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1. ARBEITSHYPOTHESE UND FRAGESTELLUNG

Das Ziel der Strahlentherapie, als eine wichtige Option bei der Behandlung von soliden
Tumoren, ist die Inaktivierung der Tumorzellen bei mdoglichst geringer
Beeintrichtigung des umgebenden, gesunden Normalgewebes. Es ist bekannt, dass der
EGF-Rezeptor (EGFR) in humanen Tumoren iiberexprimiert ist. Dies geht einher mit
einer schlechteren Prognose durch invasives Wachstum und Metastasierung, sowie auch
einer erhohten Strahlenresistenz (Herrmann und Baumann, 2006). Der genaue
Mechanismus dieser Resistenz ist noch nicht geklirt. Es gibt aber Hinweise darauf, dass
die Hohe der EGFR-Expression mit dem Expressionslevel von DNA-
Reparaturproteinen korreliert (Um et al., 2004). Durch einen hohen Level an DNA-
Reparaturproteinen wiren die Tumorzellen in der Lage, die strahleninduzierten Schiden
effektiv zu beseitigen, was mit einer verstiarkten Radioresistenz einhergehen wiirde.
Durch diesen Zusammenhang wire es moglich, dass der EGFR-Level die
Reparaturkapazitit von Zellen bestimmt und damit auch das Ausmal} des zellulidren
Uberlebens nach Bestrahlung.

Da die Wirkung der Strahlentherapie vor allem auf der Induktion von
Doppelstrangbriichen beruht, soll die Hypothese {iiberpriift werden, ob die
EGFR-Expression in Tumorzellen mit der Expression von Reparaturproteinen
korreliert, die direkt an der Reparatur von Doppelstrangbriichen beteiligt sind
(DNA-PKcs, XRCC1). AuBlerdem soll iiberpriift werden, ob der EGFR die Expression
der Reparaturproteine direkt beeinflusst, oder ob diese Expression durch einen bisher
noch unbekannten Mechanismus reguliert wird.

Es sollen verschiedene Tumorzelllinien vergleichend zu Normalfibroblasten untersucht
werden. Zum einen werden mehrere Zelllinien derselben Entitdt (Plattenepithel-
karzinom) hinsichtlich des entsprechenden Proteinbasallevels untersucht, zum andern
werden Tumorzelllinien verschiedener Entitdten verglichen. Die Extraktion der Proteine
soll aus unbestrahlten Zellen erfolgen, um den unregulierten Level zu ermitteln. Dabei
sollen die Proteine EGFR, DNA-PKcs, XRCC1 und Actin (als Kontrolle) bestimmt
werden, um eine Korrelation der Proteinexpression zu iiberpriifen. Um eine direkte
Wirkung vom EGFR auf die Expression von Reparaturproteinen zu testen, soll in
weiteren Versuchen zunichst der EGFR-Level mittels RNA-Interferenz supprimiert und

anschliefend der Expressionslevel der Reparaturproteine bestimmt werden.



2. EINLEITUNG

Bosartige Neubildungen standen mit etwa 25 Prozent an zweiter Stelle auf der Liste der
Todesursachen im Jahr 2007 (Bundeszentrale fiir politische Bildung, 2008). Die
Strahlentherapie gehort neben Chirurgie und Chemotherapie zu den Grundpfeilern der
Therapie solider Tumore, ist aber z. T. durch erhebliche Nebenwirkungen, vor allem
durch Schiadigung des gesunden Gewebes in unmittelbarer Umgebung des Tumors,
belastet. Durch die dreidimensionale Planung des Bestrahlungsfeldes und die
intensitdtsmodulierte Strahlentherapie ldsst sich die Schiddigung des umgebenden
Normalgewebes bereits deutlich vermindern (dkfz, 2010, Sterzing et al., 2011). Eine
Radiosensitivierung der Tumorzellen konnte die Schadigung des gesunden Gewebes
noch weiter reduzieren, da eine geringere Gesamtstrahlendosis eingesetzt werden
konnte. Dafiir wire es unerldsslich, auf zellbiologischer Ebene die
Reparaturmechanismen von Strahlenschiaden zu verstehen, und nach Strukturen zu

forschen, durch die sich diese Reparaturmechanismen beeinflussen lassen.

2.1 Wirkung ionisierender Strahlung

In der Behandlung von Tumoren macht sich die Strahlentherapie gezielt die DNA-
schidigende Wirkung von ionisierenden Strahlen zunutze. Durch ihre hohe Energie sind

ionisierende  Strahlen in der Lage,
> Einzelstrangbruch verschiedene Schidden an der DNA zu
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werden pro Zelle und Gray (Gy) ca. 4000-5000 DNA-Schiden erzeugt, davon etwa
3000 Basenschidden. Einzelstrangbriiche entstehen durch eine Schidigung der Zucker-
Phosphatkette mit Spaltung einer Phosphodiesterbindung, oder durch den Verlust eines
ganzen Nukleosids. Durch ionisierende Strahlen kommt es etwa zu 1000 Einzel-
strangbriichen pro Zelle und Gy (Herrmann und Baumann, 2006). Zu DNA-
Proteinvernetzungen kann es durch Ionisation eines Kernproteins kommen. Es entsteht
eine kovalente Bindung mit der DNA in einer Hiufigkeit von etwa 150 pro Zelle und
Gy. Im Falle von Mehrfachlédsionen liegen mehrere der bisher beschriebenen Schiden
dicht beieinander. Die Haufigkeit betrdagt etwa 400 pro Zelle und Gy (Kauffmann et al.
1996). Doppelstrangbriiche entstehen durch zwei Einzelstrangbriiche, die sich entweder
direkt gegeniiber liegen, oder durch maximal drei Basenpaare voneinander getrennt
sind. Die Haufigkeit betrdgt etwa 30-40 pro Zelle und Gy. Trotz der geringen relativen
Haufigkeit ist dieses Ereignis fiir das Zelliiberleben von groBter Bedeutung (Herrmann

und Baumann, 2006).

2.2 Mechanismen der Zellinaktivierung

Durch die Induktion von DNA-Schiden mittels ionisierender Strahlen soll eine
Inaktivierung der Tumorzellen erreicht werden. Kann eine Zelle die Reparatur der
erzeugten Schidden nicht bewiltigen, verliert sie ihre Teilungsfihigkeit oder stirbt.
Dabei sind drei verschiedene potenzielle Mechanismen moglich: Zum einen kann ein
permanenter G1-Arrest induziert werden, zum anderen konnen Apoptose oder vor allem
der Mitosetod zur Zellinaktivierung fithren (Herrmann und Baumann, 2006).

Nicht reparierte Doppelstrangbriiche konnen dazu fiihren, dass eine Zelle am
G1-Kontrollpunkt arretiert, bis die Schiden behoben sind. Uber p53 wird p21
exprimiert, welches den Komplex Cyclin E/Cdk2 hemmt und damit den Eintritt in die
S-Phase verhindert. Es ist moglich, dass in dieser Phase p21 von p16 abgelost wird, was
einer terminalen Differenzierung gleichkommt und einen permanenten GO-Zustand
bedeutet. Eine in Tumorzellen hdufig vorkommende Mutation des p53 kann einen
G1-Arrest verhindern, was dazu fiithrt, dass diese Zellen trotz erheblicher DNA-Schiden
in die Mitose gehen. Daher ist ein G1-Arrest bei Tumorzellen selten (Herrmann und
Baumann, 2006).

Beim apoptotischen Zelltod kommt es schon vor dem Erreichen der Mitose zu einer
Aktivierung des zelleigenen Selbstzerstorungsprogramms. Durch DNA-Schiden

hervorgerufen, kommt es iiber eine Aktivierung des Proteins p53 zur Expression des



Proteins Bax. An der dufleren Zellmembran der Mitochondrien wirkt das Protein Bax
als Gegenspieler zum Protein Bcl-2, welches die Freisetzung der Proteine Cytochrom C
(Cyt C) und Apaf-1 verhindert. Cyt C und Apaf-1 16sen eine Caspasen-Kaskade aus,
welche eine systematische Spaltung essentieller Struktur- und Regulatorproteine zur
Folge hat. Uber die Aktivierung von Endonukleasen wird eine Fragmentierung der
DNA bewirkt und somit der Zelltod eingeleitet (Loffler, 2003). Auch dieser
Mechanismus spielt bei Tumorzellen nach ionisierender Bestrahlung eine eher
untergeordnete Rolle (Herrmann und Baumann, 2006).

Den wichtigsten Mechanismus der Zellinaktivierung nach ionisierender Bestrahlung
stellt der Mitosetod durch Chromosomenaberration dar. Sind beim Eintritt in die
S-Phase noch Doppelstrangbriiche vorhanden, die nicht oder inkorrekt repariert wurden,
kommt es zu einer Fixierung der strahleninduzierten Schiden in Form von
Chromosomenaberrationen. Dabei werden nicht letale von letalen
Chromosomenaberrationen unterschieden. Zu den nicht letalen Chromosomenaberration
zdhlen Schiden, bei denen kein genetisches Material verloren geht, sondern wie z. B.
bei der Translokation lediglich verschoben wird. Dies hat zur Folge, dass die Zelle
iiberlebt, aber daraus moglicherweise Funktionsausfille resultieren. Bei der letalen
Chromosomenaberration kommt es durch den Verlust von DNA zum Absterben der
Zelle. Durch Abtrennung eines endstindigen Chromosomenfragmentes entstehen
terminale, und durch Verlust eines innerhalb des Chromosoms gelegenen Teilstiickes
interstitielle Deletionen. Verkniipfen sich zwei geschidigte Chromosomen, entsteht ein
dizentrisches Chromosom. Die durch Deletion abgespaltenen DNA-Fragmente bilden
ein azentrisches Fragment. In der Anaphase kann das azentrische Fragment ohne
Centromer mangels Anheftungspunkt der Spindelfasern nicht zu den Spindelpolen
gezogen werden. Es verbleibt in der Aquatorialebene und wird als Mikrokern isoliert
und degradiert. Die genetische Information dieses Fragmentes geht den Tochterzellen
damit verloren. Resultiert daraus ein Defizit in der Expression essentieller Proteine,
sterben die Tochterzellen nach wenigen weiteren Zellteilungen ab, oder iiberleben als

teilungsunfidhige Zellen (Hall, 2000).



2.3 Mechanismen der DNA-Reparatur

Um einer Inaktivierung entgegen-
zuwirken, steht der Zelle eine Reihe
von Moglichkeiten zur Reparatur von
DNA-Schiaden  zur  Verfiigung.
Basenschiden werden mittels
Basenexzisionsreparatur (BER) be-
hoben. Die defekte Base wird durch
eine  DNA-Glykosylase von der
Zucker-Phosphatkette unter Bildung
einer abasischen Stelle entfernt.
Anschlieend wird durch das Enzym
AP-Endonuklease 1 die Zucker-
Phosphatkette gespalten und der
abasische Zuckerrest entfernt. Durch

Shod-patch BER .';,'!';E.F’;"'.'“.f.f._;..ﬂ" den XRCCI1-Komplex wird diese

nor patirway

Abb. 2: Schematische Darstellung der Basenexzisions- Stelle stabilisiert und die Liicke wird,

reparatur als Reparaturmechanismus fiir Basenschidden  anhand des komplementiren DNA-
und Einzelstrangbriiche (Hoeijmakers, 2001).

Stranges der Doppelhelix, mittels
einer Polymerase wieder gefiillt. AbschlieBend wird der DNA-Strang durch einen
Ligase-Komplex geschlossen. Auch Einzelstrangbriiche werden iiber diesen
Mechanismus repariert. Zunéchst interagiert der XRCC1-Komplex mit der Poly-ADP-
Ribose-Polymerase (PARP) und der Polynukleotid-Kinase (PNK), um mit der
Erzeugung einer Hydroxylgruppe am 3’-Ende die Bruchsticke auf den
Reparaturvorgang mit den DNA-Polymerasen  und 6/e, sowie dem nukledren Antigen
proliferierender Zellen (PCNA) vorzubereiten. Dann wird der defekte Strang mittels der
Polymerase iiber die Bruchstelle hinaus neu synthetisiert. Dabei wird ein Teil des alten
Stranges verdridngt und mittels der Endonuklease FENI1 entfernt. Die DNA-Ligase
verbindet das neu synthetisierte Stiick mit dem vorhandenen Strang und schliet damit
den Bruch endgiiltig (Wiebalk, 2006).

Der Reparaturmechanismus fiir Mehrfachldsionen ist noch nicht geklidrt. Es wird

vermutet, dass die einzelnen Schéaden parallel zueinander repariert werden. So kann es

vorkommen, dass durch die gleichzeitige Reparatur von Basenschiden und



Einzelstrangbriichen ein, durch die Reparatur bedingter, sekundirer Doppelstrangbruch
entsteht, der entsprechend beseitigt werden muss (Herrmann und Baumann, 2006,
Hall, 2000).

Bei der Reparatur von Doppelstrangbriichen stehen

der Zelle mit der homologen Rekombination (HR) 5.

und dem nicht-homologen Endjoining (NHEJ) zwei __ .@
unterschiedliche Hauptmechanismen zur Verfiigung. -

Bei der homologen Rekombination wird mit Hilfe gt

einer homologen Sequenz von einem Schwester- —\—\ —
chromatid oder homologen Chromosom in einer T

Austauschreaktion der DNA-Schaden in der Regel
fehlerfrei behoben. Dieser Mechanismus findet in der
spiaten S-Phase beziehungsweise in der G2-Phase
Anwendung. Im ersten Schritt wird iiber ATM der
Rad50/Mrel1/NBS1-Komplex phosphoryliert. Dieser

reseziert durch seine 5°-3’-Exonukleaseaktivitit die

. .. OR b
Bruchenden so, dass iiberhdngende 3’-Bruchenden . P _
ibrig bleiben. Diese werden von Rad51 gebunden,
. vy . . . 0 Conversion and Exchange
das die Fihigkeit besitzt, die Sequenz des tens Converslon of Flanking Sequences

Einzelstranges mit der eines intakten Doppelstranges  spp, 3. Schematische Darstellung

der homologen Rekombination mit
Ausbildung von sog. ,,Holliday

Zusammenlagern des zentralen Proteins Rad51 mit  Junctions™ (Helleday, 2007).
z. B. BRCA2, Rad52, Rad54, Rad54B und den Rad51 paralogen Rad51B, Rad51C,
Rad51D, XRCC2 und XRCC3, was eine Invasion des Einzelstranges in den

zu  vergleichen. Uber RPA  erfolgt das

Doppelstrang des intakten Schwesterchromatids ermoglicht (Helleday et al., 2007).
Uber Rad51 erfolgt die Suche der homologen Sequenz, und mit Hilfe von Kohesinen
die richtige Positionierung und Bindung der homologen Sequenzen. Es kommt zur
Ausbildung einer Heteroduplex, wobei die intakten Stringe des Schwesterchromatids
als Matrize fiir die Neusynthese dienen. DNA-Polymerasen beginnen mit der
Neusynthese der Einzelstringe in beide Richtungen. AbschlieBend wird die
Heteroduplex an ihren Kreuzungsstellen, den sog. ,,Holliday Junctions®, mit Hilfe einer

Endonuklease aufgelost und die Liicken mittels einer Ligase geschlossen.



Beim nicht-homologen Endjoining werden die

Bruchenden direkt, ohne Zuhilfenahme einer °

grofleren homologen Sequenz, wieder miteinander @
verbunden. Dieser Reparaturmechanismus ist der Ku 70/80
Hauptreparaturweg in der G1-Phase des Zellzyklus, i |

kann aber auch in anderen Zellzyklusphasen aktiv

sein. Je nach Art des Doppelstrangbruches werden ——

einige Nukleotide abgebaut und die Bruchenden '_'
direkt miteinander verbunden. Eine zentrale Rolle q F
nimmt dabei die DNA-abhingige Proteinkinase @

(DNA-PK) mit ihren Untereinheiten Ku70/Ku80

und der katalytischen Untereinheit DNA-PKcs ein. q p
Das Heterodimer Ku70/Ku80 zeigt eine hohe

Affinitat fir freie DNA-Enden und bindet diese. @

Dadurch wird moglicherweise eine weitere
NN

Schiadigung der DNA durch Nukleasen verhindert. | ‘j )

Der an der Erkennung des Schadens beteiligte

Mrel1-NBS1-Rad50-Proteinkomplex bereinigt mit @

seiner Exonukleaseaktivitit die Bruchenden und

bereitet sie so auf den Reparaturvorgang vor. Dabei

konnen einzelne Nukleotide der Erbinformation
. Abb. 4: Schematische Darstellung
verloren gehen. Die Ankopplung der DNA-PKcs  des nicht-homologen Endjoinings

bewirkt durch  Autophosphorylierung  deren (Helleday. 2007).
Aktivierung und iiber Phosphorylierung auch die Aktivierung der Faktoren Artemis und
WRN. Durch diesen Proteinkomplex werden die Bruchenden zusammengefiihrt und mit

dem Ligase IV-XRCC4-XLF-Komplex miteinander verbunden (Helleday et al., 2007).

2.4 Funktion des EGF-Rezeptors

Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) ist ein essentieller, in allen
Zellarten vorkommender, membranstindiger Rezeptor der ErbB-Familie mit
intrinsischer Tyrosinkinase-Aktivitit. Nach Bindung eines natiirlichen extrazelluldren
Liganden wie dem epidermalen-Wachstumsfaktor (EGF) oder dem Transforming-
Growth-Factor alpha (TGFa) bildet der EGFR (ErbB-1) mit einem weiteren Erb-B1-

Rezeptor ein Homodimer, oder ein Heterodimer mit einem anderen Rezeptor aus der

10



ErbB-Familie (Erb B2/3/4). Die Dimerisierung aktiviert die intrinsische Proteinkinase.
Dies fithrt zu einer Autophosphorylierung und zur Aktivierung verschiedener
Signalkaskaden wie dem Ras/MAPK-, dem JAK/STAT-, dem PLC/PKC-, oder dem
PI3K/AKT-Signalweg. Uber den Ras/MAPK-Signalweg kommt es in Tumorzellen zu
einer verstirkten Proliferation und Invasivitdt. Die JAK/STAT-Signalkaskade fiihrt zu
vermehrter Genexpression, der PLC/PKC-Signalweg zu einem beschleunigten
Zellzyklus und der PI3K/AKT-Signalweg fordert das Zelliiberleben, die Angiogenese
und die Expression von anti-apoptotischen Proteinen (Nyati et al., 2006; Lo and Hung,

2006; Thariat et al., 2007).

EGFR activation

B B Plasma Membrane C

Cytoplasmic signaling pathways ww‘
Galy 08

Jak STAT pLc pas  PRK.PDK1  Ras, Raf :

PKC Akt, mTOR  MAPHK, MEK, H
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Expréssion d m=chondria

Downregulation Coll cyels, S K
MNuclear
— Pathways
Degradation —

Nucleirs

— | Transcription
( EGFR + Protein Cofactors

1 (STAT, EZF...) \
Target genes DNA repair

pi
[Cyclin D1, COX2, INOS, ...} oo DNA-PE

¥ ¥ ¥ T

Angiogenesis Invasiveness Survival Proliferation

Abb. 5: Schematische Darstellung der EGFR-abhingigen Signalwege und deren potentielle
Funktionen (Thariat, 2007).

2.4.1 Ursachen und Folgen einer EGFR-Uberexpression

In vielen soliden Tumoren (besonders in Plattenepithelkarzinomen und Nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinomen) wird hidufig eine erhohte Expression des EGFR
beobachtet. Diese Uberexpression kann aufgrund einer komplexen Regulation viele
Ursachen haben. FEinerseits kommt eine Vermehrung der Genabschnitte

(Genamplifikation) auf dem Chromosom 7 oder eine Vermehrung des entsprechenden
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Chromosoms (Chromosomenamplifikation) als Ursache in Frage, andererseits kann
durch eine gestorte Regulation der Transkriptions- und Cofaktoren, sowie durch das
Vorhandensein von SNP’s (single-nucleotide polymorphisms) eine EGFR-Uberex-
pression bedingt sein (Romeike et al., 2001; Kitadai et al., 2007; Liu et al., 2005). Auch
die Anzahl der CA-repeats in Intron 1 des EGFR-Gens ist fiir die Expression des EGFR
von Bedeutung, wobei eine inverse Korrelation zwischen der Anzahl der, einem
Enhancer vorgeschalteten, CA-repeats und der Synthese von EGFR-pre-mRNA bei
Brustkrebs beschrieben ist (Brandt et al., 2006).

Mutationen und die erhohte Anzahl des EGFR fiihren zu einer Hyperaktivitit des
Rezeptors. Es kommt zu einer verstidrkten Dimerisierung und damit zu einer verstédrkten
Aktivierung der Tyrosinkinasedomine. Uber die gesteigerte Autophosphorylierung
kommt es zu einer gesteigerten Phosphorylierung anderer Proteine und damit zu einer
verstirkten, aber fehlregulierten Aktivierung der entsprechenden intrazelluldren
Signalwege. Diese Verdnderungen konnen zu einer Radioresistenz fiithren, die ein
Problem in der Strahlentherapie darstellt und mit einer schlechten Prognose einhergeht
(Hatanpaa et al., 2010). Diese Zusammenhidnge machen den EGFR als Ziel fiir

therapeutische Ansitze interessant.

2.4.2 EGFR als Target

Um den EGFR als Angriffsziel fiir eine Beeinflussung der EGFR-abhingigen
Signalwege zu nutzen, gibt es derzeit hauptsidchlich zwei Moglichkeiten. Zum einen
lasst sich der EGFR an der Zellmembran extrazelluldr mit spezifischen Antikdrpern
blockieren, zum andern kann die EGFR-Tyrosinkinase intrazelluldr mit spezifischen
Inhibitoren (sog. ,,small molecules®) inhibiert werden. Das Ziel ist es, die durch den
EGFR vermittelten fehlregulierten Signalweg entstandene Radioresistenz zu verringern
und die Zelle wieder radiosensitiv zu machen. Studien bestitigen die Effektivitit dieses
Ansatzes. Bonner et al. (2006) konnten auf zelluldrer Ebene zeigen, dass sich durch eine
Anti-EGFR-Behandlung mit einem monoklonalen Antikorper (Cetuximab/C225) der
Effekt einer Radiosensitivierung nachweisen ldsst. Um et al. zeigten, dass eine
Behandlung von aggressiven Krebszelllinien mit dem EGFR-Tyrosinkinaseinhibitor
PKI116 eine signifikante Erhohung der Chemosensitivitét verursacht (Um et al., 2004).
In einer klinischen Studie mit Plattenepithelkarzinomen (Kopf und Hals) konnten

Bonner et al. zeigen, dass Strahlentherapie mit gleichzeitiger Gabe von Cetuximab,
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einer alleinigen Strahlentherapie in Bezug auf das progressionsfreie Uberleben
signifikant iiberlegen ist (Bonner et al., 2006).

Es wurde beobachtet, dass durch eine EGFR-Inhibition die Doppelstrangbruchreparatur
der Zelle gestort werden kann, was wiederum durch verbleibende Doppelstrangbriiche
mit dem Zelliiberleben nach Bestrahlung korreliert (Dittmann et al., 2005, Toulany et
al., 2006). Als Mechanismus wird eine Translokation des normalerweise
membranstindigen EGFR in den Kern diskutiert. Dittmann et al. (2005) konnten zeigen,
dass sich der EGFR nach Bestrahlung vom Zytoplasma in den Zellkern verlagert und
dort mit der DNA-PKcs interagiert. Durch eine Anti-EGFR-Behandlung mit dem
monoklonalen C225-Antikorper verbleibt der EGFR allerdings im Zytoplasma. Es
kommt zu einer geringeren Aktivitdit der DNA-PK und die Radiosensitivitit wird
erhoht. Zusitzlich wurde gezeigt, dass EGFR im Zellkern als Transkriptionsfaktor oder
Cofaktor wirken kann. Auf diesem Weg konnte der EGFR ebenfalls Einfluss auf

Reparaturproteine haben und die beschriebene Radioresistenz verursachen.

Die Ergebnisse von Dittmann et al. (2005) stehen teilweise im Gegensatz zu der Arbeit
von Bandyopadhyay et al. (1998). Dort wurde eine, nicht durch monoklonale Anti-
EGFR-Antikorper (mAb 225) verhinderte, sondern eine dadurch induzierte direkte
physikalische Interaktion zwischen EGFR und DNA-PK bzw. Ku70/80 im Zellkern
beschrieben. Die Kolokalisation von EGFR mit DNA-PK bzw. Ku70/80 in Anti-EGFR-
Antikorper behandelten Zellen fiihrt zu einer Reduktion der intrinsischen
Kinaseaktivitit des EGFR, zu einer Reduktion des DNA-PK-Levels und zu einer
Verminderung der DNA-PK-AKktivitit in der Kernfraktion. Dieser Effekt ist abhéngig
von der Anwesenheit des EGFR, jedoch nicht von dem EGFR-Level.

Friedmann et al. (2006) konnten eine dosis- und zeitabhidngige Interaktion von EGFR
und DNA-PKcs nach Behandlung mit Gefitinib (Iressa/ZD1839), einem EGFR-
Tyrosinkinaseinhibitor, in MCF-7 (Brustkrebs) und AR42] (Pankreaszelllinie mit
hohem EGFR Level) zeigen. In MDA-453 (Brustkrebs), einer Zelllinie mit einem
niedrigen EGFR-Level, konnte dieser Effekt nicht erzielt werden. Die gezeigte
Interaktion zwischen EGFR und DNA-PKcs korreliert mit einer Reduktion der
DNA-PK-AKktivitdt durch die Behandlung mit Gefitinib. Eine Reduktion der DNA-PK-
Aktivitdt konnte nur in den Zelllinien MCF-7 und AR42J und nicht in der Zelllinie
MDA-453 beobachtet werden.
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Auch Bonner et al. (2004) beschreiben einen Versuch, in dem erst ein mittels
Transfektion erhohter EGFR-Level die Colonkarzinomzelllinie LS174T durch
Anti-EGFR-Behandlung mit C225 radiosensitiv machte.

Diese Ergebnisse lassen auf eine Bedeutung des EGFR-Levels fiir die erfolgreiche
Behandlung mit EGFR-Inhibitoren schlieBen, die Auswirkung auf die
Doppelstrangbruchreparatur und damit das Zelliiberleben hat.

Einen weiteren Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen dem EGFR und DNA-
Reparaturproteinen liefern Um et al. (2004). Es konnte gezeigt werden, dass bei
aggressiv wachsenden und behandlungsresistenten Tumorzelllinien stets ein hoher
EGFR-Expressionslevel mit einem hohen Expressionslevel von DNA-PKcs einhergeht.
Eine Anti-EGFR-Behandlung mit dem Tyrosinkinaseinhibitor PKI166 verminderte die
DNA-PK-Aktivitit und fiihrte zu einer Radiosensitivierung.

Yacoub et al. (2003) konnten zeigen, dass nach einer Behandlung der
Prostatatumorzelllinien Dul45 und LNCaP mit EGF und Bestrahlung iiber eine
Aktivierung des MAPK-Signalweges, die Expression der Reparaturproteine XRCC1
und ERCCI1 gesteigert wird. Wird der MAPK-Signalweg inhibiert, fiihrt dies zu einer
reduzierten Hochregulierung der beiden Proteine und zu einem Persistieren von
abasischen Stellen, was eine verminderte Basenexzisionsreparatur anzeigt. Uber
XRCCI1 und ERCCI, zentrale Proteine der Basenexzisionsreparatur, konnte der EGFR
Einfluss auf diesen DNA-Reparaturmechanismus haben und eventuell iiber eine auf
diesem Weg entstandene Vermehrung der sekundédren Doppelstrangbriiche auch auf das

Zelliberleben.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Abkiirzungsverzeichnis

BCA
BSA
DMEM
DNA
DNA-PKcs
DTT
ECL
EDTA
EGFR
FCS
LFA
RISC
RNA
RNAi
RNase
rpm
SCC
MM
mRNA
OptiMEM
RT
scrRNA

SDS-PAGE

siRNA
TBS

= Bicinchoninic Acid

= Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin)

= Dulbecco's Modified Eagle Medium

= Desoxyribonucleic Acid

= DNA-Dependent Protein Kinase Catalytic Subunit
= Dithiothreitol

= Electrochemiluminescence

= Ethylendiamintetraacetat

= Epidermal-Growth-Factor-Receptor

= Fetal Calf Serum

= Lipofectamin

= RNA-induced silencing complex

= Ribonucleic Acid

= Ribonucleic Acid interference

= Ribonuklease

= Rounds per minute

= Squamous Cell Carcinoma (Plattenepithelkarzinom)
= Magermilch

= Messenger Ribonucleic Acid

= Reduziertes Serum Medium zur Transfektion

= Raumtemperatur

= Scrambled Ribonucleic Acid

= Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
= Single Interference Ribonucleic Acid

= Tris-Buffered Saline
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3.2 Zelllinien

Folgende humane Zelllinien wurden untersucht:

Tabelle 1: Verwendete Plattenepithelkarzinomzellen.

Plattenepithelkarzinomzelllinien' EGFR |KRas |p53

UT-SCC-5 (Zungenmetastase Grade II) wildtyp | wildtyp | mutiert
UT-SCC-8 (supraglottische Larynxmetastase Grade I) wildtyp | wildtyp | mutiert
UT-SCC-14 (Zunge rekurrenter Priméartumor Grade II) wildtyp | wildtyp | mutiert
UT-SCC-15 (Zunge Primartumor Grade 1) wildtyp | wildtyp |negativ
UT-SCC-45 (Mundboden persist. Primirtumor Grade II) | wildtyp | wildtyp | mutiert
SAS (Zunge Primirtumor Grade IV) wildtyp | wildtyp | mutiert
XF354 (Mundboden LK-Metastase Grade I) wildtyp | wildtyp | negativ
CAL33 (Zunge Primértumor Grade I) wildtyp | wildtyp | mutiert
HSC4 (Zunge Primirtumor Grade I) wildtyp | wildtyp | mutiert
FaDuDD (Hypopharynx Priméartumor Grade 1V) wildtyp | wildtyp |negativ

D Freundlicherweise erhalten von Prof. M. Baumann, Uniklinik Dresden.

Tabelle 2: Verwendete Zelllinien verschiedener Tumorentitéten.

Tumorzelllinie EGFR |KRas |p53
A549' (Bronchialkarzinom) wildtyp | mutiert | wildtyp
FaDu-Tii' (Plattenepithelkarzinom) wildtyp | wildtyp | mutiert
UiRad” (Osteosarkom) wildtyp | wildtyp

MCF7° (Mammakarzinom) wildtyp | wildtyp | wildtyp
4451" (Plattenepithelkarzinom) wildtyp | wildtyp | mutiert
H1299° (Bronchialkarzinom) wildtyp | wildtyp |negativ
A431° (Plattenepithelkarzinom) wildtyp | wildtyp | mutiert
Dul45® (Prostatakarzinom) mutiert
LNCaP’ (Prostatakarzinom) wildtyp
MO059J7 (Glioblastom)

MO59K’ (Glioblastom)

Fus9’

Fusl’

D Freundlicherweise erhalten von Prof. H. Peter Rodemann, Universitét Tiibingen
? Freundlicherweise erhalten von Prof. Horst Werner Stiirzbecher, Universitit Kiel
? Freundlicherweise erhalten von PD Jochen Dahm-Daphi, Universitit Hamburg

¥ Freundlicherweise erhalten von Dr. Kerstin Borgmann, Universitit Hamburg

% Freundlicherweise erhalten von Prof. Georg Mayr, Universitit Hamburg

® Freundlicherweise erhalten von Prof. Klaus Pantel, Universitit Hamburg

) Freundlicherweise erhalten von Prof. Bernard Salles, Universitit Toulouse
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Tabelle 3: Verwendete Normalfibroblasten.

Zelllinie EGFR KRas pS3

HSF1 wildtyp wildtyp wildtyp

HSF13 wildtyp wildtyp wildtyp

HSF14 wildtyp wildtyp wildtyp
3.3 Zellkultur

Die Zelllinien wurden in 25 cm? und 75 cm? Zellkulturflaschen bei 10 % CO,, 37 °C
und 100 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert. Dafiir wurde das
Wachstumsmedium DMEM  unter Zusatz von 10% FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin verwendet. Die Passagierung der Zellen erfolgte vor Erreichen
der Konfluenz, alle drei bis vier Tage. Dazu wurde das Medium abgesaugt und 4-8 ml
EDTA-Trypsin auf den Zellrasen pipettiert. Nach einer Minute Einwirkzeit wurde das
EDTA-Trypsin abgesaugt und die Zellkulturflasche verschlossen bei 37 °C in den
Wirmeschrank gestellt. Sobald die Zellen anfingen sich abzulosen wurden 5-10 ml
frisches Medium in die Flasche gegeben. Durch vorsichtiges Aufnehmen der
Zellsuspension und anschlieBende Spiilung des Flaschenbodens wurden alle Zellen
abgelost und vereinzelt. Die Bestimmung der Zellzahl dieser Suspension erfolgte mit
Hilfe des Coulter-Counters. Durch die nun bekannte Zellzahl pro Milliliter kann die
gewiinschte Zellzahl mit frischem Wachstumsmedium in neue Zellkulturflaschen

ausgesit werden.

3.4 Spezifischer Proteinnachweis mittels Western Blot

Die verschiedenen Proteine eines Zellextraktes lassen sich der Groe nach durch die
denaturierende Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
auftrennen. Durch das Anlegen einer elektrischen Spannung an einer leitfahigen
Gelmatrix wandern die Proteine in Richtung Anode. Die Wanderung von Proteinen im
elektrischen Feld ist von der Form, Ladung und Masse der Molekiile abhéingig. Zur
Aufspaltung der Disulfidbriicken wurde DTT benutzt. Zur Uberdeckung der
Proteineigenladung wurde das anionische Detergenz SDS hinzugegeben. Zur

Zerstorung der Sekundidr- und Tertidrstruktur wurden die Proteine im kochenden
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Wasserbad denaturiert, so dass zur Auftrennung allein die Masse die Wanderung im Gel
beeinflusste.

Zur Detektion werden die Proteine im Western Blot von dem Gel auf eine
Triagermembran {iberfiihrt und anschlieBend mit Antikérpern inkubiert. Diese
Antikorper binden spezifisch an definierte Stellen des zu detektierenden Proteins. Durch
einen mit Peroxidase gekoppelten zweiten AntikOrper, der an das Fc-Fragment des
ersten Antikorpers bindet, wird bei Zugabe des entsprechenden Substrates eine
Lichtreaktion ausgelost, welche sich durch eine hochsensitive Kamera oder durch die
Belichtung eines Filmes sichtbar machen ldsst. Ein wihrend der Gelelektrophorese

mitgefiihrter Molekulargewichtsmarker ermoglicht eine Gro3enzuordnung der Proteine.

3.4.1 Gesamtzellproteinextraktion '"snap freeze"

Die Extraktion der Zellproteine mittels der "snap freeze" Methode erfolgte von nahezu
konfluent gewachsenen Zellkulturen in 25 cm? Zellkulturflaschen. Nach dem Absaugen
des Wachstumsmediums wurde der Zellrasen mit eiskaltem TBS-Puffer gespiilt. Nach
vollstandigem Absaugen des Puffers wurden die Zellkulturflaschen sofort auf
Trockeneis gestellt. Die gefrorenen Zellen wurden unter Zugabe von 70 pul
detergenzhaltigem Extraktionspuffer in den Flaschen aufgetaut und mit einem Cell-
Scraper vom Boden abgelost. Die Suspension wurde mit einer 20 G Kaniile und einer
1 ml Spritze in ein Microtube {iiberfiihrt und anschlieend fiinf Mal durch die Kaniile
aspiriert, um die DNA zu scheren. Anschliefend wurde das eisgekiihlte Extrakt fiir
15 Minuten bei 4 °C und 13000 g zentrifugiert. Die im Uberstand enthaltenen Proteine

wurden in sterile, vorgekiihlte Microtubes iiberfiihrt und bei —80 °C gelagert.

3.4.2 Proteinquantifizierung mit dem BCA-Assay

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch die Bicinchoninsédure-
Methode (BCA-Assay). In dieser Modifizierung der Biuret-Methode werden Cu**-Ionen
in einer alkalischen Proteinldsung zu Cu*-lonen reduziert. AnschlieBend bilden die Cu’-
Ionen mit BCA einen violetten Farbkomplex dessen Konzentration photometrisch bei
562 nm bestimmt werden kann. Der lineare Messbereich dieser Methode liegt in einem
Proteinkonzentrationsbereich von 20 — 2000 pg/ml. Als Eichreihe diente Rinderserum-
albumin (BSA) in Konzentrationen von 0 — 1000 pg/ml.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration im Zellextrakt wurden 2 ul Zellextrakt und

48 ul destilliertes Wasser gemischt. Als Untergrundkontrolle wurde statt des
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Zellextraktes 2 ul Extraktionspuffer verwendet. Die Proben wurden mit 1 ml
Farbreagenz versetzt, das zu 50 Teilen aus Reagenz A und einem Teil Reagenz B
bestand. Nach dem Mischen der Proben wurden diese fiir 30 Minuten in einem 37 °C
warmen Wasserbad belassen. Je nach Menge des Proteinanteils verfirbte sich die Probe
von griin nach violett. AnschlieBend wurden die Proben in Kiivetten iiberfiihrt und die
Absorption im Photometer bei 562 nm gemessen. Anhand der Eichreihe war nun eine

Berechnung der Proteinkonzentration der Proben moglich.

3.4.3 Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zum spezifischen Nachweis der Proteine aus den Zellextrakten wurden die bei —80 °C
gelagerten Zellextrakte auf Eis aufgetaut. Wahrend dieser Zeit wurden das Gel und
besonders die Geltaschen mit destilliertem Wasser gespiilt. AnschlieBend wurde das Gel
in die Gelkammer eingesetzt und diese mit Laufpuffer gefiillt und in den Kiihlschrank
gestellt. Eine definierte Menge Zellextrakt wurde mit Sul des fiinffach konzentrierten
Probenpuffers versetzt und mit der entsprechenden Menge destilliertem Wasser auf
25 ul Gesamtvolumen aufgefiillt. Nach dem Mischen der Proben wurden diese bei 4 °C
fiir wenige Sekunden zentrifugiert. Danach wurden die Proben fiir fiinf Minuten zur
Denaturierung in ein kochendes Wasserbad gestellt und dann sofort auf Eis abgekiihlt.
Nach dem Zentrifugieren der Proben fiir eine Minute bei 4 °C und 13000 rpm wurden
diese in die Geltaschen pipettiert. Mindestens eine Geltasche wurde mit einem
sichtbaren Farbmarker befiillt, der den Fortschritt der Proteinwanderung im Gel, sowie
anschliefend die Effizienz des Blots anzeigte. Mindestens eine weitere Geltasche wurde
mit einem Molekulargewichtsmarker befiillt, der erst unter der Reaktion mit ECL
sichtbar wird.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mit einer Sammelphase fiir 5 Minuten bei 100 V

und anschlieBender Trennphase mit 200 V iiber 40 Minuten.

3.4.4 Proteintransfer (Western Blot)

Zum Uberfilhren der im Gel aufgetrennten Proteine auf eine Trigermembran
(Nitrocellulose) wurde zunichst die Membran in destilliertem Wasser angefeuchtet und
dann fir 15 Minuten in Transferpuffer &4quilibriert. Ebenfalls wurden zwei
Blotschwimme und zwei auf Gelgroe zurechtgeschnittene Filterpapiere in
Transferpuffer eingelegt. Das Gel wurde aus der Gelkammer herausgenommen, die

Sammeltaschen und der untere Rand des Gels entfernt und das Gel anschlieend
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ebenfalls in Transferpuffer dquilibriert. Mit Hilfe eines der Filterpapiere wurde das Gel
fir die Blotschichtung in die Blothalterung iiberfiihrt. Die komplette Schichtung
bestand, ausgehend von der Kathode, aus Schwamm, Filterpapier, Gel, Membran,
Filterpapier und Schwamm. Diese wurde dann anschlieBend in die Blotkammer
iiberfiihrt, die dann mit eisgekiihltem Transferpuffer befiillt wurde. Als zusitzliche
Kiihlung wurde in die Blotkammer noch der dafiir vorgesehene Kiihlakku eingesetzt.
Der Proteintransfer erfolgte iiber Nacht (17 — 20 Stunden) bei 4 °C und 10 V sowie am
nichsten Tag zusitzlich fiir 30 Minuten bei 4 °C mit 100 V (max. 1600 mA).

3.4.5 Detektion und Auswertung der Proteinsignale

Nach Ende des Proteintransfers wurde die Membran zundchst kurz mit 1x
konzentriertem TBS-Puffer abgespiilt und anschlieBend fiir fiinf Minuten bei
Raumtemperatur in 1x konzentriertem TBS-Puffer gewaschen. Danach folgte die
Blockierung, die der Absittigung freier, unspezifischer Proteinbindungsstellen auf der
Membran dient. Dazu wurde die Membran fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in einer
Proteinlosung (Magermilch) geschwenkt. Nach der Blockierung wurde die Membran
kurz mit TBS-Tween abgespiilt und dann im ersten Waschschritt fiir einige Minuten in
TBS-Tween gewaschen. Anschlieend wurde die Membran mit dem ersten Antikdrper
inkubiert. Es folgte ein weiteres Waschen der Membran in TBS-Tween und dann die
Inkubation mit dem zweiten (Peroxidase gekoppelten) Antikdrper. Nach einem
wiederholten Waschen wurde die Membran fiir eine Minute mit ECL-Losung benetzt,
zwischen zwei durchsichtige Plastikfolien gelegt und zur Detektion mit einer licht-
sensitiven Kamera (Night Owl) aufgenommen. Diese Kamera ermoglicht eine genaue
Quantifizierung der Proteinsignale iiber die entstehenden Lichtsignale. Die durch die
Peroxidase vermittelte Oxidation von Luminol entstandene Lichtreaktion wird in einer
dunklen Kammer von der Kamera aufgenommen und als Graustufenbild in eine
dazugehorige Software iibertragen. Zur Auswertung wurden spéter identische Quadrate
tiber die Signale und die jeweiligen Hintergriinde gelegt. So konnte zunichst jedes
Signal durch Subtraktion des Hintergrundwertes korrigiert werden. Eine Normierung
erfolgte anschlieBend durch Korrektur um die Actin-Signale. Aus dem Quotient
Proteinsignal/Actinsignal ergibt sich ein relativer Wert zur besseren Vergleichbarkeit.

Zusitzlich wurden lichtsensitive Rontgenfilme belichtet (siehe dazu Abbildung 6).
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Zur Detektion mehrerer Proteine nacheinander wurde dieses Prozedere mit den jeweils
spezifischen Antikorpern wiederholt. In diesem Fall erfolgte vor der erneuten
Blockierung noch ein zehnminiitiger Waschschritt in TBS-Tween, um die ECL-Losung
zu entfernen. Wihrend dieser Prozeduren wurde das Gel zur Kontrollfarbung fiir
30 Minuten bei Raumtemperatur in einer Coomassie-Firbelosung geschwenkt.
AnschlieBend wurde das Gel fiir eine Minute in Methanol fixiert und danach mit
Entfiarberlosung entfirbt. Am Ende dieses Verfahrens waren die eventuell im Gel
verbliebenen Proteinreste zu erkennen. So war eine Aussage iiber die Qualitdt des

Proteintransfers moglich.

Tabelle 4: Nachweisbedingungen der spezifischen Zielproteine.

Zielprotein — | DNA-PKcs EGFR XRCC1 Actin
Blockierung 1 h, 10 % MM 1h,5 % BSA 1h, 5% MM 30 Min. 5 % MM
1.Waschen 1x kurz, 1x 10 Min. | 1x kurz, 3x5 Min. 1x kurz, 1x 10 Min. | 1xkurz, 1x 10 Min.
1. Antikorper Anti-DNAPKcs Anti-EGFR Anti-XRCC1 Anti-Actin
aus Rabbit aus Rabbit aus Mouse aus Mouse
Ab-1/PC127 #2232 clonel44
Calbiochem Cell Signalling R+D Systems Sigma
1:800 (5 % MM) 1:2000 (5 % BSA) |1:1250 (5 % MM) 1:10000 (5 % MM)
iiber Nacht (4 °C) | iiber Nacht (4 °C) | iiber Nacht (4 °C) 20 Min. (RT)

2. Waschen

1x kurz, 3x10 Min.

1x kurz, 6x5 Min.

1x kurz, 3x10 Min.

1x kurz, 3x10 Min.

2. Antikorper
1h bei

Raumtemperatur

Anti-Rabbit
NA934, Amersham
1:1500 (5 % MM)

Anti-Rabbit
NA934, Amersham
1:1500 (5 % BSA)

Anti-Mouse
NA931, Amersham
1:1000 (5 % MM)

Anti-Mouse
NA931, Amersham
1:1000 (5 % MM)

3. Waschen

1x kurz, 4x15 Min.

1x kurz, 6x5 Min.

1x kurz, 4x15 Min.

1x kurz, 4x15 Min.

3.5 RNA-Interferenz

Das

Prinzip der RNA-Interferenzmethode (RNAI)

ist die posttransskriptionale

Gensuppression. Wird ein Stiick kiinstlich erzeugte einzelstringige RNA (siRNA) in
eine Zelle eingeschleust, die komplementér zu einer von der Zelle produzierten mRNA
ist, bildet sich aus beiden ein Komplex, der von der Zelle iiber den RNA-induced
silencing complex (RISC) abgebaut wird. Die Translation einer speziellen mRNA kann
so unterdriickt, und die Produktion des entsprechenden Proteins auf diesem Weg
vermindert werden. Als Kontrolle wird zusétzlich eine unspezifische siRNA (scrRNA)

mitgefiihrt, um den Effekt des Transfektionsablaufes auf die Zelle zu kontrollieren. Die

21



Transfektion beruht auf dem Prinzip der Lipofektion, also der Bildung von Liposomen,
die mit ihrer umgebenden Lipid-Doppelschicht hydrophile Substanzen wie RNA in

eukaryote Zellen einschleusen konnen.

3.5.1 Transfektion der Zellen

Zur Suppression der Proteinbiosynthese des EGFR wurden Zelllinien mit
unterschiedlichem EGFR-Basallevel (FaDuDD, HSC4 und UT-SCC-8) ausgewihlt und
mit siRNA transfiziert. Zur Vorbereitung wurden diese Zelllinien iiber drei bis vier
Passagen in RNase-freiem Medium kultiviert. Einen Tag vor der Transfektion wurden
die Zellen in 25 cm? Zellkulturflaschen so ausgesit, dass sie am nédchsten Tag zu
30-50 Prozent konfluent waren. Eine Stunde vor Beginn der Transfektion wurde das
Medium abgesaugt und 2,5 ml neues RNase-freies Medium ohne FCS und
Penicillin/Streptomycin in die Flaschen pipettiert. Wihrend dieser Stunde wurde die
si-und scrRNA im Dunklen vorsichtig mit dem lichtempfindlichen OptiMEM
vermischt, so dass Endkonzentrationen von 33 und 100 nM si/scrRNA eingestellt
wurden. Als Transfektionsagens wurde Lipofectamin 2000 (LFA) eingesetzt. Die LFA-
Stammlosung wurde zunichst aufgemischt und dann im Verhiltnis 1:50 mit OptiMEM
verdiinnt. Beide Ansidtze wurden dann fiir mindestens fiinf Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Nach dieser Zeit wurde dann die verdiinnte si/scrRNA
mit dem verdiinnten LFA nach dem dargestellten Schema (Tabelle 5) vorsichtig
vermischt. Zur Komplexbildung wurden die Ansdtze fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, wobei nach den ersten 10 Minuten noch einmal mit der
Pipette gemischt wurde. Nach dieser Inkubation wurden je 500 ul Komplex-Ldsung in
die jeweiligen Zellkulturflaschen gegeben und mit dem vorhandenen Medium
vermischt. Die Transfektion der Zellen erfolgte fiir 6,5 Stunden. AnschlieBend wurde in
jede Zellkulturflasche zum Verdiinnen des Transfektionsagens noch zusitzlich 2 ml
RNase freies Medium + FCS hinzugefiigt. Nach 48 bzw. 72 Stunden erfolgte die
Proteinextraktion nach der Methode ,,snap freeze* sowie der Proteinnachweis mittels

Western Blot.
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Tabelle 5: Pipettierschema fiir die Transfektion von Zellen mit si/scrRNA.

Zellkulturflasche | LFA + OptiMEM | si/scTRNA + OptiMEM Zeit
1 0 250 pl 0 250 pl 48 h
2 0 250 pl 0 250 pl 72 h
3 Sul 245 ul 0 250 ul 48 h
4 Sul 245 ul 0 250 ul 72 h
5 Sul 245 ul 5 ul (si) 245 ul 48 h
6 Sul 245 pl 15 pl (s1) 235 ul 48 h
7 Sul 245 ul 5 ul (si) 245 ul 72 h
8 Sul 245 pl 15 pl (si) 235 ul 72 h
9 Sul 245 ul 5 ul (scr) 245 ul 48 h
10 Sul 245 ul 15 pl (scr) 235 ul 48 h
11 Sul 245 ul 5 ul (scr) 245 ul 72 h
12 Sul 245 ul 15 pl (scr) 235 ul 72 h

3.6 Verwendete Substanzen, Puffer und Losungen

BCA Reagenz A, Sigma

BCA Reagenz B, Sigma

BSA (5 %) in TBS-Tween: 5 % (w/v) BSA (Albumin bovine Fraction V pH 7.0,
Serva) in TBS-Tween.

Coulter® ISOTON® I Diluent, Beckmann Coulter

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (1X), liquid, invitrogen

D-MEM +4500 mg/1 Glucose —Pyruvat -NaHCO3, GIBCO™

ECL™ Western Blotting Detections Reagents, Amersham Bioscience

Entfarber: 13 % (v/v) Methanol (J.T. Baker); 10 % (v/v) Eisessig (Merck) in H,O
dest.

Extraktionspuffer nach G. Lammering

Stammlosung: 25 mM Tris-HCL (Sigma); 1,5 mM EGTA (Carl Roth); 0,5 mM
EDTA (2xNa) (Sigma); 50 mM B-Glycerophosphate (Sigma); 1 mM Na-
Orthovanadat (Sigma); 1 mM Na-Pyrophosphate (Sigma); 1 mM Benzamidine;
pH 7,4 eingestellt.

Gebrauchspuffer: 9,2 ml Stammlosung; 5 % (v/v) Glycerol (Sigma); 1 % (v/v)
Triton X-100 (Sigma); 1 mini-complete Tablette (Roche Diagnostics); 100 ul
Phosphatase-Cocktail 1 (Sigma); 100 ul Phosphatase-Cocktail 2 (Sigma)
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FBS (FCS) Superior, Biochrom AG

Film-Entwickler: 10 % (v/v) Eukobrom (Tetenal) in Leitungswasser.

Film-Fixierer: 20 % (v/v) Superfix plus (Tetenal) in Leitungswasser.

Kaleidoskope Prestained Standards, Bio Rad

(Molekulargewichtsmarker von 6,5 - 200 kDa)

Laufpuffer: 10 % (v/v) 10xTG-Puffes; 0,1 % (w/v) SDS (Carl Roth) ; in H,O dest.
L-Glutamine 200 mM 100x, GIBCO™

Lipofectamine™ 2000, invitrogen

Magermilch (5 %) in TBS-Tween: 5 % (w/v) Magermilchpulver (Naturaflor,
Topfer) in TBS-Tween.

Magermilch (10 %) in TBS-Tween: 10 % (w/v) Magermilchpulver (Naturaflor,
Topfer) in TBS-Tween.

MagicMark™ XP Western Protein Standard, invitrogen

(Molekulargewichtsmarker von 20- 220 kDa)

Natriumbicarbonat Hybri-max®, Sigma

Opti—MEM® I Reduced-Serum Medium (1X), liquid, GIBCO™

Pen Strep, GIBCO™

Probenpuffer nach Lammli: 50 mM Tris-HCI (Sigma), 100 mM DTT (Sigma),

2 % SDS (w/v) (Carl Roth), 0,1 % (w/v) Bromphenolblau (Sigma), 10 % (v/v)
Glycerol (Sigma)

SDS (10 %): 10 % (w/v) SDS (Carl Roth GmbH); in H,O dest.

siRNA SMARTpool® EGFR & Non-Specific Control Pool, Dharmacon

TBS-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH 7,5 (Sigma); 100 mM NaCl (J.T.Baker)

TBS - Tween: 0,1 % (v/v) Tween20 (TWEEN®, Sigma) in TBS.

TG-Puffer (10x konzentriert): 192 mM Glycin (Carl Roth GmbH); 25 mM Tris
Base (Sigma); pH sollte uneingestellt zwischen 8,1 und 8,5 liegen.

Transferpuffer nach Towbin: 10 % (v/v) 10xTG-Puffer; 20 % (v/v) Methanol
(J.T.Baker); kiihlen im Eis; 0,5 % (v/v) SDS (Carl Roth).

Trypsin-EDTA (0.05 % Trypsin 0.53 mM EDTAx4Na) (1X) liquid, GIBCO™
UltraPURE™ Distilled Water, DNAse, RNAse Free, GIBCO™
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3.7 Verwendete Laborgeriite

¢ Bio Photometer, Eppendorf

e (Criterion™ Blotter, Bio-Rad

® C(Criterion™ Cell, Bio-Rad

e Electrophoresis Power Supply E425, E802 und E835, Consort

® Microfuge R, Beckmann

e Miniature Shaker Typ KM 2, Edmund Biihler

¢ Night Owl Molecular Light Imager, EG&G Berthold; Winlight Software
® Rotamax 120, Heidolph

e 72™ COULTER COUNTER® Cell and Particle Counter, Beckmann

3.8 Laborzubehor und Verbrauchsmaterial

e Tissue Culture Flask, Sarstedt

e Costar® Cell Scraper, Corning Inc.

e Microtube 1.5 ml, Sarstedt

e Bio-one Kiivetten Halb-Mikro, Greiner

e C(Criterion™ Precast Gel 7,5 % Tris-HCI, 1.0 mm 18 Comb, 30 ul, Bio-Rad
Laboratories

e Trans Blot® Transfer Medium, supported Nitrocellulose, Bio-Rad

¢ Blotschwamm

¢ TFilterpapier, Bio-Rad

¢ (L - XPoser™ Clear Blue X-Ray Film, Thermo Scientific
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4. ERGEBNISSE
4.1 Proteinbasallevel in verschiedenen Tumorzelllinien

Die zehn Plattenepithelkarzinomzelllinien, die dreizehn Zelllinien verschiedener
Tumorentitiaten, sowie die drei Normalfibroblastenlinien wurden zunichst hinsichtlich
der Proteinbasallevel von EGFR, DNA-PKcs und XRCC1 untersucht. Dazu wurden
von allen Zelllinien, wie beschrieben, Proteinextrakte nach der ,,snap freeze* Methode

gewonnen und die relative Proteinkonzentration im Western Blot bestimmt (Abb. 6).

uT-scc-14
UT-SCC-15
UT-SCC-45

UT-sCC-6
uT-scc-8
HSC4
FaDuDD

CAL33

B
a B
w -
Py ey ey ey ey ey ey ey A A
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T e e | e — = ————— | XRCC1

Abbildung 6: Nachweis der Proteine DNA-PKcs, EGFR, XRCC1 und Actin mittels Western Blot.
Gezeigt werden exemplarisch die Proteinsignale der zehn Plattenepithelkarzinomzelllinien auf einem

lichtsensitiven Rontgenfilm.

Bei der Untersuchung der Proteinbasallevel zeigt sich, dass sich die Zelllinien der
verschiedenen Tumorentitdten, als auch die der Plattenepithelkarzinome hinsichtlich
der jeweiligen relativen Proteinkonzentration stark voneinander unterscheiden. Die drei
untersuchten ~ Normalfibroblastenlinien =~ zeigen  hingegen  #hnlich  niedrige

Proteinbasallevel.

In der Analyse der relativen EGFR-Proteinexpression (Abb. 7 A und B) fillt zunichst
die Zelllinie A431 (Plattenepithelkarzinom) mit einer relativ. hohen EGFR-
Proteinexpression von 4,3 auf. Des Weiteren zeigen die Zelllinien UiRad
(Osteosarkom), MCF7 (Mammacarziom) und 4451 (Plattenepithelkarzinom) nahezu
keine Expression von EGFR. Die Zellpaare MO59JTou/MOS59KTou (Glioblastom) und

Fus1/Fus9 zeigen eine sehr dhnliche relative EGFR-Expression von 0,4.
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Die weiteren Zelllinien zeigen ein breites Expressionsspektrum von 0,1 (UT-SCC-15)

bis 1,4 (UT-SCC-14).

Bei der Bestimmung der relativen DNA-PKcs-Proteinexpression (Abb. 7 C und D)
zeigen sich ebenfalls groBe Unterschiede zwischen den Zelllinien. Sowohl bei den
verschiedenen Tumorentitéten, als auch bei den Plattenepithelkarzinomen.

Wihrend die Prostatakarzinomzelllinie Dul45 einen DNA-PKcs-Basallevel von etwa 1
zeigt, lasst sich bei der anderen Prostatakarzinomzelllinie LNCaP, sowie bei den
Zelllinien A431 wund HI1299 (Bronchialkarzinom) eine sehr hohe relative
Proteinexpression von iiber 3,5 feststellen. Die DNA-PKcs-defizienten Zelllinien
MO59JTou und Fus9 =zeigen wie erwartet keine Expression, wihrend die
korrespondierenden DNA-PKcs-profizienten Zelllinien MO59KTou und Fusl eine
relative Proteinexpression von ca. 0,5 aufweisen. Die Normalfibroblasten zeigen eine
sehr geringe Expression von durchschnittlich 0,4. Die iibrigen Zelllinien weisen ein

breites Expressionsspektrum von 0,52 (HSC4) bis durchschnittlich 2,48 (FaDuDD) auf.

Auch bei der Bestimmung der relativen XRCC1-Proteinexpression (Abb. 7 E und F)
zeigen sich grofle Unterschiede zwischen den verschiedenen Zelllinien. Die hdchste
relative Expression ist bei den Zelllinien FaDuDD mit 3,24 und H1299 mit 2,74
vorhanden. Bei der zweiten Bronchialkarzinomzelllinie A549 hingegen ldsst sich ein
XRCCI1-Basallevel von nur 0,4 nachweisen. Die Normalfibroblasten zeigen auch fiir
dieses Protein die geringste Expression mit durchschnittlich 0,08. Zwischen den
DNA-PK-defizienten Zelllinien MO59JTou und Fus9 und den DNA-PK-profizienten
Zelllinien MO59KTou und Fusl1 lésst sich ein deutlicher Unterschied feststellen. Dabei
zeigen MOS59KTou und Fusl eine geringe XRCCI1-Expression von durchschnittlich
0,28 und 0,27, die bei MO59JTou und Fus9 mit 0,69 und 0,82 etwa doppelt so hoch ist.
Besonders auffillig ist der Vergleich der beiden verschiedenen Klone der
Plattenepithelkarzinomzelllinie FaDu. Wihrend die Zelllinie FaDuTii eine
XRCCI1-Expression von nur 0,19 aufzeigt, ldsst sich bei der Zelllinie FaDuDD eine
Expression von 3,24 bestimmen.

Die iibrigen Zelllinien zeigen ein breites Expressionsspektrum. Es reicht von 0,2 bei

MCF7 bis zu 1,83 bei der Zelllinie CAL33.
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EGFR Proteinexpression, rel.

DNA-PKcs Proteinexpression, rel.

XRCC1 Proteinexpression, rel.
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Abbildung 7: Relative Proteinexpression von Zelllinien verschiedener Tumorentititen (A, C, E) sowie
verschiedener Plattenepithelkarzinomzelllinien (B, D, F). Die Gesamtzellproteinextrakte wurde nach der
Methode ,,snap freeze* hergestellt. Jeweils 20ug Protein wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die
Zielproteine iiber Western Blot bestimmt. Die Signale wurden um den Untergrund sowie um die
Gelbeladung korrigiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 2-6 FEinzelwerten von jeweils 2-3

unabhingigen Extrakten +SEM.

4.2 Korrelation der basalen Proteinexpression in verschiedenen Tumorzelllinien

Wie von Lo et al. (2006) diskutiert wird, gibt es Hinweise, dass der EGFR als
Transkriptionsfaktor oder Cofaktor wirken kann. Um zu iiberpriifen, ob die hier

untersuchten Proteine einer gegenseitigen oder gemeinsamen Regulation unterliegen,
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wurde der basale Expressionslevel der Proteine EGFR, DNA-PKcs und XRCC1 der
zehn Plattenepithelkarzinomzelllinien, acht Tumorzelllinien verschiedener Entitdten
und drei  Normalfibroblastenlinien  gegeneinander  aufgetragen und ein
Korrelationskoeffizient errechnet (sieche Abbildung 8). Die Zelllinien UiRad, MCF7
und 4451 wurden wegen ihres extrem niedrigen EGFR-Proteinbasallevels, die
Zelllinien MOS59JTou und Fus9 wegen der defizienten DNA-PK in der Berechnung der

Korrelationen nicht beriicksichtigt.

In Abbildung 8 A ist die relative DNA-PKcs-Expression gegen die EGFR-Expression
aufgetragen. Es ldsst sich ein signifikanter Zusammenhang (p=0,0002) zwischen der
Expression des EGF-Rezeptors und der Expression von DNA-PKcs erkennen. Dieser
Zusammenhang ldsst sich sowohl zwischen den zehn Plattenepithelkarzinomzelllinien,
als auch zwischen den Zelllinien anderer Tumorentititen sowie bei den

Normalfibroblasten feststellen.

In Abbildung 8 B ist die Expression des XRCC1 gegen die des EGFR aufgetragen.
Auch hier ist ein Zusammenhang zwischen dem Expressionsausmaf} beider Proteine
vorhanden, der jedoch nicht ganz so deutlich ausfillt (p=0,0174). Die zehn
Plattenepithelkarzinomzelllinien liegen tendenziell {iber der Geraden des
Korrelationskoeffizienten, die Normalfibroblasten liegen aufgrund ihres niedrigen
XRCC1-Proteinbasallevels etwas abseits der anderen Zelllinien, wurden aber bei der
Berechnung des Korrelationskoeffizienten mitberiicksichtigt. Die aus den oben
genannten Griinden nicht beriicksichtigten Zelllinien Fus9 und MO59JTou liegen beide
im Mittelfeld.

Da XRCCI1 von Lévy et al. (2006) als DNA-PK-Stimulations- oder moglicherweise
Regulationsfaktor beschrieben wurde, wurde die Expression beider Proteine in
Abbildung 8 C gegeneinander aufgetragen. Der Vergleich der XRCCI1-
Proteinexpression mit der DNA-PKcs-Proteinexpression ldsst einen deutlichen
Zusammenhang (p=0,0001) erkennen. Dieser Zusammenhang ist sowohl bei den zehn
Plattenepithelkarzinomzelllinien, als auch bei den Zelllinien anderer Tumorentitdten
vorhanden. Die zehn Plattenepithelkarzinomzelllinien liegen tendenziell iiber der
Geraden des Korrelationskoeffizienten, die Normalfibroblasten liegen aufgrund ihres

niedrigen XRCCI1-Proteinbasallevels etwas abseits der anderen Zelllinien.
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Abbildung 8: Zusammenhang der Proteinexpression in verschiedenen Tumorzelllinien.

A: DNA-PKcs aufgetragen gegen EGFR. B: XRCC1 aufgetragen gegen EGFR. C: XRCCI1 aufgetragen
gegen DNA-PKcs.

Dargestellt sind die Mittelwerte der basalen Proteinexpression aus 2-6 Einzelwerten von jeweils 2-3
unabhingigen Extrakten +SEM (aus Abbildung 7). Die zehn Plattenepithelkarzinomzelllinien sind durch
offene Kreise (rot), die Tumorzelllinien verschiedener Entititen und die Normalfibroblasten durch

geschlossene Kreise (schwarz) gekennzeichnet.
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Die aus den oben genannten Griinden nicht beriicksichtigten Zelllinien MCF7, UiRad
und 4451 liegen im Mittelfeld. Die deutliche Korrelation, insbesondere in den
Abbildungen 8 A und C, weist darauf hin, dass DNA-PKcs und EGFR, bzw. XRCC1
und DNA-PKcs entweder gemeinsam oder @hnlich reguliert werden, bzw. sich

gegenseitig regulieren konnen.

4.3 Einfluss einer EGFR-Suppression auf die Expression von DNA-
Reparaturproteinen

Aufgrund der zuvor ermittelten Korrelationen bei der Expression der untersuchten
Proteine (sieche Abb. 8) sollte iiberpriift werden, ob die Expression dieser Proteine
gemeinsam reguliert wird, oder ob eventuell DNA-PKcs und XRCC1 vom EGFR, mit
dessen potenzieller Funktion als Transkriptionsfaktor reguliert werden. Hierzu wurde
der EGFR-Proteinlevel in ausgewdhlten Zelllinien, wie in Material und Methoden
beschrieben, mittels RNA-Interferenz (RNAi) reduziert. Die Zelllinien FaDuDD, HSC4
und UT-SCC-8 wurden aufgrund ihres deutlich unterschiedlichen EGFR-Basallevels
dafiir ausgewdhlt. Die RNAi-Transfektion erfolgte fiir 6,5 Stunden mit Konzentrationen
von 33 und 100 nM. In jedem Versuch wurden eine unbehandelte, eine nur mit dem
Transfektionsagens LFA behandelte und eine mit scrRNA transfizierte Kontrolle
mitgefiihrt.

Die Proteinextrakte wurden 48 und 72 Stunden nach Transfektion mittels der ,,snap
freeze* Methode hergestellt. Die Gesamtzellproteinextrakte wurden in der SDS-PAGE
aufgetrennt und die Zielproteine mit dem Western Blot nachgewiesen. Die Werte
wurden um den Hintergrund korrigiert, es erfolgte keine Normierung auf Actin, um die

eigentliche Signalstirke moglichst genau darstellen zu konnen.

Die Abbildungen 9, 10 und 11 stellen die Ergebnisse der RNAi Transfektion der drei
Zelllinien dar. 9 A, 10 A und 11 A zeigen die Proteinbanden des belichteten
Rontgenfilms aus dem Western Blot fiir die Proteine DNA-PKcs, EGFR, XRCC1 und
Actin. B und C zeigen jeweils die Auswertungen der Daten fiir EGFR. D und E bilden
die Datenauswertung fiir DNA-PKcs bzw. XRCCI ab. Durch gleichmifBige
Actinsignale zeigt sich auf allen Abbildungen des Western Blots eine identische

Beladung des Gels. Die Daten fiir Actin sind unter F abgebildet.
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Abbildung 9: Effekt der EGFR-Suppression (RNAi) auf die Expression verschiedener Proteine der
Zelllinie HSC4. Proteinsignale aus dem Western Blot (A), Datenauswertung der prozentualen (B) und
relativen (C) EGFR-Proteinexpression sowie der relativen Proteinexpression von DNA-PK (D), XRCCl1
(E) und Actin (F).Verwendet wurde si- und scrRNA in den Konzentrationen von 33 und 100 nM. Die
Gesamtzellproteinextrakte wurden nach 48 bzw. 72 Stunden mittels der Methode ,snap freeze*
hergestellt. Jeweils 20pg Protein wurden mit der SDS-PAGE aufgetrennt und die Zielproteine iiber
Western Blot bestimmt. Dargestellt sind Werte nach Korrektur um den Hintergrundwert. Bei den

relativen Darstellungen sind die Werte ,,Kontrolle* und ,,scr 33/100 nM* auf 1 normiert.
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Abbildung 10: Effekt der EGFR-Suppression (RNAi) auf die Expression verschiedener Proteine der

Zelllinie UT-SCC-8. Proteinsignale aus dem Western Blot (A), Datenauswertung der prozentualen (B)

und relativen (C) EGFR-Proteinexpression sowie der relativen Proteinexpression von DNA-PK (D),

XRCC1 (E) und Actin (F).Verwendet wurde si- und scrRNA in den Konzentrationen von 33 und

100 nM. Die Gesamtzellproteinextrakte wurden nach 48 bzw. 72 Stunden mittels der Methode ,,snap

freeze* hergestellt. Jeweils 20ug Protein wurden mit der SDS-PAGE aufgetrennt und die Zielproteine

iiber Western Blot bestimmt. Dargestellt sind Werte nach Korrektur um den Hintergrundwert. Bei den

relativen Darstellungen sind die Werte ,,Kontrolle* und ,,scr 33/100 nM* auf 1 normiert.
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Abbildung 11: Effekt der EGFR-Suppression (RNAi) auf die Expression verschiedener Proteine der

Zelllinie FaDuDD. Proteinsignale aus dem Western Blot (A), Datenauswertung der prozentualen (B) und

relativen (C) EGFR-Proteinexpression sowie der relativen Proteinexpression von DNA-PK (D), XRCCl1

(E) und Actin (F).Verwendet wurde si- und scrRNA in den Konzentrationen von 33 und 100 nM. Die

Gesamtzellproteinextrakte wurden nach 48 bzw. 72 Stunden mittels der Methode ,.snap freeze*

hergestellt. Jeweils 20pg Protein wurden mit der SDS-PAGE aufgetrennt und die Zielproteine iiber

Western Blot bestimmt. Dargestellt sind Werte nach Korrektur um den Hintergrundwert. Bei den

relativen Darstellungen sind die Werte ,,Kontrolle* und ,,scr 33/100 nM* auf 1 normiert.
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Mittels RNA1 lédsst sich die EGFR-Expression deutlich reduzieren. Es ist kein klarer
und eindeutiger Effekt auf die Expression der untersuchten Reparaturproteine
erkennbar. Die Effizienz der Transfektion der Zelllinie HSC4 ldsst sich in den
Abbildungen 9 A, B und C an der deutlichen Reduktion der EGFR-Signalstirke
erkennen. Es zeigt sich bei den unbehandelten Kontrollen, bei LFA und scrRNA nach
Korrektur um den Hintergrundwert eine relativ konstante EGFR-Proteinexpression von
durchschnittlich 82 Prozent (B). Die Werte der EGFR-Expression von den siRNA-
transfizierten Zellen sind sowohl nach 48 und 72 Stunden, sowie mit einer siRNA-
Konzentration von 33 und 100 nM wie gewiinscht deutlich reduziert. 48 Stunden nach
Transfektion ldsst sich die EGFR-Expression um 55 Prozent, 72 Stunden nach
Transfektion um 68 Prozent reduzieren (C). Insgesamt zeigen sich bei de siRNA-
Konzentrationen dhnlich wirksam. 48 Stunden nach Transfektion ist die
EGFR-Reduktion bei einer siRNA-Konzentration von 33 nM stiarker, 72 Stunden nach
Transfektion ist kein Unterschied feststellbar. Das Actinsignal (F) zeigt eine identische
Beladung der Geltaschen. Die Transfektion mit RNAi1 gegen EGFR zeigt in der
relativen Darstellung (D und E) durch die Zunahme der mit siRNA behandelten Probe
einen vermeintlichen Effekt auf die Proteinexpression von DNA-PKcs und XRCCI.
Der hohe relative DNA-PKcs Wert von iiber 2 lédsst sich durch die Normierung auf das
schwache Proteinsignal scr 33 nM / 48 Std. erkldren. Vergleichend mit den
Auswertungen der DNA-PKcs und XRCC1 Proteinsignale der Zelllinien UT-SCC-8
und FaDuDD (Abbildungen 10 und 11, D und E) sind die Auswirkungen der
Transfektion mit RNAi gegen EGFR fiir diese Proteine nicht regelhaft.

Bei der Transfektion der Zelllinie UT-SCC-8 ldsst sich ebenfalls eine deutliche
Suppression des EGFR-Proteinexpressionslevels durch RNAI feststellen (Abb. 10 A, B
und C). Von durchschnittlich 76 Prozent bei allen Kontrollen (B) wird der EGFR-Level
um durchschnittlich 52 Prozent reduziert. 48 Stunden nach Transfektion ist die
Reduktion, bezogen auf die Werte nach 72 Stunden, etwas stirker. Beide eingesetzte
Konzentrationen (33 / 100 nM) haben eine sehr dhnliche Effizienz. Das Actinsignal (F)
zeigt eine identische Gelbeladung. Die deutliche EGFR-Reduktion zeigt keinen
nennenswerten Effekt auf die Expression von XRCC1 und DNA-PKcs (D und E).
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Die Abbildungen 11 A, B und C zeigen den deutlichen Effekt der RNAi-Behandlung
auf den EGFR-Proteinlevel in FaDuDD-Tumorzellen 48 Stunden nach Transfektion.
Auf der Membran im Western Blot waren im Bereich der EGFR-Bande teilweise
deutliche Gelreste zu erkennen, die eine Auswertung der EGFR-Signale 72 Stunden
nach Transfektion unmoglich machen. Im auswertbaren Abschnitt zeigt sich eine
starkere Schwankung der Kontrollen mit einem EGFR-Level von durchschnittlich
69 Prozent (B). Nach Transfektion ist der EGFR-Level um 68 Prozent geringer, wobei
die siRNA-Konzentration von 100 nM einen besseren Effekt erzielt. Die Reduktion des
EGFR hat keinen eindeutigen Effekt auf die Expression von XRCC1 oder DNA-PKcs
(D und E). Die Auswertung fiir Actin (F) zeigt auch hier eine gleichméfige
Gelbeladung an.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass sich durch die Transfektion mit EGFR-
gerichteter spezifischer RNAI in allen drei untersuchten Zelllinien unabhéngig vom
EGFR-Proteinbasallevel, eine gute Reduktion der EGFR-Expression um etwa
60 Prozent erzielen lie. Im Vergleich der siRNA-Konzentrationen zeigen sich beide
eingesetzten Konzentrationen @hnlich effektiv. Durch eine hohere Konzentration der
siRNA ldsst sich der erzielte Effekt nicht verbessern. Die siRNA-Konzentration von
33nM ist also ausreichend. Die unterschiedlichen Einwirkzeiten von 48 und 72
Stunden nach Transfektion zeigen in der Reduktion des EGFR insgesamt keinen
Unterschied. Durch die lidngere Einwirkzeit von 72 Stunden lédsst sich der erzielte
Effekt nicht verbessern. Unter diesen Versuchsbedingungen liel sich durch die
deutliche Reduktion von EGFR keine entsprechende Reduktion des Proteinlevels von

XRCC1 oder DNA-PKcs beobachten.
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S. DISKUSSION

Die Strahlentherapie gehort als Grundpfeiler der Onkologie nach wie vor zum festen
Behandlungsschema bei einer Vielzahl von bosartigen Neubildungen. Es ist zu
beobachten, dass verschiedene Tumore unterschiedlich gut auf die Strahlentherapie
ansprechen. Der Wirkmechanismus der Strahlentherapie beruht im Wesentlichen auf der
Induktion von Doppelstrangbriichen und dem damit verbundenen Tumorzelltod. Die
Strahlenempfindlichkeit einer Zelle wird dabei durch die Effektivitit der
Doppelstrangbruchreparatur bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass bereits eine
geringe Anderung in der Doppelstrangbruchreparaturkapazitit einen groBen Effekt auf
das Zelliiberleben nach Bestrahlung hat (Kasten-Pisula et al., 2005). Der entscheidende
zelluldare Reparaturmechanismus fiir die Beseitigung von Doppelstrangbriichen ist das
nicht-homologe Endjoining (NHEJ). Es gibt Hinweise aus aggressiven Tumorzelllinien,
dass ein hoher Level von DNA-Reparaturproteinen des nicht-homologen Endjoinings
mit einer erhohten Menge des epithelialen Wachstumsfaktorrezeptors EGFR einhergeht
(Um et al., 2004). Der EGFR mit seinen nachgeschalteten Signalwegen ist fiir das
Zelliiberleben essentiell. Er gibt der Zelle u. a. das Signal fiir Genexpression und
Proliferation. In Tumoren sind diese Signalwege aufgrund einer EGFR-Uberexpression
hiufig fehlreguliert (Lo und Hung, 2006, Hatanpaa et al., 2010), was eine erhohte
Aggressivitit, Resistenz und insgesamt schlechte Prognose zur Folge hat. Aufgrund
dieser Daten ist zu vermuten, dass die Menge des EGFR mit der Menge an DNA-
Reparaturproteinen des NHEJ korreliert und dies Einfluss auf die, fiir das Zelliiberleben
essentielle Doppelstrangbruchreparatur nach Bestrahlung haben miisste. Dieser
Zusammenhang konnte die unterschiedliche Radiosensitivitit von Tumorzellen zum

Teil miterkldren.

5.1 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, den Zusammenhang zwischen EGFR-Expression und Expression
essentieller DNA-Reparaturproteine in verschiedenen Tumorzelllinien genauer zu
untersuchen. Dazu wurden zunichst die Basallevel des Wachstumsfaktorrezeptors
EGFR, der DNA-PKcs als zentrales Protein des NHEJ und das XRCC1 als Protein der
Basenexzisionsreparatur (BER) und Stimulator der DNA-PK-Aktivitat (Lévy et al.,
2006) untersucht.
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Es wurden dreizehn Zelllinien verschiedener Tumorentititen verwendet, um eine
Aussage iiber die Variation der untersuchten Basallevel in verschiedenen
Tumorentititen treffen zu konnen. AuBerdem wurden zehn Zelllinien derselben
Tumorentitiat (Plattenepithelkarzinom) einbezogen, um einen Unterschied der
Proteinbasallevel ~ innerhalb  einer = Tumorentitit zu  bestimmen.  Drei
Normalfibroblastenzelllinien wurden verwendet, um einen Bezug zum gesunden
Gewebe herstellen zu konnen.

Um Hinweise auf die Regulationsmechanismen zwischen EGFR und DNA-
Reparaturproteinen zu gewinnen, wurden drei Plattenepithelkarzinomzelllinien mit
unterschiedlichem EGFR-Basallevel ausgewihlt. Diese Zelllinien wurden mit RNA-
Interferenz (RNAi) gegen EGFR behandelt, um den Effekt einer EGFR-Suppression auf

die Expression von DNA-Reparaturproteinen zu untersuchen.

5.2 Basale EGFR-Proteinexpression

Die Bestimmung der basalen EGFR-Expression hat gezeigt, dass generell eine grofle
Heterogenitit im Ausmall der EGFR-Expression besteht. Im Vergleich der
verschiedenen Tumorentititen variiert die EGFR-Expression erheblich. Wihrend der
hochste gemessene Wert etwa 19fach tiber dem Mittelwert der Normalfibroblasten liegt,
zeigt sich der niedrigste Wert nahezu bei Null und damit etwa 11fach unterhalb des
Normalfibroblastenmittelwertes.

Bei den zehn Plattenepithelkarzinomzelllinien (SCC) findet sich ebenfalls eine grof3e
Variationsbreite der EGFR-Expression um den Faktor 14. Im Vergleich zu den
Normalfibroblasten liegt der niedrigste Wert ca. 2,3fach unterhalb des
Normalfibroblastenmittelwertes, der hochste um den Faktor 6 dariiber. Diese Ergebnisse
zeigen, dass auch innerhalb einer Tumorentitit groe Unterschiede in der EGFR-
Expression zu finden sind. AuBerdem zeigen die Daten, dass Tumorzellen nicht immer
eine EGFR-Uberexpression zeigen, sondern auch EGFR-Level unterhalb des EGFR-
Levels von Normalzellen zu finden sind. Ob dabei eine Korrelation zwischen EGFR-
Level und Proliferation bzw. Aggressivitidt des Tumors vorliegt, kann in dieser Arbeit
nicht beantwortet werden.

Die Ursachen einer veridnderten EGFR-Expression sind vielseitig. Chromosomen- und
Genamplifikation konnen eine mogliche Ursache fiir eine EGFR-Uberexpression sein.
Eine erhohte Anzahl an EGFR codierenden DNA-Sequenzen kann dazu fiihren, dass
mehr EGFR-mRNA transkribiert und translatiert wird. Die Literaturdaten beziiglich des
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Einflusses von Chromosomenamplifikation auf die EGFR-Expression sind z.T.
widerspriichlich. Eine Korrelation zwischen Chromosomenamplifikation und EGFR-
Uberexpression beim Magenkarzinom wurde von Liang et al. (2008) untersucht. In
19 Prozent der Fille fiihrte eine Chromosomenamplifikation des Chromosoms 7 zu
einer Erhohung der EGFR-Genanzahl, die sich jedoch nicht entsprechend auf die
EGFR-Proteinmenge iibertrug. Romeike et al. (2001) beschreiben fiir das Glioblastoma
multiforme hingegen eine starke Korrelation zwischen dem immunohistochemischen

Nachweis von EGFR und der Anzahl der Chromosom 7-Multiplikation.

Beziiglich des Einflusses von Genamplifikationen konnten Experimente aus der eigenen
Arbeitsgruppe zeigen, dass die verwendeten SCC-Zelllinien mit extremer EGFR-
Uberexpression auch Genamplifikationen auf Chromosom 7 aufweisen, wihrend bei
SCC-Zelllinien mit keiner oder moderater EGFR-Expression keine Genamplifikationen
zu finden sind (Kasten-Pisula et al., im Druck).

Als weitere Ursache einer EGFR-Uberexpression wird die Anzahl der CA-repeats in
Intron 1 des EGFR-Gens diskutiert. Die Anzahl der Wiederholungen des CA-
Dinukleotids in der einem Enhancer vorgeschalteten Sequenz korreliert invers mit der
Synthese von EGFR-mRNA sowie mit der EGFR-Proteinmenge. Dies konnte z. B.
beim Mammakarzinom (Brandt et al., 2006) bzw. bei Karzinomen des Oropharynx
(Etienne-Grimaldi et al., 2005) gezeigt werden. Kurze CA-repeats fiihren also zu einem
hohen EGFR-Level, lange CA-repeats zu einem geringeren EGFR-Level. In Bezug auf
die in dieser Arbeit verwendeten Plattenepithelkarzinomzelllinien konnte in der eigenen
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die Anzahl der CA-repeats relativ konstant
zwischen 16 und 19 liegt und damit als Erkldrung fiir die Variationsbreite der EGFR-
Expression ausscheidet (Kasten-Pisula et al., im Druck).

Eine verinderte Expression und Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren kommt auch als
moglicher Parameter fiir die EGFR-Regulation in Betracht. Eine Uberexpression oder
erhohte Aktivitit entsprechender Transkriptionsfaktoren konnte zu einer abnormal
hohen Expression von EGFR fiihren. Dabei scheint Spl von besonderer Bedeutung zu
sein. Johnson et al. (1988) konnten Spl mit vier Bindungsstellen am EGFR-Promotor
als Transkriptionsfaktor fiir EGFR identifizieren. Kitadai et al. (1992) haben eine
Untersuchung an Magenkarzinomzelllinien ohne EGFR-Genamplifikation durchgefiihrt.
Es konnte in allen sieben Zelllinien eine Uberexpression von mRNA des

Transkriptionsfaktors Spl gefunden werden, die in sechs Fillen eng mit der Expression
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von EGFR-mRNA korrelierte. In zusitzlich untersuchten zwolf von achtzehn
Gewebeproben wurde im Vergleich zu normaler Mucosa eine Uberexpression von Sp1l
gefunden. In diesen Fillen fand sich auch ein hoher Level von EGFR-mRNA.

Auch Unterschiede einzelner Nukleotide, sog. Einzelnukleotid-Polymorphismen
(SNPs), konnen den EGFR-Level beeinflussen. Bisher sind zwei in der EGFR-
Promotorregion lokalisierte SNPs (-216G/T und -191C/A) im Zusammenhang mit einer
erhohten Expression des EGFR beschrieben (Nomura et al., 2007). Als moglichen
Mechanismus konnten Liu et al. (2005) zeigen, dass der SNP —216 im Bereich der Spl-
Bindungsstelle lokalisiert ist und dadurch die Spl-Bindungseffektivitit gesteigert wird.
Dies fiihrt zu einer Zunahme der Promotoraktivitit um 30 Prozent und damit zu einer
gesteigerten Expression von EGFR.

Eine Regulation der EGFR-Expression iiber microRNA wurde von Webster et al.
(2009) beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass die EGFR-mRNA drei spezifische
Bindungsstellen fiir microRNA-7 (miR-7) aufweist. So kann miR-7 post-transkriptionell
die Expression von EGFR direkt regulieren. Aber auch die EGFR-abhingigen
Signalwege werden durch microRNA beeinflusst (Webster et al., 2009). Da dieser
Mechanismus nur in Verbindung mit einer Minderung der EGFR-Expression, bzw.
einer Inhibition der Signalwege beobachtet wurde, konnte eine EGFR-Uberexpression

durch eine Fehlfunktion von microRNA bedingt sein.

5.3 Basale Expression der DNA-Reparaturproteine DNA-PKcs und XRCC1

Es konnte ebenfalls eine groe Heterogenitit in der Expression der DNA-
Reparaturproteine DNA-PKcs und XRCC1 festgestellt werden. Fiir die DNA-PKcs
zeigt sich innerhalb der Gruppe der zehn Plattenepithelkarzinomzelllinien insgesamt
eine breite Variation der basalen Proteinexpression. Wihrend die Zelllinie HSC4 einen
DNA-PKcs-Expressionslevel knapp iiber dem Level der Normalfibroblasten aufweist,
findet sich bei der Zelllinie FaDuDD ein 8fach hoherer Level. Im Vergleich der
dreizehn Tumorzelllinien verschiedener Entititen zeigen sich zunédchst zwei
DNA-PKcs-defiziente Zelllinien, die in der Beurteilung der Variationsbreite an dieser
Stelle nur als Negativkontrolle dienen. Bei den iibrigen elf Zelllinien findet sich
ebenfalls eine grofe Variationsbreite um den Faktor 7,8, wobei auch hier die
DNA-PKcs-Expressionslevel zum Teil knapp und zum Teil sehr deutlich iiber dem

Level der Normalfibroblasten liegen.
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In der Literatur finden sich Daten, die sehr unterschiedliche DNA-PKcs-
Expressionslevel beschreiben. Yu et al. (2004) berichten von einem sehr hohen
DNA-PKcs-Level in hepatozelluldren Karzinomen und im Gegensatz dazu von einem
sehr geringen Level in papillaren Karzinomen. Die Expression der DNA-PKcs war
dabei in invasiven Adenokarzinomen signifikant hoher als in nicht-invasiven
Karzinomen.

Die basale Proteinexpression von XRCC1 unterscheidet sich innerhalb der zehn
Plattenepithelkarzinomzelllinien etwa um das 10fache. Die Zelllinien liegen dabei alle
deutlich tiber dem durchschnittlichen XRCC1-Expressionslevel der Normalfibroblasten.
Im Vergleich der dreizehn Tumorzelllinien unterschiedlicher Entitit findet sich ein
Unterschied der basalen XRCC1-Expression um den Faktor 13,8, wobei auch hier alle
Zelllinien deutlich iiber dem XRCCI1-Expressionslevel der Normalfibroblasten liegen.
Uber unterschiedliche XRCC1-Expressionslevel lassen sich in der Literatur nur wenige
Angaben finden. Es gibt allerdings Untersuchungen iiber eine unterschiedliche XRCC1-
Expression im Zusammenhang mit SNPs (Cheng et al., 2009).

Neben der schon diskutierten EGFR-Variationsbreite wurden, wie oben beschrieben,
ebenfalls deutliche Unterschiede des DNA-PKcs- und XRCCI1-Expressionslevels,
sowohl in Tumorzelllinien verschiedener Entititen, als auch innerhalb einer
Tumorentitidt nachgewiesen. Die dazu verwendeten Gesamtzellextrakte stammen aus
zwel bis drei unabhidngigen Extraktpridparationen. Die Bestimmung der
Proteinexpression erfolgte in unabhéngigen Western Blots an unterschiedlichen Tagen.
Es zeigten sich reproduzierbare Werte mit einer insgesamt sehr geringen
Standardabweichung, die in nachfolgenden Experimenten der eigenen Arbeitsgruppe
bestitigt werden konnten. Die Resultate zeigen also biologische Variationen, da

methodische Fehler nahezu ausgeschlossen werden konnen.

5.4 Korrelation der untersuchten Proteine und mogliche Ursachen

Der Vergleich der Expressionslevel der untersuchten Proteine zeigt eine Korrelation
zwischen der Expression des EGFR und der Expression der DNA-Reparaturproteine
DNA-PKcs und XRCCI1, sowie eine Korrelation der DNA-PKcs- und XRCCI1-
Proteinexpression. Fiir diese Korrelationen gibt es verschiedene mogliche Ursachen. Ein
Erklarungsansatz beruht auf einer Regulation der DNA-Reparaturproteine iiber die

EGFR-vermittelten Signalwege. Xu und Shu (2007) beschreiben beim Gliom eine
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Aktivierung der Transkriptionsfaktoren Spl/Sp3 {iber die EGFR-abhingige
p38-mitogenaktivierte Proteinkinase (p38-MAPK). Da auch fiir die Promotorregion der
DNA-PKcs mehrere Spl-Bindungsstellen beschrieben sind (Fujimoto et al., 1997),
konnte dies eine potenzielle Moglichkeit der Regulation der DNA-PKcs iiber den
EGFR-abhingigen MAPK-Signalweg darstellen.

Yacoub et al. (2003) konnten die Beteiligung des EGFR-MAPK-Signalweges an der
Expression von XRCC1 zeigen. In den Prostatakarzinomzelllinien DU145 und LNCaP
konnte durch Bestrahlung eine MAPK-abhéngige verstirkte Transkription des XRCCI1-
Gens beobachtet werden, die zu einer Erhohung der XRCC1-mRNA und -Proteinmenge
filhrt. Durch den Einsatz des Inhibitors PD98059 wurde spezifisch der MAPK-
Signalweg blockiert. Dies fiihrte zu einer reduzierten Hochregulation von XRCC1, zu
einem Persistieren von reparaturpflichtigen DNA-Schidden (AP sites) und zu einem
gesteigerten Zelltod. Der vom MAPK-Signalweg abhingige Transkriptionsfaktor E2F1
scheint dabei die Expression von XRCC1 zu beeinflussen (Chen et al., 2008). Hanada et
al. (2006) beschreiben in einer Studie zur Klirung der B-Myb-Uberexpression bei
Brustkrebs eine physikalische und funktionelle Interaktion zwischen EGFR und dem
Transkriptionsfaktor E2F1. Es konnte auBlerdem gezeigt werden, dass der urspriinglich
membranstindige EGFR in den Zellkern transportiert werden kann und dort z. B. mit
dem Transkriptionsfaktor E2F1, aber auch mit den Transkriptionsfaktoren STAT3 und
STATS physikalisch interagiert und somit potenziell Einfluss auf die Transkription
einer Vielzahl von Genen nehmen konnte (Hung et al., 2008). Dies ist z. B. fiir die
Proteine Cyclin D1, iNOS und B-Myb beschrieben (Lo und Hung, 2006; Dittmann et
al., 2010).

Es konnte sogar eine direkte physikalische Interaktion zwischen EGFR und DNA-
Reparaturproteinen nachgewiesen werden. Bandyopadhyay et al. (1998) zeigten anhand
verschiedener Zelllinien, dass es zu einer durch Anti-EGFR-Antikorper induzierten
physikalischen Interaktion zwischen EGFR, DNA-PKcs und Ku70/80 kommt. Auch
Dittmann et al. (2005) beschreiben fiir die Bronchialkarzinomzelllinie A549 und die
Plattenepithelkarzinomzelllinie FaDu eine strahleninduzierte Translokation des EGFR
in den Zellkern, die zwar keine Erhéhung des DNA-PK-Levels, aber eine Erhhung der
DNA-PK-Aktivitit bewirkt. Wird die Translokation des EGFR durch den EGFR-
gerichteten Antikorper C225 verhindert, fiihrt dies iiber eine verringerte DNA-PK-

Aktivitit zu einer erhohten Radiosensitivitit der behandelten Zellen.
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Ebenfalls theoretisch vorstellbar wire eine Regulation des EGFR durch DNA-
Reparaturproteine. Lees-Miller et al. (1996) konnten zeigen, dass die DNA-PK als
Transkriptionsfaktor direkt, oder durch Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren
und DNA-Bindungsproteinen indirekt, an einer Vielzahl von Regulations- und
Expressionsprozessen beteiligt ist. Denkbar ist somit auch ein Einfluss auf die
Expression des EGFR. Hierzu gibt es bisher keine weiterfithrenden Untersuchungen.
Um die Rolle der DNA-PK bei der Regulation des EGFR weiter zu untersuchen, wire
der Einsatz von spezifischen DNA-PK-Inhibitoren oder RNA-Interferenz gegen
DNA-PK sinnvoll.

Die beobachtete Korrelation zwischen EGFR und den beiden DNA-Reparaturproteinen
DNA-PKcs und XRCC1 konnte auch zwei unabhidngig voneinander auftretende
Phinomene darstellen. Dagegen sprechen jedoch Daten, die zeigen, dass ein hoher
Level an EGFR mit einer erhohten Radioresistenz einhergeht und umgekehrt (Liang et
al.,, 2003). Fiir die hier untersuchten Plattenepithelkarzinomzelllinien konnte in der
eigenen Arbeitsgruppe ebenfalls, sowohl fiir die Zellkultur als auch im Xenograft
bestdtigt werden, dass die EGFR-Proteinexpression mit der Strahlenempfindlichkeit
korreliert (Kasten-Pisula et al., im Druck). Die hier vorgestellte Arbeit weist daher
darauf hin, dass die zuvor beobachtete Radioresistenz wahrscheinlich durch den
erhohten Level an DNA-Reparaturproteinen und einer damit verbundenen gesteigerten
Doppelstrangbruchreparatur vermittelt wird. Eine zufillige Korrelation wird deshalb fiir

unwahrscheinlich erachtet.

5.5 Einsatz von RNA-Interferenz (RNAi)

Um eine direkte Regulation der DNA-Reparaturproteine DNA-PKcs und XRCC1 durch
den EGFR zu kldren, wurde RNA-Interferenz gegen EGFR eingesetzt. Sollte eine
direkte Regulation vorliegen, miisste die Inhibition der EGFR-Expression theoretisch
Einfluss auf die Expression der DNA-Reparaturproteine haben.

Fiir dieses Experiment wurden die Zelllinien FaDuDD, HSC4, UT-SCC-8 aufgrund
ihrer unterschiedlichen basalen EGFR-Expression ausgewihlt. Die Zellen wurden fiir
48 bzw. 72 Stunden mit unterschiedlichen siRNA-Konzentrationen behandelt. Die
EGFR-Proteinmenge liel sich um etwa 60 Prozent deutlich reduzieren. Eine 100-
prozentige Reduktion des EGFR ist dabei nicht zu erwarten gewesen, da dies mit dem

Zelliiberleben nicht vereinbar wire. Trotz dieser erfolgreichen, deutlichen Reduktion
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konnte kein signifikanter Effekt auf die Expression der Reparaturproteine DNA-PKcs
und XRCCI1 festgestellt werden. Folgende mogliche Erkldrungen konnten dafiir
verantwortlich sein:

Die Reduktion der EGFR-Proteinmenge um etwa 60 Prozent ist moglicherweise nicht
ausreichend, um einen Effekt in der Expression der DNA-Reparaturproteine zu
bewirken. Die verbleibende EGFR-Restmenge von etwa 40 Prozent konnte ausreichen,
um die Expression dieser beiden Reparaturproteine zu regulieren.

Moglicherweise ist die Dauer der Behandlung mit spezifischer siRNA fiir maximal
72 Stunden zu kurz gewihlt worden. Uber die Stabilitit bzw. Halbwertszeit des
XRCC1-Proteins lassen sich in der Literatur keine Daten finden. Yacoub et al. (2001)
beschreiben aber eine Reduktion der XRCC1-mRNA, etwa 30-60 Minuten nach zuvor
durch ionisierende Strahlen induziertem Anstieg. Galloway et al. (1999) beschreiben
eine Halbwertszeit der DNA-PKcs-mRNA von ca. 24 Stunden in MOS59K
(Gliomzelllinie) und GM38 (Normalfibroblasten). Ajmani et al. (1995) berichten bei
Erythroleukdmiezellen iiber eine DNA-PKcs-Proteinhalbwertszeit von ca. 5 Tagen. Die
Halbwertszeiten der DNA-PKcs bzw. des XRCC1 konnten demnach so lang sein, dass
eine Reduktion auf Proteinebene noch nicht messbar ist, obwohl die jeweilige mRNA
aufgrund fehlender EGFR-vermittelter Transkription schon reduziert wurde. Um dies zu
testen, wire ein Nachweis der entsprechenden mRNA in weiterfiihrenden Experimenten

notig.

Eine Erkldrung fiir den fehlenden Effekt der EGFR-Suppression auf den
Expressionslevel von DNA-PKcs und XRCC1 konnte auch die Tatsache sein, dass
keine direkte Regulation vorliegt. Dies kann derzeit nicht abschlieBend geklirt werden.
Um klarere Aussagen iiber eine potenzielle EGFR-vermittelte Regulation der
DNA-PKcs bzw. des XRCC1 machen zu konnen, sind weiterfiihrende Experimente
notwendig. So miisste z. B. die siRNA-Inkubationsdauer verldngert werden, um die
Halbwertszeit der DNA-PKcs bzw. des XRCC1 zu iiberwinden. Weiterhin sollte der
Effekt der siRNA-Inkubation ebenfalls auf mRNA-Ebene der beiden Proteine
untersucht werden. Um die Halbwertszeit der DNA-PKcs bzw. des XRCCI1 zu testen,
wire eine Versuchsreihe mit Bestimmung der Proteinmenge nach Inhibition der
gesamten Proteinsynthese denkbar. Um die Bedeutung der EGFR-abhingigen
Signalwege fiir die Expression dieser Reparaturproteine zu klidren, wire der Einsatz von

Signalweg-spezifischen Inhibitoren sinnvoll.
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Da in dieser Arbeit nur Gesamtzellextrakte verwendet wurden, ldsst sich keine Aussage
zur Lokalisation und Verteilung der untersuchten Proteine machen. Dies konnte
allerdings Hinweise auf mogliche Wirkmechanismen liefern. Es konnte daher von

Interesse sein, die Proteine getrennt in Membran, Cytosol und Kern zu untersuchen.

5.6 Fazit

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression der Proteine EGFR,
DNA-PKcs und XRCC1 sowohl zwischen verschiedenen Tumorentititen, aber auch
innerhalb einer Tumorart (Plattenepithelkarzinom) eine gro3e Heterogenitit aufweist.
Weiterhin konnte dargestellt werden, dass ein Zusammenhang zwischen der EGFR-
Expression und der Expression der beiden DNA-Reparaturproteine DNA-PKcs und
XRCCI1 besteht. Dieses Ergebnis ist von besonderer Bedeutung, gerade im Hinblick auf
die Tatsache, dass eine EGFR—Uberexpression hiufig mit einer Radioresistenz assoziiert
ist. Die in dieser Arbeit nachgewiesene Korrelation zwischen EGFR und den beiden
Reparaturproteinen DNA-PKcs und XRCCI1 konnte somit zur Aufkldrung dieses
Zusammenhangs beitragen. Danach sollten Tumorzellen mit verstirkter EGFR-
Expression ebenfalls eine erhohte Expression der DNA-Reparaturproteine aufweisen.
Dies sollte dementsprechend =zu einer verbesserten Reparaturkapazitiat fiir
Doppelstrangbriiche fiihren, was eine erhohte Radioresistenz zur Folge haben sollte. Der
genaue Regulationsmechanismus zwischen EGFR-Expression und der Expression
dieser DNA-Reparaturproteine lédsst sich derzeit jedoch noch nicht beschreiben. Hierzu

sind die oben genannten, weiterfithrenden Experimente notwendig.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Mittels Western Blot wurden fiir dreizehn Zelllinien verschiedener Tumorentititen,
zehn Zelllinien derselben Tumorentitédt (Plattenepithelkarzinom) sowie drei Normal-
fibroblastenzelllinien Untersuchungen zur basalen EGFR-, DNA-PKcs- und XRCCl1-
Proteinexpression durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass in Tumorzelllinien
generell eine sehr groBe Heterogenitit beziiglich des Ausmalles der EGFR- sowie der
DNA-PKcs- und XRCC1-Expression besteht. Dies gilt sowohl fiir unterschiedliche als
auch identische Tumorentitit (Plattenepithelkarzinom). Des Weiteren liegt eine
Uberexpression des EGFR nicht - wie oft vermutet - in allen Tumorzelllinien vor.

Der Vergleich dieser drei Proteine zeigt eine Korrelation zwischen der Expression des
EGFR und den DNA-Reparaturproteinen DNA-PKcs (12=0.514, p=0.0002) und XRCC1
(r2=0.231, p=0.0174). Es besteht ebenfalls eine Korrelation zwischen der DNA-PKcs-
und XRCCI1-Proteinexpression (r?=0.552, p<0.0001). Diese Korrelation deutet auf einen
Zusammenhang zwischen der Expression des EGFR und der Expression von DNA-
Reparaturproteinen hin und auch auf die damit einhergehende Radioresistenz dieser
Tumore.

Um Hinweise auf mogliche Regulationsmechanismen zu erhalten, die dieser Korrelation
zugrunde liegen, wurde RNAi gegen EGFR in drei Zelllinien mit unterschiedlicher
basaler EGFR-Expression eingesetzt. Die EGFR-Expression liel sich in allen drei
Zelllinien durch die Behandlung mit siRNA um etwa 60 Prozent reduzieren. Trotz
dieser deutlichen Reduktion konnte unter den gewihlten Bedingungen jedoch kein
Effekt auf die Expression der beiden DNA-Reparaturproteine festgestellt werden. Dies
kann entweder bedeuten, dass dieser oben dargestellte Zusammenhang keine
funktionelle Ursache hat. Es kann aber ebenfalls damit erkldrt werden, dass aufgrund
der langen Halbwertszeit dieser DNA-Reparaturproteine noch keine Abnahme
beobachtet wurde.

In der vorliegenden Arbeit konnte somit ein Zusammenhang zwischen der Expression
des EGFR und der fiir die Reparatur von Doppelstrangbriichen essentiellen Proteine
DNA-PKcs und XRCCI festgestellt werden. Dieses Ergebnis konnte die bei erhohter
EGFR-Expression auftretende Radioresistenz erkldren. Die genauen Regulations-
mechanismen, die dieser Korrelation zugrunde liegen, sind derzeit jedoch noch nicht

abschlieend aufgeklirt. Hierfiir sind weitere Experimente erforderlich.
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