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Referat

Keimzelltumoren stellen bei jungen Médnnern im Alter zwischen 15 und 35 Jahren die hédufigste
bosartige Tumorerkrankung dar. Zwar konnte seit der Einfithrung Cisplatin-basierter
Therapiekonzepte die Uberlebensrate auf iiber 90 % gesteigert werden, doch kommt es in etwa
20 % der Fille zur Entwicklung einer Chemotherapieresistenz, welche mit einer sehr schlechten
Prognose assoziiert ist. Trotz umfangreicher Forschungen sind bisher weder die Ursache der
Cisplatinresistenz noch vielversprechende Therapiealternativen fiir diese Patienten bekannt. In
zahlreichen anderen Tumorentititen konnten in den letzten Jahren durch den Einsatz
zielgerichteter Antikorper und Tyrosinkinaseinhibitoren, welche sich aufgrund ihres differenten
Wirkmechanismus und Nebenwirkungsprofils als Kombinationspartner fiir konventionelle
Chemotherapeutika eignen, die Ansprechraten erhéht und neue Therapiekonzepte etabliert
werden.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Wirksamkeit der Tyrosinkinaseinhibitoren AEW541
(IGF-1R) und AEE788 (EGFR, HER2/neu, VEGFR) sowie des Serin/Threoninkinase-Inhibitors
RADO0O1 (mTOR) und den Einfluss dieser targeted drugs auf die Cisplatinsensitivitit in
Keimzelltumorlinien mit unterschiedlicher Differenzierung und Cisplatinsensitivitit zu
untersuchen. Mittels Sulforhodamin-B-Assay wurde zunichst die Zytotoxizitit der Wirkstoffe
nach Einzel- sowie Kombinationsbehandlung der Zelllinien ermittelt. Durch Western Blots
wurde dariiber hinaus die Expression und Phosphorylierung der Wachstumsfaktorrezeptoren
sowie der Einfluss der Kinaseinhibitoren auf den Aktivititsstatus dieser Proteine bestimmt.

Mithilfe der Zytotoxizititsassays konnten die untersuchten Zelllinien zunichst
hinsichtlich ihrer Cisplatinsensitivitidt charakterisiert werden. Die Wirksamkeit der verwendeten
Kinaseinhibitoren konnte in allen Zelllinien nachgewiesen werden, dabei zeigten sich keine
relevanten Unterschiede zwischen cisplatinsensitiven und -resistenten Zelllinien. Eine
Korrelation zwischen dem Nachweis der Expression der Rezeptoren im Western Blot und dem
Ansprechen auf die Inhibitoren konnte nicht belegt werden, der Nachweis einer Inhibierung der
Rezeptorphosphorylierung durch die Substanzen gelang nur partiell. Die Kombination aus
Cisplatin und den targeted drugs zeigte in den einzelnen Zelllinien unterschiedliche, jedoch
iiberwiegend antagonistische und additive Effekte.

Der Einsatz der untersuchten Kinaseinhibitoren stellt damit keinen erfolgversprechenden

Therapieansatz zur Uberwindung der Cisplatinresistenz in Keimzelltumoren dar.

Schaffrath, Judith: Wirksamkeit verschiedener fargeted drugs in Keimzelltumorzelllinien mit
unterschiedlichem Differenzierungsgrad und differenzieller Cisplatinsensitivitit, Halle (Saale),
Martin-Luther-Universitidt Halle-Wittenberg, Medizinische Fakultit, Dissertation, 71 Seiten,
2015.
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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Der testikuliire Keimzelltumor

Testikuldre Keimzelltumoren (TKZT) sind eine heterogene Gruppe von Neoplasien, die
90-95 % aller Hodentumoren ausmachen. Die iibrigen 5-10 % verteilen sich auf nicht-germinale
Tumoren wie Leydig-Zell-Tumoren, Sertoli-Zell-Tumoren oder Lymphome. Die Mehrzahl der
TKZT ist primdr im Hoden lokalisiert, lediglich 5 % der Patienten weisen einen extragonadalen
Primdrtumor entlang der Mittellinie des Korpers auf, vor allem im Retroperitoneum und
Mediastinum. Auf Grundlage ihrer Histologie werden die TKZT in seminomatdse und
nicht-seminomatdse Keimzelltumoren unterteilt (Oosterhuis und Looijenga, 2005; Albers et al.,

2011; Winter und Albers, 2011).

1.1.1 Epidemiologie

Obwohl nur etwa 1-1,5% aller Krebserkrankungen bei Minnern auf die testikuldren
Keimzelltumoren entfallen, sind sie die hdufigsten bosartigen soliden Tumoren in der
Altersgruppe zwischen 15 und 35 Jahren (Mannuel et al, 2011). Dabei liegt das
Hauptmanifestationsalter der Seminome zwischen 30 und 40 Jahren, das der Nichtseminome
zwischen 20 und 30 Jahren (Manecksha und Fitzpatrick, 2009). Ein zweiter, deutlich kleinerer
Haufigkeitsgipfel der TKZT lisst sich in der Altersgruppe iiber 80 Jahren beobachten. Auffillig
sind dariiber hinaus die Verdopplung der Inzidenz innerhalb der letzten 40 Jahre sowie deren
groBBe Schwankungen zwischen verschiedenen Populationen und geographischen Regionen. So
variiert die Neuerkrankungsrate zwischen 0,8/100000 pro Jahr in Japan und bis zu 15,2/100000
pro Jahr in den skandinavischen Léndern (Garner et al., 2005; Winter und Albers, 2011).

1.1.2 Pathogenese

Aufgrund des vorrangigen Auftretens der TKZT im vergleichsweise jungen Lebensalter wird
von einer Initiierung der Tumorentwicklung bereits wihrend der fetalen Entwicklung
ausgegangen (Horwich et al., 2006). Inwieweit bestimmte Umweltfaktoren und
Préadispositionen bei diesem Prozess eine Rolle spielen, ist umstritten. Als gesicherter
Risikofaktor gilt der Kryptorchismus, welcher zu einer etwa 2-10fachen Risikoerhhung fiihrt
(Schottenfeld et al., 1980; Swerdlow et al., 1997, Garner et al., 2005). Auch ein bereits
kontralateral oder innerhalb der Familie aufgetretener Hodentumor fiihrt zu einem erhohten
Erkrankungsrisiko. Als weitere Einflussfaktoren werden testikuldre Atrophie, Infertilitit,
erhohte Ostrogenlevel in der Schwangerschaft, inguinale Hernien und skrotale Traumata
diskutiert (Dieckmann und Pichlmeier, 2004). Die Beobachtung, dass verschiedene
Erkrankungen héufig mit der Entwicklung eines TKZT korrelieren, fiihrte in den vergangenen
Jahren zur Hypothese des testikuldren Dysgenesie-Syndroms (TDS). Erkrankungen wie

Kryptorchismus, Hypospadien, Subfertilitit und maligne Keimzellneoplasien haben demnach
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einen gemeinsamen Ursprung und werden als verschiedene Manifestationen des gleichen
Syndroms mit gleichen Risikofaktoren angesehen (Boisen et al., 2001; Skakkebaek, 2004). Die
Existenz dieser gemeinsamen Entitit ist jedoch nicht gesichert. So steht die unterschiedliche
Entwicklung der Hiufigkeiten der im TDS zusammengefassten Erkrankungen im Widerspruch
zu einer gemeinsamen Entstehung (Thorup et al., 2010).

Die genauen Mechanismen, welche zur Entwicklung eines TKZT fiihren, sind noch
immer nicht vollstindig gekldrt. Als gemeinsame, nicht-invasive Vorlauferldsion sowohl der
seminomatdsen als auch der nichtseminomat6sen Keimzelltumoren gilt das Carcinoma in situ
(CIS), auch bezeichnet als ,,intratubulidre Keimzellneoplasie unklassifiziert* (intratubular germ
cell neoplasia unclassified, ITGCNU) oder ,testikuldre intratubulire Neoplasie“ (TIN)
(Skakkebaek, 1972; Oosterhuis und Looijenga, 2005). Wihrend der physiologischen
Spermatogenese entwickeln sich aus embryonalen Stammzellen die primordialen Keimzellen,
welche in die Genitalleiste wandern, fortan als Gonozyten bezeichnet werden, stark proliferieren
und sich spiter zu Priaspermatogonien differenzieren (van de Geijn et al., 2009). Bei der
Entstehung eines CIS ist dieser Entwicklungsschritt gestort, es kommt zur malignen
Transformation der primordialen Keimzellen bzw. Gonozyten. Unklar ist, welche Faktoren fiir
diese Storung der Differenzierung verantwortlich sind. Diskutiert wird eine Verdnderung im
Umgebungsmilieu der Zellen, hervorgerufen durch genetische Defekte oder eine Exposition
gegeniiber Umwelteinfliissen (Rajpert-De Meyts, 2006). Die Zellen des CIS sind
gekennzeichnet durch die Expression des Transkriptionsfaktors Oct3/4, der plazentaren
alkalischen Phosphatase (PLAP) und c-Kit (Rajpert-De Meyts und Skakkebaek, 1994;
Looijenga et al., 2003; Rajpert-De Meyts et al., 2003). Oct3/4 wird dariiber hinaus in
Seminomen und embryonalen Karzinomen, nicht jedoch in den gesunden Tubuli exprimiert und
eignet sich daher als Marker zum Screening testikuldrer Biopsien (Looijenga et al., 2003).

Da die Inzidenzen von CIS und TKZT weitgehend iibereinstimmen und sich nach sieben
Jahren bei 70 % aller CIS eine Progression zu einem invasiven Tumor zeigt, ist davon
auszugehen, dass jedes CIS letztlich zu einem TKZT fortschreitet (von der Maase ef al., 1986;
Giwercman et al., 1991). Molekularbiologisch geht die Progression zu einem malignen,
invasiven Wachstum mit einem Zugewinn des kurzen Arms von Chromosom 12 (12p) einher.
Diese Uberreprisentation von 12p ist beim priinvasiven CIS nicht nachweisbar und gilt als ein
gemeinsames Charakteristikum aller TKZT (Atkin und Baker, 1982; Rosenberg et al., 2000).
Auch in extragonadalen Keimzelltumoren kann die Abberation nachgewiesen werden (Horwich
et al., 2006). Dabei finden sich bei bis zu 80 % aller Keimzelltumoren ein oder mehrere
Isochromosome (i(12p)), die iibrigen, i(12p)-negativen Tumoren weisen zusitzliche Kopien von
12p bzw. einzelner Abschnitte auf (Rodriguez et al., 1993).

Aus dem Carcinoma in situ entstehen sowohl Seminome als auch Nichtseminome iiber

eine Zwischenstufe, das intratubulire Seminom bzw. intratubulire Nichtseminom. Das
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intratubulédre Nichtseminom entwickelt sich zunichst zum embryonalen Karzinom (EC) weiter,
dessen Zellen die Stammzellen des Nichtseminoms repréisentieren. Aus ihnen konnen Teratome
als Ausdruck der somatischen Differenzierung sowie Dottersacktumore und Chorionkarzinome
durch extraembryonale Differenzierung hervorgehen (van de Geijn et al., 2009). Meist treten
Nichtseminome jedoch als Mischtumore mit unterschiedlich differenzierten Bestandteilen auf
(Houldsworth et al., 2006). Es konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass eine Differenzierung
der EC-Zellen zu Keimzellen méglich ist. Das embryonale Karzinom kann daher als totipotenter
Tumor bezeichnet werden (Honecker et al., 2006). Zusitzlich konnen nichtseminomatose Zellen
durch Reprogrammierung aus Seminomzellen entstehen (Oosterhuis et al., 2003).

Insgesamt machen Seminome etwa 50 %, reine Nichtseminome etwa 30 % und
sogenannte kombinierte Keimzelltumoren mit seminomatdsen und nichtseminomatdsen

Bestandteilen etwa 20 % aller TKZT aus (Oosterhuis und Looijenga, 2005).

1.1.3 Therapie

Hodentumoren gelten derzeit als eine der am besten behandelbaren Tumorentitdten. Wahrend
der vergangenen 40 Jahre kam es zu einem Anstieg der 5-Jahresiiberlebensrate von 63 % auf
96 % (Boring et al., 1993; Siegel et al., 2011). Auch bereits metastasierte Tumoren haben eine
im Vergleich zu anderen Tumorentititen hohe Heilungschance. So werden fiir die
Nichtseminome je nach Einteilung in prognostische Kategorien 5-Jahresiiberlebensraten von
92 % (gute Prognose), 80 % (intermediire Prognose) und 48 % (schlechte Prognose), fiir die
Seminome, die stets der Kategorie mit guter oder intermedidrer Prognose angehoren, 86 % bzw.
72 % erreicht (Albers et al., 2011). Bei primir extragonadal lokalisierten Keimzelltumoren sind
die Uberlebensraten schlechter (Trama et al., 2011).

Der Grund fiir diesen starken Anstieg der Zahl erfolgreich behandelter Patienten liegt in
der Einfithrung von Cisplatin (Cis-Diamino-Dichloro-Platin(Il)) in die Therapie des TKZT in
den 1970er Jahren. Zuvor wurden Patienten meist mit Dactinomycin, teilweise in Kombination
mit Methotrexat oder Chlorambucil behandelt. Zwar konnte durch diese Therapie ein
Ansprechen bei etwa 50% der Tumoren beobachtet werden, jedoch lag die
Gesamtiiberlebensrate bei nur 5-10 % (Li et al., 1960; Einhorn, 1997). Ein Langzeitiiberleben
von 25 % konnte durch eine Kombinationstherapie mit Bleomycin und Vinblastin erzielt
werden (Samuels et al., 1976). Nachdem Cisplatin erstmals 1973 in breit angelegten Studien
unter anderem an Patienten mit TKZT erfolgreich getestet wurde, folgte 1974 die erste Studie
mit einer Kombinationstherapie aus Cisplatin, Vinblastin und Bleomycin (Einhorn und
Donohue, 1977). Aufgrund einer geringeren neuromuskuldren Toxizitdt und des besseren
Langzeitiiberlebens der Patienten wurde Vinblastin spéter durch Etoposid ersetzt (Williams et
al., 1987). Diese Kombination aus Cisplatin, Etoposid und Bleomycin (PEB) gilt bis heute als
Standard (Einhorn, 2002).
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Trotz des guten Ansprechens der Keimzelltumoren auf die genannten Chemotherapeutika
erreichen 20-30 % der Patienten keine vollstdndige Heilung durch die Standardtherapie
(Einhorn, 1990). Zwar kénnen durch Zweitlinien- und Hochdosischemotherapie in bis zu 80 %
dieser Fille Komplettremissionen erreicht werden, jedoch haben Patienten mit einem Rezidiv
nach einer solchen Behandlung eine sehr schlechte Prognose (Porcu et al., 2000). Dabei kommt
es bei einigen Patienten zur Entwicklung einer Cisplatinresistenz (Kollmannsberger et al.,
2008). Tumoren gelten als cisplatinrefraktir, wenn es innerhalb von vier Wochen nach einer
initial erfolgreichen Cisplatin-basierten Therapie mit Reduktion oder Stabilisierung der
TumorgroBe zur Progression der Erkrankung kommt, wihrend eine Progression wihrend der
Behandlung als absolute Cisplatinresistenz bezeichnet wird (Beyer et al., 1996). In den
vergangenen Jahren wurde eine Vielzahl von Substanzen und kombinierten Therapieregimen in
Studien auf ihre Wirksamkeit gegeniiber cisplatinresistenten Keimzelltumoren untersucht,
jedoch ohne nennenswerte Erfolge (Kollmannsberger et al., 2008). Zudem sind derzeit weder
die Mechanismen, die die auBergewohnliche Sensitivitdt des Grofiteils der Keimzelltumoren
gegeniiber Cisplatin bedingen, noch die Griinde fiir die Resistenzentwicklung bei einigen

Tumoren ausreichend verstanden.

1.2 Cisplatin — Wirkmechanismus und Resistenzproblematik

Seit der ersten Beschreibung der hemmenden Wirkung von Platinverbindungen auf die
Zellteilung von Escherichia coli sowie ihrer zytotoxischen Wirkung bei Tumorerkrankungen in
den 1960er Jahren hat Cisplatin eine grole Bedeutung in der Therapie zahlreicher
Tumorerkrankungen (Rosenberg et al., 1965; Rosenberg et al., 1969). Es ist heute eines der
meistgenutzten Chemotherapeutika und wird, meist in Kombination mit anderen Zytostatika, in
der Behandlung verschiedener solider Tumoren wie Blasen-, Ovarial-, Zervix- und

Lungenkarzinomen eingesetzt (Lebwohl und Canetta, 1998).

1.2.1 Wirkungsweise von Cisplatin
Cisplatin ist ein anorganischer, neutraler, quadratisch-planarer Komplex (Abbildung 1), dessen
Aufnahme in die Zelle sowohl durch Diffusion als auch iiber den Kupfertransporter CTRI

erfolgt (Ishida et al., 2002; Safaei, 2006).

Cl  NH,
NS
Pt
/N
Cl  NH,

Abbildung 1: Molekiilstruktur von Cisplatin
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Durch die geringe Chloridkonzentration im Intrazelluldrraum (~ 4 mmol/L) kommt es
innerhalb der Zelle zur spontanen Substitution eines oder beider Chlorliganden durch
Wassermolekiile und somit zur Aktivierung des zuvor aufgrund der hohen extrazelluldren
Chloridkonzentration (~ 100 mmol/L) inaktiven Molekiils (Kelland, 2000). Nur diesem
hochreaktiven Cisplatinkomplex ist eine Bindung an die DNA moglich. Jedoch kommt es
aufgrund der starken Reaktivitit der aktivierten Cisplatinmolekiile auch zur Reaktion mit
anderen nucleophilen Verbindungen in der Zelle wie RNA, Proteine, Glutathion und
Metallothioneine, sodass nur etwa 1 % des intrazelluldren Cisplatins an die genomische DNA
bindet (Perez, 1998; Timerbaev et al., 2006). Dabei laufen bevorzugt Reaktionen mit der
N7-Position des Imidazolrings der Purinbasen Guanin und Adenin ab (Fichtinger-Schepman et
al., 1985). Dies  fithrt zur  Ausbildung von  DNA-Protein-Addukten  und
DNA-DNA-Verkniipfungen sowohl innerhalb eines DNA-Stranges als auch zwischen beiden
Stringen (Eastman, 1987). Als hiufigste Lisionen gelten dabei Crosslinks innerhalb eines
DNA-Stranges, vor allem zwischen zwei benachbarten Guaninbasen und zwischen Guanin und
Adenin (Koberle e al., 2010).

Die durch Cisplatin hervorgerufenen Veridnderungen in der Struktur der DNA werden
durch verschiedene Mechanismen in der Zelle erkannt. Derzeit wird zahlreichen Proteinen eine
Rolle in der Erkennung der DNA-Schiden zugesprochen, dazu gehdren das MutSa-Protein des
mismatch repair complex (MMR), Proteine der high mobility group 1 and 2 (HMG1/2) Familie,
Histon H1, das ,,TATA binding protein“ (TBP) und der RNA-Polymerase I-bindende Faktor
(hUBF) (Koberle et al., 2010). Die Bindung dieser Proteine fiihrt zu einem Zellzyklusarrest am
G1- oder G2-Checkpoint, wodurch die Reparatur der beschidigten DNA ermdglicht und die
Weitergabe der fehlerhaften Information durch Mitose verhindert wird (Galluzzi et al., 2011;
Vitale et al., 2011). Dabei erfolgt die Entfernung der verinderten DNA-Abschnitte vor allem
iiber den Reparaturmechanismus des nucleotide excision repair (NER) (Furuta et al., 2002).

Ist eine Reparatur der fehlerhaften Abschnitte nicht méglich, kommt es zu einer Abfolge
von Prozessen, an deren Ende der programmierte Zelltod (Apoptose) steht. Welche Prozesse
ausgehend von den Cisplatin-induzierten DNA-Schiden dazu fiihren, ist nicht vollstindig
verstanden. Die Annahme, die Zytotoxizitit von Cisplatin beruhe auf einer Hemmung der
DNA-Synthese, gilt als widerlegt (Gonzalez et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass die
Hauptwirkung von Cisplatin in der Initiierung von Signalkaskaden, die zur Apoptose fiihren,
liegt (Barry et al., 1990). Dabei sind die Prozesse, die einerseits zur Reparatur der Schiden und
damit zum Zelliiberleben und andererseits zum Zelltod fithren, durch zahlreiche Proteine
miteinander verkniipft. Diese besitzen abhédngig vom Ausmall der DNA-Schiden teilweise
gegensitzliche Funktionen und kdnnen sowohl Reparaturmechanismen als auch Signalkaskaden
mit dem Ziel der Apoptose initiieren (Bernstein, 2002). Zwei wichtige Schalter dieser Kaskaden

sind die Kinasen ATM (ataxia teleangiectasia mutated protein) und ATR (ATM- and
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Rad3-related protein), die nach ihrer Aktivierung zur Phosphorylierung und damit
Stabilisierung von p53 beitragen (Damia et al., 2001; Siddik, 2003). Das Protein p53 liegt unter
normalen Bedingungen in der Zelle inaktiviert vor und fiihrt bei seiner Aktivierung zunichst
zum Zellzyklusarrest. Durch Bindung an spezielle Sequenzen der DNA und Beeinflussung der
Transkription ist es anschlieBend in der Lage, sowohl Reparaturmechanismen als auch
proapoptotische Prozesse zu initiieren (Vogelstein et al., 2000). Dabei werden beide
Signalkaskaden, die zur Apoptose fiithren — der intrinsische und der extrinsische Weg — aktiviert.
So kommt es unter dem Einfluss von p53 zur gesteigerten Expression von Bax, einem
proapoptotischen Protein der Bcl-2-Familie, deren Mitglieder die Permeabilitit der
Mitochondrienmembran beeinflussen und dadurch pro- und antiapoptotische Wirkung haben
konnen (Miyashita und Reed, 1995; Elmore, 2007). Eine Erhohung der intrazelluldren
Konzentration von proapoptotischen Proteinen wie Bax, Bak und Bid — oder eine Verminderung
der Konzentration des entgegengesetzt wirkenden Proteins Bcl-2 — fiihrt iiber diese
Permeabilititserhohung zu einer Freisetzung von Cytochrom c in die Zelle und setzt so iiber die
Caspase 9 den intrinsischen Signalweg der Apoptose in Gang (Moffitt et al, 2010). Den
extrinsischen Signalweg beeinflusst p53 durch eine verstirkte Expression der Rezeptoren Fas
(CD95) und DRS (TRAIL-Rezeptor), die als sogenannte ,,Todesrezeptoren* fiir proapoptotische
extrazelluldre Signale dienen, sowie ihrer Liganden FasL und TRAIL (TNF-Related
Apoptosis-Inducing Ligand) (Wu et al., 1997; Maecker et al., 2000; Kuribayashi et al., 2008).
Die Bindung dieser Liganden bewirkt eine Aktivierung der Caspase 8. Extrinsischer und
intrinsischer Signalweg miinden schlieBlich in einer gemeinsamen Endstrecke, indem die
Caspasen 8 und 9 wiederum die Caspasen 3, 6 und 7 aktivieren, welche letztlich zahlreiche

zellulidre Proteine zerstoren und den Zelltod herbeifiihren (Moffitt er al., 2010).

1.2.2 Erklirungsansitze fiir die Cisplatinresistenz
Zwar zeigt die Behandlung mit Cisplatin aufgrund der beschriebenen Zytotoxizitit initial hiufig
ein Ansprechen des malignen Gewebes mit einer Verkleinerung bzw. Stabilisierung der
TumorgroBe, jedoch werden die Erfolgsraten durch Resistenzen gegeniiber der Therapie
limitiert. Einige Tumoren (vor allem kolorektale, Lungen- und Prostatakarzinome) haben eine
intrinsische Resistenz, wihrend andere (vor allem Ovarialkarzinome) diese erst wihrend einer
zunichst erfolgreichen Behandlung entwickeln (Koberle et al., 2010). Die Ursachen fiir diesen
Wirkungsverlust sind vielfiltig und trotz umfangreicher Forschungen wenig verstanden, die
zahlreichen diskutierten Mechanismen konnen jedoch grob in vier Gruppen eingeteilt werden:
Prozesse, die

(1) die Wirkstoffkonzentration in der Zelle vermindern,

(2) den Wirkmechanismus an der DNA beeinflussen,

(3) die zelluldre Reaktion auf den DNA-Schaden verdndern und
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(4) auBerhalb der Cisplatinwirkung liegen.

Eine Verminderung der intrazelluldren Wirkstoffkonzentration (1) kann durch eine
verringerte Aufnahme und eine Verstirkung von Abtransport und Inaktivierung einer Substanz
bedingt sein. An Ovarialkarzinomzelllinien konnte gezeigt werden, dass klinisch relevante
Konzentrationen von Cisplatin zu einer Herabregulierung des am Transport in das Zellinnere
beteiligten Kupfertransporters CTR1 fithren (Holzer und Howell, 2006). Auch eine
Uberexpression von Membranproteinen, die Cisplatin aus der Zelle entfernen, wurde bei
verschiedenen cisplatinresistenten Tumorzelllinien gefunden, so z.B. beim Malignen Melanom
(ATPase MRP2) und Ovarialkarzinom (Kupfer-transportierende ATPasen ATP7A und ATP7B)
(Katano et al., 2002; Liedert et al., 2003). Dariiber hinaus bindet das intrazelluldr aktivierte,
duBerst reaktive Cisplatin im Zytoplasma unter anderem an thiolhaltige Molekiile wie
Glutathion, Methionin und Metallothioneine und wird so inaktiviert. In einigen resistenten
Zellen konnte eine erhohte Konzentration dieser Proteine nachgewiesen werden, jedoch gibt es
auch gegenteilige Ergebnisse (Murphy et al., 1991; Mellish et al., 1993; Kawali et al., 2002).

Da eine erhohte Reparaturkapazitit ebenfalls eine verminderte Zytotoxizitit von Cisplatin
bewirken kann (2), haben sich zahlreiche Untersuchungen mit méglichen Verdnderungen des
NER bei resistenten Tumoren beschiftigt. Hiufig konnte dabei eine negative Korrelation
zwischen der Expression eines am NER beteiligten Proteins (ERCC1) und der
Cisplatinsensitivitit gefunden werden, unter anderem bei Neoplasien der Blase, des Magens
sowie beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC) (Metzger et al., 1998; Olaussen et
al., 2006; Bellmunt et al., 2007). Da eine verstirkte ERCC1-Expression bereits bei zahlreichen
cisplatinresistenten Tumorentititen nachgewiesen werden konnte, stellt diese Verdnderung
derzeit einen vielversprechenden Erkldrungsansatz dar. Weitere Reparaturmechanismen wie das
mismatch repair system (MMR), translesion synthesis (TLS) und die homologe Rekombination
(HR) scheinen bei der Beseitigung von Cisplatin-induzierten Schéden eine untergeordnete Rolle
zu spielen, jedoch zeigten sich bei resistenten Zelllinien auch hier Verdnderungen. Vermutlich
erkennen MMR-Proteine die fehlerhafte DNA, konnen die Schiden jedoch nicht beheben und
initileren daher die Apoptose (Vaisman et al., 1998). Dieser Vorstellung entspricht die
Entstehung einer Cisplatinresistenz bei Verlust der am MMR beteiligten Erkennungsproteine
MLH1 und MSH2, die unter anderem in kolorektalen und endometrialen Tumorzellen
nachgewiesen wurde (Aebi et al, 1996). Durch TLS-Polymerasen konnen unreparierte
DNA-Abschnitte iiberbriickt werden, sodass deren erhohte Expression ebenfalls eine Resistenz
bedingen konnte (Livneh, 2001). Diese Assoziation konnte in Gliom- und Kolonkarzinomzellen
gefunden werden (Lin et al., 2006; Wang et al., 2009). Bei Ovarialkarzinomen wurde zudem
beobachtet, dass Mutationen von BRCAI/2 —zwei Gene, die wichtige Komponenten des
HR-Systems codieren — die Uberlebenszeit unter Cisplatintherapie erhohen, vermutlich

aufgrund der deshalb verminderten Reparaturkapazitéit (Ben David et al., 2002).
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Auch die verminderte Fihigkeit der Zelle, bei Schidigung den Zelltod durch Apoptose zu
induzieren (3), kann zu Resistenzentwicklungen beitragen. Eine wichtige Rolle in diesem
Prozess spielt p53, dessen Gen bei etwa der Hilfte aller malignen Tumoren Mutationen aufweist
(Harris und Hollstein, 1993). In einer Untersuchung zahlreicher Zelllinien konnte gezeigt
werden, dass pS3-Mutationen mit einer geringeren Sensitivitit gegeniiber Cisplatin korrelieren
(O'Connor et al., 1997). Bei Lungen-, Ovarial- und Kopf-Hals-Tumoren mit Cisplatinresistenz
und wiederholten Rezidiven konnten zudem erhohte Level antiapoptotischer Proteine wie Bcl-2,
Bcl-x;, und Mcl-1 gefunden werden (Han et al., 2003; Williams et al., 2005; Erovic et al.,
2005).

Aus der Vielzahl der diskutierten Resistenzmechanismen, die auferhalb der direkten
zytotoxischen Wirkung von Cisplatin liegen (4), soll hier lediglich die Rolle des human
epidermal growth factor receptor2 (c-erbB-2, HER2/neu) erwihnt werden. Eine nicht
signifikante Assoziation zwischen Uberexpression und Cisplatinresistenz konnte beim NSCLC
gefunden werden (Fijotek et al., 2006).

Es wird deutlich, dass es derzeit keine abschlieende Erkldrung fiir die Ursachen der
Resistenz gegeniiber Cisplatin gibt. Die Verringerung der Sensitivitdt scheint vielmehr das
Resultat aus dem Zusammenspiel verschiedener Verdnderungen zu sein, deren individuelle

Bedeutung bei den unterschiedlichen Tumoren variiert.

1.2.3 Cisplatinresistenz bei testikuliren Keimzelltumoren

Testikuldre Keimzelltumoren dienen hdufig als Modelle fiir cisplatinsensitive Tumoren. Sowohl
fiir die auBergewohnliche Sensitivitdt als auch fiir die Entwicklung von Resistenzen dieser
Tumorentitit gibt es zahlreiche Erkldrungsansitze. Die Ursache fiir die bemerkenswerte
Wirksamkeit von Cisplatin scheint dabei in der zelluldren Reaktion auf die erzeugten
DNA-Schiden zu liegen, da keine Verdnderungen bei Transport- und Inaktivierungsprozessen
sowie der Bindung an die DNA in TKZT-Zellen im Vergleich zu den Vorgéngen in anderen
Tumorzellen beobachtet werden konnten (Masters und Koberle, 2003).

Ein wichtiger Ansatzpunkt ist die hohe Apoptoserate der Spermatozyten-Vorlduferzellen
wihrend der Spermatogenese, die Ausdruck einer Art ,,Qualitdtskontrolle” ist und die
Weitergabe fehlerhafter DNA an die Nachkommen verhindert (Braun, 1998). Damit gehen die
Uberexpression des proapoptotischen Faktors Bax sowie die verringerte Expression des
antiapoptotischen Faktors Bcl-2, die sich bei einer Analyse von drei TKZT-Zelllinien zeigten,
einher (Chresta et al., 1996). Andere Untersuchungen konnten jedoch keine Korrelation
zwischen Cisplatinsensitivitdit und Expression von Proteinen der Bcl-2-Familie nachweisen
(Burger et al., 1997). Ebenso kontrovers wird die Rolle des Proteins pS3 bei der
Cisplatinsensitivitdt diskutiert. Auffillig ist die allgemein geringe Mutationsrate von p53 in

Keimzelltumoren (Peng et al., 1993; Fleischhacker et al., 1994). Zwar lies sich bei vielen TKZT
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dariiber hinaus — im Gegensatz zu den meisten anderen malignen Tumoren — eine
Uberexpression dieses Wildtyp-p53 zeigen, jedoch weisen einige Untersuchungen darauf hin,
dass der p53-Signalweg in Keimzelltumoren verindert oder pS3 partiell inaktiviert ist. So kann
eine gesteigerte Aktivitit von p53, die lange Zeit als verantwortlich fiir die Cisplatinsensitivitét
galt, nicht mehr als alleinige Begriindung herangezogen werden (Guillou et al., 1996; Datta et
al., 2001; Kersemaekers, 2002; Spierings et al., 2003).

Die Beobachtung, dass die Bindung von Cisplatin an die DNA in TKZT-Zellen sehr
lange persistiert, fiihrte zu der Annahme, dass moglicherweise eine verringerte
Reparaturkapazitit die hohe Sensitivitit bedingt (Koberle et al, 1997). Als wichtigstes
Instrument der Zelle bei der Beseitigung Cisplatin-induzierter Schiiden steht dabei vor allem ein
Funktionsverlust des NER-Mechanismus im Vordergrund. Ein Vergleich verschiedener
Tumorentititen zeigte fiir TKZT auffillig geringe Konzentrationen des xeroderma pigmentosum
group A protein (XPA) sowie des ERCC1-XPF-Komplexes, beides wichtige Komponenten im
Reparaturprozess des NER (Welsh er al, 2004). Die deutliche Steigerung der
Reparaturkapazitit nach Zugabe dieser Faktoren unterstreicht deren Bedeutung (Koberle et al.,
1999). Weiterhin weisen TKZT Besonderheiten bei der Erkennung von fehlerhaften
DNA-Abschnitten auf. High mobility group (HMG)-Proteine sind in der Lage, durch Cisplatin
hervorgerufene Schiden zu erfassen und deren Reparatur zu blockieren (Huang ef al., 1994).
TKZT exprimieren zahlreiche spezifische Proteine der HMG-Proteinfamilie, wie tsHMG (zestis
specific HMG-domain protein), welches durch eine Bindung an die DNA-Schiden die
Initilerung des NER verhindern und somit zu einer erhdhten Apoptoserate fithren konnte
(Zamble et al., 2002). Insgesamt wird gegenwirtig eine Kombination verschiedener,
spezifischer Merkmale als Ursache fiir die Cisplatinsensitivitit angesehen, jedoch scheinen die
Veridnderungen in den Reparatursystemen im Vordergrund zu stehen.

Auch iiber die Prozesse, die bei einigen TKZT zu einer Resistenz gegeniiber der
Cisplatintherapie fiihren, ist wenig bekannt. Zunéchst ist auffillig, dass bei nichtseminomatdsen
TKZT die (extra-)embryonale Differenzierung mit dem Auftreten der Cisplatinresistenz
assoziiert ist. Eine Rolle konnte daher der Verlust von Transkriptionsfaktoren wie Oct3/4
spielen (Mueller ef al., 2006). Da zwischen sensitiven und resistenten Tumoren keine
Unterschiede im p53-Gehalt festgestellt werden konnten und eine Inaktivierung von p53 bei
sensitiven Tumoren nicht zur Entstehung einer Resistenz fiihrt, ist die Bedeutung des p53-Status
fiir die Entwicklung der Cisplatinresistenz in TKZT fraglich (Burger et al., 1999; Kersemaekers,
2002). Einen Hinweis auf einen Einfluss von Verdnderungen im MMR gibt das vermehrte
Vorkommen von Mikrosatelliteninstabilitit (MSI) in Proben resistenter Tumoren (Mayer et al.,
2002; Honecker et al., 2009). Unterstiitzt wird diese These durch weitere Studien, die eine
schlechtere Uberlebenswahrscheinlichkeit und hohere Rezidivquote bei Patienten mit

MSI-positiven Tumoren sowie eine Korrelation zwischen dem Nachweis eines hohen Gehalts
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des MMR-Proteins hMLH1 und der Uberlebenszeit zeigten (Velasco et al., 2008). Ein weiteres
Merkmal einiger resistenter TKZT ist die erhdhte Inzidenz der BRAF V600E-Mutation, deren
Nachweis dariiber hinaus mit einer geringeren Expression von hMLHI1 sowie dem Auftreten
von MSI korreliert (Honecker et al., 2009). Daneben werden Mechanismen diskutiert, die
Einfluss auf die Apoptoseinduktion haben. Zum einen konnte eine verminderte Aktivierung der
Caspase 9 in einer resistenten Zelllinie sowie die Erzeugung einer Resistenz in vorher sensitiven
Zellen durch Inhibition dieser Caspase gezeigt werden (Mueller er al, 2003). Andere
Untersuchungen fanden eine signifikant hohere Expression von CCND1 (Cyclin DI1) in
TKZT-Zelllinien mit artifiziell induzierter Cisplatinresistenz (Noel et al., 2010).

Obwohl die Ursachen fiir die Resistenzentwicklung also weiterhin nicht abschlieend
geklirt sind, wurden neben den etablierten Protokollen bereits zahlreiche Therapieversuche mit
dem Ziel der Uberwindung der Cisplatinresistenz durchgefiihrt. Diese fiihrten jedoch meist zu

erniichternden Ergebnissen (Kollmannsberger et al., 2008).

1.3 Zielgerichtete Therapie in der Onkologie

Im Rahmen der Onkologie fasst der Begriff der zielgerichteten Therapie eine Vielzahl
neuartiger Therapiekonzepte zusammen, die speziell auf individuelle Eigenschaften des
Tumorgewebes ausgerichtet sind. Dazu gehort unter anderem der Einsatz von Antikdrpern und
sogenannter small molecules, die an Rezeptoren oder andere Proteine binden und diese so
inaktivieren konnen. H#ufig handelt es sich dabei um Proteine, deren Funktion fiir das
Uberleben des Tumors essentiell oder durch Uberexpression oder Mutationen verindert ist. Ziel
des Einsatzes dieser neuen Medikamente, die auch als targeted drugs bezeichnet werden, ist
eine individualisierte und dadurch effektivere Therapie von Tumorerkrankungen sowie die

Verringerung von Nebenwirkungen.

1.3.1 Hemmung von mTOR durch RAD001

Die Serin/Threoninkinase mTOR (mammalian target of rapamycin) ist in eine Vielzahl
intrazelluldrer Signalwege integriert und dient als eine Art Schalter zwischen anaboler und
kataboler Stoffwechsellage. Dabei ist mTOR als Bestandteil von zwei Komplexen (mTORC1
und mTORC?2) mit verschiedenen Proteinen assoziiert. Neben mTOR besteht mTORCI1 aus den
Proteinen mLSTS8, Raptor und PRAD40, der Komplex mTORC2 aus mLST8, Rictor, mSinl
und Protor (Sabatini, 2006; Pearce et al., 2007; Vander Haar et al., 2007). Diese Komplexe
haben durch die Interaktion mit verschiedenen Bindungspartnern unterschiedliche Funktionen in
der Zelle. So kann mTORC1 durch die Regulierung von 4EBP1 und S6K1 die Proteinsynthese
beeinflussen sowie indirekt iiber S6K1 den PI3K/AKT-pathway inhibieren (Takano et al., 2001;
Hay, 2004). Die Rolle von mTORC?2 ist weniger gut verstanden, eine direkte Aktivierung von
AKT gilt jedoch als gesichert (Sarbassov et al., 2005). Somit scheint mTOR in Abhéngigkeit
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von den assoziierten Proteinen eine unterschiedliche Substratspezifitit zu zeigen und teilweise
gegenteilige Funktionen zu haben.

Verdnderungen in diesen mTOR-abhiingigen Prozessen konnten in zahlreichen malignen
Tumoren beobachtet werden. Zwar sind derzeit keine Mutationen von mTOR selbst bekannt,
jedoch konnte in verschiedenen Neoplasien, wie beispielsweise kolorektalen und endometrialen
Karzinomen, eine Aktivierung des mTOR-Signalweges nachgewiesen werden (Faivre et al.,
2006; Zhou et al., 2010). Dariiber hinaus kann mTOR indirekt durch regulatorische Proteine
oder Rezeptoren wie EGFR und IGF-1R aktiviert werden. Diese sind in einigen Tumoren
mutiert oder werden iiberexprimiert (Faivre et al., 2006). Da p53 die Funktion von mTOR
hemmt, kann auch die in entarteten Zellen hédufig beobachtete Inaktivierung von p53 zu einer
Aktivierung von mTOR fiihren (Feng et al., 2005). Folglich stellen mTOR und die assoziierten
Signalwege ein potentielles Ziel onkologischer Therapiekonzepte dar. Medikamente, die die
Funktion von mTOR hemmen, sind bereits seit vielen Jahren im Einsatz und dienen vor allem
als Immunsuppressiva sowie zur Beschichtung koronarer Stents (Faivre et al., 2006). Aufgrund
der schlechten pharmakologischen Eigenschaften von Rapamycin, dem iltesten bekannten
Wirkstoff, wurden in den vergangenen Jahren zahlreiche neue, auch oral verfiigbare Substanzen
entwickelt, darunter RADOO1 (Everolimus, Abbildung 2) und CCI-779 (Temsirolimus) (Sedrani
et al., 1998). Dieses wurde 2003 zur Pridvention von TransplantatabstoBungen in Europa

zugelassen (Atkins et al., 2009).

Abbildung 2: Strukturformel von RADOO1 (Atkins et al., 2009)

Rapamycin und seine Analoga bilden in der Zelle zunichst einen Komplex mit FKBP12,
welcher anschlieBend an mTOR bindet und die Formierung des mTORC1 verhindert. Da Raptor
kein Bestandteil des mTORC2 ist, steht die Inhibition der Wirkung des mTORCI im
Vordergrund, allerdings konnte in einigen Zelllinien auch eine Hemmung von mTORC2

beobachtet werden. Durch die folgende Hemmung der Proteinsynthese wird das Zellwachstum
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gehemmt, gleichzeitig bedingt die durch den Funktionsverlust von mTORC1 wegfallende
Hemmung von AKT einen antiapoptotischen Stimulus (Sabatini, 2006). Insgesamt iiberwiegt
jedoch die zytostatische Wirkung. Durch eine verringerte Expression von Cyclin D1 und p27
kommt es zum Zellzyklusarrest (Faivre ef al., 2006). Dariiber hinaus aktiviert Rapamycin
autophagische Prozesse (Kroemer und Jaitteld, 2005). Im normalen Zellstoffwechsel kann
mTOR durch eine Stabilisierung von HIF-1a die Expression des vascular endothelial growth
factors (VEGF) und somit die Angiogenese steigern. Eine Blockade von mTOR wirkt daher
zusitzlich der Bildung neuer Blutgefifle zur Versorgung eines Tumors entgegen (Humar et al.,
2002).

In verschiedenen Untersuchungen konnte eine Inhibition der Zellproliferation durch
Rapamycin und seine Analoga in unterschiedlichen humanen Tumorzelllinien nachgewiesen
werden (Zhou et al., 2010). Klinische Studien zeigten ein teilweises Ansprechen, unter anderem
von Nierenzellkarzinomen und Mantelzelllymphomen (Easton und Houghton, 2006). Zurzeit
sind sowohl Everolimus als auch Temsirolimus fiir die Therapie des fortgeschrittenen

Nierenzellkarzinoms zugelassen (Kramer et al., 2011).

1.3.2 Hemmung von IGF-1R durch AEW541

Der insulin-like growth factor-1 receptor (IGF-1R) ist ein ubiquitdr exprimierter,
transmembrandser Rezeptor, der als Dimer aus zwei gleichen Anteilen aufgebaut ist. Diese
bestehen jeweils aus einer extrazelluldren a-Untereinheit, die zur Bindung der Liganden dient,
sowie einer f-Untereinheit, die die Tyrosinkinasedoméne beinhaltet und in der Zellmembran
verankert ist. Der Insulinrezeptor (IR) zeigt groBe strukturelle Ahnlichkeiten, sodass die
Bildung von Hybridrezeptoren moglich ist. Der IGF-1-Rezeptor kann durch verschiedene
Molekiile aktiviert werden, jedoch gilt der insulin-like growth factor-1 (1GF-1) als wichtigster
Ligand. IGF-2 zeigt eine leicht geringere, Insulin eine deutlich schwichere Affinitit (Baserga,
2000; Hartog et al., 2007).

Durch die Bindung der Liganden kommt es zur Autophosphorylierung der B-Untereinheit
und anschlieBend zur Aktivierung verschiedener intrazelluldrer Signalwege. Der aktivierte
MAPK-Signalweg fiihrt zu einem gesteigerten Zellwachstum, wéhrend die Aktivierung des
PI3K/AKT-Signalweges antiapoptotische Wirkung hat und die Proteinsynthese verstirkt
(Gallagher und LeRoith, 2011). Das IGF-System reguliert zahlreiche Funktionen, sowohl auf
parakriner als auch auf endokriner Ebene. Es ist fiir wichtige Bereiche der neonatalen
Entwicklung und fiir das postnatale Wachstum verantwortlich, dariiber hinaus spielt es eine
wichtige Rolle bei der Himatopoese sowie Regenerations- und Umbauprozessen und
beeinflusst die neuronale Plastizitit (Zumkeller, 2002; Annunziata et al., 2011). Diese zentrale
Stellung in der Regulation des Zellwachstums lisst eine wichtige Rolle des IGF-Systems bei der

Pathogenese von Tumorerkrankungen vermuten. Die Ergebnisse zahlreicher Studien zum
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Einfluss von IGF-1 auf die Entstehung von Tumoren legen eine Korrelation zwischen der
IGF-1-Konzentration im Blut und dem Risiko einer Krebserkrankung nahe (Pollak et al., 2004).
Bei einer Untersuchung verschiedener solider sowie hdmatologischer Neoplasien zeigte sich
eine universelle Expression des IGF-1R in allen getesteten Zelllinien, in Analysen von
Tumorproben unterschiedlicher Entitit wiesen diese teilweise eine Uberexpression auf
(Mitsiades et al., 2004; Hartog et al, 2007). Experimente an Méiusen mit einem
IGF-1R-knockout bzw. einer reduzierten Expression von IGF-1R konnten zudem die
Notwendigkeit eines intakten IGF-Signalweges fiir die maligne Transformation gesunder
Zellen, das Tumorwachstum sowie die Metastasierung nachweisen (Yakar et al., 2005; Sell et
al., 1993).

Basierend auf diesen Erkenntnissen konnte eine Blockierung des IGF-1R das Wachstum
von Tumoren, deren Zellstoffwechsel vom IGF-Signalweg abhingt, hemmen und somit einen
Ansatzpunkt fiir die gezielte Therapie dieser Tumoren bieten. Zu diesem Zweck wurden in den
vergangenen Jahren zahlreiche Antikorper und Tyrosinkinaseinhibitoren entwickelt und bereits
in Studien getestet. So fiihrte beispielsweise der Antikdrper Figitumumab bei einem Teil von
Patienten mit einem Ewing-Sarkom zur Reduktion oder Stabilisierung der Tumorgrofe (Olmos
et al., 2010). Komplikationen ergeben sich allerdings aus der starken strukturellen Ahnlichkeit
zwischen IGF-1R und IR, da nichtselektive Substanzen durch Bindung an den IR zu schweren
Hyperglykidmien fiihren konnen, die Entwicklung selektiver Medikamente sich jedoch
schwierig gestaltet. Ein solcher selektiver, oral verfiigbarer Tyrosinkinaseinhibitor ist AEW541,
der zur Familie der Pyrrolo[2,3-d]-Pyrimidine gehort, eine etwa 27fach hohere Affinitit zum
IGF-1R im Vergleich zum IR hat und zu einer effektiven Hemmung der Phosphorylierung der
B-Untereinheit, assoziiert mit einer reduzierten Aktivierung von AKT, fiihrt (Abbildung 3)
(Garcia-Echeverria et al., 2004). Die Substanz ist aktuell nicht zur klinischen Anwendung
zugelassen, jedoch zeigte sich in vitro sowie im Mausmodell eine Aktivitit gegeniiber Ewing-
Sarkomen und dem Multiplen Myelom. Dariiber hinaus konnten bei zusétzlicher Gabe von
AEW541 zur Chemotherapie bei diesen Tumoren und beim hepatozelluldren Karzinom additive

Effekte beobachtet werden (Scotlandi ef al., 2005; Hopfner et al., 2006; Maiso ef al., 2008).
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Abbildung 3: Strukturformel von AEW541 (Novartis Pharma)

1.3.3 Hemmung von EGFR, HER2/neu und VEGFR durch AEE788

Der epidermal growth factor receptor (EGFR, c-erbB-1, Her-1) und HER2/neu (c-erbB-2)
gehoren zur Familie der c-erbB-Rezeptor-Tyrosinkinasen. Diese umfasst insgesamt vier
Rezeptoren, welche Gemeinsamkeiten in ihrer Struktur und dhnliche Funktionen aufweisen. Sie
bestehen aus einem extrazelluldren Anteil zur Bindung der Liganden, dem intrazelluldren Anteil
mit der Tyrosinkinasedomédne sowie einem transmembrandsen Bereich. Nach Bindung eines
Liganden kommt es zur Bildung von Homo- oder Heterodimeren zweier Rezeptoren,
Internalisierung des Dimers sowie der Phosphorylierung der Tyrosinkinasedomine. Diese ist
wiederum in der Lage, eine Vielzahl intrazelluldrer Proteine zu binden, durch Phosphorylierung
zu aktivieren und somit Signalkaskaden zu starten (Citri und Yarden, 2006). Der EGFR kann
durch verschiedene Liganden aktiviert werden, der wichtigste scheint jedoch der epidermal
growth factor (EGF) zu sein. Auffillig ist, dass HER2/neu auf die Bindung an einen der drei
anderen erbB-Rezeptoren angewiesen ist, da es iiber keine eigenen Liganden verfiigt, die mit
ausreichender Affinitit binden. Allerdings kommt es aufgrund der Konformation von HER2/neu
bevorzugt zur Bildung eines solchen Heterodimers. Dieses besitzt dariiber hinaus im Vergleich
zu den anderen moglichen Dimeren eine deutlich stirkere Kinase- und Signalaktivitéit (Gutierrez
und Schiff, 2011). Wichtige Signalwege, die durch Rezeptoren der c-erbB-Familie aktiviert
werden, sind der Ras/Raf- sowie der PI3K/AKT-pathway. Beide spielen unter anderem eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Genexpression, Zellproliferation sowie der Angiogenese
und konnen somit bei einer Aktivierung auch die Entwicklung und das Wachstum von Tumoren
begiinstigen (Herbst, 2004). Dies wird unterstiitzt durch Untersuchungen, die eine
Uberexpression des EGFR in zahlreichen Tumoren, darunter Magen-, Kolon- und
Lungenkarzinome, Glioblastome sowie Kopf-Hals-Tumoren, zeigen (Salomon et al., 1995).
Auch HER2/neu ist in vielen soliden Neoplasien, wie zum Beispiel in Ovarial- und
Lungenkarzinomen iiberexprimiert, am besten erforscht ist jedoch seine Bedeutung beim
Mammakarzinom (Slamon et al.,, 1989; Berchuck et al.,, 1990; Kern et al., 1990). Zu

Vorkommen und Aktivitit beider Rezeptoren beim TKZT gibt es zahlreiche Untersuchungen
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mit unterschiedlichen Ergebnissen, jedoch konnte in einigen Proben eine verstirkte Expression
nachgewiesen werden (Méndoky et al., 2004; Moroni et al., 2001; Soule et al., 2002; Wang et
al., 2008; Ghavamnasiri et al., 2010). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden Substanzen
entwickelt, die zielgerichtet die Signaliibertragung durch den EGFR und HER2/neu blockieren.
Einige dieser Medikamente, beispielsweise die Antikdrper Cetuximab bei Kolon- und
Kopf-Hals-Tumoren und Trastuzumab beim Mammakarzinom sowie der Tyrosinkinaseinhibitor
Erlotinib bei NSCLC und Pankreaskarzinomen, sind bereits fiir die klinische Anwendung
zugelassen (Modjtahedi und Essapen, 2009).

Unter dem Oberbegriff VEGF (vascular endothelial growth factor) werden fiinf
Wachstumsfaktoren zusammengefasst (VEGF-A — VEGF-E), meist bezieht sich die
Bezeichnung jedoch nur auf den VEGF-A. Die Molekiile interagieren mit drei dhnlichen
Rezeptoren, die in der Zellmembran lokalisiert sind: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR/Flk-1)
und VEGFR-3 (Flt-4). Von groBer Bedeutung ist die Bindung von VEGF-A an den Rezeptor
VEGFR-2, die unter anderem die Aktivierung des PI3K/AKT- sowie des
Raf/MEK/ERK-Signalweges bewirkt und fiir die proangiogenetische und mitogene Wirkung
von VEGF-A verantwortlich ist. Zur Steigerung der Expression und Ausschiittung von VEGF-A
kommt es vor allem unter hypoxischen Bedingungen iiber den Transkriptionsfaktor HIF-1a,
aber auch inflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren wie EGF und IGF konnen die
Freisetzung bewirken. Die VEGF-Rezeptoren werden vor allem von Endothelzellen exprimiert,
sodass deren Aktivierung direkt zur Proliferation und anschlieBenden Neovaskularisation fiihrt
(Connolly et al., 1989; Ferrara et al., 2003). Da Tumoren ab einer gewissen Groéfe auf eine
eigene Blutversorgung und daher auf die Bildung neuer Blutgefile angewiesen sind, stellt
dieses System einen weiteren Ansatzpunkt fiir eine zielgerichtete Therapie dar. In
verschiedenen Untersuchungen konnte eine verstirkte Expression der VEGF-mRNA in der
Mehrzahl der analysierten Tumorproben festgestellt werden, darunter Lungen-, Mamma-,
Nieren- und Ovarialkarzinome (Ferrara und Davis-Smyth, 1997). Auch TKZT zeigen eine
gesteigerte Ausschiittung von VEGF und Expression von VEGFR-1 und 2 (Viglietto et al.,
1996; Fukuda et al., 1999; Nitzsche et al., 2010). Nachdem im Mausmodell eine Reduktion der
Vaskularisierung des Tumorgewebes und der Metastasierung sowie eine Wachstumsinhibition
durch Hemmung des VEGF bzw. VEGFR nachgewiesen konnte, sind derzeit sowohl ein
Antikorper gegen VEGF-A (Bevacizumab) als auch Tyrosinkinaseinhibitoren (Sorafenib und
Sunitinib) fiir die Therapie diverser maligner Tumoren zugelassen (Crawford und Ferrara, 2009;
de Leite Oliveira et al., 2011).

Bei der Substanz AEE788 handelt es sich ebenfalls um einen Tyrosinkinaseinhibitor, der
jedoch multiple Zielproteine hat und sowohl EGFR und HER2/neu als auch die Rezeptoren fiir
den VEGF (VEGFR-1 und 2) hemmt (Abbildung 4) (Traxler, 2004). Aufgrund der teilweise

identischen  Zielmolekiille und Signalkaskaden, die durch die unterschiedlichen
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Rezeptortyrosinkinasen aktiviert werden, kann die Blockade eines Rezeptortyps durch die
verstiarkte Aktivierung eines anderen Rezeptors kompensiert und somit die Wirkung des
Inhibitors aufgehoben werden. Die simultane Hemmung mehrerer Tyrosinkinasen kann dieser
Resistenzentwicklung entgegen wirken und die Effektivitit der Medikamente erhohen. So fiihrt
AEE788 iiber die Wirkung am EGFR sowie an HER2/neu direkt zu einer Reduktion des
Tumorwachstums, dariiber hinaus hemmt es iiber die verringerte Vaskularisation indirekt die

Ausbreitung des Tumors.
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Abbildung 4: Strukturformel von AEE788 (Novartis Pharma)

Die derzeitige klinische Anwendung der meisten Antikorper und TKI erfolgt jedoch
vorrangig in Kombination mit ,klassischen®, zytotoxischen Chemotherapeutika, da sich durch
die unterschiedlichen Wirkmechanismen additive und synergistische Effekte erzielen lassen und
Resistenzen iliberwunden werden konnen. Beispiele hierfiir sind die zusitzliche Gabe des
HER2/neu-Antikorpers Trastuzumab bei Patientinnen mit HER2/neu-iiberexprimierenden
Mammakarzinomen sowie die Kombination von Irinotecan mit dem EGFR-Antikorper
Cetuximab bei refraktiren Kolonkarzinomen. Beide Therapiekonzepte fithren zu einer
Verlingerung des progressionsfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens (Slamon et al.,
2001; Cunningham et al., 2004). Der gezielte Einsatz dieser targeted drugs bietet daher einen
wichtigen Ansatzpunkt fiir die Verbesserung der Therapie bislang schwer behandelbarer

maligner Tumorerkrankungen.
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2 ZIELSTELLUNG
Zwar konnte die Therapie der TKZT in den vergangenen Jahrzehnten stetig verbessert und die
Uberlebensraten so auf iiber 90 % gesteigert werden, jedoch kommt es bei einigen Patienten zur
Entwicklung einer Resistenz gegeniiber dem gebriuchlichsten, normalerweise hoch wirksamen
Chemotherapeutikum Cisplatin. Diese zumeist jungen Patienten haben trotz intensiver
Behandlung noch immer eine sehr schlechte Prognose. Aufgrund der zahlreichen neuen
Entwicklungen im Bereich der targeted drugs und teilweise groen Erfolge in der Therapie
anderer Tumorentititen war es Ziel dieser Arbeit, in vitro die Wirksamkeit einiger dieser
Substanzen in TKZT-Zelllinien mit unterschiedlicher Cisplatinsensitivitit und Differenzierung
zu untersuchen.
Zu diesem Zweck wurden folgende Schwerpunkte gesetzt:
1)  Charakterisierung der TKZT-Zelllinien hinsichtlich ihrer Sensitivitit gegeniiber
Cisplatin und den verwendeten targeted drugs RAD001, AEW541 und AEE788
2)  Untersuchung der Effekte einer Kombinationsbehandlung aus Cisplatin und
einzelnen targeted drugs auf die Cisplatinsensitivitit der TKZT
3)  Untersuchung der Effekte einer Kombinationsbehandlung aus verschiedenen
targeted drugs auf die Wirksamkeit der Substanzen in einzelnen TKZT-Zelllinien
4)  Charakterisierung der TKZT-Zelllinien hinsichtlich ihrer Expression von EGFR,
HER2/neu, IGF-1R und mTOR sowie des Phosphorylierungsstatus dieser Proteine
5)  Uberpriifung der spezifischen Wirkweise der targeted drugs durch Untersuchung

ihres Einflusses auf den Phosphorylierungsstatus der jeweiligen Zielproteine

Vor dem Hintergrund der geschilderten Resistenzproblematik galt dabei dem Verhalten der

cisplatinresistenten Zelllinien ein besonderes Interesse.
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3 MATERIAL UND METHODIK
31 Zelllinien
Fir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden die in Tabelle 1

aufgefiihrten, etablierten Zelllinien aus nichtseminomatdsen TKZT verwendet.

Tabelle 1: TKZT-Zelllinien mit urspriinglicher Lokalisation, Histologie und Referenzen

Zelllinie Patientenhistologie und | Histologie des Referenzen
Lokalisation Nacktmaus-Xenograftes
Hi12.1 EC, CC, TE, S (Testes) | EC, IT, STGC (Casper et al., 1987)
HI2.1RA differenzierte H12.1
H12.10DMneu | differenzierte H12.1 (Mueller et al., 2006)
1411HP EC, TE, YST EC, YST (Vogelzang et al.,
(Retroperitoneale 1985)
Metastase)
GCT72F TC (Testes) YST (Pera et al., 1987)
1777NR EC EC, IT (Bronson et al., 1984)
(Retroperitoneale
Metastase)

Abkiirzungen: EC — Embryonales Karzinom, CC — Chorionkarzinom, IT — Unreifes Teratom,
S — Seminom, STGC - Synzytiotrophoblastische Riesenzellen, TC — Teratokarzinom, TE —
Teratom, YST — Dottersacktumor.

Die Zelllinie H12.1RA konnte aus der Linie H12.1 durch Behandlung mit ATRA (all-trans-
Retinolsdure) und Kultivierung in konditioniertem Medium der Zelllinie GCT72F abgeleitet

und isoliert werden (unverdffentlicht, personliche Mitteilung Dr. T. Miiller).

3.2  Zellkultur

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien erfolgte in Zellkulturflaschen (25-75 cm?) und
unter Standardkulturbedingungen (Temperatur 37°C, 5 % CO,, > 95 % Luftfeuchtigkeit). Als
Nihrmedium wurde RPMI-1640 versetzt mit 10 % FKS sowie 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin verwendet. Neben einer tdglichen lichtmikroskopischen Kontrolle des
Zellwachstums sowie einem Wechsel des Nidhrmediums erfolgte alle 2 bis 4 Tage die
Passagierung der Zellen. Dazu wurde zunichst das verbrauchte Nihrmedium entfernt, die
Zellen mit Spiilmedium gewaschen und schlieBlich mit Trypsin-EDTA vom Boden der
Zellkulturflasche abgelost. Die Zellen wurden anschliefend im Nihrmedium suspendiert und im
Verhiltnis 1:2 bis 1:4 in neue Flaschen gegeben. Eine genaue Bestimmung der Zellzahl erfolgte

mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer.
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33 SRB-Zytotoxizitits-Assay

Die Untersuchung der Sensitivitit der untersuchten Zelllinien gegeniiber den verwendeten
Medikamenten sowie der Effekte einer Kombination dieser Wirkstoffe erfolgte mithilfe des
SRB-Zytotoxizitéts-Assays (Skehan et al., 1990). Dabei handelt es sich um eine schnelle und
sensitive Methode zur Bestimmung des zelluldren Proteingehaltes, basierend auf der Bindung
des Farbstoffes Sulforhodamin B an zelluldres Protein bei saurem pH-Wert. Der
nichtgebundene Farbstoff kann anschlieBfend unter sauren Bedingungen ausgewaschen und der
gebundene Anteil des Farbstoffs unter basischen Bedingungen freigesetzt werden. Danach
erfolgt die photometrische Messung, wobei die Menge des freigesetzten Farbstoffes mit der
Zellzahl korreliert.

Die Durchfithrung des Assays erfolgte in 96-Lochplatten. Die Waschvorginge wurden
maschinell und somit standardisiert durchgefiihrt. Fiir jede Kombination aus Behandlung und
Zelllinie wurden jeweils drei voneinander unabhéngige Versuche durchgefiihrt. Die Zelllinien-
spezifischen Zellzahlen pro Loch (well) waren im Labor auf Grundlage von zuvor ermittelten

Wachstumskinetiken bereits etabliert und sind in Tabelle 2 angegeben.

Tabelle 2: Zelllinien-spezifische Zellzahlen fiir den SRB-Assay

Zelllinie Zellzahl pro well Zelllinie Zellzahl pro well
Hi12.1 3000 1411HP 6000
HI12.1RA 8000 GCT72F 3500
H12.10DMneu 8000 1777NR 3000

3.3.1 Sensitivititsbestimmung gegeniiber einzelnen Substanzen
Fiir die Bestimmung der Sensitivitit der Zelllinien gegeniiber den einzelnen Substanzen wurde
folgendes Verfahren durchgefiihrt:
® Bestiicken der 96-Lochplatte mit einer zuvor bestimmten, fiir jede Zelllinie
spezifischen Zellzahl in 100 ul pro well und Kultivierung der Zellen fiir 24 h bei 37°C
® Herstellung einer Verdiinnungsreihe des zu testenden Medikamentes (unter
Beriicksichtigung des schon vorhandenen Mediums Herstellung in doppelter
Konzentration)
® Zugabe von Nihrmedium zur ersten Reihe (unbehandelte Kontrolle) sowie des mit
dem Medikament versetzten Mediums in aufsteigender Konzentration zu den iibrigen
Reihen der Lochplatte (100 pl / well)
e Kultivierung der Zellen fiir 96 h bei 37°C unter téglicher lichtmikroskopischer

Kontrolle des Zellwachstums
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® Abstoppen des Zellwachstums durch Entfernen des Mediums und Fixierung der Zellen

mit Trichloressigsdure-Fixierlosung (100 pl / well, mind. 2 h Einwirkzeit bei 4°C)
® 4 x Waschen mit Aqua dest., Entfernung nicht adhérenter Zellen
® Zugabe von SRB-Firbelosung (100 pul / well, 45 min Einwirkzeit)
® 4 x Waschen mit 1 % Essigsdure, Entfernung nicht gebundenen Farbstoffes
® [ochplatten trocknen lassen
® Zugabe von Tris-Pufferlosung (100 pl / well, 20 min Einwirkzeit)

® Schiitteln der Platten zur Durchmischung der Farbstofflosung und photometrische

Messung der OD bei 570 nm

® Berechnung der arithmetischen Mittelwerte aus den acht Messwerten pro
Wirkstoffkonzentration
® Umrechung der Mittelwerte in Prozentwerte bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(100 %)
® Darstellung des konzentrationsabhingigen Wachstumsverhaltens im Diagramm
Als Vergleichsgrofie diente der IC50-Wert, welcher aus den Dosis-Wirkungskurven abgelesen
sowie aus den erhaltenen Messwerten berechnet werden kann. Er gibt an, bei welcher
Konzentration des eingesetzten Medikamentes das Wachstum der Zellen — im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle — um 50 % inhibiert wird.

3.3.2 Sensitivititsbestimmung gegeniiber einer Kombination der Substanzen
Fiir die Untersuchung der Effekte einer Kombination aus 2 oder mehr Medikamenten war die
Bestiickung von zwei 96-Lochplatten pro Zelllinie (Platte 1 und Platte 2) und zu untersuchender
Kombination ndotig. Zundchst wurden aus den Sensitivitdtsuntersuchungen die IC30-Werte
bestimmt. Unter Auslassung einer Reihe, welche als unbehandelte Kontrolle diente, wurde zu
den Zellen in Platte 1 zuerst Nihrmedium mit einer dem IC30-Wert entsprechenden
Konzentration des Medikamentes A gegeben. Anschlielend wurden beide Platten mit einer
Verdiinnungsreihe des Medikamentes B bestiickt. Wiederum diente eine Reihe als unbehandelte
Kontrolle. Eine weitere Reihe auf Platte 1 wurde ebenfalls nicht mit Medikament B bestiickt,
um eine Kontrolle der Wachstumsinhibition durch Medikament A sowie die Beurteilung des
Effektes der Kombination zu ermoglichen. Die weitere Behandlung erfolgte wie beschrieben
(Kap. 3.3.1).

Fiir die Auswertung wurde eine Dosis-Wirkungskurve fiir Medikament B (Platte 2) sowie
die Kombination aus Medikament A und B (Platte 1) unter Abzug der durch Medikament A
hervorgerufenen Wachstumsinhibition erstellt. Der Vergleich der aus diesen beiden Kurven

erhaltenen IC50-Werte ermoglichte die Beurteilung der Wirksamkeit einer Kombination.
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34 Western Blot-Analysen
3.4.1 Proteinisolierung
Vor der Analyse der Proteinexpression erfolgte die Isolierung des Gesamtproteins aus der

Zellkultur mit folgendem Vorgehen:

e Herstellung einer Einzelzellsuspension durch Trypsinierung und anschlieBende

Zentrifugation der Zellen

® AbgieBen des Uberstandes und Waschen der Zellen in PBS, anschlieBend erneut

Zentrifugieren

® AbgieBen des Uberstandes und ggf. Lagerung der Probe bei -20°C
Die folgenden Arbeitsschritte erfolgten auf FEis.

® Zellen in Isolationspuffer lysieren

® Homogenisierung der Lysate mittels 27G-Kaniile und Inkubation fiir mind. 20 min

Zentrifugation der Proben (15 min, 13.000 rpm)

Uberfiihren des Uberstandes in neues Reaktionsgefi und Lagerung bei -20°C

3.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit der Methode nach Bradford (Bradford,
1976) wie folgt:
o Herstellung des Ansatzes: 798 ul Aqua dest., 2 ul proteinhaltiger Uberstand, 200 ul
Férbelosung (Bio-Rad Protein Assay)

® Messung der Absorption am BioSpec-1601E bei 595 nm

® Berechnung der Proteinkonzentration und gegebenenfalls Angleichung der

Konzentrationen durch Zugabe von RIPA-Puffer

3.4.3 Western Blotting
Der Western Blot dient der qualitativen Analyse der Proteinexpression. Dazu werden die
Proteine zunidchst mittels der diskontinuierlichen SDS-Gel-Elektrophorese nach Ladmmli
(Laemmli, 1970) entsprechend ihrer Grofe aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran
iibertragen. Anschlieend konnen sie durch Antikdrper markiert und diese Markierung iiber
spezielle Sekundirantikorper durch Chemilumineszenz sichtbar gemacht werden. Im Einzelnen
wurden folgende Arbeitsschritte durchgefiihrt:

® Herstellung der Gele: 8 %iges Trenngel (Konzentration entsprechend der GroBe der

nachzuweisenden Proteine), Uberschichtung des festen Trenngels mit Sammelgel
® Vorbereitung der Proben: Zugabe von Ladepuffer zu den aliquotierten Proteinproben

(mind. 20 pg Protein pro Slot), Denaturierung der Proteine durch Erhitzen (10 min bei

99°C)
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¢ Auftrennung der Proteine: Ubertragung der Proben sowie der Marker zur Bestimmung
der Proteingrofle, Auftrennung der Proteine bei konstant 200 V

® Blotting: Schichtung von Gel und Nitrozellulosemembran zwischen Filtermembranen,

Transfer im Tank-Blot-System (konst. 100 mA, etwa 24 h)

® Antikorperinkubation:
o Kontrolle der GleichméBigkeit der Banden nach 2 min Fiarbung in Ponceau S
Die folgenden Schritte erfolgten unter stindiger Bewegung der Membranen.
o Blocken der Membran mit Trockenmilch (60 min)
o Inkubation der Membran mit dem primiren Antikdrper (Tabelle 3; gelost in
BSA oder Trockenmilch, etwa 24 h)
o Spiilen der Membran mit PBST (2 x 10 min und 3 x 5 min)
o Inkubation der Membran mit dem sekundidren Antikorper (Tabelle 3; gelost in
PBST, 60 min)
o Spiilen der Membran mit PBST (3 x 5 min)
® Detektion: Erzeugung der Chemilumineszenz durch Inkubation der Membran mit

RotiLumin (1 min), anschlieBend Belichtung und Entwicklung des Réntgenfilms

3.5 Statistik
Alle Versuche zur Analyse der Wachstumskinetiken mittels SRB-Assay wurden mindestens 3-
mal durchgefiihrt. Anschlieend erfolgte die Auswertung der gemessenen Absorption mittels
der Tabellenkalkulationssoftware Excel® (Microsoft®). Nach Berechnung der arithmetischen
Mittelwerte und der Standardabweichung fiir die 8 Einzelwerte einer Spalte der 96-Loch-Platte
erfolgte die Ermittlung der IC-Werte der einzelnen Chemotherapeutika mittels linearer
Interpolation der benachbarten Messwerte. AbschlieBend wurden aus den Werten der
Einzelversuche die Mittelwerte und die Standardabweichung berechnet. Die Bestimmung des
Signifikanzniveaus erfolgte mithilfe des Student’s t-Test, eine statistische Signifikanz wurde bei
einem p-Wert < 0,05 angenommen.

Zur Ermittlung des Effektes in den Kombinationsversuchen wurden zunéchst die 1C50-
Werte wie beschrieben berechnet und anschlieBend der Quotient aus den IC50-Werten der
Kontrolle und der Kombination bestimmt. Ein Quotient = 1 entspricht daher einem additiven,

ein Quotient < 1 einem antagonistischen und ein Quotient > 1 einem synergistischen Effekt.
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3.6  Materialauflistung
3.6.1 Zellkultur

¢ Kulturmedium RPMI-1640
+ 10 % FKS
+ 1 % Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml Penicillin, 1 mg/ml
Streptomycin)

e Puffer 1 x PBS verdiinnt aus 10 x Stamml&sung

® Trypsin-EDTA 0,5 mg/ml Trypsin + 0,2 mg/ml EDTA

3.6.2 Medikamente

® (Cisplatin 20 mM Cisplatin (Sigma) in DMF
(Aufbewahrung bei 4°C)

e RADO001 20 mM RADOO1 (Novartis) in DMSO

(Aufbewahrung bei -20°C)

e AEW541 10 mM AEW541 (Novartis) in DMSO
(Aufbewahrung bei -20°C)

e AEE788 10 mM AEE788 (Novartis) in DMSO
(Aufbewahrung bei -20°C)

3.6.3 SRB-Zytotoxizitits-Assay
® TCA-Fixierlosung 10 % Trichloressigsiure
Aqua dest.
® SRB-Firbelosung 0,4 % Sulforhodamin B

1 % Essigsédure

Aqua dest.
® Tris-Pufferlosung 10 mM Tris-Base
Aqua dest.
3.6.4 Proteinbestimmung
e RIPA-Puffer 50 mM Tris
100 mM NaCl

0,5 % Igepal/NP40
0,5 % Desoxycholat
0,5 % SDS

Aqua dest.
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® [solationspuffer

® Trenngel

(10 ml, 8 %-Gel)

® Sammelgel

(5 ml)

® [adepuffer
(8 ml, 4fach konz.)

e Laufpuffer

® Blotting-Puffer

e PBS

RIPA-Puffer

pro 1ml RIPA-Puffer: 10 ul PMSF (100 mM)
10 ul DTT (10 mM)
10 pul Protease-Inhibitor
10 ul Phosphatase-Inhibitor

4,6 ml Aqua dest.

2,7 ml Acrylamid (30 %)

2,5 ml Tris (1,5 M) bei pH 8,8

0,1 ml SDS (10 %)

0,05 ml APS

0,006 ml TEMED

2,87 ml Aqua dest.

0,832 ml Acrylamid (30 %)

1,25 ml Tris (1,5 M) bei pH 8,8

0,05 ml SDS (10 %)

0,025 ml APS

0,006 ml TEMED

3,8 ml Aqua dest.

1,0 ml 0,5 M Tris-HCl

0,8 ml Glycerol

1,6 ml 10 % SDS

0,4 ml 2p-Mercaptoethanol

0,4 ml 0,05 % Bromphenolblau

25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1 % SDS

pH 8,3

20 mM Tris

150 mM Glycin

0,05 % SDS

20 % Methanol

Aqua dest.

137 mM NaCl

2,7 mM KCl

10 mM Na,HPO,*12 H,0

1,76 mM KH,PO,
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e PBST (0,1 %)
® Trockenmilch

e BSA

3.6.5 Antikorper

pH 6,8

PBS + 0,1 % Tween-20

5 % Trockenmilchpulver in PBST

5 % BSA in PBST

In Tabelle 3 sind die im Western Blot genutzten Antikorper aufgefiihrt.

Tabelle 3: Primire und sekundére Antikdrper im Western Blot

Antikorper Bezeichnung Hersteller Verdiinnung
Anti-Goat-Ig Santa Cruz Biotechnology 1:5000
Anti-Mouse-Ig Santa Cruz Biotechnology 1:2500
Anti-Rabbit-Ig Santa Cruz Biotechnology 1:2500
Aktin C-11 Santa Cruz Biotechnology 1:4000
EGFR Klon 13 BD Transduction 1:500
Laboratories
EGFR akt. Klon 74 BD Transduction 1:500
Laboratories
HER2/neu 29D8 Cell Signaling Technology 1:1000
HER2/neu akt. 6B12 Cell Signaling Technology 1:1000
(Tyr1221/1222)
IGF-1R Cell Signaling Technology 1:1000
IGF-1R akt. (Tyr1131)/ Cell Signaling Technology 1:1000
IR akt. (Tyr1146)
mTOR Cell Signaling Technology 1:1000
mTOR akt. (Ser2448) Cell Signaling Technology 1:1000
mTOR akt. (Ser2481) Cell Signaling Technology 1:1000
VEGFR-2 55B11 Cell Signaling Technology 1:1000
VEGFR-2 akt. (Tyr951) | 7H11 Cell Signaling Technology 1:1000
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3.6.6 Firmenverzeichnis

Firma

Produkt

B. Braun, Melsungen, D

Aqua dest.

Biochrom AG, Berlin, D

EDTA, Fetales Kilberserum

Bio-Rad Laboratories Inc., Miinchen, D

Protein Assay Firbereagenz, Glasplatten,
Tank-Blot-System, TEMED, Gelelektrophorese-
Apparatur

Brand GmbH, Wertheim, D

Kiivetten

Carl Zeiss AG, Jena, D

Mikroskope (Axiovert 25 CA, Axiovert 40 CFL)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Acrylamid, BSA, Trichloressigsidure, Methanol,
Roti-Lumin 142, Tris, Albumin Fraktion V,

Protease-Inhibitor, Rotiphorese-Gel

Eppendorf AG, Hamburg, D

Pipetten, Pipettenzubehor

GE Healthcare GmbH, Solingen, D

Rontgenfilm (Amersham Hyperfilm ECL),

Filterpapier, Nitrozellulosemembran

Heraeus Instruments, Hanau, D

Zentrifugen (Biofuge fresco Heraeus,

Labofuge 400)

PAA Laboratories GmbH, Pasching, D

Dulbecco’s PBS, Penicillin/Streptomycin, Trypsin-
EDTA

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Zahlkammer
Lauda Kénigshofen, D
Saliter, Obergiinzburg, D Trockenmilchpulver

Shimadzu, Duisburg, D

BioSpec-1601 E

Sigma-Adrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

Ponceau S, RPMI-1640, Sulforhodamin B,
Tween-20, Dithiothreitol (DTT), Ethanol 96 %,
Cisplatin (CDDP), Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF)

Tecan LabInstruments GmbH,

Crailsheim, D

Plattenwaschgerit (Plate Washer 96 PW),
Mikroplatten-Reader (SpectraFluor Plus)

Thermo Scientific, Braunschweig, D

Phosphatase-Inhibitor

TPP Techno Plastic Products,
Trasadingen, CH

96-Loch-Mikrotiterplatten, serologische Pipetten,

Zentrifugenrohrchen, Zellkulturflaschen

Weitere eingesetzte Gerdte und Verbrauchsmittel entsprechen den iiblichen

Laborstandards und werden nicht aufgefiihrt.
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4 ERGEBNISSE
4.1 Sensitivitit der TKZT-Zelllinien gegeniiber den getesteten Substanzen
Die Bestimmung der Sensitivitit der TKZT-Zelllinien gegeniiber Cisplatin, RAD001, AEW541
und AEE788 erfolgte durch eine Behandlung mit der jeweiligen Substanz iiber 96 h und der
anschlieenden Messung des Zellwachstums im SRB-Zytotoxizitits-Assay. Die Mittelwerte aus
drei unabhingigen Versuchen wurden in einer Dosis-Wirkungskurve halblogarithmisch
dargestellt und die Wirksamkeit anhand der IC50- und IC90-Werte verglichen.

Bei der Behandlung mit Cisplatin zeigte sich eine relative Resistenz der Zelllinien
H12.1RA, H12.10DMneu, 1411HP und 1777NR im Vergleich zur sensitiven Zelllinie H12.1.
Auch die Zelllinie GCT72F war gegeniiber Cisplatin sensitiv (Abbildung 5).

120 —aH121

—8-H12.1RA
—4—H12.10DMneu
—+1411HP
—Oo-GCT72F
——1777NR
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30 1

20 4

0,001 0,01 0,1 1 10 100
Stoffkonzentration [uM]

Abbildung 5: Dosis-Wirkungsbeziehung von Cisplatin im SRB-Assay nach 96 h Behandlung
(n=3, MW * STABW)

Die Dosis-Wirkungskurven fiir die Behandlung mit dem mTOR-Inhibitor RADOO1 zeigten fiir
alle Zelllinien ein Wachstumsplateau, welches stets ab einer Stoffkonzentration von 0,001 uM
und somit vor bzw. etwa im Bereich des IC50-Wertes auftrat. Daher erwies sich die IC50 als
unzureichender Parameter fiir die Sensitivitét der Zellen gegeniiber der Substanz. Eine sinnvolle
Aussage zur Zelllinien-spezifischen Wirksamkeit ermoglichte ein Vergleich der bei der
Stoffkonzentration von 0,001 uM erreichten = Wachstumsinhibition, angegeben als
korrespondierender IC-Wert.

Dabei zeigte sich eine geringere Sensitivitdt der Zelllinien 1411HP und H12.10DMneu.
Bei diesen Linien entsprachen 0,001 uM des Wirkstoffes dem IC20- (1411HP) bzw. IC30-Wert
(H12.10DMneu), wihrend die Konzentration von 0,001 uM bei den iibrigen untersuchten
Zelllinien etwa dem IC50-Wert entsprach (Abbildung 6).



Ergebnisse

28

Zellwachstum [%)]
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Abbildung 6: Dosis-Wirkungsbeziehung von RAD0OO1 im SRB-Zytotoxizitits-Assay nach 96 h

Behandlung (n=3, MW + STABW)

Die Ergebnisse der Behandlung mit AEW541 sind in Abbildung 7 dargestellt. Dabei zeigten

sich anhand der IC50-Werte keine massiven Unterschiede in der Sensitivitidt der Zelllinien

gegeniiber diesem IGF-1R-Inhibitor. Als besonders sensitiv erwiesen sich die Zelllinien
H12.1RA und 1777NR, wihrend bei der 1411HP die geringste Wachstumsinhibition zu
beobachten war. Die iibrigen Zelllinien H12.1, H12.10DMneu und GCT72F zeigten einen

dhnlichen Verlauf mit mittlerer Sensitivitét.

Zellwachstum [%]

——H12.1
——H12.1RA
—&—H12.10DMneu
—0-1411HP
——GCT72F
——1777NR

0,0001

0,001

0,01 0,1
Stoffkonzentration [uM]

Abbildung 7: Dosis-Wirkungsbeziehung von AEW541 im SRB-Zytotoxizitits-Assay nach 96 h

Behandlung (n=3, MW + STABW)
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Bei der Behandlung mit AEE788 erwies sich die Linie H12.1RA als besonders sensitiv im
Vergleich zu den iibrigen Zelllinien. Aufféllig war weiterhin die relative Resistenz der weiteren
untersuchten Zelllinien, welche erst ab einer Konzentration iiber 1 uM einen deutlichen Abfall
des Zellwachstums zeigten. So konnte bei der H12.10DMneu im Rahmen der verwendeten
Substanzkonzentrationen lediglich eine maximale Wachstumsinhibition auf 55 % erreicht

werden (Abbildung 8).

—&—Hi2.1
——H12.1RA
—4—H12.10DMneu
—0-1411HP
—o—GCT72F
——1777NR

Zellwachstum [%]

0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10
Stoffkonzentration [uM]

Abbildung 8: Dosis-Wirkungsbeziehung von AEE788 im SRB-Zytotoxizitits-Assay nach 96 h
Behandlung (n=3, MW + STABW)

Tabelle 4 gibt eine Ubersicht iiber die wichtigsten IC-Werte der verwendeten Substanzen bei

96 h Behandlung der verschiedenen Zelllinien.
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Tabelle 4: IC-Werte der im Rahmen der Arbeit verwendeten Substanzen. In einigen Fillen
konnte der IC50 oder IC90 mit den eingesetzten Konzentrationen nicht erreicht werden. (n=3,

MW + STABW)

CDDP
1C30 I1C50 1C90
H12.1 0,19 (£0,01) pM 0,5 (20,11) uM 2,74 (£0,30) uM
HI2.1RA 4,19 (£0,76) pM 8,68 (£1,76) uM 25,83 (£1,59) uM
H12.10DMneu 6,20 (+1,47) uM 10,45 (£3,28) uM 24,27 (£2,81) uM
1411HP 3,10 (£0,56) uM 4,70 (£0,44) uM 24,27 (£2,83) uM
GCT72F 0,31 (20,04) uM 0,58 (20,04) uM 4,05 (£1,13) pM
1777NR 0,65 (£0,32) uM 1,64 (£0,74) uM 9,15 (£1,30) uyM
RAD001
1C30 IC50 1C90
H12.1 0,0007 (0,0001) pM 0,17 (0,23) uM 7,79 (£0,24) uM
HI2.1RA 0,0007 (20,0001) pM 3,43 (20,42) uM -
H12.10DMneu 0,02 (x0,01) uM - -
1411HP 2,54 (20,60) uM 4,37 (£0,29) uM -
GCT72F 0,0007 (20,0001) pM 3,34 (20,74) uM -
1777NR 0,0007 (£0,0001) pM 3,54 (20,27) uM -
AEW541
1C30 I1C50 1C90
HI2.1 0,26 (£0,03) uM 0,50 (20,05) uM 7,57 (£1,62) upM
HI2.1RA 0,11 (£0,01) pM 0,24 (£0,02) uM 0,89 (£0,02) uM
H12.10DMneu 0,23 (£0,04) uM 0,83 (20,33) uM -
1411HP 0,51 (20,05) uM 1,80 (£0,19) uM -
GCT72F 0,27 (0,21) pM 0,85 (£0,82) uM 7,34 (£2,63) upM
1777NR 0,07 (£0,05) uM 0,21 (£0,10) uM 1,89 (£1,28) uM
AEE788
1C30 I1C50 1C90
HI2.1 3,91 (£0,51) uM 5,11 (£0,49) uM 8,80 (£0,20) uM
HI2.1RA 0,05 (x0,01) pM 0,13 (£0,02) uM 6,33 (£0,17) pM
H12.10DMneu 3,78 (£3,01) uM - -
1411HP 3,06 (0,27) uM 4,54 (£0,24) uM -
GCT72F 3,62 (£0,17) pM 4,96 (£0,18) uM 9,29 (+0,30) uM
1777NR 4,09 (£0,12) pM 5,99 (£0,18) uM -




Ergebnisse 31

4.2  Verianderungen in der Wirksamkeit durch Kombination der Substanzen

4.2.1 Einfluss der Kinaseinhibitoren auf die Cisplatinsensitivitiit

In weiteren SRB-Assays wurden die Zellen mit einer Kombination aus Cisplatin und jeweils
einem Kinaseinhibitor behandelt, um mogliche Effekte dieser Substanzen auf die durch
Cisplatin hervorgerufene Wachstumsinhibition zu iiberpriifen. Je Ansatz wurden dafiir jeweils
eine Platte mit der Kombination beider Medikamente und eine Kontrollplatte mit Cisplatin
bestiickt. Die eingesetzten Konzentrationen der Inhibitoren entsprechen den IC30-Werten aus
Tabelle 4, wihrend Cisplatin in einer Verdiinnungsreihe mit ansteigender Konzentration
aufgetragen wurde. Die Auswertung erfolgte durch die gemeinsame Darstellung der
Dosis-Wirkungskurve der Cisplatinbehandlung sowie einer berechneten Kurve, welche den
Effekt der Kombinationsbehandlung abziiglich der nur durch den Inhibitor erzeugten
Wachstumsinhibition zeigt. Bei der Betrachtung dieser Diagramme ist daher eine
Linksverschiebung des Graphen fiir die Kombinationsbehandlung im Vergleich zur
Cisplatinbehandlung als synergistischer, eine Rechtsverschiebung als antagonistischer und ein
etwa gleichformiger Kurvenverlauf als additiver Effekt des Inhibitors auf die Cisplatinwirkung
zu bewerten. Ein Beispiel fiir eine solche Darstellung ist in Abbildung 9 anhand der Behandlung

der Zelllinie 1411HP mit Cisplatin und RADOO1 gegeben.
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Abbildung 9: Dosis-Wirkungsbeziehung von CDDP im Vergleich zur Kombination aus CDDP
und RADOO1 im SRB-Zytotoxizitits-Assay nach 96 h Behandlung der Zelllinie 1411HP (n=3,
MW + STABW)

Es wurden fiir jede Zelllinie Kombinationsversuche mit Cisplatin und den drei untersuchten
Inhibitoren (RAD001, AEW541 und AEE788) durchgefiihrt, die Ergebnisse sind in Tabelle 5
zusammengefasst. Die zuvor bestimmten IC30-Werte der Kinaseinhibitoren konnten dabei iiber

die stets mitgefiihrte Kontrolle ohne Cisplatin bestitigt werden. Als Parameter zum Vergleich
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der erzielten Wachstumsinhibition dienten wiederum die durchschnittlichen IC50-Werte aus
drei unabhingigen Versuchen, welche aus den in Abbildung 9 beispielhaft dargestellten
Diagrammen berechnet wurden. Die Signifikanzpriifung erfolgte mittels Student’s t-Test. Die
Probenwerte wurden ab einem p-Wert < 0,05 als signifikant betrachtet. Da lediglich zwei
Versuchsreihen signifikante Unterschiede zwischen Kombinations- und Cisplatinbehandlung
zeigten, sind die iibrigen Effekte als additiv zu betrachten und es konnen lediglich Tendenzen
zur Verstirkung oder Abschwichung der Wirkung von Cisplatin aus den Versuchen abgeleitet

werden.

Tabelle S: Ergebnisse der Kombinationsversuche mit Cisplatin. Angegeben sind jeweils die
IC50-Werte der CDDP- und der Kombinationsbehandlung sowie der Quotient aus beiden

Werten. Ein Quotient < 1

entspricht einer

antagonistischen,

ein Quotient > 1

einer

synergistischen Tendenz. (*) zeigt einen signifikanten Unterschied. (n=3, MW + STABW)

CDDP CDDP + RADO001 Quotient
H12.1 0,56 (+0,09) uM 0,83 (x0,21) uM 0,67
H12.1RA 12,82 (+1,63) uM 12,05 (#1,17) uM 1,06
H12.10DMneu 13,97 (#1,72) uM 13,71 (¥1,88) uM 1,02
1411HP 6,37 (2,23) uM 4,33 (+0,73) uM 1,47
GCT72F 0,79 (#0,13) uM 0,57 (0,15) uM 1,39
1777NR 1,54 (+1,03) uM 2,41 (+1,40) uyM 0,64

CDDP CDDP + AEW541 Quotient
H12.1 0,58 (x0,07) uM 0,48 (+0,06) uM 1,21
H12.1RA 7,26 (¥1,13) uM 7,99 (+1,11) uM 0,91
H12.10DMneu 12,67 (x1,24) uyM 16,88 (+0,31) uM 0,75 (*)
1411HP 2,54 (#1,26) uyM 3,68 (+0,90) uM 0,69
GCT72F 0,69 (+0,27) uM 0,36 (+0,06) uM 1,92
1777NR 1,84 (+0,60) uM 1,43 (0,27) uM 1,29

CDDP CDDP + AEE788 Quotient
H12.1 0,56 (+0,09) uM 0,65 (+0,09) uM 0,86
H12.1RA 12,31 (£2,24) uM 15,26 (£1,13) uM 0,81
H12.10DMneu 13,71 (¥1,41) uM 26,71 (£5,78) uM 0,51 (*)
1411HP 4,81 (¥2,49) uM 5,03 (#2,04) uM 0,96
GCT72F 0,69 (+0,15) uM 0,56 (+0,25) uM 1,23
1777NR 1,22 (x0,97) uM 2,30 (+1,45) uM 0,53
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4.2.2 Effekte einer Kombination der Kinaseinhibitoren

Ein weiteres Ziel war es, mogliche Effekte des mTOR-Inhibitors RADOO1 auf die Sensitivitéit
der Zelllinien gegeniiber den Tyrosinkinaseinhibitoren AEW541 und AEE788 zu ermitteln. Zu
diesem Zweck wurden erneut SRB-Assays durchgefiihrt, diesmal beschrinkt auf die RADO0O1-
und cisplatinsensitive Zelllinie H12.1 sowie die gegeniiber Cisplatin resistente und gegeniiber
RADOO1 im Vergleich zur H12.1 weniger sensitive Linie 1411HP. Dabei wurde jeweils eine
Verdiinnungsreihe von AEWS541 oder AEE788 mit einer dem IC30 entsprechenden
Konzentration von RADOO1 kombiniert und die Wirkung anhand des IC50 der
Einzelbehandlung sowie der berechneten Kurve fiir die Kombinationsbehandlung abziiglich des
alleinigen Effektes von RADOO1 verglichen.

Wie Abbildung 10 exemplarisch am Beispiel der Zelllinie H12.1 verdeutlicht, erwies sich
der IC50-Wert als Vergleichsparameter bei den Versuchen mit AEE788 als ungeeignet, da der
Verlauf der Kurven sowohl bei der H12.1 als auch der 1411HP in diesem Bereich nur geringe,
bei niedrigeren Substanzkonzentrationen jedoch vergleichsweise groBe Unterschiede zeigt.
Daher wurden neben den IC50-Werten zusitzlich die IC20-Werte verglichen, wobei sich

jeweils deutlichere synergistische Tendenzen zeigten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6

zusammengefasst.
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Abbildung 10: Dosis-Wirkungsbeziehung von AEE788 im Vergleich zur Kombination aus
AEE788 und RADOO1 im SRB-Zytotoxizitits-Assay nach 96 h Behandlung der Zelllinie H12.1
(n=3, MW = STABW)
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Tabelle 6: Ergebnisse der Kombinationsversuche mit RAD0O1. Angegeben sind die IC20- und
IC50-Werte der AEW541- bzw. AEE788- und der Kombinationsbehandlung sowie der Quotient
aus beiden Werten. Ein Quotient < 1 entspricht einer antagonistischen, ein Quotient > 1 einer
synergistischen Tendenz; signifikante Unterschiede konnten nicht erreicht werden. (n=3,
MW + STABW)

AEW541 AEW541 + RAD001 Quotient
H12.1 IC50 0,53 (+0,08) uM 0,48 (£0,08) uM 1,11
1411HP IC50 1,57 (x1,06) uM 1,18 (+0,36) uM 1,33
AEE788 AEE788 + RAD001 Quotient
1C20 3,04 (+0,83) uM 1,46 (+0,89) uM 2,08
Hizl IC50 5,21 (0,55) uM 441 (x0,41) uM 1,18
L411HP 1C20 0,96 (x1,07) uM 0,47 (+0,55) uM 2,03
IC50 4,60 (+0,54) uM 4,22 (+0,62) uM 1,09

4.3 Proteinexpressionsanalyse im Western Blot
Die Wirkweise der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten fargeted drugs beruht auf der
Inhibition der Phosphorylierung spezifischer Proteine. Mit dem Ziel, die Expressionsmuster
dieser relevanten Zielproteine in den unterschiedlichen Zelllinien zu bestimmen und
untereinander vergleichen zu konnen, wurden Western Blots durchgefiihrt. Durch die
Untersuchung des Phosphorylierungsstatus der Proteine sowohl in unbehandeltem Zustand als
auch nach Inkubation mit den entsprechenden Medikamenten konnten dariiber hinaus Aussagen
zur Aktivierung der Proteine sowie deren Hemmung durch die eingesetzten Substanzen
gewonnen werden.

Uber den Nachweis eines ubiquitir und gleichmiiBig exprimierten Proteins, wie
beispielsweise Aktin oder Tubulin, wurde stets eine Ladekontrolle durchgefiihrt und somit die
fir den Vergleich der Expression anhand der Bandenintensitit notwendige Auftragung

einheitlicher Proteinmengen gewéhrleistet.

4.3.1 Analyse der Rezeptorexpression und Rezeptorphosphorylierung in humanen
TKZT-Zelllinien
Um einen Vergleich zwischen den verwendeten Zelllinien zu ermdglichen, wurde zunéchst die
Expression der durch AEE788 inhibierten Rezeptoren EGFR, HER2/neu und VEGFR, des
durch AEW541 gehemmten Rezeptors IGF-1R sowie des Zielproteins von RAD001, mTOR,
analysiert. Es wurde jeweils sowohl die Expression der Proteine als auch deren Aktivierung
durch Nachweis der phosphorylierten Form untersucht. Vor der Expressionsanalyse wurden die
Tumorzellen passagiert und in Nidhrmedium suspendiert. Nach 24 h erfolgte ein Wechsel des

Néhrmediums und nach weiteren 24 h wurde das Gesamtprotein aus der Zellkultur isoliert.
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Dabei exprimierten alle Zelllinien den Rezeptor EGFR, Banden mit hoherer Intensitét —
als Hinweis auf eine verstirkte Expression — wurden bei den Zelllinien H12.1RA und 1777NR
detektiert. Bei diesen zeigte sich auflerdem eine deutliche Phosphorylierung des Rezeptors.
HER2/neu konnte ebenfalls bei allen untersuchten Tumorzelllinien nachgewiesen werden,
wobei die Linien H12.1, H12.1RA und H12.10DMneu eine verstirkte Expression zeigten. Die
phosphorylierte Form des Proteins fand sich bei den Zelllinien H12.1RA, H12.10DMneu und
1777NR. Bei der Untersuchung des ebenfalls durch AEE788 inhibierten VEGFR fillt besonders
die starke Expression durch die Zellen der Linie H12.10DMneu auf, daneben fand sich der
Rezeptor lediglich bei der 1777NR. Fiir diese beiden Zelllinien konnte dariiber hinaus das

Vorhandensein der aktivierten Form gezeigt werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Expression und Phosphorylierungsstatus der Rezeptoren EGFR, HER2/neu und
VEGFR

Der IGF-1-Rezeptor lieBl sich in allen untersuchten Zelllinien nachweisen, wobei die
stiarkste Expression in den Linien H12.1, H12.1RA und H12.10DMneu detektiert wurde.
Auffallend war die Entstehung multipler Banden, was die Beurteilung der Ergebnisse
erschwerte. Im phosphorylierten Zustand liel sich der Rezeptor in der Western Blot Methode
nicht ausreichend darstellen (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Expression und Phosphorylierungsstatus des Rezeptors IGF-1R

Die Western Blot-Analysen des Proteins mTOR zeigten eine gleichméfige Expression in
allen Zelllinien. Da mTOR an mehreren Stellen, unter anderem S2448 und S2481,
phosphoryliert werden kann, wurden zwei verschiedene Antikdrper gegen jeweils eine dieser
Phosphorylierungsstellen eingesetzt. Beide aktivierten Zustinde von mTOR konnten in allen

Zelllinien nachgewiesen werden (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Expression und Phosphorylierungsstatus von mTOR

4.3.2 Analyse der Auswirkungen einer Behandlung mit Kinaseinhibitoren auf die
Rezeptorphosphorylierung

In weiteren Untersuchungen wurde die Veridnderung der Rezeptorphosphorylierung durch die

Behandlung der Zelllinien mit den jeweiligen Kinaseinhibitoren analysiert. Zu diesem Zweck

erfolgte die Behandlung der Tumorzelllinien mit den verschiedenen Inhibitoren (IC30) iiber

72 h. Die Tumorzellen wurden zunichst passagiert, in Ndhrmedium suspendiert und fiir 24 h

inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit den jeweiligen Kinaseinhibitoren in einer der
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IC30 entsprechenden Konzentration fiir weitere 24, 48 und 72 Stunden, ebenso wurde jeweils
eine unbehandelte Kontrolle mitgefiihrt. Anschlieend erfolgte die Isolation des Gesamtproteins
aus der Zellkultur. Die Expressionsanalysen wurden jeweils nur mit den Zelllinien durchgefiihrt,
die in den vorangegangenen Analysen eine deutliche Expression der entsprechenden
Zielproteine gezeigt hatten.

In den Zelllinien H12.1RA, H12.10DMneu und 1777NR wurde die Expression der
Rezeptoren EGFR und HER2/neu zu keiner Zeit durch die Behandlung mit AEE788 beeinflusst.
Es zeigte sich jeweils eine gleichbleibende, mit der unbehandelten Kontrolle identisch starke
Expression iiber die gesamte Zeit der Exposition. Ebenso fiihrte die Behandlung mit AEE788 zu
keiner Verdnderung der Expression von VEGFR in den Zelllinien H12.10DMneu und 1777NR.
Eine Verringerung der Rezeptorphosphorylierung von HER2/neu durch die Behandlung mit
AEE788 im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen zeigte sich in den Zelllinien H12.1RA
und H12.10DMneu, eine Veridnderung in Abhingigkeit von der Inkubationszeit lief} sich jedoch
nicht nachweisen. Ebenso erfolgte eine Hemmung der Rezeptorphosphorylierung von EGFR
durch Exposition gegeniiber AEE788 in der 1777NR, auch hier zeigte sich allerdings keine
zeitabhiingige Verdnderung. Im Unterschied zu anderen Versuchsreihen konnte in den Zelllinien
H12.1RA und H12.10DMneu EGFR im aktivierten Zustand und in der 1777NR der
phosphorylierte HER2/neu-Rezeptor nicht nachgewiesen werden. Auf die Phosphorylierung von
VEGFR hatte die Behandlung mit AEE788 in keiner der Zelllinien einen Einfluss (Abbildung
14).
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Abbildung 14: Expression und Phosphorylierungsstatus von EGFR, HER2/neu und VEGFR in
den Zelllinien H12.1RA, H12.10DMneu und 1777NR nach einer Behandlung mit AEE788 iiber
24,48 und 72 h im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen

Die Expression von mTOR blieb in allen Zelllinien von der Exposition gegeniiber
RADOO1 unbeeinflusst. Eine der IC30 entsprechende Konzentration von RADOO1 konnte auch
die Phosphorylierung der Kinase nicht inhibieren. Vermutlich methodisch bedingt konnte der
phosphorylierte Zustand von mTOR im Rahmen dieser Versuche teilweise kaum detektiert
werden (Abbildung 15). Durch eine Behandlung mit RADOOI in einer einheitlichen Dosis von
30nM konnte in allen Zelllinien eine Inhibition der Phosphorylierung an beiden
Phosphorylierungsstellen (Ser2481 und Ser2448) dargestellt werden. Bemerkenswert ist dartiber
hinaus die verminderte Aktivierung von mTOR in einigen Zelllinien nach einer Behandlung mit
AEE788. Aufgrund des wiederholt schlechten Wachstums der GCT72F in der Zellkultur
konnten nicht alle Expressionsanalysen fiir diese Zelllinie durchgefiihrt werden (Abbildung 16).
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Abbildung 15: Expression und Phosphorylierungsstatus von mTOR nach einer Behandlung mit
RADOO01 (IC30) tiber 24, 48 und 72 h im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen
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Abbildung 16: Expression und Phosphorylierungsstatus von mTOR nach einer Behandlung mit
AEE788 (IC30) und RADO01 (30 nM) iiber 24 h im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen.
Die zusitzliche Bande bei P-mTOR S2481 (H12.1RA, 24 h) ist durch den mitgefiihrten Marker
bedingt.
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5 DISKUSSION

Testikuldre Keimzelltumoren zeichnen sich vor allem durch ihre aulergewohnliche Sensitivitéit
gegeniiber konventionellen Chemotherapeutika und einer damit verbundenen hohen
Uberlebensrate der Patienten aus. In bis zu einem Drittel der Betroffenen kann durch die
Standardtherapie jedoch keine Heilung erzielt werden; bei einigen dieser Patienten entwickelt
sich eine Cisplatinresistenz, welche die weiteren Therapiemoglichkeiten deutlich einschridnkt
(Einhorn, 1990; Kollmannsberger et al, 2008). Wihrend die zugrunde liegenden
Resistenzmechanismen noch nicht vollstindig verstanden sind, liegt ein Schwerpunkt der
Forschung auf der Entwicklung neuer Therapieansétze mit dem Ziel, die Cisplatinsensitivitédt zu
erhohen bzw. die Resistenz komplett zu iiberwinden.

Bei der Entwicklung neuer Medikamente im Bereich der Onkologie liegt seit einigen
Jahren ein besonderes Augenmerk auf den sogenannten fargeted drugs. Unter diesem Begriff
werden sowohl monoklonale Antikdrper als auch sogenannte ,small molecules*
zusammengefasst, welche durch die Beeinflussung extra- und intrazelluldrer Signalwege direkt
in die Regulationsmechanismen der Zelle eingreifen und sich daher sowohl in ihrem
Wirkmechanismus als auch in ihrem Nebenwirkungsprofil entscheidend von den
konventionellen Zytostatika unterscheiden. Aus diesem Grund gelten diese zielgerichteten
Substanzen als vielversprechender Kombinationspartner fiir die klassischen Chemotherapeutika.
Wihrend monoklonale Antikorper vor allem durch die extrazelluldre Bindung an Signalstoffe
sowie deren Rezeptoren Wachstumssignale hemmen, konnen die small molecules auch
intrazelluldre Signalwege direkt beeinflussen. In der Zelle dient die Aktivierung von
Tyrosinkinasen iiber nachgeschaltete Signalkaskaden der Regulierung zahlreicher zelluldrer
Funktionen, der Zelldifferenzierung und —proliferation, der Angiogenese und der Apoptose.
Durch spezifische Kinaseinhibitoren, welche die Phosphorylierung von Kinasen inhibieren und
infolgedessen die weitere Signaltransduktion unterbinden, kann somit das Zellwachstum
gehemmt werden. Aus Untersuchungen an verschiedenen Tumorentititen ist bekannt, dass
einige Tumorzellen Rezeptoren und Tyrosinkinasen wie beispielsweise EGFR, HER2/neu und
IGF-1R iiberexprimieren und daher deren spezifische Inhibition einen erfolgversprechenden
Therapieansatz bietet. So konnte in zahlreichen Tumorzelllinien eine Wachstumsinhibition
durch den Einsatz von Kinaseinhibitoren nachgewiesen werden (Griinwald und Hidalgo, 2003;
Harari, 2004). Fiir die Kombination aus konventionellen Chemotherapeutika und den fargeted
drugs zeigte sich sowohl in préklinischen als auch in einer zunehmenden Zahl klinischer
Studien, dass eine Verstirkung der Zytostatikawirkung mit additiven und synergistischen
Effekten moglich ist (Mahipal et al., 2014; Funakoshi et al., 2014).

Ziel dieser Dissertation war es daher zundchst, die zytotoxische Aktivitit der
Kinaseinhibitoren =~ RADO001, AEWS541 wund AEE788 in den unterschiedlichen

Keimzelltumorlinien zu  charakterisieren und anschlieBend die  Effekte einer
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Kombinationsbehandlung der genannten Substanzen mit Cisplatin sowie einer Kombination der
Kinaseinhibitoren miteinander zu untersuchen. Zur Erkldrung méglicher zytotoxischer Effekte
und Interaktionen erfolgte anschlieBend eine Charakterisierung der Zelllinien hinsichtlich ihrer
Expression von mTOR, IGF-1R, EGFR, HER2/neu und VEGFR sowie des
Phosphorylierungsstatus  dieser Proteine und die Untersuchung des Einflusses der
Kinaseinhibitoren auf die Expression und den Phosphorylierungsstatus der jeweiligen

Zielproteine.

5.1 Charakterisierung der TKZT-Zelllinien hinsichtlich ihrer Sensitivitit gegeniiber
Cisplatin und den targeted drugs RAD001, AEW541 und AEE788

5.1.1 Cisplatin

Aus zahlreichen priklinischen und klinischen Untersuchungen ist sowohl die

Cisplatinsensitivitit von Keimzelltumoren als auch die Problematik der Resistenzentwicklung

gegeniiber dieser Substanz bekannt.

Zur Charakterisierung der verwendeten, nichtseminomatdsen TKZT-Zelllinien
hinsichtlich ihrer Zelllinien-spezifischen Sensitivitdt gegeniiber Cisplatin wurden SRB-Assays
durchgefiihrt. AnschlieBend konnte fiir jede Zelllinie ein IC50-Wert ermittelt und auf Grundlage
dessen die Einordnung in eine cisplatinresistente und eine cisplatinsensitive Gruppe erfolgen.
Fiir die Zelllinien H12.1RA, H12.10DMneu, 1411HP und 1777NR konnte eine relative
Resistenz im Vergleich zur sensitiven Zelllinie H12.1 gezeigt werden; auch die Zelllinie
GCT?72F erwies sich als cisplatinsensitiv (Abbildung 5, Tabelle 4). Die ermittelten IC-Werte fiir
die Zelllinien HI2.1, H12.10DMneu, 1411HP wund 1777NR sind dabei mit zuvor
verdffentlichten Daten vergleichbar (Mueller et al., 2006).

Im Hinblick auf die unterschiedlichen histologischen Subtypen der nichtseminomatdsen
Keimzelltumoren im Allgemeinen und der untersuchten Zelllinien ldsst sich eine Korrelation
zwischen dem Differenzierungsgrad und der Cisplatinsensitivitdt vermuten. So ist aus einigen
klinischen Studien bekannt, dass Dottersacktumore hdufiger eine Chemotherapieresistenz
zeigen oder im Laufe der Behandlung entwickeln (Logothetis ef al., 1984; Saxman et al., 1991).
Dariiber hinaus zeigen auch reife Teratome eine Resistenz gegeniiber klassischen Zytostatika, es
handelt sich dabei allerdings um Tumoren mit einem benignen Charakter und einer
vollstindigen somatischen Differenzierung. Die Chemotherapieresistenz entspricht daher dem
Verhalten von gesundem, differenziertem Gewebe. Die im Rahmen der Arbeit verwendeten
Zelllinien H12.1, 1411HP und 1777NR zeigen sowohl im Ursprungsgewebe als auch im
Nacktmaus-Xenograft eine gemischte Histologie bestehend aus sowohl undifferenzierten (EC-
Zellen) als auch somatisch (TE) oder extra-embryonal (YST, CC) differenzierten Komponenten,

sodass die Histologie allein keine Riickschliisse auf die Cisplatinsensitivitit zuldsst.
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In den Untersuchungen an den genannten Zelllinien konnte jedoch gezeigt werden, dass
die Expression von Oct-3/4 mit der Cisplatinsensitivitit korreliert (Mueller et al., 2006). Oct-3/4
ist ein embryonaler Transkriptionsfaktor, welcher ausschlieBlich von Keimzelltumoren
exprimiert wird und dessen Expression sich dabei auf die undifferenzierten EC-Zellen
beschrédnkt; extraembryonal differenzierte Dottersack- und Chorionkarzinomzellen und
somatisch differenzierte Teratomzellen zeigen hingegen keine Expression (Looijenga et al.,
2003). Wihrend die cisplatinsensitive Zelllinie H12.1 Oct-3/4 stark exprimiert, ldsst sich eine
Expression in den cisplatinresistenten Zelllinien 1411HP und 1777NR nicht beobachten.
Obwohl sich in der histologischen Analyse der Ursprungsgewebes und von Xenograften der
Zelllinien H12.1, 1411HP und 1777NR EC-Komponenten nachweisen lassen, konnte nur in den
H12.1-Tumoren eine starke Oct-3/4-Expression gezeigt werden. Dies ldsst auf die Existenz
einer Oct-3/4 negativen, cisplatinresistenten Population von EC-Zellen schlieen. Auch in der
ebenfalls resistenten Zelllinie H12.10DMneu, welche durch Behandlung mit einem
differenzierungsinduzierenden Medium (Kulturmedium mit FKS, Dexamethason, B-
Glycerolphosphat und Ascorbinsédure) aus der H12.1 abgeleitet und isoliert werden konnte, ist
diese Zellpopulation nachweisbar (Mueller ef al., 2006).

Die Zelllinie H12.1RA konnte durch Behandlung mit ATRA (all-trans-Retinolsiure) aus
der Linie H12.1 abgeleitet werden. Die Behandlung von EC-Zelllinien mit ATRA fiihrt zu einer
somatischen, neuronalen Differenzierung der Zellen unter Verlust der charakteristischen Zell-
Oberflichenmarker SSEA-3 und SSEA-4 (stage-specific embryonic antigen-3 und 4) (Andrews,
1984; Andrews, 2002). Auch hier fiihrt die Differenzierung der EC-Zellen zur Entwicklung
einer Cisplatinresistenz. Die cisplatinsensitive Zelllinie GCT72F wurde aus einem
Teratokarzinom gewonnen, welche definitionsgemdl aus EC- und Teratomkomponenten
bestehen. Dies konnte durch den Nachweis von SSEA-3 und SSEA-4 bestitigt werden. Die Oct-
3/4-Expression wurde in dieser Zelllinie bislang nicht untersucht (Pera et al., 1987; Andrews,
2002).

Insgesamt bestitigen die durch die Zytotoxizititsassays mit Cisplatin erhobenen Daten
die Hypothese, dass in TKZT-Zelllinien neben den cisplatinresistenten, somatisch oder
extraembryonal differenzierten Komponenten zwei EC-Zell-Populationen — eine Oct-3/4-
positive, cisplatinsensitive Population und Oct-3/4-negative, cisplatinresistente Population —

unterschieden werden konnen.

5.1.2 RADO001

RADOO1 ist ein oral verfiigbarer Proteinkinaseinhibitor, welcher zu einer Hemmung der
Serin/Threoninkinase mTOR (mammalian target of rapamycin) fithrt. Der PI3K/AKT/mTOR-
Signalweg dient vor allem der Regulation des Zellzyklus und somit der Zellproliferation.

Verdnderungen in diesem pathway konnten in zahlreichen Tumoren nachgewiesen werden,
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sodass die Inhibition von mTOR einen vielversprechenden Angriffspunkt fiir zielgerichtete
Therapiekonzepte darstellt. Neben Sirolimus, welches als Immunsuppressivum zur Prophylaxe
der Organabstoung nach Transplantationen zugelassen ist, sind derzeit mit Temsirolimus und
Everolimus (RADOO1) zwei mTOR-Inhibitoren fiir die Therapie verschiedener Tumorentititen,
beispielsweise des metastasierten Nierenzellkarzinoms sowie fortgeschrittener oder
metastasierter neuroendokriner Pankreastumoren, zugelassen (Battelli und Cho, 2011; Yao et
al.,2013).

In den zur Bestimmung der spezifischen Sensitivitit der untersuchten TKZT-Zelllinien
gegeniiber RADOO1 durchgefiihrten SRB-Assays fiihrte die Hemmung von mTOR zu einer
Wachstumsinhibition in allen getesteten Tumorzelllinien mit einer geringfiigig verminderten
Sensitivitdt der Zelllinien 1411HP und H12.10DMneu. Es zeigte sich fiir alle Zelllinien ein
Wachstumsplateau ab einer Stoffkonzentration von 0,001 uM. Dieser Kurvenverlauf ist auch fiir
zahlreiche Zelllinien anderer Tumorentitiiten beschrieben (O'Reilly und McSheehy, 2010).

Im Vergleich zu in vitro-Versuchen mit Zelllinien anderer Tumorentitéten zeigte sich eine
relative Resistenz der untersuchten Keimzelltumorlinien gegeniiber RADOOI. In einer
Untersuchung an 48 unterschiedlichen Tumorzelllinien wiesen 71 % der behandelten Zelllinien
einen IC50 von kleiner 0,1 uM auf (O'Reilly und McSheehy, 2010). In sensitiven
Nierenzellkarzinomzelllinien sind IC50-Werte von 0,78+0,23 nM beschrieben (Juengel et al.,
2014). Die sensitivste Zelllinie H12.1 wies einen IC50 von 170 nM auf, fiir die H12.10DMneu
wurde der IC50 gar nicht erreicht. Wie bereits bei der Darstellung der Ergebnisse erldutert,
erlaubt der charakteristische Kurvenverlauf jedoch nur einen eingeschrinkten Vergleich der
IC50-Werte, da das Wachstumsplateau vor oder etwa im Bereich der IC50 erreicht wird. Ab
einer Stoffkonzentration von 3 uM wird das Plateau verlassen und es zeigt sich erneut eine
deutliche Wachstumsinhibition, welche aufgrund der hohen Dosis eher auf unspezifische
Effekte zuriickzufiihren ist.

In der Literatur sind derzeit keine Verdnderungen des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs in
testikuldren Keimzelltumoren beschrieben. Lediglich fiir primir intrakranielle Keimzelltumoren
konnten Mutationen im AKT/mTOR-pathway nachgewiesen werden, welche zu einer
gesteigerten Expression von AKT1 fithren (Wang ef al., 2014). Die insgesamt geringen
Unterschiede in der Sensitivitit der untersuchten Zelllinien gegeniiber RADOO1 spiegeln sich in
der gleichmifigen Expression von mTOR in unbehandelten TKZT-Zellen wider. Zur
abschlieBenden  Beurteilung der Aktivitit des gesamten Signalweges in den
Keimzelltumorlinien wire allerdings eine Untersuchung der iibrigen Komponenten (PI3K und
AKT) notwendig. Auch bei der Phosphorylierung an S2448 und S2481 und somit der
Aktivierung von mTOR zeigen sich nur geringe Unterschiede, lediglich die Expression von
phospho-mTOR S2448 ist in der 1411HP im Vergleich zu den anderen untersuchten Zelllinien

geringfiigig vermindert. Obwohl die Daten nur eingeschrénkt tibertragbar sind, konnten Li ef al.
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in ihrer Studie an Nierenzellkarzinomen eine Korrelation zwischen der Expression von
phosphoryliertem mTOR S2448 und dem klinischen Ansprechen auf eine Therapie mit
RADOO01 nachweisen (Li et al., 2014). Die relative Resistenz der 1411HP gegeniiber RAD001
bestitigt diese Korrelation.

AuBer der verminderten Expression von phospho-mTOR S2448 in der 1411HP zeigen
sich weder Unterschiede in der Sensitivitit gegeniiber RADOO1 noch in der Expression und
Phosphorylierung von mTOR zwischen cisplatinsensitiven und cisplatinresistenten Zelllinien.
Demgegeniiber konnte fiir cisplatinresistente Ovarialkarzinome eine verstirkte Aktivierung von
mTOR sowie eine erhohte Sensitivitdt gegeniiber RADOO1 nachgewiesen werden (Mabuchi et
al., 2009). Diese Unterschiede konnten auf die verschiedenen Mechanismen der
Resistenzentwicklung gegeniiber Cisplatin in den einzelnen Tumorentititen zuriickzufiihren
sein.

Um die verringerte Aktivierung von mTOR durch eine Behandlung mit RADOO1
nachzuweisen, wurden nach Inkubation der Zelllinien mit dem Wirkstoff die Expression und der
Phosphorylierungsstatus von mTOR untersucht. Die Inhibition der mTOR-Expression sowie der
Phosphorylierung an S2448 durch RAD001 konnte unter anderem bereits fiir Osophagus- und
Mammakarzinomzelllinien gezeigt werden, die Inhibition der Phosphorylierung an S2481
beispielsweise an Zelllinien des hepatozelluldren Karzinoms (Wang et al., 2010; Grabinski et
al., 2012; Jordan et al., 2014). Andererseits zeigte sich bei in vitro-Versuchen mit
Osteosarkomzellen nach Behandlung mit RADOO1 eine verstirkte Phosphorylierung von S2481
(Pignochino et al., 2013). In den untersuchten Keimzelltumorlinien blieb die Expression von
mTOR nach einer Inkubation mit RADOO1 unbeeinflusst. Die fiir eine Konzentration von
30 nM beobachtete Inhibition der beiden Phosphorylierungsstellen S2448 und S2481 von
mTOR beweist jedoch die spezifische Wirkung von RADOO1. Fiir geringere
Wirkstoffkonzentrationen konnte dieser Effekt nicht gezeigt werden. Da der Wirkmechanismus
von Rapamycin und seiner Analoga vorrangig auf einer Inhibition von mTORC1 mit der
Phosphorylierungsstelle S2448 beruht, ist eine verminderte Expression von phospho-mTOR
S2448 nach Behandlung mit RADOO1 zu erwarten. Die Ursache fiir die dariiber hinaus gezeigte
Hemmung der Phosphorylierung von S2481, Bestandteil des lange Zeit als Rapamycin-
insensitiv beschriebenen Komplexes mTORC?2, liegt vermutlich in der langen Inkubationszeit
von RADOOI. An verschiedenen Zelllinien konnte gezeigt werden, dass eine verlidngerte
Exposition (24 h) gegeniiber RADOO1 zu einer verringerten Phosphorylierung von S2481 fiihrt
(Copp et al., 2009).

513 AEW541
In préklinischen Untersuchungen konnte die Wirksamkeit des gegen den IGF-1-Rezeptor

gerichteten Tyrosinkinaseinhibitors AEW541 in verschiedenen Tumormodellen gezeigt werden.
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So fithrte die Behandlung mit AEWS541 in invitro-Versuchen unter anderem zur
Wachstumsinhibition in Zelllinien des Ewing-Sarkoms, Multiplen Myeloms sowie
gastrointestinaler Stromatumoren (Scotlandi et al., 2005; Tarn et al., 2008; Maiso et al., 2008).
Trotz zahlreicher Studien mit diversen Tyrosinkinaseinhibitoren (z.B. NVP-ADW742, BMS-
554417, AG102) und verschiedenen Antikérpern (z.B. AMG 479, CP-751, AVE1642/EM 164,
IMC-A12) steht derzeit, auch aufgrund teilweise schwerwiegender unerwiinschter Wirkungen,
die klinische Zulassung fiir eine gegen den IGF-1R gerichtete Substanz noch aus (Hewish et al.,
2009; Gao et al., 2012). In der Literatur finden sich aktuell keine Daten zur Rolle von IGF-1R
oder der Wirkung von IGF-Inhibitoren in Keimzelltumoren, sodass die Einordnung der im
Rahmen dieser Arbeit gewonnenen FErgebnisse nur durch den Vergleich mit anderen
Tumorentititen und daher nur eingeschrinkt moglich ist.

In den Zytotoxizititsassays konnte durch die alleinige Behandlung mit AEW541 eine
Wachstumsinhibition in allen untersuchten TKZT-Zelllinien erreicht werden. Dabei zeigte sich
ein homogenes Ansprechen der untersuchten Zelllinien, die IC50-Werte lagen zwischen
0,21 uM (1777NR) und 1,8 uM (1411HP). In Analysen an Pankreaskarzinomzellen konnten mit
IC50-Werten zwischen 0,34 uM und 2,73 uM &dhnliche Ergebnisse erzielt werden, in
Ovarialkarzinomzellen konnte eine Wachstumsinhibition mit IC50-Werten zwischen
5 und 15 uM erreicht werden (Gotlieb et al., 2006; loannou et al., 2013).

Da die untersuchten Zelllinien ein vergleichbares Ansprechen auf eine Inhibition von
IGF-1R durch AEW541 aufwiesen, lag die Hypothese nahe, dass dies mit einer gleichméBigen
Expression des Rezeptors in den Zellen korrelieren konnte. Jedoch zeigte sich im Western Blot
eine stirkere Expression von IGF-1R in den Zelllinien H12.1, H12.1RA und H12.10DMneu im
Vergleich zu den Linien 1411HP, GCT72F und 1777NR. Die phosphorylierte Form des IGF-1-
Rezeptors konnte in keiner der Zelllinien nachgewiesen werden, auch die Inhibierung der
Phosphorylierung durch AEW541 lies sich daher nicht zeigen.

Zur Korrelation zwischen Expression und Phosphorylierungsstatus und dem Ansprechen
auf eine Behandlung mit AEW541 finden sich in der Literatur widerspriichliche Ergebnisse. So
zeigte sich in den Untersuchungen an Mammakarzinomzelllinien von Browne et al. eine
Assoziation zwischen Expression und Phosphorylierungsstatus von IGF-1R und der Sensitivitét
gegeniiber AEW541 mit hoheren IC50-Werten bei verstirkter Expression und Aktivierung des
Rezeptors (Browne et al, 2012). Andererseits sahen Mukohara ef al. — ebenfalls in
Untersuchungen an Mammakarzinomzelllinien — keinen Zusammenhang zwischen der
Expression von IGF-1R und phospho-IGF-1R und der Sensitivitit gegeniiber AEW541. In ihren
Versuchen konnten sie jedoch eine Korrelation zwischen der Expression von IRS-1 und dem
Ansprechen auf den IGF-1R-Inhibitor nachweisen, sodass — zumindest in den Untersuchungen
von Mukohara et al. — die Expression von IRS-1 einen Marker fiir das Ansprechen auf AEW541
darstellt, unabhiingig von der IGF-1R-Expression und -Aktivierung (Mukohara et al., 2009).
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Dies konnte das homogene Ansprechen der Keimzelltumorlinien trotz unterschiedlicher
Expression von IGF-1R erkléren.

Der ausbleibende Nachweis der phosphorylierten Form von IGF-1R trotz Expression des
Rezeptors und Sensitivitdt gegeniiber AEW541 ist vermutlich methodisch bedingt. So gelang es
der Arbeitsgruppe um Tarn ef al. in ihren Untersuchungen an gastrointestinalen Stromatumoren
trotz ausgeprigter IGF-1R-Expression erst nach vorheriger Stimulation mit IGF-1, die
phosphorylierte Form des Rezeptors nachzuweisen. Anschlielend konnte auch eine Inhibierung
der Expression von phospho-IGF-1R nach Exposition gegeniiber AEW541 gezeigt werden
(Tarn et al., 2008). Moser et al. konnten diese Abhingigkeit der Phosphorylierung des IGF-1-
Rezeptors von der Stimulierung durch IGF-1 unter in vitro Bedingungen an
Pankreaskarzinomzelllinien zeigen (Moser ef al., 2008).

Weiterhin ist zu beriicksichtigen, dass die Versuche im Rahmen dieser Arbeit mit
10 %igem Serum durchgefiihrt wurden. In ihren Untersuchungen an AML-Zellen konnten
Tazzari et al. zum einen zeigen, dass zwar die Expression von IGF-1R durch AEW541
unbeeinflusst bleibt, die Phosphorylierung des Rezeptors jedoch reduziert wird. Zum anderen
resultierte eine Veridnderung in der Konzentration des Serums (10 % vs. 2 %) in einer
gesteigerten Aktivitdit von AEW541 im geringer konzentrierten Serum. Dies fiihrten die
Autoren vorrangig auf die im fetalen Kilberserum enthaltenen Wachstumsfaktoren zuriick,
welche durch die Stimulation von antiapoptotischen Signalwegen die Effektivitit von AEW541
verringern (Tazzari et al., 2007). Durch eine Kultivierung in Medium mit geringer
konzentriertem Serum konnte daher zumindest unter Laborbedingungen ein besseres
Ansprechen der TKZT-Zelllinien auf eine Inhibition des IGF-1-Rezeptors erreicht werden.

Dariiber hinaus ist auch eine vom IGF-1R unabhidngige Wirkung von AEW im TKZT-
Modell méglich. Zahlreiche IGF-1R-Inhibitoren zeigen aufgrund der ausgeprigten Ahnlichkeit
im Aufbau der Kinasedoménen von IGF-1R und dem Insulinrezeptor keine hohe Spezifitit fiir
den IGF-1-Rezeptor. Obwohl zumindest auf zelluldrer Ebene eine hohe Selektivitit von
AEW541 fiir IGF-1R gezeigt werden konnte (IC50igg.1r = 0,09 uM, IC50x = 2,30 uM), kénnte
das zytotoxische Potential zumindest in hoheren Dosierungen teilweise auch auf einer Inhibition
der Phosphorylierung des Insulinrezeptors beruhen und damit ebenfalls die fehlende Korrelation
zwischen IGF-1R-Expression und dem Ansprechen erkldren (Garcia-Echeverria et al., 2004;
Gao et al., 2012).

Unterschiede zwischen cisplatinsensitiven und cisplatinresistenten Zelllinien waren weder
in den Zytotoxizitéitsassays noch in den Expressionsanalysen nachweisbar. Die Tatsache, dass
beispielsweise in Ovarialkarzinomzellen eine Korrelation zwischen Cisplatinresistenz und
Expression von IGF-1R gezeigt werden konnte, unterstreicht die Limitationen eines Vergleiches
mit Untersuchungen an cisplatinresistenten Zelllinien anderer Tumorentitdten (Eckstein et al.,

2009).
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5.14 AEE788

Der duale Tyrosinkinaseinhibitor AEE788 fiihrt zu einer Inhibition der iiber die EGF-,
HER2/neu- und VEGF-Rezeptoren vermittelten Signaltransduktion (Traxler, 2004). Der Einsatz
von EGFR-, HER2/neu- und VEGF(R)-Inhibitoren ist seit einigen Jahren fester Bestandteil der
Therapiekonzepte zahlreicher solider Tumoren, insbesondere bei Kolon-, Kopf-Hals-,
Bronchial- und Mammakarzinomen. Dementsprechend stellen diese Rezeptoren auch ein
mogliches farget in nichtseminomatdsen Keimzelltumoren dar.

Alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Keimzelltumorlinien zeigten in der
Zellkultur eine Inhibierung des Zellwachstums durch AEE788, jedoch wiesen sie — mit
Ausnahme der H12.1RA — mit IC50-Werten zwischen 4,54 uM und > 10 uM eine relative
Resistenz gegeniiber einer Behandlung mit AEE788 auf. So konnten Parkefr al in
Untersuchungen an Plattenkarzinomzellen der Haut eine Wachstumsinhibition durch AEE788
mit IC50-Werten zwischen 0,12 uM und 0,96 uM nachweisen (Park et al., 2005). Ab einer
Konzentration von 3 uM zeigte sich dariiber hinaus ein deutlicher Abfall der Dosis-Wirkungs-
Kurve, sodass in diesem Konzentrationsbereich von einer Zunahme unspezifischer Effekte auf
das Zellwachstum auszugehen ist. In Analysen mit Lapatinib, einem TKI gegen EGFR und
HER2/neu, konnte eine Wachstumsinhibition von Keimzelltumoren durch eine Blockade dieser
Rezeptoren auch in vivo im Mausmodell gezeigt werden (Juliachs et al., 2013).

Auffillig war die Sensitivitéit der Linie HI2.1RA mit einem IC50 von 0,13 pM. Aufgrund
des hohen zytotoxischen Potentials von AEE788 in dieser Zelllinie konnte man eine vermehrte
Expression und Aktivierung der inhibierten Rezeptoren EGFR, HER2/neu und VEGFR in den
Expressionsanalysen mittels Western Blot vermuten. Insgesamt exprimierten alle untersuchten
Zelllinien die Rezeptoren EGFR und HER2/neu, dabei lies sich erwartungsgemill eine
vermehrte Expression von EGFR und HER2/neu in der Zelllinie H12.1RA nachweisen, doch
auch Zellen der Linie 1777NR zeigten eine Uberexpression von EGFR im Vergleich zu den
iibrigen Zelllinien. In der AEE788-resistenten Zelllinie H12.10DMneu fiel dariiber hinaus eine
vermehrte Expression von HER2/neu sowie eine deutliche Uberexpression von VEGFR auf.
Eine — deutliche geringere — Expression dieses Rezeptors lies sich dariiber hinaus nur in der
1777NR nachweisen. Der Nachweis einer Aktivierung der Rezeptoren gelang nicht in allen
Zelllinien, jedoch zeigte sich teilweise eine Korrelation zwischen Expression und Aktivierung.
So konnte die aktivierte Form des EGF-Rezeptors in den Linien H12.1RA und 1777NR, die
Aktivierung von HER2/neu in der H12.1RA, H12.10DMneu und 1777NR und eine
Phosphorylierung des VEGFR in der H12.10DMneu und 1777NR nachgewiesen werden.

Die Datenlage zur Expression und Aktivitdt von EGFR und HER2/neu in TKZT ist sehr
widerspriichlich. Zwar konnten zahlreiche Arbeitsgruppen die Expression der

Wachstumsfaktorrezeptoren in testikuldren Keimzelltumoren nachweisen, jedoch fand sich kein
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klarer Hinweis auf eine relevante Uberexpression dieser Rezeptoren (Moroni et al., 2001; Soule
et al., 2002). In Bezug auf die erhobenen Daten sind vor allem die Untersuchungen von
Mandoky et al., in welchen eine Beschrinkung der HER2/neu-Expression auf die Teratom- und
Chorionkarzinomkomponenten gemischter Keimzelltumoren gezeigt werden konnte,
interessant, da es sich bei der H12.1RA ebenfalls um eine differenzierte Keimzelltumorlinie
handelt (Mandoky et al., 2003). Andererseits konnten Juliachs et al. die Expression von EGFR
und HER2/neu in allen Tumorkomponenten testikuldrer Keimzelltumoren, unabhingig von der
histologischen Differenzierung, nachweisen. Weder die von den Autoren gezeigte relative
Uberexpression von EGFR in Chorionkarzinomzellen noch die vermehrte Expression von
HER2/neu in embryonalen Karzinomen lies sich in der vorliegenden Arbeit bestitigen; die
Zelllinien H12.1 (Komponenten von CC in der Patientenhistologie) und 1777NR (vorrangig
EC) zeigten keine relevante Uberexpression von EGFR bzw. HER2/neu (Juliachs et al., 2013).

Zur Rolle von VEGF in Keimzelltumoren finden sich nur wenige Untersuchungen, unter
anderem von Nitzsche et al., die durch eine selektive Blockade von VEGFR-2 eine signifikante
Wachstumsinhibition in VEGFR-2 exprimierenden TKZT-Zelllinien erzielen konnten (Nitzsche
et al., 2010). Eine verstirkte Expression von VEGF in Keimzelltumoren im Vergleich zu
normalem testikulidren Gewebe konnten Fukuda et al. zeigen, die VEGFR-Expression in diesen
Tumoren wurde dabei nicht untersucht (Fukuda et al., 1999). Besonders mit Blick auf die
deutlich vermehrte Expression von VEGFR in der AEE788-resistenten Tumorzelllinie
H12.10DMneu konnte eine Analyse der VEGF-Expression eine Aussage iiber eine eventuell
fehlende autokrine Stimulation ermoglichen. Insgesamt scheinen VEGFR-assoziierte pathways
jedoch keine entscheidende Rolle fiir die Proliferation dieser Zelllinie zu spielen.

Zur Charakterisierung des Wirkmechanismus von AEE788 in den TKZT-Zelllinien
erfolgte dariiber hinaus die Untersuchung des Expressions- und Phosphorylierungsstatus von
EGFR, HER2/neu und VEGFR in Abhingigkeit von der Exposition gegeniiber dem TKI. Die
Expression der Rezeptoren blieb dabei unbeeinflusst, es zeigte sich jedoch eine Inhibition der
Phosphorylierung von HER2/neu durch AEE788 in den Zelllinien HI2.1RA und
H12.10DMneu. In der 1777NR konnte die Rezeptorphosphorylierung von EGFR durch
AEE788 gehemmt werden, aufgrund der relativen Resistenz der 1777NR im Vergleich zur
H12.1RA scheint eine Unterdriickung der EGFR-getriggerten Signalkaskaden die Proliferation
jedoch nur leicht zu inhibieren. Dies ldsst darauf schlieBen, dass der Effekt einer Inhibition der
Rezeptorphosphorylierung von HER2/neu und EGFR durch AEE788 in den einzelnen
Keimzelltumorlinien in Abhéngigkeit von der Relevanz der Wachstumssignale fiir den
Zellstoffwechsel und weitere downstream targets variiert. Eine Inhibierung der
Phosphorylierung des VEGF-Rezeptors konnte weder in der H12.10DMneu noch in der
1777NR nachgewiesen werden. Dies ldsst sich mdglicherweise durch die eingesetzten

Wirkstoffkonzentrationen begriinden. In ihren Untersuchungen an unterschiedlichen soliden
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Tumoren im Rahmen einer Phase I-Studie konnten Baselga er al. zeigen, dass klinisch relevante
Serumkonzentrationen von 0,05 bis 0,13 pM die Phosphorylierung des VEGF-Rezeptors nicht
beeinflussen (Baselga et al., 2012).

Zwischen den cisplatinsensitiven und cisplatinresistenten Zelllinien lieBen sich keine
Unterschiede in der Expression und Phosphorylierung der Rezeptoren nachweisen. Dies
unterstiitzt die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Kollmannsberger et al., welche in einigen der
von ihnen analysierten nichtseminomatsen Keimzelltumoren eine Expression von EGFR und
HER2/neu, jedoch keine Unterschiede zwischen cisplatinsensitiven und cisplatinresistenten
Tumoren und insbesondere keine vermehrte Expression in resistenten Phédnotypen zeigen
konnten. Die  Autoren schlossen daraus, dass eine Uberexpression dieser
Wachstumsfaktorrezeptoren nicht zur Resistenzentwicklung gegeniiber Cisplatin in

Keimzelltumoren beitrdgt (Kollmannsberger et al., 2002).

5.2 Effekte einer Kombinationsbehandlung aus Cisplatin und einzelnen targeted drugs
auf die Cisplatinsensitivitiit der testikuliren Keimzelltumoren

5.2.1 RADO001

In zahlreichen in vitro Versuchen an anderen Tumorentitdten konnte bereits eine Effektivitit der
Kombination von RADOO1 und Cisplatin gezeigt werden. So fiihrte eine Kombination der
beiden Substanzen zu einer erhShten Zytotoxizitdt von Cisplatin in pleuralen Mesotheliomzellen
und Ovarialkarzinomzellen (Mabuchi et al., 2009; Onen et al., 2014). Im Tiermodell mit
Xenograften von Lungen-, Zervix- und Kolonkarzinomen konnten O’Reilly et al. eine
synergistische Wirkung von RADOO1 und Cisplatin nachweisen (O’Reilly et al., 2011).

In den Versuchen im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte getestet werden, ob diese
synergistischen Effekte auch auf das TKZT-Modell iibertragbar sind und somit zur
Uberwindung eventueller Cisplatinresistenzen genutzt werden konnten. Die untersuchten
Zelllinien zeigten sich ein sehr divergentes Ansprechen auf eine Kombinationsbehandlung mit
Cisplatin und RADOO1. Wihrend in den Linien H12.1 und 1777NR eher eine antagonistische
Tendenz sichtbar wurde, zeigten sich bei der HI2.1RA und H12.10DMneu additive, bei
1411HP und GCT72F synergistische Tendenzen. Anders als Onen et al., welche eine
sequentielle Exposition von RADOO1 und Cisplatin wéhlten, erfolgte die Behandlung der
Keimzelltumorlinien mit den beiden Substanzen parallel (Onen et al, 2014). Da
Kinaseinhibitoren hiufig zu einem Zellzyklusarrest fiihren, konnte die Applikationssequenz
eine wichtige Rolle fiir die Effektivitit einer Kombination spielen. Weiterhin nutzten
O’Reilly et al. bei den Kombinationsversuchen nicht die IC30, sondern die IC50 von RADOO1,
was eventuell zu einer Verinderung des Effektes fiihren konnte (O’Reilly et al., 2011). Obwohl
ein Vergleich von in vitro und in vivo Daten nur sehr eingeschriankt moglich ist, ist die fiir die

Zelllinien H12.1, H12.1RA, GCT72F und 1777NR in der vorliegenden Arbeit verwendete
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Konzentration von 0,7 nM etwas geringer als der empfohlene RADO0O1-Plasmaspiegel von 5 —

15 ng/ml (6 — 14 nM) (Krueger et al., 2013). Da sich in vier Zelllinien trotzdem zumindest eine
additive Wirkung zeigte, konnte durch eine hohere Konzentration von RADO0O1 gegebenenfalls
dieser Effekt verstirkt werden.

Ein besonderes Interesse dieser Arbeit galt der Moglichkeit, durch Kombination von
Cisplatin mit den verschiedenen Kinaseinhibitoren die Chemotherapieresistenz der
cisplatinresistenten =~ TKZT-Zelllinien zu iiberwinden. Dies ist beispielsweise fiir
cisplatinresistente Magenkarzinomzellen beschrieben (Ying et al., 2014). Obwohl die Linie
1411HP bei einer alleinigen Behandlung mit RADOO1 den hochsten IC50 der verwendeten
Zelllinien aufweist, konnte bei der Kombinationsbehandlung ein — jedoch nicht signifikanter —
synergistischer Effekt erzielt werden. In den weiteren untersuchten resistenten Zelllinien konnte
dieser Effekt nicht bestitigt werden, dennoch ergibt sich in der Inhibition des
PI3K/AKT/mTOR-pathways eventuell ein Ansatz fiir die Uberwindung der Cisplatinresistenz in
Keimzelltumoren. In ihren Untersuchungen an Lungenkarzinomzellen konnten Beuvink et al.
zeigen, dass durch RADOO1 die Cisplatin-induzierte Induktion von p21 durch p53 gehemmt
wird. Somit werden bei Vorliegen eines p53-Wildtyps sowohl der p2l-induzierte
Zellzyklusarrest als auch die Inhibierung proapoptotischer Caspasen (Procaspase 3, Caspase 8)
durch p21 verhindert (Beuvink er al., 2005). Aufgrund der geringen Mutationsrate von p53 in
Keimzelltumoren ist dieser Mechanismus eventuell auf Keimzelltumoren iibertragbar und bietet

Moglichkeiten fiir weitere Untersuchungen (Peng et al., 1993).

5.2.2 AEW541
Obgleich IGF-1R-Inhibitoren derzeit weder zur Monotherapie noch in Kombination mit anderen
zytotoxischen Substanzen zur Anwendung zugelassen sind, haben sich zahlreiche
Arbeitsgruppen mit dem FEinfluss dieser Substanzen auf die Wirksamkeit von Cisplatin in
unterschiedlichen Tumorentititen beschiftigt. In Endometriumkarzinomzellen konnte die
Cisplatin-induzierte Zytotoxizitdt durch Kombination mit dem IGF-1R-Antikérper MK-0646
erhoht werden, in kleinzelligen Bronchialkarzinomen fiihrte die Kombination von Cisplatin mit
dem Antikérper R1507 zu additiven und synergistischen Effekten (Ferte et al., 2013; Bitelman
et al., 2013). Die Wirkung einer Kombinationsbehandlung von AEW541 mit Cisplatin scheint
sich entitdtenabhéngig auszuprigen. So konnte im Ewing-Sarkom eine antagonistische und im
Ovarialkarzinom eine synergistische Wirkung auf die Zytotoxizitit von Cisplatin beobachtet
werden (Scotlandi et al., 2005; Gotlieb et al., 2006).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass selbst innerhalb einer
Entitit der Effekt von AEW541 auf die Cisplatinsensitivitédt nicht homogen ist. Wihrend fiir die
Linie H12.10DMneu ein signifikanter antagonistischer Effekt gezeigt werden konnte, war fiir

die GCT72F eine synergistische Tendenz erkennbar. Aufgrund der schwachen Datenlage zur
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Rolle von IGF-1R in Keimzelltumoren, speziell in cisplatinresistenten Zelllinien, kann iiber die
Ursache dieses divergenten Verhaltens trotz dhnlicher Sensitivitidt gegeniibber AEW541 nur
spekuliert werden. Ferté et al. konnten zeigen, dass durch den IGF-1R-Antikérper R1507 in
Bronchialkarzinomzellen der Mechanismus der nucleotide excision repair (NER) herabreguliert
wird (Ferte et al., 2013). Da dieser Reparaturmechanismus eine wichtige Rolle bei der
Beseitigung  Cisplatin-induzierter =~ DNA-Schidden  spielt, konnte eine  verringerte
Reparaturkapazitit und damit verbundene hohere Apoptoserate eine synergistische Wirkung
begriinden. In Untersuchungen an cisplatinresistenten Bronchialkarzinomzellen, in denen die
Cisplatin-induzierte Zytotoxizitdt durch Inhibition des IGF-1-Rezeptors ebenfalls verstirkt
wurde, konnte durch Stimulation mit Insulin eine stirkere Induktion von IGF-1R im Vergleich
zu sensitiven Zelllinien beobachtet werden. Sun et al. schlossen daher auf eine grofere
Abhingigkeit der cisplatinresistenten Zellen von IGF-1R-abhingigen Signalwegen (Sun ef al.,
2012). Auch der Nachweis einer direkten Apoptoseinduktion durch AEWS541 sowohl in
Ovarialkarzinomzellen als auch in Kolonkarzinomzelllinien legt eine synergistische Wirkung
von Cisplatin und der IGF-1R-Inhibition nahe (Hopfner et al., 2006; Gotlieb et al., 2006).
Auffillig in den vorliegenden Untersuchungen ist die antagonistische Tendenz in den
cisplatinresistenten Zelllinien H12.1RA, H12.10DMneu und 1411HP. Zur Klédrung der
zugrunde liegenden Mechanismen sollte vor allem die Rolle des IGF-1R-Signalweges und
seiner downstream targets in diesen TKZT-Zelllinien sowie die Auswirkungen auf die
Apoptoseinduktion durch Cisplatin niher untersucht werden. Auch eine Analyse der Expression
von IGF-1 und IGF-2 durch die TKZT-Zellen konnte Aufschliisse iiber eventuelle autokrine

Aktivierungsmechanismen geben.

5.2.3 AEE788

Infolge des hervorragenden Ansprechens von Tumoren unterschiedlicher Entitit auf die
Blockade von EGFR, HER2/neu und VEGFR durch Antikdrper und TKI wurden zahlreiche
Studien zur Wirksamkeit einer Kombination mit klassischen Zytostatika initiiert. Inzwischen
sind Kombinationstherapien mit den konventionellen Chemotherapeutika beispielsweise fiir
Lungen- (EGFR-Inhibitoren), Kolon- (EGFR- und VEGFR-Inhibitoren) sowie
Mammakarzinome (HER2/neu-Inhibition) etabliert. Insbesondere konnte gezeigt werden, dass
die Inhibition dieser Rezeptoren die Sensitivitit verschiedener Tumorzellen gegeniiber Cisplatin
steigern kann (Schrader et al., 2012; Guo et al., 2013).

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse in anderen Tumorentitdten wurden trotz der
relativen Resistenz der untersuchten Keimzelltumorlinien gegeniiber AEE788 die Effekte einer
Kombinationsbehandlung in der vorliegenden Arbeit untersucht. Dabei konnte in den meisten
Zelllinien eine Abschwichung der Cisplatinwirkung beobachtet werden, lediglich fiir die

Zelllinien 1411HP und GCT72F zeigte sich eine additive Wirkung. In Untersuchungen an
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Speicheldriisenkarzinomen konnte gezeigt werden, dass AEE788 auch in Zellen mit einer
geringen Sensitivitit gegeniiber AEE788 (IC50 = 8,2 uM) die Wirkung von Cisplatin verstirken
kann. In diesen Zellen konnte jedoch zuvor eine Inhibition der Phosphorylierung von sowohl
EGFR als auch VEGFR durch AEE788 nachgewiesen werden (Younes et al., 2006). Auch in
Analysen von Perry et al. beeinflusste die Inhibition von EGFR und HER2/neu durch Lapatinib
die Cisplatinwirkung weder in cisplatinsensitiven noch in cisplatinresistenten
Keimzelltumorzelllinien (Perry et al., 2010).

Einen Erkldrungsansatz fiir die antagonistische Wirkung von AEE788 und Cisplatin in
einigen der untersuchten TKZT-Zelllinien konnte die Arbeit von Yamaguchi et al. an nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen bieten. Sie konnten zeigen, dass durch die Inhibition des
EGFR-Signalweges mittels Gefitinib der durch Cisplatin ebenfalls hervorgerufene Caspase-
unabhingige Zelltod gehemmt wird. Da zuvor eine Aktivierung von EGFR sowie dessen
downstream targets AKT und ERK durch Cisplatin belegt werden konnte, postulierten die
Autoren, dass Cisplatin iiber EGFR-assoziierte pathways den Caspase-unabhiingigen Zelltod
induziert und diese Mechanismen durch eine EGFR-Inhibition gehemmt werden (Yamaguchi et
al., 2013).

Weiterhin  konnte an  Urothelkarzinomzellen  gezeigt werden, dass die
Kombinationseffekte von EGFR- und HER2/neu-Inhibition durch Lapatinib und klassischen
Zytostatika eine Abhingigkeit von der Applikationssequenz aufweisen. Die stirkste Erhohung
der Zytotoxizitdt von Cisplatin konnte dabei durch eine vorherige Applikation von Lapatinib
erzielt werden (McHugh et al, 2007). Vermutlich bewirkt die Inhibition der
Wachstumsrezeptoren einen Zellzyklusarrest und erhoht somit die Cisplatinsensitivitit. Ob eine
sequentielle Applikation von AEE788 und Cisplatin zu anderen Ergebnissen fiihrt und welchen
Einfluss AEE788 auf den Zellzyklus der TKZT-Zellen hat, konnte in weiteren Analysen

untersucht werden.

5.3 Effekte einer Kombinationsbehandlung aus RAD001 und AEW541 bzw. AEE788

Die Serin/Threoninkinase mTOR nimmt in der Regulation von Zellstoffwechsel und -wachstum
eine zentrale Rolle ein. Dabei ist es ein wichtiges downstream target zahlreicher
Wachstumsfaktorrezeptoren wie IGF-1R, EGFR, HER2/neu und VEGFR. Dariiber hinaus ist
bekannt, dass eine isolierte Inhibition einzelner Mediatoren innerhalb solcher Signalkaskaden
iiber eine verstirkte Aktivierung ihrer upstream targets umgangen und die Wirksamkeit
spezifischer Inhibitoren daher verringert wird. Durch eine kombinierte Blockade mehrerer
Kinasen auf unterschiedlichen Ebenen der Signalwege konnten diese kompensatorischen
Mechanismen ausgeschaltet und die Effektivitit der Substanzen erhtht werden. Sowohl fiir eine
Kombination von RADO01 mit AEW541 als auch mit AEE788 konnte dies bereits gezeigt
werden. So fithrte eine simultane Gabe von AEWS541 und RADO0O1 zu additiven und
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synergistischen Effekten sowohl in Myelomzellen als auch in hepatozelluldren Karzinomzellen
(Baumann et al., 2009; Ou et al., 2014). In den vorliegenden Untersuchungen an TKZT-
Zelllinien konnten ebenso additive Effekte nachgewiesen werden. Da eine Inhibition von IGF-
IR durch AEW541 hiufig auch zu einer verminderten Phosphorylierung von AKT fiihrt,
entsteht durch die Applikation von mTOR und AEWS541 eine doppelte Blockade des
PI3K/AKT/mTOR-Signalweges, welche die beobachteten additiven Effekte erkldren konnte
(Gotlieb et al., 2006; Wolf et al., 2010).

Auch fiir die Kombination aus RAD(OO1 und AEE788 finden sich in der Literatur
zahlreiche Untersuchungen, unter anderem an Nierenzell- und Prostatakarzinomzellen sowie an
Glioblastomen, die additive bis synergistische Effekte dieser Wirkstoffe beschreiben (Goudar et
al., 2005; Juengel et al., 2009; Wedel et al., 2011). In den Zytotoxizititsassays zeigte sich
sowohl in der H12.1 als auch in der 1411HP ein additiver Effekt, vor allem in den niedrigeren
Dosisbereichen (IC20) war auch eine synergistische Tendenz nachweisbar. Dies konnte durch
das Uberwiegen unspezifischer, zytotoxischer Effekte bei hoheren Wirkstoffkonzentrationen
bedingt sein. In den durchgefiihrten Western Blots wird deutlich, dass AEE788 auch die
Phosphorylierung von mTOR inhibiert und daher ebenfalls in den PI3K/AKT/mTOR-pathway
eingreift. Dariiber hinaus konnten Mabuchi et al. an Ovarialkarzinomzellen zeigen, dass die
Expression von VEGF u. a. durch mTOR reguliert und daher iiber eine RADOO1-vermittelte
Inhibition vermindert wird (Mabuchi et al., 2007). Auch in diesem Fall wird durch die
Kombination der beiden Wirkstoffe also eine vertikale Blockade des Signalweges erreicht.

Die Kombination unterschiedlicher fargeted drugs kann neben der Steigerung der
Effektivitit jedoch auch zu einer Verstirkung der Nebenwirkungen fiihren. So konnte bei
Glioblastompatienten nach simultaner Gabe von RADOO1 und AEE788 eine signifikante
Thrombozytopenie beobachtet werden, welche eine Dosisreduktion notig machte (Reardon et
al., 2012). Gerade aufgrund der bereits bekannten, teilweise schwerwiegenden unerwiinschten
Wirkungen von AEWS541 kénnte eine Verstiarkung der Wirkung durch RADOO1 auch in diesem

Fall zu intolerablen Nebenwirkungen fiihren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Zielsetzung der Arbeiten im Rahmen der vorliegenden Dissertation war es, die Wirksamkeit
der Tyrosinkinaseinhibitoren AEW541 (IGF-1R) und AEE788 (EGFR, HER2/neu und VEGFR)
sowie des Serin/Threoninkinase-Inhibitors RADO0O1 (mTOR) an humanen Keimzelltumorlinien
mit unterschiedlicher Differenzierung und Cisplatinsensitivitit sowie den Einfluss dieser
Substanzen auf die Effektivitdt von Cisplatin in vitro zu untersuchen.

Zunichst erfolgte die Einordnung der Keimzelltumorlinien anhand ihrer
Cisplatinsensitivitit, dabei konnten die Zelllinien H12.1RA und GCT72F als cisplatinsensitiv,
die Linien H12.1RA, H12.10DMneu, 1411HP und 1777NR als cisplatinresistent charakterisiert
werden und damit zuvor gewonnene Daten bestétigt werden. In den Versuchen konnte durch
eine alleinige Behandlung mit den untersuchten fargeted drugs eine Wachstumsinhibition in
allen TKZT-Zelllinien erreicht werden. Fiir RADOO1 und AEW541 zeigte sich ein homogenes
Ansprechen aller Zelllinien, im Vergleich zu Untersuchungen an anderen Tumorentititen war
jedoch eine relative Resistenz gegeniiber RADOO1 nachweisbar. Wihrend AEE788 insgesamt
iiber ein eher geringes zytotoxisches Potential in den Keimzelltumorlinien verfiigte, zeichnete
sich die durch Behandlung mit ATRA aus der H12.1 abgeleitete Zelllinie H12.1RA durch eine
besonders hohe Empfindlichkeit gegeniiber dieser Substanz aus.

Eine Korrelation zwischen der Sensitivitit der einzelnen Zelllinien gegeniiber den
Kinaseinhibitoren und der Expression und Aktivierung der Wachstumsfaktorrezeptoren konnte
dabei nur vereinzelt nachgewiesen werden. Die verminderte Phosphorylierung von mTOR in
der 1441HP korrelierte mit einem etwas schwicheren Ansprechen auf RADOO1, wobei die
prognostische Aussagekraft der mTOR-Phosphorylierung in der Literatur nur vereinzelt
beschrieben ist. Die AEE788-sensitive Zelllinie H12.1RA zeigte eine vermehrte Expression und
Aktivierung von EGFR und HER2/neu, jedoch konnte dieses Expressionsmuster auch in
anderen Zelllinien (H12.10DM, 1777NR) nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass
die assoziierten Signalkaskaden fiir die Regulation der Zellproliferation in den Zelllinien von
unterschiedlicher Relevanz sind. Auch konnte in diesen drei Zelllinien die Inhibierung der
Rezeptorphosphorylierung von EGFR und HER2/neu durch AEE788 nachgewiesen und damit
der spezifische Wirkmechanismus belegt werden. Der VEGF-Rezeptor scheint in den
untersuchten TKZT nur eine untergeordnete Rolle zu spielen und lies sich nur in der
H12.10DMneu und 1777NR nachweisen. Bei Betrachtung dieser Ergebnisse sind jedoch auch
stets die methodenbedingten Einschriankungen der Expressionsanalyse mittels Western Blot zu
beriicksichtigen.

Durch Kombination von Cisplatin mit den Kinaseinhibitoren gelang es nicht, die
Cisplatinsensitivitit der Keimzelltumorlinien zu iiberwinden. Fiir die Kombinationsbehandlung

in den cisplatinresistenten Zelllinien zeigten sich dabei meist additive oder antagonistische
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Effekte, einzig in der 1411HP konnte durch RADOO1 ein synergistischer, jedoch nicht
signifikanter Effekt erzielt werden.

Trotz der Erfolge in der Therapie anderer Tumorentititen stellt der FEinsatz der
untersuchten targeted drugs daher keinen vielversprechenden Ansatz zur Behandlung

cisplatinrefraktérer nichtseminomatdser Keimzelltumoren dar.
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1 Die untersuchten testikuldren Keimzelltumorzelllinien weisen eine unterschiedliche

Cisplatinsensitivitét auf.

2 Die Kinaseinhibitoren RADO001, AEWS541 und AEE788 zeigen in vitro in den

verschiedenen Keimzelltumorzelllinien ein unterschiedliches zytotoxisches Potential.

3 Die Inhibierung der Rezeptorphosphorylierung als spezifischer Wirkmechanismus der
untersuchten targeted drugs lasst sich im Western Blot nur fiir RADOO1 und AEE788

belegen.

4 Eine Korrelation zwischen der Expression und Aktivierung der Zielproteine und der
Sensitivitdt der einzelnen Zelllinien gegeniiber den Kinaseinhibitoren ist nur vereinzelt

nachweisbar.

5 Durch die Kombination von Cisplatin mit RAD0O01, AEW541 und AEE788 gelingt es
nicht, die  Cisplatinresistenz ~ der  untersuchten  resistenten  testikuldren
Keimzelltumorzelllinien zu iiberwinden. In der cisplatinresistenten Zelllinie 1411HP

zeigt sich jedoch ein additiver Effekt mit synergistischer Tendenz.

6 Die Kombination von RADO0O1 mit AEWS541 oder AEE788 zeigt in der
cisplatinresistenten Zelllinie 1411HP additive Effekte.
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