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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Radioonkologie

Die Radioonkologie ist ein wichtiger Bestandteil der modernen Tumortherapie
(beispielsweise bei soliden Tumoren des HNO-Bereichs oder

Bronchialkarzinomen im fortgeschrittenen Stadium).

Durch die in neuerer Zeit in der Onkologie entwickelten multimodalen Konzepte
bestehend aus Chirurgie, Strahlentherapie und Chemotherapie hat die
Radioonkologie zunehmend an Bedeutung gewonnen. Um die Bedeutung der
Strahlentherapie abzuschatzen, kann man auf altere Statistiken zuriickgreifen,
bei denen 40 % der neu diagnostizierten Krebsfélle durch lokale Behandlungen
(Chirurgie und/oder Strahlentherapie) erfolgreich therapiert wurden. Dabei war
die Strahlentherapie in 15 % aller Falle die Haupt-Therapieform. Nur etwa 2 %
der in erster Linie mit Chemotherapie behandelten Patienten tberlebten
langerfristig. Durch alleinige Strahlentherapie kdnnen etwa 18 % der

behandelten Tumorerkrankungen geheilt werden (24, 80).

1.2. DNA-Schaden und —Reparatur nach Bestrahlung

lonisierende Strahlung kann Wasser oder andere Molekule spalten (sog.
Radiolyse), wodurch Radikale entstehen (ROS, Reactive Oxygen Species).

Diese kénnen die Chromosomen angreifen und in diesen Briche setzen.

Zellwachstum entsteht durch Progression der Zelle durch den Zellzyklus, der
sich aus 4 definierten, voneinander abgrenzbaren Phasen zusammensetzt: G1,
S, G2 und M-Phase. Das Fortschreiten einer Zelle aus der GO-Ruhephase in
die G1-Phase (Gap-Phase 1) des Zellzyklus und aus der G1-Phase in die S-
Phase wird durch den G1-Restriktionspunkt in der spaten G1-Phase reguliert
(22).

Ziel der Mitose ist die identische Replikation der Zelle. Daher muss vorher in
der S-Phase der DNA-Gehalt verdoppelt werden. Dies ist der wunde Punkt des
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Zellzyklus, weshalb um diese Phase mehrere sog. ,,Checkpoints” eingerichtet

sind, um die korrekte DNA-Verdopplung zu Giberwachen.

Besonders strahlensensibel sind Zellen in der M-Phase des Zellzyklus, in der
sich die Zelle desto haufiger befindet, je haufiger sie sich teilt. Daher sind
Krebszellen genuin anfallig fur eine Strahlentherapie. Hinzu kommt deren
unzureichendes Reparatursystem, was héaufig den Preis fur eine schnelle und

ungehemmte Proliferation darstellt.

Die normale menschliche Zelle besitzt fur die verschiedenen Arten von DNA-
Schaden ausgefeilte Reparaturmechanismen.

Bei der Basenexzisionsreparatur wird beispielsweise ein Fehler in der
Basenpaarung eines der beiden DNA-Stréange behoben, bei der
Nukleotidexzisionsreparatur, bei der zwei Formen unterschieden werden,
werden entweder Fehler in transkriptionsinaktiven Bereichen der DNA behoben

oder in der aktuell zu transkribierenden DNA.

Den Doppelstrangbriichen, welche etwa 1 % der gesamten DNA-Schaden
ausmachen, wird die gro3te Bedeutung in Bezug auf die Wirkung der
Strahlentherapie zugeschrieben.

1.3. Zelltodmechanismen

Die auf der ROS-vermittelten DNA-Schadigung der Zellen basierende Wirkung
der Strahlentherapie fuhrt beispielsweise tber bestimmte molekulare
Signalkaskaden zur Apoptose, zieht eine Nekrose nach sich oder fuhrt zu

einem Wachstumsarrest, welcher in eine Seneszenz miindet.

Unter Apoptose (griech.: armémrwoig - in etwa das Abfallen, der Niedergang)
versteht man den Caspase-abhangigen programmierten Zelltod (zur
ausfuhrlichen Begriffsbildung siehe (49)), der Uber eine bestimmte Morphologie

definiert wird.
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Im Folgenden soll eine systematische Aufstellung gegeben werden, wie man

Nekrose und Apoptose anhand der Morphologie, der biochemischen

Veranderungen sowie der physiologischen Bedeutung differenzieren kann.

Tabelle 1: Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose (76).

Apoptose

Nekrose

Programmierter ,physiologischer” Zelltod

Lunphysiologischer Zelltod

Morphologische Veranderungen

Zellschrumpfung, Vesikelbildung

Zellschwellung

Bildung von Membranausstulpungen

Verlust der Membranintegritat

Chromatin-Kondensation

Chromatin-Verlust

Biochemische Verdnderungen

DNA-Fragmentierung

Postlytische DNA-Fragmentierung

Genau regulierter, ATP-verbrauchender

Prozess

Passiver, nicht regulierter Prozess ohne

Energie-Verbrauch

Physiologische Bedeutung

Phagozytose

Gewebsschéadigung

Keine Entziindungsreaktion

Entzindungsreaktion

1.4.
Signaltransduktion

1.4.1. Caspasen

Molekulare Komponenten der apoptotischen

Intensiv erforscht wurde die apoptotische Signalkaskade an der Nematode
Caenorhabditis elegans, bei der die pro-apoptotischen Todesgene ced-3 und
ced-4 sowie das anti-apoptotische ced-9 Gen entdeckt wurden (18). Dies legte
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die Grundlage fir die Entdeckung homologer Gene bzw. Proteine bei
Saugetieren.

Durch die Entdeckung der Homologie zwischen der bereits bekannten ICE-
Protease beim Menschen und dem ced-3 Protein war der Grundstein gelegt fur
die Entdeckung weiterer Mitglieder einer Gruppe von Cystein-Proteasen, die in

der Folge als Caspasen bezeichnet wurden.

Der Name Caspase ist ein zusammengesetztes Kunstwort und bedeutet
Cystein-Protease mit Aspartatspezifitat in der Konsensussequenz (ein
Ubersichtsartikel findet sich in (74)).

Die Caspasen sind zentrale Exekutoren der hierarchisch gegliederten
Apoptose-Kaskade und sind fur die proteolytische Spaltung einer Vielzahl von
Substraten verantwortlich, was letztlich zum apoptotischen Phanotyp fihrt.

1.4.2. Bcl-2-Familie
Bcl-2 leitet sich von B-cell-lymphoma/leucemia-2 ab und ist ein zu ced-9

homologes anti-apoptotisches Protein.

Es existieren drei Bcl-2-homologe Familien: Bcl-2 und Bcl-x, als anti-
apoptotische Molekile, die Gruppe um Bax und Bak sowie die BH3-only
Proteine, welche Bid und Bad enthalten (82).

Bax und Bak sind Multi-Doménen Proteine mit pro-apoptotischer Funktion, die
mitochondriale Dysfunktion induzieren, aber auch am endoplasmatischen
Retikulum apoptotische Prozesse regulieren (79).

Zellen, denen sowohl Bax wie auch Bak fehlen, sind resistent gegen multiple
apoptotische Stimuli, die durch Aufhebung der mitochondrialen Integritat
ablaufen, u. a. UV-Strahlung, Staurosporin, Tunicamycin oder
Wachstumsfaktor-Deprivation. Aul3erdem sind zweifach defiziente Zelllinien
komplett resistent gegentber tBid-induzierter Cytochrom c Freisetzung (tBid ist
die Caspasen-aktivierte Form von Bid und induziert im Normalfall die
Oligomerisierung von Bak und Bax) (89).

Im Cytosol vorliegendes Bax kann Apoptose stimulieren durch Einbau in die

Mitochondrienmembran. Um die Regulation seiner subzellularen Lokalisation zu
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verstehen, wurde die 16sliche Form von Bax auf seine molekulare Struktur
untersucht. Bax besteht aus neun o-Helices, wobei die 9. a-Helix entscheidend
fur das mitochondriale Targeting und die Dimer-Formation verantwortlich zu

sein scheint (82).

1.5. Apoptotische Signalwege

Der programmierte Zelltod erfolgt im Wesentlichen Uber zwei distinkte Wege.
Allerdings sind diese Signalwege nicht vollstandig getrennt, sondern weisen
Querverbindungen auf. In Abbildung 1 sind die zwei Wege gezeigt, zum einen
der Todesrezeptor-vermittelte Zelltod tUiber die extrinsische Signalkaskade
sowie der intrinsische/mitochondriale Apoptoseweg.

. Zelltodrezeptoren . o Zell-
w ‘{g intrinsisch stress
& -
(L]
i

DNA Schaden

Apoptose

Abbildung 1: Gezeigt sind sowohl der extrinsische Rezeptor-vermittelte als auch der
intrinsische (mitochondriale) Apoptoseweg. Die Querverbindung zwischen beiden Signalwegen
Uber Bid ist ebenfalls dargestellt (mit freundlicher Genehmigung von/modifiziert nach P. Marini).
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Im Rezeptor-vermittelten Weg (z. B. Gber CD95/Fas/Apo1ll) wird durch auliere
Stimuli eine Kaskade in Gang gesetzt, an der die FADD (Fas associated death
domain) beteiligt ist, welche mit dem inneren Anker des CD95-Rezeptors in
Wechselwirkung steht. Die DD (death domain) von FADD wechselwirkt
wiederum mit der Doméane DED der Procaspase 8 (eine Initiatorcaspase mit
langer Pro-Doméne) und bildet den sog. DISC (Death inducing signaling
complex). Dadurch wird Procaspase 8 zu Caspase 8 proteolytisch aktiviert,
welche die Effektor-Caspase 3 aktiviert. Diese wiederum aktiviert Caspase-9;
Caspase-3 spaltet aul3erdem den inhibitorischen Komplex an der ICAD
(inaktive Caspase abhangige DNAse), wodurch die CAD in den Zellkern
transloziert und dort die DNA fragmentiert (27, 73).

Es existiert jedoch eine Querverbindung zum mitochondrialen Apoptoseweg:
Caspase 8 aktiviert Bid zu tBid, was anscheinend Uber eine Aktivierung von

Bax/Bak zu einer Ausschuttung von mitochondrialem Cytochrom c fuhrt (41).

Dieser Effekt wird hauptsachlich fur den intrinsischen Weg der Apoptose
verantwortlich gemacht. Cytochrom c bildet einen Komplex mit dem
Adaptorprotein APAF-1 und dATP, der als Apoptosom bezeichnet wird. Dieser
Komplex fuhrt wiederum zur Aktivierung der Effektor-Caspase 9. Im weiteren
Verlauf werden die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 aktiviert.

Cytochrom ¢ wird auch durch andere Stimuli aus der Mitochondrienmembran
freigesetzt. Dies sind z. B. ionisierende Strahlung oder p53-Aktivierung, was
wohl Uber eine Signalkette geschieht, an der weitere Proteine wie Bak/Bax

sowie Puma und Noxa beteiligt sind.

Es existieren auch hemmende Mediatoren wie Bcl-2, das zu den ced-9
homologen Proteinen gehdrt, welches den Apoptoseweg auf mehreren Ebenen
hemmen kann (z. B. durch eine lonenkanaleigenschaft, durch die der

Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials AWy, verhindert wird).

15



Einleitung

1.6. Todesrezeptoren und TRAIL

Todesrezeptoren Neutralisierende Rezeptoren
TRAMP TRAIL-R5 DcR3
DR3 TRAIL-R3 Osteoprotegerin
APO-3
TNE-R1 WSL Dok D
CD120a .95 LARD DR6 LIT D
TRAIL-R1 TRAIL-R4
APO-1 bR4 . TRAIL-R2 D
Fas DRS DcR2
APO-2

Ll
28B4 4F 8p BH &

L]
IﬁIDDD [1[]

iy "

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Todesrezeptoren und ihrer neutralisierenden
Rezeptoren (modifiziert nach (78)). Mitglieder dieser Untergruppe der TNF-Rezeptor-
Superfamilie sind durch ihre intrazellulare Todesdoméane gekennzeichnet (graue Box). Die zwei
bis vier Quadrate im extrazelluldren Teil reprédsentieren homologe Domanen reich an
Cysteinresten. Die TRAIL neutralisierenden Rezeptoren (DcR1, DcR2) besitzen keinen
intrazelluldren Teil oder enthalten eine verkirzte, nicht funktionelle Todesdoméne.
Osteoprotegerin (OPG) und DcR3 werden sezerniert.

TRAIL (TNFa-related apoptosis-inducing ligand) besteht aus 281 bzw. 291
Aminosauren (in der menschlichen/murinen Form), wobei die beiden Proteine
zu 65 % ahnlich sind. TRAIL ist ein Typ Il Membran-Protein, dessen C-
terminale Doméane klare Homologie zu TNF Familien-Mitgliedern besitzt. Das
TRAIL-Gen ist im menschlichen Genom an der Position 3926 lokalisiert. Sowohl
das l6sliche TRAIL als auch der Oberflachenrezeptor induzieren Apoptose in

einer grof3en Anzahl von Zellen (91).

TRAIL ist ein wichtiger Mediator in der naturlichen Immunabwehr und spielt als
Zytokin eine Rolle in der Wirtsabwehr transformierter Zellen, was Cretney et al.
anhand von TRAIL defizienten Mausen (TRAIL'/') zeigen konnten, indem sie
nachwiesen, dass diese Mause anfalliger waren fur spontane sowie
experimentelle Tumormetastasierung und der Effekt bestimmter
Immunmodulatoren aufgehoben wurde (21). Takeda et al. berichteten
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aulRerdem, dass der TRAIL-Rezeptor auf murinen NK-Zellen exprimiert sei,

wodurch er eine wichtige anti-metastatische Aufgabe wahrnehmen wirde (83).

Seit der Entdeckung dieses pro-apoptotischen Proteins wurde seine
Wirksamkeit fir eine ganze Reihe von Tumorentitaten Uberprift, u. a. Prostata
(92), Schilddrise (58), Ovarial-Ca (1), Nierenzell-Ca (33), Ewing-Sarkom (87)

sowie beim Multiplen Myelom (Plasmozytom, M. Kahler, (30)).

Neben einer Vielzahl anderer Modelle werden zur Erklarung der geringen
Normalgewebstoxizitat haufig sogenannte Decoy-Rezeptoren herangezogen,
die ubiquitar im Normalgewebe exprimiert sind. Diese sind &hnlich wie der
TRAIL-Rezeptor aufgebaut, binden TRAIL, I6sen aber subsequent nicht die
Caspasen-Kaskade aus (56, 58), da ihnen die intrazellulare Signal-Doméane
fehlt (64).

In einzelnen Studien wurde eine Hirntoxizitat beschrieben, weshalb TRAIL nicht
als sinnvolles Therapeutikum fir Hirntumoren erschien, jedoch wurde die
Wirkung auf neuro-inflammatorische T-Zellen als Indiz dafur gewertet, dass
TRAIL moglicherweise ein therapeutischer Ansatz fur die Multiple Sklerose sein
koénnte (60).

1.6.1. Mapatumumab und Lexatumumab
Nach widersprtchlichen Daten zur Hepatotoxizitat von TRAIL (32, 36, 40)
konnte jedoch gezeigt werden, dass diese von der biochemischen Préparation

des Liganden abhéngt (48).

Zur weiteren Optimierung entwickelte die Firma Human Genome Sciences,
Rockville, Kalifornien, USA die agonistischen TRAIL-Antikdrper Mapatumumab
und Lexatumumab, die aufgrund einer in vivo gegeniber TRAIL verlangerten

Halbwertszeit ein noch hoheres therapeutisches Potential besitzen sollen (69).

Auf der Zelloberflache werden 5 verschiedene TRAIL-Rezeptoren exprimiert
(78), wobei die agonistischen Antikdrper Mapatumumab/HGS-ETR1 und
Lexatumumab/HGS-ETR2 mit hoher Affinitat und Spezifitdt gegen die
Rezeptoren DR4 (R1) und DR5 (R2) gerichtet sind (69).
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TRAIL-R1 (DR4) sowie TRAIL-R2 (DR5) bilden nach Bindung von TRAIL an
den Rezeptor an der Zelloberflache jeweils oligo- oder multimere Komplexe und

transduzieren somit das Todessignal in die Zelle (77).

Die beiden Antikdrper befinden sich momentan in klinischer Phase Il-Testung

und weisen bisher keine relevante Toxizitat auf (3, 42).

1.7. Wachstumshemmung

1.7.1. EGF-Rezeptor (EGFR)
Der epidermal growth factor receptor (EGFR) ist ein etwa 170 kDa schweres
Transmembran-Glykoprotein, das hauptsachlich auf Zellen epithelialen

Ursprungs gefunden wird (85).

Der EGFR gehort zu den wichtigsten Wachstums-regulierenden Rezeptoren
und Ubt seine Funktion hauptsachlich durch eine intrinsische Tyrosinkinase-
Aktivitat aus, welche durch Bindung von Liganden aktiviert werden kann (16,
17, 66). Er spielt eine grol3e Rolle bezuglich Proliferation, Metastasierung und
Angiogenese (26). Bei klinisch relevanten Bestrahlungsdosen wird u. a.
Akt/PKB aktiviert (20), wobei die Signalkaskade tber Ras und die PI3K
vorgeschaltet ist (34).

Eine Uberexpression des EGFR findet sich in Karzinomen der Brust (hier spielt
insbesondere der HER2-Rezeptor eine wichtige Rolle als prognostischer Faktor
und als therapeutisches Target von Trastuzumab), der Blase, der Prostata, der
Lunge (NSCLC) und bei Kopf-Hals-Tumoren (35, 59). Eine hohe Expression
von EGFR ist zudem ein negativer prognostischer Faktor (72).
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EGF
TGF-a
i . Amphiregulin
Liganden: Betacellulin . Heregulin
HB-EGF Heregulin  Neuregulin
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Abbildung 3: Die verschiedenen EGF-Rezeptor-Klassen (Darstellung modifiziert nach (35)).
Schematische Darstellung der ErbB-Familienmitglieder sowie deren Liganden. Die
angegebenen Zahlen stellen den Grad der Homologie bezogen auf den ErbB1 Rezeptor dar.
Mit Ausnahme des Kinase-defizienten ErbB3 besteht eine starke Homologie zwischen den
Domanen.

Die EGFR-Familie besteht aus vier verschiedenen Klassen mit einer starken
Homologie in der intrazellularen Tyrosinkinasendomane. Ein Target der
vorliegenden Arbeit ist der HER1/ErbB1/EGF-Rezeptor.

1.7.2. EGFR-Blockade mittels Cetuximab (C225)
Derzeit laufen klinische Studien mit dem Inhibitor der extrazellularen

Heterodimerisierung des EGF-Rezeptors, C225 (Cetuximab, Erbitux®).

C225 ist ein humanisierter chimarer Maus IgG1 Antikdrper gegen EGFR mit
einem Molekulargewicht von etwa 154 kDa. Dieser neuartige Antikorper wurde

19



Einleitung

erstmals bei Plattenepithelkarzinom-Zelllinien des Kopf-Hals-Bereichs
eingesetzt, welche den EGF-Rezeptor Uberexprimierten (13). Mit C225 konnten
hier erhdhte Apoptoseraten erzielt werden, auRerdem wurden Wachstums-
Inhibition und G1-Arrest-Phanomene beobachtet (13, 38).

Es konnte in vitro bei einigen Karzinom-Zelllinien gezeigt werden, dass C225

einen hemmenden Einfluss auf den PI3K-Signalweg besitzt (39).

Wenig spater wurden Phase | Studien durchgefihrt fur das metastasierte
kolorektale Karzinom. Der Erfolg der Therapie fihrte schliel3lich zur Zulassung

als Zweitlinien-Therapie beim Irinotecan-refraktéaren kolorektalen Karzinom.

Préklinische Daten zeigten den Erfolg von C225 in Kombination mit Bestrahlung
unter besonderer Berlcksichtigung fraktionierter Schemata, was u. a. die lokale
Kontrolle anbelangte und sich auf Reoxygenierung sowie Repopulation
zurlckfuhren liel3 (44, 45).

Einige Gruppen testeten auch den am intrazellularen Rezeptor ansetzenden
Tyrosinkinasen-Inhibitor Gefitinib (Iressa®), der in vitro pro-apoptotische Effekte
zeigte und im Xenograft-Modell zu einer Wachstumsinhibition des Tumors
fuhrte (10).

Ein Nachteil der intrazellular wirkenden Tyrosinkinase-Inibitoren ist jedoch, dass
diese bei bestimmten Mutationen der intrazellularen Doméane versagen, was

beispielsweise auch fur Gefitinib gezeigt werden konnte (51, 63).

1.8. Klassische Zytotoxizitat

1.8.1. Cisplatin

Das zu den klassischen Zytostatika gehdrende Chemotherapeutikum Cisplatin
Ubt seinen anti-proliferativen Effekt hauptséachlich durch DNA-Vernetzung und
den daraus resultierenden Funktionsverlust der DNA aus (Strukturformel siehe
Abbildung 4). In seinem Zentrum ist ein Platinatom komplex gebunden.
Cisplatin wird als Aqua-Cisplatin-Komplex aktiviert und greift am DNA-Strang
bevorzugt an den Basen Adenin und Guanin an, wodurch es zu Intra- und Inter-

DNA-Quervernetzungen kommt.
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NH:

Cl Pt MH:

Cl

Abbildung 4: Strukturformel von Cisplatin.

Zudem kann Cisplatin Punktmutationen ausldosen und fiihrt zur Hemmung der
DNA-Reparatur sowie der Telomeraseaktivitat, was auch zur Apoptose-

Induktion fihren kann.

An Cytoplasten (enukleierten Zellen) konnte gezeigt werden, dass durch
Cisplatin apoptotische Signalwege ohne DNA-Schadigung aktiviert werden
konnen (52).

Die Einsatzgebiete sind vielfaltig und reichen von Lungenkrebs (88),
kolorektalem Karzinom (70), Osophagus-Karzinom (15) uiber das Analkarzinom
(8, 28) bis hin zu Kopf-Hals-Tumoren (68).

1.9. Klonogener Zelltod

Hauptziel der Strahlentherapie maligner solider Tumoren ist eine maximale
Zerstorung des Tumors bei weitestgehender Schonung des Normalgewebes,
was in dieser Form erstmals von Holthusen 1936 formuliert wurde (75).

Die Wirkung der Strahlentherapie bei malignen Erkrankungen basiert nach
klassischer Ansicht auf dem reproduktiven Zelltod, verursacht durch
Chromosomenaberrationen nach DNA-Schéadigung.

Relevant fir die Frage der Heilung ist, ob Tumorstammzellen die Behandlung

Uberlebt haben. Zur Beantwortung dieser Frage und zur Evaluation moglicher

21



Einleitung

Therapie-Modalitaten wurde ein in vitro Assay entwickelt, der einen wichtigen

Anhaltspunkt fir die Beantwortung der klinischen Fragestellung bietet.

Dafur definiert man klonogene Zellen als solche, die unter bestimmten
Umweltbedingungen in Zellkultur Kolonien von tber 50 Zellen bilden. Diese
Zahl kommt dadurch zustande, dass man 5 — 6 Zellteilungen als kritische Grol3e
betrachtet und subletal beschéadigte Zellen in der Kalkulation

berucksichtigt (86).

Vergleicht man die Anzahl der Kolonien, die sich nach einer bestimmten Zeit mit
fest definierter Ausgangszellzahl gebildet haben (das Verhéaltnis wird als
.Plating Efficiency” bezeichnet), mit einer unbehandelten Kontrolle, so kann
man die ,Surviving Fraction* bestimmen. Tragt man diese semilogarithmisch
auf, erhalt man fir alleinige Bestrahlung eine typische linear-quadratische
Uberlebenskurve, die eine Schulter besitzt, welche vom Zelltyp abhangt (bzw.

dem bestrahlten Gewebe).

1.10. Fragestellung

Neue Konzepte in der Radioonkologie beruhen darauf, dass Bestrahlung
verbunden mit molekular zielgerichteten Ansétzen synergistische Effekte
erzielen kann. Bis jetzt wurden jedoch hauptsachlich Zweifachkombinationen
betrachtet; aufgrund praexistenter Resistenzmechanismen erscheint aber eine
Kombination von mehr als zwei Modalitaten sinnvoll zu sein, um den
therapeutischen Effekt noch weiter zu verstérken. Dies kann einerseits durch
gemeinsame Endstrecken, andererseits auch durch nur partiell Gberlappende
Signalwege erreicht werden (5, 7).

Bisher ist bekannt, dass durch Bestrahlung alleine ein zytotoxischer Effekt zu
erzielen ist, der jedoch nicht spezifisch fir das Tumorgewebe ist.

Durch Kombination von Bestrahlung mit C225 konnte in frilheren Arbeiten eine
Verbesserung der Therapie erreicht werden (12).
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Im Falle von C225 wurde vermutet, dass eine erhdhte Apoptoserate flr die
beobachteten Effekte verantwortlich ist, was Folge von Interferenz mit
Uberlebens-Signalwegen oder verzigerter Reparatur der Doppelstrangbriiche
sein konnte (25). Daher scheint C225 direkt die Sensitivitat von klonogenen
Tumorzellen gegeniber Bestrahlung zu erhdhen.

AulRerdem konnten wir und andere zeigen, dass Bestrahlung Tumorzellen
gegentber dem Effekt weiterer zielgerichteter Agenzien sensitivieren kann wie
beispielsweise TRAIL (4, 7, 55). Hierfur konnte unsere Arbeitsgruppe in vitro
und in Tierexperimenten (Xenograft-Modell) zeigen, dass durch die simultane
Behandlung mittels Bestrahlung und Gabe von Mapa-/Lexatumumab
synergistische Effekte zu erzielen waren (54, 55).

Als Arbeitshypothese galt es daher zu priifen, ob die Kombination der drei nicht
kreuz-resistenten und sogar positiv interagierenden Behandlungsmodalitaten
Bestrahlung, TRAIL sowie EGF-Rezeptor-Blockade von hohem Wert fir die
Krebstherapie sein wirde.

Des Weiteren sollte untersucht werden, inwiefern auch die Dreifachkombination
nur einer zielgerichteten Substanz (TRAIL) mit einer klassischen Cisplatin-
basierten Radiochemotherapie eine Verbesserung der Strahlentherapie in vitro
bedeuten kdnnte.
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2. Material

2.1. Chemikalien

BSA (10 pg/ul) New England BioLabs
Gel 30 (30%-ige AA/BisAA-Losung, 37,5:1) Roth

Hoechst 33342 Calbiochem
Ponceau-S-Lésung Sigma

Propidiumiodid Calbiochem
Proteinmarker fur SDS-PAGE Fermentas
SDS-Laufpuffer Roth

Alle weiteren hier nicht aufgefuihrten Chemikalien wurden von den Firmen
Sigma (Steinheim) oder Roth (Karlsruhe) bezogen, sofern nicht anders

angegeben.

2.2. Puffer und L6sungen

PBS: 8,0 g/l NaCl
1,5 g/l Na;HPO4 x H,0
0,2 g/l KCI
0,2 g/l KH.PO,
pH 7,4-7,6

SDS-Probenpuffer: 2 ml Glycerin
2 ml SDS, 10 %
0,025 g Bromphenolblau
2,5 ml Sammelpuffer
ad 10 ml bidest. Wasser

SDS-Sammelpuffer: 60,6 g/l Tris
0,4 % (w/v) SDS
auf pH 6,8 mit HCI einstellen
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SDS-Trennpuffer:

TBS:

TBS-Tween:

Transferpuffer/Westernblot:

CST-Lysepuffer

2.3. Western-Blot

18,17 g/l Tris
0,4 % (w/v) SDS
auf pH 8,8 mit HCI einstellen

150 mM NacCl

10 mM Tris

ad 1000 ml dest. Wasser
pH 8,0

TBS + 0,05 % (v/v) Tween

192 mM Glycin

25 mM Tris

0,1 % (w/v) SDS

10 % (v/v) Methanol
pH 8,3

62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8)

2 % (w/v) SDS

10 % (v/v) Glycerol

50 mM DTT

0,01 % (w/v) Bromphenolblau

2 Trenn-Gele 8 % 10 % 12 % 14 %
Trennpuffer 7,5 ml 7,5 ml 7,5 ml 7,5 ml
Wasser 14,5 mi 12,5 mi 10,5 mi 8,5 ml
Gel 30 8 ml 10 ml 12 ml 14 mi
APS 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl
Temed 15 15 15 15
20 % SDS 150 pl 150 pl 150 pl 150 pl
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Sammelgel 2 Gele (6 %)
Sammelpuffer 1,75 mi
Wasser 3,75 ml
Gel 30 1,5ml
APS 70 pl
Temed 7 ul
2.4. Zellkultur
DMSO (fiir Zellkultur) Sigma
Fetales Kalberserum (FCS) Gibco, Life Technologies
RPMI 1640 (N&hrmedium) Gibco, Life Technologies
McCoy’'s 5 A (Nahrmedium) Gibco, Life Technologies
MEM (Nahrmedium) Gibco, Life Technologies
Penicillin/Streptomycin Biochrom-Seromed

(10.000 U/ml, 10.000 pg/ml)

2.5. Antikorper und Liganden

2.5.1. Antikorper zur Westernblotanalyse

rabbit anti-p-Akt (Ser473), 1:1000 Cell Signaling
rabbit anti-Akt, 1:1000 Cell Signaling
mouse B-Actin, 1:5000 Sigma
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Sekundarantikérper
anti-mouse, HRP-konjugiert Amersham Biosciences

anti-rabbit, HRP-konjugiert Amersham Biosciences

FACS-Analysen
R-Phycoerythrin goat anti-mouse 1gG dianova, Hamburg

humanes IgG Serum Sigma, Steinheim

2.6. Medikamente
C225 (Cetuximab, Erbitux®) Merck, Darmstadt

HGS-ETR1/-2 Human Genome Sciences, Rockville,
Kalifornien, USA

2.7. Zellen

Die kolorektale Karzinom-Zelllinie Colo 205 und die Plattenepithelkarzinom-
Zelllinie FaDu (Karzinom des Hypopharynx, als Modellsystem fir Kopf-Hals-
Tumoren) wurden von der American Type Culture Collection (ATCC), Bethesda,
MD, USA bezogen.

Das Bax-Modellsystem bestehend aus der kolorektalen Zelllinie HCT116 Bax wt
bzw. HCT116 Bax k.o. (Bax™) wurde uns freundlicherweise von Peter T. Daniel,
HU Berlin zur Verfiigung gestellt (93).

28. PCR

Die benétigten Reagenzien fur den Mykoplasmen-Test entstammen dem QIA
Amp DNA Mini Kit. Wir verwendeten zudem die SAWADY Tag-DNA-

Polymerase (Fa. PegLab, Erlangen).
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Fur ein PCR-Volumen von 50 pl mit 1 yl DNA wurde folgender Mastermix

hergestellt:

10 pl 5 x Enhancer Solution
2 ul 25mM MgCl,

8 pl dNTP Mix

1 pl Primer P1 (~ 300 ng/pl)

1 pl Primer P4 (~ 300 ng/pl)

21,75 pl H,O

2.9. Verbrauchsmaterial
Einfrierréhrchen

Filterpapier Whatman 3 MM
Kopierfolien

Nitrocellulosemembran Hybond ECL
1,5 ml-Reaktionsgefal3e

Hyperfilm ECL

Rontgenfilm

15 ml/50 ml-Zentrifugenréhrchen

2.10. Gerate
Bestrahlungsgerat
FACS Calibur Durchflusszytometer

Schittler

5 pl 10 x PCR Puffer S (+ KCI)

1,25 U Taq Polymerase (= 0,25 pl)

Greiner

Roth

Tartan

Amersham Biosciences
Eppendorf

Amersham Biosciences
Amersham Biosciences

Greiner

LINAC 6 MV, Firma Elekta
Becton Dickinson

Biometra

28



Material

SDS-Gelelektrophoresekammer Biometra

Tischzentrifuge 5417R Eppendorf

Rotanta RPC Laborzentrifuge Hettich

PCR Mastercycler Personal Eppendorf

Mikroskope:

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 25, Carl Zeiss, Jena
Konfokales Laserscan Mikroskop Leica TCS NT

2.11. Software

Fir die meisten Auswertungen wurde Microsoft Excel® 2000 verwendet.
Statistische Berechnungen wurden entweder mit Mathematica 5.2°, Wolfram
Research (Friedrichsdorf, Deutschland) oder mit den Software-Paketen
GraphPad InStat Version 3.00 sowie GraphPad Prism 3, San Diego, USA
durchgefuhrt.
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3. Methoden

3.1. Zellkultur

3.1.1. Zell-Kultivierung

Alle verwendeten Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,
unter Wasserdampfsattigung kultiviert. Die im Folgenden beschriebenen
Schritte gelten vor allem fur adh&rente Zelllinien wie die in den Versuchen
verwendeten Colo 205, FaDu und HCT116.

3.1.2. Mediumwechsel
Zuerst wurden Nahrlésung und PBS angewarmt (37 °C), die Zellkulturflasche

als nachstes unter der Sterilbank abgesaugt und das Medium verworfen.

Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde dieses ebenfalls verworfen und

erneut Medium supplementiert.

3.1.3. Passagierung der Zellen

Die ersten Schritte erfolgten analog zum Mediumwechsel; bevor aber das neue
Medium dazugegeben wurde, wurden die Zellen vom Boden der
Zellkulturflasche mit Trypsin-Losung abgelost.

Nach einigen Minuten wurde die Zellsuspension abgesaugt und je nach
Versuch bei 25 °C fiir 4 min mit 1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet beispielsweise in 5 ml Medium resuspendiert und
anschlieRend die Zellzahl bestimmt, mittels derer die neue Aussaat geplant

werden konnte.

Bei einigen Versuchen war es notwendig, die Zellen besonders schonend vom
Flaschenboden zu entfernen. Daflr wurde die nicht-enzymatische CDS-Ldsung
verwendet (Cell Dissociation Solution, Sigma).
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3.1.4. Bestimmung der Zellzahl (Neubauer-Zahlkammer)
Zur Bestimmung der Zellzahl in einer Volumeneinheit einer Zellsuspension

wurde die Neubauer-Zahlkammer verwendet, der ein Deckglas aufliegt.

Die Kammer enthalt (bei den meisten Modellen) jeweils zwei Zahlkammern, die
wiederum je vier Gro3quadrate enthalten, welche wiederum in 16 Kleinquadrate
aufgeteilt sind (siehe dazu Abbildung 5).

Abbildung 5: Die vier Quadranten der Neubauer-Zahlkammer. Es werden vier Gro3quadrate
ausgezahlt, uber die man mittelt; dieser Mittelwert dient als Grundlage zur Bestimmung der
Zellzahl/ml.

Ein kleiner Tropfen der Zellsuspension wird in die Neubauer-Kammer pipettiert
und verteilt sich auf diese. Man zahlt vier Gro3quadrate aus, bestimmt den
Mittelwert pu und setzt diesen in folgende Formel ein (der Umrechnungsfaktor

folgt aus 0,1 mm® = 0,1 pl):
Z =y x 10* [Zellen/ml]

Um zu differenzieren, ob es sich um intakte oder nekrotische Zellen handelt,
kann der Farbstoff Trypanblau verwendet werden; die nekrotischen Zellen
werden blau angefarbt, da der Farbstoff aufgrund der nicht mehr intakten

Membran in sie eindringen kann.
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3.2. Mykoplasmen-Detektion in Zellkulturen mittels PCR

Zur Sicherstellung einer Mykoplasmen-freien Zellkultur wurde nach jedem
Auftauen einer neuen Zell-Passage eine Mykoplasmen-PCR durchgefiihrt
entsprechend den Protokollen der Firmen Qiagen und PegLab.

3.3. Bestrahlung von Zellen

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte mit einem 6 MV Elekta Linearbeschleuniger
(siehe Abbildung 6).

Die Dosisrate der Photonenstrahlung pro Zeiteinheit betrug bei allen
Experimenten 4 Gy/min.

Abbildung 6: Bestrahlung von 24-Well-Platten mit dem 6 MV Elekta Linearbeschleuniger. Die
oberste Platte stellt sicher, dass bei einem ,Fokus-Haut-Abstand“ von 100 cm die 24-Well-
Platten an der Stelle des Dosismaximums positioniert sind (Aufbaueffekt der
Photonenstrahlung).
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3.4. Fluoreszenzmikroskopie und Hoechst-Analysen

3.4.1. Prinzip
Fur die fluoreszenzmikroskopischen Versuche wurde ein Axiovert 25 (Carl

Zeiss, Jena) verwendet.

Die DNA-Farbung mit dem membrangéngigen Farbstoff Hoechst 33342 ist eine
anschauliche Methode zur Darstellung und Evaluierung apoptotisch veranderter
Zellkerne, da diese durch die Kernfragmentierung prominent erscheinen.

Nach Anregung des mit der DNA interkalierenden Farbstoffs mit einer
Quecksilberlampe kann die Fluoreszenz unter Verwendung eines 380 nm-
Filters detektiert werden. Die Dokumentation erfolgte mittels einer
verstarkenden CCD-Videokamera (Axiolab MRM).

Die zusatzliche Farbung mittels Propidiumiodid (PI) gibt weitere Aufschliisse
Uber die Art des Zelltodes und erleichtert die Differenzierung zwischen Nekrose
und Apoptose.

3.4.2. Unterscheidungskriterien
Mittels der Hoechst-PI-Farbung kann man anhand der Farbe und Morphologie

des Zellkerns auf die Form des Zelltodes schlief3en.

Man unterscheidet nach (29) grob folgende Formen (abgesehen von den
lebendigen Zellen mit homogen erscheinendem Zellkern):

e Klassische friihe Apoptose: Die Zelle enthalt mehr als zwei DNA-
Klumpen und fluoresziert blau (nur Anfarbung durch Hoechst, Pl ist
ausgeschlossen).

e Klassische spate Apoptose: Die Zelle enthalt mehr als zwei DNA-
Klumpen und fluoresziert rétlich; aufgrund der bereits eingetretenen
Membranschadigung kann Pl in die Zelle eindringen und so in die DNA

interkalieren.

e Nekrose: Man erkennt einen rot fluoreszierenden, meist homogen

berandeten Zellkern (die Zelle ist tot, der Kern jedoch intakt).
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e Hulle: Zu sehen ist ein rotlicher Schatten, es ist kein Zellkern mehr
vorhanden; dieses Phanomen tritt (wenn tberhaupt) meist erst sehr spat
nach Behandlung auf.

3.4.3. Vorbereitung

Zur Vorbereitung wurden Zellen in 24-well-Platten in Doppelkontrollen ausgesat
(pro Well 0,5 ml Medium). Diese wurden i. d. R. min. 36 h kultiviert, bevor sie
behandelt/bestrahlt wurden.

Entsprechend den Erfahrungswerten wurde eine Zellzahl von etwa 50.000
Zellen/ml angestrebt (fir adharente Zellen).

3.4.4. Herstellung der Farbeldésung

Hoechst 33342 sollte 1:1000 verdinnt werden, Pl 1:2000. Daher stellt man sich
am besten eine Farbel6sung her, die die beiden Farbstoffe in einer Verdinnung
1 + 2 enthalt. Durch Zugabe von jeweils 5 pl in jedes Well hat man bereits eine
Verdinnung von 1:100 (von kleinen Korrekturen durch das Volumen des
Farbstoffs abgesehen). Folglich muss nur noch 1:10 vorverdinnt werden. Eine
Farbeldsung kdnnte dann beispielsweise 20 ul Hoechst 33342, 10 ul Pl und
170 ul Medium enthalten.

3.4.5. Auszahlung
Die Zellen wurden nach der Farbung fur 10 — 15 min im Brutschrank inkubiert.

Anschlie3end erfolgte die manuelle Auszahlung mit Hilfe des
Fluoreszenzmikroskops, wobei Zellen in Doppelkontrollen (zwei Proben pro
Behandlungsart) untersucht und min. drei verschiedene Blickfelder ausgezahit
wurden. Die Experimente wurden mit zwei weiteren Passagen derselben

Zelllinie durchgefihrt.

3.5. FACS-Analysen

3.5.1. FACS-Theorie
FACS bedeutet ,Fluorescence activated cell sorting” und wird h&ufig synonym
zum Begriff Durchflusszytometrie verwendet. Sie stellt eine Methode dar,
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Einzelzellen in Suspension statistisch aufgrund von Fluoreszenz- und
Streulichteigenschaften zu analysieren. Beispielsweise dient das
Vorwartsstreulicht FSC (Eorward Scatter) als Mal} fir die Zellgrof3e, der SSC
(Side Scatter) ist hingegen ein Mal fur die Granularitat der Zellen.

Die in Losung befindlichen Zellen werden von einer Kapillare angesaugt und
passieren dann im Sensormodul einzeln einen Laserstrahl. Aus der Emission
von Streulicht/von Fluoreszenzimpulsen kann man verschiedene Eigenschaften

der Zellen ableiten.

3.5.2. EGF-Rezeptor-Oberflachenexpression

Um die EGFR-Expression auf den Oberflachen der in den Experimenten
verwendeten Zellsysteme vorab zu prifen, wurde diese mittels C225 als
Primér-Antikorper (Cetuximab, Erbitux® von Merck) und RPE-konjugiertem
Zweit-Antikorper (anti human RPE, Dianova, Hamburg) bestimmt. Vorab

wurden folgende Ansétze festgelegt:
e Unmarkierte Kontrolle
e Unspezifische IgG-Kontrolle (humanes IgG) mit 2. Antikdrper (AK)
e 1.+2. AK

Die Zellen wurden min. 36 h kultiviert, pro Versuchsansatz wurde eine Zellzahl
von 500.000 Zellen angestrebt.

Die Zellen wurden mit CDS (Cell Dissociation Solution, Sigma) abgel6st, welche
nicht-enzymatisch wirkt und so vor Schadigung der Rezeptoren schiitzt. Die

Lésungen wurden im Anschluss mit Medium abgestoppt.

Die Zellen wurden dann in Medium resuspendiert, damit auch tote Zellen mit
erfasst werden konnten. Durch die Resuspension sollte zudem verhindert
werden, dass sich zu grofRe Zellklumpen bilden. Die Suspensionen wurden

dann in 50 ml R6hrchen gesammelt.

Nach Zentrifugieren der Rohrchen fir 4 min bei Raumtemperatur und 1000 rpm

wurde der Uberstand verworfen und eine gewisse Menge Medium hinzugeben.

35



Methoden

Etwa 500.000 Zellen wurden auf je ein Eppendorf-Cup verteilt, diese wurden bei
Raumtemperatur, 1200 rpm und fiir 5 min zentrifugiert. Nach Absaugen des
Uberstandes wurden die Zellen mit 100 ul 5 %FCS/PBS und dem darin
geldsten Primar-Antikorper resuspendiert. Aus Erfahrungswerten wahlten wir
eine Verdinnung von 1:200, um eine Arbeitskonzentration von 10 pg/ml zu

erreichen.

Als néachstes wurden die Zellen gewaschen: Bei dreimaligem Abzentrifugieren
wurde der Uberstand jedes Mal abgesaugt, das Pellet in 1 ml PBS
resuspendiert und zuletzt der Zweit-Antikdrper 1:100 in 5 %FCS/PBS verdinnt

Zum Waschen der Zellen wurde das Pellet in 300 pl dieser Losung
resuspendiert, die Zellen wurden erneut mit 1200 rpm fir 5 min zentrifugiert und

in 500 pl FACS-Flow aufgenommen. Danach erfolgte unmittelbar die Messung.

3.6. Western-Blotting

3.6.1. Lysate
Um intrazellulare Proteine untersuchen zu konnen, mussten die Zellen zuerst

lysiert werden.

Die Zellen wurden abtrypsiniert und zu den Uberstanden (Medium, PBS)
gegeben, dann 4 min bei 1200 rpm zentrifugiert; nach Absaugen des
Uberstandes wurde das Pellet in 1 ml eiskaltem PBS resuspendiert und in ein
Eppendorf-Cup uberfiihrt, woraus ein Teil zur Zellzahlbestimmung entnommen
wurde. Danach wurde das Cup 3 min bei 2000 rpm und 4 °C zentrifugiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 1x CST-Puffer
resuspendiert (hierbei wurden etwa 100 ul Puffer pro 10° Zellen verwendet). Fiir
weitere 10 min wurde die Probe in den Heizblock gestellt (99 °C) und danach

bei -20 °C eingefroren.
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3.6.2. Beflullung der Kammer

Die Kammer (siehe Abbildung 7) wurde unten und oben mit Laufpuffer befullt
(1x SDS-Laufpuffer), das Gel eingesetzt und die Taschen mit Laufpuffer
freigespritzt.

3.6.3. Gel beladen

Eloktrodenpuffer
@ {Tris-Glycin, pH-8.8)

Probe in
Tris-HCI,
el Sammalgel .
in Tris-HC|, Fmtamn_
pH 68 — konzentriert
Imscgen ) | soparierla
Leit{CI') un ‘ Protgin-
(Tris-Glycin, Folgeionen (Gly') 0000 irakfionen
Trenngel pH-68) im Trenngel
in Tris-HCI,
s wesmel  GiycinfFront
/'_ Chiorid
V .............. { 7’
1 - )
(a) |zl -@ (b) |LzzzzZ ® (o) |zl ®

Abbildung 7: Western-Blotting-Apparatur von der Seite. Gezeigt wird das Prinzip der
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE). Quelle: (76).

Erste und letzte Tasche wurden mit 5 ul 3x CST-Puffer beladen, dann wurden

Marker und Proben (jeweils ca. 10 pl) in die verbliebenen Taschen pipettiert.

Fur das Sammelgel wurden als Einstellung 60 V/80 V, 23 mA fur ca. 45 min
gewabhlt, je nachdem, ob sich der Marker in dieser Zeit bereits demarkiert hatte;

im Trenngel wurde dann fur 2h eine Spannung von 160 V gewahlt.
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3.6.4. Blotting
Das Gel wurde aus den Glasplatten entfernt, in Transferpuffer ohne MetOH
gelegt, dann wurde die Lochplatte befillt und verschlossen wie in Abbildung 8

gezeigt.
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Abbildung 8: a Blotaufbau eines Tankblots. b Schichtung von Schwammen, Filtern und der
Membran innerhalb der Lochplatte. Quelle: (76).

Im Kihlhaus wurde der Transferpuffer in die Tankblot-Apparatur eingeftllt und

danach die Lochplatte samt Gel in die Blotkammer eingebaut.

Fur ein 12 %-Gel waren 80 V fir ca. 60 min ausreichend fur den Transfer (0,5-
0,8 mA).
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3.6.5. Blocken

Nach dem Transfer wurde die Membran aus der Kammer genommen, kurz in
TBS-T geschwenkt und je nach spezifischer AK-Vorschrift geblockt. Meistens
wurde 1 h mit 30 ml 5 % Milch in TBS-T gewahlt.

3.6.6. Inkubation mit dem Primér-Antikdrper

Fur eine Membran wurden 3 — 4 ml Losung verwendet (5 % Milch oder 5 %
BSA, je nach AK), der AK wurde in passender Verdiinnung (meist 1:1000) in
LAsung gegeben. Die Membran wurde dann Luftblasen-frei mit der AK-Losung
in Plastikfolie eingeschweil3t und tber Nacht im Kuhlraum auf einem Schiittler
gelagert (4 °C).

3.6.7. Inkubation mit dem Zweit-Antikorper

Die Behandlung erfolgte analog zu der des Primér-Antikorpers, nur wurde meist
eine Verdinnung von 1:2000 gewé&hlt. Die Membran wurde fiir 1 h bei
Raumtemperatur auf dem Schdttler inkubiert, dann mehrfach in TBS-T

gewaschen (3 x 5 min, 2 x 10 min).

3.6.8. Detektion mit ECL-Kit

Die ECL-L6sungen wurden bei Raumtemperatur kurz angewarmt, das
Mischungsverhaltnis der beiden Lésungen betrug 1:1. Fur eine Membran
wurden etwa 2 ml ECL-L6sung verwendet, diese wurde 1 min inkubiert und
anschlieRend zwischen Overheadfolien in eine Filmkammer gelegt. Die
Entwicklungsdauer fur die Filme betrug meistens 1/5/10/30/60 min oder erfolgte
Uber Nacht.

3.7. Koloniebildung

In Abwandlung zum herkémmlichen Koloniebildungs-Assay (kurz KoBi) wurde
das Verfahren des ,Delayed Plating” verwendet. Dieses wird aus zwei
Hauptgriinden eingesetzt:

e Erfahrung: Kommen Substanzen zum Einsatz, die eine lange
biologische Halbwertszeit besitzen, kbnnen sich nach dem
herkdbmmlichen Verfahren keine Kolonien bilden, da nach Behandlung
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kein Mediumwechsel mehr vorgenommen wird und die Substanz nach
mehreren Tagen Inkubationszeit alle klonogenen Zellen wirksam

abtoten kann.

e Um die verwendete Substanz zu sparen (z. B. TRAIL)

3.7.1. Ausgangszellzahl und Plating efficiency (PE)

In Abhéngigkeit von der Wachstumskinetik wurden in jeweils einer 75 cm?
Zellkulturflasche z. B. 3 Mio., 1 Mio. und 300.000 Zellen ausgesat (angestrebtes
Ziel war in allen Fallen: 5 Mio. Zellen, 1,3 Mio. Zellen, 500.000 Zellen nach

36 h). Es wurden 10 ml Medium mit FCS und P/S supplementiert, nach 36 h
fand ein Mediumwechsel statt. Fir die hochste Zellzahl wurden 10 ml Medium

verwendet, fur die anderen Zellzahlen 5 ml.

Danach wurden die Zellen behandelt mit Dreifach-Kombinationstherapien oder
mit der Antikdrper-Kombination; als Bestrahlungsdosen wurden 2, 4, 6 und 8 Gy
verwendet. Nach weiteren 48 h erfolgt die Ablésung mit CDS (Cell Dissociation

Solution).

Anschlie3end wurde noch 2 x mit je 10 ml PBS gewaschen (Abzentrifugieren
und Wiederaufnahme in PBS) und das Pellet danach in 10 ml frischem Medium

aufgenommen.

3.7.2. Verdinnung
Da beim ,Delayed Plating“-Verfahren auf die Ausgangszellzahl normiert wird,

war es wichtig, feste Verdinnungsschritte vorzugeben.

Die Aussaat erfolgte schlie3lich in 6-Well-Platten. Die Anséatze wurden im
Brutschrank gelagert, nach 7 Tagen erstmals beurteilt und nach durchschnittlich
10 — 12 Tagen abgestoppt. Die Kolonien wurden mittels 3,7 % Formaldehyd-
Losung und 70 % Ethanol fixiert; die fixierten Zellen wurden mit 0,05 %

»,Coomassie Blau“ gefarbt.
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3.7.3. KoBi-Zahlprogramm
Um die Auszéhlung der Platten zu erleichtern, entstand im Rahmen dieser
Arbeit eine Auswertungs-Software, welche in der Programmiersprache Java®

geschrieben wurde (62).

Das Programm verwendet eingescannte Bilder und erkennt anhand von Grol3e

und Form die tatsachlichen Kolonien.

Dazu ist es notwendig, tber drei verschiedene Parameter (Grol3e, Grauwert
und Umgebungsform) eine Eichung vorzunehmen, sodass die mikroskopische

Evaluation mit der automatisierten tbereinstimmt.

Zur optischen Kontrolle kann man ablesen, welche Kolonien tatsachlich
bertucksichtigt wurden und welche nicht mehr; dies ist in Abbildung 9 zu sehen,
in der die Arbeitsflache des Programms dargestellt ist. Der Vergleich zwischen
mikroskopischer Zahlung (Goldstandard) und PC-Auswertung ergab

Abweichungen von < 5 %.
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Abbildung 9: Darstellung der Arbeitsflache des Kobi-Zahlprogramms. Im linken Feld kann der
zu untersuchende Bereich ausgewahlt werden; zur Auszahlung stehen mehrere Parameter zur
Verfuigung (,Schwelle®, ,Minimum* und ,Grauband"), die so adjustiert werden kénnen, dass die
Ergebnisse mit der manuellen Zahlung Ubereinstimmen.
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3.8. Allgemeine Statistik

Zellkultur-Experimente wurden triplikat durchgefihrt, d. h. min. drei Mal und

unabhéngig voneinander.

Fur statistische Auswertungen wurden u. a. gepaarte/ungepaarte t-Tests
verwendet, sofern die Annahme einer Normalverteilung gerechtfertigt war und

es sich um den Vergleich zweier verschiedener Therapie-Konzepte handelte.

Fur die klonogenen Assays wurde eine multivariate Analyse durchgefihrt,
jedoch war vor der Testung eine logarithmische Transformation der Daten
notwendig.
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4. Ergebnisse

4.1. Bestimmung der EGFR-Dichte

Um im Vorfeld beurteilen zu kénnen, ob die Krebszellen Uberhaupt suszeptibel
fur C225 sein wirden, wurde mittels FACS-Analyse die EGF-Rezeptordichte
auf den vier verwendeten Krebszelllinien bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 10 dargestellt. Der RPE-konjugierte Farbstoff wurde im
Fluoreszenzkanal FL2 gemessen; FaDu zeigt die ausgepréagteste Rechts-
Verschiebung von allen betrachteten Zelllinien und damit die héchste
Rezeptorexpression. Die Bestimmung der TRAIL-Rezeptordichte wurde bereits
in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe durchgefihrt (54).

120

[=3
o™
3 Colo 205 g Hct116 wt
2 R 2
£ N '|\ £ 2 Uﬂ'fllml
58 / 3 v
8 A" 8 [
¥ f ) 2 o
i ! /
& A \ & ' |
A l'\ -~ w
{ - - it "‘ﬂ . ey P P PR " ™ e
100 107 10° 103 104 100 101 102 103 104
FL2-H FL2H
f=3 [=3
o o
3 FaDu 3 Hct116 ko
\I:‘Iﬂ
(=3 (=3
@ f 1 @
25 [ ] - .
3° Fol :8 ot
© ]\ © i
E { 1 K n \
_|= i y "\z
8] | ] Y.
A ", . /-fﬂ ! oy
ok . B PR, e I T A i
109 107 102 10% 104 10 10! 102 10° 104
FL2-H FL2-H

Abbildung 10: EGF-Rezeptordichten fir Colo 205, FaDu, HCT116 (Bax) wt und HCT116 Bax”.”
Jeweils v. |. n. r. (hellgraue/graue/dunkelgraue Linie): Nur mit 2. Antikdrper markierte Kontrolle,
unspezifische 1gG-Kontrolle + 2. Antikdrper und Probe mit 1. + 2. Antikorper.

Wie in Abbildung 10 gezeigt, wird das fragliche Therapietarget auf allen

Zellsystemen exprimiert.
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4.2. Einzelwirkungen der Agenzien

Zu Beginn der Versuche wurden fir die Zelllinien Colo 205, FaDu, HCT116 Bax
wt Dosis- und Konzentrationsfindungsstudien unter dem Gesichtspunkt der
Apoptose-Induktion durchgefihrt.

Fur die Bestrahlung griffen wir auf Erfahrungswerte zuriick; dabei hatten sich
insbesondere 2, 5 und 10 Gy bewahrt. Fir HGS-ETR1/Mapatumumab (fir
diese Begriffe werden auch die Kurzformen ETR1/mapa verwendet) reichten
die Konzentrationen logarithmisch von 1 ug/ml bis 0,001 pg/ml, fur HGS-
ETR2/Lexatumumab (Kurzformen: ETR2/lexa) von 10 pg/ml bis 0,001 pg/ml.

Um eine Zeitkinetik zu erhalten, wurden jeweils nach 12 h, 24 h, 36 hund 48 h
mit Hoechst 33342 fluoreszenzmikroskopisch die Apoptoseraten bestimmt.

Fir Erbitux® (C225) wahlten wir die molaren Konzentrationen 100 nM, 10 nM,
1nM. Dabei war zu beachten, dass C225 nach Herstellerangaben weil3e Faden
enthalten kann (herstellungsbedingt), die durch einen 0,20 um Filter von der

Infusionslésung abgetrennt werden mussten.

Tabelle 2: Die Wirkung der einzelnen Agenzien (Apoptose-Induktion) auf die verschiedenen
Zelllinien qualitativ ausgedriickt und nur relativ fir jede einzelne Zelllinie zu betrachten.

Wirkung auf Colo 205 FaDu HCT116 wt
C225 + +++ +
Mapatumumab +++ ++ T+
Lexatumumab ++++ ++++ ++
RT ++ +++ +

Die folgende Ubersicht gibt diejenigen Konzentrations- bzw. Dosisbereiche
wieder, die auch fur die Dreifachkombinationen getestet wurden.
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Abbildung 11: Wirkung der einzelnen Modalitdten (XRT, Mapatumumab, Lexatumumab, C225)
auf die verschiedenen Zellsysteme unter Verwendung von jeweils drei verschiedenen
Dosen/Konzentrationen. A Colo 205 Zellen. B FaDu Zellen, C HCT116 Bax wt Zellen.

Da die maximalen Apoptoseraten 36 h nach Behandlung erreicht wurden,
wurden die nachfolgenden Experimente hauptséchlich auf diesen Zeitpunkt

beschrankt.

Die betrachteten Zellsysteme zeigten unterschiedlich ausgepragte Sensitivitat
auf die verwendeten Stimuli. Beispielsweise war im Falle von HCT116 Bax wt
Zellen das Ansprechen auf Mapatumumab deutlich ausgepragter als fur
Lexatumumab (Abbildung 11).

4.3. Zweifachkombinationen

Ausgehend von den Versuchen zur Einzelwirkung wurden
Zweifachkombinationen getestet, um weiteren Aufschluss tber die kombinierte
Wirkung zu erhalten und fiir Kombinationstherapien sinnvolle
Bestrahlungsdosen zu wéhlen. In zweiter Linie war dies notwendig, um einen

Vergleich zwischen Zweifach- und Dreifachtherapie durchfihren zu kénnen.
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Exemplarisch sei im Folgenden eine solche Zeitkinetik fiir die FaDu-Zelllinie
dargestellt. Die Versuche wurden fur alle Zelllinien triplikat zu den Zeitpunkten
12 h, 24 h, 36 h und 48 h durchgefuhrt.
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Abbildung 12: Zeitliche Kinetik der Zweifachkombinationen im Vergleich zur Kontrolle und
alleiniger Radiotherapie fir FaDu Zellen (12 h, 24 h, 36 h, 48 h); nach 36 h ist bereits ein
Plateau erreicht. Verwendete Dosen/Konzentrationen: 10 Gy, 1 ug/ml Mapatumumab, 10 ug/ml
Lexatumumab, 100 nM C225.

In Abbildung 12 sind exemplarisch fir FaDu bestimmte
Zweifachkombinationen (ausgewahlte Konzentrationen der Agenzien und
bestimmte Strahlendosen) im zeitlichen Verlauf aufgetragen. In Kombination mit
den Daten uber die Einzelwirkungen konnten mittels dieser Profile die optimalen
Zeitpunkte festgelegt werden.

4.4. Dreifachkombinationen

Nachdem mehrere Konzentrationsbereiche getestet und die Wirkung der
einzelnen Agenzien in Kombination mit Bestrahlung untersucht wurden, wurden
ausgewahlte Dreifachkombinationen getestet, die als sinnvolles
Simultanschema appliziert werden konnten, wobei ein Auswahlkriterium die

suboptimale Wirkung der jeweiligen Einzeltherapie war.
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In Colo 205 Zellen wurden nach kombinierter Behandlung mit 5 Gy, 1 nM C225
and 0,001 pg/ml Mapatumumab oder Lexatumumab Apoptoseraten bis zu 62%
gemessen, wobei die Einzel-Behandlungen jeweils nacheinander nur 28 %,

13 % und etwa 20 % erreichten.

In FaDu Zellen wurden Apoptoseraten bis zu 26 % nach kombinierter
Behandlung mit 5 Gy, 1 nM C225 und 0,01 pg/ml Mapatumumab gemessen,
wobei die Einzelbehandlungen nur 8 %, 11 % oder 10 % erreichten. Bei
HCT116 Bax wt Zellen war die Variationsbreite in der Zelltodinduktion gréR3er:
Wahrend C225 (1 — 100 nM) und Bestrahlung (2 — 10 Gy) Apoptoseraten unter
10 % induzierten, erreichte Mapatumumab Raten von 36 % (0,01 pg/ml) bis zu
75 % (1 pg/ml), Lexatumumab jedoch nur bis zu 23 % mit der hochsten
verwendeten Konzentration (1 ug/ml). Jedoch erreichte die Dreifachkombination
5 Gy, 10 nM C225 mit einer geringen Konzentration von Mapatumumab (0,01
pg/ml) eine sehr hohe Apoptoserate von 79 %. 1 ug/ml Lexatumumab
kombiniert mit 5 Gy und 1 nM C225 induzierte immerhin 71 % Apoptose.

Um auch nachzuweisen, dass eine Dreifachkombination besser ist als eine
Zweifachkombination entsprechender Modalitaten, wurde dies fir die

genannten Kombinationen in Abbildung 13 verglichen.
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Abbildung 13: Apoptoseraten der Zellen, die mit Zweifach- oder Dreifachkombinationen aus
Bestrahlung, Mapatumumab (mapa) und/oder C225 behandelt wurden (linke Spalte),analog in
der rechten Spalte die entsprechenden Kombinationen mit Lexatumumab anstelle von
Mapatumumab. A Colo 205 Zellen wurden mit 5 Gy, 0,001 ug/ml Mapatumumab oder
Lexatumumab und 1 nM C225 behandelt. B FaDu Zellen wurden mit 5 Gy, 0,01 ug/ml
Mapatumumab oder 0,1 ug/ml Lexatumumab und 1 nM C225 behandelt. C HCT116 Bax wt
Zellen wurden mit 5 Gy, 0,1 ug/ml Mapatumumab und 100 nM C225 bzw. 0,01 ug/ml

Lexatumumab und 10 nM C225 behandelt.
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4.5. Isobologramm-Analyse

45.1. Einfihrung

In der Vergangenheit wurden verschiedene mathematische Ansatze entwickelt,
um den Interaktionsgrad zwischen verschiedenen therapeutischen Modalitaten
zu untersuchen. In dieser Hinsicht hatten sich vor etwa 30 Jahren bereits die
Isobologramme durchgesetzt und sich als nitzliches und beliebtes Mittel
erwiesen, da sie neben einer prazisen Analyse eine graphische Darstellung
erlaubten (9, 81).

Um zu entscheiden, ob die Kombination von Bestrahlung mit anderen
Modalitaten einen wirklichen therapeutischen Vorteil erbringt, wurde im Rahmen
dieser Doktorarbeit ein Verfahren entwickelt, welches die Beantwortung dieser
Frage fur eine Dreifachkombination erlaubt (61).

45.2. Theoretischer Hintergrund

Die semantische Definition legt nahe, einen Synergismus als ein
Zusammenspiel aus mehreren Einzeleffekten zu sehen, die in der Summe
einen grol3eren Effekt besitzen, als wenn man die reine Summe der

Einzeleffekte betrachten wiirde.

Man behilft sich also damit, einen synergistischen Effekt als supra-additiv zu
definieren, wodurch man nur noch gezwungen ist, ein Kriterium fur Additivitat

festzulegen.

Die klassischen Definitionen der Additivitdt gehen auf Loewe (50) und Bliss (11)
zurtuck. Bliss hat dabei das Modell der ,response additivity* begriindet.

Diese beiden Definitionen beruhen nicht nur auf formalen Uberlegungen,
sondern haben praktische Implikationen (81), welche insbesondere im Bereich
der Radioonkologie relevant sind.

.,Response-additivity” setzt statistische Unabhangigkeit der Effekte voraus, was
zu einer reinen Addition der Effekte fuhrt.
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Die beiden genannten Konzepte sollen durch ein Beispiel verdeutlicht werden
(siehe hierzu Abbildung 14).

Wenn man fur eines der Agenzien eine quadratische Dosis-Wirkungs-
Beziehung annimmt (Therapie 1) und eine lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung
fur ein ,weniger effektives” Medikament (Therapie 2) und wenn man weiterhin
eine Konzentrationseinheit von Therapie 1 bendtigt, um 10% des maximalen
Effekts zu erhalten und vier Einheiten von Therapie 2 fur denselben Effekt,
wirde folglich eine Kombination (im response-additiven Fall) 20 % ergeben. Im
Falle der Loewe-Additivitat wiirde das hingegen zu folgender Uberlegung
fuhren: Da Therapie 2 das gleiche Ergebnis wie eine Einheit von Therapie 1
ergibt, ware der Effekt im additiven Fall genauso grof3 wie fiir zwei Einheiten

von Therapie 1, namlich 40 %.
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Abbildung 14: In diesem Diagramm werden zwei Dosis-Wirkungs-Beziehungen gezeigt, wobei
Emax den Bruchteil des maximal méglichen Effekts bezeichnet. Therapie 1 verhélt sich
guadratisch (y = 10 xz) und Therapie 2 linear (y = 2,5 x). Man braucht eine Dosis-Einheit von
Therapie 1, um 10% des maximalen Effekts zu erreichen und vier Einheiten von Therapie 2 fur
den gleichen Effekt; damit wirde im Falle der strikten ,response additivity* der additive
Kombinationseffekt 20% betragen. Hingegen im Falle der Loewe Additivitat wiirde
beispielsweise Therapie 2 mit vier Einheiten das Gleiche bewirken wie Therapie 1 mit einer
Einheit, der additive Effekt wére pl6tzlich der gleiche wie fir zwei Einheiten von Therapie 1,
namlich 40%.
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4.5.3. Formale Definitionen
Im Folgenden wird der Effekt der einzelnen Agenzien betrachtet.

Um die Dosis-Wirkungs-Beziehung mathematisch zu beschreiben, wird die

folgende Notation eingefuhrt:

yi=fi(x),je{L,2 3},

wobei y den Effekt bezeichnet und x die Dosis/Konzentration der
Bestrahlung/des Agens (der Begriff Dosis werde im Folgenden synonym mit

Konzentration verwendet).

Die Funktionen f; sollten stetig und invertierbar (d. h. bijektiv) sein, die dazu

inversen Funktionen seien im Folgenden mit f*; bezeichnet.

Sei d; die Dosis der jten Modalitat in der Dreifach-Therapie. Fur Tripel werde die
Notation (d;|d»|d3) eingefuhrt, wobei d; die Konzentration eines hypothetischen
Agens A, d; die Konzentration eines hypothetischen Agens B und ds die
Strahlendosis bezeichnet. Diese Nomenklatur wird verwendet, um den
allgemeinen Fall abzudecken; die im Folgenden verwendeten Daten
entstammen aus tatsachlich durchgefiihrten Experimenten, sodass z. T. die
verwendeten Einheiten belassen wurden. Wie spéter noch ersichtlich wird, steht
A fir HGS-ETR1/HGS-ETR2 und B fur C225.

4.5.4. Konzept

Als erstes wird die Flache der reinen ,response additivity* eingefthrt. Diese
kann als diejenige Flache angesehen werden, welche alle
Therapiekombinationen enthalt, bei denen die Summe der Einzeleffekte genau
dem tatsachlichen Effekt der Tripel-Kombination entspricht (dieser Effekt werde
mit ,i* bezeichnet). Der beschriebene Ansatz fuhrt zu folgender Gleichung,

welche einer Flache im Raum entspricht:

D )= 2]
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Die bereits dargestellten semantischen Definitionen fihren zu den folgenden
sieben Gleichungen, wobei die meisten von ihnen eine gemischte Definition von

LAdditivitat” verwenden:

Fafu(xw)) + Fa(fa(x2)) + xa = F5(0) [2]
Fra(fa(f2(fu(x0)) + X2)) + X3 = 5() [3]
Fra(fu(fa(fa(x2)) + X)) + s = F5(0) [4]
fa(f2(fa(x0) + Xx2) + Fa(xq) = i [5]
fu((Fa(fa(x2)) + X0)) + Fa(xa) = i [6]
f (fu(xe) + fa(x2)) + xs = F5(i) [7]
fa(fa(fa(x0) + fs(fa(x2))) + falxa) = i [8]

Die zyklische Permutation (d. h. die Vertauschung der Indizes in der

Reihenfolge 1 — 2 — 3) fuhrt zu weiteren 14 Gleichungen.

Fur den praktischen Gebrauch ist es niitzlich, aul3erste und innerste Flache
darzustellen und die Lage des Therapiepunktes relativ zu dem

eingeschlossenen Volumen zu bestimmen.

4.5.5. Beispiel
Nachdem wir das generelle Ziel der isobolographischen Analyse erortert haben,

werden folgende Ansétze fir die Dosis-Wirkungs-Beziehungen verwendet:
fj (Xj) = a; In X+ bj, j 6{1, 2}, fa (X3) =az X3+ bs [9]

In dieser Notation bezeichnet f; den Effekt der Bestrahlung, a; und b; sind
Parameter, welche aus den experimentellen Daten bestimmt werden mussen.
Als Effekt kann man beispielsweise ,Zelltod" oder ,,Apoptose-Induktion” wahlen.
In den folgenden zwei Tabellen werden die Daten aufgefuhrt, die fur die
folgenden graphischen Beispiele von Bedeutung sind:
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Tabelle 3: Koeffizienten der parametrischen Repréasentationen der Dosis-Wirkungs-
Beziehungen.

a a, as by b, bs

8,5 2,0 3,1 65,6 4,3 3,1

Tabelle 4: Dosis des Tripels RT + A + B und das Isoeffekt-Level.

i [%] |difug/ml] |dz[nM] | d;[Gy]

52 0,001 1 5

Es hangt vom experimentellen Design ab, wie zweckmallig der Ansatz [9] ist.
Beispielsweise fur klonogene Assays oder in vivo Wachstumsverzdgerungs-
Assays sind linear-quadratische Ansétze sinnvoller und bereits etabliert.

Nun muss man die Gleichungen auswerten, was in 22 implizit gegebenen
Flachen mindet, die man in einem kartesischen Koordinatensystem auftragen
kann. Bei Verwendung des Ansatzes [9] fuhrt dies aufgrund der Linearitat von f3
zwangslaufig dazu, dass einige der Gleichungen ein identisches Ergebnis

liefern.

Neben dieser 3D-Darstellung ist es sinnvoll, die zweidimensionalen Schnitte
durch den ,Therapie-Punkt* (d;|d2|ds) darzustellen, da in diesen meist noch
eindeutiger zu erkennen ist, ob dieser Punkt unterhalb der Flachen liegt oder

nicht. Dies kann man einfach erreichen, indem man x; = d;, i € {1, 2, 3} setzt.

Hier sind einige der Losungen (die Nummer der Formel mit einem ,** entspricht

der oben genannten Gleichung ohne ,**):

X3:ai(_b1—b2—b3+i—allnx1—azlnx2) [1%]
3
1 . *
x3:a_(—b1—b2+b3+|—allnx1—azlnx2) [2*]

3
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1 . i(a Inx;+by—-by)
X, :—(l—b2 -a, In(eaz S +x2n [3*]
a,

1. L(aginxg+by-by)
X,=—1]i-b,—aIn e* +X, [47]
a3
1. ai(allnx“bl—bz) «
X,=—|i-b,-b,-a,In| e +X, [57]
a3
11(. ai(az Inx,+bp—hy) «
X,=—|i-b,~b,—a,In| e* +X, [67]
a3
x3:i(i—b1—b2—allnxl—azlnxz) [74]
a

3

[7] und [8] besitzen in diesem Fall eine identische Losung, so dass insgesamt
sechs Gleichungen redundant sind; daher bleiben 17 verschiedene Flachen
Ubrig. Die L6sung von [1] ist in Abbildung 15 dargestellt, die Flache wird aus

drei verschiedenen Perspektiven gezeigt.
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Abbildung 15: Gezeigt wird die Flache der reinen ,response additivity* fur die
Dreifachkombination 5 [Gy] + 0,001 [ug/ml] A + 1 [nM] B aus drei verschiedenen Perspektiven.
Die Achsen des rechtshandigen kartesischen Koordinatensystems sind mit den
Dosen/Konzentrationen der einzelnen Substanzen beschriftet (xi: A, X0 B, X3: XRT). Das
Diagramm beschreibt die Intervalle [0, 10] fur XRT, [0, 0,1] fir A und [0, 100] fur B. Der
schwarze Punkt markiert den ,Therapiepunkt®, in diesem Fall (0,001|1]5); x; = 0,001 und x, = 1
bedeuten, dass der Punkt nahe an der xs-Achse liegt. Der Therapiepunkt liegt in der Mitte des
Intervalls [0, 10].

In einer Gesamtubersicht in Abbildung 16 sind alle 22 (de facto nur 17)

berechneten Flachen aufgefuhrt.
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10 RT [Gy]

A [pg/ml]

Abbildung 16: In diesem Diagramm wurden alle 17 Flachen aufgetragen fur die Therapie
(0.001]1]5), der Therapiepunkt wurde auch mit eingezeichnet. Die xs-Achse wurde erweitert
(XRT), um alle Flachen darstellen zu kénnen. Der Synergismus ist durch die Lage des
Therapiepunktes unterhalb der innersten Flache gegeben.

Da es eine Frage der Perspektive ist, ob man erkennt, dass der Punkt unterhalb
der innersten Flache liegt, kann man wie bereits erwéhnt 2D-Schnitte

darstellen, was in Abbildung 17 gezeigt wird.
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Abbildung 17: Hierin werden zweidimensionale Schnitte dargestellt durch den
dreidimensionalen Plot aus Abbildung 16; gezeigt werden die Ebenen, welche den
Therapiepunkt (0.001[1]|5) enthalten. Dabei werden nacheinander gezeigt: a: x, — Xs-Ebene
(x,=d; wird festgehalten), b: x; — x3-Ebene, c: x, — x;-Ebene.

Isobologramme fiir linear-quadratische Ansatze sind in Abbildung 18

dargestellt. Dabei wurden jeweils die &ufRerste und die innerste Flache der
Einfachheit halber dargestellit.
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Abbildung 18: Gezeigt werden die Additivitdtsvolumina fur vier verschiedene Félle. Dargestellt
sind lediglich innerste und auf3erste Flache des Volumens, der Therapiepunkt wurde in den
Diagrammen ebenfalls beriicksichtigt. A zeigt den Fall fir drei lineare Dosis-Wirkungs-
Beziehungen; wie erwartet erhalt man eine einzelne Ebene, was der geraden Linie im
zweidimensionalen Fall entspricht. B wurde unter Verwendung einer linearen und zweier linear-
guadratischer Ansatze berechnet, ¢ verwendet zwei lineare und einen linear-quadratischen
Ansatz und d drei linear-quadratische Ansétze.

Wir erstellten auRerdem ein entsprechendes Programm, um auch anderen
Arbeitsgruppen die Auswertung ihrer Experimente mit der vorgestellten
Methode zu ermdglichen (61).

4.5.6. Ergebnisse der isobolographischen Auswertung

Die Ergebnisse wurden in drei-dimensionalen Isobologrammen analysiert. Um
im Folgenden die Notation abzuktrzen, wird beispielsweise (0,001|1|5), fur eine
Dreifachkombination 0,001 pg/ml Mapatumumab/HGS-ETR1 + 1 nM C225 + 5
Gy geschrieben (der Index bezieht sich auf den Rezeptor-Subtyp).
Untenstehend die zu Abbildung 13 passenden Isobologramme, die

synergistische Effekte zeigen. Synergie liegt vor, wenn der Therapiepunkt
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zwischen der eingezeichneten Flache und den Koordinatenebenen des ersten
Oktanten liegt (dieser bezeichnet den Raumbereich in einem kartesischen

Koordinatensystem, in dem alle Koordinaten positive Werte besitzen).

[ [
50 50
0 0
10 10
5 IR [Gy] 5 IR [Gy]
0
0.1 0 0.1
0.05 0.05

100 C225 [nM] 100 C225 [nM]
ETR1 [pg/ml] o ETRZ [pg/ml] o

Abbildung 19: Isobolographische Analyse fiir Kombinationen aus RT + ETR1/-2 + C225 fiur
Colo 205. Die Experimente wurden mit den Kombinationen (0,001|1|5); (linke Seite) und
(0,001]1|5), (rechte Seite) durchgefihrt.

IR [Gy] IR [Gy] 10

0 0
1 0 1
0.5 50 0.5

ETR1l [pg/ml] C225 [nM] ETR2 [pg/ml] 100 C225 [nM]

Abbildung 20: Isobolographische Analyse fiir Kombinationen aus RT + ETR1/-2 + C225 fiur
FaDu. Die Experimente wurden mit den Kombinationen (0,01]|1|5); (linke Seite) und (0,1]|1|5),
(rechte Seite) durchgefihrt.

100 100
IR [Gy] 50 IR [Gy] 50
0 0
1 0 1 0
0.5 50 0.5 50
ETR1 | c225 ] ETRZ | C225 [nM]

ng/ml] 100 [nM ng/ml] 100

Abbildung 21: Isobolographische Analyse fiir Kombinationen aus RT + ETR1/-2 + C225 fiur
HCT116 bax wt. Die Experimente wurden mit den Kombinationen (0,1]|100|5); (linke Seite) und
(0,01]10|5), (rechte Seite) durchgefihrt.
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Somit konnten in den untersuchten Zelllinien signifikant synergistische Effekte
beobachtet werden; es zeigte sich, dass diese eher im Niedrig-Dosisbereich
angesiedelt waren. Um eine Komplett-Ubersicht tiber alle untersuchten
Kombinationen zu geben, sei auf Tabelle 5, Tabelle 6 und Tabelle 7

verwiesen.

Tabelle 5: Die getesteten Dreifachkombinationen fiir Colo 205 Zellen; es wurden drei
Konzentrationsbereiche fir HGS-ETR1 gewéhlt (0,001; 0,01; 0,1 ug/ml), drei fiir HGS-ETR2
(0,001; 0,01; 0,1 ug/ml) und drei ftir C225 (1, 10, 100 nM). Angegeben ist der Interaktionsgrad
der Dreifachkombination (* bezeichnet Signifikanz).

RT [Gy] ETR1 [pg/ml] |ETR2 [ug/ml]| C225 [nM] Qualitat
5 0,001 - 100 additiv
5 0,001 - 1 synergistisch*
5 0,1 - 10 additiv
5 0,1 - 1 additiv
5 0,01 - 10 additiv
5 - 0,001 100 synergistisch*
5 - 0,001 1 synergistisch*
5 - 0,1 10 additiv
5 - 0,1 1 additiv
5 - 0,01 10 additiv

Tabelle 6: Die getesteten Dreifachkombinationen fir FaDu Zellen; es wurden drei
Konzentrationsbereiche fir HGS-ETR1 gewéhlt (0,01; 0,1; 1 ug/ml), drei fir HGS-ETR2 (0,1; 1;
10 ug/ml) und drei ftir C225 (1, 10, 100 nM). Angegeben ist der Interaktionsgrad der
Dreifachkombination (* bezeichnet Signifikanz).

RT [Gy] ETR1 [pg/ml] |ETR2 [ug/ml]| C225 [nM] Qualitat
5 0,01 - 100 synergistisch
5 0,01 - 1 synergistisch*
5 1 - 100 synergistisch
5 1 - 1 synergistisch*
5 0,1 - 10 synergistisch*
5 - 10 100 additiv
5 - 10 1 synergistisch*
5 - 0,1 100 synergistisch
5 - 0,1 1 synergistisch*
5 - 1 10 synergistisch
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Tabelle 7: Die getesteten Dreifachkombinationen fir HCT116 Bax wt Zellen; es wurden drei
Konzentrationsbereiche fir HGS-ETR1 gewéhlt (0,01; 0,1; 1 ug/ml), drei fir HGS-ETR2 (0,01,
0,1; 1 ug/mli) und drei fiir C225 (1, 10, 100 nM). Angegeben ist der Interaktionsgrad der
Dreifachkombination (* bezeichnet Signifikanz).

RT [Gy] ETR1 [pg/ml] |ETR2 [pug/ml] [C225 [nM]  |Qualitat
5 0,1 - 100 synergistisch*
5 0,01 - 100 synergistisch
5 0,01 - 10 synergistisch*
5 0,1 - 10 synergistisch
5 1 - 10 synergistisch
5 - 1 100 synergistisch*
5 - 0,1 100 synergistisch*
5 - 0,01 100 synergistisch*
5 - 1 1 synergistisch*
5 - 0,01 10 synergistisch*

4.6. Bax-Abh&ngigkeit des kombinierten Effekts

Um die Abhangigkeiten der synergistischen Effekte auf molekularer Ebene
weiter aufklaren zu kénnen, wurde untersucht, inwiefern das pro-apoptotische

Bcl-2-Familienmitglied Bax am kombinierten Effekt beteiligt ist.

Zu diesem Zweck wurde eine Bax-defiziente Zelllinie verwendet
(HCT116 Bax"), deren Ansprechen auf die Kombinationsbehandlung mit dem
Wildtyp HCT116 Bax™* (wt) mit intakter Bax-Expression verglichen wurde (93).

Da die Bcl-2 homologen Proteine Bax und Bak in verschiedenen Zelllinien eine

ahnliche/redundante Wirkung besitzen kdnnen (23, 89), untersuchten wir zuerst
die Bax- und Bak-Expression in beiden HCT116 Zelllinien mittels Western-Blot

(Abbildung 22). Wie erwartet war Bax in HCT116 Bax”" Zellen nicht, Bak

jedoch in beiden Zellsystemen in ausreichendem Mal3e exprimiert.

Die Apoptose-Induktion lag in beiden Zelllinien mit bis zu 10 Gy und bis zu

100 nM C225 jeweils unter 10 %, was flr eine Resistenz gegenuber
Bestrahlung und EGFR-Blockade sprach. Im Gegensatz zu HCT116 Bax wt
Zellen konnten Mapatumumab und Lexatumumab beim Bax-defizienten Partner

nur Apoptoseraten unter 10 % induzieren, was fur eine Bax-Abhangigkeit und

61



Ergebnisse

Bak-Unabhangigkeit der durch TRAIL in HCT116 Bax™ Zellen getriggerten
Apoptose sprach.

Die Auswertung der Dreifachkombinationen zeigte einen Abfall der Effektivitat
von 78 % bei HCT116 Bax wt auf 24 % in HCT116 Bax” Zellen nach
Mapatumumab-basierter Dreifachkombination bzw. von 71 % auf 23 % nach
Lexatumumab-basierter Kombination, was einen deutlichen Hinweis auf die
Bax-Abhéangigkeit der kombinierten Wirkung gibt, was wiederum auf die Bax-

Abhéangigkeit der Einzeltherapien zuriickzufihren ist.
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Abbildung 22: Bax-Abhangigkeit der kombinierten Wirkung. Die Apoptoseraten wurden nach
Behandlung von A: HCT116 Bax wt und B: HCT116 Bax™ Zellen bestimmt. Im oberen Teil der
Abbildung sind Bax- und Bak-Status beider Zelllinien gezeigt. In der ersten Zeile werden die
Einzelwirkungen in beiden Zelllinien dargestellt, in der zweiten und dritten Zeile sind die
verschiedenen Niveaus der Wirkung nach Zwei- und Dreifachkombination dargestellt.
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4.7. PI3K-Abhangigkeit

In den folgenden Experimenten wurde versucht, weitere potentiell an der
Signaltransduktion beteiligte Pfade zu definieren. Da die PI3-Kinase ein
Schlussel-Target downstream des EGF-Rezeptors ist, testeten wir, inwiefern
der PI13-Kinase Inhibitor LY294002 die Effekte von C225 nachahmen konnte.
Wie erwartet, fielen in allen getesteten Zelllinien (Colo 205, FaDu,

HCT116 Bax wt) nach Wegnahme von C225 aus der Dreifachkombination die
Apoptose-Level ab, welche nach Zugabe von LY294002 wieder erreicht
wurden; dies ist exemplarisch fir FaDu Zellen in Abbildung 23 dargestellt.

50 1 T 1T 1 50 T
p=0.004 p=0.01 p=0.007 p=0.08

40 40

30 4 30

20 20
N . i
: ]

5 Gy + 0.1 ug/ml 5 Gy + 0.1 pg'ml 5 Gy +0.1 yg/ml
mapa + 10 nM C225 mapa mapa + 50 pM LY

apoptosis [%]
apoptosis [%]

5Gy+0.1pg/mllexa 5Gy+0.1pg/mllexa 5 Gy +0.1 pg/ml lexa
+1nMC225 +50uMLY

Abbildung 23: Einfluss des PI3K/Akt Signalweges auf die Effektivitat der Dreifachtherapie
bestehend aus C225, TRAIL-R-Stimulation und Bestrahlung bei FaDu Zellen. A: Kombinationen
mit Mapatumumab, B: Kombinationen mit Lexatumumab. Die Abkurzung LY steht fur den PI3-
Kinase Inhibitor LY294002. Ein ungepaarter t-Test wurde zur statistischen Testung verwendet,
p < 0,05 bezeichnet einen signifikanten Unterschied.

Zusatzlich wurde neben dieser indirekten Methode in FaDu Zellen der
Phosphorylierungsstatus fur Akt/PKB bestimmt, welches ein Haupt-Target der
P13-Kinase darstellt und fiir die Vermittlung der nachgeschalteten Effekte
verantwortlich ist. Die Kombination von C225 mit Bestrahlung und Mapa-
/Lexatumumab beeinflusste die Akt/PKB-Expression nicht generell, aber
verminderte die Phosphorylierung an der Position ,Serin473%, die vergleichbar
waren mit Leveln nach analoger Dreifachbehandlung unter Verwendung von
LY294002 (Abbildung 24). Dies unterstitzt die Hypothese, dass die

63



Ergebnisse

verwendete Dreifachkombination einen inhibitorischen Einfluss auf den

Signalweg der PI3-Kinase besitzt.
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Abbildung 24: Western-Blot nach PI3K Inhibition. Linke Seite: Experimente wurden mit
Mapatumumab durchgefiihrt, rechts mit Lexatumumab; erste Zeile (die Lysate in allen Zeilen
von links nach rechts): Zellen nach EGF-Stimulation, unbehandelte Kontrolle,
Dreifachkombination (5 Gy, 0,1 ug/ml Mapatumumab, 10 nM C225), Zweifachkombination (5 Gy
+ 0,1 ug/ml Mapatumumab), Dreifachkombination bestehend aus 5 Gy, 0,1 ug/ml
Mapatumumab und 50 uM LY294002 (LY). Zweite Zeile: Ladekontrolle mit R-Actin. Dritte Zeile:
Dieselben Lysate mit Akt-Antikbrper gefarbt. Rechte Seite: Analoge Darstellung mit
Lexatumumab (1 ug/ml) anstelle von Mapatumumab.

4.8. Klonogenes Uberleben

Um kombinierte Effekte von TRAIL-R Antikdrpern, Bestrahlung und EGFR-
Blockade zu untersuchen, zogen wir einen klinisch relevanten Endpunkt in

Erwagung und fuhrten Langzeit-Koloniebildungs-Assays durch.

Passende Dreifachkombinationen wurden basierend auf den Isobologramm-
Analysen aus den Apoptose-Messungen gewahlt. Dabei konnten jedoch nur
drei der vier untersuchten Zelllinien getestet werden, da Colo 205 Zellen keine

stabilen und zusammenhangenden Kolonien bilden.
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Die Ergebnisse der Experimente sind in Abbildung 25 gezeigt. Die
Uberlebenskurven wurden mittels einer Multivarianzanalyse verglichen, um zu
bestimmen, inwiefern eine Interaktion (Synergie) zwischen Bestrahlung und den
beiden Antikorpern stattfand (die dazugehorigen p-Werte finden sich in Tabelle
8). Ein positives Ergebnis besagt, dass die arithmetische Addition der
beobachteten Effekte (Bestrahlung oder Antikdrperkombination jeweils alleine)
weniger stark ausgepragt ist verglichen mit dem gemessenen Effekt der
Dreifachkombination.

Bei FaDu Zellen ergab sich beispielsweise kein Hinweis auf eine Interaktion
(p=0.5715) fUr die kombinierte Behandlung mit Bestrahlung, 0,01 ug/mi
Mapatumumab und 1 nM C225. Jedoch war die Abhé&ngigkeit von
Behandlungsart (den zwei Antikérpern) und der Bestrahlungsdosis hoch
signifikant. Post-Tests wurden durchgefihrt, um die Ergebnisse fir
verschiedene Bestrahlungsdosen zu vergleichen. Dies ergab einen
signifikanten Unterschied zwischen der Dreifachkombination, die 8 Gy
beinhaltete, und 8 Gy, wenn diese Dosis alleine verwendet wurde (p < 0.05).

Zum anderen ergab sich bei FaDu Zellen auch fir die kombinierte Behandlung
Bestrahlung, 0,1 ug/ml Lexatumumab und 1 nM C225 kein Hinweis fur eine
Interaktion. Jedoch war auch in diesem Fall die Abhangigkeit von
Behandlungsmodalitat oder Bestrahlungsdosis hoch signifikant, die Post-Tests
lieferten wieder einen signifikanten Unterschied bei 8 Gy. Man kann also
schlie3en, dass der Effekt der Dreifachkombination in beiden Fallen additiv war
(Abbildung 25, FaDu).

Im Gegensatz dazu wurde eine statistisch signifikante Interaktion fiur HCT116
Bax wt Zellen beobachtet (Bestrahlung, 0,01 pg/ml Mapatumumab und 10 nM
C225 oder 0,01 pg/ml Lexatumumab und 10 nM C225), was sich sogar fur
HCT116 Bax™ Zellen bestatigte (Bestrahlung, 0,1 ug/ml Lexatumumab und 10
nM C225). Andererseits gab es in der gleichen Zelllinie keinen Hinweis auf eine
Interaktion fur die kombinierte Behandlung mit Mapatumumab (Bestrahlung, 0,1
pg/ml Mapatumumab und 10 nM C225)
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Abbildung 25: Klonogenes Uberleben nach Bestrahlung alleine im Vergleich zur
Dreifachkombination. Nacheinander sind die Resultate fur FaDu, HCT116 Bax wt und HCT116
Bax™ Zellen gezeigt. Diese wurden entweder mit 2, 4, 6 oder 8 Gy bestrahlt oder mit einer
Dreifachkombination behandelt, die auRerdem Mapa-/Lexatumumab und C225 enthielt, wie
unten angegeben. Die Daten stammen aus drei unabhéngig voneinander durchgefiihrten
Experimenten. Zwei Sternchen (**) wurden fiir ein ,sehr signifikantes" Ergebnis verwendet (p <
0,01) und ein Sternchen fur ein signifikantes Ergebnis (p < 0,05). FaDu Zellen, linke Seite:
Bestrahlung, 0,01 ug/ml Mapatumumab, 1 nM C225, rechte Seite: Bestrahlung, 0,1 ug/ml
Lexatumumab und 1 nM C225, HCT116 Bax wt Zellen, linke Seite: Bestrahlung, 0,01 ug/ml
Mapatumumab und 10 nM C225, rechte Seite: Bestrahlung, 0,01 ug/ml Lexatumumab und

10 nM C225, HCT116 Bax™, linke Seite: Bestrahlung, 0,1 ug/ml Mapatumumab und 10 nM
C225, rechte Seite: Bestrahlung, 0,1 ug/ml Lexatumumab und 10 nM C225.
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Um die Signifikanzniveaus besser vergleichen zu kdnnen, sind in Tabelle 8 die

verschiedenen p-Werte eingetragen.

Tabelle 8: Dargestellt ist der Vergleich der klonogenen Assays fiir alle drei Zelllinien als Zwei-
Weg-Varianzanalyse (verglichen wurden Dreifachkombinationstherapien vs. Bestrahlung
alleine). ,ns“ bezeichnet einen nicht-signifikanten Effekt mit p > 0,05. (X+C225) steht fiir die
Antikérper-Kombination und der entsprechende p-Wert gibt an, ob die zuséatzliche Verwendung
dieser Antikorper die Abtétung klonogener Zellen signifikant verbessert. RT*(X+C225)
bezeichnet die Interaktion zwischen Radiotherapie und der Antikérper-Kombination, wobei ein
signifikantes Ergebnis eine Voraussetzung fur einen synergistischen Effekt ist. Der Quotient
SFripe/SFrT bei 8 Gy gibt die Richtung und Stérke der Dreifachtherapie im Vergleich zur
alleinigen Bestrahlung an.

RT vs Tripel FaDu HCT116 Bax wt HCT116 Bax”
RT+X+C225 X=mapa X=lexa X=mapa X=lexa X=mapa X=lexa
ns ns ns
RT*(X+C225) p=0,0449 p=0,0291 p=0,0240
(p=0,5715) (p=0,4123) (p=0,2694)

(X+C225) p=0,0004 p=0,0001 p=0,0009 p=0,0027 p=0,0107 p=0,0153

RT Dosis p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001

8 Gy vs
i p<0,05 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,05 p<0,01
Tripel
SI:TripeI/SFRT
0,33 0,31 0,45 0,49 0,25 0,23

(8 Gy)

4.9. Kombinationsversuche mit Cisplatin

Aufgrund der grof3en Bedeutung des klassischen Zytostatikums Cisplatin bei
der Therapie kolorektaler Karzinome und anderer Tumorentitédten und den
Erfolgen der neuartigen TRAIL-Antikdrpern in Kombination mit Bestrahlung
stellte sich die Frage, ob eine solche Dreifachkombination ebenfalls einen
relevanten Therapieansatz darstellen wirde. Insbesondere im Hinblick auf
klinische Studien, in denen auch Platinderivate eine Rolle spielen werden, ist

dieses praklinische Wissen von grol3er Bedeutung.
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Zuerst wurden Dosis-Wirkungs-Beziehungen fur Cisplatin abgeleitet, welche in
Abbildung 26 beispielhaft fir FaDu Zellen dargestellt ist (getestete
Konzentrationen: 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5; 10 uM)

Dosis-Wirkung CisPt bei FaDu (36 h)

100

S
s
.
o
a
<
O h T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Cisplatin [uM]

Abbildung 26: Dosis-Wirkungs-Beziehung fur FaDu Zellen nach Cisplatin-Gabe.

In Ubereinstimmung mit friiheren Studien wird durch TRAIL schneller Apoptose
induziert als durch Cisplatin, weshalb in den Versuchen Cisplatin 12 h vor
Bestrahlung und simultaner TRAIL-Gabe verabreicht wurde. Dabei konnte auf
Vorerfahrungen aus Versuchen mit Bestrahlung und TRAIL-Antikorpern

zuruckgegriffen werden.

In FaDu Zellen wurden maximale Apoptoseraten von 83 % erreicht (10 uM

Cisplatin), Colo 205 Zellen waren weniger sensitiv mit 38 %.
Nun wurden erneut Zwei- und Dreifachkombinationen miteinander verglichen.

In FaDu Zellen wurden Apoptoseraten bis zu 87 % gemessen nach
kombinierter Behandlung mit 5 Gy, 5 uM Cisplatin und 0,1 pg/ml
Mapatumumab, wobei die Einzelbehandlungen nacheinander nur jeweils 8 %,
70 % oder 8 % lieferten. Durch den Austausch von Mapa- gegen Lexatumumab
stieg die Apoptoserate sogar auf 92 % an, die Apoptoseraten der
Einzelbehandlungen lagen bei 10 %, 70 % oder 8 % (Abbildung 27, FaDu).
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In Colo 205 konnte ebenfalls eine deutliche Steigerung der Apoptoseraten nach
Dreifachkombinationstherapie erreicht werden (Abbildung 27, Colo 205).

4.9.1. Bax-Abhangigkeit

Die Apoptose-Induktion nach Gabe von 10 uyM Cisplatin war in beiden HCT116
Zelllinien unter 20 %, sodass entweder von einer Bax-Unabhangigkeit des
Cisplatin-induzierten Zelltods oder einer intrinsischen Cisplatin-Resistenz

ausgegangen werden musste.

Die Auswertung der Dreifach-Experimente mit HCT116 Zellen ergab eine
Abnahme der Apoptoserate von 59 % (Wildtyp) auf 11 % in HCT116 Bax™
Zellen (Mapatumumab-basiert) oder von 78 % auf 11 % (Lexatumumab-
basiert), siehe dazu Abbildung 27.
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Abbildung 27: Apoptose-Induktion nach Einzelbehandlung, Zweifach- oder
Dreifachkombination. Linke Seite: Apoptoseraten in verschiedenen Zellsystemen, die mit
Bestrahlung, Mapatumumab (mapa) und/oder Cisplatin (cisPt) behandelt wurden. FaDu Zellen
wurden mit 5 Gy, 0,1 ug/ml Mapatumumab und 5 uM Cisplatin behandelt, Colo 205 Zellen mit 5
Gy, 0,001 ug/ml Mapatumumab und 2,5 uM Cisplatin. HCT116 Bax wt Zellen wurden mit 5 Gy,
0,01 ug/ml Mapatumumab und 7,5 uM Cisplatin behandelt und HCT116 Bax” Zellen mit 5 Gy, 1
ug/ml Mapatumumab und 7,5 uM Cisplatin. Rechte Seite: Apoptoseraten in Zellen, die mit
Lexatumumab-basierten Zwei- oder Dreifachkombinationen behandelt wurden (lexa): FaDu
Zellen wurden mit 5 Gy, 0,1 ug/ml Lexatumumab und 5 uM Cisplatin behandelt, Colo 205 Zellen
mit 5 Gy, 0,01 ug/ml Lexatumumab und 1 uM Cisplatin. HCT116 Bax wt Zellen wurden mit 5
Gy, 1 ug/ml Lexatumumab und 2,5 uM Cisplatin behandelt und verglichen mit HCT116 Bax"
Zellen (auch 5 Gy, 1 ug/ml Lexatumumab und 2,5 uM Cisplatin).
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4.9.2. 3D-Isobologramm-Analyse

In Abbildung 28 sind synergistische Effekte in drei Zelllinien dargestellt
(Konzentrationen und Dosen beziehen sich auf Abbildung 27). Die besten
Resultate wurden in FaDu und Colo 205 Zellen erzielt, da fir beide Zelllinien
signifikant synergistische Effekte fir beide Antikdrper gefunden wurden
(Abbildung 28, FaDu & Colo 205).

Fur die beiden HCT116 Zelllinien zeichnete sich ein komplizierteres Antwort-
Muster ab. Bei Verwendung von Mapatumumab fiihrte die Dreifachkombination
zu stark additiven Effekten, das Additivitatslevel war fiir HCT116 Bax” Zellen
jedoch wesentlich niedriger. Im Gegensatz dazu war eine Dreifachkombination
mit Lexatumumab signifikant synergistisch fur HCT116 Bax wt Zellen, aber
dieser Synergismus ging in der Bax-defizienten Zelllinie verloren (Abbildung
28, HCT116 Bax wt & Bax™).
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Abbildung 28: 3D-Isobologramm-Analyse der Apoptose-Induktion nach Dreifachtherapie. Ein
synergistischer Effekt liegt vor, wenn der Punkt zwischen der eingezeichneten Flache und den
Koordinatenebenen des ersten Oktanten liegt . Die verwendeten Kombinationen sind die
gleichen wie in Abbildung 27. Linke Seite (Kombinationen, die Mapatumumab enthalten):
signifikant synergistische Effekte in FaDu und Colo 205 Zellen, aber kein signifikanter
Synergismus in HCT116 Bax wt Zellen, kein synergistischer Effekt in HCT116 Bax™ Zellen;
rechte Seite (Lexatumumab): wieder signifikant synergistische Effekte in FaDu und Colo 205
Zelle/n, dieses Mal auch in HCT116 Bax wt Zellen, kein signifikanter Synergismus fur HCT116
Bax™
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In Tabelle 9 finden sich die restlichen untersuchten Dreifachkombinationen.

Tabelle 9: Ubersicht tiber die getesteten Dreifachkombinationen fiir die vier betrachteten
Zelllinien; es wurde die bereits bekannte Klammerschreibweise verwendet, in der der erste Wert
fur die TRAIL-Antikdrper-Konzentration steht, der zweite Wert fur die Cisplatin-Konzentration
und der dritte Wert die Bestrahlungsdosis wiedergibt. Angegeben ist zudem der
Interaktionsgrad der Dreifachkombination.

Zelllinie | Therapie Qualitat Zelllinie Therapie Qualitat
FaDu 21115) syn.* Colo 205 (0,01)1]5) syn.
Mapa | (0,1]2,5|5) syn.* Mapa (0,001]2,5|5) syn.*

(0,115]5) syn.* (0,001)5]5) syn.
Lexa (2]1115) syn.* Lexa (0,01)1]5) syn.*
(0,1]2,5]5) syn.* (0,001)2,5|5) syn.*
(0,115]5) syn.* (0,001)5]5) syn.*

Zelllinie | Therapie Qualitat Zelllinie Therapie Qualitat

HCT wt | (0,1]2,5|5) syn. HCT k.o. (1]2,5|5) add.
Mapa | (0,01|5|5) add. Mapa (2]5]5) syn.

(0,017,5]5) syn. (1]7,5|5) add.

Lexa (1]2,5|5) syn.* Lexa (1]2,5|5) syn.
(115]5) syn.* (115]5) syn.

(1]7,5|5) syn.* (1]7,5|5) syn.
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5. Diskussion

Ziel der Arbeit war es, zu uberprufen, inwiefern trimodale Therapien bestehend
aus entweder Bestrahlung, TRAIL-Rezeptorstimulation und EGFR-Blockade
oder Bestrahlung, TRAIL und Cisplatin einen erfolgreichen Therapieansatz fur

solide Tumoren darstellen wirden.

5.1. Effektivitat der Dreifachtherapie

5.1.1. Endpunkt Apoptose

Unsere Ergebnisse zeigen erstmals, dass die molekular doppelt zielgerichtete
Therapieform mit TRAIL-Stimulation und EGFR-Blockade in Verbindung mit
Bestrahlung sowie die einfach zielgerichtete Therapie (TRAIL) kombiniert mit
einer klassischen Cisplatin-basierten Radiochemotherapie hoch-effektiv Zelltod

in mehreren Tumorzelllinien auslosen konnte.

Dabei zeigte sich, dass die Dreifachtherapien absolut gesehen effektiver waren
als die entsprechenden Zweifachkombinationen in Bezug auf die Apoptose-
Induktion. Jedoch war der absolute Grad der Apoptose-Induktion je nach

betrachteter Zelllinie sehr unterschiedlich.

Signifikant synergistische Effekte konnten in den betrachteten Zellsystemen fur
fast alle Dreifachtherapien bei unterschiedlichen Konzentrationen beobachtet

werden.

5.1.2. Endpunkt klonogener Zelltod

Die Rolle von Apoptose und Apoptose-Resistenz im Hinblick auf die Eradikation
klonogener Tumorzellen ist weiterhin ein Problem der préklinischen Analyse (6,
14). Jedoch haben frihere Studien gezeigt, dass Konzentrationen/Dosen, die in
Kurzzeit-Assays effektiv Apoptose induzieren konnten, vergleichbar waren mit

jenen, die klonogene Tumorzellen effektiv eradizierten (71).

Zusatzlich zu den Kurzzeitassays testeten wir daher die Wirkung der molekular

doppelt zielgerichteten Dreifachtherapie auf das klonogene Uberleben, wobei
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die entsprechenden Konzentrationsbereiche denjenigen angepasst wurden, die

in den Kurzzeitassays zu synergistischen Effekten gefiihrt hatten.

Als Resultat erhielten wir mindestens additive Effekte im Sinne einer
zweidimensionalen multivariaten Analyse, wobei eine signifikante Verbesserung
vor allem bei hoheren Dosen beobachtet werden konnte. Daraus lasst sich
schlie3en, dass die verwendeten molekular zielgerichteten Agenzien auch
einen radiosensitivierenden Effekt besitzen.

Insgesamt kann man also schlussfolgern, dass sogar bei dem klinisch noch
aussagekraftigeren Endpunkt ,klonogenes Uberleben* ein Erfolg fiir die
vorgestellten Dreifachtherapien erzielt werden konnte, sogar bei negativen
Pradiktionsfaktoren wie Bax-Defizienz erwies sich die Kombinationstherapie als

vielversprechend.

5.1.3. Vorarbeiten zu Kombinationstherapien
Die Ergebnisse zu den Dreifachtherapien fligen sich nahtlos ein in die
Vorarbeiten zu den entsprechenden Zweifachkombinationen.

Ausgangspunkt der Uberlegung fiir eine Kombination von TRAIL mit
Bestrahlung waren die distinkten Signalwege, tber die Apotpose induziert
werden kann. Erste positive Ergebnisse bezlglich Tumor-Eradikation und
Apoptose-Induktion wurden mittels nichtinvasiver diffusionsgewichteter MR
Bildgebung erhalten (19).

Die ersten Versuche unserer Arbeitsgruppe wurden wenig spater an Jurkat-
Lymphom-Zellen durchgefuhrt, wobei sich stark synergistische Effekte in Bcl-2
Uberexprimierenden Zellen zeigten (7). Es zeigte sich weiterhin, dass eine
Apoptose-Resistenz gegentiber Bestrahlung im Allgemeinen nicht einherging
mit einer Apoptose-Resistenz gegenuber TRAIL (5). Die synergistische Wirkung
von TRAIL, simultan zur Bestrahlung verabreicht, wurde in einer ganzen Reihe

von Zellysytemen nachgewiesen (43, 53).

Andererseits fihrte der Umstand, dass viele humane epitheliale Krebsentitaten

den EGF-Rezeptor exprimieren (2), zur Kombination der Strahlentherapie mit
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EGFR-Inhibitoren; in erster Linie erhoffte man sich damit einen verstarkten
Effekt durch eine Hemmung der Repopulierung (46) bzw. eine

Radiosensitivierung (47).

Erste praklinische Arbeiten zur Kombination von C225 mit fraktionierter
Strahlentherapie konnten eine Erklarung der verbesserten lokalen Kontrolle
durch reduzierte Repopulierung und verbesserte Reoxygenierung von FaDu-
Karzinomen liefern (44). In einer aktuellen Veroffentlichung wurde der Nutzen
von C225 in Kombination mit Strahlentherapie in einer klinischen Phase Il
Studie belegt bei Karzinomen des Kopf- und Hals-Bereichs (12); diese
Krebsentitat zeigt sehr haufig eine hohe EGFR-Expression, was mit einer
schlechten Prognose verbunden ist (13).

5.1.4. Ausblick

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es sich um vielversprechende
mafigeschneiderte Therapieansatze handelt, deren weiterer Validierung es
Versuche im Xenograft-Modell bedartf.

5.2. 3D-lsobologramm-Analyse als neues Analyse-Werkzeug

Die exklusiv fur Dreifachkombinationen entwickelte dreidimensionale
Isobologramm-Analyse (61) ist in besonderem Malie geeignet, préklinisch zu
validieren, inwiefern bestimmte Dreifachkombinationen fir die klinische Testung

von Nutzen sein konnen.

Ein Problem bleibt aber bestehen: Die dargestellte Theorie kann nicht
ausschlie3en, dass auch Zweifachkombinationen sehr effektiv sind, und nicht
entscheiden, welche der beteiligten Modalitaten die treibende Kraft des

Synergismus ist.
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5.3. Beteiligte Molekiule

Nachdem die Effektivitat der Kombinationen gezeigt wurde, haben wir in
weiteren Schritten die auf molekularer Ebene beteiligten Komponenten naher
untersucht. Die Anwesenheit von Bax sowie die effektive Hemmung der Akt-
Phosphorylierung wurden als kritische Parameter fur die Erklarung des
beobachteten synergistischen Effekts identifiziert.

5.3.1. Bax
Wir beobachteten eine Bax-Abhéangigkeit der Dreifachtherapie.

Zum einen war dies daran ersichtlich, dass in Bax-defizienten Zellen absolut
gesehen sehr viel niedrigere Apoptoseraten erzielt wurden, zum anderen waren
sehr viel hohere TRAIL-Konzentrationen notwendig, um vergleichbare
klonogene Zelltodraten zu erreichen.

Daraus lasst sich folgern, dass die Anwesenheit von Bax als ,,Conditio sine qua

non“ fur die Wirksamkeit der Dreifachtherapie angesehen werden muss.

Dies kann man insbesondere in Zusammenhang mit den Vorarbeiten von
Huang und Mitarbeitern sehen, die sogar einen Anstieg in der Bax-Expression
nach Behandlung mit Bestrahlung und C225 beobachteten (38). Auch Wendt et
al. beschrieben eine starke Rolle von Bax bei Kombinationstherapien
bestehend aus Bestrahlung und TRAIL (90).

5.3.2. PI3K

Da Akt und seine Ubergeordneten Regulatoren bei einer Vielzahl solider
Tumore und maligner hdmatologischer Erkrankungen dereguliert sind, wird Akt
als eine wichtige Determinante von Malignitdt angesehen sowie als potentielles
Ziel fur neue Krebstherapien (57).

Zusatzlich fuhrte die Dreifachkombination zu einer merklichen Inhibition der
PI3K-abh&ngigen Akt-/PKB-Phosphorylierung, was das molekulare Substrat fur
die quantitativen Ergebnisse zu bilden scheint.
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Die Inhibition des anti-apoptotischen Akt/PKB-Signalweges sollte daher als
weiterer Mechanismus fur die synergistische Apoptose-Induktion angesehen
werden, wodurch der PI3K die Rolle eines ,response marker zukommt.

Des Weiteren wurde in der Vergangenheit gezeigt, dass EGFR-Inhibition fur
TRAIL-induzierte Apoptose Uber den Akt/PKB-Signalweg zu sensibilisieren
scheint (31, 65, 84).

Daher scheint es insbesondere geboten, EGFR-Inhibition in Zelllinien
einzusetzen, die TRAIL-resistent sind, beispielsweise durch konstitutive

Hochregulierung von Akt (65).

5.4. Ausblick und Rationale fir die préklinische Validierung

Abseits von metastatischen Erkrankungen wurden auch fir primére Konzepte
bei Kopf-Hals-Tumoren (12, 67) durch Kombinationen molekular zielgerichteter
Medikamente mit klassischer Radiochemotherapie Erfolge erzielt, obwohl
bisher gute Studiendesigns fehlen, die diese neue Art der Therapie mit der

klassischen Radiochemotherapie vergleichen.

Neuerdings wird auch C225 auch in einer multimodalen neoadjuvanten
Therapie des Rektum-Karzinoms eingesetzt. Dabei werden u. a. Capecitabin/5-
FU, Irinotecan und C225 mit pelviner Radiotherapie bei lokal fortgeschrittenen

Karzinomen verwendet (37).

Mittlerweile scheint somit die klinische Praxis die praklinische Forschung zu
Uberholen, da zu vielen derzeit in Phase II/lll Studien getesteten Kombinationen
keine vollstandigen praklinischen Daten vorliegen, was beispielsweise an der
Dreifachtherapie Cisplatin, C225 und Bestrahlung deutlich wird (67).

Daher scheint es dringend geboten, diese Daten im Vorfeld bereitzustellen, um
das korrekte Fundament fur weitere klinische Anwendungen zu liefern und die

zugrundeliegenden Mechanismen zu eruieren.
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6. Zusammenfassung

Die Wirkung einer Kombination von singularen molekular zielgerichteten
Substanzen mit ionisierender Strahlung kann durch Behandlungsresistenzen
limitiert sein. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit gepruft, ob eine molekular
zielgerichtete Dreifachkombination, bestehend aus einem agonistischen
Antikorper gegen entweder TRAIL-R1 (Mapatumumab) oder TRAIL-R2
(Lexatumumab) sowie einem Antikorper (Cetuximab) gegen den ,Epidermal
Growth Factor Receptor” (EGFR) zur optimierten Tumorzellabtotung in vitro
beitragen kann. Da Behandlungsstrategien bestehend aus Bestrahlung und
Cisplatin bereits etabliert sind, testeten wir ebenfalls Dreifachtherapien aus

Bestrahlung, Cisplatin und TRAIL-R Antikorpern.

Die Apoptose-Induktion nach Dreifachtherapie wurde in den Zelllinien Colo 205,
HCT116 und FaDu durch Hoechst 33342-Farbung bestimmt. Der
Interaktionsgrad wurde mittels Isobologramm-Analyse ermittelt. Eine Knockout-
Variante der Zelllinie HCT116 wurde verwendet, um die Bax-Abhéngigkeit der
Dreifachtherapie zu untersuchen. Die Rolle des Akt/PKB-Signalweges wurde
mit dem PI3-Kinase Inhibitor LY294002 analysiert. Klonogene Assays wurden
durchgefiihrt, um den Effekt auf das klonogene Uberleben der Tumorzellen zu

untersuchen.

Ein synergistischer Effekt von Bestrahlung, Cetuximab und agonistischen
TRAIL-R Antikdrpern liel3 sich in Adeno- und
Plattenepithelkarzinomzellsystemen nachweisen. Die Effektivitat dieses
multimodalen Ansatzes war abhangig von Bax und der Inhibierung von
Akt/PKB. Parallel mit einer erhéhten Apoptoserate fand sich eine optimierte
Eradikation klonogener Tumorzellen. Des Weiteren war es moglich, mittels der
Dreifachtherapie aus Bestrahlung, Cisplatin und TRAIL-R-Antikdrpern eine
verstarkte Zelltod-Induktion zu erreichen.

Unsere Daten deuten darauf hin, dass molekular zielgerichtete multimodale
Therapieansatze neue Perspektiven in der Radioonkologie eréffnen konnten.
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Die Ergebnisse legen aufRerdem die Grundlage fur eine weitere

tierexperimentelle Uberpriifung.
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Abkurzungen

8. Abkulrzungen

8.1. Einheiten

°C Grad Celsius

g Gramm

Gy Gray

kD Kilodalton

min Minuten

MV Megavolt

U Einheiten (Units)
Vv Volt

8.2. Weitere Abklrzungen

ADP Adenosindiphosphat

AIF Apoptosis Inducing Factor

AK Antikorper

APAF-1 Apoptotic Protease Activating Factor 1
APS Ammoniumpersulfat

ATCC American Type Culture Collection

ATP Adenosintriphosphat

Bad Bcl-x /Bcl-2-associated Death Promoter
Bak Bcl-2 Antagonist/Killer
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Abkurzungen

Bax
Bcl-2
Bcl-x.
Bcl-xs
BH1-4
Bid
BisAA
BSA
CAD
CARD
CD95L, bzw. FasL
ced
dATP
DcR1 bzw. DcR2
DD
DED
DISC
DMSO
DNA
DR
DTT
EDTA
EGFR
EGL-1

ER

Bcl-2-associated X Protein

B-cell Lymphoma Gene 2

Lange Splicevariante des Bcl-x-Gens
Kurze Splicevariante des Bcl-x-Gens
Bcl-2 Homology Domaine 1-4

BH-3 Interacting Domaine Death Agonist
Bisacrylamid

Rinderserumalbumin

Caspase Activated DNase

Caspase Recruitment Domaine
CD95 Ligand, bzw. Fas Ligand
Caenorhabditis elegans death gene
Deoxy-Adenosintriphosphat

Decoy Receptor 1 bzw. 2

Death Domain

Death Effector Domain

Death Inducing Signaling Complex
Dimethysulfoxid
Desoxiribonukleinsaure

Death Receptor (z.B. DR3, DR4, DR5, DR6)
1,4-Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure
epidermal growth factor receptor
Egg-laying Defective Gene 1

Endoplasmatisches Retikulum
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Abkurzungen

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting

FADD Fas-associated Protein with Death Domain
FCS Fotales Kalberserum (Fetal Calf Serum)
FSC Forward Scatter

FLICE FADD like ICE

FLIP FLICE-inhibitory Protein (auch I-FLICE oder

FLAME-1 genannt)

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonséure
IAP Inhibitor of Apoptosis Protein

ICAD Inhibitor of CAD (auch DFF45 genannt)
ICE Interleukin-1b-converting Enzyme
NK-Zellen natirliche Killerzellen

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PARP Poly-(ADP-ribose)-Polymerase

PBS Phosphat Buffered Saline

PI Propidiumiodid

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PKB Proteinkinase B

PT-Pore Permeability Transition Pore

Puma p53 Upregulated Modulator of Apoptosis
RNA Ribonukleinsaure

ROS Reactive Oxygen Species

SDS Natriumdodecylsulfat/Laurylsulfat

SF Surviving Fraction (Uberlebensfraktion)
SSC Sideward Scatter
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Abkurzungen

TBS

TEMED

TNF

TRADD

TRAIL

Tris

Tris Buffered Saline
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
Tumornekrosefaktor

TNF Receptor-associated Protein with Death Domain
TNFa-related Apoptosis Inducing Ligand

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
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