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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Das Bronchialkarzinom ist ein aggressiv wachsender, schnell metastasierender Tumor.
Knapp anderthalb Millionen Menschen sterben jahrlich an den Folgen dieses hoch malig-
nen Tumors. Die heutigen Therapieformen sind nicht sehr erfolgsversprechend und die 5-
Jahres-Uberlebensrate ist unverandert schlecht. Diese beiden Tatsachen machen das Su-
chen nach neuen effektiveren Therapieformen notwendig.

Auch beim Chordom ist die Suche nach verbesserten (nicht-chirurgischen) Therapien
sinnvoll, da operative Entfernungen an den typischen Erscheinungsorten des Chordoms
im Bereich der Wirbelséaule schwerwiegende Folgen bei Schadigungen der Nachbarstruk-
turen haben kdnnen.

In vielen Studien wurde der stark antiproliferierende Effekt der beiden Medikamente
Erlotinib und Everolimus beschrieben, deren Ansatzpunkte der EGF-Rezeptor bzw. mTOR
ist. Im Vergleich zur Monotherapie zeigte die Kombination beider Medikamente eine noch
effektivere Wachstumshemmung der untersuchten Zellen.

Aus diesem Grund galt es in dieser Arbeit folgende Fragen zu klaren:

- Haben die Medikamente Erlotinib und Everolimus einen antiproliferatorischen

Effekt auf kleinzellige Bronchialkarzinomzellen und Chordomzellen in vitro?

- Bei welchen Zelllinien ist dieser Effekt am hochsten bzw. welche Medikamen-

tenkonzentrationen und -kombinationen sind am effektivsten?

- Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Haufigkeit der Expression des
EGR-Rezeptors bzw. mTORs und dem wachstumshemmenden Effekt?
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2 Einleitung

2.1 Das Bronchialkarzinom

2.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Bronchialkarzinom ist weltweit der haufigste maligne Tumor des Mannes und der
vierthaufigste der Frau. Als Krebstodesursache steht dieser Tumor bei Mannern an Platz
eins, bei Frauen an Platz zwei (Jemal et al., 2011).

Im Jahr 2008 machte das Bronchialkarzinom bezogen auf alle neu entdeckten Krebser-
krankungen einen Anteil von 13% (1,6 Millionen) aus. 18% (1,4 Millionen) aller Todesfélle
durch Krebserkrankungen gehen auf das Bronchialkarzinom zurtick (Jemal et al., 2011).
Mit einer durchschnittlichen Gesamt-5-Uberlebensrate von ca. 10-15 % ist die Prognose
seit vielen Jahren unverandert schlecht (Becker, 2010).

Hauptrisikofaktor fur die Entstehung eines Bronchialkarzinoms ist das inhalative Rauchen
von Zigaretten (Ezzati et al., 2005). Dabei ist der kausale Zusammenhang zwischen Rau-
chen und Bronchialkarzinom durch eine Fulle epidemiologischen Studienmaterials fest
etabliert (Becker, 2010). Die Dauer und Haufigkeit des Zigarettenkonsums korreliert mit
der Haufigkeit des Auftretens eines Bronchialkarzinoms. Zur Risikoeinschatzung eines Pa-
tienten gibt es die sogenannten "Packungsjahre”. Ein Packungsjahr entspricht dem Ziga-
rettenkonsum von 20 Zigaretten pro Tag fur ein Jahr. Bei mehr als 40 Packungsjahren
liegt das Risiko an einem Bronchialkarzinom zu erkranken 60 bis 70 mal héher als bei ei-
nem Nichtraucher (Henne-Bruns et al., 2007). Mit einem Anteil von 1% sind berufliche
Karzinogenexpositionen fur die Bildung dieses Karzinoms verantwortlich. Insbesondere
die Exposition mit Asbest, Radon und Quarzstauben sind als berufliche Risikofaktoren an-
zufuhren. Kommen die berufliche Exposition und das Rauchen zusammen, l&sst sich

durch synergistische Effekte ein noch hoheres Risiko beobachten (Arasteh et al., 2009).

2.1.2 Klassifikation

Das Bronchialkarzinom lasst sich in verschiedene histomorphologische Subtypen untertei-
len. Eine weltweit gultige Klassifikation hat die World Health Organisation (WHO) im Jahr
1999 verdffentlicht (Tab. 2.1).
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Aufgrund der unterschiedlichen Prognose und Therapierbarkeit ist insbesondere die Un-
terscheidung zwischen kleinzelligen Bronchialkarzinomen (SCLC = small cell lung cancer)
und nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen (NSCLC = non small cell lung cancer) Kklinisch
relevant. Die Kkleinzelligen Bronchialkarzinome werden aufgrund ihrer hohen
Chemosensibiltat primar mittels Chemotherapie behandelt, wahrend die nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinome priméar operativ entfernt werden.

Beim kleinzelligen Bronchialkarzinom lasst das histologische Bild kleine, nacktkernig er-
scheinende, zytoplasmaarme Tumorzellen mit hyperchromatischen und runden bis spin-
delférmigen Zellkernen erkennen (Junker und Petersen, 2009). Die Tumorzellen gehen
vermutlich aus Zellen des APUD Systems hervor, so dass das kleinzellige Bronchialkarzi-
nom als neuroendokriner Tumor eingestuft wird (Onuki et al., 1999). Entsprechend ist das
SCLC mit einer erhdhten Rate paraneoplastischer Endokrinopathien assoziiert. Um das
kleinzellige Bronchialkarzinom von pulmonalen Lymphominfiltraten unterscheiden zu kon-
nen, sind immunhistochemische Untersuchungen zur Expression neuroendokriner Marker
wie Chromogranin A, Synaptophysin und CD56 (neural cell adhesion molecule, NCAM)
geeignet (Junker und Petersen, 2009).

Die nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome werden weiter in Plattenepithelkarzinome,

Adenokarzinome und grof3zellige Karzinome eingeteilt (Tab. 2.1).
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Anteil an allen

Typ Subtyp Bronchialkarzinomen

* papillares Plattenepithelkarzinom
* klarzelliges Plattenepithelkarzinom

Plattenepithelkarzinom |* kleinzelliges Plattenepithelkarzinom 30 - 40 %
* basaloides Plattenepithelkarzinom

* tubulares Adenokarzinom
* papillares Adenokarzinom
* bronchio-alveolares Adenokarzinom

Adenokarzinom » solides Adenokarzinom (mit Muzinbildung) 30-40%
* weitere
kleinzelliges Karzinom |[* kombiniert kleinzelliges Karzinom 20 - 30 %

* groRRzelliges neuroendokrines Karzinom

* basaloides Karzinom

* lymphoepitheliales Karzinom

* klarzelliges Karzinom

* groRRzelliges Karzinom mit rhabdoidem Phéano-
typ

groR3zelliges Karzinom 10%

Tab 2.1 Histologische Klassifikation des Bronchialkarzinoms. Nach der Klassifikation der WHO 1999.
Anteil an Bronchialkarzinomen (Aebert, 2008)

2.1.3 Staging und Stadieneinteilung

Ein international festgelegtes und reproduzierbares Staging soll zur prognostischen Ab-
schatzung, zur exakten Therapieplanung und aus Grinden der Qualitatssicherung bei al-
len Tumorpatienten gemacht werden. Die anatomische Ausbreitung des Tumors wird mit-
tels der TNM-Klassifikation festgelegt, welche 1946 von Denoix eingefuhrt wurde (Moun-
tain, 1997). Bei der Einteilung des Tumorstadiums werden die drei folgenden Komponen-
ten berucksichtigt:

T - Ausdehnung des Priméartumors

N - Fehlen, Vorhandensein und Ausdehnung von regionaren Lymphknotenmetastasen

M - Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen.

Durch Hinzufiigen von Ziffern zu diesen drei Komponenten wird das Ausmal’ der malignen
Erkrankung angezeigt: T1-4; NO-3; MO-1. In Tabelle 2.2 ist die Einteilung des Bronchial-
karzinoms nach dem TNM7-Staging-System aufgefuhrt. Diese siebte Edition der TNM-
Klassifikation basiert auf Daten von 81.015 Patienten, die zwischen 1990 und 2000 erho-

ben wurden (Rami-Porta et al., 2009).
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T (Primartumor)

TX » Tumor kann nicht radiologisch oder
bronchoskopisch bewertet oder erkannt wer-
den, histopathologisch lassen sich maligne Zel-
len im Sputum nachweisen

TO * kein Anhalt fir Prim&rtumor

Tis » Carcinoma in situ

T1 » Grolle: x <3 cm

« Tla: x<2cm
e Tlbh: 2cm=<x<3cm
» Lokalisation: Lobarbronchus oder weiter distal
* lokale Invasion: keine, umgeben von Lungen-
gewebe oder viszeraler Pleura
T2 » GroRe: 3cm<x<7cm
« T2a: 3cm<x<5cm
* T2b: 5cm<x<7cm
oder weist eines der folgenden Merkmale auf:
» Lokalisation: Hauptbronchus mit einem Ab-
stand = 2 cm von der Carina
» assoziierte Atelektase oder obstruktive Entziin-
dung bis zum Hilius, aber nicht in der gesamten
Lunge
* lokale Invasion: Beteiligung der viszeralen
Pleura
T3 » GrofRe: 7 cm < X

oder weist eines der folgenden Merkmale auf:

* Lokalisation: Hauptbronchus mit einem Ab-
stand < 2 cm von der Carina

* assoziierte Atelektase oder obstruktive Entzin-
dung der gesamten Lunge

» lokale Invasion: direkte Infiltration der Brust-
wand (einschlief3lich Tumoren des Sulcus su-
perior), des Zwerchfells, des Nervus phrenicus,
des parietalen Perikards oder der mediastina-
len Pleura

» Satellitentumoren befinden sich im gleichen

Lobus wie der Primartumor

10
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T4 » Tumor jeder Gro3e mit Invasion einer der fol-
genden Strukturen:
. Mediastinum
. Herz
. grol3e GefalRe
. Trachea
. Nervus laryngeus recurrens
. Osophagus
. Wirbelkorper
. Carina

» Satellitentumoren befinden sich in einem
ipsilateralen anderen Lobus als der Primartu-

mor
N (Lymphknoten) NX * regionare Lymphknoten kdnnen nicht bewertet
werden
NO » kein Befall der regionaren Lymphknoten
N1 * Metastasen in ipsilateralen peribronchialen

und/oder ipsilateralen hilaren Lymphknoten
auch bei direkter Invasion in die Lymphknoten

N2 » Metastasen in ipsilateralen mediastinalen
und/oder subcarinalen Lymphknoten

N3 » Metastasen in kontralateralen mediastinalen,
kontralateralen hilaren, ipsi- oder kontralatera-
len Skalenus- oder supraklavikularen Lymph-

knoten
M (Fernmetastasen) MO » Fernmetastasen nicht nachweisbar
M1 » Fernmetastasen nachweisbar

* Mla: Satellitentumoren im kontralateralen
Lungenlobus, Tumoren mit malignen
Pleura- oder Perikarderglssen

* M1b: Fernmetastasen in extrapulmonalen
Organen

Tab 2.2: TNM-Klassifikation des Bronchialkarzinoms. Nach der Klassifikation des TNM7-Lungenkrebs-
Staging-System (Lababede, 2011)

Unter Berucksichtigung dieser TNM-Einteilung fihrte Mountain 1997 eine klinische
Stadieneinteilung ein, bei der jedes Stadium verschiedene Auspréagungen des Bronchial-
karzinoms mit ahnlichen Prognosen und Therapiemdglichkeiten zusammenfasst (Moun-
tain, 1997). Die hier aufgefuhrte Einteilung (Tab. 2.3) beruht auf der siebten Edition der
TNM-Klassifikation fur Bronchialkarzinome (Lababede et al.,, 2011). Die Werte zur 5-
Jahres-Uberlebensrate stammen von Rami-Porta et al. (2009) und sind an die neueste

Stadieneinteilung adaptiert.
11
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5-Jahres-Uberlebensrate
Stadium Ul Klinische Pathologische
Klassifikation Klassifikation
Occult carcinoma [Tx NO MO
0 Tis NO MO
1B T2a NO MO 47% 58%
A Tla/b N1 MO
T2a N1 MO o 46%
T2b NO MO 36% 6%
1B T2b N1 MO
T3 NO MO 26% 36%
A T(1-3)N2 MO
T3 N1 MO 19% 24%
T4 NO-1 MO
B T4 N2 MO
T1-4 N3 MO 7% 9%
\Y Jedes T, jedes N, M1 204 13%

Tab 2.3: Stadieneinteilung des Bronchialkarzinoms. Stadieneinteilung nach Lababede et al. (2011), 5-

Jahres-Uberlebensrate nach Rami-Portaet al. (2009).

Statt der TNM-Stadieneinteilung wird beim SCLC in der klinischen Praxis die vereinfachte

Klassifikation der Veterans Administration Lung Study Group (VALG) in limited disease

und extensive disease angewendet (Micke et al., 2002) (Tab. 2.4). Grundlage dieser Ein-

teilung ist die Tumorausbreitung, die der wesentliche Prognose bestimmende Faktor beim

SCLC ist.

Klassifikation

Beschreibung

Limited disease

» Krankheit ist auf einen Hemithorax beschrankt

» mit oder ohne Befall der mediastinalen, kontralateralen

oder ipsilateralen supraklavikularen oder Skalenus-

Lymphknoten

Extensive disease

» Alles, was Uber den Befall der limited disease hinaus

geht

Tab. 2.4: Klassifikation des kleinzelligen Bronchialkarzinoms nach der VALG

12
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2.2 Das kleinzellige Bronchialkarzinom

2.2.1 Epidemiologie und Atiologie

Das kleinzellige Bronchialkarzinom macht einen Anteil von 15-20 % unter den
Bronchialkarzinomen aus und gilt als rasch wachsender, sehr aggressiver Tumor (Simon
und Wagner, 2003; Turrisi et al., 1999). Seine Entstehung ist ebenso wie die des nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinoms eng mit Tabakkonsum assoziiert (Simon und Wagner,
2003).

Im Vergleich zum nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom neigt das kleinzellige Bronchial-
karzinom zu friher Metastasenbildung und hat eine hohe Rezidivrate. Zum Zeitpunkt der
Diagnose liegt bei zwei Dritteln der Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom eine ex-
tensive disease vor, bei der ein kurativer Therapieansatz nicht mehr mdglich ist (De
Ruysscher et al., 2006).

Entsprechend ist die Prognose beim SCLC mit einer sehr niedrigen mittleren 5-Jahres-
Uberlebensrate von 3,5% schlecht (5-Jahres-Uberlebensrate limited disease: 4,8% und
extensive disease: 2,3%). Unter Therapie betragt die mediane Uberlebenszeit 10 bis 16
Monate beim Vorliegen einer limited disease, bzw. 6 bis 12 Monate bei einer extensive
disease (Von Pawel et al., 1999).

2.2.2 Diagnostik

Zu den diagnostischen Mitteln, die zur Erkennung eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms
herangezogen werden, gehdren Anamnese, klinische Untersuchungen, Labor- und
Biopsiediagnostik sowie bildgebende und endoskopische Verfahren (Rivera und Metha,
2007). Effektive Methoden dieses Karzinom frihzeitig zu entdecken fehlen allerdings
(Kazarian und Laird-Offringa, 2011).

Symptome treten beim kleinzelligen Bronchialkarzinom relativ spat auf und sind eher un-
spezifisch. Das intrapulmonale, lokale Wachstum fiihrt zu nicht tumorspezifischen Symp-
tomen wie Husten und Auswurf, chronischen, rezidivierenden Pneumonien und Dyspnoe.
Lediglich Hamoptysen/Hamoptoe zeigen mit hoherer Wahrscheinlichkeit das Vorliegen ei-
nes Bronchialkarzinoms an. Weitere wichtige Symptome sind Thoraxschmerzen, Heiser-
keit, obere Einflussstauung, vergroéRerte supraklavikulare Lymphknoten, Knochenschmer-
zen und pathologische Frakturen, Horner—Syndrom, Fieber und Gewichtsverlust von mehr

als 10% des Normalgewichts und paraneoplastische Syndrome (Karazian und Laird-

13
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Offringa, 2011). Diese Symptome sind Folgen der mediastinalen Tumorausbreitung, der
Entstehung von Metastasen und/oder der neuroendokrinen Aktivitat des Tumors und wei-
sen auf ein fortgeschrittenes Tumorstadium hin.

Die Rontgen-Thoraxaufnahme in zwei Ebenen ist die Grundlage der Diagnostik, an die
sich bei Tumorverdacht standardmafig eine Computertomografie (CT) anschlief3t. In spe-
ziellen Fallen konnen weitere bildgebende Verfahren wie Kernspintomografie (MRT),
Positronenemissionstomografie-Computertomografie (PET-CT), endobronchiale Sonogra-
fie etc. erforderlich sein. Die histopathologische Diagnose kann beim SCLC in der Regel
mittels bioptischer oder zytologischer Untersuchungen im Rahmen einer Bronchoskopie
gestellt werden, da die Tumoren aufgrund ihres zentralen, hilusnahen Wachstums gut zu
erreichen sind. In Einzelfallen ist eine percutane oder endosonographische Feinnadelbi-
opsie der suspekten Lungenrundherde oder suspekter Lymphknoten notwendig.

Im Rahmen des weiteren Stagings sind ein CT des Thorax und Abdomens, ein CT oder
MRT des Schédels, eine Knochenszintigrafie und/oder eine Knochenmarkspunktion obli-
gat.

Weiterhin sind kardiopulmonale sowie laborchemische Untersuchungen als Vorbereitung
fur die invasive Diagnostik sowie fur die Planung des therapeutischen Vorgehens uner-
l&sslich. Die Bedeutung von labordiagnostischen spezifischen Tumormarkern (NSE) des
SCLC ist umstritten und allenfalls in der Verlaufs- und Rezidivkontrolle von Bedeutung.

2.2.3 Therapie

Zentrale Therapiemal3nahme beim SCLC ist die Durchfiihrung einer Kombinationschemo-
therapie, die stadienabhangig durch lokale TherapiemafRnahmen erganzt wird. Generell
wird bei Patienten mit einer limited disease ein kurativer, bei Patienten mit einer extensive
disease ein palliativer Therapieansatz verfolgt (Micke et al., 2002).

Operative Eingriffe stellen lediglich im Stadium T1-2, NO-1, MO eine Behandlungsoption
dar, mussen aber immer durch eine Chemotherapie und gegebenenfalls Strahlentherapie
erganzt werden. Eine prophylaktische Schadelbestrahlung senkt dabei die intrazerebrale
Rezidivrate und verlangert das Uberleben. Eine Therapiealternative in diesen friihen Sta-
dien ist die Durchfiihrung einer Chemostrahlentherapie analog zum Vorgehen bei Patien-
ten mit weiter fortgeschrittener, aber noch lokal begrenzter Erkrankung (Goeckenjan et al.,

2010). Zum Zeitpunkt der Diagnose liegt das SCLC allerdings meist in einem fortgeschrit-

14
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tenen Stadium vor, so dass eine operative Therapie nur bei sehr wenigen Patienten
durchgefuhrt werden kann (Cooper und Spiro, 2006).

Patienten mit bestrahlungsfahiger Tumorausdehnung in Stadien hoher als T2 oder N1 sol-
len eine kombinierte Chemostrahlentherapie erhalten (Raez et al., 2005; Kurup und Hanna
2004; Aisner und Abrams, 1989; Goeckenjan et al., 2010). Als Therapie der ersten Wahl
haben sich vier bis sechs Zyklen Cisplatin in Kombination mit Etoposid bewahrt (Raez et
al., 2005; Ohe, 2004; Kurup und Hanna, 2004; Mascaux et al., 2000; Aisner und Abrams,
1989). Ahnlich gute Ergebnisse liefert Carboplatin in Verbindung mit Etoposid. Bei dieser
Therapievariante konnte man eine geringere Ubelkeit, weniger Erbrechen und eine ernied-
rigte Nieren- und Neurotoxizitat feststellen (Kosmidis et al., 1994). Bei einer extensive
disease werden auch anthrazyklinhaltige Regimes oder Kombinationen aus
Topoisomerase-I-Inhibitoren, Taxanen oder Gemcatibin plus Cisplatin bzw. Carboplatin
eingesetzt. Die Wahl des jeweiligen Chemotherapieregimes hangt dabei auch vom Leis-
tungsindex und den Vorerkrankungen des individuellen Patienten ab.

Ein neuer Therapieansatz mit Irinotecan und Cisplatin gibt Hoffnung fir eine Verbesse-
rung der Therapierbarkeit des kleinzelligen Bronchialkarzinoms. Dieser hatte im Vergleich
zur Therapie mit Cisplatin und Etoposid eine mediane Uberlebensrate von 12,8 statt 9,4
Monaten aufzuweisen. Die 2-Jahres-Uberlebensrate lag bei der Therapie mit Irinotecan
und Cisplatin bei 19,5% im Vergleich zu 5,2% bei der Etoposide-Cisplatin-Therapie (Noda
et al.,, 2002).

Bei bestrahlungsfahiger Tumorausbreitung sollte die Bestrahlung mit dem ersten oder
zweiten Zyklus der Chemotherapie beginnen und zweimal taglich fir einen Zeitraum von
zwei bis drei Wochen durchgefuihrt werden bei einer GHD von 45Gy (Raez et al., 2005).
Bei allen Patienten mit Remission nach Induktionstherapie sollte zur Vorbeugung eine Be-
strahlung im Kopfbereich stattfinden (prophylactic cranial irradiation) (Ohe, 2004; Raez et
al., 2005; Kurup und Hanna, 2004). Bei Patienten mit Fernmetastasen muss gepruft wer-
den, ob eine konsolidierende Primartumorbestrahlung oder eine symptomorientierte pallia-
tive Bestrahlung erforderlich ist.

Die Behandlung des SCLC wird dadurch erschwert, dass der Tumor Resistenzen gegen
die Chemotherapeutika entwickeln kann (Triller et al., 2006). Um dem entgegenzuwirken
wurde mehreren Ansatzen nachgegangen wie z. B. Erhéhung der Dosis (Cohen et al.,
1977), Verkirzung der Zeitintervalle zwischen den Medikamentengaben (Souhami et al.,
1994), Schutz des Knochenmarks durch GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen kolonie-
stimulierender Faktor), Therapien mit sehr hohen Dosen und anschlieRender Reinfusion

von Knochenmark, welches vor der Behandlung entnommen wurde (Harper und Souhami,
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1985). All diese Versuchsansatze zeigten keine siginifikante Verbesserung der 5-Jahres-
Uberlebensrate und konnten zudem aufgrund von hamatologischen Nebeneffekten der
hoch dosierten Chemotherapeutika nicht immer ausgefiihrt werden (Sekine et al., 2003).
Ohnehin vertragen Patienten mit einer extensive disease eine Erhéhung der Dosis nur
sehr schlecht (Ihde et al., 1994).

In einer Studie wurde eine Gruppe von Patienten mit konventionellen Dosen von Cisplatin,
Cyclophosphamid, Etoposid und Doxorubicin im Wechsel mit Bestrahlung des Thorax be-
handelt. Die andere Gruppe wurde in gleicher Weise behandelt mit dem Unterschied, dass
die Konzentrationen von Cyclophosphamiden und Cisplatin im ersten Behandlungszyklus
um 20% erhoht wurden. Die zweite Gruppe wies dabei eine 2-Jahres-Uberlebensrate von
43% statt 26% wie bei der konventionell behandelten Gruppe auf (Arrigada et al., 1993).
Trotz der hohen Chemosensibilitéat der meisten Patienten mit SCLC in der Initialtherapie,
der sogenannten First-Line Therapie, tritt bei ca. 80% der Patienten mit limited disease
und nahezu allen Patienten mit extensive disease ein Rezidiv auf (Hurwitz et al., 2009;
Kurup und Hanna, 2004).

In einer Studie zur Untersuchung der Rezidivhaufigkeit, wurde herausgefunden, dass der
Zeitpunkt des Rezidivs abhéngig von dem Ansprechen der Therapie war. Die Ergebnisse
wurden in die Remissiongrade komplette Remission (cr), partielle Remission (pr) und no
chance (nc) eingeteilt und mit den entsprechenden Neigungen zur Rezidivbildung aufge-

fuhrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2.5 dargestellt.

Remissionsgrad Kriterien Rezidiv
* Alle extranodalen Herde * Erste 6 Monate rezidivfrei
Komplette Remission verschwunden o . ZWi_schen dem 6. -8. Lag e_in_e
(cr) * Alle Lymphknoten sind im geringe Zunahme der Rezidive
Durchmesser < 10 mm * Ab dem 9. Monat starke Zu-
nahme
Partielle Remission |+ Rickgang der Summe » Erneute Progression innerhalb
(pr) aller Herde um = 30% von 12 Monaten
* Oder auch stable disease |+ Erneute Progression innerhalb
No chance (sd) von 6 Monaten
(nc) * Riuckgang um < 30%
» Keine Zunahme > 20 %

Tab 2.5: Rezidivhaufigkeit des kleinezelligen Bronchialkarzinoms Kriterien nach (Eisenhauer et al.,
2009), Rezidiv nach (Wolf et al., 1987)
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Bei Progression oder Rezidiv des SCLC kommt eine Second-Line Therapie zum Einsatz.

Sie ist in der Regel nicht so effektiv wie die First-Line Therapie, wobei der Therapieerfolg
von den eingesetzten Medikamenten und ihrer Wirkung auf den Tumor im Rahmen der
First-Line Therapie sowie der Lange des progressionsfreien Intervalls abhangt (Huisman
et al., 1999). Nichtsdestotrotz wurde gezeigt, dass die Second Linie Therapie die mediane

Uberlebensdauer von 2,2 auf 5,3 Monate verbessert hat (Sundstrom et al., 2005)
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2.3 Das Chordom

2.3.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Chordom ist ein langsam, aber lokal aggressiv und invasiv wachsender maligner Tu-
mor, welcher im Bereich der Schéadelbasis und des Kreuzbeins, seltener im Verlauf der
Wirbelsaule, auftritt (Diaz und Cusimano, 2011; Pamir und Ozduman, 2008; Walcott et al.,
2012). Es entsteht aus den Uberresten der fetalen Chorda dorsalis (Notochord) (Pamir
und Ozduman, 2008; Chugh et al., 2007).

60% aller Chordome werden am sakralen Ende der Wirbels&ule diagnostiziert, 25% an der
Schéadelbasis, 10% im zervikalen Bereich der Wirbelsdule und nur 5% im thorako-
lumbalen Bereich (Fletcher, 2002). Eine ahnliche anatomische Verteilung haben benigne
Tumoren der Chorda dorsalis, die bei 20% der Erwachsenen gefunden werden (Yamagu-
chi et al., 2008). Diese Tatsache lasst vermuten, dass das Chordom aus benignen Tumo-
ren der Chorda dorsalis entsteht (Yamaguchi et al., 2004; Deshpande et al., 2007).

Das Chordom tritt relativ selten auf. Bezogen auf alle malignen Knochentumoren macht es
nur einen Anteil von 1-4% aus (McPherson et al., 2006; Boriani et al., 1996; Walcott et al.,
2012), wobei die Anzahl der Neuerkrankungen pro Jahr bei 0,51 bis 8 pro Millionen Ein-
wohner liegt (Diaz und Cusimano, 2011; McMaster et al., 2001; Dorfman und Czerniak,
1995; Eriksson et al., 1981). Generell sind alle Altersgruppen von einem Chordom betrof-
fen. Das mittlere Erkrankungsalter der Patienten mit sakralem Chordom liegt bei ca. 65
Jahren. Bei Chordomen an der Schadelbasis Uberwiegt der Anteil von Patienten zwischen
dem 30. und 40. Lebensjahr (McMaster et al., 2001; Cho et al., 2008; Diaz und Cusimano,
2011). Bei den sakralen Chordomen sind Manner doppelt so haufig betroffen wie Frauen
(Hulen et al., 2006; Diaz und Cusimano, 2011).

Fernmetastasen treten relativ spat auf und betreffen zum Zeitpunkt der Diagnose 5-40%
aller Patienten (Mc Pherson et al., 2006). Die Mortalitdt der Chordompatienten wird ent-
scheidend davon beeinflusst, dass dieser Tumor dazu neigt, lokale Rezidive zu bilden
(Walcott et al., 2012). Die mittlere Uberlebenszeit liegt bei 56 Monaten (bei einer Streuung
von 1 bis 171 Monaten), im Fall einer Fernmetastasierung sogar nur bei 11 Monaten
(Bjornsson et al., 1993; Baratti et al., 2003). Die Langzeitprognose von Chordompatienten
ist mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate zwischen 47% und 80% und einer 10-Jahre-
Uberlebensrate von 16% bis 39% nach wie vor unbefriedigend (Diaz und Cusimano, 2011;
Jian et al., 2011; Walcott et al., 2012).
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Aufgrund des geringen Vorkommens existieren in der Literatur momentan wenige Studien
Uber das Chordom (Mc Pherson et al., 2006).

2.3.2 Klassifikation

Das Chordom lasst sich nach der Internationalen Klassifikation der Krankheiten fir die
Onkologie (ICD-O) wie in Tabelle 2.6 dargestellt einteilen.

Subtyp ICD-O Codes
Chordom NOS 9370/3
Chondroides Chordom 3971/3
Entdifferenziertes Chordom 9372/3

Tab 2.6: Einteilung des Chordoms nach ICD-O der WHO, DIMDI ICD-O 3 (Fletcher, 2002)

Der entdifferenzierte Subtyp hat eine schlechtere Prognose als der chondroide. Das
chondroide Chordom &hnelt histologisch sowohl einem niedrig-malignen Chondrosarkom
als auch einem Chordom und man findet es ausschlief3lich an der Schadelbasis. Der ent-

differenzierte Typ hingegen kommt ausschlie3lich am Kreuzbein vor (Freyschmidt, 2010).

2.3.4 Diagnostik

Die klinische Manifestation von Chordomen variiert und hangt von der Lokalisation des
Tumors ab. Die Dauer zwischen dem Auftreten der ersten Symptome bis zur Diagnose-
stellung liegt bei 14 bis 24 Monaten (Diaz und Cusimano, 2011).

Generell sind die haufigsten Beschwerden der Patienten mit Chordom Schmerzen und
neurologische Ausfélle. Patienten, die ein Chordom an der Schadelbasis aufweisen, leiden
am haufigsten unter Kopfschmerzen, Diplopie, herabgesetzter Sehscharfe und Lahmung
des Nervus abducens, da diese Chordome h&ufig Richtung Clivus wachsen (Forsyth et al.,
1993; Colli und Al-Mefty, 2001). Je nachdem welche Hirnnerven geschadigt sind, kommen

andere Symptome hinzu.
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Kranial oder zervikal gelegene Chordome kdnnen bei Ausbreitung gegen die Speicheldri-
sen oder den Kiefer stof3en, so dass man falschlicherweise annehmen koénnte, dass der
Tumor von diesen Strukturen ausgeht (Radner et al., 2001).

Patienten mit einem sakralen Chordom weisen Schmerzen im Bereich der Lendenwirbel-
saule, des lliosakralgelenks und des GesalRes auf. Durch Irritationen der segmental aus-
tretenden Spinalnerven kann es neben Schmerzen zu sensiblen und motorischen Stérun-
gen im Bereich des Beckens und der unteren Extremitadten kommen. Je nach Grof3e und
sakraler Lage des Chordoms kénnen Blasen- und Mastdarmstérungen auftreten
(Chandawarkar, 1996).

Folge der Kompression der Spinalnerven oder des Riuckenmarks sind bei Patienten mit
einem Chordom im Verlauf der Wirbelsdule lokale oder radikulare Schmerzen und
Dysasthesien sowie motorische Stérungen, die bis zur Querschnittslahmung reichen
kénnen (Choi et al., 2010; Wippold et al., 1999). GroRe Gewebsvermehrungen im
praevertebralen Bereich konnen auch Brustschmerzen, Dysphagie oder Dyspnoe
hervorrufen (Diaz und Cusimano, 2011).

In der Diagnostik kommen insbhesondere die Magnetresonanz- und Computertomographie
als bildgebende diagnostische Verfahren zur Anwendung (Oot et al., 1988). Das radiolo-
gisch typische Bild eines Chordoms ist ein osteolytischer Tumor mit einzelnen Verkalkun-
gen und einer extraossaren Weichteilkomponente. Bestatigt wird die Diagnose durch Bi-
opsie und histologische Untersuchung.

UbergroRe Reste der Chorda dorsalis, Hamartome oder benigne Tumoren der Chorda
dorsalis kdnnen auch histologisch nicht immer klar von einem Chordom abgegrenzt wer-
den. Vorsicht ist bei der Entscheidung der einzusetzenden Therapie geboten, um einer

Uberbehandlung vorzubeugen (Riopel und Michot, 2007).

2.3.5 Therapie

Die Therapie der Wabhl ist die radikale chirurgische Resektion mit einer weiten Ausrau-
mung des Tumors im Gesunden, die mit einer besseren Uberlebensrate assoziiert ist
(Diaz und Cusimano, 2011; Walcott et al., 2012). Je nach der lokalen Ausbreitung kdnnen
dabei aber neurologische Zentren geschadigt werden, was zu entsprechenden Funktions-
ausfallen und einer eingeschrénkten Lebensqualitat fuhrt (Walcott et al., 2012). Weiterhin
kann die anatomische Ausdehnung des Chordoms dazu fuhren, dass eine kurative en-
bloc Resektion nicht durchgefiihrt werden kann (Walcott et al., 2012). 20% der chirurgisch

behandelten Patienten entwickeln trotz radikaler Resektion nach einem Jahr ein Rezidiv
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(Colli und Al-Mefty, 2001; Diaz und Cusimano, 2011). In der Regel wird eine Strahlenthe-
rapie an die chirurgische Behandlung angeschlossen, obwohl das Chordom aufgrund sei-
nes langsamen Wachstums eine geringe Strahlensensibilitat aufweist und hohe Strahlen-
dosen von uber 60 Gy erforderlich sind (Noel et al., 2003). Die Nahe des Bestrahlungs-
felds zu vital und funktionell wichtigen Zentren limitiert dabei den Einsatz der konventionel-
len Hochdosis-Strahlentherapie. Die Einfihrung der Protonen-Beam-Bestrahlung ermdg-
licht inzwischen eine optimierte Bestrahlung des Tumors bei weitgehender Schonung des
umgebenden Gewebes und wird in vielen Zentren als adjuvante Standardtherapie beim
Chordom eingesetzt (Noel et al., 2003; Diaz und Cusimano, 2011; Walcott et al., 2012).
Das Chordom ist nicht sensibel gegeniber konventionellen Chemotherapeutika (Chugh et
al., 2007; Jawad und Scully, 2010; Walcott et al., 2012). Molekulare Analysen ergaben,
dass Chordome bestimmte Wachstumsfaktoren wie z. B. PDGFR (platelet-derived growth
factor receptor) und EGFR (epidermal growth factor receptor) Gberexprimieren und mit ei-
ner Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 (phosphorylated signal transducer and
activator of transcription 3) assoziiert sind (Weinberger et al., 2005; Yang et al., 2009).
Diese Ergebnisse bilden die Basis fur die Entwicklung neuer molekularer Therapien des
Chordoms. In einigen Studien konnte ein therapeutischer Effekt von Tyrosinkinase-
Inhibitoren und spezifischen EGFR-Inhibitoren beim Chordom nachgewiesen werden (Diaz
und Cusimano, 2011; Walcott et al., 2012). Weitere molekulare Therapeutika wie mTOR-
Inhibitoren (mammalian target of rapamycin) oder STAT3-Inhibitoren sind Gegenstand lau-
fender Studien und noch nicht abschlieRend untersucht (Schwab et al, 2009; Yang et al.,
2009).
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2.4 Erlotinib

Erlotinib ist ein selektiver Inhibitor des EGF (epidermal growth factor)-Rezeptors, einem
transmembranen Tyrosinkinase-Rezeptor. Es hemmt die Bindung von Adenosin-
Triphosphat (ATP) an die Tyrosinkinase Domane des Rezeptors, wodurch alle nachge-
stellten Kaskaden unterbunden werden (Cataldo et al., 2011) (Abb. 2.1).
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Abb 2.1.: a) Funktionsweise und b) Strukturformel von Erlotinib (modifiziert nach Dowell et al., 2005)

Der EGFR (auch ERBB1 oder HER1) gehért zur ERBB Rezeptorfamilie genauso wie
ERBB2 (auch HER2/neu), ERBB3 (auch HER3) und ERBB4 (auch HER4). Die ERBB-
Familie wiederum gehoért zu der RTK (receptor tyrosine kinase)-Superfamilie (Reid et al.,
2007).

Der EGF-Rezeptor findet sich auf nahezu allen Zellen von Saugetieren und reguliert
Wachstum, Proliferation und Differenzierung der Zelle, apoptotische Vorgange sowie
Angiogenese (Oda et al., 2005).

Er wird stimuliert durch die endogenen Liganden EGF (epidermal growth factor) und TGF-
a (transforming growth factor-alpha), die eine Dimerisation des Rezeptors bewirken. Nach
dieser Stimulation wird die intrazellulare Tyrosinkinase aktiviert, die wiederum den Zellzyk-
lus (Zimmermann et al.,, 2006) und intrazellulare Kaskaden wie den MAPK (mitogen-
activated protein kinase) und den PI3K (phosphatidylinositol-3-Kinase) Signalwege in

Gang setzt (Cataldo et al., 2011). Viele maligne Tumore wie die Karzinome der Lunge,
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des Darms, der Ovarien, der Blase, des Kopfes und Halses zeigen eine erhdhte Expressi-
on des EGF-Rezeptors (Grandis und Sok, 2004).

Aus diesem Grund wird die Wirkung des selektiven EGFR-Inhibitors Erlotinib in der mole-
kularen Therapie zahlreicher Tumoren untersucht.

Erlotinib ist in Deutschland seit einigen Jahren fur die Therapie des fortgeschrittenen
NSCLC und des Pankreaskarzinoms zugelassen. Beim NSCLC wird Erlotinib als Second-
Line-Therapie nach Versagen der herkdmmlichen Chemotherapie eingesetzt. Seit 2011 ist
Erlotinib auch fur die First-Line-Erhaltungstherapie bei fortgeschrittenem NSCLC zugelas-
sen. Beim nicht resezierbaren Pankreaskarzinom wird Erlotinib mit Gemcitabin als First-
Line-Therapie verwendet. Erlotinib wird einmal taglich oral eingenommen.

Als haufigste Nebenwirkung tritt ein schwerer Hautausschlag (rash) auf. Es wurde
beobachtet, dass ein vermehrter und langer andauernder Hautausschlag auch zu einem
besseren Behandlungergebnis gefihrt hat (Wacker et al., 2007). Der genaue
Zusammenhang ist allerdings noch nicht bekannt (Pérez-Soler et al., 2005). Weitere
Nebenwirkungen sind Diarrhoe, Haarverlust und Mukositis (Herbst et al., 2005; Giaccone
et al., 2006).

Der EGF-Rezeptor kann mutieren. Eine bestimmte Mutationsform ist die sogenannte
T790M Mutation. Liegt diese vor, kann Erlotinib nicht an der Tyrosinkinase-Doméane des
EGFR andocken und die nachgeschalteten Signalkasdaden werden in Gang gesetzt. Die
Mutation wurde bei 50% der Patienten nachgewiesen, die wahrend einer Tyrosinkinase-

Inhibitorbehandlung einen Ruckfall erlitten haben (Bean et al., 2007).

2.5 Everolimus

Everolimus (RADOO1) ist ein synthetisches Derivat von Sirolimus (Rapamycin) und gehort
zur Klasse der mTOR (mammalian target of rapamycin)-Inhibitoren (Formica et al., 2004)
(Abb. 2.2).

MTOR, auch FKBP-Rapamycin-assoziiertes Protein, ist ein Enzym, das bei allen
Saugetieren zu finden ist, und zur Gruppe der Serin/Threonin-Kinasen gehoért (Shaw und
Cantley, 2006). MTOR st ein Schlisselenzym innerhalb einer der wichtigsten

Signaltransduktionskaskaden, dem PI3K/Akt/mTOR-Signalweg. Dieser Weg reguliert viele
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wichtige zellulare Funktionen wie Zellproliferation, Zellwachstum, Proteinbiosynthese,
Apoptose und Angiogenese (Chan, 2004). Der mTOR-Signalweg wird von Faktoren wie
Insulin, Wachstumsfaktoren und dem Ernahrungsstatus reguliert, wobei ein niedriges
Nahrstoffangebot mTOR hemmt (Bianco et al., 2008). Die mTOR Uberexpression bzw.
Aktivierung dieses Signalwegs geht mit einer vermehrten Neoangiogenese und
Tumorzellproliferation einher und ist oftmals mit einer Mutation des Tumorsuppressorgens
PTEN assoziiert. Eine Uberexpression oder Mutationen von Proteinen, die mit dem mTOR
Signalweg assoziiert sind, wurde bei zahlreichen Tumoren nachgewiesen (Easton und
Houghton, 2006). Daher ist die mTOR-Inhibition ein interessanter therapeutischer Ansatz
bei einer Vielzahl von soliden Tumoren sowie auch bei malignen hamatologischen
Erkrankungen (Carew et al., 2011).
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Abb. 2.2: a) Funktionsweise und b) Strukturformel von Everolimus (RADO001) (modifiziert nach Atkins et al.,
2009)

Der mTOR-Inhibitor Everolimus bindet zunachst an das im Zytoplasma vorkommende
FK506-Bindeprotein-12 (FKBP12). Der entstandene Komplex ist in der Lage den mTOR-
Komplex-1 (mTORC1=Raptor) zu inhibieren, einer der Signalkomplexe neben mTOR-
Komplex-2 (mTORC2=Rictor), die die mTOR-Kinase regulieren. Dadurch wird die von
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MTOR ausgehende Signalkaskade unterbrochen und alle nachgeschalteten Funktionen
werden unterbunden (Breuleux, 2009). T-Zellen, Blut- und Lymphgefal3zellen, vaskulare
glatte Muskelzellen, sowie Tumorzellen reagieren besonders sensitiv auf die Hemmung
von mTOR durch Everolimus (Blaser-Kiel, 2007).

Der orale mTOR-Inhibitor Everolimus (RADO01) wurde bereits bei vielen Tumorentitaten
im Rahmen klinischer Studien geprift (Boulay und Lane, 2007). Dabei konnte gezeigt
werden, dass Everolimus als Monotherapie einen zytostatischen Effekt aufweist. In Ver-
bindung mit einer Strahlentherapie konnten sogar synergistische Effekte auf das Tumor-
wachstum nachgewiesen werden (Jiang und Liu, 2008). Beim kleinzelligen Bronchialkarzi-
nom wird Everolimus eingesetzt, wenn sich das Turmorwachstum nach zwei Chemothera-
pien nicht einstellt, der Performance Status der ECOG (Eastern Cooperative Oncology
Group) bei 0-2 liegt und eine angemessene Knochenmark-, Leber- und Nierenfunktion be-
steht (Tarhini et al., 2009). Everolimus ist in der Tumortherapie des fortgeschrittenen Nie-
renzellkarzinoms und der neuroendokrinen Tumoren pankreatischen Ursprungs seit 2009
bzw. 2011 als Arzneimittel zugelassen.

Primar wurde Everolimus als Immunsuppressivum bei Organtransplantationen eingesetzt.
Es beugt einer AbstolRungsreaktion vor, in dem es die Zytokinstimulation der T- und B-
Zellaktivierung inhibiert, ein Fortschreiten des Zellzyklus von der G1- in die S-Phase ver-
hindert und so die Zellproliferation inhibiert. Die haufigsten Nebenwirkungen von
Everolimus sind Anamie, Leukopenie, Thrombopenie, Hypercholesterinamie,
Hypertriglyzeridamie, Wundheilungsstérungen, Stomatitis, Pneumonitis etc. (Albiges et al.,
2012; Borders et al., 2010).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zelllinien

Die Versuche wurden mit einer Chordom- und fiinf kleinzelligen Bronchialkarzinomzellli-
nien (H69, H82, OH1, OH3, SW2) durchgefuhrt. Die kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen
wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Uwe Zangemeister-Wittke von der Universitat Bern
zur Verfugung gestellt. Die Chordomzellen wurden im Institut fur Anatomie und Experi-
mentelle Morphologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf etabliert.

Bei allen diesen Zellen handelt es sich um Suspensionszellen, es liegt also ein nicht adha-

rentes Wachstum vor.

3.1.2 Medikamente

Die oben genannten Zellen wurden im Rahmen der Proliferationsversuche mit den Medi-
kamenten Erlotinib und Everolimus inkubiert.

Erlotinib ist ein selektiver Inhibitor des EGF-Rezeptors und wird von Roche unter dem
Handelsnamen Tarceva® vertrieben. Gelést wurde Erlotinib mit DMSO und PBS zu glei-
chen Teilen, sodass eine 2 mM Stammldsung mit einem DMSO Anteil von 50% vorlag.
Everolimus ist ein Inhibitor des Proteins mTOR und wird von der Novartis Pharma AG, Ba-
sel (CH) vertrieben. Geldst wurde Everolimus in Ethanol zu einer 10 mM Ldsung.

Gelagert wurden die Lésungen bei -20°C im Tiefkuhlschrank.
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Es wurde ausschlie3lich unter sterilen Bedingungen an einer Hera Safe Sicherheitsbank
(Heraeus Instruments, Deutschland) mit den oben genannten Zellkulturen gearbeitet. Die
Zellen wurden in einem Brutschrank bei Standardbedingungen (37°C, 100% Luftfeuchtig-
keit, 5% CO,-Luftgehalt) in 50 ml Zellkulturflaschen (Nunclon, Nunc, Roskilde, Danemark)
gehalten.

Bei dem Chordom und den Zellen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms handelt es sich
um Suspensionszellen. Beim Passagieren wurden die Zellen zunachst resuspendiert. An-
schlieBend wurden 15 ml der Zellsuspension in ein 30 ml WeilRkappenréhrchen gegeben
und 5 Minuten bei 1500 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Das verbrauchte Zellkul-
turmedium wurde abpipettiert und die Zellen mit frischem Medium aufgeschwemmt. 10 ml
dieser Suspension wurden dann in eine neue Zellkulturflasche mit frischem Medium gege-
ben. Als Grundlage des Zellkulturmediums diente RPMI, welches mit 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin, 2mM L-Glutamin und 10% hitzeinaktiviertem fetalen Kalberserum

versetzt wurde.

3.2.2 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit dem CASY-Cell Counter Analyser System
(CASY-Technology, Scharfe Systems GmBH, Reutlingen, Deutschland). Hiermit kénnen
die Konzentration und die GroRRenverteilung der vitalen Zellen gemessen werden.
Zunachst werden 100 pl Zellsuspension in 10 ml CASY-Ton gegeben, so dass man eine
Verdinnung von 1:100 erhalt. Diese Suspension wird von einer Prazisions-Messkanile
eingesogen. Das Gerat unterscheidet vitale von devitalen Zellen mithilfe von elektrischen
Widerstandsmessungen. Devitale Zellen haben aufgrund ihrer nicht mehr intakten Zell-
membran einen anderen elektrischen Widerstand als vitale Zellen. Mit den gemessenen
Widerstanden kann zusétzlich die Grol3e der Zellen bestimmt werden.

Wichtig bei allen Messungen ist, dass die Zellen einzeln durch die Messkanile gelangen.

Deshalb wurden die Zellen vor jeder Messung resuspendiert und durch ein Sieb gegeben.

27



Material und Methoden

3.2.3 XTT- Proliferationsassay

Die \Vitalitdit und Proliferationsaktivitat der Zellen wurden mittels des XTT-
Proliferationsassay bestimmt. Bei diesem Test wird das gelbe Tetrazoliumsalz (XTT) durch
mitochondriale Dehydrogenasen vitaler Zellen in den orangefarbenen Farbstoff Formazan
umgewandelt. Die Umsetzung des XTT ist proportional zu der Anzahl vitaler stoffwechsel-
aktiver Zellen. Der dadurch entstandene Farbumschwung der Suspension konnte mittels
ELISA-Reader (Dynatech MR 3.13 Mikroelisa Reader) gemessen werden.

Das Cell Proliferation Kit Il (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) wurde fur die Messun-
gen verwendet. Es wurden 5,0 ml XTT labeling reagent mit 0,1 ml electron coupling
reagent gemischt, was einer XTT Endkonzentration von 0,3 mg/ml entspricht. Jeweils 50
Ml dieser Mischung wurden pro well in die 96-well-Platte gegeben. Nach 4 bzw. 6 Stunden
Inkubation im Brutschrank und entsprechender Umsetzung des XTT konnte die Zellzahl
und Vitalitat fotometrisch bestimmt werden. Die Messung der Extinktion erfolgte bei einer

Wellenlange von 490 nm und einer Referenzwellenlange von 630 nm.

3.2.4 Erstellung der Eichkurven

Um zu bestimmen, bei welcher Konzentration die Zellen ein optimales exponentielles
Wachstumsverhalten aufweisen, wurden fur jede Zellreihe (OH1, OH3, SW2, H69, H82,
Chordom) Eichkurven erstellt (Abb. 3).

90 pl Zellsuspension unterschiedlicher Konzentrationen wurden jeweils in sechsfach-
Ansétzen auf einer 96-well-Platte ausgesat. Zudem wurden sechs wells mit jeweils 90 pl
Zellkulturmedium als Leerwert fir den ELISA-Reader pipettiert. Dieser Wert wurde be-
nutzt, um den Extinktionsgrad des Mediums zu bestimmen und von den Versuchswerten
abzuziehen, so dass das Medium damit fotometrisch neutral war. Anschlie3end erfolgte
eine Inkubation im Brutschrank fir 24 Stunden unter den bereits beschriebenen Standard-
bedingungen. Danach wurde in jedes well einer 96-well-Mikrotiterplatte 10 pl DPBS
pipettiert. Die Platten wurden fir weitere drei Tage inkubiert. Anschlielend wurde die
Zelldichte mittels des Cell Proliferation Kit Il ermittelt und Messungen mit dem ELISA-
Reader nach 4 und 6 Stunden gemacht. Alle Daten wurden in ein Diagramm eingetragen,

anhand dessen man ermitteln konnte, bei welcher Konzentration ein exponentielles
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Wachstum vorliegt. So wurden fir alle Zellen die optimale Konzentration und Zeit ermittelt,
mit denen der Proliferationsassay durchgefuhrt werden konnte.

Fir alle Zellen wurde die Inkubationszeit von 4 Stunden mit XTT verwendet. Es ergaben
sich folgende Zellkonzentrationen:

OH1 80.000 Zellen/ml,
OH3 100.000 zellen/ml,
H69 200.000 zellen/ml,
H82 200.000 zellen/ml,
SW2 120.000 Zellen/ml und
Chordom 50.000 Zellen/ml.
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Abb.3: Eichkurven der Bronchialkarzinomzellen H69, H82, OH1, OH3 und SW2 und der
Chordomzellen. Aufgefihrt ist die Absorption der fotometrischen Messung in Abhéngigkeit zur
Zellzahlkonzentration.
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3.2.5 Zellproliferationsassay mit Zusatz von Erlotinib und Everolimus

Die Zellen wurden auf den Mikrotiterplatten in einem Sechsfachansatz ausgesat. Alle
Versuche wurden in mindestens drei unabhéngigen Durchlaufen wiederholt.

In die ersten sechs wells wurde 90 pl Kulturmedium und 10 yl DPBS als Leerwert gege-
ben. Die weiteren wells wurden jeweils mit 90 ul Zellsuspension beflllt mit der aus der
Eichkurve ermittelten Konzentration. Die Platten wurden 24 Stunden in den Brutschrank
gestellt, um bei Standardbedingungen zu proliferieren. Anschliefiend wurden 10 ul der
Medikamente in die wells gegeben. Bei der Monotherapie mit Erlotinib wurden die Kon-
zentrationen 0,5 yM, 1,0 uM, 5,0 pM und 10 uM verwendet. Bei der Monotherapie mit
Everolimus 1 nM, 5 nM und 10 nM. Fur die Kombinationsversuche, bei denen beide Medi-
kamente verwendet wurden, wurden alle Konzentrationen von Erlotinib und Everolimus
kombiniert, so dass man auf 12 Anséatze kam. Um einen moglichen Einfluss der Losungs-
mittel auszuschliel3en wurden bei allen Versuchen Lésungsmittelkontrollen (90 pl Zellsus-
pension + 10 pl verdinntes Losungsmittel) mitgefuhrt. Nach weiteren 72 Stunden wurde
das Prolieration Kit Il angewandt, um die Proliferation und Vitaltat der mit den Medikamen-

ten behandelten Zellen mithilfe des ELISA-Readers zu messen.

3.2.6 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit der Software Graph Pad Prism 5 (Graph Pad TM, San
Diego, USA) durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der XTT-Tests sind als Mittelwert £ SEM von mindestens drei unabhangi-
gen Versuchen dargestellt. Die Extinktion der Lésungsmittelkontrollzellen wurde dabei ei-
ner Zellzahl von 100% gleichgesetzt, die Extinktion der behandelten Zellen entsprach dem
prozentualen Anteil der Kontrolle. Die Signifikanz der Werte wurde mittels des one-way
ANOVA und dem Bonferroni Multiple Comparison Test festgestellt. Ein Wert wurde als
signifikant betrachtet, wenn p < 0,05 war (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). Bevor die
Daten diese Tests durchliefen, wurden sie durch eine graphische Analyse auf ,Ausreiler”
bewertet. Diese Werte resultierten aus Mess- und methodischen Fehlern und wurden fir

die Gesamtanalyse der Werte ausgeschlossen.
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3.2.7 Immunhistochemische Farbung

Die funf Bronchialkarzinomzelllinien und die Chordomzellen wurden hinsichtlich des EGF-
Rezeptors und mTOR immunhistochemisch untersucht.

Als Analyseverfahren wurde bei der EGFR Immunhistochemie das CSA-System
(catalyzed signal-amplification) angewandt. Die in Paraffin eingebetteten Schnitte wurden
zunachst in Xylol entparaffiniert und anschlielend in Aqua dest. Uberfuhrt. Fur die EGFR
Farbung wurden die Schnitte mit 0,1% Trypsin in TBS-Puffer fir 10 Minuten im Wasserbad
bei 37°C vorbehandelt. Anschliel3end wurden die Schnitte dreimal fur je 5 Minuten in TBS-
Puffer gespult. Um das endogene Biotin zu blockieren wurden die Praparate mit einem
Avidin-Block (DAKO, Glostrup, Danemark) und einem Biotin-Block behandelt (DAKO,
Glostrup, Danemark). Zunachst wurde der Avidin-Block auf die Praparate gegeben und fir
15 Minuten bei Raumtemperatur in einer Feuchtkammer gelagert. Nach erneuter 3 maliger
Spulung mit TBS-Puffer wurde der Biotin-Block ebenfalls fir 15 Minuten aufgetragen und
wieder wie oben beschrieben gespilt. Um eine Hintergrundfarbung bei der nachfolgenden
Detektion zu verhindern wurde fur 15 Minuten ein Proteinblock aus dem CSA-Kit (DAKO,
Glostrup, Danemark) aufgetragen.

Zum Nachweis des EGF-Rezeptors wurde der Primarantikbrper EGFR Dako (M7239)
(DAKO, Glostrup, Danemark) tiber Nacht bei 4°C in einer Verdinnung von 1:500 auf die
Praparate gegeben. Als Isokontrolle wurde Mouse IgG1l (DAKO, Glostrup, Danemark) in
einer Verdinnung von 1:125 verwendet. Nach der Inkubation tUber Nacht wurden die
Schnitte wie oben beschrieben dreimal gespuilt. Parallel zum Spilen wurde der
Streptavidin-Biotin-Komplex angesetzt, der sich aus 2 ml Streptavidin-Biotin-Complex
Diluent (Verdiinnungsmedium) (DAKO), zwei Tropfen Reagenz A und zwei Tropfen Rea-
genz B zusammensetzt (DAKO). Danach wurde der biotinylierte sekundéare anti-Maus-
Antikorper (link AG, CSA Kit, DAKO) fur 15 Minuten auf die Praparate gegeben. Ein drei-
maliges Spulen folgte. Der schon angesetzte Streptavidin-Biotin-Komplex wurde nun
ebenfalls fir 15 Minuten auf die Schnitte gegeben. Parallel dazu wurde die TNB-Mischung
bestehend aus 5 ml TBS und 25 pl Proteinblock (DAKQO) angesetzt. Nach dreimaligem
Spulen wurde die TNB-Mischung mit Amplification Reagenz im Verhéltnis 1:10 verdinnt,
wobei 1 Teil Amplification Reagenz und 9 Teile TNB-Mischung verwendet wurden, und fir
15 Minuten inkubiert. Dreimal wurden die Praparate danach gespuilt. Zur Detektion wurde
Streptavidin alkalische Phosphatase (DAKO K 5005) fur 15 Minuten auf die Schnitte ge-
geben. Nach dreimaligem Spulen erfolgte die Entwicklung mit permanent red, welches fir
5 Minuten auf den Praparaten blieb und anschlieend unter flieRendem Leitungswasser
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gespult wurde. Fur die Kernfarbung wurden die Objekttrager fir 5 Sekunden in Hamalaun
getaucht und anschlieend fur 10 Minuten unter flieRendem Leitungswasser geblaut.
Nach kurzem Spilen mit Aqua dest. wurden die Schnitte mit Aquatex (Microscopy
Aquatext, Merck HCI 0985) eingedeckt und bei Raumtemperatur getrocknet. Als Positiv-
kontrolle wurde humane Tonsille verwendet.

Die immunhistochemische Farbung von mTOR unterschied sich in folgenden Punkten: Die
Vorbehandlung der Schnitte erfolgte mit Citratpuffer in einem Druckkochtopf bei 121°C fur
10 Minuten, als Isotypenkontrolle wurde Kaninchen IgG 1:10000 verdinnt verwendet, der
Primarantikdrper war Phospho mTOR (Ser 2448) (Cell Signaling), der sekundéare Antikor-
per war Schwein-anti-Kaninchen 1:200 verdinnt und wurde fur 30 Minuten bei Raumtem-
peratur angewandt. Zur Farbung wurde statt permanent red DAB benutzt und die Positiv-

kontrolle war ein Mammakarzinom.
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4 Ergebnisse

4.1 Ubersicht

Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der Versuche des Proliferationsassays und

der immunhistochemischen Farbung dargestellt.

4.2 Proliferationsassay

Sowohl die kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen H69, H82, OH1, OH3 und SW2, als auch
das Chordom wurden im Rahmen einer Monotherapie und Kombinationstherapie mit den
Medikamenten Erlotinib und Everolimus inkubiert.

Die Zellen wurden in der Monotherapie mit Erlotinib in den Konzentrationen 0,5 uM, 1 uM,
5 yM und 10 pM behandelt. Everolimus wurde in den Konzentrationen 1 nM, 5 nM und 10
nM angewandt.

In der Kombinationstherapie wurden alle Konzentrationen, die von Erlotinib und
Everolimus in der Monotherapie verwendet wurden, kombiniert, so dass man auf zwolf
Konzentrationskombinationen kommt.

Die Ergebnisse wurden in ein S&ulendiagramm eingetragen, in dem der Anteil lebender

Zellen gegen die Konzentration des jeweiligen Medikaments eingetragen wurde.
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4.2.1 Monotherapie
4.2.1.1 Erlotinib
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Abb. 4.1: Proliferationsverhalten von kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen und Chordomzellen unter
Einfluss von Erlotinib: Die jeweiligen Zellen wurden mit 0,5 pM, 1 yM, 5 yM und 10 pM inkubiert. Aufge-
fuhrt ist der Anteil an vitalen Zellen in Abhangigkeit von den jeweiligen Medikamentkonzentrationen. Im Dia-

gramm zu sehen ist der Mittelwert + SEM, One-Way ANOVA (Post-Test: Bonferroni‘s Multiple Comparison
Test)
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Bei OH3 und SW2 liel sich in der Monotherapie mit Erlotinib keine signifikante Hemmung

der Proliferation beobachten. H69 und das Chordom wiesen eine signifikante Hemmung

auf:

* H69: 5 uM Erlotinib

* H69: 10 uM Erlotinib

* Chordom: 0,5 yM Erlotinib
* Chordom: 5 pyM Erlotinib

* Chordom: 10 yM Erlotinib

90,48 %***
82,33 %o***
93,97 %*

88,35 %***
87,33 %o***

(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)

(vitale Zellen)

Die grofite Hemmung der Proliferation lag bei den Zellen der Linien OH1 und H82:

* OH1: 0,5 uM Erlotinib
* OH1:1 uM Erlotinib

* OH1: 5 uyM Erlotinib

* OH1: 10 uM Erlotinib
* H82: 0,5 uM Erlotinib
* H82 1 uM Erlotinib

* H82: 5 uM Erlotinib

* H82: 10 uM Erlotinib

86,40 %*
86,92 %*
75,18 %***
61,64 % ***
80,52 %***
84,98 %**
71,70 %***
64,76 %***

(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)

(vitale Zellen)
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4.2.1.2 Everolimus
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Abb. 4.2: Proliferationsverhalten von kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen und Chordomzellen unter
Einfluss von Everolimus (RADO001): Die jeweiligen Zellen wurden mit 1 nM, 5 nM und 10 nM inkubiert.
Aufgefiihrt ist der Anteil an vitalen Zellen in Abh&angigkeit von den jeweiligen Medikamentkonzentrationen. Im
Diagramm zu sehen ist der Mittelwert + SEM, One-Way ANOVA (Post-Test: Bonferroni‘s Multiple

Comparison Test)
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Im Vergleich zur Monotherapie mit Erlotinib hat Everolimus bei allen Zelllinien auf3er H82

einen grolReren inhibitorischen Effekt auf die Proliferation der Tumorzellen:

* H69: 1 nM Everolimus

* H69: 5 nM Everolimus

* H69: 10 nM Everolimus

* OH1: 1 nM Everolimus

* OH1: 5 nM Everolimus

* OH1: 10 nM Everolimus

* OH3: 1 nM Everolimus

* OH3: 5 nM Everolimus

* OH3: 10 nM Everolimus

* SW2: 1 nM Everolimus

* SW2: 5 nM Everolimus

* Chordom: 1 nM Everolimus
* Chordom: 5 nM Everolimus

* Chordom: 10 nM Everolimus

56,10 % ***
52,74 % ***
59,62 % ***
60,26 % ***
49,95 % ***
46,16 % ***
72,23 %***
75,75 %***
82,40 %***
85,94 %o***
81,01 %***
87,72 %***
79,08 %***
77,21 %***

(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)

(vitale Zellen)
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4.2.2 Kombinationstherapie
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Abb. 4.3: Proliferationsverhalten von kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen und Chordomzellen unter
Einfluss von Everolimus (RAD001) und Erlotinib:Die jeweiligen Zellen wurden mit 1 nM, 5 nM und 10 nM
Everolimus und 0,5 pyM, 1 uM, 5 pM und 10 puM Erlotinib in Kombination inkubiert. Aufgefuhrt ist der Anteil an
vitalen Zellen in Abhangigkeit von den jeweiligen Medikamentenkonzentrationen. Im Diagramm zu sehen ist
der Mittelwert + SEM. One-Way ANOVA (Post-Test: Bonferroni‘s Multiple Comparison Test)

39



Ergebnisse

Bei der Kombinationstherapie von Erlotinib und Everolimus wurde die Hemmung der Proli-

feration der kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen und der Chordomzellen im Vergleich zur

Monotherapie verstarkt. Dies ist besonders deutlich bei den OH1 Zellen zu sehen, bei de-

nen alle Konzentrationskombinationen zu einer hoch signifikanten Hemmung der Zellproli-

feration fuhrten. Mit steigender Konzentration der Medikamente erhdhte sich auch der an-

tiproliferative Effekt, der dosisabhangig zwischen ca. 50% und 80% lag. Der hemmende

Effekt auf die Zellproliferation war bei den H82 Zellen &hnlich hoch wie bei den OH1 Zel-

len. Auch hier konnte die starkste Wirkung bei den beiden hochsten Erlotinib-

Konzentrationen in Kombination beobachtet werden:

* H69:
* HBO9:
* HBO9:
* H69:
* H69:
* HBO9:
* HBO9:
* H69:
* H69:
* H69:
* H69:
* H69:
» H82:
» H82:
» H82:
« H82:
» H82:
» H82:
» H82:
» H82:
» H82:
» H82:
» H82:
» H82:

* OH1:

1 nM Everolimus/ 0,5 yM Erlotinib
1 nM Everolimus/ 1 uM Erlotinib

1 nM Everolimus/ 5 uM Erlotinib

1 nM Everolimus/ 10 yM Erlotinib
5 nM Everolimus/ 0,5 uM Erlotinib
5 nM Everolimus/ 1 uM Erlotinib

5 nM Everolimus/ 5 uM Erlotinib

5 nM Everolimus/ 10 uM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 0,5 uM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 1 uM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 5 yM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 10 uM Erlotinib
1 nM Everolimus/ 0,5 yM Erlotinib
1 nM Everolimus/ 1 uM Erlotinib

1 nM Everolimus/ 5 uM Erlotinib

1 nM Everolimus/ 10 uM Erlotinib
5 nM Everolimus/ 0,5 uM Erlotinib
5 nM Everolimus/ 1 yM Erlotinib

5 nM Everolimus/ 5 M Erlotinib

5 nM Everolimus/ 10 uM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 0,5 uM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 1 uyM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 5 uM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 10 uM Erlotinib
1 nM Everolimus/ 0,5 yM Erlotinib

67,60 %***
74,01 %***
67,25 %***
59,74 %***
62,65 %***
61,87 %***
50,60 %***
49,51 %***
61,63 %***
59,64 %***
49,79 Y%o***
44,02 %***
59,33 %***
68,15 %***
45,46 %***
33,15 %***
65,17 %***
58,80 %***
41,59 %***
35,87 %***
66,69 %***
61,34 %***
44,38 Y%o***
39,24 %***
52,22 %***

(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
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* OH1
* OH1
* OH1

* OH1:
* OH1:
* OH1:
* OH1:
* OH1:
* OH1:
* OH1:
* OH1:
* OH3:
* OH3:
* OH3:
* OH3:
* OH3:
* OH3:
* OH3:
* OH3:
* OH3:
* OH3:
* OH3:
* OH3:
« SW2:
« SW2:
*« SW2:
*« SW2:
« SW2:
« SW2:
* SW2:
* SW2:
* SW2:
* SW2:
* SW2:
« SW2:

1 nM Everolimus/ 1 uM Erlotinib

1 nM Everolimus/ 5 uM Erlotinib

1 nM Everolimus/ 10 yM Erlotinib
5 nM Everolimus/ 0,5 uM Erlotinib
5 nM Everolimus/ 1 uM Erlotinib

5 nM Everolimus/ 5 uM Erlotinib

5 nM Everolimus/ 10 uM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 0,5 yM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 1 yM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 5 yM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 10 yM Erlotinib
1 nM Everolimus/ 0,5 yM Erlotinib
1 nM Everolimus/ 1 uM Erlotinib

1 nM Everolimus/ 5 uM Erlotinib

1 nM Everolimus/ 10 yM Erlotinib
5 nM Everolimus/ 0,5 uM Erlotinib
5 nM Everolimus/ 1 uM Erlotinib

5 nM Everolimus/ 5 uM Erlotinib

5 nM Everolimus/ 10 uM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 0,5 yM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 1 uM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 5 uyM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 10 yM Erlotinib
1 nM Everolimus/ 0,5 yM Erlotinib
1 nM Everolimus/ 1 yM Erlotinib

1 nM Everolimus/ 5 yM Erlotinib

1 nM Everolimus/ 10 yM Erlotinib
5 nM Everolimus/ 0,5 uM Erlotinib
5 nM Everolimus/ 1 uM Erlotinib

5 nM Everolimus/ 5 uyM Erlotinib

5 nM Everolimus/ 10 uM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 0,5 uM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 1 uM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 5 yM Erlotinib
10 nM Everolimus/ 10 uM Erlotinib

52,56 %***
31,02 %***
28,31 %***
41,63 %***
38,83 %o***
24,60 %***
19,05 %o***
37,69 %***
36,24 %***
27,47 Y%o***
20,58 %***
82,47 Y%o***
83,93 %o***
84,44 %***
83,46 %***
70,60 %***
72,01 %***
14,27 %***
77,91 %***
73,01 %***
72,67 %***
72,91 %***
72,39 %***
85,52 %o***
82,20 %o***
85,13 %***
85,16 %***
79,34 %***
80,53 %***
77,73 %***
75,26 %***
76,87 %***
71,78 %***
68,48 %***
68,62 %***

(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
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* Chordom
* Chordom
* Chordom
» Chordom
» Chordom
* Chordom
* Chordom
* Chordom
» Chordom
* Chordom
» Chordom
» Chordom

: 1 nM Everolimus/ 0,5 uM Erlotinib
: 1 nM Everolimus/ 1 yM Erlotinib

: 1 nM Everolimus/ 5 yM Erlotinib

: 1 nM Everolimus/ 10 yM Erlotinib

: 5 nM Everolimus/ 0,5 uM Erlotinib
: 5 nM Everolimus/ 1 yM Erlotinib

: 5 nM Everolimus/ 5 yM Erlotinib

: 5 nM Everolimus/ 10 yM Erlotinib

: 10 nM Everolimus/ 0,5 uM Erlotinib
: 10 nM Everolimus/ 1 yM Erlotinib

: 10 nM Everolimus/ 5 uM Erlotinib

: 10 nM Everolimus/ 10 uM Erlotinib

70,63 %***
74,31 %***
80,95 %***
76,42 %***
75,09 %***
12,77 %***
86,37 %**

73,10 %***
68,68 %***
67,56 %***
72,57 %***
61,07 %***

(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)
(vitale Zellen)

(vitale Zellen)
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4.3 Immunhistochemische Farbung

Mithilfe der immunhistochemischen Farbung sollte der EGF-Rezeptor und mTOR nachge-
wiesen werden. Die Ergebnisse sind sowohl in Tabelle 4.1 als auch in den Abbildungen a-I
der Tabelle 4.2 dargestellt. Die Farbungen wurden nach dem sogenannten
immunoreactive score (IRS) ausgewertet. Der IRS ist das Produkt aus der Intensitat der
immnuhistochemischen Farbung (keine Expression = 0, schwach = 1, moderat = 2, stark =
3) und dem Prozentsatz der positiv angefarbten Tumorzellen (< 5% = 0; 5 - 20% = 1; 20 -
50% = 2; 50 - 80% = 3; > 80% = 4). Ein Produkt von 0 wird als keine Expression angege-
ben, 1-4 als schwache, 5-8 als moderate und 9-12 als starke.

Bezogen auf den IRS wiesen alle Zelllinien bei der Farbung mit anti-mTOR die gleiche
moderate Anfarbung auf. Die Ergebnisse beim immunhistochemischen Nachweis des
EGF-Rezeptors fielen hingegen unterschiedlich aus. Eine fehlende Immunreaktivitat liel3
sich bei den Zelllinien H69 und SW2 erkennen. Das Ergebnis fiel bei diesen Schnitten nur
schwach aus. Die Starke der Anfarbung bei den Bronchialkarzinomzelllinien H82, OH1
und OH3 war moderat. Die Chordomzelllinie wies als einzige Zelllinie eine starke Farbung
auf. Es konnten bei dieser Zelllinie also die meisten EGF-Rezeptoren nachgewiesen wer-
den.

Zellen EGFR mTOR
H69 schwach moderat
H82 moderat moderat
SW2 schwach moderat
OH1 moderat moderat
OH3 moderat moderat

Chordom stark moderat

Tab. 4.1: Auswertung der immunhistochemischen Farbung nach dem immunreactive score (IRS). Der
IRS ist das Produkt aus der Intensitat der immnuhistochemischen Farbung (keine Expression = 0, schwach
=1, moderat = 2, stark = 3) und dem Prozentsatz der positiv angefarbten Tumorzellen (< 5% = 0; 5 - 20% =
1; 20 - 50% = 2; 50 - 80% = 3; > 80% = 4). Ein Produkt von 0 wird als keine Expression angegeben, 1-4 als
schwach, 5-8 als moderat und 9-12 als stark.
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el c.w

SW2

Tab 4.2: Immunhistochemischer Nachweis von mTOR und des EGF-Rezeptors: immunhistochemische
Schnitte mit anti-mTOR-Farbung (a (H69), ¢ (H82), e (OH1), g (OH3), i (SW2) und k (Chordom)) und anti-

EGFR-Farbung (b (H69), d (H82), f (OH1), h (OH3), j (SW2) und | (Chordom)).

Chordom
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5 Diskussion

Das kleinzellige Bronchialkarzinom macht einen Anteil von 15-18 % aller Bronchialkarzi-
nome aus (Fischer und Arcaro, 2008; Planchard und Le Pechoux, 2011). Die frihe Meta-
stasierung und die meist spate Diagnose des Tumors aufgrund eines meist lange
symptomlosen Wachstums stellen hohe Anforderungen an die anzuwendende Therapie.
Die Standardtherapie besteht in einer Polychemotherapie, auf die kleinzellige Bronchial-
karzinome in der Regel primar gut ansprechen, und gegebenenfalls einer Radiotherapie.
Allerdings entwickelt ein Grol3teil der Patienten lokoregionare Rezidive und Resistenzen
gegen die angewendeten Zytostatika. In den letzten 20 Jahren gab es keine wirkliche Ver-
besserung in Therapieansatzen (Fischer et al., 2007) und die 5-Jahres—Uberlebensrate
insgesamt liegt unveréandert schlecht bei 5 % (Fischer und Arcaro, 2008) so dass die Su-
che nach neuen verbesserten Therapieansatzen notwendig ist.

Das Chordom weist einen Anteil von 1-4 % aller Knochentumoren auf (McPherson et al.,
2006; Boriani et al., 1996). Die Therapie der Wahl liegt in der chirurgischen Entfernung
des Tumors mit anschlieBender Strahlentherapie. Eine Strahlentherapie ist in den Regio-
nen, in denen das Chordom auftritt, sehr schwierig und es missen sehr hohe Dosen an-
gewandt werden (Casali et al., 2007). Da dieser Tumor in der Nahe des Riuckenmarks ver-
lauft, kann eine chirurgische Entfernung dieses Tumors neuronale Schadigungen grof3en
Ausmales mit sich ziehen (Casali et al., 2007). Aufgrund dessen ist die Suche nach einer
Chemotherapie, die im besten Fall einen chirurgischen Eingriff mit den daraus folgenden

Risiken verhindert, sinnvoll.

Das in den Versuchen verwendete Medikament Erlotinib inhibiert die Anlagerung von
Adenosin-Triphosphat an die Tyrosinkinase Doméane des EGF-Rezeptors. Da eine
vermehrte Expression dieses Rezeptors auf vielen Tumoren unter anderem auch auf dem
Bronchialkarzinom gefunden wurde (Grandis und Sok, 2004) und dieser Rezeptor
malgeblich an der Steuerung der Proliferation, Chemoresistenz und Metastasierung
beteiligt ist (Fischer et al., 2007), ist ein Therapieansatz mit Erlotinib beim kleinzelligen
Bronchialkarzinom prinzipiell sinnvoll.

Das Medikament wurde in einer Studie als first-line Medikation bei einem nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom angewandt. Es wies im Vergleich zu einer Therapie mit
Carboplatin und Gemcitabin ein PFS (progression free survival) von 13,1 statt 4,6 Mona-

ten auf (Felip et al., 2011).
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Das Pankreaskarzinom weist ebenfalls eine erhdhte Expression des EGFR auf (Moore et
al., 2007). Auch hier wurden Therapieansatze mit Erlotinib untersucht. Die Standardche-
motherapie des Pankreaskarzinoms besteht in der Gabe von Gemcitabin. Es konnte aller-
dings gezeigt werden, dass Gemcitabin in Verbindung mit Erlotinib eine signifikant verbes-
serte Uberlebensrate als Gemcitabin alleine hat (Van Cutsem et al, 2009). Die Arbeits-
gruppe hat zwei Gruppen von Patienten herangezogen, die entweder einen inoperablen,
lokal fortgeschrittenen oder schon metastasierten Pankreastumor hatten. Die eine Gruppe
wurde mit Gemcitabin und Erlotinib, die andere mit Gemcitabin und einem Placebo be-
handelt. Die 1-Jahres- Uberlebensrate lag bei der Gruppe mit Erlotinibgabe bei 23 %. Die
andere Gruppe wies hier lediglich einen Anteil von 17 % auf.

In dieser Arbeit wurde im Rahmen einer Monotherapie das Medikament Erlotinib an den
Bronchialkarzinomen und dem Chordom getestet. Lediglich bei zwei Zelllinien (OH1 und
H82) konnte die Proliferation vitaler Zellen um mehr als 20 % inhibiert werden. Bei allen

anderen Zelllinien war der hemmende Effekt kleiner (Tab. 5.1).

Erlotinib

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

mO0,5uM
H1uM
05 uM
110 uM

vitale Zellen (in %)

H69 H82 OH1 OH3 SW2 Chordom
Zelllinien

Tab. 5.1: Proliferationsverhalten von kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen und Chordomzellen unter
Einfluss von Erlotinib: Dargestellt ist der Anteil von vitalen Zellen in Abh&angigkeit der verschiedenen Do-
sierungen von Erlotinib fur die jeweiligen Zelllinien.
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Bei der immunhistochemischen Farbung des EGF-Rezeptors der entsprechenden Zellen
war nur eine schwache bis moderate Farbung zu erkennen. Lediglich beim Chordom fiel
das Ergebnis der Farbung stark aus, wobei die Hemmung der Proliferation nur auf einem
moderaten Level lag. OH1 und H82, bei denen nur eine moderate Farbung vorlag, wiesen
hier eine hdhere Inhibition auf. Das lasst vermuten, dass noch andere Pfade und Zellpro-
zesse fur das Wachstum der Karzinome veranwortlich sind und nicht nur der EGF-
Rezeptor alleine.

In einer Studie konnte sogar gezeigt werden, dass Erlotinib auch bei Metastasen und Kar-
zinomen der Lunge und Knochen wirkt, die kein EGFR exprimieren (Gabr et al., 2012), bei
nicht EGFR-exprimierenden Karzinomen der Leber aber nicht (Gabr et al., 2012). Dies
lasst eine zusatzliche Wirkungsweise von Erlotinib vermuten, die Gber einen anderen Weg

als den des EGF-Rezeptors geht.

Das zweite Medikament, was an den kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen und dem
Chordom getestet wurde, ist Everolimus. Es inhibiert das Protein mTOR, welches Prolife-
ration, Zellwachstum, Proteinbiosynthese, Apoptose und Angiogenese Uber den PI3K/Akt
Signalweg steuert. Aufgrund dieser Funktionen hat mTOR eine zentrale Rolle in der Tu-
mortherapie, speziell beim kleinzelligen Bronchialkarzinom (Marinov et al., 2009). Es konn-
te gezeigt werden, dass Everolimus (RADO001) effektiv kleinzellige Bronchialkarzinomzel-
len bekampfen kann (Marinov et al., 2009). Aus diesem Grund ist Everolimus ein neuer
Ansatz in der Tumortherapie des SCLC.

Die Monotherapie mit Everolimus hatte auf die entsprechenden Zellen einen erkennbaren
grolReren Effekt im Vergleich zu den Versuchen mit Erlotinib. H69, OH1, OH3, SW2 und
das Chordom wiesen hochsignifikante Hemmungen auf. Die einzige Zelllinie, bei der keine
siginifikante Hemmung festgestellt werden konnte, war H82, welche bei der Monotherapie
mit Erlotinib neben OH1 die gréite Hemmung der Proliferation vorzuweisen hatte (Tab.
5.2).
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RADOO1
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=
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g O5nM
[}

: 110 nM
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H69 H82 OH1 OH3 SW2 Chordom
Zelllinien

Tab. 5.2: Proliferationsverhalten von kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen und Chordomzellen unter
Einfluss von RADOOL: Dargestellt ist der Anteil von vitalen Zellen in Abhangigkeit der verschiedenen Dosie-
rungen von RADOO1 fir die jeweiligen Zelllinien.

Dies lasst vermuten, dass Wachstum und Teilung der H82 Zellen eher Uber den EGFR
gesteuert werden als tber den mTOR Signalweg.

Bei der immunhistochemischen Farbung der Zelllinien bezuglich des mTOR-Proteins wie-
sen alle Zellen die gleiche moderate Farbeintensitat auf, woraus man schlielen kénnte,
dass nicht unbedingt die Dichte von mTOR entscheidend fir das Wachstum ist, sondern

noch andere Faktoren hier mitverantwortlich sind.

Bei der Kombinationstherapie schlie3lich lie3en sich die hchsten Hemmungen der Proli-
feration beobachten. OH1 konnte sogar bei der Konzentration von 5 nM Everolimus und
10 uM Erlotinib auf einen Wert von 19,05 %, was die Konzentration der vitalen Zellen an-
geht, reduziert werden. Bei H82 konnten Werte bis 33,15 % gemessen werden. Der bei
der Monotherapie eher geringe hemmende Effekt scheint in Kombination mit Erlotinib zu
verstarkten inhibitorischen Effekten zu flhren, was auf einen synergistischen Effekt
schlielBen lasst (Tab. 5.3). Everolimus und Erlotinib scheinen sich nicht nur in der Hem-

mung der Proliferation gegenseitig zu beeinflussen. Bei Zellen, die gegen EGFR-Hemmer
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100 -
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% 50 -
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10 A
0 .
H69 H82 OH1 OH3 SW2 Chordom
Zelllinien

Tab. 5.3: Proliferationsverhalten von kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen und Chordomzellen unter
Einfluss von RADO0O1 und Erlotinib in Kombination: Dargestellt ist der Anteil von vitalen Zellen in Abhan-
gigkeit der Dosierungsverhaltnisse von Erlotinib und RADOO01 in Kombination fiir die minimale und maximale
Proliferationshemmung. Dosierungsverhéltnis fur die minimale Proliferationshemmung: H69: 1nM
RADO001/1uM Erlotinib, H82: 1 nM RADO001/ 1 uM Erlotinib, OH1: 1 nM RADO001/ 1 pM Erlotinib, OH3: 1 nM
RADO0O01/ 5 uM Erlotinib, SW2: 1 nM RAD001/ 0,5 uM Erlotinib, Chordom: 5 nM RAD001/ 5 pM Erlotinib. Do-
sierungsverhaltnis fir die maximale Proliferationshemmung: H69: 10 nM RAD001/ 10 uM Erlotinib, H82: 1
nM RADO001/ 10 pyM Erlotinib, OH1: 5 nM RADO001/ 10 uM Erlotinib, OH3: 5 nM RADO001/ 0,5 uM Erlotinib,
SW2: 10 nM RADO001/ 5 uM Erlotinib, Chordom: 10 nM RADO001/ 10 yM Erlotinib.

Resistenzen entwickelten, konnten durch Gabe von Everolimus diese sogar wieder sensi-
bel gegen EGFR-Hemmer gemacht werden (Bianco et al., 2008).
In vielen Studien konnte bestétigt werden, dass Erlotinib in Verbindung mit Everolimus ei-
nen groReren inhibitorischen Effekt als alleine auf Krebszellen auslost, was die Synergie
dieser beiden Medikamente untermauert (Bago-Horvath et al., 2012; Porcelli et al., 2013).
So konnte bereits bei den kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen GLC-4 und VL-68 ein sy-
nergistischer Effekt beobachtet werden (Schmid et al., 2010). In dieser Studie wurden die
Zelllinien GLC-4 und VL-68 auch zunachst im Rahmen einer Monotherapie mit Erlotinib
und Everolimus einzeln inkubiert. Bei Everolimus liel3 sich keine signifikante Hemmung der
Proliferation beobachten. Bei der Versuchsreihe mit Erlotinib war lediglich eine geringe
Reduktion der vitalen Zellen um 16 % (GLC-4) bzw. 26 % (VL-68) zu beobachten. In Kom-
bination konnte klar gezeigt werden, dass die beiden Medikamente sich in ihrer Wirkung
gegenseitig verstarken. Die Proliferation von GLC-4 wurde um 72 %, die von VL-68 um 86
% gehemmt. Diese Ergebnisse bestatigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die Kombi-
nationstherapie mit Everolimus und Erlotinib synergistische Effekte aufweist.
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Ahnliche Ergebnisse konnten auch beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom sowie beim
Darm-, Pankreas- und Brustkarzinom beobachtet werden (Johnson et al., 2007; Buck et
al., 2006). Beim atypischen Bronchialkarzinom und grof3zelligen neuroendokrinen Bron-
chialkarzinom wurden ebenfalls synergistische Effekte dieser beiden Medikamente festge-
stellt (Bago-Horvath et al., 2012).

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals ein inhibitorischer Effekt von Everolimus und
Erlotinib auf die Bronchialkarzinomzellen H69, H82, OH1, OH3, SW2 und Chordomzellen
gezeigt werden. Die verschiedenen Konzentrationen bzw. Kombinationen der Medikamen-
te ergaben recht unterschiedliche Ergebnisse. Die Kombinationstherapie mit Erlotinib und
Everolimus zeigte sich als wesentlich wirkungsvoller als die Monotherapien der entspre-
chenden Medikamente, wobei die Intensitat der Wirkung abhéngig von Zelllinie und Kon-
zentration war. Die Zelllinie OH1 hat im Rahmen der Kombinationstherapie die besten Er-
gebnisse vorzuweisen. Ahnlich vielversprechend sind die Ergebnisse von H69 und H82
ausgefallen. Bei der Monotherapie mit Erlotinib schnitten die Zellen H82 und OH1 am bes-
ten ab. Everolimus wirkte am besten bei den Zellen der Linie H69 und OH1. Allerdings
blieb die Starke der Proliferationshemmung bei der Monotherapie hinter der der Kombina-
tionstherapie.

Aus diesem Grund wére es sinnvoll die Kombination beider Medikamente weitergehend
auch in in vivo Studien zu untersuchen.

AulRerdem liegt die Vermutung nahe, dass die beiden Medikamente nicht nur Uber deren
entscheidende Angriffspunkte (EGFR bzw. mTOR) wirken. Anhand der Ergebnisse der
immunhistochemischen Farbung lasst sich erkennen, dass die Dichte von EGFR und
MTOR in keiner Proportionalitdt oder einem sichtbaren Zusammenhang zu dem hemmen-
den Effekt der Medikamente stehen. Andere Wirkungsmechanismen, die diese Medika-

mente moglicherweise aufweisen, gilt es weiter zu untersuchen.
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6 Zusammenfassung

Das kleinzellige Bronchialkarzinom ist ein hochmaligner Tumor, welcher ein schnelles und
aggressives Wachstumsmuster aufweist. Es macht einen Anteil von 20% aller Bronchial-
karzinome aus, welche insgesamt die haufigste Krebstodesursache bei Mannern und die
zweithaufigste bei Frauen darstellen.

Die bestehenden Therapiemdglichkeiten sind begrenzt und die 5-Jahres-Uberlebensrate
ist mit 3,5% unverédndert schlecht. Aus diesem Grund ist es dringend notwendig nach
neuen Therapieansatzen zu suchen.

Das Chordom ist ein wenig erforschter Knochentumor, welcher im Bereich der Wirbelsaule
auftritt. Die Therapie der Wahl besteht in der chirurgischen Resektion dieses Tumors.
Aufgrund der moglichen Schadigung wichtiger umliegender Strukturen sind nicht invasive
Therapiekonzepte anzustreben.

In dieser Arbeit wurden die beiden Medikamente Erlotinib und Everolimus an den
kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen H69, H82, OH1, OH3, SW2 und einer
Chordomzelllinie getestet. Dabei wurde das Proliferationsverhalten untersucht. Die
Ansatzpunkte der Medikamente sind der EGF-Rezeptor und das Protein mTOR. In
immunhistochemischen Verfahren wurden diese Strukturen an den jeweiligen Zelllinien
untersucht.

Zunachst wurden die Zelllinien mit den beiden Medikamenten einzeln inkubert. Bei den
Versuchsreihen mit Erlotinib wurden alle Zelllinien bis auf OH3 und SW2 siginifikant
gehemmt. Bei der Monotherapie mit Everolimus wurden alle Zelllinien signifikant inhibiert,
wobei das Ausmal} der Inhibition durchschnittlich héher lag als bei Erlotinib.

Bei der Kombination beider Medikamente fiel die Hemmung der Proliferation deutlich
groBer aus als im Vergleich zur Monotherapie. Bei der Zelllnie OH1 konnte bei der
Kombination von 5nM Everolimus mit 10 yM Erlotinib eine Hemmung von Uber 80 %
beobachtet werden. Diese deutlich intensivierte Wirkung der Kombinationstherapie im
Vergleich zur Monotherapie lasst auf synergistitsche Effekte dieser Substanzen
schliel3en.

Die Stéarke der Proliferationshemmung korrelierte allerdings nicht mit den Ergebnissen der
immunhistochemischen Auswertung. Bei erhéhten Hemmungen kdnnte man vermehrte
EGF-Rezeptoren bzw. mTOR-Proteine vermuten. Diese Vermutung wurde nicht bestatigt,
was auf andere Wirkungsmechanismen dieser Medikamente hinweisen konnte.

Die Kombinationstherapie der beiden Medikamente ist aufgrund der hochsignifikanten

Hemmungen in den Proliferationsversuchen ein vielversprechender neuer Therapieansatz.
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