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1 Einleitung
1.1 HNSCC - Head and neck squamous cell carcinoma

1.1.1 Epidemiologie

Die head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC), im Deutschen bezeichnet als
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches, bilden eme heterogene Gruppe an
bosartigen Tumoren. Das HNSCC i1st weltweit die siebthaufigste Krebserkrankung mt einer
Inzidenz von 880.000 Erkrankungen pro Jahr und einer Mortalitatsrate von 42-50 % (1).
Angaben des . Zentrum fiir Krebsregisterdaten™ des Robert Koch-Instituts zufolge erkrankten
im Jahr 2016 in Deutschland 18.669 Menschen an einem HNSCC, wovon rund dre1 Viertel
der Betroffenen Manner waren (13.556 Neuerkrankungen/Jahr) (2). Das muttlere Erkran-
kungsalter lag be1 den Minnern be1 65 und be1 den Frauen be1 63 Jahren (3). In den letzten
Jahren heB sich be1 Frauen in Deutschland in Bezug auf die altersstandardisierte Inzidenz und
Sterblichkeit ein steigender Trend beobachten (4). Bei den Mannern hingegen war seit einem
Anstieg in den 1980er Jahren ein stabiler bzw. leicht ricklaufiger Trend zu verzeichnen.
Daber waren jedoch die absoluten Fallzahlen im Vergleich zur weiblichen Bevolkerung
msgesamt deutlich héher (4). Zuletzt fand auch emne Zunahme der Haufigkeit bosartiger
Tumoren m der Mundhohle und dem angrenzenden Rachenraum statt, wohingegen die des
unteren Rachens und des Kehlkopfes ber den Mannem gesunken ist und bei den Frauen
unverandert blieb (4).

Im Vergleich zu anderen Landern Europas wies Deutschland im Jahr 2018 bei den Méannern
eme altersstandardisierte Inzidenz unterhalb des europaischen Durchschnitts auf. Be1 Frauen
lag der Wert etwas iiber dem europdischen Mittelwert (3, 5). Daber nehmen die bereits
bekannten Risikofaktoren und deren Entwicklung eine zentrale Rolle ein. Vor allem der
regelmabBige Tabak- und Alkoholkonsum und insbesondere deren Kombmnation sind von
groBer Bedeutung. Als weiterer wichtiger Risikofaktor gilt eme chronische Infektion mit dem
Humanen Papillomavirus (HPV) (4). In Abhingigkeit von den verschiedenen Lokalisationen
gibt es zusatzliche Risikofaktoren wie zum Beispiel die Sonnenexposition oder die berufliche
Exposition von Chemikalien und Holzstauben ber Tumoren an der Lippe bzw. des Naso-
pharynx (4). Das Risiko ist wie be1 einer Vielzahl anderer Krebserkrankung auch maBgeblich
be1 genetischer Disposition sowie einer bestehenden Immunschwéche erhoht (6).
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1.1.2 HNSCC — Eine heterogene Erkrankung

Mebhr als 95 % aller Kopf-Hals-Tumoren sind Plattenepithelkarzinome und fallen somut unter
den Begnff HNSCC (7). Ihr Ursprung liegt in den Epithelzellen der oberen Luft- und
Speisewege und obwohl durch die Entstehung aus emem Zelltyp schnell der Eindruck einer
homogenen Erkrankungsgruppe entsteht, bilden sie keine einzeln abgrenzbare Entitat (8).
Dies resultiert aus den komplexen anatomischen Ursprungsregionen, den verschiedenen
Atiologien und vielfiltigen molekularen Verdnderungen (9). Die Zugehorigkeit zur Gruppe
der HNSCC wurde aufgrund des zelluldren Ursprungs sowie anhand anatomischer Strukturen
und der Einterlung funktionell zusammenhzngender Regionen festgelegt (9). Inbegniffen sind
bosartige Tumoren im Bereich der Mundhohle und Lippe, des Oro-, Hypo- und Nasopharynx
und des Larynx. Dariiber hinaus sind Tumoren in der Region der Nase, der Nasennebenhohlen
und der groBen Speicheldrisen zugehorig. Bei Mannern werden Kopf-Hals-Tumoren am
haufigsten im Oropharynx diagnostiziert. Bei Frauen sind es Tumoren der Mundhéhle und der
Lippen (3).

Die Infektion mut dem Humanen Papillomavirus stellt epidemiologisch gesehen micht nur
emnen anerkannten Risikofaktor fur die Entstehung von HNSCC dar. Mittlerweile hat sich der
HPV-Status als Abgrenzungsmerkmal zweier Gruppen (HPV-positiv vs. HPV-negativ)
mnerhalb der HNSCC etabliert. Besonders bei den oropharyngealen Tumoren lief sich haufig
emne Assoziation mit emer chronischen HPV-Infektion nachweisen (10, 11). Dominierend in
HPV-DNA-positiven HNSCC i1st der HPV16-Typ (10). Die HPV-assozuerten HNSCC stellen
eine abgrenzbare klimsche Entitdt mnerhalb der HNSCC dar. Sie sind nut einer besseren
Prognose assoziiert als Noxen-assoziierte Tumoren (8, 12). Diese Erkenntnisse fiihrten sogar
zu emer Emeuerung der Einteilung der TNM-Stadien (TNM classification of malignant
tumours von der Union for International Cancer Control, UICC und American Joint
Commuttee on Cancer, AJCC) von HNSCC, die neben der anatomische Lage grundlegend fiir
multidisziplinare Behandlungsentscheidungen in der Patientenversorgung sind (9). Im Jahr
2018 erschien die 8. Auflage der TNM-Klassifikation, welche als Neuerung unterschiedliche
Staging-Systeme fir p16"“** positive und p16™%*‘negative Oropharynxkarzinome
beinhaltet (9, 13). Das Protein p16”~** dient dabei als positiver Surrogatmarker fiir den
HPV-Status (9). Daraus resultiert fir HPV-positive HNSCC die Zuteilung zu mednigeren
Stadien als i der vorhenigen Version (9). Dariiber hinaus konnten epidemiologische
Unterschiede festgestellt werden (11). So treten beispielsweise HPV-positive Tumoren des
Oropharynx im Vergleich zu HPV-negativen deutlich friher auf (muttleres Erkrankungsalter
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HPV-positiv: 40-60 Jahre vs. HPV-negativ. > 60 Jahre) und zeigen eine Dominanz bei
Mannern (Verhiltnis Manner zu Frauen: HPV-positiv: 8:1 vs. HPV-negativ: 3:1) sowie starke
Assoziation mit dem Sexualverhalten (11, 14-16). Auch in Hinblick auf die Mutationsprofile
bieten HNSCC durch eine Vielzahl an Genverdnderungen und deren Kombinationen ein
heterogenes Bild. Im folgenden Abschnitt werden die haufigsten Genveranderungen in HPV-
negativen HNSCC dargestellt.

1.1.3 Molekulare Pathogenese von HPV-negativen HNSCC

Um die molekulare Pathogenese von HNSCC besser zu verstehen, wurden in den
vergangenen Jahren sowohl komplexe Sequenzierungsanalysen als auch Einzel-Gen-Studien
durchgefiihrt. Auf deren Basis konnte ein Model zur molekularen Tumorgenese von HNSCC
erstellt werden (6). Das Wissen tiber die genetischen Veranderungen in HNSCC bietet die
Méoglichkeit, potentielle pharmakologische Targets zu identifizieren und schafft die Grund-
lage fiir die Entwicklung neuer zielgerichteter Therapien (6).

Unter Beriicksichtigung der bisher beschriebenen molecular landscapes und der identi-
fizierten Genverdnderungen i1 HNSCC basiert die Tumorgenese hauptsachlich auf der
Dysregulation folgender vier Prozesse: 1. Zellzyklus-Kontrolle (z B. CDKN24, CCNDI), 2.
zelluldres Uberleben und Proliferation (z. B. TP53, EGFR, PIK3CA), 3. Zelldifferenzierung
(z. B. NOTCH]I), 4. Adhision und Invasion (z. B. FATI) (6, 17-20).

Die Mundhohle als mogliche Lokalisation von HNSCC 1st mut emer Schleimhaut aus
mehrschichtigem Plattenepithel ausgekleidet, das abhangig von Region und Funktion
unverhomnt, aber zu kleinerem Anteil auch verhornt 1st. Abbildung 1 zeigt die schematische
Darstellung des verhornten Plattenepithels, die fiir die Tumorgenese entscheidenden
dysregulierten Prozesse und eine Ubersicht der zugrunde liegenden Signalwege in HNSCC.



Einfluss klinischer und praklinischer Testsubstanzen auf Wachstum und Vitalitat von Kopf-Hals-Tumorzellen in vitro
- Einleitung -

lL_J \_Jj'(_'l: L_')| Stratum spinosum  postmitotisch  K1/10 TPE3 niedrig, NOTCH1 hoch

| },!_4 A 1
QIO P d‘ Stratum basale proliferativ. =~ K5/14  TP83 hoch, NOTCH1 niedrig

Apoptose
B
'
Proliferation - w 8 L\f Invasion/Metastasienung
] "
e Wy

BYOD

(29d @t c—i,\l:}]ﬂf{'_is-ﬂ

W QIO A\ 9|

lk .ll \ \ i ji“gk - . J
Mo

|
mangeinde Dilerenziensg Zeliiberieben m

Abbildung 1: Kennzeichen der Tumorgenese von HNSCC.

(A) Der normale Prozess der Morphogenese des Plattenepithels der adulten Schleimhaut wird
kontrolliert von TP63 und NOTCHI. Ersteres wird in den Keratozyten des Stratum basale
exprimiert. Es wirkt proliferativ und kontrolliert die Expression von Basalmarkern (z. B.
Keratin 5/14 (K5/14)). Die Expression von NOTCHI1 fithrt zur terminalen Differenzierung zu
Zellen des Stratum spinosum und granulosum. Selten unterliegen Stammzellen im Stratum
basale (hellblau) terminaler Differenzierung durch asymmetrische Zellteilung. Abnormale
Proliferation wird primir durch eine Differenzierungs-assoziierte Unterbrechung des Zellzyklus
und durch Apoptose (gestrichelte Linie) verhindert. (B) Verinderte Signalwege., die im
Zusammenhang mit der HNSCC-Pathogenese stehen. Dargestellt sind mutmaBliche und
etablierte Tumorsuppressoren (rot). Onkogene (griin), virale Proteine (blau) und weitere
relevante Gene und Proteine (braun). (C) Schematische Darstellung der dysregulierten Prozesse
der Tumorgenese von HNSCC. Abgewandelte Abbildung, Quelle: Rothenberg SM, Ellisen LW.
2012 (21).
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Zusatzlich zu Mutationen spielen die Aktivierung von Protoonkogenen und Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen durch hetero- oder homozygoten Verlust sowie epigenetische
Veranderungen eme wichtige Rolle (9). Im Folgenden wird zunichst auf die verdnderte
Zellzyklusregulation in HNSCC eingegangen, die in Abbildung 2 dargestellt ist. Zentrale
Bedeutung haben dabei genetische Aberrationen, die iiber gekoppelte Signalwege direkt oder
indirekt den Zellzyklus regulieren (9). Die haufigsten und schon in der frithen Karzinogenese
auftretenden genetischen Veranderungen in HPV-negativen HNSCC sind der Verlust der
Heterozygotie der chromosomalen Regionen 3p und 9p21, Mutationen im Tumorsup-
pressorgen 7P53 auf dem Chromosom 17p13 und emne Amphifikation von Cyclin DI auf
11q13 (6, 7, 22).
Das auf dem Chromosomenabschnift 9p21 lokalisierte Tumorsuppressorgen CDKN2A4 kodiert
das Protein p16™%4* welches an den Komplex aus Cyclin D und CDK4 (Cyclin-dependent
kinase 4) bzw. Cyclin D und CDKG6 bindet und diesen dadurch inhibiert (9).
Eine homozygote Deletion von CDKN2A trift in 30 % aller HNSCC auf, wodurch die
hemmende Wirkung von p16™~** auf den Zellzyklus entfillt (6). Durch die zusitzliche
Amplifikation des CCNDI-Gens (kodiert fiir Cyclin D1), die in ca. emem Drmttel aller
HNSCC auftritt, kommt es im Zellzyklus zur Uberwindung des G1-S-Checkpoints. Es folgt
die ungeplante DNA-Replikation (Abb. 2). Mit dieser Dysregulation des Zellzyklus im G1-S-
Ubergang wird, um eine korrekte Zellteilung zu gewdhrleisten, die Regulation in der S-Phase
bzw. an dem G2-M-Checkpoint und der M-Phase umso bedeutender (6, 9).
Mutationen 1m Tumorsupressorgen 7P353 sind die haufigste Genveranderung in HNSCC, die
mn 60-80 % aller Fille vorkommt (6, 7). Unter HPV-negativen HNSCC tnift sie bei ca. 86 %
auf (18). Die beschriebene Uberwindung des G1-S-Checkpoints und die folgende ungeplante
Replikation der DNA gehen mut Schadigung der selbigen einher, woraufhin die Aktivierung
des Protemns p53 inifiert werden wiirde, um den Zellzyklus zu unterbrechen und DNA-
Schaden zu beheben (23). Bei1 vorliegender Inaktivierung kann diese Reparatur micht erfolgen,
was die Tumorprogression weiter fordert. Wie i Abbildung 2 dargestellt hat p53 globale
Funktionen in der Zellzyklusregulation, zu diesen unter anderem die Induktion des Proteins
p21 zihlt. Das p2l1 mhibiert die an der Zellzykluskontrolle beteiligten CDK (24). Bei
Vorliegen somatischer Mutationen 1n 7P353 entfallen diese protektiven Funktionen, wodurch
die Regulation des Zellzyklus veridndert wird. Doch trotz Wegfalls des Zellzyklusarrests
durch p53 ben6tigen maligne Zellen fiir thre Zellteilung emnen regelrechten M-Phase-Einstieg
mit komplett replizierten Chromosomen, was Cyclin-abhangige-Kinasen als potentielles
pharmakologisches Target fiir die Behandlung von HNSCC interessant macht (9).

5
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Abbildung 2: Zellzyklusregulation in HNSCC.

Die Regulation des Zellzyklus erfolgt durch Cyclin-CDK-Komplexe, die direkt oder iiber die
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren an verschiedenen Stellen des Zellzyklus eingreifen.
Durch sie kommt es zur Uberwindung der zwei Checkpoints (rote Balken). Zur Uberbriickung
des G1-S-Checkpoints destabilisiert der Cyclin D1-CDK4/6-Komplex durch Phosphorylierung
die inhibitorische Bindung des Retinoblastom-Proteins (RB) an den Transkriptionsfaktor E2F.
Bei dem G2-M-Checkpoint wirkt der Cyclin B-CDK1-Komplex regulatorisch. Die Aktivitit der
Cyclin-CDK-Komplexe wird wiederum durch Inhibitoren wie pl16%% 44 ynd p21 sowie Verin-
derungen der Cyclin-Expression oder Phosphorylierung (WEE1-Kinase) reguliert. Die Gene
CDKEN2A (kodiert p16%%A%) und TP53 sind in HNSCC oft durch Genalterationen inaktiviert
(dargestellt durch blasse Farben). Cyclin D1 hingegen wird hiufig durch die Amplifikation des
CCNDI-Gens verstirkt exprimiert (vergroBertes Oval). Die generelle Uberwindung des G1-S-
Checkpoints mit ungeplantem S-Phasen-Einstig und verstirkter DNA-Replikation in HNSCC
erfordert eine vermehrte Regulation des Zellzyklus in der S-Phase. dem G2-M-Checkpoint und
der M-Phase. Ist p53 mutiert, wird der Zellzyklus nicht fir mégliche DNA-Reparaturen
unterbrochen. Quelle: Leemans CR et al. 2018 (9).

Die Funktion des p53 kann neben emer Mutation auch durch andere Ursachen bedingt
mhibiert sein. So kann es beispielsweise durch das, ber HPV-positiven HNSCC vorkom-
mende, virale Onkogen E6 bzw. das dadurch kodierte Protein E6 gehemmt werden (6). Da
alle Untersuchungen in dieser Arbeit ausschlieflich an HPV-negativen HNSCC-Zelllinien
durchgefiihrt wurden, wird nachfolgend nicht weiter auf die genetischen Veranderungen in
HPV-positiven HNSCC eingegangen.

Abgesehen von der Zellzyklusregulation sind i HNSCC ebenfalls Prozesse des
Zelliberlebens und der Proliferation modifiziert. Neben den bereits beschriebenen
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Genveranderungen sind aktivierende Mutationen in den Onkogenen PIK3CA und EGFR und
dem Tumorsuppressor PTEN von Bedeutung (18). Es folgt eine verstarkte Aktivitat des PI3K-
AKT-Signalwegs, der iiber die Regulation von Cyclin D1 Einfluss auf den Zellzyklus hat
(Abb. 3) (25). Aktiviert wird der Signalweg durch Rezeptor-Tyrosinkinasen. Diese umfassen
unter anderem den zur ErtbB-Membranrezeptor-Familie gehorigen Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR) (26). Die Phosphatidylinositid-3-Kinase (PI3K) wird durch EGRF aktiviert
und phosphoryliert das membranstindige Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2),
wodurch Phosphatidylinositol-3 4, 5-triphosphat (PIPs) entsteht (27). An das entstandene PIP;
binden wber die Pleckstrin-Homologie-Domine zytosolische Molekille wie die Protemn-
kinase B, auch AKT genannt (28). Die aktivierte Serin/Threonin-Kinase AKT phosphoryliert
wiederum die Glykogensynthasekinase 3B (GSK3pB). Uber die GSK3B schlieft sich die
Regulation des Zellzyklus durch Cyclin D1 an (Abb. 3).

Abbildung 3: PI3K-AKT-Signalweg.

Der PI3K-AKT-Signalweg wird durch Stimulation des membranstindigen Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR) ausgelost und es kommt zur Aktivierung der PI3-Kinase (PI3K).
Durch Phosphorylierung katalysiert die PI3K die Umwandlung von dem membranstindigen
Phospholipid PIP; zu PIP;. Zytosolische Molekiile, wie die Serin/Threonin-Kinase AKT
lokalisieren zur Plasmamembran und binden an PIP;. Nach Phosphorylierung durch die
ebenfalls an PIP; gebundene PDKI1 iibertrigt AKT das Phosphat auf die GSK3p. Es schlieBt
sich die Regulation der Cyclin D1-Expression im Zellkern an. Als Gegenspieler zur PI3K
dephosphoryliert PTEN das PIPs zu PIP.. PI3K: Phosphatidylinositid-3-Kinase; PIP»:
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat; PIP;- Phosphatidylinositel-3,4,5-triphosphat; PDKI:
Phospholipid-dependent Kinase; PTEN: Phosphatase and tensin homolog; GSK3p: Glykogen-
synthasekinase 3. Abgewandelte Abbildung, Quelle: Heinrich PC et al. 2014 (25).
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Das EGFR-Protein ist wie in einer Vielzahl epithelialer Tumoren auch i HNSCC
iberexprimuert (29, 30). Die vielfiltigen Funktionen von EGFR umfassen das Rekrutieren
und Aktivieren verschiedener Effektormolekiile. Es werden dadurch Signalwege (z. B. RAS-
MAPK-, PI3K-AKT-, Phospholipase C-Signalweg) aktiviert, die potentielle onkogenetische
Regulatoren von Zellwachstum, Invasion, Angiogenese und Metastasierung sind (31, 32).
EGFR 1st zusitzlich in der Lage in den Zellkern zu translozieren und dort als Transkriptions-
faktor bzw. Ko-Aktivator von Transkriptionsproteinen (z. B. STAT) zu agieren. So wird
beispielsweise das an der Zellzyklusregulation beteilipte CCNDI-Gen induziert (7, 33). Zu
den verschiedenen EGFR-Aberrationen zahlen neben aktivierenden somatischen Punktmuta-
tionen eine spezifische mutierte Form des EGFR (EGFRvIII) und Amplifikationen des EGFR-
Gens (7). Angaben des Cancer Genome Atlas zufolge treten letztere in 11 % der HPV-
negativen HNSCC auf, 4 % aller Fille tragen aktivierende EGFR-Mutationen (18).

Neben EGFR ist PIK3CA emn weiteres pathogenetisch relevantes Gen bei HNSCC. Laut
Analysen des Cancer Genome Atlas ist das PIK3CA4-Gen in ca. einem Drittel der Falle mutiert
und damit das am dntthaufigste mutierte Gen 1 HPV-negativen HNSCC (34, 35). Das
PIK3CA-Gen kodiert fur die katalytische Untereinheit von der PI3K (21, 36).

Hinsichtlich der Umsetzung von PIP; zu PIP; hat die PI3K mut der Phosphatase PTEN einen
Gegenspieler, der als Tumorsuppressor durch Dephosphorylierung die gegenlaufige Reaktion
katalysiert (25, 26). Inaktivierende PTEN-Mutationen treten in ca. 8 % aller HNSCC auf und
tragen zu einem verstarkt aktivierten PI3K-Signalweg und somut zur Tumorgenese be1 (37).
HNSCC sind durch komplexe molekulare Alterationen charakterisiert, welche eme klimisch
heterogene Gruppe und damit eine besondere Herausforderung fiir die Therapie darstellen.
Auf diese wird im Folgenden naher eingegangen.

1.2  Therapie von HNSCC

Die Behandlung von HNSCC erfolgt multimodal. In Abhangigkeit von dem vorliegenden
TNM-Stadium werden fur das Therapiemanagement die klassischen drei Saulen der
Onkologie bestehend aus chirurgischer Resektion, Bestrahlung sowie (neo-)adjuvanter
Chemotherapie i verschiedenen Variationen kombiniert angewendet (16, 38, 39). Bei ca.
40 % der Patienten wird der Tumor in emem frithen Stadium diagnostiziert (Stadien I und II)
(16). Be1 diesen Stadien erfolgt die Behandlung tblicherweise nur muttels chirurgischer
Resektion und Radiotherapie (9). Patienten mut fortgeschrittenen HNSCC (Stadien IIT und
IVA/B) erhalten eine Kombination aus chirurgischer Behandlung und adjuvanter
Radiochemotherapie bzw. seltener einer neoadjuvanten Radiochemotherapie. Nicht-resektable
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Tumoren werden palliativ mut emner Radiochemotherapie behandelt (9, 16, 40). Etwa die
Hilfte der Patienten erleidet e Rezidiv, am haufigsten in Form eines Lokalrezidivs, gefolgt
von Fernmetastasen. Zweittumoren 1m Kopf-Hals-Bereich, der Lunge oder anderen Regionen
treten mit einer jdhrlichen Rate von 2-3 % besonders beir HPV-negativen und mnicht-
oropharyngealen HNSCC auf (9, 41). Im bereits metastasierten Stadium kann bei Patienten
nut emem guten Perfomance-Status (ECOG: 1-2) eine palliative Behandlung mit dem Ziel der
Lebensverlangerung muttels kombinierter Chemotherapie erfolgen. Bei einem schlechten
Performance-Status folgt eine Einzel-Chemotherapie oder die palliative Behandlung im Sinne
der , Best Supportive Care“-Behandlung (16, 38, 39). Dabe1 kommen vor allem platinhaltige
Zytostatika wie Cisplatin und Carboplatin sowie 5-Fluoruracil (5-FU), Gemcitabin,
Methotrexat und Taxane zum Einsatz (42). Zytostatika sind eine heterogene Gruppe an
Medikamenten und weisen emne Vielzahl verschiedener Wirkmechanismen auf. 5-FU und
Gemcitabin gehoren zu der Gruppe der Antimetaboliten und hemmen als Pyrimidinanaloga
die DNA-Replikation (43). Der Wirkmechanismus von 5-FU besteht in dem Einbau von
Fluoronukleofiden in die RNA und DNA und der Inhibition des Nukleotid-Synthese-Enzyms
Thymidylat-Synthase (44). Die platin-haltigen Zytostatika Cisplatin und Carboplatin hemmen
beispielsweise die DNA-Replikation uber die Bildung von cross-links zwischen beiden DNA-
Strangen, wohingegen Taxane als sogenannte Spindelgifte emen Stillstand der Mitose 1n der
Metaphase bewirken (45—47).

Die Chemotherapie 1st mit emer hohen Toxizitit und einer Vielzahl an teilweise schweren
Nebenwirkungen bis hin zu Organfunktionsstérungen verbunden. Ziel 1st es, auf Grundlage
der Erkenntmisse iiber molekulare Verinderungen in HNSCC moglichst zielgerichtete und
personalisierte Therapien zu entwickeln, um Off-Target-Effekte und Toxizitaten zu verringern
(7, 48). Vorretter 1st die anti-EGFR-basierte Antikorpertherapie mit Cetuximab. Der mono-
klonale Antik6rper wird bereits seit 2006 klimsch zur Behandlung des lokal fortgeschnttenen
HNSCC emngesetzt. Die Zulassung von Cefuximab basiert auf den Ergebnissen emer
mternationalen Phase-IITI-Studie, m der die Wirksamkeit in Kombination mit Radiotherapie
m Vergleich zur allemigen Radiotherapie untersucht wurde (49, 50). Trotz der
vielversprechenden nitialen Daten hat auch diese Therapie thre Grenzen, da nur em Teil der
Patienten effektiv auf Cetuximab anspricht. Das macht zum eimnen die Suche nach Biomarkem
fiir eme Sensitivitat bzw. Resistenz gegeniiber dem Anti-EGFR-Antikorper unabdingbar (50),
doch fordert zum anderen dazu auf, in Hinblick auf verbesserte Therapieoptionen an der
Wirkung und Einsetzbarkeit weiterer zielgerichteter Substanzen zu forschen. Die Vielzahl der
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beschriebenen molekularen Verdnderungen in HNSCC bieten dafiir weitere potentielle
Angnffspunkte.

1.3 CDKI - Cyclin-abhiingige-Kinase-Inhibitoren

Cychin-abgangige-Kinasen (CDK) sind Serin/Threonin-Kinasen, die fir die Passage des
Zellzyklus benotigte Strukturen darstellen und somit eme Schliisselrolle fiir die
Zellproliferation und das Tumorwachstum @bernehmen (51). Um thre enzymatische Aktivitat
auszuiiben interagieren CDK mut Cyclinen, indem sie mut thnen Komplexe bilden (52).
Humane Zellen weisen 20 CDK und 29 Cycline auf (53). Die verschiedenen CDK iiber-
nehmen neben der regulatorischen Funktion in der Zellzykluskontrolle (CDK1/2/3/4/
6/7/8/10) weitere Funktionen in Prozessen wie beispielsweise die Kontrolle von Gentrans-
kription (CDK7/8/9/10/12), DNA-Schédigung und -Reparatur (CDK1/3/9/12) (54). CDK4/6
interagieren mit Cyclin D1 und regulieren am Restriktionspunkt den Ubergang von der G1- in
die S-Phase (Abb. 4) (9). Im weiteren Verlauf wird die S-Phase von CDK2 und die M-Phase
von CDK1 kontrolliert (Abb. 2) (55). Wie zuvor beschrieben 1st be1t HPV-negativen HNSCC
der Cyclin-D1-CDK4/6-Komplex haufig tiberexprimiert und es kommt zur Progression des
Zellzyklus. Vor diesem Hintergrund stellt die therapeutische Inhibition von CDK4/6 einen
vielversprechenden Therapieansatz dar. Im Fokus aktueller Forschung steht, inwiefern CDKI
(Cyclin-abhingige-Kinase-Inhibitoren) erginzend zu den bereits etablierten Therapien von
HNSCC emngesetzt werden konnen Bisherige Studien hefem widerspriichliche Ergebnisse
hinsichtlich der Vorteile durch die Kombmation von CDK4/6-Inhibitoren mit emer Standard-
Chemotherapie bet HNSCC, was weitere Forschung in diesem Gebiet erfordert (55).

Es gibt bereits drei spezifische CDK4/6-Inhibitoren, die zur Behandlung von Tumoren
eingesetzt werden. Zu diesen zahlen Palbociclib und Ribociclib, welche seit 2016 bzw. 2017
m Europa fir die Behandlung von Hormonrezeptor-positivem/HER2-negativem lokal
fortgeschnttenem oder metastasiertem Brustkrebs zugelassen sind (56). Dartiber hinaus laufen
aktuell mehrere Phase-I/II-Studien zur Behandlung von HNSCC mut CDK4/6-Inhibitoren
sowohl mm Monotherapie als auch i Kombination mut Zytostatika, Cetuximab und
Immuntherapeutika (55). Eine Ubersicht aller aktuell laufenden Studien findet sich in
clinicaltrials.gov (57). Abemaciclib 1st nach Palbociclib und Ribociclib als dritter selektiver
CDK4/6-Inhibitor seit 2018 1 FEuropa fiir die Therapie von Hormonrezeptor-
positivem/HER2-negativem lokal fortgeschrittenen oder metastasierten Brustkrebs zugelassen
(58). Erste praklinische Daten bestatigen tiberdies die Wirksamkeit beit HNSCC-Zellen (59).
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Abbildung 4: Wirkmechanismus selektiver CDK4/6-Inhibitoren.

Die Cyclin-abhingigen-Kinasen4/6 aktivieren im Komplex mit Cyclin D iber die Phosphory-
lierung des Retinoblastom-Proteins (RB) den Transkriptionsfaktor E2F und wirken regulatorisch
auf die Uberwindung des Restriktionspunktes des Zellzyklus. Die CDK-Inhibitoren Palbociclib,
Ribociclib und Abemaciclib greifen iiber die Hemmung der CDK4/6 auf diese Regulation des
Zellzyklus ein. Abbildung erstellt auf biorender.com (60).

Neben diesen selektiven CDK4/6-Inhibitoren stehen weitere globaler wirkende CDKI 1im
Interesse der Forschung. Verschiedene praklimsche Studien weisen auf synergistische Effekte
von pan-CDKI mut Zytostatika wie Cisplatin und 5-FU hin (55). Vor diesem Hintergrund
wurden 1n der vorliegenden Dissertation neben den selektiven CDK4/6-Inhibitoren auch der
CDK1/2/5/9-Inhibitor Dimnaciclib in die Untersuchungen eingeschlossen (61). Neben den
CDK4 und CDK6 wird der Zellzyklus durch weitere CDK reguliert. Emnfluss auf die S- und
M-Phase haben beispielsweise CDK1 und CDK2, die ebenfalls im Komplex mut Cyclinen
agieren (Abb. 2 und 5). CDK9 wird emne Schlusselrolle in der Transkriptionsregulierung
durch die RNA-Polymerase IT zugeschrieben (62). Die klinische Wirksamkeit von Dinaciclib
wird gegenwartig Entitaten-tibergreifend in mehreren Studien evalwert (61).
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Abbildung 5: Wirkmechanismus des CDKI Dinaciclib.

Der CDKI Dinaciclib hemmt die CDK1/2/5/9. Uber die Inhibition der CDK1 und CDK2, die im
Komplex mit Cyclinen agieren, wirkt Dinaciclib an mehreren Stellen regulierend auf die
Progression des Zellzyklus. Uber die Inhibition der CDK9 wird die Phosphorylierung und somit
die Funktion der RNA-Polymerase II herunterreguliert. Der Ubergang in die produktive
Transkriptionselongation zur Bildung vollstindiger mRNA -Transkripte wird behindert (63).
Abbildung erstellt auf biorender.com (60).
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2 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war es, das antitumorale und immunmodulatorische Potential von CDKI in
Mono- und Kombinationstherapie mut konventionellen Zytostatika gegeniiber HNSCC-Zellen
in vitro zu evalmeren und damit eme Basis fiir weiterfilhrende Arbeiten zu schaffen.

In die Untersuchungen wurden die drei klimisch relevanten Zytostatika 5-FU, Cisplatin und
Gemcitabin sowie die CDKI Palbociclib, Abemaciclib und Dinaciclib eingeschlossen.
Zunachst erfolgte emne basale Charakterisierung der vier gewahlten HNSCC-Zelllinien durch
Ermmttlung der Chemoresponsivitit und Radiosensitivitit.

Ausgehend von den erhobenen Befunden sollten Kombinationen eingesetzt werden, um
potentiell synergistische Effekte zu i1dentifizieren. Wesentliches Ziel war es, die Sensitivitit
gegeniiber CDKI durch Kombination mit zytostatischen Substanzen zu verbessern sowie
Unterschiede zwischen der simultanen bzw. metronomischen Behandlung zu identifizieren.
Um die Effekte der einzelnen Therapieschemata differenziert zu untersuchen und die
zugrunde legenden Mechanismen besser verstehen zu konnen, erfolgten ergénzende
funktionelle Analysen muttels Western Blot und Durchflusszytometrie. Zusammenfassend
ergaben sich fiir diese Arbeit folgende Untersuchungsschwerpunkte:

e Analyse der Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Zytostatika 5-FU, Cisplatin und
Gemcitabin

e Analyse der Konzentrations-Wirkungs-Kurven der CDKI Palbociclib, Abemaciclib
und Dinaciclib

e Untersuchung des Kombinationseffekts von Zytostatika und CDKI auf die Biomasse
der HNSCC-Zellen

¢ Funktionelle Analyse der Therapie-vermuttelten zytotoxischen Effekte

13



Einfluss klinischer und praklinischer Testsubstanzen auf Wachstum und Vitalitat von Kopf-Hals-Tumorzellen in vitro

- Material und Methoden -
3 Material und Methoden
3.1 Materialien
3.1.1 Laborgerite
Geriit Hersteller Hauptsitz
BD FACS Verse™ BD Biosciences Heidelberg, Deutschland
Brutschrank Heraeus instruments Hanau, Deutschland
Captair™ Chem Filterabzug  Erlab Val-de-Reuil, Frankreich
Eismaschine Scotsman Mailand, Italien
Elektrophoresekammer Bio-Rad Hercules, USA
Criterion™
Evos XL Core Imaging System Life Technologies Darmstadt, Deutschland
Freezing Container Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Mr. Frosty™
Gamma-Bestrahlungsanlage CIS Bio International S A.  Saclay, Frankreich
IBL 637
Glomax® Multi Detection Promega Madison, USA
System
Kiihlschrank 4 °C / Elektrolux Stockholm, Schweden
Gefrierschrank -20 °C
Kiihlschrank 4 °C / Liebherr Bulle FR, Schweiz
Gefrierschrank -20 °C
Laser-Scanning-Mikroskop Carl Zeiss Jena, Deutschland
Zeiss LSM 780 Microscopy GmbH
Lichtmikroskop Nikon Tokio, Japan
Eclipse TE200
Mehrkanalpipette Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Multipette Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Neubauer Zihlkammer Marienfeld GmbH & Co Lauda-Komgshofen,
KG Deutschland
LI-COR Odyssey Infrared LI-COR Lincoln, USA
Imaging System
Pipetboy Accu-jet® pro Brand Wertheim, Deutschland
Pipette (2,5 pl, 10 pl, 100 pl, Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland
200 pl, 1000 pb) Gilson Limburg, Deutschland
PowerPac Basic Stromquelle Bio-Rad Hercules, USA
Scanner Cellular Technology Ltd. Bonn, Deutschland
Immunospot DC Suite
ST 5 CAT Shaker Ingenieurbiiro, CAT M Baden-Wiirttemberg,
Zipperer GmbH Deutschland
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ST 5 Plattenschiittler CAT Ballrechten-Dottingen,
Deutschland
Sterilwerkbank Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
HERAsafe™
ThermoMixer® Comfort Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Trans-Blot® Turbo™ Transfer Bio-Rad Hercules, USA
System
UW 2070 Ultraschallgeriit Bandelin electronic Berlin, Deutschland
Vortex-Geriit Reax top Heidolph Schwabach, Deutschland
Wasserbad GFL GmbH Burgwedel, Deutschland
Zentrifuge 5418 Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Zentrifuge Rotina 35R Hettich Tuttlingen, Deutschland
Zentrifuge Rotina 38R Hettich Tutthingen, Deutschland
Zentrifuge Rotina 420 Hettich Tuttlingen, Deutschland
3.1.2 Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterial Hersteller Hauptsitz
96-Well-Platte F-bottom, steril Greiner Bio-One Kremsmiinster, Osterreich
96-Well-Platte U-bottom, steril Greiner Bio-One Kremsmiinster, Osterreich
96-Well-Storage Platte 340 pl  Coming New York City, USA
(FACS-Platte)
Aluminiumfolie 20 pm Stiirke  Roth Karlsruhe, Deutschland
Chamber Slides 4-Well, Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Nunc Lab-Tek
Combitips advanced®, steril Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
(5 ml, 10 ml)
Dako Pen Dako Glostrup, Danemark
Deckgliser (22 x 22 mm) IDL GmbH Mitte Schmitte, Deutschland
Deckgliiser (24 x 32 mm) Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Eppendorf Safe-Lock Tubes Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
(1,5 ml, 2,0 ml)
FACS-Rihrchen Sarstedt AG & Co Niimbrecht, Deutschland
FALCON® Polypropylen (PP)- Greiner Bio-One Kremsmiinster, Osterreich
Rihrchen (15 ml, 50 ml)
Fertiggele Bio-Rad Hercules, USA
Gelloader-Pipettenspitzen Biozym Scientific GmbH Hessisch Oldendorf,
Deutschland
Nunc™ Kryo Tube™ (0,5ml, Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
1,0 ml)
Objekttriger (76 x 26 mm) Engelbrecht Edermiinde, Deutschland
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Pasteurpipette (150 mm) Glaswarenfabrik Karl Hecht Sondheim vor der Rhon,
GmbH & Co KG; Deutschand
FisherScientific Hampton, USA
Pasteurpipette (230 mm) Glaswarenfabrik Karl Hecht Sondheim vor der Rhon,
GmbH & Co KG, Deutschland
FisherScientific Hampton, USA
Peha-soft nitrile fino puderfrei Paul Hartmann AG Heidenheim, Deutschland
Einmal-Handschuhe, unsteril
Pipettenspitzen Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland
(0,1 —10 pl, 2 — 200 pl, Thermo Fisher Scientific: Waltham, USA
50 — 100 pl, 200 - 1000 pl) Biozym Scientific GmbH Hessisch Oldendorf,
Deutschland
PVDF-Fertigmembran Bio-Rad Hercules, USA
ReaktionsgefiB, braun (1,5 ml) Sarstedt AG & Co Niimbrecht, Deutschland
Serologische Pipette, steril Gremer B1o-One Kremsmiinster, Osterreich
(2 mL 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)
Trans-Blot® Turbo™ Bio-Rad Hercules, USA
Mini PVDF Transfer Pack
Zellkultur Multiwell-Platte, Greiner Bio-One Kremsmiinster, Osterreich
Cellstar™ (6, 12, 24-Well)
Zellkultur Slide (8-Well) Sarstedt AG & Co Niimbrecht, Deutschland
Zellkulturflasche (25 cm?, Greiner Bio-One Kremsmiinster, Osterreich
75 cm?, 175 cm?)
3.1.3 Chemikalien
Chemikalie Hersteller Hauptsitz
100x Protease/Phosphatase Cell Signaling Technology  Frankfurt/Main,
Inhibitor Cocktail Europe B.V. Deutschland
10x RIPA-Puffer Cell Signaling Technology  Frankfurt/Main,
Europe B.V. Deutschland
BF-FDG Klinik und Poliklinik fiir Rostock, Deutschland
Nuklearmedizin der
Universitatsmedizin Rostock
5-Fluorouracil VEZ Umiversitit Rostock Rostock, Deutschland
Abemaciclib Selleckchem Miinchen, Deutschland
Acridinorange AppliChem Darmstadt. Deutschland
Bacilol® AF BODE Chemie GmbH Hamburg, Deutschland
Biocoll-Separating Solution Biochrom Berlin, Deutschland
Blocking-Puffer LI-COR Lincoln, USA
Bradfordreagenz Bio-Rad Hercules, USA
Bromphenolblau Roth Karlsruhe, Deutschland
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Calcein AM Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
CFDA (5-(and-6-) Biotium, Inc. Fremont, USA
Carboxyfluorescein diacetate.
Succinimidyl ester)
Cisplatin VEZ Umiversitit Rostock Rostock, Deutschland
Criterion™ TGX Precast Gels Bio-Rad Hercules, USA
Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem Darmstadt. Deutschland
Dinaciclib Selleckchem Miinchen, Deutschland
Dinatriumhydrogenphosphat-  Merck Millipore Darmstadt, Deutschland
dihydrat
DMEM/Ham’s F12 (1:1) PAN-Biotech GmbH Aidenbach, Deutschland
Ethanol 96 % Walter-CMP GMBH & CO. Kiel, Deutschland

KG
Fetales Kiilberserum (FBS) PAN-Biotech GmbH Aidenbach, Deutschland
Gemcitabin VEZ Umiversitit Rostock Rostock, Deutschland
Glycerin Merck Millipore Darmstadt, Deutschland
Glycin Roth Karlsruhe, Deutschland
Kaliumchlorid Merck Millipore Darmstadt, Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat Roth Karlsruhe, Deutschland
Kristallviolett AppliChem Darmstadt. Deutschland
L-Glutamin PAN-Biotech GmbH Aidenbach, Deutschland
Mercaptoethanol Roth Karlsruhe, Deutschland
Methanol J.T. Baker Deventer, Niederlande
Natriumazid Roth Karlsruhe, Deutschland
Natriumchlorid Roth Karlsruhe, Deutschland
Palbaciclib Selleckchem Miinchen, Deutschland
Penicillin/Streptomycin Biochrom Berlin, Deutschland
Phosphate buffered saline Sigma-Aldrich St. Lows, USA
(PBS),pH 7.4
Ponceau S-Lésung Serva Heidelberg, Deutschland
Popidiumjodid (PI) AppliChem Darmstadt, Deutschland
SDS (Natriumdodecylsulfat) Serva Heidelberg, Deutschland
Tris(hydroxymethyl)- Roth Karlsruhe, Deutschland
aminomethan (TRIS)
Trypanblau (0,02 %) Sigma-Aldrich St. Louis, USA
Trypsin/EDTA Biochrom GmbH Berlin, Deutschland
(0,25 %/0,02 %)
Tween 20 Roth Karlsruhe, Deutschland
Yo-Pro1l Invitrogen Oregon, USA
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Antikorper fur den Western Blot

Antikérper Hersteller Hauptsitz

CDK2 Cell Signaling Technology Frankfurt/Main, Deutschland
Europe B.V.

CDK4 Cell Signaling Technology Frankfurt/Main, Deutschland
Europe B.V.

CDK6 Cell Signaling Technology Frankfurt/Main, Deutschland
Europe B'V.

CDK7 Cell Signaling Technology Frankfurt/Main, Deutschland
Europe B.V.

CDK9 Cell Signaling Technology Frankfurt/Main, Deutschland
Europe B.V.

AKT Cell Signaling Technology Frankfurt/Main, Deutschland
Europe B.'V.

PAKT Cell Signaling Technology Frankfurt/Main, Deutschland
Europe B.V.

a-Tubulin Cell Signaling Technology Frankfurt/Main, Deutschland
Europe B.V.

GAPDH Cell Signaling Technology Frankfurt/Main, Deutschland
Europe B.V.

Antikorper fur die Durchflusszytometrie

Antikdrper Konjugat Klon Hersteller Hauptsitz

CD152 BNI3 Biolegend San Diego, CA

CD223 11C3C65 Biolegend San Diego, CA

CD273 24F.10C12 Biolegend San Diego, CA

CD274 29E 2A3 Biolegend San Diego, CA

CD276 DCN.70 Biolegend San Diego, CA

CD366 F38-2E2 Biolegend San Diego, CA

CD70 113-16 Biolegend San Diego, CA

Calreticulin unkonjugiert  polyklonal Antibodies- Aachen,

Online GmbH Deutschland
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3.1.4 Medien, Puffer, Losungen

Vollmedium
500 ml DMEM/Ham’s F12 (1:1)
50 ml FBS
6-8 ml L-Glutamin (final 3mM)
Mischung Penicillin/Streptomycin (10.000U/ml, Sml/500ml Medium)

1x PBS
1 Beutel Phosphate Buffered Saline (PBS)
ad 1000 ml Aqua dest.

Freezinpmedium
45 ml FBS
5 ml DMSO

Knstallviolettlosung (final: 0.2 %)
200 mg Krnistallviolett
2 ml Ethanol absolut
ad 100 ml Aqua dest.

10x Acndinorangel6sung
200 mg Acridinorange
450 mg Natnumchlond
ad 500 ml Aqua dest.

SDS-Tosunng
1 g SDS

ad 100 ml Aqua dest.
Ethanol 70 %

36 ml Ethanol 96 %
15 ml Aqua dest.
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1x Elektrophoresepuffer
0,075 M TRIS

0,5 M Glycin
0,01 M SDS
ad 9000 ml Aqua dest.

1x RIPA Tysepuffer
100 pl 10x RIPA-Puffer

900 pul Aqua ad Injectiva
10 pl 100x Protease/Phosphatase Inhibitor Cocktail

2x Probenpuffer
0,01 M SDS
22 vol % Glycenn
0,005 M EDTA (5 mM, pH 8)
25 vol % Sammelgelpuffer
1 Spatelspitze Bromphenolblau
ad 100 ml Aqua dest.

Anode II-Puffer (pH 10.4)
0,3 M TRIS

20 vol % Methanol
ad 1000 ml Aqua dest.

10x PBS/Tween-Puffer (pH 7.4)
2.5 M Natriumchlorid
0,05 M Kaliumchlorid
0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat-dihydrat
0,04 M Kalmumdihydrogenphosphat
0,5 % vol % Tween 20
ad 2000 ml Aqua dest.
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Stripping-Puffer (pH 2
0,02 M Glycin
0,07 M SDS
ad 1000 ml Aqua dest.

Sammelgelpuffer (pH 6.8
0,5 M TRIS
0,01 M SDS
ad 100 ml Aqua dest.

CFDA Working-Stock (4 mM)
1 mg CFDA
250 ul DMSO

3.1.5 Software

Software

Hersteller

Hauptsitz

GraphPad Prism 6

GraphPad Software

San Diego, USA

I1Cszp Calculator

AAT Bioquest

Califormia, USA

Image Studio Lite 5 Software

LI-COR

Lincoln, USA

Microsoft Office 2016
(Excel, Word, Power Point)

Microsoft

UnterschleiBheim,
Deutschland

ZEN

Carl Zeiss

Jena, Deutschland

3.1.6 Zelllinien

Die Untersuchungen wurden an vier epithelialen HNSCC-Zelllmen aus unterschiedlichen
Regionen des Kopf-Hals-Bereiches durchgefiihrt. Sie wurden kommerziell von den Zell-
banken CLS, DSMZ und Merck KGaA erworben. Alle Zelllimien sind HPV-negativ und
tragen ein individuelles Mutationsprofil (64—67). Dre1 Zelllinien weisen eine bet HNSCC sehr
haufige Mutation 1m Tumorsuppressorgen 7P53 auf AuBerdem liegt bei allen vier Zelllinien
eine Mutation bzw. Kopienzahlvariation (CNV, copy number variation) im PIK3CA-Gen vor.
Die Zelllinien Detroit 562 und FaDu weisen zudem die fir HNSCC typische genetische
Verinderung 1m Tumorsuppressorgen CDKN24 auf. Im Gegensatz zu den dre1 anderen
Zelllimen, welche aus einem Primértumor etabliert wurden, stammt die Zelllime Detroit 562

aus einer Metastase.
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Tabelle 1: Charakteristika der untersuchten HNSCC-Zelllinien.

Zelllinie

Morphologie
(Lichtmikros-
kopie, 10x)

Ursprung
Alter [Jahre]
Geschlecht
Wachstumsart

Verdopplungs-
zeit* [h]
HPV-Status

Mutationsprofil

CAL-33

Zunge

69

33.1

PIK3CA™
TP53™™

Detroit 562 FaDu
Pharynx Hypopharynx
56
weiblich minnlich
adhdrent
58.6 25,7
negativ
PIK3CA™ PIK3CA (CNV)
TP53™* TP53™
CDEKN2A™™® CDEKN2A™"
SMAD4m

*experimentell in Vorversuchen bestimmt (s. Anhang, Punkt 10.2)

3.2 Grundlegende zellbiologische Methoden

3.2.1 Zellkultur und Passagieren

Die Zellen wurden im Brutschrank unter Standardbedingungen (37 °C, 5 % CO») und unter

PE/CA-PJ1S

Zunge
45

253

PIK3CA (CNV)

Verwendung von Vollmedium, basierend auf DMEM/Ham’s F12-Medium (Punkt 3.14),

kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte alle zwe1 bis drei Tage. Fiir das Ernten der Zellen aus
den Kulturflaschen wurde das Medium verworfen und die Zellen nmut 3-5ml 1x PBS
gewaschen. Die adharenten Zellen wurden zunachst durch Zugabe von 1x Trypsi/EDTA von
der Oberfliche der Kulturflasche geldst. Nach 8 bis 12 min Inkubation im Brutschrank und
anschlieBender Kontrolle des Ablosens der Zellen unter dem Lichtmikroskop wurde die
Reaktion durch Zugabe von Medium gestoppt. Zum Passagieren wurden 5 ml der Zellsus-
pension in eine neue Kulturflasche (25/75/175 em?) iberfiihrt und mit Medium (5/10/20 ml)

aufgefiillt. Zu der restlichen Zellsuspension wurde frisches Medium gegeben.
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3.2.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Fiir die Kryokonservierung wurden 3 x 105 Zellen in ein 15 ml PP-Rohrchen iiberfiihrt und
zentrifugiert (8 min, 200 x g). Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in 1 ml
Freezingmedium resuspendiert und in em Kryorohrchen uberfiihrt. Es folgte das Wegfrieren
der Zellen iiber Nacht be1 -80 °C und anschliefend in Flussigstickstoff bis zur weiteren
Verwendung.

Zum Auftauen wurden die weggefrorenen Zellen im Wasserbad langsam erwarmt. In einem
15 ml PP-Rohrchen wurden 4 ml Medium vorgelegt und die Zellsuspension hinzugegeben.
Nach dem Zentrifugieren (8 min, 200 xg) und Entfernen des Uberstandes wurde das
Zellpellet in 10 ml Medium resuspendiert und die Zellen in eine Kulturflasche tiberfiihrt.

3.2.3 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde nut Hilfe emer Neubauer Zahlkammer bestimmt Um tote von vitalen
Zellen unterscheiden zu kénnen, wurden zuniichst die geernteten und resuspendierten Zellen
mit Trypanblau versetzt. Der Farbstoff dringt durch die Membran toter Zellen und farbt diese
blau an. Vitale Zellen bleiben ungefirbt und erscheinen be1 anschlieBender Zahlung unter dem
Mikroskop hell (68). Dafiir wurden 50 pl der Zellsuspension mut 50 pl Trypanblau gut
durchmischt. Die Zahlkammer wurde mut 10 pl dieser Suspension befullt. Nach Zahlung der
vitalen Zellen in vier GroBquadraten, wurde die Gesamtzellzahl nach folgender Gleichung
(mut Verdunnungsfaktor = 2) berechnet:

Zellen  Anzahl der gezihlten lebenden Zellen
ml Anzahl der ausgezihlten Grofiquadrate

x 10 Verdiimnungsfaktor

Formel 1: Berechnung der Zellzahl.

3.2.4 Kristallviolettassay

Mit dem Knstallviolettassay kann die relative Dichte von adhdrent wachsenden Zellen
bestimmt werden. Folglich kann eme quantitative Aussage tber die Vitalitit emer
in vitro-Kultur getroffen werden. Im Zuge des Zelltodes 16sen sich die Zellen von der
Oberfliache der Zellkulturplatte ab. Durch Zugabe von Kristallviolett, welches an Proteine und
DNA der Zellen bindet, werden die noch adhérenten Zellen angefarbt. Daraufhun kann nuttels
Absorptionsmessung die Biomasse der gefarbten Zellen in emner Monolayerschicht bestimmt
werden. Diese schnelle und zuverlassige Methode eignet sich, um beispielsweise Aussagen
zur Wirkung von Zytostatika auf emne Zellkultur zu treffen (69-71).
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Zur Vorbereitung wurde das Medium verworfen und die 96-Well-Platte auf emnem Papiertuch
trockengeklopft. Nachdem die Wells mit 1x PBS gewaschen wurden, erfolgte die Zugabe der
Kristallviolettlosung 50 pl/Well. Nach 10 mun Inkubation auf dem Schittler be1 RT wurde die
Losung verworfen, die Wells zweimal vorsichtig mit 1x PBS gewaschen und die Platte tiber
Nacht ber RT luftgetrocknet. Fr die Quantifizierung wurde nach Zugabe emer SDS-Losung
(1 %, 100 pl/Well) und 10 min Inkubation auf dem Schiittler be1 RT die Absorption nut Hilfe
des Glomax bei 570 nm (Referenzwellenlange: 620 nm) gemessen.

3.3 Basale Charakterisierung der HNSCC-Zellen

3.3.1 In vitro-Chemoresponsivitat

Die an den Zelllinien getesteten Zytostatika 5-FU, Cisplatin und Gemcitabin wurden in einer
aufsteigenden Verdunnungsrethe mut sieben Konzentrationen (5-FU: 0,5 pM —7680,0 pM;
Cisplatin: 16 x 10 pM — 5 pM; Gemeitabin: 0,2 x 10 pM — 3.8 uM) zu den Zellen gegeben.
Es wurden zunachst 5 x 10° Zellen in 100 pl Medium pro Well in eine sterile 96-Well-Platte
eingesat (drer Replikate pro Konzentration). Die Versuchsplatten verblieben zum Adhaneren
der Zellen fur 24 h im Brutschrank. Der Versuch wurde sowohl mit Behandlung der Zellen in
emem Zyklus (72 h Inkubationszeit) als auch m zwei Zyklen (2 x 72 h Inkubationszeit)
durchgefiihrt. Vor Zugabe der Substanz 1m zweiten Zyklus wurde das alte Medium 1n den
Wells durch frisches Medium ersetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die Aus-
wertung muttels Knistallviolettassay (Punkt 3.2.4).

3.3.2 Radiosensitivitat

Zur Untersuchung der Radiosensitivitait wurden die HNSCC-Zellen aus der Kulturflasche
geerntet und je 1,5 x 10* Zellen davon in 1,5 ml ReaktionsgefiBe iiberfiihrt. Die Bestrahlung
der Zellen erfolgte in einer Gamma-Bestrahlungsanlage mit sieben Strahlendosen von 1 Gy
bis 100 Gy. Die bestrahlten Zellen wurden zu je 5x 10° Zellen pro Well in 200 pl Medium
(dre1 Replikate pro Strahlendosis) in eine 96-Well-Platte eingesat. Die Platten verblieben 72 h
im Brutschrank. Die Auswirkung der Bestrahlung auf die Zellproliferation wurde nuttels
Kristallviolettassay untersucht (Punkt 3.2 4).

3.3.3 F_FDG-Aufnahme behandelter HNSCC-Zellen

'8F_Fluordesoxyglukose ("*F-FDG) ist ein Glukoseanalogon, welches fiir die Positronen-
Emussions-Tomographie (PET) zur mchtinvasiven Untersuchung des Glukosemetabolismus
imm Menschen beispielsweise i1m Rahmen des Tumorstagings verwendet wird (72, 73). Es
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wurde die Beeinflussung der Aufnahme von F-FDG von HNSCC-Zellen durch die
Vorbehandlung mit Zytostatika bzw. CDKI untersucht. Die Herstellung von *F-FDG erfolgte
durch die Klinik und Poliklinik fiir Nuklearmedizin der Umversititsmedizin Rostock (s.
Anhang). Zunichst wurden in eine 6-Well-Platte pro Well 3 x 10° Zellen in 2 ml Medium
eingesat. Es erfolgte die Behandlung der Zellen mit 5-FU (2460 nM) bzw. Palbociclib
(1000 nM) 1n emem Zyklus fiir 72 h. Nach Ablauf der Behandlungszeit wurde das Medium
aus den Wells abgesaugt, einmal mit 1 ml 1 x PBS gespiilt und anschliefend je 2 ml 1x PBS
zugegeben. Zur Bestimmung des Leerwertes wurden Wells ohne Zellen (gefiillt mit 2 ml
1x PBS) nutgefiihrt und 1m weiteren Vorgehen wie Proben behandelt. Zu jeder Probe wurde
1 MBq '*F-FDG zugegeben und fiir 90 min im Brutschrank inkubiert. AuBerdem wurden zur
Ermittlung von Standardwerten je 1 MBq '®F-FDG direkt in die Gamma-Counter-Rhrchen
gegeben und die Aktivitat mit dem Gamma-Counter gemessen. Nach Ablauf der Inku-
bationszeit wurde der Uberstand abgesaugt und jedes Well zweimal mit 1 ml 1x PBS gespiilt.
Zum Lysieren der Zellen wurden 400 pl 0,1 M NaOH zugegeben und 10 min inkubiert.
Danach erfolgte die vollstindige Uberfiihrung aus den Wells in Gamma-Counter-Rohrchen
und die Gamma-Counter-Messung.

3.4 Zielgerichtete Therapie mit CDKI

Analog zu den Versuchen zur Emuttlung der Chemoresponsivitit wurde der Emnfluss der
CDKI Palbociclib, Abemaciclib und Dinaciclib auf die Vitalitat der HNSCC-Zellen getestet.
Es wurden pro Well 5 x 10° Zellen in 100 pl Medium eingesat. Nach 24 h Inkubation im
Brutschrank zum Adhineren wurden die Substanzen in sieben Konzentrationen (s. Tabelle 2)
zu den Zellen gegeben. Die Behandlung erfolgte sowohl in einem als auch in zwei Zyklen mit
72 h Inkubationszeit pro Zyklus. Ausgewertet wurde mittels Knistallviolettassay (Punkt 3.2 .4).
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Tabelle 2: Konzentrationen der CDKI zur Behandlung der HNSCC-Zellen.

Konzentration [nM]
Verdiinnung | Palbociclib | Abemaciclib | Dinaciclib
1 16.0 L5
2 31.0 3.1
3 62.5 6.3
4 125.0 12,5
5 2500 25.0
6 500.0 50.0
7 1000.0 100.0
3.5 Kombinationstherapie mit Zytostatika und CDKI —

simultan vs. metronomisch

Nach der Untersuchung der Therapie mit den Einzelsubstanzen wurde die kombinierte Gabe
von Zytostatika und CDKI getestet. Dabei wurde die simultane von der metronomischen
Substanzbehandlung unterschieden. Be1 beiden Varanten erfolgte die Substanzgabe m zwei
Zyklen mit je 72 h Inkubationszeit pro Zyklus. Es wurden pro Well 3 x 10° Zellen in 100 pl
Medium eingesit und die Substanzen nach 24 h dazugegeben. Vor der Zugabe der Substanzen
mm zweiten Zyklus wurde das Medium entfernt und durch frisches ersetzt. Die Auswertung
erfolgte muttels Krstallviolettassay (Punkt 3.2.4). Die Konzentrationen der einzelnen
Substanzen sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Konzentrationen fiir die Kombinationsbehandlung mit zwei Substanzen.

Substanz Konzentration [nM]
5-FU 2460.00
Cisplatin 156,00
Gemcitabin 0.12
Palbociclib 1000.00
Dinaciclib 25.00
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Um den Effekt der Kombinationstherapie zu analysieren, wurde das Bliss Independence-
Modell genutzt und der Kombmationsindex (Combination Index, CI) berechnet. Dieses
Modell beschreibt, dass die kombinierten Substanzen unabhangig voneinander wirken, ohne
das Wirken der anderen Substanz zu stéren, wobei jedoch beide zu einem gemeinsamen
Ergebnis beitragen. Die Wahrscheinlichkeit fiir den beobachteten Kombinationseffekt Exg
(nut 0 < Eyp =<1) wird mut dem zu erwarteten additiven Effekt der Einzelsubstanzen
(Ea+ Es(1—E,) = Ey + Eg — E4Eg; mit 0 < E; < 1und 0 < Ez < 1) ins Verhiltnis ge-
setzt (74). Daraus resultiert die Berechnung des CL

_ Ex+Eg — E4Ep

Egp

Cl

Formel 2: Berechnung des Kombinationsindex.

CI — Kombinationsindex; E — Effekt; A — Substanz 1: B — Substanz 2; E g — Kombinationseffekt
zweier Substanzen

Es kann somit emne Aussage iber die Wirkung der beiden Substanzen in Kombination
getroffen werden. Dabei werden die berechneten Werte folgendermaBen bewertet:
CI < 1 = synergistische Wirkung; CI =1 = additive Wirkung; CI> 1 = antagomstische Wir-
kung (74).

3.6 Scratch Assay

Bei1 emem Scratch Assay wird das Schhieflen emer zuvor gesetzten Wunde in emem zellularen
Monolayer beobachtet. Dafiir wurden in eine 6-Well-Platte 5x 10° Zellen in 4 ml Medium
pro Well eingesat. Im Brutschrank konnten die Zellen innerhalb von 24 h adhérieren. Mit
emer sterilen 200 pl Pipettenspitze wurde in jedem Well eine Wunde gesetzt. Das Medium
wurde abgesaugt und die Wells mit je 2 ml 1x PBS gewaschen. Es erfolgte die Behandlung
der Zellen mit den Substanzen 5-FU, Palbociclib und Dinaciclib (Konzentrationen siehe
Tabelle 3, Punkt 3.5). Anschlieend wurde die sich schlieBende Wunde taglich unter dem
Mikroskop begutachtet und fotografisch dokumentiert.

3.7 Durchflusszytometrie

3.7.1 Allgemeines Funktionsprinzip

Mit der Durchflusszytometrie, auch bekannt als FACS-Analyse (fluorescence activated cell
sorting), konnen Zellen detektiert, gezihlt und auf phanotypische Eigenschaften hin
untersucht werden. Die suspendierten Zellen flielen dabei einzeln an emem Laserstrahl
vorbe1. Die resultierende Beugung bzw. Streuung des Laserhichts wird von zwe1 optischen
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Sensoren detektiert. Durch Erfassen des Vorwirtsstreulicht, welches ein MaB fiir die
Ablenkung 1st, konnen Informationen iiber die ZellgroBe gewonnen werden. Das
Seitwirtsstreulicht, bedingt durch die Brechung des Lichts im rechten Winkel, gibt Auskunft
iiber Eigenschaften der Zellen wie zum Beispiel die Granulanitit (75, 76).

Erweitert wird das Untersuchungsspektrum der Methode durch das Markieren der Zellen mut
fluoreszierenden Antikérpern. Das monochromatische Licht des Lasers regt beim Vorbei-
flieBen der Zellen Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffs an. Dadurch erreichen diese
kurzfristig ein héheres Energieniveau und geben die Energie danach in Form von Photonen
wieder ab. Das Messen der abgegebenen Photonenkonzentration durch einen Detektor gibt
Riickschliisse auf die Menge an gebundenen Antikérpern, da zwischen ihnen eine direkte
Proportionalitdt besteht. Damit kénnen Oberflaichenmolekiile und intrazellulire Proteine
quantitativ bestimmt und so Merkmale des Phanotyps erfasst werden. Da die Fluoreszenz-
farbstoffe spezifische und bekannte Emissionsspektren aufweisen, gibt es die Moglichkeit der
gleichzeitigen Analyse mit mehreren Fluorochromen in einer FACS-Messung (75, 76). In
dieser Arbeit wurden alle durchflusszytometrischen Analysen am BD FACS Verse™
durchgefiihrt. Hierzu wurden 10.000 Events im Live Gate gemessen und muthilfe der BD
FACSuite™-Software ausgewertet.

3.7.2 Phinotypisierung

Zunzchst wurden je 5 x 10° Zellen in 2 ml Medium in eine 6-Well-Platte eingesit und 24 h
lang inkubiert. Um eventuelle Veranderungen im Phanotyp der Zellen durch die Therapie mit
Zytostatika bzw. CDKI zu untersuchen, wurde die Phanotypisierung parallel an behandelten
und unbehandelten Zellen durchgefiihrt. Hierfiir wurden die eingesiten Zellen fiir 24 h mut
Zytostatika bzw. CDKI behandelt (Konzentrationen s. Tabelle 4). Die unbehandelten Zellen
wurden ausschlieflich mit frischem Medum versetzt. Danach wurden die Farbeansitze
vorbereitet und 1n einer 96-Well-Platte nit 2 pl pro Antikoérper (1pg/Ansatz) vorgelegt. Die
Zellen wurden nuttels 1x Trypsm/EDTA geerntet und zu den Farbeansatzen gegeben.
Farbeansatze:

1. ungefarbt

2. CD223 FITC / CD152 PE / CD366 APC / CD274 PECy7

3. CD70 FITC/ CD276 PE / CD273 APC
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Zum Farben wurde die Platte fiir 30 min im Dunkeln bei1 4 °C inkubiert. Durch die Zugabe
von 200 p/Well 1x PBS wurde die Reaktion abgestoppt. Die Platte wurde zentrifugiert
(5 min, 300 x g), der Uberstand dekantiert und die Pellets in 200 ul 1x PBS resuspendiert.

Tabelle 4: Konzentrationen fiir die Untersuchung des Phinotyps.

Substanz Konzentration [nM)]
5-FU 2460.,0
Cisplatin 156,0
Gemcitabin 0.2
Palbociclib 5000,0
Abemacichb 5000.,0
Dinaciclib 5000.,0

3.7.3 Apoptose- / Nekrosebestimmung

Die Apoptose und Nekrose sind zwei durch morphologische Charaktenistika deutlich
unterscheidbare Mechanismen des Zelltodes (77). Die Apoptose ist der programmierte
Zelltod, be1 dem zunachst die Zellmembran intakt bleibt und die Zelle durch Aktivierung von
Enzymen von innen heraus zerstort wird. Die Nekrose, auch akzidenteller Zelltod genannt,
wird durch einen akuten, schidigenden Einfluss ausgelost. Daraufhin werden intrazelluldre
Proteme freigesetzt, die eme mnflammatorische Reaktion stimulieren (78). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde der Anteil apoptotischer und nekrotischer Zellen nach Behandlung mit
Zytostatika bzw. CDKI unter Verwendung der fluoreszierenden Farbstoffe Yo-Pro 1 und
Propidiumjodid (PI) besttmmt. Das griin fluoreszierende Yo-Pro 1 eignet sich zur Identi-
fizierung von Apoptose, da apoptotische Zellen fiir diesen an Nuklemnsauren bindenden
Farbstoff durchlassig werden. Das rot fluoreszierende PI wird jedoch von Zellen mit emer
mtakten Plasmamembran ausgeschlossen, wodurch hauptsichlich nekrotische und spat-
apoptotische Zellen markiert werden (79, 80). Bei der Auswertung beider Fluoreszenzsignale
kann die Population an vitalen (Yo-Pro 1/PI: -/-), frith-apoptotischen (Yo-Pro 1/PI: +/-), spat-
apoptotischen (Yo-Pro 1/PI: +/+) und nekrotischen (Yo-Pro 1/PI: -/+) Zellen bestimmt
werden. Die Zellen wurden in 6-Well-Platten mit 5 x 10° Zellen und 2 ml Medium pro Well
emngesat. Nach dem Adharieren tber Nacht wurden die Zellen fiir 24 h bzw. 72 h mut den
Substanzen (s. Tabelle 5) behandelt.
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Tabelle 5: Konzentrationen fiir die funktionellen Analysen.

Substanz Konzentration [nM]
5-FU 2460
Cisplatin 156
Palbociclib 1000
Dinaciclib 25

Das Emten der Zellen erfolgte wie zuvor beschrieben (Punkt 3.7.2). Nach dem Uberfithren
der Zellsuspension in ein FACS-Rohrchen folgte das Waschen nut 1x PBS und das
Zentrifugieren (8 min, 300 x g). Anschliefend wurde das Zellpellet in 200 pl Yo-Pro 1-
Farbelosung (Stammlosung: 1 mM; 1:5000) resuspendiert und 20 muin bei RT inkubiert. Nach
erneutem Waschen und Zentnifugieren wurde das Pellet in 200 pul 1x PBS resuspendiert. Kurz
vor der Messung erfolgte die Zugabe von je 50 pl PI (Stamml6sung: 20 pg/ml). Fiir Yo-Pro 1
erfolgte die Messung bei1 emer Exzitations- und Emissionswellenlangen von 491 nm/509 nm,
be1 PI von 488 nm/615 nm.

3.7.4 Zellzyklusanalyse

Die Zellzyklusanalyse nach Nicoletti basiert auf der Messung des DNA-Gehaltes der
Zellkemne. Dazu werden die Zellen durch eine hypotone Losung lysiert und die DNA der
Zellkerne somit der Anfarbung mut PI direkt zuganglich gemacht. PI fungiert bei dieser
Methode als DNA-Interkalator. Somut korreliert die gemessene Fluoreszenzintensitit mit dem
DNA-Gehalt, der wihrend des Zellzyklus charakteristischen Anderungen unterliegt. Die
Interphase kann anhand des DNA-Gehaltes im Histogramm in G1-, S- und G2/M-Phase
unterteilt werden. In der G1-Phase liegt das genetische Material noch in einem diploiden
Chromosomensatz (2n) vor. In der S-Phase folgt die Replikation, wonach in der G2/M-Phase
zwei1 diploide Chromosomensatze (4n) vorliegen, die auf die Tochterzellen aufgeteilt werden
(81).

Das Einsden, Behandeln (24 h und 72 h) und Emten der Zellen erfolgte analog zum Vorgehen
bei der Apoptose- / Nekrosebestimmung (Punkt 3.7.3). Anschliefend wurde die Suspension
mit den geernteten Zellen zentrifugiert (8 mun, 300 x g), mit 200 ul 1x PBS gewaschen und
erneut zentrifugiert. Zu jeder Probe wurde 1 ml 70 %iger eiskalter Ethanol gegeben und
wahrenddessen gevortext. Die Proben wurden mindestens tiber Nacht bei 20 °C gelagert,
danach zentrifugiert (5 min, 300 x g) und mut 2 ml 1x PBS gewaschen. Die Zellpellets wurden
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m 200 pl RNAse (1 mg/ml verdiinnt mit PBS/0,1 % Tween 20) aufgenommen. Nach ein-
stiindiger Inkubation bei 4 °C wurden 50 pl PI (Stamml6sung: 20 pg/ml) zugegeben Die
Messung erfolgte be1 emer Exzitations- und Emissionswellenlange von 488 nm/615 nm.

3.7.5 Nachweis von Calreticulin

Calreticulin 1st, wie das homologe Calnexin, emn Kalzium-bindendes Chaperon, das im
endoplasmatischen Retikulum unvollstandig gefaltete Protemme bindet. Es dient der
Unterstitzung und qualitativen Kontrolle der oligomeren Assemblierung (Calnexin-
Calreticulin-Zyklus). Durch Bindung an die DNA mimmt Calreticulin Einfluss auf die
Transkniption verschiedener Gene. AuBlerdem tibermimmt es Funktionen im Zytoplasma, der
extrazelluldren Matrix und an der Zelloberfliche (82, 83). In dieser Arbeit wurde der Anteil
von fransloziertem Calreticulin als Marker fiir den immunogenen Zelltod nach Behandlung
der HNSCC-Zellen mit Zytostatika bzw. CDKI untersucht.

Das Einsden, Behandeln und Emten der Zellen erfolgte wie zuvor dargelegt (Punkt 3.7.3,
Konzentrationen s. Tabelle 5) fiir 24 h. Die erhaltene Zellsuspension wurde pelletiert (8 mun,
200 x g), der Uberstand dekantiert und das Pellet in 700 pl 1x PBS resuspendiert. Die Zellen
wurden entsprechend der Farbeansitze geférbt:

Farbeansatze:

1. ungefarbt

2. sekundérer FITC-konjugierter Antikdrper

3. Calreticulin + sekundarer FITC-konjugierter Antikorper

Zunachst erfolgte die Calreticulinfarbung fiir den 3. Firbeansatz (2 pul Antikorper/Ansatz).
Hierzu wurden von der Zellsuspension 100 pl pro Ansatz in die FACS-Rohrchen tiberfiihrt
und gevortext. Nach 30 mun Inkubation be1 4 °C wurde die Reaktion durch Zentrifugation
(8 min, 300 x g) abgestoppt und der Uberstand dekantiert. Fiir die nicht mut Calreticulin
gefarbten Ansatze wurden die Zellen in 200 pl 1x PBS resuspendiert. Fiir die Farbeansatze 2
und 3 wurde der sekundire Antikérper 1:100 mit 1x PBS verdiinnt und jeweils 100 pl zu den
Proben gegeben. Im Anschluss an die Inkubation (30 min, 4 °C) und dem Abstoppen der
Reaktion mit 1x PBS folgte das Zentrifugieren und das Resuspendieren in 200 pl 1x PBS.

3.7.6 In vitro-Ko-Kultur mit PBMC

In dem Versuch wurde eine allogene Ko-Kultur von HNSCC-Zellen mut peripheren
mononukleare Zellen des Blutes (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) von vier
Spendern untersucht. Es erfolgten metronomische und simultane Behandlungsansatze, um
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potentielle Therapie-bedingte autoimmunologische Effekte zu erfassen. Die Konzentrationen
wurden auf Grundlage der ICs-Werte aus den vorangegangenen Versuchen gewidhlt und
konnen Tabelle 5 (Punkt 3.7.3) entnommen werden.

Zellen ernten_farben und emnsaen

Die Zellen wurden wie in Punkt 3 2 beschrieben geerntet und gezahlt 5 x 10° Zellen wurden
mn emn 15 ml PP-Rohrchen uberfiithrt und pelletiert (8 mun, 300 x g). Nach dem Waschen mit
10 ml 1xPBS und emeutem Pelletieren wurden die Zellen in 1 ml der Farbstofflosung
resuspendiert. Zur Herstellung der Farbstofflosung wurde das CFDA (Stammlésung: 10 mM)
mit 1x PBS 1mm Verhaltms von 1:2000 verdinnt. Die Zellen wurden mut der Farbelosung
15 min lang 1im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,) inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 ml kaltem 1x PBS abgestoppt und die Zellen
pelletiert. Es folgte emn weiteres Waschen und Pelletieren mit 10 ml 1x PBS und das
Resuspendieren der Zellen in 2 ml Medium. Nach dem Zzhlen der Zellen wurden 1n eine 24-
Well-Platte 2 x10* Zellen in 1 ml Medium pro Well eingesit.

Dichtesradient zur Isolation von PBMC

Es wurden die PBMC von vier Spendern isoliert. Zur Vorbereitung wurde die Biocoll-
Separating Solution auf RT erwarmt und den Spendern emn EDTA-Rohrchen Blut abge-
nommen. Das Vollblut wurde m em 50 ml PP-Rohrchen iiberfiihrt. Das Blutentnahme-
rohrchen wurde mit 10 ml 1x PBS gespiilt und der Inhalt zum Vollblut pipettiert. Es folgte
das Auffillen des PP-Rohrchens mit 1x PBS auf 25 ml und das langsame Unterschichten mit
14 ml Biocoll-Separating Solution. Nach dem Zentrifugieren (15 min, bei 900 x g, ohne
Bremse) wurde die oberste Phase verworfen und der Interphasering mit emner Pipette
vorsichtig abgenommen und 1n ein 50 ml PP-Rohrchen transfeniert. AnschlieBend wurde mit
sterilem 1x PBS auf 50 ml aufgefiillt und 50 pl der Zellsuspension zur Bestimmung der
Zellzahl entnommen (Punkt 3.2.3). Die verbleibende Suspension wurde abzentrifugiert
(10 min, 300 x g, mit Bremse) und der Uberstand abgesaugt. Die PBMC wurden nach Zugabe
von 20 ml Medium tiber Nacht im Kiihlschrank be1 4 °C gelagert.

Behandlung der Zellen
In der emen Versuchsgruppe erfolgte die Behandlung der Zellen metronomisch. Dabe1

wurden die eingesiten Zellen zum Adharieren 24 h lang inkubiert, fiir 24 h mut Zytostatika
bzw. CDKI vorbehandelt (Konzentrationen s. Tabelle 5, Punkt 3.7.3) und nach Zugabe der
Spender-PBMC weitere 72 h 1im Brutschrank (37 °C, 5 % CO»2) mkubiert. Be1 der zweiten
Gruppe erfolgte der simultane Behandlungsansatz ohne Vorbehandlung der Zellen. Zur
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Vergleichbarkeit wurden die Zellen hierbei analog zum metronomischen Behandlungsansatz
nach dem Adhareren fur weitere 24h im Brutschrank inkubiert Danach wurde die
Behandlung (Konzentrationen s. Tabelle 5, Punkt 3.7.3) simultan mit der Zugabe der PBMC
durchgefiihrt, gefolgt von 72 h Inkubation im Brutschrank. Als Kontrollgruppe wurden
unbehandelte HNSCC-Zellen nach gleichem Schema mit den PBMC ko-kultiviert und
ebenfalls fir 72h im Brutschrank inkubiert. Bei allen drer Behandlungsansitzen
(metronomisch, simultan, unbehandelt) wurden 500 pl der Spender-PBMC (Ratio: 1:10) in
die Wells mit den HNSCC-Zellen pipettiert.

Zellen emten und durchflusszytometrische Quantifizierung
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die PBMC mut dem Medium abgenommen, die

Wells mit 100 pl 1x PBS gewaschen und zum Ablosen der Zellen je 200 pl Trypsin
zugegeben. Alle Zellen wurden in em FACS-Rohrchen uberfiihrt. Nach dem Zentrifugieren
(8 mun, 200 x g) und erneutem Waschen wurden die Zellen in 200 ul 1x PBS aufgenommen.
Pro Probe wurden 50 pl Beads (Stammlosung: 1.4 x 10° Beads/ml; 1:35 in 1x PBS verdiinnt)
zugegeben. Kurz vor der Messung wurden 50 pl PI zu den Proben pipettiert, um den Anteil an
toten Zellen zu bestimmen. Die Zellen wurden bei Exzitations- und Emissionswellenléngen
von 491 nm/509 nm (CFDA) und 488 nm/615 nm (PI) unter Beriicksichtigung von 5.000
Events (Gate bezogen auf die Beads) gemessen. Zur Auswertung wurde die gemessene
Zellzahl s Verhaltms zu 5.000 Beads gebracht, um die absolute Zellzahl zu erhalten. Die
Zellzahl wurde dann in Relation zur Kontrolle gesetzt.

3.8 Weitere funktionelle Analysen

3.8.1 Nachweis von Autophagie

Das Ziel dieser Methode ist es, die Autophagie als weitere Form des Zelltodes nach
Behandlung mit Zytostatika bzw. CDKI zu untersuchen Die Zellen wurden dazu mit
Acridinorange und Calcein AM angefarbt. Acnidinorange ist eme schwache Base, die
membrangingig ist. Bei medrigem pH wird es protoniert und ist positiv geladen. In diesem
Zustand kann es Zellmembranen nicht mehr frei passieren. Es akkumuliert und wird in sauren
Vesikeln wie Lysosomen, Endosomen und Autophagosomen lebender Zellen emngeschlossen.
Im Gegensatz zu der griin-fluoreszierenden, monomeren Form lumineszieren die Aggregate
von Acridinorange in den Vesikeln rot (84). Somit kann die autophagozytotische Aktivitat im
Zusammenhang mit der Substanzbehandlung der Zellen fluoreszenzmikroskopisch untersucht
werden. Calcein AM ist ein zellendurchlassiger, nicht-fluoreszierender Farbstoff. Nach der
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Aufnahme in die witale Zelle wird es durch intrazellulire Esterasen mn ein grin-
fluoreszierendes Calcemn umgewandelt (85). Die Exzitations- und Emissionswellenlinge liegt
be1 495 nm/515 nm. Bei toten Zellen fehlen die notigen Esterasen, wodurch be1 Detektion nur
vitale Zellen erfasst werden.

Zur Vorbereitung wurde die 10x Acndinorangelosung mut 1x PBS im Verhaltnis von 1:10
verdiinnt. Diese wurde wiederum mit Calcein AM (Stammlésung: 4 mM) 1m Verhaltnis von
1:250 verdiinnt. Die Zellen wurden in Chamber Slides mit je 2 x 10* Zellen in 500 pul Medium
pro Kammer eingesat Nach 24 h Adharenz wurden diese mit Zytostatika bzw. CDKI
(Konzentrationen s. Tabelle 5; Punkt 3.7.3) behandelt und 24 h inkubiert. Danach wurde der
Uberstand abgesaugt, vorsichtig mit 1x PBS gespiilt und in jedes Well 50 pl der vorbereiteten
Acridinorange/Calcein AM-Lésung gegeben. Es folgten 15 min Inkubation im Kiihlschrank
be1 4 °C. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 400 pl 1x PBS pro Kammer abgestoppt, der
Uberstand abgesaugt und die Kammem erneut mit 400 ul 1xPBS befiillt. Bis zur
mikroskopischen Auswerfung mit dem Laser-Scanning-Mikroskop wurden die gefarbten
Zellen 1m Kiihlschrank be1 4 °C gelagert.

3.8.2 Waestern Blot

Mit der Methode des Western Blots wurde das Vorhandensein bzw. der Aktivitatszustand
spezifischer Proteine untersucht. Dazu wurden zunichst die Zellen mit RIPA-Puffer und
Ultraschall lysiert, die Proteine mittels Elektrophorese imn einem Polyacrylanmudgel der GroBle
nach aufgetrennt und das Gel auf emne Membran geblottet. Daraufhin wurde die Membran mit
priméren Antikorpern inkubiert, die spezifisch an die nachzuweisenden Zielproteine binden.
Die Detektion erfolgte nach Bindung fluoreszenzmarkierter Sekundarantikérper. Anhand
semner GroBe konnte das Protein auf der Membran identifiziert werden. Be1 der Auswertung
mit dem LI-COR Odyssey Infrared Imaging System liefen sich zusatzlich quantitative
Aussagen hinsichtlich des Protemns treffen, da em direkter Zusammenhang zwischen
Proteinmenge und Intensitat der fluoreszierenden Bande besteht.

Zellen einsden und behandeln

Die Zellen wurden in 6-Well-Platten mit 3 x 10° Zellen und 2 ml Medium pro Well eingesat.
Im Versuch zum Nachweis von CDK2/4/6/7/9 wurden die Zellen fiir 24 h mit 5-FU,
Cisplatin, Palbociclib und Dinaciclib behandelt (Konzentrationen s. Tabelle 5; Punkt 4.7.3).
Erganzend wurde die basale Abundanz von AKT und phosphoryliertem AKT (pAKT) erfasst.
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Herstellung des RIPA-Puffer-Lysates
Zum Lysieren der Zellen wurden 3 x 10° Zellen in 1 ml Medium in ein ReaktionsgefiB

pipettiert und zentrifugiert (5 min, 2000 x g). Nach Abnahme des Uberstandes wurde das
Zellpellet nochmals fir 2 min trockenzentrifugiert und anschliefend in 80 pul 1x RIPA-
Lysepuffer aufgenommen Nach dem Vortexen wurde das Lysat 20-30 min lang auf Eis
gestellt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C emgefroren.

Lysieren mit Ultraschall

Vor der Proteinbestimmung nach Bradford erfolgte das Lysieren mit Ultraschall Dazu
wurden die RIPA-Puffer-Lysate auf Eis aufgetaut und zweimal 8 s lang mmt Ultraschall
lysiert.

Protembestimmung nach Bradford
Mit dem Bradfordassay konnen Protemkonzentrationen in Lysaten besimmt werden Dazu

wird der Farbstoff Coomassie-Brilhantblau (Bradfordreagenz) verwendet. Es kommt zur
Farbveranderung von rot zu blau durch Protembindung und der daraus folgenden
Verschiebung von der protonierten zur deprotomerten Form des Reagenzes. Es wird eme
Eichkurve mit mehreren Standardverdinnungen von 1-25 pg/ml erstellt. Dadurch kann nach
Absorptionsmessung mittels Photometer die Proteinkonzentration der Proben berechnet
werden.

Nach der Ultraschalllyse wurden die Proben zentrifugiert (10 min, 12000 x g, 4 °C) und der
Uberstand mn em 15ml ReaktionsgefiB iberfilhrt Mit Aqua dest. wurden daraus
Verdiinnungen von 1:400, 1:600 und 1:800 in einem Volumen von 800 ul angesetzt. Zu den
verdiinnten Lysaten und den Standardverdinnungen wurden je 200 pl Bradfordreagenz
pipettiert. Die gefarbten Proben bzw. Standardproben wurden dann in Triplets mit je 200 pl in
eine 96-Well-Platte mit flachen Boden pipettiert. Es folgte die Absorptionsmessung bei
600 nm mut dem Glomax. Aus den Ergebnissen wurde die Standardkurve ermmttelt und die
Protemkonzentrationen der Proben berechnet.

Die restlichen Proteinlysate wurden im Verhaltmis von 1:1 nmut 2x Probenpuffer (5 %
Mercaptoethanol) gemuscht, im Heizblock be1 95-99 °C fiir 10 min denaturiert und danach
sofort auf Eis gestellt und be1 -80 °C eingefroren.

Durchfithrung des Western Blots

Die Durchfithrung des Western Blots beginnt mit der Gelelektrophorese. Die dafiir benétigte
Elektrophoresekammer wurde mut 1x Elektrophoresepuffer gefiillt und die Fertiggele
eingesetzt. Von jeder Probe wurden 30 pug Protein in einem Reaktionsgefa mut
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1x Probenpuffer auf emn Volumen von 20 pl eingestellt. Es folgte das Befiillen der Geltaschen
nut den Proben unter Verwendung von Gelloader-Pipettenspitzen Die erste und letzte Tasche
wurde mut 3 pl bzw. 8 ul ProteingroBenstandard (mit 1x Probenpuffer auf 20 ul aufgefillt)
beladen. Leere Taschen wurden mit 1x Probenpuffer befiillt. Die Elektrophorese wurde bei
150 V fiir 10 nun gestartet, be1 200 V fiir weitere 10 min und be1 250 V bis zum vollstindigen
Durchlaufen der Farbstofffront fortgefiihrt. AnschlieBend wurden die Proteinbanden durch
den Semi-dry Blot auf emne PVDF-Membran wibertragen. Fiir das Blotten wurde das Trans-
Blot® Turbo™ Transfer System genutzt (10 min, 2.5 A, 25V). Die Membran wurde fiir
5 min i Ponceau S-Losung geschwenkt, mit Aqua dest. entfarbt und anhand der Marker-
banden geschnitten. Die Membranen wurden in dunklen Inkubationsschalchen dreimal 5 min
in Anode II-Puffer geschwenkt und dreimal 5 min in 1x PBST gewaschen. Zum Blocken
wurden die Membranen auf dem Schiittler 1 h bei RT bzw. iiber Nacht be1 4 °C m 1:3
Blocking-Puffer/1x PBST inkubiert.

Tabelle 6: Antikérper fiir Analyse der Proteinexpression mittels Western Blot.

Antikirper Wirt Verdiinnung Grilie [kDa]
CDK2 Kaninchen 1:1000 33,0
CDK4 Kaninchen 1:1000 30,0
CDK6 Kaninchen 1:1000 36,0
CDK7 Maus 1:1000 40,0
CDK9 Kaninchen 1:1000 42,5
AKT Kaninchen 1:500 60,0

PAKT (Ser473) Kaninchen 1:500 60,0
a-Tubulin Maus 1:500 55.0
GAPDH Maus 1:20.000 37.0

Die Primirantikorper wurden mut 1:5 Blocking-Puffer/1x PBST verdiinnt (Verdiinnungen s.
Tabelle 6) und die Membranen fiir 1 h bet RT bzw. iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Unter
Zugabe von 10 pl 10 %igem Natriumazid wurden die Primarantikdrper ber -20 °C bis zur
niachsten Verwendung weggefroren. Nach viermaligem Waschen der Membranen fiir 4 nun
mit PBST wurden die fluoreszenzgekoppelten Sekundarantikorper mit 1:5 Blocking-
Puffer/1x PBST 1m Verhaltmis von 1:5000 verdiinnt und die Membranen damut fir 1 h be1 RT
auf dem Schiittler inkubiert. Die Membranen wurden viermal 4 min in PBST gewaschen, in
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PBS gelegt und anschlieBend mit dem LI-COR Odyssey Infrared Imaging System detektiert.
Die Auswertung erfolgte mit der Image Studio Lite 5-Software. Fiir die Detektion weiterer
Proteme auf denselben Membranen wurden diese 5 min in PBST gewaschen. Danach wurde
Stripping-Puffer zugegeben und zunéchst 45 mun bei 56 °C, dann 15 mun bei RT auf dem
Schiittler mnkubiert. Nach viermaligem Waschen fiir 4 min in PBST wurden die Membranen
wie oben beschrieben geblockt und mit Pnimarantikorpern inkubiert.

3.9 Statistik

Zur statistischen Auswertung und grafischen Darstellung der Ergebnisse wurde das Programm
GraphPad Prism 6 verwendet. Jeder Versuch wurde mindestens dreimal unabhangig vonein-
ander durchgefithrt. Die Daten sind als Miftelwert mit Angabe der Standardabweichung
(= SD) dargestellt. Zur Auswertung der Messwerte hinsichtlich der Signifikanz wurde der
t-Test (two-tailed) mit einem Konfidenzintervall von a=0,05 verwendet. Als statistisch
signifikant wurden p-Werte < 0,05 angenommen. Die Kennzeichnung der p-Werte wurde wie
folgt festgelegt: p<0,05=*, p<0,01 =**und p < 0,001 = ***
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde das antitumorale und immunmodulatorische Potential verschiedener
CDKI gegeniiber HNSCC-Zelllinien sowohl in Mono- als auch Kombinationstherapie mit
konventionellen Zytostatika in vitro evaluert. Im Rahmen der Vorversuche erfolgte zunachst
eine basale Charakterisierung von vier HNSCC-Zelllimen (CAL-33, Detroit 562, FaDu und
PE/CA-PJI15). Die weiterfilhrenden Untersuchungen zur detaillierten Charakterisierung der
direkten und indirekten zytotoxischen Effekte sowie funktionellen Analysen erfolgten an zwe1
ausgewdhlten Zelllmen (CAL-33 und Detroit 562). Die Ergebmisse dieser Arbeit sind
nachfolgend dargestellt. Zur Ubersichtlichkeit werden reprasentative Daten der Zelllinien
CAL-33 und Detroit 562 gezeigt. Weitere Ergebnisse, die fiir die Zelllinien FaDu und PE/CA-
PJ15 erhoben wurden, sind entsprechend dem Anhang zu entnehmen.

4.1 Basale Charakterisierung der HNSCC-Zellen
4.1.1 In vitro-Chemoresponsivitat

Um die Chemoresponsivitat in vitro zu untersuchen, wurden die HNSCC-Zellen nut den
konventionellen Zytostatika 5-FU, Cisplatin und Gemcitabin behandelt. Dabei wurden die
Substanzen in einer aufsteigenden Konzentrationsreihe bestehend aus sieben Konzentrationen
getestet. Die Behandlung erfolgte sowohl emnfach (in emem Zyklus, 72 h) als auch zweifach
(in zwe1 Zyklen, 2 x 72 h). Die Ergebmisse der quantitativen Bestimmung der Biomasse der
Zellen sind normalisiert zur Kontrollgruppe, bestehend aus unbehandelten Zellen, als
Konzentrations-Wirkungs-Kurve dargestellt (Abb. 6-8 und 27-29). Die resultierenden
ICso-Werte fiir die einzelnen Substanzen und Zelllinien sind in Tabelle 7 (s. Seite 42)

zusammengefasst.

Behandlung der Zellen mit 5S-FU

5-FU wurde in Konzenfrationen von 0,5 pM bis 7680,0 uM eingesetzt. Be1 allen Zelllimen
wurde eme dosisabhangige Reduktion der Biomasse und eine deutlich starkere Wachstums-
hemmung nach zweifacher Behandlung nachgewiesen (Abb. 6 und Anhang Abb. 27). Bei den
CAL-33-Zellen war bereits nach enem Zyklus fiir alle Konzentrationen eine signifikante
Reduktion der Biomasse zu verzeichnen. Der ICso-Wert betrug 162,8 uM. Be1 zwe1 Zyklen
lag der ICso-Wert unterhalb der kleinsten getesteten Konzentration von 0,5 uM. Be1 den
Detroit 562-Zellen zeigte 5-FU emnen germgeren Effekt mmt ICso > 7680,0 uM fiir die emfache
und ICso = 54,5 puM fiir die zweifache Behandlung.
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Abbildung 6: Einfluss von 5-FU auf die Biomasse von CAL-33- und Detroit 562-Zellen.

Die Behandlung mit 5-FU erfolgte sowohl in einem Zyklus (72 h, hellgrau) als auch in zwei
Zyklen (2 x 72 h, dunkelgrau). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + SD aus n = 4
unabhingigen Versuchen Statistisch ausgewertet wurde mit dem ungepaarten t-Test
(two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelte Zellen). Die Signifikanzen
gegeniiber der Kontrolle sind durch p <0,05=*, p<0.,01 =** und p < 0,001 = *** gekenn-
zeichnet.

Vergleichbare Ergebnisse wurden auch fiir die Zelllinien FaDu und PE/CA-PJ15 erhoben (s.
Anhang Abb. 27). Zusammenfassend konnte emne zelllimenspezifische und dosisabhangige
Wirksamkeit von 5-FU auf die untersuchten Zelllinien detektiert werden, mut hoherer
Sensitivitit bei den CAL-33- und FaDu-Zellen.

Behandlung der Zellen mit Cisplatin

Cisplatin wurde i geringeren Konzentrationen von 16 nM bis 5000 nM pgetestet. Es
resultierte eine typische Konzentrations-Wirkungs-Kurve mit einer zunachst stark zunehmen-
den Biomassereduktion und dem Erreichen eines Plateaus auf medrigem Biomasselevel im
Bereich hoherer Konzentrationen (Abb. 7). Bei beiden Zelllimen (CAL-33 und Detroit 562)
zeigte die einfache Behandlung mit Cisplatin einen moderaten wachstumshemmenden Effekt,
sodass sich ICsp-Werte > 5000 nM ergaben. Die Zelllme CAL-33 zeigt ber zweifacher
Behandlung ab der dntten Konzentrationsstufe (310 nM) ein deutliches Ansprechen auf
Cisplatin. Der ICso-Wert lag be1 235,5 nM. Die Detroit 562-Zellen verhielten sich ahnlich mit
ICs0=220,7 nM.
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Abbildung 7: Einfluss von Cisplatin auf die Biomasse von CAL-33- und Detroit 562-Zellen.

Die Behandlung mit Cisplatin erfolgte sowohl in einem Zyklus (72 h. hellgrau) als auch in zwei
Zyklen (2 x 72 h, dunkelgrau). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert = SD aus n =3
unabhingigen Versuchen. Statistisch ausgewertet wurde mit dem ungepaarten t-Test
(two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelten Zellen). Die Signifikanzen
gegeniiber der Kontrolle sind durch p<0,05=%* p<0,01=%** und p<0,001=***
gekennzeichnet.

In Analogie zu den Befunden der Zelllinien CAL-33 und Detroit 562 bewirkte Cisplatin auch
ber den anderen Zellhmien moderate Effekte nach emfacher Behandlung, welche be1
wiederholter Gabe zu einer dosisabhingigen, zellimenspezifischen Reduktion der Biomasse
fihrten (s. Anhang Abb. 28). Im Bereich geninger Konzentrationen war die Zelllime
PE/CA-PJ15 am wenigsten sensitiv gegeniiber Cisplatin, jedoch zeigte sich bei den hoheren
Konzentrationen eine mit den anderen Zelllinien vergleichbare Biomassereduktion. Der
ICso-Wert be1 PE/CA-PJ15 lag be1 709,0 nM.

Behandlung der Zellen niut Gemcitabin

Gemcitabin zeigte bei allen vier Zelllinien im gesamten Konzentrationsbereich von 0,2 nM
bis 3800,0nM einen vergleichbaren Effekt, sodass sich keine typische Konzentrations-
Wirkungs-Kurven ergaben (Abb. 8 bzw. Anhang Abb. 29). Bei den CAL-33-Zellen war be1
emnfacher und zweifacher Behandlung ab der geringsten Konzentration eine starke Reduktion
der Biomasse zu verzeichnen (ICsp < 0,2 nM). Ahnliche Effekte wurden bei den Detroit 562-
Zellen nachgewiesen, aber bei einer insgesamt etwas geringeren Sensitivitat.
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Abbildung 8: Einfluss von Gemcitabin auf die Biomasse von CAL-33- und Detroit 562-
Zellen.

Die Behandlung mit Gemcitabin erfolgte sowohl in einem Zyklus (72 h, hellgrau) als auch n
zwei Zyklen (2 x 72 h. dunkelgrau). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + SD aus
n =3 unabhingigen Versuchen Statistisch ausgewertet wurde mit dem ungepaarten t-Test
(two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelte Zellen). Die Signifikanzen
gegeniiber der Kontrolle sind durch p < 0,01 = ** und p < 0,001 = *** gekennzeichnet.

Die Zelllimien FaDu und PE/CA-PJ15 zeigten ebenfalls bereits bei der geringsten
Konzentration emn gutes Ansprechen auf die Behandlung mit Gemcitabin, welches mit emner
signifikanten Biomassereduktion emnherging (s. Anhang Abb. 29). Allerdings fiihrte eme
Konzentrationssteigerung zu keiner weiteren Reduktion der Biomasse. Wie auch bei den
anderen zwei Zellimen lag bei zweifacher Behandlung eine gegeniiber der einfachen
Behandlung starkere Biomassereduktion vor.

In Tabelle 7 sind die ICso-Werte fiir die Behandlung der HNSCC-Zellen nut 5-FU, Cisplatin
und Gemcitabin zusammengefasst dargestellt. Bei allen Substanzen und Zelllinien ergaben
sich be1 zweifacher Behandlung deutlich kleinere ICsp-Werte als bei emnmaliger Substanzgabe.
Dariiber hinaus wurden zelllimenspezifische Unterschiede mit msgesamt bestem Ansprechen
auf Gemcitabin identifiziert.
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Tabelle 7: ICsp-Werte der Behandlung mit Zytostatika.

5FU Cisplatin Gemcitabin
ICso [uM]
1 Zyklus | 2 Zyklen | 1 Zyklus 2 Zyklen 1 Zyklus 2 Zyklen
CAL-33 162.8 <05 =50 2355x10° | <0.2x10? | <0,2x 103
Detroit 562 |= 7680.0 545 =50 2207x103| =38 <0.2x 103
FaDu 83.7 8.4 =50 273.1x10% | <02x10°| <02x 103
PE/CA-PJ15 |> 7680.0 484 =50 709.0 x 107 0.2 <0.2x10?

Dargestellt sind die ICsy-Werte der Behandlung der vier HNSCC-Zelllinien mit den Zytostatika
5-FU, Cisplatin und Gemcitabin. Die Werte wurden fiir die Behandlung in einem Zyklus (72 h)

und in zwei Zyklen (2 x 72 h) ermuittelt. Die ICsp-Werte wurden aus n >3 unabhangigen
Versuchen ermittelt.

4.1.2 Radiosensitivitat

In weiterfilhrenden Untersuchungen wurde die Abhangigkeit der zellularen Biomasse von der
Strahlendosis 1m Bereich von 1 Gy bis 100 Gy erfasst. Die Ergebmisse sind normalisiert zur
unbehandelten Kontrollgruppe dargestellt. Es zeigte sich bei allen vier Zelllinien eine typische
Dosis-Wirkungskurve (Abb. 9 bzw. Anhang Abb. 30). Bei allen Zelllinien war jedoch erst ab
emer Strahlendosis von 5 Gy bzw. 10 Gy em signifikanter Effekt mut resultierend hohen
LDsp-Werten zu verzeichnen (s. Tabelle 8). Somit wurde bei allen Zelllimen eine infrinsische
Strahlenresistenz nachgewiesen.

CAL-33 Detroit 562
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Abbildung 9: Einfluss von y-Strahlung auf die Biomasse von CAL-33- und Detroit 562-
Zellen.

Die Bestrahlung wurde mit y-Strahlung in sieben Dosen durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind
dargestellt als Mittelwert + SD aus n =4 unabhingigen Versuchen. Statistisch ausgewertet
wurde mit dem ungepaarten t-Test (two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbestrahlte
Zellen). Die Signifikanzen gegeniiber der Kontrolle sind durch p < 0,05 = * und p < 0,001 = ***
gekennzeichnet.
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Tabelle 8: LDs-Werte der Behandlung mit y-Strahlung.

Zelllinie LDs [GY]
CAL-33 237
Detroit 562 34,0
FaDu 18.2
PE/CA-PI15 21.1

Dargestellt sind die LDsp;-Werte fiir die Behandlung der vier HNSCC-Zelllinien mit y-Strahlung.
Die LDsp-Werte wurden aus n = 4 unabhingigen Versuchen ermittelt.

4.1.3 BF_FDG-Aufnahme behandelter HNSCC-Zellen

Untersucht wurde die '*F-FDG-Aufnahme in die HNSCC-Zellen nach Behandlung mit 5-FU
bzw. Palbociclib als Vorbereitung auf zukinftige in vivo-Untersuchungen. Die Ergebnisse
sind dargestellt als '*F-FDG-Aufnahme in Prozent, genormt auf die gemessene Standard-
probe. Verglichen wurden unbehandelte Zellen mit Zellen, die mit 5-FU behandelt wurden
(Abb. 10). Be1 den Detroit 562-Zellen hatte die Behandlung nut 5-FU keine Auswirkung auf
die '*F-FDG-Aufnahme. Bei den PE/CA-PJ15- und CAL-33-Zellen war eine Abnahme zu
beobachten, welche bei den CAL-33-Zellen am starksten ausgepragt und signifikant war. Im
Gegensatz zu den anderen HNSCC-Zellliien wurde bei den FaDu-Zellen nach Behandlung
mit 5-FU eine Zunahme der *F-FDG-Aufnahme um 9 % detektiert. Die Behandlung mit
Palbociclib fithrte bei allen vier Zelllinien zu einer nicht signifikanten Abnahme der *F-FDG-
Aufnahme (Abb. 11).
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Abbildung 10: Einfluss von 5-FU auf die ¥F-FDG-Aufnahme von HNSCC-Zellen.

Die Zellen wurden emmalig fiir 72 h mut 5-FU (Konzentration: 2.46 uM) behandelt. Die
15F FDG-Aufnahme ist bezogen auf die Standardmessungen nach Abzug der Leerwerte.
Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert = SD aus n =3 unabhingigen Versuchen.
Statistisch ausgewertet wurde mit dem ungepaarten t-Test (two-tailed) bezogen auf die
Kontrollgruppe (unbehandelte Zellen). Die Signifikanzen gegeniiber den unbehandelten Zellen
sind durch p < 0,01 = ** gekennzeichnet.
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Abbildung 11: Einfluss von Palbociclib auf die *F-FDG-Aufnahme von HNSCC-Zellen.

Die Behandlung mit Palbociclib (Konzentration: 1 pM) erfolgte einmalig fir 72 h. Die
18F_FDG-Aufnahme ist bezogen auf die Standardmessungen nach Abzug der Leerwerte.
Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert £+ SD aus n =3 unabhingigen Versuchen.
Statistisch ausgewertet wurde mit dem ungepaarten t-Test (two-tailed) bezogen auf die
Kontrollgruppe (unbehandelte Zellen).

4.1.4 Basales Expressionslevel von pAKT und AKT

In Abbildung 12 1st das Ergebmis der Western Blot-Analyse der Proteine pAKT und AKT dar-
gestellt. Be1 allen vier Zelllinien konnte die basale Expression von pAKT und AKT nach-
gewiesen werden. AKT wurde von allen Zelllimen in hohem MaBe exprinuert, deren
phosphorylierte Form hingegen wemger stark. Zwischen den Zelllinien wurden keme
Unterschiede hinsichtlich der Abundanz der beiden Proteine nachgewiesen.
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Abbildung 12: Western Blot-Analyse der Proteinexpression von pAKT und AKT.

Der Nachweis der Proteinexpression von pAKT und AKT erfolgte an unbehandelten Zellen. Die

Proteingrofen in kDa sind in Klammern hinter der Proteinbezeichnung angegeben. Als interne
Ladekontrolle diente GAPDH.

4.2  Zielgerichtete Therapie mit CDKI

In Analogie zur Chemoresponsivitiat wurde die Wirksamkeit der zielgerichteten CDKI in vifro
getestet. Die hochselektiven CDK4/6-Inhibitoren Abemaciclib und Palbociclib sowie der
CDK1/2/5/9-Inhibitor Dinaciclib wurden in aufsteigenden Konzentrationen in einfacher (ein
Zyklus, 72 h) und zweifacher (zwei Zyklen, 2 x 72 h) Behandlung an den vier HNSCC-
Zelllimen getestet. Die Auswertung erfolgte mittels quantitativer Biomassebestimmung nach
Kristallviolettfarbung. Abbildung 13 zeigt exemplarisch die konzentrationsabhangige Reduk-
tion der Biomasse durch Behandlung mut den CDKI nach zwei Behandlungszyklen am
Beispiel der Detroit 562-Zellen. Die selektiven CDKI Palbociclib und Abemaciclib wurden
1m Bereich von 16,0 nM bis 1000,0 nM eingesetzt. Die emzelnen Konzentrationen konnen
Tabelle 2 (Punkt 3 4) entnommen werden. Fiir Palbociclib und Abemaciclib zeigte sich erst
bei den hohen Konzentrationen ein deutlicher Effekt (Konzentrationsstufe 6: 500,0 nM). Bei
Dmnacichib, getestet im Bereich von 1,5 nM bis 100,0 nM, war hingegen bereits ab 12,5 nM
(Konzentrationsstufe 4) emne deutliche Verminderung der Biomasse nachweisbar.

P PP A A A D DD

Abbildung 13: Mikroskopische Darstellung von Detroit 562-Zellen nach Behandlung mit
CDKI und Kristallviolettfarbung.
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Die Behandlung der Zellen mit den CDKI erfolgte mit aufsteigenden Konzentrationen (1-7) in
zwei Zyklen (2 x 72 h). Palbociclib und Abemaciclib wurden 1m Konzentrationsbereich von
16,0 nM-1000,0 oM, Dmnaciclib von 1,5 nM-100,0 nM getestet. Die fotografische Dokumen-
tation der 96-Well-Platte wurde nach Anfirben mit Kristallviolett durchgefiihrt. Die Zellen 1n
der Kontrollgruppe wurden nicht behandelt. K — Kontrolle, P — Palbociclib, A — Abemaciclib,
D — Dmaciclib.

Die Ergebnisse der quantitativen Bestimmung der Biomasse der Zellen sind normalisiert zur
Kontrollgruppe bestehend aus unbehandelten Zellen als Konzentrations-Wirkungs-Kurve
dargestellt (Abb. 14-16 bzw. Anhang Abb. 31-33). Die resultierenden ICs;-Werte fiir die

einzelnen Substanzen und Zelllinien sind in Tabelle 9 (s. Seite 49) zusammengefasst.

Behandlung mit Palbociclib

Die emmalige Gabe von Palbociclib hatte in dem getesteten Konzentrationsbereich von
16,0 nM bis 5000,0 nM keinen Einfluss auf die Biomasse. Folglich wurde auf die Darstellung
der Ergebmisse fiir Behandlungszyklus verzichtet. Signifikante Biomassereduktionen
nach zwei Behandlungszyklen wurden beir den Zelllimen CAI-33 und Defroit 562 ab
Konzentrationen von ca. 250,0 nM erfasst (Abb. 14). Mit den getesteten Konzentrationen bis
5 pM konnte kemne Reduktion der Biomasse auf 50 % erreicht werden. Die anderen beiden
Zellimen FaDu und PE/CA-PJ15 zeigten eine intrinsische Resistenz gegeniiber Palbociclib
(s. Anhang Abb. 31).
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Abbildung 14: Einfluss von Palbociclib auf die Biomasse von CAL-33- und Detroit 562-
Zellen.

Die Behandlung mit Palbociclib erfolgte in zwei Zyklen (2 x 72 h). Die Ergebnisse sind
dargestellt als Mittelwert £ SD aus n =3 unabhingigen Versuchen. Statistisch ausgewertet
wurde mit dem ungepaarten t-Test (two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelte
Zellen). Die Signifikanzen gegeniiber der Kontrolle sind durch p < 0,05 = * und p < 0,001 = ***
gekennzeichnet.
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Behandlung mit Abemaciclib

Der zweite CDK4/6-Inhibitor Abemaciclib zeigte ein ahnliches Wirkverhalten wie Palbo-
ciclib. Nach Behandlungszyklus konnte keine Biomassereduktion nachgewiesen
werden, sodass nur die Ergebnisse fiir die zweifache Behandlung dargestellt sind. Nach zwe1
Behandlungszyklen war bei allen vier Zelllimen eine moderate Biomassereduktion zu
verzeichnen. Bei den CAL-33- und Detroit 562-Zellen war die Hemmung im hoheren
Konzentrationsbereich signifikant (Abb. 15). Die FaDu- und PE/CA-PJ15-Zellen zeigten
hingegen auch bei der héchsten getesteten Konzentration keine signifikante Biomasse-
reduktion nach der Behandlung mit Abemacichib (s. Anhang Abb. 32). Bei keiner der
Zelllinien wurde eine Biomassereduktion auf 50 % erreicht.
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Abbildung 15: Einfluss von Abemaciclib auf die Biomasse von CAL-33- und Detroit 562-
Zellen.

Die Behandlung mit Abemaciclib erfolgte in zwei Zyklen (2 x 72 h). Die Ergebnisse sind
dargestellt als Mittelwert £ SD aus n =3 unabhingigen Versuchen. Statistisch ausgewertet
wurde mit dem ungepaarten t-Test (two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelte
Zellen). Die Signifikanzen gegeniiber der Kontrolle sind durch p<0,05=*, p<0,01 = ** und
p < 0.001 = *** gekennzeichnet.
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Behandlung mut Dinaciclib

Der CDK1/2/5/9-Inhibitor Dmaciclib beemflusste dosisabhingig das Wachstum aller Zell-
limien (Abb. 16 bzw. Anhang Abb. 33). Die CAL-33-Zellen zeigte insgesamt die geringste
Sensitivitat gegeniiber Dinaciclib. Bei den Detroit 562-Zellen war bereits ab der niedrigsten
Konzentration ein starkeres Ansprechen auf die Behandlung mit Dinaciclib (ICsp = 7,7 nM)
nut emer signifikanten Reduktion der Biomasse zu beobachten. Fur die Zelllimen FaDu und
PE/CA-PJ15 wurden ahnliche Ergebnisse erhoben (s. Anhang Abb. 33). Die starkere
Biomassereduktion nach zweifacher Behandlung im Vergleich zur einfachen war bei allen
vier Zelllinien erst ab Konzentrationen > 12,5 nM zu verzeichnen.
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Abbildung 16: Einfluss von Dinaciclib auf die Biomasse von CAL-33- und Detroit 562-
Zellen.

Die Behandlung mit Dinaciclib erfolgte sowohl in einem Zyklus (72 h, hellgrau) als auch in
zwei Zyklen (2 x 72 h, dunkelgrau). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert = SD aus
n =3 unabhingigen Versuchen. Statistisch ausgewertet wurde mit dem ungepaarten t-Test

(two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelte Zellen). Die Signifikanzen
gegeniiber der Kontrolle wurden durch p<0,05=*, p<0.,01 = ** und p < 0,001 = *** gekenn-
zeichnet.

Insgesamt zeigte Dinacichib im Vergleich zu den beiden selektiven CDKI Palbociclib und
Abemaciclib insbesondere nach wiederholter Substanzgabe eine deutlich stirkere
antitumorale Wirkung. Dariiber hinaus zeigten sich zelllimienspezifische Unterschiede mit
hoherer Sensitivitat gegeniiber den CDKI bei den CAL-33- und Detroit 562-Zellen. In
Tabelle9 sind die ICsp-Werte der HNSCC-Zellen nach Behandlung nut Palbociclib,
Abemaciclib und Dinaciclib zusammengefasst dargestellt. Die ICso fiir Abemacichb und
Palbociclib lagen bei allen Zellen tberhalb des getesteten Konzentrationsbereiches.
Demgegeniiber waren alle Zelllinien sensitiv gegeniiber Dinacichb nut unterschiedlichen
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ICso-Werten, die nach jeweils doppelter Substanzgabe deutlich geninger waren als bei
emmaliger Applikation. Wahrend die anderen dre1 Zellhmien klemne ICso-Werte von 7.7 nM
bis 14,5 nM vorwiesen, zeigte sich bei den CAL-33-Zellen mit ICso = 310,0 nM ein etwas
schwicherer Effekt der Behandlung.

Tabelle 9: ICsp-Werte der Behandlung mit CDKI.

Palbociclib Abemaciclib Dinaciclib
ICs [nM]
2 Zyklen 2 Zvklen 1 Zyklus 2 Zvyklen
CAL-33 > 50000 > 10000 =100.0 310.0
Detrot 562 = 5000.0 >1000.0 =100.0 N}
FaDu = 50000 > 10000 =100.0 13.6
PE/CA-PI15 = 5000.0 >1000.0 >100.0 14.5

Dargestellt sind die ICso-Werte der Behandlung der vier HNSCC-Zelllinien mit den CDKI
Palbociclib, Abemaciclib und Dinaciclib. Die Werte wurden fiir die Behandlung in zwei Zyklen
(2x72h) und fiir Dinaciclib zusdtzlich in emmem Zyklus (72 h) ermittelt. Die ICsp-Werte
wurden aus n > 3 unabhingigen Versuchen ermittelt.

4.3 Kombinationstherapie mit Zytostatika und CDKI —
simultan vs. metronomisch

Im Anschluss an die Untersuchungen der Monotherapien wurden verschiedenen Kombi-
nationstherapien getestet. Dazu wurden die Zytostatika 5-FU, Cisplatin bzw. Gemcitabin und
die CDKI Palbociclib bzw. Dinaciclib 1m simultanen sowie metronomischen Behandlungs-
ansatz zu den HNSCC-Zellen gegeben. Es erfolgte die Auswertung hinsichtlich méglicher
additiver bzw. synergistischer Effekte dieser kombinierten Substanzgabe. Die Konzen-
trationen fiir die Kombinationsbehandlung wurden anhand der Ergebnisse der Einzelsubstanz-
behandlung festgelegt. Dabei wurden Konzentrationen eingesetzt, die der ICsy bzw. ICs3g
entsprachen. Diese konnen der Tabelle 3 entnommen werden (Punkt 3.5). In Tabelle 10 sind
die Kombinationsindizes (CI) fiir die vier Zelllinien und die einzelnen Kombinationen der
Substanzen be1 simultaner Gabe dargestellt. Die CI der Kombinationen mt synergistischer
Wirkung sind griin hinterlegt. Die Abbildungen 34-41 im Anhang zeigen fir die
verschiedenen Kombinationen die Reduktion der Biomasse in Abhangigkeit von der
simultanen und metronomuschen Gabe der Substanzen. Mit der Berechnung des Kombi-
nationsindexes CI (Punkt 3.5; Formel 2) fiir die einzelnen Kombinationen wurde die Wirkung
der Kombinationstherapie quantitativ erfasst.
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Die simultane Kombination von 5-FU bzw. Cisplatin mit Palbociclib wirkte bei den
Detroit 562- und FaDu-Zellen synergistisch (CI < 1). Hervorzuheben sind dabei die besonders
klemen CI fiir die Kombination von 5-FU mit Palbociclib (Detroit 562: 0,57; FaDu: 0,62),
welche auf emnen starken synergistischen Effekt hindeuten. Ebenso wurden bei jeweils einer
Zellime synergistische Effekte durch die Kombination von 5-FU (bei Detroit 562) bzw.
Cisplatin (bei1 FaDu) mit Dmaciclib erzielt Die kombinierte Gabe von Palbociclib und
Dinaciclib wirkte bei der Zelllinie Detroit 562 synergistisch.

Bei den CAL-33- und PE/CA-PJ15-Zellen wurden bei keiner der getesteten Kombinations-
ansitze synergistische Effekte beobachtet. Dies gilt in vergleichbarer Weise fiir Gemcitabin.
Die Kombinationen mit diesem Zytostatikum zeigten bei allen Zelllimien antagonistische
Wirkungen mit einem CI > 1.

Tabelle 10: CI der Kombinationsbehandlungen mit Zytostatika und CDKI.

CI F C G D
P 1.01 1.09 1,22 128
CAL-33
D 1.29 1.20 1.26 x
P 0,57 | 097 1,03 095
Detroit 562
D 095 1.18 1.26 X
P 062 | 081 1,08 1.07
FaDu
D 1.05 0.90 1.17 x
P 1.28 1.32 1,18 1.09
PE/CA-PJ15
D 1.04 1,03 1,20 x

Die CI der Kombinationstherapien wurden mit dem Bliss Independence-Modell ermittelt. Die
griine Hinterlegung zeigt Kombinationen zweier Substanzen mit synergistischer Wirkung bei
simultaner Gabe. F — 5-FU, C — Cisplatin, G — Gemcitabin, P — Palbociclib, D — Dinaciclib;
CI < 1 = synergistische Wirkung, CI = 1 = additive Wirkung. CI = 1 = antagonistische Wirkung.
Die mn den Abbildungen 34-41 (s. Anhang) dargestellten Ergebnisse zeigen bei der
Kombinationstherapie emnen starkeren Effekt bei der simultanen Substanzgabe, als bei der
metronomischen. Besonders bei den Kombinationen der Zytostatika mit Palbociclib ergaben
sich bessere Wirksamkeiten, wenn die beiden Substanzen simultan zu den Zellen gegeben
wurden 1m Vergleich zum metronomischen Behandlungsansatz. Hervorzuheben sind dabei
die Ergebnisse fiir die FaDu-Zelllime nach der Kombinationstherapie mit Palbociclib und
Cisplatin (Abb. 17) bzw. Palbociclib und Gemecitabin (s. Anhang Abb. 39). Exemplarisch
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dafiir sind in Abbildung 17 die Ergebmsse der Biomassebestimmung nach Behandlung nut
dem CDKI Palbocicib kombiniert mut Cisplatin fir die FaDu- und PE/CA-PJ15-Zellen
dargestellt. Die Ergebnisse firr die Kombination mit Gemcitabin bei den FaDu- und PE/CA-
PJ15-Zellen kénnen Abbildung 39 im Anhang entnommen werden.

Die Abbildungen 17 und 39 zeigen exemplansch, dass der simultane Behandlungsansatz
(Palbociclib + Cisplatin bzw. Palbociclib + Gemcitabin) im Vergleich zum metronomischen
(Palbociclib = Cisplatin bzw. Palbociclib = Gemcitabin) etwa die Halfte bzw. ein Drittel der
Biomasse ergab. Bei den Kombinationen mit Dinaciclib fiel der Unterschied zwischen
simultaner und metronomischer Substanzgabe insgesamt geringer aus als ber den
Kombinationen mit Palbociclib (Abb. 17 und Anhang Abb. 34-41).

Bei der Kombination von Palbociclib mit 5-FU (s. Anhang Abb. 35) wurde hingegen ein
deutlich geringerer Unterschied zwischen der simultanen und metronomuschen Behandlung
festgestellt.
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Abbildung 17: Einfluss der Kombinationstherapie mit Cisplatin und CDKI auf die
Biomasse von FaDu- und PE/CA-PJ15-Zellen.

Die Behandlung erfolgte jeweils in zwei Zyklen (2 x 72 h) mit den Einzelsubstanzen Cisplatin,
Dinaciclib und Palbociclib (dunkelgrau) und als Kombinationsbehandlung bei simultaner
(hellgrau) sowie metronomischer (gestreift) Substanzgabe. Die Ergebnisse sind dargestellt als

Mittelwert £ SD aus n = 3 unabhingigen Versuchen. C — Cisplatin: 156 nM, P — Palbociclib:
1000 nM, D — Dinaciclib: 25 nM.

Weiterhin zeigte sich ber den Kombinationen mut Palbociclib die Tendenz, dass es beim
mefronomuschen Behandlungsansatz zu eme stirkeren Biomassereduktion kam, wenn das
Zytostatikum vor dem CDKI gegeben wurde als andersherum Diese Tendenz trat bei den
Kombinationen mit Dinacichib nicht auf Insgesamt ist die Uberlegenheit der simultanen
Substanzgabe 1m Vergleich zur metronomischen hervorzuheben.
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4.4 Scratch Assay

Bei dem Scratch Assay wurde m die Monolayerschicht der HNSCC-Zellen eine Wunde
gesetzt und dessen Verschluss nach Behandlung mit 5-FU, Palbociclib und Dinaciclib einzeln
sowie mn simultaner Kombination dokumentiert. Die Auswertung erfolgte an Tag 0, 2 und 4.
Die Abbildung 18 zeigt reprasentative Aufnahmen der CAL-33 Zellen. Am zweiten Tag war
bei den unbehandelten Kontrollzellen keine glatte Begrenzung der Wunde mehr nachweisbar
und es zeigte sich bereits ein teilweiser Verschluss der Wunde. Ahnliche Effekte wurden nach
der Behandlung mit 5-FU, Palbociclib und deren Kombination beobachtet. Am Tag 4 war
sowohl bei den Kontrollen als auch bei den mit 5-FU, Palbociclib und deren Kombination
behandelten Zellen eine konfluierende Zellschicht zu sehen. Im direkten Vergleich der beiden
Substanzen zeigte 5-FU eine geringfiigig stirkere wachstumshemmende Wirkung. Bei der
Behandlung mit Dinaciclib war am 4. Tag die Wunde weitestgehend erhalten bzw. wurde
hauptsachlich Zelldebris detektiert, was in Analogie zu den Vorbefunden einen starken
zytotoxischen Effekt aufgezeigt. Dies gilt in identischer Weise fur die Kombinations-
behandlungen mit Dinaciclib, bei denen ebenfalls nahezu kein Verschluss der Wunde
detektierbar war. Dies war unabhangig von der verwendeten Kombination (d.h. mit Palbo-
ciclib oder 5-FU).

Abbildung 18: Scratch Assay von CAL-33-Zellen bei Mono- bzw. simultaner Kombi-
nationstherapie mit Zytostatika und CDKI.

K F P D D+P  D+F  P+F

Tag 0

Tag2

Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen der Wunde an Tag 0, 2 und 4 nach
Monotherapie bzw. simultaner Kombinationstherapie der Zellen mit Zytostatika und CDKI. Die
Zellen in der Kontrollgruppe wurden nicht behandelt. OriginalvergroBerung 10-fach. K —
Kontrolle, F — 5-FU: 2460 nM, P — Palbociclib: 1000 nM, D — Dinaciclib: 25 nM.
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4.5 Proteinexpression

Es wurde der Einfluss der Zytostatika bzw. CDKI auf die Expression der Proteine
CDK2/4/6/7/9 muttels Western Blot untersucht. Als Kontrolle diente a-Tubulin. Die Zellen
wurden fiir 24 h mut 5-FU, Cisplatin, Palbociclib bzw. Dinaciclib behandelt. Als Kontrolle
wurden unbehandelten Zellen mitgefiihrt. Die Abbildung 19 zeigt die Proteinbanden fiir die
Zellimen CAL-33 und Detroit 562. Bei beiden Zelllinien zeigte sich ein deutlicher Effekt
nach Behandlung mit Dinaciclib. Durch diesen global wirkenden CDKI wurde die Expression
der untersuchten CDK deutlich reduziert. Palbociclib bewirkte lediglich eine marginale
Veranderung in der Proteinexpression von CDK2. Interessanterweise erzielte auch die
Behandlung mit den beiden Zytostatika ber den CAL-33-Zellen Veranderungen in der
Abundanz der untersuchten CDK. 5-FU reduzierte CDK4/6/9. Cisplatin hemmte CDK4 und
CDKG6.

CAL-33 Detroit 562
K D P F C K D P F C
W S— — — — | v—— — v— — = | g_Tubulin (55)
CDKOY (42)
CDK7 (40)
CDK2 (33)
CDKG (36)
CDK4 (30)

Abbildung 19: Western Blot-Analyse der Proteinexpression von CDK?2/4/6/7/9 an CAL-33-
und Detroit 562-Zellen nach der Behandlung mit Zytostatika bzw. CDKI.

Der Nachweis der Proteinexpression von CDK2/4/6/7/9 erfolgte nach Behandlung der Zellen
mit Zytostatika bzw. mit CDKI 1n einem Zyklus (24 h). Die Zellen der Kontrollgruppe wurden
nicht behandelt. Als Kontrolle diente der Nachweis von a-Tubulin. Die Proteingréfien in kDa
sind 1n Klammern hinter der Proteinbezeichnung angegeben. K — Kontrolle, D — Dinaciclib:
25 oM, P — Palbociclib: 1000 nM, F — 5-FU: 2460 oM, C — Cisplatin: 156 nM.
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4.6 Nachweis von Autophagie

In weiterfithrenden Untersuchungen wurde der Einfluss der Behandlung mit Zytostatika bzw.
CDKI auf die Induktion von Autophagie erfasst. Die Zellen wurden dazu mit Acridinorange
und Calcein AM angefarbt. Das in sauren Vesikeln akkumulierte Acridinorange luminesziert
rot und zeigt autophagozytotische Aktivitat an (84). Das durch intrazellulire Esterasen
umgewandelte Calcein 1st griin fluoreszierend und zeigt bei Detektion vitale Zellen an (85).
Da es Die Zelllinien CAL-33 und Detroit 562 wurden fiir 24 h nut den Zytostatika 5-FU bzw.
Cisplatin oder den CDKI Palbociclib bzw. Dinaciclib behandelt. Als Konfrolle wurden
unbehandelte Zellen mitgefiihrt. Nach der Behandlung wurden die Zellen mit emnem Laser-
Scanning-Mikroskop untersucht und fotografisch dokumentiert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 20 dargestellt. Die Behandlung fiihrte zelllimenspezifisch zu einem Anstieg rot-
orange angefarbter Zellkompartimente. Insgesamt konnte durch alle vier Substanzen eine
Zunahme der autophagozytotischen Aktivitat festgestellt werden. Be1 den CAL-33-Zellen
(Abb. 20A) induzierten besonders S-FU, Cisplatin und Palbociclib Autophagie. Bei den
Detroit 562-Zellen (Abb. 20B) waren die Unterschiede zu den Zellen aus der Kontrolle
weniger stark ausgepragt. Des Weiteren wurden nach der Behandlung morphologische
Veranderungen nachgewiesen. In Ubereinstimmung mit den Vorbefunden fithrte Dinaciclib
zu emer deutlichen Abnahme der Zellzahl Residuale Zellen zeigten vermehrt eine
Zytoplasmaschwellung, Vakuolen und veranderte Zellkerne. Teilweise waren die Zellen
unregelmaBig begrenzt und bereits lysiert.
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Detroit 562

B

Abbildung 20: Acridinorangefirbung zum Nachweis von Autophagie nach Monotherapie
mit Zytostatika bzw. CDKI

Laser-Scanning-Mikroskop-Aufnahmen der Zelllinien A) CAL-33 und B) Detroit 562. Die
Behandlung der Zellen erfolgte in emnem Zyklus (24 h) mit Zytostatika bzw. CDKI. Die Zellen
wurden mit Acridinorange (orange-rot) und Calcein (griin) gefarbt. Als Kontrolle wurden un-
behandelte Zellen mitgefithrt. Skala: 20 pym; K — Kontrolle, F — 5-FU: 2460 nM_, C — Cisplatin:
156 nM, P — Palbociclib:- 1000 nM_ D — Dinaciclib: 25 nM_
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4.7 Durchflusszytometrie

4.7.1 Phinotyp

Es wurde die Veranderung des Phanotyps von CAL-33- und Detroit 562-Zellen nach Behand-
lung mut Zytostatika bzw. CDKI untersucht. Dafiir erfolgte die Besttmmung der Abundanz
der Oberflichenprotemme CTLA-4, B7-H3 und PD-L1 muttels Durchflusszytometrie. Hierzu
wurden die Zellen fiir 24 h mut 5-FU, Cisplatin, Palbociclib bzw. Dinaciclib behandelt. In
Abbildung 21 1st die quantitative Auswertung dargestellt.

Die basale Expression von CTLA-4 ist mit 10 % bei beiden Zelllinien nmiedrig. Nach
Behandlung nut Cisplatin wurde dieses Immuncheckpoint-Molekiil auf den CAL-33-Zellen
vermehrt nachgewiesen (49,9 %). Die anderen Substanzen bewirkten nur einen leichten
Anstieg auf 199 % (5-FU und Palbociclib) und 14,9 % (Dinaciclib). Bet den Detroit 562-
Zellen zeigte sich durch alle Substanzen emne ca. 4-fach hohere Abundanz von CTLA-4.

Das anti-inflammatorische Immuncheckpoint-Molekiil B7-H3 wurde von den Zelllinien
unterschiedlich stark exprimiert und hatte emne hohere basale Abundanz auf den Detroit 562-
Zellen (68,5 % vs. 12,8 % CAL-33). Die Behandlung mit Palbocichib und Dinacichib hatten
bei beiden Zelllinien keinen signifikanten Einfluss auf die Abundanz von B7-H3. Dies galt in
ahnlicher Weise fir die beiden Zytostatika, welche nur eine geringe Reduktion von B7-H3
bewirkten (Abb. 21).

PD-L1, welches ein Zielmolekiil fiir AK-basierte Immuntherapien darstellt, wurde auf beiden
Zelllinien in hoher Abundanz detektiert (CAL-33: 96,63 %, Detroit 562: 85,90 %). Die
Substanzbehandlungen veranderten das Expressionsprofil nur marginal, ohne Vorteil der
CDKI gegeniiber den Zytostatika.
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Abbildung 21: Einfluss von Zytostatika und CDKI auf den Phinotyp von CAL-33- und
Detroit 562-Zellen.

Quantitative Darstellung der Abundanz von CTLA-4, B7-H3 und PD-L1 nach Behandlung von
CAL-33-Zellen (hellgrau) und Detroit 562-Zellen (dunkelgrau). Die Behandlung mit den

Zytostatika und CDKI erfolgte in einem Zyklus (24 h). Die Ergebnisse sind dargestellt als
Mittelwert £ SD aus n = 3 unabhingigen Versuchen. Statistisch ausgewertet wurde mit dem
ungepaarten t-Test (two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelte Zellen). Die
Signifikanzen gegeniiber der Kontrolle sind durch p < 0,05 = * gekennzeichnet. K — Kontrolle,
F — 5-FU: 2460 nM, C — Cisplatin: 156 nM, P — Palbociclib: 1000 nM, D — Dinaciclib: 25 nM.

Be1 den Zelllinien FaDu und PE/CA-PJ15 (s. Anhang Abb. 42) zeigte sich folgendes Bild:
Das CTLA-4-Level wurde durch die Behandlung mit Zytostatika und CDKI erhoht. Beide
Zelllinien zeigten wie Detroit 562 eine hohe basale Abundanz von B7-H3. Die beiden CDKI
Dmaciclib und Palbociclib fiihrten zu emer Herunterregulation bei den FaDu-Zellen. Die
Zytostatika hingegen hatten kaum Einfluss auf die B7-H3-Expression. Be1 den PE/CA-PJ15-
Zellen wurden insbesondere nach den Zytostatikabehandlungen verringerte B7-H3-Expres-
sionslevel detektfiert (s. Anhang Abb. 42). PD-L1 wurde ebenfalls auf beiden Zelllimen in
hohem MaB nachgewiesen und durch die eingesetzten Substanzen nur wenig beeinflusst.
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Veranderungen der PD-L1-Expression wurden primar bei den PE/CA-PJ15-Zellen beob-
achtet. Alle Testsubstanzen bewirkten dort eine moderate Abnahme des Anteils PD-L1-
positiver Zellen (s. Anhang Abb. 42).

Zusammenfassend wurde be1 allen vier HNSCC-Zelllinien eine hohe Abundanz von PD-L1
und ein individuelles Profil von B7-H3 idenfifiziert, welches durch Zytostatika und CDKI
unterschiedlich moduliert wurde.

4.7.2 Apoptose- / Nekrosebestimmung

Im Rahmen der weiterfiihrenden Untersuchungen wurden die zytotoxischen Effekte der
Zytostatika und der CDKI naher charakterisiert. Die Apoptose- / Nekrosebestimmung erfolgte
exemplarisch an den Zelllimen CAL-33 und Detroit 562. Es wurde das Verfahren der
Durchflusszytometrie unter Verwendung der fluoreszierenden Farbstoffe Yo-Pro1 und
Propidiumjodid (PI) eingesefzt, um apoptotische von nekrotischen Zellen zu diskriminieren.
Durch Auswertung der Fluoreszenzsignale konnten folgende Zellpopulationen unterschieden
werden: vitale (Yo-Pro 1/PI: -/-), frith-apoptotische (Yo-Pro 1/PI: +/-), spat-apoptotische (Yo-
Pro 1/PI: +/+) und nekrotische (Yo-Pro 1/PI: -/+) Zellen. Die Behandlung erfolgte einmalig
fiir 24 h bzw. 72 h mit 5-FU, Cisplatin, Palbociclib bzw. Dinaciclib. Die Konzentrationen
wurden auf Grundlage der IC3-Werte aus den vorangegangenen Versuchen gewahlt und
konnen der Tabelle 5 (Punkt 3.7.3) entnommen werden. In Abbildung 22 1st stellvertretend
das Ergebmis der Durchflusszytometrie der Zelllime Detroit 562 nach Behandlung mit
Dinaciclib dargestellt. Bei der unbehandelten Kontrolle waren erwartungsgemaB > 90 % der
Zellen vital (linker unterer Quadrant, LL). Ca. 5 % der Zellen waren spat-apoptotisch und
rund 3 % mnekrotisch (beide oberen Quadranten, UR und UL). Es wurden <1 % friih-
apoptotische Zellen (LR) detektiert. Durch die Behandlung mit Dinaciclib reduzierte sich der
Anteil vitaler Zellen auf 13,7 % (LL). Rund zwe1 Drittel (67,2 %) der Zellen waren nekrotisch
und 16,5 % apoptotisch. Frith-apoptotische Zellen wurden nur in geringem Anteil von 2,6 %
detektiert.
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Abbildung 22: Reprisentative DotPlots der durchflusszytometrischen Apoptose-/
Nekrosebestimmung von Detroit 562-Zellen nach Behandlung mit Dinaciclib.

Dargestellt 1st der Einfluss von Dinaciclib auf den Anteil apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen
be1 Detroit 562-Zellen. Die Behandlung mit Dinaciclib (25 nM) erfolgte fiir 72 h. Die Zellen in
der Kontrollgruppe wurden nicht behandelt. Es sind die Fluoreszenzsignale von Yo-Pro 1 und
Propidiumjodid (PI) dargestellt. Die vier Quadranten zeigen die Population an vitalen
(Yo-Pro 1/PI: -/-; LL), frith-apoptotischen (Yo-Pro 1/PI: +/-; LR), spit-apoptotischen (Yo-
Pro 1/PI: +/+; UR) und nekrotischen (Yo-Pro 1/PI: -/+; UL) Zellen.

In der Abbildung 23 ist der prozentuale Anteil frith-apoptotischer, spat-apoptotischer und
nekrotischer Zellen fiir die Zelllimen CAL-33 und Detroit 562 dargestellt. Nach 24-stiindiger
Behandlung zeigte sich bei den CAL-33-Zellen insgesamt ein geringer Anstieg avitaler
Zellen. Dinaciclib hatte dabei den grofiten zytotoxischen Effekt mut signifikanter Zunahme
der frith-apoptotischen Zellen Nach 72 h domunierte der nekrotische Zelltod. 5-FU zeigte
nach 72 h den stirksten Effekt mit einem Anteil an nekrotischen Zellen von 424 % (vs.
Kontrolle: 3,1 %). Nach Behandlung mit den Zytostatika bzw. CDKI wurden auch vermehrt
spat-apoptotische Zellen erfasst.

Bei den Detroit 562-Zellen fithrte bereits die 24-stindige Behandlung mit Dinaciclib zu einem
deutlichen Anstieg an avitalen Zellen Hierbei wurden signifikant mehr frith-apoptotische
(11,8 % vs. Kontrolle: 2,0 %) und nekrotische Zellen nachgewiesen (15,9 % vs. Kontrolle:
4.9 %). Dieser Effekt war nach 72h noch deutlicher ausgepriagt und filhrte zu emer
Verschiebung von der Apoptose zur Nekrose. Der Anteil nekrotischer Zellen stieg auf 70,7 %
(vs. Kontrolle: 5,2 %). Die anderen drei Substanzen 5-FU, Cisplatin und Palbociclib filhrten
nach 24-stindiger Behandlung zu einem maBigen Anstieg an nekrotischen Zellen,
wohingegen sich der Anteil apoptotischer Zellen im Vergleich zur Kontrolle kaum veranderte.
Nach 72 h zeigten sich ahnliche Ergebnisse mut moderater Zunahme des Anteils avitaler
Zellen.
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Abbildung 23: Quantitative Apoptose- / Nekrosebestimmung von CAL-33- und
Detroit 562-Zellen.

Die Behandlung mit Zytostatika und CDKI erfolgte fiir 24 h bzw. 72 h. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil frith-apoptotischer (hellgrau, Signifikanzsymbol: *), spit-apoptotischer
(gestreift, Signifikanzsymbol: +) und nekrotischer (dunkelgrau. Signifikanzsymbol: #) Zellen
bezogen auf die Gesamtzellpopulation. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert £ SD aus
n =3 unabhidngigen Versuchen. Statistisch ausgewertet wurde mit dem ungepaarten t-Test
(two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelte Zellen). K — Kontrolle, F — 5-FU:
2460 nM. C — Cisplatin: 156 nM. P — Palbociclib: 1000 M, D — Dinaciclib: 25 nM.

Zusammenfassend wurde zunachst eine Apoptose nachgewiesen, welche be1 langerer Behand-
lungszeit in eine Nekrose fiberging. In Ubereinstimmung mit den zuvor erhobenen Befunden
(Vgl. Punkt 4.2) wirkte Dinaciclib insbesondere gegeniiber den Detroit 562-Zellen zyto-
toxisch, wobe1 die Dauer der Behandlung mut der Anzahl avitaler Zellen korrelierte. Die

CAL-33-Zellen reagierten weniger stark auf die Behandlung und ebenfalls erst nach 72 h,
wobei vornehmlich nekrotische Zellen nachweisbar waren.
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4.7.3 Zellzyklusanalyse

In Erginzung zur Quantifizierung von Apoptose und Nekrose wurde der Einfluss der
Behandlung auf die emzelnen Zellzyklusphasen der Zelllimen CAL-33 und Detroit 562
untersucht. Die Zellen wurden mut 5-FU, Cisplatin, Palbociclib bzw. Dinaciclib einmalhig fur
24 h bzw. 72 h behandelt. Die Konzentrationen wurden auf Grundlage der IC30-Werte aus den
vorangegangenen Versuchen gewihlt und konnen Tabelle 5 (Punkt 3.7.3) entnommen
werden. Nach dem Anfarben der DNA mut PI wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie
untersucht. In Abbildung 24 ist der prozentuale Anteil an Zellen in der GO/G1-Phase
(hellgrau; Sigmifikanzsymbol: *), S-Phase (gestreift; Sigmfikanzsymbol: +) und G2/M-Phase
(dunkelgrau; Signifikanzsymbol: #) bezogen auf die Gesamtzellpopulation gezeigt. Bei den
unbehandelten Kontrollen der CAL-33-Zellen war die Verteilung der Zellzyklusphasen wie
folgt: etwa die Halfte in der GO/G1-Phase, ca. 10 % in der S-Phase und 40 % in der G2/M-
Phase. Die 24-stindige Behandlung mut 5-FU, Palbociclib und Dinaciclib fithrte zur
marginalen Verschiebung des Zellzyklus mit hoherem Anteil an Zellen in der GO/G1-Phase
und Abnahme der Zellen in der G2/M-Phase (Abb. 24). Nach 72 h Behandlung mit 5-FU und
Dmaciclib verstarkte sich dieser Effekt ber den CAL-33-Zellen. Insgesamt wurde im
Vergleich zur Kontrolle nur noch emn Dnttel an Zellen detektiert. In Analogie zu den
Befunden der Apoptose- / Nekrosebestimmung wurden auch hier vermehrt Zellen mit Sub-
G1-Peak-DNA-Gehalt erfasst (=awvitale Zellen). Residuale Zellen waren prniméar in der
GO/G1-Phase arretiert. Palbociclib hatte eine schwachere Wirkung als 5-FU und Dinaciclib.
Cisplatin hatte weder nach 24 h, noch nach 72 h emen Einfluss auf den Zellzyklus.

Bei1 der Zelllime Detroit 562 zeigte die 24-stundige Behandlung mit den beiden Zytostatika
5-FU und Cisplatin insgesamt eine geringe Wirkung. Es kam zur geringen Zunahme des
Anteils der Zellen in der GO/G1-Phase und Abnahme des Anteils an Zellen in der G2/M-
Phase. Nach der Behandlung mit Palbociclib zeigten sich nach 24 h kaum Verdnderungen. Be1
Dinaciclib hingegen wurde nach der Behandlung starke Effekte beobachtet: Schon bei einer
Behandlungszeit von 24 h wurden mnsgesamt nur rund halb so viele Zellen detektiert (ca. 50 %
= 1m Sub-G1 Peak, avital). 33,5 % der residualen Zellen waren in der GO/G1-Phase (vs.
Kontrolle: 56,2 %). Dieser Effekt verstarkte sich nach 72 h. Insgesamt konnten nur noch
21,5 % Zellen fur die Zellzyklusanalyse erfasst werden. Von diesen war die Mehrzahl in der
G0/G1-Phase. Nach 72 h hatte Palbociclib emne #hnlich starke Wirkung wie Dinacichib.
Insgesamt konnten nur noch 25,5 % Zellen detektiert werden, die zum Hauptteil in der
GO/G1-Phase arretiert waren.
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Interessanterweise hatte 5-FU nach 72 h beir den Detroit 562-Zellen im Gegensatz zu den
CAL-33-Zellen keinen so starken Einfluss auf den Zellzyklus. Allerdings zeigte das zweite
Zytostatikum Cisplatin bei den Detroit 562-Zellen einen signifikanten Effekt, anders als be1
den CAL-33-Zellen.
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Abbildung 24: Quantitative Zellzyklusanalyse von CAL-33- und Detroit 562-Zellen.

Die Behandlung mit Zytostatika und CDKI erfolgte 1n einem Zyklus fir 24 h bzw. 72 h. Es wird
der prozentuale Anteil an Zellen in den Zellzyklusphasen G0/G1-Phase (hellgrau, Signifikanz-
symbol: *), S-Phase (gestreift, Signifikanzsymbol: +) und G2/M-Phase (dunkelgrau, Signifi-
kanzsymbol: #) bezogen auf die Gesamtzellpopulation gezeigt. Die Ergebnisse sind dargestellt
als Mittelwert = SD aus n = 3 unabhingigen Versuchen. Statistisch ausgewertet wurde mit dem
ungepaarten t-Test (two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelte Zellen).

K — Kontrolle, F — 5-FU: 2460 nM, C — Cisplatin: 156 nM, P — Palbociclib: 1000 nM, D —
Dinaciclib: 25 oM.
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4.7.4 Nachweis von Calreticulin

Em weiterer Aspekt der Arbeit adressierte die Frage, ob infolge der Behandlung nut
Zytostatika bzw. CDKI be1 den HNSCC-Zellen ein immunogener Zelltod ausgelost wird. Der
Nachweis von transloziertem Calreticulin dient als spezifischer Marker und kann mmttels
Durchflusszytometrie erfasst werden. Hierfir wurden die Zellen der Zelllinien CAL-33 und
Detroit 562 mut einem anti-Calreticulin-Antikorper und emem fluoreszierenden Sekundar-
antikorper angefirbt. Die Zellen wurden mut 5-FU, Cisplatin, Palbociclib bzw. Dinaciclib far
24h behandelt. Die Konzentrationen wurden auf Grundlage der IC;-Werte aus den
vorangegangenen Versuchen gewahlt und konnen Tabelle 5 (Punkt 3.7.3) entnommen
werden. Es ist der prozentuale Anteil Calreticulin-positiver Zellen nach der Behandlung fiir
die Zellllmen CAL-33 und Detroit 562 dargestellt (Abb. 25). Die basale Abundanz von
transloziertem Calreticulin 1st mit einem etwa 10-fach hoherem Anteil an Calreticulin-
positiven Detroit 562-Zellen zelllimienspezifisch (Detroit 562: 11,5 % vs. CAL-33: 0,8 %).
Die Behandlung mit den CDKI induzierte bei beiden Zelllinien eine Calreticulin-
Translokation, welche starker ausgepragt war als be1 den beiden Zytostatika. Dinaciclib fithrte
im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen zu emnem 12-fachen Anstieg an Calreticulin-
positiven CAL-33 Zellen. Be1 den Detroit 562-Zellen zeigte sich annahernd eine Verdop-
plung.
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Abbildung 25: Quantitativer Nachweis von Calreticulin bei CAL-33- und Detroit 562-
Zellen nach Monotherapie mit Zytostatika bzw. CDKI.

Die Behandlung mit Zytostatika bzw. CDKI erfolgte in einem Zyklus fiir 24 h. Die Ergebnisse
sind dargestellt als Mittelwert + SD aus n = 3 unabhingigen Versuchen. Statistisch ausgewertet
wurde mit dem ungepaarten t-Test (two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelte
Zellen). Die Signifikanzen gegeniiber der Kontrolle wurden durch p < 0.05 = * gekennzeichnet.
K — Kontrolle, F — 5-FU: 2460 nM, C — Cisplatin: 156 nM, P — Palbociclib: 1000 nM, D —
Dinaciclib: 25 oM.
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4.7.5 In vitro-Ko-Kultur mit PBMC

In emem finalen Versuch erfolgte eine allogene Ko-Kultur von HNSCC-Zellen (CAL-33 und
Detroit 562) mit PBMC von vier Spendemn. Im simultanen und metronomischen Behand-
lungsansatz sollten potentielle Therapie-bedingte autormmunologische Effekte erfasst werden.
Be1 dem simultanen Behandlungsansatz wurden die Substanzen zeitgleich mit den PBMC zu
den Zellen gegeben und 72h lang mkubiert Beim metronomischen Behandlungsansatz
wurden die Zellen emnmalig fir 24 h mit den Zytostatika und CDKI vorbehandelt und
anschliefend nach Substanzgabe fiir 72 h mut den PBMC inkubiert. Die Konzentrationen
wurden auf Grundlage der IC3-Werte aus den vorangegangenen Versuchen gewahlt und
konnen Tabelle 5 (Punkt 3.7.3) entnommen werden. Nach Farbung der Zellen mut PI erfolgte
die Auswertung muttels Durchflusszytometrie. In Abbildung 26 1st der prozentuale Anteil an

positiven Zellen normalisiert zur Kontrolle
behandelt, aber mit PBMC ko-kultiviert.

dargestellt. Die Konfrollzellen wurden micht
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Abbildung 26: Ko-Kultur von CAL-33- und Detroit 562-Zellen mit PBMC.

Die HNSCC-Zellen wurden mit PBMC von vier Spendern 1m simultanen (keine Vorbehandlung)
und 1m metronomischen (Vorbehandlung der HNSCC-Zellen, 24 h) Behandlungsansatz
ko-kultiviert und mit Zytostatika bzw. CDKI in einem Zyklus (72 h) behandelt. K — Kontrolle,
F — 5-FU: 2460 nM, C — Cisplatin: 156 nM, P — Palbociclib: 1000 nM, D — Dinaciclib: 25 nM.

Die Behandlung mut Cisplatin bzw. Palbociclib erzielte vergleichbare Effekte, nut deutlicher
Abnahme des Anteils an Tumorzellen auf 30-10 % be1 drei von vier Spendern. Die Ko-Kultur
nut 5-FU war msgesamt weniger wirksam Die Behandlung der Zellen nut Dinaciclib fiihrte
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spendenunabhangig zur massiven Reduktion der Tumorzellzahl. Bei beiden Zelllinien lag der
Anteil posifiver Zellen bezogen auf die Kontrollgruppe unter 2 %.

In Analogie zu den Vorbefunden der Monotherapie (Punkt 4.1.1.) waren die Detroit 562-
Zellen gegeniiber S-FU erneut weniger responsiv verglichen mit den CAL-33-Zellen.
Obgleich bei drei von vier Spendem vergleichbare Befunde erhoben wurden, erzielte die Ko-
Kultur mut Spender 2 wemger starke zytotoxische Effekte. Unabhingig vom verwendeten
Therapeutikum wurde bei Spender 2 bei fast allen Ansitzen ein hoherer Anteil positiver
Zellen detektiert.

Der Vergleich der Daten von der simultanen und der metronomischen Substanzgabe zeigte
ber beiden Zelllinien marginale Unterschiede. Die Vorbehandlung mit Cisplatin bzw.
Palbociclib erhéhte jedoch die Sensitivitat gegeniiber einer Immunzell-vermittelten Lyse mit
resultierender Reduktion des Anteils residualer Tumorzellen.
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5 Diskussion

Um die multimodale und kombinierte Therapie von HNSCC-Patienten basierend auf chirur-
gischen Interventionen sowie Strahlen- und Chemotherapie moglichst effektiv, zielgerichtet
und personalisiert zu gestalten, wird stetig an neuen Therapieansatzen geforscht. Die bereits
identifizierten, in HNSCC haufig vorkommenden Genveranderungen und deren Einfluss auf
bekannte Signalwege bieten Angniffspunkte fiir potentiell wirksame Substanzbehandlungen.
Zu den Zielstrukturen gehoren Elemente von Signalkaskaden, die unter anderem im
Zusammenhang mit Prozessen der Proliferation, Invasion, Differenzierung und Zellzyklus-
regulation stehen (6). So stellen Cyclin-abhangige-Kinasen (CDK) durch ihre zentrale Rolle
mn der Kontrolle des Zellzyklus eine vielversprechende Zielstruktur dar. Die Wirksamkeit von
Cyclin-abhangige-Kinase-Inhibitoren (CDKI), die selektiv fur CDK4/6 sind, wurde fiir andere
Tumorentititen schon belegt, sodass bereits dret CDKI fiir die klinische Krebstherapie
zugelassen sind (56, 58). Erste praklinische Daten bestatigten iiberdies deren Wirksamkeit be1
HNSCC-Zellen (59). Diese Arbeit beschiftigte sich daher mut der antitumoralen und
immunmodulatorischen Wirkung von CDKI auf HNSCC-Zellen in Mono- und Kombinations-
therapie in vitro. Das Ziel war es, potentiell synergistische Effekte und insbesondere eine
verbesserte Sensitivitit gegeniber CDKI durch die Kombmation mit konventionellen
Zytostatika sowie den Unterschied zwischen simultaner und metronomischer Behandlung zu
untersuchen.

5.1 Einfluss von Zytostatika auf die Biomasse von HNSCC-Zellen
in vitro

Chemotherapeutika sind in der Behandlung von Krebspatienten kaum verzichtbar und auch in
der HNSCC-Therapie werden Zytostatika imn Abhangigkeit vom Tumorstadium neben der
Chirurgie und Strahlentherapie standardmaBig eingesetzt (16). Die alleinige Chemotherapie
vor allem als Einzelsubstanzgabe spielt dabe1 eher eine untergeordnete Rolle und kommt nur
i der palliativen Therapie beim fortgeschrittenen Tumorstadium zum Tragen. Demgegeniiber
ist der Einsatz von Zytostatika als erganzende bzw. kombinierte Therapie vorteilhaft (16, 38,
39). Metaanalysen bestatigten die positive Wirkung der erganzend zur lokoregionalen
Behandlung angewandten Chemotherapie fir alle Tumorlokalisationen mnerhalb der Gruppe
der HNSCC (86, 87). So wird beispielsweise auch die zielgerichtete Therapie mit Cetuximab
haufig it emer Chemotherapie kombiniert (45, 88). Seitdem in mehreren Studien ein Vorteil
in der Uberlebenszeit bei kombinierter Behandlung mit Chemotherapie und Bestrahlung
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nachgewiesen werden konnte, wurde die simultane Radiochemotherapie ein fester Bestandteil
der Standardtherapie von HNSCC-Patienten (89).

Als Grundlage fiir die nachfolgenden Kombinationsversuche mut Zytostatika und CDKI
wurde in dieser Arbeit die Chemoresponsivitat von vier HNSCC-Zelllinien aus verschiedenen
Ursprungsregionen gegeniiber den Zytostatika 5-FU, Cisplatin und Gemcitabin evaluiert. Es
konnte nmuttels Auswertung der Konzentrations-Wirkungs-Kurven eine zelllinienspezifische
und dosisabhangige Wirksamkeit festgestellt werden. Diese individuellen Antworten auf die
zytotoxische Behandlung spiegeln die Heterogenitit der Gruppe der HNSCC wider. Neben
der Behandlung in emem Zyklus fiir 72 h wurde die zweifache Behandlung (zwei Zyklen,
2 x 72 h) untersucht, da die Chemotherapie in klinischer Anwendung tblicherweise auch in
mehreren Zyklen erfolgt. Wie zu erwarten, zeigte sich eine deutlich stirkere Wirkung durch
die zweifache Behandlung im Vergleich zur emnfachen. Die Behandlung mut 5-FU ergab in
dem gewahlten Konzentrationsbereich fiir alle Zelllinien eine konzentrationsabhangige
Biomassereduktion. Allerdings konnte bei den Zelllinien CAL-33 und FaDu eine hohere
Sensitivitat gegeniiber der 5-FU-Behandlung nachgewiesen werden als beir den Detroit 562-
und PE/CA-PJ15-Zellen. Diese Ergebnisse bestatigen Angaben in bereits veroffentlichter
Literatur. So beschrieben auch Matijevié¢ et al. fir die Zelllinien FaDu und Detroit 562
Unterschiede 1 der Sensitivitat gegeniiber 5-FU (90). Es wurden fiir die FaDu-Zellen nut
unseren Ergebnissen vergleichbare ICsp-Werte in der Literatur angegeben und auch in Bezug
auf die Behandlungskonzentrationen von 5-FU und Cisplatin sind fiir in vitro-Versuche mit
FaDu-Zellen vergleichbare Konzentrationen zu finden (91, 92).

Pignon et al. berichteten in emer Metaanalyse zur Chemotherapie be1 HNSCC, dass i der
in vivo-Monochemotherapie Cisplatin 1m Vergleich zu anderen Zytostatika wie 5-FU
signifikant starkere Effekte erbringt und den anderen Substanzen vorgezogen werden sollte
(93). Auch in unseren Ergebmissen zeigte sich ber der Behandlung nut Cisplatin emn
Unterschied gegeniiber den anderen beiden Zytostatika. Die zelllimienspezifische Sensitivitat,
die be1 5-FU und Gemcitabin nachgewiesen wurde, fand sich nicht bei der Behandlung nut
Cisplatin. Es zeigte sich be1 allen vier Zelllinien eine ahnlich starke und konzentrations-
abhangige Wirkung auf die zellulire Biomasse. Bei der einfachen Behandlung war die
hochste getestete Konzentration nicht ausreichend, um eine Reduktion von 50 % zu erreichen,
doch be1 zweifacher Behandlung zeigten alle vier Zelllinen emne gute Chemoresponsivitat. Es
bestatigte sich damut emne generelle gute Wirksamkeit gegeniiber HNSCC-Zellen unabhangig
von deren Ursprungsregion und der Heterogenitit dieser Tumorentitat. Das Auftreten des
zelllinlenspezifischen Wirkmusters ber 5-FU und Gemcitabin 1m Gegensatz zu Cisplatin
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konnte darin begriindet sein, dass sie beide zur Gruppe der Antimetaboliten gehéren und
somit einen dhnlichen Wirkmechanismus aufweisen (43, 44).

Die einfache Behandlung nut Gemcitabin zeigte dhnlich wie 5-FU eme starkere Antwort be1
den zwei Zelllimen CAL-33 und FaDu als bei Detroit 562 und PE/CA-PJ15. Bei der
zweifachen Behandlung bewirkten schon die kleinsten Konzentrationen bei allen wvier
Zelllinien eme starke Reduktion der Biomasse auf unter 50 % (genormt auf die unbehandelte
Kontrollgruppe) und es konnten innerhalb des gewahlten Konzentrationsbereiches im
Gegensatz zur einfachen Behandlung nur marginale Sensitivitatsunterschiede zwischen den
Zellinien festgestellt werden. Es ist fraglich ob das Verwenden von noch geringeren
Konzentrationen auch bei der zweifachen Behandlung zu zelllinienspezifischen Unterschie-
den fiithren wiirde. In dem von uns gewahlten Konzentrationsbereich konnte insgesamt keine
konzentrationsabhangige Wirkung gezeigt werden.

Zusammenfassend konnte in den Monotherapieversuchen bei allen drei Zytostatika eine gute
Chemoresponsivitit gezeigt und anhand der Konzentrations-Wirkungs-Kurven die
Konzentrationen fiir die anschlieBenden Kombinationstherapieversuche ermittelt werden. Die,
in den folgenden Versuchen verwendeten Konzentrationen lagen im Bereich der ICsp- bis
IC;0-Werte.

5.2 Weitere basale Charakterisierung der HNSCC-Zellen
5.2.1 Radiosensitivitat

Bei der Untersuchung der Radiosensitivitat zeigte sich bei allen vier Zelllinien eine Abnahme
der Biomasse der Zellen mit signifikanten Ergebnissen ab etwa 10 Gy. Be1 weiterer Ethohung
der Strahlendosis bis zur hochsten Dosis von 100 Gy wurde nur noch emne geringe oder
fehlende Zunahme des Effekts beobachtet und es kam zur Ausbildung eines Plateaus mit einer
Biomasse von ca. 40-50 % bezogen auf die unbehandelte Kontrollgruppe. Insgesamt konnte
eine mtrinsische Strahlenresistenz festgestellt werden, wobei1 sich die FaDu- und die PE/CA-
PJ15-Zellen als etwas sensifiver und die Detroit 562-Zellen sich als radioresistenter erwiesen.
Eine moghche Ursache hierfiir 1st die unterschuedliche Wachstumskinetik der einzelnen
Zelllinien. Bei den Zelllinien FaDu und PE/CA-PJ15 war diese deutlich geringer als be1 den
Detroit 562-Zellen. Die quantitative Biomassebestimmung erfolgte 72 h nach der Bestrah-
lung. Scherer et al. beschreiben, dass in proliferierenden Zellpopulationen die Mitoseraten bei
Bestrahlung abnehmen, wobei die Teilung bereits in Mitose befindlicher Zellen noch erfolgt,
aber keine neuen Prophasen stattfinden (94). AuBerdem wird beschrieben, dass eine
Verzogerung der Mitose durch Verlangerung des Generationszyklus erfolgt, die bis etwa
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15 Gy linear mut der Dosis ansteigt und danach etwa emne Generationszeit betrdgt. Daher
besteht bei langsamerer Wachstumskinetik be1 gleicher Strahlendosis eine grofere absolute
zeitliche Verzogerung der Proliferation (94, 95).

Gerade im fortgeschrittenem Stadium wird die Strahlentherapie oft in Form einer kombi-
nierten Radiochemotherapie angewandt und auch die Kombination mit der Antikérpertherapie
mit Cetuximab zeigte bereits ein verlingertes Uberleben bei Patienten nmut lokal fortge-
schrittenen HNSCC (16, 49). Bisherige Daten lassen vermuten, dass die Inhibition des
Cyclin D1-CDK4/6-INK4-RB-Signalwegs die Sensitivitit von Zelllinien gegeniiber der
Strahlentherapie erhohen konnte (55). Hagen et al. vermuteten auf Grund threr Unter-
suchungen an Brustkrebszellen, dass durch eine Inhibition von CDK4/6 der strahlenbedingte
Zelltod ansteigt, allerdings keine signifikante Veranderung der Progression des Zellzyklus
erfolgt (96). Es wire interessant auch bet HNSCC die Effekte der kombinierten Therapie in
Hinblick auf emne moglicherweise erhohte Radiosensitivitait bei kombinierter CDKI-
Behandlung in vifro zu evaluieren.

5.2.2 F-FDG-Aufnahme behandelter HNSCC-Zellen

Um die exakte Lokalisation und Grofe der Kopf-Hals-Tumoren im Rahmen des Staging zu
ermitteln und anschliefend einen Therapieplan zu erstellen, werden unter anderem die direkte
Naso-Pharyngo-Laryngoskopie sowie bildgebende Verfahren in Form von der Computer-
tomographie (CT) und Magnetresonanztomographie (MRT) verwendet (16). Schon vor
einigen Jahren bestatigten Lauenbach et al in ihrer Arbeit, dass sich in der *F-Fluor-
desoxyglukose-Positronen-Emissions-Tomographie (!*F-FDG-PET) in Primartumoren und
Lymphknotenmetastasen, die in der klimschen Untersuchung micht palpabel waren eine
gesteigerte '*F-FDG-Aufnahme zeigt und beschrieben die Moglichkeit das Staging von
HNSCC mit Hilfe dieses Tracers zu verbessern und damit die Therapie besser planen zu
konnen (72, 73). Dennoch besteht eine fortwahrende Debatte iiber den Einsatz des '*F-FDG-
PET/CT als Bestandteil der Routinediagnostik von lokal fortgeschrittenen HNSCC (97). Das
Haupteinsatzgebiet des "*F-FDG-PET/CT liegt bei HNSCC an anderer Stelle des Therapie-
managements, namlich i der Beurteilung des Verlaufs und des Therapieansprechens bei
Radiochemotherapie (97). Grundlage dafiir, die angestrebte Hemmung der Tumorproliferation
mit dem 'SF-FDG-PET/CT zu iiberpriifen, ist die Assoziation einer reduzierten *F-FDG-
Aufnahme des Tumors mit dem Ansprechen auf die Therapie. (98, 99). Damit eignet sich die
8F_FDG-PET-Bildgebung auch zum Uberwachen der Erkrankungsaktivitit und Vorhersagen
des Therapieansprechens bereits im frithen Verlauf der therapeutischen Interventionen (100).
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In dieser Arbeit wurde die '*F-FDG-Aufnahme nach 72-stiindiger Behandlung der HNSCC-
Zellen mit 5-FU bzw. Palbociclib untersucht, um einen moglichen Einfluss der Substanz-
klassen als Grundlage fiir in vivo-Versuche zu evaluieren. Dre1 der Zelllinien zeigten eine
Reduktion der 'F-FDG-Aufnahme durch die Behandlung mit 5-FU. Fiir diese drei Zelllinien
CAL-33, Detroit 562 und PE/CA-PJ15 passten die Ergebmisse zu den Vorbefunden aus den
Versuchen zur Chemoresponsivitat. Daber hatte CAL-33 mm Vergleich zu den anderen
Zelllinien nach der 5-FU-Behandlung in einem Zyklus die starkste Abnahme der zellularen
Biomasse gezeigt, was sich in der vergleichbar starken Abnahme der *F-FDG-Aufnahme
widerspiegelte. Die Zelllimen Detroit 562 und PE/CA-PJ15 wiesen i Bezug auf die
Biomasse eine geringere Responsivitit gegeniiber 5-FU auf, passend zu der gennger
ausgeprigten Verinderung in der 'SFFDG-Aufnahme nach 5-FU-Behandlung Auch
Dittmann et al. beschrieben in ihrer Arbeit zu OSC-1-Zellen (oesophageal squamous cell
carcinoma cells) eine moderate Reduktion der '*F-FDG-Aufnahme nach Behandlung mit
5-FU (98). Fir diesen Zusammenhang gibt es eine plausible Erklarung. Suttie et al
beschrieben 1n Bezug auf solide Tumoren, dass die Antwort auf die Chemotherapie, die 1m
SE_FDG-PET durch die reduzierte Aufnahme gekennzeichnet ist, sowohl im Zusammenhang
mit einem verringerten Zellgehalt des Tumors als auch einer verringerten *F-FDG-Aufnahme
pro Zelle bzw. der Kombination aus beidem stehen konnte (99). Beide Mechanismen wiirden
die Chemotherapie-induzierte Apoptose zum Ausdruck bringen. Zum emnen kommt es zur
Verringerung des Tumorvolumens, zum anderen besteht die Vermutung, dass die '*F-FDG-
Aufnahme 1n apoptotische Zellen geringer 1st als 1n vitale Zellen (99).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit erfolgte die Evaluierung der Chemoresponsivitit der
HNSCC-Zellen zunachst muttels Kristallviolettassay. Diese Methode gibt zwar quantitative
Ergebmisse 1n Bezug auf die Zellbiomasse, allerdings lassen sich danut keine Aussagen zur
Vitalitdt der detektierten Zellen treffen. In der von uns durchgefiihrten Apoptose- / Nekrose-
bestimmung zeigte sich fiir die CAL-33-Zellen emn starkerer Anteil apoptotischer und
nekrotischer Zellen als be1 den Detroit 562-Zellen nach der Behandlung mit 5-FU, was die
Ergebnisse der *F-FDG-Aufnahme untermauert.

Interessanterweise konnte bei den FaDu-Zellen eine moderate Zunahme der *F-FDG-
Aufnahme festgestellt werden. Fur diese Zelllinie war der Effekt von 5-FU auf die Biomasse
verhiltnismaBig genng, jedoch nachweisbar und stellt folglich keme Erklarung fur die
detektierte Steigerung der *F-FDG-Aufnahme durch die Behandlung dar. Einige Studien
berichten, dass die "*F-FDG-Aufnahme in manchen Tumoren, die auf die Chemotherapie
ansprechen, ansteigt (100). Dieses sogenannten metabolic flare-Phanomen wurde bereits in
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Tumoren in Verbindung mit der Radiotherapie, der hormonellen Therapie, Immuntherapie
und efwas weniger stark bei der Chemotherapie beschrieben (100). Es wird angenommen,
dass die Radio- und Chemotherapie invivo einen Anstieg der *F-FDG-Akkumulation
induzieren konnte, der durch inflammatorische Infiltrate bedingt 1st. Weiterhin wurde bei
in vitro-Versuchen ein Anstieg der '*F-FDG-Akkumulation nach Radiotherapie beschrieben
(101). Allerdings ergab diese Studie auch, dass Inhibitoren der mRNA und Proteinsynthese
diesen Anstieg unterdriicken. Das deutet darauf hin, dass der Anstieg des Glukosemeta-
bolismus iiber Prozesse der Genexpression laufen konnte (101).
Palbociclib bewirkte bei allen vier Zelllinien eine miBige Reduktion der *F-FDG-Aufnahme
und auch bei den Versuchen der quantitativen Bestimmung der Biomassereduktion nach
Behandlung mit Palbociclib zeigten alle Zelllinien dhnliches Verhalten. Der etwas starkere
Effekt be1 den Detroit 562-Zellen im Vergleich zu den CAL-33-Zellen passt zu den Befunden
der Apoptose- / Nekrosebestimmung. Die Detroit 562-Zellen wiesen einen hoheren Anteil an
apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen sowohl unbehandelt als auch nach Behandlung mit
Palbociclib auf. Bisher gibt es kaum Daten iiber den Nutzen eines '*F-FDG-PET-CT fiir die
Evaluierung des Therapieansprechens be1 Palbociclib. Laut den Ergebnissen von Taralli et al.
scheint es bei Brustkrebs nutzlich zu sein, um im Hinblick auf eine personalisierte Therapie
frihzeitig die Patienten herauszufiltern, ber denen die Palbociclibtherapie wegen eines
Krankheitsprogresses unterbrochen werden muss (102).
Theoretisch miisste die '*F-FDG-Aufnahme der unbehandelten Zellen bei beiden Therapie-
schemata gleich sein. Allerdings zeigten unsere Ergebnisse eine hohere *F-FDG-Aufnahme
der unbehandelten Zellen n der Versuchsrethe mit 5-FU als be1 der mit Palbociclib. Eine
mogliche Fehlerquelle 1st der verhaltmismaBig lange Transport von dem Labor, in dem unsere
Zellen kultiviert und therapiert wurden, zur Klimk und Polikhimik fur Nuklearmedizin der
Universitatsmedizin Rostock, in der die *F-FDG-Zugabe und die Messung erfolgte. Ebenso
konnten Temperaturschwankungen (Innen- vs. AuBentemperatur) eine Ursache fiir die unter-
schiedlichen Ergebnisse darstellen. Eimne Standardisierung der Versuchsbedingungen ist
zukiinftig wiinschenswert.
Diese Untersuchung sollte emen Einblick geben, wie sich die HNSCC-Zellen in Bezug auf
die '®F-FDG-Aufnahme nach Behandlung verhalten und eine Grundlage fiir weitere Versuche
in vivo geben. Man konnte an den FaDu-Zellen weitere Substanzen testen, um zu evaluieren,
ob es dabei ebenfalls zu einem Anstieg der 'F-FDG-Aufnahme kommt. Zusitzlich wire es
mteressant auch fir diese Zelllinie die Apoptose- / Nekrosebestimmung und eventuell eine
Zellzyklusanalyse durchzufithren, um mégliche Ursachen fiir die gesteigerte Aufnahme zu
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finden. Da es dazu noch kaum Daten gibt, konnte im Vergleich zu Palbociclib auch der pan-
CDKI Dinaciclib getestet werden.

5.2.3 Basales Expressionslevel von pAKT und AKT

Ein fir die Tumorgenese von HNSCC bedeutender Signalweg ist der EGFR-PI3K-AKT-
Signalweg (103). In iiber 90 % der HNSCC 1st dieser Signalweg, bedingt durch verschiedenen
Genveranderung, akfiv (104). Be:1 allen der wier untersuchten Zelllimen legt eine
Genveranderung 1m P/K3CA-Gen in Form einer Mutation bzw. CNV (copy number variation)
vor (s. Tabelle 1), die zur Hyperaktivitat des Signalwegs und zur Proliferation des Tumors
fuhren. Voraussetzung ist das Vorhandensein der Serin/Threoninkinase AKT. Mithilfe des
Western Blots haben wir feststellen konnen, dass bei den vier HNSCC-Zelllinien eine basale
Expression von AKT sowie der phosphorylierten und damit aktivierten Form pAKT besteht.
Mit der Kenntnis der aktivierenden Genveranderungen und dem Ergebmis des Western Blots
konnen wir davon ausgehen, dass der EGFR-PI3K-AKT-Signalweg bei den Zelllinien basal
aktiv ist. Uber den Signalweg wird unter anderem die Expression von Cyclin D1 im Zellkern
reguliert (25). Damit gibt es eine Verbindung zu der Wirkung von CDKI, insbesondere den
selektiven CDK4/6-Inhibitoren, da diese Cyclin-abhingigen-Kinasen im Komplex mit
Cyclin D1 wirken und die Aktivitat der CDK maBgeblich durch die Synthese bzw.
Degradation ihrer zugehorigen Cycline bestimmt wird (52). Das bedeutet, dass die gesteigerte
Expression von Cyclin D1 durch die Hyperaktivitit des EGFR-PI3BK-AKT-Signalwegs em
gutes Ansprechen auf die Behandlung mit den CDKI bedeuten konnte, weshalb wir diesen
Western Blot als Vorversuch zur basalen Charakterisierung der Zelllinien durchgefiihrt haben.
Uberdies berichten Hom et al. in threr Arbeit, dass der EGFR-PI3K-AKT-mTOR-Signalweg
eine Schlisselrolle bei der Radioresistenz von HNSCC einmimmt und eine Inhibition von
Komponenten des Signalwegs eine Radiosensitivitat bewirkt (103). Es liegen bereits Daten
fiir die Kombination von PI3K- und mTOR-Inhibitoren mit Chemotherapeutika in vivo vor
(104). Zudem #uBerten Ku et al, dass ber der Kombination von Abemaciclib und einem
mTOR-Inhibitor synergistische Effekte festgestellt werden konnten (105). In einer laufenden
Phase-I-Studie wird der reversible PBK/mTOR-Inhibitor Gedatolisib kombiniert mit Palbo-
ciclib an fortgeschrittenen soliden Tumoren, auch HNSCC, getestet (ClimcalTrials gov
Identifierr NCT03065062) (26). Fir unsere Versuche wiare es interessant die CDKI
Palbociclib, Abemaciclib und Dinaciclib in Kombimnation mit emer Inhibition des EGFR-
PBK-AKT-mTOR-Weges zu testen.
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5.3 Einfluss der zielgerichteten Therapie mit CDKI auf die Biomasse

und Proteinexpression von HNSCC-Zellen in vifro
Als Grundlage fiir die nachfolgenden Kombinationsversuche mit den Zytostatika und CDKI
wurde i dieser Arbeit die Wirkung von CDKI auf die Biomasse von vier HNSCC-Zelllinien
evalulert. Zweil von unseren verwendeten CDKI, Palbociclib und Abemacichib sind selektiv
fur CDK4 und CDKG6 und bereits fiir die Therapie von Brustkrebs zugelassen (56, 58). Im
Vergleich dazu haben wir den CDK1/2/5/9-Inhibitor Dinacichib getestet. Die Versuche zur
Wirksamkeit der CDKI in vitro wurden analog zu der Bestimmung der Chemoresponsivitat
durchgefiihrt und ausgewertet. Die Behandlung der Zellen mit den selektiven CDKI Palbo-
ciclib und Abemaciclib zeigte 1m einfachen Therapieansatz (1 Zyklus, 72 h) kaum Wirkung
auf die zellulire Biomasse. Bei zweifacher Behandlung mit Palbociclib ergaben sich
signifikante Ergebnisse im hoheren Konzentrationsbereich. Die Zelllinien CAL-33 und
Detroit 562 erwiesen sich als etwas sensifiver als die zwei anderen Zelllinien. Die FaDu-
Zellen reagierten erst be1 hohen Konzentrationen mit einer Biomassereaktion und die PE/CA-
PJ15-Zellen zeigten eine intrinsische Resistenz gegeniiber Palbociclib bis zur hochsten
Konzentration von 5 pM.
Fur Abemaciclib ergaben sich ber zweifacher Behandlung ahnliche Ergebmisse wie fiir
Palbociclib. Es waren hierbei ebenfalls die Zelllinien CAL-33 und Defroit 562 etwas
sensitiver und es zeigte sich im hoheren Konzentrationsbereich eine signifikante Biomasse-
reduktion. Die Zelllimen FaDu und PE/CA-PJ15 sprachen auch im hohen Konzentrations-
bereich micht auf die Behandlung mut Abemacichib an. Insgesamt wurde beir allen vier
Zelllinien eine noch geringere Biomassereduktion festgestellt als fiir Palbociclib.
Die Ursache fiir unterschiedliches Ansprechen auf die Behandlung mit CDK4/6-Inlibitoren
konnte mm den verschiedenen molekularen Mechanismen in den HNSCC-Zellen liegen
Wahrend laut Gong et al. Zellen mit einer Mutation im CDKN2A4-Gen (kodiert fiir p16™%A4%)
eme partielle Sensitivitat aufzeigen, fithrt das Vorhandensein von Aberrationen des CCNDI-
Gens (kodiert fiir Cyclin D) zu emer hohen Sensitivitit gegeniiber den CDKI (106).
Fiir die Behandlung mit Dinaciclib ergaben sich dosisabhingige Biomassereduktionen Im
hoheren Konzentrationsbereich war die Zweifachbehandlung der einfachen deutlich
iberlegen. Im Gegensatz zu den selektiven CDKI zeigte hier die Zelllime CAIL-33 die
geringste Sensitivitit. Am sensitivsten waren die Detroit 562-Zellen mit signifikanter Re-
duktion bereits ab der medrigsten Konzentration von 1,6 nM. Insgesamt war die Behandlung
mut Dmaciclib der Behandlung mit den CDK4/6-Inhibitoren deutlich iiberlegen, was
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vermutlich auf die globalere Wirksamkeit dieses CDKI zuriickzufithren 1st. Dinaciclib 1st
selektiv fiir CDK1/2/5/9 (61). Damit hemmt es nicht wie Palbociclib nur CDK, die direkt auf
die Zellzyklusregulation wirken (CDK1/2/4/6), sondemn zusatzlich CDK, die an anderen
Prozessen der Zellproliferation beteiligt sind. So spielt beispielsweise CDK9 eine wichtige
Rolle in der Transkriptionsregulierung mit Einfluss auf die RNA-Polymerase II (107).

Des Weiteren wurde die Proteinexpression von CDK2/4/6/7/9 muttels Western Blot unter-
sucht. Nach der Behandlung nut Palbociclib konnte im Vergleich zu Dinaciclib nur eine
geringe Veranderung in der CDK-Expression festgestellt werden. Allerdings ist hierbei zu
beachten, dass die Western Blot-Analyse nach einfacher Substanzbehandlung (emn Behand-
lungszyklus, 24 h) erfolgte und Palbociclib in den Untersuchungen zur Biomassereduktion
nach einem Behandlungszyklus ebenfalls wenig effektiv war. Ein deutlicher Effekt zeigte sich
erst nach zwer Behandlungszyklen. Dies lasst vermuten, dass bei der Western Blot-Analyse
analog zu den Untersuchungen der Biomassereduktion erst nach zweifacher Behandlung eine
deutliche Herunterregulation der Zielproteine nachweisbar ist bzw. hemmende Effekte
transient und somut nur direkt nach der Behandlung (ca. 4-6 h) nachweisbar sind. Daher
konnte es sinnvoll sein, die Analyse der Proteinexpression mittels Western Blot auch nach
zwei Behandlungszyklen durchzufuhren.

Es ist zwar bekannt, dass Dinaciclib im Vergleich zu Palbocichib mehr CDK (CDK1/2/5/9)
mnhibiert, allerdings erklart sich daraus nicht die globale Wirkung auf die Expression von
CDK, die wir im Western Blot feststellen konnten.

5.4 Effekte der Kombinationstherapie mit Zytostatika und CDKI auf die

Biomasse von HNSCC-Zellen in vifro
Im Anschluss an die Therapie mit den Emzelsubstanzen wurden Kombinationstherapien
getestet. Dazu wurden die Zytostatika 5-FU, Cisplatin bzw. Gemcitabin mut den CDKI
Palbociclib bzw. Dinaciclib im simultanen und metronomuschen Therapieschema zu den
HNSCC-Zellen gegeben und untersucht, ob synergistische Effekte nachweisbar sind. Die
Konzentrationen fiir die Kombinationsbehandlungen wurden anhand der Ergebmisse der
Monotherapieversuche festgelegt. Dabei wurden Konzentrationen eingesetzt, die der ICso
bzw. IC3o entsprachen. Mit der Berechnung des Kombinationsindexes fir die emnzelnen
Kombinationen, wurde die Wirkung der Kombinationstherapien quantitativ erfasst. Es
konnten bei zwei1 von vier HNSCC-Zelllinien synergistische Effekte ermittelt werden. Bei den
Detroit 562- und FaDu-Zellen kam es zur Verstairkung der Einzelwirkungen bei der
simultanen Kombination von Palbociclib nut 5-FU bzw. Cisplatin. Be1 beiden Zelllinien hatte
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auch jeweils emne Kombination mit Dinaciclib emnen verstirkten Effekt. Diese war bei den
Detroit 562-Zellen Dinaciclib kombiniert mit 5-FU und be1 den FaDu-Zellen mut Cisplatin.
AuBerdem stellte sich eme synergistische Wirkung der kombinierten Gabe von Palbociclib
und Dinaciclib be1 der Zelllime Detroit 562 heraus. Bei den CAL-33 und PE/CA-PJ15-Zellen
wurden be1 keiner der getesteten Kombinationsansatze synergistische Effekte nachgewiesen.
Die Kombmnationen mut Gemcitabin zeigten bei allen wvier Zelllimien ausschhieBlich
antagonistische Wirkungen und sollten daher nicht fiir zukunftige in vivo-Anwendungen
empfohlen werden.

Auffillig war, dass ber den Zelllinien, die sich als resistenter gegeniiber der CDKI-
Monotherapie gezeigt hatten, auch keine Verstarkung durch Kombination mit den Zytostatika
erzielt wurde. So ergaben sich beispielsweise bei der gegeniiber Palbociclib resistenten
Zelllinie PE/CA-PJ15 1n Kombination nut den verschiedenen Zytostatika nur antagonistische
Effekte. Ahnliches konnte be1 der CAL-33-Zellinie in Bezug auf Dinaciclib detektiert werden.
Das lasst darauf schliefen, dass die Kombinationstherapie mit CDKI und Zytostatika
vielversprechend bei Zelllinien 1st, die sensitiv gegeniiber dem CDKI m der Monotherapie
sind, jedoch emne mtrinsische CDKI-Resistenz nicht durch Zytostatika reversibel 1st.
Hinsichtlich der Biomassereduktion konnte bei der Kombinationstherapie ein Vorteil in der
simultanen Substanzgabe gegeniiber der metronomischen nachgewiesen werden. Besonders
bei den Kombinationen der Zytostatika mit Palbociclib ergab sich eine bessere Wirksamkeit,
wenn die beiden Substanzen simultan zu den Zellen gegeben wurden. Obwohl die Ergebnisse
zelllmenspezifische Unterschiede aufwiesen, lieB sich dieser Trend bei allen vier Zelllinien
erkennen. Die FaDu-Zellen reagierten im Vergleich zu den anderen Ziellinien mit einem
besonders starken Unterschied in der Reaktion auf die simultane und metronomische
Substanzgabe. Be1 den PE/-CA-PJ15-Zellen ergaben sich dagegen nur geringe Unterschiede.
Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse zur Monotherapie mut Palbociclib lasst sich der
Schluss ziehen, dass bei kombinierter Therapie die Unterschiede zwischen der simultanen und
metronomischen Gabe wemiger stark ausgeprégt sind, wenn bereits emne intrinsische Resistenz
gegeniiber der Einzeltherapie mut Palbociclib besteht. Insgesamt zeigte sich ber den
metronomischen Therapieansdtzen mut Palbociclib eine tendenziell starkere Biomasse-
reduktion, wenn das Zytostatikum vor dem CDKI gegeben wurde als andersherum, was auch
fir mogliche folgende in vivo-Versuche von Bedeutung semn konnte. In dem Artikel von
Malumbres et al. wurde die Vermutung geauBert, dass CDKI einen besseren therapeutischen
Effekt aufweisen, wenn die Zellen synchromsiert sind bzw. ein bestimmter Zellzyklus-
phasenarrest vorliegt (62). Dies konnte 1m Zusammenhang damit stehen, dass unsere
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Ergebnisse betm metronomischen Behandlungsansatz mut Palbociclib emen besseren Effekt
gezeigt haben, wenn die Zytostatika vor dem CDKI gegeben wurden.

Dennoch ist die grundsitzlich aufgezeigte Uberlegenheit der simultanen Gabe hervorzuheben.
Bei den Kombinationen mut Dinaciclib fiel der Unterschied zwischen simultaner und
metronomischer Gabe bei allen Zelllinien geringer aus als bei den Kombinationen mit
Palbociclib und es lieBen sich auch keine zelllimenspezifischen Unterschiede erkennen.
Zusammenfassend wurden bei zwei Zelllinien synergistische Effekte in der Kombinations-
therapie nachgewiesen und die Frage nach einer erthohten Sensitivitit gegeniiber einer CDKI-
Behandlung durch Kombmnation nut emer Chemotherapie bet HNSCC-Zellen in vitro
bestatigt. Auch wenn Palbociclib in der Monotherapie Dinaciclib deutlich unterlegen war,
zeigte es in der Kombinationstherapie gute Wirkung. Besonders geeignet scheinen die CDKI
in Kombination mit 5-FU bzw. Cisplatin zu sem. Fiir folgende Versuche mm in vivo
Xenograft-Modell sind diese Kombinationen besonders vielversprechend. Demgegeniiber
kann anhand der gewonnenen Daten keine Empfehlung zur Kombination von Gemcitabin mit
CDKI gegeben werden. Die Aufklarung der zugrundehiegenden molekularen Mechanismen
sollte Gegenstand nachfolgender Untersuchungen sein.

5.5 Scratch Assay

Im Scratch Assay konnten exemplarisch an den CAL-33-Zellen die Ergebmsse der Versuche
zur Monotherapie mit den Zytostatika und den CDKI sowie der Kombinationstherapie visuell
bestatigt werden. Es zeigte sich erneut eine deutlich starkere Wirksamkeit von Dinaciclib im
Vergleich zu Palbociclib. Die starke antitumorale Wirkung von Dinaciclib fithrte sowohl in
Mono- als auch Kombinationstherapie zu einem zeithich verzogerten und auch
unvollstandigen Schluss der Wunde. Interessant ware es diesen Versuch mit Detroit 562 und
FaDu durchzufiihren, da ber diesen zwei Zelllimen synergistische Effekte in der
Kombinationstherapie nachgewiesen wurden Dabei sollten auch Cisplatin und dessen
Kombination mut Palbociclib sowie Dimaciclib als Therapieansatz in den Versuch
aufgenommen werden.

5.6 Funktionelle Analysen Therapie-vermittelter zytotoxischer Effekte
In den vorangegangenen Versuchen wurden die Effekte der Mono- und Kombinationstherapie
durch quantitative Biomassereduktion der Zellen evaluert. Ein weiterer Schwerpunkt dieser
Arbeit war es die Effekte der Therapieschemata differenziert zu untersuchen, um muttels
funktioneller Analysen die zugrunde liegenden Mechanismen besser verstehen zu konnen.
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Bei der Bestimmung des Phanotyps der vier HNSCC-Zelllinien konnte insgesamt eine hohe
Abundanz des immunmodulierenden Oberflaichenmolekiils PD-L1 festgestellt werden. Das
Immuncheckpoint-Molekill CTLA-4 zeigte bei allen Zelllimen ein niedriges basales
Expressionslevel und es konnte eimne individuelle Expression des anfi-inflammatorischen
Immuncheckpoint-Molekiils B7-H3 gezeigt werden.

Die Ergebmsse der Doktorarbeit beziiglich der Abundanz von PD-L1 stehen im Einklang mut
Ergebnissen von Miiller et al. (108). Diese beschreiben, dass ein hohes PDL-1-Expressions-
level auch bet HNSCC ublich 1st und eine Assoziation mit emem schlechten Oufcome
unabhangig von der Ursprungsregion besteht. Vielmehr konnte die Bedeutung emer hohen
PD-L1-Expression als prognostischer Biomarker belegt werden. So scheinen HNSCC mut
hohem PD-L1-Level und aktiviertem PD-1/PD-L1-Signaleweg einen aggressiven Krebs-
phanotyp darzustellen (108). Das hohe PD-L1-Level kann therapeutisch als Target fur
monoklonale Antikérper genutzt werden, um die Immunantwort auf den Tumor zu steigern
(109). Die Antikérper unterbinden die PD-L1/PD-1-Interaktion und verhindern das
Unterdriicken der Antitumor-Immunitét (48, 110). In der Arbeit von Fernis et al. wurde bereits
en Vorteil in der Therapie von HNSCC mit dem monoklonalen anti-PD-1-Antikorper
Nivolumab beschrieben (111). Unsere Ergebnisse bestatigen aufgrund der hohen basalen PD-
L1-Expression, dass auch be1 den getesteten HNSCC-Zellen solche PD-1-Antikorper fiir die
Therapie von Nutzen sein konnten. Allerdings berichteten Moskovitz et al., dass die Mehrheit
an Patienten nicht von der anti-PD-1-Therapie profitiert, weshalb Interesse an der Evaluierung
von kombinierten Immuntherapien besteht (112). Neben der Kombination emner ant1-PD-1-
Therapie, beispielsweise mit emnem anti-CTLA-4-Antikorper, gilt es die Kombmation mut
Strahlentherapie, Chemotherapie und weiteren Substanzen zu untersuchen, zu denen auch
bereits klimsche Studien laufen (112). Mit der Untersuchung der vier HNSCC-Zelllinien nach
Behandlung mit den Testsubstanzen sollte die Frage nach einer moglicherweise veranderten
Expression dieser Oberflachenproteine beantwortet werden. Es zeigte sich bei allen getesteten
Substanzen eme leichte, nicht sigmfikante Abnahme des PD-L1-Levels und emn Anstieg des
CTLA-4-Expressionslevels. Da die Ergebnisse allerdings hohe Standardabweichungen
aufweisen, wire die Durchfithrung weiterer Versuche sinnvoll, um die sich abzeichnende
Tendenz nach Behandlung der Zellen mit den Zytostaika bzw. CDKI zu verifizieren.

Um die zytotoxischen Effekte der Substanzen genauer zu beurteilen, haben wir muttels
Durchflusszytometrie den Anteil apoptotischer und nekrotischer Zellen sowie eine
Zellzyklusanalyse an den Zelllimen CAL-33 und Detroit 562 durchgefiihrt. Zunachst wurde in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der quantitativen Biomassebestimmung nach Mono-
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therapie eine Zunahme des Anteils an avitalen Zellen iiber die Zeit nachgewiesen (24 h
vs. 72 h). Wahrend die Zellen mitial apoptotisch waren, domunierte bei langerer Behand-
lungszeit die Nekrose, wobe1 insgesamt die Zahl avitaler Zellen mit der Behandlungsdauer
korrelierte. Auch die Wirkmuster der einzelnen Substanzen aus den Monotherapieversuchen
wurden bestatigt. Be1 den CAL-33-Zellen, die im Vergleich zu den anderen Zelllinien sehr
sensitiv gegeniiber 5-FU waren, konnte nach 72 h ein sehr hoher Anteil nekrotischer Zellen
festgestellt werden. Dinaciclib zeigte insbesondere bei den Detroit 562-Zellen starke zyto-
toxische Effekte und war gegeniiber Palbociclib iiberlegen. Auch Parry et al gaben an, dass
Dinaciclib nach emnfacher Gabe in emner Vielzahl humaner Tumorzelllinien den Zelltod
induziert (113). Dafur sind nicht nur die Inhibition von zellzyklusregulierenden CDK wie
CDK1 und CDK2, sondem auch die Inhibition von nicht unmittelbar auf die Zellzyklus-
regulation wirkenden CDK wie beispielsweise CDK9 verantwortlich. Dadurch wird unter
anderem die transkniptionelle Regulation von antiapoptotischen Proteinen unterdriickt (114).
Das wiirde erklaren, dass Dinaciclib eine deutlich stirkere apoptotische Wirkung aufweist als
der selektive CDK4/6-Inhibitor Palbociclib.

Mittels Laser-Scanning-Mikroskopie wurde schlieflich die autophagozytotische Aktivitit
nach der Substanzgabe untersucht. Autophagie ist ein =zellularer Prozess, in dem
Zellorganellen und Zytoplasmabestandteile 1m Zuge des Zellstoffwechsels verdaut und
recycelt werden (115). Zusatzlich zu der Aufrechterhaltung grundlegender katabolischer
Prozesse nutzen Zellen die Autophagie, um in Stresssifuationen langer zu iiberleben. Dies
steht n Verbindung mut emer geforderten Tumorgenese und emer Resistenz gegeniiber einer
Krebstherapie (116). Im Widerspruch dazu gibt es Hinweise darauf, dass dem biologischen
Prozess der Autophagie eine Tumorsuppressorfunktion zugeschrieben werden kann und darin
ein potentieller Angriffspunkt fiir die Krebstherapie besteht (117). Jiang et al. vermuten, dass
Autophagie ein Teil des Mechamismus darstellt, mit dem das RB-Protein seine Wirkung als
Tumorsuppressor ausiibt (118). In diesem Zusammenhang zeigten vorangegangene Studien,
dass CDKI Autophagie induzieren. Dabe1 kommt deren Aktivierung des Tumorsuppressor-
proteins RB und dessen Herunterregulation des Transkriptionsfaktors E2F als moglicher
Mechamismus fiir die Induktion von Autophagie in Frage (118). Unsere Ergebmisse zeigten,
dass sowohl die beiden Zytostatika 5-FU und Cisplatin als auch die CDKI Palbociclib und
Dinaciclib Autophagie im moderaten MaB induzieren. Es wurde ke wesentlich starkerer
Effekt durch die CDKI-Behandlung im Vergleich zu den Zytostatika beobachtet. Be1 der
Behandlung mit Dinaciclib wurde in Korrelation zu unseren Ergebnissen der quantitativen
Biomassebestimmung nach der Monotherapie eme deutliche Abnahme der Zellzahl
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festgestellt. Einhergehend mit dem hohen Anteil an nekrotischen Zellen wurden morpho-
logische Veranderungen der Zellen wie beispielsweise eine Zytoplasmaschwellung detektiert.
Die Induktion von Autophagie scheint fiir die starke antitumorale Wirkung von Dinaciclib
eher eme untergeordnete Rolle zu spielen.

Wir konnten die Autophagie-induzierende Wirkung von Palbociclib, die bereits fiir andere
Tumorentitaten beschrieben wurde, an den HNSCC-Zelllinien bestatigen. Allerdings zeigte
sich keine deutliche Uberlegenheit von Palbociclib im Vergleich zu den anderen Substanzen.
Derzeit ist noch unklar, welche Bedeutung fiir das Therapieansprechen oder eine mégliche
Therapieresistenz resultiert und tiber welche Mechamsmen der Zusammenhang zu der
Aktivitat von Tumorsuppressoren wie dem RB-Protein sowie p53 besteht.

Als weiteren Aspekt im Zusammenhang mit den zytotoxischen Effekten der Zytostatika und
CDKI auf die HNSCC-Zellen haben wir das Auslosen emes immunogenen Zelltodes infolge
der Substanzbehandlung untersucht. Abhangig von den verschiedenen Arten des Zelltodes
kann durch die Behandlung mit zytotoxischen Substanzen eine Aktivierung des Immun-
systems erfolgen (119). Ziel 1st es, durch das Induzieren emes immunogenen Zelltodes die
Anti-Tumor-Antwort des Korpers zu verstarken. Interessanterweise induzierten die CDKI 1m
Vergleich zu den Zytostatika einen immunogenen Zelltod effektiver. Im direkten Vergleich
der beiden CDKI waren bei Dinaciclib stirkere Effekte nachweisbar, einhergehend mut
Befunden aus der Literatur, in denen Dinaciclib als bona fide immunogener Zelltod-Induktor
beschrieben wurde (120, 121). Dariiber hinaus untermauern diese Befunde unsere eigenen
Vorergebnisse mit Induktion von Apo-Nekrose insbesondere nach der Behandlung nut
Dinaciclib.

Die Effekte der Zytostatika und CDKI wurden weiterfithrend anhand von Zellzyklusanalysen
verifiziert und erzielten analog zur Apoptose- / Nekrosebestmmung zelllimenspezifische
Resultate. Nach 24-stindiger Behandlung zeigte sich eine Zunahme der Zellen in der G0/G1-
Phase und Abnahme m der G2/M-Phase. Somit wurde ein G1-Phasenarrest induziert. Nach
langerer Behandlungszeit wurden nur noch wenige vitale Zellen erfasst. Ein GroBteil der
Zellen befand sich bereits im Sub-G1-Peak Bei den CAL-33-Zellen war dies vor allem be1
der Behandlung it 5-FU und Dinaciclib zu beobachten, was die Ergebnisse der quantitativen
Biomassebesttmmung nach Monotherapie widerspiegelt. Be1 den Detroit-562-Zellen 1st dieser
Effekt vor allem be1 Dmaciclib und Palbociclib aufgetreten, wohingegen 5-FU kaum Einfluss
hatte. Be1 den verbliebenen residualen Zellen wurde primar ein GO/G1-Arrest detektiert und
damut indirekt die Wirksamkeit der eingesetzten Substanzen bestatigt.
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Zusammenfassend lieB sich nach der Behandlung mit den Zytostatika und CDKI zunachst
eine Zellzyklusverschiebung sowie be1 langerer Behandlung ein Arrest in der GO/G1-Phase
nachweisen. Zudem korrelierte die Sensitivitat mit der Anzahl an avitalen Zellen mit Sub-G1-
DNA-Gehalt.

Bei der Analyse der Protemnexpression mittels Western Blot zeigte sich durch die Behandlung
mut Dinaciclib ber beiden Zelllinien emne deutliche Reduktion i der Expression der
untersuchten CDK. Bisher gibt es auch in der Literatur noch keine Erklarung dafiir. Es ist
zwar bekannt, dass Dinacichib vor allem CDK1/2/5/9 hemmt, allerdings bietet das keine
eindeutige Erklarung dafiir, dass die Expression der CDK erniedrigt 1st. Eine besondere Rolle
in der Gruppe der CDK ubernimmt CDK7, da es andere CDK aktiviert (62). Das wiirde
bedeuten, dass bei Inhibition von CDK?7 eine verminderte Akfivitit andere CDK zu erwarten
wire, was allerdings nicht unbedingt mit eimnem verminderten Expressionslevel der CDK 1m
Western Blot einhergehen miisste. Fiir diese Uberlegung wire weiterhin zu kliren, inwiefern
Dinaciclib CDK7 hemmt, fiir das es laut der Literatur micht selektiv ist. Es konnte die
Vermutung angestellt werden, dass Dinaciclib iiber einen noch nicht geklarten Mechanismus
hemmend auf die Expression mehrerer CDK wirkt. Auch die Unterschiede zu Palbociclib
konnen zum derzeitigen Stand nicht erklart werden. Der im Vergleich zu Dinaciclib fehlende
Effekt auf die Expression der CDK konnte darin hegen, dass Palbociclib nur transient wirkt.
Ebenfalls die einzelnen abgeschwachten Banden durch die Zytostatikabehandlung lassen sich
nicht eindeutig interpretieren. Sie konnten zunidchst als unspezifischer Effekt als Folge der
globalen DNA-Schadigung / -Synthesehemmung gedeutet werden. Es missen weitere
Versuche dazu erfolgen Eventuell konnten auch andere Konzentrationen und die Kombi-
nationstherapien getestet werden.

Mit dem Ko-Kultur-Versuch von HNSCC-Zellen und peripheren mononukledren Zellen des
Blutes sollte ein inflammatorisches Mikromilieu imitiert werden, um mogliche Therapie-
assoziterte immunologische Effekte aufzuzeigen. Auch hier ergaben sich zelllinienspezifische
Ergebnisse. Daber waren die Detroit 562-Zellen insgesamt weniger responsiv, als die
CAIL-33-Zellen. Diese Daten bestitigen die Befunde der Monotherapien. Die starke
Zytotoxizitat von Dinaciclib blieb in der Ko-Kultur aufrechterhalten. Der Vergleich von dem
simultanen und metronomischen Ansatz ergab marginale Unterschuiede mit der Tendenz, dass
die metronomische Vorbehandlung eine erhohte Sensitivitit gegeniiber emer Immun-
vermittelten Lyse mut resultierender Reduktion des Anteils residualer Tumorzellen bewirkte.
In der Gesamtschau lassen sowohl die Befunde zum immunogenen Zelltod als auch die Daten
der Tumor-Immunzell-Ko-Kultur den Schluss zu, dass eine Vorbehandlung mut CDKI die
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Immunogenitdt von Tumorzellen erhGhen kann. Dies stellt eine solide Basis fiir weiter-
fithrende Untersuchungen dar, um CDKI in immuntherapeutische Konzepte zu integrieren.
Dariiber hinaus sollten zukiinftige Arbeiten auch die vielversprechenden Kombinationen von
CDKI und Zytostatika noch differenzierter untersuchen, beispielsweise durch funktionelle
sowie molekulare Analysen Fir folgende Versuche im Xenograft-Modell sollten ausschlieB-
lich die Kombinationen eingesetzt werden, die 1m Rahmen dieser Arbeit synergistische
Effekte erzielt haben, um die Wirksamkeit in vivo zu veri- oder falsifizieren. SchlieBlich wire
im Hinblick auf die klinisch relevanten multimodalen Therapiekonzepte ebenfalls interessant,
das Potential der Kombinationstherapie auf die Radiosensitivitat zu evaluleren und die CDKI
Palbociclib, Abemaciclib und Dinaciclib in Kombination mit einem EGFR-PI3K-AKT-
mTOR-Inhibitor zu testen.
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6 Zusammenfassung

Die Kopf-Hals-Tumoren (head and neck squamous cell carcinomas, HNSCC) bilden eine
heterogene Gruppe an Malignomen. Sie stellen die weltweit siebthaufigste Krebserkrankung
dar und weisen eine hohe Mortalititsrate von bis zu 50 % auf (1). Die multimodale Standard-
therapie basiert auf chirurgischer Intervention sowie Strahlen- und Chemotherapie, welche
tellweise auch in Kombination eingesetzt werden (16). Zudem gibt es zunehmend
Bestrebungen, die Therapie moglichst zielgerichtet zu gestalten, um die Patienten effektiv und
nebenwirkungsarm zu behandeln. Aufgrund der molekularen Veranderungen in HNSCC stellt
die Inhibition von Cyclin-abhangigen-Kinasen (CDK) emnen potentiellen Angnffspunkt fur
die zielgerichtete Therapie dar.

Vor diesem Hintergrund war das Ziel dieser Arbeit, das anfitumorale und immun-
modulatorische Potential von CDKI 1n Mono- und Kombinationstherapie mit konventionellen
Zytostatika gegeniiber HNSCC-Zellen in vitro zu evaluieren. Dabe1 sollten eme verbesserte
Sensitivitat gegeniiber CDKI durch die Kombination mut zytostatischen Substanzen sowie
Unterschiede zwischen simultaner und metronomischer Substanzgabe im Mittelpunkt der
Untersuchung stehen. Neben den klimisch etablierten Zytostatika 5-FU, Cisplatin und
Gemcitabin wurden die selektiven CDK4/6-Inhibitoren Palbociclib und Abemaciclib sowie
der global wirkende CDKI Dinaciclib n die Untersuchungen eingeschlossen. Dafiir wurden
Zellkulturversuche an vier HNSCC-Zelllinien aus verschiedenen Ursprungsregionen durch-
gefiilhrt und der Einfluss einzelner Therapien sowohl auf Biomasse, Phanotyp und
Zytotoxizitat evaluert.

Die erhobenen Befunde spiegeln die Heterogemitat dieser Tumorentitat wider. Im Rahmen der
mitialen Responsivitatsanalyse wurde zunachst ein zelllimenspezifisches Therapieansprechen
sowohl auf Zytostatika als auch auf die CDKI und die Bestrahlung nachgewiesen. Alle
Zelllinien waren jedoch grundsitzlich sensitiv gegeniiber den Zytostatika. Demgegeniiber
konnte be1 kemner der Zelllinien eme Strahlensensitivitat detektiert werden. Ber den CDKI
zeigten sich ebenfalls Unterschuede mut deutlich besserem Wirkverhalten des pan-CDKI
Dmaciclib im Vergleich zu den beiden selektiven CDK4/6-Inhibitoren. In den weiter-
fuhrenden Kombinationsversuchen mut Zytostatika und CDKI konnten bei zwei von vier
Zelllinien synergistische Effekte und eme erhohte Sensitivitat gegeniiber CDKI nachgewiesen
werden. Hierbei stellten sich die Kombinationen von Palbociclib mit 5-FU bzw. Cisplatin als
besonders effektiv heraus. Insgesamt war die simultane Substanzgabe der metronomischen
iiberlegen.
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Neben den grundlegenden zellbiologischen Methoden erfolgten zusétzlich funktionelle
Analysen mittels Durchflusszytometrie, um die zugrunde hegenden Mechanismen niher zu
untersuchen. Nach der CDKI-Behandlung wurde zunichst primar Apoptose nachgewiesen,
die bei lingerer Behandlung in eine Nekrose iiberging, einhergehend mit einer zunehmenden
Anzahl an Zellen mit Sub-G1-Peak-DNA-Gehalt. Zusatzlich wurde in residualen Zellen ein
GO/G1-Arrest detektiert sowie vermehrt Autophagie. Im Vergleich zu den Zytostatika indu-
zierten die CDKI deutlich ausgepragter einen immunogenen Zelltod, ersichtlich durch erhohte
Translokation von Calreticulin an die Zelloberfliche und verstarkte zytotoxische Aktivitat
nach allogener Zellkultur mit peripheren mononukleiren Zellen des Blutes.

Zusammenfassend lassen unsere Ergebnisse den Schluss zu, dass CDKI vielversprechende
Therapeutika fir die Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren darstellen, welche gut mit einer
Chemotherapie kombiniert werden konnten, um ein verbessertes Therapieansprechen zu
erzielen. Auf Grundlage unserer in vitro-Ergebnisse sollten im nachsten Schntt die Kombi-
nationstherapien, die synergistische Effekte zeigten, im in vivo-Xenograft-Modell untersucht
werden.
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10 Anhang
10.1 AbKiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeufung

BEFDG ¥F_Fluordesoxyglukose

5-FU 5-Fluoruracil

APC Allophycocyanin

CDK Cyclin-abhingige-Kinase (Cyclin-dependent kinase)

CDKI Cyclin-abhiingige-Kinase-Inhibitor (Cyclin-dependent kinase inhibitor)

CDKN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 24

CFDA 5-(and-6-)-Carboxyfluorescein diacetatesuccinimdyl ester

CI Kombinationsindex (combination index)

CNV Kopienzahlvariation (copy number variation)

CT Computertomographie

CTLAA4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4

DMSO Dimethylsulfoxid

ECOG Eastern Cooperative Oncology Group

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor

FACS Fluorescence-activated cell sorting

FBS Fetales Kilberserum (Fetal bovine serum)

FITC Fluoresceinisothiocyanat

GAPDH Glycennaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GSK3p Glykogensynthasekinase 3
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Gy
HNSCC
HPV
ICs
LDs,
MRT
NaOH
NOTCHI1
PBMC
PBS
PBST
PDK1
PD-L1
PE

PET

PI

PI3K
PIK3CA
PIP,
PIP;
PP-Rohrchen
PTEN
PVDF

RB
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Gray
Head and Neck Squamous Cell Carcinoma

Humanes Papillomvirus

Mittlere inhibitonische Konzentration
(half-maximal inhibitory concentration)

Mittlere letale Dosis
Magnetresonanztomographie
Natriumhydroxid

Notch-Homolog 1

Periphere mononukleire Zellen des Blutes
(peripheral blood mononuclear cells)

phosphate buffered saline

phosphate buffered saline with Tween® 20
Phospholipid-abhingige Kinase (Phospholipid-dependent kinase)
Programmed cell death ligand 1

Phycoerythrin

Positronen-Emissions-Tomographie

Propidiumjodid

Phosphatidylinositid-3-Kinase
Phosphatidylinositol-4.5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Phosphatidylinositol-3.4,5-tnphosphat

Polypropylen-Réhrchen

Phosphatase and tensin homolog

Polyvinylidenfluorid

Retinoblastom-Protein
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RIPA

RT

SD

SDS

STAT

TNM-Klassifikation

TP53

TRIS
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Radioimmunoprecipitation assay buffer

Raumtemperatur

Standardabweichung

Natrmumlaurylsulfat (Sodium dodecyl sulfate)

Signal Transducers and Activators of Transcription
Tumour-node-metastasis classification of malignant tumours
Tumorsuppressorprotein p53

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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10.2 Erginzende Abbildungen und Materialien

Untersuchung der Wachstumskinetik

Die ermuttelte Verdopplungszeit (s. Tabelle 1) gehort zur basalen Charakterisierung einer
Zellinie und 1st grundlegend fiir die Planung und Vorbereitung weiterer Expernimente.
Wahrend die Zelllimen FaDu und PE/CA-PJ15 mut ca. 25 h emne ahnliche Verdopplungszeit
aufweisen, ist die Verdopplungszeit der Zelllinie Detroit 562 in vifro mit etwa 59 h etwa
doppelt so hoch. Be1 der Zelllime CAL-33 ergab sich eine Verdopplungszeit von 33 h.

Herstellung von F-FDG

['*F]-2-Fluoro-2-deoxy-D-glucose (**F-FDG) wurde unter GMP-Bedingungen (good manu-
facturing practice) im Reinraum der Klinik und Poliklinik fiir Nuklearmedizin der
Universitatsmedizin Rostock hergestellt. FDG 1st der aktive Imhaltsstoff emer Citrat-
gepufferten physiologischen Kochsalz-Injektionslosung.

Bei der Herstellung des FDG wird der Precursor, Mannosetriflat, mit ['*F]-Fluor zur Reaktion
gebracht. AnschlieBend werden alle zunachst acetylgeschutzen Hydroxidgruppen tiber eine
alkalische Hydrolyse regenernert.

Das, bei der Reaktion eingesetzte ['*F]-Fluor wird an dem hausinternen Zyklotron (PETrace,
9,6 MeV, GE Healthcare) durch Bestrahlung von [*0]-Wasser mit Protonen erzeugt. In einer
reguliren Herstellung kommen 2.5 mL einer ['*F]-Fluorid-Losung mit einer Gesamtaktivitit
von 30 GBq zum Einsatz. Der Herstellungsprozess unterliegt einer Ausbeute von etwa 66%,
so dass das Endprodukt zum Herstellungsende durch eine mimimale spezifische Aktivitat von
400 GBg/mmol charakterisiert 1st.

Die Synthese erfolgt PC-gesteuert mut Hilfe eines Synthesemoduls (FASTlab 2, GE
Healthcare). Zu Beginn der Synthese wird das ['*F]-fluorhaltige ['*O]-Wasser in das
Synthesemodul iiber eine Anionenaustauscherkartusche transferiert, so dass ['*F]-Fluor auf
dieser zuriickgehalten (getrappt) wird. Emn Gemisch aus Kryptofix und Kaliumcarbonat gelost
in einer Acetonitril-Wasser-Losung dient zur Elution des ['*F]-Fluors in das ReaktionsgefaB.
Dort wird dieses unter Unterdruck und einem schwachen Stickstoffstrom bei 125 °C fiir 9 min
azeotrop gefrocknet. Nach dem Trocknungsprozess wird 1 Acefomitril gelostes
Mannosetriflat in das ReaktionsgefiB zugefiihrtt Die nukleophile Substitution der
Triflatgruppe durch ['®F]-Fluor erfolgt wahrend weiterer 2.5 min unter 125 °C. Auf diese
Weise bildet sich als Zwischenprodukt ['*F]-Fluorotetraacetylglucose (FTAG), welches mit
Wasser versetzt iber eme tC18-Kartusche geleitet wird. FTAG wird dabe1 auf der Kartusche

v
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getrappt, wihrend Verunreinigungen sowie Hilfsstoffe wie Kryptofix entfernt werden. Durch
Spiilen mit Wasser erfolgt eine Reimigung bevor anschliefend wahrend einer zwemnunitigen
Inkubation mit 2 M Natronlauge be1 Raumtemperatur die Abspaltung der Acetylgruppen auf
der Kartusche erfolgt. Dabei entsteht das Endprodukt '*F-FDG, welches mit der Natronlauge
von der Kartusche elumert wird. Durch Zugabe von Wasser und einem Citratpuffer wird die
Natronlauge neutralisiert und ein leicht saurer pH eingestellt. Diese Losung wird zur weiteren
Remigung zunichst iiber eine zweite tC18-Kartusche, auf der nur teilhydrolysiertes FTAG
zuriickgehalten wird, und anschlieBend zur Beseitigung von Spuren an verbliebenem ['*F]-
Fluor iiber emne Aluminumoxidkartusche geleitet.

Ubernommen von Dr. rer. nat. C. Bergner, Klinik und Polikiinik fiir Nuklearmedizin der
Universitatsmedizin Rostock.
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Abbildung 27: Einfluss von 5-FU auf die Biomasse von FaDu- und PE/CA-PJ15-Zellen.

Die Behandlung mit 5-FU erfolgte sowohl in einem Zyklus (72 h. hellgrau) als auch in zwei
Zyklen (2 x 72 h, dunkelgrau). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert =+ SD aus n =3
unabhingigen Versuchen Statistisch ausgewertet wurde mit dem ungepaarten t-Test
(two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelte Zellen). Die Signifikanzen
gegeniiber der Kontrolle sind durch p<0,05=%*, p<0.,01 =** und p < 0,001 = *** gekenn-
zeichnet.

Behandlung der Zellen mit Cisplatin

FaDu PE/CA-PJ1S
o | Zykhs
1204 = 2 Zykkn 1204
= = * ok - * ik i
E £ 1004
# t2 2 3 £ EE R E i
: 2
g E
2 2 6o
g g
7] : “,
g z
E
= 204
2 Z
[IE
16 &0 M0 625 1250 2500 S000 16 i 3o G625 1250 2500 S000
Konzentration [10° uM] Konzentration [ 107 pM)

Abbildung 28: Einfluss von Cisplatin auf die Biomasse von FaDu- und PE/CA-PJ15-Zellen.

Die Behandlung mit Cisplatin erfolgte sowohl in einem Zyklus (72 h. hellgrau) als auch in zwei
Zyklen (2 x 72 h, dunkelgrau). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + SD aus n =3
unabhangigen Versuchen. Statistisch ausgewertet wurde mit dem ungepaarten t-Test (two tailed)
bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelte Zellen). Die Signifikanzen gegeniiber der
Kontrolle sind durchp <0,05=%* p <0,01 =** und p < 0,001 = *** gekennzeichnet.
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Abbildung 29: Einfluss von Gemcitabin auf die Biomasse von FaDu- und PE/CA-PJ15-
Zellen.

Die Behandlung mit Gemcitabin erfolgte sowohl 1n einem Zyklus (72 h, hellgrau) als auch in
zwei Zyklen (2 x 72 h. dunkelgrau). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + SD aus
n =3 unabhingigen Versuchen. Statistisch ausgewertet wurde mit dem ungepaarten t-Test
(two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelte Zellen). Die Signifikanzen
gegeniiber der Kontrolle wurden durch p < 0,001 = *** gekennzeichnet.
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Abbildung 30: Einfluss von y-Strahlung auf die Biomasse von FaDu- und PE/CA-PJ15-
Zellen.

Die Bestrahlung wurde mit y-Strahlung in sieben Dosen durchgefiithrt. Die Ergebnisse sind
dargestellt als Mittelwert £ SD aus n =4 unabhingigen Versuchen. Statistisch ausgewertet
wurde mit dem ungepaarten t-Test (two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbestrahlte
Zellen). Die Sigmfikanzen gegeniiber der Kontrolle sind durch p <0,01=** und
p =0.001 = *** gekennzeichnet.
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Abbildung 31: Einfluss von Palbociclib auf die Biomasse von FaDu- und PE/CA-PJ15-
Zellen.

Die Behandlung mit Palbociclib erfolgte in zwei Zyklen (2 x 72 h). Die Ergebnisse sind
dargestellt als Mittelwert £ SD aus n =3 unabhingigen Versuchen. Statistisch ausgewertet
wurde mit dem ungepaarten t-Test (two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelte
Zellen). Die Sigmfikanzen gegeniiber der Kontrolle sind durch p<0,01=** und
p < 0,001 = *** gekennzeichnet.
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Abbildung 32: Einfluss von Abemaciclib auf die Biomasse von FaDu- und PE/CA-PJ15-
Zellen.

Die Behandlung mit Abemaciclib erfolgte in zwer Zyklen (2 x 72 h). Die Ergebnisse sind
dargestellt als Mittelwert + SD aus n =3 unabhingigen Versuchen. Statistisch ausgewertet

wurde mit dem ungepaarten t-Test (two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelte
Zellen).
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Abbildung 33: Einfluss von Dinaciclib auf die Biomasse FaDu- und PE/CA-PJ15-Zellen.

Die Behandlung mit Dinaciclib erfolgte sowohl in einem Zyklus (72 h. hellgrau) als auch in
zwei Zyklen (2 x 72 h, dunkelgrau). Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert = SD aus
n = 3 unabhingigen Versuchen. Statistisch ausgewertet wurde mit dem ungepaarten t-Test (two-
tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelte Zellen). Die Signifikanzen gegeniiber der
Kontrolle wurden durch p < 0,05 =*,p <0,01 = ** und p < 0,001 = *** gekennzeichnet.

Kombinationstherapie mit Zytostatika und CDKI — simultan vs. metronomisch
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Abbildung 34: Einfluss der Kombinationstherapie mit 5-FU und CDKI auf die Biomasse
von CAL-33- und Detroit 562-Zellen.

Die Behandlung erfolgte jeweils in zwei Zyklen (2 x 72 h) mit den Einzelsubstanzen 5-FU,
Dinaciclib und Palbociclib (dunkelgrau) und als Kombinationsbehandlung mit simultaner
(hellgrau) sowie metronomischer (gestreift) Substanzgabe. Die Ergebnisse sind dargestellt als
Mittelwert £ SD aus n =3 unabhingigen Versuchen. F — 5-FU: 2460 nM. P — Palbociclib:
1000 nM, D — Dinaciclib: 25 nM.
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Abbildung 35: Einfluss der Kombinationstherapie mit 5-FU und CDKI auf die Biomasse
von FaDu- und PE/CA-PJ15-Zellen.

Die Behandlung erfolgte jeweils in zwei Zyklen (2 x 72 h) mit den Einzelsubstanzen 5-FU,
Dinaciclib und Palbociclib (dunkelgrau) und als Kombinationsbehandlung mit simultaner
(hellgrau) sowie metronomischer (gestreift) Substanzgabe. Die Ergebnisse sind dargestellt als

Mittelwert = SD aus n = 3 unabhingigen Versuchen. F — 5-FU: 2460 nM, P — Palbociclib:
1000 nM. D — Dinaciclib: 25 nM.
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Abbildung 36: Einfluss der Kombinationstherapie mit Cisplatin und CDKI auf die
Biomasse von CAL-33- und Detroit 562-Zellen.

Die Behandlung erfolgte jeweils in zwei Zyklen (2 x 72 h) mit den Einzelsubstanzen Cisplatin,
Dinaciclib und Palbociclib (dunkelgrau) und als Kombinationsbehandlung mit simultaner
(hellgrau) sowie metronomischer (gestreift) Substanzgabe. Die Ergebnisse sind dargestellt als
Mittelwert = SD aus n = 3 unabhingigen Versuchen. C — Cisplatin: 156 nM, P — Palbociclib:
1000 nM, D — Dinaciclib: 25 nM.
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Abbildung 37: Einfluss der Kombinationstherapie mit Cisplatin und CDKI auf die
Biomasse von FaDu- und PE/CA-PJ15-Zellen.

Die Behandlung erfolgte jeweils in zwei Zyklen (2 x 72 h) mit den Einzelsubstanzen Cisplatin,
Dinaciclib und Palbociclib (dunkelgrau) und als Kombinationsbehandlung mit simultaner

(hellgrau) sowie metronomischer (gestreift) Substanzgabe. Die Ergebnisse sind dargestellt als

Mittelwert = SD aus n = 3 unabhingigen Versuchen. C — Cisplatin: 156 nM, P — Palbociclib:
1000 nM. D — Dinaciclib: 25 nM.
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Abbildung 38: Einfluss der Kombinationstherapie mit Gemcitabin und CDKI auf die
Biomasse von CAL-33- und Detroit 562-Zellen.

Die Behandlung erfolgte jeweils in zwei Zyklen (2 x 72 h) mit den Einzelsubstanzen Cisplatin,
Dinaciclib und Palbociclib (dunkelgrau) und als Kombinationsbehandlung mit simultaner
(hellgrau) sowie metronomischer (gestreift) Substanzgabe. Die Ergebnisse sind dargestellt als
Mittelwert = SD aus n = 3 unabhingigen Versuchen. G — Gemcitabin: 0,12 nM, P — Palbociclib:
1000 nM_ D — Dinaciclib: 25 nM.
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Abbildung 39: Einfluss der Kombinationstherapie mit Gemcitabin und CDKI auf die
Biomasse von FaDu- und PE/CA-PJ15-Zellen.

Die Behandlung erfolgte jeweils in zwei Zyklen (2 x 72 h) mit den Einzelsubstanzen Cisplatin,
Dinaciclib und Palbociclib (dunkelgrau) und als Kombinationsbehandlung mit simultaner
(hellgrau) sowie metronomischer (gestreift) Substanzgabe. Die Ergebnisse sind dargestellt als

Mittelwert = SD aus n = 3 unabhiingigen Versuchen. G — Gemcitabin: 0,12 nM, P — Palbociclib:
1000 nM, D — Dinaciclib: 25 nM.
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Abbildung 40: Einfluss der Kombinationstherapie mit Dinaciclib und Palbociclib auf die
Biomasse von CAL-33- und Detroit 562-Zellen.

Die Behandlung erfolgte jeweils in zwe:r Zyklen (2 x 72 h) mit den Einzelsubstanzen Dinaciclib
und Palbociclib (dunkelgrau) und als Kombinationsbehandlung mit simultaner (hellgrau) sowie
metronomischer (gestreift) Substanzgabe. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert + SD
aus n = 3 unabhingigen Versuchen. P — Palbociclib: 1000 nM, D — Dinaciclib: 25 nM.
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Abbildung 41: Einfluss der Kombinationstherapie mit Dinaciclib und Palbociclib auf die
Biomasse von FaDu- und PE/CA-PJ15-Zellen.

Die Behandlung erfolgte jeweils in zwei Zyklen (2 x 72 h) mit den Einzelsubstanzen Dinaciclib
und Palbociclib (dunkelgrau) und als Kombinationsbehandlung mit simultaner (hellgrau) sowie
metronomischer (gestreift) Substanzgabe. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert = SD
aus n = 3 unabhingigen Versuchen. P — Palbociclib: 1000 nM, D — Dinaciclib: 25 nM.
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Abbildung 42: Einfluss von Zytostatika und CDKI auf den Phiinotyp von FaDu- und
PE/CA-PJ15-Zellen.

Quantitative Darstellung der CTLA-4, B7-H3 und PD-L1 Abundanz vor und nach Behandlung
von FaDu-Zellen (hellgrau) und PE/CA-PJ15-Zellen (dunkelgrau). Die Behandlung mit
Zytostatika und CDKI erfolgte in einem Zyklus (24 h). Die Ergebnisse sind dargestellt als
Mittelwert £ SD aus n = 3 unabhingigen Versuchen. Statistisch ausgewertet wurde mit dem
ungepaarten t-Test (two-tailed) bezogen auf die Kontrollgruppe (unbehandelte Zellen). K —
Kontrolle, F-5-FU: 2460 nM, C - Cisplatin: 156 nM, P —Palbociclib: 1000 nM, D -
Dinaciclib: 25 nM.
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10.3 Thesen

. Kopf-Hals-Tumoren sind eine heterogene Gruppe bosartiger Veranderungen Uber 90 %
der Tumoren sind Plattenepithelkarzinome und werden als head and neck squamous cell
carcinoma (HNSCC) zusammengefasst.

. Die Standardtherapie von HNSCC-Patienten erfolgt unter Anwendung der drei
klassischen Saulen Chirurgie, Bestrahlung und Chemotherapie. Dariiber hinaus gewinnen
zielgenchtete und immunologisch-basierte Therapien zunehmend an Bedeutung.

. Cyclin-abhangige-Kinase-Inhibitoren (CDKI) sind eine neue Klasse zelgerichteter
Substanzen, die mn den Zellzyklus eingreifen und die Proliferation von Tumorzellen
hemmen Verschiedene selektive und pan-CDKI werden aktuell praklimisch und klimisch
evaluert.

. Die Kombinationstherapie mit CDKI und zytostatischen Substanzen verstarkt in
Abhangigkert der Konzentration und zeitlichen Frequenz deren Wirksamkeit durch
erhohte Zytotoxizitat.

. HNSCC-Zellen, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind intrinsisch strahlenresistent
und unterschiedlich sensitiv gegeniiber den klassischen Zytostatika 5-FU, Cisplatin und
Gemcitabin.

. Unsere Daten zeigen, dass der global wirkende pan-CDKI Dinaciclib den selektiven
CDK4/6-Inhibitoren Palbociclib und Abemaciclib in der antitumoralen Wirkung
uberlegen 1st.

. Der pan-CDKI Dinaciclib sowie Palbociclib induzieren bei den HNSCC-Zellen zunachst
Apoptose. Bei1 langerer Behandlungszeit geht diese be1 gleichzeitiger Induktion von emnem
GO/G1-Arrest der residualen Zellen in eine Nekrose uber. Autophagie spielt eine
untergeordnete Rolle.

. Die Behandlung nut CDKI fiihrt zur Induktion von immunogenem Zelltod (Dmacichb >
Palbociclib). Dieser 1st starker ausgeprigt als be1 den Zytostatika.

. Die Kombinationstherapie der Zytostatika 5-FU bzw. Cisplatin und den CDKI Palbociclib
bzw. Dinaciclib wirkt synergistisch, die simultane ist der metronomischen Substanzgabe
uberlegen.

10. Die metronomische Kombinationstherapie mut Zytostatika und Palbocichb st effektiver,

wenn zuerst die Behandlung mit dem Zytostatikum und danach nut dem CDKI erfolgt.
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