliliter der resuspendierten Zellen in neue

Zellkulturschalen zusammen mit 7 ml Medium aufgeteilt.

4.1.6 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl ist grundlegend fir die Reproduzierbarkeit von
Experimenten.

Waren Zellen flr eine vorgesehene Versuchsreihe ausreichend konfluent, wurden sie
nach Absaugen des Mediums und Waschen mittels 4 ml 1x DPBS trypsiniert. Nach
wenigen Minuten Inkubation im Brutschrank wurde der konfluente Zellrasen mit 4 ml
Medium in ein Kulturréhrchen Uberfuhrt. Nach mehrmaligem Durchmischen zur
Vereinzelung der Kolonien wurden 21 pl in eine auf einem Objekttrager integrierte
Zellkammer pipettiert. Die fir die einzelnen Versuchsreihen unterschiedlichen
Zellzahlen wurden mit Hilfe des Zellzahlers Cell Counter der Firma Peplab bestimmt.

Die Mal3einheit wurde in Zellzahl/Mikroliter angegeben.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Uberprifung der Transfektionseffizienz mittels gqRT-
PCR

Mit Hilfe der quantitativen reversen Transkriptase-PCR konnte die Effizienz der
EGFR vllI-Transfektion uberprift werden. Uber Schmelzkurvenanalyse sollte
sichergestellt werden, dass die RNA des vlll-Plasmids in den jeweiligen Zellen

exprimiert wird.
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4.2.2 RNA-Isolierung aus humanen Zelllinien

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus humanen Zellen war der erste Schritt bei der
Herstellung von cDNA, welche die Grundlage fur die Polymerasekettenreaktions-
Versuche darstellte.

Die RNA-Isolation wurde mit dem RNeasy Mini Kit der Firma Quiagen durchgefihrt.
Alle hierfur erforderlichen Puffer sind in dem RNeasy Kit enthalten. Bei einer 80%
konfluenten Zellkulturschale wurde zunachst das bestehende Medium abgesaugt
und die Schale zweimal mit 4 ml PBS gewaschen. Anschlielend wurden die
adharenten Zellen mittels 500 pl Lysepuffer und 10 minutiger Inkubationszeit bei
Raumtemperatur abgeldst. Die konfluente Zellsuspension wurde dann nach
sorgfaltigem Abstreifen mit Hilfe eines Zellschabers in ein 1,5 ml Reaktionsgefal
Uberfuhrt und mit 500 pl 70%igem Ethanol vermischt. Nach Durchmischen des
Lysats wurde das Volumen auf ein Spin Column Ubertragen und bei 12000 rpm far 1
Minute zentrifugiert. Der nachste Arbeitsschritt umfasste wiederum eine 10 minutige
Inkubation bei Raumtemperatur mit RW1 Puffer von 700 pl und das Abzentrifugieren
der Flussigkeit. Im Folgenden wurden die Zellen je zweimal mit 500 pul RPE Puffer
gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Am Ende der Arbeitsreihe
wurde die RNA mit 100 yl RNAse free water eluiert. Die gewonnene RNA wurde bei -

20°C im Gefrierschrank gelagert und fur die Langzeitlagerung bei -80°C aufbewahrt.

4.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Mit Hilfe des PeqLab NanoDrop Gerates konnten sowohl die Konzentration als auch
die Qualitat der Nukleinsauren bestimmt werden.

FiUr die Konzentrations- und Qualitdtsmessungen wurde das Gerat zunachst mit 1 pl
destilliertem Wasser initialisiert. Anschlielfend wurde gemal der Gerateanleitung die
RNA-Menge pro Mikroliter bestimmt. Zusatzlich wurde der Reinheitsgrad der Probe
mittels OD ermittelt, der im Verhaltnis von OD260/0D280 angegeben wird und fur

RNA im Bereich von 2,0 liegen sollte.
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4.2.4 cDNA-Synthese

Die Herstellung von cDNA stellte eine Voraussetzung flr die Durchfihrung einer
PCR da.

Der RNA- und RT-Mix wurde folgendermal3en angesetzt.

RNA-Mix:
Reagenz Stockkonzentra- Volumen Endkonzentration
tion
total RNA x ng/pl X Ml 500 ng
Hexamers 10 x 1l 0,5 x
aqua dest. x -
Volumen 11 pl -
Tabelle 23: RNA-Mix
RT-Mix:
Reagenz Konzentration Volumen Endkonzentration
DTT 100mM 2l 10mM
Reaktionspuffer | 5x 4 pl 1X
dNTP's 40mM 0,5 ul 1mM
DPEC - 1,5 ul -
Volumen - 8 pl -

Tabelle 24: RT-Mix

Mit Hilfe der vorangegangenen RNA-Messung wurde ein entsprechendes Volumen
von 500 ng RNA vorbereitet und dem RNA-Mix nach Vorgabe der oben genannten
Tabelle auf Eis hinzugefugt. Der Mix wurde anschliel3end auf ein Volumen von 11 pl
mit Diethylpyrocarbonat (DPEC) erganzt. Um Sekundarstrukturen der DNA
aufzulésen, wurde der RNA-Mix fir 10 Minuten bei 70°C im Heizblock inkubiert,

wenige Sekunden abzentrifugiert und schlieBlich auf Eis gestellt. Bei
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Raumtemperatur wurde nach Hinzufigen von 8 pl RT-Mix die Reaktion inkubiert.
Den nachsten Schritt stellte die 2,5 stindige Reaktion bei 37°C im Heizblock dar,
nachdem der Suspension 1 pl Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase (M-MLV) (200 U/ul) zugegeben wurde. Die Inkubation bei 95°C fuhrte
schlieBlich zur Inaktivierung aller Enzyme.

Die dabei hergestellte cDNA wurde am Ende 1:2 mit aqua dest. verdinnt und bei

-20°C im Gefrierschrank fur weitere Versuche aufbewahrt.

4.2.5 Quantitative Reverse Transkription-

Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

Die Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion diente zur Vervielfaltigung
spezieller  Genabschnitte und  Bestimmung der  Expressionsrate der
zugrundeliegenden RNA.

Master-Mix (gReal-Time-PCR):

Reagenz Konzentration | Volumen Endkonzentration
SYBR® Master Mix | 2x 12,5 pl 1

Primer for 10 uM 1 pl 0,8 pM

Primer rev 20 uM 1l 0,8 pM

aqua dest. 8,5 ul

cDNA 12,5 ng/pl 2 pl 25ng

Tabelle 25: Master-Mix

Die Menge des Master-Mix war abhangig von der Anzahl der verwendeten Zelllinien.
Nach der Herstellung des Master-Mix wurden je 92 yl davon und je 8 pl Template der
auf Eis liegenden cDNA auf ein Gesamtvolumen von 100 pyl zusammenpipettiert.
AnschlieRend wurden pro Ansatz je 3 x 25 pl in ein 96-well zugefugt, um dann
folgendes Real-Time-PCR-Programm im Thermocycler CFX96 von BioRad zu

durchlaufen:
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PCR-Programm fir den BioRad Theromcycler :

Temperatur Zeit

95°C 7 Min.

95°C 30 Sek.
Annealing 30 Sek.

72°C 1 Min. 30 Sek.
72°C 7 Min.

Tabelle 26: PCR-Programm

4.2.6 Expressionsanalysen auf Proteinebene

4.2.6.1 Proteinisolierung

Mit Hilfe von Western-Blot-Analysen konnte die Proteinexpression bestimmt werden.
Voraussetzung dafur waren Proteinlysate. Hierfur wurden zunachst von einer 80%
konfluenten Zellkulturschale Proteine 24 Stunden nach der entsprechenden
Behandlung isoliert. Au3erdem wurde eine Kinetik mit Isolation nach 24, 48, 72 und
96 Stunden angefertigt.

Zuerst wurde der Lysepuffer vorbereitet. Dazu pipettierte man 4,5 ml aqua dest., 500
pl 10x Zelllysepuffer und 100 pl Phenylmethylsulfonylfluorid zusammen und kuhlte
dies in einem Reaktionsgefall auf Eis. Das Medium der Zellschalen wurde abgesaugt
und der Zellrasen mit 4°C kaltem 1x DPBS gespult und wieder abgesaugt. 500 pl des
1:10 verdunnten Lysepuffers wurden auf die Zellschalen gegeben. Mit Hilfe eines
Zellschabers erfolgte das Ablésen der Zellen, die daraufhin in 1,5 ml Micro Tubes
Uberfuhrt wurden. Innerhalb der 10-mindtigen Kuhlung wurde der Inhalt des
Reaktionsgemisches mittels Vortexer durchgemischt. Der ndchste Schritt beinhaltete
die Zentrifugation der Zellsuspensionen fur 15 Minuten bei 4°C und 10.000rpm.
Nachdem nun die Membranbestandteile von dem fliissigen Uberstand mit den
gelosten Proteinen getrennt wurden, musste dieser in ein neues 1,5 mi
Reaktionsgefall  pipettiet und bei -20°C eingefroren werden. Eine

Proteinmengenbestimmung konnte so jederzeit erfolgen.
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4.2.6.2 Bradford-Assay

Mit Hilfe der Methode des Bradford-Assays konnte die Proteinmenge in
Proteinisolaten mittels photometrischer Bestimmung quantifiziert werden. So wurde
mdglich gemacht, dass exakte aquimolare Mengen der einzelnen Proteinlysate fur
die Gelelektrophorese vergleichbar verwendet werden konnten. Ziel des Bradford-
Assays war, eine Menge von 10 yg Gesamtprotein zu bestimmen. Zunachst wurden
die Proteinlysate mit 1x DPBS 1:10 verdinnt. 20 pl dieses verdunnten Lysates
wurden mit 180 pl 1x DPBS und 200 ul 0,01% Triton X-100/1x DPBS vermengt. Das
Bradford Reagenz wurde mit 1x DPBS 1:4 verdunnt und 600 pl davon zu den
Probeldsungen hinzugegeben. Um eine Kalibrierungskurve fiur die anstehende
Messung zu erhalten, mussten die Standardlésungen aus einer 0,2 mg/ml BSA
Lésung und 0,01% Triton X-100 hergestellt werden. 600 pl des verdinnten Bradford
Reagenz wurden dann zu jeder der BSA Konzentrationen hinzugegeben.
Anschlielend wurden die Proben fir die photometrische Messung in ein 96-well
Uberfuhrt. Die Messung der Extinktion der Probelésungen und der
Kalibrierungslésungen erfolgte photometrisch bei 595nm mittels ELISA Reader
Multiskan FC. Die gemessenen Werte wurden in das Computerprogramm Excel
Ubertragen, um eine Kalibrierungsgerade zu erstellen. So konnten schliel3lich die

bendtigten Mengen Probeldsung fur die Gelelektrophorese bestimmt werden.
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BSA (upg) 0,2 mg/ml BSA (pl) 0,01% Triton
X-100/PBS (ul)

0 0 400

2 10 390

4 20 380

6 30 370

8 40 360

Tabelle 27: Kalibrationskurve fiir Bradford-Assay

4.2.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese stellt eine biochemische Methode zum
Auftrennen von Proteinen nach ihrer Grolze dar. Durchgefuhrt wurde diese Methode
auf der Basis eines Tris-Glycin-Laufpuffers. Es mussten zweierlei Gele hergestellt
werden: Das Running Gel und das Stacking Gel. Zunachst wurde das Running Gel
bendtigt, dessen Zusammensetzung Tabelle 28 zeigt. Die Dichte des Running Gels
wurde in Abhangigkeit der ProteingrolRe gewahlt, die es zu detektieren galt.
Dementsprechend wurden fur groere Proteine Gele mit geringerer Dichte verwendet
und fur kleine ProteingroRen Running Gele mit hoherer Dichte. Die angegebenen
Mengen in den folgenden Tabellen reichten fur 4 Running Gele bzw. 4 Stacking

Gele.
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Running-Gel-Dichte 7,5% 10% 12,5%
aqua dest. 5,72 mi 6,64 mi 4 ml
Acrylamidstammlésung 30% | 5,08 ml 5,32 ml 8,4 ml
mit 0,8% Bisacrylamide

1M Tris pH 8,8 7,48 mi 4 ml 7,48 mi
20% SDS Lésung 100 pl 100 pl 100 pl
10% APS 100 pl 100 pl 100 pl
N,N,N',N'- 25 pl 25 pl 25 pl
Tetramethylethylen-diamin

(TEMED)

Tabelle 28: Zusammensetzung des Running Gels

Nachdem die Gele hergestellt waren, wurden die Gelkammern hiermit zu 2/3
aufgefullt, mit aqua dest. Ubergossen und anschlieBend 45 Minuten bei
Raumtemperatur polymerisiert. Das ubrige Drittel der Gelkammer wurde im
Anschluss mit dem Stacking Gel beflllt (s. Tab. 29) und die Kammschablonen
eingebracht, welche so die Ladekammern fur die Proteinldsungen formten. Nach 15
minutiger Polymerisationsdauer konnten die Gele beladen oder fur die Verwendung

am folgenden Tag im Kuhlschrank bei 4°C aufbewahrt werden.

Stacking-Gel-Dichte 5%

aqua dest. 7 ml

Acrylamidstammlésung 30% mit | 1,672 ml
0,8% Bisacrylamide

1M Tris pH 8,8 1,252 ml
20% SDS Lésung 50 pl
10% APS 100 pl
N,N,N',N'-Tetramethylethylen- 25yl

diamin (TEMED)
Tabelle 29: Zusammensetzung des Stacking Gels

Nach Auftauen der Proteinlysate wurde die mittels Kalibrationskurve berechnete
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Menge des Proteinlysats fur 10 ug Protein mit 5:1 5x Sample Puffer vermischt und 5
Minuten bei 98°C im Thermomixer denaturiert. Es folgte ein kurzes Abzentrifugieren.
Im Anschluss wurde der Probenansatz in die Gelkammern dbertragen. Als
GréRenstandard wurde 3 pl PageRuler™ Prestained Protein Ladder in die jeweils
letzte Tasche des Gels hinzugefugt. Bei maximal 120 V betrug der Zeitraum 3 bis 4

Stunden im Blotting System Mini-PROTEAN® Tetra System, je nach ProteingréfRe.

4.2.6.4 Westernblot: Semidry-Blot System

Der Western Blot ist ein Verfahren, das zum Nachweis von Proteinen dient, indem
diese auf eine Tragermembran Ubertragen werden (Blotting). Die Proteine wurden
vorher in der Gelelektrophorese aufgetrennt. Die im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Tragermembranen waren Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membranen.
Die 9 cm x 4,5 cm grol3e PVDF-Membran wurde 5 Minuten in Methanol p.a. inkubiert
und mit aqua dest. gespult. Anschlielend folgte eine 5 minutige Inkubation in
Anodenpuffer Il (vgl. Tabelle 19). Eine Markierung diente zur Orientierung. Es
wurden je fur ca. 5 Minuten 6 Blotting Papiere in Anodenpuffer | eingeweicht, 3
Papiere in Anodenpuffer Il, 9 Papiere in Kathodenpuffer. Flr den Proteintransfer im
elektrischen Feld von Kathode zu Anode wurde folgender in Abbildung 6 gezeigter
schematischer Aufbau des Semidry Blots gewahlt.

Der Proteintransfer erfolgte im Trans-Blot® SD Semi Dry Transfer Cell bei 225 mA in
80 Minuten.
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Kathode (-)

9 Stiick Blotting Papier in Kathodenpuffer

Gel mit aufgetrennten Proteinen

PVDF-Membran

3 Stiick Blotting Papier in Anodenpuffer Il

6 Stlick Blotting Papier in Anodenpuffer |

Anode (+)

Abbildung 6: Schematischer Aufbau des Proteintransfers (Semidry Blot)

4.2.6.5 Immundetektion

Die Immundetektion ist eine Methode, die der quantitativen Darstellung von Banden
spezifischer Proteine durch Bindung von Primarantikorpern und Sekundarantikorper
fur Mouse- oder Rabbit-lgG dient. Die Chemilumineszenz Reaktion wurde zur
Visualisierung herangezogen.

Nach erfolgreicher Durchfihrung des Western Blots wurde die Membran in
Waschpuffer (1x TTBS) geschwenkt. Im Anschluss folgte die Inkubation Gber Nacht
in einem 50 ml Reaktionsgefall bei 4°C auf einem Rollenmischer mit 10 ml
Antikorperverdinnungspuffer (vgl. Tabelle 19) und dem Primarantikdrper in der
entsprechenden Verdinnung. 24 Stunden spater wurden 3 Waschschritte der
Membran fur je 7 Minuten in Waschpuffer (1x TTBS) durchgefuhrt. Der nachste
Schritt stellte eine weitere Inkubation mit 10 ml Antikérperverdinnungspuffer und
dem eingesetzten Sekundarantikdrper im 50 ml Reaktionsgefal® fur 1 Stunde auf
dem Rollenmischer dar. Die Membran wurde anschlielend erneut 3 Mal fir 7

Minuten im Waschpuffer geschwenkt. Der folgende Schritt beinhaltete die Inkubation
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der Membran fir 1 Minute in 10 ml SuperSignal® West Pico Chemiluminescent
Substrate. Daraufhin wurde die Membran in Frischhaltefolie eingeschlagen und die
Bilder im Molecular Imager ChemiDoc™ XRS+ von Bio-Rad entwickelt. Bei der hier
verwendeten sog. Chemilumineszenz-Reaktion wurden Sekundarantikdrper ,HRP-
linked“ verwendet, das heil3t mit einer Horseradisch-Peroxidase verbunden. Mit Hilfe
dieses Enzyms wurde eine Reaktion mit der immunfluoreszierenden L6sung (ECL
Detection System) ausgel6st. Dies konnte mittels des Molecular Imager ChemiDoc
von Bio-Rad detektiert werden. So wurden die Proteinbanden schlief3lich sichtbar
gemacht und mit dem Computerprogramm ImageLab von der Firma Bio-Rad

verarbeitet.

4.2.7 Bestrahlung

Die Bestrahlung der Zellen wurde in Kooperation mit der Klinik und Poliklinik fur
Strahlentherapie und radiologische Onkologie der Technischen Universitat Minchen
unter der Leitung von Prof. Dr. med. Stephanie Combs durchgefthrt.

Als Standardeinstellung fur das Strahlengerat der Firma Gulmay Medicals wurde flr
alle Experimente eine Spannung von 70 kV, eine Stromstarke von 10 mA, eine
Tischhéhe von 490 mm und der Filter #3 gewahlt.

Entsprechend der vorgesehenen Strahlendosis wurden die Zellen unterschiedlich
lange bestrahlt. Eine Dosis von 1 Gray entspricht analog 1 Minute, eine Dosis von 5
Gray 5 Minuten und eine Dosis von 8 Gray 8 Minuten. Nach umfangreichen
Vorversuchen wurde eine Bestrahlungsdosis von 2 Gray fiur die Expressionsanalysen
und fiir die Uberlebens-, Proliferations- und Migrationsanalysen

festgelegt. Die Bestrahlung der Zellen erfolgte stets in der Kulturschale mit Medium

und Deckel.



4 Methoden | 73

4.2.8 Proliferations- und Uberlebensanalysen

4.2.8.1 Crystal-Violett ELISA Proliferations-Assay

Der Crystal-Violett ELISA Langzeit-Proliferations-Assay ist eine Methode, die zur
naheren Bestimmung der Zellviabilitat nach einem Zeitraum von 10 Tagen dient. Das
Versuchsprinzip stellte die Extinktionsmessung bei 595 nm dar, nachdem die Zellen
nach zytotoxischen Kombinationsbehandlungen mit Crystal-Violett angefarbt wurden.
Zu Beginn des Experiments wurden pro well je 5 x 103 Zellen von einer 80%
konfluenten Kulturschale in 5 ml Medium ausgesat. Nach einer 24 stindigen
Wachstumsphase im Brutschrank bei 37°C fanden an Tag 2 die Behandlungen statt.
Die Zellen wurden mit den folgenden Inhibitoren behandelt: AG1478, Gefitinib und
Cetuximab (vgl. Tabelle 14). Nach einer Stunde wurden die Zellen mit 2 Gray
bestrahlt. Nach weiteren 10 Tagen Kultivierung bei 37°C ohne Mediumwechsel
bildeten die Tumorzellen Kolonien, die nun mit Hilfe des Farbstoffes Crystal Violett
dargestellt wurden, um den Effekt der Kombination aus Bestrahlung und
Antikdrperbehandlung zu messen.

Vor der Messung wurde das Medium abgesaugt und die Zellen fir 20 Minuten mit
4% Formaldehyd bei Raumtemperatur fixiert. Nach Absaugen des Formaldehyds
wurden die Zellen zweimalig je mit PBS/Triton und destilliertem Wasser gewaschen.
Der nachste Schritte stellte die 20 minutige Inkubation bei Raumtemperatur nach
Zugabe einer 0,04%igen Crystal-Violett-L6sung dar. Anschlie®end wurden die Zellen
wiederum 3 Mal mit destilliertem Wasser gewaschen. Der folgende Schritt stellte die
Zugabe von 2 ml 1%SDS-L6sung und das Lysieren der Zellen fur eine Stunde auf
den Ruttler dar. Am Ende folgte eine Umpipettierung von je 100 pl des SDS-Lysats in
ein 96-well um schliel3lich die Extinktion bei 595 nm mit dem Gerat Multiskan FC von

der Firma Thermo Scientific zu messen.

4.2.8.2 Colony-Formation-Assay
Den Goldstandard zur Messung des Effekts zytotoxischer Substanzen auf

Tumorzellen in vitro stellt der Colony-Formation-Assay dar (Katz, Ito et al., 2008).
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Die Durchfihrung des Experiments lehnte sich an die des Crystal-Violett ELISA
Langzeitproliferations-Assays an. Zunachst wurden pro well je 5 x 102 Zellen von
einer 80% konfluenten Kulturschale in 5 ml Medium ausgeséat. Es folgte eine 24
stiindige Wachstumsphase im Brutschrank bei 37°C. Die Behandlungen fanden an
Tag 2 statt. Die Zellen wurden wiederum mit den folgenden Inhibitoren behandelt:
AG1478, Gefitinib und Cetuximab (vgl. Tabelle 14). Eine Stunde spater wurden die
Zellen mit 2 Gray bestrahlt. Nach 10 Tagen Kultivierung bei 37°C ohne
Mediumwechsel bildeten die Tumorzellen Kolonien, die nun mit Hilfe des Farbstoffes
Crystal Violett dargestellt wurden, um den Effekt der Kombination aus Bestrahlung
und Antikérpern zu messen.

Die Fixierung mit Hilfe des 4%igen Formaldehyds sowie das Waschen mit PBS/
Triton und destilliertem Wasser glich den Schritten des Proliferation-Assays. Nach
Zugabe der Crystal-Violett-Losung zur Anfarbung der Zellen wurden diese lediglich
mit Leitungswasser ausgewaschen und anschlielend zum Trocknen ausgelegt.
Schliel3lich wurden die Kolonien, die sich nach 10 Tagen gebildet hatten, mit dem
Molecular Imager ChemiDoc™ XRS+ digitalisiert und mit Hilfe des Programms

Quantity One der Firma BioRad ausgezahlt.

4.2.8.3 Scratch-Migrations-Assay

Der Scratch-Assay ist eine etablierte und gut entwickelte Methode zur Messung von
Migration von Zellen in vitro. Als ,Scratch® wird eine strichformige Unterbrechung
eines konfluenten Zellrasens bezeichnet. Dabei wurde mit Hilfe einer Pipettenspitze
in einem Zell-Monolayer eine linienférmige Unterbrechung im Zellrasen erzeugt.
Zellen migrierten in diesen manuell erstellten Scratch, sodass die manuell
entstandene Llcke schrittweise geschlossen wurde.

Zu Beginn der Durchfihrung des sogenannten ,Scratch-Assays® wurden von einer
80% konfluenten Zellkulturschale 108 Zellen pro well mit je 2 ml Medium ausgesat.
Nachdem die Zellen Uber 24 Stunden bei 37°C kultiviert wurden, setzte man den

Scratch in den Uber 24 Stunden gebildeten Zell-Monolayer mittels einer
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Pipettenspitze in vertikaler Richtung des jeweiligen wells. Es schloss sich die
Bestrahlung mit 2 Gray flur entsprechende 2 Minuten und die Behandlung mit den
Inhibitioren  AG1478, Gefitinio und Cetuximab mit den vorgesehenen
Konzentrationen an. AnschlieRend wurde der Scratch zu den folgenden Zeitpunkten
zur Bestimmung der Migration nach 0, 5 und 10 Stunden mit Hilfe des
Leicamikroskops und dem Leica Application Suite abfotografiert.

Zur Orientierung wurden zu Beginn des Versuchs am Boden der 6-wells
Horizontallinien angezeichnet, die den Scratch zu 90° schnitten, sodass ein ortlicher
Referenzpunkt festgelegt war. Mit Hilfe dieser optischen Markierung war der exakte
Vergleich der abfotografierten Migrationsorte im Zeitverlauf (0, 5, 10 Stunden) stets
gewahrleistet.

Indem die Zellen innerhalb der 10 Stunden in den Scratch migrierten, konnte
schlie3lich die Migrationsrate der Zellen durch Vergleich der abfotografierten Bilder
zu den unterschiedlichen Zeitpunkten quantifiziert werden.

FUr die Auswertung der Bilder zu den unterschiedlichen Zeitpunkten wurde das
Programm Photoshop verwendet. Indem zunéachst die Gesamtpixelzahl eines Bildes
abgelesen wurde, wurde darauf folgend der linienformige, vertikalverlaufende
Scratch mit dem Lasso-Werkzeug nachgefahren und schliellich die Pixelzahl des
Scratches bestimmt. Mit Hilfe der folgenden Formel konnte ein Vergleichswert

innerhalb der Zeitintervalle berechnet werden:

(XZ 'Xl) X 100

Xgesamt

Formel 1: Statistische Auswertung des Scratch-Migrations-Assays

x1: Gesamtpixelzahl-Pixelzahl zu Oh, bzw. 5h
x2: Gesamtpixelzahl-Pixelzahl zu 5h, bzw. 10h

X gesamt: Gesamtpixelzahl X.
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Die aus dieser Formel gewonnen Daten zeigen die prozentuale Verkleinerung der
Scratchflache und lassen somit Ruickschlisse auf das Migrationsverhalten der

Zelllinie zu.

4.2.9 Statistik

Die statistische Signifikanz der Ergebnisse des Crystal-Violett ELISA Proliferations-
Assays, des Colony-Formation-Assays und des Scratch-Migration-Assays wurde mit
Hilfe des Statistik-Programms Graph Pad Prism 6.0 ermittelt. AuRerdem wurden mit
diesem Programm die Auswertung der Ergebnisse, die Darstellung derselben mittels
Graphen und die p-Wert Berechnung durchgefuhrt. Die statistische Auswertung
basierte bei allen Versuchen auf paarigen Ansatzen. Demzufolge sind die
unterschiedlichen Behandlungen der einzelnen Versuchsreihen zum gleichen
Zeitpunkt durchgefuhrt worden. Mit Hilfe des ungepaarten t-Tests mit einem 95%
Konfidenzintervall wurde die Signfikanz der einzelnen Behandlungen im Bezug auf
die jeweilige unbehandelte Kontrolle der entsprechenden Wildtypzelllinie berechnet.

Die folgende Tabelle definiert die einzelnen Signifikanzniveaus.

Signifikanzniveau Darstellung

p <0,05 * (signifikant)

p <0,01 ** (sehr signifikant)

p < 0,001 *** (hochst signifikant)

Tabelle 30: Definition der Signifikanzniveaus
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5 Ergebnisse

5.1 Nachweis der Transfektionseffizienz mittels quantitativer

Realtime-Polymerasekettenreaktion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit EGFR vlll-exprimierenden Zelllinien gearbeitet.
Mit Hilfe der quantitativen reversen Transkriptase-PCR wurde die Effizienz der EGFR
vlll-Transfektion Uberprift. Im Folgenden werden hierfir exemplarisch die
Schmelzkurvenanalysen der Zelllinie Cal27 prasentiert.

Folgende Abbildung 7 zeigt zum einen die Daten des EGFR vlll-Plasmidvektors als
Referenz fur die transfizierten Zelllinien, zum anderen die Zelllinien Cal27 wt und
Cal27 vlll im Vergleich. Neben der Amplifikationskurve werden in Abbildung 7
aulRerdem der Schmelzpeak und die Schmelzkurve dargestellt. Genannte
Abbildungen weisen also die Expression der RNA des vllI-Plasmides in den Zellen
nach und damit die erfolgreich durchgefihrte Transfektion. Aulerdem kann die
Expression der EGFR VIII-RNA fur die Zelllinien Cal wt und Cal27 vlll eindeutig
nachgewiesen werden. Die Schmelztemperatur sowie der Schmelzpeak des
Plasmidvektors liegen bei 82,50°C. Mit einer Schmelztemperatur von 83,5°C kann
die Zelllinie Cal27 wt identifiziert werden.

Die C(t)-Werte, die den Kurventeil beschreiben, in dem die Floureszenz zum ersten
Mal exponentiell Gber den Hintergrundwert ansteigt, wurden von den Tabellen 31 und
32 zusammengefasst. Die Schmelztemperaturen der Plasmidvektoren zeigt Tabelle
33. Die Tabelle 34 veranschaulicht die Schmelztemperaturen der Zelllinien Cal27 wt
und Cal27 vlll.

Dieselben Ergebnisse und damit eine stabile Transfektion konnten ebenfalls fur die
Zelllinien HN und UD-SCC-5 wt nachgewiesen werden. Die Daten sind hier nicht

aufgefuhrt.
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Abbildung 7: Amplifikationskurve, Schmelzkurve und Schmelzpeak der Zelllinie Cal27

wt, Cal27 vlll und des vlll Plasmidvektors

Probe C(t)-Werte

vill Plasmid 9,25

vill Plasmid 9,38

vill Plasmid 9,25

Tabelle 31: Zusammenfassung der C(t)-Werte der Amplifikation des vlll-
Plasmidvektors

Probe C(t)-Werte

Cal27 wt 29,57

Cal27 vlli 23,28

Cal27 vlll-Plasmid 4,70

Tabelle 32: Zusammenfassung der C(t)-Werte der Amplifikation der Zelllinie Cal27 wt

und Cal27 vlll
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Probe Schmelztemperatur
vlll-Plasmid 82,50° C
vill-Plasmid 82,50° C
vill-Plasmid 82,50° C

Tabelle 33: Zusammenfassung der Schmelztemperatur des vllI-Plasmidvektors

Probe Schmelztemperatur
Cal27 wt 83,50° C
Cal27 vllli 82,00° C
Cal27 vlll-Plasmid 82,00° C

Tabelle 34: Zusammenfassung der Schmelztemperaturen der Zelllinie Cal27wt und
Cal27 vlll

5.2 Crystal-Violett ELISA Proliferations-Assay

Der Crystal-Violett ELISA Langzeit-Proliferations-Assay ist eine Methode, die zur
Bestimmung der Zellproliferation nach einem langeren Zeitraum und stattgefundener
Behandlung dient. Besonderes der Effekt der Bestrahlung und der Inhibitoren auf das

Uberleben der Zellen sollen in dieser Arbeit dargestellt werden.

5.2.1 Proliferationsverhalten der Zelllinien: Vergleich wt
versus Vil

Im Folgenden wird das Proliferationsverhalten zwischen Wildtyp und EGFR vllI der
einzelnen Zelllinien miteinander verglichen. Der Zeitraum der Proliferationsanalysen
betrug 9 Tage.

Bei der Zelllinie Cal27 ist zwischen Tag 0 und Tag 3 sowohl bei Cal27 wt als auch bei
Cal27 vlll ein leichter Anstieg der Proliferation zu erkennen. Nach 72 Stunden ist fur
die  Wildtypzelllinie ein linearer Anstieg und damit ein vermehrtes

Proliferationsverhalten im Vergleich zu Cal27 vlll festzustellen.
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Die Geraden der Zelllinie HN nehmen ebenfalls an Tag 3 einen unterschiedlichen
Verlauf. An Tag 6 weist die Wildtypzelllinie einen exponentiellen Proliferationsanstieg
auf, wohingegen EGFR vllII weiterhin sehr langsam proliferiert.

Annliche Ergebnisse wurden auch bei UD-SCC-5 festgestellt. Wahrend der ersten 3
Tage zeigen sowohl die Wildtypzellen als auch die transgenen Zellen nur einen
minimalen Anstieg der Proliferation. Der Unterschied des Proliferationsverhaltens
zwischen EGFR wt und EGFR vlII fallt ab Tag 3 ebenfalls sehr deutlich aus.
Zusammenfassend charakterisieren sich die Wildtypzellen mit einer deutlich
starkeren Proliferation, die sich vor allem ab Tag 3 manifestiert. UD-SCC-5 vlll
proliferiert dagegen wahrend der kompletten Beobachtungsdauer langsamer als die
EGFR-Wildtypklone. Von allen drei HNSCC-Zelllinien weist die Zelllinie Cal27 die

hochste Proliferationsrate auf.
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Abbildung 8: Proliferationskinetiken der Zelllinien Cal27, HN und UD-SCC-5
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5.2.2 Einfluss der Bestrahlung auf die Proliferation und das

klonogene Uberleben der EGFR wt-Zelllinien

Um das Verhalten der Zellen bei unterschiedlichen Bestrahlungsdosen aufzuzeigen,
wurden die Zellllinien Cal27, HN und UD-SCC-5 mit 2, 4, 6, 8,10, 12, 14 und 16 Gray
bestrahlt. Die Berechnung der ICso-Konzentrationen wurde durch nicht-lineare
Regression und Mittelwertbildung drei Mal bestimmt. Tabelle 35 fasst die ermittelten
ICs0-Konzentrationen der drei untersuchten Zelllinien nochmals zusammen. Die hier
genannten Daten basieren auf  den Ergebnissen vorangehender
Proliferationsanalysen, die innerhalb der Arbeitsgruppe vielfach durchgefuhrt wurden.
Bei der Zelllinie Cal27 zeigt die Bestrahlung einen deutlich hemmenden Effekt. Die
mittlere inhibitorische Konzentration, also die Bestrahlungsdosis, bei der noch 50%
der Zellen Uberleben, liegt bei 7,65 Gray.

Die Zelllinie HN zeigt sich im Vergleich zu Cal27 strahlensensibler. Die halbmaximale
Inhibition liegt bei einer Bestrahlungsdosis von 5,83 Gray.

Strahlenresistenter dagegen zeigt sich die Zelllinie UD-SCC-5. Hier wird ein
Zelluntergang von 50% erst bei 9,20 Gray erreicht. UD-SCC-5 wt prasentiert sich als

strahlenresistenteste Zelllinie.

Zelllinie ICs0-Dosis
Cal27 7,65 Gy
HN 5,83 Gy
UD-SCC-5 9,20 Gy

Tabelle 35: Zusammenfassung der ICso-Dosen nach Bestrahlung der Zelllinien Cal27,
HN und UD-SCC-5

Zur besseren Ubersicht wird das klonogene Uberleben nach Bestrahlung unter

diesem Punkt aufgefuhrt.
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Die Bestrahlung der Zellen erfolgte fiir die Analyse des klonogenen Uberlebens mit
jeweils mit 2, 5, 8 und 10 Gray. Als Vergleich diente eine unbestrahlte Kontrolle, die
hier mit 0 Gray beschriftet ist.

Bei 8 Gray Bestrahlungsdosis hat das klonogene Uberleben von Cal27 wt bereits
mehr als 50% abgenommen. Bei 10 Gray Uberleben nur noch 20% der Kolonien.
Cal27 vlll Gberlebt nach 2 Gray Bestrahlung mit nur mehr 60% der Kolonien. 5 Gray
erreichen eine 50%ige Reduktion des klonogenen Uberlebens. Weniger als 25%
Uberleben nach 10 Gray Bestrahlung. Cal27 vlll prasentiert sich damit als
strahlensensibler.

Die Zelllinie HN zeigt sich als strahlensensibelste Zelllinie. Wahrend 2 Gray nur einen
geringen Effekt zeigen, konnte das klonogene Uberleben nach Bestrahlung mit 5
Gray auf bis zu fast 50% reduziert werden. Eine Therapie mit 10 Gray bewirkt eine
klonogene Uberlebensrate von nur mehr ca. 7%.

HN vlll Uberlebt mit ca. 75% nach Bestrahlung mit 2 Gray. Mit einer
Bestrahlungsdosis von 8 Gray oder mehr werden mehr als 75% der Kolonien
reduziert.

UD-SCC-5 lasst sich als die strahlenresistenteste der drei Zelllinien charakterisieren.
Die mit 8 Gray bestrahlten Zellen weisen noch eine Uberlebensrate von (iber 50%
auf. 10 Gray Bestrahlungsdosis erreicht eine Reduktion von tber 50%.

Im Vergleich zu den Wildtypzellen verhalten sich die transgenen Zellen gegeniber 2
Gray Bestrahlung mit einer Reduktion von nur knapp 25%. Eine Reduktion um 50%
erreichen 5 Gray. 8 und 10 Gray reduzieren das klonogene Uberleben um mehr als

75%.
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Abbildung 9: Einfluss der Bestrahlung auf das klonogene Uberleben der Zelllinien
Cal27, HN und UD-SCC-5

5.2.3 Einfluss der Blockade des EGFR wt auf die Proliferation

der Zelllinien

Die fur diese Arbeit ausgewahlten Inhibitoren bzw. Antikdrper sind zum einen
AG1478 und Gefitinib und zum anderen Cetuximab. Alle Inhibitoren blockieren den
EGF-Rezeptor. Die verwendeten Konzentrationen liegen im Bereich von 0-5 pM bzw.
0-20 pg/ml. Anhand dieser Versuchsreihe wurde der Einfluss der Inihibitoren bzw.
des Antikorpers auf die Proliferation der einzelnen Zelllinien dargestellt und die 1Cso-

Konzentration fur die jeweiligen Inhibitoren bzw. des Antikdrpers ermittelt.
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5.2.3.1 Einfluss von AG 1478 auf die Proliferation der Zelllinien

Der Tyrosinkinaseinhibitor AG1478 zeigt bei allen drei Zelllinien einen
antiproliferativen Effekt.

Bei Cal27 hat sich die Lebendzellzahl bei einer Konzentration von 0,5 pM im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle auf 50% reduziert. Mit zunehmenden
Konzentrationen zeigt sich weiterhin ein abnehmendes Uberleben der Zellen. Bei
einer Menge von Uber 5 pM des TKIs AG1478 ist kein Zelliberleben mehr
nachzuweisen.

Die Zelllinie HN reagiert sensibler auf den TKI AG1478. Die Zellen zeigen bei einer
Konzentration von 0,5 uM bereits einen Riickgang des Uberlebens von mehr als
80%. Ab 4 uM zeigt sich erneut ein deutlich hemmender Effekt und es Iasst sich bei 5
UM eine Uberlebensrate von nur mehr knapp 10% feststellen.

Die Zelllinie UD-SCC-5 zeigt eine Reduktion der Zellproliferation von mehr als 50%
ab einer Konzentration von AG1478 bei ca. 0,5 yM. Zwischen den Konzentrationen
3-5 uM zeigt der Inhibitor eine Reduktion der Uberlebensrate von mehr als 90%. In
Zusammenschau aller drei Kurven sind die Verlaufe der Zellproliferationskurven nach

AG1478-Gabe aller drei Zelllinien vergleichbar.
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Abbildung 10: Einfluss von AG1478 auf das Proliferationsverhalten der Zelllinien
Cal27, HN und UD-SCC-5

5.2.3.2 Einfluss von Gefitinib auf die Proliferation der Zelllinien

Um das Ansprechen der Zelllinie auf den Inhibitor Gefitinib zu beurteilen, wurden die
Zellen mit steigenden Konzentrationen von 0 bis zu einer Maximalkonzentration von
5 uM mit Gefitinib behandelt.

Das Uberleben der Zellinie Cal27 reduziert sich auf 50% im Bereich der
Konzentration von ca. 0,05 uM. Beziiglich des Uberlebens der Zellen sind ab einer
Konzentration von 1 uM keine signifikanten Veranderungen zu beobachten. Hier
schwanken die Uberlebensraten zwischen 10% und 15%.

Sensibler auf die Inhibition mit Gefitinib reagiert die Zellinie HN. Hier liegt die ICsp -
Konzentration bereits im Bereich von 0,02 yM. Zwischen 2,5 yM und 5 pM nimmt die

prozentuale Proliferation von etwa 15% auf ca. 5% ab.
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Die Proliferation der UD-SCC-5 Zellen konnen erst bei Konzentrationen im Bereich
von 0,06-0,08 yM auf weniger als 50% gesenkt werden. Ab einer Dosis von 2,5 yM

bis 5 uM reduziert sich die Proliferation von 5% auf 0%.
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Abbildung 11: Einfluss von Gefitinib auf das Proliferationsverhalten der Zelllinien
Cal27, HN und UD-SCC-5

5.2.3.3 Einfluss von Cetuximab auf die Proliferation der Zelllinien

Der Antikorper Cetuximab prasentiert bei allen drei Zelllinien unregelmafige
Ergebnisse. Bei Cal27 erreicht Cetuximab lediglich einen maRigen Effekt auf die
Proliferation. Zwischen dem Dosisbereich von 2,5 pg/ml und 20 pg/ml zeigt der
Antikdrper eine Reduktion von 10% bis maximal 20%.

Auch bei HN kann Cetuximab keine signifikanten Effekte verzeichnen. Die
Proliferation bewegt sich bei allen Konzentrationen lediglich zwischen 50% und 60%.
Dieselbe Beobachtung wie bei den vorher genannten Zelllinien kann auch bei UD-

SCC-5 gemacht werden. Der Antikorper Cetuximab zeigt bei den angewendeten
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Konzentrationen ebenfalls keinen einschlagenden Effekt auf die Proliferation der
Zellen. Die Proliferationswerte schwanken zwischen 80% und 100%. Bei keiner der
drei Zelllinien lasst sich also eine zunehmende Reduktion der Proliferation trotz

steigender Antikorper-Konzentration feststellen.
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Abbildung 12: Einfluss von Cetuximab auf das Proliferationsverhalten der Zelllinien
Cal27, HN und UD-SCC-5

5.2.3.4 Einfluss der Kombinationsbehandlungen auf die Proliferation der Zelllinien

Bei den Kombinationsbehandlungen wurden die Zelllinien mit den in Tabelle 14
angegebenen Konzentrationen der jeweiligen Inhibitoren behandelt. Diese
Konzentrationen leiten sich aus den oben gezeigten Proliferationskinetiken ab.
Simultan wurden die Zellen mit der therapeutischen Dosis von 2 Gray bestrahlt. In
den folgenden Graphen werden die Effekte sowohl der Einzelbehandlungen mit
AG1748, Gefitinib, Cetuximab und 2 Gray als auch der Kombinationsbehandlungen
der EGFR wt und EGFR vlll Zelllinien veranschaulicht.
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Die Zelllinie Cal27 wt zeigt signifikante Ergebnisse bei der Einzelbehandlung mit
AG1478, der Kombinationstherapie und im Vergleich Einzel- versus
Kombinationsbehandlung mit AG1478. Die Cal27 vlll dagegen zeigen nur bei der
Kombinationstherapie AG1478 + 2 Gy im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ein
signifikantes Ergebnis, jedoch keinen additiven Effekt durch die Bestrahlung nach
AG1478 Behandlung, wie aus Abbildung 13 abzulesen ist.

Der TKI Gefinitib  hingegen bewirkt bei Cal27 wt eine deutliche
Proliferationshemmung auf ca. 10% und ist damit als hochst signifikant einzustufen.
Ebenfalls signifikant zeigt sich die Kombinationsbehandlung im Vergleich zu dem
unbehandelten Wildtyp. Allerdings ist auch hier kein zusatzlicher Effekt nach einer
Kombinationstherapie im Vergleich zur Monotherapie mit Gefitinib nachzuweisen.

Der Antikorper Cetuximab weist signifikante Ergebnisse bei Cal27 wt auf. Die
Einzeltherapie sowie die Kombinationstherapie erweisen sich als effektiv. Gegenuber
den Cal27 vlll jedoch kann Cetuximab keine signifikanten Resultate erzielen.
Abbildung 14 veranschaulicht, wie HN wt nach Einzelbehandlung mit AG1478 und
nach Kombinationsbehandlung signifikant reduziert proliferiert. Aulerdem Iasst sich
ein additiver Effekt durch Bestrahlung nachweisen. HN vlll reagiert ebenfalls mit
signifikant reduzierter Proliferation nach Einzel- und Kombinationsbehandlung.
Ebenfalls deutlich zeigt sich der additive Effekt der doppelten Inhibition.

Die Hemmung mit dem TKI Gefitinib gegeniber den Zelllinien HN wt und HN vlli
weist ebenfalls hochst signifikante Ergebnisse auf. Die simultane Behandlung
prasentiert sich hier als effektiv und prasentiert einen kombinatorischen Effekt.
Anzumerken ist, dass die Behandlungen mit dem TKI Gefitinib jeweils eine deutliche
Proliferationsreduktion auf unter 50% zeigen.

Durch Cetuximab wird das Proliferationsverhalten bei HN wt und HN vlll deutlich
reduziert. Damit bewirken Bestrahlung und Inhibition als Einzeltherapien bei den HN
vlll &hnliche Effekte. Ein kombinatorischer Effekt ist bei den Zelllinien nachzuweisen.
Hinsichtlich der Zellproliferation zeigt sich die Zelllinie UD-SCC-5 wt nach AG1478-

Behandlung nicht sensibel, lediglich nach 2 Gray reduziert sich das proliferative
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Verhalten signifikant, wohingegen die UD-SCC-5 durch die Inhibition des TKI
AG1478 und die simultane Therapie ebenfalls eine signifikant reduzierte Proliferation
aufweisen. Eine Therapie mit AG1478 plus zuséatzlicher Bestrahlung zeigt keinen
additiven Effekt.

Gefitinib reduziert das Proliferationsverhalten sowohl bei UD-SCC-5 wt, als auch bei
den UD-SCC-5 vlll um mehr als die Halfte und damit signifikant, so wie die doppelte
Inhibition. Ein kombinatorischer Einfluss ist jedoch auch hier nicht festzustellen.
UD-SCC-5 wt und UD-SCC-5 vlll reagieren auf eine Cetuximab-Therapie, indem UD-
SCC-5 wt um ca. 25% weniger proliferiert. UD-SCC-5 wt zeigt nach der
Kombinationsbehandlung eine gesteigerte Proliferation im Vergleich zu den
Monotherapien. Auf die transgenen Zellen haben die Mono- und
Kombinationstherapien einen groReren Einfluss und zeigen einen additiven Effekt.

Abbildung 15 veranschaulicht die Ergebnisse der Zelllinie UD-SCC-5.
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Abbildung 13: Einfluss der Einzelbehandlungen und Kombinationsbehandlungen von
AG1478, Gefitinib, Cetuximab und 2 Gray auf das Proliferationsverhalten der Cal27-
Zelllinien
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Cal27 wt Cal27 vlli
2 Gy ns ns
AG1478 p = 0,0006 (***) ns
AG1478 + 2Gy p < 0,0001 (****) p =0,0076 (**)
AG1478 vs. AG1478 + 2 Gy | p =0,0007 (***) ns
Cal27 wt Cal27 vlli
2 Gy ns ns
Gefitinib p = 0,0001 (***) p < 0.0001 (****)
Gefitinib + 2Gy p = 0,0001 (***) p < 0.0001 (****)
2 Gy vs. Gefitinib + 2 Gy p =0,0051 (**) p =0,0015 (**)
Gefitinib vs. Gefitinib + |ns p =0.0001 (***)
2Gy
Cal27 wt Cal27 vlli
Cetuximab p = 0,0008 (***) ns
Cetuximab + 2Gy p = 0,0001(***) ns
2 Gy vs. Cetuximab + 2 Gy | p=0,0303 (*) ns
Cetuximab vs. p < 0.0001 (****) ns
Cetuximab + 2 Gy
Tabelle 36: Einfluss der Einzel- und Kombinationsbehandlungen auf das
Proliferationsverhalten von Cal27 wt und Cal27 vlll. Die Signifikanz bezieht sich

jeweils auf den unbehandelten Wert von Cal27 wt und Cal27 vlll.
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Abbildung 14: Einfluss der Einzel- und Kombinationsbehandlungen von AG1478,
Gefitinib, Cetuximab und 2 Gray auf das Proliferationsverhalten der HN-Zelllinien

HN wt HN vl
2 Gy ns p = 0,0002 (***)
AG1478 p =0,0018 (**) p =0,0001 (***)

AG1478 + 2Gy

p = 0,0044 (**)

p = 0,0006 (***)

AG1478 vs. AG1478 + 2 Gy

p = 0,0195 (*)

p = 0,0004 (***)

2 Gy vs. AG1478 + 2 Gy

p = 0,0022 (**)

p < 0,0001 (****)
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HN wt HN vl
2 Gy ns p = 0,0002 (***)
Gefitinib p < 0,0001 (****) p =0.0005 (***)

Gefitinib + 2Gy

p < 0,0001 (****)

p = 0.0005 (***)

Gefitinib vs.
Gefitinib + 2 Gy

p = 0,0009 (***)

p < 0,0001 (****)

2 Gy vs. Gefitinib + 2 Gy

p = 0,0002 (***)

p = 0,0007 (***)

HN wt HN vlli
2 Gy ns p = 0,0002 (***)
Cetuximab p =0,0011 (**) p = 0,0001 (***)

Cetuximab + 2Gy

p = 0,0001 (***)

p = 0,0006 (***)

2 Gy vs. Cetuximab + 2 Gy

p = 0,0005 (***)

p =0,0010 (**)

Cetuximab vs.
Cetuximab + 2 Gy

p = 0.0219 (*)

p = 0,0001 (***)

Tabelle 37: Einfluss der Einzel- und Kombinationsbehandlungen auf das
Proliferationsverhalten von HN wt und HN vlil. Die Signifikanz bezieht sich jeweils auf
den unbehandelten Wert von HN wt und HN vlllI.
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Abbildung 15: Einfluss der Einzel- und Kombinationsbehandlungen von AG1478,
Gefitinib, Cetuximab und 2 Gray auf das Proliferationsverhalten der UD-SCC-5-
Zelllinien

UD-SCC-5 wt UD-SCC-5 vl
2 Gy p=0,0128 (*) p=0,0001 (***)
AG1478 ns p=0,0153 (*)
AG1478 + 2Gy ns p <0,0001 (***%)
UD-SCC-5 wt UD-SCC-5 vl
2 Gy p=0,0128 (*) p=0,0001 (***)
Gefitinib p = 0,0083 (**) p =0.0030 (**)

Gefitinib + 2Gy

p = 0,0004 (***)

p = 0.0056 (**)

2 Gy vs. Gefitinib + 2 Gy

p = 0,0002 (***)

p =0,0181 (*)
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UD-SCC-5 wt UD-SCC-5 vlll
2 Gy p =0,0128 (*) p =0,0001 (***)
Cetuximab p = 0,0088 (**) p =0,0001 (***)
Cetuximab + 2Gy p =0,0324 (*) p <0,0001 (****)
2 Gy vs. Cetuximab + 2 Gy |ns p <0,0001 (****)
Cetuximab vs. ns p <0,0001 (****)
Cetuximab + 2 Gy
Tabelle 38: Errechnete p-Werte nach dem Einfluss der Einzel- und

Kombinationsbehandlungen auf das klonogene Uberleben von UD-SCC-5 wt und UD-
SCC-5 vlll. Die Signifikanz bezieht sich jeweils auf den unbehandelten Wert von UD-
SCC-5 wt und UD-SCC-5 vlll.

5.3 Colony-Formation-Assay

Der Colony-Formation-Assay ist ein Verfahren, um das klonogene Uberleben der
Zelllinien Uber einen langeren Zeitraum zu beobachten. Besonderes Augenmerk lag
in dieser Arbeit auf dem Effekt der Bestrahlung mit der therapeutischen Dosis von 2
Gray und der Behandlung mit Inhibitoren bzw. Antikorper.

Grundsatzlich bilden die unbehandelten Zellen Cal27 vlll mehr Kolonien aus als
Cal27 wt. Auf Bestrahlung mit 2 Gray reagiert Cal27 wt mit einer deutlich reduzierten
Uberlebensrate von 50%. Cal27 vlll dagegen wird durch Bestrahlung in ihrem
klonogenen Uberleben kaum beeinflusst. Die Therapie mit AG1478 prasentiert einen
geringeren hemmenden Einfluss als die Bestrahlung. Die Kombinationsbehandlung
bewirkt bei Cal27 vlll lediglich einen geringen zusatzlichen Effekt, wie Abbildung 16
veranschaulicht.

Durch Gefitinib wird das klonogene Uberleben derselben Zelllinie sowohl bei Cal27
wt als auch bei Cal27 vlll signifikant gehemmt. Ein additiver Effekt der beiden
Behandlungen wird hier jedoch nur bei Cal27 wt erreicht.

Die Cetuximab-Therapie zeigt im Vergleich die geringste Inhibition der
Uberlebensrate. Die kombinierte Therapie hat hier keinen Einfluss auf das Uberleben

der Wildtypzellen.
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Abbildung 17 veranschaulicht alle Kombinationsbehandlungen der Zelllinien HN.
Nach 2 Gray Bestrahlung reagiert HN vlll mit einer reduzierteren Uberlebensrate als
HN wt. AG1478 bewirkt kaum eine Hemmung des Uberlebens. Bestrahlung und
Inhibitor kombiniert bewirken nur bei HN wt einen zusétzlichen Effekt.

Der TKI Gefitinib inhibiert wie bei den Zelllinien HN das Uberleben deutlich. Die
Kombinationstherapie kann beziiglich der Uberlebensrate keinen zuséatzlichen Effekt
erreichen.

Der Antikérper Cetuximab hemmt das Uberleben der Zellen kaum. Die Therapie der
kombinierten Inhibition erweist sich bei HN wt zwar als effektiv, jedoch kann kein
kombinatorischer Effekt nachgewiesen werden.

Die UD-SCC-5 Zelllinien prasentieren sich in Abbildung 18 als strahlenresistent. Eine
signifikante Hemmung der Uberlebensrate durch AG1478 kann nicht erzielt werden.
Die Kombinationsbehandlung wirkt nicht zusatzlich inhibierend.

Die TKI Gefinitib erreicht eine signifikante Reduktion der Uberlebensrate von UD-
SCC-5 wt. Die Bestrahlung mit kombinierter Inhibition erreicht keinen zusatzlichen
Effekt.

Sowohl bei der Monotherapie mit Cetuximab als auch bei der Kombinationstherapie
kann ein gesteigertes Uberleben bei UD-SCC-5 vllI beobachtet werden.
Zusammenfassend kann die Aussage getroffen werden, dass AG1478 in den in den
meisten Fallen wenig Einfluss auf das klonogene Uberleben demonstriert. Dagegen
erweist sich Gefitinib als effektiver Inhibitor. Die Kombinationsbehandlungen

bewirken zum Grof3teil keinen zusatzlichen Effekt.
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Abbildung 16: Einfluss der Einzel- und Kombinationsbehandlungen von AG1478,

Gefitinib, Cetuximab und 2 Gray auf das klonogene Uberleben der Cal27-Zelllinien

Cal27 wt Cal27 vl

2 Gy p = 0,0469 (*) ns

AG1478 p = 0,0482 (*) ns

AG1478 + 2Gy p =0,0222 (*) p =0,0377 (*)
Cal27 wt Cal27 vl

2 Gy p = 0,0469 (*) ns

Gefitinib p = 0,0300 (*) p =0.0434 (%)

Gefitinib + 2Gy p = 0,0082 (**) p =0.0303 (*)

Gefitinib vs. p =0,0322 () ns

Gefitinib + 2 Gy
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Cal27 wt Cal27 vllli
2 Gy p = 0,0469 (*) ns
Cetuximab ns ns
Cetuximab + 2Gy p = 0,0441 (*) ns
Tabelle 39: Errechnete p-Werte nach dem Einfluss der Einzel- und

Kombinationsbehandlungen auf das klonogene Uberleben von Cal27 wt und Cal27 vlll.
Die Signifikanz bezieht sich jeweils auf den unbehandelten Wert von Cal27 wt und

Cal27 vlll.
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Abbildung 17: Einfluss der Einzel- und Kombinationsbehandlungen von Ag1478,
Gefitinib, Cetuximab und 2 Gray auf das klonogene Uberleben der HN-Zelllinien
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HN wt HN vl
2 Gy p =0,0309 (*) p = 0,007 (**)
AG1478 + 2Gy p = 0,0038 (**) ns
AG1478 vs. AG1478 + 2 Gy | p=0,0032 (**) ns
2 Gy vs. AG1478 + 2 Gy p=0,0118 (%) ns
HN wt HN vl
2 Gy p =0,0309 (*) p = 0,007 (**)
Gefitinib p =0,0483 (*) ns
Gefitinib + 2Gy p = 0,0003 (***) p=0,0174 (%)
2 Gy vs. Gefitinib + 2 Gy p =0,0085 (**) ns
HN wt HN vl
2 Gy p =0,0309 (*) p = 0,007 (**)
Cetuximab p = 0,0075 (**) ns
Cetuximab + 2Gy p =0,0057 (**) ns
Tabelle 40: Errechnete p-Werte nach dem Einfluss der Einzel- und

Kombinationsbehandlungen auf das klonogene Uberleben von HN wt und HN vlll. Die
Signifikanz bezieht sich jeweils auf den unbehandelten Wert von HN wt und HN vlllI.
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Abbildung 18: Errechnete p-Werte nach dem Einfluss der Einzel- und
Kombinationsbehandlungen von AG1478, Gefitinib, Cetuximab und 2 Gray auf das
klonogene Uberleben der UD-SCC-5-Zelllinien
UD-SCC-5 wt UD-SCC-5 vlll
2 Gy ns ns
Gefitinib p = 0,0009 (***) ns
Gefitinib + 2Gy p = 0,0009 (***) ns
2 Gy vs. Gefitinib + 2 Gy p = 0,0074 (**) ns
Tabelle 41: Errechnete p-Werte nach dem Einfluss der Einzel- und

Kombinationsbehandlungen von Gefitinib auf das klonogene Uberleben der UD-SCC-5
wt und UD-SCC-5 vlll. Die Signifikanz bezieht sich jeweils auf den unbehandelten
Wert von UD-SCC5 wt und UD-SCC-5-vlIl.
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5.4 Scratch-Migrations-Assay

Mit Hilfe des Scratch-Migrations-Assay wurde das Migrationsverhalten der Zellen
dargestellt. Besonderes Augenmerk lag dabei auf der Untersuchung der
Kombinationsbehandlungen.

Die unten dargestellten Graphen in Abbildung 19 zeigen das Migrationsverhalten der
Wildtypzellen und der vlll-Variante 5 Stunden nach stattgefundener
Kombinationsbehandlung. Exemplarisch wurde fur diesen Versuch die Zelllinie Cal
27 herausgegriffen, da sich diese Zellen aufgrund ihres Wachstumsverhaltens am
besten geeignet flr den Scratch-Migrations-Assay erwiesen.

Nach 5 Stunden Migrationszeit kann sowohl bei den wt als auch bei den vlll
transgenen Zellen eine signifikante Tendenz zur strahleninduzierten Migration
festgestellt werden.

Diese Migration kann aber in beiden Fallen nach kombinierter Behandlung
eingeddmmt werden. Hier zeigt sich durchgehend ein signifikanter Rickgang der
Migration nach simultaner Inhibition im Gegensatz zur alleinigen Bestrahlung mit 2

Gray.
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Abbildung 19: Einfluss der Einzel- und Kombinationsbehandlungen von AG1478,

Gefitinib, Cetuximab und 2 Gray auf die Migration der Cal27-Zelllinien nach 5 Stunden

Cal27 wt

Cal27 vl

2 Gy

p =0,0371 (*)

p = 0,0217 (*)

2 Gy vs. AG1478 + 2 Gy

p = 0,0048 (**)

p < 0,0001 (****)

Cal27 wt

Cal27 vl

2 Gy

p =0,0371 (*)

p = 0,0217 (*)

2 Gy vs. Gefitinib + 2 Gy

p = 0,0015 (**)

p = 0,0004 (***)
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Cal27 wt Cal27 vlli
2 Gy p =0,0371 (¥) p =0,0217 (*)
2 Gy vs. Cetuximab + 2 Gy | p=0,0192 (*) p = 0,008 (**)
Tabelle 42: Errechnete p-Werte nach dem Einfluss der Einzel- und
Kombinationsbehandlungen auf die Migration von Cal27 wt und Cal27 vlll. Die

Signifikanz bezieht sich jeweils auf den unbehandelten Wert von Cal27 wt und Cal27
vill.

5.5 Biochemische Effekte: Western Blot Analysen

Die biochemischen Effekte der Bestrahlung, nach Zugabe der Inhibitoren, sowie der
Kombinationstherapien wurden mit Hilfe von Western Blots analysiert und dargestellt.
Analog zu den bisherigen Versuchen wurde eine Bestrahlungsdosis von 2 Gray und
die bisherigen Dosen der Inhibitoren/AK (s. Tabelle 14) verwendet. In den folgenden
Darstellungen werden die Western Blot Analysen exemplarisch der Zelllinie HN
gezeigt.

Prinzipiell konnten anhand der Ergebnisse der Western Blot Analysen folgende
Beobachtungen demonstriert werden: Erstens zeigen die nachgeschalteten Proteine
des EGFR vllI grundséatzlich im direkten Vergleich zu EGFR wt sowohl ohne als auch
mit Therapie starker ausgepragte Expressionsniveaus; zweitens zeigen die
unbehandelten Kontrollen beider Rezeptoren eine deutliche Expression aller Proteine
bis auf p-EGFR, der ein deutlich geringeres Expressionsniveau zeigt; drittens
wahrend EGFR wt nach Monotherapie mit der Herunterregulierung aller
nachgeschalteten Proteine reagiert, konnte bei EGFR vlllI die Nicht-Expression nur
eines Proteins (p-EGFR) nach TK-Inhibition gezeigt werden.

Abbildung 20 zeigt die Ladekontrollen fur alle Versuchsreihen mit Einzelbehandlung.
Abbildung 21 demonstriert die Darstellung fir die Versuchsreihen der
Kombinationsbehandlungen. Tabelle 43 fasst die Effekte der Bestrahlung
zusammen.

Die Ergebnisse der Einzelbehandlungen zusammengefasst demonstriert Tabelle 44.
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Die Kombinationsbehandlungen, wie in Tabelle 45 zusammengefasst, inhibieren die
Expression der Proteine von HN wt bis auf eine Ausnahme. Diese ist das Protein p-
EGFR, das nach kombinierter Bestrahlung und Cetuximab-Therapie verstarkt
exprimiert wird.

Die vllI-Variante reagiert nur zum Teil mit reduzierten Expressionsniveaus. Wahrend
sich der EGF-Rezeptor bei allen Behandlungen durch gleichbleibende Expression
charakterisiert, stellt sich bei p-EGFR sowohl nach AG1478 + 2 Gray als auch nach
der Kombination Gefitinib + 2 Gray mit deutlich erniedrigten Expressionsraten dar.
Die deutlichste Reduktion des Expressionsniveaus zeigt sich bei p-EGFR.

Cetuximab zusammen mit ionisierender Strahlung prasentiert unterschiedliche
Ergebnisse: p-EGFR reagiert mit sehr starken Expressionsraten, p-AKT exprimiert
gleichbleibend und p-ER1/2 reduziert die Expression. Insgesamt werden also die
Wildtypzellen mit genannter  Ausnahme durchgehend durch die
Kombinationsbehandlungen in ihrer Proteinexpression gehemmt. HN wvlll

demonstriert unregelmafige Ergebnisse.
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wt ctrl

EGFR

p-EGFR Tyr1068

p-AKT Ser473

p-ERK1/2
Thr202/Tyr204

Tabelle 43: Effekt der Bestrahlung auf die Proteinexpression der Zelllinien;

++

wt + 2 Gy

vill @

vill + 2 Gy

unbestrahlt, ++ stark exprimiert, + maRig exprimiert, - schwach exprimiert;

f+ verstadrkte Proteinexpression

im Vergleich zur Kontrolle,

1]

< gleichbleibendes

Expressionsniveau im Vergleich zur Kontrolle, | schwéchere Proteinexpression im
Vergleich zur Kontrolle

X-ray Dosis [2 Gy]
Cetuximab [140 nM]
Tyrphostin [0.1 pM]

Gefitinib [0.1 uM]

wild type

EGFR vlil

- +

+

+ -

o -

Abbildung 20:
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p-EGFR Tyr1068
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Einzelbehandlungen
Tubulinladekontrollen; GréRe der Proteine EGFR 170 kDa, pEGFR 170 kDa, pAKT 60
kDa, pERK1/2 42/44kDa

mit



5 Ergebnisse | 105

wild type EGFR vlil

X-ray Dosis [2 Gy] + + + + + + + +
Cetuximab [140 nM] - - - + - - - +
Tyrphostin [0.1 uM] - - + - - - + -
Gefitinib [0.1 pM] - + - - - + - -

e - u-~~~.~- EGFR

— . . @  p-EGFR Tyr1068
-— e SEED s s @R -AKT Serd73
-_— — D - —— p-ERK1/2 Thr202/Tyr204

TR I NS G  G— — — — Tubulin

Abbildung 21: Western Blot Analysen der Kombinationsbehandlungen mit
Tubulinladekontrollen; GréRe der Proteine EGFR 170 kDa, pEGFR 170 kDa, pAKT 60
kDa, pERK1/2 42/44kDa

HN wt + wt+ |wt+ vill + vill + vill +
AG1478 | Gefi | Cetuximab | AG1478 | Gefitinib | Cetuxi

tinib mab

S S T A T N

p-EGFR U U U U U f

Tyr1068

p-AKT

Serd73

p-ERK1/2 J [} [} = <« -

Thr202/Tyr2

04

Tabelle 44: Effekt der TKI- und Antikérper-Inhibition auf die Proteinexpression der

Zelllinien; @& unbestrahlt, ++ stark exprimiert, + maRig exprimiert, - schwach

exprimiert;

ft verstédrkte Proteinexpression im Vergleich zur Kontrolle, < gleichbleibendes
Expressionsniveau im Vergleich zur Kontrolle, | schwachere Proteinexpression im
Vergleich zur Kontrolle
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HN wt + wt + wt + vill + vill + vill +
AG1478 | Gefitinib | Cetuximab [ AG1478 | Gefitinib | Cetuximab +
+2 Gy +2 Gy +2 Gy +2Gy |+2Gy |2Gy

p-EGFR | I U t U U t

Tyr1068

p-AKT

Ser473

p-

ERK1/2

Thr202/

Tyr204

Tabelle 45: Effekt der Kombinationsbehandlungen auf die Proteinexpression der

Zelllinien; @ unbestrahlt, ++ stark exprimiert, + maRig exprimiert, - schwach

exprimiert;

f+ verstadrkte Proteinexpression im Vergleich zur Kontrolle, < gleichbleibendes
Expressionsniveau im Vergleich zur Kontrolle, | schwéchere Proteinexpression im
Vergleich zur Kontrolle
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6 Diskussion

6.1 Einfluss des EGF-Rezeptors und der vlll-Variante auf die
Tumorbiologie bei HNSCC und deren aktuellen

Therapiestandards

Seit 2013 steht das Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches in den
weltweiten Statistiken an sechster Stelle der haufigsten Krebsarten (Pickhard, Siegl
et al., 2015). In Deutschland werden pro Jahr 500.000 Karzinome des Kopf-Hals-
Bereiches neu diagnostiziert. Davon sind die meisten mit einer ungunstigen
Prognose vergesellschaftet, das heil3t bei mehr als der Halfte aller betroffenen
Patienten kann keine vollstandige Heilung erreicht werden (Bose, Brockton et al.,
2013). Diese Problematik erscheint in dem Zusammenhang der aktuell
beschriebenen  Resistenzmechanismen des EGF-Rezeptors gegen den
monoklonalen Antikorper Cetuximab noch dramatischer (Markovic and Chung, 2012).
Da die tumorspezifische EGFR vllI-Isoform hier eine zentrale Rolle bei der
Entstehung von Resistenzmechanismen 2zu spielen scheint, stellt diese
Extrazellularmutation des Wachstumsrezeptors EGFR einen wichtigen Marker in der
aktuellen Wissenschaft fur die onkologische Targettherapie dar (Goerner, Seiwert et
al., 2010). Durch die biochemischen Eigenschaften der vlll-Mutation werden bei
Expression der selbigen die tumorigenen Eigenschaften einer Krebsart verstarkt, in
dem sie die mitogenen Eigenschaften, die anti-apoptotischen und pro-invasiven
Signalwege aktivieren und aufrechterhalten (Gan, Kaye et al., 2009).

Um also in der Onkologie bessere Therapieerfolge erlangen zu kdnnen, muissen
neue Biomarker fur zielgerichtete Behandlungsstrategien identifiziert werden.
Aufgrund ihrer Wirkungsweise konnte beispielsweise Gefitinib den umstrittenen
Antikdrper Cetuximab in der aktuellen Therapie ersetzen, indem dieser
Tyrosinkinaseinhibitor sowohl den Wildtyp EGFR als auch die vlllI-Variante zu
inhibieren vermag. Vor genannten Hintergrinden werden Tyrosinkinaseinhibitoren
neben der operativen Entfernung, adjuvanter und deifinitiver Radiatio als

vielversprechender Kandidat einer neuen Antitumortherapie gehandelt.
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Daher war es Ziel dieser Arbeit, die Effektivitat des Antikorpers Cetuximab mit und
ohne zusatzliche Radiotherapie auf EGFR- und EGFR vlll-exprimierende HNSCC-
Zellen im Vergleich zu zielgerichteten Substanzen, wie Tyrosinkinaseinhibitoren, zu
analysieren. Schwerpunkte wurden hier in der Charakterisierung des Migrations- und
Proliferationsverhalten der behandelten Zellen gelegt, sowie die Auswertung der

Proteinexpression nach Einzel- und Kombinationstherapien.

6.2 Material- und Methodendiskussion

Im Folgenden sollen zunachst die verwendeten Therapeutika und anschliefend die
eingesetzten Methoden in ihrer Wirksamkeit und Anwendbarkeit kritisch beleuchtet
werden.

Durch die nachgewiesene Uberexpression in Tumorgewebe repréasentiert der EGFR
ein vielversprechendes Target in der molekularen Tumortherapie. Die
Uberexpression des EGFR oder dessen Aktivierung lieBen sich spezifisch durch den
monoklonalen Antikdrper Cetxumiab herunter regulieren oder inhibieren. Wie
eingangs beschrieben, hat Cetuximab an Wirksamkeit verloren. Mitunter ist der
EGFR vllI fur die rucklaufigen Therapieerfolge von Cetuximab verantwortlich. Da sich
diese resistente Isoform des EGF-Rezeptors durchzusetzen scheint, wird die
Dringlichkeit der Identifikation gezielter Targets gegen den vlll-Rezeptor deutlich
(Schmitz, Ang et al., 2014). Fur die tumorspezifische Targettherapie stellt sich also
der EGFR Vvlll als vielversprechendes Zielprotein dar. Hierbei koénnte die
Substanzklasse der Tyrosinkinaseinhibitoren in der Zukunft eine wichtige Rolle
Ubernehmen (Pedersen, Meltorn et al., 2001).

Die beschriebenen Resistenzmechanismen lassen sich durch den molekularen
Aufbau der beiden Rezeptoren begrinden: Cetuximab ist auf die unveranderte
Extrazellulardomane des EGFR als spezifisches Antigen angewiesen. Da sich die
vlll-Isoform gegenuber des EGFR-Wildtyps durch das Fehlen der fast gesamten L1-
und Zweidrittel der CR1-Domane unterscheidet, erkennt Cetuximab diese strukturelle

Veranderung nicht mehr als spezifisches Antigen an und kann so nicht mehr als
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Antikérper wirken. Die Grundidee einer synchronen Hemmung des EGFR und der
vlll-Mutation beruht demnach auf einer ldentifikation eines neuen Angriffspunktes,
die bei beiden Isoformen identisch vorliegt: Die intrazellular gelegene ATP-
Bindestelle. Tyrosinkinaseinhibitoren sind Molekule, die intrazellular die
Tyrosinkinaseaktivitat inhibieren und so das Potential der simultanen Blockade des
EGFR und des EGFR vllI bieten, indem sie die ATP-Bindestelle blockieren und so
die Autophosphorylation und die nachgeschaltete Aktivierung der Downstream-
Signalwege hemmen. Gefitinib gehort dabei zu den bisher am besten erforschten TKI
und wurde deshalb als TKI gewahlt. AG1478 als ebenfalls im Routinealltag
bekannter TKI diente dabei stets als Kontrolle gegentber dem Einsatz von Gefitinib
bei den ausgewahlten Zelllinien, um etwaige &ullere Storfaktoren bei der
Durchfuhrung der Experimente ausschlieen zu kdnnen. Die Wirksamkeit beider TKI
konnten im Rahmen der Vorversuche mit Hilfe der durchgefuhrten Kinetiken gezeigt
werden. Bei allen Zellinien hat das Uberleben der Zellen mit Zunahme der
Inhibitorkonzentration progredient abgenommen. Die unbehandelten Kontrollen
verifizieren die alleinige Wirksamkeit der TKI in den Ergebnistabellen.

Cetuximab gehort zu den neueren Antikorpern, die in der aktuellen Standardtherapie
vertreten sind. Cetuximab wird laut den heutigen Therapiestandards bei
Tumorpatienten eingesetzt, bei denen eine operative Sanierung nicht madglich ist. In
diesem Fall wird eine primare kombinierte Radioimmuntherapie mit Cetuximab
praferiert. Kommt dieser chimare monoklonale Anitkdrper des IgG1 Isotyps zum
Einsatz, richtet er sich spezifisch gegen den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor
EGFR. Cetuximab verhindert durch das Binden an die Extrazellulardomane des
EGFR die Anlagerung endogener Liganden und inhibiert somit die Aktivierung des
Rezeptors und die nachgeschalteten Signalwege. Laut mehreren Studien zeigt
jedoch nur die Minderheit der Patienten mit rezidivierten oder metastasierten Kopf-
Hals-Tumoren, die mit monoklonalen AK behandelt wurden, eine signifikante

Tumorregression. Zudem ist die Problematik der Entwicklung von Resistenzen zu
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erwahnen, die sich bei so gut wie allen Patienten nach wenigen Monaten der
Behandlung zeigt (Goerner, Seiwert et al., 2010; Schmitz, Ang et al., 2014).

Die Verwendbarkeit von Cetuximab ist durch den klinischen Einsatz demnach auch
bei in vitro Versuchen hinlanglich bekannt und gut erforscht. Die Wirksamkeit des
monoklonalen Antikérpers jedoch hat in der Forschungsgruppe und den
unterschiedlichen Versuchsreihen und Versuchsleitern unzuverlassige Ergebnisse
gezeigt. Auch das Wechseln des Herstellers hat zu keinen reproduzierbaren
Resultaten gefuhrt. Die Proliferation der einzelnen EGFR-Wildtypzelllinien unter dem
Einfluss von Cetuximab prasentiert sich beispielsweise bei hdheren Dosierungen
starker als bei deutlich niedrigeren Konzentrationen. Es lasst sich bei keiner der drei
Zelllinien eine nachvollziehbare Proliferationskurve ausmachen. Die verlassliche
Wirksamkeit von Cetuximab und deren Aussagekraft muss daher unter diesem
Aspekt in allen nachfolgenden Versuchsreihen kritisch bewertet werden.

Uber das klonogene Uberleben der in den Experimenten verwendeten Zelllinien gibt
der Colony-Formation-Assay  Auskunft. 10 Tage nach Einzel- oder
Kombinationsbehandlungen werden die gebildeten Kolonien angefarbt und dann
manuell ausgezahlt. So konnen die Effekte der zytotoxischen Behandlungen
nachvollzogen und interpretiert werden. Da sich die Durchfihrung des Experiments
an die Methode des Crystal-Violet ELISA Langzeitproliferations-Assay anlehnt, stellt
der Colony-Formation-Assay eine gute Erganzung dar, um das Zellverhalten unter
einem weiteren Aspekt des klonogenen Uberlebens zu beleuchten. Als nachteilig
stellte sich jedoch heraus, dass bei diesem Versuch nicht die GroRen der einzelnen
Kolonien berlcksichtigt werden konnte, sondern ausschliellich die Anzahl. Die
Nichtbertcksichtigung dieses Korrelates bedeutet, dass keine Aussage daruber
gemacht werden kann, wie sich die Klone nach entsprechender Therapiemodalitat
tatsachlich verhalten: Erfahren die Uberlebenden Klone einen zusatzlichen
Proliferationsschub nach Behandlung oder verkleinert sich die Grof3e der Klone?
Daher sollten wahrend des Untersuchungsintervalls parallel Proliferationsanalysen

angestellt werden, um das Verhalten der Zellklone umfassender charakterisieren zu



6 Diskussion | 111

konnen. Ideal ware die Anwendung einer Software, mit Hilfe derer neben der
manuellen Auszahlung aulerdem der Durchmesser der einzelnen Klone gemessen
werden kann. So kdnnte man innerhalb eines Versuchsansatzes das klonogene
Uberleben und das Proliferationsverhalten aufzeigen. Auch die nicht standardisierten
Methoden bezlglich der manuellen Auszahlung fuhren zu variablen Ergebnissen und
korrelieren demnach kaum mit einem klinischen Outcome oder der Effizient
verwendeter Behandlungsmethoden (Powell, Kwee et al., 2016; Lumley, Burgess et
al., 1997).

Der Scratch-Assay ist eine Methode zur Messung von Migration von Zellen in vitro.
Der ,Scratch® als solches bezeichnet eine strichformige Unterbrechung eines
konfluenten Zellrasens, eines sogenannten Monolayers. Das Migrationsverhalten der
Zellen wird dann visuell gemessen, indem nach funf Stunden der progredient
zuwachsende Scratch abfotografiert und dokumentiert wird. Die Methode erflllt die
Kriterien der Reliabilitat und Validitadt. Die Objektivitdt dieses Experiments stellt
jedoch einen Nachteil dar. Die sehr anspruchsvolle Durchfuhrung erfordert genaue
Kenntnisse des Versuchsablaufs, sowie ein manuelles Geschick des Versuchsleiters.
Ohne diese Voraussetzungen sind die Ergebnisse dieser Methode nicht zuverlassig.
Aufgrund der bisher nicht standardisierten Variablen ist demnach ein
aussagekraftiger Vergleich unter den verschiedenen Ergebnissen in der Literatur
nach wie vor schwierig (Jonkman, Cathcart et al., 2014). Der Versuch der Beurteilung
von Migration nach einem Zeitintervall von lediglich finf Stunden ist demnach nur mit
gewissen Einschrankungen moglich und wird auf die wesentlichen Aussagen
reduziert. Die Kernaussage bezuglich der Migration soll daher erst bei der Diskussion
der Bestrahlung als Monotherapie und den Kombinationstherapien getroffen werden.
Die Methode des Crystal-Violet ELISA Langzeit-Proliferations-Assays ist eine
etablierte Methode, die die Kriterien der Objektivitat, Valididt und Reliabilitat

zuverlassig erfiillt. AuBere Storfaktoren sind auRerdem leicht auszuschlieRen.
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Der Western Blot ist ebenfalls ein etabliertes und routiniertes Verfahren, das eine
weitere Aussage Uber biochemische Veranderungen auf der Ebene der
Proteinexpression zulasst.

Die Bestrahlung als Therapiemodalitat, die auch Anwendung in der klinischen
Tumortherapie findet, wurde nach ausreichender Konfluenz der Zellen mit 2 Gray
durchgefuhrt. Anhand der durchgefuhrten Kinetiken und dem beispielhaften Verlauf
der Proliferationskurven konnte der Einfluss von dul3eren Storfaktoren weitestgehend
ausgeschlossen werden.

Mit Hilfe einer Transfektion konnten die exogenen Nukleinsauren der vlllI-Mutation in
die einzelnen Zellen eingeschleust werden. Die Effienz der Transkfektion konnte im
Anschluss mit einer Real-Time-PCR getestet werden und so den Erfolg des

Verfahrens nachweisen.

6.3 Kritische Stimmen zur Existenz des EGFR vlll in

verschiedenen Tumorgeweben und HNSCC

1990 wurde der EGFR vlll als tumorspezifische Extrazellularmutation des EGF-
Rezeptors zum ersten Mal in humanem Tumorgewebe nachgewiesen: In multiformen
Glioblastomen (Zhang, Stiegler et al., 2010). In Glioblastomen wird der EGFR vlll als
die am haufigsten vorkommende EGFR-Mutation benannt. In 25-64% der Falle wird
das Auftreten der EGFR vlll in Glioblastomen (GBM) beschrieben. Die Nachweise
gelten als gesichert und reproduzierbar. Nach dem erfolgreichen Beweis der Existenz
dieser Mutation in GBM wurde auch in anderen Tumorgeweben auflerhalb des
Nervensystems der Nachweis des EGFR vlll versucht. Die Ergebnisse Uber den
Nachweis in anderen Malignomen werden kontrovers diskutiert, da das Kriterium der
Reliabilitdt der verwendeten Methoden meist nicht hinreichend erfullt werden konnte.
Kritikpunkte ergaben sich hier bei der Verwendung nur einer einzigen Methode fur
den EGFR vlll-Nachweis oder Probleme bei der technischen Ausfuhrung.
Beispielsweise veroffentlichte Moscatello et al. den Nachweis des EGFR vlll in 75%

der untersuchten Félle in Ovarialkarzinomen nur mit Hilfe von Western Blot Analysen
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(Moscatello, Holgado-Madruga et al., 1995). Diese Ergebnisse konnten von anderen
Forschungsgruppen, die verlasslichere und mehrere Nachweismethoden
anwendeten, nicht reproduziert werden (Gan, Cvrljevic et al., 2013). Im Jahr 2002
konnte eine amerikanische Studie mit Hilfe von RT-PCR eine Inzidenz von 67,8% an
EGFR vlll-mRNA Transskripten in primaren humanem Brustkrebs nachweisen (Ge,
Gong et al., 2002). Wildstrand et al. wiederum fand nur in 27% seiner Proben den
Nachweis von EGFR vlll in Mammakarzinomen (Gan, Cvrljevic et al., 2013). Ahnliche
Diskussionen werden bei Geweben des kolorektalen Karzinoms und des nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms geflhrt (Gan, Cvrljevic et al., 2013). Auch in Tumoren
des Kopf-Hals-Bereiches variieren die Zahlen der EGFR vlll-Expression zwischen 0
und 80%. Im Jahr 2014 hat dann Melchers et al. Untersuchungen zur Existenz des
EGFR vlll in Kopf-Hals-Tumoren angestellt. Zum ersten Mal wurde hier das
Vorgehen der doppelten Nachweismethode angewendet: Es wurden 531 HNSCC-
Falle zum einen durch immuhistochemische Farbungen mit dem Antikdrper L8A4 und
zum anderen durch RT-PCR mit auf FFPE optimierten Primern auf die Expression
des EGFR vl analysiert. Auf immunhistochemischer Ebene zeigten sich zwar 8%
positiv fur zytoplasmatische Farbungen, allerdings konnte keine Expression der
EGFR vlll nach reverser Transskriptase-Polymerase-Kettenreaktion nachgewiesen
werden, sodass die 8% positiven Farbungen auf ein fehlerhaftes Protokoll
zuruckgefuhrt wurde, welches wohl auch in anderen Studien fur die vermeintlich
hohen Raten an detektierbaren EGFR vlll verantwortlich sein kdnnte. Somit wurde
von Melchers et al. die Nicht-Existenz des EGFR vlll in HNSCC erklart. Folglich kann
laut dieser Studie die vlll-Variante nicht als klinischer Marker fur die Effizienz der
Tumortherapie oder als Prognosemarker herangezogen werden (Melchers, Clausen
et al., 2014).

Abschliefiend bleibt hier festzuhalten, dass die Existenz des EGFR vlll aul3erhalb
des Nervengewebes bis heute kritisch diskutiert wird. Analog mussen EGFR vllI-
spezifische Therapiestrategien oder kostenintensive Screeningverfahren nach EGFR

vlll-Expression bei Krebspatienten kritisch hinterfragt werden.
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6.4 /n vitro Charakterisierung des Proliferationsverhaltens

der EGFR wt und EGFR vlill Zelllinien

Das in vitro Proliferationsverhalten der Zelllinien ohne Therapieeinfluss zeigt sich
anders als erwartet. Zwar zeigt der Wildtyp einer jeder Zelllinie eine individuelle
Proliferationsgeschwindigkeit und damit einen unterschiedlichen Anstieg der
Proliferationskurve, jedoch weisen alle Zelllinien beim Vergleich zwischen den EGFR
wt und EGFR vlll Zellen eine Gemeinsamkeit auf: Nach 72 h proliferieren dieZellen
des EGFR vlll deutlich langsamer, als die des EGFR wt. Aufgrund der tumorigenen
Eigenschaften, die den Zellen des EGFR vlll in vivo nachgewiesen wurden, namlich
verstarktes Tumorwachstum und reduzierte Apoptoseraten, ware eine verstarkte
Proliferationsrate zu erwarten gewesen (Pedersen, Meltorn et al., 2001; Nishikawa, Ji
et al., 1994). Annliche in vitro Ergebnisse wurden auch in Japan erzielt. Die
verdffentlichten Resultate zeigen bei EGFR vlll-veranderten Zellen kein verstarktes
proliferatives Wachstum im Vergleich zu EGFR-Wildtypzellen in vitro. Trotz dieser
Ergebnisse beeinflusst der EGFR vlll in vivo die Proliferationsrate deutlich positiv. Als
Ursache flr diese auseinanderweichenden Ergebnisse von in vifro und in vivo
Versuchen erwdgte man zum einen bisher unbekannte Liganden, die in vivo die
Proliferationsrate steuern konnten. Zum anderen herrschen andere Bedingungen in
vitro als in vivo. In vivo wird das Zellmilieu haufig von Hypoxie beherrscht. Da der
EGFR vlIl wohl hauptsachlich am endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist und
nicht wie der EGFR wt an der Plasmamembran, kdnnte auch nur die kleinste
Veranderung des umgebenden Milieus der Rezeptoren an ihrem jeweiligen Liegeort
die Tyrosinkinaseaktivitat und so die Proliferation malRgebend beeinflussen. Damit
ergeben sich naturlich in vitro andere Ergebnisse, als sie in vivo vorzufinden sind
(Nagane, Coufal et al., 1996; Sugawa, Yamamoto et al., 1998).

Eine andere Erklarung ware das unnaturliche Verhaltnis an exprimiertem EGFR wt
und EGFR vlll in vitro. Li et al. prasentiert hier ein neues Modell der vlll-Aktivierung
und stellt die These auf, dass als Voraussetzung fur die onkogene Aktivierung des

EGFR vlll in Glioblastomen die Co-Expression des aktivierten EGFR wt gilt. Sowohl
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der Dimerisationsarm als auch die Kinaseaktivitdt des Wildtyps sind fur die
Aktivierung des EGFR vlll notwendig. Der EGFR wt aktiviert den EGFR vlll also,
indem er die EGFR vlll Dimerisation ermdglicht oder erleichtert. So konnte gezeigt
werden, dass ein erhdhtes Expressionsniveau an EGFR wt zu einem deutlichen
Anstieg der EGFR vlll Tyrosinkinasephosphorylation fuhrt, wohingegen nicht
aktivierte Wildtyprezeptoren die EGFR vlll Aktivierung wiederum inhibieren (Li,
Chakraborty et al., 2014). Somit ware dies ein weiterer moglicher Ansatz, das
deutlich langsamere Proliferationsverhalten des EGFR vlll in vitro mit der geringeren
Anzahl an vorliegendem aktiverten EGFR wt in den transfizierten Zelllinien zu
erklaren. Es bleibt also festzuhalten, dass es in der Literatur bereits verschiedene
Erklarungsansatze dafur gibt, weshalb sich die Proliferationsraten des EGFR vlll in
vitro anders prasentieren, als man es laut seiner beschriebenen Eigenschaften
erwartet. Grundlegend scheinen hier die unterschiedlichen Milieus von in vitro

Versuchen gegenuber in vivo Bedingungen ursachlich zu sein.

6.5 [In vitro Charakterisierung der Wirkungseffizienz der
Inhibition auf das Uberleben von EGFR und EGFR vlll

exprimierenden Zellen

Im Folgenden soll der Einfluss der einzelnen Inhibitoren auf das Verhalten der in
dieser Arbeit verwendeten Zelllinien Cal27, HN und UD-SCC-5 diskutiert werden.
Dabei wurden das proliferative und klonogene Uberleben, sowie die Migration und
die Proteinexpression analysiert.

Bezlglich der Proliferationsanalysen haben sich folgende Ergebnisse gezeigt. Die
Uberlegung der intrazelluldren Inhibition mittels des Tyorosinkinaseinhibitors
Gefitinib, der sowohl den EGFR wt also auch den EGFR vllI gleichermallen effektiv
hemmen soll, hat sich bestatigt. Gefitinib hemmt die Proliferation bei allen Zelllinien
effektiv und reduziert die Zellzahl weit unter 50%. Im Vergleich zu Cetuximab erweist
sich Gefitinib gemaRk den theoretischen Uberlegungen als effektiv. In Glioblastomen

konnten gleiche Ergebnisse erzielt werden. Carrasco-Garcia et al. zeigten 2011
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ebenfalls die effektivere Inhibition der Proliferation von Glioblastomzellen durch TKI
im Gegensatz zu Cetuximab (Carrasco-Garcia, Saceda et al., 2011). Auch Baselga
und Arteaga fassen 2016 zusammen, dass Phase-I-Studien bei fortgeschrittenem
NSCLC enorme Erfolge nach EGFR-Blockade durch TKI erlangten (Baselga and
Arteaga, 2005). Gefitinib inhibiert in dieser Arbeit sogar effektiver als AG1478.
Cetuximab reduziert wie in Punkt 6.2 bereits erwahnt die Zellzahl unterschiedlich
stark. Bei Cal27 vlll ist sogar ein Proliferationszuwachs im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle zu beobachten. Die Erklarung fur die Resultate liegt wohl in
der bereits beschriebenen Problematik der veranderten Extrazellulardoméane des vlll-
Rezeptors. Die Tendenz der ineffektiven Inhibition Iasst sich aber auch bei den
unveranderten Wildtypzellen erkennen. Die ineffektive Blockade Cetuximabs sowonhl
bei EGFR wt als auch bei EGFR vlll konnte auch in Glioblastomen nachgewiesen
werden (Carrasco-Garcia, Saceda et al., 2011). Demnach rechtfertigt die
unregelmaflige Wirkung des extrazellular angreifenden Antikrpers bei den
unterschiedlichen Geweben laut dieser Ergebnisse nicht den Einsatz bei palliativen
Behandlungsstrategien in Kopf-Hals-Tumoren in der Klinik.

Vergleichbare Ergebnisse wie der Crystal-Violet-Assay demonstrierte die Methode
zur Ermittlung des klonogenen Uberlebens. Gemal den Erwartungen erreicht
Gefitinib die deutlichste Reduktion des klonogenen Uberlebens. Anzumerken ist hier
jedoch, dass die Inhibition prozentual geringer ausfallt, verglichen mit den Zahlen der
Proliferationsrate. Hier kann als Erklarung die in Punkt 6.2 genannte Problematik im
Zusammenhang mit der Methode des Colony-Formation-Assays genannt werden,
namlich die Vernachlassigung der Grof3e der gebildeten Kolonien. Schlie3lich ist die
Teilungsgeschwindigkeit der einzelnen Kolonien ein nicht zu vernachlassigender
Faktor, der flir das Wachstum eines Tumors ebenso entscheidend ist, wie die
Bildung von Kolonien. Die Teilungsgeschwindigkeit der Zellen kdnnte beispielsweise
annaherungsweise mit Hilfe des Durchmessers der einzelnen Kolonien gemessen
werden. Dieser Effekt wird bei der Auswertung dieser Methode nicht bertcksichtigt.

Auffallend ist namlich, dass die Durchmesser der Kolonien nach Behandlung
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abnehmen. Unter diesem Gesichtspunkt sind die Ergebnisse dieser Methode
prinzipiell kritisch zu interpretieren und lassen keine eindeutigen Rickschlisse auf
ein klinisches Outcome oder den Effekt der Behandlungen zu (Powell, Kwee et al.,
2016; Lumley, Burgess et al., 1997). Die Wirkung von Gefitinib ist also gewichtiger
einzuschatzen, als es die Diagramme des Colony-Formation-Assays zeigen.
Exemplarisch fur den Effekt der Behandlungen auf Proteinebene wurden die Zellen
der Zelllinie HN ausgewahlt. Die bestimmten Proteine sind EGFR, p-EGFR Tyr 1068,
p-AKT Ser473 und p-ERK1/2 Thr202/Tyr204.

Anhand der Ergebnisse der Western Blot Analysen kann folgende Beobachtung
demonstriert werden: Die nachgeschalteten Proteine des EGFR vlll zeigen im
direkten Vergleich zu EGFR wt starker ausgepragte Expressionsniveaus, was wohl
mit der konstitutiven, ligandenunabhangigen Aktivitat und damit auch mit vermehrter
Proteinexpression des EGFR vlll und seiner nachgeschalteten Proteine zu
begrinden ist.

Bei der Behandlung mit Gefitinib und AG1478 des EGFR wt lasst sich fur p-EGFR
bei EGFR wt und EGFR vlll kaum bis keine Expression mehr nachweisen. Dieses
Protein wird demnach nach TK-Inhibition bei beiden Rezeptoren gleichermalien
herunterreguliert. Damit bestéatigt sich anhand des Mechanismus das Potenzial der
simultanen Inhibition von TKI von EGFR wt und EGFR vlll: TKI blockieren
gleichermalRen kompetitiv die ATP-Bindedoméne des EGFR und hemmen damit
dessen Aktivitdt und dessen Phosphorylation. Des Weiteren ist anzumerken, dass
der nicht phosphorylierte EGFR bei dem EGFR vlll im Gegensatz zu EGFR wt nach
Inhibition  weiterhin exprimiert wird. Die bestehende Aktivitat des nicht
phosphorylierten EGFR bei der vlll-Variante lasst sich mdglicherweise mit dem
biochemischen Angriffspunkt der TKI begrinden: Die TKI fuhren zu keiner
Internalisierung des Rezeptors und somit auch zu keiner Reduktion der
Proteinexpression desselbigen. Ein weiterer Unterschied zeigt sich bei p-AKT,
welche im Gegensatz zu EGFR wt bei EGFR vlll nach TKI-Behandlung unverandert

exprimiert wird. Hier wird in der Literatur ein moglicher Zusammenhang mit dem
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Verlust von PTEN diskutiert, der Uber einen EGFR-unabhangigen Weg AKT aktiviert
und so zu einer Resistenz gegenuber EGFR-Inhibition fuhrt.

Bei der Monotherapie mit Cetuximab prasentiert sich bei EGFR vlll eine deutliche
Expressionsbande. Die genannte Hyperphosphorylation von EGFR ist Uberraschend
und unterscheidet sich deutlich von der Reaktion der Proteine nach TKI-Therapie.
Theoretisch erfolgt nach Cetuximab-Behandlung eine ligandenabhangige Blockade
des EGFR, demnach sollte der Rezeptor internalisiert werden und zu einer Down-
Regulierung auf der Zelloberflache und zur Inhibition der nachgeschalteten
Kaskaden fuhren (Dutta and Maity, 2007). Pickhard et al. zeigte diese paradoxe
Phosphorylation von EGFR nach Cetuximab-Behandlung ebenfalls (Pickhard, Siegl
et al., 2015). Auch Mandic et al. beobachtete dieses Phanomen. Laut Literatur sollte
Cetuximab namlich erwartungsgemal’ zu einer verringerten Phosphorylation fuhren,
wenn man nach wie vor von einer Blockade der ligandenabhangigen Aktivierung
(Phosphorylation) ausgeht. Andererseits erscheint dieser Mechanismus unter dem
Aspekt nachvollziehbar, dass Cetuximab, als urspringlich extrazellular bindender
Antikdrper, unter bestimmten Umstanden die Funktion von EGFR-Liganden, wie zum
Beispiel EGF, imitieren und so eine verstarkte Aktivitat induzieren kann (Mandic,
Rodgarkia-Dara et al., 2006). Einen anderen Zusammenhang zwischen Cetuximab-
Behandlung und verstarkter Phosphorylation des EGFR charakterisierte Molli et al. in
Mammakarzinomen. Hier konnte ein Mechanismus einer verstarkten Interaktion von
EGFR und Integrinen nach Cetuximab-Therapie nachgewiesen werden, die auf einer
Korrelation zwischen einer verstarkten p-EGFR-Expressionsrate und einer erhdhten
GTPase-Aktivitdt beruht und somit die Invasivitat von Brustkrebszellen reduziert
(Molli, Adam et al., 2008).

Die Zusammenschau der Ergebnisse aus den Einzelbehandlungen lasst die
Schlussfolgerung zu, dass TKI einen deutlichen Einfluss auf die Phosphorylation des
EGFR haben, was eindeutig in Zusammenhang mit der gezielten Hemmung der
Tyrosinkinase an der ATP-Bindedomane steht. Im Vergleich zwischen den

Wildtypzellen und der vlll-Mutation, ist EGFR vlll trotz Inhibition der EGFR
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Phosphorylation in der Lage, Downstream-Molekille weiterhin zu exprimieren.
Interessant ware die Analyse mdoglicher cross-links, die hier zur weiterfuhrenden
Signalkaskade fuhren.

Cetuximab Einzelbehandlung dagegen zeigt keine siginifikanten Veranderungen
hinsichtlich einer Expressionsreduktion. Hier kann der deutlich angestiegene
Aktivitatsstatus von pEGFR vor allem bei EGFR vlll festgehalten werden. Diese
Beobachtung ware eine denkbare Erklarung fur die zum Teil sogar zunehmenden
Proliferationsraten nach Cetuximab Monotherapie bei EGFR wt und EGFR vlll und

bestatigt gleichzeitig die fehlende Wirkung bei EGFR vllI.

6.6 /n vitro Charakterisierung der Wirkungseffizienz der
Bestrahlung auf das Uberleben von EGFR und EGFR vlll

exprimierenden Zelllinien

Der Einfluss der Bestrahlung, die im Rahmen dieser Arbeit unter anderem als
Monotherapie durchgefuhrt wurde, soll im Folgenden néaher beschrieben werden. Als
Bestrahlungsdosis wurde die therapeutische Dosis von 2 Gray ausgewanhlt.
Augenmerk liegt hierbei wiederum auf dem Vergleich zwischen dem Wildtyp und der
vllI-Variante.

Im Vergleich zu der Inhibition mit Gefitinib erreicht die Bestrahlung keine so deutlich
erniedrigte Proliferationsrate. Grinde fir eine Resistenz gegenlber ionisierender
Strahlung werden in der Literatur unter anderem damit diskutiert, dass der Strahlen-
oder Cetuximab-induzierte Transport des EGFR in den Nucleus zur Entwicklung von
Resistenzmechanismen beitragt (Krause, Gurtner et al., 2009). Des Weiteren hat
Chaachouay et al. veroffentlicht, dass bei strahlenresistenten Zelllinien eine durch
ionisierende Strahlung induzierte Autophagie eine modgliche Ursache fur die
Entwicklung von Resistenzen darstellt. In Anlehnung an diese These, zeigte Schiefler
et al. in der Zellinie UD-SCC-5 den Zusammenhang zwischen einer

strahlenabhangigen Induktion des S1P-5Rezeptors, der wiederum unter anderem fur
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Autophagie verantwortlich ist (Schiefler, Piontek et al., 2014; Chaachouay, Ohneseit
et al., 2011).

Beziiglich des klonogenen Uberlebens konnte auch bei den durchgefiihrten Kinetiken
ein einschlagender Effekt erst bei hoheren Bestrahlungsdosen als 2 Gray erreicht
werden. Die Einzelbehandlung mit 2 Gray zeigt dennoch Wirksamkeit bei allen
Zelllinien mit individuellen Unterschieden bei den einzelnen Tumorzellen: UD-SCC-5
erweist sich als das resistenteste Gewebe, Cal27 lasst sich in der Mitte einordnen,
HN zeigt erneut die groRten Effekte nach Radiatio. Diese Ergebnisse decken sich
demnach mit denen der Proliferationsanalysen. Weiterhin prasentiert sich die
Bestrahlung als effektive Monobehandlung, die vor allem bei EGFR wt zu deutlicher
Reduktion des klonogenen Uberlebens fiihrt. EGFR vllI-transfizierte Zellen zeigen
sich aulder bei der Zelllinie HN als grundsatzlich strahlenresistenter im Vergleich zu
den unveranderten Zellen des EGFR wt. Diese Ergebnisse der decken sich
weitgehend mit der Literatur, in der EGFR vlll als eine eher strahlenresistente
Mutation beschrieben wird (Chung, Zhang et al., 2011; Tang, Gong et al., 2000).

Wie bereits in Punkt 6.2 erwahnt, konnen die Effekte des Scratch-Assays nur
andeutungsweise interpretiert werden. Dennoch liel3 sich bei der Zelllinie Cal27
bereits nach 5h bei EGFR wt eine strahleninduzierte Migration erkennen, die bereits
in vorangegangen Studien gezeigt werden konnte. Bei diesen Studien wird der
Zusammenhang zwischen der strahleninduzierten Inaktivierung von GSK3p und dem
analogen Abbau von [(-Catenin aufgezeigt, das wiederum in einer verstarkten
Zellmotiliat und Zellmigration resultiert (Schuettler, Piontek et al.,, 2015). Nach
Behandlung mit 2 Gray zeigt EGFR vlll jedoch im Vergleich zu EGFR wt zumindest
nach 5h keine Migration. Ob dies jedoch auf eine reduziertere Migration des EGFR
vill nach Bestrahlung schlieBen Iasst, ist unwahrscheinlich, da eine vermehrte
Metastasierung der Mutation bereits mehrmals nachgewiesen werden konnte (Tang,
Gong et al.,, 2000; Schmitz, Ang et al., 2014). Eine mogliche Erklarung ware
allerdings auch die in Gegenuberstellung zu EGFR wt verlangsamte Proliferation der

Zellen des EGFR vlll und die damit geringere Anzahl an potenziell migrierenden
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Zellen. Weitere Untersuchungen, die eine eventuell verzogerte Migration des EGFR
vlll Uber einen langeren Zeitraum hin analysieren, waren in diesem Zusammenhang
interessant. SchlieRlich kann festgehalten werden, dass bereits mehrere Studien auf
eine strahleninduzierte Migration hinweisen, die vermehrt Metastasen und
Lokalrezidive in HNSCC induzieren kann (Schuettler, Piontek et al., 2015). Diese
verstarkte Migration bestrahlter Tumorzellen konnte auch im Rahmen dieser Arbeit
bereits nach 5 Stunden andeutungsweise aufgezeigt werden.

Auf Ebene der Proteinexpression zeigen sich sowohl bei EGFR wt und EGFR vll|
unveranderte Expressionsniveaus. Es soll darauf hingewiesen werden, dass die
Aktivitatsstatus von EGFR, p-AKT und p-ERK1/2 trotz Radiatio anhalten. Die Aktivitat
dieser Proteine nach Bestrahlung wurde auch im Zusammenhang mit der
strahleninduzierten Migration gezeigt (Schuettler, Piontek et al., 2015). Weiterhin wird
hier nochmals die weiter oben erwahnte Cetuximab-spezifische Aktivierung von p-
EGFR deutlich. p-EGFR verhalt sich namlich nach alleiniger Radiatio mit reduziertem
Expressionslevel und nicht wie nach Cetuximab-Gabe mit einer verstarkter
Expression. Unterschiede zwischen EGFR wt und EGFR vlll liegen hier lediglich in
den starker ausgepragten Expressionsraten des EGFR vlll und zeigt also, dass der

Effekt der Bestrahlung auf Proteinebene gering ausfallt.

6.7 In vitro Charakterisierung der Wirkungseffizienz der
Kombinationsbehandlungen auf das Migrationsverhalten von

EGFR und EGFR vlllI

Die Charakterisierung der Monotherapien stellt die Grundlage zur Interpretation der
Kombinationsbehandlungen dar. Nur der Vergleich zwischen Kontrolle, Monotherapie
und Kombinationstherapie erlaubt eine Aussage uUber den Effekt der doppelten
Behandlungsstrategie. Auf diesen Versuchen lag besonderes Augenmerk, da sich
hierflr entscheidende Konsequenzen fur die Klinik ableiten kénnen: Bringt die bisher

angewendete Radioimmunherapie den Patienten den erhofften Uberlebensvorteil
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oder birgt die Monotherapie nicht nur den Vorteil der geringeren Toxizitat sondern
auch den erfolgreichsten Therapieeffekt.

Mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse kann eine entscheidende
Aussage Uber die kombinierte Radioimmuntherapie im Rahmen der
Proliferationsanalysen getroffen werden: Die drei Zelllinien Cal27, HN und UD-SCC-
5, sowohl bei EGFR wt, als auch bei EGFR vlll, zeigen Uberwiegend keinen
zusatzlichen Effekt nach kombinierter Radioimmuntherapie. Die individuellen
Unterschiede der einzelnen Gewebe ergeben keinen signifikanten Unterschied und
fuhren somit geschlossen zu demselben Ergebnis der ineffektiven
Kombinationstherapie. Auf Basis dieser Ergebnisse kann auch die entscheidende
Frage nach der Relevanz des EGFR vlll Rezeptors beantwortet werden: Der EGFR
vlll zeigt demnach keinen Einfluss auf das Therapieansprechen.

Entgegen mehrerer Studien, die eine vermehrte Radiosensitivitat nach Cetuximab
oder TKI-Behandlungen proklamieren, wie zum Beispiel Feng et al. bei in vivo
Versuchen, konnten die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine Vorbehandlung
durch genannte Inhibitoren zu keiner verbesserten Radiosensitivitat in den Zellen
fuhrt (Dutta and Maity, 2007; Feng, Lopez et al., 2007).

Mogliche Erklarungen und Zusammenhéange sollen im Folgenden néaher beleuchtet
werden.

Die Zellen wurden nach klinischem Standard zunachst inhibiert und anschlielend mit
2 Gray bestrahlt. Madglicherweise resultiert die Vorbehandlung mit den hier
verwendeten Inhibitoren in einer molekularen Konstellation innerhalb der Signalwege
und -proteine, in der die Bestrahlung keinen weiteren Effekt mehr erzielen kann.
Maogliche pharmakokinetische Interaktionen zwischen den einzelnen
Therapiekomponenten sind ebenfalls nicht auszuschlieen. Andere Studien
beleuchten die Hintergrinde auf molekularbiologischer Ebene genauer, wie zum
Beispiel Gurtner et al. In dieser Studie werden Effekte von kombinierter
Strahlentherapie und EGFR Inhibition, vorwiegend mit Cetuximab, bei HNSCC naher

charakterisiert. Zwar haben hier Einzeltherapien mit den Inhibitoren Cetuximab und
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Erlotinib das Tumorwachstum signifikant verzdgert, aber im Gegensatz dazu konnte
eine zusatzliche Bestrahlung keinen zusatzlichen Effekt mehr erzielen. Daraufhin
wurden die Modalitdten der Bestrahlung verandert: Die Durchfihrung einer
fraktionierten Bestrahlung nach EGFR-Inhibition mit Cetuximab zeigte dann eine
Verbesserung der lokalen Tumorkontrolle. Bei Erlotinib jedoch brachte auch die
fraktionierte Bestrahlung keine Verbesserung. Als Ursache wurde hier zum ersten
Mal eine Korrelation zwischen genetischer EGFR Expression, die mit Hilfe von FISH
gemessen wurde, und dem kurativen Effekt von fraktionierter Bestrahlung und
EGFR-Inhibition mit Cetuximab aufgezeigt (Gurtner, Deuse et al., 2011). Saki et al.
verodffentlichte 2013, dass eine Cetuximab-Resistenz mit einer k-Ras Uberexpression
und aullerdem dem Verlust einer Radiosensitivitat assoziiert ist (Saki, Toulany et al.,
2013). Demnach ware also die Bestrahlung nach vorangegangener Cetuximab-Gabe
hinfallig.

Daruber hinaus gibt es bisher nur wenige Studien, die sich ausschliel3lich auf die
Kombination von TKI mit anderen Therapiemodalitdten konzentrierten (Krause,
Gurtner et al., 2009). Trotzdem lasst sich aufgrund der bisherigen Untersuchungen
eine Tendenz dahingehend erkennen, dass kombinierte Therapiestrategien
zusammen mit TKI keinen Vorteil in der Tumorreduktion bringen.

Die Monotherapie mit TKI stellt sich dagegen als sehr wirksam dar. Diese These
stutzend, muss aulRerdem erwahnt werden, dass bisher nur sehr wenige Resultate
vorliegen, die einen tatsachlichen Benefit fir eine Kombinationsbehandlung mit
vorangegangener TKI-Gabe nachweisen konnten. Moore et al. konnte als einer der
wenigen bisher dokumentieren, dass bei simultaner Gabe von Gemcitabine und
Erlotinib in fortgeschrittenem Pankreaskarzinom sich ein Behandlungsvorteil ergeben
hat (Krause, Gurtner et al.,, 2009). Zum anderen zeigen auch Kombinationen aus
Chemotherapie und TKI in vielen anderen Studien ebenfalls keinen
Behandlungsvorteil: In insgesamt vier Versuchen, bei denen NSCLC-Patienten

primar simultan mit TKI und Chemotherapie behandelt wurden, zeigte keine dieser
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Untersuchungen Uberlegenheit gegeniiber alleiniger Chemotherapie (Krause,
Gurtner et al., 2009; Gatzemeier, Pluzanska et al., 2007).

Zusammenfassend zeigen sich also TKI als effektive Monotherapeutika, die dartber
hinaus nicht nur eine zusatzliche Radiotherapie, sondern auch eine zusatzliche
Chemotherapie infrage stellen (Baselga and Arteaga, 2005). Obwohl es bereits
praklinische Daten gibt, die die ineffektive Kombinationstherapie belegen, sind bisher
keine Biomarker etabliert, die die ursachlichen Interaktionen hierflr hinreichend
erklaren. Mit Hilfe einzelner Studien konnten bisher nur wenige Faktoren identifiziert
werden, die mitunter fur diese Reaktionen verantwortlich sind. Die herabgesetzte
Radiosensitivitat nach Vorbehandlung sowohl mit Cetuximab als auch mit TKI zu
erklaren, stellt ein spannendes Thema dar und erfordert weiterfihrende Studien.
Wichtig ware auch eine Analyse, die die aktuellen Erkenntnisse Uber die moglichen
Mechanismen der heterogenen Tumoransprechen zusammenfasst (Krause, Gurtner
et al., 2009).

Richtet man auf Grundlage dieser Ergebnisse den Blick in die aktuelle Klinik, bieten
diese Erkenntnisse, namlich dass Gefitinib als Monotherapeutikum am effektivsten
bei in wvitro Versuchen wirkt, die Grundlage fur die Etablierung neuer
Therapiemodalitdten. Da sich die Radioimmuntherapie unter anderem als palliative
Therapie darstellt, betrifft sie meist Patienten mit multiplen Vorbehandlungen oder
schweren Erkrankungen. Demnach sind von der kombinierten Therapie Patienten
betroffen, die die Belastung der additiven Toxizitat noch starker belastet. Aber auch
Patienten in gutem Allgemeinzustand konnten demnach die Nebenwirkungsprofile
zweier hoch toxischer Tumortherapien umgehen, die beispielsweise Mukositis,
Dysphagie, Xerostomie und Schmerz bei kombinierter Therapie verursachen
(Echarri, Lopez-Martin et al., 2016).

Bei den Analysen des klonogenen Uberlebens lasst sich das Ergebnis der
ineffektiven Kombinationstherapie verifizieren. Noch deutlicher zeigen hier die
radioimmuntherapierten Zellen, dass das Konzept der doppelten Inhibition keinen

Effekt hat.
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Hinsichtlich der Migration konnte ein kombiniertes Therapiekonzept keine zusatzliche
Reduktion der Migration erwirken. Der Effekt der Tyorinkinaseinhibitoren kann durch
Bestrahlung nicht zusatzlich verstarkt werden. Interessant ist, dass sich bei den
Versuchen der Migrationsmessung nach Cetuximabbehandlung plus 2 Gray eine
entscheidende Induktion der Migration bereits nach 5h zeigt. Besonders betroffen
von diesem Effekt ist EGFR wt. Der beschriebene Effekt lasst sich moglicherweise
durch die Hyperphosphorylation des EGFR nach Cetuximab-Behandlung erklaren,
die sich offensichtlich durch Bestrahlung nochmals verstarkt auf die Migration
auswirkt. Hier kdnnten weiterfuhrende Studien angesetzt werden, die einen additiven
Effekt auf die strahleninduzierte Migration durch Cetuximab untersuchen.
Moglicherweise ist dieses Ergebnis aber auch auf die bereits erwahnte
unzuverlassige Wirksamkeit von Cetuximab zurlckzufihren (s. 6.2).

Betrachtet man die Ergebnisse auf Proteinexpression und dabei EGFR wt, so
erzeugt die Kombinationstherapie der TKI plus Bestrahlung den Effekt der
reduzierten Proteinexpression von EGFR, pEGFR, p-AKT und p-ERK1/2. Im
Vergleich zu den Monotherapien kann aber auch hier kein zusatzlicher Effekt erzielt
werden. Auch bei der Behandlung Cetuximab plus 2 Gray sind keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich zu den Monotherapien mit dem monoklonalen Antikérper
zu erkennen. EGFR vlll zeigt nach Kombinationstherapie den Effekt des leicht
reduzierten Expressionsniveaus von p-ERK1/2 im Vergleich zu den Monotherapien
und zahlt damit zu dem einzigen Effekt, der sich nach zusatzlicher Bestrahlung
manifestieren lasst. p-ERK1/2 ist ein fur den Zellzyklus verantwortliches Protein,
inwiefern aber die reduzierte Expression nach Kombinationsbehandlung diesen
beeinflusst, darlber kann nur spekuliert werden. Da es aber keine signifikante
Veranderung darstellt, kann hier in Zusammenschau der Ergebnisse die Aussage
getroffen werden, dass nach Kombinationstherapie auch auf Proteinebene kein

additiver Effekt verzeichnet werden kann.
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6.8 Kritische Beurteilung der EGFR-Inhibition in Abhangigkeit

des EGFR vlll und simultaner Strahlentherapie

Praklinische und klinische Daten zeigen, dass es eine grol3e Heterogenitat von
Tumoransprechen auf die verschiedenen Konstellationen der Kombinationstherapie,
zusammengesetzt aus Inhibition des EGFR und Radiotherapie oder Chemotherapie,
gibt. Das unterschiedliche Ansprechen beruht offensichtlich nicht nur auf den
verschiedenen Tumorentitaten, sondern auch auf den verschiedenen Therapieplanen
und Medikamenten. Die zugrunde liegenden Ursachen jedoch konnten bisher nicht
hinreichend geklart werden (Krause, Gurtner et al., 2009; Gurtner, Deuse et al.,
2011). Einigkeit jedoch scheint dartber zu herrschen, dass in unterschiedlichen
Tumorentitaten, beispielsweise in Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen oder
HNSCC, die TKI-Monotherapie als effektive Therapie angesehen werden kann
(Gurtner, Deuse et al.,, 2011; Baselga and Arteaga, 2005). Aullerdem zeigen sich
Kombinationstherapien in der Literatur ebenfalls als weniger effektiv als
Monotherapien mit EGFR-Inhibitoren (Baselga and Arteaga, 2005). Diese
Erkenntnisse aus der aktuellen Literatur untermauern die Daten, die im Rahmen
dieser Arbeit generiert werden konnten. Zum einen wurde die Ineffektivitat der
Kombinationstherapie, bestehend aus EGFR-Inhibition und Bestrahlung aufgezeigt,
indem sich in keiner der Zelllinien ein zusatzlicher Effekt durch ionisierende Strahlung
nach stattgehabter EGFR-Inhibition manifestierte. Zum anderen wurde mit Hilfe der
Daten die Uberlegenheit von TKI, insbesondere von Gefitinib, gegeniiber Cetuximab
bei HNSCC deutlich gemacht. Die Analysen dieser Arbeit weisen also ein
einheitliches Ergebnis nach: Keine der drei Zelllinien, weder EGFR wt noch EGFR
vill, zeigt einen Benefit gegenuber keiner der durchgefuhrten Kombinationen, weder
Cetxiumab plus 2 Gray, noch TKI plus 2 Gray. Konnten diese Daten in klinischen
Studien verifiziert werden, ware der Ersatz von Cetuximab durch Gefitinib denkbar.
Dies konnte gegebenfalls ebenso wie in den in vitro Versuchen einen groeren Effekt
auf das Uberleben der Tumorzellen haben, als eine Cetuximabtherapie. AuRerdem

stellte sich Cetuximab durchwegs als &duferst unzuverlassiger Antikdrper da. Ein



6 Diskussion | 127

weiteres Gegenargument des Antikdrpers Cetuximab ist dessen Nebenwirkungsprofil
im Zusammenhang mit der intravendsen-Gabe. Die Toxizitat des monoklonalen
Antikdrpers, der sich typischerweise in stark ausgepragten Hautausschlagen aulert,
zahlt zu den nicht zu vernachlassigenden Nachteilen dieser Behandlung. Aul3erdem
konnte das Problem der auftretenden Resistenzmechanismen und nachlassenden
Wirksamkeit von Cetuximab durch den Ersatz mit Gefitinib eventuell geldst werden
(Schmitz, Ang et al., 2014). Weitere Vorteile einer Gefitinib-Monotherapie wirden
sich aulRerdem durch das Weglassen der Bestrahlung ergeben. Zum einen entfallen
Nebenwirkungen der Bestrahlung, wie Strahlendermatitis, Diarrhoe oder Schmerzen
(Cormier, Drapek et al., 2016). Zum anderen koénnte das Risiko von verstarkter
Metastasenbildung oder Bildung von Lokalrezidiven, das durch strahleninduzierte
Migration induziert werden kann, umgangen werden (Schuettler, Piontek et al.,
2015).

Auf dem Boden dieser Erkenntnisse haben sich Uberdies Hinweise beziglich des
Einflusses der EGFR vllIlI ergeben: Eine klinische Unterscheidung zwischen einem
EGFR vlll oder einem EGFR wt exprimierenden Tumors sollt infrage gestellt werden,
da sich bezuglich des Therapieansprechens auf die effektivste Alternative Gefitinib
bei den in vitro Versuchen kein Unterschied herausstellte. Der
Inhibitionsmechanismus von Gefitinib hemmt sowohl EGFR wt als auch EGFR vlI|
gleichermallen effektiv. Auf ein Screening nach der EGFR vllI-Deletion in
zirkulierender Tumor-DNA bei Krebspatienten mit dem Hintergedanken einer EGFR
vlll-spezfiischen Therapie, wie es bei Glioblastomen bereits propagiert wird, kann bei
HNSCC damit guten Gewissens verzichtet werden (Salkeni, Zarzour et al., 2013).
Dariber hinaus ergab sich auch nach Kombinationsbehandlungen kein

entscheidender Unterschied zwischen den beiden Rezeptortypen.
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7 Ausblick

In dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass der EGFR vlll in vitro keinen
Einfluss auf das Therapieansprechen hatte. In diesem Zusammenhang stellte sich
Gefitinib zur Behandlung von HNSCC als eine effektive Alternative dar und zeigt das
Potenzial Cetuximab in der aktuellen Standardtherapie zu ersetzen. Analysen zur
Proliferation, klonogenem Uberleben, Migration und Proteinexpression untermauern
die These einer effektiven in vitro Monotherapie bei HNSCC mittels Gefitinib.
Daruberhinaus prasentierte sich die zusatzliche Bestrahlungstherapie ohne Vorteile
gegenuber der Monotherapie. Bezlglich der Probleme, die bei der Bekampfung von
HNSCC im Zusammenhang mit der tumorspezifischen Mutation EGFR vlll aktuell
diskutiert werden, gibt diese Arbeit Anlass dafur, TKI als vielversprechende
Therapeutika weiterfuhrend zu untersuchen. Hierfur sind anknipfende Studien, die
dieses Therapiemodell in der Klinik untersuchen, notwendig. Wie eingangs erwahnt,
spielt der EGFR und gegebenenfalls auch der EGFR vlll in anderen Tumorentitaten
ebenfalls eine Rolle in der Entstehung von Tumoren, sodass nicht nur HNSCC-
Patienten, sondern auch Patienten aus anderen Fachgebieten von diesen
Ergebnissen profitieren kdnnten.

Die Frage nach der Pravalenz des EGFR vlll in HNSCC ist noch nicht abschliel3end
geklart. Thema der aktuellen Forschung ist der sichere klinische Nachweis von
EGFR vlll in HNSCC. Geht man von der Expression dieser Mutation in HNSCC
weiterhin aus, ware es interessant, ob die Pravalenz dieser tumorspezifischen
Mutation vermehrt in high-grade-Tumoren oder hohen TNM-Stadien vertreten ist und
analog die EGFR vlll-Expression als weiteres Klassifikationskriterium in das
Tumorgrading bzw -staging miteinbezogen werden kann. Bislang konnte in der
Literatur nur eine Studie die Korrelation zwischen der Expression des EGFR vlll und
der T-Klassifikation und dem Tumorstadium statistisch nachweisen (Chang, Tsai et
al., 2013). Die bereits bekannten Eigenschaften des EGFR vlll, namlich die

reduzierte Uberlebenszeit, erhdhtes Metastasierungs- und Rezidivrisiko und
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schlechtes Ansprechen auf Radio- und Chemotherapie, geben weiterhin Grund zu

dieser Annahme (Tang, Gong et al., 2000; Chung, Zhang et al., 2011).

8 Zusammenfassung

Das Thema der Promotion beschaftigte sich mit der Frage nach der Relevanz des
Vorliegens der EGFR vlll Variante, als haufigste Extrazellularmutation des EGF-
Rezeptors, in Bezug auf das Therapieansprechen bei Tumoren des Kopf-Hals-
Bereiches. Hierfur wurden HNSCC-Zelllinien mit einem EGFR vllI-Plasmid transfiziert
und im Anschluss das Proliferations- und Migrationsverhalten der Zellen nach
Strahlen- und Inhibitionsbehandlungen im Vergleich zu EGFR-Wildtypzellen
analysiert. Die Inhibition erfolgte zum einen mit dem bereits in der Klinik verwendeten
Antikdrper Cetuximab, zum anderen mit den Tyrosinkinaseinhibitoren AG1478 und
Gefitinib - als mogliche Alternativen flr zuklnftige Therapiestandards. AulRerdem
wurden die Zelllinien mit einer therapeutischen Dosis von 2 Gray bestrahlt. Die
Bestrahlung erfolgte als Einzel- und in Kombinationstherapie mit den oben
genannten Inhibitoren. Zuletzt wurden die Effekte der Behandlungen auf
Proteinebene mit Hilfe von Western Blots analysiert.

Es fand sich, dass /n vitro die EGFR vlll Variante keinen Einfluss auf das
Zelliberleben hatte. Zudem zeigte sich bei Kombinationsbehandlungen kein
zusatzlicher Effekt im Vergleich zu Einzelbehandlungen mit Tyrosinkinaseinhibitoren.
AuRerdem stellte sich die Einzelbehandlung in vitro mit dem Tyrosinkinaseinhibitor
Gefitinib als die vielversprechendste Behandlungsoption heraus. Die Untersuchung
der Zellmigration bestatigte eine strahleninduzierte Migration, die aber durch ein
kombiniertes Behandlungskonzept eingedammt werden kann.

Basierend auf diesen Ergebnissen konnte die Rolle des EGFR vlll in HNSCC mit

Hilfe alternativer Behandlungsmethoden neu beleuchtet werden.
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