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1 Grundlagen

1 EINLEITUNG
1.1 Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich

1.1.1 Epidemiologie, Atiologie und Prognose

Datenerhebungen der Gesellschaft flr epidemiologische Krebsregister in Deutschland
(GEKID) zufolge zahlen Kopf-Hals-Tumore mit Fallzahlen von jahrlich knapp 13.500
Neuerkrankungen in Deutschland zu den sechs haufigsten Tumorerkrankungen unserer
Zeit. Weltweit zeigen epidemiologische Daten eine etwa dreifach héhere Pravalenz bei
Mannern im Vergleich zu Frauen (Quelle: GEKID). Studien belegen, dass die hdhere
Exposition gegenuber den Hauptrisikofaktoren Tabak und Alkohol sowie der haufigere
Umgang mit beruflichen Noxen verantwortlich gemacht werden kdnnen (Hashibe et al.,
2007). Seit einigen Jahren zeichnet sich in der westlichen Welt durch das zunehmende
Gesundheitsbewusstsein der Bevdlkerung und dem damit einhergehenden
verminderten Tabakkonsum ein Rlckgang der Tabak-assoziierten Neuerkrankungen
ab. Zeitgleich jedoch wurde die Infektion mit einem high-risk Papillomavirus (meist
HPV-16) in Verbindung mit einer steigenden Inzidenz von virusassoziierten Tumoren
des Mund-Rachen-Raumes als neuer Risikofaktor gewertet, der hdochstwahrscheinlich
aus dem Genitalbereich Ubertragen wird und dort auch fur die Entstehung des
Zervixkarzinoms verantwortlich gemacht wird (Gillison et al., 2000; Sturgis & Cinciripini,
2007).

Nach der geweblichen Herkunft des Tumors kann eine Untergliederung in Karzinome,
Sarkome, Melanome und Lymphome vorgenommen werden. Nach wie vor sind Uber
90% der Kopf-Hals-Tumore karzinomatdser Herkunft, entstammen folglich dem

Plattenepithel, dem Deckgewebe der Haut bzw. Schleimhaut.

Trotz des besseren Verstandnisses der Tumorpathogenese und ungeachtet zahlreicher
klinischer Studien zu neuen zielgerichteten Therapieansatzen haben sich bei stetig
steigender Pravalenz seit Beginn der biomolekularen Forschung keine bahnbrechenden
Erfolge im Uberleben der Patienten verzeichnen lassen. Die Erkrankten sind nach wie
vor schwierig zu behandeln und bendtigen ein gutes interdisziplindres Team. Studien
der ,American Cancer Society“ (ACS) und der ,Ontario Cancer Registry“ (OCR)

berichten von Stadien-unabhéngigen 5-Jahres-Uberlebensraten von etwa 61%, bei
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metastasierten Karzinomen von lediglich 32%. Durch den nachgewiesenen starken
prozentualen Anstieg der HPV-assoziierten Karzinome im Rachenbereich zeigt sich fur
diese Subgruppierung aufgrund eines besseren Therapieansprechens eine Steigerung
der 5-Jahres-Uberlebensraten von beispielsweise 53% (1975-1977) auf 63% (1999-
2005), wohingegen in anderen Untergruppen, wie beispielsweise den
Kehlkopfkarzinomen, keine verbesserten Uberlebensraten verzeichnet werden konnten
(D'Souza & Dempsey, 2011; Gupta, Kong, Peng, Miao, & Mackillop, 2009; Jemal, DVM,
Siegel, Xu, & Ward, 2010).

1.1.2 Therapieoptionen

Der haufig spate Zeitpunkt der Diagnosestellung in bereits fortgeschrittenem Stadium
und die daraus resultierende schlechte Prognose des Krankheitsverlaufes sowie die
relativ hohe Rate an Rezidiven und Zweittumoren lassen die Problematik der Kopf-Hals-
Tumore erahnen. Die Mehrzahl der Patienten erleiden lokale bzw. regionale Rezidive,
bei etwa 25 Prozent treten Fernmetastasen auf (Cooper et al.,, 2004). Fruhe
Tumorstadien, z.B. im Bereich des Kehlkopfes zeigen gute Uberlebensraten von ber
90%. Etwa 50% der Patienten hingegen werden in bereits lokal fortgeschrittenen
Tumorstadien mit einem 5-Jahres-Uberleben von 40-50% diagnostiziert (Jemal et al.,
2010). Patienten mit rezidiviertem und fernmetastasiertem Tumor kdnnen in seltenen
Fallen erneut operiert oder bestrahlt werden, erhalten in der Regel aber eine palliativ
basierte Chemo- und/oder Radiotherapie und haben in diesem Stadium ein mittleres

Uberleben von lediglich 6-8 Monaten (Forastiere et al., 2003).

Eine geeignete Therapiestrategie zu wahlen hat sich bis heute als schwierig
herausgestellt und muss individuell anhand anatomischer Lokalisation, Tumorprogress,
Operabilitat, Toxizitat der Therapeutika sowie Komorbiditat und Praferenz des
betroffenen Patienten angepasst werden. Weitere erschwerende Faktoren, die beachtet
werden mussen, sind Infektionen sowie eine lokale Schmerzsymptomatik und
Blutungen. Fur die lokal fortgeschrittenen Kopf-Hals-Tumore steht die primare
Operation mit oder ohne adjuvanter Therapie zur Verfugung. In fruhen, lokal begrenzten
Tumorstadien sind meist positive therapeutische Effekte auf Krankheitsprogress und
Uberlebensraten zu verzeichnen. Bei fortgeschrittenen Tumoren hingegen schranken
unter anderem die zytotoxischen Nebeneffekte von Medikamenten die

Therapiefortfuhrung ein. Diese fuhrten in den letzten Jahrzehnten trotz Fortschritte der
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OP-Technik und Bestrahlungsmethoden zu einem Therapielimit (Vermorken et al.,
2008).

Der EGF-Rezeptor, ein Membranrezeptor fur Wachstumssignale, ist in 80-90% der
plattenepithelialen  Kopf-Hals-Tumore  Uberexprimiert und mit  schlechteren
Uberlebensraten vergesellschaftet (Ang et al., 2002). Der Anti-EGFR-Antikérper
Cetuximab kann den Rezeptor erkennen, andocken, diesen blockieren und so die
Kommunikation Uber zellinterne Signalkaskaden unterbrechen. Die Erstzulassung des
monoklonalen Antikorpers Cetuximab fur die Kombination mit herkdmmlicher Radio-
bzw. Chemotherapie im Jahr 2006 erweckte gro3e Hoffnungen Toxizitat-Limits und
Therapieresistenzen zu Uberwinden und die Tumoren strahlensensitiver zu machen. Mit
Ansprechraten von lediglich 8-14% auf eine Monotherapie mit Cetuximab blieb der
erhoffte Erfolg zunachst aus (Vermorken, Herbst, Leon, Amellal, & Baselga, 2008). Die
Kombination mit einer Radiotherapie bei lokal fortgeschrittenen Tumoren fiuhrte jedoch
zu verbesserten 5-Jahres-Uberlebensraten von 45.6% versus 36.4% bei alleiniger
Strahlentherapie (Bonner et al., 2010). In zusatzlicher Kombination mit der gangigen
platinbasierten Chemotherapie und einer Bestrahlung bei metastasierten bzw.
rezidivierten Tumoren konnte das progressionsfreie Uberleben von 3.3 auf 5.6 Monate
verlangert werden (Vermorken et al., 2008). Bis heute ist Cetuximab nach Zulassung
durch die Europaischen Arzneimittelagentur (EMA) das einzige moderne, zielgerichtete
Therapeutikum, das in Kombination mit einer Strahlentherapie bei Iokal
fortgeschrittenen Tumoren oder als Kombinationsbehandlung mit einer Chemotherapie
bei rezidivierten und/oder metastasierten Tumoren der Kopf-Hals-Region angewandt
wird (Quelle: EMA). Offen bleibt, weshalb manche Tumore trotz starker und haufiger
Uberexpression des EGF-Rezeptors relativ schlecht auf den Antikdrper ansprechen.
Das Expressionslevel des Rezeptors, egal welcher Hohe, dient daher nicht als klinisch

nutzbarer pradiktiver Biomarker (Licitra et al., 2013).

Wir entschieden uns in der vorliegenden Untersuchung aufgrund der einfacheren
Handhabung und Verfugbarkeit den EGFR-Inhibitor Gefitinib zu verwenden. Gefitinib
(Handelsname Iressa™) blockiert die intrazellularen Tyrosinkinasen von verschiedenen
Rezeptoren, vornehmlich die der ErbB-Familie, zu denen auch der EGF-Rezeptor zahlt.
2009 wurde Gefitinib erstmals zur Erstlinientherapie von nichtkleinzelligen

Lungenkarzinomen mit aktivierender EGFR-Mutation zugelassen. Fir die Behandlung
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der Kopf-Hals-Tumoren befindet sich Gefitinib momentan in Phase-Ill der klinischen
Forschung. Bisher konnte lediglich ein Ansprechen der Tumore auf Gefitinib jedoch
ohne Therapievorteile gegenuber bisherigen Medikamenten nachgewiesen werden
(Stewart et al., 2009).

Monoklonale Antikorper

(z.B. Cetuximab) \ ™My

Liganden
¢ (2.B. EGF, TGF-alpha)

Extrazellulare Domane: Zellmembran

Ligandenbindung

Tyrosinkinaseinhibitor

(z.B. Gefitinib) Intrazellulare Domane:

katalytische Tyrosinkinase

~ -~
~ »
<— Blockierte Signalweiterleitung
i -~
- ~

Abb. 1.1 Wirkungsschemata der EGFR-Inhibitoren. In der Grafik ist ein EGFR-Rezeptor mit
seiner extrazelluldren Ligandenbindungs-Domane und seiner intrazellularen Tyrosinkinase-
Domane dargestellt. Es sollen die verschiedenen Angriffspunkte der monoklonalen Antikérper
und der Tyrosinkinaseinhibitoren verdeutlicht werden. Beide Inhibitoren blockieren im Endeffekt
die intrazelluldre Signalweiterleitung (modifiziert nach Kundu & Nestor, 2012).

1.2 Karzinogenese der Kopf-Hals-Tumoren

1.2.1 Grundlagen der molekularen Genetik

Die Entdeckung der DNA-Doppelhelices als Bestandteil der Chromosomen und
Grundbaustein des menschlichen Erbguts verhalf zu neuen Einblicken in die Struktur
von Genen und den daraus kodierten Proteinen einer jeden Zelle (Watson & Crick,
1953). Die vollstandige Entschlisselung des menschlichen Genoms im April 2003

(Humangenomprojekt 1990-2003) lieferte eine Flut an Daten, die in den kommenden
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Jahrzehnten analysiert und interpretiert werden soll. Fur Forscher aus aller Welt stehen
die entschlusselten Informationen Uber das menschliche Erbgut in einer Online-
Datenbank zur Verfigung (Quelle: NCBI). Hieraus entstehen moderne
Forschungsansatze, die Zellwachstum, Zellteilung, Zelldifferenzierung, zellulare

ZusammenschlUsse und insbesondere deren Regulationsmechanismen erklaren sollen.

Die Basen Adenin, Thymin, Cytosin und Guanin binden in einer bestimmten
Reihenfolge an die Zuckermolekile der Nukleinsauren und kodieren so eine
Aminosauren-Sequenz, die den Bauplan der Proteine darstellt. Dauerhafte
Erbgutveranderungen kdnnen sich auf Ebene der Chromosomenzahl (Genommutation),
der Chromosomenstruktur (Chromosomenmutation), der repetitiven Sequenzen
(Mikrosatelliteninstabilitat), der Gensequenzen (Genmutationen) aber auch epigenetisch
in Form gestorter Genexpression oder Genregulation abspielen. Eine Genmutation
kann sich als Punktmutation/Substitution (Austausch einer einzelnen Base), als Deletion
(Verlust einer Base) und als Insertion (Zugewinn einer Base) auf3ern. Insertion und
Deletion fuhren in der Regel zu Leserasterverschiebungen und schwerwiegenden
Veranderungen in der Proteinstruktur. Punktmutationen koénnen als ,missense”
(Sinnveranderung), ,nonsense” (Kodierung eines neuen Stop-Kodons) und ,silent’
(Kodierung der gleichen Aminosauren) klassifiziert werden (Wagener C. & Mdller O.,
2010, S.62-64). Mutationen, die zu einem veranderten Genexpressionsmuster fuhren,
konnen Proteinstrukturen verandern und einen Funktionsverlust oder Funktionsgewinn
des jeweiligen Proteins erzielen. Epigenetische Einflusse duflern sich beispielsweise
durch hypo- und hypermethylierte Promoter-Regionen, die zu abgeschwachter,
fehlender oder verstarkter Expression der Gene fuhren kdnnen. Die verminderte
Expression vieler Gene, wie beispielsweise DNA-Reparatur Enzyme, zieht eine
genetische Instabilitdt und im Folgenden weitere genetische Lasionen nach sich
(Catenacci & Seiwert, 2011).

1.2.2 Theorie der molekularen Karzinogenese

Der heute allgemeingultigen Theorie der Kanzerogenese liegt ein langjahriger Prozess
bis zur malignen Transformation zu Grunde welcher durch eine komplexe Akkumulation
vererbter und individuell erworbener Genmodifikationen gekennzeichnet ist. Daher hat
sich in den vergangenen Jahren der Fokus zunehmend auf die molekulare
Charakterisierung der transformierten Tumorzellen gerichtet. Hierbei werden genetische

Alterationen wie Mutationen, Amplifikationen, Deletionen und Fusionen des Erbguts

5



1 Einleitung

untersucht, die zu einem Selektionsvorteil fuhren (=Treibermutationen) und im
Gegensatz zu funktionell nicht relevanten Alterationen (=,Passagier‘-Mutationen) an der

Zelltransformation mafgeblich beteiligt sind (Catenacci & Seiwert, 2011).

Douglas Hanahan und Robert A. Weinberg beschrieben schon im Jahre 2000 in ihrer
Publikation ,Hallmarks of Cancer” die sechs wesentlichen Mechanismen, die als Folge
von alterierten Genen zu einer Entartung der Zellen fihren kdnnen. Die unkontrollierte,
stetig aktive Proliferation der Zellen, das Ausschalten wachstumshemmender
Signalwege, die Resistenz gegenuber dem programmierten Zelltod, die unbegrenzte
Teilungsfahigkeit, die Gefalneubildung zur adaquaten Sauerstoffversorgung, sowie die
Fahigkeit der Tumorinvasion in angrenzendes Gewebe bzw. die Absiedlung von
Tochtergeschwdlsten in andere Organe (Metastase) zahlen zu den Grundpfeilern der
Krebsentstehung (s. Abb. 1.2). Diese Faktoren miussen weder obligat, in festgelegter
Reihenfolge, noch zwingend aufgrund derselben genetischen Alterationen auftreten.
Dies verdeutlicht die Vielfalt molekularer Phanotypen von klinisch isomorph
erscheinenden Tumoren und folglich den Bedarf einer individuellen, molekularbiologisch
basierten Therapie (Hanahan & Weinberg, 2000).

Im Jahr 2011 erganzten Hanahan und Weinberg in ihrer Folgepublikation ,Hallmarks of
Cancer: The Next Generation“ ihre bis heute glltige Theorie um 4 weitere wichtige
Faktoren. Die genetische Instabilitdt der Zellen und Entzindungsprozesse des
tumorumgebenden Gewebes erklaren ursachlich die Wirkung der bereits beschriebenen
Mechanismen wie Proliferation, Resistenz gegentber dem Zelltod und Ausschaltung
der Wachstumshemmung. Die Moglichkeit der Energiegewinnung im sauerstoffarmen
Milieu sowie die Fahigkeit, der Immunabwehr des Korpers zu entkommen, sind weitere

wichtige neue Erkenntnisse der vergangenen Jahre (Hanahan & Weinberg, 2011).



1 Einleitung

Proliferation
aufrechterhalten

Zelltod Wachstumshemmenden
entkommen Signalwegen ausweichen

Induktion von Aktivierung von Invasion
Angiogenese und Metastasierung

Unbegrenzte Teilung und
Weitergabe der Informationen

Neue Grundpfeiler
der Tumorentstehun

Zelluldren Energiehaushalt Zerstorung durch das

auf den Kopf stellen Immunsystem entgehen

genomische Instabilitat Tumor-fordernde
und Mutationen Inflammation

Aktivierende Merkmale

Abb. 1.2 Die Grundpfeiler der Krebsentstehung. Die Grafik veranschaulicht die im Text
beschriebenen Grundpfeiler der Entartung von Krebszellen. Das erste Schema zeigt die
primaren sechs Grundpfeiler, die im Jahr 2000 von Hanahan und Weinberg beschrieben
wurden. Das zweite Schema zeigt deren Erweiterung um 4 zusatzliche Mechanismen im Jahr
2011. Zwei dieser Mechanismen (Energiehaushalt und Immunsystem) stellen neue
Erkenntnisse dar, wohingegen die genomische Instabilitdt und die tumorférdernde Inflammation
als eine Ubergeordneter und erklarender Mechanismus der primaren 6 Grundpfeiler dienen
(Ubersetzt nach Hanahan und Weinberg, 2000 und 2011).

Die Zelle, als Organismus betrachtet, kann sich bei Auftreten einer Mutation durch oben
beschriebene Mechanismen einen Wachstums- und/oder Uberlebensvorteil gegeniiber
den nicht mutierten Zellen im Gewebe verschaffen. Bei exponentiellem Wachstum kann
sich die neue Zellmasse gemald der Evolutionstheorie Darwins, die eine naturliche
Auslese durch Mutation und Selektion begrindet, in ihrem Wachstum durchsetzen. Bei

klonaler Expansion dieser Zelle steigt die Wahrscheinlichkeit, dass in der Zellmasse
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eine zweite Mutation auftritt, die dieser Zelle und ihren nachfolgenden Zellklonen einen
zusatzlichen Selektionsvorteil verschafft. Auf diese Weise lasst sich eine schrittweise
Progression bis zur Entstehung eines Tumors durch Umwelteinflisse und Lebensstil
erklaren (Weinberg, 2013, S.5). Mutationen sind in der Regel dann essenziell, wenn sie
in  Tumorsuppressorgenen oder Protoonkogenen lokalisiert sind und zu einer
Funktionsanderung der Genprodukte und einer malignen Transformation fuhren
(Treibermutation). Eine Mutation in einem Tumorsuppressorgen, dessen Produkt der
Unterdrickung der Tumorentstehung dient, fihrt zum Verlust der protektiven Wirkung
(,loss of function®). Ein mutiertes Protoonkogen nennt sich Onkogen und férdert mit
seiner neu erworbenen Funktion das Tumorwachstum (,gain of function®) (Wagener C.
& Miiller O., 2010, S.79).

Seit Treiberlasionen und deren Wirkungsmechanismen in diversen Tumoren
entschlusselt wurden, besteht grolRe Hoffnung neue Screening-Verfahren fur eine
sensitive Sekundarpravention zu entwickeln und molekulare Angriffspunkte fur
Zielgerichtete Krebstherapien zu etablieren. Die translationale Onkologie als
Schnittstelle zwischen Grundlagenforschung und Patientenversorgung hat es sich zur
Aufgabe gemacht neue Forschungserkenntnisse schnellstmoglich in klinischen Studien
umzusetzen. Auf diese Weise konnten in den vergangen Jahren schon wichtige
Fortschritte in der modernen gezielten Krebstherapie (,targeted therapy‘) gemacht
werden. Als wegweisende neue Therapeutika sind beispielsweise Imatinib
(BCR-AbI-Fusion, Leukamien), Cetuximab (EGF-Rezeptor Amplifikation / Mutation,
Kolorektales Karzinom), Bevacizumab und Trastuzumab (HER2-Amplifikation,
Mammakarzinom) im klinischen Alltag etabliert worden. Eine Anwendung erfolgt in der
Regel erst nach molekularbiologischem Nachweis der spezifischen genetischen
Alteration und oft, jedoch nicht zwingend in Kombination mit einer Chemo- und/oder
Radiotherapie. Im Gegenzug existieren bekannte Resistenzmechanismen gegen die
gezielten Therapeutika, so wird beispielsweise der monoklonale Antikérper Cetuximab
beim kolorektalen Karzinom erst nach Ausschluss einer onkogenen KRAS-Mutation

eingesetzt (Catenacci & Seiwert, 2011).

1.2.3 Molekulare Karzinogenese bei Kopf-Hals-Tumoren

Auch bei der Entstehung der Kopf-Hals-Tumore spielt das Auftreten verschiedener
genetischer Alterationen eine Rolle. Der Schwerpunkt liegt hierbei im Funktionsverlust

von Tumorsuppressorgenen bzw. Genprodukten, die diesen Schlisselproteinen vor-
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bzw. nachgeschaltet sind. Stransky und Agrawal definierten in ihren 2011 publizierten
Sequenzierungs-Studien die am haufigsten mutierten Gene aus insgesamt 194
HNSCC-Tumorgewebeproben.  Hierbei zeigen sich  haufig wiederkehrende
Mutationsmuster, die vier physiologischen Regulationsmechanismen einer Zelle
zugeordnet werden konnen: Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Zellinvasion/
Metastasierung und Zelliberleben. Hierbei konnten neben den bereits
vorbeschriebenen Schwachstellen TP53, CDKN2A, PTEN, PIK3CA, EGFR und HRAS
auch erstmals ,Notch“assoziierte Gendefekte in Zusammenhang mit Kopf-Hals-
Tumoren entdeckt werden, welche fur die fehlerfreie Ausdifferenzierung der
plattenepithelialen Zellen von Bedeutung sind. Wie in vielen anderen Tumoren, konnte
erstmals auch in HNSCC ein dereguliertes TGF-R-Signal detektiert werden, welches
beispielsweise bei Tumorinitiation und Metastasierung eine entscheidende Rolle spielen
konnte (Agrawal et al., 2011; Stransky et al., 2011). Die Kopf-Hals-Tumore zeigen
insgesamt ein sehr heterogenes Mutationsmuster und auch klinisch erhebliche
Unterschiede im Therapieansprechen. Die Mutationen flhren zu einer Selektion von
Zellen mit instabilem Genom, somit scheint eine molekulare Klassifizierung von grol3er
Bedeutung zu sein. Im Folgenden werden die wichtigsten Signalwege und potenziellen

Angriffspunkte moderner Therapeutika besprochen.

-~/
-
Terminale /Zelltod

Infected 15%

N L Cmm) CreO)—(@RD

Differenzierung

NOTCH1,2,3 Mut/Del 63% Mut/Del 8% Mut 8%
Mut/Del 22% ¢

(GoeR)— QBB — (77 ) ——
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* Proliferation

@B o)

Mut 4% Infected 15%

Abb. 1.3 Molekulare Alterationen und deren Haufigkeit bei Kopf-Hals-Tumoren. Dargestellt
sind die am haufigsten alterierten Onkogene (rot) und Tumorsuppressorgene (blau) in HNSCC.
Unter den Genen sind die jeweiligen Mut(ations)-, Del(etions)- und Amp(lifikations)-Raten
vermerkt. Die beiden Interaktionen der HPV-assoziierten Onkoproteine E6/E7 mit TP53 und
RB1 sind gelb markiert (modifiziert nach Stransky et al. 2011)
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1.2.3.1 Zellproliferation und p53/Rb/CDKN2A/CCND1

Das Gen TP53 kodiert den Transkriptionsfaktor p53, der DNA-Reparaturmechanismen,
Zellzyklus und Apoptose kontrolliert und als sogenannter ,Wachter des Genoms* eine
zentrale Stellung in den Zellen einnimmt. Es ist eines der meist mutierten Tumorgene
des Menschen. Schon frih stellte man fest, dass das Tumorsuppressorgen TP53 in
uber 50 Prozent der Kopf-Hals-Tumore mutiert und/oder deletiert ist (Leemans,
Braakhuis, & Brakenhoff, 2010). Nach heutigem Kenntnisstand finden sich bei
funktionstichtigem TP53-Gen haufig Defekte in den Genen MDM2, CCND1 und
CDKN2A, deren Proteinprodukte meist direkt mit p53 interagieren und auf diese Weise
Einfluss auf den p53-Signalweg nehmen (Millon et al., 2001; Okami et al., 1999; Reed
et al.,, 1996). Folglich geht man von einer Beeintrachtigung des p53-assoziierten
Signalweges in mindestens 80% aller Kopf-Hals-Tumore aus (Leemans et al., 2010).
Durch mangelnde oder fehlerhafte Stabilisierung von p53 innerhalb der Zelle kann es zu
einem Ausbleiben von Zellzyklusarrest und Apoptose kommen, die bei inakkuraten
Mitosen und DNA-Schaden uber ein gesundes und reguliertes Zellwachstum
entscheiden. Eine weitere Stellschraube, die haufig durch das mutierte oder
epigenetisch inaktivierte Gen CDKN2A mit daraus fehlerhaftem CDK-Inhibitor 2A (=p16)
gehemmt wird, ist das Retinoblastom-Protein (pRb). Hierbei verliert dieses ahnlich wie
p53 seine wachstumshemmende und schutzende Funktion bei beschadigter DNA
(Reed et al., 1996).

Schon vor mehr als 30 Jahren entdeckte man erstmals, dass die Onkogentranskripte
E6 und E7 der Hochrisiko- (high risk-) Papillomaviren (hrHPV) mit pRb und p53
interagieren und sie in ihrer physiologischen Wirkung hemmen. Wahrend das
Onkoprotein E6 an p53 bindet und dessen Proteolyse induziert, flhrt das Onkoprotein
E7 zu einer Inaktivierung von pRb. Folglich fihrt dies zu einer forcierten Transkription
Zellzyklus-fordernder Gene und dem Verlust einer geregelten DNA-Reparatur (Munger
et al, 1989; Scheffner, Huibregtse, Vierstra, & Howley, 1993). Da
Oropharynxkarzinome mit steigender Tendenz HPV16-assoziiert sind und sich hierbei
neue Angriffspunkte fur HPV-positive Tumoren in Aussicht stellen (Westra, 2009), rickt
der virale Einfluss auf Tumorinitiation und -progression in den Fokus aktueller Studien.
Warum die HPV-Positivitat eine bessere Prognose verspricht bleibt weiterhin zu
entschlusseln, doch finden sich auffalligerweise keine p53 und pRb Mutationen in

diesen Zellen. In erster Linie geht man heute davon aus, dass die haufig niedrige

10



1 Einleitung

Noxen-Exposition dieser Patienten ein Fehlen der hoch karzinogenen und aggressiven
praneoplastischen Prozesse nach sich zieht. Obwohl die viralen Onkoproteine mit p53
und pRb interagieren, scheint deren Netzwerk nicht in gleichem Malle beeintrachtigt,

wie es bei Funktionsverlust durch Mutation der Fall ist.

1.2.3.2 Terminale Differenzierung und Notch/p63

Als eine wichtige neue Erkenntnis auf dem Gebiet der Kopf-Hals-Tumore werden die
haufig auftretenden Mutationen in den Genen Notch1 (12-15%), Notch2 und Notch3
(zusammen 3-5%) gewertet. Hinzu kommt ein ebenso hohes Risiko der Amplifikation
und/oder Mutation von TP63 (8%), dessen Produkt, der Transkriptionsfaktor p63, ein
Regulator des Notch-Proteins ist. Auch vorgeschaltete IRF6-Mutationen (5%) nehmen
Einfluss auf den Notch-Signalweg. Bei den auftretenden Alterationen handelt es sich
um inaktivierende Mutationen, weshalb eine Tumorsuppressorfunktion des Gens
angenommen wird. Auch in Tierversuchen zeigte sich, dass Notch als Tumorsuppressor
und wichtiger Initiator des Wachstumsstopps und der terminalen Zelldifferenzierung in
stratifizierten Epithelien, wie beispielsweise der Haut und Schleimhaute, exprimiert ist.
Im Gegensatz hierzu konnten im blutbildenden System aktivierende Notch-Mutationen
nachgewiesen werden und scheinen in diesem Zusammenhang zu der Entwicklung von

Leukamien beizutragen (Dotto, 2008).

1.2.3.3 Adhasion/Invasion und TGF-RB/SMAD

TGF-B Wachstumsfaktoren flihren nach Bindung an TGF-B Rezeptoren zu einer
Phosphorylierung und somit Aktivierung der Proteine SMAD2 und SMAD3, die
wiederum Komplexe mit SMAD 4 bilden und weitreichenden Einfluss auf Zellwachstum,
Zelldifferenzierung, Apoptose und Zellmigration nehmen konnen. In Kopf-Hals-Tumoren
wurden bei Deletionen auf Chromosom 18q grofdtenteils inaktivierende Mutationen in
TGF-Rezeptorkomponenten und SMAD-Proteinen detektiert, welche aufgrund
komplizierter Ruckkopplungsmechanismen am ehesten Einfluss auf die Zellinvasion
und Metastasierung nehmen. Eine Deletion von SMAD4 soll demnach lokale
entzundliche Reaktionen verringern und zu erhdhten TGF-B-Level fuhren (Bornstein et
al., 2009), Verluste von TGF-Rezeptorkomponenten sollen im Zusammenspiel mit Ras-
Mutationen eine Lymphknotenmetastasierung fordern (S.-L. Lu et al., 2006). Dieses
Beispiel, wie auch der Notch-Signalweg, zeigen eindrucklich, wie vielseitig sich
Mutationen in  einem  komplexen Netzwerk parallel ablaufender und

ineinandergreifender Signalkaskaden darstellen konnen.
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1.2.3.4 Zelliiberleben und EGFR/PIK3CA/PTEN/RAS

Neben den bereits beschriebenen Mechanismen werden auch regelmaflig Proteine
beeinflusst, die den kontrollierten Eintritt in den natlrlichen Zelltod (Apoptose)
regulieren. Prominentester Vertreter ist hierbei die intrazellulare Phosphoinositid-3-
Kinase (PI3K), die eine Vielzahl von Effektoren besitzt und auf diese Weise Einfluss auf
Proliferation, Mobilitat und Metabolismus der Zellen nimmt (Engelman, Luo, & Cantley,
2006). Die PI3K-Achse ist in einem Grofteil der Kopf-Hals-Tumore hochreguliert und
zahlt neben p53 und pRb zu den am haufigsten fehlregulierten Signalachsen bei

menschlichen Tumoren.

Vorangeschaltete Rezeptorkinasen werden nach Bindung von extrazellularen
Wachstumsfaktoren aktiviert, oligomerisieren und geben die eintreffenden Signale
durch Autophosphorylierung ihrer im Zytoplasma lokalisierten Tyrosinkinase-Domane
weiter. Die Mehrzahl der Rezeptoren gehdrt zur Familie der Tyrosin-Rezeptorkinasen
(EGFR, FGFR, IGF-1R, PDGFR, VEGFR, Met). Sie unterscheiden sich primar in ihrer
extrazelluldaren Domane. Je nach Ligand-Rezeptor-Interaktion werden verschiedene
Signalwege in der Zelle aktiviert. Einflussreiche Effektoren fur Zellwachstum und
Zelluberleben sind nach aktuellen Kenntnissen Ras/Raf/Mek, PI3K/Akt/mTOR und
Jak/STAT. Mutierte und moglicherweise stetig aktive oder Uberexprimierte Rezeptoren
konnen Wachstumssignale unkontrolliert Gber intrazellulare Kaskaden in den Zellkern
leiten (Muller & Wagener, 2009; Yarden & Sliwkowski, 2001). Mutationen im EGF-
Rezeptor (epidermal growth factor receptor), welche die UberschielRende Aktivitat der
PI3K-Akt-mTOR-Achse in HNSCC erklaren konnten, stellten sich als eine Seltenheit
dar. Mehrfach wurde jedoch von EGFR-Amplifikationen in HNSCC berichtet, welche
statistisch mit einem schlechteren Uberleben der Patienten korrelieren (Hama et al.,
2009). Folglich lenkte sich die Aufmerksamkeit in den vergangenen Jahren auf die
Entwicklung von anti-EGFR-Antikdrpern, jedoch blieb bisweilen der erhoffte Durchbruch
aus. Ursachlich fur das maRige Ansprechen von HNSCC auf die EGFR-Blockade
konnte die parallele Aktivierung verwandter Rezeptorkinasen und/oder alternativer
Signalwege sein, welche den Funktionsverlust kompensieren (Wheeler, Dunn, & Harari,
2010; Wheeler et al., 2008). Neben den Rezeptoren kdnnen auch Alterationen von

Proteinen innerhalb der PI3K-Achse zu einer Dysregulation der Kaskade fuhren.
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Somatische PIK3CA-Mutationen kodieren die katalytische Untereinheit p110-alpha der
P13-Kinase und aktivieren durch Phosphorylierung die nachgeschaltete Proteinkinase B
(=Akt). Diese wiederum aktiviert als zentrale Schaltstelle eine Vielzahl weiterer
Proteine, wie beispielsweise den mTOR-Komplex (mammalian target of rapamycin), die
GSK-3alpha/beta (Glykogensynthase-Kinase), den Tranksriptionsfaktor FoxO
(Forkhead-Box-Protein O3) und das Transkriptionsfaktor-regulierende Protein MDM2.
Der aktivierte mTOR-Komplex steigert die Aktivitat der S6-Kinase sowie des Proteins
4E-BP1 (eukaryotic initiation factor 4E ,elF-4E“ -binding protein 1). Beide Proteine
regulieren die Translation hoch und flhren zu einer gesteigerten Proteinsynthese und
Zellproliferation. Durch direkte Beeinflussung der proapoptotischen Faktoren BAD und
BAX wird der programmierte Zelltod gehemmt. Des Weiteren steht Akt in
Wechselwirkung mit p53, pRb, dem Transkiptionsfaktor NF-kB (nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B-cells) und dem WNT-Signalweg (Wingless und Int-
1). In welchem Ausmal bei Kopf-Hals-Tumoren die einzelnen Achsen durch Akt herauf-
bzw. herunterreguliert werden, bleibt grotenteils zu definieren. Der mTOR-Komplex gilt
als wichtigster Effektor von PI3K, obgleich er von Faktoren wie beispielsweise Energie-,

Erndhrungs- und Sauerstoffstatus der Zelle beeinflusst zu sein scheint.

Das Tumorsuppressorgen PTEN als Gegenspieler der PI3-Kinase blockiert die
Signaltransduktion und fuhrt bei Mutation oder epigenetischer Hypermethylierung zu
einem Funktionsverlust des Proteins und folglich zu fehlender Hemmung und indirekter
Verstarkung des PI3K-Signales (Sansal & Sellers, 2004). Ob der PTEN-Verlust alleinig

eine PI3K-Aktivierung ausldsen kann, ist bisher nicht beschrieben.

Ras besitzt die Eigenschaft direkt an die p110-Untereinheit der PI3-Kinase zu binden
und auf diese Weise eine Aktivierung des Signalweges herbei zu fihren (Pacold et al.,
2000). Welche Bedeutung HRAS-Mutationen in HNSCC zugeschrieben werden kann,
ist zum jetzigen  Zeitpunkt noch  weitestgehend ungewiss.  Mdogliche

Signalweiterleitungen durch Ras-Proteine werden im Folgenden genauer erlautert.

1.3 Harvey-Rat-Sarcoma (HRAS)

Das Harvey-Rat-Sarcoma Protein gehoért zur Familie der Ras-Proteine und konnte
erstmalig 1982 als transformierendes Onkogen identifiziert werden (Chang et al., 1982).

Bei den Ras-Proteinen handelt es sich um membranassoziierte G-Proteine die eine
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zentrale Stellung in der Verschaltung von extrazellularen Wachstumssignalen ins

Zellinnere einnehmen.

1.3.1 Isoformen des Ras-Proteins

Bis heute sind Uber 150 Ras-ahnliche Proteine in Saugerzellen identifiziert. Nach
Struktur und Funktion unterteilt man die Proteine in 5 Untergruppen: Ras, Rho, Rab, Arf
und Ran. Vereinfachend werden der Ras-Subfamilie heute die 3 Isoformen KRAS,
NRAS und HRAS zugeordnet, auch wenn Ras-ahnliche, noch unzureichend
entschlisselte Proteine wie MRAS, RRAS und ERAS der Familie theoretisch
zugeordnet werden (Rajalingam, Schreck, Rapp, & Albert, 2007). Ras ist ein 189
Aminosauren kodierendes, auf den Chromosomen 12p (KRAS), 11p (HRAS) und 1p
(NRAS) lokalisiertes Gen und enthalt den Bauplan fur die homologen und strukturell
verwandten p21-Proteine K-, N- und HRAS (Quelle: GENECARDS). Primar wurden
K(irsten)-RAS und H(arvey)-RAS von den Forschern Kirsten und Harvey als retrovirale
Onkoproteine in Sarkomen der Ratte entdeckt. Erst spater identifizierte man im
Neuroblastom das dritte Gen der Ras-Familie (N(euroblastoma)-RAS) sowie zwei
alternative Spleillvarianten von KRAS: KRAS-4A und KRAS-4B. Die beiden
Spleilvarianten als auch die 3 Isoformen K/N/H-Ras unterscheiden sich in ihrer circa 25
Aminosauren-langen hypervariablen Region (HVR) am C-terminalen Ende des Proteins,
die fUr die posttranslationale Modifizierung zustandig ist. Die Proteine werden demnach
an verschiedenen Stationen in der Zelle prozessiert und Membranverankerungen
weichen voneinander ab (Hancock & Parton, 2005). In den heterogenen Zellen des
menschlichen Korpers werden die Isoformen je nach Zellfunktion in sehr
unterschiedlichem Malie exprimiert, wobei KRAS in allen Zellen annahernd ubiquitar
vorhanden ist und im Gegensatz zu HRAS und NRAS fur die normale Entwicklung einer

Maus essenziell ist (Johnson et al., 1997).

1.3.2 Ras als molekularer Schalter

Die 21kD groflien Ras-Proteine unterscheiden sich lediglich gering in ihrem strukturellen
Aufbau und &hneln sich in ihrer Funktionalitat. Aufgrund dessen wird haufig
verallgemeinernd der Begriff ,Ras” fur alle Subtypen verwendet. Als membranstandiges
monomeres G-Protein besitzt Ras Domanen fur die Membranverankerung, fur die GTP-
ase Funktion und fur die Bindung von GAPs und Austauschfaktoren. Analog zu anderen
kleinen G-Proteinen, wie Rho, Rab, Arf und Ran, kann Ras demnach in einem GTP-

gebundenen aktiven und einem GDP-gebundenen inaktiven Zustand vorliegen und
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nutzt diesen Mechanismus, um als molekularer Schalter in diversen Signalwegen die
Transkription zu regulieren. Nach Eintreffen eines stimulierenden Signales an der
Zelloberflache und aktivierten Transmembranrezeptoren wird Uber ein passendes
Adapterprotein wie GRB2 der Guaninnukleotid-Austauschfaktor SOS (Guanine
nucleotide exchange factor ,GEF*) aktiviert. Dieser wiederum verhilft Ras sein
gebundenes GDP abzuwerfen und an selbiger Stelle ein GTP zu binden. Durch eine
Konfigurationsanderung rutscht Ras in einen aktiven Zustand, kann eine Vielzahl von
Ras-Effektoren binden und auf diese Weise Signale vom Rezeptor in die Zelle
weiterleiten. Ras kann sich durch eine eigene, jedoch unzureichende GTPase-Aktivitat
hydrolisieren, aber muss von GTPase-aktivierenden Proteinen ,GAPs“ unterstitzt
werden (Wagener C. & Muller O., 2010, S.230-233).

1.3.3 Signaltransduktionswege des Ras-Proteins

Dank 30 Jahre intensiver Forschung an Ras und dessen Einbindung in zellulare
Prozesse konnten uber 10 Effektoren des Ras-Proteins entschlusselt werden, die den
weitreichenden Einfluss des Onkoproteins auf den Zellstoffwechsel erklaren. Neben den
drei wichtigsten und am grundlichsten analysierten Effektorproteinen Raf (rapidly
accelerated fibrosarcoma protein), Ral (Ras-related protein) und PI3K zahlen auch AF6
(Afadin), PLCe (Phospholipase C epsilon), PKC{ (Proteinkinase C zeta), Tiam (T-
lymphoma invasion and metastasis inducing protein 1) und RIN1 (Ras and Rab
interactor 1) zu den Ras-Bindungsdomanen (RBD)-tragenden Proteinen (Rajalingam et
al., 2007).
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Abb. 1.4 Organigramm der RAS Signaltransduktionswege Wie im Text beschrieben, zeigt
sich hier RasGTP mit seinen wichtigsten Effektoren, darunter Raf, Ral und PI3K, die
insbesondere das Zelliberleben und die Genexpression regulieren (modifiziert nach Karnoub &
Weinberg, 2008).

Der Ras-Raf-MEK-Erk Signalweg, als einer von zahlreichen gleichartig strukturierten
Kaskaden in Saugetier-Zellen besteht aus einer Abfolge miteinander kommunizierender
mitogen aktivierter Proteinkinasen (MAPKKK: Raf -> MAPKK: MEK -> MAPK: Erk),
welche in phosphoryliertem, folglich aktiviertem Zustand weitere nachgeschaltete
Kinasen phosphorylieren. Erk1, Erk2 (extracellular signal-requlated kinases 1 and 2)
phosphorylieren die Kinasen RSK (ribosomal S6 Kinase) und MNK (MAPK Interacting
Kinase) translozieren in den Zellkern, wo sie Transkriptionsfaktoren wie Ets, Elk-1 und
TIF1A phosphorylieren und auf diese Weise die Translation von Proteinen beeinflussen.
Die Signifikanz der Raf-MEK-Erk-Schaltung fur die maligne Transformation der Zellen
wurde von der Beobachtung untermauert, dass auch eine onkogene Raf-Kinase als
nachgeschaltetes Protein von Ras, den durch Ras-Mutation transformierten Phanotyp

nachahmen kann.

Ras kann uber die 4 Ral-Austauschfaktoren RalGDS, RGL, RGI2/RIf und RGI3 die Ral-
GTPase aktivieren. 2004 konnte das Team um R.A.Weinberg erstmalig nachweisen,
dass Ral eine ausschlaggebende Rolle in der Zelltransformation einnehmen kann

(Rangarajan et al., 2004). Auch wenn die Schaltungen des Ral-Netzwerkes bisher nur
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mangelhaft dargelegt werden konnten, scheint vornehmlich die Zellproliferation und das

Zelluberleben positiv beeinflusst.

Schon 1994 konnte J. Downward in seiner Publikation ,Phosphatidylinositol-3-OH
kinase as a direct target of Ras" darlegen, wie aktiviertes Ras mit der katalytischen
p110-Untereinheit der PI3K interagieren kann (Rodriguez-Viciana et al., 1994). Uber
Ras kann demnach auch die in 1.2.3.4 aufgeflhrte PI3K-Akt-mTOR-Achse aktiviert
werden, welcher ein ausschlaggebender antiapoptotischer Effekt zugesprochen wird.
Die verschiedenen Ras-Isoformen binden ihre Effektoren mit unterschiedlicher
Intensitat. Beispielsweise stellt H-Ras einen starkeren Aktivator fur die PI3K-Achse dar,

wohingegen K-Ras deutlich potenter die Raf-Kinase aktivieren kann (Yan et al., 1998).

1.3.4 Ras-Mutationen

Schon 1989 beschrieb der Niederlander J.L. Bos in seinem berihmten Artikel ,ras
oncogenes in human cancer, dass etwa 20% aller menschlichen Tumore inaktivierende
Mutationen in Ras Proteinen aufweisen. Wahrend Funktion und Wirkung von Ras noch
weitestgehend unklar waren, konnte bereits zu jener Zeit beobachtet werden, dass
alterierte Ras-Proteine einen extrem starken Einfluss auf Zellwachstum und
Zelldifferenzierung nehmen. Auch schienen manche Tumorentitaten, vornehmlich
Adenokarzinome und Leukamien, sehr hohe Alterationsraten zu beherbergen, die in der
Regel lediglich eine der 3 Isoformen K-, N- oder HRAS betraf (Bos, 1989). Der
,Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer* (COSMIC) ist eine Internet-Plattform, in
der samtliche somatische Mutationen aus Fach-Publikationen gesammelt werden. Auch
nicht mutierte Gewebeproben werden registriert. Auf diese Weise lassen sich in
diversen Tumoren Mutationsraten fur ein definiertes Ziel-Gen berechnen. Die aktuelle
Datenlage (Juni 2014) ergibt die folgenden Mutationsraten pro Anzahl der
sequenzierten Tumorproben: 21,4% in KRAS (26.621 aus 124.694), 5,8% in NRAS
(3167 aus 55047) und 2,9% in HRAS (930 aus 32527). KRAS-Mutanten treten gehauft
in Lungen- (15,94%), Dickdarm- (34,50%) und Bauchspeicheldrisenkrebs (57,20%)
auf, NRAS hingegen vorwiegend in Haut- (15,53%) und Nerventumoren (17,45%),
HRAS in Blasen- (9,85%), Gebarmutterhals- (8,21%) und Speicheldrisentumoren
(14,64%) als auch in Tumoren des oberen Aerodigestiviraktes (8,04%). (Quelle:
SANGER)
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Aktivierende Ras-Mutationen, die sich fast ausschlieB3lich in den kritischen Hotspot-
Kodons 12, 13 und 61 finden, sind in etwa 98% der Falle Missense-Mutationen und
fuhren zu einer Anderung der Aminosduren-Sequenz mit einhergehender
Konformationsanderung in der Schalter(,Switch“)-Region des Proteins. Hierdurch
verliert Ras seine GTPase-Funktion und verharrt in einem dauerhaft aktivierten Zustand
des G-Proteins ohne in den ,Off*-Zustand schalten zu kodnnen. Signale werden
unabhangig von eingehenden Stimulationen durch Zellmembranrezeptoren gesendet.
Ras Mutationen schaffen somit eine maligne Disposition obgleich sie nicht als alleinige
Alteration zu einer Zelltransformation fuhren kénnen (Wagener C. & Muller O., 2010,
S.231-232).
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2 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Die Gene der RAS-Familie sind in einer Vielzahl verschiedener Tumorerkrankungen
alteriert. In plattenepithelialen Kopf-Hals-Tumoren (HNSCC), die keine KRAS-
Mutationen beherbergen, lie sich in circa 5% der analysierten Proben eine HRAS-
Mutation nachweisen. Wahrend die Bedeutung von onkogenem KRAS in Kolon- und
Lungenkarzinomen in zahlreichen Publikationen gut charakterisiert wurde, wirft HRAS

bezlglich Kanzerogenese und Tumorprogression weiter ungeklarte Fragen auf.

Ziel dieser in-vitro Studie war es anhand unterschiedlicher methodischer Ansatze die
Stellung und Auswirkung von mutiertem HRAS in HNSCC zu untersuchen. Es wurden
Zellkulturen und Gewebeproben auf Mutationen in den HRAS-Hotspots Kodon 12, 13
und 61 sequenziert. Hierbei sollten einerseits Vergleiche mit publizierten
Sequenzierungsdaten gezogen werden, andererseits passende Zelllinien fur die
geplanten Versuchsreihen ausfindig gemacht werden. Es wurde dann zunachst
untersucht, welchen Einfluss H-Ras in mutierten und nicht mutierten Zellreihen auf
Zellwachstum und Zelluberleben hat. H-Ras, das eine zentrale Stellung in den
Signalkaskaden der Zellen einnimmt, sollte hierfir mittels RNA-Interferenz in seiner

Expression unterdrickt und das Zelliberleben beobachtet werden.

In HNSCC zeigen Tyrosinkinaseinhibitoren bisher geringe Therapieerfolge, weshalb die
Frage nach Resistenzmechanismen an Dringlichkeit gewinnt. Ein weiteres Ziel dieser
Studie war es folglich, HNSCC-Zelllinien auf Resistenzen gegen EGFR-Inhibitoren zu
testen und zellulare Anpassungsreaktionen auf Proteinebene darzustellen. Durch das
Einschleusen von HRAS-Mutationen mittels Vektor sollten Zellen mit neu erworbener
Mutation auf eine vermutete Resistenzzunahme gegenuber EGFR-Inhibitoren gepruft

werden.

Um alternative Therapieansatze zu verfolgen, sollte primar ein Ansprechen der
mutierten Zelllinien auf PI3K-Inhibitoren untersucht werden. Hierflr testeten wir die
Sensitivitat der Zelllinien auf PI3K-Inhibitoren bzw. kombinierte PI3K-/mTOR-Inhibitoren.
Regulative Signalveranderungen auf Proteinebene wurden mit Hilfe von Western Blots
dokumentiert und mit den Ergebnissen nach EGFR-Inhibition verglichen. In Hinblick auf
die HRAS-Mutationen und deren wahrscheinlichste Signalschaltung innerhalb der Zelle,

wurden die Versuchsreihnen anschlieRend mit Kombinationen aus PI3K-Inhibitor
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BEZ235 und dem EGFR-Inhibitor Gefitinib bzw. dem MEK-Inhibitor AZD6244
behandelt. Mit Hilfe von Dosis-Wirkungskurven sollten synergistische und
antagonistische Effekte aufgedeckt und Proteinlevel analysiert werden, damit der
potenzielle therapeutische Nutzen der dualen Blockade beider Hauptsignalachsen

bewertet werden kann.

Die vielfaltigen Behandlungen und Kombinationsbehandlungen sowie die detaillierte
Analyse der Proteinaktivierungen ermdglichen erste Ruickschlisse auf die
Signalverschaltungen des onkogenen HRAS in HNSCC und unterstitzen neue
therapeutische Empfehlungen. Diese sollen anschlieRend auf Basis unserer Ergebnisse

in Xenograft-Modellen belegt werden.
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3  MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 Zellkultur

3.1.1 Zelllinien

o HPV

Zelllinie thgn;"" Sex Alter . ' Medium  Quelle

BB49-HNC UADT F 70 - IMDM Ludwig Institute for Cancer Research, Briissel, Belgien
Zunge .

H357 M 32 - DMEM/F12 European Collection of Cell Cultures (ECACC)
STNMP 1

HN4 Zunge M n/a - DMEM J. Silvio Gutkind, National Institutes of Health, USA
T2NOMO : ’ ’
Mundhdhle . .

HN5 T2NOMO M n/a - DMEM Ludwig Institute for Cancer Research, London, UK
Mundhdhle i . . .

HN6 T2NOMO M n/a - DMEM J. Silvio Gutkind, National Institutes of Health, USA

HN-sCC135  Harter na  na - DMEM/F12  nla
Gaumen
Zunge . . . .

SCC9 M 25 - DMEM/F12 Dr. Mark Lingen, University of Chicago, USA
T2N1MO

SCC15 ?megry”x M 55 - DMEM/F12  Dr. Mark Lingen, University of Chicago, USA
Larynx . . . .

SCC35 TANOMO M n/a - DMEM/F12 Dr. Ralph Weichselbaum, University of Chicago, USA

SCC61 Zunge n/a n/a - DMEM/F12 Dr. Mark Lingen, University of Chicago, USA
T4N2bMO ' ’ ’
Zunge . .

SCC68 TANOMO M n/a - DMEM/F12 J. Rheinwald, Harvard Medical School, Boston, USA
Epiglottis L -

UM-SCC23 T3NOMO F 36 - DMEM Univerisity of Michigan, USA
n/a L .

UM-SCC47 T3N1MO M n/a HPV 16 DMEM/F12 Univerisity of Michigan, USA
n/a L .

UPCI-SCC90 T2NOMO M 46 HPV 16 DMEM/F12 Univerisity of Michigan, USA

Tabelle 3.1 Auflistung der verwendeten HNSCC-Zelllinien (n/a (not available): nicht
verfugbar; UADT (upper aerodigestive tract). Mundhdhle, Schlund und Kehlkopf )
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3.1.2 Kultivierung von Tumorzellen

Die Kultivierung der aufgelisteten Zelllinien erfolgte bei 37°C und kontrollierter 5%iger
CO,-Atmosphare im Brutschrank. Dem jeweils empfohlenen Kulturmedium (DMEM/F12,
DMEM und IMDM) wurde 10% fotales Rinderserum (FBS), 100IU/ml Penicillin-
Streptomycin (Cellgro®, Manassas, VA, USA) und 2mM/ml HyClone L-Glutamin (Fisher
Scientific, Rockford, IL, USA) beigemischt. Mediumwechsel und Subkultivierung wurden
entsprechend Zellwachstumsgeschwindigkeit und Nahrstoffverbrauch alle 1 bis 4 Tage
durchgefuhrt. Zum Passagieren der Kultur wurden Zellen von 80 - 95% Konfluenz
zunachst zweifach mit phosphatgepufferter Salzlosung (1X PBS, Cellgro®)
abgewaschen und anschlieRBend fur maximal 4 — 8 Minuten mit 0,05% / 0,25%igem
Trypsin EDTA 1X (Cellgro®) inkubiert, bis durch leichtes Klopfen eine moglichst
vollstandige Losung von der Oberflache des Kulturgefalles stattgefunden hat. Dies
kann gut unter dem Lichtmikroskop Uberpruft werden. Zur Inaktivierung von Trypsin
wurde die Zellsuspension in serumhaltiges Medium Uberfuhrt, pelletiert, in frischem,
nahrstoffreichem Medium in gewlnschter Konzentration resuspendiert und in neue
Kulturflaschen ausgesat. In der Regel wurde zum Passagieren ein Verhaltnis von 1:3,
bei besonders schnell wachsenden Zellen bis 1:5 gewahlt. Zur Langzeitkonservierung
wurden Konzentrationen von 1x 10° geernteter Zellen in Einfriermedium (70% FBS,
20% Medium, 10% DMSO) resuspendiert und in sterilen Kryoréhrchen eingefroren.
Zum schonenden Einfrieren wurden die Zellen zunachst in Isopropanol-Boxen langsam
auf -80°C Grad gekuhlt bevor eine langfristige Einlagerung in flussigem Stickstoff
moglich war. Die Arbeiten erfolgten in einer sterilen Zellkultur-Werkbank unter
Verwendung von Einwegbehaltern und Einwegpipetten. Vor erstmaliger Verwendung
und nach jedem Auftauen wurden alle Zelllinien routinemaRig auf eine Mykoplasmen

Kontamination getestet.

3.2 Sequenzierung des HRAS Gen

Zur Detektion von HRAS-Mutationen wurde DNA aus den HNSCC-Zelllinien isoliert, die
gewunschte Gensequenz mittels PCR vervielfaltigt und anschlieRend auf

Punktmutationen sequenziert.

3.2.1 Isolierung genomischer DNA

Die DNA der Zellkulturen wurde mit Hilfe des QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH,

Deutschland) isoliert und entsprechend den zugehoérigen Protokollen des Kits
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aufgearbeitet. DNA-haltige Losungen wurden anschlieend auf -20°C gelagert oder
direkt sequenziert. Extrahierte DNA-Proben von 35 Zelllinien und 52 Gewebeproben
wurden bereits intern von der Arbeitsgruppe Tanguy Seiwert (University of Chicago) zur
Verfligung gestellt. Zur Erganzung wurde aus weiteren 14 HNSCC-Zelllinien

genomisches Material isoliert.

3.2.2 Sequenzen der Primer

Protein/ L3

Codon Name (abnpg)e Tm(°C) %GC  Amplikon (bp) Sequenz

HRAS HRAS_Fwd1 20 61 65 164 5-GGCAGGAGACCCTGTAGGAG-3'
Codon 12/13 HRAS_Rev1 19 59 53 5-GGGTCGTATTCGTCCACAA-3'
HRAS HRAS_Fwd2 20 60 50 177 5-“GGGTCGTATTCGTCCACAA -3
Codon 61 HRAS_Rev2 20 59 45 5 “TGGTGGATGTCCTCAAAAGA -3

Tabelle 3.2 Primersequenzen fir Vorwarts-Primer (Fwd/Forward) und Rickwarts-Primer
(Rev/Reverse).

3.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Vorbereitend wurde ein Mastermix aus 1yl 10X Buffer, 0,8ul MgCl;, 0,6pl
Desoxyribonucleosidtriphosphate, 1ul Vorwarts-Primer, 1 ul Riuckwarts-Primer, 0,1yl
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (Applied Biosystems®, USA) und 4,5ul Milli-Q Water
(Millipore, Massachusetts, USA) gemischt. Fur die Polymerase-Kettenreaktion wurde je
1ul DNA-L6sung mit 9ul der Mastermix-Losung zu einem Gesamtvolumen von 10ul pro
Reaktionsgefald vermischt. Die PCR-Reaktion wurde anschliellend im Thermocycler
(Bio-Rad, Californien, USA) mit dem folgenden Protokoll durchgefuhrt.

Schritt Zyklen Temperatur (°C) Dauer
Initiale Denaturierung 1 94 10 Minuten
Denaturierung 94 30 Sekunden
Primerhybridisierung 35 57 25 Sekunden
Elongation 72 45 Sekunden
Finale Elongation 1 72 7 Minuten

Tabelle 3.3 PCR-Protokoll.
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3.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Der Nachweis des PCR Produkts erfolgte zunachst mittels Agarose-Gelelektrophorese.
Hierbei wandern DNA Fragmente im Gel entlang eines elektrischen Feldes und trennen
sich nach Grofe bzw. negativer Ladung auf. Fur ein 1,2%iges Agarosegel wurden 1,29
Agarose (UltraPureTM Agarose, Invitrogen, USA) in 100ml 1X Tris-Acetat-EDTA Puffer
(10x TAE, Invitrogen, in einer 1:10 Verdinnung mit destilliertem Wasser) aufgekocht
und nach Zugabe von 2ul Ethidiumbromid als Horizontalgel gegossen. Das erhartete
Gel wurde im Elektrophoresetank vollstandig mit 1X TAE Puffer Ubergossen und
anschlieRend mit den DNA-Losungen (5ul PCR Produkt mit 1yl 6X Farbindikator
Bromophenolblau) sowie einer 100bp DNA-Leiter (Fermentas, USA) beladen. Die
Elektrophorese erfolgte fur 30 Minuten bei einer Spannung von 90 V. Die Detektion der

DNA Banden erfolgte im UV-Transilluminator.

3.2.5 Sequenzierung

Zunachst wurden die PCR-Produkte mit ExoSAP-IT (USB®, USA) aufgereinigt. Die im
Produkt enthaltenen Enzyme Exonuklease | und Shrimp Alkaline Phosphatase dienen
der Entfernung Ubrig gebliebener Primer und Desoxyribonucleosidtriphosphate. Eine
Mischung aus 2ul ExoSAP-IT und 5yl des PCR-Produkts wurde fur 25 Minuten auf
37°C, gefolgt von 15 Minuten auf 80°C im Thermocycler inkubiert. Die aufgereinigten
Proben wurden nach der Kettenabbruch-Methode (Sanger et al., 1977) sequenziert.
Die DNA-Sequenzierung erfolgte in zentralen Sequenzierungslaboren der University of

Chicago.

3.3 Inhibierung (,,Silencing*) von Targetgenen

3.3.1 siRNA

Bei der RNA Interferenz werden spezifische Gene in ihrer Expression inhibiert, indem
doppelstrangige siRNA (small interferring RNA) in die Zelle eingeschleust wird,
woraufhin durch Spaltung der Duplex-RNA und Komplexbildungen der enzymatische
Abbau der entsprechenden komplementaren mRNA-Strange hervorgerufen wird. Zum
Ausschluss unspezifischer Interaktionen der eingesetzten siRNA wurden zwei
unabhangige HRAS-spezifische Sequenzen (HSC.RNAI.N001130442.12.1 und
HSC.RNAI.N001130442.12.2) der Firma IDT® (lowa, USA) in unserem Experiment
verwendet. Um die Effizienz der Transfektion sicher zu stellen, wurde die
Positivkontrolle AllStars HS Cell Death (Quiagen, Californien, USA) eingesetzt, welche
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fur das Zelliberleben obligate Gene in humanen Zellen ausschaltet. Im Gegenzug
wurde zum Ausschluss unspezifischer Hemmeffekte die Negativkontrolle NC1 (IDT®)

transfiziert.

Stoffmenge Eingesetzte

Duplex N
uplex Name (nm) Konzentration (nM) Sequenz

5'“-GGAUCACAGUAAAUUAUUGGAUGGT-3*
HSC.RNAI.N001130442.12.1 10 100 3 ACCCUAGUGUCAUUUAAUAACCUACCA-5*
5'-AGCGAUGACGGAAUAUAAGCUGGTG-3
HSC.RNAIN001130442.12.2 10 100 3-CCUCGCUACUGCCUUAUAUUCGACCAC-5
. 5'-CGUUAAUCGCGUAUAAUACGCGUAT-3'
NC1 Negative Control 5 100 3-CAGCAAUUAGCGCAUAUUAUGCGCAUA-5
Mischung multipler siRNA Sequenzen die mit
AllStars HS Cell Death Control 5 100 sehr hoher Effizienz ubiquitdr exprimierte,

Uberlebensnotwendige Gene in humanen Zellen
ausschalten.

Tabelle 3.4 siRNA-Sequenzen.

3.3.2 Transfektion

Zellkulturen von 70-80% Konfluenz wurden geerntet und in 96-Well-Platten ausgesat.
Zunachst musste die richtige Zelldichte fir die Aussaat einer jeden Zelllinie ermittelt
werden, indem Konzentrationen in einer Skala von 0,5 - 2 x10* Zellen pro Well als
Wachstumsplatten getestet wurden. Fur die in dieser Studie verwendeten Zelllinien
bewéhrte sich im Allgemeinen eine Zelldichte von 1 bis maximal 1,5 x10* Zellen pro
Well, damit die Zellen nach 24 Stunden eine Dichte von 40 bis 60% vorwiesen. Nach
Aussaat wurden die Zellen zum Zwecke der Adhasion zunachst fur 24 Stunden auf dem
Flachboden inkubiert. Anschliefend wurde das Wachstumsmedium entfernt und eine
Magnet-assoziierte Transfektion nach Herstellerprotokoll durchgefuhrt (MATra,
PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland). Auch hierbei musste primar die optimale
siRNA-Konzentration und Dauer der Inkubationsperiode ermittelt werden. Bei dieser
sollten einerseits mindestens 80% der Zellen in der Negativkontrolle Uberleben,
andererseits ein effektiver Knockdown nachgewiesen werden. In unseren
Versuchsreihen bewahrte sich ein Knockdown fur 72 Stunden mit 100nM siRNA. Da die
eigentliche Transfektion nach einer 30-minitigen Magneteinwirkung auf die 96-Well-
Platte abgeschlossen ist, wurde nach weiteren 2, 24 und 48 Stunden nach vorsichtigem
Absaugen frisches Medium zugefuhrt. Hierdurch sollte ein Ausbleiben des

Zellwachstums aufgrund von Nahrstoff- / Wachstumsfaktorenmangel verhindert werden.
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3.3.3 Zellvitalitat

Zur Bestimmung des quantitativen Zelluberlebens wurde 72 Stunden nach Transfektion
eine DNA-Farbung mit dem rot fluoreszierenden Farbstoff Syto®60 vorgenommen (Li-
cor Bioscience). Um die adharenten Tumorzellen fur den Farbstoff aufnahmefahig zu
machen, wurden die 96-Well-Platten anhand eines modifizierten ,In-Cell-Western®-
Protokolls aufbereitet. Nach schonendem Absaugen des Mediums wurden die Zellen
fur 20 Minuten in 4%iger Formaldehyd-PBS-Losung fixiert. Im nachsten Schritt wurden
die Zellen 5 mal 5 Minuten mit 0.1%iger Triton®-X100-PBS-LAsung inkubiert. Hierbei
l6sen sich Proteine aus der Zellmembran und diese wird permeabel. Nach
Permeabilisierung mussten die Wells 3-fach mit PBS gewaschen werden, anschlief3end
konnten die Zellen fur 45 Minuten bei Raumtemperatur in Dunkelheit mit Syto®60-
Ldsung (1:10.000 Verdunnung in Odyssey® Blocking Buffer) inkubiert werden. Durch
grundliches Auswaschen der Farbelosung mit PBS, gegebenenfalls auch durch
kurzzeitige Inkubation mit PBS auf einem Schuttler, konnte eine hohe Hintergrund-
Intensitat vermieden werden. Mit Ausnahme des letzten Schrittes im Protokoll wurde
eine Inkubation auf dem Schuttler vermieden da hohe mechanische Krafte auf die
Zellen einwirken und zu einer Ablésung vom Flachboden fuhren kdnnen. Ausgelesen
wurden die Platten im Wellenbereich von 700nm mittels Nah-Infrarot (NIR)-Fluoreszenz

im Odyssey® Infrared Imaging System.

3.3.4 Western Blot

Zur Darstellung der Proteinlevel nach siRNA-Transfektion wurden Zellkulturen mit
entsprechend angepassten Mengen siRNA in 60mm durchmessenden Petrischalen
transfiziert und anschlielend wie in Kapitel 3.4.5 beschrieben zu Proteinlysaten

verarbeitet und in Western Blots bildlich dargestellit.
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3.4 \Vitalitatstests

3.4.1 Inhibitoren

Inhibitor Target Beschreibung C?lzlrlnei‘c::lg-ls
] . Selektive Hemmung der p110a, p110p3, p1108, p110y
NVP-BEZ235 PiBK,mTOR (1c50: 4nM, 75nM, 5nM, 7nM) + mTOR (K;: 20.7nM) #51009
Selektive Hemmung der PI3Ka, PI3Kp, PI3Kd, PI3Ky
GDC-0980 PI3K, mTOR (IC50: 3nM, 33nM, 3nM, 75nM) + mTOR (K;: 17nM) #52696
GDC-0941 PI3K Selektive Hemmung der PI3Ka, PI3KB, PI3K& und #S1065

PI3Ky (IC50: 3nM, 33nM, 3nM, 75nM)

Effektive Hemmung aller Tyrosinkinasen an EGFR:
Gefitinib (Iressa) EGFR Tyr1173, Tyr992, Tyr1173 and Tyr992 #S1025
(IC50: 37 nM, 37nM, 26 nM and 57 nM)

Hochpotenter MEK1 Inhibitor der eine Phosphorylierung

von ERK1/ERK2 verhindert. (IC50: 14nM) #51008

AZD6244 (Selumetinib) MEK1

Tabelle 3.5 Inhibitoren

3.4.2 Inkubation der Zelllinien

70-80% konfluent gewachsene Zellen wurden geerntet und in 96-Well Platten in einer
Konzentration gesat, in der die jeweilige Zelllinie in unbehandelten Kontrollfeldern bis
zum Ende des Versuchs keine Konfluenz erreichen sollte (1-3 x 10° Zellen/Well). Fiir 24
Stunden wurden die gesaten Platten zunachst mit Wachstumsmedium inkubiert, um die
Adharenz der Zellen an die Oberflache zu gewahrleisten. Verdinnungsreihen der
jeweiligen Medikamente wurden separat in frischem Medium angefertigt und im
Rahmen eines Mediumwechsels auf die Zellen gegeben. Die Berechnungen werden

hier an einem Beispiel dargelegt:

NVP-BEZ235:
Stammldsung: 25mM (in DMSO)
Arbeitsldsung: 10uM, entspricht 2ul Stammldsung auf 5ml Medium

Verdunnungsreihe: fortfUhrend 0,5ml der Arbeitslosung auf jeweils 4,5ml Medium

Mit Ausnahme von Gefitinib (1:4) wurde fur alle Inhibitoren eine 1:10 Verdinnungsreihe
hergestellt. Hieraus ergeben sich die folgenden Konzentrationen fir den
Versuchsaufbau: 10uM, 1uM, 0,1uM, 0,001uM, 0.0001uM. Alle Medikamente wurden in
dreifacher Ausfertigung auf die Versuchsplatten pipettiert. Um zelltoxische Effekte des

Lésungsmittels auszuschlieRen wurde DMSO gemal der hdchsten totalen Inhibitor-
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Konzentration im Versuchsaufbau als Kontrolle verwendet. Bis zu den Auswertungen

wurden die Versuchsplatten ohne weiteren Mediumwechsel inkubiert.

3.4.3 Auslesung der Vitalitat

72 Stunden nach Zugabe der Inhibitoren wurden die Platten vorsichtig abgesaugt und
mit Resazurin-Losung beflllt. Zur Herstellung einer 10X-Stammlésung mussen 7,5mg
Resazurin (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) in 50ml zweifach destilliertem Wasser geldst
werden. Der wasserlosliche, blaue Farbstoff Resazurin wird von funktionsfahigen Zellen
irreversibel zu Resorufin reduziert, welches rot fluoresziert. In der Regel kdénnen die
Platten nach einer Inkubationszeit von 2-4 Stunden bei 37°C ausgelesen werden. Die
gemessenen Fluoreszenzwerte (Extinktion 530 / Emission 590) verhalten sich
proportional zum Zelliberleben und entsprechen der noch vorhandenen metabolischen
Aktivitat der vitalen Zellen im Well. Mit Hilfe der Software Graphpad Prism konnten
Uberlebenskurven visualisiert werden und anhand der IC50 Werte die Sensitivitat
gegenuber den Inhibitoren bestimmt werden. Hierbei handelt es sich um die mittlere
inhibitorische Konzentration, also die Konzentration des Medikaments, bei der

definitionsgemal die halbmaximale Hemmung des Zellwachstums beobachtet wird.

3.4.4 Apoptose

Da die Auswertung der Apoptose bereits 24 Stunden nach Medikamentenzugabe
erfolgt, musste in diesem Versuchsaufbau die doppelte Anzahl an Zellen gesat werden
(4x10° Zellen/Well). Im Gegensatz zu den Vitalitats-Tests wurden hier statt des
Resazurins drei Farbeldsungen aus dem Vybrant Cell Death Kit (Invitrogen) verwendet:
Yo-Pro®-1 (grun fluoreszierend, spatapoptotische Zellen), Propidiumiodid (rot
fluoreszierend, nekrotische Zellen), Hoechst 33342 (grun fluoreszierend, kondensiertes
Chromatin in frihapoptotischen Zellen). Die Lésungen wurden auch hier direkt nach
Absaugen des Mediums hinzugegeben und fur 30 Minuten inkubiert, dann in den Wells

belassen und im Fluoreszensmikroskop ausgelesen (ImageXpress® Micro System).

3.4.5 Western Blot

Das Verfahren des Western Blot ermdglicht nach Auftrennung der Proteinfraktionen in
der Gelelektrophorese einen spezifischen Proteinnachweis mittels Antigen-Antikorper-

Komplexbildung.
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3.4.5.1 Antikorper

Antikorper Source kDa Verdiinnung  Sequenz
Rabbit . .
Phospho-EGF Receptor XP® (Tyr1068) D7A5 e 175 1:1000 Cell Signaling #3777S
EGF Receptor XP® D38B1 Rabbit 175 Cell Signaling #4267S
IgG 1:1000
Rabbit . . .
Phospho-Akt (Thr308) C31E5E e 60 1:1000 Cell Signaling #2965S
Phospho-Akt (Ser473) 193H12 Rabbit igG 60 1:1000 Cell Signaling #4058
Akt (pan) 40D4 'Vl'géﬁe 60 1:2000 Cell Signaling #2920S
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) Rabbit , S
(Thr202/Tyr204) D13.14.4E I9G 44,42 1:2000 Cell Signaling #4370S
p44/42 MAPK (Erk1/2) Mouse , S
(Thr202/Tyr204) L34F12 IgG1 44,42 1:2000 Cell Signaling #4696S
Rabbit . . .
Phospho-4E-BP1 (Thr37/46) 236B4 I9G 15-20 1:1000 Cell Signaling #2855S
4E-BP1 53H11 R%%"t 15-20 1:1000 Cell Signaling #9644S
. Santa Cruz
HRAS (C-20) poFT;cE:g:al 21 1:200 Biotechnology, Inc.
#sc-520
GAPDH XP® D16H11 R%%"t 37 1:1000 Cell Signaling #5174
Rabbit Santa Cruz
alpha-Actinin (H-300) 100 1:200 Biotechnology, Inc.
polyclonal #sc-15335

Tabelle 3.6 Primére Antikorper

Sekundare Antikorper (Li-cor Bioscience):
IRDye® 800CW Conjugated Goat polyclonal Anti-Rabbit IgG (1:15,000)
IRDye® 680LT Conjougated Donkey polyclonal Anti-Mouse IgG (1:20,000)

3.4.5.2 Proteinaufbereitung

Fur die Proteinversuche wurden die Zelllinien in 100mm durchmessenden Petrischalen

subkultiviert und am Folgetag fur 1 Stunde mit dem gewlnschten Inhibitor inkubiert
(Konzentrationen:10uM, 1uM, 0,1uM, 0,001uM). Zum Zeitpunkt des Versuchs sollte

eine Konfluenz von etwa 70% erreicht sein. Bei dieser befinden sich die Zellen mit

hoher Wahrscheinlichkeit in einer exponentiellen Wachstumsphase (log-Phase). Nach
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Absaugen des Mediums wurden die Petrischalen auf Eis gekuhlt und zweifach mit
eiskaltem PBS gewaschen. Nach Betraufeln mit 50-80ul Lysepuffer wurden die Zellen
mit einem Zellkratzer aus der Petrischale abgekratzt, in ein Eppendorfgefal® auf Eis
gegeben und fur 20 Minuten im Minutentakt gewirbelt. Dem Lysepuffer (RIPA Buffer,
Boston Bio Products, USA) wurden Phosphataseinhibitor- und Proteaseinhibitor-
Mischungen zugesetzt, um einen zelleigenen Proteinabbau wahrend der Aufbereitung
zu verhindern. Zur Entfernung von Zelltrimmern aus dem Homogenisat folgte die
Zentrifugation der Proben auf 14000 rpm fiir 30 Minuten. Der flissige Uberstand wurde
vorsichtig und ohne das Pellet aufzuwirbeln in ein neues Gefal} pipettiert und nach

Proteinbestimmung auf -80°C gelagert.

3.4.5.3 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford bedient sich dem Triphenylmethanfarbstoff
Comassie-Brilliant-Blau G250, welcher nach Bindung an Proteine sein
Absorptionsmaximum von 465nm auf 595nm andert. Anhand einer Rinderalbumin
(BSA)-Standardkurve kdonnen die Proteinkonzentrationen der Lysate errechnet werden.
Alle Proben und Standardlésungen wurden hierfur in dreifacher Ausfuhrung in eine 96-

Well Platte pipettiert und anschlieRend im Fluoreszenzspektroskop ausgelesen.

3.4.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, Transfer

Fir die Praparation eines kontinuierlichen Polyacrylamid Gels wurden 60ul einer frisch
angefertigten 10%igen APS-Lésung mit 6yl TEMED und 10 ml der Fertigldsung
,Smart™ Gel 10%"“ (Invitrogen) unter sanftem Schwanken vermischt und als Mini-Gel
gegossen. Der Kamm fur die Taschen wurde anschlieBend in das Trenngel
eingebracht. Anhand der ermittelten Proteinkonzentrationen wurden die Lysate mit bi-
destilliertem Wasser und 4X Ladepuffer (4%iger SDS-Puffer, #928-40004, Li-cor
Bioscience) so zu einem Endvolumen von 40pl verdinnt, dass die verschiedenen
Lysate mit jeweils gleicher Proteinkonzentration in die Taschen geladen werden
konnten. Zur vollstandigen Denaturierung mussten die Proben gewirbelt und far 5
Minuten auf 95°C erhitzt werden. Unter Verwendung des dazugehérigen Smart™ Gel
Running Buffer 20X wurden die Gele in eine puffergefllite Mini-Elektrophorese-
Kammer (Bio-Rad, Life-Science Group, USA) gegeben und nach vorsichtigem
Entfernen der Kdmme und Ausspulen der Taschen konnten die Lysate aufgetragen
werden. Als Referenzwert fur die Proteinmasse wurde in der ersten Tasche 5ul einer

Proteinleiter geladen (EZ-Run"™ Pre-Stained Rec Protein Ladder, Fisher BioReagents,
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USA). Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 120V fur etwa 60 Minuten

durchgefuhrt, bis die Markerfarbe des Ladepuffers unten aus dem Gel austrat.

3.4.5.5 Proteintransfer

Nach Auftrennung der Proteinbanden wurden die Gele zwischen Schwammen und
Filterpapier so auf Nitrocellulosemembranen (Bio-Rad) positioniert, dass unter
gleichmalligem, leichtem Druck ein sauberer Transfer der Proteine auf die
Tragermembran stattfinden konnte. Die Transferkammer (Trans-Blot Semi-Wet Transfer
Cell; Bio-Rad) wurde mit Transferpuffer (10% 10X Transferpuffer (Bio-Rad), 20%
Methanol, 70% bidestilliertes Wasser) geflllt und fur 3 Stunden bei 18V betrieben.

3.4.5.6 Inkubation der Antikorper, Proteindetektion

Zur Vermeidung unspezifischer Antikérper-Bindungen wurden die Membranen
anschlielend fur eine Stunde mit Odyssey Blocking-Puffer gewaschen. Primare und
sekundare Antikdrper wurden entsprechend den Empfehlungen des Herstellers mit
Blocking-Puffer verdinnt und konnten im Regelfall fur 5-10 Detektionen verwendet
werden. Die Inkubation der Primarantikdrper erfolgte auf einem Ruttler fur 4 Stunden
bei Raumtemperatur, alternativ bei 4°C Uber Nacht. Die Membranen wurden von
unspezifisch gebundenen Antikdrpern durch drei 10-minutige Waschgange mit TBST
(Tris-gepufferte Kochsalzlosung mit 0,1%Tween 20) bereinigt. Nach 45-minutiger
Inkubation der lichtsensitiven Sekundarantikorper in Dunkelheit bei Raumtemperatur
und erneutem Waschen der Membran mit TBST (3x10 Minuten), konnten die
Proteinbanden im Odyssey® Infrared Imaging System detektiert und mit der

dazugehdrigen Software ausgewertet werden.

3.5 Klonierung und Transfektion der HRAS-Mutation G12D

In diesem Versuch sollte die Punktmutation (G12D) des Kodons 12 des HRAS-Gens
der Tumorzelllinie HN4 isoliert, kloniert und transient in eine nicht mutierte Zelllinie

transfiziert werden.

3.5.1 Isolation und Amplifikation der G12D Mutation

Nach RNA Extraktion (lllustra Triple Prep Kit, GE Healthcare, gemafl Protokoll) und
RNA-Qualitatskontrolle (RNA-Integritat) folgte die cDNA-Synthese und PCR-
Amplifikation des relevanten DNA-Abschnittes (SuperScript™ IIl First Strand Synthesis

31



3 Material und Methoden

System for RT-PCR, Invitrogen). Fur die cDNA-Synthese wurden zunachst RNA,
Oligo(dT)-Primer und dNTPs fir 5 Minuten auf 65°C inkubiert, fir 1 Minute auf Eis
gekuhlt und anschlieBend unter Zugabe des cDNA-Synthese-Mix (2ul10X RT Buffer,
4ul 25mM MgClI2, 2ul 0,1M DTT, 1ul RNaseOUT™, 1ul SuperScript™|/ll RT) fur 50
Minuten auf 50°C und 5 Minuten auf 85°C inkubiert. Zur Entfernung von RNA-Resten
wurden eine 20-mindtige Inkubation mit 1yl RNaseH bei 37°C durchgefihrt. Fir die
PCR Reaktion wurden Vorwarts- und Ruckwarts-Primer fur HRAS designt, welche mit
den Sequenzen Xho1 bzw. Not1 der Restriktionsendonukleasen ausgestattet sind
(HRAS-xho-Fwd: 5-CTCGAGGCGATGACGGAATATAAGCTG-3’, HRAS-not1-Rev: 5'-
GCGGCCGCTCAGGAGAGCACACACTTGC-3’). Um eine erfolgreiche RT-PCR zu
verifizieren wurde die Sequenz gelelektrophoretisch nachgewiesen und anschlielend

auf die Mutation sequenziert.

3.5.2 Gateway-Klonierung

Die Klonierung mit Hilfe der Gateway® - Technologie ermdglicht eine schnelle und
erfolgreiche Klonierung des PCR Produkts. Hierfur wurde das TOPO TA Cloning® Kit
(Invitrogen) verwendet, welches den aktiven Klonierungsvektor pPCR®4-TOPO® enthalt.
Der Ligationsansatz (1,5ul des PCR-Produktes, 1ul Salzlésung, 1,5ul steriles Wasser
und 1yl TOPO® Vektor) wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Geman
Protokoll wurden die ONE SHOT® TOP 10 Zellen (kompetente E.coli Bakterien) am
Folgetag mit dem TOPO® Plasmid transformiert. 2ul der Ligationslésung wurden hierfur
vorsichtig mit den E.coli-Zellen vermischt und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert,
anschlieBend im Wasserbad einem Warmeschock ausgesetzt, auf Eis abgekuhlt, in
SOC-Medium suspendiert und flir eine Stunde bei 37°C und horizontaler Rotation
inkubiert. Zur Selektion wurden die transformierten Bakterien mit Ampicillin-Resistenz
kodierendem Vektor auf Ampicillin-XGal-Agar-Platten (0,001% Ampicillin, 30ul X-Gal, L-
2897 Agar-Pulver Sigma Aldrich) ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Fraktionierte Verdinnungsausstriche von weilRen Kolonien wurden fur eine weitere
Nacht bei 37°C inkubiert. Die positiven Kolonien erscheinen weil3, da bei erfolgreicher
Ligation der PCR-Fragmente in den Vektor die Gensequenz der beta-Galaktosidase
unterbrochen wird, welche normalerweise das beigesetzte X-Gal spalten kann und die
Blaufarbung hervorruft. Eine Auswahl von positiven Kolonien wurde mittels PCR und
Sequenzierung auf das Vorhandensein der Mutation Uberpruft, bevor ein Klon mit
nachgewiesener G12D-Mutation in Flussigmedium kultiviert wurde (L-3022 Pulver fur
LB-Medium, Sigma Aldrich).
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3.5.3 Isolation der Plasmid-DNA

Die Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QlAprep Spin Miniprep Kits (Quiagen) isoliert und

in 30ul Hypure Molecular Biology Grade Wasser (Thermo scientific) eluiert.

3.5.4 Restriktionsverdau und Gelextraktion der Plasmid-DNA

Mit den Restriktionsendonukleasen Xho1 und Not1 wurde dann die Kklonierte
Gensequenz aus den Plasmiden gelost. Hierfir wurden 50ul der isolierten Plasmid-
DNA-L6sung mit 2ul Xho1, 2ul Not1, 10ul 10X Puffer und 36ul Milli-Q Wasser vermischt
und fur 3 Stunden in ein 37°C warmes Wasserbad gegeben. Die Verdauungsreaktion
wurde dann in ein Agarose-Gel geladen und mittels Elektrophorese aufgetrennt. Bei
kurzer UV-Durchleuchtung wurde die Bande dargestellt und mit einem sterilen Skalpell
aus dem Gel geschnitten. Gemaf den Herstellerangaben wurden die klonierten HRAS-

G12D-Fragmente dann mit dem Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen) extrahiert.

3.5.5 Ligation mit Expressionsvektor pCl-neo

Fir die Ligation der HRAS-G12D-Fragmente mit dem Expressionsvektor pCl-neo wurde
ein Ligationsansatz (1pl pCl-neo-Vektor, 6ul HRAS-G12D-Loésung, 1ul 10X Puffer, 1pl
Milli-Q Wasser, 1l Ligase) fur 48 Stunden inkubiert. Auch dieser Vektor wurde zum
Zwecke der schnellen Vervielfachung entsprechend 3.5.2. in die ONE SHOT® TOP 10
Zellen transformiert. Auch hier wurde nach Verifizierung der G12D-Mutation ein Klon

uber Nacht kultiviert und pelletiert.

3.5.6 Endotoxinfreie Plasmid-Extraktion

Endotoxine sind Zellmembrankomponenten von Gram-negativen Bakterien wie z.B.
E.coli. Wahrend der Plasmidextraktion konnen diese freigesetzt werden und
anschlieBend die Effektivitat einer Transfektion deutlich herabsetzen. Aus diesem
Grund wurde eine endotoxinfreie Plasmid-Extraktion durchgefuhrt. GemaR Protokoll
wurde hierfir das PureLink™ HiPure Plasmid Filter Purification Kit (Life Technologies)

verwendet.

3.5.7 Transiente Transfektion

Zur transienten Transfektion von HRAS-Wildtyp-Zellen (SCC9) mit dem G12D-HRAS-
Plasmid wurden 5 x 10* Zellen in 24-well-Platten ausgesat, so dass diese am Folgetag
eine Konfluenz von etwa 50-70% erreicht hatten. 24 Stunden nach Aussaat wurde ein

Mediumwechsel durchgefuhrt. Gemall Protokoll wurde dann das Trans/T®-LT1
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Tranfection Reagent (Mirus Bio LLC, USA) mit der G12D-Plasmid-DNA und dem
empfohlenen Medium vorsichtig vermischt und flr 30 Minuten inkubiert. Ein Verhaltnis
von Reagenz zu Plasmid von 3:1 zeigte die beste Wirkung. Die Suspension wurde
vorsichtig in die Wells getropft und durch leichtes Kreisen gleichmallig im Medium
vermischt. Als Positivkontrolle der Transfektion wurde ein GFP (Grun Fluoreszierendes
Protein)-Vektor eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 40-50 Stunden und positiven
Transfektionskontrollen unter dem Fluoreszensmikroskop wurde das Medium
gewechselt und die Zellen fur weitere 72 Stunden mit dem Inhibitor Gefitinib inkubiert
(10uM, 5uM, 1uM, 0.1uM). AnschlieBend wurde ein Vitalitatstest mit Resazurin
durchgefuhrt (siehe 3.4.3).

3.6 Software zur Datenauswertung

* Odyssey® 3.0 (LI-COR, USA)
Die Software wurde mit dem Odyssey® Infrared Imaging System bereitgestellt
und zum Auslesen und Auswerten der Proteinlevel von Western Blot Membranen

und der Zellviabilitat bei Syto®60-Farbungen angewandt.

* GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., USA)
Die Software wurde zur Berechnung der IC50-Werte (Zellviabilitat) und

Erstellung der zugehdrigen Graphen verwendet.

* Codon Code Aligner (Codon Code Corp., USA)
Die Software wurde zur Analyse der Sequenzierungsergebnisse und Erstellung

von Chromatogrammen verwendet.
* Calcusyn Version 2.0 (Biosoft®, Cambridge, UK)

Die Software wurde zur Analyse der CI (ED90)-Werte und Erstellung der Dosis-

Wirkungskurven bei kombinierten Inhibitor-Effekten verwendet

34



3 Material und Methoden

3.7 Statistische Analyse

Die Signifikanzen wurden als Varianzanalyse mit Messwiederholung im balancierten
Modell berechnet (ANOVA, Analysis of Variance Model). Mit PrufgroRen wurde
getestet, ob die Varianz zwischen den verschiedenen Inhibitoren grof3er ist als die
Varianz innerhalb einer Substanz. Dadurch kann ermittelt werden, ob sich die
Inhibitoren signifikant unterscheiden. Die statistische Signifikanz definiert sich als
p < 0.005. Die Werte lagen fur jeden Inhibitor in neunfacher Ausfuhrung vor (3x
Triplikat).
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4 ERGEBNISSE

In der vorliegenden Studie wurden unterschiedliche Ansatze verfolgt, um den
Stellenwert von HRAS-Mutationen in plattenepithelialen Kopf-Hals-Tumoren (HNSCC)
zu analysieren. Hierbei wurden schwerpunktmalig das Ansprechen und die
Reaktionsmechanismen mutierter Zelllinien gegenuber angewandten und neuen

Therapieoptionen analysiert.

4.1 Screening von HNSCC Tumorzellen und Gewebeproben auf Mutationen in
HRAS

Genetische Analysen von Kopf-Hals-Tumoren haben gezeigt, dass Mutationen im
HRAS-Gen mit einer Wahrscheinlichkeit von bis zu 5% auftreten. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die HRAS-Hotspots im Kodon 12 und 13 (Exon 1) sowie Kodon 61 (Exon
2) von insgesamt 49 HNSCC-Zelllinien und 52 HNSCC-Gewebeproben mittels PCR
amplifiziert und auf Veranderungen im DNA-Strang untersucht. Insgesamt konnten 5
Missense-Mutationen nachgewiesen werden, davon 3 in 49 Zelllinien (HN4, BB49 und
H357) und 2 in 52 Gewebeproben. Dies entspricht einem prozentualen Anteil von 6,1%
bzw. 3,6%.

In der Zelllinie HN4 fand sich eine Guanin-Adenin-Transition in der mittleren Position
des 12. Kodons (c.35G>A), die zu einem Austausch der Aminosaure Glycin mit
Aspartat (p.G12D) fuhrt. In der Zelllinie H357 fand sich ebenfalls eine Guanin-Adenin-
Transition, hier jedoch in der ersten Base des Kodons 13 (c.37G>A), die einen
Austausch des Glycins mit Serin (p.G13S) nach sich zieht. Eine weitere Mutation im
Kodon 13 (¢c.38G>T) konnte in der Gewebeprobe #7016677 ermittelt werden. Hier fand
ein Austausch des Glycins mit Valin (p.G13V) statt. Die gut beschriebene Hotspot-
Mutation p.Q61L, die Glutamin durch die Aminosaure Leucin ersetzt, wurde an der
mittleren Base des Kodons 61 (c.182A>T) in der Gewebeprobe #64614 und der Zelllinie
BB49 detektiert. Das Chromatogramm in Abbildung 4.1 zeigt die Ergebnisse der

Sequenzierung nochmals im Uberblick.
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Mutationen in HRAS

ID Mutation ID Mutation

CCGGCGGT GT GG CGGCCAGGAGG

WT

HN4
H357 " BB49
cell line oAl G13S cellline [\ Q61L
‘CCLGG‘CGK/‘TGTGG "
7016677

Abb. 4.1 Chromatogramm: Nachweis von HRAS-Mutationen in den Zelllinien HN4 (G12D),
H357 (G13S), BB49 (Q61L) und den Gewebeproben #64614 (Q61L) und #7016677 (G13V).
Als Referenz sind in der oberen Reihe die Wildtyp-Sequenzen und darunterliegend die
Transitionen / Transversionen (schwarze Pfeile) dargestellt.

4.2 Effekte des HRAS Knockdowns in mutierten Zelllinien

Die Bedeutung der HRAS-Mutationen fir Zellwachstum und -Uberleben in HNSCC
sollte zunachst durch gezielte Ausschaltung der HRAS-Expression mittels RNA-
Interferenz  untersucht werden. Bei diesem Prinzip der posttranskriptionalen
Genunterdrickung binden Antisense-RNA-Sequenzen komplementar an die
transkribierte ,messenger RNA (mRNA) des jeweiligen Gens und unterdricken die
Translation (Proteinsynthese) des Zielproteins. Zum direkten Vergleich wurden neben
den mutierten Zelllinien HN4, BB49 und H357 zwei nicht mutierte Kontroll-Zelllinien
transfiziert und das Zelluberleben mittels Fluoreszensanfarbung der DNA (Syto60®)
analysiert. Als Kontroll-Zelllinien wurden SCC47 und SCC9 ausgewahlt, da in diesen
keine Mutationen in den Hotspot-Regionen von HRAS nachgewiesen werden konnten.
Der Knockdown wurde mit mindestens einer Wiederholung in je dreifacher Ausfertigung
durchgefuhrt (n=6). Die Resultate wurden in der Auswertung nur berlcksichtigt, wenn
ein Zelluberleben der Negativkontrolle im Vergleich zu unbehandelten Zellen von

mindestens 80% gewahrleistet war. Eine Vitalitat der Negativkontrolle von < 80% kann
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ein Hinweis auf ein hohes Zellsterben aufgrund der Transfektionsmethode oder der
verwendeten Reagenzien sein. Hingegen sprechen hohe Zelltodraten in den

Positivkontrollen fur eine gute Transfektionseffizienz.

100nm HRAS 100nm_neg. 100nm pos.

1 2 5 6 7 8 9 10 11
SCC47 @@ OQ@C)L@
“: 00600880
BB49 @@@OQ’)GDO
~ 060088000

Abb. 4.2 HRAS-knockdown in HNSCC Zelllinien. Dargestellt sind die Zelllinien SCC47,
SCC9, BB49, H357 und HN4 nach RNA-Interferenz und anschlieBender Syto60®-Farbung.
Jede Zelllinie wurde jeweils in dreifacher Ausfertigung mit HRAS-spezifischer siRNA, der
Negativkontrolle NC1 und einer Positivkontrolle transfiziert. Durch das Anfarben der
Nukleinsauren (schwarz) lasst sich das Ausmal® des Zelliberlebens visuell darstellen. Die
Positivkontrollen (Spalte 9-11) zeigen wenig anfarbbare Zellen und sprechen flr eine
erfolgreiche Transfektion (= hohes Zellsterben). Die Negativkontrolle (Spalte 5-7) zeigt wie
erwartet ein sehr dichtes Zellwachstum. Bei der Unterdrickung der HRAS-Expression (Spalte 1-
3) zeigen sich deutliche Differenzen zwischen den Zelllinien.

Abbildung 4.2 liefert eine ausschnittsweise Zusammenstellung ausgelesener 96-Well-
Platten der verschiedenen Zelllinien nach Transfektion und Anfarben intrazellularer
DNA. Die Spalten 1-3 zeigen hierbei die HRAS-transfizierten Wells und vermitteln
eindrucklich die Tendenz, dass die mutierten Zellen (BB49, H357, HN4) ein deutlich
reduziertes Zelluberleben aufweisen, wahrend die Kontroll-Zelllinien (SCC47, SCC9)
ahnlich der jeweiligen Negativkontrollen (NC1, Spalte 4-7) wachsen. Die
Positivkontrollen (Spalte 9-11) zeigen durchwegs hohe Zelltodraten in Form von wenig
anffarbbarer DNA und lassen auf eine, fur die verwendeten Zellen, erfolgreiche
Transfektionsmethode schlielen. Um transfektionsbedingte Einflisse auf das

Zellwachstumsverhalten auszuschliel3en, wurden die Ergebnisse der

38



4 Ergebnisse

Fluoreszenzmessung in Relation zu den Negativkontrollen gesetzt. Die

Negativkontrollen wurden dementsprechend als 100 %iges Zelliberleben gewertet.

Die ausgelesenen Fluoreszenzlevel nach Syto60®-Farbung bestatigen den visuellen
Eindruck der Zelldichte in den Wells (s. Abb. 4.3). Die Zelluberlebensraten der mutierten
Zelllinien betrugen 34,0% (HN4), 51,7% (H357) und 58,8% (BB49). Im Gegensatz dazu
waren SCC47 und SCC9 mit 90,8% und 83,3% durch den HRAS Knockdown nur gering
in ihrem Wachstumsverhalten beeinflusst. Die stark erniedrigten Uberlebens- bzw.
Wachstumsraten der Mutanten geben erste Hinweise darauf, dass Mutationen in HRAS

vermutlich férdernd auf Wachstum und Differenzierung der Krebszellen wirken.

SCC47 90.8

scco [ —— s

seso [N —  sss

H357

wve [ 340

100%

Abb. 4.3 Auswertung des Zelliiberlebens nach HRAS-Knockdown in HNSCC-Zelllinien.
Neben dem ausschnittsweise dargestellten HRAS Knockdown zeigt das Balkendiagramm die
prozentualen Uberlebensraten der Zelllinien mit Standardabweichung. Die Werte wurden
anhand von Fluoreszensmessungen der Syto60®-Farbung ermittelt.

Zum Nachweis reduzierter HRAS-Proteinlevel nach RNA-Interferenz wurde in den
Zelllinien HN4, BB49 und SCC9 exemplarisch ein Western Blot angefertigt. Diese
belegen anhand der deutlich abgeschwachten HRAS-Expressionslevel bei 100nM
HRAS-Knockdown mit konstanten Ladekontrollen (a-Actinin) eine erfolgreiche

Suppression des Proteins (s. Abb. 4.4).

39



4 Ergebnisse

n o o):t > °>:Z\
F&8F §8 95

HRAS —~ — -
a-Actinin | " - - W —

Abb. 4.4 HRAS-Proteinlevel nach Knockdown in HNSCC Zelllinien. Die hier dargestellten
Western Blot Membranen zeigen in der oberen Reihe das Protein HRAS und in der unteren
Reihe die Ladekontrolle alpha-Actinin. Bei der HRAS-spezifischen RNA-Interferenz mit 100nM
siRNA (Spalte 3, 5 und 7) zeigt sich die erfolgreiche Unterdriickung der Genexpression anhand
der abgeschwachten Proteinbanden bei konstanten Ladekontrollen.

4.3 HRAS-Mutationen induzieren Resistenz gegen EGFR-Inhibitoren

4.3.1 Resistenzlevel verschiedener Zelllinien

Um das schlechte Ansprechen der Kopf-Hals-Tumore auf den EGFR-Inhibitor
Cetuximab zu untersuchen, wurden 14 Zelllinien mit aufsteigenden Konzentrationen
(0,01 bis 10 uM) des Tyrosinkinase-Inhibitors Gefitinib inkubiert. Zur Quantifizierung der
Sensitivitat der Zelllinien gegenuber den Pharmazeutika wurde die mittlere
inhibitorische Konzentration ICsq ermittelt. Insgesamt zeigten sich in 10 der 14 Zelllinien
(71,5%) 1Cso Werte = 1uM, was fur eine mafig- bis hochgradige Resistenz spricht und
auf Zellebene die beobachtete therapeutische Problematik des klinischen Alltags
wiederspiegelt. HN5 (ICsp: 0,2uM), SCC9 (ICsp: 0,2uM), SCC23 (ICsp: 0,8uM) und
SCC15 (ICsp: 0,9uM) kénnen als maRiggradig sensitiv eingestuft werden, wohingegen
sich die HRAS-mutierten Zelllinien mit 1Cso-Werte von 21uM (BB49), 15,8uM (H357)
und 12uM (HN4) hochgradig resistent gegenuber Gefitinib zeigten. Des Weiteren
verzeichneten die Zelllinien SCC135, SCC90, SCC68 und SCC35 hohe Resistenzlevel
(Abbildung 4.5).
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Abb. 4.5 Resistenzlevel von HNSCC-Zelllinien gegen den Tyrosinkinaseinhibitor
Gefitinib. Die Graphen zeigen Dosis-Zelliberlebens-Kurven nach 72-stiindiger Inkubation mit
Gefitinib. Die Konzentration des Inhibitors ist auf der logarithmischen x-Achse, das prozentuale
Zelliberleben auf der y-Achse aufgetragen. Die Gegenlberstellung verdeutlicht die
unterschiedlichen Kurvenverldufe der HRAS-mutierten Zelllinien (links) und der sensitiven
Zelllinien (rechts). Das Balkendiagramm zeigt die 1Cs-Werte aller mit Gefitinib getesteten
Zelllinien von der hdchsten Sensitivitat (links) zur héchsten Resistenz (rechts). Die HRAS-
mutierten Zelllinien (schwarz) befinden sich unter den sehr resistenten HNSCC-Zellen.

4.3.2 Effekte von Gefitinib auf die Hauptsignaltransduktionswege PI3K/Akt und
Ras/Erk

Zur Beurteilung von moglichen Effekten des Inhibitors auf die nachgeschalteten

Signaltransduktionswege wurden Zellen nach einstindiger Gefitinib-Behandlung lysiert

und geblottet. Anhand dieser Blots sollte die Proteinphosphorylierung von

41



4 Ergebnisse

Schlusselproteinen in den Hauptsignalkaskaden bestimmt werden (s. Abb. 4.6).
Aufgrund seiner hohen Sensitivitat gegenuber Gefitinib wurde SCC9 als Kontroll-
Zellinie herangezogen. Anderungen der Expressionslevel sind nach einstiindiger
Inkubation nicht zu erwarten, der Phosphorylierungsgrad =zeigt jedoch die

Aktivitatsschwankung der Zellproteine als Reaktion auf den Inhibitor an.
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Abb. 4.6 Western Blot der Zelllinien HN4, BB49, H357 und SCC9 nach einstiindiger
Inkubation mit Gefitinib. Es werden die phosphorylierten ,p-“ (aktiven) Proteinlevel in direktem
Bezug zum jeweiligen Totalprotein dargestellt. Die Proteinbanden sind von links nach rechts
nach absteigenden Gefitinib Konzentrationen (10pM — 0,01uM) angeordnet. An Position 1 ist
immer ein unbehandeltes Zelllysat als Negativkontrolle geladen. Als Ladekontrolle wurde a-
Actinin verwendet.
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Gemaly unseren Erwartungen zeigte sich in allen vier Zelllinien bei Gefitinib-
Konzentrationen = 0,1uM eine reduzierte Aktivitat der EGF-Rezeptor-Tyrosinkinase,
welche sich anhand erniedrigter p-EGFR Level darstellt. P-ERK bzw. p-Akt und p-
4EBP1, als nachgeschaltete Proteine von Ras, spiegeln die beiden Hauptsignalwege
Ras/Raf/Mek/Erk und Ras/PI3K/Akt wider. EGFR aktiviert im Regelfall beide
Signalkaskaden, weshalb eine geminderte Aktivitat von Akt und ERK zu erwarten ist. In
unserer Kontroll-Zelllinie SCC9 lieRen sich erniedrigte p-Akt und p-ERK Level bei
Gefitinib-Konzentrationen = 1uM bzw. = 0,1uM beobachten. In ahnlichem MalRe fand
sich bei den mutierten Zelllinien eine Gefitinib-assoziierte Unterdriickung der p-ERK
Level, wobei die Intensitat zwischen den verschiedenen Mutanten schwankte. BB49,
die sich in Vitalitatsversuchen als eine der resistentesten Zelllinien manifestierte,
erreichte nur bei sehr hohen Konzentrationen von Gefitinib (10uM) eine Suppression
von p-Erk, was im Einklang mit den hohen ICs,-Werten der vorangegangenen
Testergebnisse stand. Interessanterweise zeigten alle HRAS-Mutanten im Gegensatz
zu SCC9 selbst bei hochster Konzentration des Inhibitors (10uM) keine Unterdrickung
der Akt-Aktivitat. Die Resultate der Western Blots lassen vermuten, dass in diesem Fall
der PI3K/Akt Signalweg unabhangig des EGF-Rezeptors aktiviert wird. Ein permanent
aktives HRAS-Protein kdnnte diesem Aktivierungsprozess zugrunde liegen und wuirde

unsere Hypothese, dass HRAS in HNSCC onkogenes Potenzial besitzt, festigen.

4.3.3 Verhalten von HRAS-G12D-transfizierten Zellen bei EGFR-Inhibition

Um herauszufinden, ob eine Zelle, in die eine HRAS-Hotspot-Mutation eingeschleust
wird, im Umkehrschluss an Sensitivitat gegentber Gefitinib einblfdt, erstellten wir den
pCl-neo-HRAS(G12D)-Expressionsvektor zur Insertion in die Gefitinib-sensitive Zelllinie
SCC9. Nach Verifizierung der G12D-Mutation im Vektor wurden die Zellen transient
transfiziert und anschlie3end fir 72 Stunden mit Gefitinib inkubiert. Entsprechend der
Vitalitdtsanalysen in 4.3.1 wurde das Zelliberleben in Korrelation zu den Leervektor-
transfizierten Zellen errechnet. Abbildung 4.7 zeigt die Ergebnisse zweier individuell
durchgefuhrter Transfektionen: Transfektion 1 mit anschlielender Gefitinib-Inkubation
mit den Konzentrationen 10uM, 1uM, 0,5uM und 0,1uyM sowie Transfektion 2 mit
anschliellender Gefitinib-Inkubation mit der Konzentration 10uM. Die starksten Effekte
der Transfektion lieRen sich bei Konzentrationen von 10 und 1uM Gefitinib ausmachen.
Hier zeigte sich eine klare Tendenz der Resistenzzunahme gegenuber dem EGFR-
Inhibitor, also erhéhte Uberlebensraten der G12D-transfizierten Zellen (schwarze
Balken).
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Abb. 4.7 HRAS(G12D)-Transfektion. Die beiden Grafiken zeigen nach einer Gefitinib-
Inkubation von 72 Stunden das prozentuale Zelliberleben der HRAS(G12D)-transfizierten
Zellen (schwarz) im direkten Vergleich mit den Leervektor-transfizierten Zellen (grau). Die Daten
prasentieren das prozentuale Zelliberleben (Mittelwerte von Duplikaten) in Relation zu
transfizierten, aber unbehandelten Kontrollzelllinien.

Das in Tabelle 4.1 aufgelistete prozentuale Zelliberleben der Versuchsreihe
verdeutlicht den Uberlebensvorteil der transfizierten Zellen. Bei einer Konzentration von
10uM Gefitinib Uberlebten 13,6% (Transfektion 1) bzw. 19,6% (Transfektion 2) mehr
Zellen, als in der Leervektor-Transfektion. Auch bei einer Gefitinib-Konzentration von
1uM zeigten die Zellen einen Uberlebensvorteil von 15,1%. Bei niedrigeren
Konzentrationen wuchsen die Zellen annahernd gleich. Gefitinib konnte folglich das
Zellwachstum der HRAS(G12D)-transfizierten Zellen deutlich schlechter hemmen, als

das der Kontrollgruppe.

UM Gefitinib % Zelliiberleben % Zelliiberleben % Uberlebens-
(72 std.) pCl-Neo-Leervektor pCl-Neo-HRAS(G12D) Vorteil
10 (Transfektion 1) 9,7 23,3 13,6
10 (Transfektion 2) 30,0 49,6 19,6
1 44 .4 59,5 15,1
0,5 76.7 79,4 2,7
0,1 86,0 85,8 0.2

Tabelle 4.1 Prozentualer Uberlebensvorteil der HRAS(G12D)-transfizierten Zellen
gegeniber den Leervektor-transfizierten Zellen nach 72-stiindiger Inkubation mit Gefitinib.
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4.4 HRAS-Mutanten zeigen hohe Sensitivitat gegentiber PI3K Inhibitoren

4.41 Zellvitalitat bei Behandlung mit PI3K (+/- m-TOR) — Inhibitoren
Unter der Annahme, dass ein PI3K-abhangiges Zellwachstum in HRAS-mutierten Zellen
vorliegt, sollte weitergehend Uberprift werden, in welchem Ausmall HNSCC-Zelllinien

auf PI3K-Inhibitoren ansprechen.
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Abb. 4.8 Vitalitatskurven nach Gefitinib und BEZ-235 Inkubation. Die Graphen zeigen die
Dosis-Zelliberlebens-Kurven nach 72-stiindiger Inkubation mit Gefitinib (weille Quadrate) und
dem PI3K-Inhibitor BEZ235 (schwarze Punkte). Die Konzentration des Inhibitors ist auf der
logarithmischen X-Achse, das prozentuale Zelliberleben auf der y-Achse aufgetragen. Die
Gegenulberstellung verdeutlicht die unterschiedlichen Kurvenverlaufe bei PI3K bzw. EGFR-
Inhibition der HRAS-mutierten Zelllinien BB49, HN4, H357 (links) und der HRAS-Wildtyp-
Zelllinien SCC9 und HNS (rechts). , * “ entspricht p < 0.005.
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In unserer Studie wurden Zellen flr 72 Stunden mit den kombinierten pan-PISK/mTOR-
Inhibitoren NVP-BEZ235 und GDC-0980, sowie dem pan-PI3K-Inhibtor GDC-0941 mit
aufsteigenden Konzentrationen von 0,001uM - 10uM inkubiert, um anschlieRend mittels
Resazurin-Assay die ICso-Werte zu ermitteln. Abbildung 4.8 verdeutlicht in einer
Gegenuberstellung die stark abweichenden Vitalitatskurven nach Gefitinib- und
BEZ235-Inkubation. Die Mutanten BB49, HN4 und H357 zeigen im Vergleich zu den
Kontrollen SCC9 und HN5 bereits bei sehr niedrigen Konzentrationen von 0,01uM ein
deutlich besseres Ansprechen auf die PI3K-Inhibition als dies beim EGFR-Inhibitor
Gefitinib der Fall war. Die Ergebnisse spiegeln sich dementsprechend in sehr niedrigen
ICs0-Werten im nanomolaren Bereich wider. Die ICso-Werte fur die BEZ235-Behandlung
betrugen 0,014uM (BB49), 0,029uM (HN4), 0,139uM (H357).

BB49 HN4 H357 HN5 SCC9
ICs0 (Gefitinib) 20,590 11,790 15,860 0,180 0,750
ICs0 (BEZ235) 0,014 0,029 0,139 0,069 0,078
ICs0 (GDC-0980) 0,181 0,298 - 0,587 0,294
IC50 (GDC-0941) 0,679 0,727 - 1,417 0,410

Tab 4.2 Tabellarischer Uberblick der mittleren inhibitorischen Konzentrationen (ICs)
Aufgelistet sind die 1C5-Werte der Zelllinien BB49 (Q61L), HN4 (G12D), H357 (G13V), HN5 und
SCC9 bei Behandlung mit dem EGFR-Inhibitor Gefitinib, dem PISK/mTOR-Inhibitor BEZ235,
dem PI3K/mTOR-Inhibitor GDC-0980 und dem PI3K-Inhibitor GDC-0941

Tabelle 4.2 liefert die aus einer Vielzahl unabhangiger Versuchsreihen analysierten
Mittelwerte der mittleren inhibitorischen Konzentrationen (ICsp). Beim Vergleich der drei
PI3K-Inhibitoren zeigte BEZ235 die niedrigsten |Cso-Werte und somit die besten
therapeutischen Effekte auf die Tumorzellen. Der deutliche therapeutische Vorteil von
BEZ235 (ICso Level 0,01 - 0,08uM) verglichen mit GDC-0941 (ICso Level 0.4 - 0.7uM)
konnte sich durch den zusatzlichen Angriffspunkt am mTOR-Proteinkomplex erklaren.
GDC-0980 (ICso Level 0,2 - 0,6uM), ebenfalls ein dualer Inhibitor, zeigte bessere
Effekte als GDC-0941, aber deutlich schwachere als BEZ235. Interessanterweise ergab

sich aus der Datenanalyse, dass SCC9 und HN5 ebenfalls, wenn auch nicht auf gleich
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hohem Niveau wie die HRAS-Mutanten, sensitiv auf PI3K-Inhibitoren reagierten. Unter
allen verwendeten Zelllinien zeigt sich im Vergleich zu den bislang eingesetzten EGFR-
Inhibitoren bei Konzentrationen von 0,1uM, 1uM und 10uM eine signifikant hdhere

Sensitivitat (p < 0.005) gegenuber PI3K-Inhibitoren.

4.4.2 Apoptoseinduktion

In Vitalitatstests ist generell nicht ersichtlich, ob eine Stagnation des Zellwachstums
oder ein tatsachliches Zellsterben durch Eintritt in den nattrlichen Zelltod (Apoptose)
vorliegt. Folglich war es fur uns von groRem Interesse anhand von Apoptose-Assays
den prozentualen Anteil der Zellen zu bestimmen, die sich nach Inkubation mit PI3K-

Inhibitoren im Stadium der Apoptose befinden.
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Abb. 4.9 Apoptoseinduktion nach PI3K-Inhibition. Die Zellen wurden fir 24 Stunden mit
den PI3K-Inhibitoren BEZ235, GDC-0980 und GDC-0941 ( jeweils 0,5 und 1 uM) behandelt
und anschlieBend im Apoptose-Screening ausgewertet. Die Balken geben prozentual die totale
Apoptoserate (friih- und spatapoptotische Marker) in der jeweiligen behandelten Zelllinie
wieder. Alle Versuchsreihen lieferten héhere Apoptoselevel als in der DMSO-Kontrolle (3-5%
Apoptose).

Mit Ausnahme von HN4 konnte in den getesteten Zelllinien eine Gesamtapoptose

(Frih- und Spatapoptose) von 10 bis 30% nachgewiesen werden. Vergleicht man die
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Gesamtapoptose mit Zelliberlebensraten bei gleichem Versuchsansatz (beispielsweise
1uM BEZ235), so zeigten sich im Einklang mit niedrigen Zelliberlebensraten von < 30%
sehr hohe Apoptoselevel von 12,2% (H357), 13,9% (SCC9), 22,8% (BB49) und 31,4%
(HN5). Entsprechend den berechneten ICsp-Werten in Vitalitats-Versuchen (Tabelle 4.2)
zeigten sich konstant hohere Apoptoseraten durch die dualen PI3BK/mTOR-Inhibitoren
(BEZ235, GDC-0980) im Vergleich zu dem PI3K-Inhibitor GDC-0941. Die generell
beobachtete hohe Apoptoseinduktion in HNSCC-Tumorzellen bekraftigt unsere
Annahme, dass der PI3K/Akt-Signalweg fur die Tumorprogression eine entscheidende

Rolle spielt.

4.4.3 Effekte auf die Hauptsignaltransduktionswege PI3K/Akt und Ras/Erk bei
PI3K-Inhibition

Auch nach kombinierter PI3BK/mTOR- bzw. solitédrer PI3K-Inhibition wurden Western
Blots angefertigt, um einen Einblick in die Mechanismen der Signaltransduktion zu
erlangen (Abbildung 4.10).
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Abb. 410 Western Blots der Zelllinien HN4 und BB49 nach einstiindiger Inkubation mit
BEZ235 und GDC-0941. Es werden die phosphorylierten ,,p-“ (aktiven) Proteinlevel in direktem
Bezug zum jeweiligen Totalprotein dargestellt. Die Proteinbanden sind in den Spalten von links
nach rechts nach absteigenden Inhibitor-Konzentrationen (10uM — 0,01uM) angeordnet, in
Spalte 1 ist immer ein unbehandeltes Zelllysat als Negativkontrolle geladen. Als Ladekontrolle
wurde a-Actinin verwendet.

Wie erwartet zeigte sich keine Veranderung der p-EGFR Level, welche als

vorangeschaltetes Protein der PI3-Kinase durch die Inhibitoren unbeeinflusst bleiben.
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Entsprechend den hohen Sensitivitdten in Vitalitatstests, werden p-Akt und das
nachgeschaltete p-4EBP1 durch beide Inhibitoren stark herunterreguliert. Hier zeigt
sich, dass BEZ235 durch seine dualen Angriffspunkte an PI3K und mTOR die p-4EBP1
Level deutlich starker beeinflusst. Wahrend bei der Behandlung mit GDC-0941
Konzentrationen von 0,1uM und 1uM keinen Einfluss auf die Aktivitat von p-4EBP1
zeigen, ist diese bei selbigen Konzentrationen von BEZ235 komplett unterdrickt. Dies
wulrde erklaren, warum die 1Cso-Werte von GDC-0941 um den Faktor 5 bis 50 hoher,

somit resistenter waren, als die nach Zugabe der effizienten Substanz BEZ235.

Uberraschenderweise konnten neben p-Akt und p-4EBP1 in unterschiedlichem AusmafR
auch reduzierte Level von p-ERK detektiert werden. Demnach muss eine Beeinflussung
des MEK/ERK-Signalweges durch die PI3K-Blockade oder durch eine unspezifische

Reaktion des Inhibitors gegeben sein.

4.5 Untersuchungen zu Kombinationen von PI3K-Inhibitoren mit EGFR- bzw.
MEK-Inhibitoren

4.5.1 Effekte auf die Hauptsignaltransduktionswege PI3K/Akt und Ras/Erk

Entsprechend den Analysen nach Behandlung mit einem einzelnen Inhibitor wurden
exemplarisch die Zelllinien BB49 und HN4 mit Kombinationen aus den Inhibitoren
BEZ235 (PIBK/mTOR) und Gefitinib (EGFR) oder BEZ235 und AZD6244 (MEK)
inkubiert. Anhand von Western Blots (Abb. 4.11) wurde untersucht wie sich die
phosphorylierten Proteinlevel nach kombinierten im direkten Vergleich zu den solitaren
Behandlungen verhalten. Es konnten zunachst fur beide Zelllinien die Ergebnisse aus
den 1uM Gefitinib und den 1uM BEZ235 Behandlungen aus vorangegangen Versuchen
verifiziert werden (vgl. Abb. 4.6 bzw. Abb. 4.10). Nach Kombination von PI3BK/mTOR mit
EGFR Inhibitoren (1uM BEZ235 + 1uM Gefitinib) zeigten sich in den Blots
synergistische Effekte. In beiden Zelllinien konnten somit neben den reduzierten pAkt
und p4EBP1-Leveln durch PI3K-Inhibition bei zusatzlicher Gabe von Gefitinib die
pEGFR-Level reduziert werden. Entsprechend vorangegangener Ergebnisse konnte
auch hier keine wesentliche Reduktion der MEK/ERK-Signalaktivitat (Protein p-ERK)
erreicht werden. Erst durch die Kombination des PI3K-Inhibitiors mit einem MEK-

Inhibitor zeigt sich eine deutlich reduzierte p-ERK-Bande neben der reduzierten
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Akt-mTOR-Achse (p-AKT/p-4EBP1), was flr eine erfolgreiche Suppression beider

Hauptsignalwege spricht.
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Abb. 4.11 Western Blot der Zelllinien BB49 und HN4 nach einstiindiger Inkubation mit
Kombinationen der Inhibitoren Gefitinib, BEZ235 und AZD6244. Es werden die
phosphorylierten ,p-“ (aktiven) Proteinlevel in direktem Bezug zum jeweiligen Totalprotein
dargestellt. An Position 1 ist immer ein unbehandeltes Zelllysat als Negativkontrolle geladen, im
Anschluss finden sich die Lysate der Behandlungen mit je 1uM Gefitinib (Spalte 2), BEZ235
(Spalte 3) und der Kombinationen Gefitinib + BEZ235 (Spalte 4)) und BEZ235 + AZD6244
(Spalte 5). Als Ladekontrolle wurde a-Actinin verwendet.

4.5.2 Dosis-Wirkungsbeziehungen

Um synergistische und antagonistische Effekte der dualen Inhibition zu analysieren
wurden die Vitalitatswerte nach 72-stiindiger separater und kombinierter Inkubation mit
der Software Calcusyn analysiert. Anhand des Zelliberlebens bei verschiedenen
Konzentrationen der Inhibitoren wurden Dosis-Wirkungskurven erstellt und die
Effektivdosis ED90 und deren Konfidenzintervall berechnet. Auf diese Weise kann der
Synergismus (ggf. Antagonismus) der dualen Anwendung von Inhibitoren geschatzt
werden. In Abb. 4.12 sind die Kurven-Diagramme der Zelllinien HN4 und BB49
(BEZ235 + Gefitinib / BEZ235 + AZD6244) und der Zelllinien HNS und SCC9 (nur
BEZ235 + Gefitinib) dargestellt.
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Dosis-Wirkungskurven
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Abb. 4.12 Dosis-Wirkungskurven bei dualer Inhibition mit BEZ235 + Gefitinib und BEZ235
+ AZD6244. Die Graphen zeigen die Dosis-Wirkungskurven nach 72-stindiger Inkubation mit
Gefitinib, AZD6244 (beide blau), BEZ235 (griin) und den Kombinationen der Inhibitoren (rot).
Die Konzentration des Inhibitors ist auf der X-Achse, der Dosiseffekt auf der y-Achse
aufgetragen. Unter den Graphen befindet sich das errechnete Konfidenzintervall (Cl) der
Effektivdosis ED90 (Effektivdosis zur Hemmung von 90% des Wachstums). Anhand des
Konfidenzintervalls leitet sich der Grad des Synergismus bzw. Antagonismus der dualen
Inhibition ab und wird mit den Symbolen ,+++++“ (sehr starker Synergismus) bis ,-----“ (sehr
starker Antagonismus) dargestellt.
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Beim Vergleich von mutierten und Kontrollzelllinien zeigt sich bei den Gefitinib-
sensitiven Kontroll-Zelllinien (SCC9, HNS) ein starker bis sehr starker synergistischer
Effekt der Kombination BEZ235 + Gefitinib, wohingegen bei den mutierten, Gefitinib-
resistenten Zelllinien (HN4, BB49) bei selbiger Kombination ein schwacher bis
moderater Antagonismus der Inhibitoren vorliegt. Bei Kombination von PI3K und MEK-
Inhibitoren konnte ein schwacher (HN4) bzw. sehr starker (BB49) Synergismus
ausgelost werden. Diese Ergebnisse sprechen fur einen positiven Effekt der
zusatzlichen MEK-Inhibition und stehen im Einklang mit den Ergebnissen der Western

Blots.
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5 DISKUSSION

5.1 HRAS-Mutationsanalysen

Zu Beginn unserer Studie untersuchten wir unsere HNSCC-Zelllinien sowie
Tumorgewebeproben von Patienten mit plattenepithelialen Karzinomen des Kopf-Hals-
Bereichs auf HRAS-Hotspot-Mutationen. Die Einschrankung auf die Hotspot-Kodons
12,13 und 61 wurde einerseits durch die zahlenmallige Dominanz dieser Mutationen
(s. Abb. 5.1) und andererseits durch die bislang ungewisse Bedeutung der seltenen und

unbekannten Mutationen gewahlt.
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Abb. 5.1 Die haufigsten HRAS-Mutationen Ausschnitt aus dem Mutationsregister des HRAS-
Gens Aminosaure 8 bis 64 mit den prozentual haufigsten Mutationen in den Kodons 12, 13 und
61 (Quelle: SANGER).

Hierbei konnten wir einen prozentualen Anteil der Hotspot Mutationen von 6,1% in
HNSCC-Zelllinien und 3,6 % in HNSCC-Gewebeproben ermitteln. Diese Ergebnisse
stehen in Einklang mit bereits veroffentlichten Daten. So berichteten 2011 Stransky et
al. und Agrawal et al. in zwei grol3 angelegten genomischen Analysen erstmals von
mutierten HRAS-Genen in plattenepithelialen Kopf-Hals-Tumoren. Das HRAS-Gen
wurde hierbei als sechshaufigste Mutation mit einer Inzidenz von 4% (Agrawal et al.,

2011) bzw. als achthaufigste Mutation mit einer Inzidenz von 5% (Stransky et al., 2011)
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beschrieben. Pickering et al. konnten 2013 in einem Kollektiv von 38 HNSCC-Proben
der Subgruppe oraler plattenepithelialer Karzinome in insgesamt 9 % der
Patientenproben Mutationen in HRAS ausfindig machen (Pickering et al., 2013). Lui et
al. beschrieben 4,6% ihrer 151 Proben als HRAS mutiert (Lui et al., 2013). Das TCGA-
Projekt (The Cancer Genome Atlas) lieferte 306 sequenzierte Datensatze und konnte in
4% der Proben eine HRAS-Mutation nachweisen (Cancer Genome Atlas Research
Network et al., 2013; Kandoth et al., 2013). Kurzlich konnten Ubereinstimmend auch
Rampias et al. in 180 HNSCC-Proben einen Anteil von 9,44 % der Tumore positiv auf
HRAS-Mutationen testen (Rampias et al., 2014).

Gemal der COSMIC-Datenbank flr somatische Mutationen weisen, neben Tumoren
der Haut und des Urogenitalbereichs, die Tumore aus dem Kopf-Hals-Bereich am
haufigsten HRAS-Mutationen auf. Tabelle 5.1 zeigt eine Auflistung Uber die derzeitigen

HRAS-Mutationsraten in verschiedenen Organ-/Gewebegruppen (Stand Juni 2014).

Gewebe Proben HRAS-Mutationen %
Haut 3580 356 9,94
Speicheldriisen 363 34 9,37
Harnwege 2458 224 9,1
Cervix 273 23 8,42
Obere Luft- und Speisewege 1547 118 7,63
Penis 28 2 7,14
Weichgewebe 926 38 4.1
Hoden 126 5 3,97
Schilddriise 5225 196 3,75
Prostata 1000 33 3,3

Hypophyse 300 9 3
Thymus 46 1 2,17
Magen 691 14 2,03
Nebenniere 230 4 1,74
Genitaltrakt 65 1 1,54

Tab. 5.1 HRAS-Mutationsraten der verschiedenen Gewebegruppen. Die Tabelle zeigt die
absolute Anzahl an positiv getesteten HRAS-Sequenzierungen, sowie den prozentualen Anteil
im Vergleich zu allen untersuchten Proben. Die Kopf-Hals-Tumore (Speicheldrisen, obere Luft-
und Speisewege, Schilddrise) sind blau hinterlegt (Quelle: SANGER).

Speicheldrisen weisen HRAS-Mutationen in 9,37%, die oberen Luft- und Speisewege
in 7,63% und die Schilddrutse in 3,75% auf. Fasst man somit die Tumore der Kopf-Hals-
Region in eine Ubergruppe zeigen sich in 6-7% der untersuchten Gewebeproben
Mutationen im HRAS-Gen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass wir mittels

unserer Sequenzierungsanalyse das Auftreten und die Haufigkeit der HRAS-Mutationen

54



5 Diskussion

in HNSCC bestatigen konnten. Alle von uns ermittelten Hotspot-Mutationen sind bereits
in der online zuganglichen COSMIC-Datenbank beschrieben. Auch wenn HRAS ein
weitaus selteneres Ereignis im Vergleich zu anderen tumorfordernden Alterationen
darstellt, galt es primar zu untersuchen, ob HRAS onkogenes Potenzial besitzt und
inwieweit es zu Tumorentstehung und -progression bzw. zu Resistenzen gegen die

Therapien beitragt.

5.2 Identifikation von HRAS als Treibergen

Es ist schon lange bekannt, dass Ras eine wichtige Stellung als molekularer Schalter
innerhalb der Signaltransduktion einnimmt und mutierte RAS Gene unkontrolliertes
Wachstum in Zellen auslosen konnen. In dieser Arbeit konnte nun demonstriert werden,
dass HRAS neben KRAS und NRAS als drittes Gen der RAS-Familie ebenfalls
entscheidend das Tumorwachstum beeinflussen kann. Unter dem Gesichtspunkt, dass
es fur HNSCC bisher in Studien keinen Anhalt fur mutierte Kras- und Nras-Proteine gibt,
konnte HRAS eine entscheidende Stellung in den Zellen einnehmen. Nach dem
gezielten Herunterregulieren der Hras-Proteine mittels RNA-Interferenz zeigten die
HRAS mutierten Linien BB49, H357 und HN4 ein Zelliberleben von durchschnittlich nur
knapp 50% im Vergleich zu den unbehandelten Negativkontrollen, wahrend die HRAS-
wt-Zelllinien bei gleichem Versuchsaufbau nahezu unbeeinflusst durch die Gen-
Ausschaltung blieben. Die erfolgreiche Inhibition des Zellwachstums nach HRAS-
Knockdown in Zusammenschau mit den reduzierten HRAS-Proteinleveln in Western
Blots sprechen fur eine gelungene Transfektion und somit erfolgreiche Ausschaltung
bzw. Herunterregulierung des Zielproteins. Dieser Versuchsaufbau zeigt deutlich wie
stark die Zellproliferation von der Prasenz des mutierten HRAS abzuhangen scheint.
Anhnliche Effekte konnten 2011 Zuo et al. zeigen, als sie in Nasopharynx-Karzinomen
nach HRAS-Knockdown erhdhte Zellsterberaten nachweisen konnten und im Rahmen
ihrer Ergebnisse auf einen Zusammenhang zwischen HRAS-Amplifikation und
Cetuximab-Resistenz schlossen (Zuo & Luo, 2011). Auch Rampias et al. konnten in vier
getesteten HNSCC-Zelllinien nach HRAS-Knockdown eine um etwa 20%
eingeschrankte Zellproliferation beobachten, jedoch hier ohne Nachweis einer

Apoptoseinduktion (Rampias et al., 2014).
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Wir werten HRAS-Hotspot Mutationen aufgrund unserer vorliegenden in-vitro
Ergebnisse als einen bedeutenden Faktor des Tumorwachstums in plattenepithelialen

Kopf-Hals-Tumoren.

5.3 Cetuximab-Resistenz und die Bedeutung von HRAS

Als erstes wichtiges fehlreguliertes molekulares Zielobjekt der plattenepithelialen Kopf-
Hals-Tumore wurde 1993 der EGF-Rezeptor identifiziert und als Folge dessen ist bis
heute der monoklonale Antikérper und EGFR-Inhibitor Cetuximab das einzige
zugelassene gezielte Therapeutikum, welches neben Chemo- und Radiotherapie fur die
Behandlung von HNSCC-Patienten in bestimmten Krankheitsstadien zugelassen ist
(Grandis & Tweardy, 1993). In randomisierten Phase Il Studien konnte erfolgreich
gezeigt werden, dass bei lokal fortgeschrittener Erkrankung die Zugabe von Cetuximab
zu einer Radio- bzw. Chemotherapie eine bessere loko-regionale Kontrolle und ein
besseres Gesamtluberleben nach sich zieht (Bonner et al., 2010; 2006). Basierend fur
die Zulassung von Cetuximab mit platinbasierter Chemotherapie als standardisierte
Erstlinien-Therapie bei rezidiviertem und/oder metastasiertem Tumor war die US-Studie
LEXTREME®, in der ein vereinzelt verbessertes Gesamtlberleben durch die
Kombinationstherapie nachgewiesen werden konnte (Vermorken et al., 2008). Die
Daten wurden 2014 bei der Jahrestagung der Amerikanischen Gesellschaft fur klinische
Onkologie (ASCO, American Society of Clinical Oncology) im Rahmen der Prasentation
der 5-Jahres-Follow-Up Daten bekraftigt (Vermorken et al., 2014). Der Tumor scheint
moglicherweise durch die zusatzliche Gabe des EGFR-Inhibitors fur die eigentliche
Chemotherapie oder Bestrahlung sensibilisiert zu werden. Der zugrundeliegende
Mechanismus ist jedoch noch nicht erforscht. Die erhofften wachstumshemmenden
Effekte der anti-EGFR Monotherapie blieben hingegen nach vielversprechenden

praklinischen Studien grofltenteils aus.

Bislang konnte kein plausibler Resistenzmechanismus gegen Cetuximab ausfindig
gemacht werden, der das schlechte Ansprechen auf die Monotherapie erklart. Die grof3
angelegten Sequenzierungs-Projekte der heutigen Zeit liefern eine ausflhrliche
Aufschlusselung der malignen Tumore auf molekularer Ebene und damit viele denkbare
Ansatzpunkte fur neue Medikamente (vgl. 5.1). Es gestaltet sich jedoch als langwieriger

Prozess einzelne Mutationen abzugrenzen, die auch tatsachlich das Gleichgewicht
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einer Zelle stéren und zu einer Entartung fuhren. DarUber hinaus bedeutet ein
entschlusseltes Treibergen noch lange nicht, dass dieses auch wirkungsvoll blockiert
werden kann. Speziell bei den Kopf-Hals-Tumoren zeigen sich grofltenteils Alterationen
in  Tumorsuppressorgenen (Notch1, TP53, RB1), die durch ihren Ausfall die
Tumorprogression fordern, somit nicht durch Inhibition ausgeschaltet werden kdnnen.
Vielmehr musste man hier therapeutisch die verloren gegangene Funktion des
Tumorsuppressorgens wieder herstellen. Dieses Vorhaben hat sich bislang in der
Tumorforschung als auf3erst schwierig gestaltet und es steht bis dato keine systemische
Therapie fur die Wiederherstellung der Schlusselproteine zur Verfugung (Loyo et al.,
2013). Aktivierende Mutationen in Onkogenen zeigen sich in Kopf-Hals-Tumoren
vergleichsweise selten. Gelingt es, ein Treibergen zu entschlisseln und ein passendes
Medikament zur Verfligung zu haben bzw. zu entwickeln, werden die erhofften Erfolge
haufig durch Toxizitatslimits oder Resistenzmechanismen behindert. Hierzu zahlen
vorwiegend Rickkopplungsmechanismen und Uberschneidungen der einzelnen

Signalachsen, die eine therapeutische Blockade geschickt umgehen.

Die Stellung von HRAS, als potenzielles Treiber-Onkogen, wurde bisweilen nur in
einzelnen Studien in Bezug auf Resistenzen in soliden Tumoren untersucht. Luwor et
al. veroffentlichten 2011 eine Arbeit Uber den Einfluss von onkogenem HRAS in
Blasentumoren und konnten sowohl in vitro, als auch in vivo, eine erhdhte Resistenz
gegen EGFR-Therapien nachweisen (Luwor, Lu, Li, Liang, & Fan, 2011). 2013 konnten
erstmals Hah et al. in Kopf-Hals-Tumoren zeigen, dass die Transfektion einer
aktivierenden HRAS-G12D/G12V-Mutation in eine EGFR-sensitive Zelllinie die
Resistenz gegen den Inhibitor Erlotinib erhdhte (Hah et al., 2013). Ubereinstimmend
zeigten Rampias et al. in Kopf-Hals-Tumorzelllinien nach lentiviraler Transfektion mit
G12V HRAS eine bis zu 55% gesteigerte Unterdrickung der Zellproliferation nach
Cetuximab-Behandlung im Vergleich zu den Kontroll-Transfektionen. Erstmals konnte
auch in vivo in einem Kollektiv von 55 HNSCC-Patienten, darunter 7 mit HRAS-Hotspot-
Mutation, die geringere Wahrscheinlichkeit flir ein Ansprechen auf Cetuximab

nachgewiesen werden (p=0,046) (Rampias et al., 2014).

Unter diesem Aspekt priften wir zunachst das Ansprechen zahlreicher Zelllinien auf
Gefitinib, einen Tyrosinkinaseinhibitor, der ahnlich dem monoklonalen Antikdrper
Cetuximab den EGF-Signalrezeptor inaktiviert. Passend zum schlechten klinischen

Ansprechen auf die EGFR-Inhibition waren in unseren Testergebnissen 71,4% der
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Zelllinien maRig- bis hochgradig resistent gegen Gefitinib. Ein wesentlich kleinerer
Anteil (28,6%) zeigte ein moderates bis gutes Ansprechen. Interessanterweise fanden
sich unter den am starksten ausgepragten Gefitinib-Resistenzen unsere drei HRAS-
mutierten Zelllinien. Diese zeigten nur eine minimale Wachstumshemmung und somit
nahezu ungehindertes Tumorwachstum nach EGFR-Inhibitor-Inkubation. Umgekehrt
konnte nach Einschleusen der G12D-Mutation in Wildtyp-Zellen der Trend einer
steigenden Resistenz gegen die EGFR-Blockade beobachtet werden. Die Ergebnisse
der Transfektion liegen in nur geringen Fallzahlen vor, zeigen jedoch prozentual
eindricklich einen besseren Uberlebensvorteil und kdnnen, wenn auch nicht signifikant,
als eine Tendenz gewertet werden. In Zusammenschau mit der bereits erlduterten
Identifikation als relevantes Tumor-Gen und dem fehlenden Nachweis von anderen
RAS Mutationen in HNSCC, verfestigte sich unsere Hypothese, dass HRAS-Mutationen
als entscheidender Resistenzfaktor gegen die EGFR-Inhibitoren fungieren.
Ruckblickend ist die Wahl von Gefitinib als zentrales Therapeutikum unserer Studie als
kritisch zu betrachten. Ein Vergleich unserer in-vitro Daten mit den Cetuximab-
Ergebnissen sollte nur unter Vorbehalt gezogen werden, denn Tyrosinkinaseinhibitoren
haben bislang in klinischen Studien enttduschende Ergebnisse geliefert (Cohen et al.,
2005; 2003; Kirby et al., 2006). Zuletzt wurden in einer grof® angelegten Phase Ill Studie
therapieresistente Patienten vergleichsweise mit Gefitinib und Methotrexat therapiert.
Auch hier konnte kein Uberlebensvorteil gegeniiber dem Chemotherapeutikum

verzeichnet werden (Stewart et al., 2009).

5.4 Resistenzmechanismus

Anti-EGFR Therapien finden seit einigen Jahren auch in anderen Tumorentitaten, wie
beispielsweise beim Darm- und Lungenkrebs ihre Anwendung. Beim Darmkrebs konnte
unter anderem die KRAS-Mutation als ein ausschlaggebender Resistenzmechanismus
ausfindig gemacht werden. Der Vorteil darin besteht, dass Patienten, die fur eine Anti-
EGFR-Therapie in Frage kommen, vorab auf KRAS Mutationen getestet und so flr
gezielte Therapien selektiert werden (Karapetis & Khambata-Ford, 2008; Linardou et
al., 2011; Normanno et al., 2009). Kénnte man also auch bei HNSCC-Patienten praziser
vorhersagen, ob ein gutes Ansprechen auf Cetuximab bzw. aus welchen Grinden kein
Ansprechen zu erwarten ist, kdnnten neue Therapieansatze erforscht werden. Auch die

Entschlisselung von zelluldren Resistenzmechanismen ist notwendig, um die
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Therapeutika zielgerichteter einsetzen und gegebenenfalls durch Kombinationen oder

alternative Therapien ablésen zu kdnnen.

Bislang wurde bei HNSCC-Tumoren vermutet und belegt, dass HER2-Amplifikationen,
die in etwa 40 - 60% auftreten, einen moglichen Resistenzmechanismus gegen
Cetuximab darstellen. HER2 (ErbB2) gehdrt ebenso wie EGFR (ErbB1) zur Familie der
ErbB-Rezeptorkinasen und kann durch Amplifikation des Rezeptors oder durch
Hochregulierung des Liganden ungeachtet der EGFR-Blockade zu einer stetigen
Aktivierung von ERK1/2 (MAPK-Signalweg) fuhren (Yonesaka et al., 2011). Eine
Kombination aus EGFR und HER1/HER2 Inhibitor (Cetuximab + Lapatinib) wird
momentan in einer klinischen Phase | Studie (NCT01184482) getestet (Mountzios,
Rampias, & Psyrri, 2014).

Zuvor berichteten 2009 Seiwert et al., dass in 84% der HNSCC-Proben eine
Uberexprimierung der MET-Kinase vorliegt und préasentierten in einer préklinischen
Studie ein gutes Ansprechen des Zellwachstums auf eine Kombination aus EGFR- und
MEK-Inhibitoren (T. Y. Seiwert et al., 2009). Auch 2011 konnten Ubereinstimmend Xu et
al. vielversprechende praklinische Daten fur die duale Inhibition von EGFR und MET

prasentieren (H. Xu et al., 2011).

Zum Verstandnis des durch HRAS vermittelten Resistenzmechanismus sollten
zunachst die Reaktionen auf die EGFR-Blockade auf Proteinebene untersucht werden.
In Kopf-Hals-Tumoren konnte flr den amplifizieten EGF-Rezeptor in friheren
Publikationen gezeigt werden, dass dieser neben PI3K/AKT vornehmlich Gber den
MEK/ERK-Signalweg schaltet (Kalyankrishna & Grandis, 2006). Bleibt die Blockade des
EGF-Rezeptors erfolglos, so konnte einer dieser beiden Hauptsignalachsen durch
Uberexpression oder Mutation eines nachgeschalteten Proteins aktiviert sein. Durch die
Behandlung von Gefitinib-resistenten und Gefitinib-sensitiven Zelllinien mit EGFR-
Inhibitoren verschiedener Konzentration konnten wir den PI3K-Signalweg als einen
entscheidenden und konstant aktivierten Signalweg in den resistenten Zellen ausfindig
machen. Bei deutlich herunterregulierten pERK-Leveln blieben die pAkt-Level und
dessen nachgeschaltetes Protein p4AEBP1 selbst bei hochsten Inhibitorkonzentrationen
unbeeinflusst. Daraus lasst sich schlielen, dass die EGFR-Blockade keinen Einfluss
auf die PI3K-Achse nimmt. Eine Aktivierung dieser Signalwege muss also auf eine
andere Art und Weise bestehen, als durch den haufig amplifizierten EGF-Rezeptor.

Rampias et al. veroffentlichten nach Fertigstellung unserer Studie ihre Daten bezuglich
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einem durch HRAS vermittelten Resistenzmechanismus in HNSCC. Ahnlich unserer
bereits dargelegten Ergebnisse, konnten auch Rampias et al. neben der
RAS/MAPK/ERK-Achse die unerwartete Hochregulation der PI3K/AKT-Achse und
deren Abhangigkeit von HRAS nachweisen. Diese Abhangigkeit von HRAS zeigte sich
auch bei aktivem EGF-Rezeptor. Folglich konnte eine pharmakologische Blockierung
dieser RAS/PI3K Interaktion die Cetuximab-Sensitivitdt wiederherstellen (Rampias et
al., 2014).

Schon fruh wurde versucht, Ras auf direktem Wege zu blockieren und medikamentds
auszuschalten. Bis heute konnten jedoch keine geeigneten Substanzen fur eine
erfolgreiche Blockade entwickelt werden. Die neuesten Entwicklungsversuche widmen
sich den niedermolekularen Inhibitoren (Ostrem, Peters, Sos, Wells, & Shokat, 2013;
Zimmermann et al., 2013). Umso wichtiger scheint es, die genauen
molekularbiologischen Schaltwege und Resistenzmechanismen zu entschlisseln, um

alternative Behandlungsstrategien zu entwickeln.

5.5 PI3K als vielversprechender neuer therapeutischer Ansatzpunkt

P13K-Mutationen wurden in HNSCC in durchschnittlich 10,5% der getesteten Proben
beobachtet und sind ein Faktor, der anti-EGFR-Therapien moglicherweise wirkungsarm
macht (Agrawal et al., 2011; Lui et al., 2013; Pickering et al., 2013; Stransky et al.,
2011). In der TCGA-Kohorte wurden PI3K-Mutationen sogar in bis zu 20,6%
nachgewiesen (Kandoth et al., 2013). Diese Ergebnisse weichen jedoch stark von den
bisherigen Ergebnissen ab und werden in der Literatur mit Skepsis diskutiert. Die PI3K-
Achse wird aber nicht nur durch Mutationen direkt im Gen aus dem Gleichgewicht
gebracht. Oftmals wird dies auch durch fehlregulierte vorgeschaltete oder
nachgeschaltete Proteine ausgeldst. Bislang bekannte Alterationen die zu einer
Hochregulierung der PI3K Achse flhren, sind beispielsweise Mutationen in den Genen
PIK3CA, PIK3R1, AKT wund mTOR, aber auch der Verlust sogenannter
Tumorsuppressorgene, wie beispielsweise PTEN. Die einzelnen Komponenten des
PI3K Signalwegs sind zusammengefasst in circa 30% der Kopf-Hals-Tumore mutiert
und somit ein entscheidender, fehlregulierter und tumorprogressiver Mechanismus (Lui
et al., 2013). Morris et al. berichten sogar von bis zu 70% genetischer Alterationen in

Komponenten des PI3K Signalwegs, vornehmlich Copy Number Variationen (Morris et
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al.,, 2011). Zusatzlich kénnen Amplifikationen und Mutationen der vorgeschalteten
Rezeptoren, wie beispielsweise EGFR, ErbB2, ErbB3, MET und VEGFR, den PI3K-
Signalweg in der Zelle in gesteigertem Malde stimulieren (Engelman, 2009). Inwiefern
neben EGFR anderweitige Rezeptorkinasen bei der Aktivierung von PI3K vorgeschaltet
bzw. rlckgekoppelt sind, bleibt zu untersuchen. HRAS-Mutationen und deren
Auswirkungen wurden in bisherigen Publikationen nur von Rampias et al. der PI3K-
Achse zugeordnet. Zuvor wurde ahnlich den KRAS- und NRAS-Mutationen eine
Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade vermutet.

In unserer Arbeit konnten wir demonstrieren, dass RAS-Mutationen im HRAS-Gen
scheinbar unabhangig des EGF-Rezeptors als Aktivator des PI3K/Akt-Signalwegs
fungieren, nachdem die Akt-Level durch die EGFR-Inhibition nicht im Geringsten
beeinflusst werden konnten. Daraufhin entschieden wir, die Uberlebensraten unserer
Zelllinien nach Inkubation mit verschiedenen PI3K-Inhibitoren zu messen und in einer

Gegenuberstellung mit den Gefitinib-Daten zu analysieren.

Drei Klassen von PI3K-Inhibitoren werden momentan in klinischen Studien flr Kopf-
Hals-Tumoren getestet, nachdem primar sehr gute Ansprechraten gezeigt werden
konnten (Holsinger et al., 2013). Die kombinierten PI3SK/mTOR-Inhibitoren (BEZ235,
GDC-0980), die reinen PI3K-Inhibitoren (BKM120, GDC-0941 und PX-866), sowie die
alpha-spezifischen PI3K-Inhibitoren (BYL719) befinden sich alle in klinischen Phase I-
oder II- Studien (Mountzios et al., 2014). Ubereinstimmend zur aktuellen Studienlage
konnte auch in unseren Versuchsreihen eine erfolgreiche proliferationshemmende und
apoptoseinduzierende Wirkung in den Tumorzelllinien herbeigefihrt werden. In
mehreren Studien innerhalb verschiedener Forschungsfachgebiete konnte gezeigt
werden, dass BEZ235 die Apoptose einleitet und in diesem Rahmen auch erfolgreich
die Proliferationslevel senkt (Brachmann et al., 2009; Engelman et al., 2008; Liu et al.,
2009; Serra et al., 2008). Nach aktueller Studienlage ist noch vdllig unklar, welcher
Subtyp der PI3K-Inhibitoren bei Kopf-Hals-Tumoren die besten Ansprechraten liefert. In
unseren Ergebnissen zeigten BEZ235 und GDC-0980 die sensitivsten Ergebnisse, dicht
gefolgt von GDC-0941. Zieht man Vergleiche zu den Uberlebensdaten nach Gefitinib-
Inkubation, so zeigt sich ein signifikant besseres Ansprechen aller Zelllinien auf die
PI3K Inhibition.
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5 Diskussion

Die haufig auftretende EGFR-Uberexpression und gleichzeitige Hochregulierung der
PI3K-Achse legt eine optimale Therapie durch Blockade beider Angriffspunkte nahe. In
den HRAS-mutierten Zelllinien lies sich in unseren Versuchen kein Synergismus der
dualen Inhibition nachweisen. Hier scheint die PI3K-Aktivierung dominant und komplett
abgekoppelt von den Rezeptortyrosinkinasen zu sein. Auch in Western Blots und
Dosis-Wirkungskurven zeigten sich keine vorteilsbringenden Effekte. Erst eine
Kombination mit einem MEK-Inhibitor, also eine Blockade der Ras/Raf-Kaskade auf
einem nachgeschalteten Level, konnte die pERK-Proteinlevel zusatzlich senken. Hier
waren also durchaus positive Therapieeffekte im Vergleich mit einer alleinigen PI3K-
Blockade denkbar. Mutmallich kénnte eine hohe Toxizitat dieser dualen Blockade

beider Hauptsignalachsen die Behandlungsmaoglichkeiten einschranken.

Biomarker, die ein gutes Ansprechen auf eine PI3K-Therapie andeuten, kbnnen heute
noch nicht final definiert werden. Erste Ergebnisse aus frihen klinischen Studien bei
verschiedenen Tumorentitdten bestatigen die Annahme, dass Patienten mit PI3K-
Hotspot-Mutation sehr gute Ansprechraten auf PI3K-Inhibitoren zeigen (Janku et al.,
2013). Mit unserer Arbeit gelang es, HRAS, das bisher nicht in Verbindung mit einer
hochregulierten PI3-Kinase stand, als einen potenziellen Biomarker fur EGFR-
Resistenz und PI3K-Sensitivitat zu definieren. In Hinblick auf den hohen Anteil an
mutierten Tumorsuppressorgenen und die schwierige und kritische Entwicklung der
molekularen Therapeutika erscheint es essenziell, alle potenziellen Biomarker fur die

Zielgerichteten Therapien zu definieren und in vivo zu belegen.
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6 Zusammenfassung

6 ZUSAMMENFASSUNG

Fortschritte der Molekularbiologie ermdglichen heutzutage in der onkologischen
Forschung die rasche Sequenzierung von kompletten genomischen DNA-Sequenzen.
Die Detektion der dominierenden genetischen und epigenetischen Fehlregulierungen
molekularer Signalwege erwecken die Hoffnung auf ein besseres Verstandnis von
Tumorentstehung, -progression und -erhalt. Ein detailliertes Wissen uber die zugrunde
liegenden Signalverschaltungen ist fur ein gezieltes Eingreifen und die Entwicklung
neuer therapeutischer Ansatzpunkte notwendig. Auch plattenepitheliale Kopf-Hals-
Tumore (HNSCC) zeigen sehr heterogene molekulare Subtypen, die aufgrund multipler
atiologischer  Faktoren entstehen. Eine Entschlisselung des genetischen
Fingerabdrucks eines Tumors soll helfen eine personalisierte Therapie zu planen. Trotz
signifikanter Fortschritte in der Tumorforschung und multimodalen Behandlungen ist bei
der nur langsam voranschreitenden Entwicklung neuer, zielgerichteter Substanzen bis
heute die Pravention, Friiherkennung und engmaschige Uberwachung die effektivste

Methode, um Morbiditat und Mortalitat zu senken.

Die Uberexpression des Rezeptors fiir den epidermalen Wachstumsfaktor (EGFR) geht
einher mit einer schlechten Prognose der Kopf-Hals-Tumore. Die Ergebnisse der
EGFR-Inhibition blieben jedoch weit hinter den Erwartungen zurick. Der Grad der
Uberexpression lasst keinen Rickschluss auf ein gutes Ansprechen der Tumore bei
EGFR-Inhibition zu. Resistenzmechanismen konnten bisweilen nur ansatzweise
definiert werden. Bis heute bleibt der EGFR-Inhibitor Cetuximab jedoch das einzige
Zielgerichtete zugelassene molekulare Therapeutikum in der Therapie der Kopf-Hals-
Tumore, das bei passender Indikation in Kombination mit platinbasierter Chemo- und

Radiotherapie angewandt wird.

Mittlerweile konnte in multiplen Sequenzierungsanalysen ein signifikanter Anteil von
HRAS-Mutationen nachgewiesen werden. Ziel unserer Arbeit war es, mittels Sanger-
Sequenzierung die Mutationsrate in unseren HNSCC Gewebeproben und Zelllinien zu
bestatigen und anschlieend in vitro mittels Western Blots, Vitalitats- und Apoptosetests
die Stellung von mutiertem HRAS in den Tumorzellen zu definieren. Hierbei gelang es,
HRAS als einen weiteren potenziellen Resistenzfaktor der EGFR-Inhibition zu ermitteln,
der in mutiertem Zustand Tumorzellen einen starken Uberlebensvorteil bietet und zur

Resistenz gegen Cetuximab beitragt.
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6 Zusammenfassung

Erstmals konnten wir anhand von Western Blot Analysen einen Zusammenhang
zwischen HRAS-Mutationen und einer hochregulierten PI3K-Achse nachweisen, die
unabhangig vom EGF-Rezeptor aktiviert wird und zugleich eine neue therapeutische
Angriffsflache fur diesen Mutationstyp liefert. Multiple therapeutische Strategien gegen
PI3K befinden sich momentan in frihen Phasen klinischer Studien, da PI3K das meist
mutierte Onkogen und die PI3K-Achse eine der am haufigsten alterierten Signalwege in
Kopf-Hals-Tumoren darstellt. In unseren Versuchen zeigten sich PI3K-Inhibitoren in
allen getesteten Zelllinien als vielversprechender proliferationshemmender und
apoptoseinduzierender Wirkstoff. Kombinierte Therapien, die beide Hauptsignalachsen
blockieren, koénnen je nach genetischem Subtyp individualisiert zu einem
Behandlungsvorteil verhelfen. Die HRAS-mutierten Linien zeigten in unseren Versuchen
in der Kombination PI3K- und MEK-Inhibitor ein besseres Ansprechen als bei
Monotherapie. Kombinationen von PI3K- und EGFR-Inhibitoren lieferten hingegen keine

synergistischen Effekte.

In Zukunft wird das genetische Screening der Tumore eine zentrale Stellung im
klinischen Alltag einnehmen und frihe Diagnosen sowie zielgerichtete Therapien
ermdglichen. In dieser Arbeit stutzen unsere Beobachtungen die Hypothese des
onkogenen HRAS, das in vitro als Biomarker fur die Resistenz gegen EGFR-Inhibitoren

dient und ein gutes Ansprechen auf PI3K-Therapien verspricht.
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