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Einleitung

1. Einleitung

Das Schilddriisenkarzinom ist der haufigste bosartigdokrine Tumor. Gemessen an
allen malignen Tumoren betragt sein Anteil etwa F¥auen erkranken etwa zwei- bis
dreimal haufiger als Manner. Etwa 94% der Schilddrikarzinome gehen von den
Follikelepithelzellen aus. Dabei sind die differemen papillaren und follikuléaren
Schilddrisenkarzinome die haufigsten Formen. Defiererte Schilddriisenkarzinome
konnen durch eine Operation, kombiniert mit einemdiBjodtherapie und TSH-
supprimierenden Levothyroxin-Dosen gut therapiegtden und weisen meistens eine
sehr gute Prognose auf.

Das anaplastische Karzinom macht zwar nur 1,6%&deiiddriisenkarzinome aus, zahlt
aber zu den hoch aggressiven Tumoren der Schilddis zeichnet sich durch ein
rasches, lokal destruktives Wachstum sowie einkefdiymphogene und hamatogene
Metastasierung aus. Aufgrund der raschen Tumorpssgyn reicht die Anamnese
meist nur Gber wenige Wochen bis Monate. Das medidinerleben betragt zwischen
vier und zwolf Monaten. Eine effektive Therapieforrdes anaplastischen
Schilddrisenkarzinoms gibt es bisher noch nicht. d3ain der Regel nicht am
Jodstoffwechsel teilnimmt und somit einer Radiojadlapie nicht zuganglich ist, bleibt
in fruhen Stadien lediglich die chirurgische Theeamund ggf. eine kombinierte
Radiochemotherapie.

Die Angiogenese stellt einen zentralen Mechanisnmusder Progression und
Metastasierung von Tumoren dar. Nicht vaskulatisi&umore erreichen lediglich eine
GroRRe von wenigen Kubikmillimetern, da die Saudfstend N&hrstoffversorgung im
Inneren des Tumors nicht gewahrleistet werden kamth der Tumor in der Folge
zentral nekrotisiert. Da die Neoangiogenese fur Wéschstum maligner Tumore
essentiell ist, stellt sie einen therapeutischergrispunkt dar. Mittlerweile sind
zahlreiche korpereigene Stimulatoren (VEGF, EGFGBFPDGF, IL-8, etc.) und
Inhibitoren (Endostatin, Angiostatin etc.) der Aoggnese bekannt, wobei die
Hemmung der Rezeptoren auf Seite der Stimulatomeenewichtigen Ansatz in der
Tumortherapie darstellt. Aus der Familie der Tym&Biaserezeptoren gehoren der
EGF- und der VEGF-Rezeptor zu den am besten uwmteesu Rezeptoren. In
verschiedenen Tumorentititen kann eine Uberexmmessbeider Rezeptoren
nachgewiesen werden. Eine EGFR-Uberexprimierungt gdhbei mit einer

Dedifferenzierung des Schilddrisenkarzinoms in anaplastisches Karzinom einher.
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Weiterhin konnten in vitro-Untersuchungen zeigeassidas Vorhandensein von EGF
die VEGF-Sekretion steigert. Somit stellen die baidorgestellten Rezeptoren einen
interessanten therapeutischen Angriffspunkt vorenall in der Behandlung

dedifferenzierter, also anaplastischer Karzinonre da

1.1.Das Schilddriisenkarzinom

1.1.1. Epidemiologie

Das Schilddriisenkarzinom ist die haufigste maliyeebildung endokriner Organe mit
weltweit steigender Inzidenz. Gemessen an allemgmah Tumoren liegt der Anteil bei

etwa 1% (Kohrle, 2004; Reiners et al., 2005). InBendesrepublik erkranken jahrlich
knapp Uber 4100 Personen an Schilddriisenkrebs,iwodgen mit einem Anteil von

2800 Neuerkrankungen pro Jahr deutlich haufigerobfen sind als Manner. Die

erfasste altersstandardisierte Inzidenz fir Delaschwurde zwischen 2001 und 2002
mit 2,9 pro 100.000 fur Manner und mit 5,9 pro DOO. fir Frauen geschatzt. Im
Vergleich zum Jahr 1980, in dem eine Inzidenz voprel 100.000 Frauen errechnet
wurde, entspricht dies einem Anstieg um 50%. Auchnderen EU-Landern liegen die
Inzidenzraten fur Frauen weit héher als die fur N&m Das mittlere Erkrankungsalter
fur Frauen liegt bei etwa 58 Jahren, fur Manner 5éi Jahren. Damit liegt der

Erkrankungsgipfel weit unter dem fir andere Krekseikungen (Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland ent das RKI 2006; Verbreitung

von Krebserkrankungen in Deutschland. Entwicklueg Erévalenzen zwischen 1990
und 2010 Robert Koch-Institut, 2010).

1.1.2. Histologische Einteilung, Atiologie und Prog nose

1.1.2.1. Differenzierte Schilddrisenkarzinome

Ausgehend von den Follikelepithelzellen sind ddfezierte Schilddrisenkarzinome mit
einem Anteil von etwa 94% die haufigsten Schilddrnksarzinome und lassen sich in
papillare und follikulare Karzinome unterteilen. idgufigste Histiotyp ist das papillare

Schilddrisenkarzinom, jedoch steigt in Regionenun#tureichender Jodversorgung der

relative Anteil an follikularen Schilddriisenkarzinen. Atiologisch gilt ionisierende
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Strahlung als wichtigster exogener Faktor fur dientwicklung eines
Schilddrisenkarzinoms (Sherman, 2003). Als besenpmblematisch wird dabei die
Strahlenexposition im Kindes- und Jugendalter ¢eclS0 beobachtete man nach dem
Reaktorunfall in Tschernobyl 1986 vor allem eineastischen Anstieg an kindlichen
Schilddrisenkrebserkrankungen in Regionen mit eddieem Niederschlag, wobei
sich haufig sehr aggressive Tumoren fanden (Patial., 1997; Williams et al., 2004).
Des Weiteren konnten bei den papillaren Karzinosmmatische Mutationen im RET-
RAS-BRAF-Signaltransduktionsweg nachgewiesen werdiém zu einer Aktivierung
der MAP-Kinase fihren und damit die Zellteilungegen (Kimura et al., 2003).

Das papillare Schilddrisenkarzinom metastasienviagend lymphogen und zeigt oft
eine intrathyreoidale Ausbreitung, wahrend dasikiolfire Karzinom hamatogen in
Knochen, Lunge und Gehirn metastasiert (Boone. e2@03). Unter den differenzierten
Schilddrisenkarzinomen existiert eine groRe Anzahlhistologischen Subtypen, die
neben Alter, Stadium der Erkrankung und Tumorddfaierungsgrad auch fir die
unterschiedliche Prognose der Erkrankung veranbaiorsind. So kann bei papilléaren
Schilddriisenkarzinomen ein durchschnittliches zkinmes-Uberleben von 98% und bei
follikularen Schilddrisenkarzinomen von 92% beolbeiciverden. Demgegeniber zeigt
die grofRzellige (Tall-Cell) Variante des papillar8childdriisenkarzinoms sowie das
onkozytare follikulare Karzinom (Hurthle-Zell Tumorine schlechtere Prognose
(D’Avanzo et al., 2004; Sherman, 2003).

1.1.2.2. Medullares Schilddriisenkarzinom (C-Zell-Ka  rzinom)

Das medullare Schilddrisenkarzinom ist ein von dérZellen ausgehender
neuroendokriner Tumor. Dieser nicht originar von hifldrisenfollikelzellen

stammende Tumor ist mit einem Anteil von 5% an ralchilddriisenkarzinomen
vertreten. Etwa 80% aller Erkrankungen treten sfiech auf. Die Ubrigen treten im
Rahmen einer multiplen endokrinen Neoplasie (MEN> TW und 1IB) oder eines

familiaren medullaren Karzinoms (FMTC) auf. Bei dereditéaren Form des C-Zell-
Karzinoms stellen Keimbahnmutationen im RET-Prolmmen (Rearranged during
transfection protooncogene), welches fur ein Z@tbchenprotein aus der Familie der
Tyrosinkinasen kodiert und fir Zellwachstum undIdiffierenzierung verantwortlich

ist, den entscheidenden atiologischen Faktor dar.Naxchweis dieser Mutation gelingt

bei etwa 98% aller Falle. Aufgrund der frihzeitiggi/mphogenen Metastasierung
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weisen bei Diagnosestellung bereits 50% der Patentlokoregionare
Lymphknotenmetastasen auf und zeigen in Abhandigkesm Alter eine
durchschnittliche zehn Jahres-Uberlebenszeit vorbis075% (Sherman, 2003). Es
bestent Konsens dartber, dass bei der hereditaremm Fein aggressiveres

therapeutisches Vorgehen indiziert ist (Vgl. 12A.1.

1.1.2.3. Anaplastisches Schilddriisenkarzinom

Das anaplastische Schilddrisenkarzinom z&hlt zu atggressivsten Krebsarten und
stellt wahrscheinlich die terminale Dedifferenziegudnger bestehender, unentdeckter
differenzierter Schilddrisenkarzinome dar. Es igteimer Haufigkeit von etwa 1,6% an
allen Schilddrisenkarzinomen relativ selten (Ain999). Die anaplastischen
Schilddrisenkarzinome weisen eine hohe Anzahl alekutaren Verdnderungen auf.
So findet man in vielen anaplastischen Karzinomenutatfonen im
Tumorsuppressorgen p53, aber auch Mutationen inMiRR&SMMAPK- und PI3K/Akt-
Signaltransduktionsweg (Fagin et al., 1993; Sardapal., 2008).

Aufgrund der frihzeitigen lymphogenen und hamategeMetastasierung (Lunge,
Knochen, umliegendes Weichteilgewebe, Gehirn, Teachi.a.) sowie des lokal
destruktiven Wachstums (teilweise Verdopplung damdrvolumens innerhalb einer
Woche) ist das anaplastische Schilddrisenkarzinomemer Mortalitdét von nahezu
100% verbunden. Dabei hangt die Uberlebenszeit Stadium der Erkrankung ab. So
liegt die mediane Uberlebenszeit der Patienten riielgnosestellung zwischen vier
und zwolf Monaten. Bei Patienten mit Fernmetastg&&%o aller Patienten) liegt die
durchschnittiche  Uberlebenszeit bei nur drei  Menat (Ain, 1999).

Prognoseverbessernde Therapiekonzepte existiereaitdeicht (Vgl. 1.1.4.3.).

1.1.3. Diagnostik

Die Diagnostik von Schilddriisenerkrankungen basielten der Palpation (als suspekt
gelten: derbe, schnell wachsende, nicht verscloiebli Knoten) und
Laboruntersuchungen (TSH und ggf. fT3, fT4, Calimy vornehmlich auf der
Sonographie. Sie stellt die Methode der Wahl inEldeennung maligner Prozesse dar.
Malignitatskriterien sind Echoarmut, unregelmaRigBegrenzung, verstarkte

GefalRversorgung, Gefallinvasion, Mikroverkalkungennd u eine regionale
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Lymphadenopathie. Eine Schilddrisenszintigraphiitesoiur noch in Fallen von
erniedrigtem oder nicht messbarem TSH durchgefitetden, um so zwischen
metabolisch aktiven bzw. inaktiven Knoten untersiée zu konnen. Jeder Klinisch
und/oder sonographisch verdachtige solitare Knoten 1cm sollte einer
Feinnadelaspirationszytologie (FNAC) unterzogen dear Die FNAC stellt den
Goldstandard in der Differentialdiagnose von Sahildenerkrankungen dar, weist
jedoch Schwierigkeiten bei dem histopathologiscBefund einer follikularen Lasion
auf. Da die Unterscheidung zwischen Adenom undkidhrem Karzinom nur am
Gewebeschnitt erkennbar ist (das Karzinom zeige élapselinvasion), erfolgt bei
diesem Befund haufig eine diagnostische Operatiur. weiteren diagnostischen
Abklarung des (medullaren) C-Zell-Karzinoms werdeBestimmungen von
Serumcalcitonin und CEA, ein Pentagastrintest s@an-Analysen durchgefuhrt.
Weitere praoperative Untersuchungen, die jedoclhntnroutinem&Rig durchgefuhrt
werden, umfassen die Computertomographie (CT) olfentrastmittel, die
Magnetresonanztomographie (MRT) sowie die Posittdamissions-Tomographie
(PET). Diese sollten speziellen Fragestellungehefoalten bleiben (Pacini et al., 2006;
Sherman, 2003).

1.1.4. Therapie

1.1.4.1. Differenzierte Schilddriisenkarzinome

Die radikale Thyreoidektomie mit Entfernung suspekiymphknoten (meist des
zentralen Kompartiments) und nachfolgender Raditbgm@pie stellt das
Standardverfahren in der Therapie differenziertehil8driisenkarzinome dar. Eine
Ausnahme bilden gut differenzierte papillare Kaomme < 1cm Durchmesser
(sogenannte Mikrokarzinome), bei denen eine ipsidde¢ Hemithyreoidektomie ohne
nachfolgende Radiojodtherapie durchgefihrt werdemk

Vom Follikelepithel ausgehende papillare und falldkte Karzinome der Schilddriise
nehmen als einzige Tumorentitdten am Jodstoffwédb8eund beféahigen aus diesem
Grund zu einer postoperativen Radiojodtherapiel dex Radiojodtherapie ist die
Ablation von verbliebenem Schilddriisengewebe, nskopisch kleinen Tumorresten,
befallenen Lymphknoten und Metastasen. Voraussgtfitmdie Radiojodtherapie stellt

neben der mdglichst kompletten Thyreoidektomieeximbhter TSH-Spiegel > 30muU/I
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dar, um eine optimale Radiojodaufnahme zu gewaéitelei Dieser wird etwa vier bis

funf Wochen postoperativ entweder durch Verzicht®hilddrisenhormonsubstitution
und/oder durch Zufuhr von rekombinant hergestelfe3Hr erreicht.

In der Nachbehandlung spielt die lebenslange Sepyestherapie mit L-Thyroxin eine
bedeutende Rolle, um so die postoperativ zu emaetélypothyreose auszugleichen.
Des Weiteren konnen TSH-suppressive Dosen (TSHO,1mU/l) ein erneutes

Tumorwachstum verhindern und somit die Rate an lrekaliven senken. Darlber

hinaus erfolgt in regelmaRigen Abstanden eine ktighe Untersuchung, eine

Sonographie des Halses und die Thyreoglobulinbesting (Pacini et al., 2006).

1.1.4.2. Medullares Schilddriisenkarzinom

Die Therapie der Wahl bei den medullaren Schildelnkarzinomen umfasst die totale
Thyreoidektomie sowie die Dissektion des zentralgmphknotenkompartiments. Bei
den sporadisch auftretenden Karzinomen erfolgt tzlish die Dissektion des
ipsilateralen Lymphknotenkompartiments, bei denetigéiren Formen die Dissektion
beider lateraler Lymphknotenkompartimente. Obwoiel chirurgische Therapie den
einzig kurativen Ansatz in der Behandlung des mladem Schilddrisenkarzinoms
darstellt, persistiert die Erkrankung bei zwei @it der Patienten, so dass regelméaRige
Nachsorgeuntersuchungen notwendig sind. Erhohte teWedes spezifischen
Tumormarkers Calcitonin sowie des CEA weisen aukmiResidualtumor hin, der
einer erneuten Abklarung bedarf und einen chirehga Eingriff oder eine perkutane
Strahlentherapie nach sich zieht. Um die erhohtetaltit, welche vor allem durch
Metastasen und Lokalrezidive verursacht wird, znkea sind neue Therapieoptionen
erforderlich. Interessante Therapieansatze venfolgeger anderem eine Hemmung des
EGF- und VEGF-Rezeptors sowie der RET-Kinaseakdivit durch
Tyrosinkinaseinhibitoren wie ZD6474 oder XL184 (&chberger et al., 2008; Tai und
Poon, 2010).

1.1.4.3. Anaplastisches Schilddriisenkarzinom

Die Behandlung des anaplastischen Schilddrisem@ars erfolgt aufgrund der

infausten Prognose meistens unter palliativen Gesgpankten durch ein multimodales

Therapiekonzept. Operativ ist eine radikale RO-Rise anzustreben, meist ist jedoch
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nur eine Tumorverkleinerung zu erreichen, da Nadth&turen wie Nerven, Gefale
und Trachea oft frihzeitig infiltriert sind. Im Agsuss sollte eine perkutane
Strahlentherapie erfolgen, die in 40% der Falleidahizu einer Tumorverkleinerung
fuhrt. Die meisten Patienten erleiden jedoch eikdl@zidiv, was die Strahlenresistenz
des anaplastischen Karzinoms verdeutlicht. Eineulkame Chemotherapie mit
Doxorubicin als Radiosensitizer kann das initialesprechen des Tumors auf 80%
erhohen und somit die Lokalrezidivrate senken. Esmjuvante Chemo- bzw.
Polychemotherapie dient in erster Linie der Koméralon Fernmetastasen, allerdings
weisen undifferenzierte Schilddriisenkarzinome netserStrahlenresistenz auch haufig
eine Chemotherapieresistenz auf. Diese aggressiwdtimodalen Therapiekonzepte
sind jedoch allenfalls geeignet um eine gewissal®k umorkontrolle zu erreichen.
Eine Verbesserung der Uberlebensprognose zeigt sicht. Die Infiltration der
Atemwege durch einen lokal fortschreitenden, nrelsektablen Tumor sowie die
Ausbildung von Fernmetastasen stellen im Spatstadiie Haupttodesursache dar
(Ain, 1999; Sherman, 2003).

Die im Gegensatz zu differenzierten Karzinomen schilechte Therapierbarkeit der
anaplastischen Karzinome und die daraus resulterextrem schlechte Prognose
macht innovative Therapiestrategien erforderlicimeR interessanten Angriffspunkt in

der Behandlung stellen Rezeptoren mit Tyrosinkiakisetat dar.

1.2. Molekularbiologische Aspekte

1.2.1. Rezeptortyrosinkinasen

Rezeptortyrosinkinasen spielen eine fundamentalde Rmei zahlreichen zellularen
Prozessen und greifen regulierend in den Zellzykldee Zellmigration, den
Zellmetabolismus sowie das Zelliberleben, die Rn@tion und die Differenzierung
ein (Schlessinger, 2000). Abweichungen von Prdifen, Differenzierung, Uberleben
und Motilitdt der Zelle sind grundsatzlich Ereigges die Anlass zur Entstehung von
Krebserkrankungen geben konnen (Neel und Tonks)199

Bis heute sind weit Gber 90 Gene bekannt, die fimtdmtyrosinkinasen kodieren.
Davon enkodieren 58 flir Rezeptortyrosinkinasenadigrund von Strukturhomologien

in 20 Unterfamilien kategorisiert werden (siehe AbW). Weitere 32 kodieren fir
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zytoplasmatische Tyrosinkinasen, die in zehn Uateitien kategorisiert werden
konnen (Blume-Jensen und Hunter, 2001).
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Abb. 1.1: humane Rezeptortyrosinkinasen aus Blumeehsen und Hunter, 2001

Die verschiedenen Rezeptortyrosinkinasen besitz@eneahnlichen Aufbau und
unterscheiden sich in erster Linie durch ihre edlalére, glykosylierte
Ligandenbindungsdomane. Diese ist Uber eine Tramfmaregion mit der
zytoplasmatischen Doméne verbunden, welche didykiatzhe Tyrosinkinase enthalt.
Manche dieser Tyrosinkinasedomanen sind durch eifiraseinsertionsregion
unterbrochen (z.B. der VEGF-Rezeptor).

Nach Anbinden eines Signalproteins an die ligantheldmde Doméne wird die
intrazellulare Tyrosinkinasedomane aktiviert, wel&ine Phosphatgruppe von ATP auf
Tyrosinreste in der eigenen Polypeptidkette (Autgphorylierung) und
zytoplasmatische Proteine transferiert. Die Autgpimrylierung erhéht zum einen die
eigene Kinaseaktivitat, zum anderen werden so Akstelien fir intrazellulare
Signalproteine mit SH2-Domanen (Src-homologe Reégmer auch PTB-Domanen
(Phosphotyrosin bindend) erzeugt (Blume-JenserHurder, 2001; Hunter, 2000; Neel
und Tonks, 1997; Schlessinger, 2000).
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1.2.1.1. Der EGF-Rezeptor

Der EGF-Rezeptor (ErbB) gehort zu den am meisted lamgsten untersuchten
Rezeptoren. An ihm konnte auch als erstes einénsidche Tyrosinkinaseaktivitét
nachgewiesen werden (Cohen et al., 1980). Zusanmie&rbB2 (HER2neu), ErbB3
und ErbB4 gehort er zu den Klasse-1-Rezeptortykosasen und besteht aus einem
1186 Aminosauren umfassenden transmembranen Glyedpr(Heldin, 1995; Wells,
1999). Die Bindung eines spezifischen Liganden wiB. EGF (epidermal growth
factor), TGk (transforming growth factor), HB-EGF (heparin bimgl EGF) oder
Amphiregulin fihrt zu Homo- oder Heterodimerisativon ErbB-Rezeptoren (z.B.
ErbB1/ErbB1, bzw. ErbB2/ErbB3) und infolge dessamr Phosphorylierung von
Tyrosinresten der zytoplasmatischen Domane. DiguBi) verschiedener Heterodimere
verdeutlicht, dass die ErbB-Rezeptorfamilie eindsoMald an Signaldiversitat erlaubt
und so unterschiedlichste nachgeschaltete Signattuktionswege induzieren kann
(Schlessinger, 2000), (Hierzu siehe Abbildung & Erlauterungen in 1.2.1.2. ff.).

Tumor Stroma%

@
@ @ fErbB Ligands
—. ErbB Ligand

ErbB Ligands
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PI3K PLC \
‘ She/ Nck
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AKT | [prc | |
l STAT RAF
mTOR 3/5 l
MEK/MAPK

Abb. 1.2: ErbB-Aktivierung in Tumorzellen aus Normanno et al., 2006

Die ErbB-Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle bder Entstehung von
Tumorerkrankungen. In mehreren Studien konnte eiterexpression des EGF-

9
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Rezeptors in soliden Neoplasmen gezeigt werderspladsweise in Tumoren von
Lunge, Kopf und Hals sowie in Darm und Brust (Nonma et al., 2006). Insbesondere
bei Verlust des TSH-Rezeptors (charakteristisch diile meisten anaplastischen
Schilddrisenkarzinome) konnte gezeigt werden, dess vitro-VEGF-Sekretion tber
ligandenabhangige EGF-Rezeptor-Aktivierung deuthelsteigt und somit gerade der
EGF-Rezeptor bei der Neoangiogenese des Schildd@isenoms eine wichtige Rolle

einnimmt (Hoffmann et al., 2004).

1.2.1.2. Signalisierung an intrazellulare Effektorp  roteine

Unter 1.2.1. wurde beschrieben, dass Effektorpmetei mit aktivierten
Rezeptortyrosinkinasen in Wechselwirkung treten.efUlverschiedene komplexe
Signalwege werden die an der Zelloberflache austgidSignale durch das Zytoplasma
an den Zellkern weitergeleitet. Zu den wichtigstean Rezeptortyrosinkinasen
aktivierten Signalwegen zahlen der Ras/Raf/MAPK-Wagr Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K)-Weg und der Phospholipase C-Weg. Iégbnd werden die beiden
erstgenannten Signalwege genauer beschrieben.

1.2.1.2.1. Ras und die Mitogen aktivierte Proteinki nase
(MAPK)

Die Ras-Proteine gehodren zu der Ras-Superfamilerwronomeren GTPasen, die Uber
eine Lipidgruppe an der zytosolischen Seite der btam verankert sind. Ras existiert
in zwei verschiedenen Formen: der inaktiven GDR} der aktiven GTP-gebundenen
Form. Dabei steuern zwei Klassen von Signalprotettie Ras-Aktivitdt. Der Guanin-
Nucleotidaustauschfaktor (z.B. Sos) fordert die aliime von GTP und aktiviert Ras,
wohingegen GTPase aktivierende Proteine (GAP) didrélysegeschwindigkeit von
gebundenem GTP erhdhen und so Ras inaktivierenfurRggert oft in Zusammenhang
mit Rezeptortyrosinkinasen, wenn Oberflachensigidler Serin/Threonin-Kinasen an
den Zellkern weitergeleitet werden, um Zellprol#gon oder -differenzierung zu
steuern (Crespo und Leon, 2000). Etwa 30% allersetdithen Tumoren weisen eine
Ras-Mutation auf, die zu einer stdndigen Aktivigyuiihren (Downward, 1998). Die
Bindung von GTP an Ras (aktive Form) l6st eine Komiationséanderung aus, wodurch

eine Kontaktflache von Ras mit Raf, einer Serinébmin-Kinase entsteht. Raf

10
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wiederum stellt einen Aktivator von MEK dar, diehBel3lich die MAP-Kinase
aktiviert, welche in zwei Gruppen unterteilt werdeamn. Zur ersten Gruppe gehoren
Erkl und Erk2 (extracellular regulated kinases, lwhuptséachlich fur Zellproliferation
verantwortlich sind. Ihre Substrate stellen Tramlonsfaktoren (zB. Elk-1) dar, an
dessen Ende die Aktivierung von Genen steht. Higehort zum Beispiel Cyclin D1,
welches entscheidenden Einfluss auf die UberfihdergZelle von der G1- in die S-
Phase hat. Zur zweiten Gruppe, die hauptsachlicthdextrazellularen Stress aktiviert
wird, zahlen die p38-Kinasen und die INK-Familieigiivann et al., 1999).

1.2.1.2.2. Phosphatidylinositol 3-Kinase/Proteinkin  ase-B (Akt)

Der PI3-Kinase/Akt-Signalweg ist einer der Hauptevedper Signaltransduktion nach
Bindung von Wachstumsfaktoren an Rezeptortyrosaden. Dieser Signalweg stellt
einen Regulator vieler zellularer Prozesse wiepZeliferation, -wachstum, -migration
und -Uberleben dar. Es gibt verschiedene FormenPhesphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K), sie bestehen jedoch immer aus einer regugahen und einer katalytischen
Einheit und koénnen sowohl Uber Rezeptortyrosinienasls auch tber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren aktiviert werden (Luo et28lQ3; Vivanco und Sawyers, 2002).
Die Regulatoruntereinheit (p85) dient dabei als ptdgprotein, das Uber ihre SH2-
Doméane an Phosphotyrosine von aktivierten Rezegptminkinasen bindet. Die
katalytische Einheit (p110), welche auch direkt rilktas aktiviert werden kann,
katalysiert die Phosphorylierung von in der Plasmatran befindlichen
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (BIRu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
(PIPs). Intrazellulare Signalproteine binden Uber ihtecRstrinhomologe Doméne (PH-
Domaéne) direkt an P§Pwobei die Protein Serin/Threonin-Kinasen PKB (Pirkinase
B, auch Akt genannt) und die PDK1 (phospholipidetefent kinase) von besonderem
Interesse sind. Ein weiterer notwendiger Schrétitstie Phosphorylierung von Akt an
Thr308 durch PDK1 dar, was die katalytische Ak#it/iton Akt steigert.

Biologische Konsequenzen, die sich durch die AkthA&rung ergeben und relevant
fur das Wachstum von Tumoren sind, lassen sich achfolgende Kategorien
unterteilen:

1. Zelliberleben

2. gesteigerte Proliferation (erhdhte Zellzahl duZeftiteilung)

3. erhbhtes Wachstum (Zunahme der Zellgrol3e).

11
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Zu 1.: Akt phosphoryliert direkt mehrere Komponentédie fir den programmierten
Zelltod verantwortlich sind. Ein Mechanismus stelle Phosphorylierung von BAD
dar, welches normalerweise den programmiertenateliber Komplexbildung mit dem
Uberlebensfaktor BCL-X ausldst. Die Phosphorylierung von BAD verhindergss
Komplexbildung, so dass BCL:Xseine anti-apoptotische Funktion aufrechterhalten
kann. Ebenso verhalt es sich mit den apoptoseiatermien Caspasen, deren
katalytische Aktivitat durch Akt-vermittelte Phosphlierung gehemmt wird.

Zu 2.. Akt kann die Proliferationsrate Uber Aktivedn des Zellzyklus fordern. Wie
unter 1.2.1.2.1 erlautert, stellt Cyclin D1 einenicitigen Faktor in der
Zellzyklusregulation dar. Durch direkte Phosphawying der Glykogensynthase-
Kinase 3 (GSK3) verhindert Akt die Phosphorylierung von Cyclin ,Dtodurch der
Abbau von Cyclin D1 in Proteasomen gehemmt wird.

Zu 3.: Akt gehort zu den Stimulatoren der Serinébmin-Kinase mTor (mammalian
target of rapamycin), die an der Kontrolle der Birddiosynthese beteiligt ist. Stehen
der Zelle gentigend Nahrstoffe zur Verfigung, sema®or ein Signal an die p70S6-
Kinase (RSK), welche die Proteintranslation staig€rantley, 2002; Schlessinger,
2000; Vivanco und Sawyers, 2002).

1.2.1.3. Der VEGF-Rezeptor und Neoangiogenese

Folkman stellte bereits 1971 die Hypothese der Hskwiarisation von soliden
Tumoren auf, wonach Tumore ohne Anschluss an daig&hRsystem nicht Uber eine
GroRe von 1-2mrhinaus wachsen kénnen (Folkman, 1971). Ein weit®feinomen,
das Anlass zu intensiven Forschungen gab, war deeb&htung, dass vom
Primartumor freigesetzte Substanzen ein WachstumMetastasen hemmen konnten.
Erst nach Resektion des Primartumors entfiel dieeermende Effekt auf unentdeckte
Mikrometastasen, die nun aus ihrem Ruhezustandneneaktiven Zustand tberfuhrt
wurden und wachsen konnten. Verantwortlich fiur elles Ruhezustand
(,Tumordormancy“) war Angiostatin, ein endogenehibitor der Angiogenese. In den
folgenden Jahren wurden mehrere sowohl proangiogektoren als auch Inhibitoren
der Angiogenese gefunden, die sich physiologischisevim Gleichgewicht halten
(siehe Abbildung 1.3). Wird dieses Gleichgewichtatiueine Zunahme proangiogener
Faktoren und eine gleichzeitige Abnahme inhibitdres Faktoren gestort, fihrt dies zu
Neoangiogenese (Folkman, 1995; Hanahan und Folki@86; O'Reilly et al., 1994).

12
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Die Tumorangiogenese ist ein dynamischer Prozessdurch mehrere hintereinander
geschaltete Schritte, wie Abbau von Basalmembrandarch Proteasen,
Endothelzellproliferation und -migration sowie Biltly von Kapillaren gekennzeichnet
ist (Ferrara, 1999; Folkman, 1990).

Angiogenesis regulation

-
—

Activators Inhibitors
Angiogenin Angiostatin
Angiopoietin | Endostatin

Basic fibroblast GF 2-Methoxyoestradiol
Hepatooyte GF Interferon
Interleukin & Interleukin 12
Placental GF TIMPI

Vascular endothelial GF Thrombospondin |

Abb. 1.3: Regulatoren der Angiogenese aus Zetter028

Unter den Angiogenesefaktoren nimmt VEGF eine Sddliolle ein, da er von nahezu
allen soliden Tumoren gebildet und sezerniert witmeister et al., 1998). Zu den
Prozessen, die tber VEGF gefordert werden, zahé&sr anderem das Wachstum von
Endothelzellen und ihre Migration, die Stimulatieon Surfactant, das Zelliberleben,
Chemotaxis, die Steigerung der Gefal3permeabilitédd die Vasodilatation. Die
Expression von VEGF wird hauptsachlich tber einestéhenden Sauerstoffmangel
geregelt, wobei der hypoxie-induzierbare Faktopfhxya-inducible factor 1, HIF-1) das
zentrale Element darstellt. Der VEGF-Rezeptor gehdu der Familie der
Rezeptortyrosinkinasen, wobei bisher drei versamedFormen identifiziert werden
konnten. Fur die Effekte von VEGF an GefaRendotiiela sind der VEGFR-1 (fms-
like tyrosine kinase, Flt-1) und der VEGFR-2 (kieadomain region/fetal liver kinase,
KDR/FIk-1) verantwortlich. Beide Rezeptoren bestelagis einer immunglobulinartig

aufgebauten extrazellularen Domane, einer transmarmh Region sowie einer
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intrazellularen Sequenz, die durch eine Kinasefi@region unterbrochen ist
(Carmeliet, 2003; Ferrera, 2005). Der VEGF-Rezefitost vor allem ein positiver

Regulator der Monozyten- und Makrophagen-Migratimal kann sowohl als positiver
wie auch negativer Regulator der VEGFR-2-Signalfiomk dienen. Der VEGF-

Rezeptor-2 vermittelt alle normalen und pathopHggischen Aspekte der

Angiogenese, wie wachstums-, migrations- und dffiererungsfordernde Signale. Der
VEGF-Rezeptor-3 ist insbesondere verantwortlich dig Entwicklung und Funktion

von lymphatischen Endothelzellen. Bindung von dietien Liganden kann auch in
Heterodimerisation von VEGFR-2 und VEGFR-3 restdine(Olsson et al., 2006).

1.3.Inhibition von Rezeptortyrosinkinasen als anti tumorales Prinzip

Das zunehmende Wissen Uber Tumorentstehung und rliberteben auf

molekularbiologischer Ebene hat in den letzten e€ahrzur Entwicklung von

Medikamenten gefuhrt, die Moglichkeiten einer z&gighteten Therapie (,targeted

therapy”) eroffnen. Durch eine  spezifische  Hemmungusgewahlter

Signaltransduktionswege soll im Gegensatz zur kotweellen Chemotherapie eine

maximale, optimierte Tumorkontrolle bei einem ggaren Nebenwirkungsprofil

erreicht werden. Grundsatzlich stehen nachfolgémgiffspunkte zur Verfiigung:

1.) Niedermolekulare Substanzen (,small molecules”)Jche spezifisch die ATP-
bindende Region der Kinasedoméne von Rezeptorhkiosisen blockieren und so
die Aktivierung intrazellularer Signalwege hemmen.

2.) Monoklonale Antikdrper (mAb), welche spezifisch ginen Wachstumsfaktor sind
und diesen vor seiner Bindung an den Rezeptor iinaign oder kompetitiv
verdrangen.

Derzeit werden eine Vielzahl von Tyrosinkinaseimoken in praklinischen und

klinischen Phase I-lll Studien untersucht oder sbeteits in der Behandlung von

Tumorerkrankungen zugelassen. Allein 285 offene gegthlossene klinische Phase I-

[lI-Studien untersuchen zurzeit die Wirkung von dsinkinaseinhibitoren an

verschiedenen Tumorentitaten (siehe: http://wwwiciltrials.gov). Einen Uberblick

Uber aktuelle und altere Studien geben Imai undadkk, 2006; Kessler et al., 2010;

Steeghs et al., 2007 sowie Stoffel, 2010.
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1.3.1. Gefitinib-zD1839 (Iressa ©)

ZD1839 stellt einen oral verfiigbaren, niedermolaken, selektiven EGF-Rezeptor-
Inhibitor dar. Chemisch handelt es sich um eintsgtisches Chinazolin [N-(3-Chlor-4-
fluorphenyl)-7-methoxy-6-[3-(morpholin-4-yl)propojchinazolin-4-amin] mit einem

Molekulargewicht von MW = 447Da.
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Abb. 1.4: Strukturformel ZD1839

Préklinische Studien haben gezeigt, dass ZD1839 \Washstum verschiedener
Tumorentitaten, wie z.B. Lungen-, Prostata-, Digkala Ovarial- und Brusttumoren
hemmt. Dabei stehen vor allem hemmende Effekte daifTumorproliferation und
-angiogenese sowie apoptoseférdernde Effekte imdé&fgrund (Herbst, 2002). So
konnte ZD1839 bei in vitro-Untersuchungen zu veestdnen Zelllinien des androgen-
sensitiven und androgen-unabhangigen Prostatakansindie Autophosphorylierung
des EGF-Rezeptors inhibieren (IC50 QWb bis 0,91M), die Zellproliferation
hemmen (mittlere 1IC50 0,48) und bei Konzentrationen von >u¥l ZD1839
Apoptose induzieren (Vicentini et al., 2003). ZD988ar der erste EGFR-Inhibitor, der
in zwei randomisierten Phase II-Studien Klinisclievante Antitumoraktivitat bei
Patienten mit therapierefraktarem nicht-kleinzeliigLungenkarzinom (NSCLC) zeigte
und so 2003 als third-line Therapie beim NSCLC efiigrt wurde. Spéater stellte sich
in der randomisierten, Plazebo-kontrollierten PhHs&tudie ISEL (Iressa Survival
Evaluation in Lung Cancer trial) jedoch heraus, sda@1839 gegeniber der
Plazebogabe keinen signifikanten Effekt auf dasiamedUberleben der Patienten mit
NSCLC hatte (Thatcher et al., 2005). Eine weiterdudf® testete die
Kombinationstherapie von ZD1839 und 5-Fluorouraeil verschiedenen Zelllinien des
NSCLC. Gemessen an dem antiproliferativen Effeithten die 1C50-Werte je nach
Zelllinie von M bis 35uM ZD1839 und konnten durch die Kombination mit 5-FU

halbiert bzw. reduziert werden (Okabe et al., 2009urch intensive
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Tumorzellforschung auf Molekularebene konnte mtkile gezeigt werden, dass
ZD1839 beim fortgeschrittenen NSCLC mit aktivierendEGFR-Mutation eine gute
Wirksamkeit aufweist. Trager der oben genanntenalitut erwiesen sich dabei als
Responder, wahrend Patienten ohne entsprechendgidmubon-responder fur ZD1839
waren. Dies fuhrte dazu, dass ZD1839 als first-lifleerapie bei Patienten mit
aktivierender EGFR-Mutation zugelassen wurde (seneh 4.4.). ZD1839 ist derzeit
weiter Gegenstand intensiver Forschungen im Berearischiedener Tumorentitaten
(Ciardiello und Tortora, 2008; Takeuchi und Ito,12D

1.3.2. Vandetanib-ZD6474 (Zactima ®©)

ZD6474 gehort wie ZD1839 zu den niedermolekularesral verfigbaren
Tyrosinkinaseinhibitoren aus der chemischen Grugge Chinazoline [4-(4-Brom-2-
fluoranilino)-6-methoxy-7-(1-methylpiperidin-4-ylrtfeoxy)chinazolin], mit einem
Molekulargewicht von MW = 475Da.

Abb. 1.5: Strukturformel ZD6474

Zielstruktur von ZD6474 ist die Kinaseinsertionsoegdes VEGF-Rezeptors (VEGFR1
und VEGFRS3). Die Substanz zeigt aber ebenso Aktigegeniber dem EGF-Rezeptor
(ErbB1) sowie anderer Tyrosin- und Serin/Threoninasen (Wedge et al., 2002). In
vitro-Studien untersuchen unter anderem die Wirksaimbeim Magenkarzinom und
dem Bronchialkarzinom. Untersuchungen an TMK-1{#edn des Magenkarzinoms
konnten eine dosisabhangige Reduktion der Zellafdnich ZD6474 nachweisen
(McCarty et al., 2004). Eine dosisabhangige Zellealuktion zeigte sich ebenfalls an
verschiedenen Zelllinien des NSCLC mit IC50-Werteon etwa &M bis 3uM
ZD6474. In derselben Studie konnte nachgewieseremerdass ZD6474 Apoptose
induziert und die Phosphorylierung nachgeschalteigoplasmatischer Signalwege
inhibiert (Wu et al., 2007). Mittlerweile sind meie klinische Studien (Phase I-111) zu
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ZD6474 abgeschlossen oder in Vorbereitung. Im Vigdmd steht dabei insbesondere
die Behandlung des fortgeschrittenen NSCLC (Kontimnatherapien, Monotherapie

versus Plazebo, Monotherapie versus Erlotinib).Wéisprechend sind aber auch
Studien zu Tumoren, die Mutationen im RET-Protoaygdo aufweisen, wie z.B. das
hereditare medullare Schilddriisenkarzinom (Herbsil.e 2007; Schlumberger et al.,
2008). Ergebnisse einer Phase II-Studie zeigtess d®6474 beim fortgeschrittenen
hereditdren medullaren Schilddriisenkarzinom in 2886 Félle zu einer partiellen

Remission fihrte und in 53% der Falle eine Stabilisg der Erkrankung erreicht

werden konnte (Wells et al., 2010).

1.4. Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, den antitater Einfluss zweier
Tyrosinkinaseinhibitoren  (Gefitinib-zD1839, IreSsaund Vandetanib-ZD6474,
Zactim&) auf vier verschiedene Zelllinien von Schilddrilsmzinomen in vitro zu
untersuchen. Gefitinib stellt einen Tyrosinkinabdditor dar, der priméar am EGF-
Rezeptor wirkt, wahrend Vandetanib primar am VEG#z&ptor wirkt. Untersucht
wurden zwei anaplastische Karzinomzelllinien (Hthiad der aggressivere Subklon
C643) sowie eine papillare (TPC-1) und eine folka (FTC-133) Zelllinie. Um beide
Substanzen zu evaluieren kamen drei verschiederamtitptive und qualitative
Untersuchungsmethoden zum Einsatz. Hierbei wurdlenVarsuchsreihen jeweils in

Ab- und Anwesenheit von EGF durchgefuhrt.

(1) Hemmung der Zellproliferation durch Gefitinib undasietanib sowie deren
Kombination Gefitinib/Vandetanib in Abhé&ngigkeit rvoKonzentration und
Wirkdauer.

(2) Auswirkung von Gefitinib und Vandetanib sowie derorfbination von
Gefitinib/Vandetanib auf die VEGF-Sekretion.

(3) Identifikation, guantitative und qualitative Bestimng von
membrangebundenen Rezeptoren sowie zytoplasmatisElffektorproteinen
(EGF-R, pEGF-R, VEGF-R, pVEGF-R, Akt, pAkt, MAPKMAPK) und die
Auswirkung von Gefitinib und Vandetanib auf den Baorstatus.
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Einleitung

Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

* Inwieweit beeinflusst die simultane Stimulation d2ellen mit EGF die
Proliferation, VEGF-Sekretion und den Rezeptorstatan EGF-R, VEGF-R,
Akt und MAPK? Welchen Einfluss hat dies auf die Kgamkeit von ZD1839
und ZD64747?

 Gibt es Wirksamkeitsunterschiede der getesteten st8aben auf die

verschiedenen Zelllinien?

* Lé&sst sich durch die Kombinationstherapie eines HRaRhibitors mit einem
VEGF-R-Inhibitor ein additiver oder gar synergistier Effekt auf die
Hemmung der Zellproliferation erzielen? Kann es cHur die

Kombinationstherapie auch zu antagonistischen Effekommen?

* Lé&sst sich durch die Kombinationstherapie eines HRaRhibitors mit einem
VEGF-R-Inhibitor ein additiver oder gar synergistisr Effekt auf die
Hemmung der VEGF-Sekretion erzielen? Kann es durche

Kombinationstherapie auch zu antagonistischen Effekommen?

* Inwieweit andert sich die Expression membrangeboeddkezeptoren durch
ZD1839 und ZD6474? Werden nachgeschaltete, zytolasche Signalwege

beeinflusst?
Mit Hilfe der in vitro-Versuche verfolgt die vorlgende Studie das Ziel, die

Voraussetzungen fir eine Evaluation der gefunddfegebnisse in einem in vivo-

Modell zu schaffen.
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Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Verwendete Zellen

Untersucht wurden etablierte Zelllinien von Schilikenkarzinomen unterschiedlicher
Differenzierungsgrade. FiUr die anaplastischen 8dhisenkarzinome standen die
Hth74 und der aggressivere Subklon C643 zur Verigg(Heldin und Westermark,
1991). Fur die papillaren Karzinome wurde die Z@ll TPC-1 verwendet (Ishizaka et
al., 1990) und fur die follikularen Karzinome di@ @133 (Hoelting et al., 1994)
untersucht. Die Zellen wurden in der eigenen Tumidvank vorgehalten und bis zur

Kultivierung in flissigem Stickstoff bei -196°C akonserviert.

2.1.2. Zellkultur

DMEM/HAM'S F-12 (1:1), w/o L-Glutamine Biochrom A@eutschland
DMEM/HAM'S F-12 (1:1), w stable Glutamine  BiochroftGG, Deutschland

Fetales Rinderserum, FCS PAA Laboratories, @esitdr
Glycyl-L-histidyl-L-lysin-Acetat Sigma-Aldrich GivH, Deutschland
Haemacytometer Deckglaser 20x26mm Plan Optik, sa&land
Hydrocortison Sigma-Aldrich GmbH, Deutschland
Neubauer Zahlkammer Plan Optik, Deutschland
PBS-Dulbecco w/o G4, Mg?* Biochrom AG, Deutschland
Penicillin/Streptomycin 10000U / 10000ug/ml Biochrd\G, Deutschland
Rinderinsulin Sigma-Aldrich GmbH, Deutschland
Somatostatin Sigma-Aldrich GmbH, Deutschland
Transferrin Sigma-Aldrich GmbH, Deutschland
Trypanblau 0,1% Apotheke der Philipps Universitat
Trypsin/EDTA, 0,05%/0,02% (w/v) in PBS w/o  Biochroh®, Deutschland

Ca2+, Mgz+

Zellkulturflaschen, Cellstar 175¢mind 75cmi Greiner Bio-One, Deutschland
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Ansatz 1 Liter H5-Medium (10xStocky»Oml Aliquots bei -20°C aufbewahren
1000mI DMEM/HAM'S F-12 (1:1), w stable Glutamine
10ul Glycyl-L-histidyl-L-lysin-Acetat

10ul Hydrocortison
50mg Transferrin
100pg Somatostatin
100mg Rinderinsulin

H5-Medium fir Analysen zur VEGFE-Sekretion und Stiationsversuche:
450m| DMEM/HAM'S F-12 (1:1), w stable Glutamine

50ml H5-Medium (10xStock)

5ml Penicillin/Streptomycin 10000U/10000ug/ml

FCS 10% (FGM):

450mlI DMEM/HAM'S F-12 (1:1), w/o L-Glutamine
50ml Fetales Rinderserum, FCS

5ml Penicillin/Streptomycin 10000U/10000p.g/ml

FCS 2%:

490mlI DMEM/HAM'S F-12 (1:1), w/o L-Glutamine
10ml Fetales Rinderserum, FCS

5ml Penicillin/Streptomycin 20000U/10000pg/ml

2.1.3. Substanzen und Chemikalien

Acrylamid/Bis, rotiphorese GEL30 Roth GmbH & C&KDeutschland
Amersham ECL Western Blocking Analysis GE HealtbcaiK

Aprotinin Sigma-Aldrich GmbH, Deutschland
Ammoniumpersulfat [(N&),S;Og] Sigma-Aldrich GmbH, Deutschland
BSA, Rinderserumalbumin RIA, fur WB Sigma-Aldri@mbH, Deutschland
BSA, Rinderserumalbumin fur ELISA Sigma-Aldrich Gkh, Deutschland
B-Mercaptoethanol (£10S) Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Bromphenolblau Roth GmbH & Co KG, Deutschland
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Di-Natriumhydrogenphosphat-2-Hydrat
(NaHPO, - 2 H0)
Di-Natriumhydrogenphosphat (MdPOy)
Natrium-di-hydrogenphosphat-2-Hydrat
(NaHPQOy, - 2 HO)
Natrium-di-hydrogenphosphat (NaPiOy)
DMSO [(CH)2SO)]

EGF, rekombinant aus E. coli

Ethanol (GHsOH)

Glycerin, wasserfrei (€s03)

Glycin (GHsNOy)

Isopropanol (gHgO)

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KiROy)
Methanol (CHOH)

MTT-Reagenz

Natronlauge (NaOH)

Natriumazid, reinst  (Naf)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdesoxycholat (£H39NaQy)
Nonidet P40

Orthovanadate

PMSF

Prestained Protein Marker, Broad Range
Saccharose (gH22011)

Salzséaure (HCI)

SDS ultra pure (GH2sNaOyS)
Schwefelsaure, konzentriert {50,)
TEMED (CsH12Ny)

TRIS-Base (GH11NOs)

TWEEN 20

Western Blocking Reagent
Gefitinib-ZD1839 (Iressd
Vandetanib-ZD6474 (Zactifia

Merck KGaA uisehland

Merck KGaA, Deutschland
Merck KGafeuischland

Merck KGaA, Deutschland
Wak Chemie medical, Deutschland
Sigma-Aldrich Gmikutschland
Riedel-de Haen GmbH, Deutschland
Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Deutschland
Acros Organics, U.S.A.
Merck KGaA, Deutschland
Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Riedel-de Haen GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Roth GmbH & Co KG, Deutsahd
Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Roche Diagnostics, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Deutschland
BioLabS,Al.
Merck KGaA, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Merck KGaA, Deutschland
Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Deutschland
Roche Diagnostics, Sxland
Astra Zeneca, UK

Astra Zeneca, UK

21



Material und Methoden

2.1.4. Kits und Antikérper

2.1.4.1. Kits

ELISA-human VEGF DuoSet DY293B R&D Systems U.S.A.
Im Set enthalten:

Capture Antibody (maus anti-humanes VEGF)

Detection Antibody (biotinyliert Ziegen anti-human¢EGF)
Standard (rekombinantes humanes VEGF)
Streptavidin-HRP

Substrat Lésung DY999 R&D Systems U.S.A.
Im Set enthalten:

Farbreagenz A: }D»

Farbreagenz B: Tetramethylbenzidin

BCA™ Protein Assay Kit Pierce, U.S.A.
Im Set enthalten:
BCA™ Reagent A: bestehend aus einem Gemisch von Naitonat,

Natriumbicarbonat, Bicinchoninsaure und Natriunmégrin 0,1M Natriumhydroxid
BCA™ Reagent B: bestehend aus 4% Kupfersulfat
Albuminstandard, BSA
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2.1.4.2. Antikorper

Antikorper Firma Bezeichnung Quelle Bestell-Nr.
t-VEGF-R2 Santa Cruz Flk-1 (Q20) Ziege, pAk (IgG) c-B530
p-VEGF-R2 Abcam phospho Y1054 Kaninchen, pAk ab5472

t-EGF-R Cell Signaling EGF-R Kaninchen, pAk 2232

p-EGF-R Cell Signaling 1H12 (Tyr1068) Maus, mAk B23

t-Akt Cell Signaling Akt Kaninchen, pAk 9272
p-Akt Cell Signaling Phosphor Akt (Ser473)  KaninchpAk 9271
t-MAPK Cell Signaling p44/42-MAPK Kaninchen, pAk 02
p-MAPK Cell Signaling  phospho p44/42-MAPK Kaninchen, pAk 9101
(Thr202/Tyr204)

B-Actin Sigma-Aldrich clone AC-74 Maus, mAk A2228
Antikorper Firma Konfiguration Quelle Bestell-Nr.
Anti-Ziege DakoCytomation HRP konjugiert Kaninchen, pAk P0449

Anti- DakoCytomation HRP konjugiert Ziege, pAk P0448
Kaninchen
Anti-Maus DakoCytomation HRP konjugiert Ziege, pAk P0447

2.1.5. Puffer und Lésungen

2.1.5.1. Puffer und Lésungen fur ELISA

10 x PBS(steril filtriert) 137mM NaCl
2,7mM KCI
8,1mM NaHPQO, 2H,0
1,5mM KHPOy
pH-Wert 7,2 bis 7,4

1x PBS 10 x PBS 1:10 mit Aqua bidest verdiinnt

Waschpuffer 0,05% 0,05% Tween 20 in 1 x PBS
pH-Wert 7,2 bis 7,4

Blockpuffer 1% BSA

5% Saccharose
0,05% Natriumazid
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Reagent Diluent(steril filtriert)

Substrat Losung

Stopp Losung

1% BSAin 1 x PBS
pH-Wert 7,2 bis 7,4

1:1 Gemisch aus Losung A und B

2N HSO,

2.1.5.2. Puffer und Lésungen flr Proteinchemie

PBS fir RIPA-Puffer

RIPA-Puffer

10% SDS
25% APS

2 x Probenpuffer

10 x Laufpuffer pH 8,3

1 x Laufpuffer pH 8,3

10 x Transferpuffer pH 9

1 x Transferpuffer pH 9

10 x TBS

1xTBS

TTBS 0,05%

9,1mM NaHPO,

1,7mM NaHPQO,

150mM NacCl

pH-Wert auf 7,4 mit NaOH einstellen

PBS

1% Nonidet P40

0,5% Natriumdesoxycholat
0,1% SDS

SDS ultra pure 1:10 in Aqua bidest
APS in Aqua bidest I6sen

1ml Glycerin
0,5mIp-Mercaptoethanol
3ml 10% SDS

1,25ml 1M Tris-HCI pH 6,7
1,5ml Bromphenolblau

30g Tris base
1449 Glycin
10g SDS ultra pure

10 x Laufpuffer 1:10 mit Aqua bidest

58,29 Tris base
29,39 Glycin

10 x Transferpuffer 1:10 mit Aqua bidest
verdunnt. Zu 1 Liter 1 x Transferpuffer
wurden 3,75ml 10% SDS hinzugeftigt.

129 Tris base

87,69 NaCl

pH-Wert auf 8 mit HCI einstellen

10 x TBS 1:10 mit Aqua bidest verdinnt

10 x TBS 1:10 mit Aqua bidest verdinnt
0,05% Tween 20

24



Material und Methoden

Stripping Puffer

7,01mIp-Mercaptoethanol

20g SDS (2%)
62,5ml 1M Tris HCI pH 6,7
1000ml Aqua bidest

1 mg/ml MTT-Reagenz
steril filtriert, lichtgeschutzt

2.1.5.3. LoOsungen fur MTT-Assay
MTT-Reagenz PBS
Stopplésung

85 ml Isopropanol

15 ml SDS 20%
0,4 ml 10M HCL

2.1.6. Gerate und Einwegmaterial

Abdeckfolien, Plate Sealers
Analysenwaage Explorer T2914

Diverse Glasbehalter
Elektrophoresekammer, Glasplatten
ELISA Reader, Emax precision
Filterpapier, Extra Thick 7,5x10cm
Filmkassette, Ortho Regular Curix screens
Film-Entwicklermaschine Optimax
Inkubator Typ: B5061 EK-CO2
Kahlzentrifuge, Centrifuge 5415R

Loading Tips, Aerosol Resistant Tips
Membranfilter 0,22um Durapore
Mikroskop Typ: 020-505.030

Mikroskop, Nikon TMS 302052
Mikrotiterplatten 96-Well Polystyrol Costar
Nitrocellulosemembran, Hybond ECL
Parafilm

pH-Meter Typ: 1121001 WinLab

Pipetten, handbetrieben verschiedene Volumina

Pipetten, akkubetrieben accujet pro

Pipettenspitzen bis 1000ul

Corning Inc., U.S.A.

Ohaus, Schweiz

Schott Duran GmbH, Déldsal

BioRad, U.S.A.
Molecular Devices5.B.
BioRad, U.S.A.

AGFAytBehland

Protec GmbH, Bebtand

Heraeus, Deutschland

Eppendorf GmBreutschland

Molecular Bimducts, U.S.A.

Millipore, U.S.A.

Wild Leitz GmbH, Payal

Nikon, Japan

Corgiinc., U.S.A.

Amersham Biosces, Deutschland
Pechiney Plastic Packing, U.S.A.
Windaus Labortechieutschland

HppeAG, Deutschland
Brand, Délascl

Eppendorf AG, Deugsuah
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Pipettenspitzen 2ml bis 20ml fur accujet pro
Power Pac 200

Probenréhrchen 10ml

Rotationsruttler 4020

Ruhrmagnet Typ: 50310

Rontgenfilm, Kodak BioMax MR Film 13x18cm

SemiDry TransferCell, Trans-Blot SD
Standardpetrischalen 92x16mm

Tischzentrifuge, Minifuge T

Tischzentrifuge, Function Line Labofuge 400R

Tischzentrifuge, Biofuge T

Ultraschallbad, Sonorex RK 100

Vortexer, MS1 Minishaker

Work Bench, Hera Safe Typ: HS12
Wasserbad Typ: 1002 GFL

Waage Typ: 2254

Zentrifugenrdhrchen, Cellstar 50ml
Zentrifugenrdhrchen, Cellstar 15ml
24-Well-Platten, Costar Cell Culture Cluster
96-Well-Platten, Costar Cell Culture Cluster

50m| Reagenzien Reservoir, Costar

2.2.Methoden

2.2.1. Zellkultur

Grelme-one, Deutschland
BioRad, U.S.A.
Greiner Labortechnik, Dehigsd
Kottermann, Deutschland
Heidolph, Deutschland
Kodak,3JA.
BioRad, U.S.A.
Sarstedt AG & Caoitsabdland
Heraeus, Deutschland
Hemddeutschland
Heraeus, Deutschland
Bandelin electpbieutschland
IKA Works Inc., U.S.A.
Heraeus, Deutschl
GFL mbH, Deutschland
Sartorius AG, Deutschland
Greiner biepbeutschland
Greiner biepbeutschland
Cogiinc., U.S.A.
Cogiinc., U.S.A.
Corning IncS, Al

Die im Folgenden beschriebenen zellkulturellen Md#n wurden, falls nicht gesondert
erwahnt, unter sterilen Bedingungen durchgefuhite »erwendeten Zelllinien wurden
in FGM (DMEM/HAM'S F-12 (1:1), w/o L-Glutamine mit0% fetalem Kéalberserum
und 1% Penicillin/Streptomycin bei 37°C, 5% £@nd wasserdampfgesattigter
Atmosphare kultiviert. Zur Passage der Zellen wordeese nach dem Waschen mit
PBS fiur kurze Zeit mit 0,05% Trypsin / 0,02% EDTAI37°C inkubiert. Zum
Abstoppen des Trypsinisierungsvorgangs wurde deflkdieir FGM-Medium
zugefuhrt, anschlieRend die

Zellsuspension in einedentrifugenréhrchen
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aufgenommen und bei 1000 Upm fir funf Minuten zérgrert. Der Uberstand des
Zentrifugats wurde abgesaugt, das Pellet mit Mediesuspendiert und je nach Grol3e
des Pellets 1:2 oder 1:3 verdinnt und in neue diliKlaschen verteilt. Ein

Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten Tag.

2.2.2. Versuche zur Zellproliferation

2.2.2.1. Versuchsaufbau und Durchfuhrung

Fur alle vier Zelllinien wurde der Einfluss von @Geilib-ZD1839, Vandetanib-ZD6474
und deren Kombination auf die Zellzahl untersudm. Folgenden wird dies als
Zellproliferation bezeichnet. Die jeweiligen Expwante wurden mit und ohne
gleichzeitige EGF-Stimulation angesetzt. In denzelmen Experimenten wurden
jeweils Dreifachbestimmungen vorgenommen und jedesperiment dreimal
wiederholt. Jede Versuchsreihe erstreckte sich iitsgresamt acht Tage. Es wurden
sieben verschiedene Endkonzentrationen bei dereBirzstanzen Gefitinib-ZD1839
und Vandetanib-ZD6474 getestet: 0,1uM; 1uM; 2uMyi4guM; 8uM und 10 M. Bei
den Kombinationsversuchen mit Gefitinib-ZD1839/Vatahib-ZD6474 wurden vier
verschiedene Endkonzentrationen getestet: fur iGieHZD1839 6uM und 8uM, fir
Vandetanib-ZD6474 2uM und 5uM. Als Kombination Gafb-ZD1839/Vandetanib-
ZD6474 wurden eingesetzt: 6uM/2uM sowie 8uM/5uMe BGF-Stimulation erfolgte

mit einer Endkonzentration von 20 ng/ml.

¢ Durchfuhrung:

A: Aussaat der Zellen

Trypsin/EDTA, Nahrmedium FGM und PBS wurden im Wabad auf 37°C erwarmt.
Das Nahrmedium wurde zunéchst aus der Zellkultscha abgesaugt. Anschlie3end
wurden die Zellen mit 20ml PBS gewaschen. Das Adnioder Zellen erfolgte wie
bereits unter 2.2.1. beschrieben. Zu 900ul ein&¥0Trypanblau-Lsg. wurden 100ul
des resuspendierten Zellpellet zugegeben und ier eNeubauer Zahlkammer die
Zellzahl ermittelt (Zellzahl x 1ml). Es folgte die Berechnung der benétigten Menge

an Zellsuspension, um jedes Well mif Hllen zu bestiicken. Um méglichst optimale
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Wachstumsbedingungen zu schaffen, erfolgte die aaissn FGM-Medium mit
anschlie3ender Inkubation fur 24 Stunden bei 37°C.

B: Nullwertmessung und Aufbringen der Konditionen

Am zweiten Tag erfolgte die erste kolorimetrischedgung (Nullwertmessung) mittels
MTT-Assay wie unter 2.2.2.3. beschrieben.

Unmittelbar vor Auftragen der Konditionen wurde ddie Medium abgesaugt und der
Zellrasen anschlieBend mit 200ul PBS gewaschen, restliches Medium und
Zelldetritus moglichst vollstandig zu entfernen.sDRBS wurde wieder abgesaugt und
durch 100ul FCS 2% bzw. 100ul FCS 2% + EGF ersBi#t.einzelnen Konditionen
wurden aus den jeweiligen Stocklésungen (EGF = |y g>efitinib-ZD1839 = 20mM
und Vandetanib-ZD6474 = 10mM) der Substanzen htelifesAls Kontrolle diente
DMSO in einer Endkonzentration von 4uM und 10uM baien
Einzelsubstanzexperimenten sowie 5uM bei den Koationsversuchen. Es erfolgte
das Aufbringen der verschiedenen Konditionen urkubation fir 24 Stunden bei
37°C.

C:. MTT-Assay nach 24, 96 und 144 Stunden Inkubation

Die erste kolorimetrische Messung erfolgte 24 Séundach Inkubation mit den zu
untersuchenden Substanzen Gefitinib-ZD1839 und ®@mib-ZD6474 bzw. deren
Kombination. Hierzu wurde ein MTT-Assay durchgetilund die photometrische
Messung mittels ELISA Reader vorgenommen (zur Dilitutung siehe 2.2.2.3.). Nach
96 Stunden wurde aquivalent verfahren und ein Muadiachsel der ,144-Stunden
Platte” durchgefihrt. Hierbei wurden die neu antgsa Konditionen in das jeweilige
Well pipettiert und die Platte fir weitere 48 Standei 37°C inkubiert. Am achten Tag
nach Aussaat der Zellen erfolgte die letzte koletimche Auswertung mittels MTT-

Assay.

2.2.2.2. Prinzip des MTT-Assay

Mit dem MTT-Assay ist eine kolorimetrische Messuabender Zellen aufgrund ihrer
Stoffwechselaktivitat in Relation zur Zellzahl miagl. Der MTT-Assay wurde erstmals
1983 von Mosmann beschrieben (Mosmann, 1983). MTB¥4[5-Dimethyl-2-

thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid] wirdin lebenden Zellen aktiv
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aufgenommen und Uber die mitochondriale NADH-abig:m@uccinatdehydrogenase
zu blauen Formazan-Kristallen reduziert. Die groBemmazan-Kristalle sind fur die
Zellmembran impermeabel und akkumulieren so inrdkba Zellen. Mit Hilfe eines
Detergens (hier Isopropanol) werden die Formazastéle solubilisiert, bzw. die
Zellen lysiert und der Metabolisierungsprozess WbRT zu Formazan unterbrochen.
Das gel6ste Formazan kann nun mit einem Spectropteter (ELISA Reader)
gemessen werden, wobei die Absorption direkt priogaal zu der Anzahl lebender

Zellen ist.

2.2.2.3. Durchfuhrung des MTT-Assay

Um den Zellrasen nicht zu beschadigen, wurde dasrm&Edium mit einer
Mehrkanalpipette vorsichtig abgezogen. Nach dem dWasgang mit PBS
(200u/Well) wurden die Zellen mit 1g0 MTT-Reagenz je Well versetzt und
anschlieBend fir 3 Stunden bei 37°C inkubiert. BAnwurde das MTT-Reagenz
vorsichtig abgesaugt und durch 150ul frisch angése$topp-Lésung (siehe 2.1.5.3.)
pro Well ersetzt. Der Ansatz wurde anschlieBendhreomal fur etwa 30 Minuten bei
37°C inkubiert. Zuletzt wurde die Platte fir etw@ Sekunden in ein Ultraschallbad
gegeben um eine moglichst vollstandige Lyse delededu erreichen. Das Ausmald der
Formazanbildung wurde durch photometrische Messing ELISA Reader bei
570/630nm bestimmit.

2.2.3. Analysen zur VEGF-Sekretion

2.2.3.1. Versuchsaufbau und Durchfuhrung

Analog den Experimenten zur Zellproliferation wurfleg alle vier Zelllinien der
Einfluss von Gefitinib-ZD1839, Vandetanib-ZD6474duderen Kombination auf die
VEGF-Sekretion mit und ohne EGF-Stimulation unterdu Auch hier wurden
Dreifachbestimmungen durchgefihrt und jedes Exptmdreimal wiederholt.
Insgesamt wurden vier verschiedene Endkonzenteatidmei den Einzelsubstanzen
Gefitinib-ZD1839 und Vandetanib-ZD6474 getestetpM; 1uM; 2uM und 5uM. Bei
den Kombinationsversuchen wurden zwei verschiedemgkonzentrationen getestet:
fur Gefitinib-ZD1839 einzeln 2uM, fur Vandetanib-BB74 einzeln 3uM und in
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Kombination Gefitinib-ZD1839/Vandetanib-ZD6474 mi2uM/3uM. Die EGF-

Stimulation erfolgte mit einer Endkonzentration \iding/ml.

¢ Durchfuhrung:

A: Aussaat der Zellen

Das Aussaen der Zellen erfolgte wie bereits unt@c22l. ausfihrlich beschrieben
(Durchfithrung, A: Aussaat der Zellen). Je Well wendlG Zellen ausgesat. Die
errechnete Menge an Zellsuspension wurde in 30mil4#&dium aufgenommen und

pro Well jeweils 1000ul der Zellsuspension in ezdeWell-Platte pipettiert.

B: Mediumwechsel von FGM auf H5-Medium und Pipettigen der Konditionen
Zunachst wurde das FGM-Medium abgesaugt und derageh mit 1000ul PBS
gewaschen. Das PBS wurde sofort wieder abgesawbtdurch H5-Mangelmedium
ersetzt. Am dritten Versuchstag erfolgte die Inkidra der Zellen mit den
entsprechenden Konditionen. Unmittelbar vor demtriagen der Konditionen wurde
das H5-Medium abgesaugt und der Zellrasen kurz1@Oul PBS gewaschen. Das
PBS wurde dann durch 900ul FCS 2% bzw. 800ul FCS+2200ul FCS 2% + EGF
ersetzt. Als Kontrolle diente DMSO in einer Endkenization von 5uM bei den
Einzelsubstanz- und den Kombinationsversuchen. Neetiillen der 24-Well-Platte
erfolgte die Inkubation fir 48 Stunden bei 37°C.

C:. MTT-Assay und Einfrieren der Proben

Nach erfolgter Inkubation wurde der Kulturiberstatgl konditioniertes Medium (CM)
gewonnen. Dazu wurde das Medium abpipettiert, ipeBporf-Cups uberfuhrt und
anschlie3end in einer auf 4°C vorgekuhlten Zergeféir 15 Minuten bei 13.000 Upm
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand in fris@ppendorf-Cups tberfiihrt und bei
-20°C bis zur weiteren Analyse (dazu Kapitel 2.2.3Durchfiihrung des ELISA)
eingefroren. Parallel dazu erfolgte die Durchfilgrugines MTT-Assays wie unter
2.2.2.3. beschrieben. Hierbei wurden je Well 1000ATT-Lésung und 1000
Stopploésung verwendet. Um Doppelbestimmungen dualekh zu kénnen, wurden
25Qu pro Well in eine 96-Well-Mikrotiterplatte pipettit. Die so kolorimetrisch
bestimmte Zellzahl pro Well wurde dann in Relatzur gemessenen VEGF-Menge

gesetzt.
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2.2.3.2. Prinzip des E_nzyme L inked _mmunosorbent A_ssay

Engvall und Perlmann beschrieben 1972 erstmaligedldBA (Engvall und Perlmann,
1972). Ein ELISA ist die Durchfihrung einer Immuak&on (Antigen-Antikorper-
Reaktion) an einer Festphase, gekoppelt mit eiperiischen Enzymreaktion (hier
Streptavidin-HRP). Dabei kann ein Antigen (hier MBGnicht nur nachgewiesen,
sondern auch quantifiziert werden. Als Festphasedeve polystyrolbeschichtete
Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen verwendet.
Grundsatzlich lasst sich zwischen einem direkted undirekten (Sandwich-ELISA)
ELISA unterscheiden. Bei dem direkten ELISA bindemigene durch unspezifische
hydrophobe Wechselwirkungen an die PolystyroloBeHe der Mikrotiterplatte. Nach
Blockieren freier Bindungsstellen auf der Polystgberflache mittels BSA erfolgt im
nachsten Schritt die Zugabe eines spezifischerkéugers. Dies fuhrt zur Bindung von
Antigenen, welche nun mittels einer Enzymreaktion wlurch Zugabe von Substrat
(Farbreaktion) nachgewiesen und photometrisch gegnesverden konnen. Durch
Hinzuziehen einer Standardkurve (Standard-Lésung t mibekannter
Antigenkonzentration) kann das gesuchte Antigeer(MEGF) quantifiziert werden.
Neben diesem direkten ELISA kann der Test auch Ssladwich-ELISA indirekt
durchgefuhrt werden. Dabei wird die Platte zuergtemem spezifischen Antikérper
belegt (Capture Antibody). Nach Zugabe und Binddeg Antigens kann die Detektion
mit einem zweiten spezifischen Antikorper (Detectintibody) erfolgen. Der weitere
Ablauf unterscheidet sich nicht von dem des direlEeISA. Die indirekte Methode ist
insbesondere fur solche Antigene sinnvoll, welcher rsehr schlecht an die
Polystyroloberflache binden. In dieser Arbeit wudde Sandwich-ELISA durchgefuhrt,
wobei das VEGF DuoSet von R&D Systems U.S.A. Vewdusrg fand. Nachfolgend
wird der Sandwich-ELISA beschrieben:

(1) Beschichtung der Mikrotiterplatte mit einem monaidéen Antikorper (Maus)

gegen humanes VEGF (Capture Antibody).
(2) Freie Bindungsstellen auf der Mikrotiterplatte (d.hicht durch Capture
Antibody besetzte Stellen) werden durch Blockpu#flegesattigt.
(3) Proben und Standard-L6sung werden aufgetragen: mesndEGF bindet an

den oberflachengebundenen Antikorper.
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(4) Ein biotinylierter polyklonaler Antikérper (Zieggjegen humanes VEGF wird
hinzugegeben (Detection Antibody). Dadurch bildethsein ,Sandwich®
zwischen VEGF und den Antikérpern aus.

(5) Zugabe von mit Meerrettich-Peroxidase (HRPHworseRadish Peroxidase)
konjugiertem Streptavidin. Dieses bindet an didibydierte Seite des Detection
Antibody.

(6) Zugabe von Substratlosungx®h + 3,3,5,5-Tetramethylbenzidin (Chromogen)
bindet an die Peroxidase. Das Substrat wird endgoamumgewandelt und es
entsteht ein blau-violetter, I6slicher Farbstoffe Dntensitat der Farblésung ist
proportional zu der VEGF-Menge.

(7) Die Reaktionskinetik wird durch Schwefelsaure gegtound es erfolgt die
Messung der Absorption bei 450/570nm Wellenlangenhakd der
Standardkurve wird die gemessene Absorption quzietif.

2.2.3.3. Durchfuhrung des ELISA

+ Praparation der Mikrotiterplatten:

A: Beschichtung der Mikrotiterplatten mit dem Primé&rantikérper (Capture
Antibody)

Die Beschichtung der Mikrotiterplatten mit dem Pamantikbrper erfolgte in einer
Konzentration von 1ug/ml, aufgenommen in sternigitem 1xPBS. In jede Vertiefung
wurden 100ul Antikérperlosung pipettiert. Anschked wurde die Platte sofort mit
einer Abdeckfolie verschlossen und bei Raumtemperdaber Nacht inkubiert. Am

nachsten Tag wurde die Antikérperldsung abgezogen.

B: Waschen

Nachdem die Antikdrperldsung abgezogen wurde adagn dreimaliges Waschen der
Mikrotiterplatten mit 400ul Waschpuffer pro Wellmunicht gebundene Antikérper
bzw. in nachfolgenden Schritten benutzten BlockgufStandardlésung und Proben,

Sekundarantikorper sowie Streptavidin-HRP zu ender
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C: Blocken

Zum Absattigen freier Bindungsstellen der Polydigberflache wurden pro Well 300ul

des Blockpuffers pipettiert. Die Platten wurden utteibar danach mit einer

Abdeckfolie verschlossen und der Ansatz bei Rauméeatur flur eine Stunde

inkubiert. AnschlieRend wurde der Blockpuffer wieddgesaugt und die Platten wie

unter B beschrieben gewaschen.

¢ Durchfihrung des Assays:

D: Standard und Proben auftragen

Zunachst wurde eine Verdunnungsreihe fur den Stdndaergestellt. Die
Ausgangskonzentration der Standardlosung betru@ptJthl und wurde durch 1:2-
Verdinnungen mit Reagent Diluent auf 31,25pg/mirgeit. Die zu untersuchenden
Proben wurden im Vortexer kurz gemischt und ane@eind jeweils 1G0 Standard
bzw. Probe in die einzelnen Vertiefungen der Miiteoplatten aufgetragen. Zur
Bestimmung der Leerwerte wurden in die jeweiligeartiéefungen alle verwendeten
Substanzen mit Ausnahme der Proben und Standafgstiagen. Der Ansatz wurde
mit Abdeckfolie verschlossen und bei Raumtemperéaher zwei Stunden inkubiert.
Vor dem nachsten Arbeitsschritt wurde die Platteeet, wie unter B beschrieben,

gewaschen.

E: Inkubation mit dem Sekundarantikdrper (Detection Antibody)

Der biotinylierte polyklonale (Ziegen) Antikbrpeegen humanes VEGF wurde in einer
Konzentration von 50ng/ml eingesetzt, aufgenommensierilfiltriertem Reagent
Diluent. Pro Well wurden 100ul Antikérperlésung @ésetzt, die Platte mit einer Folie
abgedeckt und Uber zwei Stunden bei Raumtempeiratubiert. Vor dem nachsten

Arbeitsschritt wurde die Platte, wie unter B begaben, gewaschen.

F: Auftragen und Inkubation des Peroxidase-Konjugas

Mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiertes Stagmlin wurde vor Gebrauch in

Reagent Diluent 1:200 verdunnt und bis zur Verwagdichtgeschitzt aufbewahrt. Pro
Well wurden 100ul Streptavidin-HRP-L6sung pipettieter Ansatz mit Abdeckfolie

und Alufolie lichtgeschuitzt verschlossen und daim20 Minuten bei Raumtemperatur

inkubiert. Es erfolgte dann der letzte Waschgargumter B beschrieben.
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G: Enzymatische Farbreaktion, photometrische Messum

Fur die enzymatische Farbreaktion wurden die beidemponenten des Substrat
Solution Kits unmittelbar vor Gebrauch in einem Nadtnis von 1:1 gemischt. Pro Well
wurden 100ul der Lésung eingesetzt, mit Abdeckfalied Alufolie lichtgeschitzt
verschlossen und fir 20 Minuten bei Raumtempernakubiert. Wahrend dieser Zeit
erfolgte im Rahmen der enzymatischen Reaktion diglgse folgender Reaktion:

H,0, + Hy-Donor (hier: 3,35,5-Tetramethylbenzidin}> 2 H,O + Donor (oxidiert)

Der Peroxidase wird D, als Substrat angeboten, so dass die nun frei weete

Protonen das farblose Chromogen (Tetramethylbemzidu einem blau-violetten

Endprodukt unter Bildung vonJ@ oxidieren.

Die Reaktionskinetik wurde durch Zugabe von 2N Sefleledure abgestoppt, hierbei
bildete sich ein stabiler gelber Farbkomplex. Didsérption wurde bei einer
Wellenlange von 450/570nm gemessen, wobei die gammes Absorption direkt

proportional zu der VEGF-Menge der jeweiligen Probe Die gemessene VEGF-
Menge (pg/ml) wurde dann in Relation zu der beritsch den MTT-Assay ermittelten
Zellzahl gesetzt.

2.2.4. Proteinchemische Methoden

* Versuchsaufbau:

Analysiert wurden die genannten vier Schilddrisezikamzelllinien (Hth74, C643,
FTC-133, TPC-1). Zunachst wurden Stimulationsvdisucmit jeder Zelllinie
durchgefuhrt, ein Zelllysat gewonnen und aus dies#ien Proteine mittels SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die elektrophorietiaafgetrennten Proteine wurden
dann auf eine Nitrocellulosemembran transferiesgt. Ilymunoblotting wurden dann die
einzelnen membrangebundenen und zytoplasmatischreteir® identifiziert und

qualifiziert.
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2.2.4.1. Stimulationsversuche fur Western Blot-Anal  ysen

Fiur die Stimulationsversuche der Schilddrisenkarnizellen wurde zunachst die
jeweilige Zelllinie passagiert und die Zellzahl tiesnt. AnschlieRend erfolgte die
Aussaat von 2 bis 3 x i@ellen in FGM-Medium mit nachfolgender Inkubatitiher
24 Stunden. Am néachsten Tag wurde FGM durch H5-Mbngdium ersetzt und der
Ansatz fur weitere 24 Stunden bei 37°C inkubieracN insgesamt 48 Stunden
Inkubation erfolgte der Stimulationsversuch mit iG@b-ZD1839 bzw. Vandetanib-
ZD6474 und EGF. Funf Anséatze wurden mit aufsteiganeEndkonzentrationen von
Gefitinib-ZD1839 bzw. Vandetanib-ZD6474 inkubie,@5uM, 0,1uM, 1uM, 2uM
und 5uM). Ein Ansatz wurde nur mit H5 inkubierth eiveiterer mit H5 + EGF
(Endkonzentration fur EGF = 40 ng/ml) und als Kohlé diente ein dritter Ansatz mit
H5 + EGF und DMSO (Endkonzentration fur DMSO = 5uMas alte Medium wurde
zunéchst abgesaugt und durch frisches H5-MediugtztrsZu sechs der acht Ansatze
wurde dann jeweils 600ul DMSO, Gefitinib-ZD1839 bzwWandetanib-ZD6474
pipettiert und alle Ansatze wurden dann fur einen8é bei 37°C inkubiert. Mit
Ausnahme des nur mit H5-Medium inkubierten Ansatedslgte anschlielend die
funfzehnmindtige Aktivierung mit 300ul EGF.

2.2.4.2. Herstellung des Zelllysates

Nach Stimulation der Zellen mit EGF erfolgte dierstellung des Zelllysates. Zunéchst
wurde das Medium abgesaugt und der Zellrasen Vuigionit PBS (w/o C&, Mg®")
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit Tnyg®TA abgelost und zum
Abstoppen des Trypsinvorganges in 12ml PBS aufgemam Die Zellsuspension
wurde dann in 15ml Greiner-Rohrchen pipettiert tmed 1500 Upm fir fanf Minuten
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand festrifugats vorsichtig abgesaugt
und das Pellet umgehend auf Eis gelegt. Je nacReGiés Pellets wurde dieses mit 10

bis 40ul RIPA-Puffer + Proteaseinhibitoren versetzt
1ml RIPA: 10pl PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

30ul Aprotinin
10ul Othovanadate
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Das Zentrifugat (Pellet) wurde anschlieRend mihginer 200ul-Pipette suspendiert,
mit 1pl PMSF versetzt und die Anséatze anschlie@n@0 Minuten auf Eis inkubiert.

Danach wurde die Suspension in 1ml Eppendorf-Cigesfiihrt und diese bei 4°C in
der Kihlzentrifuge fur 20 Minuten bei 13.000 Upmu#ugiert. Der Uberstand des

Zentrifugats wurde als Lysat abpipettiert und himzGebrauch bei -80°C aufbewahrt.
2.2.4.3. BCA-Protein Assay

Die BCA-Reaktion (Bicinchoninsédure = 2Richinolin-4,4-dicarbonséaure) kommt bei
der quantitativen kolorimetrischen Bestimmung \Rroteinen zum Einsatz. Hierbeli
reagieren zweiwertige Kupferionen &) quantitativ mit Proteinen zu einwertigen
Kupferionen (Ctj). Dabei entsteht ein Komplex aus Kupferionen unotén (Biuret-
Reaktion). Die einwertigen Kupferionen bilden miiciBchoninsdure einen violetten
Farbkomplex aus, der photometrisch gemessen wé&aten

In dieser Arbeit wurde das BCA-Protein Assay Kitr ddrma Pierce verwendet,
welches aus Reagenz A (BCA), Reagenz B (Kupferi@sund einem Proteinstandard
besteht. Aus Losung A und B wurde in einem Verhgition 50:1 ein Reagenzgemisch
angesetzt. In einer 96-Well Mikrotiterplatte wurfde die Proteinstandardreihe und die
zu messenden Proben (Zelllysat) jeweils 200ul Reagemisch vorgelegt. Die
Proteinstandardreine wurde durch Verdinnen der kigteeng mit RIPA-Puffer
hergestellt und bestand aus vier verschiedenen défarationen (0,5mg/ml, 1mg/ml,
1,5mg/ml, und 2mg/ml). Zu 200ul Reagenzgemisch ewrtOul je Standard und 2,54l
je Probe (Verdinnungsfaktor 4) hinzupipettiert uaaschlieRend die Ansatze gut
gemischt. Nach 15 Minuten Inkubationszeit bei Rampgeratur erfolgte die
photometrische Bestimmung des Proteingehaltes gedien Standardkurve im

Spektralphotometer (Emax; Molecular Devices) b&irbi.
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2.2.4.4. \Western Blot

2.2.4.4.1. Prinzip der Western Blot-Analyse

Der Western Blot ist eine Methode, bei der in eifigigermatrix (in der Regel ein
Polyacrylamid-Gel) elektrophoretisch aufgetrennteotéine auf eine geeignete
Membran (hier: Nitrocellulose) tibertragen werdeie Dbertragung ist das eigentliche
.blotting“. Beim Blotten wird eine identische Kopides Gels erzeugt, indem ein
senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld Rimeine auf die Membran
transferiert und dort immobilisiert. Die Bindungrderoteinmolektle an Nitrocellulose
erfolgt Gber hydrophobe Wechselwirkungen und Wasstbriicken. Das Muster der
elektrophoretischen Auftrennung bleibt dabei edrmaltMit Hilfe des Western Blots
lassen sich so spezifische Antigene durch mono- polyklonale Antikdrper eindeutig
identifizieren. Synonym findet sich daher in dettekatur haufig auch der Begriff
Immunoblot (Burnette, 1981). Bevor die mittels HBlogtechnik hergestellten
Membranen mit Antikérpern inkubiert werden konné&la¢hweisreaktion), missen sie
unter Verwendung eines Blockierungsreagenz vorliawerden. Das Blocken dient
der Abséttigung Uberschissiger Bindungsstellen def Membran, um so eine
unspezifische Bindung der Antikérper zu verhindeBei den hier durchgeflhrten
Proteinblots wurde eine in Maleinsaure gepuffe®@oije Casein-Lésung verwendet
(Western Blocking Reagent, Roche). Im nachsten itchkann nun die
Nachweisreaktion erfolgen, bei der die Membran zbhsimit dem Primér- und dann
mit dem Sekundarantikérper inkubiert wird. Der Farantikorper bindet direkt an die
transferierten Proteine. Der Sekundarantikérper geggen konstante Bereiche des
Primarantikdrpers gerichtet und konjugiert mit @n&nzym, einem Radionuklid oder
Fluoreszenzfarbstoff, wortiber die Bindung sichtgamacht wird. Die Bindung des
Sekundarantikorpers verstarkt das PrimarantikOiges da mehr als ein
Sekundarantikérper an den Primarantikérper bindamk Zur direkten Visualisierung
des geblotteten Proteins muss der Sekundarantikémeeder mit einem Radionuklid
oder Fluoreszenzfarbstoff versehen werden. Zurrektkn Visualisierung muss der
Sekundarantikdrper mit einem Enzym konjugiert wardeelches ein weiteres Substrat
bendtigt. In dieser Arbeit wurde ein enzymkonjutgeiSekundarantikdrper verwendet,
an den ein Substrat (Amersham ECL; GE Healthcakg, débunden wurde, das durch
enzymatische Umwandlung Licht emittiert (Chemiluegrenz). Dieser Effekt wird zur
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Belichtung eines Rontgenfilms genutzt und ermdglsth den optischen Nachweis der

Proteine auf der Membran.

2.2.4.4.2. Durchfuhrung der SDS-Gelelektrophorese

A: Gelherstellung
Zunachst wurden alle verwendeten Glasplatten, Abistaalter und Kamme mit Ethanol
gereinigt. Um mdoglichst homogene Gele zu erhaltesyrden die einzelnen

Komponenten bei der Gelherstellung nach jedem Selenmischt.

Trenngel 7,5% Sammelgel 4%
Aqua bidest 4,9 ml 6,1ml
Acrylamid/Bis 2,5ml 1,3ml
Trenngelpuffer (1,5M Tris, pH 8,8) 2,5m --
Sammelgelpuffer (0,5M Tris, pH 6,8) -- 2,5ml
SDS 10% 0,1ml 0,1ml
Polymerisation:
25% APS (Ammoniumpersulfat) 50ul 50ul
TEMED (Tetramethylethylendiamin) S5ul 10ul

Die Oberkante der Trenngele wurde zum Schutz vastrAoknung mit Aqua bidest
beschichtet. Nach Polymerisation der Trenngele ammie Sammelgele gegossen und
passende Kadmme eingesetzt. Nach PolymerisatioSalamelgele (etwa 45 Minuten)
wurden die Kamme vorsichtig entfernt, die Gele ire dElektrophoresekammer

eingespannt und die Kammer mit Running-Buffer (50)Gufgefullt.

B: Proben vorbereiten, Elektrophorese

Die bei -80°C gelagerten Lysate wurden langsamEasifaufgetaut und anschliel3end
Probenvolumen fur 50ug Protein in Eppendorf-Cupsetpiert. Das Probenvolumen
wurde mit Aqua bidest auf 10ul aufgefllt, danadwraen pro Cup 10ul 2 x Sample
Buffer hinzupipettiert. AnschlieRend wurden alle olsen einschlie3lich des
Proteinmarkers fur drei Minuten bei 95°C denattrikr die Kammern des Sammelgels
wurden schlieBlich mittels Loading Tips 20ul Prodgfgetragen, wobei die beiden

auReren Kammern jeweils mit Proteinmarker versekerden. Zunéchst wurde eine
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Spannung von 85V an die Elektrophoreseapparatuelegig bis die Proteine das
Trenngel erreichten (sichtbar am Sample Buffer)sdatieRend wurde die Spannung
auf 115V erhoht bis der Sample Buffer das unterdebates Gels erreichte (etwa eine
Stunde).

C: Western Blot (Semi-Dry-Blot)

Vier Filterkartons und zwei 9 x 7cm grof3e Nitroaksemembranen wurden fir 30
Minuten in frisch angesetzter Transferpufferlos@agilibriert. Nach Beendigung der
Elektrophorese wurden die Gele aus der Kammer remtfelie beiden Gelphasen
getrennt und anschlieBend das Trenngel fur etwa Nbwten in der
Transferpufferlosung aquilibriert. Nachdem die He#enplatten der Blotting
Apparatur mit Aqua bidest gleichméaRdig benetzt woragfolgte der Zusammenbau des
Semi-Dry-Blots. Auf einem Filterkarton wurde dietidicellulosemembran aufgelegt,
dann folgte das Gel und den Abschluss bildete wiedeein Filterkarton. Nach jeder
Lage wurden entstandene Luftblasen mit einem angkteten Glasstab vorsichtig aus
dem Sandwich entfernt und dann die Kammer gesdmosgunachst wurde eine
Spannung von 10V dber 20 Minuten angelegt, gefetgt einer Spannung von 15V
uber weitere 20 Minuten. Nach dem Blotten erfolgtmachst ein kurzer Waschgang
der Nitrocellulosemembran in PBS, dann wurden gemd& jeweiligen
Molekulargewichte der zu identifizierenden ProteiG#reifen aus der Membran

geschnitten.

Protein Molekulargewicht [kDa]
t-VEGF-R2 150/200
p-VEGF-R2 200

t-EGF-R, p-EGF-R 170

t-Akt, p-Akt 60

t-MAPK, p-MAPK 42/44

B-Actin 42

AnschlielRend wurden die zugeschnittenen Streifeh &0 Blockierungsreagenz (TBS
+ Western Blocking Reagent, Roche Diagnostics)fiie Stunde bei Raumtemperatur

inkubiert.
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2.2.4.4.3. Nachweisreaktion/Immunoblot

A: Bindung des Primarantikodrpers

Nachdem durch ein Blockierungsreagenz unspezifisBivedungsstellen auf der
Membran abgesattigt wurden und anschlieRend die vemstreifen kurz in TBS
gespult wurden, konnte die Inkubation mit den Pran#ikOrpern erfolgen. Antikorper
der Firma Cell Signaling wurden in 5% BSA-LOosunglBS + BSA) verdunnt. Die
Inkubation erfolgte auf einem Rotationsschittler 4% tber Nacht. Die Antikdrper
der Firmen Santa Cruz, Abcam und Sigma wurdenS#MVB-Reagenz (TTBS + WB)

gegeben und fir zwei Stunden bei RaumtemperatubieK.

Protein Verdinnung
t-VEGF-R2 1:200
p-VEGF-R2 1:1000
t-EGF-R 1:1000
p-EGF-R 1:500
t-Akt 1:750
p-Akt 1:750
t-MAPK 1:750
p-MAPK 1:750
B-Actin 1:3000

Nach Bindung der Primérantikérper wurden die Membnaifen dreimal fur funf

Minuten in frisch angesetzter 0,05% Tween + TBStlngsgewaschen.

B: Bindung des Sekundarantikorpers

Nach dem letzten Waschgang mit 0,05% TTBS-LoOsuriglgte die Inkubation der
Membranstreifen mit den Sekundarantikorpern UbeMétuten bei Raumtemperatur.
Hierzu wurden die Membranstreifen auf einer ebestaaierten Oberflache platziert und
dann mit Antikérperldsung benetzt. Alle Sekundékamper wurden in einer 1,5% WB-
Reagenz-Losung (TTBS + WB) 1:2000 verdinnt. NachndBng der
Sekundarantikorper wurden die Membranstreifen dakifar finf Minuten in frisch

40



Material und Methoden

angesetzter 0,05% Tween + TBS-L6sung und anschiteBseimal fir finf Minuten in
TBS gewaschen.

C: Detektion

Die gewaschenen Membranstreifen wurden nun fur Minete mit einem 1:1 Gemisch
von Reagenz 1 und 2 des Amersham ECL Westernlgotbetection Kit (GE
Healthcare, UK) inkubiert. Anschliel3end wurden Miembranen zwischen Filterpapier
getrocknet. Die Membranstreifen wurden dann dunch Blastikfolie geschiitzt in einer
Filmkassette mit Klebestreifen fixiert. Im Dunkelm wurde nun ein Rontgenfilm
eingelegt, der zwischen 10 Sekunden und 10 Mindigich die Membran belichtet
wurde. AnschlieBend erfolgte die Filmentwicklung i@ptimax (Protec GmbH,
Deutschland).

2.2.4.4.4. Western Blot-Stripping

Die Entfernung der Primar- und Sekundarantikérpexchn Durchfihrung des
Immunoblots war bei den Membranen erforderlichdanen aufgrund eines ahnlichen
Molekulargewichtes vorg-Actin und MAPK keine B-Actin Farbung durchgefihrt
werden konnte. Hierzu wurde Stripping Puffer (si@hk5.2.) im Wasserbad auf 50°C
erwarmt und mit der Membran unter leichtem Schiattét 30 Minuten inkubiert. Nach
drei Waschgangen der Membran in TBS konnte scittel8lie B-Actin Farbung wie
unter 2.2.4.4.3. beschrieben erfolgen.
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2.2.5. Statistik

Fur die statistische Auswertung und die graphisEaestellung wurden Microsoft
Excel® und SPSS 15.0 verwendet. Mittelwert und Standavdathung wurden fiir alle
Messpunkte der Zellversuche bestimmt. Mittels Kayorov-Smirnov-Test (K-S-Test)
wurden die Daten auf Normalverteilung untersuchtd umann paarweise
Mittelwertvergleiche durchgefuhrt.

Falls eine Normalverteilung der Daten vorliegt]lstier T-Test fur paarige Stichproben
den optimalen Test dar. Eine Logarithmierung deteDdiihrt im Allgemeinen zu einer
noch besseren Annaherung an die Normalverteilunyldssreihen bei denen der Wert
Null vorkommt, fir den man bekanntlicherweise keineogarithmus bilden kann,
wurden die Werte nicht verandert. Auf diese Weisgde& ein einheitliches Vorgehen
gewahrleistet. Da in den Versuchsreihen zur VEGK-&m®n der Zelllinie Hth74 keine
Normalverteilung vorliegt, wurde auf den T-Testaiehtet. Entsprechend wurde die
nichtparametrische Variante (Wilcoxon-Test) durdibg und in der Folge fir alle
VEGF-Experimente verwendet. Der Wilcoxon-Test hahiger Power als der T-Test,
kann aber auch bei nicht normalverteilten Datemveadet werden.

Wegen des explorativen Charakters der Untersuclhwumde keine alpha-Korrektur fur

multiples Testen durchgefiihrt. Es werden nominalégrte angegeben.

Die Signifikanzniveaus wurden wie folgt festgelegt:

* keine Signifikanz (kS) entspricht p > 0,05
* signifikant (*) entspricht p < 0,05
» sehr signifikant (**) entspricht p < 0,01
* hochst signifikant (***) entspricht p < 0,001
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse zur Proliferation

3.1.1. Effekt von EGF auf die Proliferation

Der Einfluss von ZD1839 und ZD6474 auf die Zellgehtion verschiedener

Histiotypen des Schilddrisenkarzinoms wurde mit withe gleichzeitige EGF-

Stimulation untersucht (siehe 2.2.2.1.). In AbbildwB.1 ist die Wirkung von EGF auf

die Zellproliferation dargestellt. Sowohl bei demaplastischen Karzinomen, als auch
bei der follikularen Zelllinie fluhrte eine zusathie Stimulation mit EGF zu einer

geringfugigen Reduktion der Zellproliferation ungdar um 11,8% bei C643 (p = 0,22)
sowie um 8% bei Hth74 (p = 0,26) und um 4,9% beCHB3 (p = 0,26). Bei der

papillaren Variante TPC-1 fihrte eine simultanenBtation mit EGF zu einer Zunahme
der Zellproliferation um 8,9% (p = 0,1). Alle Elgasse liegen im Streubereich der
jeweiligen Standardabweichungen und weisen keiatisische Signifikanz auf. Ein

Effekt von EGF (Endkonzentration 20ng/ml) auf digligroliferation konnte unter den

gegebenen Versuchsbedingungen nicht nachgewiesdenve

1,80

1,60

1,40

1,20 4

1,00 1
0,80 -

0,60

MTT (OD 570-630nm)

0,40 -

0,20

0,00

C643 Hth74 FTC-133 TPC-1
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Abb. 3.1: Effekt von EGF auf die Zellproliferation nach 144 Stunden

kolorimetrische Messung lebender Zellen mittels MASsay: Mittelwert aus 3 Versuchsreihen mit jeweils
Dreifachbestimmungen. Abgebildet sind Mittelwerggischer Dichtewerte mit jeweiliger Standardabwaitd am
Endpunktmesswert nach 144 Stunden Inkubationdz€62%: dient als ,Nullwert* unbehandelter Zellen. R@S+
EGF: mit EGF (20ng/ml) stimulierte Zellen.
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3.1.2. Einfluss von ZD1839 auf die Proliferation

Die Versuchsreihen zur Zellproliferation erstreck&ch tber insgesamt 144 Stunden.
Kolorimetrische Messungen zur Bestimmung der Zallzeurden nach 24, 96 und 144

Stunden durchgefuhrt. Dabei konnte fur alle Zeimeine zeit- und dosisabhangige
Reduktion der Zellzahl unter ZD1839-Einwirkung ngetiesen werden. In der

nachfolgenden Abbildung wird dies exemplarisch ahader Zelllinie Hth74

demonstriert.
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Abb. 3.2: Zeit- und dosisabhangige Zellzahlreduktio der Zelllinie Hth74 unter ZD1839 in Abwesenheit vn
EGF

kolorimetrische Messung lebender Zellen mittels MASsay: Mittelwert aus 3 Versuchsreihen mit jeweils
Dreifachbestimmungen. Abgebildet sind Messwertehnad, 96 und 144 Stunden Inkubation mit ZD1839 in
Abwesenheit von EGF als Mittelwerte optischer Daésteerte mit jeweiliger Standardabweichung. Dargksttldie
Zelllinie Hth74, Kontrolle: mit DMSO (Tragerldsungghandelte Zellen.

Die nachstehenden Erlauterungen beziehen sichialErmtpunktmesswerte nach 144
Stunden. Dies gilt auch fur die ermittelten IC50+t¥e

Bei den anaplastischen Zelllinien C643 und HthAdisaer papillaren Variante TPC-1
zeigte sich eine dosisabhangige Reduktion der &dlizDie ermittelten IC50-Werte
betrugen bei der Zelllinie TPC-1 6,8@, bei Hth74 7,06M und bei C643 7,96M.
Auch die follikulare Zelllinie FTC-133 zeigte eirdosisabhangige Zellzahlreduktion,
jedoch liel3 sich hier eine zweiphasige Dosis-Widakurve beobachten. So zeigte sich
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ein erneuter Anstieg der Zellzahl bei einer Dosigsszhen @M und &M, wahrend die
maximale Zellzahlreduktion von 48% bereits bgVierreicht wurde.
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Abb. 3.3: Effekt von ZD1839 in Abwesenheit von EGF &udie Zellproliferation nach 144 Stunden

kolorimetrische Messung lebender Zellen mittels MASsay: Mittelwert aus 3 Versuchsreihen mit jeweils
Dreifachbestimmungen. Abgebildet sind Endpunktmestsw nach 144 Stunden Inkubation mit ZD1839 in
Abwesenheit von EGF als Mittelwerte optischer Déoteerte mit jeweiliger Standardabweichung. Dargkstigld die
Zelllinien C643, Hth74, FTC-133 und TPC-1, Kontrolieit DMSO (Tragerlésung) behandelte Zellen.

Analog zu den unstimulierten Versuchsreihen zeiglienmit EGF stimulierten Zellen
ebenfalls eine dosisabhangige Reduktion der Zdllgdine Abbildung). Die mit EGF
stimulierte Zelllinie C643 wies im Vergleich zu tinsulierten Zellen allerdings ein
durchweg schlechteres Ansprechen auf ZD1839 auMiltel lag die Zellzahlreduktion
um 7,2% niedriger und die halbmaximale Zellzahligdun wurde erst bei einer
Konzentration von 8,5IM ZD1839 erreicht (ohne EGF 7,98). Die Zelllinien Hth74
und TPC-1 zeigten in beiden Versuchsreihen nahdeichg Ansprechraten auf
ZD1839. Die IC50-Werte unter EGF-Stimulation betugir Hth74-Zellen 6,95uM
und fir TPC-1-Zellen 6,79uM. Die follikulare VartenFTC-133 zeigte ebenso wie in
der Versuchsreihe ohne EGF-Stimulation einen zvasgien Kurvenverlauf mit
erneutem Zellzahlanstieg zwischenuMs und &M und einer maximalen
Zellzahlreduktion um 43% bei 10uM ZD1839.
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Zwecks besserer Ubersicht und nominaler Vergleidtgiasind in Tabelle 3.1 die
jeweiligen prozentualen Zellzahlreduktionen vontumslierten und stimulierten Zellen

abgebildet. Des Weiteren sind die jeweiligen Sigaifizniveaus angegeben.

Zelllinie und prozentuale Reduktion der Zellzahl
C643 Hth74 FTC-133

ZD1839 | -EGF | +EGF| -EGF| +EGH -EGH +EGF -EGF +EGF

oM [9,6° [14° [21° (242 [11° [36°
M (12,1 |4 3,9 0,85 |108" |233"
2uM [ 10,2° |6,3° |79 6,45 303" |279"
oM 178 |6,3° 153 [16,6 |47,9 |33
6uM [33,2" |229 [272° 263 |[366 |273"
8uM |50,4" |40,2° |[70,8" |76,3° 29,17 |265"

Fkk Fkk Fkk Fkk

1ouM | 76,47 | 77,97 98,5  |98,9" |451" |432

Tab. 3.1: Prozentuale Reduktion der Zellzahl unter Z[1.839 +EGF nach 144 Stunden

Angegeben ist die prozentuale Reduktion der Zellzahér steigender Dosis von ZD1839 (MLbis 1QuM) der
Zelllinien C643, Hth74, FTC-133 und TPC-1 in Ab-duAnwesenheit von EGF (+EGF) am Endpunktmesswart vo
144 Stunden. Die Werte unterhalb von +tEGF gebemgenend vom Kontrollwert die Zellzahlreduktion (9% i
Verhéltnis zur steigenden Konzentration von ZD1&89 Die jeweiligen Signifikanzniveaus sind mit k8eo *

gekennzeichnet (kS = keine Signifikanz, * = siggfit, ** = sehr signifikant, *** = hdchst signifika).
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3.1.3. Einfluss von ZD6474 auf die Proliferation

Analog den Versuchen zu ZD1839 zeigten sich sowoAb- als auch in Anwesenheit
von EGF in allen untersuchten Zelllinien dosisalgig®e Zellzahlreduktionen.
Abbildung 3.4 stellt exemplarisch die zeit- und idabhangige Zellzahlreduktion
anhand der Zelllinie C643 dar.
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Abb. 3.4: Zeit- und dosisabhangige Zellzahlreduktio der Zelllinie C643 unter ZD6474 in Abwesenheit vio
EGF

kolorimetrische Messung lebender Zellen mittels MASsay: Mittelwert aus 3 Versuchsreihen mit jeweils
Dreifachbestimmungen. Abgebildet sind Messwertehnad, 96 und 144 Stunden Inkubation mit ZD6474 in
Abwesenheit von EGF als Mittelwerte optischer Daésteerte mit jeweiliger Standardabweichung. Dargksttldie
Zelllinie C643, Kontrolle: mit DMSO (Tragerlésungghandelte Zellen.

Bei allen Zelllinien konnte insgesamt eine hohe gkashrate der Zellzahl auf ZD6474
beobachtet werden. Unter gleichzeitiger Stimulatioih EGF zeigten alle Zelllinien
eine geringere Zellzahlreduktion (siehe Tabellg),3nZas sich auch aus den deutlich
hoheren IC50-Werten ableiten lasst. Die ermittelt@bO-Werte fur ZD6474 betrugen
bei der Zelllinie C643 3,68 ohne EGF und 5,5M mit EGF, bei Hth74 4,6IM
ohne EGF und 5,38 mit EGF. Um bei den differenzierten Karzinomzeikn eine
Reduktion der Zellzahl um 50% unter gleichzeitiggBF-Stimulation zu erreichen,
musste die Konzentration von ZD6474 verdoppelt eerd&o betrug die IC50 bei der
Zelllinie TPC-1 ohne EGF 0,62uM, mit EGF 1,37uMi Ber Zelllinie FTC-133 betrug
die IC50 ohne EGF 1,93uM und 4,06pM mit EGF. Abloid 3.5 zeigt exemplarisch
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den Effekt von ZD6474 ohne EGF-Stimulation. TabeBe gibt die jeweiligen
prozentualen Zellzahlreduktionen von unstimulierterd stimulierten Zellen wieder.

Des Weiteren sind die jeweiligen Signifikanzniveangegeben
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Abb. 3.5: Effekt von ZD6474 in Abwesenheit von EGF dudie Zellproliferation nach 144 Stunden

kolorimetrische Messung lebender Zellen mittels MASsay: Mittelwert aus 3 Versuchsreihen mit jeweils
Dreifachbestimmungen. Abgebildet sind Endpunktmestsw nach 144 Stunden Inkubation mit ZD6474 in
Abwesenheit von EGF als Mittelwerte optischer Désterte mit jeweiliger Standardabweichung. Dargkstield die
Zelllinien C643, Hth74, FTC-133 und TPC-1, Kontrolieit DMSO (Tragerldsung) behandelte Zellen.

Zelllinie und prozentuale Reduktion der Zellzahl
C643 Hth74 FTC-133

ZD6474| -EGF | +EGF| -EGF| +EGH -EGH +EGF -EGl: +EGF

0,1uM | 8 7.1 +3¢  [+2,9° 12,17 |37

M (12,25 |41 [6,2° |+289 [339" |26,
2uM |25 9,5 12,9 |+28,2 |51,27 |37,3
4aM |54,67 39,67 [3447 [49° [526 |488"
6uM | 66,97 |534" |856 |71 |552" |559
8uM 797 |68 100" 199,8” |[87,9° |86,5

xhk xHk Fkk Fkk Fkk xHk

10uM | 81,3 76,3 100 100 94,5 95,2

Tab. 3.2: Prozentuale Reduktion der Zellzahl unter Z[B474 +EGF nach 144 Stunden

Angegeben ist die prozentuale Reduktion der Zellzahér steigender Dosis von ZD6474 (IMLbis 1QuM) der
Zelllinien C643, Hth74, FTC-133 und TPC-1 in Ab-duAnwesenheit von EGF (xEGF) am Endpunktmesswaert vo
144 Stunden. Die Werte unterhalb von +EGF gebegehend vom Kontrollwert die Zellzahlreduktion (%xw. bei
einem Pluszeichen (+) die Zellzahlzunahme (%) imh&knis zur steigenden Konzentration von ZD6474 Rie
jeweiligen Signifikanzniveaus sind mit kS oder *kganzeichnet (kS = keine Signifikanz, * = signifita** = sehr

signifikant, *** = héchst signifikant).
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3.1.4. Einfluss der Kombinationsbehandlung auf die Proliferation

Ausgehend von den Einzelsubstanzversuchen wurdedebeKombinationsversuchen
Konzentrationen eingesetzt, die den gemittelterOl@kerten fir ZD1839 und ZD6474
entsprachen.

Alle vier Zelllinien zeigten in den Kombinationsgechen eine hohere
Zellzahlreduktion im Vergleich zu den Einzelsubgiarsuchen. So konnten bei den
anaplastischen Zelllinien sowohl in den hoéheren aigh in den niedrigeren
Konzentrationsbereichen additive Effekte beobachetrden. Die im Folgenden
genannten prozentual hoheren Zellzahlreduktioneaebhen sich hierbei nicht auf die
Kontrollwerte, sondern stehen in direktem Bezugdas Zellzahlreduktion in den
Einzelsubstanzversuchen. Die Zelllinie C643 zeiddédei im Bereich der niedrigen
Konzentrationen (6pM ZD1839 und 2uM ZD6474) eine w0,2% hdhere
Zellzahlreduktion in Abwesenheit von EGF und einan u57,2% hdohere
Zellzahlreduktion in Anwesenheit von EGF. Dabeegte die Kombination von 6uM
ZD1839 und 2uM ZD6474 im Vergleich zu der aquimetatL.dsung von 8uM ZD1839
eine wesentlich starkere Inhibition der Zellzahiregiibn (siehe Abbildung 3.6). Im
Bereich der hohen Konzentrationen (8uM ZD1839 updV5ZD6474) konnte in
Abwesenheit von EGF eine um 39,4% und in Anweséntoei EGF um 58,1% hohere
Zellzahlreduktion beobachtet werden. Bei der ZakliHth74 liel3 sich in den niedrigen
Konzentrationsbereichen eine um 66,4% hohere Zdtkzduktion in Abwesenheit von
EGF und eine um 78,1% hohere Zellzahlreduktion inw@senheit von EGF
verzeichnen. Auch hier zeigte die zu 8uM ZD1839iraglare Lésung eine um 20,9%
bzw. 32,5% (xEGF) hohere Zellzahlreduktion. In dehen Konzentrationsbereichen
lagen die Werte entsprechend bei 34,6% bzw. 56:BGF).

Bei der Zelllinie FTC-133 konnten lediglich in ddmohen Konzentrationsbereichen
additive Effekte beobachtet werden, wohingegen dembination niedriger
Konzentrationen nur geringe synergistische Effektdwies. Die Ergebnisse der
Zelllinie TPC-1 sind als nicht verwertbar anzusehéa sich hier eine vollstandige
Hemmung der Zellproliferation in den hohen Konzatbnsbereichen zeigte. Die in
den Einzelsubstanzversuchen ermittelten IC50-Wé@rt&D1839 und ZD6474 wurden
kumulativ deutlich Gberstiegen, so dass am ehesbeneinem zytotoxischen Effekt
ausgegangen werden muss. Hierzu wurden jedoch keisenderten Untersuchungen

durchgefuhrt (z.B. Zytotoxizitats-Assay).

49



Ergebnisse

Abbildung 3.6 stellt exemplarisch den Einfluss detersuchten Substanzen auf die
Proliferation der anaplastischen Zelllinien C6431 with74 in Abwesenheit von EGF
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Abb. 3.6: Effekt von ZD1839 und ZD6474 sowie deren ¢tmbination auf unstimulierte C643 (obere Grafik)
und Hth74-Zellen (untere Grafik) nach 144 Stunden

kolorimetrische Messung lebender Zellen mittels MASsay: Mittelwert aus 3 Versuchsreihen mit jeweils
Dreifachbestimmungen. Abgebildet sind Endpunktmestwnach 144 Stunden Inkubation mit ZD1839 und Z126
sowie deren Kombination in Abwesenheit von EGF M@#telwerte optischer Dichtewerte mit jeweiliger
Standardabweichung. Dargestellt sind die Zelllini€643 und Hth74, Kontrolle: mit DMSO (Tragerldsung)

behandelte Zellen.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass alle igglllsowohl unter ZD1839 als auch
unter ZD6474 eine zeit- und dosisabhangie Zellzahiktion aufwiesen. Der Effekt von
ZD1839 war weitgehend unabhangig von der Ab- bzwwésenheit von EGF. Im
Gegensatz dazu war der Effekt von ZD6474 in Anwiesiervon EGF deutlich geringer
ausgepragt. Dies spiegelt sich in unterschiedlidl@s0-Werten wider (siehe Tabelle
3.3). Insgesamt wiesen alle Zelllinien eine hohgeasitivitdt gegenuber ZD6474 auf.
Als Besonderheit konnte bei FTC-133 eine zweipladipsiswirkungskurve unter
Inkubation mit ZD1839 beobachtet werden.

Die Kombination von ZD1839 und ZD6474 fiihrte bdealuntersuchten Zelllinien zu
einer gesteigerten Inhibition der Zellproliferatiddierbei zeigte die zu 8uM ZD1839
aquimolare Lésung von ZD1839 (6uM) und ZD6474 (2iMyler Kombination einen
durchweg starkeren Effekt auf die ZellzahlreduktiDie héhere Sensitivitat gegentber

simultaner EGF- und VEGF-Inhibition zeigten hiertdes anaplastischen Zelllinien.

mittlere inhibitorische Konzentration (IC50)
ZD1839 -EGF | ZD1839 +EGF| 2ZD6474 -EGF 2ZD6474 +EGH
C643 7,95uM 8,51uM 3,6uM 5,50uM
Hth74 7,05uM 6,95:M 4,61uM 5,36uM
FTC-133 ) 2 1,98M 4,06uM
TPC-1 6,8QuM 6,79uM 0,62uM 1,37uM

Tab. 3.3: Zelllinienabhéngige IC50-Werte unter Inkubation mit ZD1839 bzw. ZD6474 in Ab- und Anwesenheit

von EGF (xEGF)
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3.2.Ergebnisse zur VEGE-Sekretion

3.2.1. Effekt von EGF auf die VEGF-Sekretion

Analog zu den Zellproliferationsversuchen wurde denfluss von ZD1839 und
ZD6474 auf die VEGF-Sekretion verschiedener Higfieh des Schilddriisenkarzinoms
(siehe 2.2.3.) mit und ohne gleichzeitige EGF-Slation untersucht. Abbildung 3.7
zeigt die Wirkung von EGF auf die VEGF-Sekretiorei Bllen Zelllinien fihrte die
Stimulation der Zellen mit EGF zu einer Steigerd®ey VEGF-Sekretion in Relation
zur Zellzahl. Eine signifikante Zunahme zeigte dreplastische Zelllinie Hth74, die
basal nur minimale Mengen an VEGF produzierte, uaeF-Stimulation jedoch einen
Anstieg um 729% verzeichnete (p = 0,01). Ebensateohbei der follikularen Zelllinie
FTC-133 eine signifikante Zunahme der VEGF-Sekretion 72,9% (p = 0,002)
beobachtet werden. Die Zelllinien C643 und TPCAfjtea unter Stimulation mit EGF
eine erhohte VEGF-Sekretion von bis zu 5,9% bz8%;7,welche allerdings ohne

statistische Relevanz war (p = 0,79 bzw. p = 0,45).
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Abb. 3.7: Effekt von EGF auf die VEGF-Sekretion in Rehtion zur Zellzahl

kolorimetrische Messung lebender Zellen mittels MASSay nach 48 Stunden Inkubationszeit und Bestingnulen
VEGF-Menge im Mediumiberstand mittels ELISA. Abdebt sind VEGF-Werte in Relation zur Zellzahl [VEGF
(pg/ml) / MTT (OD 570-630nm)]. FCS2%: dient als ,Nutrt* unbehandelter Zellen. FCS2% + EGF: mit EGF

stimulierte Zellen.
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3.2.2. Beeinflussung der VEGF-Sekretion durchden T Kl ZD1839

Eine dosisabhangige Reduktion der basalen und BGlkzerten VEGF-Sekretion
konnte nur bei der Zelllinie TPC-1 erreicht werdembei eine Reduktion der VEGF-
Sekretion um 50% nicht erreicht wurde. Die EGF-midtte VEGF-Sekretion konnte
bei allen Zelllinien durch ZD1839 inhibiert werdddie VEGF-Sekretion der Zelllinie
Hth74 konnte bereits mit uM ZD1839 um 33% reduziert werden. Die ermittelt&0C

betrug 0,38M. Bereits Konzentrationen von 1uM und hodher beteink hier eine

vollstandige Hemmung der VEGF-Sekretion (siehe khing 3.8). Bei den Zelllinien
C643 und FTC-133 konnte eine signifikante Redukten VEGF-Sekretion nur in den
hoheren Konzentrationsbereichen von ZD1839 erreiwktden. Die prozentuale
Reduktion lag hier zwischen 22% und 38%.
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Abb. 3.8: Effekt von ZD1839 auf die EGF-induzierte VESF-Sekretion in Relation zur Zellzahl

kolorimetrische Messung lebender Zellen mittels MASSay nach 48 Stunden Inkubationszeit und Bestingnulen
VEGF-Menge im Mediumiberstand mittels ELISA. Beraaim der Relation von VEGF zur Zellzahl. Abgebildet
sind VEGF-Werte in Relation zur Zellzahl (pg/ml) hamkubation mit ZD1839 in Anwesenheit von EGF als
Mittelwerte mit jeweiliger Standardabweichung. Destgllt sind die Zelllinien C643, Hth74, FTC-133 ufEC-1,
Kontrolle: mit DMSO (Trégerlésung) und EGF behatel@ellen.

Abbildung 3.9 zeigt die dosisabhéngige VEGF-Redukin Ab- und Anwesenheit von
EGF. Eine Reduktion auf Werte (VEGF pg/ml) untebhder basalen VEGF-Spiegel
(gelbe Balken) wurde nicht erreicht, jedoch kondite EGF-induzierte Mehrsekretion
von VEGF vollstandig aufgehoben werden.
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Abb. 3.9: Effekt von ZD1839 auf die basale und EGF-iuzierte VEGF-Sekretion in Relation zur Zellzahl
kolorimetrische Messung lebender Zellen mittels MASsay nach 48 Stunden Inkubationszeit und Bestingnalen
VEGF-Menge im Mediumiberstand mittels ELISA. Beraahg der Relation von VEGF zur Zellzahl. Abgebildet
sind VEGF-Werte in Relation zur Zellzahl (pg/ml) haokubation mit ZD1839 in Abwesenheit von EGF fgel
Balken) und Anwesenheit von EGF (blaue Balken) altdifverte mit jeweiliger Standardabweichung. Datejés
ist die Zelllinie TPC-1, Kontrolle: mit DMSO (Tragésung) bzw. DMSO und EGF behandelte Zellen.

Tabelle 3.4 zeigt die jeweilige prozentuale Reduktvon basaler und EGF-stimulierter
VEGF-Sekretion. Des Weiteren sind die jeweiligegnffikanzniveaus angegeben.

Zelllinie und prozentuale Reduktion von VEGF in Rehtion zur
Zellzahl

C643 Hth74 FTC-133

ZD1839 | -EGF | +EGF| -EGH +EGH -EGH +EG -EQF +EGF

0,uM [337 [+256 [nb. [331 |97 +8,8°
M [32,6° [14,9° [nb. [999 [15° 2472

2uM [ 17,1 |35 nb. 999 [+288 |[22/4
5uM  [31,2° |37,7 |nb. | 100 [+9,3° [229

Tab. 3.4: Prozentuale Reduktion von VEGF in Relatiorzur Zellzahl unter ZD1839 +EGF

Angegeben ist die prozentuale Reduktion der VEGR&iek in Relation zur Zellzahl unter steigender Bosn
ZD1839 (0,1M bis 5uM) der Zelllinien C643, Hth74, FTC-133 und TPC-1 Afb- und Anwesenheit von EGF
(xEGF). Die Zahlenwerte geben ausgehend vom Kdwmed prozentuale Abweichungen an. Werte ohne
Vorzeichen geben eine Reduktion der VEGF-Sekretion Mit einem Pluszeichen gekennzeichnete Werte
entsprechen einer prozentualen Zunahme der VEGFetsmk Nicht berechnet wurde die basale VEGF-Rédnkt
bei Hth74 aufgrund nur minimalster Sekretion (n.lDje jeweiligen Signifikanzniveaus sind mit kS ode
gekennzeichnet (kS = keine Signifikanz, * = siggfit, ** = sehr signifikant, *** = hdchst signifiks).
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3.2.3. Beeinflussung der VEGF-Sekretion durchden T Kl ZD6474

Unter basalen Bedingungen zeigte sich nur bei @dlirie TPC-1 eine dosisabhéngige
Reduktion der VEGF-Sekretion. Die ermittelte IC5@trbg 4,23M. Die EGF-
induzierte VEGF-Sekretion konnte hingegen bei alléelllinien durch ZD6474
dosisabhéangig gehemmt werden (siehe Abbildung 30i@) héchste Sensitivitat zeigte
auch hier die Zelllinie Hth74 mit einer maximaleichten prozentualen Hemmung von
76,3% bei einer Konzentration von 2uM ZD6474. Dimigelte IC50 betrug 1,06 M.
Eine halbmaximale Inhibition (IC50) der EGF-indutés VEGF-Sekretion konnte fur
die Zelllinien C643, FTC-133 und TPC-1 unter demgea®enen Versuchsbedingungen

nicht erzielt werden.
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=

o

o

o
I

o

Kontrolle + EGF ZD6474 0,1uM ZD6474 1uM ZD6474 2uM ZD6474 5uM
ZD6474 mit EGF

—— C643 —&— Hth74 —a— FTC-133 TPC-1

Abb. 3.10: Effekt von ZD6474 auf die EGF-induzierte \EGF-Sekretion in Relation zur Zellzahl

kolorimetrische Messung lebender Zellen mittels MASSay nach 48 Stunden Inkubationszeit und Bestingnulen
VEGF-Menge im Mediumiberstand mittels ELISA. Beraahg der Relation von VEGF zur Zellzahl. Abgebildet
sind VEGF-Werte in Relation zur Zellzahl (pg/ml) hamkubation mit ZD6474 in Anwesenheit von EGF als
Mittelwerte mit jeweiliger Standardabweichung. Destgllt sind die Zelllinien C643, Hth74, FTC-133 ufEC-1,
Kontrolle: mit DMSO (Tragerlésung) und EGF behatel@ellen.

Analog zu den Versuchen mit ZD1839 zeigte sich geme an der Endkonzentration
von 5uM ZD6474 eine Reduktion der EGF-induzierteehkdekretion von VEGF auf
die basalen Werte. Abbildung 3.11 zeigt exemplariaohand der Zelllinie C643 die
dosisabhangige VEGF-Reduktion in Ab- und Anwesenbhen EGF. Eine Reduktion
auf Werte (VEGF pg/ml) unterhalb der basalen VE@ke§el (gelbe Balken) konnte
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nicht erzielt werden. Die EGF-induzierte Mehrsekmetwurde ab einer Konzentration
von 1uM ZD6474 vollstandig aufgehoben.
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4500
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3500 r T _ -

3000 T T T T
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2000 — L - L
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VEGF (pg/ml) / MTT (OD 570-630nm)

500 +—

Kontrolle ZDB474 0,1uM ZD6474 1uM ZDB474 2uM ZD6474 5uM

0 C643 ohne EGF m C643 mit EGF

Abb. 3.11: Effekt von ZD6474 auf die basale und EGFaduzierte VEGF-Sekretion in Relation zur Zellzahl
kolorimetrische Messung lebender Zellen mittels MASsay nach 48 Stunden Inkubationszeit und Bestingnulen
VEGF-Menge im Mediumiberstand mittels ELISA. Beraahgy der Relation von VEGF zur Zellzahl. Abgebildet
sind VEGF-Werte in Relation zur Zellzahl (pg/ml) haokubation mit ZD6474 in Abwesenheit von EGF fgel
Balken) und Anwesenheit von EGF (blaue Balken) altdifverte mit jeweiliger Standardabweichung. Datejés
ist die Zelllinie C643, Kontrolle: mit DMSO (Tradésung) bzw. DMSO und EGF behandelte Zellen.

Zelllinie und prozentuale Reduktion von VEGF in Réation zur
Zellzahl

C643 Hth74 FTC-133

ZD6474| -EGF | +EGF| -EGF| +EGH -EGF +EG

oM [1,7 [+9,6° [125° [4,9° |+164 |+452°
uM |6 14,1 |05° [484 |+40,8 |[6,1°
2uM 1,2 |21, +51,8 |76,27 [+122,1 [0,4°
5uM 19,4 | 26, +358,8 [ 60,9° |+54,4 |35,8

-EQF +EGF

6
3

Tab. 3.5: Prozentuale Reduktion von VEGF in Relatiorzur Zellzahl unter ZD6474 +EGF

Angegeben ist die prozentuale Reduktion der VEGR&iek in Relation zur Zellzahl unter steigender Bosn
ZD6474 (0,1M bis 5uM) der Zelllinien C643, Hth74, FTC-133 und TPC-1 Afb- und Anwesenheit von EGF
(xEGF). Die Zahlenwerte geben ausgehend vom Kdwmed prozentuale Abweichungen an. Werte ohne
Vorzeichen geben eine Reduktion der VEGF-Sekretion Mit einem Pluszeichen gekennzeichnete Werte
entsprechen einer prozentualen Zunahme der VEGFets@k Die jeweiligen Signifikanzniveaus sind i@ oder *

gekennzeichnet (kS = keine Signifikanz, * = siggfit, ** = sehr signifikant, *** = hdchst signifilka).
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3.2.4. Beeinflussung der VEGF-Sekretion durch ZD183 9/ZD6474

Im Gegensatz zu den Zellproliferationsversuchennkem mit der Kombination aus
ZD1839 und ZD6474 keine additiven bzw. synergisigst inhibitorischen Effekte auf
die VEGF-Sekretion bei den anaplastischen undkiddiren Zelllinien erzielt werden.
Konnten die Einzelsubstanzen unter basalen Bedgejueine signifikante Reduktion
der VEGF-Sekretion bei C643-Zellen erzielen, kanue®r simultaner Inkubation der
Zellen mit ZD1839 und ZD6474 sogar zu einer ZunalieeVEGF-Sekretion, welche
jedoch ohne statistische Signifikanz war. Mit EGifmaslierte FTC-133 Zellen zeigten
ebenfalls eine um 10% geringere Reduktion der VEBkretion in den

Kombinationsversuchen. Exemplarisch abgebildetistZelllinie C643 unter basalen
Bedingungen und unter EGF-induzierter VEGF-Seknefgiehe Abbildung 3.12).
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Kontrolle ZD1839 2uM ZD6474 3uM ZD1839 2uM + ZD6474 3uM

0O C643 ohne EGF B C643 mit EGF

Abb. 3.12: Effekt von ZD1839 und ZD6474 sowie dereKombination auf die basale und EGF-induzierte
VEGF-Sekretion in Relation zur Zellzahl

kolorimetrische Messung lebender Zellen mittels MASsay nach 48 Stunden Inkubationszeit und Bestingnalen
VEGF-Menge im Mediumiberstand mittels ELISA. Beraahg der Relation von VEGF zur Zellzahl. Abgebildet
sind VEGF-Werte in Relation zur Zellzahl (pg/ml) hatnkubation mit ZD1839 und ZD6474 sowie deren
Kombination in Abwesenheit von EGF (gelbe Balkendl émwesenheit von EGF (blaue Balken) als Mittelwenie
jeweiliger Standardabweichung. Dargestellt istZb#llinie C643, Kontrolle: mit DMSO (Tragerlésungiyw. DMSO
und EGF behandelte Zellen.

Einzig bei den mit EGF stimulieten TPC-1 Zellenei sich in den
Kombinationsversuchen ein synergistischer Effekt die Inhibition der VEGF-
Sekretion beobachten. Im Vergleich zu den Einzalsuizen erzielte die Kombination
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von ZD1839 und ZD6474 eine um 18,7% hdhere Reduktey VEGF-Sekretion (siehe
Abbildung 3.13).
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O TPC-1 ohne EGF | TPC-1 mit EGF

Abb. 3.13: Effekt von ZD1839 und ZD6474 sowie dereKombination auf die basale und EGF-induzierte
VEGF-Sekretion in Relation zur Zellzahl

kolorimetrische Messung lebender Zellen mittels MASsay nach 48 Stunden Inkubationszeit und Bestingnulen
VEGF-Menge im Mediumiberstand mittels ELISA. Beraatm der Relation von VEGF zur Zellzahl. Abgebildet
sind VEGF-Werte in Relation zur Zellzahl (pg/ml) hatnkubation mit ZD1839 und ZD6474 sowie deren
Kombination in Abwesenheit von EGF (gelbe Balkendl dmwesenheit von EGF (blaue Balken) als Mittelwenie
jeweiliger Standardabweichung. Dargestellt ist delllinie TPC-1, Kontrolle: mit DMSO (Tragerlosund)zw.
DMSO und EGF behandelte Zellen.
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In Tabelle 3.6 ist die jeweilige prozentuale Redukivon basaler und EGF-stimulierter
VEGF-Sekretion dargestellt.

Zelllinie und prozentuale Reduktion von VEGF in Réation zur
Zellzahl

C643 Hth74 FTC-133

zD1839/zD6474| -EGF | +EGF| -EGF| +EGKk -EGF | +EGH -EGF | +EGF

RE3

ZD1839 2M | 10 17,1 |435° [99,6 [+13,2 [41.1
zD64743M |13 [6,8° |775 |96,6 |+40,2° [6°
Kombination | +2,8°|5,1° [+197,1[98,7 |+45,7 [30,1°

Tab. 3.6: Prozentuale Reduktion von VEGF in Relatiorzur Zellzahl unter ZD1839 und ZD6474 sowie deren
Kombination +EGF

Angegeben ist die prozentuale Reduktion der VEGH&iek in Relation zur Zellzahl untep® ZD1839 und
3uM ZD6474 bzw. deren Kombination der Zelllinien C64&h74, FTC-133 und TPC-1 in Ab- und Anwesenheit
von EGF (xEGF). Die Zahlenwerte geben prozentudde/dichungen ausgehend vom Kontrollwert an. Wertgeoh
Vorzeichen geben eine Reduktion der VEGF-Sekretion Mit einem Pluszeichen gekennzeichnete Werte
entsprechen einer prozentualen Zunahme der VEGFets@k Die jeweiligen Signifikanzniveaus sind @ oder *
gekennzeichnet (kS = keine Signifikanz, * = sidgdfit, ** = sehr signifikant, *** = hdchst signifilka).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass allein @lnig TPC-1 sowohl unter
ZD1839 als auch unter ZD6474 eine dosisabhangiaulRiet der basalen und der
stimulierten VEGF-Sekretion aufwies. In allen Zeikn konnte die EGF-induzierte
Mehrsekretion von VEGF durch beide Substanzen @ifbdsalen Spiegel reduziert
werden. Insgesamt zeigte die Zelllinie Hth74 diecHsie Sensitivitat. lhre VEGF-
Sekretion konnte durch beide Substanzen als einazigemehr als 50% reduziert
werden.

Die Kombination von ZD1839 und ZD6474 fiuihrte bendéelllinien C643, Hth74 und
FTC-133 zu keiner gesteigerten Inhibition der VES&kretion. Einzig die zur VEGF-
Sekretion stimulierten TPC-1 Zellen konnten durah Klombination von ZD1839 und
ZD6474 verstarkt inhibiert werden.
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3.3. Western Blot-Analysen

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse destéfe Blot-Analysen vorgestellt.
Untersucht wurde die Exprimierung, Funktionalitaiv Aktivitat der unter 2.2.4.4.2.
beschriebenen Proteine. Unterschieden wurde zwiscder inaktiven, nicht
phosphorylierten Form (z.B. EGF-R-total) und demogghorylierten, aktivierten
Rezeptor (z.B. phospho-EGF-R). Im Anhang findeth gime Ubersichtliche Darstellung

samtlicher Western Blot-Analysen mit den zugehdrigié\ctin-Farbungen.

3.3.1. Rezeptorexprimierung und Aktivitat unter ZD1 839

3.3.1.1. Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (EGF-R )

Im Gegensatz zu den differenzierten Zelllinien #=igich der EGF-Rezeptor (EGF-R-
total) in den anaplastischen Zelllinien nur schwexprimiert. Die Stimulation mit EGF

bewirkte bei allen Zelllinien eine verstarkte Expierung, also eine liganden-induzierte
Hochregulation des nicht phosphorylierten EGF-RemspDer EGF-Rezeptor liel3 sich
in allen Zelllinien durch ZD1839 dosisabhéngig ,doegulieren“. Die anaplastischen

Zelllinien zeigten dabei ein héheres Ansprechen ZD1839 als die differenzierten

Karzinome.
epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (EGF-R-total) Abb. 3.14: EGF-R-total unter
ZD1839
- -
c6a3 Abgebildet ist die Expression des
EGF-Rezeptors der Zelllinien
Hth74 N SR e

C643, Hth74, FTC-133 und TPC-
1, Legende: H5 = Leerwert, H5 +
EGF = mit EGF behandelte
Zellen, H5 + EGF + DMSO =

FTC-133 s — e e R e e aw -

TPC-1 s S B S S s - - . .
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0 w Q s s s s s ;
I Qa 2 §' Ey !} z 2 Konzentration ZD1839 (0,084,
+ a o (=}
o
© + 2 2 2 2 2 0,1uM, 1uM, 2uM und FuM).
U] o] ] o] 0 «Q
w = - = = -
+ ja) ja) ja) ja) ja)
b N N N N N
I
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Die Aktivitat der EGF-Rezeptoren (phospho-EGF-R)3lisich durch Stimulation mit

extern hinzugefigtem EGF in allen untersuchtenlidedh steigern, bzw. wurde bei den
Zelllinien C643, Hth74 und FTC-133 erst durch E@#&uziert. Umgekehrt gelang auch
die dosisabhangige Inhibition phosphorylierter El&$zeptoren. Der starkste Effekt
zeigte sich bei der Zelllinie C643, bei der die ixitht des EGF-Rezeptors bereits ab

einer Konzentration von 0,00 ZD1839 vollstandig gehemmt werden konnte.

Abb. 3.15: phosphorylierter
EGF-Rezeptor unter ZD1839

phosphorylierter epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor

coa3 Abgebildet ist die Aktivitat
der  phosphorylieten  EGF-
Hth74 e fuve -
Rezeptoren der Zelllinien C643,
Hth74, FTC-133 und TPC-1.
FTC-133 R

Legende: H5 = Leerwert, H5 +

- .
s EGF = mit EGF behandelte
TPC-1 H “
Zellen, H5 + EGF + DMSO =
Te]
I

Kontrollwert, in aufsteigender

H5+ EGF
1uM
2uM
5uM

Konzentration ZD1839 (0,Q&/,
0,1uM, 1M, 2uM und 5iM).

ZD1839 0,05uM
ZD1839 0,1uM

H5 + EGF + DMSO
ZD1839
7D1839
7D1839

3.3.1.2. Vaskular endothelialer Wachstumsfaktorreze  ptor
(VEGF-R)

Der VEGF-Rezeptor (VEGF-R-total) zeigte sich alémTumorzellen exprimiert. Eine
Stimulation mit EGF fuhrte zu keiner verstarktenpEmierung. Ebenso lasst sich der
VEGF-Rezeptor durch ZD1839 nicht downregulierem@Abbildung).

Die Stimulation der Zelllinien C643, FTC-133 und 0 mit extern hinzugefigtem
EGF fuhrte zu einer verstarkten Aktivierung des \H=Rezeptors (phospho-VEGF-R).
Bei der Zelllinie Hth74 wurde hingegen erst durckteene EGF-Stimulation eine
Aktivierung des VEGF-Rezeptors erzielt. Im Verglteizu den Zelllinien C643, FTC-
133 und TPC-1 konnte sie durch den Einsatz von BBl#sisabhangig am starksten
gehemmt werden (siehe Abbildung 3.16).
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phosphorylierter vaskularer endothelialer Abb. 3.16: phosphorylierter

Wachstumsfaktorrezeptor VEGF-Rezeptor unter ZD1839

coes " P -y Abgebildet st die Aktivitat

der phosphorylierten VEGF-

Hth74 - ~ - Rezeptoren der Zelllinien C643,
Hth74, FTC-133 und TPC-1.
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3.3.1.3. Phosphatidylinositol 3-Kinase/Proteinkinas  e-B (Akt)

Die Proteinkinase B (Akt) war unbeeinflusst vonigheeitiger EGF-Stimulation in
allen Zelllinien exprimiert. ZD1839 fuhrte bei d&elllinie Hth74 dosisabhangig zu
leicht verminderter Expression der Proteinkinase(Akt), wéahrend alle Ubrigen

Zelllinien unbeeinflusst blieben.

Phosphatidylinositol 3-Kinase/Proteinkinase-B Abb. 3.17: Akt-total unter

(Akt-total) ZD1839
COI3 QD o o C— o — — — Abgebildet ist die Expression der
nicht-phosphorylierten Akt der

HEN74 i e i e e e s | Zelllinien €643, Hth74, FTC-133
und TPC-1. Legende: H5 =
Frc-13s S SIS S S S A | | ccrwert, H5 + EGF = mit EGF

behandelte Zellen, H5 + EGF +

TPC-1 C—
- er e - o — DMSO = Kontrollwert, in
o Q 2 g_ z z i z aufsteigender Konzentration
5 ? ° : - - - ZD1839 (0,0aM, 0,1uM, 1uM,
I [
@ 8 8 g 8 8
E'j g g 5 g 5 2uM und quM).
T

Eine schwache Zunahme der phosphorylierten Proteiek B (Akt) unter
gleichzeitiger Stimulation mit externem EGF zeigteh bei den Zelllinien Hth74 und
TPC-1, wahrend alle anderen Zelllinien eine unvee@ie Aktivitat von phospho-Akt
zeigten. Eine schwache Hemmung der Aktivierung ¥t durch ZD1839 wurde
zelllinien- und dosisabhangig beobachtet (sieheildbbg 3.18). Bei der Zelllinie FTC-

133 war kein Effekt nachweisbar.
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Abb. 3.18: phosphorylierte Akt
unter ZD1839

Abgebildet ist die Aktivitat der
phosphorylierten Akt der
Zelllinien C643, Hth74, FTC-133
und TPC-1. Legende: H5 =
Leerwert, H5 + EGF = mit EGF
behandelte Zellen, H5 + EGF +

phosphorylierte Akt
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3.3.1.4. Mitogen aktivierte Proteinkinase (MAPK)

Die MAP-Kinase zeigte sich unabhangig von der Skathon mit EGF in allen

Zelllinien exprimiert. Eine ,Downregulation® durchZD1839 konnte nicht

nachgewiesen werden (ohne Abbildung). Die Stimoatmit EGF fuhrte bei den
Zelllinien C643, FTC-133 und TPC-1 zu einer leightstarkten Aktivierung der MAP-
Kinase, die sich dosisabhangig inhibieren liel3.

ZD1839 bewirkt ab 04M eine Inhibition bei C643 und eine jeweils starkesrdende

Inhibition ab 0,0pM bei FTC-133 und TPC-1. Unabhangig von EGF zeigt d
phosphorylierte MAP-Kinase in Hth74-Zellen eine bohktivitat, die durch ZD1839

nicht gehemmt werden konnte (siehe Abbildung 3.19).

Abb. 3.19: phosphorylierte
MAPK unter ZD1839

Abgebildet ist die Aktivitat der
phosphorylieten  MAP-Kinase
der Zelllinien C643, Hth74, FTC-
133 und TPC-1. Legende: H5 =
Leerwert, H5 + EGF = mit EGF
behandelte Zellen, H5 + EGF +

phosphorylierte MAPK
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3.3.2. Rezeptorexprimierung und Aktivitat unter ZD6 474

3.3.2.1. Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (EGF-R )

Analog den Versuchen zu ZD1839 zeigte sich der B&feptor (EGF-R-total) in den
anaplastischen Zelllinien nur schwach exprimietirdd Stimulation mit EGF kam es
jedoch zu einer verstarkten Exprimierung. Die Statian der differenzierten Zellen
zeigte ebenfalls eine schwache Hochregulierung Ei86-Rezeptors. Unter ZD6474
kam es bei den anaplastischen Schilddrisenkarzeldmzn zu einer
Downregulation. Die hochste Sensitivitat zeigteedatie Zelllinie Hth74.

Abb. 3.20: EGF-R-total unter
ZD6474
Abgebildet ist die Expression des

epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (EGF-R-total)

EGF-Rezeptors der Zelllinien
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EGF = mit EGF behandelte
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Abb. 3.21: phosphorylierter
EGF-Rezeptor unter ZD6474

3 Abgebildet ist die Aktivitat
der  phosphorylieten  EGF-

phosphorylierter epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor

C643 P - .

Rezeptoren der Zelllinien C643,
Hth74, FTC-133 und TPC-1.
Legende: H5 = Leerwert, H5 +
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Die Aktivitat der EGF-Rezeptoren (phospho-EGF-R)Rlisich durch Stimulation mit
extern hinzugefigtem EGF in allen untersuchtenlidedh steigern, bzw. wurde bei den
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Zelllinien C643, Hth74 und FTC-133 erst durch E@Huziert. In den oben genannten
Zelllinien gelang umgekehrt auch eine dosisabh@nditemmung beginnend bei
0,05uM. Der starkste Effekt zeigte sich bei der Zeldin£643, deren phospho-EGF-R
bereits ab einer Konzentration von QU856 ZD6474 vollstandig gehemmt werden

konnte.

3.3.2.2. Vaskular endothelialer Wachstumsfaktorreze  ptor
(VEGF-R)

Der VEGF-Rezeptor (VEGF-R-total) zeigte sich adémlZelllinien exprimiert. Eine

Stimulation mit EGF flhrte zu keiner verstarktenpEmierung. Ebenso liel3 sich der
VEGF-Rezeptor durch ZD6474 nicht downregulierem@Abbildung).

Die Stimulation der Zelllinien C643, FTC-133 und 0 mit extern hinzugefigtem
EGF fuhrte zu einer verstarkten Aktivierung des \F=Rezeptors (phospho-VEGF-R).
Bei der Zelllinie Hth74 wurde hingegen erst durckteene EGF-Stimulation eine
Aktivierung des VEGF-Rezeptors erzielt. Bei alleellthien konnte ebenfalls eine
dosisabhéngige Hemmung der Rezeptoraktivitat ddid6474 nachgewiesen werden.
Dabei traten deutliche Sensitivitatsunterschiede Bie hdchste Sensitivitat zeigte
Hth74 gefolgt von FTC-133, C643 und TPC-1.

phosphorylierter vaskularer endothelialer Abb. 3.2 phosphorylierter
Wachstumsfaktorrezeptor VEGF-Rezeptor unter ZD6474

Abgebildet ist die Aktivitat
der phosphorylierten VEGF-

Hth74 ~“~ Mo Rezeptoren der Zelllinien C643,

Hth74, FTC-133 und TPC-1.
Legende: H5 = Leerwert,
H5 + EGF = mit EGF behandelte

e cem s W o N
e E— Kontrollwert, in aufsteigender

it s = =

e & )

Konzentration ZD6474 (0,Q8/,
0,1uM, 1uM, 2uM und 5uiM).

H5 +EGF
ZD6474 0,05puM
ZD6474 0,1pM

H 5 + EGF + DMSO
ZD6474
ZD6474
ZD6474

65



Ergebnisse

3.3.2.3.  Phosphatidylinositol 3-Kinase/Proteinkinas  e-B (Akt)

Die Proteinkinase B (Akt) war unbeeinflusst von @&mulation mit EGF in allen
Zelllinien exprimiert. Eine Downregulation durch BB74 liel3 sich nicht nachweisen
(ohne Abbildung).

Analog zu den Versuchen mit ZD1839 zeigte sich lmeir den Zelllinien Hth74 und
TPC-1 eine Zunahme der phosphorylierten Proteisi@na (Akt) unter gleichzeitiger
Stimulation mit externem EGF. Eine Inhibierung vaAkt konnte bei den Zelllinien
C643 und Hth74 abyM ZD6474 beobachtet werden. Die Zelllinie TPC-1greidie
hdchste Sensitivitat. Hier kam es zu einer dosi@agigen Aktivitdtsminderung. Bei
der Zelllinie FTC-133 blieb Akt hingegen vollkommeanbeeinflusst.

Abb. 3.23: phosphorylierte Akt
unter ZD6474
CHAS e s — e a— a— ‘ Abgebildet ist die Aktivitat der

phosphorylierten Akt der
Hth74 SR SIS SH— S— S— —%w" — s | zelllinien €643, Hth74, FTC-133

phosphorylierte Akt

. und TPC-1. Legende: H5 =
FTC-133 e —— TN S | Leerwert, H5 + EGF = mit EGF

behandelte Zellen, H5 + EGF +

TPC-1 S —— - DMSO = Kontrollwert, in
aufsteigender Konzentration
T G 3 2 3 3 3 2
w = ) il S « o ZD6474 (0,0pM, 0,1uM, 1uM,
(<)
T M s s s < < 2uM und 5M).
Q < < < < <
w © © © © ©
+ a [a) [a) [a) [a)
0 N N N N N
I
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3.3.2.4. Mitogen aktivierte Proteinkinase (MAPK)

Die MAP-Kinase zeigte sich unabhangig von der Skithon mit EGF in allen
Zelllinien exprimiert. Eine Downregulation durch BB74 konnte nicht nachgewiesen
werden (ohne Abbildung).

Die Stimulation mit EGF fuhrte bei den Zelllinier6€3, FTC-133 und TPC-1 zu einer
verstarkten Aktivierung der MAP-Kinase. Eine dobis@angie Inhibierung konnte bei
den Zelllinien C643 und TPC-1 beobachtet werdere MIAPK der FTC-133 Zellen
wurde durch pM ZD6474 nur schwach inhibiert. Unabhangig von E@dgte die
MAP-Kinase in Hth74-Zellen eine hohe Aktivitat, diarch den Tyrosinkinaseinhibitor
ZD6474 nicht beeinflussbar war.

Abb. 3.24: phosphorylierte
MAPK unter ZD6474
Abgebildet ist die Aktivitat der

phosphorylierte MAPK
c643 — it

phosphorylierten  MAP-Kinase
der Zelllinien C643, Hth74, FTC-
133 und TPC-1. Legende: H5 =
Leerwert, H5 + EGF = mit EGF
behandelte Zellen, H5 + EGF +

Hih74 | e By o R s -

Fro1ss  — s s e S S8 Sm oo

U g —

DMSO = Kontrollwert, in
T & 3 2 2 2 2 2 aufsteigender Konzentration
" E §_ g — N wn
o : 2 . . - ZD6474 (0,08M, 0,1uM, 1uM,
m 3 3 3 3 3 2uM und 5uM
s 8 8 & & 8§ uM und SM).
I
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4. Diskussion

Zellproliferation und Neoangiogenese stellen ergsidnde Prozesse in der Entstehung
und Progression maligner Erkrankungen dar. Anhardvdrliegenden Arbeit sollten
antitumorale Effekte zweier Tyrosinkinaseinhibé&oran verschiedenen Histiotypen des
Schilddrisenkarzinoms (papillar, follikular und plestisch) untersucht werden. Als
Substanzen wurden der Tyrosinkinaseinhibitor ZD18®&%primarer Wirkung am EGF-
Rezeptor und der MAP-Kinase (Albanell et al., 200%pwie der duale
Tyrosinkinaseinhibitor ZD6474 mit primarer Wirkuragn VEGF- und EGF-Rezeptor
eingesetzt (Wedge et al., 2002). Die EvaluatiordéreiSubstanzen erfolgte durch in
vitro-Untersuchungen. Mittels MTT-Assay wurde usterht inwieweit beide
Substanzen die Zellproliferation hemmen. Durch B-i8essungen wurde die VEGF-
Sekretion der Schilddrisenkarzinomzelllinien (VE&E proangiogener Faktor) unter
Einwirkung von ZD1839 und ZD6474 gemessen. Basterauf den Ergebnissen der
Einzelsubstanzversuche wurden beide Tyrosinkinhg®toren auch in Kombination
getestet. Von besonderem Interesse war dabei dggeFob diese Kombination zu einer
verstarkten Hemmung der Zellproliferation und VEG&kretion flihrt oder ob es sogar
zu antagonistischen Effekten kommt.

Alle in vitro-Versuche wurden sowohl unter gleichiger externer EGF-Stimulation als
auch ohne zusatzliche EGF-Stimulation durchgeflBg. sollte gepruft werden, ob
gleichzeitige EGF-Stimulation zu gesteigerter Rechtion und VEGF-Sekretion fuhrt
und inwieweit die inhibitorischen Effekte von ZDXBAEnd ZD6474 beeinflusst werden.
Ausgehend von den Ergebnissen dieser Experimentdewumittels Western Blot-
Analysen die Wirkung von ZD1839 und ZD6474 auf Higression und Aktivitat der
membrangebundenen EGF- und VEGF-Rezeptoren sowiehgaschalteter
zytoplasmatischer Signaltransduktionswege (PI3-g@hakt-Signalweg und MAP-
Kinase) untersucht. Analog den Versuchen zur Rraltfon und VEGF-Sekretion sollte
untersucht werden, ob durch gleichzeitige EGF-Satmn die Expression und

Aktivitat (Phosphorylierung) der untersuchten Reéasgn verandert wird.
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4.1. Zellproliferation

4.1.1. EGF-Effekt auf die Zellproliferation und Wirkung de  r TKI

Alle Experimente zur Zellproliferation wurden unteasalen Bedingungen und unter
simultaner EGF-Stimulation mit einer Endkonzentmatvon 20ng/ml durchgeftihrt. Bei
allen untersuchten Zelllinien zeigte die gleichgeit Stimulation mit EGF keine
statistisch signifikante Ab- oder Zunahme der Zeliferation. Gemessen an der
mittleren inhibitorischen Konzentration zeigte ZD@4bei gleichzeitiger Inkubation mit
EGF eine schlechtere Wirksamkeit gegeniiber alléersunchten Zelllinien. ZD1839 als
primarer EGF-R-Inhibitor zeigte nur bei der ZeliinC643 unter gleichzeitiger EGF-
Stimulation eine geringere antiproliferative WirlguiJntersuchungen mit ZD1839 an
zwei anaplastischen Schilddrisenkarzinomzelllimmeih unterschiedlicher Expression
des EGF-Rezeptors zeigten unter Stimulation mit EGF voneinander abweichende
Ergebnisse. In der OCUT-2-Zelllinie mit schwachepimierung des EGF-Rezeptors
fuhrte die EGF-Stimulation nicht zu einer Steigeywaer Zellproliferation und ZD1839
zeigte keine signifikante Zellzahlreduktion. ACTZgllen mit EGF-Rezeptor-
Uberexprimierung zeigten unter EGF-Stimulation kipgn eine Steigerung der
Zellproliferation und komplette Inhibition der ligden-induzierten Proliferation durch
ZD1839 (Nobuhara et al., 2005).

Eine mdgliche Erklarung fir die geringere Send#éiviEGF-stimulierter Zelllinien
gegeniber den Tyrosinkinaseinhibitoren konnte daestehen, dass Ligandenbindung
(EGF) zu Internalisierung von zellmembrangebunddRepeptoren flihrt. Bereits 1976
beschrieben Carpenter und Cohen die Internalisiemmnal den lysosomalen Abbau von
EGF nach Bindung an den EGF-Rezeptor auf FibrastasDieselbe Arbeitsgruppe
konnte nachweisen, dass Bindung von EGF an den E&zéptor zu einer
beschleunigten Internalisierung fuhrt (Stoscheckd u@arpenter, 1984). Diese
Beobachtung konnte schliesslich als regulatorischeedback-Mechanismus der
Signaltransduktion verstanden werden (Wells et1#190). Befindet sich die Zelle im
Gleichgewicht, so wird der EGF-Rezeptor im selbeal3®l internalisiert und lysosomal
abgebaut wie endosomal an die Zelloberflache rdicywkrd die Zelle hingegen hohen
Wachstumsfaktorkonzentrationen ausgesetzt (z.B. )Ek#hn dies zu gesteigerter
Rezeptorinternalisierung fuhren (Sorkin, 2001; Wigt al., 1991). In der vorliegenden
Studie konnte gezeigt werden, dass Inkubation ptieh Konzentrationen von EGF je
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nach Zelllinie zu einer geringeren Sensitivitdt @®@pber den untersuchten
Tyrosinkinaseinhibitoren fihrt. Es ist anzunehndass hierbei die Internalisierung von
EGF-Rezeptoren eine Rolle spielen konnte und daduncachgeschaltete
Signaltransduktionswege im Sinne eines negativadlback-Mechanismus beeinflusst
werden. Des Weiteren findet eine Downregulation voembrangebundenen EGF-
Rezeptoren statt, was gleichermalRen einen Verlust dielstruktur von
Tyrosinkinaseinhibitoren bedeutet. Eine Studie ahoKkarzinomzelllinien untersuchte
den Effekt von Cetuximab (monoklonaler Antikorpexrggn den EGF-Rezeptor) und
Gefitinib (ZD1839) in Ab- und Anwesenheit von 10nEGF. Hier konnte gezeigt
werden, dass beide EGF-Rezeptorantagonisten untaltaner Stimulation der Zellen
mit EGF eine schlechtere Wirksamkeit aufwiesenrget al., 2008). Die Ubertragung
der Ergebnisse auf weitere Studien ist allerdings eingeschrankt maoglich, da
Zellproliferationsassays haufig nur unter simultaneEGF-Stimulation in
physiologischen Mengen (1-2ng/ml) durchgefihrt werd

Wie bereits unter 1.2. beschrieben stellt die Zeliferation nur eine biologische
Wirkung des epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) d#iper den EGF-Rezeptor
weitergeleitete Signale via Ras/Raf/MEK/MAPK oderhoBphatidylinositol 3-
Kinase/Proteinkinase-B konnen auch in einer Abnahdexr Apoptoseaktivitat
resultieren und somit ebenfalls zu einer geringer8ensitivitat gegenuber
Tyrosinkinaseinhibitoren fihren. Welcher Faktor nietztlich fir die geringere
inhibitorische Aktivitat von ZD1839 und ZD6474 untsimultaner EGF-Stimulation
verantwortlich ist kann anhand dieser Studie nie@ntwortet werden.

4.1.2. Wirkung der TKI auf die Zellproliferation

Beide Tyrosinkinaseinhibitoren fuhrten zu einer tzeiund dosisabhangigen
Zellzahlreduktion in allen untersuchten Zelllinie@emessen an den IC50-Werten
zeigte ZD6474 den starkeren antiproliferativen Kff&ine Reduktion der Zellzahl um
50% wurde je nach Zelllinie zwischen 0,62uM und6f8l erzielt. Die hochste
Sensitivitat zeigte die papillare Variante TPC-1fofgt, von FTC-133 und den
anaplastischen Karzinomzelllinien. Bezogen aufas#proliferation erreichte ZD1839
zelllinienabhéngig die IC50 bei Konzentrationen sohien 6,79uM und 8,51uM, wobei
die hochste Sensitivitdt auch hier TPC-1-Zellenfolggé von den anaplastischen

Zelllinien zeigten. Bei der follikularen VarianteTE-133 wurde die Reduktion der
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Zellzahl um 50% nicht erreicht. Als Besonderheitgiee ZD1839 eine zweiphasige
Dosiswirkungskurve (siehe 4.1.3.).

Andere Studien zu 2ZD1839 und ZD6474 zeigten je nachmorentitat
Ubereinstimmende, aber auch abweichende Ergelivezegen auf die IC50-Werte. Bei
der anaplastischen Zelllinie Kat-4 erreichte ZD18&8B8 IC50 bei einer Konzentration
von 8,36uM (Schiff et al., 2004).

Die hier gefundene hohe Sensitivitdt von TPC-lefelgegeniber ZD6474 kodnnte
durch eine Mutation im RET-Protoonkogen bedinginsalie typischerweise beim
medullaren Schilddriisenkarzinom auftritt. Allerdingonnte diese Mutation auch bei
papillaren Schilddriisenkarzinomen nachgewiesen eve(@ET/PTC), so auch in der
hier untersuchten Zelllinie TPC-1 (Ishizaka et 4990). ZD6474 konnte das RET-
Onkoprotein (RET/PTC-3) mit einer IC50 von 0,1uMegtiv inhibieren, wohingegen
ZD1839 keinen Effekt auf die enzymatische Aktivitdr RET-Onkoproteine zeigte
(Carlomagno et al., 2002). Das durch das RET-Gelneki@ Onkoprotein (Rezeptor mit
Tyrosinkinaseaktivitat) ist in Signaltransduktioregye involviert, die unter anderem fur
die Zellproliferation und Regulation der VEGF-Sdloe zustandig sind (Hwang et al.,
2003). Bei Karzinomen des Ovars, des Gastrointstaktes (Kolon, Magen) und beim
NSCLC zeigte ZD6474 antiproliferative Wirkung miergleichbarer Sensitivitat wie
die hier untersuchten differenzierten Schilddrisenkomzelllinien. Die ermittelten
IC50-Werte reichten hier von 0,5uM bis 1uM (Cialidieet al., 2003). Deutlich
schlechtere Ansprechraten auf ZD1839 und ZD6474teeiverschiedene Zelllinien
von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Halsbereiche&emessen an der
Zellproliferation erreichte ZD6474 die mittlere ibhorische Konzentration zwischen
4,4uM und 26,4uM. Die Sensitivitat gegenuber ZD1&®9gte sich noch geringer
ausgepragt, hier lagen die IC50-Werte zwischenpM,6nd 85uM (Sano et al., 2007).
Eine weitere Studie an funf verschiedenen Zellhntkes hepatozellularen Karzinoms
zeigte eine hohe Sensitivitat fur beide Tyrosinkgiahibitoren. Die gemessenen IC50-
Werte fur ZD1839 reichten von 0,67uM bis 10,1uM diadZD6474 von 0,58uM bis
5,02uM (Giannelli et al., 2008). Eine Vielzahl v@tudien belegt, dass die hier
untersuchten Tyrosinkinaseinhibitoren eine gute vitro-Wirksamkeit auch bei
aggressiven Tumorentitaten aufweisen. Dabei findech Hinweise, dass die
Kombination von EGF- und VEGF-Rezeptorantagonistiem antitumoralen Effekt
erhoht. Diese Studien fokussieren allerdings vamigih auf Karzinome des Kopf-

Halsbereiches, des Gastrointestinaltraktes sowief a@as Mamma- und
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Bronchialkarzinom (Caponigro et al., 2005; Kim &t 2009; Martinelli et al., 2010).
Die vorliegende Studie konnte als erste zeigen,s dd® Kombination zweier
Tyrosinkinaseinhibitoren mit unterschiedlichen Wirkchanismen (EGF- und VEGF-
Rezeptor) zu synergistischen bzw. additiven anliferativen Effekten am
Schilddrusenkarzinom fuhrt (Vgl. 3.1.4.). So wiesguimolare Loésungen von ZD1839
und ZD6474 gegeniber der Einzelsubstanz eine deutithere Inhibition des
Zellwachstums auf. Eine Studie aus dem Jahr 20@&suchte die Wirksamkeit eines
monoklonalen Antikorpers gegen den EGF-Rezeptotuf@mab) in Kombination mit
einem ,small molecule” (ZD1839 oder ZD6474). Zursiclvurde die antiproliferative
Wirkung der jeweiligen Einzelsubstanzen nachgewgsedanach erfolgten
Kombinationsversuche. Untersucht wurde der Effekti aechs verschiedenen
Tumorentitaten, namlich am Kolon-, Osophagus-, Magend Pankreaskarzinom aus
dem Bereich des Gastrointestinaltraktes sowie aimmida und am nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom. Beide Kombinationen (CetuximabZB1839 und Cetuximab +
ZD6474) zeigten eine Potenzierung des antiprolifeza Effekts von Cetuximab, der
als monoklonaler Antikérper an der Ligandenbindsitgjte des EGF-Rezeptors mit
spezifischen Wachstumsfaktoren konkurriert (kompetiHemmung). Somit konnte
gezeigt werden, dass die Inhibierung eines RezeffE6F-R) auf zwei verschiedenen
Ebenen (extrazellulare Ligandenbindungsdoméne widplasmatische katalytische
Kinasedomane) in einem effektiveren antitumoraldfekE resultiert (Morelli et al.,
2006). Letztlich kann aufgrund der Komplexitat vBignaltransduktionskaskaden und
auto- bzw. parakrinen Aktivierungsmechanismen nestdakt gesagt werden, ob duale
Inhibition nur den spezifischen Rezeptor hemmt.liehr ist davon auszugehen, dass
duale Inhibition nachgeschaltete Signalwege und o-autsowie parakrine
Stimulationsmechanismen insgesamt effektiver hemimt.diesem Zusammenhang
konnte gezeigt werden, dass Mamma-Epithelzellem,Hér2-(ErbB2)-Rezeptoren mit
aktivierender Mutation in der Kinasedomane exprrerie hohere Level an TG
(Zytokin) exprimieren und so Uber autokrine Stintiola eine TGFB-1-vermittelte
Signalwirkung initiileren (z.B. Zellwachstum und epferation). Des Weiteren induziert
die mutierte Form des Her2-Rezeptors Té&Rnd Amphiregulin-Expression und fihrt
somit Uber parakrine Stimulation zu einer EGFR-#ktiung. Die mutierten Her2-
Rezeptoren zeigen ein geringeres Ansprechen aufstulamab (spezifischer
monoklonaler Antikérper gegen den Her2-Rezeptorld waeisen eine Resistenz

gegeniber EGFR-Inhibitoren auf. Die Studie konrtehmveisen, dass eine kombinierte
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Inhibition mit Trastuzumab (Inhibition der nachremellular weitergeleiteten Signale)
und Cetuximab (Inhibition der parakrinen Stimula)i@ine hohere Effizienz gegenluber
der Monotherapie aufweist (Wang et al., 2010).

Primare  oder erworbene Resistenz von  EGF-Rezeptorgegeniber
Tyrosinkinaseinhibitoren wie z.B. Erlotinib (seleidr EGF-R-Inhibitor) und ZD1839
ist bisher noch nicht komplett verstanden. Die @renResistenz ist unter anderem mit
K-RAS oder aktivierenden Mutationen im PI3K/Akt-8ajtransduktionsweg
verbunden. Anhand von Endothelzellen, die den E@EeRtor exprimieren, konnte in
einem Melanom Xenograft Modell unter Behandlung &it1839 eine Verschiebung
der EGFR-abh&ngigen Proliferation zugunsten einaezmenden VEGFR-abhéngigen
Proliferation beobachtet werden (Amin et al., 20@Mhe aktuelle Studie zeigt, dass die
duale Inhibition mittels VEGFR- und EGFR-InhibitqZD6474, Bevacizumab +
Erlotinib) die erworbene oder primare Resistenhabén kann. Hierbei wies der duale
Inhibitor ZD6474 die gleiche antiproliferative Wukg auf wie die Kombination von
Bevacizumab (monoklonaler Antikorper gegen den VHR&Zeptor) und Erlotinib
(Naumov et al.,, 2009). In Tumorzellen die eine Biesiz gegenuber Erlotinib
entwickeln, zeigte sich ZD6474 im Vergleich zu Bezamab jedoch deutlich
uberlegen.

Die vorliegende Literatur und die Ergebnisse dgeeen Studie verdeutlichen, dass
multimodale antitumorale Konzepte sowohl die Konalion von monoklonalen
Antikdrpern mit Tyrosinkinaseinhibitoren als auche dkombination von ,small
molecules® umfassen sollte. Der synergistische KEfi@iedriger Dosierungen fuhrt
wahrscheinlich zu einer besseren Vertraglichkeit.esi®&enzen gegentber
Tyrosinkinaseinhibitoren kénnen aufgehoben oder pamsiert werden. Des Weiteren
kann die hohe Signaldiversitdt vermittelt Uber &t und parakrine
Stimulationsmechanismen sowie ,crosstalk” (Gara@d et al., 2010) durch den

Einsatz von Kombinationstherapien reduziert werden.
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4.1.3. Zweiphasige Dosiswirkungskurve durch ZD1839

Wie bereits unter 3.1.2. beschrieben zeigte ZD1B8&89der Zelllinie FTC-133 eine
zweiphasige Dosiswirkungskurve mit einer maximatammung der Zellproliferation
bei 4uM und 10uM. Diese Eigenschaft wurde bishem&lomlich bei endogenen
Inhibitoren der Angiogenese beschrieben (Endost&@tngiostatin, Thrombospondin)
und anhand von Endothelzellen demonstriert. Higgteesich eine optimale Hemmung
der Endothelzellproliferation und -migration in dien und hohen
Konzentrationsbereichen von z.B. Endostatin. Cifeke konnten sowohl in vitro als
auch in vivo nachgewiesen werden (Benelli et &0 Celik et al., 2005; Motegi et al.,
2002). Eine lineare Dosiswirkungskurve vorausgeésetird in der medikamentésen
Krebstherapie Ublicherweise die maximal vertraglidNirkstoffdosis eingesetzt. Bei
Vorliegen einer zweiphasigen Dosiswirkungskurve rkén eine zwischen den
Wirkmaxima gewahlte Dosierung fehlende Wirksamkeitauschen. Die Tatsache das
ZD1839 eine zweiphasige Dosiswirkungskurve nur bder follikuléaren
Schilddrisenkarzinomzelllinie FTC-133 aufweist nmtadeutlich, dass einheitliche
Medikamentendosierungen nicht fur jede Tumorengldich wirksam sein mussen. Ob
der oben beschriebene Effekt auf FTC-133-Zellerhanosivo nachzuweisen ist muss
in weiteren Experimenten untersucht werden. Derhidatsmus zur Ausbildung einer
zweiphasigen Dosiswirkungskurve durch ZD1839 blalbtzeit ungeklart und muss

durch weitere Studien evaluiert werden.

4.2 .VEGF-Sekretion

4.2.1. EGF-Effekt auf die VEGF-Sekretion

Alle in dieser Studie untersuchten Zelllinien zemgtwie unter 3.2.1. beschrieben, eine
basale Sekretion des vaskulédr endothelialen Watis$atktors. Die hochste basale
Sekretion zeigte hier die papillare Zelllinie TPCgéfolgt von der follikularen Zelllinie
FTC-133 und den anaplastischen C643- und Hth74#elie Stimulation mit 10ng/ml
EGF fihrte in allen Zelllinien zu einer gesteigarté¢é EGF-Sekretion. Eine andere
Studie der eigenen Arbeitsgruppe untersuchte dsalbaVEGF-Sekretion an einer
gréReren Zahl verschiedener Histiotypen des Scatiigdohkarzinoms. Je nach Histiotyp

zeigten sich teilweise deutliche Unterschiede inldesalen VEGF-Sekretion, die durch
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zusatzliche EGF-Stimulation um das bis zu 20-faghsteigert werden konnte und
somit die Ergebnisse der vorliegenden Studie bhgst{&toffmann et al., 2007). Fakt ist,
dass der VEGF-Rezeptor nicht nur auf tumorasseéeneEndothelzellen exprimiert
wird, sondern auch auf Epithelzellen des Schildeinkarzinoms und anderen
Tumorentitaten. Der vaskular endotheliale Wachstaktsr scheint hierbei im Sinne
eines autokrinen Loop in der frihen Karzinogenese 8childdrisenkarzinoms eine
wichtige Rolle zu spielen (héhere VEGF-Level infeliénzierten Karzinomen). Mit
zunehmender Dedifferenzierung (geringere VEGF-Devatheinen jedoch andere
Wachstumsfaktoren wie z.B. EGF eine entscheidend®odle in der weiteren
Tumorigenese zu spielen (Maity et al., 2000; Viatal., 2005). Die VEGF-Sekretion
wird durch EGF-Stimulation erhoht, des Weiteren dwidie Migration von
Endothelzellen Uber autokrine Aktivierung des EGEz&ptors gesteigert (Semino et al.,
2006).

4.2.2. Hemmung der VEGF-Sekretion durch ZD1839 und ZD6474

Wie bereits unter 3.2. ausfuhrlich beschrieben kewire basale VEGF-Sekretion durch
beide Tyrosinkinaseinhibitoren nur in der ZelllinlePC-1 dosisabhangig reduziert
werden. Die IC50 wurde mit den hier gewéhlten Emdiemtrationen von ZD1839 und
ZD6474 nicht erreicht. Die durch EGF-stimulierte GE-Sekretion konnte in
Abhangigkeit von Zelllinie und TKI um etwa 10% %% bzw. nahezu 100% (Hth74)
inhibiert werden. Bezogen auf die EGF-induziertehkdekretion von VEGF konnte
diese durch beide Substanzen gehemmt werden. Dieblkation beider TKI fuhrte
einzig bei der Zelllinie TPC-1 zu einem synergistisn Effekt mit einer um 18,7%
erhohten VEGF-Reduktion im Vergleich zu den Einzkftanzen. Als Besonderheit
zeigte vor allem die Zelllinie FTC-133 eine Zunahwher basalen VEGF-Sekretion
unter Inkubation mit ZD1839 und ZD6474.

Eine Studie an vier hochmalignen Harnblasenkarzaeditimien untersuchte die
Wirkung von ZD1839 auf die VEGF-Sekretion. Zwei dentersuchten Zelllinien
(253JB-V und UMUC-13) zeigten eine dosisabhangigduRktion der VEGF-Sekretion,
wahrend die Zelllinien KU-7 und UMUC-3 eine gleitbibende VEGF- bzw.
zunehmende VEGF-Sekretion zeigten. Die Zelllini&3IB-V und UMUC-13 wurden
anschlie3end mit verschiedenen Inhibitoren zytopéscher Signaltransduktionswege

behandelt. Dabei konnte gezeigt werden, dass digbition des PI3K/Akt-
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Signaltransduktionsweges gegeniber der Inhibities BIAPK-Signalweges zu einer
starkeren Reduktion der VEGF-Sekretion fuhrte. Niife von Western Blot-Analysen
konnte man nachweisen, dass ZD1839 die Phosphmnyjievon Akt signifikant
inhibierte (Kassouf et al., 2008). Ciardiello wied® zeigte, dass bei
Kolonkarzinomzelllinien mit einer Resistenz gegesnibZD1839 eine erhohte
Aktivierung der MAP-Kinase konsekutiv in einer ehtén VEGF-Sekretion resultiert
und hier der Akt-Signaltransduktionsweg eine urgergnete Rolle zu spielen scheint
(Ciardiello et al., 2004). Unabhangig von simultaB&F-Stimulation und konsekutiv
erhohter VEGF-Sekretion sind nachgeschaltete zytopatische
Signaltransduktionswege wie der PI3K/Akt- und dehRK-Signalweg maligeblich an
der Regulation der VEGF-Expression beteiligt. Degitdfen scheint der VEGF-
Rezeptorstatus in Hinblick auf die Wirksamkeit v@grosinkinaseinhibitoren eine
Rolle zu spielen. So konnte an MS-1-L-Zellen desindelligen Bronchialkarzinoms
mit fehlender VEGFR-2-Expression gezeigt werderssdiamkubation mit ZD6474 zu
signifikant erhdhter VEGF-Sekretion fuhrt und eiReduktion des Tumorvolumens
oder der Mikrogefaldanzahl in vivo nicht nachzuweigst (Sasaki et al., 2008).
Neoangiogenese ist, wie oben erwahnte praklinischaidien zeigen, ein
multifaktorieller ~ Prozess mit  hoher  Signaldiversita und autokrinen
Aktivierungsmechanismen, der nicht allein abhangip VEGF ist. Inwieweit die
Ergebnisse der oben genannten Studien therapeaifitelevanz besitzen muss letztlich
noch nachgewiesen werden. Mittlerweile werden nrehfgrosinkinaseinhibitoren und
monoklonale Antikorper in der antiangiogenen Theraingesetzt. Bereits 2004 wurde
Bevacizumab (monoklonaler Antikdrper der durch Bing an VEGF das Andocken an
den VEGF-Rezeptor verhindert) in der Therapie destastasierten kolorektalen
Karzinoms zugelassen. Durch direkte Bindung an VESBReint somit eine erhdhte
VEGF-Expression, wie sie z.B. durch TKI verursaa@rden kann, kein klinisches
Problem darzustellen. Zu den seit 2006 zugelasségarsinkinaseinhibitoren gehort
unter anderem Sorafenib (Therapie des hepatozeiuldKarzinoms und bei
fortgeschrittenen Nierenzellkarzinomen) und Suibtin  (Therapie des
Nierenzellkarzinoms und von gastrointestinalen i8atumoren). ZD6474 ist derzeit
Gegenstand mehrerer Phase Il- und llI-Studien in atgiangiogenen Therapie des
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms (NSCLC). W&ae Studien untersuchen
ausserdem die  Wirkung verschiedener = monoklonaler tikéwper  und

Tyrosinkinaseinhibitoren in Phase II- und llI-Stewi Einen Uberblick laufender und
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bereits abgeschlossener Studien in der antiangssg&herapie geben Eichholz et al.,
2010 sowie Scagliotti und Govindan, 2010.

Die Ergebnisse der eigenen Studie zeigen, dass ZD1®d ZD6474 in den hier
untersuchten Schilddriisenkarzinomzelllinien diaideninduzierte- und partiell auch
die basale VEGF-Sekretion hemmen konnen. Zusammiénden Ergebnissen der
Western Blot-Analysen (Vgl. 3.3.1.2. und 3.3.2.2ig eine dosisabh&ngige Inhibition
des phosphorylierten VEGF-Rezeptors in allen untdren Zelllinien nachweisen
konnten, stellen  ZD1839 und  ZD6474  potente Inhieito  von

Signaltransduktionskaskaden (siehe auch 4.3.) deahjiogenese dar.

4.3.Western Blot-Analysen

Die transmembrandsen EGF- und VEGF-Rezeptoren sdiwieytosolische Akt und
MAP-Kinase lie3en sich in allen untersuchten Zaih nachweisen. Einzig der EGF-
Rezeptor zeigte sich auf den anaplastischen Turthemzem Vergleich zu den
differenzierten Zellen schwacher exprimiert. Des itdfen wurde nach EGF-
Stimulation einzig beim EGF-Rezeptor eine erhthiprEssion bei allen Zelllinien
beobachtet. EGFR-Uberexprimierung konnte in mehréfamorentitaten (NSCLC,
Kopf-Hals-Tumoren, Mammakarzinome, Harnblasenkannie) nachgewiesen werden
und Kkorrelierte dort mit aggressiverem Tumorvedralt Bezuglich der
Uberexprimierung des EGF-Rezeptors in anaplastiscBehilddrisenkarzinomen
bestehen in der Literatur stark abweichende Angalefche von normaler bis hoher
EGFR-Exprimierung reichen. Aktivierende Mutationem EGF-Rezeptor wurden bei
den in folgenden Studien untersuchten anaplastiscpapillaren, follikularen, und
medullaren Schilddriisenkarzinomen nicht nachgewié&heifetz et al., 1994; Elliott
et al., 2008; Lee et al., 2007; Makinen et al.,8)9&ine Studie an 25 anaplastischen
Schilddrisenkarzinomen einschlie3lich drei wenigffedenzierter Karzinome
(intermediarer Differenzierungsgrad zwischen argtgeh und differenziert) zeigte,
dass 40% der untersuchten Tumore eine erhthte EGkpRession aufwiesen. Die
Karzinome, die teilweise hoher differenzierte Tuamdeile aufwiesen, zeigten
interessanterweise zu 100% eine Uberexprimierusge@&--Rezeptors (Ensinger et al.,
2004). Dasselbe Phanomen konnte McKay et al., 2802h bei kolorektalen
Karzinomen beobachten: Tumoren mit hherem Diffeilangsgrad wiesen haufiger

eine Uberexprimierung des EGF-Rezeptors (in 87,%% Flle) auf als solche mit
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zunehmender Dedifferenzierung (33,3% aller FaBe)de Studien zeigen, dass Verlust
des Differenzierungsgrades mit einer vermindertexpréssion des EGF-Rezeptors
einhergehen kann und bestatigen damit die eigerggbhisse.

EGFR-Inhibitoren wie z.B. ZD1839 oder Cetuximab desr in der Literatur als
geeignete Therapieoptionen bei Tumoren mit erhdd@&FR-Expression postuliert. Die
hier gefundenen Ergebnisse zeigen, dass geradendmastischen Zelllinien (Hth74
und C643) mit schwacher Exprimierung des EGF-Rexsptdurch ZD1839
dosisabhangig einer starkeren Downregulation asdifferenzierten Karzinome mit
hoherer EGFR-Exprimierung unterliegen. Bei eindllidee des Kolonkarzinom (Caco-
2) wurde nachgewiesen, dass ZD1839 zu einer Veemnimd) der ErbB-2 mRNA fihrt
(Giannopoulou et al., 2009). Diese Studie konnéeTdieorie stitzen, dass ZD1839 und
maoglicherweise auch ZD6474 zu einer vermindertefrfE@RNA-Expression in den
hier untersuchten Zelllinien fuhrt und somit auch einer Downregulation des
Rezeptors auf der Zellmembran. Quantitative Untdrsaogen wie z.B. die real time
PCR (Polymerase Chain Reaction), welche eine velenia EGFR mRNA nachweisen
koénnte, wurden in dieser Studie nicht durchgefihrt.

Der phosphorylierte, aktivierte EGF-Rezeptor konatger basalen Bedingungen nur
bei der Zelllinie TPC-1 nachgewiesen werden. Didlideen C643, Hth74 und FTC-
133 zeigten eine ligandeninduzierte-(EGF)-Aktivieyu Die bei manchen nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinomen nachgewiesenévakende EGFR-Mutation (Exon
18-21) mit konsekutiver Aktivierung nachfolgendegr&ltransduktionswege konnte
auch in papillaren Schilddrisenkarzinomen japamisétatienten (Beschreiber der hier
verwendeten Zelllinie TPC-1: Tanaka et al., 1987a#d gefunden werden. Wie bereits
unter 1.3.1. geschildert zeigen nicht-kleinzellgy@nchialkarzinome mit aktivierender
EGFR-Mutation gegeniber nicht mutierten EGF-Rezeptoeine vielfach hodhere
Sensitivitat gegenidber EGFR-Inhibitoren wie z.B.1BB9. Mehrere Arbeitsgruppen
haben gezeigt, dagsGFR-Mutanten eine liganden-unabhangige Tyrosirdaaktivitat
und anhaltende Aktivitat nach Ligandenstimulatiofwaeisen. Zellen, die eine EGFR-
Mutation aufweisen, induzieren Transkriptionsfaktgr die anti-apoptotische
Signalwege wie z.B. Akt aktivieren. Supprimieruniggsgr Uberlebenssignale durch
Inhibitoren fihren zu rascher Apoptose, da diesdleZe abhangig von den
ausgesendeten Signalen der mutierten EGF-Rezeptinen(Masago et al., 2009;
Sordella et al., 2004). Die in der eigenen Studituigdenen Ergebnisse kdnnten auf

eine aktivierende EGFR-Mutation in der hier untehgan Zelllinie TPC-1 hinweisen
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und damit auch das durchweg hdhere Ansprechen eadé luntersuchten Substanzen
ZD1839 und ZD6474 im Vergleich zu den anderen itgdlh erklaren. Meireles et al.,
2007 konnten diese aktivierende EGFR-Mutation im @atsprechenden ,hot spot”
Regionen jedoch nicht nachweisen. Ein Zusammenharsghen RET-Mutationen und
aktivierender EGFR-Mutation ist bisher nicht bessen, konnte aber eine Erklarung
fur liganden-unabhéngige Phosphorylierung des E@Eeptors sein. Es konnte gezeigt
werden, dass intrazellulare Signalwege wie der FARK und MAPK-Signalweg durch
RET aktiviert werden (Asai et al., 2006). Unabh@ngin einer EGFR-Mutation erklart
die ebenfalls bei TPC-1 gefundene Mutation im REIRGsiehe 4.1.2.) die in den
Western Blot-Analysen gefundene liganden-unabh&ndigtivitat von phospho-Akt
und -MAPK. Der phosphorylierte VEGF-Rezeptor sopfekt und pMAPK liel3en sich
durch beide TKI dosisabhangig inhibieren, wobei ZD$ die hohere Wirksamkeit
erbrachte. Dieser Effekt war bei der Zelllinie TR@m starksten ausgepragt.

Der phosphorylierte VEGF-Rezeptor zeigte ohne zlishe EGF-Stimulation Aktivitat
in den Zelllinien C643, FTC-133 und wie bereits &mnt in der Zelllinie TPC-1. Die
anaplastische Zelllinie Hth74 zeigte hingegen dh@&F-abhangige Aktivierung. Der
Zusammenhang zwischen erhdohter VEGF-Sekretion undokaner VEGFR-
Stimulation wurde bereits unter 4.2. diskutierte DAuspragung der in den Western
Blot-Analysen gefundenen Banden des phosphorytierteGF-Rezeptors korrelierte in
etwa mit der in den ELISA-Untersuchungen nachgesvies basalen VEGF-
Sekretionen. Die Zelllini¢dth74, die basal eine nur sehr geringfligige VE@Kr&tion

in den ELISA-Untersuchungen aufwies, zeigte in d&estern Blot-Analysen eine
liganden-abhéngige Phosphorylierung und konnteogn@én Experimenten zur VEGF-
Sekretion auch am starksten durch beide Tyrosiskin&ibitoren gehemmt werden.
Bezogen auf alle Zelllinien zeigte ZD6474 gegenuBBx1839 eine etwas starkere
Inhibiton der VEGFR-Phosphorylierung. Die Ergebeistitzen die in der eigenen
Arbeitsgruppe gefundenen Untersuchungen mit AEET®8Vergleich zu der reinen
EGFR-Inhibition durch den monoklonalen EGFR-Antj@&r Cetuximab, zeichnet sich
dieser ebenfalls duale Tyrosinkinaseinhibitor dueate starkere Inhibition der VEGF-
Sekretion und Zellproliferation aus (Hoffmann et &007). Des Weiteren lassen die
gefundenen  Ergebnisse vermuten, dass auch ZD183%en ei dualen
Tyrosinkinaseinhibitor darstellt.

Die in vorliegender Studie untersuchten nachgessteal zytoplasmatischen

Effektorproteine wie die MAP- und Proteinkinase Bki{) zeigten sich in allen
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Zelllinien liganden-unabhangig phosphoryliert. EiA&tivitatssteigerung durch EGF
liel3 sich zelllinienabhangig beobachten. Beide hieruntersuchten
Tyrosinkinaseinhibitoren zeigten nur geringfigigentmende Wirkung auf die
phosphorylierten Effektoren. Einzig bei der Zeldir-TC-133 blieb die phosphorylierte
Proteinkinase B (Akt) nach Behandlung mit ZD1839d uZzD6474 ganzlich
unbeeinflusst (siehe 3.3.1.3. und 3.3.2.3.). Derlugé der Proteinexpression des
Tumorsuppressorgens PTEN (Phosphatase and Tensialdy) korreliert invers mit
dem Aktivitatsstatus von Akt (phosphorylierte Form)e in dieser Arbeit verwendeten
FTC-133 Zellen weisen einen vollstdndigen Verlust BTEN-Proteinexpression mit
konsekutiver Aktivierung von Akt auf. Dies konnten@ mogliche Erklarung fir die
Nichtansprechbarkeit von Akt in FTC-133 Zellen delien (Weng et al., 2001).

Wie bereits unter 1.1.2.3. erwahnt, wird Gber Motagn im Tumorsuppressorgen p53
und den Ras/Raf-MAPK- und PI3K/Akt-SignaltransdakBwegen in anaplastischen
Schilddrusenkarzinomen berichtet. In vielen Studgnd Mutationsanalysen von
zellmembrangebundenen Rezeptoren nicht einbezdfjea. grol3e Studie untersuchte
51 anaplastische und 64 follikulare Schilddrisenkame auf die erwahnten
Mutationen, schloss unter anderem auch Analysen EG#®-, PDGF- und VEGF-
Rezeptor mit ein. Mindestens eine genetische Almrakonnte in 95,8% der
anaplastischen und 93,2% der follikularen Karzinomgefunden werden. Diese
schlossen unter anderem Mutationen ein, die bdfémg den PI3K/Akt- und MAPK-
Signalweg gleichzeitig zu aktivieren (z.B. RAS-Mutaen). Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass eine Zunahme der GenkopidRereptortyrosinkinasen (hier
EGFR) zu aktivierter, also phosphorylierter Form Beoteinkinase B (Akt) und Erk1/2
(MAPK) flihrte (Liu et al., 2008).

Wie bereits beschrieben wurden fur das nicht-kigiige Bronchialkarzinom
aktivierende Mutationen im EGF-Rezeptor nachgewiegenann et al. zeigten 2005
anhand verschiedener Zelllinien des NSCLC, dass Zunahme an Genkopien ohne
gleichzeitige EGFR-Mutation ebenfalls zu einer héhe Sensitivitat gegenuber
ZD1839 fuhrt. Western Blot-Analysen konnten dabeivshl bei der aktivierenden
EGFR-Mutation als auch bei den Zellen, die nur eifimahme der Genkopien
aufwiesen, eine liganden-unabhéangige Phosphoryigervon Akt und MAPK
nachweisen. Wenngleich Meireles et al., 2007 in loien untersuchten anaplastischen
Zelllinien keine aktivierende Mutation im EGF-Remapnachweisen konnte (C643

nicht auf EGFR-Mutation untersucht), wurden beideei Zelllinien Mutationen in H-
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RAS und dem THRB-Gen und im Falle von C643 ebenfall p53-Gen gefunden.
Mutationen im THRB-Gen (kodiert flir T3-Bindungsrpmaen) mit konsekutiver
Mutation des Proteinproduktes kénnen zur Ausbildentges Schilddrisenkarzinoms
und Uberaktivierung des PI3K/Akt-Signalweg fiihreBuigon und Cheng, 2009).
Inwiefern die gefundenen Mutationen in Zusammenhamg der in dieser Studie
nachgewiesenen liganden-unabhangigen Aktivierungptgsmatischer Proteine stehen
bleibt unklar und muss durch weitere ExperimentéB.(zZNachweis zunehmender

Genkopien) verifiziert werden.

4.4. Ausblick

Intensive Forschungen im Bereich der Molekularlg@ohaben zu einem besseren
Verstandnis der Tumorigenese gefiihrt. Die enormeelzdhl an komplexen
biochemischen und physikalischen Vorgangen innbrlar Zelle machen es jedoch
extrem schwierig ein Patentrezept fur die Bekamgfumaligner Erkrankungen zu
finden. Mit der Entwicklung von monoklonalen Antig@rn und ,small molecules”
wurde der Begriff der zielgerichteten Therapie ggpbr Dennoch dominiert unter den
konservativen Therapieverfahren die konvention€lleemotherapie die Behandlung
von Krebserkrankungen. Aus der anfanglichen Eughoguer Therapieoptionen durch
Tyrosinkinaseinhibitoren erwuchsen therapieerschmge Faktoren. Hierzu zahlt die
primare oder sekundére Resistenz gegeniber nelbstanzen, so dass erneut
.multimodale Therapiekonzepte” entstanden. Im Vel zur konventionellen
Chemotherapie ermdoglichen neuere Substanzen eingentlieh zielgerichtetere
Strategie, z.B. gegen einzelne Rezeptoren. In elzteh Jahren wurde jedoch deutlich,
dass die gleichzeitige antitumorale Therapie autcréedenen Ebenen der zellularen
Einheit weitaus effektiver ist. Anhand der vorliagen Studie konnte gezeigt werden,
dass wenig differenzierte Schilddrisenkarzinomeldysmall molecules” in vitro gut
zu kontrollieren sind. Dabei wurde ersichtlich, slag dualer Inhibitor gegen den EGF-
und VEGF-Rezeptor Uber hodhere antitumorale Fahigkeverfigt als ein EGFR-
Inhibitor. Die Kombination der hier untersuchtenrdsinkinaseinhibitoren fiihrte sogar
zu einer noch effektiveren Hemmung. Aufgrund derringen Inzidenz des
anaplastischen Schilddriisenkarzinoms gibt es nlar wenige klinische Studien, in
denen neuere Substanzen wie Tyrosinkinaseinhibitaaa betroffenen Patienten

untersucht werden kénnen. Eine weitere Erschwéiinidas Rekrutieren von Patienten
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wird durch das sehr aggressive Wachstum und diekamre Uberlebensdauer bei
Diagnosestellung bedingt. Am haufigsten treten Estisgche Schilddriisenkarzinome
im hohen Alter auf und entwickeln sich meist augsaruifferenzierten Karzinomen. In
zwei aktuellen Fallstudien zeigten jedoch zwei piigatienten (26 jahrige Frau und 32
jahriger Mann) ohne Anamnese bezlglich einer Krgiteama oder Strahlenbelastung
bereits ein anaplastisches Karzinom (Patel e2@0D9; Pichardo-Lowden et al., 2009).
In einer Phase-1I-Studie aus dem Jahr 2008 wurdeRaienten mit fortgeschrittenem
Schilddrisenkarzinom (Metastasen, Nichtansprecheh eine Radiojodtherapie,
anaplastische Karzinome und andere histologischpedymit ZD1839 therapiert. In
32% der Falle zeigte sich eine Tumorreduktion,géimessen an den RECIST-Kriterien
(Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) @daicht einer partiellen Remission
entsprach (Pennell et al., 2008). Die Kombinatioesipie mit Tyrosinkinaseinhibitoren
(Sorafenib), die an verschiedenen Rezeptortyrosagdan wirken (VEGF-R, Raf-1,
PDGFR etc.), konnte in einer Phase-I-Studie beimgéschrittenen metastasierten
(verschiedene histologische Typen) sowie anaptdmtis Schilddrisenkarzinom eine
hohe Rate an partieller Remission (RECIST) undgmgiertem stabilen Tumorleiden
verzeichnen. Des Weiteren zeigte die zielgerichtd@teerapie gegentber der
konventionellen = Chemotherapie  einen  signifikant |aregerten  stabilen
Erkrankungszustand bis zu erneuter Progressionemdds Ansprechen anaplastischer
Karzinome gegenuber anderer histologischer Typemgfégiger war (Tsimberidou et
al., 2009). Mittlerweile werden eine Vielzahl vonyr@sinkinaseinhibitoren in
klinischen Phase I- und II-Studien evaluiert, urdaderem ZD1839 mit Schwerpunkt
auf papillare und anaplastische Schilddrisenkamzensowie ZD6474 mit Schwerpunkt
auf medullare und differenzierte Schilddrisenkamie. Einen Uberblick aktueller
Substanzen und Studienergebnisse gibt Sherman, 20ittand dieser Studien wird
ersichtlich, dass Monotherapien keine guten klimescErgebnisse erzielen und dass die
Kombinationstherapie erfolgsversprechender zu selmeint, wobei allerdings keine
Kombinationstherapie mit einem EGFR-Inhibitor dugefuhrt wurde.

In der eigenen Arbeitsgruppe wurden bereits mehFgresinkinaseinhibitoren in vivo
untersucht, darunter Cetuximab, AEE788, ZD1839 nb&474. Unter diesen EGFR-
und VEGFR-targetierenden Substanzen zeigte die kaatibon von ZD1839 und
ZD6474 den effektivsten antiproliferativen Effekbwde die grofdte Reduktion des

Tumorvolumens und der Gefal3dichte im Tumorgewels#gid noch nicht publiziert).
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Der derzeitige Schwerpunkt der Untersuchungen lregter Kombination von EGFR-
und VEGFR-Inhibitoren mit Substanzen, die aktieedignalwege beim anaplastischen

Schilddrisenkarzinom hemmen (z.B. Aurorakinasennkisieasen).
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5. Zusammenfassung

Das Schilddrisenkarzinom ist die haufigste maligidkrankung der endokrinen
Organsysteme. Fur gut differenzierte Schilddrisenikame wie das papillare oder
follikulare Karzinom existieren sehr gute Therapigonen, die ein 10-Jahrestberleben
von bis zu 98% ermdoglichen. Mit zunehmender Detkffieierung verschlechtern sich
jedoch die Therapiemdglichkeiten, da die entspnedtie Tumorzellen ihre Fahigkeit
zur Teilnahme am Jodstoffwechsel verlieren und saimer Radiojodtherapie nicht
mehr zuganglich sind. Als komplett entdifferen®erHistiotyp steht am Ende das
anaplastische Schilddrisenkarzinom, welches zuhdeh aggressiven Tumoren z&hlt
und mit nur schlechten Therapieoptionen und einberlgébenszeit von wenigen
Monaten nach Diagnosestellung einhergeht.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirksamkeitezer Tyrosinkinaseinhibitoren
(ZD1839 und ZD6474) anhand verschiedener Histiatyges Schilddriisenkarzinoms
in vitro evaluiert. Dabei wurde der Effekt auf dellproliferation, die VEGF-Sekretion
sowie die Wirkung an membrangebundenen- und zygoméschen Rezeptoren mit
Tyrosinkinaseaktivitdt untersucht. Beide Substanwemden jeweils einzeln und in
Kombination getestet. Gemessen an der Zellprotifarazeigten beide Substanzen
einen starken antiproliferativen Effekt. Die Komdiilon beider Substanzen fihrte je
nach Histiotyp sogar zu einer Verdoppelung derpaoliferativen Wirkung. In den
Analysen zur VEGF-Sekretion konnten beide Substadee ligandeninduzierte VEGF-
Sekretion um bis zu 100% reduzieren. Die Kombimanv@rsuche zeigten in diesen
Versuchsreihen keine synergistischen Effekte. In Wéestern Blot-Analysen wurde
nach Inkubation der Zellen mit ZD1839 bzw. ZD647#hee Verminderung bzw.
Hemmung der Aktivitat der phosphorylierten membeimghdenen Rezeptoren (EGF-R
und VEGF-R) beobachtet, wobei die nachgeschaltatplasmatischen Rezeptoren je
nach Histiotyp und Substanz aber ein geringereprchen aufwiesen. Des Weiteren
lied sich durch beide Substanzen eine dosisabhénDmwnregulation des nicht-
phosphorylierten EGF-Rezeptors erzielen.

ZD6474 wird in der Literatur als dualer Tyrosinkseanhibitor beschrieben. Die
Ergebnisse dieser Studie weisen jedoch auch fur82BJlauf eine Wirksamkeit am
EGF- und VEGF-Rezeptor sowie auf nachgeschaltetetoplasmatische
Rezeptortyrosinkinasen hin. Es konnte erstmaligiggzaverden, dass die Kombination

zweier Tyrosinkinaseinhibitoren einen starkerentamtoralen Effekt aufweist. Die hier
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gefundenen in vitro-Ergebnisse werden durch dieder eigenen Arbeitsgruppe
durchgefuhrten in vivo-Untersuchungen gestitzt. sBiebestatigen, dass die
Kombination von ZD1839 und ZD6474 im GegensatzManotherapie die effektivere

Therapieform darstellt.

Die Wirksamkeit von Tyrosinkinaseinhibitoren wurdéereits an mehreren

Tumorentitaten in klinischen Studien nachgewiegsa.hier gefundenen Ergebnisse in
Zusammenschau mit den bereits durchgefiuhrten io-8tudien eréffnen eine mogliche

Therapieoption beim fortgeschrittenen Schilddrisenkom.
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6.2. Abbildungen zu Western Blot-Analysen und B-Actin-Farbungen

Folgend sind samtliche Western Blot-Analysen miigehbriger B-Actin-Farbung
abgebildet, die aufgrund der Ubersichtlichkeit ingé&bnisteil nicht gezeigt wurden.
Dargestellt sind die nicht phosphorylierten und ggtwrylierten Rezeptoren, geordnet
nach Zelllinie und Tyrosinkinaseinhibitor.
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Abb. 6.1: Western Blot-Analysen der Zelllinie C643unter ZD1839 und ZD6474

Abgebildet ist die Expression der membrangebundé&t®R- und VEGF-Rezeptoren sowie der zytoplasmatische
Akt und MAPK in nicht-phosphorylierter Form unterDZ839 (oben links) bzw. ZD6474 (unten links). Die
phosphorylierten EGF- und VEGF-Rezeptoren sowigbiesphorylierte Akt und MAPK unter ZD1839 und ZDé47
sind oben rechts bzw. unten rechts abgebildet.nagyeH5 entspricht unbehandelten Zellen =, Leerivéts + EGF

= mit EGF (Endkonzentration 40ng/ml) behandelteleelH5 + EGF + DMSO (Tragersubstanz) = Kontroltwer
bzw. Nullwert, in aufsteigender Konzentration ZD28%w. ZD6474 (0,06M, 0,1uM, 1uM, 2uM und uM).
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Abb. 6.2: Western Blot-Analysen der Zelllinie Hth74unter ZD1839 und ZD6474

Abgebildet ist die Expression der membrangebundé®R- und VEGF-Rezeptoren sowie der zytoplasmatische
Akt und MAPK in nicht-phosphorylierter Form unterDZ839 (oben links) bzw. ZD6474 (unten links). Die
phosphorylierten EGF- und VEGF-Rezeptoren sowigHiEsphorylierte Akt und MAPK unter ZD1839 und ZDé47
sind oben rechts bzw. unten rechts abgebildet. iageH5 entspricht unbehandelten Zellen =, Leeriyéts + EGF

= mit EGF (Endkonzentration 40ng/ml) behandelteletelH5 + EGF + DMSO (Tragersubstanz) = Kontrollwer
bzw. Nullwert, in aufsteigender Konzentration ZD98%w. ZD6474 (0,06M, 0,1uM, 1uM, 2uM und uM).
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Abb. 6.3: Western Blot-Analysen der Zelllinie FTC-13 unter ZD1839 und ZD6474

Abgebildet ist die Expression der membrangebundé&t®R- und VEGF-Rezeptoren sowie der zytoplasmatische
Akt und MAPK in nicht-phosphorylierter Form unterDZ839 (oben links) bzw. ZD6474 (unten links). Die
phosphorylierten EGF- und VEGF-Rezeptoren sowigHiEsphorylierte Akt und MAPK unter ZD1839 und ZDé47
sind oben rechts bzw. unten rechts abgebildet.nagyeH5 entspricht unbehandelten Zellen =, Leerivéts + EGF

= mit EGF (Endkonzentration 40ng/ml) behandeltelefelH5 + EGF + DMSO (Tragersubstanz) = Kontrollwer
bzw. Nullwert, in aufsteigender Konzentration ZD98%w. ZD6474 (0,06M, 0,1uM, 1uM, 2uM und uM).
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Zelllinie TPC-1 unter ZD1839 Zelllinie TPC-1 unter ZD1839
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Abb. 6.4: Western Blot-Analysen der Zelllinie TPC-1lunter ZD1839 und ZD6474

Abgebildet ist die Expression der membrangebundé&®R- und VEGF-Rezeptoren sowie der zytoplasmatische
Akt und MAPK in nicht-phosphorylierter Form unterDZ839 (oben links) bzw. ZD6474 (unten links). Die
phosphorylierten EGF- und VEGF-Rezeptoren sowigHiEsphorylierte Akt und MAPK unter ZD1839 und ZDé47
sind oben rechts bzw. unten rechts abgebildet. iageH5 entspricht unbehandelten Zellen =, Leeriyéts + EGF

= mit EGF (Endkonzentration 40ng/ml) behandelteletelH5 + EGF + DMSO (Tragersubstanz) = Kontrollwer
bzw. Nullwert, in aufsteigender Konzentration ZD98%w. ZD6474 (0,06M, 0,1uM, 1uM, 2uM und uM).
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