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1. Verzeichnis der Abkiirzungen

Abklrzung Bedeutung

% Prozent

°C Grad Celsius

<, > kleiner, grof3er

<, 2 kleiner gleich, grof3er gleich

Aqua dest Destilliertes Wasser

AKT Proteinkinase B

BSA Bovine Serum Albumin

BCL-2 B-cell lymphoma 2

bcr-abl breakpoint cluster region - Abelson murine
leukemia viral oncogene homolog

cm Zentimeter

CML Chronisch myelotische Leukéamie

DNA Deoxyribonucleic acid

DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

EGFR Epidermal growth factor receptor

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

FCS fetal calf serum

FDA Food and Drug Administration

Gy Gray

HT Hypoxanthin- Thymidin

HAT Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin

HIV Human immunodeficiency virus

HPRT Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase

HPV Humanes Papillomavirus

kv Kilovolt

mA Milliampere

MET Hepatocyte growth factor receptor

mg Milligramm




ml Milliliter

mM Millimolar

mm Millimeter

nM Nanomolar

nm Nanometer

mTOR mammalian target of Rapamycin

MU Mittleres Uberleben

MYBL2 Myb-verwandtes Protein B

Nanog Homeobox protein Nanog

NSCLC Non small cell lung cancer

Octl Organic cation transporter 1

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

PIP3 Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphat

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

RB Retinoblastom Protein

rpm Revolutions per minute

SDS Sodium dodecyl sulfate

SMAD SMA (small worm phenotype) und MAD (
mothers against decapentaplegic)

Sox2 Sex determining region Y-box 2

TU Technische Universitat

6-TG 6-Thioguanin

TGF-B Transforming growth factor beta

U Units

uiCcC International Union against Cancer

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter




2. Einleitung

Imatinib hat die Therapie der chronisch myelotischen Leukamie revolutioniert (Michael D.
Lemonick, 2001). Der iiberragende Erfolg im mittleren Uberleben (MU) im Vergleich mit der
bis dato verwendeten Standardtherapie aus Interferon-Alpha/Cytarabin (O'Brien et al., 2003)
hat zu zahlreichen Publikationen gefiihrt, den Zweig der zielgerichteten Tumortherapie
mitbegrindet und die Hoffnungen vieler Wissenschaftler befligelt, dass nach Jahrzehnten
intensiver Forschung der finale Durchbruch im Kampf gegen Krebs gemacht wirde. Das
Fusionsgen breakpoint cluster region - Abelson murine leukemia viral oncogene homolog
(bcr-abl)  wurde als krebsauslosender Mechanismus verstanden und dessen
Proliferationsfunktion durch Imatinib unter minimalen Nebenwirkungen blockiert (Druker et
al., 2001).

Wahrend die genetischen Verdanderungen und somit Treibermutationen vieler Krebsarten
bekannt sind (Stratton, Campbell, & Futreal, 2009), bereits mehr als 180 new molecular
entitis zur zielgerichteten Krebstherapie durch die Food and Drug Administration (FDA)
zugelassen wurden und in dieser Dekade pro Jahr durchschnittlich 10 neue Medikamente
die Neuzulassung erhielten (Kinch, 2014), konnte das MU bei der iiberwiegenden Zahl an
Tumorarten bisher nur um wenige Monate gesteigert werden (lzar, Rotow, Gainor, Clark, &
Chabner, 2013). So ergab eine Studie beim metastasierten Kopf-Hals-Karzinom bei
Behandlung mit Cetuximab (Handelsname: Erbitux®) plus Chemotherapie gegeniber
alleiniger Chemotherapie einen Vorteil im MU von 2,7 Monaten (Vermorken et al., 2008). Bei
Behandlung des metastasierten Melanoms mit Vemurafenib gegeniiber Dacarbazine betrug
das Additiv im MU 4,3 Monate (Chapman et al., 2011). Eine Studie am nichtkleinzelligen
Lungenkarzinom (NSCLC) ergab einen MU-Vorteil von 2,9 Monaten bei Gabe von Gefitinib
anstatt Cisplatin plus Docetaxel (Mitsudomi et al.,, 2010). In NSCLC blockiert Gefitinib
spezifisch den Wachstumsrezeptor EGFR, welcher bei den Patienten durch verschiedene

Mutationen konstitutiv aktiviert war.

Diese Studien belegen das hohe Potential der zielgerichteten Therapien, Gefitinib konnte
das MU um annahernd 50% steigern, jedoch ist die Wirkung zeitlich begrenzt. Trotz der
kontinuierlichen Gabe von Gefitinib bildeten sich Resistenzen aus und die Erkrankung schritt

fort.

Die Resistenzmechanismen sind dabei oftmals weitestgehend bekannt. So findet sich bei
50% der mit Gefitinib behandelten Patienten die T790M Punktmutation und bei 25% eine
Hepatocyte growth factor receptor (MET) Amplifikation (Suda, Onozato, Yatabe, &



Mitsudomi, 2009). Die T790M Mutation im Epidermal growth factor receptor (EGF-Rezeptor)
verandert die Bindungstasche und fuhrt dazu, dass Gefitinib nicht mehr binden kann.

Zeitlich begrenzte Wirkung und Resistenzentwicklung stellen ein Hauptproblem in der
Zielgerichteten Tumortherapie dar. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Entwicklung und
Therapie von Resistenzen am Beispiel der Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs

besser zu verstehen.

2.1 Tumore des Kopf-Hals Bereichs

Die heterogene Gruppe der Kopf-Hals-Tumore besteht aus zahlreichen benignen und
malignen Neoplasien und umschliet unter anderen Karzinom-, Sarkom- und
Lymphomentitaten. Im allgemeinen klinisch-medizinischen Gebrauch, und so wird der Begriff
auch in dieser Arbeit verwendet, ist mit Kopf-Hals-Tumor meist die mit Gber 90% haufigste
Entitdt in diesem anatomischen Bereich (Sanderson & lIronside, 2002), namentlich das
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle, Pharynx oder Larynx gemeint (Stenzinger,
Kriegsmann, Kraywinkel, & Weichert, 2014). Diese Entitat ist die sechsthéufigste solide
Tumorart weltweit (Parkin, Bray, Ferlay, & Pisani, 2005). Rauchen und Alkoholkonsum sind
mit 75% die wichtigsten atiologischen Risikofaktoren (Curado & Boyle, 2013). Dabei ist
Rauchen oft mit Larynxkarzinomen und Alkoholabusus mit Pharynxkarzinomen verbunden
(Curado & Boyle, 2013). Die Inzidenz ist mit dem Alter steigend, der Altersgipfel liegt
zwischen 55 und 65 Jahren (Stenzinger et al., 2014). In den letzten Jahren stark zunehmend
ist die Inzidenz der Oropharynxkarzinome. Patienten mit dieser Entitat sind in der Regel mit
40 bis 50 Jahren jinger und geben oft geringen bis fehlenden Rauch- und Alkoholkonsum an
(Mehanna, Paleri, West, & Nutting, 2010). Hier ist das humane Papillomavirus (HPV),
insbesondere HPV16, mit in den USA 60% positiven Féllen der filhrende Risikofaktor (Marur,
D'Souza, Westra, & Forastiere, 2010). Eine Vielzahl von Hinweisen verdeutlichen, dass HPV
positive Tumore hochstwahrschlich als eigene Entitat unter den Kopf-Hals-Tumoren

angesehen werden sollten (Gillison, 2004).

2.1.1 Therapie bei Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs

Die Therapie der Kopf-Hals-Tumore erfolgt Stadien gerecht mittels alleinig oder einer
Kombination aus Operation, Chemo- und Strahlentherapie (Haddad & Shin, 2008). Patienten
im Stadium | und Il werden bevorzugt operiert (Bruce E Brockstein, 2016). An gut
erreichbaren Stellen in Mundhohle und Oropharynx kdnnen dabei auch Laser- oder
robotergestutzte Verfahren zum Einsatz kommen (Bruce E Brockstein, 2016). Bei
fortgeschrittenen Tumoren kann postoperativ eine Radiotherapie ohne oder mit gleichzeitiger

Chemotherapie empfohlen sein (Bruce E Brockstein, 2016). Die alleinige Radiotherapie ohne
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Operation stellt eine gleichwertige Behandlungsoption fir das friihe Stadium dar (Bruce E
Brockstein, 2016). Insgesamt ist die Prognose im Stadium | und Il mit einem 5-Jahres-
Uberleben von 70 bis 90% sehr gut (Bruce E Brockstein, 2016).

Rund zwei Drittel der Patienten prasentieren sich im Stadium Il bis IV und haben ein hohes
Lokalrezidiv- und Fernmetastasierungsrisiko (Bruce E Brockstein, 2016). Je nach
Lokalisation, Fortschritt der Erkrankung, Risikofaktoren (Alter, Komorbiditaten) und Wunsch
des Patienten setzt man hier Kombinationen aus Operation, Chemo- und Radiotherapie ein
(Bruce E Brockstein, 2016). Die Entscheidung dartber wird in einem multidisziplindren Team
getroffen (Bruce E Brockstein, 2016). Bei Verdacht auf eine Beteiligung der zervikalen
Lymphknoten kann eine Neck Dissection, also die Ausraumung von Lymphknotenstation ein-
oder beidseitig des Halses notig sein (Bruce E Brockstein, 2016).

Eine definitive Radiochemotherapie ist im Stadium 11l und IV mdglich (Bruce E Brockstein
Everett E Vokes, 2016). Als Chemotherapeutikum werden beim Plattenepithelkarzinom des
Kopf-Halses Platinverbindungen, Fluorouracil und Taxane eingesetzt (Bruce E Brockstein
Everett E Vokes, 2016). Als zielgerichtete Therapie ist der EGFR-Antikdrper Cetuximab
zugelassen (Bruce E Brockstein Everett E Vokes, 2016).

2.1.2 Pathogenese des Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinoms

Im Allgemeinen handelt es sich bei Krebs um eine Akkumulation von genetischen,
epigenetischen Veranderungen die dazu fihren, dass Krebszellen eine anhaltend erhdhte
Proliferation, vermindertes Ansprechen auf Wachstumsinhibitoren, nahezu unbegrenzte
Zellteilung, verminderten Zelltod, vermehrte Angiogenese und erhdhte
Invasivitat/Metastasierung zeigen. Dies sind die von Hannahan und Weinberg im Jahr 2000
zusammengefassten und 2010 revidierten Kennzeichen von Krebs (Hanahan & Weinberg,
2011).

Califano et al. stellten 1996 analog zum Kolonkarzinom ein Sequenzmodell der
Krebsentstehung in Kopf-Hals-Tumoren auf. Nach diesem Modell verliert eine Hyperplasie
oder Leukoplakie durch Noxen Einwirkung Telomerase und p16™4 Funktion und entwickelt
sich zur Dysplasie (Califano et al., 1996). Durch Chromosomendeletion wie 3p und p53
Inaktivierung kommt es zum Cacinoma in situ, durch weitere Deletionen wie 4q, 5q oder 8p
schlie3lich zum invasivem Karzinom und moglicher Metastasierung (Califano et al., 1996).
Zwar konnten in Studien Leukoplakien durch Chemopravention verkleinert werden, ein

Ruckgang der Krebsinzidenz wurde dadurch jedoch nicht erreicht (Wrangle & Khuri, 2007).



Das Modell von Califano bezog sich auf sichtbare Lasionen. Es gibt jedoch eine Vielzahl von
klinischen und histopathologischen Hinweisen, dass Vorlauferlasionen nicht makroskopisch
erkennbar sein missen (Leemans, Braakhuis, & Brakenhoff, 2011; Maarten P Tabor et al.,
2003; Maarten P Tabor et al., 2001). Retrospektive Studien belegen die Rolle nicht
resizierter Areale als Quelle fir lokale Rezidive (Schaaij-Visser et al., 2009; M. P. Tabor et
al., 2004). Schon 1953 pragten deshalb Slaughter et al. den Begriff der ,Feldkanzerisierung*
(Slaughter, Southwick, & Smejkal, 1953). Durch Vergleich des genetischen Profils von
Karzinom und Umgebung wurde ein molekularpathologisches Modell der invasiven
Krebsentwicklung aus praneoplastischen Zellen aufgestellt (Abbildung 1) (Braakhuis, Tabor,
Kummer, Leemans, & Brakenhoff, 2003).
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Abbildung 1: Modell der sequenziellen Entstehung von Kopf-Hals-Tumoren

2.1.3 Molekularbiologie des Kopf-Hals-Tumors

Vermutlich friih in der Entwicklung von Kopf-Hals-Tumoren entstehen Veradnderungen im
Zellzyklus. Durch Noxen assoziierte Mutation oder durch die HPV Onkogene E6 und E7
kommt es zur Inaktivierung von p53 und/oder Retinoblastom Protein (RB) (Abbildung 2).
Funktionsloses p53 kann p21*3" nicht mehr inaktivieren und es findet kein Zellzyklusarrest in
G2 mehr statt (Bunz et al.,, 1998). Alternativ oder zusatzlich kann funktionsloses RB E2F
nicht mehr binden und der G1 Restriktionspunkt im Zellzyklus wird Gibersprungen (Nevins,
2001). Diese beiden Mechanismen konnen zur Immortalisierung der Krebszelle beitragen
(Smeets et al., 2011). Weiterhin kann die Funktion von p16™¢4 durch Mutation gestort sein
und Uber RB vermittelt kein G1 Arrest mehr stattfinden (Lukas et al., 1995).
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Abbildung 2 Frihe Veranderungen im Zellzyklus in Kopf-Hals-Tumoren

AulRerdem finden sich bei Tumoren des Kopf-Halses haufig Veranderungen in transforming
growth factor beta (TGF-B) Signalweg (Leemans et al, 2011). TGF-B wirkt Uber
Phosphorylierung von SMAD4 inhibierend auf das Zellwachstum, entsprechend wurde in
Tumoren eine Herunterregulation gefunden (D. Wang et al., 1997). In SMAD4 Knockout-
Mausen konnte das Auftreten von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Halses beobachtet
werden (Bornstein et al., 2009).

Einige der Kklinisch bedeutsamsten Veranderungen bei Kopf-Hals-Tumoren finden sich im
EGFR und nachgeschalteten PI3K-AKT-mTOR (Phosphoinositid-3-Kinase - Proteinkinease
B - mammalian target of Rapamycin) Signalwegs und werden im Folgenden diskutiert.

2.1.4 EGFR-Signalweg

Bei dem Versuch mittels Carboxymethylcellulose Chromatographie den
Nervenwachstumsfaktor zu isolieren entdeckten Cohen und Levi-Montalcini eine Fraktion,
welche zwar zu keinen Nervenwachsum flihrte, jedoch bei Injektion in neugeborene Mause
ein distinktes biologisches Verhalten zeigte (Cohen, 1962; Michael B. Sporn, 1991). So
Offneten die so behandelten Mause friher die Augen, es entwickelten sich verfriht
Schneidezéhne und es kam zu einer starken Wachstumsbeschleunigung. Das zun&chst
Tooth-Lid Faktor bezeichnete Isolat wurde spater in Epidermal Growth Factor umbenannt
(Cohen, 1964).



Der EGF-Rezeptor ist ein 170-kD transmembranes Glycoprotein und gehdért zur Familie der
ErbB Rezeptorthyrosinkinasen. Die ErbB Familie umfasst vier Mitglieder: ErbB-1 (EGFR),
ErbB-2 (HERZ2, neu), ErbB-3 (HER3) und ErbB-4 (HER4) (Normanno et al., 2006). Alle vier
Proteine haben eine extrazellulare Ligandenbindungsstelle, einen hydrophoben
Transmembranteil und eine zytoplasmatische Doméne mit
Thyrosinautophosphorylierungsstellen (Olayioye, Neve, Lane, & Hynes, 2000). An den
Rezeptor kdnnen Liganden der EGF-Familie binden. Zu diesen gehort neben EGF selbst
unter anderen Transforming growth factor alpha, Epiregulin, Neuregulin-1 bis -4 (Dreux,
Lamb, Modjtahedi, & Ferns, 2006).

Zwei wichtige, bei Ligandenbindung aktivierte nachgeschaltete Wege sind der RAS- RAF-
mitogen-activated protein Kinase-Weg (MAPK), welcher durch alle ErbB Rezeptoren aktiviert
werden kann (Holbro & Hynes, 2004; Olayioye et al., 2000) und der PI-3K AKT mTOR
Signalweg welcher durch die meisten der ErbBs aktiviert werden kann (Soltoff & Cantley,
1996). Weiterhin wurden zahlreiche durch ErbBs getriggerte Transkriptionsfaktoren
beschrieben. Dazu gehéren unter anderen NF-kappaB (Biswas, Cruz, Gansberger, &
Pardee, 2000), Zinkfinger Proteine wie Spl (Alroy, Soussan, Seger, & Yarden, 1999), c-jun
(Quantin & Breathnach, 1988), c-myc und c-fos (Cutry, Kinniburgh, Krabak, Hui, & Wenner,
1989), c-src (Ishizawar & Parsons, 2004) und signal transducer and activator of transcription
(STAT) (Olayioye, Beuvink, Horsch, Daly, & Hynes, 1999).

Ein Zusammenhang zwischen Wachstumsfaktoren und Krebs gelang 1978 mit den
Experimenten von De Larco und Todaro, welche bei Sarkomzellen eine Sekretion von
polypepiden Wachstumsfaktoren beobachteten (de Larco & Todaro, 1978). Sporn und
Roberts entwickelten daraus die Theorie der autokrinen Sekretion. Krebszellen sichern durch
Produktion von Wachstumsfaktoren ihr eigenes Uberleben (Sporn & Roberts, 1985). Im
Jahre 1980 wurde EGFR als Protein mit Thyrosinkinaseaktivitat erkannt (Ushiro & Cohen,
1980). Im gleichen Jahr identifizierten Hunter und Sefton mit dem aus dem Rous
Sarkomvirus stammenden v-SRC ebenfalls ein Protein mit Tyrosinkinaseaktivitat (T. Hunter
& Sefton, 1980). Diese und weitere Entdeckungen ebneten den Weg EGFR als

SchlUsselspieler bei vielen Krebsarten zu verstehen.

Die EGFR Uberexpression in Plattenepithelkarzinomen wurde erstmals 1986 beschrieben
(Ozanne, Richards, Hendler, Burns, & Gusterson, 1986). Seit dem konnte in einer
Uberwiegenden Zahl von Studien im Kopf-Hals-Karzinom (in ca 60% (Leemans et al., 2011))
eine dadurch assoziierte schlechtere Prognose aufgezeigt werden (Keren, Shoude, Lu, &

Beibei, 2014). Grandis und Kollegen belegen die Uberexpression als frilhes Ereignis in der
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Karzinogenese (Grandis & Tweardy, 1993). Im Gegensatz zum NSCLC mit 10-30% sind
aktivierende Mutationen des EGFR bei Kopf-Hals-Tumoren in der kaukasischen Bevoélkerung
mit 1% selten (Loeffler-Ragg et al., 2006). Trotzdem ist EGFR als therapeutisches Ziel bei
Kopf-Hals-Tumoren interessant. Im Jahr 2006 wurde ein Uberlebensvorteil bei mit dem
EGFR Antikdrper Cetuximab plus Radiotherapie behandelten Patienten gegenuber alleiniger
Radiotherapie belegt (Bonner et al., 2006), welches zu einer Zulassung des Medikaments
durch die FDA fuhrte. In einer Phase Il Studie zeigte der EGFR-small-Tyrosine-Kinase
Inhibitor Afatinib mit Cetuximab vergleichbare Antitumoraktivitdt bei jedoch hoherer
Nebenwirkungsrate (T. Seiwert et al., 2014).

2.1.5 PI3K-AKT-mTOR Signalweg

Der PI3K-AKT-mTOR Signalweg ist ein wichtiger, dem EGFR nachgeschalteter Weg und
gehort zu den am haufigsten dysregulierten Signalwegen bei einer grof3en Zahl
unterschiedlicher Krebsarten (Vivanco & Sawyers, 2002). Physiologisch spielt der Signalweg
eine wichtige Rolle in Zellwachstum, Differenzierung, Apoptose, Zelliberleben und
Metabolismus. Durch die Aktivierung von PI3K beispielsweise durch Rezeptortyrosinkinasen
wird das Substrat Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol
(3,4,5)-trisphosphat (PIP3) umgesetzt. Die Dephosphorylierung von PIP3 kann mittels PTEN
geschehen. Als second messenger kann PIP3 AKT an Thr308 oder Ser473 phosphorylieren,
welches wiederum eine Reihe von nachgeschalteten Signalwegen wie mTOR aktivieren
kann. Mutationen und/oder Amplifikationen fir PI3K, AKT, PTEN wurden bei einer Vielzahl
von Neoplasien beschrieben (Vivanco & Sawyers, 2002). Vor allem aufgrund der
Involvierung im Zellwachstum wurden mindestens 29 Inhibitoren entwickelt und in klinischen
Studien getestet (Dienstmann, Rodon, Serra, & Tabernero, 2014). Als Dual-Inhibitor blockiert
BEZ235 PI3K und mTOR und zeigte damit praklinisch eine breitere Wirksamkeit bei

unterschiedlichen Genotypen verglichen mit Einfachinhibitoren (Serra et al., 2008).

2.2 Mechanismen der Resistenz

Im Jahr 1961 begannen Frei und Kollegen (Frei et al., 1965) in einer Studie Kinder mit akuter
lymphatischer Leukamie mittels einer neuartigen Kombination aus 4
Hochdosischemotherapeutika zu behandeln®. Trotz nur geringer Erfahrung und somit Gefahr
unabschatzbarer potentieller Nebenwirkungen bei gleichzeitiger Gabe begannen die Kinder
auf die Kombination anzusprechen. ,Die Knochenmarksbiopsien kamen nacheinander
zurick — alle ohne leukdmische Zellen. Rote und weil3e Blutzellen sprossen in einem sonst

versengten Knochenmarksfeld. Aber die Leukdmie kam nicht zurick.“ (Mukherjee, 2010)

1 Der folgende Abschnitt ist in freier Ubersetzung ilbernommen worden aus: (Zahreddine & Borden,
2013)
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Von den 16 eingeschlossenen Patienten zeigten 11 eine komplette Remission. Dieser
herausragende Erflog, jedoch, war nur von kurzer Dauer. Mit der Ausnahme von nur
wenigen Kindern entwickelten alle Patienten ein aggressiveres Rezidiv, welches nun nicht
mehr auf die Behandlung ansprach. Die Leukd&mischen Zellen Ubertraten die Blut-Hirn-
Schranke und breiteten sich im Gehirn aus, ,dem einzigen Raum den die Chemotherapie
nicht erreichten konnte...die Kinder starben eines nach dem anderen - niedergestreckt durch
die Anpassung die sie schiutzen sollte... der Grund war das Abwehrsystem des Korpers

welches die Chemotherapie untergrub.”

Diese nun 55 Jahre alte Geschichte spiegelt immer noch viele der heutigen Erfahrungen in
der Krebstherapie wieder, in der Resistenz und Rezidiv weiterhin ein Hauptproblem
darstellen: Trotz moderner zielgerichteter Therapie erliegen nach wie vor etwa 90% der
Patienten mit einer fortgeschrittenen, metastatischen Krebserkrankung ihrem Leiden (Wilson,
Johnston, & Longley, 2009).

Es gibt grundsatzlich zwei Arten, warum Tumore gegen eine Chemotherapie resistent sein
konnen: Umgebungsfaktoren und zellulare Faktoren (Gottesman, 2002). Als
Umgebungsassoziiert kann eine schlechte Medikamentenabsorption oder ein zu schneller
Metabolismus wirken. Beides fihrt zu einem zu niedrigen Spiegel des Therapeutikums.
Weiterhin kann die Toleranz des Patienten aufgrund von Komorbiditaten erniedrigt sein,
weswegen nur eine geringere Dosis appliziert werden kann. AuBerdem kann die
Gewebegangigkeit des Medikaments durch zu hohes molekulares Gewicht beeinflusst sein
(Pluen et al., 2001). Die Anflutung kann durch insuffiziente Blutgefalie, der lokale Spiegel
durch zu hohen Metabolismus von Nichttumorzellen beeinflusst sein (Trédan, Galmarini,
Patel, & Tannock, 2007).

Zellulare Resistenzmechanismen kodnnen intrinsisch, also schon vor Therapie vorhanden
oder erworben, also durch die Therapie entstanden sein. Es sind eine Vielzahl von zellularen
Resistenzmechanismen beschrieben (Holohan, Van Schaeybroeck, Longley, & Johnston,
2013). So kénnen die Membrantransportproteine der ATP-binding cassette (ABC) in die Zelle
aufgenommene Therapeutika wieder hinausbefordern. Uberexpression des ersten
identifizierten ABC Transporters multi-drug-resistance 1 (MDR1) konnte mit Chemoresistenz
in Prostata-(Zalcberg et al., 2000), Lungen-(Triller, Korosec, Kern, Kosnik, & Debeljak, 2006)
und Brustkrebs (Nooter et al., 1997) assoziiert werden. Weiterhin kdnnen Therapeutika
inaktiviert werden. Beispielsweise wird Cisplatin durch zellulares Gluthation gebunden und
zeigt dadurch keine Wirkung mehr (Meijer et al., 1992). Integritdt der DNA Reparatur hat

grol3en Einfluss auf die Effizienz DNA-schadigender Substanzen (Bouwman & Jonkers,
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2012). Das in 50% aller Krebsarten mutierte Wachtergen p53 kontrolliert den Zellzyklusarrest
nach DNA Schaden (Levine, Momand, & Finlay, 1991). Fan und Kollegen konnte eine
Verbindung zwischen Mutation von p53 und Resistenz aufzeigen (Fan et al., 1994).

Ebenso spielt das Tumormikroklima eine wichtige Rolle. So Uberlebten Lymphomzellen in
einer Maus eine Doxorubicin Behandlung bevorzugt im Thymus. Gilbert et al. konnten
Interleukin 6 (IL-6) und tissue inhibitor of metalloproteinasen 1 (TIMP1) als von dem Gewebe
sekretierten protektiven Faktoren identifizieren. Die Autoren konnten in vitro und in vivo

zeigen, dass simultane IL-6 Gabe zu erhdhter Resistenz gegen Doxorubicin fuhrt.

Ferner spielen Veradnderungen der Zielstrukturen eine wichtige Rolle in der
Resistenzentwicklung. Wie in der Einleitung beschrieben entsteht bei 50% der mit Gefitinib
behandelten Patienten innerhalb eines Jahres die T790M Punktmutation, welche die
Bindungstasche des EGF Rezeptors verandert und der Inhibitor somit nicht mehr binden
kann (Suda et al., 2009). Mutation oder chromosomales Rearrangement der anaplastischen
Lymphomkinase (ALK) wurden in kindlichen Neuroblastomen (Chen et al.,, 2008),
anaplastischen GrofR3zelllymphomen (Shin, Kim, Yoon, Kim, & Lee, 2012) und bei NSCLC
(Soda et al.,, 2007) beschrieben. Der gegen ALK gerichtete TKI Crizotinib fihrt zu
Ansprechraten bis zu 60%, jedoch entwickeln die meisten Patienten innerhalb eines Jahren
ein Rezidiv (Camidge et al., 2012). Vier von elf Patienten waren resistent gegen Crizotinib
aufgrund von Mutation der ALK (Doebele et al., 2012). Sogar die durch ein einzelnes
Fusionsgen BCR-ABL1 (breakpoint cluster region - Abelson murine leukemia viral oncogene
homolog) ausgeléste chronisch myelotische Leukamie (CML), zeigt bei Langzeitbehandlung
mit Imatinib Resistenz durch Veranderung des Targets (N. P. Shah et al., 2007).

Resistenzen durch genetische Verdnderung spielen also eine wichtige Rolle. Woher

kommen diese Genveranderungen?

Ein Grund kann sein, dass sie bereits vorhanden sind. In der letzten Dekade ergaben sich,
immer mehr Hinweise, dass scheinbar klonale Tumore aus vielen unterschiedlichen
Populationen zusammengesetzt sind (Turner & Reis-Filho, 2012). Dieser Erkenntnisgewinn
grindet vor allem im Fortschritt des parallelen Sequenzierens, welcher es erlaubte die
Fraktion der Zellen mit einer ausgesuchten Mutation zu quantifizieren (S. P. Shah et al.,
2009). Im Jahr 2012 publizierten Swanton et al. Sequenzierungsdaten aus unterschiedlichen
Biopsien eines Patienten mit Nierenzellkarzinom (Marco Gerlinger et al., 2012). Sie konnten
zeigen, dass 63% bis 69% der Mutationen nicht Gber den ganzen Tumor geteilt wurden.
Heterogenitat kann als gutes Modell fir die Erklarung von erworbener Resistenz dienen

(Turner & Reis-Filho, 2012). In einer heterogenen Zellpopulation kénnen Klone mit einer
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genetischen oder epigenetischen Veranderung wachsen, die bei Gabe einer Therapie einen
Proliferationsvorteil darstellt. Durch Gabe der Therapie kann sich dieser Klon nach dem
Darwin’schen Prinzip ,Survival of the fittest” durchsetzen (M Gerlinger & Swanton, 2010).
Wie jedoch kommt es zur Heterogenitat?

Die am Meisten verbreitete These zum Ursprung der Heterogenitat von Tumorpopulationen
ist die des ,mutator phenotype“ (Loeb, 2001) und der damit verbundenen genetischen
Instabilitat (Hanahan & Weinberg, 2011). Durch Schaden oder Verlust in DNA
Reparaturgenen  (Negrini, Gorgoulis, & Halazonetis, 2010), Umweltnoxen wie
Zigarettenrauch (Pleasance et al.,, 2010), epigenetische Mechanismen (Krajcovic et al.,
2011) und Uberproduktion von reactive oxigen species (Schumacker, 2006) kann es in der
Tumorentwicklung und in der Resistenzbildung zu genetischer Instabilitat kommen (Turner &
Reis-Filho, 2012).

Andererseits jedoch kann ein zu hohes Mal} an genetischer Instabilitat fir Wachstum und
Uberleben des Tumors unvorteilhaft sein (Birkbak et al., 2011). Es ware fir Krebszellen
somit intelligent, dieses Mal3 an genetischer Instabilitdt steuern zu kénnen (Cipponi &
Thomas, 2014). Bei Bakterien ist die Existenz solcher Mechanismen bereits etabliert. Es

lassen sich hier erstaunliche Parallelen zu Tumorzellen finden.

2.2.1 Stress induzierte genetische Verianderung

In der Evolution waren zelluldre Organismen oft feindlichen oder variablen
Umweltbedingungen ausgesetzt und mussten Mechanismen entwickeln um sich an diese
anzupassen (Jortner, 2006). Der einfachste Weg, um den Tod durch eine zytotoxische
Substanz zu entgehen ist die Migration in ein Gebiet mit geringerer Konzentration der
Substanz (Lambert et al., 2011). Bakterien kdnnen einer tddlichen Antibiotikakonzentration
auf einer Agarplatte entgehen, indem sie sich in Zellverbanden durch swarming mobility
fortbewegen (Butler, Wang, & Harshey, 2010). Ebenso kénnen Tumorzellen durch eine
Chemotherapie induziert migrieren und Metastasen bilden (Daenen et al., 2011). Weiterhin
kénnen sowohl Bakterien (Balaban, Merrin, Chait, Kowalik, & Leibler, 2004) als auch
Tumorzellen (Sharma et al., 2010) bei Behandlung in ein seneszenzartiges Stadium
Ubergehen in der sie weniger auf zytotoxische Substanzen reagieren. Es lassen sich
Parallelen zwischen den die Antibiotikaresistenz beeinflussenden Biofilm bei Bakterien und
dem Mikromilieu in Tumoren ziehen (Lambert et al.,, 2011). Bakterien unterschiedlicher
Spezies bilden als Antwort auf erhohten Stress wie zum Beispiel Anderungen im pH oder
Osmolaritdt, Hunger oder Scherkréfte einen aus Polysaccariden bestehenden Biofilm

(Monds & O’'Toole, 2009). Diese chemisch inerte Schicht vermindert die Diffusion von
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Antibiotika (Donlan & Costerton, 2002). Sie verhindert aber auch den Transport von
Nahrstoffen und Sauerstoff (Stewart, 2003). In Pseudomonas aeruginosa konnte gezeigt
werden, dass diese an sich feindliche Umgebung dazu fihrt, dass durch die
Herunterregulation von KatA sich die Mutationsrate in einem kleinen Teil (0,5-5%) (Lambert
et al., 2011) der Bakterienpopulation um das 100-fache steigert (Driffield, Miller, Bostock,
O'neill, & Chopra, 2008). Diese Hypermutation erlaubt es den Pseudomonaden viel schneller
gegen ein Antibiotikum resistent zu werden (Macia et al., 2005).

Ein weiterer Mechanismus adaptiver Mutagenese ist das RNA Polymerase Sigma S- (RpoS)
System in Eschericha coli (S. M. Rosenberg, Shee, Frisch, & Hastings, 2012). Durch
Hunger-, pH- osmotischen, Kalte- oder oxidativen Stress kommt es zur transkriptionellen
Hoch- oder Herunterregulierung hunderter Gene (Battesti, Majdalani, & Gottesman, 2011).
Unter anderem kommt es zu einem Switch von high-fidelity Polymerasen wie Pol 11l zu low-
fidelity Polymerasen wie Pol IV. Bei der DNA Replikation kommt es durch diesen Switch zum
vermehren Einbau von Fehlern in die DNA und somit erhéhter Mutationsfrequenz, was den
Bakterien letztendlich erlaubt sich besser an die neuen Umweltbedingungen anzupassen (S.
M. Rosenberg et al., 2012).

Auch in humanen Zellen gibt es Polymerasen unterschiedlicher Giite. So sind Pol q, o, €
high-fidelity und Pol ¢, n, 1, k low-fidelity Polymerasen (Loeb & Monnat, 2008). Unter anderen
konnten Hara und Kollegen eine Verbindung zur Resistenzbildung herstellen (Hara, Kouno,
Nakamura, Kusaka, & Yamaoka, 2005). Die meisten mit Antiandrogenen behandelten
Prostatakarzinome werden im Verlauf der Behandlung resistent gegen die Therapie. Hara
und Kollegen stellten dies in der Zellkultur nach und fanden bei Gabe des
Androgenantagonisten Bicalutamid fir sechs bis zwolf Wochen, dass Bicalutamid nun
agonistisch am Androgenrezeptor wirkte (Hara et al., 2003). Als Ursache fanden sie die
Emergenz der Punktmutation W741C oder W741L im Rezeptor. Bei weiterer Nachforschung
fanden Hara und Kollegen, dass in der Zellkultur bei Gabe von Bicalutamid bereits nach 3
Tagen die high-fidelity Polymerase Pol & um etwa 50% weniger und die low-fidelity

Polyerase Pol 1 um das 2-fache mehr exprimiert war (Hara et al., 2005).

2.2.2 APOBEC Familie

Die Sequenzierung von Tumorgenomen hat zu einer massiven Datenfille gefihrt. Dies
erlaubt es, im Mutationsspektrum mithilfe statistischer Verfahren nach Mustern zu suchen
um Rickschlisse auf die Genese von Mutationen zu ziehen (Roberts & Gordenin, 2014).
Computergestitzt wird dabei das Genom auf mutierte Base durchsucht und auf vor und

nachfolgende Base geachtet. Durch Vergleich mit in vitro Daten kann auf den
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Mutationsmechanismus geschlossen werden. So zeigte sich bei familiarem Kolorektal- und
Endometriumkarzinom bei welchen ein Defekt in der Polymerase Pol € besteht in 40-60% der
Punktmutationen das fur diesen Defekt typische Mutationsmuster (Palles et al., 2013). Bei
Vergleich von 2680 Tumoren unterschiedlicher Genese fanden Roberts und Kollegen in 30-
70% der Mutationen Ubereinstimmung mit der APOBEC Signatur (Roberts et al., 2013). HPV
positive Kopf-Hals Tumore zeigen mit 98% eine signifikant erh6hte Rate an Mutationen mit
APOBEC Signatur als HPV negative (76%) (Cannataro et al., 2019). Es gibt noch weitere
Hinweise die APOBEC in Verbindung mit Krebs setzen (Henderson & Fenton, 2015). So
zeigten Yamanaka et al., dass eine Uberexpression von APOBECI in transgenen M&usen
hepatozellulare Karzinome erzeugt (Shinya Yamanaka et al., 1995). Caval und Kollegen
demonstrierten, dass APOBEC3B Hypermutationen in der DNA erzeugen kann (Caval,

Suspene, Shapira, Vartanian, & Wain-Hobson, 2014).

Die evolutionar relativ junge Familie der apolipoprotein mRNA editing enzyme catalytic
polypeptide (APOBEC) Proteine umfasst 11 Mitglieder (Harris & Liddament, 2004).
Physiologischerweise spielen die Proteine eine wichtige Rolle in der Hypermutation von Ig
Antikorpern der adaptiven Mutation (Di Noia & Neuberger, 2007). Eine weitere wichtige
Funktion Ubernehmen die APOBEC Proteine bei der Abwehr von Retroviren. In mit human
immunodeficiency virus (HIV) infizierten Zellen kann APOBEC3G im Virusgenom eine 10-
1000 fache Mutationslast induzieren und so das Virus inaktivieren (Harris & Liddament,
2004). HIV Viren besitzen mit dem Viral Infectivity factor (VIF) ein Protein, welches die
Enzymaktivitdt von APOBEC3G unterdriickt.

2.2.3 Interleukin-6 und Krebs

Interleukin-6 (IL-6) ist ein aus 184 Aminoséauren zusammengesetztes Glykoprotein(Hirano et
al.,, 1986) und gehort zusammen mit IL-11, dem leukamiehammenden Faktor (LIF),
Onkostatin M (OSM), dem ziliaren neurotrophen Faktor (CNTF), Kardiotrophin-1 (CT-1) und
dem kardiotrophindhnlichem Zytokin (CLC) in eine gemeinsame Zytokinfamilie (Guo, Xu, Lu,
Duan, & Zhang, 2012; Heinrich et al., 2003). IL-6 bindet als Ligand an die a Kette des
Oberflachenrezeptors IL-6R zusammen mit der Signaltransduktionskomponente gp130
(Heinrich et al., 2003). Hat der Ligand gebunden, aktiviert dies Thyrosinkinasen der Janus
(JAK) Familie (Heinrich et al., 2003). Dies fuhrt zur Phosphorylierung von STAT3, welches
wiederum ein Dimer mit einem zweiten phosphoryliertem STAT3 eingehen und in dieser
Form in den Kern wandern kann (Levy & Lee, 2002). Das Dimer bindet direkt an die DNA
und fiihrt zur Beeinflussung von Zelldifferenzierung, Wachstum und Uberleben durch
Transkription verschiedener Gene wie organic cation transporter 1 (Octl), sex determining

region Y-box 2 (Sox2), homeobox protein Nanog (Nanog), B-cell lymphoma 2 (BCL-2),
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Suvivin und AKT (Carpenter & Lo, 2014). Neben dem STAT3 Signalweg kann IL-6 auch
weitere Wege wie RAS, MAPK, COX-2, WNT und PI3K/AKT aktivieren (Ara & DeClerck,
2010; Guo et al., 2012; Jee et al., 2004).

IL-6 stellt einen Schllisselspieler in Infektionen, Entziindungen und Krebs dar und kann
Krankheitsentstehung und —fortschritt beeinflussen (C. A. Hunter & Jones, 2015). IL-6 ist
wichtig fur Proliferation und Differenzierung von Lymphozyten. IL-6 Defizienz beeinflusst
angeborene und adaptive Immunitat und fahrt zu Abwehrschwache gegen Viren (Dienz et
al., 2012), Bakterien (Hoge et al.,, 2013) und Parasiten (W. Gao & Pereira, 2002). Der
normale Serumspiegel von 1-5 pg/ml kann im Rahmen fulminanter Entziindungsreaktionen
wie einer Meningokokkensepsis sehr schnell in den pg/ml hochgefahren werden (Waage,
Brandtzaeg, Halstensen, Kierulf, & Espevik, 1989).

Andererseits jedoch ist der Serumspiegel von IL-6 unter anderen in Brust- (Knupfer & Preil3,
2007), Prostata- (Nakashima et al., 2000), Nierenzell- (Blay et al., 1992) und
Kolonkarzinomen (Xu et al., 2016) ein negativer prognostischer Marker. In Kopf-Hals-
Tumoren ist IL-6 Expression ebenfalls mit schlechter Prognose assoziiert (J. Gao, Zhao, &
Halstensen, 2016).

IL-6 ist auch in der Therapieresistenz relevant (Guo et al.,, 2012). So wurde in
Prostatakarzinomzellen eine autokrine Sekretion von IL-6 und damit assoziierter Resistenz
auf Cisplatin gefunden (Borsellino, Belldegrun, & Bonavida, 1995). Conze und Kollegen
konnten nachweisen, dass Multitherapeutika resistente Brustkarzinomzelllinien IL-6
Produktion zeigten, wahrend auf Therapeutika sensible Zellen kein IL-6 sekretierten (Conze
et al.,, 2001). Eine Uberexpression von phosphoryliertem STAT3 kann in den meisten auf
Paclitaxel resistenten Ovarialkarzinomzelllinien gefunden werden (Duan et al., 2006). In
Kopf-Hals-Tumoren ist IL-6 mit erworbener Cisplatin Resistenz assoziiert (J. Gao et al.,
2016).

2.2.4 Zellkultur als Modell der Resistenzentwicklung

Tumorzellen unter Kulturbedingungen wurden in der Literatur vielfach verwendet um
Ansprechen auf Chemotherapie und Resistenzentwicklung zu untersuchen. So generierten
Shen et al. Cisplatin-resistente Zellen aus einer hepatozellularen Karzinomzelllinie (Shen,
Akiyama, Schoenlein, Pastan, & Gottesman, 1995). Kitazono-Saitoh et al. zichteten
Cisplatin-resistente Mesotheliomzellen (Kitazono-Saitoh et al., 2012). De Wilt et al
untersuchten Bortezomib Resistenz an ihrer generierten NSCLC Linie (de Wilt et al., 2012).
Yamamoto et al. zichteten Gefitinib resistente NSCLC Zellen (Yamamoto et al., 2010).

Berns et al. generierten Brustkarzinomzellen mit Resistenz auf Trastuzumab (Berns et al.,
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2007). Die Uberwiegende Zahl an Autoren startet mit einer Konzentration um die mittlere
inhibitorische Konzentration (ICso) des Therapeutikums und erhoht schrittweise bis zu einer
Endkonzentration. Die Zeitspanne in der erhoht wird variiert dabei von 4 Wochen (Berns et
al., 2007) bis zu 2 Jahren (Shen et al., 1995). Auch die erreichten Endkonzentrationen
unterscheiden sich stark. So erreicht eine Cisplatin resistente Zellinie bei Kitazono-Saitoh et
al. das 1,7 fache der Ausgags-ICso-Konzentration wahrend Yamamoto et al. mit Gefitinib
langzeitbehandelte NSCLC Zelllinie noch bei der 305-fachen 1Csq Konzentration proliferierte.
Insgesamt muss kritisch angemerkt werden, dass der Begriff der Resistenz oder Kriterien ab
wann man von resistenten Zellen spricht in der Literatur nicht eindeutig definiert sind.
Trotzdem gibt es Ergebnisse, welche darauf hindeuten, dass in der Zellkultur gewonnene
Erkenntnisse Uber Resistenzentwicklung auf die die Tumorentwicklung in vivo Ubertragen
werden kann. So generierte eine koreanische Arbeitsgruppe um Kim et al. durch
Langzeitbehandlung der NSCLC Zelllinie PC9 mit Afatinib Gber 6 Monate resistente Zellen
welche die T790M Mutation aufwiesen (Y. Kim et al., 2012). Wie weiter oben beschrieben
wird diese Mutation auch bei 50% der mit Gefitinib behandelten Patienten beobachtet (Suda
et al., 2009). Eine weiterfihrende Untersuchung mittels Genomsequenzierung ergab, dass
die resistenten Zellen die T790M Mutation aufwiesen, die Ausgangszellen jedoch nicht (P.
Jia et al., 2013). Dies weist darauf hin, dass die Mutation wahrend der Langzeitbehandlung

entstanden ist.

2.3 Auswahl der Zelllinien und Therapeutika

Um die Resistenzentwicklung besser zu verstehen wurden in dieser Arbeit zwei Zelllinien mit
funf Inhibitoren langzeitbehandelt. Im Hinblick auf die Kombinationsversuche wurde die in
vorhergehenden Studien der Arbeitsgruppe als relativ strahlensensibel charakterisierte
Zelllinie Cal27 (Gioanni et al., 1988) und relativ strahlenresistente Zelllinie UD-SCC-5 (Ballo
et al., 1999) verwendet. Cal27 wurde aus einer Probeexzision eines Zungenkarzinoms des
mittleren Drittels vor Behandlung bei einem 56 jahrigem, mannlichen Patienten etabliert.
Trotz neoadjuvanter Strahlentherapie, partieller Glossektomie, Neck dissection (21
Lymphknoten: 4+ Plattenepithelkarzinom, 1+ papillares Schilddriisenkarzinom) und

Chemotherapieregiment verstarb der Patient 6 Monate nach Diagnose.

Zur Auswahl der Therapeutika wurde eine systematische Literaturrecherche durchgefihrt.
Als Ausganspunkt wurde eine Zusammenstellung von oft verdnderten Genregionen in dem
oben zitierten Paper von Leemans et al. von 2011 verwendet (Leemans et al., 2011). Darin
sind 8 Tumorsuppressorgene und 12 Onkogene beschrieben. Eine Literaturrecherche im

Herbst 2012 zu jedem dieser Targets erbrachte, dass zum damaligen Zeitpunkt zu einem der
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Suppressorgene und vier der Onkogene Inhibitoren kommerziell verfigbar und in
préklinischer oder klinischer Testung waren. Hieraus wurden der EGFR Inhibitor Afatinib, der
dual PIBK-mTOR Inhibitor BEZ235, der PARP1 Inhibitor Olaparib fur die Generierung der
resistenten Zellen ausgewahlt. Zuséatzlich wurde als EGFR Downstream-Target der AKT
Inhibitor MK2206 und die Standard-Chemotherapie des Kopf-Halses Cisplatin fur die Studie
verwendet (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Uberblick iber die verwendeten Inhibitoren

2.3.1 EGFR Inhibitor Afatinib

Wie bereits beschrieben ist EGFR ein wichtiger Pfad in der Entwicklung und
Aufrechterhaltung von Kopf-Hals Tumoren. Cetuximab als EGFR Antikdrper ist seit 2006
durch die FDA zur Behandlung zugelassen ("Cetuximab approved by FDA for treatment of
head and neck squamous cell cancer,” 2006). Ebenso spielen aktivierende EGFR
Mutationen eine wichtige Rolle im nicht kleinzelligen Lungenkarzinomen. So findet sich
epidemiologisch in dieser Entitat durchschnittlich in ungefahr 20% (kaukasische Herkunft) bis
50% (asiatische Herkunft) aktivierende EGFR Mutationen (Y. Shi et al., 2014). Bei Vorliegen
einer dieser Mutationen ist Afatinib neben den weiteren EGFR-TKIs Erlotinib und Gefitinib als
Erstlinientherapie bei NSCLC zugelassen (S. Wang, Gao, Liu, & Sun, 2018). Obwohl nicht
zugelassen, zeigt Afatinib auch in Kopf-Hals Tumoren Ansprechen. In einer Phase Il Studie
an 483 Patienten in fortgeschrittenen Kopf-Hals Tumoren war die Gabe von Afatinib auch
nach Behandlung mit Cisplatin als Zweitlinientherapie gegeniuber Methotrexat mit einem

signifikanten Uberlebensvorteil korreliert (Machiels et al., 2015).
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2.3.2 AKT Inhibitor MK-2206

Wie im Abschnitt 2.1.5 beschrieben und in Abbildung 3 gezeigt fuhrt eine Aktivierung von
EGFR uber PI3K zu Aktivierung von AKT und mTOR und nachfolgend zu Transkription auf
DNA Ebene. Préaklinisch zeigten sich vielversprechende Ergebnisse mit MK2206 in
Brustkarzinom- (Sangai et al., 2012), hepatozellularem Karzinom- (Carolina Simioni et al.,
2013) und T-Zell Leukamiezellen (C. Simioni et al., 2012). Klinisch als einzelne Substanz
appliziert jedoch zeigte MK-2206 eher wenig antitumorale Aktivitat in Phase Il Studien an
PI3K mutierten Brustkarzinomen (Xing et al., 2019), PI3K mutiertem Endometriumkarzinom

(Myers et al.) und fortgeschrittenen Lymphomen (Oki et al., 2014).

2.3.3 PI3K-MTOR Inhibitor BEZ235

BEZ 235 ist ein dualer PISBK/MTOR Inhibitor. Wie bei MK2206 zeigte sich sehr gutes
Ansprechen in praklinischen Tumurzellmodellen, unter anderen in Lungen- (Herrera, Zeindl-
Eberhart, Jung, Huber, & Bergner, 2011), Brust- (Kuger et al., 2014), Pankreas- (Awasthi,
Yen, Schwarz, & Schwarz, 2012) und Kopf-Hals-Karzinomen (Hsu et al., 2018). BEZ235
befindet sich in klinischer Testung in Phase | und Il Studien. Unter den wenig
Veroffentlichten findet sich eine Studie an 31 Patienten mit Everolimus resistentem
neuroendokrinen Tumoren. Diese ging jedoch nicht in Phase Il aufgrund von vor allem

gastrointestinaler Toxizitat (Fazio et al., 2016).

2.3.4 PARP-Inbihitor Olaparib

Durch Umwelteinfliisse, fehlerhafte DNA Replikation oder toxische Metaboliten sind Zellen
der stdndigen Gefahr von DNA Schaden ausgesetzt. DNA Reparatur ist somit ein wichtiger
Bestandteil der Zellhomdostase. Die wichtigsten Reparaturmechanismen sind dabei die
Nukleotidexzisionsreparatur, die Basenexzisionsreparatur, das Mismatch Repair und
homologes und nichthomologes End-joining.  Einzelstrangbriche gehdren  mit
durchschnittlich 10.000 pro Tag zu den haufigsten Schaden (Davar, Beumer, Hamieh, &
Tawbi, 2012). Die Basenexzisionsreparatur unter Beteiligung der poly ADP ribose
polymerase (PARP) Enzyme ist der wichtigste Reparaturmechanismus. Die PARP Enzyme,
von denen heute 17 bekannt sind dessen wichtigster mit 90% der Aktivitat PARPL1 ist,
fungieren dabei als Detektor fur Einzelstrangbriiche (Schreiber, Dantzer, Ame, & de Murcia,
2006). Dabei bindet PARP an den Bruch und rekrutiert durch die negative Ladung weitere,
fur die Reparatur unabdingbare Proteine wie x-ray cross complementing gene 1 (XRCC1)
(Davar et al,, 2012). Durch eine Vielzahl von redundanten Reparaturmechanismen ist
PARP1 nicht lebensnotwendig. So sind PARP-1 knockout Mause lebensfahig, zeigen sich
jedoch stark anfallig fur y-Bestrahlung oder DNA alkylierende Substanzen (Sugo et al.,

2007). Wenn andere Reparaturmechanismen, wie die homologe Reparatur bei Breast
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Cancer 1/2 (BRCAL/2) defizienten Brusttumorzellen jedoch ebenfalls defekt sind, so zeigen
diese Zellen ausgesprochene Sensibilitat auf PARP Inhibiton (Bryant et al., 2005). Diese und
weitere Ergebnisse haben die Suche nach und den Einsatz in klinischen Studien von PARP
Inhibitoren vorangetrieben. AZD2281 (Olaparib) ist ein potenter PARP1/2 Inhibitor. In Phase
| (Fong et al., 2010) und Phase Il (Tutt et al., 2010) Studien konnten mit Olaparib
Monotherapie gute Ansprechraten bei BRCA1/2 mutierten, Chemotherapie refraktaren Brust-
und Ovarialkarzinomen gezeigt werden. Im Jahr 2014 wurde Olaparib zu diesem
Verwendungszweck durch die FDA zugelassen (G. Kim et al., 2015).

2.3.5 Cisplatin

Als Rosenberg und Kollegen Eschericha coli Bakterien einem elektrischen Feld aussetzten,
entdeckten sie zufallig, dass die Verwendung einer platinhaltige Elektrode zur
Wachstumsinhibition fihrt (B. Rosenberg, Van Camp, & Krigas, 1965). Bald darauf wurde
auch ein antitumordser Effekt von Platinverbindungen entdeckt (B. Rosenberg & Vancamp,
1969). Erstmals zugelassen durch die FDA im Jahr 1978 wird Cisplatin heute bei Hoden-,
Ovarial-, Harnblasen-, Bronchial-, Zervix- und Plattenepithelkarzinome des Kopf-Halses
eingesetzt. Ein Hauptmechanismus der Wirkung von Platinverbindungen wird dabei der
Induktion der Apoptose als Folge eines Zellzyklusarrests in G1, S oder G2-M Phase
zugeschrieben (Desoize & Madoulet, 2002). Es gilt als generell akzeptiert, dass Cisplatin
Addukte mit der DNA bildet (P. Jordan & Carmo-Fonseca, 2000), das folgende
Mismatchrepair wird aber abgebrochen und es findet ein Zellzyklusarrest statt (Florea &
Bisselberg, 2011). Es werden jedoch auch andere Wege der Wirkung, wie Produktion von
reactive oxigen species, p53 induzierte Apoptose, Wechselwirkung mit Ca?*-Signalweg oder
Caspasen (Florea & Busselberg, 2011) diskutiert.

2.4 Krebsstammzellkonzept

Um Eigenschaften wie unbegrenzte Teilung, Selbsterneuerung und Seneszenz von Tumoren
zu erklaren wurde das Krebsstammzellkonzept eingefuhrt. Eine kleine Zahl von oft durch
wenige Oberflachenmarker charakterisierte Stammzellen ist fur die Tumorerhaltung und

Proliferation verantwortlich (Turner & Reis-Filho, 2012).

Allgemein werden mit Stammzellen Zellen bezeichnet, die sich in unterschiedliche Gewebe-
oder Zelltypen ausdifferenzieren kénnen. Durch Zellteilung kénnen aus ihnen sowohl weitere
Stammzellen, als auch hoher differenzierte Zellen entstehen (Yu, Pestell, Lisanti, & Pestell,
2012). Eine weitere Eigenschaft ist ihr Selbsterneuerungspotential, also die Fahigkeit der
nahezu unbegrenzten Teilung ohne weiter auszudifferenzieren. Im Jahr 2007 gelang

Takahashi und Kollegen die Reprogrammierung von humanen adulten Fibroblasten in
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pluripotente Stammzellen (Takahashi et al., 2007). Obwohl die unterliegenden Mechanismen
immer noch wenig verstanden sind, gelten Oct4, Sox2 und Nanog als Hauptregulatoren, eine
Uberexpression dieser Faktoren kann den undifferenzierten Status aufrechterhalten (Leis et
al.,, 2012; S Yamanaka, 2008). In hamatopoetischen Stammzellen scheint weiterhin BMI-1
eine Rolle zu spielen (Park et al., 2003). Vor allem das Selbsterneuerungspotential zeigt
Parallelen zu Neoplasien (C. T. Jordan, Guzman, & Noble, 2006). Erste Hinweise fanden
sich in einer Studie im Jahr 1994, in der Lapidot und Kollegen eine Subpopulation in Zellen
von Patienten mit aktuer myeloischer Leukamie (AML) identifizierten, die bei Injektion in
immundefiziente Mause ebenfalls AML ausloste. Diese Subpopulation war durch die
Oberflachenmarker CD34+ CD38- charakterisiert (Lapidot et al., 1994). Auch bei soliden
Tumoren wie Brust- (Al-Hajj, Wicha, Benito-Hernandez, Morrison, & Clarke, 2003), Kolon-
(Ricci-Vitiani et al., 2007), Pankreas- (C. Li et al., 2007), Lungen- (C. F. B. Kim et al., 2005),
Hirn- (Singh et al.,, 2003) und Kopf-Hals-Tumoren (Prince et al., 2007) wurden
krebsassoziierte Stammzellen nachgewiesen. Obwohl fir Stammzelleigenschaften nicht
beweisend, gelten Oberflachenmarker als Hinweis auf ihre Prasenz. In Kopf-Hals-Tumoren
wurden CD44 und ALDH1 als wesentliche Marker identifiziert (Clay et al., 2010; Prince et al.,
2007).

Das Krebsstammzellkonzept bietet Erklarungsansatz fir eine Reihe von
Tumoreigenschaften, ist aber selbst nicht unumstritten. Die klassische Formulierung des
Konzepts geht davon aus, dass eine kleine Zahl von oft durch wenige Oberflachenmarker
charakterisierte Stammzellen Tumorerhaltung und Proliferation steuern (Turner & Reis-Filho,
2012). Goldstandard zum Krebsstammzellnachweis ist die serielle Transplantation im
Tiermodell (Clarke et al., 2006). Jedoch kann durch Wechsel des Mausstamms oder des
Spiegels ihrer Immunsuppression die Zahl und der Typ der tumorbildenden Zellen
beeinflusst werden (Quintana et al., 2008). Weiterhin wurde beobachtet, dass
Nichtstammzell-Tumorzellen spontan stammzellartige Eigenschaften entwickeln kénnen
(Gupta et al., 2011).

Krebsstammzellen werden oft mit Therapieresistenz in Verbindung gebracht.
Stammzelleigenschaften wie Expression von ABC Transportern und antiapoptotischen
Proteinen, erhdhte Toleranz gegen DNA Schaden und die Fahigkeit zur Quieszenz kénnen
zur Resistenz von Tumorzellen beitragen (Clevers, 2011). Es konnte gezeigt werden, dass
Brustkarzinomzellen mit CD44""CD24"" resistenter gegen konventionelle Chemotherapie
(X. Li et al., 2008) und Radiotherapie (Phillips, McBride, & Pajonk, 2006) waren. Dennoch
gibt es auch Hinweise, die gegen Therapieresistenz als generalisierte Eigenschaft von

Stammzellen spricht. So reagieren undifferenzierte Keimzelltumore des Hodens sensibler auf
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Bestrahlung und Cisplatingabe als ihre ausdifferenzierten Nachkommen (Masters & Koberle,
2003).

2.5 Therapie mit a-Strahlern

213Bj an anti-CD33 gekoppelt wurde in der Klinik erstmals 2002 von Jurcic und Kollegen
eingesetzt um spezifisch myeloisch leuk&mische Zellen abzutdten (Jurcic et al., 2002). Das
Isotop #'%Bi gehort zu den a-Strahlern. Der Hauptvorteil dieser Strahlenart ist die mit 50-90
pm kurze Reichweite im Gewebe (Humm, 1986). Somit kann spezifisch lokal ein 100-1000-
fach hoherer Energietransfer als mit B-Strahlern eingesetzt werden, ohne umliegendes
Gewebe starker zu belasten (Sgouros, 2008). Der primdre Wirkmechanismus von a-
Strahlern ist die Induktion von DNA Doppelstrangbriichen (Sartor, Maalouf, Hauck, &
Macklis, 2013). Ein zusatzlicher Vorteil besteht darin, dass die Doppelstrangbriche
komplexer, schwieriger zu reparieren und somit zytotoxischer sind als bei jeder anderen
Strahlenart (Franken et al., 2012). Die bisher erfolgreichste klinische Anwendung von a-
Strahlern gelang in einer Phase Il Studie an 922 Patienten mit knochenmetastasierten
Prostatakarzinom (Parker et al., 2013). Die Studie wurde nach einer Zwischenevaluation
beendet, da durch sechsmalige Gabe des Isotops ?>°Ra ein Gesamttiberleben 14,0 Monaten

gegenuber 11,2 Monaten bei Placebo erzielt worden war.

2.6 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es resistente Kopf-Hals-Tumorzellen gegen 4 zielgerichtete und ein
Chemotherapeutikum zu generieren und diese in Bezug auf Ansprechen auf weitere Chemo-
oder Radiotherapie, Expression von Stammzellmarkern und Veranderung der

Punktmutationsfrequenz zu untersuchen.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

Es folgt eine tabellarische Auflistung der verwendeten Gerate, Verbrauchsmaterialien,

Reagenzien und Chemikalien, Medien und

Computerprogramme.

3.1.1 Gerite

Supplemente, Inhibitoren, Kits, Gemische und

Geréte Hersteller

Absaugpumpe Vacuubrand ME2 Vacuubrand GmbH, Wertheim,
Deutschland

225Ac/?13Bj Generator Institut  fur  Transurane, Karlsruhe,
Deutschland

Accu-Jet® pro Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,

Deutschland

Bestrahlungsgerat Gulmay Medical LTD RS
225 X-Ray Research System

Gulmay Medical LTD, Surrey, England

Blotting System Mini-PROTEAN® Tetra
System

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Brutschrank HeraCell 150i CO, Inkubator

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

C1000 Thermo Cycler

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Cellometer™ Auto T4

PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

ELISA Reader Multiscan FC

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Eppendorf Research Pipetten 1000 pl,
200 pl, 100 pl, 20 pl, 10 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Gefrierschrank Premium No frost Liebherr, Biberach an der Riss,
Deutschland

Kihlschrank comfort Liebherr, Biberach an der Riss,
Deutschland

Laborabzug Kottermann GmbH & Co. KG, Uetze,
Deutschland

Leica Mikroskop DMI6000 B Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Leica Mikroskopkamera DFC425 C Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Magnetrihrer RCT basic

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Minishaker MS2

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Molecular Imager ChemiDoc™ XRS+

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
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Deutschland

NanoDrop 1000

PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

pH-Meter 766 Calimatic

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

Peqglab EV265

PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Peqglab Gelkammer Model: 40-1515

PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

PowerPac™ HC Powersupply

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Prazisionswaage SBC 32

Scaltec, Heiligenstadt, Deutschland

Ready Gel Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Rollenmischer

A. Hartenstein Laborbedarf GmbH,

Wiirzburg, Deutschland

Ruttler Vibrax VXR

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Sterilbank HeraSafe KS

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Stickstofftank LS 4800

Taylor-Wharton Germany GmbH, Husum,
Deutschland

Thermomixer comfort

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Trans-Blot® SD Semi Dry Transfer Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Vilber E-Box

Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland

Warmeschrank

Binder, Tuttlingen, Deutschland

Wasserbad Typ 1003

GFL, Burgwedel, Deutschland

Zentrifuge 5430R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge PerfectSpin Mini

PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Gerate

\ Verbrauchsmaterialien Hersteller
15 ml Falcon Reaktionsgefalie Sarstedt AG & Co., Nudrnbrecht,
Deutschland
50 ml Falcon Reaktionsgefal3e Sarstedt AG & Co., Nuirnbrecht,
Deutschland
Biosphere Micro Tubes 1,5 ml Sarstedt AG & Co., Nuirnbrecht,

Deutschland

FrameStar® 96 PCR Platte

4titude®, Wotton, Grol3britannien

Kryoréhrchen

Sarstedt AG & Co., Nurnbrecht,
Deutschland

Pasteurpipetten aus Glas

Brand GmbH + Co KG, Wertheim,
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Deutschland

PCR Seal 4titude®, Wotton, Grol3britannien

PD-10 Chromatographiesaulen GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Pipetten-Spitzen 1000 pl, 200 pl, 100 pl, Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,

20 pl, 10 pl Deutschland

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran Merck  Millipore  GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Serologische Pipetten 25 ml, 10 ml, 5 ml Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

SD100 Cellometer Zahlkammern Nexcelom Bioscience LLC, Lawrence, MA,
USA

Tissue Culture Dish 100x20 mm Sarstedt AG & Co., Nirnbrecht,
Deutschland

Tissue Culture Plate 6-well Sarstedt AG & Co., Nurnbrecht,
Deutschland

Whatmann Gel Blotting Papier Sartorius  stedim  biotech, Géttingen,
Deutschland

Zellschaber Sarstedt AG & Co., Nurnbrecht,

Deutschland
Tabelle 2:Verbrauchsmaterialien

3.1.3 Reagenzien und Chemikalien

Reagenzien und Chemikalien Hersteller

1,4 Dithiotreitol (DTT) = 99,9% p.a. Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

1% Bromphenol Blau Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Aminocapronsaure Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ammoniumacetat, 0,4 M Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ammoniumperoxidsulfat (APS) = 98% Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Biozym LE Agarose Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Bovine Serum Albumin 2 mg/ml Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Bradford 1x Dye Reagent Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Cell Lysis Buffer (10x) Cell Signaling Technology Inc., Danvers,
USA

CutSmart® Buffer New England BioLabs®, Ipswich, Ma, USA

Crystal Violett Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Demineralisiertes Wasser SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach
am Inn, Deutschland

DNTP's GE-Healthcare, Minchen, Deutschland
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Essigsaure

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Ethanol = 99,5% p.a.

Carl Roth GmbH & Co.,
Deutschland

Karlsruhe,

Ethylnitroseharnstoff

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Formaldehyd-Lésung = 37% saurefrei

Carl Roth GmbH & Co.,
Deutschland

Karlsruhe,

Glycerol

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Glycin 2 99%

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Hexanukleotid Mix 10x

Roche, Mannheim, Deutschland

HCI, 0,1 M

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Isopropanol

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Kapa SYBR® Fast gPCR Master Mix

Kapa Biosystems, Wilmington, MA, USA

Natriumchlorid = 99,8%

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Natriumiodid, 0,1 M

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

NEBuffer 4

New England BioLabs®, Ipswich, Ma, USA

NH4CI 500 mM

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

N,N,N’N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Magermilchpulver

Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland

Maxima Reverse Transkriptase 200 U/pl,
10000 U

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Methanol = 99,5% p.a.

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Protease Inhibitory Cocktail (10x)

Cell Signaling Technology Inc., Danvers,
USA

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

Carl Roth GmbH & Co,,
Deutschland

Karlsruhe,

Rotiphorese® Gel - Acrylamidstammldsung
30% mit 0,8% Bisacrylamide

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

RT Buffer

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

SuperSignal® West Pico Chemiluminescent
Substrate

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Tag®l 100000 U/ml

New England BioLabs®, Ipswich, Ma, USA

TBE Puffer 10x

Invitrogen, Waltham, MA, USA

Tris Pufferan® = 99,9% p.a.

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Tris EDTA Buffer Solution, pH 8.0

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Triton X-100 Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
Tween-20 Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,

Deutschland

Tabelle 3: Reagenzien und Chemikalien

3.1.4 Medien und Supplemente

Medien und Supplemente

TrypLE™ Express (1x) Stable Trypsin

Hersteller

GIBCO®, Life Technologies, Carlsbad,

CA, USA
DMEM - Dulbecco’s modifiziertes Eagle GIBCO®, Life Technologies, Carlsbad,
Medium CA, USA
DPBS - Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline  GIBCO®, Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA
DMSO - Dimethylsulfoxid = 99,5% Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,

Deutschland

FBS - Fetal Bovine Serum

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

HAT Medium

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

HT Medium

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

L-Glutamine 200 mM

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml Penicillin Biochrom AG, Berlin, Deutschland

und 10000 pg/ml Streptomycin)

3.1.5 Inhibitoren

Tabelle 4: Medien und Supplemente

Inhibitor Ziel Hersteller

Afatinib EGFR Selleckchem, Houston, TX,
USA

BEZ-235 MTOR/PI3K Adooq Bioscience, Irvine, CA,
USA

Cisplatin Teva DNA Schaden Teva GmbH, Radebeul,
Deutschland

Mk-2206 AKT Adooq Bioscience, Irvine, CA,
USA

Olaparib PARP1 Selleckchem, Houston, TX,
USA

Cetuximab Chelatkomplex EGFR Merck Serono, Darmstadt

U0126 MEK 1/2 Selleckchem, Houston, TX,
USA

SB203580 p38 MAP Kinase Selleckchem, Houston, TX,
USA

Tabelle 5: Inhibitoren
3.1.6 Kits

Kits Hersteller
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DNA Isolation Kit for Cells and Tissue

Roche, Mannheim, Deutschland

(Fluorescent Readout)

PathScan® EFGR Signaling Antibody Array Kit Cell  Signaling  Technology Inc.,

Danvers, USA

(Fluorescent Readout)

PathScan® RTK Signaling Antibody Array Kit Cell  Signaling  Technology Inc.,

Danvers, USA

RNeasy Mini Kit

Quiagen, Hilden, Deutschland

3.1.7 Gemische

Gemische
Bovine Serum Albumin 0,2 mg/ml

Tabelle 6: Kits

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

1 M Tris-Cl pH 8,8

12,1 g Tris ad 100 ml destilliertem Wasser
+

Essigsaure zur pH Einstellung

1 M Tris-Cl pH 6,8

12,1 g Tris ad 100 ml destilliertem Wasser
+

Essigsaure zur pH Einstellung

10% APS

1 g APS ad 10 ml destilliertem Wasser

5x SDS Probenpuffer

3,125 ml Tris pH 6,8 + 386 mg DTT + 1g
SDS + 0,5 ml 1% Bromphenol Blau + 5 ml
Glycerol + 1,375 ml destilliertes Wasser

10x SDS Laufpuffer fur 1 Liter

30,3 g Tris + 140,42 g Glycin + 50 ml 20%
SDS ad 1000 ml destilliertem Wasser

10x TBS fur 1 Liter

24,2 g Tris + 80 g NaCl ad 1000ml
destilliertem Wasser + Essigsaure zu
Einstellung des pH auf 7,6

10 % Tween

10 ml Tween-20 ad 100 ml DPBS

Blockingpuffer fur 1 Liter

100 ml 10x TBS + 10 ml 10% Tween + 50
g Magermilchpulver + 890 ml destilliertes
Wasser

Waschpuffer fur 1 Liter

100 ml 10x TBS + 10 ml 10% Tween + 890
ml destilliertes Wasser

Anodenpuffer | pH 10,5

18,16 g Tris + 100 ml Methanol ad 500 ml
destilliertes Wasser

Anodenpuffer 1l pH 10,4

1,51 g Tris + 100 ml Methanol ad 500 ml
destilliertes Wasser

Kathodenpuffer pH 7,5

1,51 g Tris + 100 ml Methanol + 2,62 g e-
amino-n-caproic acid ad 500 ml
destilliertem Wasser

Strippingpuffer fur 1 Liter

100 ml Methanol + 100 ml Essigsdure +
800 ml destilliertes Wasser

Proteinzelllysepuffer

9 ml destilliertes Wasser + 1 ml 10x Cell
Lysis Buffer, 1 mM PMSF, 1 mM
Proteinase Inhibitor Cocktail

Tabelle 7: Gemische
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3.1.8 Computerprogramme

Computerprogramme Hersteller

CFX Manager Software Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Image Lab Software 5.1 Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Microsoft Office Professional plus Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

Prism GraphPad 6.0 GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA

Quantity One Software 4.6.9 Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Software Cellometer Auto T4 PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Tabelle 8: Computerprogramme
3.1.9 PCR Primer

Die folgenden Primer wurden von MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland) bezogen. Es sind

jeweils die forward (5°->3"), reverse (5->3') und die Annealing Temperatur angegeben

‘ Primer Sequenz Annealing Temp. [°C]
APOBEC2 forward CCA GGC TGC TCT GAA GAAGC 60
APOBEC2 reverse AGG CCT TGG ATT CACCCT CT 60

APOBEC3A forward TGG CAT TGG AAG GCA TAA GAC 60
APOBEC3A reverse TTAGCCTGG TTG TGT AGA AAG 60
C
APOBECS3B forward GAC CCTTTG GTCCTTCGAC 60
APOBECSB reverse GCA CAG CCC CAG GAG AAG 60
APOBECS3C forward GGA ACG AAA CTT GGC TGT GC 60
APOBEC3C reverse CAG AAT CCACCT GGTTTC GG 60
BRCA2 forward AGA AGA AAC AAA GGC AAC GC 60
BRCAZ2 reverse TGA GAA CAC GCA GAG GGA AC 60
GAPDH forward GTG AAG GTC GGA GTC AAC GG 60
GAPDH reverse TGA TGA CAA GCT TCC CGT TCT 60
C
MLH1 forward GTG CTG GCA ATC AAG GGA 57
CCC
MLH1 reverse CAC GGT TGA GGC ATT GGC 57
TAG
MSH2 forward CAG TAT ATT GGA GAATGC CA 60
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MSH2 reverse

AGG GCATTT GTT TCACC

60

MSHS6 forward AAC AAG GGG CTG GGT TAG 60
MSHG reverse CGT TGC ATT GCT CTC AGT ATT 60
TC
MYC1 forward TAT GTG GAG CGG CTT CTC G 60
MYC1 reverse TGG GCT GTG AGGAGGTTT G 60
PARP1 forward CCT GAT CCCCCACGACTTT 60
PARP1 reverse GCAGGTTGT CAAGCATTTC 60
POL_D1 forward ATC CAG AAC TTC GAC CTT CCG 60
POL_D1 reverse ACG GCATTG AGC GTG TAG G 60
POL_i forward AGT GTT GCC CAC ACC AAATG 60
POL_i reverse GTT GAACCC CTAAAG GTTTGT 60
CT
POL_K forward TGG CAG TAT TTC ATT TCT TGT 60
CA
POL_K reverse TTT GAATTACACATTTTC TCT 60
TGA GG
RAD51 forward GCT GGG AACTGC AACTCATCT 60
RADS51 reverse GCAGCG CTCCTCTCT CCAGC 60
RADS52 forward AGA CCT CTG ACA CAT TAG CCT 60
TGA A
RADS2 reverse AAG ATC CAGATTTTG CTT GTG 60
GTT
RMC Kontrollprimer CAC TGA CAA CCA CCC TTAACC 60
forward
RMC Kontrollprimer TCA GCA TCT TAT CCG AGT GGA 60
reverse
RMC mutationsspez. @ CAA GCAGGG GAGGCCTTTT 60
Primer forward
RMC mutationsspez. TCC TGG CTA ACG GTG AAA CC 60
Primer reverse
STAT1 forward CAG CAG CTT GAC ACACGG TA 60
STAT1 reverse AAA CAC CAA AGT GGC ATG TGA 60
STAT3 forward CGG CTG AATTTCGGC ACC T 60
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STAT3 reverse CAGTAACGATGAGAGGACCCT 60

TET1 forward ACC CCC TGT CAC CTG CTG 57
AGG
TET1 reverse GCG ATG GCC ACC CCACCAAT 57
TET2 forward TCA CAC CAG GTG CACTTCTC 60
TET2 reverse GGATGGTTGTGTTTG TGC TG 60
TDG forward GGC TAATTG AGA GCG TGG AG 60
TDG reverse GCATGGCTTTCT TCTTCC TG 60
TOP1 forward CGA AAA GAG GAA AAG GTT C 57
TOP1 reverse GGG CTCAGCTTCATGACTTT 57
TOP2A forward CTC CAC GAG AAA CAG AGC CA 57
TOP2A reverse ACC GGT AGT GGA GGT GGA AG 57
XPC forward ACA CCT ACT ACC TCT CAA ACC 60

Tabelle 9: PCR Primer

3.1.10 Primérantikérper

Primarantikorper Verdinnung Hersteller

ALDH1 1:1000 New England BiolLabs®,
Ipswich, Ma, USA

APOBEC3B 1:1000 Cell Signaling Technology
(Danvers MA, USA)

p-AKT 1:500 New England BiolLabs®,
Ipswich, Ma, USA

Bmil 1:1000 New England BiolLabs®,
Ipswich, Ma, USA

DNA Polymerase 1:1000 Cell Signaling Technology

iota (Danvers MA, USA)

p-EGFR Tyr 1068 1:2500 New England BiolLabs®,
Ipswich, Ma, USA

p-Erk 1/2, 1:1000 New England BiolLabs®,

Thr202/Thyr204 Ipswich, Ma, USA

Nanog 1:2000 New England BiolLabs®,
Ipswich, Ma, USA

Oct4 1:1000 New England BiolLabs®,

Ipswich, Ma, USA
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p-p38 MAPK 1:500 Cell Signaling Technology

Tyr180/Tyr182 (Danvers MA, USA)

Sox2 1:2000 New England BiolLabs®,
Ipswich, Ma, USA

p-Stat3 Tyr705 1:1000 Cell Signaling Technology
(Danvers MA, USA)

Tubulin 1:1000 Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA

Tabelle 10: Primarantikorper

3.2 Methoden

Sofern nicht anders verzeichnet wurden die folgenden Versuche drei Mal ausgefiihrt. Die
statistische Auswertung erfolgte in Prism 6.0. Als Hypothesentest wurde der t-Test und one-
Way ANOVA mit einem Signifikanzniveau p <0,05 verwendet.

3.2.1 Zellkultur

Alle Zellen wurden in einem Hera Cell Brutschrank bei 37°C und 5% CO: kultiviert. Die zur
Zellkultur nétigen Arbeitsschritte wurden in einer Hera Safe Sterilbank durchgefihrt. Sterilitéat
wurde durch Reinigung mit 70% Ethanol erreicht. Alle Medien und Reagenzien wurden vor
Gebrauch in einem Wasserbad Typ 1003 auf 37°C erwarmt. Als Medium wurde Dulbeccos
modifiziertes Eagle Medium eingesetzt (DMEM) welches mit 10% fetalem Kalberserum
(FCS), 100 pg/ml Streptomycin, 100 U/ml Penicillin und 2mM Glutamin versetzt wurde. Zur
Spulung der Zellen wurde phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) verwendet. Die Zellzahl

wurde in einem Cellometer Auto T4 bestimmt.

3.2.1.1 Auftauen von Zellen
Die bei -196°C in Stickstoff kryokonservierten Zellen wurden im Wasserbad erwarmt und in
einen 15ml Falcon mit 6 ml angewarmten Medium Uberfuhrt. 1 ml hiervon wurde mit 6 ml in

eine 10cm Schale Uberfiihrt. Am nachsten Tag wurde ein Medienwechsel durchgeftihrt.

3.2.1.2 Splitten von Zellen

Bei Standardkultiverung wurde eine 10 cm Zellschale bei 60-80% Konfluenz gesplittet. Dazu
wurde das Medium abgesaugt und einmal mit 5 ml PBS durchgespilt. Nach Absaugen
wurde 2 ml TrypLE dazugegeben. Nach 10 Minuten waren die Zellen abgeldst und konnten
mit 5 ml frischem Medium mit einer Auslaufpipette in einen Falcon Uberfuhrt werden. Durch
auf- und abpipettieren konnten die Zellen vereinzelt werden. Abschliel3end wurde ca. 0,7 ml

der Suspension in eine mit 7 ml befullte 10 cm Kulturschale ausgesat.
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3.2.1.3 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen von einer 10 cm Schale abgel6st und in ein 15 ml Falcon
Uberfuhrt. Dieser wurde bei 15000 rpm 5 Minuten zentrifugiert und das Medium abgesaugt.
Das Zellpellet wurde mit Einfriermedium (20% FCS, 5% DMSO) resuspendiert und in ein
Kryoréhrchen dberfuhrt. Danach wurde das Roéhrchen in einen Mr. Frosty bei -80°C 24h

heruntergekihlt und zur Langzeitkonservierung in Stickstoff gelagert.

3.2.1.4 Bemerkung zur Kultivierung der resistenten Zellen

Wenn nicht anders beschrieben wurden die resistenten Zellen mit der finalen Dosis des
jeweiligen Inhibitors bei jedem Splitten oder Medienwechsel beimpft. Beim Aussahen der
langzeitbehandelten Klone fur die Experimente wurde der Inhibitor nicht mehr gegeben.

3.2.3 Kristallviolettassay

5000 Zellen wurden in 6-well-Platten ausgesat und mit den Inhibitoren behandelt. Nach 10
Tagen wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 2 ml 4% Formaldehyd/PBS L&ésung fir
10 Minuten fixiert. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur ausgefiihrt. AnschlieRend
wurden die Zellen mit 2 ml 0.1% Triton-X-100/ PBS Ldsung und danach 2 ml destilliertem
Wasser gespilt. Dann wurden die Zellen mit 2 ml 0.04% Kristallviolett (in 4% Ethanol) fur 10
Minuten angefarbt und wieder mit 2 ml destilliertem Wasser gespiilt. Mit 2 ml 1% SDS wurde
das Kristallviolett auf einem Ruttler gel6st und mittels Bestimmung der Lichtabsorption bei

590 nm gquantifiziert.

3.2.4 Klonogener Assay

500 Zellen wurden in 6-well-Platten ausgeséat und mit Inhibitor behandelt. Nach 10 Tagen
wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 2 ml 4% Formaldehyd/PBS Lé&sung fur 10
Minuten fixiert. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur ausgefihrt. AnschlieRend wurden
die Zellen mit 2 ml 0.1% Triton-X-100/ PBS L6sung und danach 2 ml destilliertem Wasser
gesplult. Die angefarbten Kolonien wurden per Hand gezahlt.

3.2.5 Bestimmung der IC5o Konzentrationen

Die Bestimmung der ICso Konzentrationen erfolgte mittels Kristallviolettassay. Dazu wurden
5000 Zellen in einer 6-well-Platte ausgesat und nach 24 Stunden mit verschiedenen
Konzentrationen des jeweiligen Therapeutikums beimpft. Zur Quantifizierung des
Zelliberlebens wurde wie oben beschrieben der Kristallviolettassay durchgefiihrt. Die ICso
Konzentrationen wurden durch nichtlineare Regression und Mittelwertbildung drei Mal

bestimmt.

32



3.2.6 Ziichtung der resistenten Zellen

Um die resistenten Zellen zu ziichten wurde in den Zelllinien Cal27 und UD-SCC-5 mit der
ICso Konzentration der funf Chemo- und zielgerichteten Therapien begonnen (ICso bei
Cal27/UD-SCC-5: Afatinib 3.45/2.24 nM, MK2206: 0.21/0.18 puM, BEZ235 9.21/5.45 nM,
Cisplatin: 1.00/1.96 uM, Olaparib 8.96/7.06 uM). Die Dosis wurde schrittweise Uber 6 Monate
erhdht, wann immer die Zellen einen Proliferationsschub zeigten. Gegen Ende wurde die
Dosis wieder leicht gesenkt bis die Zellen proliferierten und bereit flr die nachfolgenden

Versuche waren.

3.2.7 Bestimmung der Proliferationsgeschwindigkeit

Zum Vergleich der Proliferationsgeschwindigkeiten wurden 5000 unbehandelte und
resistente Zellen in einer 6-well-Platte ausgesét. Nach 10 Tagen wurde der
Kristallviolettassay durchgefihrt.

3.2.8 Behandlung mit y-Strahlung

Fur die Bestrahlungsexperimente wurden 5000 unbehandelte und resistente Zellen (alle bis
auf resistente BEZ235) in einer 6-well-Platte ausgesat. Nach 24h wurden die Zellen im
Bestrahlungsgerat RS 225 X-Ray (Spannung: 70 kV, Stromstarke: 10 mA, Tischhdhe 466
cm, Filter Nr. 3) mit einer Dosis zwischen 0,5 und 10 Gy bei Raumtemperatur bestrahlit. Die
Kontrollpopulation wurde nicht bestrahlt. Anschlielend wurde das Zelliberleben mittels

Kristallviolett wie oben beschrieben bestimmt.
3.2.9 Behandlung mit a-Strahlung

3.2.9.1 Labeling von Cetuximab mit 213Bi

Der a-Strahler 222Bi wurde aus einem 22°Ac/?**Bi Generator mit 0,1 M HCI und 0,1 M NacCl
eluiert (Apostolidis, Molinet, Rasmussen, & Morgenstern, 2005; Morgenstern, Bruchertseifer,
& Apostolidis, 2012). Zu dieser Lésung wurde das Chelat aus dem anti-EGFR monoklonalem
Antikdrper Cetuximab und CHX-A-DTPA (N-[(R)-2-Amino-3-(p —Isothiocyanatophenyl
)propyl]-trans-(S,S)-Cyclohexan-1,2-di-amin-N,N,N’,N”,N”-Diethylentriaminpentaessigsaure)
gegeben und 7 Minuten bei Raumtemperatur in 0,4M Ammoniumacetat bei pH 5,3 inkubiert.
Nicht gebundene 2%Bi lonen wurden durch Gel-Permeations-Chromatographie entfernt. Wie
von Nikula und Kollegen beschrieben, wurde zur Sicherstellung einer Bindungseffizienz von
95% eine Diinnschichtchromatographie in einem Gamma-Zahler durchgefiihrt (Nikula et al.,
1995).
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3.2.9.2 Bindungseffizienz von 213Bi - Cetuximab an Zellen

Zur Untersuchung der Bindungseffizienz an die Zellen wurden 3 x 10° Zellen mit 100 ng 2'°Bi
— Cetuximab fiur 30 Minuten auf Eis Inkubiert. Als Zelllinien wurden unbehandelte und mit
Afatinib und Cisplatin langzeitbehandelte Zellen verwendet. Zusatzlich wurden fir 2 Wochen
ohne Therapeutikum inkubierte auf Afatinib und Cisplatin resistente Zellen untersucht. Durch
Zentrifugation bei 1200 rpm fur 3 Minuten konnte ein Zellpellet gewonnen werden. Durch
Vergleich der Aktivitat im Uberstand und dem Zellpellet in einem Gamma-Zahler wurde der

Anteil an ungebundenem 23Bi — Cetuximab bestimmt.

3.2.9.3 Ansprechen auf213Bi - Cetuximab in Vergleich zu Réntgenstrahlung

Fir die Experimente wurden 5000 Zellen in einer 6-well-Platte ausgesét. Als Zellen wurden
die im vorherigen Abschnitt genannten untersucht. Nach 24h wurden die Zellen mit 2 Gy y-
Strahlung bestrahlt, 1h vorher mit 2 Gy bestrahlt und dann mit 1 mCi ?°Bi — Cetuximab
behandelt, oder nur mit 2:*Bi — Cetuximab behandelt. Jeweils eine Kontrollpopulation wurde
weder bestrahlt noch behandelt. Die Behandlung 2*Bi — Cetuximab erfolgte durch Zugabe
von 1 mCi Aktivitat und 24h Inkubation bei 37°C. Dann wurde das Medium abgesaugt,
einmal mit PBS gewaschen und mit frischem Medium versorgt. AnschlieBend wurde das

Zelluberleben mittels Kristallviolett und klonogenem Assay wie oben beschrieben bestimmt.

3.2.10 Kombinationsversuche

Fur die Kombinationsexperimente wurden 5000 resistente Zellen in einer 6-well-Platte
ausgesat und nach 24h mit der ICso Konzentrationen der finf Chemo- und zielgerichteten
Therapien beimpft. Zur Quantifizierung der Uberlebenden Zellen wurde wie oben

beschrieben der Kristallviolettassay durchgefiihrt.

3.2.11 Expression auf RNA-Ebene

Um die RNA-Expression zu bestimmen wurden in 10 cm Schalen je nach Versuch 0,9 bis 2,0
x 10° Zellen ausgesat. Fir die Versuche mit Afatinib, Cisplatin, Ruxolitinib und IL-6 wurden
die Zellen nach 24h mit dem jeweiligen Inhibitor behandelt (Tabelle 11). Ruxolitinib wurde
nach 24h dazugegeben und 1h spater mit Afatinib oder Cisplatin behandelt. Nach 24h oder

168h wurden die RNA bzw. Proteine wie unten beschrieben isoliert.

Cal-27 UD-SCC-5
Cisplatin (2x I1Cso) 2,0 nM 3,9 nM
Ruxolitinib 25 nM 25nM
Interleukin-6 10 pg/mi 10 pg/ml
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Tabelle 11: Verwendete Konzentrationen fir die Beimpfung

3.2.11.1 RNA Isolation

Die RNA Isolation wurde mit dem RNeasy-Kit durchgefihrt. Dazu wurde das Medium aus
einer 10 cm Schale abgesaugt und die Zellen mit PBS gespiilt. Anschlie3end wurde 500 pl
Lysepuffer (mit 1:100 Mercaptoethanol versetzt) dazugegeben und die Zellen mit einem
Zellschaber abgelost. Das Lysat wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tberfihrt, mit 1
Volumen 70% Ethanol aufgefillt und gut durchmischt. AnschlieRend wurde das Lysat auf die
Spinsdule gegeben und bei 12000 rpm fir 15 Sekunden zentrifugiert. Die Fllssigkeit wurde
verworfen, 700 yul RW1 Puffer auf die Spinsaule gegeben und fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wieder bei 12000 rpm fir 15 Sekunden zentrifugiert und die
Flussigkeit verworfen. Jetzt wurde die Spinsaule mit 500 pl RPE Puffer versetzt und bei
12000 rpm fur 15 Sekunden zentrifugiert. Die Flussigkeit wurde verworfen und die Spinsaule
erneut mit 500 pl RPE Puffer versetzt. Nun wurde bei 12000 rpm fir 1 Minute zentrifugiert.
Nach verwerfen der Flussigkeit wurde die Séaule auf ein neues 1,5 ml Reaktionsgefaf}
gesetzt, mit 150 pl RNAse freiem Wasser versetzt und 1 Minute inkubiert. Das Eluat wurde
nach einer Minute Zentrifugation mit 12000 rpm gewonnen und bei -80°C gelagert. Die
Konzentration wurde mit dem Nanodrop 1000 bestimmt.

3.2.11.2 cDNA Synthese
Zur cDNA Synthese wurde ein RNA-Mix (Tabelle 12) auf Eis hergestellt, so dass das

Gesamtvolumen 14,5 ul betrug.

Reagenz Volumen [ul] Konzentration
RNA X 250 ng
10x Hexamere 1 1
10 mM dNTPs 1 0,2 mM
Aguadest X
Volumen insgesamt 14,5

Tabelle 12: RNA-Mix

Der RNA-Mix wurde 5 Minuten bei 65°C inkubiert und auf Eis gestellt. Dann wurden 5,5 pl
des Enzym Mixes (Tabelle 13) zum RNA-Mix pipettiert:

Reagenz Volumen [ul] Menge
Maxima rev. Transkriptase 1 200 Units
5x rev Transkriptase Puffer 4

Aquadest 0.5
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Volumen 55

Tabelle 13: Enzym Mix

AnschlieRend wird der Mix ftr 10 Minuten bei 25°C und dann 30 Minuten bei 50°C inkubiert.
Die Synthese wird durch 5 miniutiges Kochen bei 85°C beendet und die cDNA bei -20°C
gelagert.

3.2.11.3 RNA Expression mit qPCR
Die mRNA Expression wurde mithilfe einer quantitativen PCR bestimmt. Dazu wurde 1 pl
cDNA mit 12,5 yl SYBR Green Mastermix, 10,5 ul UV-irradiiertem Aqua dest. und 1 pl 20 pM

Primer versetzt und auf einer 96-well-Platte mit folgendem Protokoll gestartet:

Schritt Temperatur Zeit
Denaturierung 95 °C 10 Minuten
44 Zyklen 95 °C 30 Sekunden
60 °C 30 Sekunden
72 °C 10 Sekunden
Schmelzkurve 65°C bis 95°C 5 Sekunden

Tabelle 14: PCR Protokoll zur mRNA Expressionsanalyse

Als Housekeeping Gen diente GAPDH. Die Expression wurde nach AACt Methode
guantifiziert.

3.2.12 Expression aus Proteinebene

3.2.12.1 Proteinisolation

Zur Proteinisolation wurde das Medium der 10 cm Kulturschale abgesaugt, mit PBS gespult
und die Zellen mit 600 pl Proteinzelllysepuffer versetzt. Nach Ablésen mittels Zellschaber
wurde das Lysat fur 5 Minuten auf Eis gegeben und anschlieRend 10 Sekunden gevortext.
AnschlieBend wurde das Lysat bei 10.000 Umdrehungen bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde bei -80°C konserviert.

3.2.12.2 Bradford-Assay

Zuerst wurden die Lysate mit PBS 1:10 verdiinnt. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration
wurden 20 pl davon mit 180 pl PBS und 200 pl 0,01% Triton X-100 versetzt. Zur Ermittlung
der Standardkurve wurden folgende Verdinnungen einer Losung aus 0,2 mg/ml BSA und
0,01% Triton X-100 hergestellt:
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Tabelle 15: Losung von BSA als Standardkurve

AnschlieRend wurden 600 pl einer 1:4 Verdiinnung des Bradford Reagenz zu den Proben
und zu den Verdunnungen der Standardkurve hinzugegeben, gevortext und bei
Raumtemperatur fir 5 Minuten inkubiert. Die Quantifizierung erfolgte nach Messung der
Extinktion im ELISA Multiscan FC bei 595 nm und Vergleich mit der Standardkurve.

3.2.12.3 SDS-Gelelektrophorese

Zur GroRenauftrennung der Proteine verschiedener GroRen wurden folgende Laufgele
verschiedener Dichten verwendet:

‘ 7,5% 10,0% 12,5%
Aguadest 7,15 ml 8,3 ml 50ml
Acrylamid 6,35 ml 6,65 ml 10,5 ml

1 M Tris-HCL, pH 8,8 9,35 ml 5,0 ml 9,35 ml
20% SDS 125 pl 125 pl 125 pl
10% APS 125 pl 125 pl 125 pl

TEMED 50 pl 50 pl 50 pl

Tabelle 16: Zusammensetzung der Laufgele unterschiedlicher Dichte

Jeweils 4,4 ml wurden in eine Kammer gefillt und mit Isopropanol aufgefillt. Nach 10

Minuten Polymerisation wurde das Stacking Gel (Tabelle 17) mit Kamm eingefulit.

‘ 5,0%
Aquadest 7,0 ml
Acrylamid 1,672 ml
1 M Tris-HCL, pH 8,8 1,252 ml
20% SDS 50 pl
10% APS 100 pl
TEMED 25

Tabelle 17: Zusammensetzung Stacking Gel

37



15 ug Protein wurden im Verhaltnis 5:1 mit dem 5x SDS Probenpuffer versetzt und bei 98°C
fur 5 Minuten denaturiert. AnschlieBend wird das Gel im Mini-PROTEAN Tetra System bei
120 V zwischen 3 und 4 Stunden im SDS Laufpuffer laufen gelassen.

3.2.12.4 Western Blot
In Semidry-Methode wurden die im Gel befindlichen Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid
(PVDF) Membran ubertragen. Dazu wurde die Membran fur 5 Minuten in Methanol eingelegt

und mit destilliertem Wasser gespiilt. Zum Blot wurde ein Stapel wie folgt hergestellt:

Anode
6 Stiick Whatman Paper getrénkt in Anodenpuffer |

3 Stiick Whatman Paper getrankt in Anodenpuffer I
PVDF Membran

Gel mit aufgetrennten Proteinen

3 Stiick Whatman Paper getrankt in Kathodenpuffer
Kathode

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Blot Stapels

Als Reagenzien wurden verwendet Anodenpuffer I, Anodenpuffer I, Kathodenpuffer. In der
Trans-Blot SD Semi Dry Transferzelle wurden die Proteine bei 225 mA in etwa 80 Minuten

auf die Membran Ubertragen.

3.2.21.5 Immundetektion

Nach Blockierung der Membran mit Blockingpuffer wurde diese fur 1h mit einem Antikorper
inkubiert. Nach 12h auf einen Rollenmixer bei 4°C wurde die Membran drei Mal fir jeweils 7
Minuten in Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wurde der sekundére, mit Peroxidase
markierter, Anti-lgG Antikdrper im Blockingpuffer gelost dazugegeben. Danach wurde die
PVDF Membran fir eine Minute in 10 ml SuperSignal WestPico Chemilumineszenz Substrat
inkubiert und die Banden im Molecular Imager ChemiDoc XPS+ sichtbargemacht. Als

Bearbeitungssoftware wurde Image Lab Software 5.1 verwendet.

3.2.13 Signaling Arrays

Fur die Versuche mit den Signaling Arrays wurden jeweils 1 x 107 Zellen ausgesét. Fiir beide
Zelllinien Cal27 und UD-SCC-5 wurde jeweils Proteine einer Kontrolle, Afatinib und MK2206
langzeitbehandelter Klone unter der finalen Resistenzdosis, Afatinib und MK2206 Klone die
fur 2 Wochen ohne die finale Dosis und Afatinib und MK2206 Klone die fir 2 Wochen

zunachst ohne Inhibitor und wieder fur 24h mit der finalen Dosis behandelt wurden, isoliert.
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3.2.13.1 Auswertung der Signaling Arrays

Alle Reagenzien waren dem Kit beiliegend. Alle Schritte wurden bei Raumtemperaturen
ausgefuhrt. Nach Proteinisolation und Bradford-Assay wurden die Proteinlysate mit dem
Array Dilutent Buffer auf eine Kontentration von 1 mg/ml eingestellt. Nach Zusammenbau
wurden 150 pl Array Blocking Buffer in jedes Well gegeben. Das Array wurde mit Folie
verschlossen und 15 Minuten auf einem Riittler inkubiert. Der Uberstand wurde entfernt und
150 pl Proteinlysat in jede Kammer gegeben. Das Array wurde abermals verschlossen und

auf dem Ruttler fUr 2h inkubiert.

Der Uberstand wurde verworfen und insgesamt 5x mit 200 ul Array Wash Buffer 5 Minuten
inkubiert. Dann wurde 150 ul Detection Antibody Cocktail hinzugegeben und fur 1h auf dem
Ruttler inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Array abermals 5x mit 200 pl
Array Wash Buffer fiir 5 Minuten inkubiert und gewaschen. Nun erfolgte die Zugabe von 150
pul HRP linked Straptavidin in jedes Well und die Inkubation fir 30 Minuten auf dem Riittler.
Der Uberstand wurde verworfen und wieder 5x mit 200 pl Array Wash Buffer fiir 5 Minuten
inkubiert und gewaschen. Das Array wurde nun auseinandergebaut und die Glasplatte 2
Minuten in WestPico Chemilumineszenz Ldsung inkubiert. Die Dots wurden im Molecular

Imager ChemiDoc XPS+ sichtbargemacht.
3.2.14 Random Mutation Capture Assay

3.2.14.1 Behandlung von Cal27 mit Ethylnitroseharnstoff
Eine 70% konfluente 10 cm Zellschale mit Cal27 Zellen in 10 ml DMEM Medium wurde mit
500 pg/ml Ethylnitroseharnstoff beimpft. Nach drei Stunden wurde die DNA wie oben

beschrieben isoliert. Der Versuch wurde einmal durchgefiihrt.

3.2.14.2 DNA Isolation

Die DNA Isolation wurde wie im Roche Kit beschrieben durchgefihrt. Das Medium einer 70%
konfluenten Zellschale wurde entfernt und mit PBS gespdlt. Mit TrypLE wurden die Zellen
abgel6st, 5 ml PBS hinzugefiigt und in einen 50 ml Falcon transferiert. Bei 1,5 g wurden die
Zellen fir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das Pellet wurde in
10 ml PBS resuspendiert und gewaschen. Wieder wurde ein Pellet durch zehn minltige
Zentrifugation bei 1,5 g und 4°C gewonnen. Dann wurde 3 ml Zelllysepuffer pro 1*107 Zellen
dazugegeben und gevortext. AnschlieBend wurde 2 pl Proteinase K Losung pro 1*107 Zellen
dazugegeben und gevortext. Nun wurde die Probe bei 65°C fur 2h inkubiert und in Eis
abgekuhlt. Pro 1*107 Zellen wurden dann 100 pl RNase Losung dazugegeben und gevortext.

Die Zellen wurden dann bei 37°C fir 15 Minuten inkubiert.
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Jetzt wurde 1,2 ml Proteinprazipitationslosung pro 1*107 Zellen hinzugefiigt und gevortext.
Die Probe wurde fur 5 Minuten auf Eis gelegt. Dann wurde die Probe auf Eppendorfgefal3e
verteilt und bei 14900 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in einen neuen 50 ml Falcon
Uberfihrt. Nun wurden 0.7 Volumen Isopropanol dazugegeben und die Phasen vermischt.
AnschlieRend wurde die Probe Uber Nacht bei 4°C gelagert. Am nachsten Tag wurde die
Probe bei 1,4 g fur 10 Minuten und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet in 10 ml 70% Ethanol gewaschen. Dann wurde wieder mit 1,4 g fur 5 Minuten
zentrifugiert. Wieder wurde der Uberstand verworfen und die Probe fir 5 Minuten an der Luft
getrocknet. Das Pellet wurde in 1 ml TE Puffer resuspendiert und fur 2h bei 50°C inkubiert.
Die isolierte DNA wurde bei 4°C gelagert.

3.2.14.3 Random mutation capture assay

Der Random mutation capture assay wurde mit kleineren Variationen wie von Wright und
Kollegen beschrieben durchgefuhrt (Wright et al., 2011). Zuerst wurde eine Standardkurve
mit DNA unbehandelter UD-SCC5 Zellen aufgestellt. Die Menge an DNA wurde mithilfe des
Nanodrops bestimmt. Eine 4er Verdlnnungsserie mit 50000 Kopien beginnend wurde
hergestellt. Zur Verdinnung wurde TE-Puffer, pH 8,0 verwendet. Anschlie3end wurde eine
gPCR mit Reaktionsvolumen von 25 pl mit 12,5 pl Kapa SYBR Green Master Mix, 7.25 pl
UV-bestrahltes, doppelt deionisiertes Wasser, 0,25 pl 20 pM Primer und folgendem Protokoll

durchgefihrt:
‘ Schritt Temperatur Zeit
Denaturierung 95 °C 10 Minuten
57 Zyklen 95 °C 30 Sekunden
65 °C 30 Sekunden
74 °C 10 Sekunden
Schmelzkurve 65°C bis 95°C 5 Sekunden

Tabelle 18: PCR Protokoll fir RMC Assay

Die Linearitat der Standardkurve wurde durch Auftragen von C_T gegen eine willktrliche
Kopienzahl tberpriift. Die neunte 4er Verdinnung, in der statistisch nur noch eine Kopie pro
Well zu erwarten war, wurde ausgewahlt und eine gPCR mit 36 Anséatzen dieser Verdinnung
gestartet. Ob ein Well eine Kopie erhielt wurde mittels Schmelzkurve bestimmt. Nach der
Poissongleichung ergibt sich die mittlere Zahl der Kopien pro Well nach:

Kopienzahl #tnegativer Wells t#tnegativer Wells

= — = —]
Well n # iberpriifter Wells " 36

Abbildung 5: Berechnung der Kopienzahl pro Well
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So wie von Wright und Kollegen beschrieben wurden anschlielend der Taq®l Verdau
durchgefuhrt (Wright et al., 2011). Die DNA der resistenten Klone wurde isoliert und 24*10°
Kopien in einem Eppendorfgefald prapariert, so dass das Gesamtvolumen 800 pl betrug
(Tabelle 19).

Substanz Volumen [ul]

DNA X

BSA 8

NEBuffer 4 80

Tag®l 8

Doppelt deionisiertes X
Aguadest

Tabelle 19: Zusammensetzung des Verdauansatzes

Die DNA wurde fur drei Stunden in einem Eppendorf Thermomixer bei 750 rpm verdaut.
Danach wurde 8 ul Tag®l hinzugegeben und der Verdau insgesamt neun Mal durchgefiihrt.
Vor der dritten, finften und siebten Zugabe von Taq®l wurde eventuell prazipiertes BSA mit
einer Pipettenspitze entfernt, die Probe in ein neues Eppendorfgefal? tberfihrt und 8 pul BSA
hinzugefiigt. Der von Wright beschriebene Pufferwechsel mit den YM-50 Microcon
Zentrifugenfilter wurde nicht durchgefuhrt, da in vorausgehenden Versuchen eine grol3e
Menge an DNA verloren ging(Wright et al., 2011).

AnschlieRend wurde die Taq®l Effizienz mit einer 4er Verdinnung (200 ul DNA und 600 pl
TE-Puffer) und dem mutationsspezifischen Primer getestet. Es wurde die Verdinnung
herausgesucht, bei der nach Schmelzkurvenanaylse im Mittel nur noch eine Kopie pro Well
erhalten war. Dann wurde mit dem mutationsspezifischen Primer und dieser Verdinnung
eine gPCR mit 93 Wells prapariert. Es wurden 2 Wells mit DNA aus der Standardkurve als
Positiv- und 1 Well mit Aqua dest. als Negativkontrolle verwendet. Mastermix und Protokoll
wurden wie oben beschrieben verwendet. Bei nach Schmelzkurve vermutetem positivem
Well wurde ein post PCR Verdau durchgefuihrt. Dazu wurden 5 pl des Produkts des Wells,
0,25 pl Tag®l, 0,2 pl CutSmart und 1,55 pl doppelt deionisiertes Aqua dest. eingesetzt. Der
Verdau wurde in der PCR-Maschine mit folgendem Protokoll durchgefiihrt: 1. 10 Minuten bei
65°C; 2. 1 Minute bei 95°C; 3. 1 Minute bei 25°C. Die nachverdauten Proben wurden auf ein
2% Agarosegel (geldst in TBE Puffer) aufgetragen und bei 180 V fir 2h inTBE Puffer laufen
gelassen. Mutationsspezifische Produkte wurden durch den Nachverdau nicht zerschnitten
und es wurde nur eine Bande bei 154 Basenpaaren sichtbar. War keine Mutation vorhanden,

so waren zwei Banden mit 64 und 90 Basenpaaren sichtbar.
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Als nachstes wurde die Zahl der DNA Kopien pro Well der Verdinnung bestimmt. Dazu
wurde die Standardkurve und die 4'-4* Verdiinnung in einer PCR mit dem Kontrollprimer
prapariert. Mithilfe der Standardkurve wurden die C_T Werte der 4!-4* Verdiinnungen in
Kopienzahlen umgerechnet.

Nun konnte die Mutationsfrequenz folgendermalf3en errechnet werden:

#detektierten Mutationen

Mutati =
utationsfrequenz Kopienzahl pro Well * #gescreenter Wells * 4

Abbildung 6: Berechnung der Mutationsfrequenz

Insgesammt wurden 777 Mutationen auf dem Agarosegel detektiert. Daraus wurde eine
Zufallsstichprobe mit 100 Mutationen ausgewéhlt und zum Sequenzieren (MWG Biotech,
Ebersberg, Deutschland) geschickt.

3.2.15 Mechanismus der genetischen Verdnderung

3.2.15.1 Gen Expressions Microarray

UD-SCC-5 Zellen wurden ohne Medienwechsel fir 24 oder 168 Stunden mit Afatinib oder
Cisplatin in ICso Dosis behandelt (Afatinib 2,24 nM, Cisplatin 1,96 uM). Die RNA wurde wie
oben beschrieben extrahiert. Der RNA Gehalt und die Qualitatskontrolle wurde mittels des
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) mithilfe eines RNA
6000 Nano Chip Kits durchgefiihrt. Die RNA wurde amplifiziert und mithilfe des Low Input
Quick Amp Labeling Kit (Agilent Technologies) nach Herstellerprotokoll mit Cy3 gelabeled.
Die Hybridisierung fir Verwendung mit dem SurePrint G3 Human Gene Expression 8x60
Microarray (Agilent Technologies) wurde mit dem Gene Expression Hybridization Kit (Agilent
Technologies) durchgefihrt.

3.2.15.2 Auswertung der Microarray Daten

Die Daten wurden mithilfe der Genespring Software GX 12.5 (Agilent Technologies)
ausgewertet. Der Median der dreifachen Widerholung wurde verwendet und eine
logarithmische Transformation zur Basis 2 durchgefiihrt (log2(A/B)=log2(A)-log2(B)). In der
Hauptkomponentenanalyse zeigte sich eine homogene Verteilung. Gene mit mindestens
einer 1,5-fachen, signifikanten Veranderung (Abhangiger t-Test, p<0.05) wurden fiur die
weitere Analyse ausgewdahlt. Die Heatmap wurde mittels des Morpheus Webtool erstellt
(https://software.broadinstitute.org/morpheus/). Eine Gene ontology Analyse wurde mittels
WebGestalt durchgefiihrt (Jing Wang, Vasaikar, Shi, Greer, & Zhang, 2017).
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3.2.15.3 HPRT Assay

Der Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase (HPRT) Assay wurde wie von Johnson
beschrieben durchgefihrt (Johnson, 2012). Zur Vorbereitung wurden UD-SCC-5 Zellen 3
Tage in HAT Medium bebritet. AnschlieRend wurden die Zellen 24 Stunden in HT Medium
inkubiert. Dann erfolgte ein Wechsel auf DMEM und Stimulation mit Afatinib, Cisplatin und
U0126 (ICso Afatinib 2,24 nM, ICso Cisplatin 1,96 uM, U0126 25,0 uM, SB203580 10 uM).
Danach wurde auf DMEM gewechselt und die Zellen fur 14 Tage kultiviert. Die Zellen
wurden in 96 Wells (0,75 Zellen/0,200ul) mit 0,6 pg/ml 6-Thioguanin Gber 14 Tage inkubiert.
AnschlieBend wurde das Medium gewechselt und die Zellen fur weitere 14 Tage in DMEM
Medium kultiviert. Kolonien ab einer Zellzahl von 20 wurden gezéahlt und gegeniiber einer

nicht stimulierten Kontrolle normalisiert.
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4. Ergebnisse

4.1 Bestimmung der IC50 Werte

Um die Wirksamkeit der funf Chemo- und zielgerichteten Therapien zu untersuchen wurden
die Zellen der beiden Zelllinien ausgesat, mit unterschiedlichen Konzentrationen der
Substanzen im mikro- beziehungsweise nanomolaren Bereich beimpft und die Proliferation

nach 10 Tagen mithilfe des Kristallviolettassays bestimmt. Abbildung 7 zeigt die bestimmten
Graphen fiur Cal27.
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Abbildung 7: Proliferation von Cal27 bei einmaliger Gabe der finf Chemo- und zielgerichteten Therapien

Wahrend die meisten Kurven den Kklassischen sigmoiden Verlauf einer Dosis-
Wirkungsbeziehung folgten und bei hohen Dosen asymptotisch gegen Null strebten, fallt
man bei Afatinib Behandlung von Cal27 ein Plateau von etwa 20 bis 1000 nM auf. Dieses

Plateau ergab sich, wenn auch weniger deutlich, ebenfalls bei Afatinib Beimpfung von UD-
SCC-5 (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Proliferation von UD-SCC-5 bei einmaliger Gabe der funf Chemo- und zielgerichteten Therapien

In Tabelle 20 sind die mit nichtlinearem Fitting bestimmten 1Cso Konzentrationen der funf

Chemo- und zielgerichteten Therapien fir beide Zelllinien eingetragen.

ICso Cal27 UD-SCC-5
Afatinib [nM] 3,45 2,24
MK 2206 [pM] 0,21 0,18
BEZ235 [nM] 9,21 5,45
Cisplatin [uM] 1,00 1,96
Olaparib [uM] 8,96 7,06

Tabelle 20: ICso Konzentration der fiinf Substanzen

Alle Inhibitoren zeigen Wirkung und kénnen die Proliferation in entsprechender Dosis effektiv
hemmen. Wéhrend die EGFR-Signalweginhibitoren Afatinib, MK2206 und BEZ235 bereits im
nanomolaren Bereich ihre Wirkung zeigten, ist fur die primér DNA-schadigenden Substanzen

Cisplatin und Olaparib eine 5 bis 4000-fach héhere Dosis ndtig.

Von den Absolutwerten gesehen scheint UD-SCC-5 mit Ausnahme von MK2206 und
Cisplatin mit 17-40% geringeren ICso Konzentrationen chemosensibler zu reagieren. Waobei
anzumerken ist, dass fur UD-SCC-5 zwar eine fast doppelt so hohe ICso Konzentration

bestimmt wurde, die Zellen aber im Gegensatz zu Cal27 zweimal beim Start der
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Resistenzentwicklung abstarben, so dass mit einer Konzentration 0,5x 1Cso gestartet werden

musste.

4.2 Entwicklung der resistenten Zellen

Zur Entwicklung der resistenten Zellen wurde die Dosis der funf Chemo- und zielgerichteten
Therapien schrittweise tUber 6 Monate erhort. Meistens zeigten die Zellen nach einer
Dosiserhéhung nur geringe Proliferation. Innerhalb von Tagen bis Wochen begannen die
Zellen dann wieder zu wachsen, woraufhin die Dosis erneut erhoht wurde. Diese
Entwicklung stellt Abbildung 9 in einer logarithmischen Auftragung des erreichten vielfachen
der 1Cso Dosis gegen die Zeit der Behandlung dar. Jeder Punkt des Graphen reprasentiert

ein Splitting der Zellen.
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Abbildung 9: Zeitentwicklung der resistenten Zellen
Tabelle 21 zeigt die final erreichten 1Cso Dosen.
X ICso Dosis Afatinib Mk2206 BEZ235 Cisplatin  Olaparib
Cal27 800 47 50 9 4
UD-SCC-5 800 50 16 1 1

Tabelle 21: Final erreichte Dosen in Vielfachen der ICso Konzentration
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Die resistenten Zellen lie3en sich in zwei Gruppen aufteilen: Klone die gegen die im EGFR
Signalweg vorkommenden Ziele gerichtet waren, konnten weit hoher gesteigert werden, als
Klone die auf die DNA-schadigende Substanzen resistent waren. So wurde in Cal27 mit
Afatinib eine finale Dosis von 800x der ICso Konzentration erreicht. Fur MK2206 und BEZ235
betrugen sie 47x ICso bzw. 50x ICso. Dagegen wurde fir Cisplatin und Olaparib nur eine
Dosis von 9x ICso bzw. 4x ICso erreicht. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich fur UD-SCC-5. Hier
wurde fur Afatinib, MK2206 und BEZ235 eine finale Konzentration von 800x, 50x und 16x
der ICso Konzentration erreicht, wahrend bei Cisplatin und Olaparib die Zellen nur bei 1x I1Cso
proliferierten und keine Steigerung innerhalb des Zeitraums méglich war. Es ist anzumerken,
dass bei Entwicklung der UD-SCC-5 resistenten Zellen mit BEZ235 nach 20 Wochen sich
die Zellen zu vereinzeln begannen und eine farblose Schicht bildeten. Sie waren kaum mehr
ohne Hilfe eines Zellschabers abzulésen. Eine Farbung auf Kollagen | und Il war negativ
(Daten nicht gezeigt). Da Proliferation eine Voraussetzung fir die nachfolgenden Versuche
war wurde eine Zellpopulation mit 4 Wochen Behandlung und einer Konzentration von 16x

ICso aufgetaut.

4.3 Langsamere Proliferation resistenter Zellen

Zum Vergleich der Proliferationsgeschwindigkeit der resistenten Zellen wurde eine gleiche

Zellzahl ausgesat und die Proliferation mittels Kristallviolettassay bestimmt (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Proliferatiobsgeschwindigkeit von Cal27 und UD-SCC-5

Resistente UD-SCC-5 Klone zeigen alle eine deutlich langsamere Proliferation gegenuber
unbehandelten Zellen. Mit Ausnahme von MK2206 und Olaparib resistenten Zellen sind auch

Cal27 Zellen in ihrem Wachstum deutlich verlangsamt.

4.4 Morphologische Verianderungen nach Langzeitbehandlung

Es liel3en sich in den resistenten Klonen auch morphologische Veranderungen beobachten.
So waren bei unbehandelten UD-SCC-5 Klonen enge Zell-Zellkontakte und eine teilweise

basal-apikale Ausrichtung festzustellen (Abbildung 11, links). Mit Afatinib langzeitbehandelte
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Zellen zeigten dagegen abgerundete Zellkérper, podozytare Auslaufer der

Zytoplasmamembran und weitere Zell-Zellkontakte (Abbildung 11, rechts).

Abbildung 11: links: Morphologische Anderungen von Cal27. Links: unbehandelt, rechts: Cal27 Afatinib resistent

4.5 Sensibilitit resistenter Zellen auf Rontgenstrahlung

Um Anderungen in der Strahlenkinetik der resistenten Klone zu erfassen wurden Zellen von

0,5 bis 10 Gy bestrahlt und mit einer unbehandelten Kontrolle verglichen (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Wenig Verénderung in der Strahlenkinetik von 0 bis 10 Gy
Insgesamt waren dabei bei allen langzeitbehandelten Zelllinien nur geringe Anderungen
festzustellen. So lagen die Anderungen im Strahlenansprechen auf die Proliferation bei auf
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Cisplatin und Olaparib resistenten UD-SCC-5 Klonen bei unter 15%. GroRere Anderungen
von um 10-30% waren lediglich bei Cal27 Cisplatin und Olaparib resistenten Zellen und
hohen Strahlendosen (>6Gy) bestimmbar.

Dieses Bild zeigte sich auch bei Bestimmung der Area under the curve (AUC) unter der
Strahlenkinetik fir alle resistenten Zelllinien im Vergleich zu den unbehandelten Klonen
(Abbildung 13).

AUC Strahlenkinetik
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Abbildung 13: Marginale Anderungen in der AUC

Die groRte Anderung in der AUC war hier bei Olaparib resistenten Cal27 Zellen mit einem
Zuwachs von etwa 40% zu sehen. Die groRte Anderung in Strahlensensibilitat war bei
MK2206 langzeitbehandelten UD-SCC-5 Zellen mit einem Verlust in der AUC von 20% zu
sehen.

4.6 Resistenz gegen a«-Strahler von mit Cisplatin und Afatinib
langzeitbehandelte Zellen

In Tabelle 22 sind die Bindungseffizienzen eingetragen.

Bindungseffizienz [%] Cal27 UD-SCC-5 ‘
unbehandelt 84 82
Afatinib resistent unstimuliert 84 79
Afatinib resistent stimuliert 86
Cisplatin resistent unstimuliert 85 66
Cisplatin resistent stimuliert 77

Tabelle 22: Bindungseffizienz von 23Bi — Cetuximab
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Mit ,resistent unstimuliert” sind hier die resistenten Klone nach 2 woéchiger Kultivierung ohne
Therapeutikum bezeichnet. Mit ,resistent stimuliert” sind langzeitbehandelte Klone die mit
finaler Dosis der Substanz kultiviert wurden, bezeichnet. Bei den beiden fehlenden Eintragen
waren zu wenige Zellen zur Messung vorhanden. Aufgrund des nur kurzen Zeitfensters der
Verfugbarkeit des Generators konnten die Versuche nicht wiederholt werden.

Die Bindungseffizienz betrug im Durchschnitt 84,8% fur Cal27 und 76,0% fiur UD-SCC-5. Es
zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen unbehandelten und resistenten
Zellen. Ebenso fanden sich keine Unterschiede zwischen stimulierten und unstimulierten
Zellen. Ahnliche Ergebnisse ergaben sich bei UD-SCC-5 mit einer mittleren
Bindungseffizienz von 76,0%. Hier jedoch war mit 66% Effizienz bei Cisplatin resistenten und
77% bei stimulieren Cisplatin resistenten eine kleinere Differenz festzustellen.

Abbildung 14 zeigt die Auswertung der Proliferation.
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Abbildung 14: a-Strahlenresistenz in Proliferation von mit Cisplatin langzeitbehandelten Zellen

Wahrend die Proliferation durch eine Bestrahlung mit y-Strahlung in beiden unbehandelten

Zelllinien nur etwa um 20% gesenkt werden kann, kann diese deutlich mit dem a-Strahler

213Bj — Cetuximab und der Kombination aus a- und y- Strahlung gesenkt werden. Diese
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deutliche Senkung der Proliferation zeigte sich auch bei den mit Afatinib langzeitbehandelten
Cal27 Zellen, wesentlich weniger jedoch bei Cisplatin resistenten Klonen beider Zelllinien
und auch bei den Afatinib resistenten UD-SCC-5 Zellen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: a-Strahlenresistenz in Proliferation von Cisplatin und Afatinib resistenten Zellen

So betrug die Proliferation bei unbehandelten UD-SCC-5 Klonen bei Gabe des a-Strahlers
etwa 10% der Kontrolle. Bei Afatinib resistenten UD-SCC-5 Zellen und Applikation von 213Bi
— Cetuximab dagegen etwa 50% der Kontrolle. Wieder ergaben sich keine wesentlichen
Differenzen zwischen stimulierten und unstimulierten Zellen. Es war kein bedeutsamer
Vorteil einer Kombination aus a- und y- Strahlung festzustellen.

In Abbildung 16 sind die Ergebnisse des klonogenen Uberlebens von Cal27 aufgetragen.
Wahrend durch Gabe von #13Bi — Cetuximab auf unbehandelte Cal27 Zellen weniger als 5%
der Kolonien Uberlebten, stieg diese Zahl bei den resistenten Klonen auf ca. 15 bis 40%.

Auch in der Proliferation fanden sich wenige Unterschiede zwischen stimulierten und
unstimulierten Klonen.

Im klonogenen Uberleben waren bereits unbehandelte UD-SCC-5 resistenter gegen a-
Bestrahlung (Abbildung 17)
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Abbildung 16: Klonogenes Uberleben von unbehandelten und resistenten Cal27 Zellen
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Abbildung 17: Klonogenes Uberleben von unbehandelten und resistenten UD-SCC-5 Zellen
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So konnte die Applikation von 21Bi — Cetuximab bei unbehandelten UD-SCC-5 die
Kolonienzahl nur um etwa 30% reduzieren. Zuséatzlich war bei UD-SCC-5 im Gegensatz zur
Proliferation auch ein Unterschied in der Kombination zu sehen. Obwohl eine Dosis von 2 Gy
kaum Einfluss auf die Kononienzahl hatte konnte die Kombination aus a- und y-Bestrahlung
die Zahl der Kolonien mit 40% gegenuber der Kontrolle starker senken als nur die o-
Bestrahlung mit etwa 60% der Kontrolle. Bei langzeitbehandelten Zellen zeigte sich ein
ahnliches, wenn auch nicht so deutliches Bild wie in der Proliferation. Bei
Langzeitbehandelten Zellen uberlebten mehr Kolonien eine a- oder a- und y-Bestrahlung als
bei der unbehandelten Kontrolle. Wieder ergaben sich nur wenige Differenzen zwischen

stimulierten und unstimulierten Zellen.

4.7 Kreuzresistenz bei gegen EGFR-Signalweginhibitoren resistenter Zellen,

Multiresistenz bei gegen DNA-schddigende Substanzen resistenter Zellen
Um Verénderungen der Sensitivitéat bei Gabe von Chemo- und zielgerichteten Therapien zu
erfassen wurden die langzeitbehandelten Zellen einmalig mit der ICso Dosis aller Substanzen

behandelt und die Proliferation bestimmt.

Bei Gruppeneinteilung in DNA-schadigende Substanzen und EGFR Signalweghemmer fand
sich, dass letztere eine Art Kreuzresistenz gegen die jeweils anderen verwendeten EGFR

Signalweghemmer zeigten (Abbildung 18 und 19).

53



Proliferation

150

=
oNn
o w;

Proliferation [%]
o~
(=]

[
o

Cal27 Afatinib

Behandlung [IC5,]

Cal27 Cisplatin

Behandlung [IC5,]

Cal27 MK2206

wrwn

151

£ £
c c
] ]
B 75 B
£ £
3 g
o o

=
=
N

-
(=]

[4.]
[=]
N oo~

Behandlung [IC;]

Cal27 Olaparib

=
onNn
(=2

Proliferation [%]
-
o

Behandlung [IC5;]

Cal27 BEZ235

s

Behandlung [IC,]

Abbildung 18: Langzeitbehandelte Cal27 Zellen mit EGFR Signalweg Inhibitoren ,kreuzresistent”,mit DNA-

- = -
o NG
o O o

(2.
(=]

Proliferation [%]
N ~
[3.] a

(=]

90

&OA

Proliferation [%]
- b
NGO NO NO
S O O O © O ©

UD-SCC-5 Afatinib

1

.e“q

Behandlung [IC]

UD-SCC-5 Cisplatin

Hkkk

1

'Q
‘(;-,bb‘
E;J

Behandlung [IC,]

schadigenden Substanzen "multiresistent™

UD-SCC-5 MK2206 UD-SCC-5 BEZ235
15
=1 | =12
§1 § 10
c s 7
£ L 5
e e
o a 2
4\99 .g @?p" .cf}\b
& S ® o
é\% o\\'b é\‘) é\"
< B & e
& & & &
< Q & Q

Behandlung [IC5,]

UD-SCC-5 Olaparib

Proliferation [%]
o~ o M :;
o O (=]

N
2.

Behandlung [IC,]

Behandlung [IC]

Abbildung 19: Ebenso wie bei Cal27 auch bei UD-SCC-5: Resistente Zellen gegen die EGFR Signalweg
Inhibitoren ,kreuzresistent®, gegen die DNA-schadignenden Substanzen "multiresistent”

54



So war bei den resistenten Klonen beider Zelllinien auf die EGFR-Inhibitoren hdchstens eine
Proliferatioshemmung von 75% zu erreichen. Andererseits konnte bei diesen Klonen immer
noch signifikant die Proliferation durch die DNA-schadigenden Substanzen Cisplatin und
Olaparib gehemmt werden. Hier lag die Proliferationshemmung bei minimal ca. 50% der
Kontrolle bei den auf Afatinib resistenten UD-SCC-5 bis maximal etwa 10% der Kontrolle bei
mit Afatinib langzeitbehandelten Cal27 Klonen. Dagegen zeigten resistente Zellen gegen die
DNA-schadigenden Substanzen tberwiegend eine Art Multitherapeutikaresistenz. So waren
gegen Olaparib resistente Klone beider Zelllinien weder durch die DNA-schadigenden, noch
durch die EGFR-Signalweginhibitoren auf etwa unter 80% der Proliferation der Kontrolle zu
bringen. Ein ahnliches, wenn auch etwas weniger deutlicheres Bild, war bei den mit Cisplatin
langzeitbehandelten Klonen festzustellen.

Diese Trends zeigten sich auch in der Auftragung ohne Gruppeneinteilung (Abbildung 20
und 21).

Cal27 unbehandelt Cal27 Afatinib Cal27 MK2206

Proliferation [% ]
Proliferation [% ]
Proliferation [ % ]

Cal27 BEZ235 Cal27 Cisplatin Cal27 Olaparib
1251

I
3

Proliferation [ %
Proliferation [ % ]
Proliferation [ % ]

Abbildung 20: Einzelauftragung der Kombinationsversuche fiir Cal27
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Abbildung 21:Einzelauftragung der Kombinationsversuche fiir UD-SCC-5

Hier fallt auf, dass Uberraschenderweise bei 4 von 10 langzeitbehandelten Klonen (Cal27:
Olaparib, Mk2206, BEZ235 und UD-SCC-5: Olaparib) die Applikation einer 1Cso Dosis immer
noch Einfluss auf die Proliferation zeigte. So konnte die Proliferation bei Gabe einer ICsg
Dosis BEZ235 auf mit BEZ235 langzeitbehandelten Cal27 Zellen immer noch um 50%

gegeniber der Kontrolle der mit BEZ235 langzeitbehandelten Klone ohne Inhibitor gehemmt
werden.

Weiterhin ist interessant, dass Gabe einer ICsq Dosis bei gegen Afatinib resistenten UD-
SCC-5 Klonen die Proliferation zu unterstiitzen scheint. So ist bei diesen Klonen eine etwa
30% hdohere Proliferation bei Applikation einer einmaligen 1Cso Dosis Afatinib erreicht worden

als gegenuber der Kontrolle der langzeitbehandelten Afatinib resistenten Klone ohne
Inhibitor.

4.8 Heterogene Anderung in untersuchter Proteinexpression

Zum Screening auf Anderung in der Proteinexpression wurden zwei PathScan® Arrays von
Cell Signaling Technologies verwendet (Abbildung 22 und 23). Es wurden bei den
Versuchen Proteine von unbehandelten und resistenten Klonen, weiterhin von resistenten
Klonen die 2 Wochen ohne Inhibitor proliferierten und von resistenten Klonen die zun&chst 2
Wochen ohne und dann wieder 24h mit Inhibitor wuchsen, verwendet.
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Abbildung 22: Auswertung der EGFR Signalwegarrays fur Afatinib resistente Cal27 und UD-SCC-5 Zellen
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Abbildung 23: Auswertung der EGFR Signalwegarrays fir MK2206 resistente Cal27 und UD-SCC-5 Zellen
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Im EGFR Signalwegarray zeigte sich ein durch die Resistenzentwicklung kaum veréndertes,
starkes Signal von MET bei allen untersuchten Zellen. Weiterhin war das EGFR total und
Mek 1/2 Total Signal bei allen nur wenig abweichend. Es ist hervorzuheben, dass die
untersuchten Zellen keine Phosphorylierung von MEK 1/2 Ser221 oder Ser217 zeigten.
Ebenso war keine ERK 1/2 Phosphorylierung an Tyr202 oder Tyr207, keine AKT
Phosphorylierung an Tyr308 oder Tyr473 und keine Phosphorylierung von Stat3 an Tyr705

erkennbar.

Im Rezeptorthyrosinkinasenarray zeigte sich ein starkes Signal von EGFR pan-Tyr bei
unbehandelten UD-SCC-5 und Cal27 Zellen, sowie bei Cal27 auf MK2206 resistenten mit,
ohne und mit fir 2 Wochen erneut gegebenen Inhibitor (Abbildung 24 und 25).
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Abbildung 24: Auswertung der RTK Signalwegarrays flr Afatinib resistente Cal27 und UD-SCC-5 Zellen
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Abbildung 25: Auswertung der RTK Signalwegarrays fir MK2206 resistente Cal27 und UD-SCC-5 Zellen

Bei auf MK2206 und Afatinib resistenten Cal27 Zellen war hier kein Signal detektierbar. Auf
Afatinib resistente Cal27 Zellklone zeigten nur bei Weglassen des Inhibitors eine pan-
Phosphorylierung von EGFR. Auf dem Array war weiterhin eine pan-Phosphorylierung von

MET bei

verschwand diese Phosphorylierung bei den Klonen mit und ohne Inhibitorgabe. Bei erneuter
Inhibitorgabe tauchte das Signal wieder auf. Bei MK2206 resistenten Cal27 Zellen zeigte
sich ein gegensétzliches Bild. Hier war ein Signal bei mit und ohne Inhibitor behandelten

unbehandelten Cal27 zu erkennen. Bei
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Zellen detektierbar, wéhrend es bei erneuter Inhibitorgabe verschwand.
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4.9 Aktivierung des ERK 1/2 Signalwegs in resistenten Klonen

Zur Untersuchung von Anderungen im EGFR-Signalweg wurde die Proteinexpression von p-
EGFR Tyrl068, p-AKT Serd73, p-ERK 1/2 Tyr202/Tyr204 im Western-Blot bestimmt
(Abbildung 26).

Cal27 UD-SCC-5

Olaparib - - - - - + - - - - - +

Cisplatin - - - - + - - - - - +

BEZ235 - - - + - - - - - +
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Afatinib - + - - - - - +
- — — —— -— p-EGFR Tyr1068
T — — — e — D TUNND S e - — EGFR
— O — -—— . - — — p-AKT Ser473
— e PR — i S s S S s w—  DEK1/2 Thr202/Tyr204
T S — — — — - S S TN S — Tubulin

Abbildung 26: ERK 1/2 Aktivierung in resistenten Klonen

Unbehandelte UD-SCC-5 Zellen zeigten EGFR Phosphorylierung, wahrend p-ERK 1/2 und
p-AKT nicht phosphoryliert waren. In allen resistenten UD-SCC-5 Klonen dagegen war keine
EGFR Phosphorylierung mehr detektierbar, daftir waren nun ERK 1/2 und AKT
phosphoryliert. In unbehandelten Cal27 Klonen zeigte sich bereits eine basale
Phosphorylierung von EGFR, ERK 1/2 und AKT. Das Level an ERK 1/2 Phosphorylierung
nahm in allen resistenten Klonen zu. Bei EGFR und AKT Phosphorylierung dagegen war
kein Kklares Bild einer Hoch- oder Herunterregulation in Cal27 resistenten Klonen zu sehen.
Insgesamt deuten die Ergebnisse auf eine Aktivierung des ERK 1/2 Signalwegs hin
unabhangig mit welchem Inhibitor die Zellen langzeitbehandelt wurden. Dabei ist dieses Bild
bei UD-SCC-5 resistenten Zellen klarer als bei Cal27 resistenten Klonen zu sehen.

4.10 Heterogene Anderungen in Stammzellmarkerexpression

Ob Stammzellen wéhrend der Resistenzentwicklung angereichert wurden, wurde mithilfe der
Expression der Stamzellmarker ALDH1, CD44, Oct4, Sox2, Nanog und Bmil im Western-
Blot bestimmt (Abbildung 27,28 und 29).
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Abbildung 27: Heterogene Anderung in Stammzellmarkern der langzeitbehandelten Zellen
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Abbildung 28: Semiquantitative Auswertung der Stammzellmarkerexpression bei langzeitbehandelten Cal27
Zellen
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Abbildung 29: Semiquantitative Auswertung der Stammzellmarkerexpression bei langzeitbehandelten UD-SCC-5
Zellen

Mit Ausnahme von CD44 bei unbehandelten UD-SCC-5 und ALDH1 bei unbehandelten
Cal27 Zellen zeigten bereits die unbehandelten Klone Expression der untersuchten

Stammzellmarker.

Auf die EGFR-Signalweginhibitoren resistente UD-SCC-5 Zellen zeigten CD44 Expression
und keine ALDH1 Expression. Umgekehrt zeigten auf die DNA-schadigenden Substanzen
resistente UD-SCC-5 Zellen ALDH1, jedoch keine CD44 Expression. Weiterhin war Bmil in
allen resistenten Klonen herunterreguliert. Diese Muster konnten bei Cal27 resistenten
Klonen jedoch nicht beobachtet werden. Die Anderungen in den Markern Oct4, Nanog und
Sox2 waren heterogen und folgten keinem klaren Muster. Auch mit dem gleichen
Therapeutikum gezlichtete resistente Zellen zeigten meist unterschiedliche Expression der
Stammzellmarker. Zusammenfassend konnte kein einzelner Marker identifiziert werden, der

mit Resistenz auf alle Substanzen korrelierte.

4.11 Hypermutation des Genoms resistenter Zellen

Um Festzustellen, ob sich wahrend der Resistenzentwicklung die Mutationsrate verandert,

wurde der random mutation capture assay durchgefuihrt (Wright et al., 2011).

62



Zur Prifung, ob die Impementation erfolgreich war, wurde analog zur Originalpublikation von
Bielas und Loeb zunachst Cal27 Zellen mit Ethylnitroseharnstoff behandelt (Bielas & Loeb,
2005). Hier ergab sich eine Mutationsfrequenz von 3,40*10°%. Dann wurden unbehandelte
und resistente Klone untersucht. Die gemittelten Mutationsfrequenzen sind in Tabelle 23
eingetragen.

Mittlere 7,00x108 5,78x107 1,57x107 1,22x10®
Mutationsfreq.
x fache Erhdhung 8,3 7,8
# Mutationen in 2,3 19,0 5,2 40,3
kodierenden Absch.
p-Wert (TTest) <0,001 <0,007

Tabelle 23:Resistente Zellen zeigen eine etwa 8x hthere Mutaionsfrequenz als die unbehandelte Kontrolle

Bei unbehandelten und Uber die 6-monatige Spanne mitkultivierten Cal27 und UD-SCC-5
Zellen war eine Mutationsfrequenz pro Basenpaar von 7,00*10® beziehungsweise 1,57*107
messbar. Dagegen betrug die durchschnittliche Mutationsfrequenz aller resistenter Cal27
Klone 5,78*107 (p<0,001) und die der UD-SCC-5 Klone 1,22*10° (p=0,007). Damit war die
Mutationsfrequenz der langzeitbehandelten Zellen durchschnittlich 8,3 beziehungsweise 7,8
Mal hoher als die der unbehandelten Klone. Nimmt man eine GenomgroRe von 3,3*10°
Basenpaaren an, von denen etwa 1% in kodierenden Regionen liegen, kann man zur
besseren Veranschaulichung die Mutationsfrequenz in eine Zahl an Mutationen pro Zelle
umrechnen. So entwickeln sich Uber die Zeit von 6 Monaten in kodierenden Regionen
durchschnittlich 2,3 Mutationen in Cal27 und 5,2 Mutationen in UD-SCC-5 Zellen. Wahrend
der Langzeitbehandlung dagegen treten im Mittel in kodierenden Regionen 19,0 Mutationen
bei Cal27 und 40,3 Mutationen in UD-SCC-5 auf. Betrachtet man die Daten der einzelnen
Behandlungen ergibt sich eine Breite der Erh6hung der Mutationsfrequenz von 4,4 - 14,8x
(Tabelle 24 und 25).

\ Cal27 Unbehan. Afatinib Mk2206 BEZ235 Cisplatin  Olaparib
Mittlere 7,00x10®% 3,67x107 5,56x107 4,93x107 9,06x107  5,74x*107
Mutationsfreq.
x fache Erhéhung 5,2 7,9 7,0 13,0 8,2
p-Wert (TTest) 0,011 0,029 0,015 0,081 0,016

Tabelle 24: Mutationsfrequenzen der resistenten Cal27 Klone
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UD-SCC-5 Unbehan. Afatinib Mk2206 BEZ235 Cisplatin  Olaparib

Mittlere 1,57x107 9,27x107 6,96x107 7,16x107 2,32x10°® 1,35x*10°
Mutationsfreq.
x fache Erh6hung 59 4.4 4.6 14,8 8,6
p-Wert (TTest) 0,276 0,173 0,096 0,194 0,126

Tabelle 25: Mutationsfrequenzen der resistenten UD-SCC-5 Klone

Erwartungsgeman zeigen die DNA-schadigenden Substanzen die gréfte Steigerung der
Mutationsfrequenz. So ergab sich bei Cisplatin resistenten Cal27 Klonen eine Erhéhung des
14,8-fachen der unbehandelten Kontrolle. Bei Olaparib langzeitbehandelten Cal27 Zellen
betrug die Erhéhung das 8,2-fache. Doch auch die Langzeitbehandlung mit zielgerichteten
Therapeutika fihrte zu einer Vervielfachung der Mutationsfrequenz. So zeige der
Thyrosinkinaseinhibitor Afatinib eine Erhéhung des 5,2-fachen bei Cal27 und des 5,4-fachen
bei UD-SCC-5. Zusammenfassend filhrte also eine Langzeitbehandlung mit Chemo- und

zielgerichteten Therapeutika zu einer Hypermutation des Genoms.
4.12 Mechanismen der genetischen Verinderung

4.12.1 Herrunterregulation der mit DNA Replikation assoziierten Gene im RNA
Microarray

Um den Mechanismus der Hypermutation zu untersuchen wurde zunachst mit Cisplatin und
Afatinib Uber 24 und 168 Stunden stimulierte UD-SCC-5 und Cal27 Zellen und die
entsprechenden resistenten Klone in einem Microarray auf Ihre Genexpression untersucht.
Abbildung 30 A zeigt die Heatmap. Insgesamt waren 19006 Gene hoch oder

herunterreguliert.
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Abbildung 30: A: Heatmap der RNA Expression von Afatinib und Cisplatin behandelten Zellen nach 24 Stunden,
168 Stunden und resistente Klone. B: Gene ontology Analyse mit der Top 10 positiv und negativ angereicherter
Gensets in Zellen nach 168 Stunden Stimulation mit Afatinib. C: Gene ontology Analyse mit der Top 10 positiv
und negativ angereicherter Gensets in Zellen nach 168 Stunden Stimulation mit Cisplatin

Abbildung 30 B zeigt die Gene Ontology Analyse fir 168 Stunden mit Afatinib behandelte
Zellen. In Abbildung 30 C sieht man die Analyse fir Cisplatin 168 Stunden. Es ist jeweils die
Top 10 der Gensets mit dem hochsten positiven und negativen Enrichment Score
aufgetragen. Unter den negativ regulierten findet sich als Gemeinsamkeit Verédnderungen im
DNA Replikation Genset. In Afatinb und Cisplatin behandelten Zellen findet sich Polymerase
61 und Polymerase 83 herunterreguliert. Herunterregulation der DNA Replikation und von
Polymerase 61 und &3 findet sich auch nach 24-stiindiger Stimulation (Daten nicht gezeigt).
Mit Cisplatin behandelte Zellen zeigen zuséatzlich Herunterregulation der Postreplikations-,
nicht homologen Rekombinations- und Nukleotidexzisionsreparatur.

4.12.2 Hochregulation von APOBEC3B und Polymerase t auf mRNA Ebene

Um Veranderungen in DNA Reparaturprozessen naher zu charakterisieren wurde zunachst
eine Literaturrecherche durchgefiihrt. Es wurden 20 Gene identifiziert, die an verschiedenen
DNA Reparatur Mechanismen beteiligt sind. In Abbildung 31 ist die relative RNA Expression
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der 20 Gene in UD-SCC-5 Zellen nach 168 stiindiger Stimulation mit Afatinib und Cisplatin

aufgetragen.
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Abbildung 31: Relative Expression in quantitativer PCR von 20 an DNA Reparaturmechanismen beteiligten
Genen. * zeigt statistische Signifikanz

Die quantitative PCR zeigte eine signifikante Hochregulation von APOBEC3B, Polymerase |
und XPC in mit Afatinib und Cisplatin behandelten Zellen. Die relative Anderung in der
Expression betrug fir Afatinib und Cisplatin 1,58 und 3,12 in APOBEC3B, 2,45 und 2,10 in
Polymerase 1 und 2,72 und 1,83 in XPC. Weiterhin waren APOBEC2, APOBEC3C und
RAD52 in Afatinib stimulierten, nicht aber in mit Cisplatin behandelten Zellen erhéht. TDG
war in mit Afantinib inkubierten Zellen signifikant herunterreguliert. In Polymerase &1 waren

keine signifikanten Veranderungen feststellbar.

Als nachstes wurde die zeitliche Dynamik von Polymerase &, Polymerase 1, APOBEC 3A/3B
in beiden Zelllinien bestimmt. Zuséatzlich wurde als mdéglicher Regulationsmechanismus die
Expression STAT1 und STAT3 untersucht. Die Zellen wurden 24, 72 und 168 Stunden
stimuliert. Abbildung 32 zeigt die Ergebnisse in UD-SCC-5 (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Hochregulation von Pol 5, STAT3, APOBEC3A und APOBEC3B in UD-SCC-5 bei einmaliger
Stimulierung mit Afatinib oder Cisplatin

Polymerase & zeigte eine gleichbleibende Expression. Die Expression von Polymerase |
erhohte sich auf etwa das 2,5 bis 3,0-fache. Bei STAT3 war eine etwa 1,5-fache bei Afatinib
und eine um 2,3-fache Erhdéhung bei Cisplatin Behandlung detektierbar. Die STAT1
Expression war nahezu gleichbleibend. Es fand sich eine etwa 2,5-fache Hochregulation von
APOBEC3A nach 7 Tagen Cisplatin Behandlung und eine 6,0-fache Erhéhung bei Afatinib
Behandlung. APOBEC3B war mit um 3,0-fach bei Cisplatin und etwa 1,8-fach bei Afatinib
Gabe nach 7 Tagen vermehrt exprimiert.
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In Abbildung 33 sind die Ergebnisse der zeitlichen Dynamik fur Cal27 aufgetragen.
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Abbildung 33: Hochregulation von Pol 6, STAT1, STAT3 und APOBEC3B in Cal27 bei einmaliger Stimulierung

mit Afatinib oder Cisplatin

Wahrend die Expression von Polymerase & leicht zuriickging oder sich kaum veréanderte,

stieg die Expression von Polymerase 1 kontinuierlich und erreichte nach 7 Tagen etwa den

2,5 bis 3,0-fachen Wert. Dazu war eine Hochregulation von STAT1 auf etwa das 2 bis 4-

fache zu detektieren und eine Hochregulation von STAT3 auf ca. das 2-fache. Ebenso war
die Expression der APOBEC3B mRNA um das 3 bis 7-fache erhdht. Bei APOBEC3A war nur

bei 72h eine wesentliche Hochregulation feststellbar.

4.12.3 Hochreguation von IL-6 und IL-20 RB auf mRNA Ebene

Es wurde die mRNA Expression nach 24h, 72h und 168h von IL-6, IL-24 und den
Rezeptoruntereinheiten 1L-20 RA, IL-20 RB und IL-22 RA1 untersucht. Bei Cal27 fand sich

eine rund 5,5-fache Hochregulation der IL-6 mRNA bei Cisplatin Gabe und eine
Hochregulation von ungeféahr 2,5 bei Afatinib Gabe (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Hochregulation von IL-6 und IL-20 RB in Cal27 bei einmaliger Stimulierung mit Afatinib oder
Cisplatin

Zusatzlich war bei Afatinib und Cisplatin Applikation eine etwa 3 bis 4-fache Expression des
IL-6 RB Rezeptors detektierbar. Bei [IL-24 war bei Afatinib Applikation eine

Herunterregulation, bei Cisplatin eine zwischenzeitliche Hochregulation zu sehen. Die
Expression von IL-20 RA und IL-22 RAL1 blieb relativ konstant.

Die Daten fir UD-SCC-5 sind in Abbildung 35 zu sehen. Hier war ebenfalls eine
Hochregulation von IL-6 bei Cisplatin Gabe um das 4,0-fache zu sehen. Bei Afatinib Gabe
zeigte sich dagegen eher eine Herunterregulation. Bei IL-20 RB war eine 1,8-fache
Expression bei Afatinib und ca. 5,5-fache Expression bei Cisplatin Gabe feststellbar. In der
IL-24, IL-20 RA und IL-22 RA1 waren keine signifikanten Unterschiede in der Expression
messbar.
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Abbildung 35: Hochregulation von IL-6 und IL-20 RB in UD-SCC-5 bei einmaliger Stimulierung mit Afatinib oder
Cisplatin

4.12.4 MEK 1/2 abhidngige Hochregulation von Polymerase v und APOBEC3B auf
Proteinebene

Die Hochregulation von Polymerase 1 und APOBEC3B in mit 168 Stunden Afatininb und
Cisplatin behandelten Zellen zeigte sich ebenso auf Proteinebene (Abbildung 36).

Afatinib = + + &+ = ' =
Cisplatin - - - - + + +
u0126 = = =2 = = * =
SB203580 - = - + = = +
m— e ecsm - p-stat3 Tyr705
— — — — p-Erk1/2 Thr202/Tyr204
et p-p38 MAPK Thr180/Tyr182
E— - — —— DNA Polymerase iota
-—— e Sl R APOBEC3B
G G G SN NN S — Tubulin

Abbildung 36: Hochregulation von Polymerase 1 und APOBEC3B in Afatinib und Cisplatin stimulierten Zellen auf
Proteinebene im Western Blot. Unter Kostimulation mit U0126 kann die Proteinexpression supprimiert werden.
Kostimulation mit SB203580 hat keinen Effekt auf die Proteinexpression von Afatinib und Cisplatin.
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Um die Regulation von APOBEC3B und Polymerase | zu untersuchen wurden Zellen mit
Afatinib/Cisplatin und dem ERK 1/2 Inhibitor U0126 beziehungsweise dem p38 MAPK
Inhibitor SB203580 inkubiert. Der Western-Blot zeigte nur wenig Verdnderungen bei
Kostimulation mit SB203580. Jedoch konnte eine Suppression der Proteinexpression von
APOBEC3B und Polymerase 1 Uber Blockade von ERK 1/2 und sukzessiv Blockade von
STAT3 beobachtet werden.

4.12.5 Signifikante Reduktion der Mutationsfrequenz bei Kostimulation mit MEK 1/2
Inhibitor

Um den Effekt von ERK 1/2 Blockade auf die Mutationsfrequenz zu untersuchen wurden
Zellen dber 168 Stunden mit Afatinib und Cisplatin kultiviert und ebenso mit U0126

kostimuliert. Abbildung 37 zeigt die relative Veranderung der Mutationsfrequenz im HPRT
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Abbildung 37: Verkleinerung der Mutationsfrequenz bei Kostimulation von Zellen mit Afatinib/Cisplatin und U0126
im Vergleich zu stimulierten Zellen. * zeigt statistische Signifikanz.

Cisplatin fihrt bereits nach 168 Stunden zu einem signifikanten Anstieg der
Mutationsfrequenz um das 1,72-fache. Afatinib Gabe filhrte ebenso zu einem Anstieg um
das 1,27-fache, dieses Ergebnis war jedoch nicht signifikant. Bei Simulation von Afatinib +
U0126 ergab sich eine Anderung der Mutationsfrequenz um das 0,39-fache im Vergleich zur
Kontrolle, bei Cisplatin + U0126 wurde die 0,90-fache gemessen. Beide Verdnderungen

gegenuber Einzelstimulation mit Afatinib und Cisplatin waren statistisch signifikant (p<0,05).
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5. Diskussion

Nach den Herz-Kreislauferkrankungen mit 39,7% stellte Krebs mit 25,0% nach einer
aktuellen Statistik die zweithaufigste Todesursache in Deutschland dar (Schelhase, 2013).
Trotz kontinuierlichem Fortschritt in operativer Technik, Strahlen- und Chemotherapie lag die
relative 10-Jahres-Gesamtlberlebensrate fur Krebserkrankungen in Deutschland immer
noch bei 59,5% (Kraywinkel, 2015). Die Haufigkeit der Entitat der Kopf-Hals-Tumore liegt an
sechster Stelle weltweit (Duvvuri & Myers, 2009). Etwa zwei Drittel der Patienten mit dieser
Entitat prasentieren sich in einem fortgeschrittenen Stadium (Semrau, Fietkau, Werner, &
Mueller, 2007).

Die zielgerichtete Therapie Imatinib hat die Behandlung der chronisch myelotischen
Leukamie revolutioniert. Durch Verstandnis des Fusionsgens bcr-abl als einzigen
krankheitsauslosenden Mechanismus und Blockierung mit Imatinib konnte das mittlere
Uberleben von 4 auf 20 Jahre gesteigert werden (Westin & Kurzrock, 2012). Die Hoffnung
war grof3 durch individualisierte, zielgerichtete Therapie auch solide Tumore von einer
lebensbedrohlichen in eine chronische Erkrankung umzuwandeln (Brody, 2008). Cetuximab
blockiert als zielgerichtete Therapie den bei Kopf-Hals-Tumoren haufig tberexprimierten
EGFR-Rezeptor (Burtness, 2005). Eine Studie beim metastasierten Kopf-Hals-Karzinom und
Behandlung mit Cetuximab plus Chemotherapie gegen alleinige Chemotherapie erbrachte
einen Vorteil im MU von 2,7 Monaten (Vermorken et al., 2008). Vorteile im Uberleben im
Bereich von Monaten trotz Blockade der fir Tumore wichtigen Ziele sind bei
fortgeschrittenen Erkrankungen auch bei anderen Krebsentitdten die Regel (Izar et al.,
2013). Die Grunde hierfir liegen einerseits darin, dass solide Tumore komplexer sind. So ist
nicht nur ein Gen wie bei der CML verandert sondern es finden sich in Kolon-, Brust- oder
Hirntumoren im Mittel 33 bis 66 Mutationen in kodierenden Regionen (Vogelstein et al.,
2013). Andererseits entwickeln Tumorzellen in den meisten Fallen bei lAngerer Behandlung

Resistenzen gegen eine zu Beginn wirksame Therapie (Foo & Michor, 2014).

Ziel dieser Arbeit war es, Resistenzmechanismen und Mechanismen der Resistenzbildung
am Beispiel von Kopf-Hals-Tumorzellen besser zu verstehen. Es wurde untersucht, ob
Tumorzellen bei Langzeitbehandlung mit aufsteigenden Dosen von funf Chemo- und
zielgerichteten Therapien Resistenzen gegen die Substanzen ausbilden. Weiterhin wurden
Anderungen im EGFR-Signalweg und Stammzellmarkern der langzeitbehandelten Zellen
analysiert. Es wurde die Sensitivitat auf Rontgenstrahlung, a-Strahlung und Sensitivitat auf
nochmalige Gabe der finf Substanzen erfasst. AbschlieRend wurden die Mutationsfrequenz

und mdgliche Mechanismen einer Erhdhung dieser untersucht.
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Als Ausgangspunkt fur die Therapeutikaauswahl wurde die Publikation von Leemans und
Kollegen von 2011 verwendet, welche oft verédnderte Genregionen bei Kopf-Hals-Tumoren
auflistet (Leemans et al., 2011). Nach einer systematischen Literaturrecherche im Herbst
2012 zu kommerziell verfigbaren und schon Kklinisch getesteten Therapeutika wurde der
EGFR Inhibitor Afatinib, der AKT Inhibitor MK2206, der dual PIS3K-mTOR Inhibitor BEZ235,
der PARP1 Inhibitor Olaparib und Cisplatin als Standardtherapie ausgewahlt. Alle funf
Chemo- und zielgerichteten Therapeutika konnten die Proliferation signifikant reduzieren
(Abbildung 7 und 8) und die ICsp Konzentrationen lagen im nano- bzw. mirkomolaren Bereich
(Tabelle 20). Von den Absolutwerten scheint UD-SCC-5 mit Ausnahme von MK2206 und
Cisplatin chemosensibler zu reagieren. Das Ansprechen auf ein Therapeutikum kann breiten
Schwankungen unterliegen. So untersuchten loannu und Kollegen das Ansprechen von
Afatinib in 7 verschiedenen Pankreaskarzinom Zelllinien und fanden eine Breite der 1Cso
Konzentrationen von 11 bis 1200 nM (loannou et al., 2011). Vom Kurvenverlauf ins Auge
springend ist die Dosis-Wirkungsbeziehung von Afatinib bei Cal27. Es zeigt sich ein breites
Plateau von etwa 20 bis 1000 nM in der eine Erhéhung der Dosis kaum mehr Einfluss auf die
Proliferation hat. Sharma und Kollegen beschreiben eine ahnliche Beobachtung bei mit dem
EGFR TKI Gefitinib behandelten PC9 Zelllinie, in denen eine Subpopulation eine einmalig
gegebene 100-fache ICso Dosis Uberlebe (Sharma et al., 2010). Die Autoren identifizierten
einen Chromatin vermittelten Mechanismus als Ursache. Weitere Untersuchungen waren
notig, ob ein solcher Mechanismus auch das Plateau bei Ansprechen von Cal27 auf Afatinib

erklaren kann.

Die Erzeugung und Untersuchung resistenter Zellklone durch chronische Exposition von
zielgerichteten oder Chemotherapeutika ist in der Literatur ein vielgewahlter Ansatz. So gibt
es Publikationen zu resistenten Melanom- (Villanueva et al., 2010) Lungen- (Y. Kim et al.,
2012), Darm- (Misale et al., 2012) und Brustkarzinomzelllinien (Ward et al., 2013). Die
meisten Autoren generieren dabei die Resistenzen mit einer Zelllinie und einer Behandlung.
Um aus dem Vergleich der langzeitbehandelten Zellen Rickschlisse auf die
Resistenzentwicklung zu schlieBen wurde in dieser Arbeit aus zwei Zelllinien und funf
Chemo- und zielgerichteten Therapien insgesamt zehn resistente Zelllinien generiert und
verglichen. Um die Zellen zu untersuchen, ware auch eine Einzelzellklonierung moglich
gewesen. Dieser Ansatz wurde in der vorliegenden Arbeit nicht gewahlt, da die heterogene
Schar der Krebszellen als realistischeres Modell eines Tumors im Patienten angesehen

wurde.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es fir beide Zelllinien und alle funf

zielgerichteten und Chemotherapeutika moglich war, Zellen zu erzeugen, die in deren
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Prasens proliferierten. Dabei waren die finalen Dosen unter denen die Klone proliferierten,
trotz gleicher Kriterien der Erzeugung, sehr unterschiedlich (Tabelle 21). Bei Zellen die mit
den Signalweginhibitoren Afatinib, MK2206 und BEZ235 langzeitbehandelt wurden, konnte
die Dosis viel hoher eskaliert werden als bei den DNA-schadigenden Substanzen Cisplatin
und Olaparib. So betrug nach 6 Monaten die finale Dosis unter der UD-SCC-5 Zellen noch
proliferierten fur Afatinib dem 800-fachen des I1Cso wéahrend bei Cisplatin nur das 1-fache des
ICso erreicht werden konnte. Auch innerhalb der Gruppe der Singalweginhibitoren zeigte sich
eine Hierarchie. Der EGF Rezeptor steht hoher in der Signalkaskade als AKT. Entsprechend
konnte bei UD-SCC-5 und Afatinib eine 800-fache ICso Dosis erreicht werde, wahrend bei
AKT eine 50-fache Dosis maximal war. Bei Cal27 zeigten sich dieselben Resultate. Es
kénnte vermutet werden, dass je hodher ein Ziel in der Signalkaskade ist, desto mehr
alternative Signalwege es gibt und diese bei der Resistenzentwicklung aktiviert werden. Die
Aktivierung komplementarer Signalwege, oftmals durch physiologische
Ruckkopplungsschleifen, ist ein  wichtiger, in der Literatur  beschriebener
Resistenzmechanismus (Turner & Reis-Filho, 2012). So kann die durch mTOR Inhibition
induzierte Expression von Insulin-Like Growth Factor-l (IGF-I) die vorribergehende
Wachstumsinhibition wieder aufheben (O'Reilly et al.,, 2006). Weiterhin fihrte mTOR
Inhibition Uber eine Ruckkopplung zur Aktivierung des alternativen MAPK Signalwegs
(Carracedo et al., 2008).

Um Anderungen im EGFR Weg zu erfassen wurden im Western-Blot die Phosphorylierung
von EGFR, AKT und ERK 1/2 untersucht. Gerade bei den langzeitbehandelten UD-SCC-5
Zellen zeigte sich ein Switch auf ERK 1/2 (Abbildung 26). Bei Cal27 war schon ein basales
Level an ERK 1/2 Phosphorylierung vorhanden, trotzdem war auch hier eine Hochregulation
sichtbar. In der Literatur finden sich konkordante Daten. Woessmann und Kollegen zeigen,
dass Cisplatin Behandlung ERK 1/2 phosphoryliert und spekulieren Uber eine direkte
Aktivierung oder eine indirekte durch DNA-Schaden (Woessmann, Chen, & Borkhardt,
2002). Rampias und Kollegen belegen, dass die Aktivierung des Onkogens HRAS zu
erhohter Phosphorylierung des ERK 1/2 Signalwegs und damit erhghter Cetuximab
Resistenz in Kopf-Hals-Tumorzellen fihrt (Rampias et al., 2014). Wang et al. demonstrieren,
dass ERK2 Aktivierung zur Phosphorylierung der Mitogen-activated phospatase Kinase 1
und dies zur erhohter Cisplatin Resistenz in Ovarialtumorzellen fuhrt (Juan Wang, Zhou, &
Wu, 2007). Die Hochregulation des ERK vorgeschaltetem RAS wurde mit erworbener

Resistenz von Melanomen auf B-RAF V600E in Verbindung gebracht (Nazarian et al., 2010).

Zum schnellen Screening auf Verédnderung in den Pfadwegen der resistenten Zellklone

wurden die Proteinexpression mithilfe von Signalwegarrays untersucht. Positiv bei den
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Arrays muss die Handhabung hervorgehoben werden. So war es mdglich innerhalb eines
Tages durch Befolgung sehr einfacher Schritte mit einem Array im Prinzip bis zu 39
verschiedene Western-Blots zu ersetzten. Negativ aufféllig war die fehlende Vergleichbarkeit
zum Western-Blot. So zeigte sich bei MK2206 resistenten UD-SCC-5 Klonen im Western-
Blot eine starke Bande bei p-EGFR Thyrosin 1068, im Array war jedoch kein Signal
erkennbar. Weiterhin war im Array kein Signal einer AKT Serin 473 oder ERK 1/2 Thyrosin
202/207 Phosphorylierung bei Afatinib resistenten Cal27 Klonen erkennbar wahrend beide
im Western-Blot Banden zeigten. Auch war weder auf dem Rezeptorthyrosinkinasenarray
noch auf dem EGFR-Signalwegarray eine Stat3 Tyr705 Phosporylierung erkennbar, wahrend
diese fir Afatinib resistente UD-SCC-5 Klone im Western-Blot nachweisbar war. Aufgrund
der fehlenden Vergleichbarkeit wurde auf eine weitergehende Interpretation und Einordnung

der Ergebnisse der Arrays an dieser Stelle verzichtet.

Krebsstammzellen werden oft mit Therapieresistenz in Verbindung gebracht. Eine
Assoziation mit Resistenz legt die beobachtete Anreicherung von Stammzellen bei
Behandlung mit dem Zytostatikum Gemcitabin in Pankreastumoren (Hermann et al., 2007),
bei Cyclophosphamid in Kolonkarzinomen (Dylla et al., 2008) und bei Bestrahlung in
Gliomen (Bao et al., 2006) nahe. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit die These
Uberprift, ob Langzeitbehandlung mit Therapeutika zur Anreicherung von Krebsstammzellen
fuhrt. Bis auf CD44 bei UD-SCC-5 und ALDH1 bei Cal27 exprimierten bereits die
unbehandelten Zellen die untersuchten Stammzellmarker Oct4, Sox2, Nanog, Bmil, CD44
und ALDH1. Dies weist darauf hin, dass bereits die unbehandelten Zellen Krebsstammzellen
sind. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit der Literatur, die eine serielle Transplantation ins
Tiermodell als Goldstandard zum Nachweis von Stammzellen sieht. Sowohl fiur Cal27
(Gioanni et al., 1988), als auch fir UD-SCC-5 (Ballo et al., 1999) konnte eine Tumorbildung
in immundefizienten Mausen nachgewiesen werden. Die resistenten Zellklone zeigten
uberwiegend Anderungen in den untersuchten Markern, jedoch konnte kein einheitliches
Muster identifiziert werden. Es ergab sich kein Marker, der bei allen oder den meisten
resistenten Zellen hoch- oder herunterreguliert war. Diese Ergebnisse stimmen mit einer
Studie von Liu und Kollegen uberein, die ebenfalls kein klares Muster der Anreicherung von
CD44, CD24 und ALDH1 bei Behandlung von Brustkrebszellen mi Doxorubicin, Docetaxel
oder Bestrahlung fanden (Liu et al., 2014).

Mehr als 60% der Patienten mit Kopf-Hals Tumoren stellen sich im Stadium Il oder IV
erstmalig klinisch vor (T. Y. Seiwert & Cohen, 2005). Ohne Behandlung liegt die mittlere
Uberlebensdauer bei 4 Monaten (Kowalski & Carvalho, 2000). Die kombinierte

Radiochemotherapie stellt eine wichtige Sé&ule in der Behandlung fortgeschrittener Kopf-
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Hals-Tumore dar (Schlumpf, Fischer, Naehrig, Rochlitz, & Buess, 2013). Ob Induktion mit
Chemotherapie vor Strahlentherapie oder gleichzeitige Gabe von Radio- und Chemotherapie
zu besseren Ergebnissen fiihrt ist immer noch Gegenstand der klinischen Forschung (Bruce
E Brockstein Everett E Vokes, 2016; Paccagnella et al., 2010; Rapidis et al., 2006). Als
Induktionstherapie werden haufig platinhaltige Therapeutika eingesetzt. Gerade bei diesen
Patienten ist die Frage nach Kreuzresistenz zwischen Radio- und Chemotherapie
interessant. Bei Bestrahlung der in dieser Arbeit erzeugten langzeitbehandelten Zellen
zwischen 0,5 und 10 Gy zeigten sich insgesamt nur wenige Anderungen. Sowohl in der Area
under the Curve als auch in der Strahlenkinetik wichen unbehandelte und resistente Zellen
nur wenig in ihren Ergebnissen ab. GroRere Anderungen ergaben sich nur fur hohe
Bestrahlungsdosen bei den DNA-schadigenden Substanzen. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass der Mechanismus von Resistenz gegen zielgerichtete und Chemotherapie
einerseits und Strahlentherapie andererseits unabhangig ist. In der Literatur findet sich hier
kein eindeutiger Konsensus. So beschreiben Pauwels und Kollegen, dass zwei
Blasenkarzinomzelllinien die Resistenz gegen Doxorubicin und Vinorelbin zeigten, auch
gegen Bestrahlung resistent waren (Pauwels et al., 1996). Andererseits berichteten Gigante
und Kollegen von einer auf Cisplatin und weitere Therapeutika resistenten Zelllinie welche
jedoch immer noch auf y-Strahlung sensibel war (Gigante et al., 2003). Shi et al. publizierten
Daten einer radioresistenten Lungenkarzinomzelllinie welche Sensitivitat auf sechs
Chemotherapeutika zeigte (D. Shi, Shi, Huang, Zhang, & Lartigau, 2009).

Gerade fortgeschrittene Kopf-Hals-Tumore zeigen intrinsische Resistenz gegen
Rontgenstrahlung (Perri et al.,, 2015). Die Radioimmuntherapie kénnte sich hier als
vielversprechend erweisen. Pickhard und Kollegen konnten darlegen, dass eine Kombination
aus an einen EGFR Antikorper gekoppeltes ?**Bi mit Rontgenstrahlung einen synergistischen
Effekt auf Behandlung von Kopf-Hals-Tumorzellen hatten (Pickhard et al., 2014). In den
Experimenten dieser Arbeit zeigte sich, dass bei Cal27 in Mittel etwa 85% der Aktivitat an
den Zellen gebunden war und somit dort ihre Wirkung entfalten konnte. Es gab dabei keine
wesentlichen Unterschiede zwischen unbehandelten und resistenten Zellen. Es kann somit
spekuliert werden, dass wahrend der Langzeitbehandlung keine Herunterregulation der
Expression des EGF Rezeptors stattfand. Diese Ergebnisse stimmen mit den Western-Blots
uberein, welche keine wesentliche Anderung der Expression bei Afatinib resistenten Zellen
und nur eine kleine Herunterregulation bei Cisplatin resistenten Zellen zeigte. Ahnliche
Ergebnisse fanden sich bei UD-SCC-5. Bei Auswertung der Proliferation war eine deutliche
Reduktion bei Gabe von ?*Bi — Cetuximab in beiden unbehandelten Zelllinien festzustellen.

Diese Reduktion war auch noch bei Afaninib resistenten Klonen vorhanden, nicht mehr
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jedoch bei mit Cisplatin langzeitbehandelten Zellen beider Zelllinien und auch nicht bei
Afatinib resistenten UD-SCC-5 Klonen (Abbildung 14 und 15). Im klonogenen Uberleben
zeigte sich ein ahnliches, wenn auch nicht so deutliches Bild wie bei Untersuchung der
Proliferation. Warum sich kaum Veranderungen in der Proliferation bei Behandlung mit y-
Strahlung, jedoch bei 3 von 4 untersuchen langzeitbehandelten Zellen eine Resistenz gegen
a-Strahlung zeigte, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden. In der Literatur gibt
es hierzu auch nur wenige Daten. Friesen und Kollegen legen dar, dass durch
Caspasenaktivierung bei Gabe eines CD33 - ?*Bi Konjugats Radio- und Chemoresistenz
von AML Zelllinien durchbrochen werden konnte (Friesen et al., 2013). Roscher et al.
beschreiben 21*Bi — Anti-CD20 als therapeutische Option bei radio- und chemoresistenten
Non-Hodgkin Lymphomen (Roscher et al., 2013).

Um das Verhalten der resistenten Klone auf weitere Chemotherapie zu simulieren, wurde die
ICso Dosis aller fiinf Substanzen nochmals auf die resistenten Zellen gegeben. Hier deutete
sich an, dass mit den EGFR Inhibitoren langzeitbehandelte Klone weniger sensitiv auf die im
gleichen Signalweg wirkenden Therapeutika waren, also eine gewisse Kreuzresistenz
zeigten. Diese Klone reagierten andererseits immer noch sensitiv auf die DNA-schadigenden
Substanzen. Dagegen zeigten die resistenten Zellen der DNA-schadigenden Substanzen
eine gewisse Multiresistenz, sie reagierten auf die jeweils anderen vier Therapeutika weniger
sensitiv. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Langzeitinhibition von Signalmolekilen zu
spezifischen Resistenzmechanismen wie Mutation oder Aktivierung alternativer Signalwege
fuhrt. Demgegentber scheint Langzeitbehandlung mit DNA-schadigenden Substanzen zu
unspezifischen Abwehrmechanismen wie erhéhtem Efflux zu fihren. Diese Thesen werden
auch in der Literatur diskutiert. So zeigt sich nach Gabe konventioneller Chemotherapie
unter anderem eine Hochregulation der multidrug resistance Proteine die zu einem erhdhten
Ausflussrate von Medikamenten fuhrt (Thomas & Coley, 2003). Dagegen demonstrieren
Oerlemans und Kollegen bei mit dem Proteasominhibitor Bortezomib langzeitbehandelten
Myelozyten eine Mutation der Bindungstasche als Resistenzmechanismus (Oerlemans et al.,
2008). In einer Ubersichtsarbeit von Wheeler und Kollegen prasentieren die Autoren die
Aktivierung der komplementdren HER2, HER3 und cMET Signalwege als erworbene

Resistenzmechanismen gegen Cetuximab (Wheeler et al., 2008).

Der Random Mutation Capture Assay wurde zundchst als einfach zu implementierende
Methode zur Bestimmung der Punktmutationsrate gewahlt. Der Assay basiert darauf, dass
die Sequenz TCGA durch das Restriktionsenzym Taqg®l nur dann geschnitten werden kann,
wenn alle Basen TCGA an beiden Strangen erhalten sind. In den Versuchen dieser Arbeit

wurde eine Sequenz TCGA im Intron 8 des p53 Gens gewahlt. Zum Nachweis einer Mutation
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wird DNA zunachst mit dem Restriktionsenzym verdaut. Nun wird die DNA verdinnt, so dass
nur noch eine Kopie pro Ansatz erhalten ist. Eine PCR vervielfaltigt den Abschnitt im p53
Intron8 Gen dieser Kopie nur dann mit nichtlinearer Effizienz, wenn die darin erhaltene
Sequenz TCGA nicht geschnitten wurde. Hierfir kann es zwei Griinde geben. Erstens, die
Sequenz TCGA erhélt eine mutierte Base und zweitens, der Verdau war nicht vollstandig.
Eine Unterscheidung gelingt, indem das Amplifikat nochmals mit Taq®l verdaut wird. Wieder
kann das Restriktionsenzym nicht schneiden, wenn eine Mutation vorhanden ist. Im
Agarosegel wird ein Amplifikat einer Mutation nur eine Bande, eine unveranderte Sequenz
TCGA zwei Banden ergeben.

Eine alternative Methode zur Bestimmung der Mutationsfrequenz wére die Sequenzierung
des ganzen Genoms einer einzelnen Zelle. Obwohl kirzlich die Sequenzierung und
Auswertung des Genoms fir 1000 Dollar maglich geworden ist (Genetics, 2016) sind die
Kosten fir Einzelzellsequenzierung fur das Onkologische Labor der HNO am rechts der Isar
noch unerschwinglich. Ein weiteres Problem mit Genomsequenzierung ist die Fehlerrate. So
muss fur die Sequenzierung des Genoms einer einzelnen Zelle erst ihr ganzes Genom
amplifiziert werden. Hier ist von Fehlerraten um 3,20*10° pro Base auszugehen (De Bourcy
et al.,, 2014). Dies wirde in etwa dem 20-fachen der mit dem RMC Assay gemessenen
Mutationsrate von unbehandelten UD-SCC-5 entsprechen und wére somit einer Messung

nicht zuganglich.

Wie sensitiv der RMC Assay Mutationsfrequenzen messen kann ist unbekannt. Bei den im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen war auffallig, das die Mutationsfrequenzen
in den Verdinnungen der verdauten DNA teilweise stark abwichen. So sollte theoretisch in
einer 4-fach Verdinnung der DNA auch die Mutationsfrequenz 4x niedriger sein. Vor allem
bei UD-SCC-5 wichen die Ergebnisse hier ab und die Mittelung aus zwei

aufeinanderfolgenden Verdiinnungen war nicht signifikant.

Zur Uberpriufung der Implementation des Assays im Labor wurde wie von Bielas und Loeb in
der Originalpublikation Cal27 Zellen mit dem stark mutagenen Ethylnitroseharnstoff (ENU)
behandelt. Hier ergab sich eine Mutationsfrequenz von 3,40*10°. Dies ist vergleichbar mit
dem von Bielas und Loeb publizierten Wert von 0,85*10° bei Behandlung von Fibroblasten
mit ENU (Bielas & Loeb, 2005).

Fur unbehandelte Zellen ergab sich im RMC Assay eine Mutationsfrequenz bei Cal27 von
7,00*108 beziehungsweise 1,57*107 pro Basenpaar bei UD-SCC-5. Bielas und Loeb
bestimmen fur unbehandelte Fibroblasten eine Mutationsfrequenz von 1,60*10® pro

Basenpaar, also etwa 4 beziehungsweise 10 Mal so grof3 wie von Cal27 und UD-SCC-5.
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Resistente Cal27 Zellen zeigten eine Mutationsfrequenz von 5,78*10 und bei UD-SCC-5
von 1,22*10° pro Basenpaar. Jia und Kollegen verglichen parenterale PC-9 Zellen mit
langzeitbehandelten, auf Erlotinib durch T790M Mutation resistenten PC-9 Zellen und fanden
mithilfe der Genomsequenzierung 33 Einzelnukleotid-Varianten in kodierenden Bereichen
(Peilin Jia et al., 2013). Dies entspricht einer Mutationsfrequenz von etwa 1,00*10° pro
Basenpaar, ist also mit den hier vorgestellten Ergebnissen vergleichbar.

Alle resistenten Zellen zeigten, verglichen zu Uber 6 Monate unbehandelten Zellen, eine
durchschnittlich um 8,3 fur Cal27 beziehungsweise um 7,8 fur UD-SCC-5 erhdhte
Mutationsfrequenz. Es ergab sich eine Breite der Steigerung von 4,4 bei UD-SCC-5
resistenten Cal27 Zellen bis 14,8 bei UD-SCC-5 Cisplatin resistenten Klonen. Wie zu
erwarten war die Steigerung fir die DNA-schadigenden Substanzen Olapaib und Cisplatin
am grofdten. Interessanterweise zeigt jedoch auch die Langzeitbehandlung mit
Zielgerichteten Therapien, deren priméarer Wirkungsmechanismus die hochspezifische
Blockade von Signalwegmolekilen ist und im Prinzip nicht mutagen sind, eine Erh6hung der
Mutationsfrequenz. Diese Ergebnisse bestétigen die These, dass genetische Anderung nicht
nur in der Krebsentwicklung (Loeb, 2001), sondern auch in der Resistenzbildung gegen
Therapeutika eine wichtige Rolle spielt (Turner & Reis-Filho, 2012).

Um den Mechanismus der Erhéhung der Mutationsfrequenz zu untersuchen wurde als im
Rahmen dieser Arbeit die RNA Expression von UD-SCC-5 Zellen welche Uber 24 und 168
Stunden mit Afatinib und Cisplatin und die entsprechenden resistenten Klone mithilfe eines
Microarrays untersucht. Die Interpretation der 19006 individuell hoch- oder
herunterregulierten Gene gestaltete sich als herausfordernd. Einen guten Uberblick konnte
mit der Gene Ontology Analyse gewonnen werden. Hier zeigte sich nach 168 Stunden in
Afatinib und Cisplatin behandelten Zellen ein negativer enrichment Score in der DNA
Replikation (Abbildung 30). Polymerase &1 und &3 waren ebenso in beiden Behandlungen
herunterreguliert. Wie in der Einleitung beschrieben kann zwischen high fidelity Polymerasen
mit geringer Fehlerrate und low Fidelity Polymerasen unterschieden werden. Polymerase &
gehort zu den high fidelity Polymerasen (McCulloch & Kunkel, 2008). Herunterregulation
dieser wie ebenso von Hara und Kollegen bei Gabe des Androgenantagonisten Bicalutamid
im Prostatakarzinom beschrieben koénnte zur Erhéhung der Mutationsfrequenz beitragen
(Hara et al., 2005). Tumini et al. fanden eine erhdhte Zahl an DNA Strangbriichen und
chromosomalen Veranderungen als Zeichen erhohter genetischer Instabilitdt in Zellen mit
herunterregulierten D1 und D3 Einheiten der Polymerase & (Tumini, Barroso, Calero, &

Aguilera, 2016). Weiterhin beschreiben Czochor und Kollegen eine Erh6hung der
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genetischen Instabilitdt durch Herunterregulation von Polymerase & bei Stimulation mit der
mMiRNA miR-155 (Czochor, Sulkowski, & Glazer, 2016).

Um positiv regulierte Mechanismen zu finden, die die Mutationsfrequenz beeinflussen wurde
als néachstes eine Literaturrecherche durchgefiihrt und 20 an verschiedenen DNA
Reparaturmechanismen beteiligte Gene identifiziert. In gPCR in mit Afatinib oder Cisplatin
168 Stunden behandelten UD-SCC-5 Zellen zeigten Polymerase 1, APOBEC3B und XPC
signifikant hochreguliert (Abbildung 31). In der zeitlichen Dynamik zeigte sich APOBEC3B
und Polymerase 1 bereits nach 24 Stunden ansteigend in der mRNA Expression (Abbildung
32). In den Western-Blots bestéatigte sich eine Hochregulation von Polymerase 1 und
APOBEC3B (Abbildung 36). Ebenso konnte durch den ERK 1/2 Inhibitor U0126 die
Proteinexpression von Polymerase 1 und APOBEC3B blockiert werden. Nun wurde die
Wirkung einer Herunterregulation von APOBEC auf die Mutationsfrequenz untersucht. Zur
Messung dieser wurde der HPRT Assay als vermeintlich einfacher zu implementierende
Methode anstatt des RMC Assays verwendet. Die Mutationsfrequenz konnte signifikant
durch Kostimulation mit U0126 bei Afatinib und Cisplatin Gabe gesenkt werden (Abbildung
37). Zusammenfassend deutet dies auf eine ERK 1/2 abhangige Regulation der
Mutationsfrequenz tGber APOBEC3B und Polymerase 1 in Cisplatin und Afatinib stimulierten

Kopf-Hals-Tumorzellen hin.

Als einer der Mechanismen der Mutationsfrequenzerhdhung wurde in dieser Arbeit somit
Polymerase 1 identifiziert. Wie in der Einleitung unter 2.2.1. beschrieben gehoért Polymerase |
neben Polymerase ¢, n und k in die Y-Familie zu den ,low fidelity“ Polymerasen, also hdher
fehlertoleranten Polymerasen als die high fidelity Polymerasen q, d, €. Die Y-Familie spielt
eine wichtige Rolle in der Translasionssysthese (McCulloch & Kunkel, 2008). Defekte in der
Translasionssynthese konnen zur Karzinogenese beitragen. So fanden Lin und Kollegen
eine erhohte Rate an UV induzierbaren Hauttumoren bei Polymerase n defizienten Mausen
(Lin et al., 2006). Wojtaszek et al. berichten, dass durch Inhibition der Rekrutierung von
Polymerase C die Effizienz von Cisplatin in humanen Tumorzelllinien gesteigert werden kann
(Wojtaszek et al., 2019).

Als weiterer Mechanismus der Mutationsfrequenzerhéhung wurde in dieser Arbeit
APOBECS3B identifiziert. Wie im Abschnitt 2.2.2 beschrieben spielt die Familie der APOBEC
Enzyme eine bedeutende Rolle im Rahmen der Resistenzbildung bei HIV Infektion. So sind
diese Enzyme an der Mutagenese von HIV Vironen beteiligt was einerseits der Abwehr dient,
andererseits kann dies aber auch zum Auftreten therapieresistenter Varianten beitragen

(Venkatesan et al., 2018). Die APOBEC Enzymfamilie gewinnt zunehmendes Interesse in
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der Krebsforschung. Petljak und Kollegen fanden episodische Ausbriche der mit APOBEC
assoziierten Mutationssignatur in 1001 Krebszelllinien und 577 Patientenproben (Petljak et
al., 2019). Roper et al. berichten tber eine Korrelation von Tumorheterogenitat und APOBEC
assoziierter Mutationslast in post mortem Proben thorakaler Tumoren (Roper et al., 2019).
Uberexpression von APOBEC3B in humanen Zellen kann zu einer erhéhten Mutationslast
fuhren (Akre et al., 2016). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit fand Faltas
und Kollegen eine erhthte Zahl APOBEC assoziierter Mutationen bei Patienten mit
Urothelkarzinom nach Chemotherapie (Faltas et al., 2016).

Wahrend es viele Publikationen zur funktionellen Rolle von APOBEC in HIV- und
Krebsforschung gibt, ist immer noch wenig tber die Regulation dieser Enzymfamilie bekannt
(Covino, Gauzzi, & Fantuzzi, 2018). Im Rahmen dieser Arbeit wurde MEK 1/2 als
Regulationsmechanismus fir APOBEC3B in Kopf-Hals Tumorzellen postuliert. In der
Literatur finden sich mogliche Wege uber NF-kB und MYBL2. Maruyama und Kollegen
beschreiben einen Aktivierungspfad von APOBEC3B lber NF-kB (Maruyama et al., 2016).
Chou et al konnten zeigen, dass EGFR Blockade mit Afatinib die Expression von MYBL2 und
APOBEC3B senkt (Chou et al., 2017). Die Autoren spekulieren Uber eine mobgliche
Suppression der Mutationsfrequenz durch EGFR Blockade. Die Daten im Rahmen dieser
Arbeit zeigen, dass erst durch Kostimulation mit dem MEK Inhibitor U0126 mit Afatinib die

Mutationsfrequenz im Kopf-Hals Tumorzellen signifikant sinkt.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Kopf-Hals-Tumorzellen durch Langzeitbehandlung mit
aufsteigenden Dosen von funf Chemo- und zielgerichteten Therapien generiert werden. Die
Dosen der Pfadweginhibitoren Afatinib, MK220-6 und BEZ-235 konnten dabei wesentlich
hoher gesteigert werden als die DNA schadigende Substanzen Cisplatin und Olaparib. Es
zeigte sich Kreuzresistenz der Pfadweginhibitoren bei gleichzeitiger Sensibilitdit auf DNA
schadigende Substanzen. Cisplatin und Olaparib resistente Zellen zeigten Multiresistenz.
Ebenso waren Cisplatin langzeitbehandelte Klone resistent gegen a-Strahler. Afatinib
resistente Klone waren gegeniber a-Strahler sensibel. Stammzellmarker waren in
resistenten Klonen erhoht, jedoch konnte kein einzelner gemeinsam hochregulierter Marker
identifiziert werden. Die Mutationsfrequenz war in allen untersuchten resistenten Klonen um
durchschnittlich um etwa das 8x nach 6 Monaten erhoht. Die Mutationsfrequenz war bei
Afatinib und Cisplatin Stimulation Uber sieben Tage ebenso bereits erhoht. Als mdglicher
Mechanismus konnte eine ERK 1/2 abhangige Hochregulation von Polymerase 1 und

APOBECS3B identifiziert werden.
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Ob eine Kostimulation des ERK 1/2 Inhibitors U0126 préklinisch und klinisch die
Mutationsfrequenz und somit Resistenzentwicklung senken kann und damit letztendlich die
Prognose von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren verbessern kann missen zukilnftige
Forschungen zeigen.
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Abstract: Despite remarkabie successes with targeted therapies in the treatment of cancer, resistance can ooour
which limits the clinical outcome. In this study, we generated and charscteriZed resistant cell clones derved from
two different head and peck Squamous cell cansnoma (HNSCC) cell Enes (Cal27, UD-SCC-S) by long-term eXposure
o five tergeted- and chemotherapeutics (afatinib, MKZ206, BEZ235, olaparid and cispiating. The resistant tumar
cell clones showed an increased ERKL,/ 2 expression and an aftered expression of the stem-cell markers CD44,
ALDHL, Octd, Sox2, Nanog and Bmil. None of the single markers alone was predictive for resistance to all five
targeted- and chemotherapeutics. Furthermore, long-term exposure of tumor cells to these five drugs resutted in
an eightfold increase in the mastational rate compared to urtreated cells. Imterestingly, targeted- and chemotherspy
resistant cell clones remained sensitive to imadiation. Lastly, clones that were resistant to efatinib, ME2208 or
BEZZ235 showed crossfesistance to further trestment with therapeutics that effect the same sighaling pathiwey,
bt remained Sensitive to those affecting diferent pathways such as cisplatin and olaparit. In contrast, cell clones
which were once resistant to cisplatin or olaparib were found to be multidnug-resistant. These data might intcate
that patients with HNSCC benefit more by a first ne targeted therapy follvwed by cisplatin as a second line therspy.

Heywords: HNSCC, resistant cells, hypermutstion

Introduction receptors. The Epidermal Growth Factor Re-
ceptor (EGFR) is overexpressed in 90% of
Squemous cell carcinomas constitute to S0% HNSCC and thus represents an important
of all head and neck cancers (HNSCC)L HNSCC target.
is the sixth most common neoplasia worldwide,
showing rising incidence rates [1]. Mortality Cetuximab received its FDA approval for the
due to this cancer remains kargely unimproved therapy of HNSCC in 2006. The human-murine
despite ongoing adwancernents in turmor sur- chimeric immunoglobulin cetuximab competi-
gery, radiotherapy, and chemotherapy. The tively targeting the EGFR prevents receptor acti-
Syear survival rete of advanced HNSCC is vation by endogemous ligands and resuits in
below 50% [2]. The prognosis of HNSCC is EGFR downregulation by internalization of the
worsened by a poor loco-regional disease con- receptor/antibody complex [6]. Tyrosine-kinase
trol and significant morbidity [3]. In cases of imhibitors fike erlotinib or gefitinib influence
advanced unresectable and metastatic cancer downstrearn signaling processes. They were
multi-agent chemotherapy or biological thers- usad in locally advanced or metaststic NSCLE
pies are presently investigated [4, 5]. These pancreatic carcinomas and were studied in
include drugs targeting growth factors and their HNSCL.
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NSCLE patients harboring the activating muts-
tion in the EGFR kinase domain respond well
to small tyrosine-kinase inhibitors like erlotinib
or gefitinib. However, after an initial clinical
response, 50% of all tumors develop the EGFR
TT20M mutation [7] which alters the binding
pocket of the receptor and thus prevents bind-
ing of the inhibitor [B]. The knowledge of the
molecular mechanisms of drug resistance is
important for the selection of the patients for
further therapy. it was shown, that tyrosine-
kinase inhibitors of the third generstion like
AFDI2E or rociletinib are targets for tumors
with the EGFR mutation T790M [9, 10].

Different resistance mechanisms such as cell
cycle alterations, mutations, activation of alter-
nate signaling pathways have been elucidated
[11]. Cancer stem cells which have been identi-
fied in many tumor entities have also been
associated with drug resistance [12, 13]
Various cell surface markers such as G044 and
ALDHL hawe been associsted with a stem cell
phenotype in HNSCC [14, 15]. Sox2, Octd,
MNanog and Bmil are transcription factors that
play pivotal roles in maintaining the pluripoten-
cy of embryonic stemn cells [16, 17] and are also
found in tamors [18-20].

In the presented study, we generated resistant
tunor cell clones derived from two different
HMNSCC cell limes by a long-tenm incubation to
five targeted- and chematherapeutics (afatinib,
MK2206, BEZ235, olaparib and cisplatin). The
turnor cell clones were screened for alterstions
in the EGFR signaling pathway, for the expres-
sion of stem-cell markers and for upcoming
mutation rates. In addition, therapeutic strate-
gies to overcome resistancy were imvestigated.

Methods
Selection of inhibitors

We conducted & systernatic literature research
to identify the most promising targets and
inhibitors for HNSCC which had been clinically
successful in other solid tumors. Most of our
targets were in the EGFR pathway which plays a
pivotal role in HNSCC development amd pro-
gression [21]. In order to generste resistant
cells, we selected the EGFR tyrosine-kinase
inhibitor afatinib (Sellechchemn, Houston, United
States of America), the AKT inhibitor ME2206
{Adooq, Irvine, United States of America), the
dual mTOR/PI3K inhibitor BEZ235 (Adooq), the
PARFP imhibitor olaparib [Selleckchem) and cis-
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platin (Teva, Ulm, Genmany), the standard che-
motherapy in HNSCC. By PARP inhibition, olape-
ribr is able to enhance pre-existing DNA repair
defects leading to the accumulation of unre-
paired DMA double stramd breaks [22].
Therapeutics can thus be divided irmto two
classes: EGFR pathway inhibitors such as afa-
tinib, MK2206 and BEZ235, and DNA-damaging
therapeutics such as olaparib and cisplatin.

Cell cultwre and reagents

The Cal?T cell line was obtained from DSMZ
(Brawnschweig, Germany), UD-5CC-5 cells were
obtained from the University of Disseldorf
(Clinic  for Otolarymgology, Dasseldorf, Ger
many). The cells were cultured in Dulbecco's
modified Eagle medium (DMEM) (Invitrogen,
Darmstadt, Germany) containing 10% fetal calf
serumn (FBS) (Biochrom, Berlin, Germany), 2
mM ghutamine (Biochrom), 100 pg/ml strepto-
mycin (Bicchrom), and 100 Ufml penicillin
(Biochrom), maintained at 37°C in an atmo-
sphere of 5% 0D, and grown to TO-90%
confluence.

IC,, getermination

For IC,, determination cells were treated with
increasing concentrations of the five targeted-
and chemotherapeutics. Cell swrvivel was
assessed by applying the crystal-violet assay.
The cells were seeded in a 6-well plate (5 = 107
cells/well). After 1 d, the cells were treated with
the drug and them cultured for 10 days. Ten
days after treatment, the culture medium was
aspirated and 500 pl of 4% formaldehyde/1 «
PBS were added to each well for 30 minutes.
After washing with 0.1% Triton-X-100/1 » PES
and H,0, crystal violet (0.04%) was asdded to
the fixed cells and sllowed to act for 30 min-
utes. Finally, 505 [1%) was added and the opti-
cal density was measured at 590 nim using an
ELISA reader 1 h later. The I, was calculated
by nonlinear regression of three independent
experiments by using GraphPad Prism 6.0 soft-
ware (Graph Pad Software Inc., La Jolla, United
States of America).

Development of resistant calls

To establish resistant HNSCC cells we started
treating the two cell lines with the IC, concen-
tration of each targeted- and chemotherapeu-
tic (IC,,, for Cal2T/UD-SCC-5: afatinib 3.45/2 24
nM, MK2206: 0.21/0.18 pM, BEZ235 9.21/
545 nM, cisplatin: 100/196 uM, clapsrib
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B.96/7.06 pM). We increased the dose step-
wise for 6 months, and finished by decreasing
the conmcentration slightly to regsin normally
profiferating cells for the following experiments.
We did not perform single-cell cloning, as we
think the generated potentially heterogeneous
cells are & more realistic clinical model. Tumors
in patients have been demonstrated to be het-

erogeneous as well
Western biot

The expression of key proteins of the EGFR
receptor pathways and stem-cell markers was
assessed by western blotting. For that purpose
cells were seeded in B-well-plates (2.5 = 10°
per culture dish). After treatment cells were
lysed in an appropriate buffer (20 mM Tris,/HCl,
pH 7.5, 150 mM MaCl, 1 mM MNa EDTA, 1 mM
EGTA, 1 % Triton-¥-100, 2.5 mM sodium pyro-
phosphate, 1 mM p-glycerophosphate, 1 mM
Ne VO, 1 pg/ml leupeptin,k 1 mM PMSF).
Lysates were centrifuged at 10.000 rpm for 15
minutes at 4°C to precipitate insoluble mem-
brane particles. Protein concentrations of the
lysates were quantified by using the Bradford
assay to ensure equal amounts of protein load-
ed per lane in SDS-PAGE The proteins were
then transferred to & PVDF membrane
(imrmobilon-F, Millipore, Germany). Before incu-
bation with primary aentibodies, membranes
were blocked with 5% non-fat dry milk in Tris-
buffered saline containing 0.1% Tween 20
(TTBS) for 1 h at room temperature. After 12
hours of incubsation on a shaker at 4°C, the sec-
ondary anti-lgh antibodies labelled with perox-
dase were added in 5% non-fat dry milk in
TTES. Bands were detected by means of chemi-
lurminescence using the ECL Detection System
with the Imager SRX-101° (Konica Minolta,
Langenhagen, Germany). Primary antibodies
against the following antigens were used (dilu-
tion): p-EGFR Tyr1068 (1-2500), p-Akt SerT3
(L1000, p-ERK 1/2 Thr202/Tyr 204 (1-1000),
ALDH1 (1-1000), Octd4  (1-1000), Manog
(L2000), Sox2 (1:2000), Bmil (1-1000),
Tubulin (1-5000). Antibodies were obtained
from Cell Signaling Technology [Danvers MA,
LI5A), US Biological (Marblehead MA, USA).

X-ray irradiation kinetics

For determining the kinetics of cell death after
¥eray exposure, cells were seeded in G-well
plates at a density of 5 = 107 cells/well. The
irradiation of cells was performed by using an
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Xray generator (Guimay CP-2225; maximum
dose rate 3 Gy/min) at the Departrnent of
Radictherapy (Technische Universitst Minchen,
Germany). The cells were iradiated at room
termperature (70 kV, 10 mA) with X-ray doses
ranging between 0.5 and 10 Gy 24 h after
seeding. Control cells were trested accordingly,
however, without iradiation. Cell survival was
assessed by crystalvioklet assay as described
above.

Random mutation capiure assay

We followed the rendom mutation capture
assay protocol of Wright et al. [23] with slight
varigtions described below. In order to calou-
late the DNA copy number per well gPCR was
performed using a 10-fold dilution series and
the control primer (forward 5-CACTGACAACCA-
CCCTTAACC-3, reverse 5-TCAGCATCTTATCOG-
AGTGGEA-3L A reaction volume of 25 pl was
used: 125 pl SYBR Green Master mix [Peglab
Erlangen, Germany), 7.25 pl double deionized,
UN-irradisted wster (Cayman Chemical, Anm
Arbior, United States of America), 0.25 pl 20 pM
Primer (MWG Bictech, Ebersherg, Germany), 5
pl DMA. PCR was performed in 96-well format
(#titude Frame Star, Wotton, Surrey, United
Kingdom) with a C1000 thermal cycler (Biorad,
Munich, Germany) machine. The following gPCR
protocol was wused: 1. 95.0°C for 10:00; 2.
95.0°C for 0:30; 3. B5.0°C for 0:30; 4. T4.0°C
for 010 + plate read: 5. GOTD 2 for 57 more
times; 6. melt Curve 65.0°C to 95.0°C, incre-
ment 0.5°C for 0:05 + plate read.

Then Tag™ digestion was performed as
described by Wright et al. [23]. The reaction
was incubated in an Eppendorf themmomixer
(Eppendorf, Hamburg, Gemmary) for 3 hours,
while shaking the reaction mixture at 750 rpm
for & total of nine times. Before the third, fifth
and seventh addition of Tag®, precipitated BS5A
was removed by transferring the sample o a
new tube and B pl fresh BSA were added. We
did not perform the Microcon YM-50 buffer
exchange described by Wright, as we experi-
enced a heavy DNA loss when using these con-
centrator tubes [23]

After that, we tested for Tag®l (New England
Biclabs, |pswich, United Hingdom] digestion
efficiency using the mutation-specific primer
{forwerd 5-CAAGCAGGGGAGGCCTTTT-Z), reve-

Arn ) Cancer Res 2016;5(9):1963-1975
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Figure 1. Development on the time axis of the resistant tumar cell cones. Starting with the two cell Eres Cat2?
and UD-SCC-S and the IC,, dose of the three EGFR signaling inhibitors afatinib, MKZ206 and BEZ235 and the two
DMA-damaging substances cspletin and claparib, 8 totel of 10 resistant cell lines were generated by increasing the
d0se of & SiRgle CUTE IEpwise over 24 weeks. Each dot represents & cell passages. Cells resistant to EGFR-pathway
inhibitors could be dose-escalsted far higher (2.4 CaloT efatinitc 200 1 IC,, vs. Cal27 cispiatin: 0x).

rse STCLTGECTAACGETEAAACC-2') and cho-
se a dilution for sereening of mutants [23]. The
master mix and the qPCR protocol described
above were applied.

Then qPCR plate was performed to screen for
mutants. Primer-specific products which had
been positive as confirmed by melt curves were
then analyzed by mesns of post-PCR restriction
and gel electrophoresis to differentiate bet-
ween the wildtype and the mutant PCR prod-
uct 5 pl of PCR product were digested with
025 yl Tagfl, 0.2 pl CutSmart (New Englend
Biolabs) and 155 pl double-deionized water
231

Next, the number of DNA copies per well was
determined by standard curve and mutation
frequency was calculated [23].
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All experiments were performed three times
independently.

A total of 777 mutations were detected by gel
electrophoresis. A random sample was chosen
and 100 mutations were sent to sequencing
with the mutation-specific primer.

Proliferation assay

Cell proliferation was assessed by a crystal vio-
let assay. The binding of crystal violet to cellular
DMA was used to assess cell proliferation by
means of ELISA as described previously [24]
Brigfly, & = 107 cells/well were seeded in six-
well plates 24 h before treatrment. On the next
day, cells were incubated with the I, dose of
each drug. Ten days after treatiment, culiure
mediurmn was aspirated and 500 pl of 4% form-

Am J Cancer Res 2016;6(9):1963-1975
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aldehyde were added to each well for 30 min-
utes. After washing with 0.1% Triton-X-100/PES
and H_0, crystal vislet (0.04%) was added to
the fined cells and allowed to act for 30 min-
utes. Finally, SOS (1%) was added and the opti-
cal density was measured at 590 nm, using an
ELISA reader 1 h later.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed by using
GraphPed Prism 6.0 software (Graph Pad
Software Inc). Assuming & symmetry comela-
tion structure for all experiments, all hypothe-
ses were tested with the One-way ANOVA test
The means of treated cells and untrested con-
trols were compared by applying Student's
ttest. The level of statistical significance was
set at p < 005,

Results.

Establishment of drug-resistant HNSCG cell
lines

According to a protocol described by Kim et al.,
a resistant tumor cell clone which displays the
typical TT90M mutation could be established
after exposure of the NSCLC cell line PCD with
escalating doses of afatinib [25]. In the present
study we chose a similar approach and gener-
ated HNSCC cell lines which are resistant to
five targeted- and chemotherapeutics.

After increasing the drug doses stepwise for 6
months we observed that resistant cell clones
could be divided in two groups: Clones resis-
tant to EGFR pathway inhibitors could be dose
escalated much more than clones resistant to
DMA-damaging therapeutics. The final concen-
tration of Cal27 clones resistant to the pathway
inhibitors was at 800 = IC,, 47 = IC__ and 50 =
I, for afetinib, MK2206, and BEZ235, respec-
tively, whereas the final concentration to DINA-
damaging cisplatin was 9 = IC,, and to olaparib
4 x IC,.. Similar results were obtained with the
c=ll line UD-5CC-5: afatinib 800 « IC,., MK2206
50 = IC,, BEZ235 16 = IC, cisplatin and
olaparib only 1 = IC,_. The development of the
resistant clones of both cell lines is shown in
Figure 14 18

Switch to ERH1,/2 pathway in resistant cells

Mext we assessed changes in the EGFR signal-
ing pathway by applying a western-blot analysis
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to the expression of p-EGFR TyrlDEE, p-AKT
SerdT3 and p-ERKL/2 Thr202,/Tyr204 (Figure
24, 28). In untreated UD-S0C-5 cells p-EGFR
was phosphorylated at tyrosine 1068, whereas
we did not detect any phosphorylation of
p-ERK1/2 or p-AKT. In all five drug-resistant
UD-SCC-5 cell lines p-EGFR phosphorylation
at tyrosine 1068 was lost, whereas ERKL1/2
and AKT phosphorgdation newly occurred. In
untreated Cal27 cells we detected & basal
phosphorylation of p-EGFR Tyr1068, p-ERK1,/2
Thr202/Tyr204 and p-AKT Serd73. In treated
Cal27 cells, ERK1,/2 phosphorylation increased
generally, whereas there was an inhomoge-
necus pattern in AKT and EGFR phosphoryla-
tion (Figure 2A, 2B). These results indicate an
activation of the ERKAL/2 in UD-SCC-5-resistant
cells and, less pronownced, in resistant Cal27
cell lines.

Heterogeneous alterations in stem call marker
EXpression

To explore common patterns of stem-cell popu-
lations after pathway inhibition or targeted- or
chemotherapy, we determined the expression
of the stemn-cell markers CD44, ALDHL, Owotd,
Som2, Manog and Brail in untrested and resis-
tant clones. Untrested Cal27 and UD-SCC-5
cells expressed all of the sbovementioned
stemn-cell markers, with the exception of CD44
in wild-type UD-SCC-S and ALDHL in wild-type
Cal27. UD-SCC-5 clones resistant to the path-
way inhibitors expressed (D44 except for
ALDH1, whereas UD-S0C-5 clones resistant to
DMA-damaging substances expressed ALDHL,
with the exception of CD44 (Figure 3A, 38).
Brmil wes downregulsted im all resistant
UD-SCC-5 cells. These patterms were not
observed in resistant Cal27 cells. We detected
heterogeneous alterations in the expression of
Octd, Nanog and Sox2. Mo clear pattern of
change in the expression of these markers was
observed in the two cell lines when they were
treated with the same inhibitor (Figure 3A, 38).
In conclusion, stem-cell makers had already
been expressed differently in the untreated cell
limes, and no single marker could be attributed
to the resistance to a specific drug.

Hypermutation of the cancercell genome in
drug-resistant cells

Genetic change can be a powerful mechanism
of scquiring resistance. To test this hypothesis,

Arn ) Cancer Res 2016;5(9):1963-1975
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to untrested celis. Mo clear patter of Sighaling alternations in EGFR, pEGFR Tyr1088 and p-AKT

Serd73 could be identified. Untrested UD-SCC-S calls however showed a much weaker phosphongtation of Thr202/
Tyr204 at ERK1,/2 while all resistant cell Enes show a Sharp rise in phosphorylation. Cal27 resistant cell lines show
an overall incresse in ERKL/2 phosphorylation, aitholgh this effect is less pronounced than in UD-SCC-5 due to
bazal level of phosphorylation in Untreated cells. Together these ARdings indicste & switch to ERKL/2 during the

development of the resistances.

we determined the point-mutation frequency by
applying the random mutation capture assay
23]

Untrested cancer cells were co-cultivated aver
the pericd of & months. Untreated Cal27 and
UD-SCC-5 cells had a mutation frequency of
T00 = 10" and 1.57 = 107, respectively (Figure
4). The average mutation frequency of all resis-
tant Cal27 clones was at 578 = 107 and thus
8.3 times higher than in the untrested control
{p < 0.001). The median mutsation frequency of
resistant UD-SCC-5 cells was at 132 = 10%
and thus 7.8 times higher compared to the con-
trol (p=0.007). The mutation frequency can be
transformed into the number of gained muts-
tions in coding regions by assuming 3.3 = 10°
bases per genome of which only 1 % are coding.
Untrested Cal27 cells gained 2.3 mutations in
coding regions, while untreated UD-SCC-5 cells
gained 5.2 Resistant Cal27 clones accurnulat-
ed on average 19.0 mutations, whereas resis-
tant UD-S0C-5 clones sccumulated 40,3 muts-
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tions. Mutation frequency increases of the vari-
ous drugs ranged from 4.4-14.8 « in resistant
clones (Figure 4). As expected, the mutation
frequency incremnmented most in cells treated
with DMA-damaging substances (cisplatin and
olaparib). Imterestingly, after treatrnent with the
pathway inhibitors (sfatinib, MK2206 and
BEZZ35), the mutation frequency increased as
well (Figure 4). In conclusion, long-tenm target-
ed- and chemotherapeutical treatment leads to
a hypermutation of the cancer-cell genome.

Drug-resistant cells are sensitive to imadiation

To assess the response to radiation therapy we
conducted ¥-ray kinetics with wild-type and
resistant cells. As shown in Figure 5, with the
exception of Cal27 cells which had been treat-
ed with cisplatin and olaparib, changes were
rather minimal. The resistant cells are thus as
sensitive to irmadiation as their untreated wild-
type counterparts, indicating that different
mechanisms are mediating chemo- and radio-
resistance.

Am J Cancer Res 2016;6(9):1963-1975
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Figare 3. The western biot and the comcordant reletive quantication showing changes in the siem-cell marker
expressaon of COdd, ALDH], Octd| Soa2, Manog and Bmil in urirested and resistant cones. With the exceplion of
COd4 in UD-GCC-5 and ALDHL in Cal27_ all stem-cell markers hed already been expressed in the untreated cells.
‘Whille there are similarities, for example, & downregulation of BMIL in all resistant UD-30C-5 cells, overall altema-
tion in stem-cell marker expression was heterogeneous and no Single marker could be gtiributed to the resistence

1 all therapeutics.

Cells resistant to pathway inhibitors show
“cross-resistance”, whereas DNA-damaging
substances show “multidrug resistance”

To characterize the change in sensitivity of cell
lines resistant to various other forms of target-
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ed- and chemotherapy, we treated each resis-
tant cell fine with & single IC,, dose of one of
the five drugs. All cells lines resistant to EGFR
pathway inhibitors showed a cross-resistance
with respect to the other EGFR pathway inhibi-
tors afatinib, MK2206 or BEZ235 and & strong

Am J Cancer Res 2016;6(9):1963-1975
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Figure 4. Table showing the point-mutstion frequency determined by application of the rantom mutation capture
&ssay. The overall increase in mutstion frequency compared to untreated, co-cultiveted cells is 8.3 in cell lines re-
sistant to Cal27, end 7.8 in those resistent to UD-SCC-5, indiceting the importence of point mutations in acquining
resistance to all therapeutes. The foid iNCTEESE in MUbation fEquUERCy Tanged from 4.4 in Cal27 cells resistant to
MHK2208t0 14,8 in cisplatin-resistant UD-BCC-5 clones, displaying comparability of increases of the mechanistically
per 5e nonmutational tyTosineHinese inhikitors and DNA-Crosslinking cytotosic cisplatin.

reduction in their proliferative capsacity when cancer [26], breast cancer [27] and melanoma
treated with cisplatin or olaparib. [2B]. While most authors chose one cell line
and only one treatment, in this study, we gener-
In contrast, cells resistant to DNA-damaging ated cells with an acquired resistance in two
therapeutics like cisplatin or olaparib showed HNSCC cell lines and five different drugs to
muftidrug resistance in UD-5CC-5 and Cal27 explore whether there is & common pattern of
cell ines (Figure GA, 6B). adaption to targeted- or chemotherapy . Our
resufts show that clones resistant to inhibitors
Discussion of the EGFR signaling pathwsy, such as afstinib,
MHK2206 and BEZ235, could be dose-escalat-
Survival in chemotherspeutic trestment in ed much more than clones resistant to the
asdvanced cancer disease is imited. While prop- DMA-damaging substances oleparib and cispla-
erly selected patients for targeted therapy tin. The highest dose escalation was seen in
respond  initially, resistances dewelop and receptor-targeting afatinib, wheress far lower
patients’ tumors relapse. Generation of resis- dose increases were possible in downstream
tant cell ines by chronic exposure and dose targeting MKZ206 and BEZ235. We think that
escalation has been widely used as a model to this is due to more alternative and downstream
study resistance mechanisms at the molecular pathways avaeilable for acquiring resistance to
level, for example, in lung cancer [25], colon therapy.
1970 Am ) Cancer Res 2016;5(9):-1963-1975
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chemoresistant cibnes.

Our western-blot analyses show that resistant
cancer cells switch towards the ERKL,/2 path-
way. This is in acccordance with previous find-
ings described in the literature. Rampias et al.
reported that oncogenic HRAS promoted the
activation of the ERK1,/2 pathway when medi-
ating cetuximab resistance in HNSCC [29]. In
ovarian cancer, Wang et al. showed that ERK2
promotes phosphorylation of mitogen-activat-
ed protein kinase phosphatase-1, leading to
increased cisplatin resistance [30]. Upregula-
tion of RAS has been described as a mechs-
nism of acquired resistance to B-RAF (VGDOE)
inhibition in melanoma [31]. Whether cisplatin
activates ERK signaling directly or through
induction of DNA damapge remains unclear [32].
Also further research = needed to clarify
whether a switch to the RAS/RAFERK pathway
glone is sufficient for scquiring resistance to
targeted- or chemotherapy.

The cancer stem-cell hypothesis has been used
to explain various properties of cencer cells
including drug resistamce [33-35]. Cancer
stem-cell enrichment was reported after treat-
ment with gemecitabine in pancreatic cancer
[36], with cyclophosphamide in colon cancer

1971

[3T], erd with irradiation in gioma [38]. We
explored the changes in expression of the well
described stem-cell markers CD44, ALDHL,
Octd, Sox2 Namog and Bmil [14-17]. A0
untreated cancer cells expressed Octd, Sox2,
Manog and Brail, only Cal2T expressed CD44
and UD-SCC-5 ALDHL While we found alters-
tions in expression of stem-cell markers in
resistant clones, they were heterogeneous and
no clear patterm of enrchment or depletion
could be identified. This is in concordance with
findings of Liu et al, who reported a distinctive
rather than a common pattern of CO44, CD24
and ALDH1 expression in two breast cancer cell
lines treated with doxorubicin, docetaxel and
radigtion [39].

Genetic change is an important mechanism in
acquiring resistance [30]. Our data supports
this hypothesis. Untreated Cal27 cells accumu-
lated sbowt 2.3 point mutstions in coding
regions, and untreated UD-SCC-5 accurnulated
5 mutations ower the six month period. All resis-
tant clones acgquired sdditional point mutstions
compared with untreated cancer cells. On aver-
age, a single resistamt Cal2T cell acquired
arcund 19 mutations in coding regions, where-

Arn ) Cancer Res 2016;5(9):1963-1975
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Fighare 6. Recuction of profifierstion in resistant cells trested with a single IC,,
dose of the three EGFR signaling inhibitors: afatinib, ME2206 and BEZ235
and the two DNA-dGameging substances cisplatin and olaparib. ‘While clones
resistant to EGFR signaling inhibitors were crossresistant relstive to the
ather BEGFR pathvvay inhibitors, they were still sensitive to the DNA-damaging
substances. In contrast, cells resistant to the DNA-dameaging substances
only showed & minimal response after treatment with all substances, thus

indicating mumtidrigresistance.

as a resistant UD-SCC-5 cell acquired about 40
mutations. The number of mutations scquired
was about eight times higher in resistant cells
thamn in untreated cells. In accordance with our
findings, Jia et al. found newly acquired single
nucleotide variants by next generation sequenc-
ing of an erotinib-resistant NSCLC cell line in
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comparison with the parental
line 18-94 [41].

In addition, we showed that
the response of the targeted-
and chemoresistant cell lines
to imadiation remains mostly
unchanged. These data might
imiply that mechanisms of tar-
geted- and chemo- and radio-
resistance are independent
from each other and thus
irradiation might provide an
option to treat targeted- and
chemoresistant  tumors  in
the clinical setting. There is
no final consent in the litera-
ture on chemo- and radic-
cross-sensitivity or -resistan-
ce. Pauwels et al. described a
cisplatin-treated bladder-cell
line which showed cross-re-
sistance to chemo- and radio-
therapy [42]. On the other
hand, Gigante et al. described
a cisplatin-resistant and mul-
tidrug-resistant colon-cancer
cell line, which is radiosensi-
tive [43], and Shi et al. report-
ed that the radioresistant
lung-adenocarcinomsa cell line
A543 is still sensitive to five
chemotherapeutic drugs [44].

mekserl | Tl

Furthermaore, we showed that
clones resistant to one ter-
geted therapy are less sensi-
tive to the further application
of a differently targeted thera-
py imvolving the same path-
way. Interestingly, the “cross-
resistant” cancer cells were
still sensitive to trestment
with cisplatin or olaparib,
whereas cell clones resistant
to DNA-damaging substances
tend to be “multidrug-resis-
tant”. This indicates that there are specific
mechanisms of resistance to the pathway
inhibitors like mutations or use of alternative
pathways, whereas unspecific mechanizm exist
in DMA-targeting pathways. This is in agree-
ment with previous findings of mutations affect-
ing the binding site of targets [45] or an activa-

Am J Cancer Res 2016;6(9):1963-1975
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tion of alternative pathways after treatmernt
with targeted therapies [46]. In contrast, drug
efflux [47] or reduced cellular uptake have
been supggested as resistance mechanisms
effective in conventional chemotherapy [48].

To prevent multidrug resistance in cancers in
first-line treatment we hypothesize that it would
be more useful to treat patients with a combi-
nation of targeted therapies first and then start
a second-line trestment with DNA-damaging
subrstances.
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