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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region
1.1.1 Epidemiologie

Mit einer Inzidenz von jahrlich ca. 16.300 Fallen bilden Plattenepithelkarzinome der
Kopf-Hals-Region (engl. head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) in
Deutschland die sechstgroRte Gruppe unter den malignen Erkrankungen."! Hierunter
fallen Plattenepithelkarzinome des Kehlkopfes, des Rachens und der Mundhohle. Mit
einem Anteil von ca. 90% stellen sie den Grofteil aller malignen Neoplasien im Kopf-
Hals-Bereich dar. Aufgrund der unterschiedlichen anatomischen Lage und dadurch
entstehender Differenzen wird unter anderem in den Daten des Robert Koch-Institut
zwischen Karzinomen der Mundhdhle und des Rachens sowie Larynxkarzinomen
unterschieden. Auch die Deutsche Krebsgesellschaft gibt fir beide Krankheitsbilder
gesonderte Leitlinien aus. Da jedoch die meisten Studien die verschiedenen
Lokalisationen aufgrund der &hnlichen Atiologie und Ubereinstimmender
Therapieverfahren unter dem Begriff des HNSCC zusammenfassen, werden die
einzelnen Tumorentitdten in der folgenden Abschrift weitestgehend gemeinsam
betrachtet.

Trotz intensiver Forschung und Fortschritten in modernen Therapiekonzepten, wie
bspw. der Intensitdtsmodulierten Strahlentherapie (IMRT) oder der Nutzung von
monoklonalen Antikérpern im Rahmen einer zielgerichteten Therapie, bleibt die 5-
Jahres-Uberlebensrate von Patienten mit HNSCC seit Jahrzehnten relativ konstant in
einem Rahmen von ca. 50-60%. Manner erkranken mit 12.850 Fallen gegenuber
4.690 Fallen mehr als doppelt so haufig wie Frauen, wobei das mittlere
Erkrankungsalter fur Manner bei 63 Jahren und fur Frauen bei 66 Jahren liegt.
Auffallig ist hierbei, dass Frauen mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von
59%, im Vergleich zu 48% bei den Mannern, eine bessere Prognose haben. Dies ist
vermutlich darauf zurGckzufluhren, dass Frauen seltener als Manner an durch
Alkohol- und Tabakkonsum bedingten Tumoren und dafur haufiger an mit Humanen
Papillomaviren (HPV) assoziierten Tumoren erkranken.? Die HPV-Assoziation stellt
bisher einen der wenigen prognostisch gunstigen Faktoren dar, weshalb sich hierauf

einige Forschungsbemuhungen stutzen. Aufgrund der Unterschiede hinsichtlich des
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Ansprechverhaltens gruppieren einige Autoren HPV-positive HNSCC in eine eigene
Kategorie, was sich ebenso in gesonderten Staging-Kriterien fir HPV-positive und
HPV-negative Tumore duRert.?

GroRe Unterschiede bestehen zudem in der weltweiten Verteilung der Inzidenz. So
sind bspw. der slUdostasiatische Raum, Brasilien und Frankreich als
Hochinzidenzgebiete zu nennen. In einzelnen Hochrisikoregionen des
stdostasiatischen Raums machen Karzinome der Mundhéhle oder des Oropharynx
ca. 25% der neudiagnostizierten Malignome bei Mannern aus.

In Frankreich besteht europaweit die hochste Fallzahl mit einer Inzidenz von 32,2 pro
100.000 bei Mannern und 4,7 pro 100.000 bei Frauen. Die Inzidenzrate in
Deutschland ist in diesem Vergleich im europaischen Mittelfeld einzuordnen.* °
Aufgrund der Spezifizierung nach Karzinom-Untergruppen fur Angaben in den
Inzidenzstatistiken gestaltet sich die Betrachtung aller HNSCC-Falle schwierig.
Allerdings stellt die Untergruppe der Mundhdhlen- und Oropharynxkarzinome die

fallzahlenmaRig grofte Untergruppe des HNSCC dar.®

1.1.2 Atiologie

Hauptrisikofaktoren fir die Entstehung eines HNSCC sind Tabak- und
Alkoholkonsum. Schatzungsweise 90% der Erkrankungen stehen im Zusammenhang
mit dem Gebrauch zumindest einer der beiden Noxen.” 8 Einzeln betrachtet erhoht
Rauchen das Erkrankungsrisiko ca. um den Faktor 20 und exzessiver
Alkoholkonsum ca. um den Faktor 6. Dabei korrelieren Menge und Dauer des
Konsums ebenfalls mit dem Risikopotential. Das Vorhandensein beider Faktoren
wirkt sich synergistisch auf das Gesamterkrankungsrisiko aus. In einer
Fallkontrollstudie von Talamini et al. ergab sich eine Odds Ratio von 177 flr
Personen mit intensivem Konsum von Tabak und Alkohol.®

HPV-Infektionen kommt insbesondere bei Pharynxkarzinomen, weniger hingegen bei
Larynxkarzinomen, eine wesentliche Rolle zu. So Ilasst sich HPV-
Desoxyribonukleinsaure (DNA) in 45,8% aller Oropharynxkarzinome nachweisen,
wobei vor allem die Hochrisikotypen 16 und 18 von Relevanz sind." Fir das
kanzerogene Potential von HPV verantwortlich sind die viralen Onkogene E6 und E7,
die zu einer Inaktivierung der Tumorsuppressorgene p53 und Retinoblastom-Protein

fuhren." Aufgrund des Ubertragungsweges von HPV-Infektionen ist somit sexuelles
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Risikoverhalten als weitere Entstehungsursache zu nennen, auch wenn in
Anbetracht der hohen Durchseuchungsrate ein monofaktorielles Entstehen eines
HNSCC aufgrund von HPV sehr selten ist. Die seit Juni 2018 geltende Empfehlung,
auch Jungen im Alter zwischen 9 und 14 Jahren gegen HPV zu impfen, ist deshalb
auch hinsichtlich einer HNSCC-Pravention sinnvoll.'?

Die Hauptrisikofaktoren scheinen sich, trotz der weltweiten Varianz bei den
Inzidenzzahlen, nicht zu unterscheiden. Je nach Region sind zusatzliche
Risikofaktoren und Verhaltensmuster vorzufinden. Hier ist bspw. das in westlichen
Breiten wenig verbreitete, aber im siUdostasiatischen Raum gangige Kauen von
Betelnissen zu nennen. Dahingegen ist in Thailand die Pravalenz von HPV-
Infektionen im Vergleich zu westlichen Landern eher gering. '3 14

Diese Varianz ist daher vermutlich auf das weltweit unterschiedlich ausgepragte
Risikoverhalten, aber auch genetische Veranlagungen zurtckzuflhren. Allerdings
sind bezuglich der Prognose nur wenige epigenetische Veranderungen bei noch
gesunden Personen bekannt. Patienten mit Fanconi-Anamie haben bspw. ein 500-
700fach erhohtes Risiko, an einem HNSCC zu erkranken. Derartige genetische
Risikokonstellationen sind jedoch, in Relation zur Gesamtzahl der HNSCC-Patienten,
eher selten.’®

Ebenso kénnen berufsbedingte Noxen die Entstehung eines HNSCC begunstigen.
Hierbei sind unter anderem Exposition gegenuber Asbest, schwefelhaltigen
Aerosolen sowie Steinkohle und Teerprodukten zu nennen.6. 17

Ultraviolette Strahlung begulnstigt vor allem im Bereich der Lippen die Entstehung
eines HNSCC. Des Weiteren werden auch eine einseitige Erndhrung, heilde
Getranke oder schlechte Mundhygiene als Risikofaktoren diskutiert.

Generell bietet die Schleimhaut im Mund- und Rachenbereich als Eintrittspforte fur
Nahrung und Atemluft eine grofRe Angriffsflache flir exogene Noxen, weshalb eine

derartige Aufzahlung nie als vollstandig betrachtet werden kann.

1.1.3 Pathogenese

Genauso heterogen wie die ausldésenden Umweltfaktoren stellt sich auch die
molekulare Genese des HNSCC dar. In Analogie zur Adenom-Karzinom-Sequenz
beim Kolonkarzinom geht das HNSCC meist aus Vorlauferlasionen hervor. Initial

bilden sich Epithelhyperplasien, die sich Uber die Zwischenstadien einer Dysplasie
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und des Carcinoma in situ zu einem invasiven Karzinom hin entwickeln. Es wird
davon ausgegangen, dass es durch den Einfluss von Noxen zu multiplen DNA-
Schaden kommt, wodurch eine grof3e Variabilitdt an Mutationen, Amplifikationen und
Deletionen einen Ursprung fir die Entwicklung des HNSCC darstellen kénnen. '8
Allerdings hat sich keine der bekannten singularen Mutationen oder
Mutationskonstellationen bisher als klinisch effizienter Biomarker erwiesen. Eine in
den meisten Fallen vorhandene multifaktorielle Genese mit grol3er Varianz zwischen
den einzelnen Erkrankungsfallen ist aktuell die plausibelste Erklarung hierfar. Im
folgenden Abschnitt wird deshalb auf ausgewahlte bekannte molekulare
Mechanismen eingegangen, die an der HNSCC-Entstehung beteiligt sind.

Mit 72% treten Mutationen im Tumorsuppressorgen TP53 am haufigsten auf. Dieses
Gen hemmt im Normalfall Uber Induktion von p21 die Cyclinabhangige Kinase 1
(CDK 1), so dass der Zellzyklus gestoppt und gleichzeitig die Apoptose gefordert
wird. Cyklinabhangige Kinasen bilden das Zentrum der Zellzykluskontrolle. So setzt
auch das Protein p16 mit seiner Inhibition der CDK 4 und CDK 6 hier an. Als
Surrogatmarker entspricht p16-Uberexpression einer HPV-Assoziation.?

Eine bedeutende Rolle bei der Embryogenese, der Zellproliferation und der
Differenzierung von Zellen kommt dem Wnt/B-Catenin-Signalweg zu. In Zellen mit
inaktiviertem Wnt/B-Catenin-Signalweg wird B-Catenin als zentraler
Transkriptionsfaktor kontinuierlich abgebaut.  Mutationen der vorgeschalteten
Regulatoren, wie der Notch Rezeptor 1 (NOTCH 1) und das FAT atypische Catherin
1 (FAT 1), kbnnen jedoch zu einer verstarkten Anhaufung von B-Catenin flihren.?° In
diesem Zusammenhang tragt der Wnt/ B-Catenin-Signalweg wesentlich zur Tumor
Progression bei.?! Mit einer Frequenz von 23% fiir FAT 1 und 18% fiir NOTCH 1
kommen diese Mutationen beim HNSCC relativ haufig vor, wahrend direkte
Mutationen von B-Catenin selten sind.?? Darlber hinaus ist B-Catenin struktureller
Bestandteil von E-Cadherin-Verbindungen und damit an Zell-Zell-Verbindungen und
der Zellpolaritat beteiligt. Ein Verlust dieser Zell-Zellverbindung und das damit
einhergehende Metastasierungspotential, durch sich aus dem Verbund |6sende
Tumorzellen, ist kennzeichnend fur Malignome, ebenso wie die haufig
einhergehende Fahigkeit zur epithelial-mesenchymalen Transition (EMT). Im
Gegensatz dazu scheinen Mutationen im epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor
(EGFR) mit einer Haufigkeit von 4% eine eher untergeordnete Rolle beim HNSCC zu
spielen. Die Mutation von PIK3CA, die das dem EGFR nachgeschaltete Protein
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Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) kodiert, stellt eines der wenigen Onkogene dar,
die regelmalig beim HNSCC verandert sind. Die Ubrigen bekannten Mutationen
betreffen vorwiegend Tumorsupressorgene.?3

Auffallig ist, dass der EGFR dennoch in ca. 90% der Kopf-Hals-Tumore
Uberexprimiert ist. Damit ist das HNSCC, noch vor anderen Malignomen, bei denen
eine Anti-EGFR-Therapie zum Einsatz kommt, wie dem nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom (NSCLC), dem Mammakarzinom oder dem Kolonkarzinom, die
Tumorentitdt mit der héchsten Rate an EGFR-Uberexpressionen. Als einer der am
besten erforschten  Wachstumsrezeptoren  beeinflusst der EGFR das
Wachstumsverhalten zahlreicher Tumore, wobei eine Uberexpression zumeist mit

einer schlechten Prognose korreliert.?*

1.1.4 Klassifikation

Wie bei den meisten malignen Erkrankungen, erfolgt auch die Einteilung des HNSCC
nach der TNM-Klassifikation, Uber die Aussagen zur Prognose des Patienten
getroffen werden koénnen. Da im Kopf-/Halsbereich komplexe anatomische
Beziehungen bestehen, gibt es unterschiedliche Klassifikationen fur die jeweiligen
Lokalisationen. So ist bspw. im Bereich der Lippe und der Mundhoéhle zusatzlich die
Invasionstiefe von Relevanz. Auch der HPV-Status wirkt sich zum Teil auf die TNM-
Kategorien aus. Die nachfolgende Tabelle 1 ist daher nicht vollstandig, dient aber der

Ubersicht und soll die wesentlichen Klassifikationskriterien zusammenfassen:
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Tabelle 1: Ubersicht TNM-Klassifikation, eigene Darstellung, Daten nach?

Nasopharynx Oropharynx und Larynx
Hypopharynx
T Tumorgrolie
Tx Primartumor nicht beurteilbar
T0 Kein Primartumor vorhanden
Tis Carcinoma in situ
T1 Begrenzt auf TumorgrofRe < 2cm | Begrenzung auf einen
Nasopharynx Unterbezirk (Supraglottis,
Glottis, Subglottis)
T2 Ausbreitung in TumorgrofRe 2-4cm | Ausbreitung auf 2
Parapharyngealraum Unterbezirke
T3 Infiltration von Tumorgrofe >4cm Begrenzung auf Bereich des
Schadelbasis oder Larynx mit Fixierung der
Nasennebenhdhlen Stimmlippe
T4 Infiltration von T4a:
Nachbarstrukturen, Infiltration von Trachea, Schilddriise, Oesophagus
wie Hirnnerven, oder aulderer Zungenmuskulatur
Hypopharynx,
Parotis oder Orbita T4b:
Infiltration von Mediastinum, Carotis oder
pravertebraler Faszie

N Lymphknotenmetastasen

Nx Regionale LK-Metastasen konne nicht beurteilt werden
NO Keine regionalen LK-Metastasen

N1 Einzelne LK-Metastase < 3cm

N2a Einzelne ipsilaterale LK-Metastase 3-6cm

N2b Multiple ipsilaterale LK-Metastasen <6¢cm

N2c Bi- oder kontralaterale LK-Metastasen <6cm

N3a LK-Metastase >6¢cm ohne extranodale Ausbreitung
N3b LK-Metastase >6¢cm mit extranodaler Ausbreitung
M Metastasen

MO Kein Nachweis von Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

10
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Anhand dieser Kriterien erfolgt ein Staging des Tumors, das bei der Therapieplanung
als Entscheidungshilfe dient. Da, wie bereits erwahnt, insbesondere im
Oropharynxbereich der HPV-Status fur die Prognose mitentscheidend ist, gibt es hier
gesonderte Einteilungen fur p16-positive und p16-negative Tumore. Die
Klassifikation der Ubrigen Lokalisationen deckt sich groRtenteils mit der fur HPV-

negative Oropharynxkarzinome (siehe Tab. 2).

Tab 2: Staging von p16-negativen Oropharynxkarzinomen, eigene Darstellung, Daten nach?®

Stadium T N M
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
Il T2 NO MO
Il T3 NO MO
T1,T2, T3 N1 MO
IVa T1,T2, T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO
IVb T4b Jedes N MO
Jedes T N3 MO
IVc Jedes T Jedes N M1

Fur p16-positive Karzinome gilt die nachfolgende Tabelle 3. Anhand der Staging-
Kriterien ist eine bessere Prognose fur p16-positive Karzinome und ein besseres
Ansprechen auf das Chemotherapie-Regiment ersichtlich. So ist bei p16-negativen
Tumoren ein N1-Status automatisch mit einer Eingruppierung mindestens in Stadium
[l verknUpft. Dahingegen kann bei p16-positiven Tumoren mit N1-Status noch ein

Stadium | vorliegen:

11
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Tab 3: Staging von p16-positiven Oropharynxkarzinomen, eigene Darstellung, Daten nach®

Stadium T N M
0 Tis NO MO
I T1,T2 NO, N1 MO
Il T1, T2 N2 MO
T3 NO, N1, N2 MO
1l T1,T2, T3 N3 MO
T4 Jedes N MO
vV Jedes T Jedes N M1

1.1.5 Diagnostik

Eine Empfehlung flr breit angelegte Screening-Untersuchungen auf maligne
Tumoren im Kopf-Hals-Bereich gibt es derzeit nicht. So liegt selbst bei
Hochrisikogruppen kein Wirksamkeitsnachweis vor, bspw. flr Laryngoskopien mit
dem Ziel einer Fruherkennung von Pharynx- oder Larynxkarzinomen. Die
regelmalige zahn- und hausarztliche Kontrolle des Mundraums auf verdachtige
Schleimhautveranderungen hat hingegen auch fur die Pravention von Tumoren der
Mundhdhle einen groRen Stellenwert.

Diese dient ebenfalls der Erkennung von Vorlauferlasionen, wie z B. einer
Leukoplakie, die einer Prakanzerose entspricht und als Carcinoma in situ klassifiziert
wird. Sie stellt sich als weilles nicht abwischbares Enanthem dar und besteht aus
keratotisch umgewandeltem Schleimhautgewebe. Besteht bereits ein ausgebildetes
Plattenepithelkarzinom, so sind die Grinde fur das Aufsuchen eines Arztes
mannigfaltig. Symptome koénnen =z. B. Zahnlockerungen, Schluck- und
Sprechbehinderungen, Fremdkdorpergefuhl, Blutungen oder Schmerzen im Kopf- und
Nackenbereich, Foetor ex ore oder auch Taubheitsgeflihle sein. Aufgrund der
frhzeitigen Metastasierung in die nachgeschalteten Lymphknoten fallen einige
Patienten auch erstmalig durch eine zervikale Lymphknotenschwellung auf. Im
Bereich des Larynx kann es durch Malignome zu einer Heiserkeit der Stimme
kommen. Aus diesem Grund fallen insbesondere glottische Larynxkarzinome
frihzeitiger auf, weshalb diese zumeist eine bessere Prognose haben als sub- oder

supraglottische Karzinome.
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Werden verdachtige Symptome erkannt, dann muss eine HNO-facharztliche
Untersuchung des Mundraumes sowie eine endoskopische Untersuchung des
Pharynx und Larynx erfolgen. Die meisten Tumore im Kopf-Hals-Bereich werden
bereits im Rahmen einer derartigen Untersuchung entdeckt.

Zur  pratherapeutischen  Einschatzung der  Tumorausdehnung  werden
Computertomographie (CT) oder Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) verwendet.
Die beiden Verfahren sind dabei als gleichwertig anzusehen, da eine kontroverse
Studienlage zu Vor- und Nachteilen der beiden Verfahren besteht. So ist das MRT
besser geeignet zur Beurteilung der perineuralen, perivaskularen oder
intramuskularen Ausdehnung, wohingegen das CT eine bessere Auflosung von
Kortikalisarrosionen bietet. Die Positronen-Emissions-Tomografie (PET) soll lediglich
bei unklarem Rezidiv-Verdacht, nicht jedoch zur Primartumordiagnostik eingesetzt
werden. Zudem ist vor Therapiebeginn ein Tumornachweis per Biopsie zu erbringen.
Die grundliche Untersuchung des gesamten Kopf-Hals-Bereichs ist auch aufgrund
der Haufung von Zweitkarzinomen von hohem Stellenwert, denn je nach Stadium
besteht in 4-33% bereits zum Diagnosezeitpunkt ein synchroner Zweittumor.?® Diese
treten neben der Kopf-Hals-Region gehauft im Bereich des Oesophagus oder der
Lunge auf. Deshalb wird vor allem in den fortgeschrittenen Stadien 3 und 4

empfohlen, ein zusatzliches CT des Thorax durchzufihren.

1.1.6 Therapie

Die Therapieplanung wird fur jeden Patienten individuell durch den Beschluss des
Tumorboards gefasst. Dieses besteht im Falle des HNSCC aus mindestens je einem
Vertreter der Fachdisziplinen Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, Strahlentherapie,
Onkologie, Pathologie sowie Radiologie.

FrGhe Tumorstadien kénnen mittels alleiniger Operation oder Strahlentherapie
behandelt werden, wobei zugleich eine gute Prognose besteht. Meist besteht jedoch
schon zum Diagnosezeitpunkt ein fortgeschritteneres Tumorstadium. Deshalb basiert
das Standardtherapieverfahren fur das HNSCC, wenn mdglich, auf einer
chirurgischen RO-Resektion sowie einer elektiven Neck Dissection, bei einem
modglichen Befall von nachgeschalteten Lymphknoten im Bereich des Halses. In
fortgeschrittenen Tumorstadium erfolgen anschliefend Radiatio und Chemotherapie.

Hierbei haben sich als zytotoxische Chemotherapeutika vorwiegend platinhaltige
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Substanzen, wie Cisplatin und Carboplatin, als erste Wahl etabliert. Darlber hinaus
kommen 5-Fluoruracil (5-FU), Taxane und Methotrexat zum Einsatz, wobei letzteres
wegen des gehauften Auftretens einer Mukositis, insbesondere in Kombination mit
Bestrahlungen, heutzutage weniger Verwendung findet.?” 28

Seit 2004 ist der monoklonale EGFR-Antikorper Cetuximab flr die Therapie des
HNSCC von der Europaischen-Arzneimittel-Agentur (EMA) zugelassen. Vermorken
et al. konnten flr eine Kombination aus platinbasierter Chemotherapie und
Cetuximab bei metastasierten oder rezidivierendem HNSCC ein um 2,7 Monate
langeres Gesamtlberleben feststellen.?® In der Primartherapie des HNSCC blieben
allerdings die Ansprechraten hinter den Erwartungen zurlick, weshalb der Stellenwert
der EGFR-Therapie beim HNSCC ein weiterhin viel diskutiertes und untersuchtes
Studiengebiet geblieben ist.30 31

Neu in der Behandlung des HNSCC ist die Immuntherapie mit den Programmed-
Death-Protein-1 (PD-1)-Antikérpern Nivolumab und Pembrolizumab. Bei Patienten
mit metastasiertem oder rezidivierendem HSNCC konnte unter Nivolumab-Therapie
eine Steigerung der 1-Jahres-Uberlebensrate von 16,6% auf 36% festgestellt
werden. Ahnliche Ergebnisse konnten auch mit Pembrolizumab erreicht werden.
Infolgedessen wurde Nivolumab im Jahr 2017, und anschliel3end im Jahr 2018 auch

Pembrolizumab, fiir die Therapie des HNSCC von der EMA zugelassen.32 33

1.2 ErbB-Rezeptor-Familie

Wachstumsfaktoren fungieren als interzellulare Signalmolektle und dienen so einem
kontrollierten Zellwachstum. Die Ubertragung erfolgt entweder autokrin oder parakrin
uber Rezeptoren, wie dem EGFR. Dabei handelt es sich um eine der am langsten
bekannten Rezeptortyrosinkinasen, die zusammen mit den Rezeptoren HER2, HER3
und HER4 zur Familie der ErbB-Rezeptoren gehort.3* Eine Amplifikation der
angeschlossenen intrazellularen Signalwege beglnstigt allerdings maligne
Zelleigenschaften, wie eine hohere Proliferationsrate sowie Migration, Invasion,
Apoptose-Inhibition und Angiogenese. Dies kann 2z. B durch verstarkte
Rezeptorexpression, erhohte Sensitivitat der Rezeptoren oder verstarkte Liganden-
Sezernierung erfolgen. Es wird davon ausgegangen, dass bei Uber 90% der HNSCC
eine Uberexpression des EGFR vorhanden ist, weshalb dieser das Ziel zahlreicher

neuer Therapieansatze ist.3°
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Der EGFR lasst sich in drei Untereinheiten gliedern: eine Liganden-bindende
extrazellulare Domane, eine hydrophobe Transmembrandomane und eine
intrazellulare Tyrosinkinase-Domane.3¢

Aktuell gibt es sieben bekannte Liganden fur den EGFR. Dabei handelt es sich um
den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF), den transformierenden Wachstumsfaktor
alpha (TGF-alpha), Amphiregulin, Epigen, Betacellulin, Epiregulin und den
heparinbindenden EGF-ahnlichen Wachstumsfaktor (HBEGF). Die drei zuletzt
genannten sind dabei ebenso Liganden des HER4. An HER3 und HER4 binden
daruber hinaus verschiedene Neureguline. Allerdings ist kein Ligand fur HER2
bekannt, wodurch dieser Rezeptor womadglich auf eine Heterodimerisierung mit den
anderen Rezeptoren angewiesen ist. 37

Eine Bindung von Liganden an die extrazellulare Domane fuhrt zu einer
Homodimerisierung des EGFR bzw. Heterodimerisierung mit anderen Rezeptoren
der ErbB-Familie. Eine Dimerisierung aktiviert durch Strukturveranderung die
Tyrosinkinasedomane, die nun Tyrosinreste des Rezeptors phosphoryliert und eine
Hochregulierung der an den Rezeptor angeschlossenen Signalkaskaden zur Folge
hat. In der nachfolgenden Abbildung 1 sind die Hauptsignalwege des EGFR

schematisch dargestellt:

[T Zellme mbran

Proliferation, Invasion, Apoptose-Inhibition,
Angiogenese, Migration

Abbildung 1: Wirkweise der Tyrosinkinasinhibitoren. Eigene Darstellung. Daten nach: Sola,
AM, Johnson, DE, Grandis, JR: Investigational multitargeted kinase inhibitors in development

for head and neck neoplasms. Expert Opin Investig Drugs, 28: 351-363, 2019.
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1.3 Tyrosinkinaseinhibitoren

Bei den Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) handelt es sich um kleine Molekile, die
reversibel oder irreversibel die Adenosintriphosphat (ATP)-Bindetasche der
Tyrosinkinasedoméane des Rezeptors blockieren und somit eine
Autophosphorylierung verhindern. Das Wirkspektrum kann dabei je nach
gewlnschtem Einsatz stark variieren und erstreckt sich von Stoffen, die spezifisch
nur eine Kinase blockieren, bis hin zu Stoffen, die mehrere Rezeptoren gleichzeitig
inhibieren.

Der prominenteste und bisher erfolgreichste Vertreter dieser Wirkstoffklasse ist
Imatinib. Dieser ist seit 2001 fur die Behandlung der Chronisch Myeloischen
Leukamie (CML) zugelassen und wird als Erstlinientherapie verwendet. Dabei
blockiert Imatinib spezifisch die Bcr-Abl-Tyrosinkinase, die in 90% der Falle
pathognomonisch fir die CML ist und zu einer unkontrollierten Vermehrung der
weillen Blutkérperchen fuhrt. Ber-Abl wird auf dem sogenannten Philadelphia-
Chromosom kodiert, das durch Translokation der Chromosomen 9 und 22 entsteht.
38

Dieser Erfolg hat auch zu gestiegenem Interesse flr den Einsatz bei soliden
Tumoren geflhrt. 3° Erlotinib als Beispiel fur einen EGFR-selektiven TKI der ersten
Generation bindet reversibel an den Rezeptor und wird beispielsweise beim NSCLC
eingesetzt. Lapatinib hingegen ist spezifisch fir den EGFR und HER2 und findet
bisher vorwiegend Verwendung bei der Behandlung des Mamma-Karzinoms. TKI der
zweiten Generation, wie z.B. Afatinib, binden irreversibel an den EGFR. Daruber
hinaus inhibiert Afatinib die Rezeptoren HER2, HER3 und HER4, wodurch deren
kompensatorische Hochregulierung ausgeschlossen werden soll. Es wird diskutiert,
ob diese alternative Hochregulierung Resistenzen gegen Anti-EGFR-Therapeutika
mitverursacht.

In der HNSCC-Therapie kommt bisher nur der EGFR-Antikdrper Cetuximab zum
Einsatz. Da es sich hierbei allerdings um einen monoklonalen Antikorper handelt,
sind die Therapiekosten sehr hoch. Darlber hinaus ist der Erfolg mit einer
Ansprechrate von 13% und einem Gesamtuberlebensvorteil von 2,7 Monaten als

eher moderat einzustufen.2® 40
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Tyrosinkinaseinhibitoren wiesen in klinischen Studien bisher keinen ausreichenden
Benefit fur HNSCC-Patienten auf, um eine Verwendung in der Therapie zu
rechtfertigen.#' Ein Grund hierfiir stellt moglicherweise die weniger ausgepragte
Mutationsrate des EGFR bei HNSCC-Patienten im Vergleich zu NSCLC-Patienten
dar. Sie korreliert beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (engl. non small cell lung
cancer, NSCLC) mit einer besseren Ansprechrate auf TKls.4> Dennoch gibt es einen
nicht unerheblichen Anteil von Patienten, die auch ohne EGFR-Mutation auf eine
TKI-Gabe ansprechen, weshalb Mutationen nicht der einzige Grund fur den
Therapieerfolg von TKls beim NSCLC sein kdnnen.*® In verschiedenen Studien
konnten bisher Ansprechraten von 5-15% fur die TKI-Therapie beim HNSCC
verzeichnet werden. Zu einem der wenigen bekannten Parameter, die mit einem
besseren Ansprechen assoziiert sind, gehort das Entwickeln eines Hautausschlags
unter Therapie.** Zuverlassige molekulare Marker, die bereits vor Therapiebeginn auf
einen Erfolg hindeuten, existieren aktuell noch nicht. So konnten bisher weder die
EGFR-Expressionsstarke noch Mutationen hierflir herangezogen werden. In
Anbetracht dessen besteht weiterer Bedarf an Forschung hinsichtlich des
Resistenzverhaltens gegenuber TKls und der Identifikation von Biomarkern, die

einen Therapieerfolg vorhersagen kénnen. 4°

1.4 3D-Zellkultur
1.4.1 Allgemeines zur 3D-Zellkultur

Die Voraussetzung fur die Erforschung weiterer Biomarker ist die Evaluation
geeigneter In-vitro-Modelle, um eine bessere Ubertragbarkeit auf In-vivo
Bedingungen gewahrleisten zu konnen. Die herkdmmliche 2D-Zellkultur ist ein
etabliertes und leicht anzuwendendes Verfahren, das bereits zu unzahligen
Erkenntnissen in der Tumorbiologie gefihrt hat. Dennoch fehlen wesentliche
Strukturmerkmale, wie die extrazellulare Matrix oder Zell-Zell-Interaktionen. Bisherige
Forschungsergebnisse deuten darauf hin, dass die 3D-Zellkultur das In-vivo-
Verhalten von Tumorzellen besser reprasentiert als die 2D-Kultur.46

Die 3D-Zellkultur dient dabei zunachst dazu, die Licke zwischen herkdmmlicher 2D-
Kultur und In-vivo-Modellen zu schlieBen. Aufgrund der Verwendung von
ausschlieBlich humanem Zellmaterial kdnnte sie jedoch zukiinftig Tiermodellen sogar

Uberlegen sein.
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Haufige aktuell verwendete Methoden sind die Spharoid-Kultur oder die Einbettung in
eine Matrix. Bei der Spharoid-Kultur wird z. B. durch Plattenbeschichtungen
vermieden, dass Zellen adharent wachsen, wodurch diese dazu angeregt werden,
sich selbst in einer 3D-Struktur zu organisieren.*’

Zahlreiche Forschungsprojekte sind bereits der Kultivierung von Spharoiden aus
Tumorproben von Patienten gewidmet. Hierbei besteht das Ziel darin, eine Methode
zu finden, um das Primarmaterial verlasslich als Spharoid-Kultur weiter zu zlchten.
Sollten sich diese Modelle als reprasentativ fur den Tumor des Patienten erweisen,
so konnten im Optimalfall in Zukunft an In-vitro-Duplikaten Resistenztestungen
vorgenommen und Aussagen Uber erfolgversprechende Therapieoptionen flr den

Patienten getroffen werden.

1.4.2 Die 3D-Kokultur

Eine weitere Entwicklung zur besseren Darstellung der In-vivo-Gegebenheiten im
HNSCC stellt die Kokultur von Tumorzellen mit Fibroblasten dar. Da tumorassoziierte
Fibroblasten (engl. cancer associated fibroblasts, CAF) fur Resistenzentwicklungen
in Tumoren mitverantwortlich gemacht werden, erscheint es sinnvoll, diesen Teil der
Tumorarchitektur in praklinischen Modellen mitzuberticksichtigen.*® Hierdurch
konnen im 3D-Modell Interaktionen zwischen den verschiedenen Zelltypen besser
nachvollzogen werden. Neben Fibroblasten lasst sich die Kokultur, unter der
Voraussetzung einer geeigneten Methodik, mit beliebig vielen weiteren Zelltypen
durchflihren. Hierfir kAmen insbesondere weitere Zellen der Tumormikroumgebung,
wie Endothelzellen, Immunzellen, oder dendritische Zellen, in Frage.*®

Eine einfache Form der Kokultur stellt die simultane 3D-Kultur mit Ultra-Low-
Attachment (ULA)-Platten zu einem singularen Spharoid dar. Diese setzt jedoch eine
vorhandene Interaktionsbereitschaft der Zellen sowie die Fahigkeit zur Formierung
von Spharoiden voraus. Eine weitere Mdglichkeit ist die Einpflanzung verschiedener
Zelltypen in eine kunstliche Extrazellularmatrix, die z. B. aus Kollagen oder Gelatine
besteht.>® Neuere Ansatze, die sich noch weitestgehend in der Entwicklungsphase
befinden, sind sogenannte Cancer-on-a-Chip-Modelle oder das 3D-Bioprinting.®!

Diese werden abschlieRend im Diskussionsteil naher betrachtet.
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Aufgrund der Mdglichkeit, verschiedene Zellkulturmodelle herzustellen, stellt sich die
Frage, inwieweit die Eigenschaften von Zellen durch neuere Kulturformen verandert
werden konnen und worin die Vor- und Nachteile der jeweiligen Kulturform bestehen.
Bezuglich des Ansprechverhaltens von TKI beim HNSCC gibt es noch keine
vergleichenden Analysen zwischen 2D-Zellkultur und Spharoid-Kultur. Deshalb
besteht das Ziel der vorliegenden Arbeit darin, aus Kopf-/Halskarzinomen
stammende Zelllinien auf ihre Viabilitat unter Therapie mit den TKI Lapatinib und
Afatinib zu testen. Dies soll vergleichend in 2D-Zellkultur, 3D-Sphéaroid-Kultur und
3D-Kokultur aus Karzinomzellen mit Fibroblasten stattfinden. Die Viabilitatsanalyse
erfolgt dabei unter Verwendung geeigneter Assays und visueller Analyse mittels
Fluoreszenzmikroskopie. AnschlieRend sollen die durch die TKI inhibierten
Rezeptoren sowie deren nachgeschaltete Signaltransduktionskaskaden mittels
Western-Blot-Analyse untersucht werden. Die vergleichende Testung von
Gesamtrezeptorexpression und Phosphorylierung ist dabei ein expliziter Bestandteil.
Mithilfe der vorliegenden Arbeit sollen neue Erkenntnisse bezuglich der Wirksamkeit
von Lapatinib und Afatinib beim Kopf-/Halskarzinom gewonnen werden. Dies soll

unter Einordnung in den Kontext neuer Zellkulturverfahren geschehen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien und Gerate

Chemikalien

Hersteller

Afatinib (BIBW 2992)

Selleck Chemicals, Houston, USA

alamarBlue™ Cell Proliferation Assay

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

BioTracker ATP-Red Live Cell Dye

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Calcein AM

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Cell Trace™ CFSE Cell Proliferation Kit

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

CellTiter-Glo™ 3D Cell Viability Assay

Promega Corporation, Fitchburg, USA

Cisplatin

Selleck Chemicals, Houston, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dulbecos Eagles Medium (DMEM)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Dulbecos Phosphate Buffer Saline (DPBS)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Eagle Minimum Essentials Medium (EMEM)

Lonza Group AG, Basel, Schweiz

Ethanol 99,8% vergallt

A. Hartenstein GmbH, Wrzburg,

Deutschland

Ethidiumhomodimer-1

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Gibco™ Antibiotikum-Antimykotikum (PSF)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Gibco™ Fetales Kalberserum (FCS)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Lapatinib

Selleck Chemicals, Houston, USA

L-Glutamin

Selleck Chemicals, Houston, USA

Sytox™ Griiner Nukleinsaurefarbstoff

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Trypanblau 0,4% Lésung in 0,85% NaCl

Lonza Group AG, Basel, Schweiz

Trypsin/ Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

Lonza Group AG, Basel, Schweiz
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Western Blot

Hersteller

10x TGS Buffer

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

4x Laemmli Sample Buffer

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Clarity Western ECL Substrate

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

DC Protein Assay Reagents Package

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Mini-PORTEAN TGX Precast Gels

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Mini-Protean™ Tetra System

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Phosphatase Inhibitor Cocktail 1

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PMSF Protease Inhibitor

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Primus 96 Thermal Cylcler

MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland

ProSieve QuadColor Protein Marker

Lonza Group AG, Basel, Schweiz

ProSieve ™ QuadColor Protein Marker

Lonza Group AG, Basel, Schweiz

Ripa Buffer

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Antikorper

Hersteller

EGFR

Cell Signaling Technology Inc., Danvers,
USA

pPEGFR (Tyr 1068)

Cell Signaling Technology Inc., Danvers,
USA

HER

Cell Signaling Technology Inc., Danvers,
USA

pHERS3/ErbB3 (Tyr 1289)

Cell Signaling Technology Inc., Danvers,
USA

AKT Cell Signaling Technology Inc., Danvers,
USA

pAkt (Ser 473) Cell Signaling Technology Inc., Danvers,
USA

ERK Cell Signaling Technology Inc., Danvers,
USA

pERK (Thr 980) Cell Signaling Technology Inc., Danvers,
USA

GAPDH Cell Signaling Technology Inc., Danvers,

USA

Meerrettichperoxidase Anti Rabbit IgG

Jackson ImmunoResearch Europe Ltd.,

Cambridgeshire, Vereinigtes Konigreich
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Gerite & Software

Hersteller

Akku Jet Pipettierhilfe

Brand GmbH, Wertheim

Brutschrank

Heraeus Holding GmbH, Hanau,

Deutschland

Fluoreszenzmikroskop Axio Observer Z1

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

GraphPad Prism 8.0

GraphPad Software Inc., USA

HERAsafe ™ Sterilbank

Heraeus Holding GmbH, Hanau,

Deutschland

Ibright FL 1000

Invitrogen AG, Carlsbad, USA

i-control 2.0

Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz

ImageJ 1.8

Wayne Rasband, National Institude of
Health, USA

Infinite™ M Plex Mikroplatten Reader

Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz

Microsoft Office

Microsoft, Redmond, USA

Mikroliterpipetten Typ Eppendorf Research
Plus

Eppendorf AG, Hamburg Deutschland

Neubauer Zahlkammer

A. Hartenstein GmbH, Wrzburg,

Deutschland

Orbitalschittler Corning Inc., Corning, USA

Vortex Bender & Hobein AG, Minchen,
Deutschland

Xplorer Mehrkanalpipette Eppendorf AG, Hamburg Deutschland

Zen pro Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Zentrifuge M&S Laborgerate GmbH, Wiesloch,

Deutschland
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Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Cellstar™ 6 Well Platten Transparent

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Cellstar™ 96 Well Platten Transparent

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Cellstar™ Culture Flask 250 ml

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Cellstar™ Polypropylen Réhrchen 50 ml

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Corning™ 96 Well Platten, weil, flacher

Boden

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg Deutschland

Eppendorf Safe-Lock Tubes 2 mli

Eppendorf AG, Hamburg Deutschland

Nunclon Sphera™ 96 Well Platten, ULA, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Transparent

Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg Deutschland

2.2 Zelllinien

Die Zelllinien UM-SCC 11B (11B), UM-SCC 22B (22B) und UM-SCC 74A (74A)
wurden von Dr. Carey (Universitat Michigan, Ann Arbor, MI, USA) und die Zelllinie
UD-SCC-1 von Prof. Wagenmann (Universitat Dusseldorf, Deutschland) bezogen.
Alle eingesetzten Karzinomzelllinien stammen von Plattenepithelkarzinomen der
Kopf-/Halsregion ab. Die Ursprungsregionen waren Kehlkopf (11B), Hypopharynx
(22B), Zunge (74) und Oropharynx (UDO1). Vor der Verwendung der Zellen wurde
eine Short-Tandem-Repeat-Analyse durchgefihrt, um die Authentizitat der Zelllinien
zu verifizieren.

FUr die Kokultur und Versuche mit Fibroblasten wurden Karzinom-assoziierte
Fibroblasten (engl. cancer associated fibroblasts, CAF) verwendet. Diese wurden in
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe aus dem Probenmaterial eines Karzinompatienten
isoliert. Dieses Material trug laborintern die laufende Nummer 137. Wegen des
Isolierungsprozesses und der nicht erfolgten Testung der Zellen kann nicht garantiert
werden, dass es sich um reine Fibroblasten handelt. Somit miusste korrekterweise
von Stromazellen die Rede sein. Da aber aufgrund der Zellverteilung und des

Proliferationsverhaltens von einem sehr Uberwiegenden Anteil an Fibroblasten
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auszugehen ist, werden die Zellen in dieser Arbeit lediglich als CAF bezeichnet. Des
Weiteren wurden vergleichend normale humane dermale Fibroblasten (NHDF) in die
Viabilitatstestung miteinbezogen. Die NHDF wurden aus juveniler Vorhaut isoliert
(Fa. PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland).

Tabelle 4: Charakteristika der verwendeten Zelllinien 11B, 22B und 74A

11B 22B T4A

Ursprung Larynxkarzinom | Hypopharynxkarzinom Oropharynxkarzinom

(Lymphknotenmetastase)

Geschlecht | Mannlich Weiblich Mannlich

Alter 64 Jahre 59 Jahre 51 Jahre

Tabelle 5: Charakteristika der verwendeten Zelllinien UD01, NHDF und CAF

uDO01 NHDF CAF
Ursprung Oropharynxkarzinom | Juvenile Nasennebenhodhlenkarzinom
Vorhaut (Halslymphknotenmetastase)
Geschlecht | Mannlich Mannlich Mannlich
Alter 64 Jahre unbekannt | 60 Jahre
2.3 Zellkultur

Alle Zellen wurden bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 im Brutschrank
adharent kultiviert. Als Nahrmedium diente Eagle’s Minimum Essential Medium
(EMEM), versetzt mit 10% fetalem Kalberserum (engl. fetal calf serum, FCS) und 1%
Penicillin/Streptomycin/Fungizone-Lésung (PSF) fir die Linie UMSCC11B sowie
Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM), versetzt mit 10% FCS, 1% PSF und
1% L-Glutamin flr die Linie UDO1, die CAF und die NHDF.

Sobald die Zellen zu ca. 80% konfluent waren, wurden sie entweder passagiert oder
gezahlt und flr Versuche ausgesat. Hierzu wurden die Zellen zunachst mit 10 ml
PBS gewaschen und anschlieend mit 3 ml Trypsin/EDTA-LOsung versetzt.
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Innerhalb von zwei bis vier Minuten Inkubation unter stetiger mikroskopischer
Kontrolle 16sten sich die Zellen vom Flaschenboden und die enzymatische Spaltung
wurde mit 10 ml Kulturmedium abgestoppt. Nach anschlieRender Zentrifugation fir
funf Minuten bei 1.600 U/min konnte das Zellpellet mit 5 ml frischem Medium
resuspendiert werden. Von dieser Losung wurden 20 pl entnommen, mit 20 pl
Trypanblau versetzt und mit Hilfe einer Neubauerzahlkammer die Zellzahl bestimmt.
Anschlieend wurden Lésungen mit der jeweils gewlnschten Konzentration neu

ausgesat.

2.4 3D-Zellkultur

Fur die 3D-Zellkultur wurden nach der Zellzahlung je 50.000 Zellen in 200ul Medium
pro Well in Ultra-Low-Attachment 96-Well-Platten ausgesat. Diese wurden Uber einen
Zeitraum von sieben Tagen bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 im
Brutschrank kultiviert. Dabei wurde das Medium alle zwei bis drei Tage gewechselt.
Je nach Versuchsaufbau wurden die Spharoide in Mono- oder Kokultur aus
Karzinomzellen und/oder Fibroblasten gezichtet. Fur die Versuche in der Kokultur
betrug dabei das Verhaltnis 60:40, wobei 20.000 Fibroblasten auf 30.000
Tumorzellen oder 4.000 Fibroblasten auf 6.000 Tumorzellen kamen. Diese Relation
wurde aufgrund von Vorarbeiten der Arbeitsgruppe gewahlt, die ergaben, dass damit
die besten Chancen auf ein mdglichst homogenes Verteilungsmuster innerhalb des
Spharoids bestehen. Aufgrund der Fahigkeit, auch nach langerer Inkubation ein
singulares und lebendiges Spharoid ausbilden zu kénnen, wurden die Zelllinien 11B

und 22B fur die nahere Untersuchung in der 3D-Zellkultur ausgewahilt.

2.5 alamarBlue Assay™

Mithife des alamarBlue Assay™ konnen Viabilititsunterschiede zwischen
Zellkulturen durch Absorptionsmessung detektiert werden. Hierzu wurden pro Well
10.000 Zellen in 100 pl Nahrmedium auf 96-Well-Platten ausgesat und zum
Anwachsen Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurde das
Medium abpipettiert und gegen TKI-L6sungen ausgetauscht. Die Konzentrationen
wurden hierbei gestaffelt von 0,1 uM bis 50 pM sowie eine Kontrolle mit
Dimethylsulfoxid (DMSQO) angesetzt. Dies erfolgte jeweils in mindestens zweifacher
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Ausfuhrung. Nach 48 Stunden Inkubation im Brutschrank konnten 10 i
alamarBlue™-Lésung hinzugegeben werden. Dessen Absorption wurde drei
Stunden spater mit einem Mikroplatten-Reader bei 570 nm Wellenlange detektiert
und gegenuber dem Referenzwert bei 600 nm ausgewertet. Die gemessenen
Absorptionswerte korrelieren direkt mit der Viabilitdt der Zellen, so dass durch
Bildung des Quotienten aus den Absorptionswerten des Wells und der zugehdrigen
Mediumkontrolle die Viabilitdt der einzelnen Reaktionsgefale bestimmt werden

konnte.
2.6 CellTiter-Glo 3D Assay®

Da die Zellen in der Spharoid-Kultur wesentlich kompakter angeordnet sind, muss
zur verlasslichen Auswertung eine Lyse des Spharoids stattfinden, was eine
Auswertung mittels Durchflusszytometrie (engl. Fluorescence Activated Cell Sorting,
FACS) nicht moglich macht. Zur Quantifizierung der Viabilitdtsunterschiede und
Bestimmung der ICso Werte in der 3D-Zellkultur wurde daher das CellTiter-Glo 3D
Assay® verwendet. Nach siebentagiger Inkubation wurde das Medium der Spharoide
ausgetauscht und mit Tyrosinkinaseinhibitoren versetzt. Der Viabilitatsanalyse in der
2D-Zellkultur entsprechend, wurden die Konzentrationen hierbei im Bereich von 0,1
MM bis 50 uM gestaffelt sowie eine DMSO-Kontrolle angesetzt. Nach 48 Stunden
Inkubation im Brutschrank wurden die Spharoide inklusive 100ul Medium in weil3e
96-Well-Platten transferiert, um die Auswertung mittels Lumineszenz zu optimieren.
Anschlieend wurden pro Well 100ul CellTiter-Glo 3D Reagent® hinzugegeben und
die Platten fur finf Minuten bei 600 Umdrehungen pro Minute auf den Orbitalschuttler
gestellt. Nach weiteren 25 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur konnte die
Auslesung der Lumineszenz mittels ,Mikroplatten-Reader® stattfinden. Die

Integrationszeit betrug 1000 ms pro Well.

2.7 LIVE/DEAD™-Farbung

Mithilfe der Lebend-/Tot-Farbung lassen sich sowohl in 2D- als auch in 3D-
Zellkulturen lebende Zellen grun und tote Zellen rot anfarben. Somit kann die
Viabilitdt qualitativ. und durch Zahlung auch quantitativ beurteilt werden. Fur
Versuchsreihen in 2D-Zellkultur wurden die Zellen analog zum alamarBlue Assay™
ausgesat und am nachsten Tag mit Afatinib-Losung versetzt. Hierfir wurde ein
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ahnliches Konzentrationsspektrum wie in den AlamarBlue™-Viabilitatstestungen
gewahlt und jeweils in mindestens doppelter Ausfihrung angesetzt. Ebenso erfolgte
der Vergleich mit einer DMSO-Kontrolle.

Nach 48 Stunden Inkubation im Anschluss an die TKI-Zugabe wurde die Halfte des
Mediums abpipettiert und mit 100 pl LIVE/DEAD™-Farbelosung versetzt. Diese
besteht aus 2 uM Calcein und 4 uM Ethidiumhomodimer, die in Phosphatgepufferter
Salzlésung (engl. phosphate-buffered saline, PBS) gel6st sind. Nach 45 Minuten
Inkubation im Brutschrank konnten die Platten mittels Fluoreszenzmikroskops
analysiert und dokumentiert werden. Auf ein Waschen der Zellen wurde verzichtet,
um moglichst wenig tote Zellen abzuziehen. Dies war mdglich, da sowohl Calcein als
auch Ethidiumhomodimer im Medium eine geringe Hintergrundfluoreszenz
aufwiesen.

Zur Quantifizierung der Viabilitat von Fibroblasten in 2D-Zellkultur wurden pro Well je
drei reprasentative Aufnahmen in 200-facher VergroRerung erstellt. Anschlielend
wurde Anhand dieser Bilder mithilfe von ImageJ die Anzahl aller lebenden und toten

Zellen ermittelt und deren Verhaltnis zueinander bestimmt.

2.8 Sytox-Green™-/ATP-Red™-Firbung

Zur visuellen Darstellung der lebenden und toten Zellen im Spharoid wurde eine
Doppelfarbung mit Sytox-Green™ und ATP-Red™ durchgefiihrt. Sytox-Green™
bindet an freie DNA und markiert somit Zellen mit defekter Zellmembran. ATP-Red™
hingegen dringt als membrangangiges Molekul in die Zellen ein und markiert, bei
Anwesenheit von ATP in den Mitochondrien, lebende Zellen durch Fluoreszenz. Fir
die Farbung wurden die Zellen in der gewunschten Konzentration verdinnt, die far
die Aussaat als Spharoid-Kultur bendétigt wurden. Anschlieend wurden je 1 ml
Zellsuspension mit 1 pl Sytox-Green™- und 1 yl ATP-Red™-Farbelosung versetzt
und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte die Spharoid-
Kultur, wie in 2.4 beschrieben. Fur die fluoreszenzmikroskopische Auswertung wurde
die Beleuchtungszeit intensitatsadaptiert fur die jeweilige Farbung eingestellt. Hierfur
diente bei der ATP-Red™-Farbung die DMSO-Kontrollgruppe als avitale Kontrolle

und bei der Sytox-Green™-Farbung die mit Ethanol-Loésung versetzten Spharoide.
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2.9 CFSE-Farbung

Um die Spharoid-Bildung insbesondere in Kokultur mit Fibroblasten
nachzuvollziehen, wurden die Tumorzellen vor dem Ansetzen der Spharoide mit
Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE) gelabelt. Hierzu wurden 1076 Zellen in
ein 2 ml Eppendorf-Gefall gegeben, vom Medium abzentrifugiert und in 1 ml PBS mit
0,1% bovinem Serumalbumin (BSA) und 2ul CFSE aufgeldst. Diese Losung wurde
zehn Minuten im Brutschrank inkubiert und anschliefend in ein Flacon mit 5 ml
Kulturmedium gegeben. Diese Mischung ruhte nochmals fur funf Minuten bei
Raumtemperatur und wurde danach abzentrifugiert. Anschlielend konnten die
Spharoide, wie nach in 2.4 beschrieben, kultiviert werden. Die Auswertung der
Zellanordnung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop unter Anregung mit Granlicht der

Frequenz 555 nm.

2.10 Western Blot
2.10.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Um fur jede Probe die gleiche Proteinmenge von 10 pug verwenden zu kdnnen, wurde
zunachst die Proteinkonzentration der Proben bestimmt. Dies erfolgte mittels DC
Protein Assay™. Hierzu wurden die Zellsuspensionen fiir 20 Minuten mit 250 pl
Ripa-Puffer auf Eis lysiert und anschlieRend bei 4°C flir 20 Minuten zentrifugiert.
Danach konnte der Uberstand abpipettiert und pro Probe 5pl auf eine 96-Well-Platte
uberfuhrt werden. Nach Zugabe von 25 pul Protein Reagent A und 200 pl Reagent B
folgten 15 Minuten Inkubation und die Messung der Absorption bei 750 nm. Durch
Einsetzen der Werte in die Gleichung der Proteinstandardkurve, ermittelt durch
Proteinstandards aus Rinderserum, ergab sich die Proteinkonzentration der

Zelllysate.

2.10.2 Elektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels Gelelektrophorese. Hierzu wurden 10
Mg Protein mit 3,75 pg Laemmli-Puffer versetzt, danach mit Wasser auf 15 pl

aufgefullt und anschlieBend flr zehn Minuten bei 95°C denaturiert. Im Anschluss
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daran konnten die Proben auf die Slots des Trenngels aufgetragen und 80 Minuten

lang bei 0,03 kV und 200 mA aufgetrennt werden.

2.10.3 Blotting

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine folgte die Ubertragung auf
die Tragermembran. Hierzu wurde eine Membran aus Polyvinylidenfluorid (PVDF) fur
zwei Minuten in Methanol aktiviert, das Whatman-Papier sowie die Schwamme in
Tris-gepufferte Kochsalzlosung (TBS-T) getrankt und gemal® Abbildung 2

zusammengesetzt.

@ ;

. 1 Whatman-Papier

Schwamm

s PVDF-Membran
i | Elektrophorese-Gel

! I 'Whatman-Papier

=

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Western Blot. Eigene Darstellung.

Schwamm

Die Ubertragung erfolgte bei 0,1 kV fiir eine Stunde. AnschlieRend wurde die
Membran mit TBS-T-Puffer gewaschen und fir eine Stunde mit Blocking-Puffer (5%
Magermilchpulver, in TBS-T gelost) benetzt, um unspezifische Antikorper-

Bindestellen zu blockieren.
2.10.4 Detektion

Zur Detektion des gewulnschten Proteins wurde zunachst der Primarantikorper im
Verhaltnis 1:1000 mit Blocking-Puffer verdunnt und die Membran mit dieser Losung
fur eine Stunde inkubiert. Der Primarantikorper bindet hierbei spezifisch an das
Epitop des zu untersuchenden Proteins. Es wurden primare Antikérper fur EGFR,
pEGFR, HER3, pHERS3, AKT, pAKT, ERK, pERK und GAPDH verwendet.

Anschlief3end folgte ein Waschschritt mit TBS-T-Puffer und einstindiger Inkubation

mit dem Sekundarantikorper, der ebenfalls im Verhaltnis 1:1000 mit Blocking-Puffer
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verdunnt auf die Membran aufgetragen wurde. Dieser ist an das Enzym Meerrettich-
Peroxidase (HRP) gekoppelt und bindet als Rabbit-Antikérper an das Fc-Fragment
von Primarantikdrpern dieser Spezies. Vorteilhaft ist hierbei die Signalamplifikation
und Kostenersparnis durch Verwendung des gleichen Antikdpers fur mehrere
Primarantikorper. Nach drei weiteren Waschschritten mit TBS-T-Puffer fur jeweils
funf Minuten kann die Membran flr zwei Minuten mit 1 ml Luminol-Lésung und 1 ml
Peroxid-Losung benetzt werden. Daraufhin wurde das Lumineszenz-Signal mit Hilfe

eines Transluminator visualisiert.

2.11 Auswertung und Statistik

Jedes Experiment wurde mindestens dreimal (n=3) mit Duplikaten wiederholt, wobei
die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen berechnet wurden. Die |Cso-Dosen
wurden aus den resultierenden Dosis-Wirkungs-Kurven mittels Graph Pad Prism
berechnet. Dabei wurde eine ICso-Dosis > 50 uyM als Resistenz angesehen. Die
Unterschiede zwischen mehreren Gruppen wurden mithilfe der einfaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA) untersucht, gefolgt von einem Tukey Post-hoc-Test. Die
Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden mittels Student-t-Test analysiert.

Hierbei wurde ein p-Wert von p<0,05 als signifikant betrachtet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Ansprechverhalten von HNSCC-Zelllinien in 2D-Zellkultur

Alle Zelllinien sprachen unter den in der 2D-Kultur verwendeten Dosen sehr gut auf
die TKI-Therapie an. Bei der Behandlung mit 25 yM Lapatinib konnten in Zelllinie
11B und 22B, mittels alamarBlue Assay™, nahezu keine lebenden Zellen
nachgewiesen werden. Bei der Behandlung mit Afatinib waren bereits bei einer
Konzentration von 10 uyM kaum viable Zellen, im Vergleich zur Kontrollgruppe,
vorhanden. Auch in den Zelllinien 74A und UDO1 kam es nach 48 Stunden
Inkubation mit 25 uM Lapatinib oder Afatinib zu einem ausgepragten

Viabilitatsverlust.

Lapatinib (2D)

mm (1B

100 - ! : =3 22B
> = 74A
5 < x =3 UDOI
Z 50
'E * *
>

UM B :fln
1M 5uM 10pM 25uM

Konzentration [pM]

Abbildung 3: Viabilitat der Tumorzelllinien 11B, 22B, 74B, UD0O1 nach Zugabe von Lapatinib
fir 48 h, Messung mittels alamarBlue Assay™ und Auswertung als Verhéltnis zur jeweiligen
Kontrolle. Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben (n=3). *p=<0,05

gegenuber Kontrolle.
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Abbildung 4: Viabilitdt der Tumorzelllinien 11B, 22B, 74B, UD0O1 nach Zugabe von Afatinib
fir 48 h, Messung mittels alamarBlue Assay™ und Auswertung als Verhéltnis zur jeweiligen
Kontrolle. Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben (n=3). *p<0,05

gegenuber Kontrolle.

Es folgte die Kalkulation der ICso-Werte der Linien 11B und 22B. Hierbei ergaben
sich fur die Linie 11B Werte von 8,843 uM (Lapatinib) und 5,191 uM (Afatinib). Fur
die Linie 22B wurden ICso-Werte von 8,433 pM (Lapatinib) und 5,295 uM (Afatinib)
bestimmt.

Zusatzlich wurden die Zellen mittels Calcein/Ethidiumhomodimer-Farbung markiert
und nach der Behandlung mit TKI mikroskopiert und fotografiert. Daflr wurden

Konzentrationen in der Nahe ihrer ICso-Werte gewahlt. (siehe Abb. 5 und 7)
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11B Control 5uM 10pM 25uM

Lapatinib

Afatinib

Abbildung 5: Fluoreszenz-Mikroskopie von 11B-Zellen in 2D-Kultur unter Farbung mit
Calcein/Ethidiumhomodimer-1, nach Behandlung mit TKI fur 48 h (100-fache VergroRerung).

Lebende Zellen sind in Grin, apoptotische/nekrotische Zellen in Rot dargestellt.

Mit steigender Konzentration nahmen Zelldichte und Lebensfahigkeit ab. Unter
Behandlung mit 5 uyM Afatinib neigte insbesondere Linie 11B zur Ausbildung von
Zellkolonien. Es war eine strikte Trennung von Regionen mit viablen Zellen und
Regionen, die vorwiegend zellfrei erschienen oder lediglich apoptische/nekrotische
Zellen beinhalteten, mikroskopisch erkennbar. Generell lie} sich beobachten, dass
zunachst die Zelldichte abzunehmen und erst bei hoheren Konzentrationen der Anteil

an apoptotischen/nekrotischen Zellen anzusteigen schien.
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Abbildung 6: Viabilitat der 11B-Zellen in 2D-Kultur nach Zugabe von TKI fir 48 h. Testung

mittels alamarBlue Assay™ und ICso-Kalkulation mittels Kurvenanalyse durch GraphPad

Prism. Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben (n=3).

22B Control S5uM 10uM 25uM

Lapatinib

Afatinib

Abbildung 7: Fluoreszenzmikroskopie von 22B-Zellen in 2D-Kultur unter Farbung mit
Calcein/Ethidiumhomodimer-1, nach Behandlung mit TKI fir 48 h (100-fache VergréRerung).
Lebende Zellen sind in Grun, apoptotische/nekrotische Zellen in Rot dargestellt.
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Abbildung 8: Viabilitat der 22B-Zellen in 2D-Kultur nach Zugabe von TKI fir 48 h. Testung
mittels alamarBlue Assay™ und ICs, Kalkulation mittels Kurvenanalyse durch GraphPad

Prism. Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben (n=3).

3.2 Ansprechverhalten von HNSCC-Zelllinien in 3D-Monokultur

In der 3D-Monokultur konnte eine starke Resistenz der Zelllinie 11B gegenuber
Lapatinib festgestellt werden (ICso > 50 puM). Das Ansprechverhalten gegenlber
Afatinib (ICso = 7,822 uM) war dem in der 2D-Zellkultur ahnlich. Die Zelllinie 22B
zeigte in der 3D-Zellkultur weder eine Resistenz gegenuber Lapatinib (ICso = 9,666
MM) noch gegentiber Afatinib (ICso = 2,2362 pM).

Es folgte die mikroskopische Auswertung unter Sytox-Green™-/ATP-Red™-Farbung.
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11B Control S5uM 10uM 25uM

Lapatinib

Afatinib

Abbildung 9: Fluoreszenzmikroskopie von 11B-Zellen in 3D-Monokultur unter Farbung mit
Sytox-Green™/ATP-Red™, nach Behandlung mit TKI fiir 48 h (100-fache VergroRerung).

Lebende Zellen sind in Rot, apoptotische/nekrotische Zellen in Griin dargestellt.

11B (3D)

100
-e- Afatinib

80 —&— Lapatinib

60 IC50:
Afatinib: 7.822 uM

Lapatinib: >50 uM

40+

Viabilitiit [%o]

20
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Abbildung 10: Viabilitadt der 11B-Zellen in 3D-Monokultur nach Zugabe von TKI fur 48 h.
Testung mittels CellTiter-Glo 3D Assay® und ICso Kalkulation mittels Kurvenanalyse durch
GraphPad Prism. Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben (n=3).
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Unter der Behandlung der Zelllinie 11B mit Lapatinib waren in der mikroskopischen
Auswertung der Spharoide keine Unterschiede zwischen den jeweiligen
Konzentrationen erkennbar. Ein homogenes Verteilungsmuster viabler Zellen im
Spharoid konnte Uber alle Konzentrationen hinweg festgestellt werden. Unter der
Maximaldosis von 50 yM Lapatinib betrug die Viabilitat 73,47% gegenuber der
Kontrolle. Unter der Therapie mit Afatinib war mikroskopisch insbesondere ab einer
Konzentration von 25 uM Afatinib eine starke Durchsetzung des Spharoids mit
apoptotischen/nekrotischen Zellen erkennbar. Die Verteilung war hierbei sehr
homogen. Es konnte keine Isolierung apoptotischer/nekrotischer Areale oder eine

Konzentration auf aulRere Abschnitte des Spharoids festgestellt werden.

22B Control 5pM 10uM 25uM

Lapatinib

Afatinib

Abbildung 11: Fluoreszenzmikroskopie von 22B-Zellen in 3D-Monokultur unter Farbung mit
Sytox-Green™/ATP-Red™, nach Behandlung mit TKI fiir 48 h (100-fache VergréRerung).

Lebende Zellen sind in Rot, apoptotische/nekrotische Zellen in Griin dargestellt.
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Abbildung 12: Viabilitat der 22B-Zellen in 3D-Monokultur nach Zugabe von TKI fur 48 h.
Testung mittels CellTiter-Glo 3D Assay® und ICso Kalkulation mittels Kurvenanalyse durch

GraphPad Prism. Daten sind als Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben (n=3).

In der 3D-Monokultur bildeten die Zellen der Linie 22B weder gegenuber Afatinib
noch gegenuber Lapatinib eine Resistenz aus. Es konnte jedoch ein verbessertes
Ansprechen auf eine Behandlung mit Afatinib festgestellt werden, was mikroskopisch
bestatigt wurde. So fallt bei der Betrachtung der mit Afatinib behandelten Spharoide
in hoheren Konzentrationsbereichen von 10 yM und 25 uyM eine starkere
Durchsetzung mit apoptotischen/nekrotischen Zellen auf. Ebenso wie bei Linie 11B,
lieRen sich keine speziellen Areale im Spharoid abgrenzen, die starker mit toten

Zellen durchsetzt zu sein schienen.

3.3 Ansprechverhalten von CAF

Vor der Durchfuhrung einer 3D-Kokultur sollte zunachst das Ansprechverhalten der
Fibroblasten in 2D-Monokultur uberpraft werden. Hierflr wurden Konzentrationen von
5 M und 10 pM ausgewahlt, da bei diesen bereits in der 2D-Monokultur der
Tumorzelllinien signifikante Viabilitdtsunterschiede festgestellt werden konnten. Das
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alamarBlue Assay™ stellte sich als nicht geeignet zur Viabilitatstestung von 2D-
Fibroblasten-Kulturen heraus. Deshalb erfolgte die optische Auszahlung von
lebenden und toten Zellen in je drei reprasentativen Bildausschnitten unter 200-
facher  Vergroferung. Lebende und tote Zellen  wurden mittels

Calcein/Ethidiumhomodimer-Farbung markiert.

10uM

CAF OuM S5uM
- - - -
o - - -

Abbildung 13: Fluoreszenzmikroskopie von CAF in 2D-Kultur unter Farbung mit

Calcein/Ethidiumhomodimer-1, nach Behandlung mit TKI fur 48 h (100-fache VergroRerung).

Lebende Zellen sind in Grin, apoptotische/nekrotische Zellen in Rot dargestellt.
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Abbildung 14: Viabilitat der CAF in 2D-Kultur nach Zugabe von TKI fur 48 h. Auswertung des

Anteils viabler und apoptotischer/nekrotischer Zellen durch Zellzdhlung von je drei
reprasentativen Bildausschnitten pro Ansatz unter Mikroskopie in 200-facher VergroRerung.
(n=3)

Es zeigten sich keine signifikanten Viabilitatsunterschiede zwischen den gewahlten
Konzentrationen, sondern der Anteil der lebenden Zellen blieb konstant hoch. Unter
Behandlung mit 10 uM Afatinib konnten noch 96,33% bzw. unter Behandlung mit 10
MM Lapatinib 99,03% lebende Zellen ausgezahlt werden. Die Dichte der mit Afatinib
behandelten Zellen verminderte sich nicht signifikant gegenuber der Kontrolle. So lag
eine Reduktion der Zelldichte um 14,28% unter 5 yM Afatinib und um 17,42% unter
10 uM Afatinib vor. Auch unter Lapatinib verminderte sich die Zelldichte in einem
nicht signifikanten Rahmen: um 6,57% unter 5 yM Lapatinib und um 12,85% unter 10
MM Lapatinib.

3.4 Verteilungsmuster in der 3D-Kokultur

In Vorversuchen zeigte sich, dass es beim Versuch der Kokultur von Tumorzellen
und Fibroblasten haufig zu einer Trennung der beiden Zellformen kommt und sich
kein homogenes Spharoid ausbildet. Hierbei lagerten sich die Fibroblasten zumeist

als zentraler Kern zusammen, wahrend sich die Tumorzellen in einem Ring um die
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Fibroblasten formierten. In einem neuen Ansatz wurde daher versucht, dies zu
umgehen, indem zunachst die Tumorzellen fur 24 Stunden kultiviert wurden und erst
danach die mit CFSE markierten Fibroblasten hinzugeflgt wurden. Dies erfolgte mit
Gesamtzellzahlen von 50.000 und 10.000 Zellen, wobei 11B-Zellen und CAF je im
Verhaltnis 60:40 vorlagen.

3D Kokultur 11B/CAF (50.000 Zellen)

24h

Abbildung 15: Fluoreszenzmikroskopie von Tumorzellen der Linie 11B und CAF in 3D-
Kokultur, im Verhaltnis 30.000 Tumorzellen und 20.000 CAF. 11B ohne Farbung nicht
sichtbar, CAF dargestellt in griin durch Farbung mittels CFSE. Zugabe der CAF nach 24 h
Kultivierung der 11B Zellen. Bilder 0 h, 24 h,48 h,72 h,96 h nach CAF-Zugabe.
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3D Kokultur 11B/CAF (10.000 Zellen)

24h

72h 96h

Abbildung 16: Fluoreszenzmikroskopie von Tumorzellen der Linie 11B und CAF in 3D-
Kokultur, im Verhaltnis 6.000 Tumorzellen und 4.000 CAF. 11B ohne Farbung nicht sichtbar,
CAF dargestellt in grin durch Farbung mittels CFSE. Zugabe der CAF nach 24 h
Kultivierung der 11B Zellen. Bilder 0 h, 24 h,48 h,72 h,96 h nach CAF-Zugabe.

Es konnte beobachtet werden, dass es bei der Kultur mit 50.000 Zellen nach 96
Stunden zu keiner vollstdndigen Vermischung von Tumorzellen und Fibroblasten
gekommen ist. Nach 24 Stunden verdichteten sich die Fibroblasten, lagerten sich
immer naher um den Kern aus Tumorzellen an und schienen sich in gewissem Male
mit diesem zu vermengen. Es verbleibt jedoch ein dunkler Kern aus nicht markierten
Tumorzellen.

Dahingegen scheint im Ansatz mit kleineren Spharoiden mit 50.000 Zellen nach 96
Stunden keine Trennung von Fibroblasten und Tumorzellen mehr vorzuherrschen.
Die Bilder der jeweiligen Ansatze sind als reprasentative Beispiele fur ein mogliches
Migrationsverhalten der Fibroblasten unter 3D-Kokulturbedingungen zu verstehen.
Zwischen den Ansatzen lie® sich eine gewisse Variabilitdt im Verhalten der Zellen
feststellen. So vermischten sich die Zellen in manchen Ansatzen schneller, wahrend
sie in anderen zunachst getrennte Spharoide bildeten, die sich erst nach langerer
Kultivierung annaherten. Ein Ausbilden zweier komplett getrennter Spharoide blieb

innerhalb dieser Versuchsreihe aus.
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3.5 Ansprechverhalten von HNSCC-Zelllinien in 3D-Kokultur

Nach der Beobachtung von Resistenzen gegenuber Lapatinib in der 3D-Monokultur
sowie Fibroblasten in der 2D-Monokultur erfolgte die Viabilitatsanalyse der Kokultur
aus 60% Tumorzellen und 40% CAF. Als Vergleich diente die 3D-Monokultur aus
CAF sowie NHDF.

Kokultur Lapatinib
1 e 11B/CAF
— 100 * 4 % [ICs0: =50 puM]
S - = 22B/CAF
5 [ICsy: 27.33 pM]
2 50 ~+ NHDF
s
- CAF
0 1 1 1 |
0.1 1 10 100

Konzentration [uM]

Abbildung 17: Viabilitat der 11B- und 22B-Zellen in 3D-Kokultur mit CAF (30.000
Tumorzellen mit 20.000 CAF) sowie NHDF und CAF in 3D-Monokultur (50.000 Zellen).
Zugabe von Lapatinib fir 48 h. Testung mittels CellTiter-Glo 3D Assay® und ICso Kalkulation
mittels Kurvenanalyse durch GraphPad Prism. Daten sind als Mittelwerte mit

Standardabweichung angegeben (n=3).

Weder die CAF noch die NHDF reagierten auf den Zusatz von Lapatinib im
Konzentrationsbereich bis 50 yM mit einer signifikanten Abnahme der Viabilitat. Auch
die Kokultur aus 11B-Zellen und CAF blieb insofern gegen die Gabe von Lapatinib
resistent, als dass eine 1Cso >50 uM kalkuliert werden konnte. Unter Zugabe von 50
MM Lapatinib sank die Viabilitat auf 52,79% und somit signifikant starker als in der
3D-Monokultur aus 11B-Zellen. Hier betrug die durchschnittliche Viabilitat unter 50
MM noch 73,46%. Zellen der Kokultur aus 22B und CAF sprachen hingegen starker
auf die Gabe von Lapatinib an als Zellen der Kokultur aus 11B und CAF. Die ICso
hierflr betrug 27,33 uM. Unter maximaler Dosis von 50 uM betrug die Viabilitat noch
26,08% und lag damit hoher als in der 3D-Monokultur der Zelllinie 22B. Allerdings
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lasst sich im Rahmen dieses Experiments nicht bestimmen, wie grof3 der Anteil der

Tumorzellen an den verbliebenen lebenden Zellen im Spharoid gewesen ist.

3.6 Rezeptorphosphorylierung unter 2D- und 3D-Zellkultur

Um zu differenzieren, auf welcher Ebene der Signalkaskade mogliche Ursachen fur
ein Resistenzverhalten gegenlber TKI liegen, erfolgte die Analyse mittels Western
Blot, vergleichend in 2D- und 3D-Zellkultur.

11B 2D 3D

A L
; 1 i 1

Lapatinib [uM] 0 5 10 O 5 10

EGFR - .-

HER 3 L I R

AKT

p-AKT

ERK

p-ERK

GAPDH

Abbildung 18: Western-Blot-Analyse von aus 11B-Zellen gewonnenen Zell-Lysaten in 2D-
und 3D-Zellkultur, 48 h nach Zugabe von Lapatinib.

Die Expression des EGFR war bei beiden Zelllinien (11B und 22B) in ahnlicher
Weise gegeben. Es konnte keine starkere Expression unter 3D-Zellkultur festgestellt
werden. Eine deutlich starkere Phosphorylierung des EGFR und des HERS3 besteht
in der 3D-Zellkultur von 11B. Durch Zugabe von Lapatinib lie3 sich zwar die
Phosphorylierung des EGFR weitgehend inhibieren, aber nicht die des HERS.

Ebenso bestand eine durch Lapatinib nicht inhibitionsfahige starkere
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Phosphorylierung von AKT und ERK. Bezuglich der Expression von AKT und ERK,
ungeachtet des Phosphorylierungsgrads, lag kein wesentlicher Unterschied zwischen
2D- und 3D-Zellkultur vor.

11B 2D 3D

!

f 1

Afatinib[pM] 0 5 10 O 5 10

EGFR

p-EGFR

HER 3

p-HER 3

AKT

p-AKT

ERK

p-ERK

Abbildung 19: Western-Blot-Analyse von aus 11B-Zellen gewonnenen Zell-Lysaten in 2D-
und 3D-Zellkultur, 48 h nach Zugabe von Afatinib.

Aufgrund der inkonsistenten Marker-Expression (GAPDH), trotz konsistenter
Proteinmenge in der 2D-Zellkultur, lassen sich die mit Afatinib behandelten Zellen
aus der 2D-Kultur nicht zuverlassig mit denen der 3D-Kultur vergleichen. Es ist
jedoch festzustellen, dass innerhalb der 2D-Kultur eine weiterhin konstante
Exprimierung von AKT besteht. Alle sonstigen analysierten Proteine und Rezeptoren
konnten unter Behandlung mit Afatinib nur noch schwach bis nicht mehr
nachgewiesen werden. Auch innerhalb der 3D-Kultur ist erkennbar, dass sowohl die
Phosphorylierung des EGFR als auch des HER3 unter Behandlung mit Afatinib
nahezu vollstandig supprimiert wurde. Die Exprimierung und Phosphorylierung von
AKT blieb hingegen konstant. Die Phosphorylierung von ERK schwachte sich unter

Therapie mit Afatinib ab, wurde aber nicht vollstandig supprimiert.
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Abbildung 20: Western-Blot-Analyse von aus 22B-Zellen gewonnenen Zell-Lysaten in 2D-
und 3D-Zellkultur, 48 h nach Zugabe von Lapatinib.

Bei der Auswertung der Western Blot aus 22B-Zellen in 2D-Kultur fallt die niedrige
GAPDH-Expression noch starker ins Gewicht als bei den 11B-Zellen. Somit kann
auch hier kein Vergleich zwischen 2D- und 3D-Kultur vorgenommen werden. In der
3D-Kultur lasst sich erkennen, dass, ebenso wie bei den 11B-Zellen, auch bei den
22B-Zellen eine Suppression der EGFR-Phosphorylierung erfolgte. Eine
Phosphorylierung des HER3 konnte auch in den unbehandelten Zellen kaum
festgestellt werden. Ebenso bestand kaum Expression von AKT oder eine
Phosphorylierung dessen. Die Expression und Phosphorylierung von ERK ist auch

unter der Therapie mit Lapatinib als konstant hoch anzusehen.
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Abbildung 21: Western-Blot-Analyse von aus 22B-Zellen gewonnenen Zell-Lysaten in 2D-
und 3D-Zellkultur, 48 h nach Zugabe von Afatinib.

Ahnlich wie zuvor unter der Therapie mit Lapatinib, muss bei der Betrachtung der
22B-Zellen in 2D-Kultur die niedrige GAPDH-Expression beachtet werden. In der 3D-
Kultur konnte unter der Therapie mit 10 yM Afatinib eine starke Suppression aller
Rezeptoren und deren Phosphorylierung festgestellt werden, bei noch bestehender
GAPDH-Expression. Bereits bei der niedrigeren Dosis von 5 uyM Afatinib sank die
Phosphorylierung von EGFR sowie AKT und ERK bedeutsam ab, bei noch

konstanter Rezeptor-/Protein-Expression.
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4 DISKUSSION

4.1 Ansprechverhalten von HNSCC auf TKI in 2D-Kultur

Die Tatsache, dass die verwendeten Zelllinien in der 2D-Zellkultur auf die Therapie
mit TKI mit einem Viabilitatsverlust reagierten, ist nachvollziehbar. Generell kann mit
jeder Substanz eine Zytotoxizitat erzeugt werden, wenn sie nur in hinreichender
Konzentration verabreicht wird. So gelangte der Schweizer Mediziner Paracelsus
bereits im 15. Jahrhundert zu der folgenden Erkenntnis: ,Alle Dinge sind Gift und
nichts ist ohne Gift; allein die Dosis macht, dass ein Ding kein Gift ist.“%?

Um dennoch neue Ergebnisse beim Vergleich der Therapieformen prasentieren zu
konnen, ist es erforderlich, stets gleiche Kulturbedingungen zu erzeugen sowie
sinnvolle Vergleichsgruppen zu besitzen. Die verwendeten TKI-Konzentrationen
wurden durch Verdlinnung aus einer Stammlésung mit DMSO hergestellt. Als
Kontroligruppe wurde daher stets ein Ansatz mit entsprechenden Konzentrationen
von DMSO versetzt. Da ab einer DMSO-Konzentration im Bereich von 0,5-1% eine
signifikante Zytotoxizitat festgestellt werden konnte, wurde die maximale TKI-Gabe
auf 50 uM festgesetzt.

Der Erwartungsbereich fur eine Zytotoxizitat der TKI bei HNSCC lag in einem sehr
breiten Rahmen von ca. 100 nm bis hin zu 100 yM. Diese Schatzungen basierten auf
bestehenden Arbeiten zur Wirksamkeit verschiedener TKI in 2D-Kultur. So flhrten
Kondo et al. Viabilitatsmessungen mit Lapatinib fur 16 verschiedene HNSCC-
Zelllinien durch und ermittelten ICso-Werte im Bereich von 13,6 bis 60,2 yM.% Fir
Afatinib wurden in einer Studie von Young et. al. anhand von zehn verschiedenen
HNSCC-Zelllinien 1Cso-Werte im Bereich von 0,01 bis 8 yuM berechnet.>* Die
Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit waren daher weniger hinsichtlich der
ermittelten ICso-Werte Uberraschend, als vielmehr hinsichtlich der Konsistenz, mit der
die verschiedenen Zelllinien auf die TKI-Gabe reagierten. So wiesen alle Zellen unter
der Therapie mit 5 uM Afatinib einen signifikanten Viabilitatsverlust auf, wobei die
Viabilitat noch Uber 50% lag. Ab einer Zugabe von 25 uM Afatinib oder Lapatinib
konnten in keiner Zelllinie in der 2D-Zellkultur noch relevante Viabilitatswerte
gemessen oder mikroskopisch verifiziert werden. Auch das Abfallen der Viabilitat bis
auf Werte von Null in der Nahe der ermittelten 1Cso-Werte ist nicht selbstverstandlich.

So wurde in einigen Studien ab einer gewissen Zytotoxizitat eine Plateaubildung
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festgestellt, die sich in Form einer bestehenden Restviabilitdt auch in hoheren
Konzentrationen zeigte. Somit kann unter Umstanden eine ICso-Dosis ermittelt
werden, obwohl es im gewahlten Konzentrationsbereich nicht zu einem kompletten
Absterben der Zellen durch alleinige Gabe von TKI kommt.55 56

Insbesondere die Zelllinien 11B und 22B glichen sich in ihrem Verhalten gegenuber
TKI sehr stark. Dies spiegelte sich in den ermittelten ICso-Werten, die sowohl flr
Lapatinib (11B: 8,843 uM, 22B: 8,433 uM) als auch fur Afatinib (11B: 5,191 pM, 22B
5,395 uM) sehr ahnlich waren. Einschrankend muss hier jedoch erwahnt werden,
dass im Bereich von 5 bis 10 yM keine weiteren Abstufungen der Konzentration
erfolgten, obwohl hier der grofdte Viabilitatsverlust stattfand. Da es jedoch bei diesem
Versuch vorwiegend darum ging, eine grobe Referenz flr das Verhalten in 2D-Kultur
zu gewinnen, ist die Genauigkeit der gemessenen Werte als Vergleich fur weitere
Versuche ausreichend.

Des Weiteren lohnt sich die genauere Betrachtung der festgestellten Koloniebildung
unter der Therapie mit 5 yM Afatinib. Diese wurde nicht durch ein spezifisches Assay
nachgewiesen. Mikroskopisch lie3 sich jedoch gut verfolgen, wie sich bei
zunehmender Konzentration der dichte Zellverbund aufléste und sich die Zellen in
kleineren Gruppierungen neu anordneten. Diese Beobachtung steht im Einklang mit
der Vermutung, dass Zellen auch in einfachen Kulturformen, wie der 2D-Zellkultur,
miteinander kommunizieren und Zell-Zell Kontakte als Uberlebensvorteil genutzt
werden konnen. Dieser Thematik sind bereits einige Arbeiten gewidmet, aus denen
hervorgeht, dass auch in einfachen Kulturformen Kommunikationsmechanismen
bestehen, die der Zelle einen gewissen Wachstumsreiz, Uberlebensvorteil oder auch
Strahlenresistenz bieten konnen.%” 58 Da keine genauere Untersuchung der Zellen
erfolgte, lassen sich keine Aussagen bezuglich der Fahigkeiten der verwendeten
Zellen zur Koloniebildung sowie deren Auswirkungen treffen. Es kann jedoch
festgehalten werden, dass bei der Testung von Medikamenten an Krebszellen nicht
nur die Viabilitat ausschlaggebend ist. Auch weitere Eigenschaften der Zelle, die zur
Malignitat der Zellen beitragen, mussen betrachtet werden. Gemaf der Thesen von
Hannahan und Weinberg gehdren hierzu, neben der Replikationsfahigkeit und der
Fahigkeit, der Apoptose zu entgehen, auch die Invasionsfahigkeit, die
Neoangiogenese, die Eigenstandigkeit hinsichtlich der Expression von
Wachstumssignalen sowie die Insensitivitat gegentiber Anti-Wachstumssignalen.*®

Alle diese Eigenschaften lassen sich durch spezifische Methoden untersuchen.® In

49



Diskussion

der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus insbesondere auf die beiden letztgenannten
Eigenschaften gelegt.

Anhand der Ergebnisse aus diesem ersten Versuch lassen sich bereits Ursachen
erkennen, warum die 2D-Zellkultur kein optimales Verfahren fur die Testung von
Medikamentenresistenzen darstellt. So bietet diese zwar die Moglichkeit, zahlreiche
unterschiedliche Medikamente an vielen verschiedenen Zellen schnell und
kosteneffizient auszutesten, aber die daraus resultierenden Ergebnisse erlauben
kaum Ruckschlusse auf die Wirkung der Medikamente unter In-vivo-Bedingungen.
So stimmen die fur Afatinib und Lapatinib ermittelten 1C50-Werte in ihrer Hohe in
gewissem Male mit denen Uberein, die in Studien flr andere Karzinomtypen, wie
dem NCSLC, ermittelt wurden.®! Es steht jedoch auBer Frage, dass insbesondere fiir
Afatinib beim NSCLC eine bessere Evidenzlage zur klinischen Wirksamkeit besteht
als beim HNSCC.2

Die Betrachtung von Zelllinien in 2D-Kultur als reprasentatives Beispiel zur Prognose
der Wirksamkeit eines Medikaments gegenlber der verwendeten Karzinomform

greift daher zu kurz und ist nicht zulassig.%3

4.2 Ansprechverhalten von HNSCC auf TKI unter 3D-Kultur

Die bedeutendste Feststellung bei der Betrachtung der Viabilitatswerte in der 3D-
Kultur ist die Entwicklung einer Resistenz gegenuber Lapatinib in der Zelllinie 11B.
Zuvor wurde eine Resistenz als ICso0-Dosis Uber 50 uM definiert, da dies aulRerhalb
der in den Versuchen verwendeten Dosen liegt. Diese Definition unterliegt keiner
allgemeinen Giultigkeit. Es ist aber mitunter auch in anderen Studien mit
Viabilitatstestung von Tumorzelllinien unter TKI Ublich, diese ins Verhaltnis zu den
verwendeten Dosen zu setzen. Hierbei wurden teilweise bereits Dosen von 20 yM
oder weniger als Resistenz definiert.64 5 Dennoch ist nicht auszuschlieRen, sondern
sogar wahrscheinlich, dass bei noch hoheren Dosen ein Viabilitatsverlust von tber
50% eintreten konnte. Die Tatsache, dass es zu einer Verschiebung der |Cso-Dosen
kommt, war ebenso in gewissem Malie zu erwarten. So wurde schon in einigen
Studien die Verschiebung von Viabilitdtswerten beim Vergleich von 2D- und 3D-
Zellkulturen untersucht. Melissaridou et al. testeten die beim HNSCC bereits
etablierten Medikamente Cisplatin und Cetuximab an HNSCC-Zellen in 2D- und 3D-

Zellkulturen. Auch sie gelangten zu der Erkenntnis, dass die Kulturform das

50



Diskussion

Resistenzverhalten der Zellen signifikant beeinflusst. In der 3D-Zellkultur sprechen
manche Zellen auch besser auf eine Therapie an.® Zu dieser Thematik wurde bisher
jedoch noch keine Studie mit HNSCC-Zelllinien und TKI durchgefuhrt. In der
vorliegenden Studie wurde nicht nur eine Verschiebung der ICso-Werte beobachtet,
sondern auch eine Resistenzentwicklung gegenuber Lapatinib. Deutlich wird der
Unterschied zwischen Afatinib und Lapatinib bei der mikroskopischen Betrachtung
der Linie 11B in 3D-Kultur. Wahrend der mit 25 yM Lapatinib behandelte Spharoid in
seiner Form und Fluoreszenz der Kontrollgruppe ahnelt, ist der mit 25 yM Afatinib
behandelte Spharoid nahezu avital. Zudem ist erkennbar, dass das Absterben der
Zellen sehr homogen verteilt ist und auch bis in die inneren Schichten des Spharoids
hineinreicht. Geeignete Methoden, um genauere Aussagen diesbeziglich treffen zu
konnen, sind die Konfokalmikroskopie oder immunhistochemische Farbungen des
Spharoids.%” 8 Bei der herkdmmlichen Fluoreszenzmikroskopie erscheinen stets
mehrere Schichten des Spharoids im Bild, wodurch die Aussagekraft beziglich der
Tiefenausdehnungen der apoptotischen oder nekrotischen Zellen eingeschrankt wird.
Es handelt sich jedoch um eine kosten- und zeiteffiziente Methode zur Einschatzung
der Verteilungsmuster viabler Zellen im Spharoid. Daruber hinaus kann durch die
Verwendung eines zelllysierenden Viabilitatsassays, wie dem CellTiter-Glo 3D
Assay®, sichergestellt werden, dass bei der Testung nicht nur duRere Randschichten
des Spharoids berlicksichtigt werden.®9

Auch wenn es zu keiner Resistenzbildung der Linie 11B gegenuber Afatinib kam, so
ist die 1Cs0-Dosis im Verhaltnis zur 2D-Kultur leicht angestiegen. Insbesondere unter
Behandlung mit 10 uM Afatinib waren die Zellen in der 3D-Kultur optisch und auch
messbar viabler. Die modglichen Grinde fur ein schlechteres Therapieansprechen in
der 3D-Zellkultur sind mannigfaltig. Ein wesentlicher Aspekt ist die unterschiedliche
Versorgung der Zellen im Spharoid. So gelangen die Zellen im Inneren des
Spharoids deutlich schlechter an Nahrstoffe und es kommt haufig zu der Ausbildung
eines nekrotischen Kernes. DarlUber hinaus neigen Zellen dazu, bei schlechter
Nahrstoffversorgung in einen Ruhezustand uUberzugehen, wodurch Energie und
Nahrstoffe eingespart werden kénnen und die Mitoserate absinkt. Aufgrund der
niedrigeren Mitoserate sind die Zellen jedoch auch weniger sensibel gegenuber
zytotoxischen Medikamenten.”® 7' Diese Mechanismen lassen sich bereits durch
recht einfache Formen der 3D-Kultur, wie der hier verwendeten 3D-Monokultur, in

gewissem Male reprasentieren.’?
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Bei der Betrachtung der Viabilitatswerte der Zelllinie 22B in der 3D-Kultur fallt auf,
dass sich diese kaum gegenuber jenen in der 2D-Kultur verandert haben. Wenn die
ICs0-Dosis  (Afatinib 3D: 2,236 pM vs. 2D 5,395 pM) als alleiniges
Entscheidungskriterium angesehen wurde, dann lage der Schluss nahe, dass die
Zellen in der 3D-Kultur starker auf die Gabe von Afatinib ansprechen. Hierbei kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass sich diese Unterschiede im Rahmen der
Messungenauigkeit bewegen.

Mogliche weitere Grunde hierfur liegen entweder im Rahmen einer veranderten
Signaltransduktion oder wiederum in den veranderten Kulturbedingungen. Ein
plausibler Erklarungsansatz in Bezug auf letzteres ware, dass die groRere Anzahl
bereits nekrotischer Zellen im Kern flr ein azidotisches Milieu sorgt, was zu
instabilen Zellkulturbedingungen fuhrt. Zellen in weiter auflen gelegenen Zonen des
Spharoids, die anfallig gegenluber der Medikation mit TKI sind, kdnnen hierdurch
schneller apoptisch/nekrotisch werden.”> Ob und inwieweit die Ausbildung eines
nekrotischen Kerns fir die 3D-Zellkultur von Vorteil ist, wird aktuell noch diskutiert.
Diese Betrachtung verdeutlicht, dass auch in der Literatur kein einheitliches
Verstandnis bezlglich der Entwicklung von Resistenzen und dem Finden von
optimalen Kulturbedingungen vorherrscht.”# Welche Kulturform die In-vivo-
Bedingungen am besten widerspiegelt, ist ebenfalls eine umstrittene Frage, auf die
im weiteren Verlauf noch genauer eingegangen werden soll.

Insgesamt bieten die beiden sich stark voneinander unterscheidenden Reaktionen
der Zelllinien in der 3D-Kultur, bei nahezu identischer Reaktion unter 2D-
Kulturbedingungen, die optimale Grundlage fur den Vergleich der Signaltransduktion
in 2D- und 3D-Zellkultur.

4.3 Veranderte Expressionsmuster in 3D-Kultur

Vor der genaueren Analyse der Expressionsmuster anhand der Ergebnisse des
Western Blot soll die Bedeutung der Unterscheidung zwischen Rezeptorexpression
und Expression des phosphorylierten Rezeptors beleuchtet werden. Da TKI
ausschlieBlich an der Kinasedomane des Rezeptors wirken, sind generell keine
Auswirkungen auf die Expression des Rezeptors per se zu erwarten. Die eigentliche
Wirksamkeit der TKI besteht in der Verhinderung einer Phosphorylierung und somit

in einer Minderung der Aktivitdt. Die meisten Rezeptortyrosinkinasen besitzen
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mehrere dieser Kinasedomanen. Die genaue Lokalisation der Kinasedomanen, die
eine Uberaktivitdt besitzen, Iasst sich mithilfe spezifischer Tests ermitteln.”® In der
vorliegenden Arbeit wurde durch die Auswahl von je einem Rezeptorantikorper und
einem Antikorper fur die phosphorylierte Version des Rezeptors ein Fokus auf die
Unterschiede in der Gesamtaktivitat des Rezeptors gelegt, weniger auf die genaue
Lokalisation der Aktivitat innerhalb des Rezeptors. Bei genauerer Betrachtung fallt
zudem auf, dass die phosphorylierte Version des Rezeptors haufig ein starkeres
Signal erzeugt als die Gesamtexpression des Rezeptors. Dies ist hauptsachlich auf
Unterschiede in der Bindungsfahigkeit der Antikorper und der Belichtungszeit
zurtckzuflhren. Quantitative Vergleiche sind daher auch nur innerhalb einer Bande
bei homogener Expression des Markerproteins GAPDH zulassig.

Bei der Untersuchung der Signaltransduktion lag der Fokus auf Zelllinie 11B, um
mogliche Grunde fir die Resistenzentwicklung gegenuber Lapatinib eruieren zu
kénnen. Es fallt auf, dass in der 3D-Kultur eine wesentlich starkere Phosphorylierung
des EGFR sowie des HERS3 vorliegt. Wie zu erwarten, wird die Phosphorylierung des
EGFR durch Therapie mit Lapatinib bedeutend herunterreguliert, wahrend die
Phosphorylierung des HERS auf konstant hohem Niveau bleibt. Diese Beobachtung
entspricht in dem Sinne den Erwartungen, dass Lapatinib lediglich ein Inhibitor fur
EGFR und HER2 ist. Daher erscheint die These plausibel, dass die beobachtete
starkere Phosphorylierung des HER3 fur die Resistenzentwicklung gegenuber
Lapatinib ursachlich sein koénnte. Ebenso fallt auf, dass die Downstream-
Signalproteine AKT und ERK in der 2D-Zellkultur weniger stark phosphoryliert sind.
Dies ware zu erwarten, wenn eine ausreichende Hemmung der HER-Familie besteht.
In der 3D-Kultur sind diese, unabhangig von Lapatinib, konstant stark phosphoryliert.
Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die Hemmung des EGFR allein,
zur Hemmung der Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren nicht ausreicht.
Jedoch ist nicht auszuschlieRen, dass fur die Resistenzentwicklung und die
Phosphorylierung von AKT und ERK auch andere Mechanismen verantwortlich sind.
So wurden bspw. die Expression und Phosphorylierung von HER4 nicht untersucht.
Daruber hinaus ist nicht auszuschlielen, dass eine HER-unabhangige Aktivierung
der Signalproteine besteht. Diese Aktivierung konnte auch durch andere
Rezeptortyrosinkinasen, intrinsische zellulare Mechanismen oder noch unbekannte

Signalkaskaden erfolgen. 76
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Der HERS ist bereits in Studien zu anderen Tumorentitaten eine diskutierte Option
zur Uberwindung von Resistenzen gegeniber EGFR-gerichteten Therapien.”” 78
Watanabe et al. konnten durch Kombinationstherapie mit dem HER3-selektiven
Antikdrper Paritumab eine Resistenz von Mammakarzinom-Zelllinien gegentber dem
HER2-selektiven Antikérper Trastuzumab (berwinden.” Auch beim HNSCC ist ein
Abzielen auf HER3 keine ganzlich neue Uberlegung. So wiesen Wang et al. anhand
eines Xenograft-Modells die erhéhte Dimerisierung von HER2 und HER3 nach.
Durch Kombinationstherapie des HER3 Antikérpers MM-121 mit Cetuximab konnte
daraufhin ein verstarkender Therapieeffekt belegt werden.&

Bei allen genannten Beispielen handelt es sich allerdings ebenso nur um praklinische
Studien, so dass noch kein Nachweis fir einen klinischen Benefit der Therapieregime
erbracht worden ist.8’

Unter der Behandlung mit Afatinib ist deutlich erkennbar, wie die Phosphorylierung
des HERS3 simultan zu der des EGFR stark supprimiert wird. Die Erwartungshaltung
hier war jedoch nicht so klar wie unter der Therapie mit Lapatinib. Afatinib wird in der
Literatur uneinheitlich als panHER-Inhibitor oder auch als Inhibitor von HER1, HER2
und HER4 bezeichnet. Dies liegt wiederum an der Besonderheit des HERS3, bei der
Aktivierung eine Heterodimerisierung einzugehen. Da aber ohne die anderen
Rezeptoren keine bekannte Moglichkeit der Aktivierung besteht, wird durch deren
Blockade auch der HER3 inhibiert.8? Eine panHER-Inhibition ist demnach
wahrscheinlich und wird durch die vorliegenden Ergebnisse gestutzt.

Allerdings waren auch unter erfolgreicher Therapie mit Afatinib sowohl AKT als auch
ERK weiterhin phosphoryliert. Lediglich bei ERK ist ein gewisser Unterschied in der
Starke der Phosphorylierung zwischen den Therapiegruppen und der Kontrollgruppe
zu erkennen. Dies spricht fur die These, dass die Zellen auch HER-unabhangig die
Fahigkeit besitzen, die nachgeschaltete Signalkaskade aufrechtzuerhalten. Darlber,
ob dies Uber endogene Vorgange oder andere Rezeptorgruppen geschieht, lasst sich
jedoch lediglich spekulieren.83

Die Analyse der Linie 22B bot dahingegen ein ganzlich anderes Bild. So konnte
weder in der 2D- noch in der 3D-Zellkultur eine relevante Menge an phosphoryliertem
HER3 festgestellt werden. Deshalb war hier auch kein Unterschied zwischen der
Gabe von Lapatinib und Afatinib zu erwarten. Die Phosphorylierung des EGFR wurde
jedoch, ebenso wie in der Linie 11B, sowohl durch Lapatinib als auch durch Afatinib

stark supprimiert.
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Die reduzierte Phosphorylierung des HERS in Linie 22B passt somit gut zu dem
Erklarungsansatz, dass die gegen Lapatinib aufgebaute Resistenz der Linie 11B auf
die starkere HER3-Phosphorylierung zurlckzufuhren ist. Nicht erklaren lasst sich
hierdurch jedoch die erhohte Wirksamkeit von Afatinib auf die Linie 22B in der 3D-
Kultur. Denn aufgrund der nicht vorhandenen Aktivitat von HER3 musste demnach
auch die zusatzliche Wirksamkeit durch HER3-Inhibition eingeschrankt sein. Hier
hatte eine erganzende Untersuchung des HER4 weitere wichtige Informationen Uber
eine mogliche Ursache liefern kdnnen. Unter der Therapie mit 10 uM Afatinib in der
3D-Kultur konnten in der Linie 22B von keinem der gemessenen Signalproteine und
Rezeptoren noch relevante Mengen festgestellt werden, obwohl noch eine Marker-
Expression von GAPDH bestand. Die einfachste Erklarung hierfir ist, dass die Zellen
vermutlich in zu grof3er Menge apoptotisch oder nekrotisch waren. Dies konnte dafur
gesorgt haben, dass ein Grofteil der funktionellen Proteine bereits zersetzt wurde
und dadurch nicht mehr nachweisbar war. Dabei zeigt sich die Schwierigkeit der
korrekten Dosisfindung in derartigen Versuchsreihen. Wahrend eine zu niedrig
gewahlte Dosis eventuell einen zu geringen Effekt erzeugt, sorgt eine zu hoch
gewahlte Dosis fur einen zu hohen nicht verwertbaren Zellzerfall, wie dies teilweise
auch unter 2D-Kulturbedingungen der Fall war. Allerdings sollte die
Signaltransduktion im Grenzbereich zur ICso-Dosis untersucht werden, wodurch
einige Erkenntnisse gewonnen werden konnten, die zur Erganzung der Ergebnisse

aus den Viabilitatstestungen dienten.

4.4 Bedeutung von CAF fiir die 3D-Kultur

Um die Tumorzellkultur, insbesondere die 3D-Zellkultur, besser mit in-vivo-ahnlichen
Eigenschaften auszustatten, spielen die sogenannten tumorassoziierten Fibroblasten
(engl. cancer associated fibroblasts, CAF) eine wesentliche Rolle. Sie gehoren,
ebenso wie Immunzellen, vaskulare Zellen, Adipozyten und die Extrazellularmatrix,
zum Tumor Mikroenvironment (TME).8* Diesem wurde in der Vergangenheit haufig
zu wenig Beachtung geschenkt. Es ist jedoch nach heutigem Wissenstand essenziell
fur die Versorgung und Uberlebensfahigkeit des Tumors. Deshalb ist es sinnvoll,
diesen Teil der Tumorarchitektur bei der Untersuchung der Resistenzentwicklung von

Tumorzellen mitzuberiicksichtigen. 8
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Die verwendeten CAF wurden in Vorversuchen der Arbeitsgruppe aus
Patientenmaterial gewonnen. Bedingt durch den Isolationsprozess und die Tatsache,
dass keine Testung der Zellen erfolgte, kann nicht garantiert werden, dass es sich
bei den gewonnenen Zellen um reine Fibroblasten handelt. Somit musste
korrekterweise von Stromazellen die Rede sein. Zur Vereinfachung, und da in der
Literatur dahingehend haufiger von CAF die Rede ist, werden die Zellen in der
vorliegenden Arbeit lediglich als CAF bezeichnet.

In der Viabilitatstestung unter 2D-Kulturbedingungen wurden die Fibroblasten nur
geringfugig durch die Zugabe von Lapatinib oder Afatinib beeinflusst. Der Anteil
lebender Zellen blieb konstant bei fast 100%. Hierfir gibt es mehrere
Erklarungsansatze. Zunachst ist es wahrscheinlich, dass die CAF ein anderes
Expressionsmuster als die Tumorzellen besitzen und somit ggf. auch weniger aktive
Rezeptoren der HER-Gruppe. Nachgewiesen wurde dies in der vorliegenden Arbeit
jedoch nicht, da der Fokus auf der Resistenzentwicklung der Tumorzellen lag. Die
starkere Wirkung auf Tumorzellen bei gleichzeitiger Schonung von normalen
Korperzellen entspricht demgegeniber dem gewiunschten Effekt in der
zielgerichteten Tumortherapie. Es ist jedoch noch nicht geklart, inwieweit die
tumorassoziierten Fibroblasten auf zellularer Ebene von normalen Fibroblasten zu
unterscheiden sind. In ihrer Funktion und Expressionscharakteristik stellen die CAF
Uber die verschiedenen Tumorentitdten hinweg eine sehr heterogene Gruppe dar.8
Als gesichert scheint, dass CAF zahlreiche supportive und strukturelle Aufgaben im
Tumor Ubernehmen. Teilweise sind diese rein mechanischer Natur, bspw. im Sinne
einer Barrierefunktion gegeniber Immunzellen und Medikamenten. Dariber hinaus
fungieren sie durch die Ausbildung einer Extrazellularmatrix als Basis fur die
Vaskularisierung und Versorgung mit Nahrstoffen. Den CAF werden jedoch auch
komplexere Funktionen zugeschrieben. So wurden bereits kommunikative
Eigenschaften in CAF nachgewiesen, wie die Exkretion von Wachstumsfaktoren oder
immunsupressiven Liganden.?” Diese Kombination aus normalen fibroblastischen
und malignen Eigenschaften erschwert die medikamentdse Abzielung auf CAF.

Ein weiterer Grund, warum die CAF kaum auf die TKI-Gabe reagiert haben, ist ihr
generell langsameres Wachstumsverhalten. TKI zielen, bedingt durch ihr
Funktionsprinzip, ebenso wie herkdmmliche Zytostatika, eher auf schnell teilende
Zellen ab.8 Bis zum vollstandigen Bewachsen einer Kultureinheit benétigten die

verwendeten Fibroblasten zumeist ca. zehn Tage, wohingegen die Tumorzelllinien
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dieses Ziel in durchschnittich ca. funf Tagen erreichten. Dieser
Wachstumsunterschied ist nicht zu vernachlassigen, erklart den geringen Einfluss
der TKI jedoch nicht vollstandig.

Bei genauerer Betrachtung ist zu erkennen, dass zwar der Anteil toter Zellen im
Vergleich zur Kontrollgruppe kaum beeinflusst wurde, sich jedoch bei den mit Afatinib
behandelten Zellen die Licken zwischen den Zellen vergréferte. Zudem wandelte
sich die Konfiguration der Zellen von einer spindelformigen in eine eher rundliche
Form. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass die CAF durch die Zugabe von
Afatinib in ihrer Proliferation und Funktion eingeschrankt wurden. Generell ist der
Vergleich der Viabilitatswerte von CAF und Tumorzellen nur eingeschrankt maoglich.
Zum einen haben die verwendeten CAF und die Tumorzelllinien nicht denselben
Primartumor als Ursprung. Des Weiteren wurde im Versuch mit den CAF der Anteil
an toten Zellen an der Gesamtzahl der Zellen manuell ermittelt. Bei den Versuchen
mit Tumorzellen geschah dies hingegen Uber das alamarBlue™ Viabilitats Assay,
das die Viabilitat ATP-abhangig mit der Kontrollgruppe vergleicht. Dadurch werden
bei der Assay-Messung inaktive Zellen als weniger stark viabel gewertet. Somit
entspricht eine Zahlung des Anteils lebender Zellen an der Gesamtzahl der Zellen
nicht vollstandig der Viabilitat mittels Assay-Messung. Bei Betrachtung der
Gesamtheit aus Messwerten und mikroskopischer Analyse kann dennoch festgestellt
werden, dass die TKI-Gabe einen verhaltnismalig geringen Effekt auf die
Fibroblasten hatte. Auch aufgrund dessen scheint es erforderlich zu sein, die

Fibroblasten in praklinische Tumormodelle miteinzubeziehen.

4.5 Entwicklung einer 3D-Kokultur

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde festgestellt, dass beim Versuch der Kokultur
aus Tumorzellen und Fibroblasten haufig eine Schichtung aus Tumorzellen im
Randbereich und Fibroblasten im Kernbereich des Spharoids entstand. Die
Tatsache, dass beide Zellarten nicht vom gleichen Primartumor abstammen, stellt
beim Versuch der Kokultur eine zusatzliche Schwierigkeit dar. Daher kann im Vorfeld
kaum abgeschatzt werden, ob die beiden Zellarten miteinander interagieren,
unabhangig voneinander existieren oder sogar schadigend aufeinander wirken.
Deshalb wurde die Spharoidbildung unter zeitversetzter Zellzugabe und mit

unterschiedlichen Zellzahlen untersucht. Allerdings ordneten sich die Zellen,
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unabhangig von der Zellzahl, meist zu einem singularen Spharoid zusammen. Auch
wenn es zunachst wieder zu einer getrennten Formierung von CAF und Tumorzellen
kam, naherten sich die Zellen tendenziell mit langerer Kulturdauer immer starker an
den Spharoid an. Dies bestatigt die Notwendigkeit der langeren Inkubationsdauer fur
die 3D-Kultur. Bis zur vollstandigen Ausbildung eines stabilen Spharoids wird zumeist
von einer Kulturdauer von Uber 72 Stunden ausgegangen. In einigen Studien werden
jedoch auch Kultivierungen Uber mehrere Wochen durchgefiihrt.#¢: 8 Dieser hohere
Zeitaufwand kann als einer der Nachteile des 3D-Zellkulturmodells betrachtet
werden. Andererseits entspricht dies starker den In-vivo-Bedingungen, da flur die
Entwicklung eines Karzinoms und die Einstellung eines Therapieeffekts unter realen
Bedingungen weit mehr als wenige Tage anberaumt werden mussen. Hierbei gilt es
abzuwagen, ob hinsichtlich der individuellen Fragestellung die hdheren Kosten und
der Zeitaufwand den Mehrgewinn an Information durch die 3D-Zellkultur
rechtfertigen.

Zudem stellt sich die Frage, welche optimale Grof3e die einzelnen Spharoide haben
sollten. Ein groRerer Spharoid ist einfacher zu handhaben, bspw. bei notwendigen
Umpipettiervorgangen. Dartber hinaus bietet ein groRerer Spharoid die Moglichkeit,
mehrere Regionen mit unterschiedlicher Nahrstoffversorgung darzustellen, bis hin zu
nekrotischen Regionen. Andererseits neigen zu grol’e Spharoide zu groRerer
Instabilitat und weisen somit das Risiko auf, zu zerfallen oder in der Gesamtheit avital
zu werden. Zudem verandern sich auch die Dichteeigenschaften des Spharoids in
Abhangigkeit von der GroRe. 0

Im Gegenzug sind kleinere Spharoide schneller in der Formierung und bilden ein
lockereres Grundgerust. Dies konnte auch im vorliegenden Versuch beobachtet
werden. In der 3D-Kokultur mit lediglich 10.000 Zellen bildete sich deutlich schneller
ein homogenes Gemisch aus Fibroblasten und Tumorzellen. Die in anderen Studien
verwendeten Spharoid-GrofRen variieren stark. Haufig werden Zellzahlen unterhalb
von 10.000 verwendet, mitunter aber auch wesentlich groRere Spharoide mit Uber
300.000 Zellen.®1- 92

In der vorliegenden Arbeit wurde wegen der genannten besseren Handhabbarkeit
und der Moglichkeit zur Mitbeurteilung unterversorgter Areale eine Zellzahl von
50.000 gewanhlt. Dies entspricht einem Kompromiss. Aufgrund der Ergebnisse des

Tracing-Versuchs kann aber nach ausreichender Kultivierungsdauer von uber 96
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Stunden von einem ausreichend kondensierten und relativ homogen durchmischten

Spharoid ausgegangen werden.

4.6 Ansprechverhalten in 3D-Kokultur

Die Viabilitatsversuche zur 3D-Kokultur aus Tumorzellen und CAF sowie zur 3D-
Monokultur aus Fibroblasten fanden, ebenso wie die Versuche an den Tumorzellen
in 3D-Monokultur, unter Verwendung des CellTiter-Glo 3D Viability Assay® statt.
Aufgrund der identischen Versuchsbedingungen lassen sich die Ergebnisse gut
miteinander vergleichen. Wegen des bereits in der 3D-Monokultur beobachteten
Resistenzverhaltens der Zellinie 11B gegenuber Lapatinib wurden die
Kokulturversuche auf den Wirkstoff Lapatinib beschrankt, um den Materialaufwand
zu minimieren. Hierbei bestand die Fragestellung darin, ob sich die Resistenz
gegenuber Lapatinib auch in der Kokultur manifestiert und ggf. auch die Linie 22B
durch die Kokultur eine gewisse Resistenz entwickeln kann.

Aufgrund der Versuche in der 2D-Zellkultur war zu erwarten, dass die CAF auch
unter 3D-Kulturbedingungen kaum auf die Zugabe von Lapatinib reagieren. Das
Ausmald dieser Resistenz war dennoch uberraschend. So zeigten weder die CAF
noch die NHDF unter der Gabe der Hochstdosis von 50 pM Lapatinib einen
signifikanten Viabilitdtsverlust. Hinsichtlich des Resistenzverhaltens gegenulber
Lapatinib konnte somit kein Unterschied zwischen CAF und NHDF nachgewiesen
werden. Dies bestatigt in gewisser Weise die Annahme, dass CAF in vielerlei
Hinsicht normalen Fibroblasten ahneln. Es ist zudem noch nicht genau bekannt,
wodurch sich CAF bilden. Es bestehen Theorien Uber deren Ursprung aus lokalen
Fibroblasten aber auch beziglich der Epithelial-mesenchymalen Transition (EMT).%3
94

Dies kann jedoch auch als Beispiel fur den Uberlebensvorteil herangezogen werden,
den der Tumor aus den CAF bildet. Aufgrund der Expressions- und
Wachstumseigenschaften von regularen Fibroblasten kann von einer Resistenz und
Barrierewirkung gegenuber herkdmmlichen zytostatisch wirksamen Medikamenten
ausgegangen werden. Zudem besitzen die CAF auch promaligne supportive und
kommunikative Eigenschaften.®

Durch die starke Resistenz der Fibroblasten gegenuber Lapatinib ware auch bei nicht

vorhandener gegenseitiger Beeinflussung der Zellen zu erwarten, dass durch die
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Beimischung von 50% CAF die Viabilitat der 3D-Kokultur ansteigt. Dieser Effekt ist
jedoch insbesondere bei der Zelllinie 11B nicht im erwarteten Mal} eingetreten. So
bestand weiterhin eine 1Cso-Dosis >50 uM. Unter Zugabe von 50 pyM Lapatinib stellte
sich aber ein signifikant starkerer Viabilitatsverlust als in der 3D-Monokultur ein.
Einen Erklarungsansatz hierfir zu finden, gestaltet sich schwierig, da die meisten
Theorien von supportiven Eigenschaften der CAF ausgehen.®® Die naheliegendste
Erklarung besteht darin, dass die beiden verschiedenen Zelltypen in der 3D-Kokultur
zwar nebeneinander koexistieren, jedoch nicht miteinander interagieren. Der
zusatzliche Viabilitatsverlust konnte dann darin begrindet sein, dass, bedingt durch
das bestehende Zellgeflecht, weniger Interaktionen zwischen den Zellen stattfinden
konnen. Daruber hinaus ware es denkbar, dass die Fibroblasten im Modell weniger
einer Barrierefunktion nachkommen, sondern vielmehr das Grundgerust des
Spharoids auflockern und dadurch eine bessere Wirkstoffzirkulation gewahrleisten.
Die letztgenannte Argumentation dlrfte hierbei nur eine untergeordnete Rolle
spielen, da davon auszugehen ist, dass die kleinen Molekule der TKI auch in dicht
gepackte Spharoide problemlos diffundieren kénnen.®” Dies wurde zudem durch die
Versuche in der 3D-Monokultur bestatigt, da keine Barriere-Entwicklung festzustellen
und der Zelluntergang relativ homogen im Spharoid verteilt war.

Bei der 3D-Kokultur aus 22B Zellen und CAF stellte sich hingegen der
naheliegendere Effekt ein. So stieg die 1Cso-Dosis von 9,666 uM in der Monokultur
auf 27,33 pM in der Kokultur signifikant an. Auch unter Zugabe von 50 yM Lapatinib
konnte in der 3D-Kokultur noch 26,08% Viabilitat detektiert werden, wahrend in der
3D-Monokultur das Spharoid bereits als vollstandig avital zu werten war. Hierbei lasst
sich allerdings nicht klaren, wie viele der restlichen vorhandenen Zellen noch
Tumorzellen waren und bei wie vielen es sich um CAF handelte. Um diese
Unterscheidung vornehmen zu konnen, mussten zusatzliche parallele Versuche,
bspw. mit immunhistochemischer Farbung, durchgefiihrt werden. Denn nach
Viabilitatsanalyse mittels Lyse-basiertem Assay, wie dem CellTiter-Glo®, kdnnen
keine weiteren Untersuchungen der Zellen mehr stattfinden.®® Bei dem beobachteten
positiven Effekt auf die Viabilitdt des Spharoids ist davon auszugehen, dass es sich
bei den verbliebenen Zellen um einen grof3en Anteil an CAF handelt. Dies liegt in der
starken Resistenz der CAF gegenuber Lapatinib begriindet. Um die These aufstellen
zu koénnen, dass eine positive Interaktion zwischen Tumorzellen und CAF

stattgefunden hat, musste die Viabilitat unter 50 uM Lapatinib noch Uber 50% liegen.
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In diesem Fall ware ebenso die zusatzliche immunhistochemische Untersuchung von
grolkerer Relevanz gewesen, um Regionen mit viablen Zellen differenzierter
darstellen zu kdnnen.

Die Ergebnisse des Kokulturversuchs veranschaulichen dahingehend einige
Schwierigkeiten bei der Findung eines geeignetes 3D-Modells. Durch die Bildung
eines viablen Spharoids ist die Modellentwicklung noch nicht abgeschlossen.
Zusatzlich muss bewiesen werden, dass die vorhandenen Kulturbedingungen das In-
vivo-Verhalten in gewissem Mal} reprasentieren konnen. Falls, wie im vorliegenden
Versuch zur Kokultur, vermutlich keine Interaktion zwischen den Zellen stattfindet, so
werden kaum zusatzliche Erkenntnisse gewonnen. Umso erfreulicher ist es, zu
beobachten, dass auch simple 3D-Modelle, wie die Monokultur aus Zelllinien, zur
Entwicklung gewisser Resistenzeigenschaften fihren und neue Erkenntnisse liefern
konnen. Viele Studien befassen sich mit dieser Thematik und dem Ziel,
Medikamentenresistenzen anhand von 3D-Kultur Modellen vorhersagen zu konnen.
Im Optimalfall wird hierfir die Kultur mit Zellen aus primarem Patientenmaterial
gebildet.®®

4.7 Die Tumorstammzellnische

Im Rahmen der Betrachtung supportiver Zellen, wie CAF, sollte auch die These der
Tumorstammzellnische thematisiert werden. Beim HNSCC wird davon ausgegangen,
dass es neben normalen Tumorzellen auch eine Gruppe sogenannter
Tumorstammzellen (CSC) gibt. Diese verfigen Uber ein gréleres Potential flr
Medikamentenresistenzen, Metastasierung sowie die Proliferation  von
Tumorgewebe. Eine endgultige Definition dieser Stammzellen steht jedoch noch aus.
Prince et al. waren die ersten, die CD44+-Zellen als Subpopulation mit
stammzelltypischen Eigenschaften bei HNSCC beschrieben.’® Die alleinige
Betrachtung von CD44+ Zellen galt jedoch als nicht ausreichend, so dass weitere
Marker, wie ALDH, zur Beschreibung der CSC im HNSCC herangezogen wurden. %!
Heute wird vermutet, dass durch den Mangel eines singularen Markers die
Kombination aus verschiedenen Oberflachenmarkern sowie exkludierenden Markern
die beste Spezifitat zur Definition von CSC bietet. Da dies jedoch mit einem gréReren
Zeit- und Kostenaufwand verbunden ist, werden fir viele Untersuchungen auch
heute noch Nachweise lediglich durch CD44 und/oder ALDH erbracht. 192 103
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Die These der Tumorstammzellnische geht davon aus, dass die CSC insbesondere
in speziellen Mikroumgebungen vorzufinden sind, die sich aus regularen
Tumorzellen, sowie CSC, Stromazellen, Endothelzellen und Immunzellen
zusammensetzen.'® Darliber hinaus bestehen spezielle Signalmechanismen, die
von charakteristischer Bedeutung fur die Nische sind. Einer dieser speziellen
Signalmechanismen ist die SDF-1-CXCR4-Achse. Hierbei scheint eine erhodhte
intratumorale Konzentration an SDF-1 mit einem Uberlebensvorteil zu korrelieren.'0
Faber et al. konnten feststellen, dass die erhohte SDF-1-Konzentration ein
intratumorales Phanomen ist und nicht mit den Konzentrationen im Blut der
Tumorpatienten korreliert.’% Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass SDF-
1 das Migrationsverhalten und die Podienformation von hamatopoetischen
Stammzellen dosisabhangig stimuliert. 0’

Aber auch viele weitere Signalkaskaden werden mit der Tumorstammzellnische in
Verbindung gebracht, so auch die von Wachstumsfaktoren abhangige PI3K-AKT-
mTOR-Signalkaskade. mTOR tragt, neben anderen Transkriptionsfaktoren, auch zur
Stabilisierung des Hypoxia induced factor-1 alpha (HIF-1a) bei. Dieser fuhrt zu einer
verstarkten Neoangiogenese und hoheren Tumorgenitat. Hierin zeigt sich die
Kopplung von wachstumsfaktorabhangigen Signalkaskaden mit hypoxischen
Umgebungsbedingungen in der Tumorstammzellnische. Diese hypoxischen
Bedingungen sind allerdings durch die herkdmmlichen 2D-Kulturformen nicht
darstellbar.108

Letztendlich ist es aufgrund der Heterogenitat der Zellen und der multiplen
Signalkaskaden schwierig, eine genaue Definition sowohl der CSC als auch der
Tumorstammzellnische zu geben. Das Wissen Uber die Effektoren, wie die
bendtigten supportiven Zellen und eine hypoxische Zellumgebung, ermdglicht es
jedoch, festzulegen  welche Bedingungen flir einen Nachbau der
Tumorstammzellnische gegeben sein miussen. Daraus erschlie3t sich wiederum die
Notwendigkeit einer komplexeren Kulturform, wie sie bspw. im Rahmen der 3D-Kultur

Zu erreichen ist.1%4
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4.8 Resistenzmechanismen gegeniiber TKI

Die Beobachtung einer Resistenzentwicklung gegenuber Lapatinib in der 3D-
Monokultur erfordert die Mitbetrachtung bereits bekannter Resistenzmechanismen
gegenuber TKI. Viele dieser Mechanismen lassen sich anhand der verschiedenen
Generationen von TKI erklaren. Diese Entwicklungen sind vorwiegend auf die
Verwendung beim NSCLC zuruckzuflhren, da hier EGFR-Inhibitoren am langsten
klinisch eingesetzt werden. Die bekannten EGFR-Inhibitoren Erlotinib und Gefitinib
sind TKI der ersten Generation. Sie werden durch ihre Reversibilitat und die
singulare Wirkung auf den EGFR charakterisiert. Afatinib gehort aufgrund seiner pan-
HER-Aktivitat und Irreversibilitdt zur zweiten Generation der TKI. Die Entwicklung
dieser zweiten Generation erfolgte, um Resistenzen gegeniber der ersten
Generation an TKI zu umgehen. Diese Eigenschaft ist die wahrscheinlichste Ursache
fur den in den Versuchen weiterhin bestehenden Erfolg der Afatinib-Therapie. Als
wesentliche Ursache einer Resistenz gegenuber diesen pan-HER-Inhibitoren gilt
beim NSCLC die sogenannte Gatekeeper-Mutation T790M. Diese ist bei ca. 50%
aller NSCLC-Patienten mit Resistenzen gegenuber Erst- und Zweitgenerationen an
TKI nachweisbar. Die Resistenz wird dabei durch eine gesteigerte ATP-Affinitat des
Rezeptors vermittelt.’% Neuere TKI der dritten Generation wurden daraufhin genau
auf diesen Mechanismus zugeschnitten. So ist Osimertinib als TKI der dritten
Generation selektiv auf die mutierte ATP-Bindetasche ausgerichtet.

Im Kontext des HNSCC veranschaulicht dies, dass der Erfolg der TKI beim NSCLC
malfdgeblich von charakteristischen Mutationen gepragt ist. Auch Imatinib, das
bekannteste Beispiel flr einen erfolgreichen Einsatz von TKI, ist in diesem
Zusammenhang zu nennen. So ist die Wirksamkeit von Imatinib entscheidend von
dem Vorhandensein der BCR-ABL-Translokation abhangig und somit ebenso durch
eine Mutation getriggert.'10

Vermutlich genigt es nicht, sich auf die Betrachtung der Expressions- und
Aktivitatseigenschaften der Rezeptoren zu beschranken, wie es der Fall ist, wenn
von einer bei bis zu 90% der HNSCC vorhandenen Uberexpression des EGFR die
Rede ist. Daher ist es erforderlich, die genetische Analyse hierbei nicht auRer Acht
zu lassen. Ein Ansatz im Rahmen der Untersuchung neuer Kulturformen kénnte die
vergleichende RNA-Sequenzanalyse von 2D- und 3D-Zellkulturen darstellen.
Hinsichtlich der Mutationsrate des EGFR beim HNSCC gibt es bereits Studien, in

denen, trotz einer hohen Uberexpression, nur niedrige Mutationsraten nachzuweisen
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waren. So konnten Chen et al. in einer systematischen Proteom-Analyse an 108
HNSCC-Patienten lediglich drei Mutationen im EGFR feststellen, von denen keine zu
den bekannten Hotspot-Mutationen gerechnet werden konnte. Demgegenuber stand
eine in 55 Fallen nachgewiesene Uberaktivitit des EGFR.'"! Diese Tatsache wird
haufig als Grund fur die schlechten Ansprechraten bezuglich einer EGFR-gerichteten
Therapie herangezogen. Die Analyse weiterer Rezeptoren und Biomarker, die ein
Ansprechen von TKI im HNSCC vorhersagen koénnen, ist im Hinblick auf einen

moglichen Therapieeinsatz demzufolge unerlasslich.''?

4.9 Optimierung der 3D-Kultur

Die 3D-Zellkultur ist per se nicht neu, da die ersten Versuche unter 3D-
Kulturbedingungen bis in die spaten 1980er Jahre zurtckreichen. Li et al. kultivierten
Epithelzellen der Brustdrise in einer Kollagenmatrix. Unter diesen Bedingungen
waren die Epithelzellen dazu in der Lage, neue dreidimensionale Drusengange zu
bilden, und besallen im Gegensatz zur 2D-Zellkultur die Fahigkeit, Milch zu
sezernieren.'’® Seitdem werden die Vor- und Nachteile neuer Zellkulturformen
diskutiert. Fest steht, dass bei der 3D-Zellkultur hdhere Anforderungen bezuglich der
Umgebungsbedingungen zu erflllen sind. Die Bedeutung der richtigen Zellzahl und
Wachstumsdauer wurde bereits in Abschnitt 4.5 dargelegt. Es gibt jedoch noch
zahlreiche weitere Faktoren, die sich auf den Erfolg der Kultur auswirken.

Ein wesentlicher Aspekt ist die Wahl des richtigen Kulturmediums, in dem die Zellen
wachsen sollen. In der vorliegenden Arbeit wurde entschieden, dieselben
Kulturmedien zu verwenden, die auch fur die 2D-Zellkultur der Zelllinien empfohlen
wurden. Sobald jedoch mehrere Zellformen, wie in der 3D-Kokultur, verwendet
werden sollen, besteht die Problematik, dass haufig unterschiedliche Medien fur die
verschiedenen Zellen empfohlen werden. Hier missen insbesondere auch Zusatze,
wie Aminosauren und der Glukosegehalt beachtet werden. Mitunter sind
Vorversuche zur Vertraglichkeit verschiedener Medien notwendig. Ebenso kann sich
das Zellmedium auf die Proliferationsrate der Zellen auswirken. Insbesondere in der
3D-Kokultur und Primarkulturen aus Patientenmaterial kann es hierbei zu
ungewdlnscht starker Proliferation eines Zelltyps und gleichzeitiger Hemmung des
Wachstums anderer Zellen im Spharoid kommen. Haufig verwendet werden zudem

kunstliche Kulturmatrizes, bspw. aus Matrigel oder Alginat. In ihnen sollen die Zellen
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analog zum Wachstum in der korpereigenen Extrazellularmatrix aussprossen,
weshalb sie insbesondere flr Versuche zum Migrations- und Proliferationsverhalten
geeignet sind. Die kilnstliche Extrazellularmatrix genugt jedoch nicht, um
Eigenschaften von Zellen des TME sowie die Signaltransduktion zwischen
Tumorzellen und ihren supportiven Zellen nachzubilden.'4

Ein wesentlicher Aspekt bei der Entwicklung einer 3D-Zellkultur ist zudem die
Reproduktionsfahigkeit der Methode. Haufig lassen sich mit den gewahlten
Kulturbedingungen lediglich ausgewahlte Zelllinien kultivieren oder es bilden sich nur
sehr sporadisch stabile Spharoide. Insbesondere beim Versuch der Primarkultur aus
Patientenmaterial stellt dies oft eine grole Hurde dar. Trotz intensiver
Forschungsbemuhungen existiert bisher noch keine Standardmethode, mit der sich
konstant viable Spharoide, aus primar enthommenem Karzinommaterial von
HNSCC-Patienten, zluchten lassen. Die Methode nach Kondo et al. stellt ein Beispiel
fir einen Versuch der Primarkultur von Kolonkarzinomen in 3D dar. Hierbei wird das
Patientenmaterial zunachst zerkleinert, enzymatisch zu Einzelzellen isoliert und
anschlieBend in eine Gelatine-haltige Matrix eingebettet.’’> Tanaka et al. wendeten
diese Methode bei ihren Versuchen mit HNSCC-Material an. Aber auch hier lag die
Erfolgsrate flur die Bildung von Sphéroiden lediglich bei 30,2%.''® Fir einen
routinemafigen Einsatz in der Diagnostik und Resistenzforschung sind demzufolge
zunachst weitere Optimierungen in der Kulturmethodik erforderlich.

Die Vorteile der Primarkultur aus Patientenmaterial sind dennoch vielfaltig. So
besitzen Tumorzelllinien zwar ebenso ihren Ursprung in primarem Patientenmaterial,
neigen aber durch die haufige Passagierung zu genetischen Veranderungen und
lassen sich nicht mehr verlasslich mit dem Ursprungsmaterial vergleichen.!'” Dariiber
hinaus ist es fur Tumorzelllinien charakteristisch, aus einer homogenen Masse an
Tumorzellen, ohne supportive Stromazellen, zu bestehen. Bei der Primarkultur
kénnen diese supportiven Zellen hingegen im Optimalfall mitgezichtet werden. Auch
das Risiko der fehlenden Interaktion zwischen den Tumorzellen und den
Stromazellen ist in der Primarkultur aufgrund des konformen Ursprungsgewebes als
geringer einzuschatzen.

Im Hinblick auf die 3D-Zellkultur ist allerdings der Kostenfaktor nicht aul3er Acht zu
lassen. So ist bei reiner Betrachtung der einzelnen Versuche die 2D-Kultur in jeder
Hinsicht kostengunstiger und schneller. Somit I&sst sich hiermit bei gleichen Kosten

ein Vielfaches der Durchsatzrate erzeugen, was insbesondere bei der Entwicklung
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neuer Medikamente ein bedeutendes Argument fur die herkdmmliche 2D-Kultur
darstellt. Somit ergibt sich je nach Fragestellung und Zielsetzung eine andere
Sichtweise auf ideale Kulturbedingungen.’® Auch die Mdglichkeiten der 3D-Zellkultur
unterscheiden sich in Abhangigkeit vom Verwendungszweck. So ist zwischen der
praklinischen Untersuchung von Zellmaterial bezlglich bestimmter Eigenschaften,
wie Signaltransduktion und Migrationsverhalten, und der patientennahen Testung zur
Vorhersage von Medikamentenerfolgsraten zu unterscheiden. Bei letzterer stellt
wiederum die Kultur aus primarem Patientenmaterial den vielversprechendsten
Ansatz dar. Dieser basiert auf der Vorstellung, nach operativer Tumorentnahme unter
Verwendung des entnommenen Materials ein reliables Modell zu erzeugen, an dem
verschiedene Formen der adjuvanten Chemotherapie getestet werden kdnnen.
Diesem Vorgehen liegt in gewissem Malde das gleiche Prinzip zugrunde, das bei der
Diagnostik mittels Blutkulturen zur Auswahl der geeigneten Antibiotikatherapie
eingesetzt wird.%®

Fur die erstgenannten praklinischen Untersuchung kdnnten hingegen auch neuere

Ansatze, wie das 3D-Bioprinting, an Bedeutung gewinnen.

4.10 Neue Methoden in der 3D-Kultur

Mit der Entwicklung neuer Technologien bestehen auch fir die 3D-Zellkultur neue
Moglichkeit der Umsetzung. Ein Trend, der sich insbesondere in den letzten zehn
Jahren entwickelt hat, ist das Verfahren des 3D-Bioprintings. Dabei handelt es sich
um ein Verfahren, das dem 3D-Druck ahnelt, der bereits in der Industrie fur die
Herstellung von Kleinteilen aus Kunststoff Verwendung findet. Die Zellen werden
hierfur in einem viskosen Medium, wie bspw. Gelatine, geldst und auf eine Matrix aus
Kollagen aufgetragen. Wiederholte Phasen aus Matrixiberzug und anschlieendem
Auftragen verschiedener Zelltypen in der gewlinschten Anordnung fihren letztendlich
zu einem 3D-Modell mit genau den Eigenschaften, die zuvor designt wurden. Mit
Hinblick auf die Resistenzforschung von Karzinomzellen besteht das Ziel dieser
neuen Methodik vorwiegend darin, die Architektur des TME so prazise wie moglich
nachbilden zu kénnen. Es soll somit ermdglicht werden, neben Stromazellen, wie
CAF, auch die Blut- und Lymphgefallversorgung mit in das Modell zu integrieren.
Dies wirde einen enormen Fortschritt fUr die In-vitro-Zellkultur bedeuten. Es kdnnten

somit, je nach Wunsch, Uber und unterversorgte Areale erzeugt, sowie Mechanismen
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der lymphogenen Metastasierung untersucht werden. In Abhangigkeit von der
Reliabilitat des Modells hatte die 3D-Kultur damit sogar das Potential, Tierversuche in
gewissem MafRe abzulésen.'®

Es muss jedoch festgehalten werden, dass sich die Technologie des 3D-Bioprintings
noch in einer sehr fruihen Phase der Entwicklung befindet. Deshalb kdnnen die
heutigen Modelle bei weitem noch nicht alle gewunschten Details reprasentieren. Die
Grinde hierflr sind zum einen technischer und zum anderen biologischer Natur. Da
es sich beim Nachbau des TME auf zellularer Ebene um Abstande im Mikrometer-
Bereich handelt, muss in naher Zukunft vermutlich noch auf einfachere
Rekonstruktionen ausgewichen werden.'?® So muss bspw. ein komplexes Geflecht
aus Kapillarstrombahnen zunachst durch geradlinige Tunnel aus Endothelzellen
nachgebildet werde. Auch die Interaktionsfahigkeit der Zellen untereinander wird
allein durch die Verwendung des 3D-Bioprintings nicht garantiert. Insbesondere
komplexe Mechanismen, wie die Immunantwort, werden durch das reine
Vorhandensein beliebiger T-Zellen oder Makrophagen noch nicht in ausreichendem

Mafe reprasentiert.!?
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Abbildung 22: Auswahl verschiedener Methoden der 3D-Zellkultur, gestaffelt nach

Komplexitat und beinhaltetem Zellmaterial. Eigene Darstellung, Daten nach '?? und ™

Dennoch erscheint das 3D-Bioprinting mit seinen multiplen Gestaltungsmadglichkeiten
bezlglich komplexerer Interaktionen als wegweisende Technologie der Zukunft. Die
Darstellung in Abbildung 22 suggeriert einen gleichen Grad an Komplexitat fur das
3D-Bioprinting und die Primarkultur aus Patientenmaterial. Dies liegt darin begrindet,
dass bei gleicher Anforderungsstellung an das Modell sowohl die Entwicklung als
auch die Madglichkeiten der beiden Kulturformen als ahnlich eingeschatzt werden

konnen. Daruber hinaus stehen die beiden Kulturformen nicht in Konkurrenz
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zueinander, sondern die Integration von Zellen aus Patientenmaterial in die 3D-

Bioprinting-Modelle ist hierbei eine explizierte Zielsetzung.”

4.11 Limitationen der 3D-Kultur

Trotz der Fortschritte, die sich im Rahmen der letzten Jahrzehnte hinsichtlich neuer
Zellkulturformen entwickelt haben, sollten auch deren Grenzen beleuchtet werden. In
naher Zukunft werden Formen der 3D-Zellkultur mit hoher Wahrscheinlichkeit als
Bindeglied zwischen herkdmmlichen 2D-Kulturverfahren und
Tierversuchsexperimenten genutzt werden. Trotz der ebenso nicht verlasslichen
Ubertragungsmdglichkeit von tierexperimentellen Daten auf den Menschen bilden
Xenograft-Modelle einige Konditionen ab, fir die es in heutigen 3D-Modellen noch
keine Reprasentationsmoglichkeiten gibt. Ein wesentlicher Aspekt ist dabei das
natirliche Wachstumsverhalten in einem Organismus mit funktionierender
Blutzirkulation. Trotz der Moglichkeit der Kokultur mit Endothelzellen, auch in Form
von tubuldren Systemen, fehlt auch mittels 3D-Bioprinting die Moglichkeit zur
Einbindung in ein vorhandenes Kreislaufsystem. Dieses hat jedoch Einfluss auf den
Stoffwechsel der Tumorzellen und insbesondere die Eingliederung von
Immunzellen.23

Die begrenzte Moglichkeit zur Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung ist dabei der
Hauptgrund far eine limitierte GroRe von Spharoid-Modellen. Denn ab einer
kritischen GroRRe, die in Abhangigkeit von den verwendeten Zellen und der
Akzeptanz eines nekrotischen Kerns unterschiedlich ausfallen kann, sind die
Spharoide nicht mehr ausreichend viabel bzw. dazu fahig, weiter zu prolieferieren.124
125 Dies entspricht jedoch nicht dem natlrlichen Wachstum von Karzinomen, die
durch das EinsprieRen neuer Gefalle unter Signalwirkung von Wachstumsfaktoren,
wie VEGF, dahingehend autark sind.'%®

Somit ist es notwendig, diese Nachteile im Sinne von Entwicklungschancen zu
nutzen. Einzelne Zellgruppen kénnen dabei zunachst in verschiedenen
Kombinationsmoglichkeiten durch 3D-Kokultur-Modelle untersucht und neue
Erkenntnisse bezuglich der Unterschiede zur 2D-Kultur gewonnen werden. Dies kann
als wesentlicher Zwischenschritt hin zu einem Verstandnis der kompletten Architektur
des TME angesehen werden.
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Nicht zuletzt aufgrund ethischer Bedenken besteht das Ziel darin, dass in Zukunft
neue Modelle, wie die 3D-Zellkultur, einen Ersatz fir Xenograft-Modelle darstellen.
Hierfir werden noch weitere Entwicklungen auf diesem Gebiet bendtigt, sowie
Studien, die eine Aquivalenz oder sogar Uberlegenheit neuer Zellkulturmodelle
gegenuber den bekannten Tierversuchsmodellen bestatigen. Bis dahin kann auf
keine der beiden Kulturformen verzichtet werden. Dies gilt ebenso, wie bereits
dargelegt, fur die Ablésung von 2D-Zellkulturmodellen durch die teilweise Uberlegene
3D-Kultur.?”

4.12 Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit konnten signifikante Unterschiede im Ansprechverhalten von
HNSCC-Zelllinien gegenuber TKI zwischen 2D- und 3D-Zellkulturen nachgewiesen
werden. So bildetet die Tumorzelllinie 11B in der Kultur in ULA-Platten stabile
Spharoide aus, die gegentiber dem TKI Lapatinib eine Resistenz mit einer ICso > 50
MM entwickelten. Als wahrscheinlichste Ursache hierfir konnte die unter 3D-
Kulturbedingungen starker ausgepragte Phosphorylierung des HER3 festgemacht
werden. Somit konnten die Uberlebensvorteile mittels Zell-Zell-Interaktionen durch
ein kosteneffizientes und einfach umzusetzendes Spharoid-Modell aus Monokultur
von HNSCC-Zelllinien veranschaulicht werden. Die starkere Wirksamkeit des TKI
Afatinib unter 3D-Zellkulturbedingungen geht dabei in gewissem Malle mit der
erfolgversprechenderen klinischen Studienlage von Afatinib gegenutber Lapatinib fur
die Therapie beim HNSCC einher. Dies ist vermutlich auf die breite Inhibition der
gesamten ErbB-Rezeptor-Familie zuriickzuflihren. Dennoch konnte auch flr Afatinib
noch kein ausreichender Benefit gegenuber Standardtherapieregimen in klinischen
Studien festgestellt werden, so dass aktuell kein TKI fur die Therapie des HNSCC
zugelassen ist. Die Zulassung des monoklonalen Antikorpers Cetuximab steht dem in
gewissem Malde gegenuber.

Die wahrscheinlichste Erklarung fur die bessere Wirksamkeit von Cetuximab
gegenuber den TKI liegt in der sogenannten antikbrperabhangigen zellvermittelten
Zytotoxizitat (engl. antibody dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC ) begrindet.
Denn durch die Bindung der Antikérper an die Uberexprimierten Wachstumsfaktoren
unterstutzt Cetuximab indirekt die kdrpereigene Immunantwort auf das Karzinom. Fur

den regelhaften Einsatz von TKI fehlt es dem HNSCC hingegen an einer
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ausgepragten Mutationsfrequenz des EGFR. Ohne verlassliche Biomarker ist daher
ein Einsatz von TKI beim HNSCC in naher Zukunft als nicht aussichtsreich
einzuschatzen. Gleichzeitig wurde das geringe Ansprechen von Fibrozyten und CAF
sowohl in 2D- als auch 3D-Zellkultur veranschaulicht. Die Einbindung in eine Kokultur
mit Tumorzelllinien lie3 sich zwar vollziehen, konnte jedoch in einem einfachen
Setting, wie der simultanen Kultivierung in ULA-Platten, keinen Hinweis auf ein
Interaktionsverhalten zwischen den Zellformen liefern.

Fir die Untersuchung des Resistenzverhaltens und der Entwicklung neuer
Therapiestrategien im Bereich der Karzinomforschung besteht der Bedarf an neuen
Kulturformen, die eine gute Reprasentation des TME darstellen. Vielversprechend
sind in dieser Hinsicht der Einsatz von primarem Patientenmaterial in der 3D-

Zellkultur sowie 3D-Bioprinting-Verfahren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Zahlreiche Plattenepithelkarzinomen der Kopf-/Halsregion (HNSCC) weisen eine
verstarkte Expression des epidermalen Wachstumsrezeptors (EGFR) auf. Dieser
gehort zur Familie der Rezeptortyrosinkinasen. Die Phosphorylierung dieser
Rezeptoren lasst sich spezifisch mittels Tyrosinkinaseinhibitoren, wie Lapatinib und
Afatinib, inhibieren. Aktuell existieren jedoch noch keine klinischen Studien, die den
Einsatz derartiger Tyrosinkinaseinhibitoren bei Patienten mit HNSCC rechtfertigen.
Von den EGFR-gerichteten Therapieformen ist derzeit lediglich der monoklonale
Antikdrper Cetuximab beim HNSCC zugelassen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte die systematische visuelle und Assay-
basierte Viabilitatstestung mehrerer HNSCC-Zelllinien unter Therapie mit den TKI
Lapatinib und Afatinib in 2D- und 3D- Zellkultur. AuRerdem wurde eine vergleichende
Western Blot Analyse von Zelllysaten aus therapierten und nicht-therapierten Zellen
beider Zellkulturformen durchgeflhrt. Zusatzlich wurde die Kokultur der Zelllinie UM-
SCC 11B mit Fibroblasten untersucht. In der 3D-Zellkultur zeigte die Zelllinie UM-
SCC 11B, im Gegensatz zur Zelllinie UM-SCC 22B, eine starke Resistenz (ICso >50
MM) gegenlber Lapatinib. Ebenso bestand eine starkere Phosphorylierung des
humanen epidermalen Wachstumsrezeptors 3 (HER3). Mittels Kokultur aus Zellen
der Linie UM-SCC 11B und Fibroblasten konnte keine starkere Resistenzentwicklung
als in der 3D-Monokultur festgestellt werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit veranschaulichen, wie sich unter
verschiedenen  Zellkulturbedingungen das  Resistenzverhalten und  die
Signaltransduktion von Karzinomzellen verandert. Eine starkere Phosphorylierung
des HERS3 bietet dabei einen plausiblen Erklarungsansatz fur die beobachtete
Resistenz gegeniuber Lapatinib. Bekannte Charakteristika der 3D-Zellkultur, wie das
Vorhandensein von nahrstoffunterversorgten Arealen, verstarkte Zell-Zell-Kontakte
sowie veranderte Wachstumseigenschaften, sprechen flir eine bessere
Reprasentation der in vivo vorhandenen Bedingungen, als dies durch die
konventionelle 2D-Zellkultur moglich ist. Die 3D-Zellkultur stellt daher eine
wesentliche Schnittstelle zwischen 2D-Zellkultur und Xenograft-Modellen dar. Das
zukunftige Ziel besteht darin, mittels neuer Technologien, wie dem 3D-Bioprinting,
weitere Moglichkeiten zur Erforschung der Tumormikroumgebung und von

Resistenzbildungen von Karzinomen zu schaffen.
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