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    SUMMARY 

 

 

Lung cancer is the leading cause of cancer‐related deaths worldwide with 50,000 new cases 

per year in Germany and 220,000 in the USA. Non‐small cell lung cancer (NSCLC) is the most 

prevalent  variant, with  the majority  of  cases  classifying  as  the  adenocarcinoma  subtype. 

Advances in molecular diagnostics have revealed driving mutations in some tyrosine kinase 

receptors  (TKRs),  such  as  the  EGF  receptor  (EGFR).  Other  TKRs  like  the  IGF‐I  receptor  

(IGF‐1R) have been  implied  in NSCLC  carcinogenesis. Consequently,  treatment  strategies 

have evolved to  include  inhibitors against these TRKs (tyrosine kinase  inhibitors, TKIs), but 

only with temporal benefit for the patient. Evidence pointing towards an  important role of 

IGF‐1 signaling  in  the evasion of  inhibition of EGFR  lead  to double  inhibition of EGFR and 

IGF‐1R being tested  in the clinics. Phase  I and  II trials were promising, but a phase  III study 

failed to demonstrate benefit for the primary end point of progression‐free survival after 12 

weeks.  

My project used a systems biology approach to investigate the role of the dynamic crosstalk 

between the signaling from EGFR and IGF‐1R on NSCLC cells to better define the effects of 

pathway  interaction  and  find  causes  for  the  failure  of  clinical  combination  treatment. To 

generate meaningful  quantitative  data  for  the  phenotypical modeling  of  cell  behavior,  I 

established  partly  novel  evaluation  algorithms  for  2D migration  (in  cooperation with  the 

group of Dr. F. Matthäus) and 3D invasion (in cooperation with the group of Dr. D. Drasdo). 

In cooperation with the group of Prof. T. Höfer  I could successfully establish a  first unified 

ODE model of EGFR and  IGF‐1R  signaling  in NSCLC cells  from quantitative  time  resolved 

pathway activation data. Even  though microarray analysis of EGF  stimulated NSCLC  cells 

revealed  upregulation  of  migration  associated  genes,  phenotypical  assays  showed  that 

NSCLC cell migration was dependent on a more complex signaling environment than double 

stimulation with EGF and IGF‐1. On the other hand, I was able to show rescue of the NSCLC 

migratory  behavior  by  IGF‐1  stimulation  after  EGFR  inhibition  in  a  full medium  setting, 

further  corroborating  the  important  role  of  the  interaction  between  these  two  growth 
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factors for the early spread of NSCLC. The migration data I generated is currently used in the 

development of an agent‐based model of NSCLC migration by the group of Dr. F. Matthäus. 

The  data  presented  here  and  the  associated  computational  evaluation  algorithms  and 

models  will  serve  as  the  basis  for  the  integrated  multiscale  modeling  of  the  complex 

conditions  governing  NSCLC  migration  and  the  relevant  cell  signaling.  Thus  my  work 

constitutes  an  important  contribution  towards  understanding  the  intricate  signaling 

responsible  for  the  early  spread  of NSCLC  and  resistance  against  inhibition  of  particular 

TRKs.



    ZUSAMMENFASSUNG 

 

 

Lungenkrebs  ist  verantwortlich  für  die meisten  krebsbedingten  Todesfälle  weltweit, mit 

50.000 neuen Fällen pro Jahr in Deutschland und 220.000 in den USA. Das nicht‐kleinzellige 

Lungenkarzinom  (non‐small  cell  lung  cancer,  NSCLC)  ist  die  am  weitesten  verbreitete 

Variante, wobei die Mehrzahl aller Fälle als Adenokarzinom klassifiziert wird. Fortschritte in 

molekularer  Diagnostik  führten  zur  Entdeckung  von  Driving‐Mutationen  in  Rezeptor‐

Tyrosinkinasen  (RTKs) wie dem EGF Rezeptor  (EGFR) während  andere RTKs wie der  IGF‐1 

Rezeptor  (IGF‐1R) mit der NSCLC Karzinogenese  in Verbindung gebracht wurden. Folglich 

entwickelten  sich Behandlungsstrategien, die  Inhibitoren gegen diese RTKs  (Tyrosinkinase 

Inhibitoren,  TKIs)  beinhalten,  aber  nur  vorrübergehende  Verbesserungen  für  Patienten 

bewirken. Aufgrund von Untersuchungen deren Ergebnisse auf eine prominente Rolle des 

IGF‐1  Signalweges  beim  Umgehen  der  EGFR  Inhibierung  hinweisen,  wurden 

Doppelinhibierungen von EGFR und IGF‐1R  in klinischen Studien getestet. Die Phase I‐ und 

II‐  Studien  lieferten  erfolgsversprechende  Ergebnisse,  aber  eine  Phase  III‐Studie  konnte 

keine  Verbesserung  für  progressionsfreies  Überleben  nach  12  Wochen  als  primärem 

Endpunkt erreichen.  

In  meinem  Projekt  verfolgte  ich  einen  system‐biologischen  Ansatz,  um  die  Rolle  der 

dynamischen  Netzwerke  zwischen  den  EGFR  und  IGF‐1R  Signalwegen  im  NSCLC  zu 

untersuchen. Ziel war es, die Effekte diese Interaktionen besser zu verstehen, um Gründe für 

den  Misserfolg  der  Kombinationsbehandlung  in  der  Klinik  zu  finden.  Um  brauchbare 

quantitative Daten  für  die Modellierung  von  phänotypischem  Zellverhalten  zu  gewinnen, 

etablierte ich zum Teil neue Evaluierungsalgorithmen für 2D‐Migration (in Zusammenarbeit 

mit der Gruppe von Dr. F. Matthäus) und 3D‐Invasion  (in Kooperation mit der Gruppe von  

Dr. D. Drasdo). Aus quantitativen,  zeitaufgelösten Proteinaktivierungsdaten konnte  ich  in 

Zusammenarbeit mit der Gruppe von Prof. T. Höfer ein erstes ODE‐Modell etablieren, dass 

die Signaltransduktion über EGFR und  IGF‐1R gemeinsam beschreibt. Obwohl Microarray‐

Analysen von NSCLC Zellen ergaben, dass migrationsassoziierte Gene nach EGF Stimulation 



    ZUSAMMENFASSUNG 

 

 

induziert  wurden,  zeigten  phänotypische  Versuche  dass  die  NSCLC  Zellmigration  von 

komplexeren  Signalvorgängen  als  der  einfachen  Stimulation  mit  EGF  und/oder  IGF‐1 

abhängt.  Andererseits  konnte  ich  zeigen,  dass  Stimulation mit  IGF‐1  die  Reduktion  der 

Migration  von NSCLC  Zellen  nach  EGFR  Inhibierung  teilweise  aufheben  kann, wenn  den 

Zellen  Vollmedium  zur  Verfügung  steht.  Dies  unterstreicht  die  wichtige  Rolle,  die  die 

Interaktion zwischen diesen beiden Wachstumsfaktoren  in Bezug auf Streuung von NSCLC 

Zellen  spielt. Die Migrationsdaten,  die  ich  hier  erhob, werden  zurzeit  in  der Gruppe  von  

Dr. F. Matthäus bei der Entwicklung eines agenten‐basierten Modells der NSCLC Migration 

verwendet.  

Die  hier  präsentierten  Daten  und  die  assoziierten  computergestützten 

Evaluationsalgorithmen  und  Modelle  werden  als  Grundlage  für  integrierte 

Multiskalenmodelle  für  die  komplexen  Zusammenhänge  der  NSCLC  Migration  und  der 

relevante Signaltransduktion dienen. Somit stellt meine Arbeit einen wichtigen Beitrag zum 

Verständnis der vielschichtigen Signalweiterleitungsvorgänge dar, die für das frühe Streuen 

und die Resistenz gegen die Inhibierung einzelner RTKs verantwortlich sind. 
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COMMON ABBREVIATIONS 

ADC        Adenocarcinoma 

AKT        v‐akt murine thymoma viral oncogene 

ALK        Anaplastic lymphoma kinase 

AREG        Amphiregulin 

ATCC        America Type Culture Collection 

ATP        Adnosine triphosphate 

B2M        Beta‐2 microglobulin 

bp        Base pair 

Braf        v‐Raf murine sarcoma viral oncogene homologue B1 

cDNA        Complementary DNA 

CREB        cAMP response element binding protein 

DMEM        Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

ECM        Extracellular matrix 

EGF        Epidermal growth factor 

EGFR        Epidermal growth factor receptor 

EMT        Epithelial mesenchymal transition 

ERK        Extracellular‐signal‐regulated kinases 

FACS        Fluorescence‐activated cell sorting 

FAK        Focal adhesion kinase 

FCS        Fetal calf serum 

GO        Gene ontology 

HB‐EGF      Heparin‐binding EGF 

HCC        Hepatocellular carcinoma 

HNSCC       Head and neck squamous carcinoma 

IGF‐1        Insulin‐like growth Factor‑1 

IGF‐2        Insulin‐like growth Factor‑2 

IGF‑1R        Insulin‐like growth Factor‑1 Receptor 

IHC        Immunohistochemical staining 
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(e.g. permetrexed  for ADC)  is  linked  to  the histological  type. This  stratification has  led  to 

minor  increases  in median survival  from 8  to 12 months and  longer  in clinical studies  (e.g. 

shown by Sandler  et  al.8). Still,  to date,  traditional  chemotherapy  approaches,  even with 

third  generation  drugs  such  as  paclitaxel,  leave  much  to  be  desired  concerning  overall 

survival (OS) and progression free survival (PFS). 

Discovery of driving mutations  in TKRs has  fostered hope  for new  treatment options  that 

can on the one hand circumvent the adverse side effects of platin‐based chemotherapy, but 

more  importantly  offer  new  and  improved  approaches  to  handle  inoperable  cases. 

Consequently,  treatment  strategies have evolved  to  include  inhibitors against  these TKRs 

(tyrosine kinase inhibitors, TKIs), which in some cases lead to stark increases in OS from few 

months  under  conventional  chemotherapy  to  over  two  years  under  TKI  treatment,  for 

patient groups which carry the relevant mutations (see Figure 3).9 

 

Figure  3:  Kaplan‐Meier  curves  of  PFS  for  standard  chemotherapy  and  Erlotinib  treatment  according  to 
radiographic evidence. From the European EURTAC patient cohort, modified after Rosell et al.

9
 

Nevertheless, virtually all patients suffer from relapse after 3 years or less, which leads to the 

still very  low 5‐year survival rate. A number of mechanisms have been proposed to explain 

this,  the  most  prominent  being  the  acquisition  of  secondary  mutations  that  confer 

resistance  on  the  receptor  level  (e.g.  the  T790M  mutation  in  the  EGFR10),  but  also 

phenotypic transformation like epithelial mesenchymal transition (EMT) or transformation to 

SCLC11  and  others.  Interestingly,  recent  evidence  indicates  that  in  addition  to  direct 

molecular alterations, tumors can evade inhibition of single signaling pathways by exploiting 

the intrinsic redundancy of growth factor signaling.12 
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activation, Raf is responsible for serine/threonine (S/T) phosphorylation of mitogen‐activated 

protein  kinase  kinase‐1  (MEK1).15,17,18  MEK1  phosphorylates  extracellular‐signal  regulated 

kinases (ERK) 1 and 2 at specific threonine (T) and tyrosine (Y) residues.19 Activated ERK1 and 

ERK2 act as S/T kinases and further activate a variety of substrates by phosphorylation.15,17‐19 

ERK1/2  has many  downstream  targets  and  can  regulate  its  own  activation  by  acting  on 

upstream  substrates  in  feedback  loops.20 Consequently, ERK 1/2  is part of many  signaling 

pathways and can cross‐activate others. For example, ERK activated p90Rsk1 can activate 

the cAMP response element binding protein (CREB) transcription factor.21 

To  date,  the  number  of  identified  ERK1/2  targets  lies  in  the  hundreds.  Through  these, 

ERK1/2  is  involved  in processes  like cell cycle progression22 and extracellular matrix  (ECM) 

density23. With regard to migration, especially expression of slug protein, has been shown by 

Chen et al.24 to be regulated by ERK1/2 in breast cancer. Additionally, ERK1/2 is involved in 

cell migration  by  directly  activating  calpains  and  the  focal  adhesion  kinase  (FAK),  among 

others.25 

The PI3K/AKT/mTOR signaling pathway 

The  phosphatidylinositol  3  kinase  (PI3K)  pathway  is  also  a  central  node  in  the  cellular 

signaling network (Figure 5). Upon activation by phosphorylated TKRs, the p110 subunit of 

PI3K  phosphorylates  phosphatidylinositol‐4,5‐bisphosphate  (PIP2)  to  generate  the  active 

second messenger phosphatidylinositol‐3,4,5‐trisphosphate (PIP3), which recruits AKT to the 

plasma membrane, resulting in its phosphorylation and thus its activation. AKT itself is a S/T  

kinase  that  can  translocate  to  the  nucleus26,27  and  regulate  a  very  broad  spectrum  of 

downstream  targets,28,29  thus having an  impact on many  cellular processes. As  such, AKT 

effects  on  proliferation  and  cell  cycle  progression  have  been  shown  to  be  conveyed  by 

regulation of p53 (via murine double minute 2 (MDM2)) or NFκΒ (via inhibitor kappa B protein 

kinase  (Iκ‐K)).30  This  promotes  the  transcription  of  genes  involved  in  anti‐apoptotic  and 

proliferative  responses  such as X‐linked  inhibitor of apoptosis protein  (XIAP),  the apoptosis 

regulating  protein  BCL‐2,  survivin  and  others.31  Additionally,  cell  cycle  progression  and 

survival is directly affected by phosphorylation of GSK3,32 leading to reduced degradation of 

cyclin D1 and the down regulation of the apoptotic effector caspase 9. AKT has also recently 

been shown to be implicated in the regulation of EMT and cell migration.33 

.    
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exhibiting increased EGFR copy number)47,48. The EGFR mutations that are most relevant for 

clinical  application  are  short  in‐frame  deletions  of  the  conserved  LRE  (Leucine‐Arginine‐

Glutamic acid) motif in exon 19 and point mutations resulting in the substitution of L858 in 

exon 21 (Figure 6). To date, more than 20 different exon 19 deletions have been identified in 

lung adenocarcinomas. Cheng et al. and Chung et al. showed that among patients with exon 

19  deletions,  those with  non‐LRE  deletions  had  a  lower  response  to  EGFR‐specific  TKIs 

compared  with  those  harboring  LRE  deletions.49,50  However,  OS  was  not  significantly 

different among mutation position groups. Both these mutations (the LRE deletions and the 

L858 substitutions) are gain‐of‐function mutations, together accounting for over 85% of all 

EGFR mutations in NSCLC (Figure 6).51 They occur more frequently in females, Asians, and in 

non‐smokers52‐54 and, intriguingly, seem to be rather specific for NSCLC, occurring only at a 

very  low  frequency  in  other  tumors  such  as  head  and  neck,  ovarian,  pancreatic,  and 

colorectal  cancers.45  Interestingly,  the mutations  occur  in  the ATP binding  cleft  of EGFR, 

which  is where  first‐generation  EGFR  TKIs  bind,  imparting  sensitivity  to  those  drugs.45,55 

Other  less  commonly  detected  sensitizing  EGFR  mutations  include  the  G719A/C/S  and 

S720F mutations in exon 18, the L861Q/R mutations in exon 21, and the V765A, T783A, and 

S768I mutations in exon 20.45,49,56,57 

 

Figure 6: Frequency of mutations in exons 18–21 of the EGFR gene and the association with responsiveness 
to  EGFR  TKIs.  The  diagram  depicts  the  locations  and  frequencies  of  EGFR  gene mutations  detected  in 
NSCLC patients. The most common EGFR mutations are exon 19 deletions and exon 21 point mutations at 
codon 858, which together account for approximately 80–90% of cases. Modified after Roengvoraphoj.

51
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Erlotinib as second line treatment was terminated in 2010 due to failing to reach the desired 

endpoint.  Furthermore,  a  randomized  phase  II  study  of Erlotinib  alone  or  in  combination 

with  the  IGF‐IR/insulin  receptor  TKI  OSI‐906,  in  patients  with  advanced  EGFR‐mutant 

NSCLC was  terminated  early  after  an  interim  analysis  in March  2013,  showing  that  there 

would be no benefit to the combination.92 

The  reasons  why  these  studies  failed might  lie  in  the  complexity  of  the  TRK  signaling 

network  in general  and  especially  in  the  context of  cancer. With direct  alterations of  the 

involved  molecules,  changes  in  their  expression  and  abundance,  as  well  as  evasion  of 

inhibition by rerouting the signal along alternative pathways, tumors have many molecular 

mechanisms to become resistant to treatment. In addition, not only do the linear activations 

of  signal  transducers  and  their  interplay  factor  into  the  decision‐making  processes  and 

cellular behavior, but also the dynamics of these activations may play an  important role  in 

coding the signal. As such, even promising results in preclinical studies might lead to failures 

in  later stages of development, until we are able to define the signaling networks  involved 

on a more comprehensive scale in both space and time. 

Consequently,  I  aim  to  investigate  the  activation  and  interactions  of  IGF‐1R  and  EGFR 

signaling, concentrating on the dynamic behavior of the pathway players. Special emphasis 

is put on effect of aberrant signaling of IGF‐1R and EGFR on the tumor cell dissemination, as 

the  early  spread  is  one  of  most  important  problems  in  lung  cancer.  To  be  able  to 

comprehensively deal with the large amount of spatio‐temporal data necessary to decipher 

cellular signaling in a reasonable resolution, I employ a systems biology approach.  

1.3 Systems biology 

Systems  biology  aims  to  describe  highly  complex  biological  systems  with mathematical 

concepts  and  computational models.  This  system‐level  approach  to  biology  has  roots  in 

classical  physiology  as  far  back  as Weiner  in  1948  and Bertalanffy  in  1968.93,94 Molecular 

biology began to apply these ideas and approaches with the mapping of the first regulatory 

circuits like the feedback inhibition of amino‐acid biosynthetic pathways in 195795,96 and the 

definition of the lac operon and the elucidation of its regulation.97 With the advent of the “‐

omics”  age  in  biological  research,  the  scale  of  systems‐centered  investigations  became 

much larger. For example, in 2004, Westerhoff and Palsson argued that systems biology of 

that  time  was  synonymous  with  genomics.98  As  other  ‐omics  and  high  throughput 

technologies caught up, the central challenge in systems biology moved towards integrating 

the different  levels of cellular signaling from genomic changes to gene expression, protein 
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activation  and  metabolics.  These  efforts  resulted  in  the  generation  of  comprehensive 

network maps. Although  these static “road maps” are  important,  to  really understand  the 

biology behind  them, we need  to know  the “traffic patterns”  in which  these pathways are 

activated.99  Thus,  the  current  focus  in  the  field  is  the  investigation  of  the  connectivity, 

crosstalk  and  dynamics  of  these  networks.  It  has  become  apparent  that  temporal 

dynamics,100,101  spatial  distribution,102,103  and  cell‐to‐cell  variability104‐106  are  key  systems 

properties that lead to context‐specific cellular responses. 

Cancer  research  is a prime  candidate  for  the  successful application of  systems biology.  It 

provides many  examples  of  entities  that,  after  first  being  thought  of  as  dependent  on  a 

single aberration, display strong  robustness against  targeted  treatment  (thus  representing 

complex systems to  investigate).  In contrast, there are only very few tumor entities whose 

pathology relies on a single molecular defect that can be efficiently managed by single agent 

treatments,  e.g.  a  subset  of  chronic  myeloid  leukemia  cases  that  respond  to  the  TKI 

Imatinib.107 

In  order  to  answer  biological  questions,  two  distinct  branches  of  computational  systems 

biology  have  proven  useful:  (1)  A  top  down  approach,  using  data  mining  in  large 

experimental datasets, to study emerging properties of the system, which would be missed 

using  the  traditional  reductionist approaches.  (2) A bottom up approach using simulation‐

based  analysis  of  computational models  of  smaller  scale  systems.  These models  enable 

efficient generation and first testing of hypotheses, saving time and resources in elaborate in 

vitro and in vivo studies.108,109 

Generation of ODE models 

Key  in  the  generation  of  useful  mathematical  models  is  choosing  the  right  modeling 

approach  for  the  observed  level  of  complexity.  If  quantitative  data  is  available  and  the 

system in focus is a relatively limited part of a signaling network, more detailed modeling of 

the chemical reactions involved becomes feasible. One of the established approaches to this 

more detailed modeling  is  the description of chemical  reaction networks  through ordinary 

differential equations (ODEs). Hereby, the rates of the reaction (i.e. association, dissociation, 

production  and degradation  of  the  individual molecular  species)  are  represented  through 

mass  action  kinetics110  or  the Michaelis‐Menten  approximations.111 One  big  advantage  of 

ODE models  is  the  integration  of  quantitative  and  time‐resolved  data,  thus  allowing  for 

interpretation and analysis of complex dynamic behavior on a molecular level. This can lead 

to  nonintuitive  insights  into  the  observed  biological  systems,  as  for  example  shown  by 
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2 Objectives 

The  evasion  of  TRK  inhibition  via  rerouting  of  pro‐tumorigenic  signals  along  parallel 

signaling pathways is one of the central mechanisms in therapy resistance in NSCLC. While 

initially  promising,  clinical  studies  investigating  combinatorial  inhibition  approaches 

targeting EGFR and IGF‐1R ultimately failed to show benefit in patients, indicating the need 

for a better understanding of the molecular mechanisms and dynamics of these interactions. 

The  aim  of my  project  is  to  investigate  the  role  of  the  dynamic  crosstalk  between  the 

signaling  of  EGFR  and  IGF‐1R  in  NSCLC  cells  to  better  define  the  effects  of  pathway 

interaction. A special focus  is put on the  interaction and crosstalk of downstream signaling 

from both receptors and the effects on growth and migration of NSCLC cells to engage the 

problem of early spread. To this end, the following goals were pursued:  

1. Establishing  novel  evaluation  methods  for  quantitative  time  resolved  2D  and  3D 

migration/invasion assays, followed by proof of principle investigations. 

2. Generation  of  quantitative  time  resolved  data  of  EGF/IGF‐1  pathway  activation  in 

NSCLC cells for the generation of an ODE pathway model. 

3. Application of the newly established phenotypical evaluation methods on the effects of 

EGF/IGF‐1 stimulation and inhibition on NSCLC cells. 

4. Definition  of  downstream  pathway  effectors  that  might  facilitate  the  observed 

phenotypical effects on NSCLC cells. 
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3.2 Equipment 

Table 11: Equipment 

equipment name company 

Agarosegel 

electrophoresis 

systems 

 Keutz Reiskirchen, Germany 

PAA-Agarosegel 

electrophoresis 

systems 

 Biozym, Oldendorf, Germany 

Cell counting 

chamber 

Neubauer counting 

chamber 

Brand, Frankfurt am Main, Germany 

Cell culture hood BioWizard Silverline Kojair Tech OY, Vilppula, Finnland 

Centrifuges Mikro 200R 

Centrifuge 5415R 

Megafuge 16R 

 

Hettich, Tuttlingen, Germany 

Eppendorf, Hamburg, Germany 

Thermo Scientific, St. Leon Rot, 

Germany 

CO2 incubator Hera Cell 150 

 

INCOmed 

Thermo Scientific, St. Leon Rot, 

Germany 

Memmert, Schwabach, Germany 

Live cell imaging 

unit 

Olympus IX81 

photomicroscope 

Olympus, Hamburg, Germany 

CCD camera Hamamatsu  

ORCA-R2 

Hamamatsu Photonics Deutschland 

GmbH, Hersching, Germany 

Microscope Axiovert 25 Zeiss, Oberkochen, Germany 

FACS FACS-Calibur flow 

cytometer  

Becton-Dickinson, Heidelberg, Germany 

Fume hood Secuflow Waldner, Wangen, Germany 

Gel casting 

chamber 

 BioRad, Munich, Germany 
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Microfuge Micro 200 HettichZentrifugen, Tuttlingen, Germany 

Microplatereader  FLUOstar Omega BMG Labtech, Ortenberg, Germany 

 MultiSkan Ascent Thermo Scientific, St. Leon Rot, 

Germany  

Microwave  Panasonic, Hamburg, Germany 

Orbital shaker Biometra WT17 Biometra, Göttingen, Germany 

PCR DNA Engine PTC 200 BioRad, Munich, Germany  

 Multi Cycler PTC  Biozym, Oldendorf, Germany 

Photometer  Eppendorf, Hamburg 

pH-Meter pH 210 

Microprocessor 

Hanna Instruments (Kehl am Rhein) 

Power supply EV 231 Consort, Turnhout, Belgium 

qRT-PCR 

Thermocycler 

StepOnePlus Applied Biosystems, Darmstadt, 

Germany 

Rolling shaker CAT RM5 NeoLab, Heidelberg, Germany 

Running chamber Mini PROTEAN Tetra 

Cell 

BioRad, Munich, Germany 

Spectrometer NanoDrop® ND-1000  Thermo Scientific, St. Leon Rot, 

Germany 

Thermoblock Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg, Germany 

Transfer chamber Mini PROTEAN Tetra 

Mini Trans Blot 

Module 

BioRad, Munich, Germany  

Western blot 

imaging system 

Odysee Sa Infrared 

Imaging System 

LI-COR Bioscience, Bad Homburg, 

Germany 
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RevertAidTM H minusM MuLV(1 U/μl) was added after the second step (25°C, 5 min). 

qRT‐PCR reactions were performed on the StepOnePlus thermocycler. To this end, samples 

were  analyzed  in  triplicates  using  cDNAs  corresponding  to  2.5  ng  of  RNA,  1  µM  of 

corresponding primers, 50% [v/v] Absolute qPCR SYBR Green ROX Mix and following cycling 

program: 

qRT-PCR 

temperature [°C] time  

50 2 min 

95 15 min 

95 15 s 

60 1 min 

 

The SYBR Green  fluorescence signal  is directly proportional  to  the amount of synthesized 

cDNA. To control for unspecific primer binding and primer dimers, a melting curve analysis 

was performed after amplification, using the following program: 

Melting curve 

temperature [°C] time  

95 15 s 

60 30 s 

95-60°C -0,5°C/5 s 

95 15 s 

 

First, cDNA dilution series (1:12.5, 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 und 1:400) of all primer pairs were 

used  to  generate  standard  curves.  These  were  then  used  to  generate  relative  gene 

expression  numbers,  from  the  Ct‐values  of  the  investigated  samples.  The  relative  gene 

expression was then normalized to the relative expression of the housekeeping gene beta‐2 

microglobulin (B2M). 

   

40x 



 

 3.4.19

T

a

c

M

t

a

t

(

4

w

a

s

T
r
p

 

D

D

d

b

s

M

o

 

Microarray

Total RNA w

analysis  wa

collaboratio

Mannheim (

time points,

assessment 

transcription

(i.e.  the  load

45 °C. Due t

were distribu

and staining

scanned usin

Table  14: Dist
respective hyb
points, single s

  

Replicas  

 Time [h] 

0 

0.5 

1 

2 

4 

6 

8 

12 

18 

24 

48 

 

Data prepro

Dr. F. Matth

described by

batch effect

samples. Co

Marco Albre

of the time c

y analysis w

was extracte

as  performe

n  with  the 

  ZMF Mannh

 whereas on

 was perform

n,  labelling w

ding of  the a

  o the numbe

uted in three

 was perform

ng an Affyme

tribution of m
bridization bat
 samples were 

Contro

A  B 

     

1  1 

2 

2 

2 

2 

2 

2  2 

2  2 

cessing and 

häus  (IWR H

y Piccolo et a

s. The big ad

omparative P

echt revealed

 course data (

with the Ge

ed as detaile

ed  using  Af

  Group  of  P

heim). To thi

nly one of th

med with  th

 with biotin a

 array with  th

er of sample

e hybridizati

med using an

etrix GeneA

icroarray  sam
ch. For 0 h and
 used. 

ol  IG

C  A

       

1    

     

     

     

2    

     

     

     

     

2  2

2  3

 Gene Ontolo

eidelberg). F

 al.121 in orde

dvantage of

Principal Com

d than prepr

 (Figure 10). 

neChip Hu

ed  in 3.4.18 f

ffimetrix  G

Prof.  N.  Gre

s end, all trip

he triplicates

e Agilent Bi

 and  fragmen

he  labeled c

es, three sep

on batches a

n Affymetrix

rray Scanne

mples over  thre
d both 24 h an

GF‐1 

B C

     

     

2

2

2   

2

2

2

2   

2   

2 2

3 3

ogy (GO) ann

 For data pre

r to control 

f SCAN lies i

mponent An

ocessing wit

 

man Gene 

for each tim

eneChip  Hu

etz  at  the  C

plicates wer

s was used fo

ioanalyzer. A

ntation of  th

cDNA  fragm

parate arrays

 as shown in T

x Fluidics Sta

r 3,000. 

ee hybridizatio
d 48 h, triplica

EGF 

A B C

     

  

3

3   

3

3   

3   

3   

3   

3   

3 3 3

3 3 3

notation was

eprocessing,

 for probe co

  n the indepe

nalysis  (PCA)

th SCAN lea

MATERIA

 2.0 ST Arra

e point  in tr

uman  Gene

Center  for  M

e used for th

or the other 

 After amplif

he  resultant 

ents) was pe

s had to be u

Table 14. Su

ation 450 and

on batches. A,
ates were mea

C

3

3

3

3

s then perfor

  the SCAN m

omposition (

endence from

)  of SCAN  t

d to a useful

 

AL & MET

ay 

riplicates. M

e  2.0  ST  A

  Medical  Res

he 0 h, 24 h, 

r time points

fication and 

 cDNA, hybr

erformed  fo

 used and the

ubsequently,

d the microa

A, B  and C  sta
asured. For all 

rmed by the

 method was

  e.g. GC cont

m external r

to  other met

l temporal re

THODS 

| 36 

icroarray 

Arrays  in 

search  in 

 and 48 h 

s. Quality 

  reverese 

ridization 

or 16 h at  

e samples 

 washing 

array was 

nd  for  the 
 other time 

 group of 

s used as 

tent) and 

 reference 

thods by 

esolution 



 

F
a

T

b

h

r

a

e

n

 3.4.20

I

m

w

i

m

m

u

B

d

m

e

p

t

 

Figure 10: PCA
after SCAN pre

The PCA als

be an outlier

h were  dete

replication  a

annotation 

expression, 

numbers of p

Multiplex a

In order to d

multiplexed 

well  plates 

indicated  ti

manufacture

min, the am

using the filt

Blue ® solutio

dilution  in  t

measured  i

excitation:  5

prepared  on

technical rep

A of the datas
eprocessing. T

o revealed t

r and was eli

ermined  to 

  and  tempora

  and  analys

 peak  expres

 publications

 analysis of 

determine ce

 with the Ce

  (see  Table 

me  points. 

ers'  instructi

mount of dea

ter combinat

on was prep

the wells  of 

n  the  FLUO

540 nm  /  em

n  a  96‐well 

plicates. 

ets from EGF 
Time points in f

  hat at 0 h an

minated fro

  be  outliers 

al  dynamics 

sis  of  diffe

ssion,  integr

) are weight

 cell death a

ell viability a

llTiter‐Blue 

  12)  and  cyt

  First,  CellT

ons and use

ad cells was 

tion excitati

ared accord

  the  same  p

OSTAR  Om

mission: 610 

  plate with  c

 (green) and  IG
 frames denote

nd 24 h, one

m the analy

  and  elimina

  of  the  data

rential  expr

ral under  th

ted and com

 and cell via

nd cell death

® cell viabilit

totoxicity  as

ToxTM  Glow 

ed  in a 1:5 d

 quantified  i

on: 485 nm 

ing to the m

  plate.  After 

mega  microp

 nm. For  ab

cell  numbers

GF‐1 (blue) as w
e outliers. Imag

 of each of t

sis. Also, the

ated  as well

aset,  a  new 

ression.  He

e  curve  and

bined into a 

ability 

h, the CellTo

ty assay. To 

s  well  as  ce

  solution  w

dilution  in ea

  n the FLUO

 / emission: 5

manufacturer

  incubation 

plate  reade

bsolute quan

s  ranging  fro

MATERIA

 well as the un
ge kindly provi

 the triplicate

e data points

.  In  order  t

 method wa

reby,  score

  relevance  (

 consensus s

oxTM Glow cy

 this end, cel

ell  viability  w

was  prepare

ach well. Aft

STAR Omeg

 520 nm. Sub

s' protocol a

  for  1  h, me

r  using  the

ntification,  a 

om  1,000  to

AL & MET

nstimulated co
ided by Dr. F. M

es was deter

s for 2 h, 12 

o  deal with

as  developed

es  for  the 

  (as determin

 score. 

ytotoxicity a

lls were seed

  were  determ

ed  according

ter  incubatio

ga microplat

bsequently, C

 and employe

etabolic  act

e  filter  com

  standard  c

o  10,000  cel

THODS 

| 37 

 

ontrol (red) 
 Matthäus.  

mined to 

 h, and 24 

  the  low 

d  for GO 

  dynamic 

ned  from 

ssay was 

ded in 96 

mined  at 

g  to  the 

on  for 15 

te  reader 

 CellTiter‐

ed in a 1:5 

ivity was 

mbination  

urve was 

ls  in  five 



 

I

v

f

c

d

s

 23.4.21

F

c

o

b

d

g

r

f

N

 33.4.22

S

f

F
p
d
e

C

m

c

d

w

s

 

In  contrast  t

viability and

first treated 

cells were ly

described ab

subsequentl

2D Migrati

For  2D  mig

concentratio

overnight in 

between  th

detached ce

growth facto

replaced wit

for overnigh

NucBlue Live

3D Sphero

Spheroids w

follows: 

Figure  11: Gen
pipetted on th
drop.  Over  48
embedded in a

Cells were fi

medium  wit

concentratio

drop of 20 µ

which  was 

suspended  c

  to  the  proce

 subsequent

 with Cell Tit

ysed with the

bove to mea

y calculated

on assay w

gration  assa

ons of 2 x 10

 the incubat

e  populatio

lls, and subs

or stimulatio

th starvation

ht starvation 

e ReadyProb

id migratio

were  generat

neration  of  sp
he  lid of a cell 
8  h  the  cells 
 a matrix and m

irst trypsiniz

th  20%  of  a

on. Unless o

l of this cell 

  subsequent

  cells  in  the 

edure with  t

tly for cell de

ter Blue to m

e lysis buffer

sure total ce

 with respec

with IBIDI in

ays,  cells  w

04 cells  in ea

or. The inser

ns.  The  we

sequently fill

on experimen

n medium in 

 before cont

bes by addin

on/invasion

ted with  500

pheroids with 
 culture dish. T
  increase  cohe
monitored over

zed, counted

a  12 mg/ml 

therwise spe

 suspension. 

tly  carefully

  resulting  h

  the  test  pla

eath: After l

 measure cell 

r supplied in

ell number. C

ct to the stan

nserts 

were  seeded 

ach chambe

rts were care

ells  were  th

led with 500

nts, medium

 the inserts 

tinuing as de

g one drop /

n assay 

0  cells  per  s

  the  hanging 
 The  lid was  inv
esion  and  form
r up to 72 h.  

d and then c

  solution  of 

ecified, this 

 Drops were 

y  inverted  b

hanging  dro

tes,  the  sta

  etting the c

 viability as d

 the CellTox

 Cell number

ndard curve. 

  in  IBIDI  in

er of  the  inse

efully peeled

hen  washed 

0 µl of the re

m was carefu

 after washin

escribed abo

 / 500 µl med

  spheroid  usi

  drop method.
verted and cel
m  compact  sp

 centrifuged a

 methocel  i

 was 2500 c

 pipetted on

back  onto  t

p  contribute

MATERIA

ndard  plate 

ells attach o

 described ab

xTM Green kit

s and amou

 

nserts  in  a 

ert,  see 3.4.

d off, resultin

  once  with 

spective tre

lly aspirated

ng twice with

ove. Cell nuc

ium. 

ng  a  hangin

.  20  µl  drops 
ls aggregate  i
pheroids.  Thes

 and resuspe

n  basal med

ells/ml,  resu

 the lid of a 1

the  dish.  In

e  to  the  fo

AL & MET

e was  first  te

 over night, th

bove. Therea

t and then tr

nt of dead c

  24‐well  pla

5) and  left  t

ng in a gap o

  PBS  to  cle

atment med

 from the in

h starvation

lei were stai

ng drop  app

  of  cell  suspen
  n the tip of th
se  spheroids  w

ended  in pro

dium  to  the

ulting  in 500 

 150 cm²‐cult

n  this  appro

ormation  of 

THODS 

| 38 

ested  for 

hey were 

after, the 

reated as 

cells were 

ate  (with 

  to attach 

of 500 µm 

ear  away 

dium. For 

serts and 

 medium 

ned with 

proach  as 

 

nsion were 
he hanging 
  were  then 

pagation 

e  desired 

 cells per 

ture dish, 

oach,  all 

  a  single 



 

s

f

o

s

4

i

a

I

i

e

r

 3.4.23

F

o

O

u

S

l

 3.4.24

L

I

c

i

2

F

u

n

o

i

s

(

 

spheroid as 

filled with 15

off  the  cultu

spheroids se

400 µl of a 1

imaging plat

allowed  to  p

I/methocel s

into  the we

embedded s

relevant stim

Manual eva

For manual 

on  an  IX81 

Olympus ex

using FIJI. T

Sprouting ac

length.  

Live cell im

Live cell ima

IX81 motori

climate cham

image proce

2D migration

For  the anal

using the ex

nm channels

of 5 pictures

images”  plu

stitched ima

(IWR Heidelb

  illustrated  in

5 ml of PBS. 

ure  dish  lids

ediment for 1

1:1 mix of 1 m

tes were pre

  polymerize 

 solution to a

lls with 200 

 spheroids we

mulation age

aluation of

 evaluation o

 motorized  i

cellence RT 

The  size of  t

ctivity was a

maging data

aging was co

zed  inverted

mber. Image

essing was ca

n analysis 

lysis of 2D m

xcellence RT

s in intervals

s with an ov

gin  in  FIJI, 

age stacks we

berg).  

n Figure 11. 

 After 48 h, t

s  and  collect

 10 min and t

mg/ml collag

e‐coated wit

  for  30 min. 

 final conce

 µl per well

ere supplied

ents. 

f 3D sphero

 of 3D sphero

nverted mic

 software. Fu

he  spheroid

 assessed by 

a acquisitio

onducted usi

d microscop

es were acqu

arried out us

migration as

 software, w

s of 90 min b

verlap of ~20

 with  autom

ere then furt

 To prevent 

 the spheroid

ting  them  i

 taking off th

en I solution

th 200 µl of 

  The  sedime

ntration of 3

. After poly

d with 500 µ

oid migratio

oid migration

croscope  and

urther  imag

d body was 

  counting  th

on for migra

ng an Olym

pe  and  a  Ha

uired using t

sing FIJI and 

ssays,  image

with 4x mag

between pict

0%.  Image s

mated  compu

ther analyze

 excessive ev

ds were harv

n  a  5 ml  Ep

he supernata

n and metho

 collagen  I/m

ented  spher

 30 spheroids

merization  i

l of full prop

on/invasion

n/invasion, b

d  a Hamam

e processing

 assessed by

he  sprouts a

ation and i

pus Cell^R L

amamatsu  O

he Olympus

 computation

es were acqu

nification  in 

tures. Each g

tacks were s

utation  of  im

ed together w

MATERIA

vaporation, t

vested by car

ppendorf  tub

nt, spheroid

cel‐solution

methocel solu

roids were  t

s per 200 µl 

  in  the  incub

pagation me

n 

bright field im

atsu ORCA‐

g and evalua

y measuring 

nd  summing

  nvasion an

 Live Cell Ima

  ORCA‐R2  ca

 excellence 

nal approach

uired over a 

 both phase

gap was cove

 stitched usin

mage  overla

 with the grou

AL & MET

 the dish bot

refully wash

be. After  let

ds were emb

. To this end

ution that w

  taken  up  in 

 and then di

bator  for  30 

edium conta

mages were 

‐R2  camera 

ation was ca

  the project

g up  their m

nalyses 

aging System

amera,  fitte

 RT software

hes detailed 

 period of u

e contrast an

ered by a ve

ng the “stitc

ap  (Figure  1

up of Dr. F. M

THODS 

| 39 

ttom was 

ing them 

tting  the 

bedded in 

d, 24‐well 

were then 

  collagen 

stributed 

 min,  the 

ining the 

 acquired 

 with  the 

arried out 

ion area. 

measured 

m with an 

d  with  a 

e. Further 

 below.  

p  to 72 h 

nd at 460 

rtical line 

ch grid of 

2A).  The 

 Matthäus 



MATERIAL & METHODS 

| 40 
 

Here,  the  time‐lapse  videos were  analyzed  by  particle  image  velocimetry  (PIV)122  using  a 

Matlab  implementation  (MatPIV).123  The method  is  based  on  defining  a  window  in  one 

image  and  computing  its  correlation with  pixel‐wise  shifted windows  of  the  subsequent 

frame. The windows in this analysis had a size of 64 x 64 pixels, with an image resolution of 

3.2  μm2  per  pixel.  Consecutive  windows  were  overlapping  each  other  by  50%,  yielding 

velocity vectors at  intervals of 32 pixels  (Figure 12 B). For every pair of  images, a velocity 

field  consisting of  speeds  (|v|),  x‐components  (direction perpendicular  to  the gap), and  y‐

components  (parallel  to  the  gap)  were  obtained.  Speed  dynamics  were  computed  by 

averaging the speeds of every frame. The resulting vector fields can be summed up over the 

y‐axis and plotted over time as seen  in  (Figure 12 C on the  left), to visualize the migration 

dynamics over time. To estimate the relative contribution of directed motion to the overall 

motility we computed the ratio between the magnitude of the x‐component with respect to 

the sum of both components: |vx|/(|vx|+|vy|). To generate the cell density data, images were 

first segmented using a wavelet‐based method for detecting Hoechst‐labeled cell nuclei.124 

From this we obtained the positions of each cell for each video frame. To calculate the cell 

density, space was then divided into 50 rectangular boxes. From the amount of cells in each 

box, normed local cell densities were computed. These cell densities were plotted over time 

in  a  similar way,  visualizing  the  gap  closure  (Figure  12  C  on  the  right).  For  all migration 

analyses we  used  only  frames  taken during  the  first  30  h, during which  significant  speed 

dynamics were observed. 
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Figure 12: Overview over the particle  image velocimetry (PIV) technique. A. Stitched  images from  IBIDI 2D 
migration  assays.  Left:  phase  contrast,  Right: HOECHST  staining  of  nuclei.  B.  Schematics  of  PIV.  Top: 
Distribution  of  rectangular  regions  of  interest  and  cross  correlation  between  two  time  points.  Bottom: 
HOECHST  staining  of  two  consecutive  time  points  and  the  resulting  velocity  vector  field  after  cross 
correlation (pictures kindly provided by Dr. F. Matthäus. C. Left: speed distribution from HOECHST staining. 
Intensities  were  summed  up  over  the  y‐axis  of  the  images  and  plotted  over  time.  Red  color  denotes 
movement  to  the  right, blue color  to  the  left. Color  intensity stands  for movement speed. Right: density 
distribution from HOECHST staining. Intensities were summed up over the y‐axis of the images and plotted 
over time. 
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4 Results 

 

 

 

4.1 Molecular characterization of model cell lines 

Two independent adenocarcinoma cell lines (H838, H1975) were used in this study to analyze 

the effects of  IGF‐1/EGF signaling on pathway activation and cell phenotypes. Because the 

genetic background of  these  lines must have significant  impact on the biological outcome 

and data interpretation, in a first step a molecular characterization for both model systems 

was  performed  using  molecular  diagnostics  in  the  Institute  for  Pathology  (Table  15). 

Fluorescence‐in  situ hybridization  (FISH)  analysis  for  amplification of  c‐MET  and EGFR  as 

well  as  for  ALK  translocation  was  negative  in  both  cell  lines.  Sequencing  for  common 

aberrations in K‐Ras, B‐Raf, PIK3CA, and PTEN yielded negative results as well. Sequencing 

for EGFR mutations revealed the activating L858R and the T790M mutation, which confers 

resistance  to Erlotinib  in H1975, whereas H838 possesses non‐mutated wild  type  receptor. 

Additionally,  differentiation  markers  such  as  cytokeratins  (CK5/6,  CK7),  transcription 

intermediary  factor  1‐α  (TIF)  and p63 were  investigated: H838  showed CK7 positivity with 

CK5/6,  TIF  and  p63  being  negative, which  represents  a  poorly  differentiated  phenotype, 

whereas H1975  showed  a well  differentiated  phenotype with  CK7  and  TIF  positivity  and 

CK5/6 and p63 negativity. 
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The  unstimulated  control  cells  showed  no  phosphorylation  in  the  observed  pathway 

components. In contrast, stimulation with EGF, IGF and both growth factors showed distinct 

effects, with EGF stimulation resulting in in the following: 

 No crossactivation of IGF‐1R.  

 EGFR  reacted  to  EGF  stimulation  with  rapid  but  transient  induction  of  EGFR 

phosphorylation, with the peak activation being reached at 10 min.  

 Total EGFR levels decreased after EGF administration, with a steep drop in the first 10 

min and a sustained reduction over the observed treatment. 

 Phosphorylation levels of ERK displayed a steep increase after EGF stimulation, with a 

peak activation after 10 min and a reduction  in  levels to about the starting amounts 

over the 240 min timeframe, closely resembling the EGFR activation dynamic. 

 AKT phosphorylation responded quickly to EGF treatment with a similar dynamic as 

ERK  activation  after  EGF  treatment:  a  steep  increase  and  a maximum  at  10 min 

followed by a reduction to the starting amounts. 

IGF‐1 stimulation resulted in an equally clear, but partly different activation behavior: 

 No cross‐activation with EGFR 

 Rapid phosphorylation IGF‐1R after 5 min with sustained activation over the observed 

timeframe of 240 min. 

 In contrast to EGF treatment, AKT phosphorylation showed a slower increase, with a 

comparatively lower maximum at 30 min and a sustained activation over the 240 min. 

 Treatment with IGF‐1 elicited only a moderate response in ERK phosphorylation. 

Double stimulation with IGF‐1 and EGF yielded the following results: 

 The IGF‐1R phosphorylation dynamic was similar to treatment with IGF‐1 alone. 

 EGFR phosphorylation was reduced compared to EGF alone.  

 Total EGFR levels behaved like with EGF treatment 

 An additive response  in pAKT, with a steep  increase and a maximum at 10 min that 

was higher than after treatment with EGF alone and a sustained activation similar to 

the IGF‐1 treatment. 

 Phosphorylation levels of ERK showed no difference from the dynamic displayed after 

treatment with only EGF  
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Thus distinct differences  in pathway activation between EGF and IGF‐1 treatment could be 

observed, with the EGF signal being transduced over both ERK and AKT, whereas the IGF‐1 

signal  elicited  only  a  low  response  in  ERK  and  a  strong  one  in  AKT.  Curiously,  double 

stimulation  reduced  the  activation  of  EGFR,  although  no  receptor  cross  activation  was 

detected.  Crosstalk  between  the  pathways  could  be  detected  in  AKT  phosphorylation, 

where  double  stimulation  resulted  in  an  additive  response.  ERK  showed  no  reduced 

phosphorylation  in  the  double  stimulation  compared  to  EGF  alone,  even  though  EGFR 

activation was  reduced  in  the double stimulation. This also  implies an additive effect with 

the low activation of ERK via IGF‐1R. 
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Model calibration and parameter identifiability 

After establishing  the model  structure and generating  the ODEs describing  the  reactions, 

the model was calibrated and model fits assessed. Figure 19A shows the calibration fits for 

all relevant observables (pAKT, pERK, pEGFR, pIGF‐1R and total EGFR) in all four biological 

conditions. Total IGF‐1R levels did not react to any of the treatments, and are therefore not 

shown. Agreement between the data points (dots) and the model fits (lines) was very good 

for pAKT  in  the unstimulated control,  the EGF, and  the double stimulation  treatment. For 

the  IGF‐1 treatment, the values and model fit diverged after 60 min with the  last two time 

points outside  the  confidence  interval. For pERK,  the  situation was  similar, with EGF and 

double  stimulation  showing  good  fits  to  the  data  points.  The  fit  for  IGF  treatment  in 

principle  showed  the  same  dynamic  as  the  data with  slight misalignment  at  15 min.  For 

pEGFR, all  four biological conditions were described by  the model. The  fits  for pIGFR also 

captured  the dynamics of  the control, EGF, and double stimulation. The  IGF‐1 stimulation 

dynamic  is  also  described  quite  well,  if  overestimating  the  maximal  activation  (the  fit 

overlaps  the  one  for  the  double  stimulation).  Lastly,  the  fits  for  the  total  EGFR  kinetics 

accurately described the depletion of EGFR under EGF and double stimulation. 

Table  17:  Nomenclature  of  relevant  model  parameters.  Parameters  for  scaling  factors  and  standard 
deviation estimation are omitted for clarity. 

Parameter name  Description 

init_pAKT  initial amount of phosphorylated AKT as defined in Figure 18 

init_pERK  initial amount of phosphorylated ERK as defined in Figure 18 

init_pIGFR  initial amount of phosphorylated IGF‐1R as defined in Figure 18 

init_ EGFR  initial amount of phosphorylated EGFR as defined in Figure 18 

k_deg_EGFR  reaction  constant  of  the  degradation  of  EGF  bound  EGFR  before 

phosphorylation 

k_deg_EGFRi  reaction constant of the degradation of internalized EGFR 

k_dephos_AKT  reaction constant of the dephosphorylation of activated AKT 

k_dephos_ERK  reaction constant of the dephosphorylation of activated ERK 

k_endo_EGFR  reaction constant of the internalization of EGFR 
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k_endo_IGFR  reaction constant of the internalization of IGF‐1R 

k_phos_AKT_E  reaction constant of the phosphorylation of AKT via the activated EGFR 

k_phos_AKT_I  reaction constant of the phosphorylation of AKT via the activated IGF‐1R 

k_phos_EGFR  reaction constant of the ligand induced phosphorylation of EGFR  

k_phos_EGFR_basal  reaction constant of the basal phosphorylation of EGFR  

k_phos_ERK_E  reaction constant of the phosphorylation of ERK via the activated EGFR 

k_phos_ERK_I  reaction constant of the phosphorylation of ERK via the activated IGF‐1R 

k_phos_IGFR  reaction constant of the ligand induced phosphorylation of IGF‐1R  

k_phos_IGFR_basal  reaction constant of the basal phosphorylation of IGF‐1R  

k_rec_EGFR  reaction constant of the recycling of internalized EGFR to the cell surface 

k_rec_IGFR  reaction constant of the recycling of internalized IGF‐1R to the cell surface 

k_syn_EGFR  reaction constant of the synthesis of EGFR  

 

The  profile‐likelihood  analysis  shown  in  Figure  19B  revealed  good  identifiability  of most 

parameters, with nine parameters being structurally non‐identifiable: The phosphorylation 

and dephosphorylation  constants  for both ERK and AKT  (k_dephos_AKT, k_dephos_ERK. 

k_phos_AKT_E,  k_phos_AKT_I,k_phos_ERK_E,  k_phos_ERK_I)  as well  as  the  constant  for 

the phosphorylation of the IGF‐1R (k_phos_IGFR), the constant for internalization of IGF‐1R 

(k_endo_IGFR), and the constants for recycling of both receptors to the plasma membrane 

(k_rec_EGFR and k_rec_IGFR). 

 

   



 

F
c
a
c
p
o

 

 

 

 

 

 

Figure 19: Cal
cells. (A). Calib
as well as pAK
confidence ba
plots for all bio
omitted for cla

 

 

 

 

 

ibration and p
bration fits for
KT and pERK. M
nds.  (B) Param
ological param
arity. Red line d

parameter prof
r the importan
 Measured data
meter profile  li
meters. PLEs fo
 denotes 95% c

 

file  likelihoods
nt activated no
a points are re
  ikelihood plot
or scaling facto
 confidence inte

s  for the  first 
odes in the pat
epresented by 
ts. Shown are 
ors and standa
erval. Blue line

 EGFR/IGF‐1R p
thway: pIGFR,
 dots, lines den
 the profile‐like
rd deviations a
e denotes the m

RE

 pathway mod
, pEGFR and to
note the mode

kelihood estima
 are fully ident
 minimal log lik

ESULTS 

| 55 

 

el  in H838 
otal EGFR, 
el fits with 
ation  (PLE) 
ifiable and 
kelihood. 



 

 4.3.4

I

o

d

r

F
w
S
P
d
d

E

o

t

p

s

s

 

Dose respo

In order to in

of H838 cell

double  stim

response cur

Figure 20: Dos
with 0, 0.1, 2.5
Shown  are  th
Parameter pro
data.  Shown 
denotes 95% c

EGFR and IG

of  the oppo

treatment  f

phosphoryla

showed  a 

stimulation 

onse of H83

ncrease para

s at 10 min 

ulation  of  b

rves of phos

se‐response pr
5, 5, 10, 50 ng/
e  resultant  cu
ofile  likelihood
  are  the  PLE 
 confidence inte

GF‐1R showe

osite  ligand. 

for  both  rec

ation  decrea

moderate  i

  resulted  in 

38 cells and

meter ident

 after stimula

both  factors 

phorylated I

rotein kinetics 
/ml of IGF‐1 (b
urves  of  phosp
d plots before 
  plots  for  thos
erval. Blue line

ed dose depe

 Double  stim

ceptors  at  1

ased  at  tha

increase  in 

  a  generally

d refining t

tifiability of t

ation with 0

 was  genera

  GF‐1R, EGFR

 of key pathw
blue), EGF (gre
phorylated  EG
 (upper row) an
se  biological  p
e denotes the m

endency for t

mulation  inc

10  ng/ml  an

at  point.  ER

  strength  d

y  lower  but 

  he pathwa

 the ODE pat

0, 0.1, 2.5, 5,

ated.  Figure

R ERK, and A

ay component
een), and doub
GFR,  IGF‐1R,  E
nd after (lowe
  parameters  w
 minimal log lik

 their ligands

reased phos

nd  for  IGF‐1

RK  phospho

depending  w

 more  differ

y model 

hway model

 10, 50 ng/m

  20A  shows

 AKT. 

ts in H838 cell
ble stimulation
ERK  and AKT 
r row)  incorpo
ith  improved 
kelihood. 

s up to 50 ng

sphorylation

1R  at  50  ng

orylation  aft

with  rising 

rentiated  do

RE

l, dose respo

ml of  IGF‐1, E

s  the  resulta

ls. Cells were s
n of both facto
  after  quantific
oration of dose
  identifiability

g/ml and no 

n  compared 

g/ml,  where

ter  EGF  sti

  concentrat

ose  response

ESULTS 

| 56 

onse data 

 EGF, and 

ant  dose‐

 

 stimulated 
ors (violet). 
cation.  (B) 
e‐response 
y.  Red  line 

 influence 

  to  single 

as  EGFR 

mulation 

tion.  IGF 

e,  with  a 



 

s

t

s

p

i

s

t

I

k

k

k

 4.3.5

A

t

o

H

n

t

a

s

b

N

T

u

p

r

c

 4.3.6

A

i

2

c

1

 

strong increa

treatment  w

stimulation 

phosphoryla

increase  in b

starting  a  lo

treatment d

Incorporatin

k_dephos_A

k_phos_ERK

k_rec_IGFR 

Utilization

After genera

this model t

of  IGF‐1, 50 

H838.  Cells 

noisier than 

the pAKT  si

after  IGF‐1 a

steep  increa

biological co

Nevertheles

This pERK si

until  baselin

phosphoryla

results  in su

conditions c

Dose respo

Analogous 

integration. 

2.5,  5,  10,  a

concentratio

1R, EGFR ER

ase in signal

with  50  ng/

  at  concent

ation  compa

 both  single 

ower  but  re

id not increa

ng these data

AKT,  k_d

K_I and k_ph

 remain unid

 of the IGF

ating a first O

  o data from 

 ng/ml EGF 

 were  also  h

 the results d

gnals upon 

 and double 

ase  and  a  pe

onditions, wh

s, a clear do

gnal increas

ne  activatio

ation were o

stained activ

ould be mas

onse of H19

  to  H838  ce

 Therefore, 

and  50  ng/m

ons. Figure 2

RK and AKT 

 until 5 ng/m

/ml  of  EGF

rations  up 

ared  to  EGF

  treatments 

aching  com

ase the phos

a into the m

ephos_ERK.

hos_IGFR (Fi

entifiable. 

‐1/EGF pat

 ODE pathwa

 the H1975 c

 or 50 ng/ml

harvested  at

 derived from

  cytokine  sti

  stimulation 

eak  at  10 m

hich was pro

wnstream a

sed sharply u

on  was  rea

nly detected

vation over 

ked by the h

975 cells 

ells,  the  do

 H1975 cells 

ml  of  IGF‐1, 

21 shows the

 after quant

ml, saturating

F.  Double  s

  to  10  ng/m

F  treatment

 until  10 ng/

mparable  pho

phorylation 

model calibra

.  k_phos

gure 7B). On

hway mod

ay model der

 cell line. To t

 of both  IGF

t  identical  t

m H838 cells

imulation. N

 which prog

min. Only  a 

obably due t

ctivation of 

 until it reache

ached  betw

d  in double s

 the observe

 high variance

ose  respons

 were harves

  EGF,  and  d

e resultant d

tification. Ph

g after 10 ng

timulation 

ml.  50  ng/m

t.  Activation

/ml where  th

osphorylatio

 of AKT com

tion signific

s_AKT_E, 

nly k_endo_

el on H197

rived from H

 this end, cel

F‐1 and EGF

ime  points 

. Especially l

Nonetheless,

ressed more

  low  EGFR  a

 to the L858R

 ERK after EG

ed a maximu

ween  120  a

 stimulations

ed timefram

e in the data

se  was  qua

sted at 10 m

double  stimu

dose‐respons

hosphorylatio

g/ml at about

showed  an 

l  of  both  fa

n  of  AKT  r

he  response

on  levels  wit

pared to EG

antly improv

k_phos_AK

_IGFR as wel

75 cells 

838 data, we

ls were stim

, analogous 

  (4.3.2). Gen

 large varianc

  there was 

e  transient  t

activation wa

R activation 

GF administ

um at 10 min

nd  240  mi

s, where an  i

e. Effects  in

.  

antitatively 

min after stim

ulation  of  bo

se curves of 

on of EGFR 

RE

t half the int

  increase  o

factors  decre

resulted  in 

e  saturated, 

th  50  ng/ml

F stimulatio

ved identifia

KT_I,k_phos

ll as k_rec_E

e took steps

ulated with 

  to  the data

erally,  the  d

ces were ob

 an  IGF‐1R a

  than  in H838

as  detectab

 mutation in 

tration was a

n and then d

in.  Effects 

  increase unt

n the other b

  defined  fo

mulation wit

oth  factors 

 phosphoryla

 was unrespo

ESULTS 

| 57 

tensity of 

over  EGF 

ease  the 

  a  strong 

 with  IGF 

.  Double 

n. 

ability for 

s_ERK_E, 

EGFR and 

 to adapt 

 50 ng/ml 

aset  from 

  data was 

served in 

activation 

8, with a 

ble  for  all 

 exon 21. 

 apparent. 

ecreased 

  on  AKT 

til 20 min 

 biological 

or  model 

th 0, 0.1, 

  identical 

ated IGF‐

onsive to 



RESULTS 

| 58 
 

all  three  treatments,  probably  due  to  the  activating  L858 mutation.  In  contrast,  IGF‐1R 

phosphorylation  showed  clear  dose dependency with  a  steep  increase  in  activation  at  10 

ng/ml  and  a  slight  reduction  again  at  50  ng/ml.  EGF  treatment  showed  no  effect  and, 

consequently, double stimulation with 50 ng/ml of both IGF‐1 and EGF resulted in the same 

activation  as  IGF‐1  treatment  alone.  Surprisingly,  although  no  change  in  EGFR 

phosphorylation was  detectable,  downstream  activation  of  both  ERK  and AKT  after  EGF 

stimulation showed clear dose effects. ERK phosphorylation increased steeply until 10 ng/ml 

of EGF and then saturated. AKT phosphorylation after EGF stimulation also  increased until 

10  ng/ml,  followed  by  a  less  pronounced  increase with  50  ng/ml.  Stimulation with  IGF‐1 

generally  resulted  in  lower  responses, with ERK phosphorylation  saturating already at 0.1 

ng/ml whereas AKT  phosphorylation  saturated  at  10  ng/ml. Double  stimulation with EGF 

and  IGF‐1  revealed  a  phospho‐ERK  response  on  the  same  level  as  EGF  treatment  alone, 

while phospho‐AKT levels showed an increase over EGF stimulation at concentrations up to 

10 ng/ml, where the curve saturated.  
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as the cells transfected with nonsense siRNA close the gap, whereas the cells treated with 

FIR siRNA failed to do so.  

Quantitative analysis over the complete  image stacks  (20 sequential  images) captured the 

dynamic  properties  of  this migration  phenotype  as  shown  in  Figure  26.  Plotting  the  cell 

density over space and time revealed that control cells closed the gap after approximately  

15  h  (Figure  26A).  In  contrast,  cells  with  reduced  FIR  levels  exhibited  severely  reduced 

migration, and had not yet closed the gap after 30 h. Effects on cell viability remained not 

significant (data not shown). 

Kymographs of cell velocities demonstrated that control cells (i.e. untreated and nonsense 

siRNA‐transfected cells) showed strong directional migration into the gap area (Figure 26B) 

with highest  speeds  at  the  front  and  a  strong  activation  for  about 20 h.  In  cells with  FIR 

inhibition,  speed was  significantly  reduced overall. After  20 h no perpendicular migration 

was  detectable.  Speed  dynamics  of  cells  showed  initial  acceleration  and  subsequent 

deceleration of migration  in  the  control  conditions  (Figure 26C).  In  contrast, FIR  silencing 

significantly reduced the speeds and shortened the acceleration phase. Also the onset of gap 

closure was significantly delayed (controls: 15‐27 h; FIR  inhibition: 38‐65 h). Averaging over 

space  and  time  shows  an  overall  reduction  of  speeds  to  about  50%  after  FIR  inhibition. 

Figure 26E illustrates that the observed reduction in speeds also included a reduction of the 

relative velocity component perpendicular to the gap compared to movement in parallel to 

the gap. This indicates that treatment affects the coordinated migration towards the gap in 

particular.  

In  summary,  in  this  proof  of  principle,  the  quantitative  PIV  approach  illustrates  that  FIR 

drives coordinated and directional movement of cell groups in all phases of 2D migration. 
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eliminate the specific signaling pathways under full medium conditions for further analysis 

of proliferation and migration. 

Table 18: Overview over the TKIs used in functional assays. 

Substance  Specificity  Mode of action 

Picropodophyllin  IGF‐1R  Blocking of IGF‐1R autophosphorylation 

CAS‐879127‐07‐8  EGFR (WT, L858R)  ATP  competitive  inhibition  of  EGFR 

phosphorylation 

Erlotinib  EGFR (WT, L858R)  Reversible blocking of ATP binding 

Afatinib  EGFR  (WT,  L858R, 

T790M) / HER2) 

Irreversible blocking of ATP binding  

Wide ranges of concentrations were used to investigate dose response to the TKIs and find 

useful  inhibitor  concentrations  (e.g.  concentrations  that  show  functional  effects  without 

killing the cells outright). All inhibitors lead to a reduction of activation of the ERK and AKT 

downstream pathway components (data not shown). 

Proliferation 

In  H838  cells,  this  inhibitor  treatment  resulted  in  clear  dose‐dependent  effects  on  both 

proliferation (measured through viability) and cell death (measured through the amount of 

free  DNA).  Figure  31  shows  the  resultant  cell  numbers  after  24  h,  48  h,  and  72h  after 

inhibition with Picropodophyllin (PPP) and CAS‐879127‐07‐8.  

 Inhibition of IGF‐1R with 10 µM of PPP resulted in the complete death of all cells. Lower 

doses  from 1 µM  to 1 nM showed  reduced proliferation after 48 h while not affecting 

cell death.  

 Inhibition  of  EGFR  with  the  three  TKIs  showed  similar  effects.  CAS‐879127‐07‐8 

completely  killed  the  cells  in  doses  upwards  of  100  nM  accompanied  by  reduced 

proliferation. Doses of 10 nM and 1 nM diminished the proliferation dose dependently, 

with no significant effects on cell death.  In contrast, H838 cells showed  less sensitivity 

to Afatinib and Erlotinib. Treatment with 10 µM of Afatinib led to a complete inhibition 

of  proliferation  with  only  minor  increases  in  cell  death  over  the  control.  Lower 

concentrations  (1 µM and 100 nM) slightly reduced proliferation with no effect on cell 
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GLIPR1  Glioma pathogenesis‐

related protein 1 

cellular lipid metabolic process, small 

molecule metabolic process 

NA 

JUN  JUN  TGF beta receptor signaling pathway, 

SMAD protein import into nucleus,  

negative regulation of cell proliferation  

transcription coactivator 

activity/Rho GTPase activator 

/CRE binding/ R‐SMAD binding 

FOS  FBJ Murine 

Osteosarcoma Viral 

Oncogene Homolog 

toll‐like receptor signaling pathway, DNA 

methylation, stress‐activated MAPK 

cascade, SMAD protein signal transduction 

transcription factor binding, 

sequence‐specific DNA binding  

CYR61  Cysteine‐rich angiogenic 

inducer 61 

cell proliferation, ECM organization, cell 

migration, regulation of ERK1 and ERK2 

cascade, cell adhesion, cell‐cell adhesion 

integrin binding, IGFR binding, 

heparin binding, ECM binding 

AREG  Amphiregulin  EGFR signaling pathway, cell‐cell signaling, 

cell proliferation, DNA replication 

cytokine activity, growth factor 

activity 

CLDN1  Claudin‐1  cell adhesion, cell‐cell junction 

organization 

structural molecule activity 

DUSP1  Dual specificity protein 

phosphatase 1  

inactivation of MAPK activity, regulation of 

apoptotic process / 

MAP kinase tyrosine/ serine/ 

threonine phosphatase activity 

F3  coagulation factor III  PDGF receptor signaling pathway, cell 

migration, positive chemotaxis  

protease binding, phospholipid 

binding 

IL8  Interleukin‐8  cell‐cycle arrest, cell proliferation, cell 

adhesion, response to FGF stimulus, 

positive chemotaxis, response to IL‐1, 

response to TNF 

IL8 receptor binding, chemokine 

activity, cytokine activity 

CEACAM6  Carcinoembryonic 

antigen‐related cell 

adhesion molecule 6 

signal transduction, cell‐cell signaling, 

biological_process 

protein 

binding/molecular_function 

TMPRSS11E   transmembrane 

protease, serine 11E 

proteolysis  serine‐type peptidase activity/ 

hydrolase activity 

EGR2  Early growth response 2  protein sumoylation, response to insulin 

stimulus, negative regulation of apoptotic 

process, cellular response to cAMP 

ubiquitin protein ligase binding, 

HMG box domain binding 

CD274  Programmed death‐

ligand 1 (PD‐L1) 

immune response, T cell costimulation , 

positive regulation of IL‐10 secretion 

protein binding 
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SERPINE1  SERPINE1  TGF beta‐receptor signaling pathway, cell 

migration, regulation of IL‐8 production, 

negative regulation of cell adhesion, 

regulation of cell proliferation, ECM 

organization 

protease binding, serine‐type 

endopeptidase inhibitor activity, 

peptidase inhibitor activity 

EDN1  Endothelin 1  cell growth, cell migration, MAP kinase 

activity, JUN kinase activity, response to 

TNF 

cytokine activity, hormone 

activity 

MCM2  minichromosome 

maintenance deficient 2 

mitotic cell cycle, DNA replication  DNA replication origin binding, 

histone binding,  helicase activity 

HBEGF  Heparin‐binding EGF‐

like growth factor 

EGFR signaling pathway,  FGF receptor 

signaling pathway, cell growth, cell 

migration, wound healing, spreading of 

epidermal cells, protein kinase B signaling 

cascade 

EGFR binding, heparin binding 

 

In order to validate the datasets, the expression of a number of genes from these  lists was 

re‐evaluated using real‐time PCR. Figure 36 shows examples for EGF regulated genes (CTGF, 

ranked on 1; AREG, ranked on 10; IL8, ranked on 16), whose dynamic differential expression 

from the array was reproduced with real‐time PCR. Particularly, the dynamics for AREG and 

IL8  after  EGF  stimulation  could  be  very well  reproduced, with  spikes  in  the  first  2  h  and 

subsequently converging signals  in  the EGF and  the control. On  the other hand, while  the 

microarray expression of CTGF showed a narrow peak at 2 h, sinking back to base levels at 4 

h, the qRT‐PCR validation showed a sustained activation from 0.5 until 8 h before dropping 

back  to  starting  levels  and  below  the  control.  While  the  microarray  dataset  for  EGF 

stimulation  could  be  well  reproduced  and  validated  with  qRT‐PCR,  this  could  not  be 

achieved  for  the  IGF‐1 dataset.  In  light of  this,  together with  the  initial  finding of  the PCA 

analysis by the group of Dr. F. Matthäus which showed an unexpected shift in the complete 

time course, the IGF‐1 microarray dataset was not considered in further analysis. 
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In summary, the presented data further corroborate the  importance of the  interaction of EGF and 

IGF‐1  signaling  in  NSCLC  cells.  While  Western  immunoblot  and  microarray  analysis  showed 

activation  of  signaling  pathways  after  EGF  and  IGF‐1  stimulation,  functional  assays  showed  that 

proliferation and migration in the NSCLC cell lines investigated depend on a more complex signaling 

network. Interestingly, IGF‐1 was able to rescue migration after EGFR inhibition in such a setting. 
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5 Discussion 

 

 

 

The aim of  this project was  to address  two  central problems with  regards  to NSCLC:  the 

evasion  of  inhibition  after  IGR‐1R  and/or  EGFR  perturbation  and  the  impact  of  these 

signaling  pathways  on  the  early  spread  of  NSCLC  cells.  To  this  end,  a  systems  biology 

approach was  implemented, with the generation of an ODE pathway model from dynamic 

signaling‐pathway  activation  data  with  a  high  temporal  resolution.  Furthermore,  the 

development  and  application  of  partly  novel,  semi‐automated  evaluation  algorithms  for 

migration and  invasion assays was pursued  in order  to generate quantitative data  in high 

spatial‐temporal resolutions that are suitable for the implementation in multi‐scale models. 

Linking  these different molecular and  cellular  scales  is of  central  importance,  since  it has 

been  shown  that  the  pathway  dynamic  is  crucial  for  the  specific  cellular  response  in  the 

context of complex interconnected signaling networks 126‐128. 
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5.1 Quantitative analysis of NSCLC cell migration 

The presented  lateral migration approach using  IBIDI  inserts and PIV evaluation  in a semi‐

automated  fashion  enables medium‐throughput  analysis  of  dynamic  collective migration 

behavior. Traditionally, migration has been evaluated by measuring  the areas  covered by 

cells and closing of a gap at distinct times (e.g. 24, 48 and 72 h) after scratching a confluent 

monolayer  of  cells with  a  pipette  tip  (the  so‐called  scratch‐assay).129  In  contrast  to  these 

scratches,  IBIDI  inserts produce gaps of a defined 500 µm width with high  reproducibility, 

which  is  advantageous  for  quantitative  modeling.  Furthermore,  for  automated  live  cell 

imaging approaches, using a 24‐well plate with one IBIDI chamber in each well increases the 

number of testable samples compared to manual scratching, which is only feasible in up to a 

plate  size of 12‐well plates due  to handling  issues. While manual  imaging has advantages 

with  regard  to  low  technical prerequisites and  sample quantity,  it  is  severely  limited with 

regards to temporal resolution and measurable parameters: few time points can be feasibly 

imaged  and  only  a  snapshot  evaluation  of  area  coverage  can  be  performed.  Therefore, 

information on dynamic changes in speed and cell morphology cannot be monitored.  

With  the  application  of  the  PIV  algorithm  presented  here,  which  was  developed  in 

cooperation with the Matthäus lab, the following important parameters for lateral migration 

can  be  obtained:  cell  density,  migration  speeds,  and  directionality  of  migration  (i.e. 

perpendicular  vs.  parallel  to  the  gap, which  can  be  correlated  to  directional  vs.  random 

movement) as well as, due  to  the high  temporal  resolution, acceleration and deceleration 

dynamics. The  importance of  this approach  is supported by  the work of others  illustrating 

that PIV approaches can be utilized on migration questions. Petitjean et al. investigated the 

differences  in migratory behavior between  two kidney‐cell models using a  similar  scratch 

migration approach, showing that MDCK cells migrate with higher velocity than NRK cells.130 

Czirok et al. examined collective cell streams  in confluent keratinocyte cell  layers, showing 

the relevance of calcium‐dependent cell‐adhesion for the phenotype of those streams. 131 

As proof of principle, the effect of FIR‐knockdown in NSCLC cells was shown to decrease cell 

motility.  In  particular,  due  to  the  distinct  spatial  information  gathered  through  the  PIV 

algorithm,  directed  movement  into  the  gap  could  be  differentiated  from  “random” 

movement perpendicular to the gap. Thus, not only the decrease in motility, but the specific 

reduction in directional migration could be demonstrated after silencing of FIR.  

More  importantly, the relevance of the continuous observation with  low time  intervals (i.e. 

90 min or  less between single frames) becomes apparent, as the moderate but statistically 
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significant  rescue  effect  of  IGF‐1  after  specific  silencing  of  EGFR  in  NSCLC  cells  was 

detectable only between  5  and  15 hours of  the  time  course, which would have been  lost 

using traditional evaluation approaches (Figure 35). The continuous observation also enables 

a better correlation of migratory phenotypes with molecular events in the cell, like pathway 

activation for short‐term responses and gene expression analysis for longer‐term effectors. 

Another  advantage of  the  technique presented here  is  it's general  applicability  for  image 

stacks  recorded with any  live‐cell  imaging setup. While  the ability  to  image nuclear stains 

(e.g. using HOECHST dye)  is generally of advantage and necessary  for  the analysis of cell 

density distributions, PIV‐based  speed  analysis  also works  on bright  field  images,  further 

reducing technical hurdles.  

Finally,  the  quantitative  nature  and  high  spatio‐temporal  resolution make  these  datasets 

ideal  for modeling purposes.  Indeed, modeling of 2D migration has been an active  field  in 

recent  years.132 Models  that  concentrate on  single  events  in  the motility  cycle have been 

built, for example describing the generation of protrusions on the leading edge of cells.133 In 

contrast, individual based models (IBM, also called agent‐based models, ABM) and continuum 

models consider migration on a holistic scale. IBMs can either be lattice based, meaning cell 

positions are restricted to discrete points on a lattice134 or off‐lattice where cells can occupy 

any position in a continuous space.135 Due to the continuity of space, off‐lattice models can 

describe  the  mechanical  interaction  of  the  cells  more  realistically  and  capture  cell‐cell 

interactions more accurately.135 Where  IBMs model  low numbers of  cells with parameters 

describing  single  cells,  continuum models  employ  a  top‐down  approach.  As  such,  they 

describe  larger  cell populations with  the dynamics of  local parameter means. The model, 

which  is  currently  developed  by  the  Matthäus  group  (building  on  previous  work  from 

Middleton  et  al.136),  connects  both  approaches  and  aims  to  extrapolate  individual  cell 

properties from the collective migration datasets. 

In conclusion, combining the PIV‐based evaluation algorithm with the experimental 24‐well 

IBIDI  insert  approach  represents  a  quantitative,  fast,  and  reliable  method  to  generate 

migration data with a sufficient spatio‐temporal resolution to enable sophisticated modeling 

that is achievable using standard live‐cell imaging setups. 
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Central to the success of the spheroid system in tumor biology are the histomorphological, 

functional,  and  environmental  properties, which  closely  resemble  the  in  vivo  situation  in 

non‐vascular tumors.141 For example, the distribution of important nutrients like glucose and 

oxygen decreases along a gradient towards the center of the spheroid. Likewise, metabolic 

products  like  lactate and metabolic waste  increase along the same axis. Factors  like extra‐

cellular matrix  (ECM)  and  basal membrane  production  and  its  dissemination  also  show  a 

realistic spatial distribution. This results  in a spread of  living, quiescent, and dead cells that 

mirrors the actual structure in solid tumor nodules. The second important advantage of this 

model system compared  to other 3D approaches  is  the  relative ease of handling and high 

reproducibility.  In  addition,  the biological  relevance  of  the  spheroid  system  as  a bridging 

system between 2D cell‐culture and  in vivo models was proven by a number of studies, as 

reviewed by Breslin et al.142 

In the work presented here, spheroids from H1975 and Calu‐1 NSCLC cells were successfully 

established  using  the  hanging  drop  approach.142  A  sprouting  assay  after  embedding 

spheroids in a collagen‐I gel was employed to measure growth of the cell mass and invasion 

of both cells attached to and cells disassociating from the central mass. Analogous to the 2D 

migration approach, traditional evaluation of spheroid sprouting and growth  involves time 

intensive manual analysis of relatively small numbers of time points. With the emerging use 

of spheroids  in high throughput drug screening,  image analysis tools have been developed 

that enable the automated evaluation of spheroids.143,144 However, since size increase of the 

central  spheroid  is  the  relevant  parameter  of  these  screenings,  analysis  usually  does  not 

include  sprouting  efficiency  or  detachment  of  cells.  The  novel  evaluation  algorithm  Ti‐

Quant‐BF‐2D  allows  the  analysis of  all  these parameters on  live‐cell  imaging data with  a 

high temporal resolution (90 min or less).The list of parameters, which are thus evaluable, is 

the  following:  total  spheroid area, area of  the main  spheroid, area of  sprouts, number of 

detached cells, estimated radius, radius of gyration, and cell density distribution. 

Other  groups  have  also  put  efforts  into  developing  evaluation  methods  for  spheroid‐

invasion  assays.  For  example,  Evensen  et  al.  presented  another  approach  to  quantify 

spheroid  invasion suitable  for standardized drug‐screening settings.145 However, this assay 

relies on staining of the cell nuclei  for automated evaluation, whereas the novel algorithm 

presented here works well with bright field images. This has several advantages with regard 

to  toxicity146 and acquisition  time. Also, by detecting  the nuclei of  invading cells, one  runs 
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the  risk  of  severely  underestimating  the  invasion  distance  and  behavior,  since  the  cells 

frequently show elongated phenotypes (see Figure 27). The evaluation presented here takes 

this  into  account  as  represented  by  the  radius  of  gyration  parameter.  However,  one 

advantage  of  previous  algorithms  is  the  ability  to  analyze  single  spheroids  without  the 

influence of other nearby spheroids in the same gel.145 While this influence can be mitigated 

by choosing isolated spheroids in the gel, paracrine effects cannot be completely excluded in 

the  approach  presented  here.  Ultimately,  the  experimental  approach  and  evaluation 

algorithm presented here provide a very useful tool for systems‐biology research‐endeavors, 

and  can  improve  on  other  approaches  for  commercial  high‐throughput  screening‐

applications.145 

FIR  knockdown  in  Calu‐1  cells  again  served  as  proof  of  principle,  analogous  to  the  2D 

migration analysis. Here, the results of 2D migration could be confirmed  in the 3D setting: 

knockdown of FIR resulted in reduced sprouting and radius of gyration (which stands for the 

maximum distance of cells migrating), but also reduced total area. Moreover, the number of 

detached cells was decreased. 

Manual  evaluation  of H1975  spheroids  subjected  to  IGF‐1  and/or EGF  stimulation did  not 

show any  significant effect on overall  spheroid growth and  sprouting. Applying  the novel 

algorithm  to  the  evaluation  of  H1975  spheroids  after  IGF‐1  and  EGF  treatment  might 

uncover effects of EGF and IGF‐1 treatment that were not visible using traditional evaluation 

methods.  

Several mathematical models were  proposed  that  link  the  growth  kinetics  on  the multi‐

cellular level (radius/volume in time) to cellular mechanisms (cell growth, contact inhibition, 

nutrient limitation, etc.), either as continuum models for component densities evolving over 

time and space  (using PDEs)147,148or agent based models  (ABMs)  that model cells and  their 

behavior (growth, division, movement, death)  individually.149 Models based on quantitative 

bright  field  imaging  approaches  like  the  one  presented  here  have  been  published  by 

Frieboes et al.150  in a Non‐Hodgkin  lymphoma  setting and Macklin et al.  to predict ductal 

carcinoma growth  in  individual patients and  in breast cancer  151,152. Similar approaches  for 

NSCLC will help to elucidate cellular mechanisms for the early spread and dissemination of 

cancer cells. 
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phosphorylation site at Tyr1068. As there are over fifty other activating phoshpo‐sites at the 

EGFR,155 it is possible that phosphorylation on other sites might be even earlier events, thus 

leading  to  a  “masked”  activation  of  the  EGFR  that  already  leads  to  degradation  after 

internalization.  For  example,  Jiang  et  al.  reported  that  next  to  Tyr1068,  Tyr1086  was 

responsible for Grb2 dependent and clathrin‐mediated  internalization of activated EGFR  in 

the  first minutes  after  EGF  stimulation156  and  Tanos  et  al.  showed  the  involvement  of 

Tyr1173  in  Abl  regulated  EGFR  internalization.157  A  systematic  analysis  of  phospho‐site‐

specific EGFR internalization efficiency has not been performed yet.  

On  the other hand, clathrin‐mediated endocytosis of  ligand‐bound  receptors  is a very  fast 

process with a rate constant Ke of up to 0.6 min‐1.158 Thus the noticeable drop in total EGFR 

amounts might be explained by biology, with the subsequent plateau being explained by the 

upregulation  of  rapid  recycling  after  10 minutes  resulting  in  a  new  steady  state.  In  the 

model, the assumed Ke is decidedly lower with 0.01 min‐1.This discrepancy to the literature 

data  can  be  attributed  to  the  simplifications  in  the model.  For  example,  the model  only 

considers  internalization of activated  receptors. The actual endocytosis  rates and dynamic 

behavior of EGFR after stimulation and ligand binding is under investigation by cooperation 

partners  in the LungSysII consortium  in the Single‐Molecule Spectroscopy Research Group 

of  Prof. Dr. D. Herten  (Cellnetworks  Cluster  and  Inst.  for  Physical Chemistry, Heidelberg 

University)  using  single‐molecule  imaging‐techniques.  Incorporating  this  information  into 

the model will contribute to the elucidation of this interesting behavior. 

B. IGF‐1R stimulation 

Activation/phosphorylation dynamics of IGF‐1R after IGF‐1 stimulation were comparable to 

the  EGFR  activation  in  terms  of  speed  of  response, with maximal  activation  levels  being 

reached  at  10 minutes. Whereas  EGFR  activation was  transient,  IGF‐1R  phosphorylation 

displayed a sustained activation on the maximal  level until 2 hours before slowly declining. 

Guakova  et  al.  showed  a  similarly  sustained  IGF‐1R  activation  in  breast  cancer  cells,159 

whereas Hallak  et  al.  demonstrated  a more  transient  activation  in  rat  hepatocytes160.  In 

contrast to the reducing effect of double stimulation on EGFR activation, both the dynamic 

as well  as  total  strength  of  response  of  IGF‐1R  phosphorylation  stayed  the  same  in  the 

double  stimulation compared  to  treatment with  IGF‐1 alone. Equally,  in contrast  to EGFR 

internalization after EGF administration,  total  IGF‐1R  levels also  stayed  constant over  the 

observed time. 

C. Downstream effectors 
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Downstream  of  the  receptors,  ERK  and AKT  activation  behaved  different with  regard  to 

stimulation with EGF, IGF‐1, or both cytokines. For the treatment with single growth factors, 

the dynamics of phosphorylated AKT followed those of the activated receptors, albeit with a 

somewhat  reduced  strength  of  response  and  a  delay  of  5  to  10 minutes.  As  such,  AKT 

activation  after  EGF  stimulation  shows  a more  transient  progression with  the maximum 

after ~15minutes (similar to results published in pancreatic cancer161), whereas the activation 

after IGF‐1 stimulation shows a more sustained phenotype with the maximum being reached 

at 30 minutes. This sustained activation has been shown in NSCLC162 and other cell systems 

such as skeletal muscle,163 HEK293 and neuroblastoma.164  

Double  stimulation  shows  an  additive  effect  on AKT  compared  to  the  single  treatments, 

with  a  higher maximum  activation being  reached  after  15 minutes  and  a more  sustained 

dynamic  compared  to EGF  stimulation. Neither  complete  addition  of  the  signals  nor  any 

synergistic effects could be detected, as the signal of the double stimulation does not equal 

the sum of both single stimulations at the maximum signal intensity at 15 minutes. At later 

time  points  (e.g.  at  60 minutes  and  later)  this  is  achieved  and  the  signal  strength  in  the 

double  stimulation does equal  the  sum of both  single  stimulations. A  first explanation  for 

this follows from the receptor activation dynamics: the down regulation of EGFR activation 

in  the  double  stimulation  compared  to  EGF  alone  would  explain  the  reduced  signal. 

Alternatively,  a  saturation  of  available  AKT  molecules  could  limit  the  signal.  Both 

hypotheses can be tested with the ODE model. Here, the first hypothesis was supported by 

the model, whereas pAKT levels were far from being saturated. This model prediction would 

be experimentally testable by applying semi‐quantitative mass‐spectrometry to investigate 

the ratio of AKT to pAKT during the time course as described by Hahn et al.165 

Concerning ERK activation, the situation is less complex. While the phosphorylation of ERK 

follows  the  EGFR  activation  after  EGF  stimulation  closely,  IGF‐1  stimulation  results  in  a 

similar but decidedly weaker activation. Olsen et al. showed very similar ERK activation after 

EGF stimulation in HeLa cells,153 whereas Girnita et al. reported a similar transient activation 

after IGF‐1 stimulation in melanoma cells.166 Double stimulation shows no change compared 

to EGF stimulation alone, thus either the ERK activation was already saturated and surplus 

EGFR activation in the single treatment had no effect, or the low ERK activation after IGF‐1 

stimulation  is able  to compensate  for  the  reduced EGFR signaling. Again, after  taking  the 

model parameters into account, saturation of ERK activation can be disregarded in favor of 

the compensation via IGF‐1R activation.  
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Summing  up,  in H838  cells,  EGF  stimulation  activated  both AKT  and  ERK with  a  similar 

dynamic of the receptor activation. IGF‐1 signaling is transmitted more prominently via AKT, 

with  only  low  ERK  activation.  Double  stimulation  shows  some  additive  effects  on  AKT 

signalingand  to a  lesser extent on ERK signaling. Concerning  the direct crosstalk between 

the  receptors,  only  an  inhibitory  effect  of  activated  IGF‐1R  on  EGFR  activation  could  be 

detected beyond the activation of the same downstream receptors. 

Model generation 

The EGFR pathway is one of the best studied growth‐factor pathways. Modeling it has been 

called  a paradigm  for  systems biology.167 Accordingly,  a number of EGF pathway models 

have  been  published  over  the  years,  with  some  taking  into  account  the  activation 

dynamics168  and  crosstalk  between  EGFR  and  other  TRKs  like  IGF‐1R.169  However,  the 

approach  reported  here  has major  advantages  over  others.  For  one, most models were 

either  based  on  standard  cell‐culture  cell‐lines  like  HeLa,168  which  is  probably  not 

informative for NSCLC cell lines, or do not incorporate measured pathway activation data at 

all. These aspects might be  the  reason  for differences  in  the assumptions and predictions 

between these published models and the one presented here. For example, Bianconi et al. 

argued from clinical data and histological investigation, and incorporated a pathway scheme 

from literature.169 While the reported transient dynamic behavior of ERK activation resulting 

from  the model  simulations  fits with  the  experimental  observations made  in  the  present 

study in both cell lines, Bianconi et al. reported that in their simulations both EGFR and IGF‐

1R dynamics  induced the same ERK activation whereas  in the study presented here, EGFR 

leads to a significantly increased ERK activation compared to IGF‐1R.  

Thus, to generate meaningful and applicable models for a given cell type and disease, a data 

driven  approach  to  ODE models  as  used  in  the  present  study  seems  warranted,  if  not 

downright necessary. 

The minimal model approach  that was employed here  follows  the general principle of  the 

Akaike information criterion (AIC), which is used to describe the quality of a model. In short, 

the principle stands for the fact that the more exact a given model represents the data and 

the fewer parameters are needed, the better the model quality. High numbers of parameters 

incur  the  risk  of  overfitting  and  unidentifiability  if  too many model  components  are  not 

supported by measured data. 
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Additionally,  publications  like  the  ones  from Csete  et  al.  showed  that  a  complex  system 

could still give  rise  to simple behavior as a characteristic of  robust systems.170 Thus, when 

focusing on the behavior of central pathway nodes, most of the complexity of the upstream 

signaling pathways can be  ignored. This  is supported when comparing  the ERK data  from 

my  study  to  previously  published  results  from Bianconi  et  al.  that  used  a more  complex 

pathway model, 169 as our (simple) model yields a comparable dynamic behavior. 

EGF and IGF‐1 dose effect in H838 and model refinement 

Dose‐response experiments  confirmed  some but not all of  the  findings  from  the kinetics. 

Generally, dose‐dependent activation of both receptors and downstream effectors ERK and 

AKT could be shown with some differences to the kinetic dataset. These inconsistencies can 

be explained by the lower number of replicates and the measurements at single time points, 

as small shifts in the dynamic behavior especially impact factors with steep initial activation 

like the ones investigated here. Nevertheless, by incorporating these dose response data for 

IGF‐1,  EGF,  and  double  stimulation  into  the  model,  the  identifiability  was  significantly 

increased for the phosphorylation and dephosphorylartion parameters for AKT and ERK.  

EGF and IGF‐1 pathway activation in H1975  

The pathway activation dataset for H1975 was generated  in the same manner as the H838 

dataset. Nevertheless, the data  is considerably noisier and displays higher variations  in the 

replicates. One possible explanation for these effects might be the activating mutations  in 

the EGFR of H1975 cells. Hereby, the activating mutation raises the background activation, 

especially of the downstream effectors, and thus increases the noise in the measurements.  
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Important differences between the H838 and the H1975 in the dataset are: 

•  The  constitutively  active  EGFR  receptor  partly  leads  to  insensitivity  against  EGF 

stimulation in the pEGFR measurements.  

•  IGF‐1R is strongly activated (as also shown by Peled et al.171) and this activation shows a 

transient  behavior with  a  narrow  peak  shape  comparable  to  findings  by Hallak  et  al. 

generated  in  rat  hepatocytes.160  In  the  double  stimulation  condition,  the  mean 

phosphorylation peaks higher than with  IGF‐1 alone, but the high variation renders this 

insecure.  

•  The downstream effects do not completely mirror the receptor activation. For one, ERK 

phosphorylation  reacts  to  EGF  stimulation  even  though  no  change  in  EGFR  Tyr1068 

phospho  site could be detected.  In contrast,  IGF‐1  treatment  results  in only a very  low 

activation of ERK, even though the receptor showed a clear activation. 

•  For AKT, only  the double stimulation  resulted  in measurable phosphorylation, with  the 

maximum being reached at 15 minutes followed by a sustained response, similar to the 

findings of Ma et al.162 and Bijur et al.164 for IGF‐1 stimulation. 

Interestingly,  the dose‐response experiments  in H1975 showed a better accordance  to  the 

kinetics dataset than was the case for H838: 

•  EGFR activation showed the same insensitivity for a wide range of concentrations.  

•  IGF‐1R activation  showed  saturation of  signal at 10 ng/ml, with no difference between 

stimulation with just IGF‐1 and the double treatment. 

•  ERK phosphorylation showed a similar behavior as with  the  time courses, saturating at  

10 ng/ml of EGF and double stimulation. 

•  AKT  phosphorylation  showed  dependency  on  IGF  and  EGF  stimulation, with  additive 

effects in the double stimulation. 
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5.4 Effects of IGF‐1R and EGFR inhibition on NSCLC cells 

From  the  lack of phenotypes after  stimulation with  IGF and/or EGF,  the  conclusion arises 

that  the cells might need  to be primed  for migration by a combination of growth  factors, 

which  is  then  taken  advantage  of  by  increased  EGF  and/or  IGF‐1  signaling.  In  order  to 

investigate this hypothesis, the functional effects of EGFR and  IGF‐1R  inhibition on NSCLC 

cells under full propagation medium with FCS were studied. Inhibition of signaling through 

small molecule TKIs  is  inherently  less specific than stimulation with specific  ligands, due to 

possible  off‐target  effects.176 To  control  for  these  effects,  three  different  EGFR  inhibitors 

were used: Erlotinib, Afatinib and CAS‐879127‐07‐8. While both Erlotinib andCAS‐879127‐

07‐8  inhibit  the EGFR by  reversibly binding  to  the ATP  site of  the EGFR kinase domain,177 

Afatinib  inhibition  functions by  irreversibly binding  to  the ATP site via sulfate bridges.48  In 

the  experimental  setup  used  in  this  study,  all  three  inhibitors  effectively  impair  cell 

proliferation,  increase  apoptosis  and  reduce  2D  migration  of  both  H838  and  H1975, 

illustrating that EGFR signaling is a relevant regulator of these processes.  

First corresponding results for IGF‐1R inhibition have been obtained through the use of PPP. 

PPP inhibits IGF‐1R autophosphorylation through an ATP independent mechanism.166 It has 

been shown to be effective and selective  for  IGF‐R  inhibition  in several  in vitro and  in vivo 

model systems178 and is currently tested in lung cancer patients in trial NCT01561456 . 

Comparison of H838 and H1975 proliferation after TRK inhibition 

Interestingly, H1975 cells show a more differentiated response to the different doses of all 

used  inhibitors  in  the  proliferation  assays.  Whereas  H838  showed  a  distinct  threshold 

behavior,  where  the  response  increased  drastically  between  two  of  the  tested 

concentrations  (e.g. hardly any  impact on proliferation  for 1 µM of Afatinib and complete 

abolishment  of  proliferation  at  10  µM),  H1975  showed  a  gradual  increase  of  the  dose 

response  for all  tested  inhibitors. For  the EGFR  inhibition,  this might be explained by  the 

increased affinity of EGFR  to ATP  in H1975 cells due  to  the T790M mutation, which could 

reduce  the  sensitivity  for  all  inhibitory  treatments.  However,  as  the  response  to  IGF‐1R 

inhibition shows  the same effect,  it stands  to  reason  that  the makeup of  the downstream 

signaling network  is responsible for this more differentiated response.  Indeed, quantitative 

mass‐spectrometry analysis revealed, that H838 cells harbor about 220 nM of AKT and 950 

nM of ERK (ERK1/2 combined), whereas H1975cells harbor about 120 nM of AKT and 890 nM 

of  ERK,  respectively  (private  correspondence  with  Prof.  U.  Klingmüller).  Thus  different 
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stoichiometry  of  cellular  downstream  effectors  might  explain  the  observed  differences 

between the inhibitors in the cell systems used.  

Rescue of migration after EGFR inhibition 

In order  to  further support  the hypothesis of EGF and  IGF‐1 pathway  interconnection,  the 

rescue of the observed phenotypes after inhibition of EGFR and IGF‐1R by stimulation with 

the  opposite  growth  factor  was  investigated.  Neither  of  the  experiments  resulted  in  a 

measurable  rescue  effect  on  proliferation  and  apoptosis  for  H838  nor  H1975  cells. 

Interestingly, for 2D migration, stimulation with IGF‐1 after EGFR inhibition with 50 nM CAS‐

879127‐07‐8  resulted  in a significant and  temporally  limited, but nevertheless  reproducible 

increase in migration compared to the EGFR inhibition alone.  

Similar  findings have been published  for HGF, which  rescued EGFR  inhibition  in colorectal 

cancer179 and NSCLC180 as well as for EGF, HGF, and FGF in a multi‐kinase inhibitor setting in 

pediatric  low grade astrocytoma and ependymoma181,  indicating that the rescue of specific 

pathway  inhibition by parallel acting  cytokines  is a general mechanism  in  cancer  cells. As 

also demonstrated  in these and other studies, the rescue effect shown here  is only partial, 

which is in accordance with findings from Jameson et al.81 This makes sense in the context of 

the  complex  signaling  system,  as  also  implied  in  the  results  of  EGF  and  IGF  stimulation 

presented here: The ultimate phenotype depends on the interplay of more than two growth 

factors.  The  increase  in  AKT  activation  under  double  stimulation  shown  here  for  H1975 

indicates  that  the  partial  rescue  via  IGF‐1  stimulation might be  facilitated by AKT  in  this 

experimental setting. 

5.5 Transcriptional effects of IGF‐1 and EGF stimulation 

Having  shown  connections  between  both  EGF  and  IGF‐1  signaling  pathways  on  protein‐

activation level as well as for 2D migration, first steps were taken to connect those two levels 

of cellular response via expression of target genes. To this end, expression analysis of H1975 

cells after IGF‐1 and EGF stimulation was performed. Using novel approaches developed by 

cooperation  partners  in  the  LungSysII  consortium  (M.  Albrecht  from  the  group  of  

Dr. F. Matthäus), GO annotation was performed and gene responses were ranked according 

to expression change over the total time course. Using qRT‐PCR investigations, genes with 

GO  terms  connected  to migration  and  invasion were  chosen  to  validate  the microarray 

results.  EGF  responding  genes  such  as  CTGF,  AREG,  and  IL8  could  be  validated  at  the 

transcript level.  
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GO  terms  for  CTGF  indicate  a  connection  to  migration  and  cell  matrix  adhesion. 

Interestingly, CTGF overexpression has been  found  to suppress AKT activation after  IGF‐1 

stimulation, and ERK activation after EGF stimulation.182 As the EGFR is constitutively active 

in H1975 cells, this mechanism might be in part responsible for the low activation of AKT in 

these  cells.  Also,  together with  the  activation  seen  after  EGF  stimulation,  this  points  to 

CTGF facilitating the transient shape of ERK activation. AREG on the other hand yielded GO 

terms connected to DNA replication and cell proliferation. Nevertheless,  in ovarian cancer, 

AREG has been  shown  to  induce  cell  invasion.183 Additionally,  it has been  linked  to  IGF‐1 

signaling  in NSCLC,184  thus  presenting  a  promising  target  for  therapy.185  Finally,  IL8 GO 

annotation  points  toward  roles  in  proliferation  but  also  cell  adhesion  and  chemotaxis. 

Accordingly,  in NSCLC,  IL8 has been shown  to stimulate proliferation,186 whereas  invasion 

enhancing effects could be shown in breast cancer cells.187 

In contrast, genes that were identified as responding to IGF‐1 stimulation on the microarray 

dataset could not be validated. Reasons  for  this could  lie  in  the general quality of  the  IGF 

response. PCA analysis of the preprocessed datasets revealed that the trajectory of the IGF‐

1 stimulation transcriptome data resembles that of the EGF stimulation, but with a parallel 

shift already after 0.5h. 

5.6 Implications for early spread and TKI resistance in NSCLC 

Early and frequent metastasis is one of the reasons for the high mortality among lung cancer 

patients, as  introduced  in 1.1.1.Therefore, controlling the early spread and  invasion of  lung 

cancer cells promises to increase patient survival. Accordingly, migration and invasion have 

been  important  output  parameters  for  in  vitro  experiments  regarding  cancer  and NSCLC 

therapy.188‐190 The results presented here further underpin the importance of EGFR and IGF1‐

R  signaling  in NSCLC, by  showing both  reduction of proliferation  and, more  importantly, 

migration after inhibition of both IGF‐1R and EGFR. Additionally, the microarray analysis of 

especially EGF stimulated H1975 substantiates the impact of EGF on NSCLC cell migration. 

The second  important contributor to the  low 5‐year survival of NSCLC  is the emergence of 

acquired  resistances  to  TKI  treatment  generally  limiting  therapy.10  The  most  common 

mechanisms  here  are  secondary mutations.  For  instance, up  to 60% of patients with TKI 

resistant  EGFR‐mutant  NSCLC  harbor  the  T790M mutation  in  the  threonine  gatekeeper 

residue  in  addition  to  the  activating  L858R  mutations  or  exon  19  deletions.60,61,191  As 

introduced  in  1.2.3,  a  second  generation  of  EGFR  inhibitors  have  been  developed  that 

showed  potency  against T790M mutated  cells  in  preclinical models,48,192 but  also  showed 
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only modest effects  in clinical studies with patients  that had developed  resistance against 

Erlotinib or Gefitinib.193,194 One reason for this, as hypothesized by Cortot et al., could be the 

relatively  low  achievable  drug  concentration  in  patients  vs  the  in  vitro  studies.90  This  is 

corroborated  by  further  in  vitro  studies  that  showed  emergence  of  T790M mutant  cells 

under treatment with similarly low concentration of Afatinib.195,196 Accordingly, Cortot at al. 

identified  combinatorial  treatment  strategies  of  efficient  T790M  inhibition  together with 

IGF‐1R inhibition that prevented the emergence of drug resistant clones in vitro.90  

The  results of  the study presented here also support an  impact of  IGF‐1R signaling on  the 

resistance of NSCLC cells against EGFR  inhibition. Firstly,  IGF‐1R and EGFR activation was 

transmitted  along  the  same  downstream  effectors  ERK  and  AKT,  albeit  with  different 

activation dynamics. Secondly, while no effect on proliferation could be shown here,  IGF‐1 

signaling could rescue the reduction of migration after EGFR inhibition. 

Concerning  the  molecular  mechanisms,  an  additional  factor  worth  considering  in  the 

contributions of the IGF signaling system to acquired resistance of NSCLC is the role of IGF‐

binding proteins (IGFBPs), that control IGF‐1R signaling through the binding of ligands. For 

example,  IGFBP‐3  secretion  was  reduced  and  lead  to  increased  activity  of  the 

IGF1R/PI3K/AKT pathways in NSCLC lines with acquired resistance to Gefitinib or Erlotinib88 

as well as cisplatin resistant cells197. These studies have been conducted in cells, which were 

not  checked  for  EGFR  status.  It  will  be  interesting  to  investigate  the  available  NGS 

sequences of see if the rescue effect observed in this study in the T790M mutated H1975 cell 

line is at least in part induced by similar down regulation of IGFBPs. 
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5.7 Outlook 

In summary, in the work presented here, I could show that, while EGFR and IGF‐1R signaling 

are important for NSCLC migration in both cells with the wild type and the mutated EGFR, 

they  are  contributors  in  a more  complex  growth‐factor  signaling‐network.  It  will  be  of 

importance  to  further  investigate  the dynamic  interactions between  large  subsets of  this 

network  to engage kinase  switching and other  forms of acquired  resistance and elucidate 

possible  points  of  intervention  for  novel  therapies.  The  novel  phenotypical  evaluation 

algorithms  delivered  useful  quantitative  data  for modeling  approaches,  and  the  resulting 

data were used as a basis for agent‐based modeling of NSCLC migration. In the framework 

of the LungSys consortium, the data and models generated in this work will be used as the 

basis  for  integrated  multiscale  modeling  of  the  complex  conditions  governing  NSCLC 

migration and the relevant cell signaling. Going forward, the ODE model generated here will 

need  to  be  expanded  and  the  phenotypical  data  will  need  to  be  integrated  in  order  to 

generate biologically useful testable hypotheses. Thus, important insight will be gained into 

the dynamic signaling  interplay and resulting therapeutic options for NSCLC, the deadliest 

cancer to date. 
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