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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Orales Plattenepithelkarzinom

In Deutschland wurden im Jahr 2012 477950 Tumari@ankungen (C00-C97 ohne
C44) diagnostiziert; davon 12940 Falle im Bereiels Mund- und Rachenraumes. Dies
entspricht einem Anteill von 2,7 %. Auf der Rangistder haufigsten
Tumorlokalisationen liegen sie hierzulande bei Mé&nnan 7. und bei Frauen an 15.
Stelle (Krebs in Deutschland 2011/12. Robert Koaltilut und Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland 2045). Uber 90 % der Tumore des
Mund- und Rachenraumes sind Plattenepithelkarzin@®aeden restlichen 5 bis 10 %
handelt es sich unter anderen um die von den Sgdicisen ausgehenden
Adenokarzinome. Diese weisen wie das Plattenephghom der Lippen eine
gunstigere 5-Jahres-Uberlebensrate auf. Das Rpittietkarzinom, welches im Bereich
des Mundbodens, der Zunge und des HypopharynJidaka ist, hat dagegen eine
schlechtere Uberlebensprognose. Fiir das Jahr 2Dl die durchschnittliche relative
5-Jahres-Uberlebensrate fir betroffene Manner Beto4 und fur Frauen bei 61 %
(Krebs in Deutschland 2011/12. Robert Koch Instituhd Gesellschaft der

epidemiologischen Krebsregister in Deutschland 2045).

Zu den Risikofaktoren des oralen Plattenepithelkaras gehoért vor allem ein
dauerhafter Tabakkonsum im Synergismus mit AlkoBiaé im Tabak enthaltenen N-
Nitrosamine und aromatischen Kohlenwasserstoffétases karzinogene und toxische
Eigenschaften. Der Konsum von Alkohol alleine hathmkeine karzinogene Wirkung.
Er steigert aber die Epitheldurchlassigkeit denl@mhaut fur karzinogene Stoffe, wie
z.B. fur N-Nitrosamine, die in Zigaretten und K&l enthalten sind. (Ernest et al.
1957, Rothmann und Keller 1972, Wiltfang 2002). Auwter Genuss von Betelnlissen,
welche in vielen Regionen Asiens und bevorzugtndidn verzehrt werden, haben
ahnliche Auswirkungen (Kwan 1976, Stich et al. 1988 et al. 1995). Positiv auf die
Ausbildung des Mundhohlenkarzinoms wirken sich dauch eine vitaminarme
Ernahrung (Vitamin A-Mangel, Eisenmangel), eine lschte Mundhygiene und
schlecht sitzender Zahnersatz aus (Watts 1961)h Air@ale Infektionen werden als
maogliche Risikofaktoren diskutiert: Balaram et kbnnten DNA von verschiedenen
Humanen Papilloma Virus-Typen in 74 % in oralen |8iohhautléasionen feststellen.

Insbesondere die Subtypen 16 und 18, welche hadigme Charakter haben, wurden
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mit Uber 40 % nachgewiesen (Balaram et al. 19%®)che Veranderungen der
Mundschleimhaut konnen oralen Plattenepithelkamigo vorausgehen: Die orale
Leukoplakie ist die haufigste prakanzertse Forrhr{don et al. 1993). Sie ist definiert
als weissliche Schleimhautveranderungen, die anekandere Schleimhauterkrankung
zuruck-zufuhren ist (Kramer et al. WHO 1978). Waldund Shafer untersuchten 1975
3256 Leukoplakie-Félle und stellten fest, dass 2@iéser Lasionen eine dysplastische

Transformation durchliefen.

Das Plattenepithelkarzinom der Mundhohle ist mit4@m héaufigsten im Bereich der
hinteren lateralen und vorderen Zunge lokalisi&nh zweithaufigsten findet es sich in
der Mundbodenregion. Gingiva, bukkale Mukosa undenaGaumen sind seltener
betroffen (Neville and Day 2002). Zusammen mit \weim Gaumen formieren laterale
Zunge und Mundboden eine Region, die hoch anfdllig die Entstehung eines
Karzinoms ist. Zwei mogliche Erklarungen sind hierdienkbar: (1) Karzinogene Stoffe
werden mit dem Speichel der Mundhéhle vermischt,Momdboden gesammelt und
benetzen konstant diese betroffenen Areale. (2)e Efinnere nicht-keratinisierte
Mukosa kleidet diese Regionen der Mundhohle aushewiinstigt das Eindringen fir
karzinogene Stoffe (Jovanovic et al. 1993, Nedle Day 2002).

Das frihe orale Plattenepithelkarzinom ist zunadchstscheinbar. Erst mit
fortschreitendem Wachstum andert sich auch dasg&he Erscheinungsbild: Es wachst
sowohl endophytisch, die umliegende Mukosa ulzendy als auch exophytisch in das
umgebende Gewebe. Schmerzen treten erst dann e, wnliegende Strukturen, wie
z.B. Nervengewebe, durch die Tumorexpansion komprinwerden, Schluck- und
Kaubeschwerden auftreten oder wenn eine Superiafelles Tumors vorliegt. Dies ist
meist im fortgeschrittenen Stadium der Fall. Metagtrungen betreffen in etwa 30 %
der Karzinomfalle primér die regionaren Lymphknoteand ipsilateralen
Halslymphknoten (Shah et al. 1990). Ho et al. hdimrKarzinomen der Zunge in 42 %
zervikale Lymphknotenmetastasen festgestellt. GeUniérfir sind eine gute Gefal-
und  Lymphversorgung der Zunge (Ho et al. 1992ynmetastasen sind selten und
treten auch eher bei Karzinomen der Zunge auf.oBetres Organ ist dann haufig die

Lunge.

Malf3geblich fur die Prognose, sowie die Therapie Maadhohlenkarzinoms ist eine

fruhe Diagnose der Erkrankung. Aufgrund der Lolaim, dem Kklinischen
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Erscheinungsbild und der sparlichen SymptomatikAinfangsstadium erfolgt diese
aber meist spat. Neben der klinischen UntersuchiengViundhdhle, sowie Inspektion
und Palpation der Kopf-Hals-Region ist die Anamnelss Patienten zu erheben,
wodurch karzinogene Stoffe als mogliche Ursachatifigerbar sind. Besteht eine
verdachtige Schleimhautldsion langer als 2 Wochsollte eine Biopsie mit
anschlielBender histologischer Gewebeuntersuchundolgem. Weiterfiihrende
diagnostische Maflinahmen sind Orthopantomogramm {ngitale Volumen-
tomographie, Computertomographie (Thorax-CT), Mags®nanztomographie
(MRT), sowie Sonographie der Halsweichteile. Dienikche Einteilung des oralen
Plattenepithelkarzinoms erfolgt anhand des TNM-8yst Eine einheitliche und
allgemeinguiltige Klassifikation fir Tumore wurdesinals in den 1950er Jahren durch
die Union Internationale Contre le Cancer (UICC)rgemommen und seither
aktualisiert. Sie beurteilt das Vorhandensein urdAlisdehnung des Primé&rtumors in
cm (T), eine Lymphknotenbeteiligung (N von Nodushdudie Existenz bzw.
Abwesenheit von Fernmetastasen (M). Die Klassifikatient als Grundlage fur die
Stadieneinteilung. Tabelle 1 zeigt das TNM-Systein dlas orale Plattenepithel-
karzinom und Tabelle 2 die Stadieneinteilung nachuflage UICC 20009.

Tabelle ITNM-System fur orales Plattenepithelkarzinom na¢G© 2009
(Sobin et al. 2009)

TumorgréiRe (T)

TO kein Hinweis auf einen Primartumor
Tis Carcinoma in situ

T1 <2cm

T2 >2 bis4 cm

T3 >4 cm

T4a Knocheninfiltration, Beteiligung der intrinkien Zungenmuskulatur,
Kieferhohle, Gesichtshaut
T4b Kaumuskulatur, Pterygoid, Schadelbasis, A.ttanoterna

Lymphknotenbeteiligung (N)

NO Kein Hinweis auf Lymphknotenmetastasen
N1 ein ipsilateraler Lk< 3 cm
N2

a einipsilateraler Lk 3-6 cm

b  zwei oder mehr ipsilaterale Lk bis 6 cm

¢ ein oder mehr kontralaterale oder bildéekk bis 6 cm
N3 ein oder mehrere Lk > 6 cm
NX Lk-Befund nicht beurteilbar

Metastasenbildungen (M)

MO Kein Hinweis auf Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
MX Fernmetastasen nicht beurteilbar
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Tabelle 3tadieneinteilung des oralen Plattenepihel-
karzinoms nach UICC 2009

Stadium TNM-Klassifikation

0 Tis NO MO

1 T1 NO MO

2 T2 NO MO

3 T3 NO MO, T1/2/3 N1 MO

4a T4 NO MO, T4 N1 MO, T1-4 N2 MO
4b T1-4, N3 MO

4c T1-4, NO-3, M1

Die Therapie des Mundhéhlenkarzinoms ist abhangmn Wokalisation und
Ausdehnung des Priméartumors, vom Lymphknotenstaind der Existenz von
Fernmetastasen. Grundsatzlich ist die operativeaB#lang Therapie der Wahl. Soweit
es die Ausdehnung des Tumors zulésst, wird diestéwitlige Entfernung des Tumors
mit einem Sicherheitsabstand von 1-2 cm im gesui@emebe sowie die Ausrdumung
der regionalen Halslymphknoten angestrebt. Bei edmsignten Tumoren ist eine
Strahlentherapie in Verbindung mit Chemotherapeaupkioperativ zur Reduzierung
des Tumors und Schaffung operabler Bedingungerziartli(Forastiere et al. 1998,
Hullman und Reichert 2016). Auch immuntherapeugséimsatze mit monoklonalen
Antikdrpern werden seit einiger Zeit bei Rezidivamd Metastasierungen in
Kombination mit Chemo- und Radiotherapie angewen@®tega-Villegas et al. 2003,
Chan et al 2015). Sie greifen an den Epidermalenondtamsfaktorrezeptor (EGFR) an,
welcher an der Zellmembran epithelialer Zellentsitzd als Schlisselprotein bei der
natirlichen Zellproliferation sowie bei der Entsialy von Tumoren eine bedeutende
Rolle einnimmt. Fir Tumore der Kopf-Hals-Region deireine Uberexpression dieses
Rezeptors in tber 90 % der Félle beobachtet ( Gsamtl Tweardy 1993). Unter dem
Handelsnamen Erbitux® (Merck KGaA Darmstadt) wunteJahr 2004 erstmals ein
monoklonaler Antikdrper zur Therapie des EGFR-axrprenden Kolorektalkarzinoms
zugelassen und fand in den Folgejahren auch beBeleandlung von fortgeschrittenen
Kopf-Hals-Tumoren Anwendung (Robert et al. 200Xpiax® konkurriert mit einer 5-
bis 10fach hoheren Affinitat als die endogenen EGkRnden um die EGFR-
Bindungsstelle und blockiert mit seiner Komplexhitgy diese fir die natirlichen
Liganden. Dadurch wird die von den endogenen Ligaridduzierte Signalkaskade mit
dem Ziel der Zellproliferation inhibiert, und esrkmt zur Hemmung des Tumor-
wachstums und der Metastasenbildungen (Fan e®@d, Waksal 1999).
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1.2 Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR)

Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor ist ein Mamigzeptor mit intrazellularer

Tyrosinkinasefunktion. Er steuert Uber eine SigasMade zellulare Prozesse wie
Zelldifferenzierung und Zellproliferation in norneal Zellen und Tumorzellen und
nimmt als Protoonkogen eine Schlisselfunktion insst&mungsprozess von Tumoren
ein. Als genverwandtes Produkt zu dem des viraterBsProtoonkogens ist er Teil der
ErbB-Rezeptorfamilie und wird daher auch als Erldikzeichnet (Downward et al.

1984). Vier zu einander verwandte Rezeptortyrosiaskeén gehodren zur ErbB-
Rezeptorfamilie: ErbB1 (EGF-Rezeptor), ErbB2 (HER2)bB3 (HER3) und ErbB4

(HER4) (King et al. 1985, Bargmann et al. 1986, usrat al. 1989, Plowman et al.
1990). Ihr struktureller Aufbau gliedert sich imeiextrazellulare, eine intrazellulare
und eine Transmembrandomane. Der EGF-Rezeptor estbtsher am genausten

untersuchte Rezeptor unter den ErbB-Rezeptoren:

Er hat ein Molekulargewicht von 170 kDa und bestehts insgesamt 1186
Aminosauren. Die extrazellulare, glykolysierte Dara&nthalt 621 Aminosauren und
besteht selbst wiederum aus vier Subdoméanen. Dibeldo&énen zwei und vier sind
cysteinreich und vermitteln die RezeptordimerisigruDie leucinreichen Subdomanen
eins, welche die N-terminale Doméne enthdlt und i dsnd an der
Ligandenbindungstelle fir den epidermalen Wachstaktsr (EGF) beteiligt (Gullick
et al. 1985a, Carpenter 1987, Lax et al. 1989 u@®91a). Die lipophile
Transmembrandomane, besteht aus 23 Aminosaurenbilshet den Ubergang zur
intrazellularen, zytoplasmatischen Domane. Sietdlen Verankerung des Rezeptors an
der Zellmembran sowie der Weiterleitung des SigmadsZellinnere (Carpenter 1987).
Die intrazellulare Doméne ist aus 542 Aminosaurefgebaut und in drei Abschnitte
unterteilt: die Juxtamembrandoméne, welche die ndgabindungsaffinitat reduziert
und die Tyrosinkinaseaktivitdt herabsetzt, die Fymkinase Doméane und die
carboxyterminale Regulatordomane, welche Tyrostaregnthalt, die bei der
Signalkaskade phosphoryliert werden. (Thiel undp€ater 2007). Hierzu gehoéren die
Tyrosinreste 1173, 1148, 1068, 1086, 1045 und @@a@wnward et al. 1985, Hsuan et
al. 1989, Gil et al. 1999, Guo et al. 2003). Neloem Autophosphorylierung von
Tyrosinresten durch den EGF-Rezeptor selbst, gibs a@uch weitere
Phosphorylierungsstellen, die durch andere Kingskeosphoryliert werden. Hierzu
gehdren unter anderen Threonin 654, welche vor Rateinkinasedomane des

5
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Rezeptors liegt und durch Proteinkinase C phospieorywvird, sowie Tyrosin 1101

innerhalb der carboxyterminalen Regulatordomane Uigcbsin 845 innerhalb der

katalytischen Doméane fur welche eine c-Src-veriét®hosphorylierung beobachtet
wurde (Hunter et al. 1984, 47. Biscardi et al. 1999

Extrazellulidre Doméne Intrazelluldre Doméane

™
I [l [ Y I

Abb. 1 Schematische Darstellung der Struktur des EGF-Gesatmezeptors. 170 kDa EGF-Rezeptor
bestehend aus extrazellularer Doméane (Subdomandris IIV) mit  Ligandenbindungsstelle,
Transmembrandomane (TM) und intrazellularer Doméiel yrosinkinasefunktion.

Als spezifische Liganden fir den EGF-Rezeptor sdet epidermale Wachstumsfaktor
(EGF), der transformierte Wachstumsfaktor (TGF- ) und Amphiregulin (AR)
bekannt. Weiter binden Heparin-bindendes EGF (HB-E®etacellulin (-cell) und
Epiregulin (EPI) sowohl an EGFR, als auch an ErbB# Gruppe der Neureguline
binden an ErbB-3 und 4. Fur ErbB-2 ist bisher ndehn spezifischer Ligand
identifiziert worden (Carpenter 1987 und 2004). INadiganden-induzierter
Dimerisierung und Konformitatsanderung des EGF-Bexe kommt es zur
Weiterleitung des Signals ins Zellinnere. Hierbekrutiert die Tyrosinkinase der
intrazellularen Domane ATP in ihre Bindungstasched phosphoryliert Tyrosinreste
der carboxyterminalen Region. Die phosphoryliert@yrosinreste konnen mit
verschiedenen Effektorproteinen tber deren SHZ- lfemology 2) und PTB-Motive
(phosphotyrosine binding) reagieren (Lowensteinakt 1992, Moran et al. 1990,
Matsuda et al. 1990 Xu den Effektorproteinen mit SH2-Motiyehdren einerseits die
Enzyme Phospholipase Cl (PLC 1), Ras-GTPase aktivierende Proteine (GAPS), syp
Phosphotyrosinphosphatasen und Src-Kinasen, sowlerseits die nicht-katalytischen
Adaptermolekile Growth factor receptor-binding pmot 2 (Grb2), p85 subunit
Phosphatidylinositol 3 Kinase, Nck (non-catalytegion of tyrosine kinase adaptor
protein) und Src Homolgy/Collagen (SHC) (Margdadisal. 1989, 60. Meisenhelder et
al. 1989, Kholondenko et al. 1999, Rude et al. )9%Jber die Interaktion der
verschiedenen Effektorproteine kdnnen untersclubdli Signalkaskaden eingeleitet
werden, die das Zellwachstum steuern: Die RAS/ERK&kaskade (Ras
sarcoma/Extrazellular regulierte Kinase), der PKIIANeg (Phosphatidylinosit 3
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Kinase/Proteinkinase B) und der JAK/STAT-Weg (Jakiumase/signal transducers and
activators of transcription (Abbildung 2).

EGF

l JAK/STAT pathway
©> O
l E P, \\___, STAT

e
H(‘-‘*‘fﬁ

Cell Protein wlFZ2B Cell Cell

survheal synthosis survival survival

ratein P13 Kinase/AKT
synthess pa thway

Abb. 2 Ubersicht der Signalkaskaden des EGF-Rezept
(Quelle: Epidermal Growth Factors and Cancer. EGR&tactions, roles and cancer
therapy options by Claudie Hooper. London)

1.3 Lo6sliche EGF-Rezeptoren

Der EGF-Rezeptor als membranstandiger Rezeptoetfiasth auf der Zelloberflache
von Zellen vorwiegend epithelialen Ursprungs. 40088 100000 Rezeptoren pro
normaler Zelle werden angegeben (Carpenter andrCb8é9). Bei Tumorzellen wie
den epidermoiden Karzinomzellen A431 kann sichAheahl der EGF-Rezeptoren auf
etwa 2 Mill. erhdhen (Kawamoto et al. 1983, Haigi¢ al. 1978). 1984 entdeckten
zwei Arbeitsgruppen unabhangig voneinander, dassedZellen zuséatzlich zum EGF-
Gesamtrezeptor eine weitere, kiirzere Form des E€deqRRors freisetzt (Weber et al.
1984, Ullrich et al. 1984). Dieses ca. 100 kDa grdBsliche Protein besitzt im
Gegensatz zum Gesamtrezeptor keine Tyrosinkinasgakt Da man in A431-Zellen
eine zusatzliche, aberrante, durch alternativesi®g@h entstehende mRNA fand, deren
Sequenz mit der extrazellularen Doméne des Rezepbareinstimmt, liel3 sich folgern,
dass dieses 3 kb-Transkript fir das von A431-Zdlerernierte EGFR-Protein kodiert.
Bemerkenswert ist allerdings, dass die mRNA fur @asrminale Ende dieses Proteins
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eine Sequenz von 17 Aminosauren voraussagt, dienm Voll-LAngen-Rezeptor nicht
vorkommt; wie spater gefunden wurde, resultiert sies einer chromosomalen
Translokation, die eine Intron-Sequenz des EGFRsGeneinem neuen C-terminalen
Exon werden lasst (Reiter et al. 2001). Dieses AB8Bnosauren lange Protein wurde
anfangs alsEGF receptor related proteiund seit 1990 als SEGFR (secreted EGF
receptor) bezeichnet. In Abgrenzung zu anderenchimh EGFR-Formen, die in der
Literatur ebenfalls als sEGFR beschrieben werdehdgsweiter unten), sei das hier
erwahnte Sekretionsprodukt in dieser Arbeit alsBEGL7 benannt.

Da man derzeit Rezeptoren als membranstandigeifedtannte, welche extrazellulare
Signale in das Zellinnere ubertragen, stellte sleh Frage nach der Funktion dieser
sezernierten Form des EGF-Rezeptors, dessen ittape Aktivitdt zwar fehlte,
dessen hochaffine Liganden-Bindungsfahigkeit alblealeen war (Weber et al. 1984).
Welche Auswirkung hat das Auftreten dieses EGF-Bngs$proteins im Blutkreislauf
eines Patienten, der von einem dieses Phanomeangeig Tumor befallen ist? Man
konnte spekulieren, dass der in der Umgebung desofiaizirkulierende Ligand, also
der Epidermale Wachstumsfaktor EGF, dort durch Bemlungsprotein sEGFR_17
abgefangen (,sequestriert®) und damit in seiner kfon neutralisiert wird. Diese
Spekulation wurde durch eine weitere ungewohnliElgenschaft unterstitzt, die man
an den seEGFR_17 produzierenden A431-Zellen beobatiaite: Im Gegensatz zur
bekannten mitogenen Funktion von EGF und im Gederma allen anderen derzeit
untersuchten Zellen wurde das Wachstum von A43leZelurch EGF nicht stimuliert,
sondern bereits durch niedrige Konzentrationenksgghemmt. Offenbar gentgte
diesen Tumorzellen mit ihrem bis zulOO-fach gesttdyn Besatz von
membranstdndigen EGF-Rezeptoren bereits deren ebasdtivitdt zur vollen
Ausrichtung auf Wachstum, so dass eine noch hinnakende Stimulierung von auf3en
zu einem Uberschiellenden und schadigenden Sigmaknfiwirde. Durch die
gleichzeitige Produktion des sEGFR_17-Bindungsjmetertirden sich die A431-Zellen
also vor diesem Signal schitzen. Andererseits avitten normalen Zellen in der
Umgebung des Tumors das notwendige Mitogen EGFhdBexjuestrierung entzogen.
Die Spekulation ware also, dass derartige Tumoreh durch die gleichzeitige
Uberproduktion von membranstandigem und sezerniertRezeptor einen
Wachstumsvorteil gegenuber dem umgebenden Normalgewerschaffen. Die
Hoffnung, hier ein tumor-spezifisches Phanomen eddgkt zu haben, wurde allerdings

enttduscht, da man derzeit keine weiteren kultiererTumorzellen mit sEGFR_17-
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Produktion fand, so dass man dies als ,Exotikunti #@31-Zellen annehmen musste.
Das Thema l6slicher EGF-Rezeptoren erfuhr danmditigs spater mit dem Auffinden
weiterer EGFR-Isoformen eine Wiederbelebung: Irselkiedenen Geweben (Huhner-
Leber, Mause-Leber, humane Plazenta) wurden kkeifeanskripte des EGFR-Gens
beschrieben, deren Sequenzen weitgehend der dkildamn Domane entsprachen,
wéahrend - wie bei dem oben beschriebenen sEGFR_TI#ansmembran- und
intrazellulare Doméane fehlten. Die Expression emsipender cDNAs in Wirtszellen
resultierte erwartungsgemal in der Sekretion vorREGragmenterfFlickinger et al.
1992, Reiter und Maihle 1996, Reiter et al 20Q8)d tatsachlich lie3en sich mit anti-
EGFR-Antikérpern auch in menschlichen Seren immgpwasive Komponenten
aufdecken, wenn auch in sehr geringer Konzentrat®wiche l6slichen Rezeptor-
Formen mussen aber nicht zwangslaufig als FolgeEdpression eigener Transkripte
ins Serum sezerniert werden; einige Autoren besbhn, dass Rezeptorfragmente
durch proteolytische Spaltung von membranstandig€bFR-Rezeptoren an der
ZelloberflachgZabrecky et al. 1991, Pupa et al. 1993, Codonyat al. 1999, Liu et
al. 2006) oder in Exosomen entstehen konnganderson et al. 2008Rieses als
.shedding® bezeichnete Phanomen wurde mit der Attiwon Metalloproteinasen
erklart, die mdglicherweise durch Serum-Komponemeguliert werden (Perez-Torres
et al. 2008)Beide Entstehungswege, also Produktion aufgrundneigmRNA sowie
shedding eines membranstandigen Vorlauferprotesheinen fir ein Protein
zuzutreffen, welches die Autoren (unglucklichenegisbenfalls alsEGFRbezeichnen;
dieses weist am C-Terminus — ahnlich wie das voméWet al. zuvor beschriebene
SEGFR_17 - eine im Voll-Langen-Rezeptor nicht vonkeende Sequenz auf,
allerdings mit einer Lange von 78 Aminosauren, denen einige moglicherweise eine
Membranassoziation vermitteln, aus welcher daseRroturch Metalloproteinasen
freigesetzt wird (Wilken et al. 2013)m diese EGF-Rezeptorisoform von sEGFR_17
zu unterscheiden, sei im Folgenden dieses als SEGFRezeichnet.

Alle diese Arbeiten zeigten, dass in menschlichemu® maoglicherweise verschiedene
l6sliche EGFR-Isoformen unterschiedlicher Herkunfrkommen kdnnen. Vor dem
Hintergrund der Uberexpression des EGF-Rezeptovielan Tumoren war es folglich
naheliegend, nach Korrelationen zwischen Tumor{fizyw. —Status und dem Auftreten
solcher Rezeptorformen zu such¥erschiedene Arbeitsgruppen fanden dann mit anti-
EGF-Antikdrpern responsives Material (im FolgendénEGFR-Protein bezeichnet) im
Serum von Tumor-Patienten: Ovar, (Baron et al. 200d 2009), Brust, (Muller et al.
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2006), Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom und pfeHals-Tumoren (Lemoz-
Gonzélez et al. 2007) — erstaunlicherweise aben ancSerum von Gesunden. Bei der
Gesamtbetrachtung dieser verschiedenen Arbeitatezsich allerdings im Vergleich
von Tumor- und Normal-Patienten kein einheitliciigi&d: Die gefundenen EGFR-
Protein-Konzentrationen lagen bei Tumor-Patientamohl hoher als auch niedriger im
Vergleich zu Gesunden. Und: Bereits die Werte fas@hde unterscheiden sich in den
Arbeiten um mehr als das 100-fache (!), was auhoaische Unterschiede hinweist.

In jenen Arbeiten kommen kommerzielle Test-Kits Amwendung, bei denen das
jeweils erkannte Antigen moglicherweise nicht eurdg ist; denn wie oben
beschrieben, muss mit dem Vorliegen unterschieeltidArodukte |6slicher EGFR-
Formen im Serum gerechnet werden. Auf diese Praidikngehen die publizierten
Arbeiten bei ihrer Korrelation mit klinischen Dateicht ein. Das mag akzeptabel sein,
wenn man mit diesem pragmatischen Vorgehen eirgielrgebnisse findet und mit
dem jeweiligen Test einen Parameter von diagndstiscWert definieren kann. Aus
den bisherigen Vero6ffentlichungen ergibt sich jddoevie oben dargestellt, kein
einheitliches Bild. In der vorliegenden Arbeit $ellalso zunachst ein klar definierter
und standardisierter immunologischer Assay zur $5tfag von l6slichem EGFR-
Protein entwickelt und an Serumproben von PatientgrPlattenepithelkarzinomen der
Mundhdhle (Mundhéhlen-PEC) getestet werd®artuber hinaus wurde ein neuer
Antikorper hergestellt, mit dem es mdoglich seinltepleine der sEGFR-Formen,
namlich den oben erwdhnten sEGFR_17, selektiv Zass¥n und die Frage zu
beantworten, ob dieses als Sekretionsprodukt dianerorzelllinie beschriebene Protein

auch im gesunden Patienten nachweisbar ist.
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2 Material und Methode

2.1 Chemikalien und Reagenzien

Grundchemikalien wurden, falls nicht anders vermearn der Firma Merck Darmstadt
bezogen. Im Folgenden sind in Tabelle 2 die verwwmd Reagenzien,
Verbrauchsmaterialien und Geréate aufgelistet undrabelle 3 die Herstellung der
Arbeitslosungen und Puffer. Die Auswertung der Brgese erfolgte mit dem
Softwareprogramm Microsoft Excel 2003 und SPSS.20.0

Reagenzien, Verbrauchsmaterialien, Gerate

Tabelle 3Agenzien und Hersteller

Agenzien Hersteller
Antikorper

1. AK1 (Erbitux®) Merck Darmstadt
2. Ak2 (anti EGFR-Serum erzeugt im Weber UKE

Kaninchen mit sEGFR_17 als Antigen)

3. Ak3 (anti Rabbit IgG whole molecule Sigma Adth St. Louis, Missouri
Peroxidase produced in Goat affinity isolated
Antibody, A6154)

4. Ak3b (Biotin SP-conjugated affinipure JacksamunoResearch
donkey anti rabbit 1gG) Laboratories West Gov

5. Ak4 (Streptavidin Peroxidase S5512) Sigma iskldft. Louis, Missouri

6. AKS5 (anti light chain IgG Peroxidase Sigma Aldrich St. Llyuissouri
gekoppelt)

7. Ak6 (anti rabbit IgG/HRP P0448) Dako Eching

8. AKC (anti C-Terminus sEGFR_17 IgG Genospliotechnologies Paris

produced in rabbit)

Antigen und Ligand

9. Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 10s- Web€EU
licher sEGFR
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10. Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF, E4127) Siéidaich St. Louis Missouri

Humanserum/Plasma

11. 20 Humane Serumproben gesunder Spender  Trammsfoeedizin UKE

12. 20 Humane Serumproben von Patienten mit  Blessio&E
Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle

13. Humanplasma A 3,7 | Transfusionsmedizin UKE

14. Humanplasma B 20 ml Transfusionsmedizin UKE

Verbrauchsmaterialien

15. Filter glasfibre 13400 47 Q Sartorius Gotting

16. Immuno Module Mikrotiterplatten 469914 Thermgdtér Scientific Bremen
Maxisorp F16 loose, Nunc

Gerate

17. Fotometer Tecan reader Tecan Crailsheim

18. Imager Quant LAS 4000 GE Healthcare Liefasoes

Freiburg

19. Massenspektrometer Orbitrap Fusion Thermo8tieBremen
Tribrid

20. Schattler Vibrax VXR IKA Werke Staufen

21. Tischzentrifuge 5415D Eppendorf Hamburg

Arbeitslosungen und Puffer

Tabelle 4Arbeitslésungen und ihre Zusammensetzungen

Arbeitsldsungen Zusammensetzung

Enzym-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

1. 10xPBS 137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 10 mMJN@O;
2 mM KHPO;; pH 7,4

2. BSA/PBS-Puffer 1xPBS; 0,1 pg/ul Bovine Albariraction V

3. Waschlésung | 1x PBS; 0,05 % Tween 20
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4. Blockierldsung | 1x PBS; 30 pg/ml BSA; 0Bl Tween 20

5. Detektionslosung | dest,@®; 0,7 mg/ml 1,2 o-Phenyldiamindihydrochlori
(OPD); 0,4 pl/ml 30 % 4D

6. Stoplésung 1IN Schwefelsaure $idy)

Affinitatschromatographie

7. Séaulen-Waschlésung | 1x PBS

8. Saulen-Waschlésung I 0,85 M NacCl

9. Saulen-Waschlosung Il 1M Harnstoff

10. Saulen-Waschlosung IV 0,9 % NatriumchloN&Cl)

11. Eluierlésung 0,1 M Essigsaure

12. zur Neutralisation: 0,5 M Na-/K-Phosphat pH TrisBaseFestsubstanz),
Tri-Natriumphosphdfestsubstanz)

13. zur Konservierung: 0,005 % Thiomerzol/PBS

SDS-Gelelektrophorese

14. Elektrodenpuffer 1x 25 mM Tris-HCI; 200 mMy@in; 0,1 % (w/v) SDS;
HO

15. Probenpuffer 5x 0,2 M Tris-HCI pH 6.8; 1039BS; 20 % (v/v) Glycerol;
10 mM 2-Mercaptoethanol; 0,05 % (w/v) Brdmepol-
blau

16. Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCI pH 6.8; 50100 % (w/v) SDS; Acryl-
amid/Bis-Acrylamid (30 % / 0,8% wi/v); 50 10 % ig
Ammoniumpersulfat (APS); 5 ul TEMED®

17. Trenngelpuffer 1,5 M Tris pH 8.8; 100 pl%0(w/v) SDS; Acrylamid/
Bis-Acrylamid (30 % / 0,8 % wi/v); 100 ul 28ig APS;
10 pl TEMED; HO

18. Farbeldsung 0,1 % (w/v) Coomassie blue€4@/v) Ethanol; 10 %
(v/v) Essigsaure; 1D

19. Fixierlésung 50 % (v/v) Ethanol; 10 % (vBgsigsaure, $O

20. Entfarbeldésung 50 % (v/v) Methanol; 10 %) \Essigsaure; O

d
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Immunoblot
21. Transferpuffer 192 mM Glycin; 25 mM Trid @b (w/v) SDS,
20 % Methanol
22. Farbeldsung Il 0,2 % Ponceau-S; 3 % Essigsa

23. TBS- und TBST-Puffer 10 mM Tris, 150 mM NaEl 7.8 ; 0,05 % Tween 20
24. Blockierldsung 1l 5 % Magermilchpulver; TBS

25. Antikorper-Arbeitslosung 2,5 % Magermilchpedylx TBST

26. Waschlosung Il 1x TBST

27. Detektionslosung Il Super Signal West Ridcoa 34077/34075 (1:1)
ThermoScientific

Flissigchromatographie-Massensspektrometrie (LC-MS)

28. Proteinreduktion | 10 mM Dithiothreitol

29. Proteinreduktion Il 55 mM Jodacetamid

30. Proteinverdau | 50 mM NH4HCO3; 5 ng/l Trypdromega)

31. Proteinverdau Il 50 mM NH4HCO3; 5 ng/l Chotmypsin (Promega)

32. Extraktionslosung 50 % Acetonitril; 5 % Alsensaure
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2.2  Optimierung und Validierung des EGFR-ELISA

Zur Verdinnung von Standard, Proben, und der Ao wurde, falls nicht anders
angegeben, BSA/PBS-Puffer eingesetzt. Zwischen dekubationen erfolgte

dreimaliges Waschen mit 250 pl Waschlosung |. l@itigmen wurden, falls nicht
anders beschrieben, auf dem Schittler Ika VibraxRVX¥ei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Die Detektion erfolgte mit Detektiirsing | und das Abstoppen der
Reaktion mit 1N HSQ,. Die Extinktionsmessungen wurden bei einer Wedlege von

490 nm im Photometer der Firma Tecan Crailsheinthyefihrt und die erhobenen

Messdaten mit dem Programm Windows Excel 2003 avesget.

SEGFR_17 Protein als Kalibratorprotein

Aus dem Kulturmedium von A431-Tumorzellen durch Iomaffinitatschromatographie
gereinigtes sEGFR_17 (Weber et al. 1984) war phetosch auf eine Konzentration
von 2 mg/ml eingestellt worden. Fur die VerwendumgeLISA wurden Aliquots zu je
0,8 pg/ml in BSA/PBS hergestellt und bei -20 °Cgeifnoren. Im ELISA wurde
SEGFR_17 als Standard in einer 1:2 Verdunnungsreihgesetzt (8ng bis 0,125 ng
SEGFR_17 und 0 ngeerwert).

Festlegung der Beschichtungs-Konzentration von Akl

Der monoklonale Beschichtungsantikdrper Akl (E®uvon Merck) wurde auf 3
png/ml, 5 pg/ml und 8 pg/ml mit 1x PBS verdinnt. kbikiterplatte A wurde mit 3pug/ml
Ak1, Mikrotiterplatte B mit 5 pg/ml Akl und Mikragrplatte C mit 8 pg/ml Akl
beschichtet, fir eine Stunde bei Raumtemperatudamf Schittler und danach luftdicht
Uber Nacht bei 7 °C inkubiert. Die Blockierung égte mit je 250 pl Blockierldsung |
far 20 Minuten auf dem Schuttler. Anschliel3end veundit Waschlosung | gewaschen
und die Platten in 100 pl/well Waschlésung | ini€duftdicht bei 7 °C gelagert. Die
oben beschriebene sEGFR_17-Verdinnungsreihe weanaeNiikrotiterplatte A, B und
C pipettiert und fur 1,5 Stunden inkubiert. Danfolggte die Inkubation mit Ak2 1:2000
fur 1 Stunde und danach mit Ak3 1:6000 wieder fiiee&stunde. Detektion erfolgte mit
Detektionslésung I. Die Reaktion wurde nach 10 Nenumit 1 N HSO, abgestoppt
und die Extinktionen bei einer Wellenlange von 480 photometrisch gemessen.

Fur die weiteren Experimente wurden, falls nichlers aufgefuhrt, 5 pg/ml Akl
beschichtete Mikrotiterplatten verwendet.
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Vergleich verschiedener Verdiinnungen von Ak2 ung Ak

Folgende Ak2/Ak3 Verdinnungen wurden vorbereitgtAK2 1:6000 und Ak3 1:2000,
B) Ak2 1:2000 und Ak3 1:6000, sowie C) Ak2 1:30006duAk3 1:3000. Der
SEGFR_17-Standard wurde je in die ELISA-Platteh,ajnd ¢ aufgetragen und fur 1,5
Stunden inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Inkidra mit der jeweiligen Ak2-
Verdunnung fur eine Stunde und danach ebenfalleifig Stunde mit der jeweiligen
Ak3-Verdunnung. Detektion und photometrische Megsder Wellenlangen bei 490

nm erfolgen im Anschluss, wie oben beschrieben.

Variation des Detektionssystems

Es kamen zwei Antikdrperkombination zur Anwendurg: Ak2 1:2000 und Ak3

1:6000, sowie B) Ak2 1:2000 und Ak3b 1:2000 und Ak£2000. Die sEGFR_17
Standardverdinnungreihe wurde je in ELISA-Platiend b aufgetragen und fur 1,5
Stunden inkubiert. AnschlieBend erfolgten nacheaieandie Inkubationen mit den
jeweiligen Antikbrperkombinationen A) bzw. B) fle jeine Stunde. Detektion und
photometrische Messung bei einer Wellenlangen \@h m erfolgten im Anschluss,

wie oben beschrieben.

Variation mit Umkehrung des Testaufbaus (Kompeigiisa)

Fir den Test wurde eine mit 5 pg/ml sEGFR_17 bebkttie Mikrotiterplatte

verwendet. Eine sEGFR_17Standardverdinngsreiher(@dfls 1,56 ng mit Leerwert)
wurde aufgetragen und fur 1,5 Stunden inkubiertsohie3end erfolgt die Inkubation
mit Ak2 1:2000 fir eine Stunde und danach mit AkK30DO ebenfalls fir eine Stunde.
Detektion und photometrische Messung bei einer &d&hge von 490 nm wurden im

Anschluss durchgefuhrt.

2.3 Anwendung des EGFR-ELISA auf Serumproben

Serumgewinnung

20 humane Blutproben gesunder Spender zu je etwd Wurden vom Institut fur
Transfusionsmedizin UKE bereitgestellt. Diese wardigr drei Minuten bei 13,2 rpm
zentrifugiert und die Uberstande abpipettiert. Naiieimaligem Wiederholen des

Prozesses wurden die so gewonnenen Serumprobe2Dif& gelagert.
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Aus der Abteilung fur Mund-Kiefer-Gesichtschirurgides Universitatsklinikums
Hamburg Eppendorf wurden von Prof. Blessmann 2@rSproben tumorerkrankter
Patienten  bereitgestellt. Sie  stammten von  Patientebei  welchen

Plattenepithelkarzinomen der Mundhoéhle diagnostizieirden. Die Serumproben zu je

etwa 1,5 ml wurden ebenfalls bei -20 °C gelagert.

EGFR-ELISA

Die Untersuchung der oben erwahnten Serumprobenhaehi EGFR-Protein-Gehalt
erfolgte mit 5 pg/ml beschichteten MikrotiterplaitteAls Kalibratorprotein wurde
SEGFR_17 in der Verdunnungsreihe (8 ng bis 0,126ntyLeerwert) aufgetragen. Die
aufgetauten Serumproben wurden jeweils zweimal&rdinnt und in einem Volumen
von 12,5 ul bis 1,56 ul aufgetragen und 1,5 Stundeschiittelt. Dann erfolgten
nacheinander je einstindige Inkubation mit Ak2 02and Ak3 1:6000. Detektion und
photometrische Messung folgten im Anschluss wienotbaergestellt. Die Auswertung
der erhobenen Extinktionen wurde mit dem Programncrddoft Excel 2003
vorgenommen. Die statistische Analyse erfolgtedain Softwareprogramm SPSS 20.0

unter Verwendung des Welch-Tests.

Uberprifung der Assay-Spezifitat

Eine beliebige Serumprobe wurde in einer 1:2 Vending (12,5 pl bis 1,56 pl) und
SEGFR_17 als Standard auf eine zuvor mit 5 pg/nil B&schichteten Mikrotiterplatte
A aufgetragen. Fur eine andere ebenso beschidMi&tetiterplatte B wurde zunéachst
dasselbe Serum und sEGFR_17-Standard mit 50 pINbEGF-LOsung versetzt und
danach wie oben dargestellt verdinnt und aufgetralgach einer Inkubationszeit von
1,5 Stunden erfolgten Inkubationen mit Ak2 1:200@ aanach Ak3 1:6000 fur je eine

Stunde. Detektion und photometrische Messung denlgonen bei 490 nm folgten.

2.4  Spezifischer Test auf sezerniertes EGFR (SEGFR _

Herkunft und Herstellung von AkC

Uber die Firma Genosphere Biotechnologies Parislev&in spezifischer Antikorper,
gegen das C-terminale Ende von sEGFR_17 (AkC) bwalife Die zugehdrige 16
Aminosauren lange Sequenz lautete: CIVSHFPRSFYKMSMEr Hersteller lieferte
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lyophilisiertes Antiserum von zwei unterschiedlinhi€éaninchen (Rabbit 1 und Rabbit
2) mit einem Gehalt von 4,47 g (Antiserum 1) unsl3g (Antiserum 2) aus jeweils 50
ml. 90 mg Antiserum 1 und 70 mg Antiserum 2 wurdem Rekonstitution in 2 mi
destilliertem H20 geldst. Anschlie3end wurde zu h)8BSA/PBS-Puffer 200 ul des
rekonstituierten Antiserums pipettiert und durctehts AkC-Aliquots in  einer
Verdinnung von 1:10 zu jeweils 70 pl wurden bei *2Ceingefroren.

SEGFR-ELISA

Das Kalibratorprotein sEGFR_17 wurde in eine mitpu§/ml Akl beschichtete

Mikrotiterplatte a von 8 bis 0,125 ng mit Leerwenrtd fur Mikrotiterplatte b von 16 bis

0,25 ng mit Leerwert aufgetragen und fur 1,5 Stanokubiert. Nach Waschen mit
Waschlosung | erfolgte fur Mikrotiterplatte a digklbation mit Ak2 1:2000 und fur

Mikrotiterplatte b mit AKC 1:1000 fur eine Stund@anach wurden beide Platten mit
Ak2 1:6000 inkubiert. Detektion und photometrisdbetinktionsmessungen bei einer
Wellenlange von 490 nm folgten.

Kontrolle mit ausschliel3lich Gesamtrezeptor

SEGFR_17 wurde in der Verdunnungsreihe 8 bis 0,b85 mit Leerwert in
Mikrotiterplatte a und EGFR-Gesamtprotein (gewonaes A431 Zellmembran) von
16 bis 0,25 ng mit Leerwert in Mikrotiterplatte bfgetragen. Beide Platten wurden fir
1,5 Stunden inkubiert. Anschliel3end erfolgte fukkidtiterplatte a die Inkubation mit
Ak2 1:2000 und fur Mikrotiterplatte B mit AKC 1:10Gur eine Stunde. Danach wurden
beide Platten mit Ak2 1:6000 inkubiert. Detektionduphotometrische Extinktions-
messungen bei einer Wellenlange von 490 nm folgten.

Anwendung von sEGFR-ELISA auf Serum

Die sEGFR_17 Verdinngsreine (16 bis 0,25 ng mitnved) wurde auf die
Mikrotiterplatte aufgetragen. Eine Serumprobe eigesunden Spenders und die eines
Tumorpatienten wurden 1:2 verdinnt und in einemu¥@n von 100 ul bis 12,5l
aufgetragen. Jede Probe wurde dabei zweimal getéieh 1,5-stiindiger Inkubation
von Standard und Proben erfolgte die InkubationARi€ 1:1000 und danach mit Ak3

1:6000. Detektion und photometrische Messung dénkionen bei einer Wellenlange
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von 490 nm folgten. Die Auswertung der Daten et®lgit dem Programm Microsoft
Excel 2003.

Anwendung von sEGFR-ELISA auf Serumpool

Je 15 pl Serum der 20 gesunden Spender, sowie SEUA0 Tumorpatienten wurden
in zwei separate Serenpools pipettiert und wie abersEGFR-ELISA getestet. Der
Test wurde funfmal durchgefuhrt.

2.5 Immunaffinitatschromatographie von Humanserum

Gewinnung und Vorbereitung des Humanplasmas

3,7 | humanes Plasma wurde aus dem Zentrum fur sfusionsmedizin des
Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf beschdifas gleiche Volumen 1x PBS,
1,85 g Natriumazid , sowie 14,8 ml 0,5M EDTA-LAsungrden dazugegeben und auf
dem Magnetrihrer bei 7 °C Uber Nacht durchmisdéht.der Zentrifuge Savall
Superspeed wurde das verdinnte Plasma bei einerddomyszahl von 8000 U/min
und bei einer Temperatur von 5 °C fur 20 Minutemtdtugiert. Die Uberstande
wurden durch Glasfaserfilter der Firma SartoriuseurvVakuum filtriert und bei 7°c

gelagert.

Vorversuch-Affinitatschromatographie

Akl gekoppelte Affinitdtssdule mit einem Saulenvoén von 7 ml wurde verwendet.
Alle Reaktionsschritte wurden bei 7 °C durchgefllie Saulenmatrix wurde
nacheinander mit je 20 ml Waschlésung |, 1l, IN, gespdilt, mit 5 ml 0,5 M Na-/K-
Phosphat neutralisiert und dann durch Zugabe vonnB5gefiltertem 1x PBS
equilibriert. Das verdunnte, filtrierte und zernigferte Plasma wurde durch die Saule
gepumpt. Der Durchlauf wurde in einem Gefal} abggfarund bei 7°C gelagert. Zum
Ablaufen der Lipide wurde 14 ml 1x PBS pipettieBann folgte 7 ml 0,85 M
NaCl/PBS, welches mit einem Glasstab umgerihrt dad 10 Minuten zur
Sedimentierung ruhen gelassen wurde. AnschlieRandemdas halbe S&ulenvolumen
wieder abpipettiert. Zum Waschen der Saule wurdanRegihe nach erst 5 ml 0,85 M
NaCl/PBS, 5 ml 1x PBS gefiltert, 25 ml 1M Harnsto$iung, sowie 0,9 %iges NacCl

pipettiert und verworfen.
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Die Eluation erfolgte durch Zugabe von 2,5 ml 0,1Bdlsigsdaure/50 mM NaCl. Der
erste Durchlauf wurde verworfen. Weitere sechs Blarde wurden gesammelt, so dass
ein Volumen von 16,5 ml zusammen kam. Dieser waiaen mit Trinatriumphosphat
auf einem pH-Wert von 7 neutralisiert. Eine Messuimg Photometer wurde
durchgefuhrt und die desorbierte Fraktion bei -2D €ingefroren. Die Saule wurde
durch Zugabe von 2,5 ml 0,5 M Na-K-Phosphatlosusgeneriert, sowie mit 25 ml
0,005 %iges Thiomerzal/PBS konserviert.

Die desorbierte Fraktion wurde im EGFR-ELISA enggirend wie unter Abschnitt 2.3
beschrieben und im sEGFR-ELISA wie unter Abschkut beschrieben, quantifiziert.
Im Anschluss erfolgte die gelelektrophoretische tfarfnung im 12 % -SDS-Gel nach

Laemmli (Laemmli 1970) und Farbung mit kolloidal€onomassie-Blue.

Hauptexperiment — Affinitdtschromatographie

20 ml humanes Serum wurde aus dem Zentrum fur fusiossmedizin des
Universitatsklinikkums Hamburg Eppendorf bereitgiist®as Serum und die 1 mi
HiTrap-Akl gekoppelte-Saule wurden, wie zuvor beWorversuch beschrieben,
vorbereitet und der Lauf ausgefiihrt. Parallel wumiee ebensolche Affinitats-
chromatographie mit 20 ml Serum + 1 Ad31 Zellkulturmedium durchgefuhrt. Die
gewonnen Fraktionen beider Affinitatschromatogrephivurde im EGFR-ELISA und
SEGFR-ELISA quantifiziert.

Test auf Ak1-Ausblutung der HiTrap-Saule

Die letzte Waschlésung vor Durchpumpen des Serunmslavim ELISA untersucht:
Auf eine mit 5 pg/ml sEGFR_17 beschichteten Mikeoplatte wurde eine Akl-
Verdunnungsreihe 1:2 in 1x PBS (110 ng bis 0 ng)Akid die letzte Waschlésung
1:3,5 (100 pl bis 2,33 ul) aufgetragen und fur 3tdnden inkubiert. Nach Waschen mit
Waschlosung | wurde mit Ak5 1:7000 fur 1 Stunde uiniert. Detektion und
photometrische Messung der Extinktionen bei einetl&dlange von 490 nm erfolgten
im Anschluss. Die Auswertung erfolgte mit dem Pemgm Microsoft Excel 2003.

Immunoblot von affinitAitschromatographisch geworardfraktion

Verwendung eines 10 % igen Midi-PAGE Gels zur gddebphoretischen Auftrennung
der desorbierten Fraktion und als Referenzprot&i®GFR_17. Die Proben wurden
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jeweils doppelt aufgetragen und nach Auftrennunge eHélfte mit kolloidalen
Commassie Blue gefarbt. Die andere Halfte wurdeemg Nitrocellulosemembran fir
2 Stunden bei 7°C geblottet. AnschlieRend erfolgté Blockierlosung 1l die
Blockierung fir 1 Stunde. Danach wurde mit 1x TBgswaschen und mit Ak2 1:3000
in 2,5 % Magermilchpulver in 1x TBST fur 24 Stunda#i 7 °C inkubiert. Dann wurde
wieder mit 2,5 % Magermilchpulver in 1x TBST gewasi (dreimal). Es wurde mit
Antikdrper Ak6 1:2500 fur 1 Stunde inkubiert undndasechsmal mit 1x TBST
gewaschen. Die Detektion erfolgte nach Inkubatigrbf Minuten mit Detektionslésung
[l im Imager LAS4000. Im Anschluss wurde derseldetBnit Ak5 1:7000 in 2,5 %
Magermilchpulver/TBST flur eine Stunde inkubiert damieder, wie oben beschrieben,
detektiert.

Massenspektroskopische Analyse der desorbiertedidma

Die massenspektrometrische Analyse (MS-Analyse) &iDS-gelelektrophoretisch
aufgetrennten Proteinbanden wurde von Priv.-Doz Hiedrich Buck aus dem Institut
fur Klinische Chemie (UKE) durchgefuhrt: Nach deelfarbung mit kolloidalem
Coomassie-Blue wurde die zu untersuchende Bandgescisnitten, das Gelstlick
zerkleinert, das darin enthaltene Protein mit 10 rBihiothreitol (56°C 30 Min.)
reduziert und mit 55 mM Jodacetamid zur Modifikatider Cystein-Seitenketten
versetzt (Raumtemperatur, 20 Min. im Dunkeln). &gtk die Inkubation der Gelstiicke
mit Trypsin bzw. Chymotrypsin (Bedingungen: 5 n@fotease (sequencing grade
modified trypsin bzw. sequencing grade chymotrypstromega, Madison, USA) in
50mM NHHCGO;, (37°C, 16h). Nach dem Verdau wurden die Geldstardeimal mit
50% Acetonitril/5% Ameisensdure extrahiert, die eweigten Extrakte in einem
Vakuumkonzentrator eingedampft und in 2M®,1%iger Ameisensaure aufgenommen.
Die massenspektrometrischen Signale wurden auf mein©rbitrap-Tribrid-
Massenspektrometer (Orbitrap Fusion, Thermo SéienBremen) aufgenommen, das
mit einer Kapillarsdule-HPLC (Dionex Ultimate 3000hermo Scientific, Bremen)
gekoppelt war (Bedingungen: Flu3: 250I/Min., Laufmittel A: H,0/0.1%
Ameisensaure, B: Acetonitril/0.1% Ameisensaure,di&nat: 2% - 30% B in 30 Min.).
Die Precursor-Masse der Peptide wurde im Orbitraektor mit einem maximalen
Fehler von 10 ppm gemessen, die Fragmentmassen S@idfragmentierung im
lonenfallen-Detektor (max. Fehler: 0.2 Da). Die &atwurden mit dem Programm

Proteome Discoverer 2.0 (Thermo Scientific, Brenmaanthsucht (benutzte Datenbank:
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Uniprot release Okt. 2014, Spezies: homo sapiemsesausatzlich die publizierten
SEGFR-Sequenzen (Lin et al. 1984, Baron et al. P@08elassene Modifikationen:
Cys: Carbamidomethylierug (obligatorisch), Met: @ation (fakultativ), AsN und GIN:

Deamidierung (fakultativ).
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3  Ergebnisse

3.1 Optimierung und Validierung des ELISA-Tests

Alle Aussagen dieser Arbeit basieren auf Messungenldslichem EGFR-Protein in
menschlichem Serum. Die physiologische Funktioneirsignale weiterleitenden
Rezeptors sowie Angaben aus der Literatur lieRén siedrige Konzentrationen - im
pico- oder niedrigen nanomolaren Bereich — erwaidamartige Spuren von Zielprotein
in Gegenwart eines millionenfachen UberschusseSeanm-Proteinen lassen sich am
ehesten unter Anwendung spezifischer Antikbrpeassén. Die verbreiteste Methode
ist der Enzym-gekoppelte Immunosorbent Assay (ELJS#elcher zwei verschiedene
spezifische, gegen das Zielprotein gerichtete Ampkr sowie ein die photometrische
Messung ermdglichendes Detektionssystem verwen@®@¢ Auswahl und die
Charakteristika dieser spezifischen Antikdrper soweren Kombination miteinander
bestimmen malRgeblich die Empfindlichkeit der Megswber auch die Selektion von
erfassten Zielprotein(en). Zu Beginn dieser Arlggilt es also, ein geeignetes ELISA-
Verfahren zu etablieren und zu validieren. Zwart g8 eine Reihe kommerzieller
Assays; aber mehrere Argumente sprachen fir dwiékiting eines eigenen Tests: (1)
In der Arbeitsgruppe waren mehrere Antikdrper vadem, deren Eigenschaften — im
Gegensatz zu den in kauflichen Kits Enthalteneekabnt waren. (2) In Anbetracht des
Umfangs der durchgefiihrten Arbeiten ergab sichBiesatz der eigenen Werkzeuge
ein erheblicher Kostenvorteil. (3) Der Hauptgrundirwjedoch die Verflugbarkeit
gereinigten EGFR-Proteins in  Milligramm-Mengen, @ws photometrisch
quantifiziert werden konnte und damit eine exak#dili¢ierung des Tests ermdglichte.
Nach einer Reihe von Vorversuchen wurde eine ge&gAntikdrper-Kombination zur
Messung von l6slichem EGFR gefunden: Fir die Betthng der Mikrotiterplatten
wurde ein monoklonaler Antikorper (Akl) verwendetelcher in der Nahe der
Liganden-Bindungsstelle des sEGF-Rezeptors bindetdt (@l. 2005); da er die korrekte
Faltung der EGFR-Ektodoméne verlangt, wird denettes Zielprotein nicht erfasst.
Als zweiten Antikorper (Ak2) wurde ein polyklonalantikdrper verwendet, welcher in
der Arbeitsgruppe durch Immunisieren von Kaninchmen gereinigtem sEGFR_17
hergestellt worden war. Fir die Beurteilung dertBedingungen sind wichtig: die
niedrigste zuverlassig erfassbare KonzentrationZidproteins (Empfindlichkeit), das
Ausmal’d der unspezifischen Bindung sowie der Mesgiferdes Tests. Um einen in
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dieser Hinsicht geeigneten Test zu etablieren, amurdie mafigeblichen Parameter
variiert. Als Zielprotein diente dabei jeweils geigtes EGFR-Protein, welches in

Verdunnungsreihen Uber einen definierten Bereioesetzt wurde.

Beschichtung der Mikrotiterplatten mit Akl— Das Plastikmaterial der
Mikrotiterplatten hat eine bestimmte aber naturlidgrenzte Adsorptionskapazitat fir
Proteine. Mit steigender Antikérperkonzentration éer Beschichtung lasst sich eine
zunehmende Sattigung erzielen. Dies sollte vodéileein, da es die Funktion dieses
.catcher“-Antikorpers ist, moglichst viel Zielproteaus den Proben zu erfassen. Einer
hohen Beschichtungskonzentration stehen allerdifigdie Verfigbarkeit (oder Preis)
des gereinigten Proteins sowie ein Anstieg der exifipchen Bindung entgegen. In
vielen Protokollen findet man eine Protein-Konzatitm von 1,5 bis 2 pg/ml zur
Beschichtung. Im Experiment (Abb. 3) wurden die @déshtungskonzentrationen von
3, 5 und 8 pg/ml verglichen. Bei der Darstellung ddesswertes (Extinktion=0D) in
Abhangigkeit von der Menge des eingesetzten Ziagdprs zeigte sich, dass die héheren
Beschichtungskonzentrationen nur eine unwesentl®teggerung des Signals bei nur
geringfigig zunehmendem Leerwert brachte (Abb. Ba in der Arbeitsgruppe
ausreichend Akl1-Protein zur Verfigung stand, wufile die weiteren Tests eine

Beschichtungskonzentration von 5 pg/ml festgelegt.

0D x 1000
2300

Standardkurvenvergleich:
Ak1-Verdunnungen

1500 4

1000 -
Abb. 3 EGFR-Kalibrierungskurve Die
ELISA-Platte wurde mit 3 (hellblau), 5 (blau)
und 8 pg/ml (violett) AK1 beschichtet. Mit
steigender Akl-Konzentration zeigt sich nur
eine unwesentliche Erhéhung der OD-Werte,
BEEEIE = so dass sich keine maRgebliche Empfindlich-
pr keitssteigerung des Tests ergibt und fur 5
m png/ml Akl entschieden wurde. (OD= Extink-
- tion).

500 4

0 4 8
EGFR/ng
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In dieser wie auch den folgenden Darstellungen tzaigh ein nicht-linearer
Kurvenverlauf (Sattigungskurve); dies ist nicht ersdzu erwarten, da mit steigender
Konzentration von Zielprotein der immobilisierte Akunehmend gesattigt wird. Diese

Nichtlinearitat des Tests muss bei der zukunftideswertung bertcksichtigt werden.

Verdinnungen der weiteren Antikdrper Ak2 und Ak3Ublicherweise gibt man als
Mald fur die im Test eingesetzten Antikdrper deregrdéinnung aus den jeweiligen
Stammldsungen an. Beim zweiten spezifischen, cebeiy das Zielprotein gerichteten
Antikorpers, handelt es sich um Serum (Ak2) von ummierten Versuchstieren
(rabbit). Der Detektionsantikérper (Ak3) ist einrkmerzielles Konjugat aus einem
Antikdrper gegen rabbit-lgG und dem Enzym Peroxaedasus Vorversuchen (Ak2),

bzw. der Packungsbeilage (Ak3) war der ungefahre HELISA geeignete

Verdunnungsbereich bekannt; damit konnte die AnzahlVersuchen zur Optimierung
klein gehalten werden. Es wurden 3 Kombinationem redevanten Verdinnungen der
beiden Reagenzien getestet. Die Abbildung 4 zdmgs die Kombination Ak2 1:2000
und Ak3 1.6000 das beste Ergebnis brachte: Beirigewh Leerwert (unspezifische
Bindung) ergab sich ein vergleichsweise hohes Sighase Kombination kam bei den

weiteren Messungen zur Anwendung.

QD x 1000
2300 1

Antikdrperverdinnungswverhaltnis
(AkZ/AkS)

AkZ:AK3
2000 G

W alcz:AK
2000:3000

L 3 >
AkZ:AK3

1500 6000:2000

Abb. 4 Ak2/Ak3-Verdinnungen. Getestet
wurden drei verschiedene Verdinnungen von
Ak2 und Ak3: Mit einem Verdinnungs-
verhaltnis von Ak2 1:2000 und Ak3 1:6000
konnte die Empfindlichkeit des ELISA
deutlich verbessert werden. Gleichzeitig
brachte diese Antikdrperkombination den
niedrigsten Leerwert, so dass unspezifische
Bindungen maoglichst reduziert wurden.
(OD=EXxtinktion)

)]
[
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Variation des Detektionssystems. Da die Empfindlichkeit des ELISA nicht nur von
der Affinitat und Konzentration der Antikorper samd auch von der Wahl des
Detektionssystems abhangt, wurde Uberpriift, obhdeine weitere Komponente in
einem zusatzlichen Inkubationsschritt eine Verbesgg erzielt werden kann. Dazu
wurde als Detektionsantikdrper ein Konjugat mit tBiceingesetzt, um letzteres dann
mit einem Konjugat aus Streptavidin-Peroxidase =iektieren. Aufgrund einer

maoglicherweise mehrfachen Biotinylierung des Antpeis (herstellungsbedingt) und
aufgrund der hohen Affinitdt der Biotin/StreptavidBindung konnte man eine

Verstarkung des Signals erwarten. Wie Abbildungegz ergibt sich tatséachlich ein

etwas steilerer Kurvenverlauf. Allerdings erschaar Effekt nicht in dem Ausmalle,
welches den durch den zusatzlichen Reaktionssehmhitthten Zeitaufwand rechtfertigt.
Fur die spateren Messungen wurde folglich der zueschriebene Versuchsaufbau

beibehalten.

o Akl
=000 [ Vergleich von Detektionssystemen _ Akb
Ak3 und Akb (biotinyliert)

Ak3

2500

2000

1500

Abb. 5 Anwendung eines anderen Detek-
tionssystems. Der Standardkurvenvergleich
im ELISA mit Ak3 (blaue Kurve) und im
] ELISA mit einem mit Biotin gekoppelten
d Antikérper Akb, welche durch Streptavidin-
Peroxidase detektiert wurde (violette Kurve)
500 zeigt dass zwar eine Steigerung der
Extinktionen erzielt wird; diese aber nicht in
dem Ausmalle ist, welche einen zusatzlichen
Inkubationsschritt rechtfertigt wirde.
04 (OD=Extinktion)

0 2 " 6 8 10
EGFR/ng

1000

Variation mit Umkehrung des TestaufbausDie Verflugbarkeit ausreichender Mengen
des gereinigten Antigens (SEGFR_17) ermdglicht auemen sogenannten
Kompetitions-ELISA durchzufiihren: Hier wird nichtnfikérper sondern Antigen an
die Mikrotiterplatte adsorbiert. Bei der Durchfihgy des Tests kompetieren dann
dieses immobilisierte mit dem mobilen Antigen ausike bzw. Standard um die

Bindung von unterschissig zugesetztem spezifiscAatikorper. Immobilisierte

26



Ergebnisse

Antigen-/Antikorper-Komplexe werden dann, nach ddimtfernen der mobilen
Komplexe durch Waschen, mit dem Detektionssystem aien (Ak3 mit Substrat)
gemessen. So ergeben sich mit steigender MengeerrAtigen abfallende
Kurvenverlaufe. Vorteil dieses Testaufbaus wardefgparnis durch Einsparung eines
Inkubationsschritts, allerdings unter Inkaufnahmen vmdglichen Problemen durch
Unspezifitat (nur 1 spezifischer Antikdrper) untbidng. Wie Abbildung 6 zeigt,
funktioniert dieser Testaufbau im Prinzip. Allergsn erwies sich der Test als
vergleichsweise unempfindlich; erst 10 ng Antigetw@ 10 mal mehr als oben) zeigen
eine deutliche Veradnderung des Signals. Und — pochlematischer — das Signal lasst
sich auch mit sehr hohen Antigenmengen nicht \@ildig verdrdngen, was auf

unspezifische Bindung schlieRen lasst. Deshalb evdreses Testverfahren nicht weiter

bertcksichtigt.
0D x 1000
1000 ‘
Kompetitions-ELISA
%
800 1 |
600 | O\
N
e Abb. 6 Kompetitions-ELISA. Die Um-
E—— kehrung des Testaufbaus basiert auf eine
400 + Plattenbeschichtung mit Antigen (EGFR) und
anschlieBendem Auftragen von Probenanti-
gen. Das Signal lasst sich mit steigendem
Probenantigen immer mehr verdrangen, da die
200 4 mobilen EGFR-Antikérper-Komplexe durch
den Waschprozess wieder vom Reaktions-
gefall ausgewaschen werden (absteigender
Kurvenverlauf). Allerdings ist dieser Test
unempfindlicher als der bisher angewandte
0 ELISA. (OD=Extinktion)

(] 5‘0 160 15‘0 20‘0 250
EGFR/ng

3.2 EGFR-ELISA auf Serumproben und Berechnungsndetho

Unter den zuvor aufgefihrten optimierten Bedingungeurde eine (beliebige)
Serumprobe im Vergleich zu gereinigtem sEGFR-Pnosds Standard getestet, um die
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Anwendbarkeit des Tests und das Quantifizierungakiezn zu demonstrieren.
Standardprotein und Serum wurden beide in Verdigsn@ihen eingesetzt, um EGFR-

Gehalte und Messbereich des Tests aneinander ampas&onnen (Tabelle 5).

Tabelle 5Wertetabelle EGFR-Standard und Serum (OD=Extimltio

Standardprotein OD x 103| | Serum- OD x 103
EGFR/ng Volumen/ul

8,00 2312 12,5 408
4,00 1701 6,25 268
2,00 1101 3,13 212
1,00 642 1,56 168
0,50 406

0,25 287

0,13 230

0,00 177

Die Standardkurve (Abb. 7) ist wiederum leicht gekkmt. Das ist auch nicht anders zu
erwarten; denn mit zunehmender Antigen-Menge (BEGFR) werden die auf der
ELISA-Platte immobilisierten Antikérper allmahlicabgesattigt, so dass man sich
letztlich einem Maximalwert ndhern wirde. Wenn ne@me derartige Sattigungskurve
als Standardkurve fir die Auswertung unbekannteb&r verwenden will, kbnnte man
den unteren, annahernd linearen Bereich der Kumveihe einfache Rechnung (Proben
OD durch Steigungswert dividieren) heranziehendiéden aber nur Proben mit OD-
Werten aus diesem niedrigen Bereich ausgewerteteneEinen gré3eren Messbereich

erhalt man, wenn man auf die Standardkurve diegaatjsfunktion geman

OD =a-seEGFR /p + sEGFR) 4

anwendet und durch Regress{@nmittiung der Konstanten a, b undeipe Kurve erzeugt,
welche optimal an die Messpunkte angepasst istdbtitso erzeugten Funktion werden
dann die Messwerte der Proben ausgewertet (s. [Edbeéchte Spalte). Tragt man die
so berechneten Protein-Werte gegen das Probevolaugnzeigt sich eine lineare
Abhangigkeit (Abb. 6), die — bei Abwesenheit volr&tktoren — auch so zu erwarten
ist. Allerdings: Wurden hohere Serumvolumina in dest eingesetzt (nicht gezeigt),
ist diese Linearitdt nicht mehr gegeben; die bevetth Menge stieg nicht mehr
entsprechend des eingesetzten Probevolumens amutieh aufgrund von
Interferenzen durch die dann sehr hohe Proteinkdretén (Interaktion mit Assay-

Komponenten). Das mag nicht verwundern, wenn manhdihe Konzentration von
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Immunglobulinen im Serum bedenkt; bereits bei 10 Serumprobe ist der darin
enthaltene Immunglobulin-Gehalt auf molarer Eberdhmals 3 Zehnerpotenzen héher
als der Gehalt von EGFR-gebundenen spezifischenk@pern; moglicherweise
ergeben sich Stérungen durch Kreuzreaktionen. Desharden fir die spatere
Untersuchung der Seren nur solche Messwerte eigbazdlie in der Darstellung nach
Abb. 6 eine klare lineare Abhangigkeit vom eingetset Probevolumen zeigten. Die
Berechnung der Serumgehalte erfolgt dann Uber é&meare Regression der 4
Messwerte (im obigen Beispiel ware das Ergebnis3@®Ong/ul = Steigung der
Regressionsgerade = 36,9 ng/ml). Fir jede unbe&aatumprobe werden nach dem
dargestellten Verfahren 2 Verdiinnungsreihen gemesse dass das Ergebnis jeder

Probe letztlich auf 8 Einzelmessungen basiert wmaitsverlasslich erscheint.

EGFR-Standardkurve

oD
*® 1000 pe
0,5
S Auswertung "
Serumprobe
o] 04
1500
03
[+ 4
o o] Abb. 7 EGFR - Standard -
1000 B 55 & kurve und Auswertung der
= Serumprobe. Der EGFR-
) Gehalt der untersuchten
g 0. o Steigung Serumprobe entspricht der
s 4 } Steigung der Regressions-
P ° Y =0,0369x - 0,0122  geraden. Hier: 36,9 ng/ml.
4 T . + 1 = _ (OD=Extinktion)
" . ul Serum
1] 2 4 6 8
ng sEGFR

Uberprifung der Assay-Spezifitat- Im obigen Beispiel wurde ein beliebiges Serum
eines gesunden Patienten gemessen. Aus dem ge&im@Gahalt von 36,9 ng/ml folgt
eine molare Konzentration von etwa 0,5 nmol/l. dem Hintergrund, dass man lange
Zeit davon ausging, dass der EGFR als Membranpratberhaupt nicht im Serum
vorkommt, ist dies ein recht hoher Wert. Um unsjezie Effekt des Testes
auszuschliel3en, wurde daher der folgende Test geifichrt: Eine Serumprobe wurde
mit EGF versetzt, welches vorhandenes EGFR-Proteeetzen sollte. Da der
.catcher“-Antikorper des ELISA an die EGF-Bindunigdle bindet, sollte aufgrund

einer Kompetition weniger EGFR-Protein gebunden erfdsst werden. Abb. 8 zeigt,
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dass in Gegenwart von EGF deutlich weniger Antiggasst wird. Die fast vollstandige
Ausloschung des Signals bei der Serumprobe durch pihgsiologischen Liganden
zeigt, dass das gemessene Signal in Abwesenheizugesetztem EGF ausschliel3lich

durch die vorhandenen EGFR-Bindungsstellen erasugie.

oD |
Spezifitat des Assays . EGF ¢

™ Abb. 8 Uberprufung der Assay-Spezifitat.
Im ELISA wurde eine Serumprobe einmal mit
150 | EGF (50 pM; rote Kurve) und einmal nicht
mit EGF versetzt (blaue Kurve). Die mit EGF
vorbehandelte Probe zeigt, dass der Ligand
100 4 EGF spezifisch an die Bindungsstelle seines
® Rezeptors bindet und damit die Bindung fir
Akl blockiert, so dass hier praktisch kein
Signal entsteht. Das gemessene Signal bei der

+ EGF unbehandelten Probe (blau) ist auf die
. . . spezifische Bindung von Akl zurlickzufiihren.
] (OD=EXxtinktion)
’ 0 ¢ 5 JIID

pl Serum

3.3 Anwendung des Tests auf Serumproben von gesBgendern und

Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der Mundiohl

Nachdem der beschriebene ELISA (monoklonaler arfiRGAk1l als ,catcher,
polyclonaler anti-EGFR Ak2) hinreichend fir die Aemdungen an Patientenseren
validiert war, sollte nun untersucht werden, ob ddsthiede zwischen gesunden und
Tumorpatienten messbar sind. Dazu wurden je 20 nmaben von gesunden
Blutspendern und von Patienten mit PEC der Mundhdklschafft, analysiert und wie
oben beschrieben ausgewertet; dabei wurde jedesnSsvei mal in 4 Konzentrationen
gemessen. Die statistische Auswertung erfolgtedem Softwareprogramm SPSS 20.0.
Die erhobenen Daten aus erster und zweiter ELISAsMeg, sowie die hieraus
berechneten Mittelwerte, die zur statistischen psmlherangezogen wurden, sind in
Tabelle 6 und 7 dargestellt.
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Tabelle 6 Serum-EGFR-Gehalte gesunder Spender (SA=Standaettdtung)

Serumproben EGFR-Gehalt EGFR-Gehalt Mittelwert ~ SA
gesunde Spen- Messung 1 Messung 2 EGFR

der (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Gl 11,7 13,2 12,5 +11
G2 13,7 13,0 13,4 +0,5
G3 13,1 14,5 13,8 +1,0
G4 15,8 16,1 16 +0,2
G5 15,6 17,6 16,6 +14
G6 16,3 18,1 17,2 +1,3
G7 18,8 18,3 18,6 +04
G8 19,7 22,7 20,9 +25
G9 23,6 27,7 25,7 +2,9
G10 29,3 31,2 30,3 +1.3
Gl1 33 31,2 32,1 1,3
G12 32,8 37,8 35,3 +3,0
G13 33,1 37,4 35,3 +35
G14 28,6 43,6 36,1 + 10,6
G15 32,3 40,8 36,6 +6,0
Gl6 27,9 46,3 37,1 +13
G17 35,6 41,8 38,7 +4.4
G18 42,5 44,3 43,4 +1.3
G19 54 56,2 55,1 1,6
G20 60,9 68,4 64,7 +53

Tabelle 7 Serum-EGFR-Gehalte von Patienten mit oralen Plaftighelkarzinomen
(SA= Stanadardabweichung)

Serumproben EGFR-Gehalt EGFR-Gehalt Mittelwert ~ SA
von Patienten Messung 1 Messung 2 EGFR

mit oralen PEC  (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
T1 31,8 23,1 27,5 +6,2
T2 29,9 32,4 31,2 +1,8
T3 32,0 30,3 31,2 1,2
T4 36,0 32,5 34,3 25
T5 36,4 39,9 38,2 25
T6 40,8 45,6 43,2 +3,4
T7 45,9 447 45,3 +0,8
T8 47,1 45,1 46,1 +1,4
T9 54,6 47 50,8 +54
T10 58,5 52,9 55,7 t4
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T11 60,3 59 59,7 +0,9
T12 62,2 63,1 62,7 +0,6
T13 67,6 59,3 63,5 +59
T14 75 68,4 71,7 +4,7
T15 78 70,5 74,3 +53
T16 76,9 71,8 74,4 +3,6
T17 84,1 78,2 81,2 4,2
T18 84,2 85,3 84,8 +0,8
T19 84,7 88,8 86,8 +29
T20 100,4 99,4 99,9 +0,7

Die EGFR-Gehalte aus erster und zweiter Messungdminden Spendern sowie auch
bei Tumorpatienten streuen nur geringflgig: Dastiagramm in Abb. 9, in welchem
die Ergebnisse der ersten gegen die der Messuggteaden wurden, demonstriert eine
lineare Abh&ngigkeit. Diese lasst sich durch Varearalyse (im gemischten Modell der
ANOVA\) verifizieren; es ergeben sich Werte fiir d@astimmheitsmaR Rvon > 0,9
(Rerumorpatienten= 0,959 und Reesunde= 0,901), was eine hohe Reliabilitat der Unter-
suchung zeigt.

Status

J

Abb. 9 Scatterplot der Ergebnisse der
EGFR-Bestimmung: Erste Messung vs.
zweite Messung.

EGF-Rezeptorgehalt, 2. Messung (ngfmi)

EGF-Rezeptorgehalt, 1. Messung (ng/ml)

Die in den Tabellen 5 und 6 berechneten Serum-E@feiRe von gesunden Spendern
und Mundhohlen-PEC-Patienten (entsprechend aucKefigilung griner versus roter
Symbole in Abb. 9) lassen eine Tendenz zu héheremun$EGFR- Werten bei

Tumorpatienten vermuten. Dieser Befund sollte stiatih abgesichert werden:
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Tabelle 8Gruppenstatistik der EGFR-Serumkonzentratiagesund vs .krank
(n = Anzahl der Proben, pst*e0,001 Welch)

Serum n Mittelwert EGFR Median Range

+ Stabw

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
gesunde 20 30,0 £ 14,3 31,2 12,5-64,7
Spender
(G1-G20)
PEC- 20 58,1+ 21,2 57,7 27,5-99,9
Patienten
(T1-T20)

Der mittlere Serum-EGFR-Gehalt von Tumorpatientrfast doppelt so hoch wie der
von gesunden Spender8(1 ng/ml + 21,2 bei Tumorpatienten vs. 30,0 n@nl14,3
bei gesunden Spendgriber Boxplot (Abb. 10) veranschaulicht, dass sieghMedian-
Werte deutlich unterscheiden, die Einzelwerte ireihGesamtheit zwar Uberlappen,

nicht aber die Bereiche, in denen die Halfte derejégen Werte liegen (graue Boxen).

% ; S
g - l Abb. 10 Boxplot der EGFR-Gehalte gesund vs.
. krank. Dargestellt wird die jeweilige Spannweite der
8 _ Daten (Mittelwerte aus Messung 1 und 2), der
L Bereich der mittleren 50% dieser Werte (graue
Boxen) sowie der Medianwert (horizontale Linie in
den Boxen).

Status

3.4 Spezifischer Test auf sezerniertes EGFR (SEGFR _

Der bisher durchgefihrte EGFR-ELISA erfasst aufdruder Spezifitit des
immobilisierten Antikorpers alle Proteine mit intak EGF-Bindungsstelle, welche
zumindest einen betrachtlichen Teil der EGFR-Ekiodoe besitzen, gegen welche der
eingesetzte zweite Antikdrper (Ak2) gerichtet Isbiglich diskriminiert der Test nicht

zwischen EGFR-Ektodomanen, welche moglicherweisehdBroteolyse von Zellober-
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flachen abgetrennt wurden (shedding) und solcheRR=Bormen, die von Zellen als
sekretorische Proteine produziert werden. Zumindiésteine EGFR-Form, namlich
dem von Weber et al. beschriebenen sEGFR_17, kdtategezeigt werden, dass es
sich dabei um ein sekretorisches Produkt handdlierdings wurde es bisher nur bei
einer einzigen Tumorzell-Linie gefunden; ob es auoh Serum von Gesunden
vorkommt, ist nicht bekannt. Moglicherweise sindthe sekretorischen EGFR-Formen
als aberrante Gen-Produkte tumorspezifisch und eviidamit mafgeblicher fur die
Verwendung als Tumormarker sein.

Es war nun das Ziel, einen Test zur selektivendstfag des sekretorischen sEGFR zu
entwickeln. Dazu wurde das Vorhandensein einer dstd&Rlangen Aminosaure-Sequenz
genutzt, welche im sEGFR_17 aber nicht im membéaasgen EGFR vorkommt (s.
Einleitung). Eine BLAST-Recherche hatte ergeberssddiese Sequenz einzigartig ist
und sich bei keinem anderen humanen Protein fitégst. Daher wurde gemal dieser
Sequenz ein synthetisches Peptid zur ImmunisievongKaninchen hergestellt und das
erhaltene Immunserum (AkC) anstelle des Ak2 inlokeschriebenen ELISA eingesetzt.
Abbildung 11 demonstriert, dass mit SEGFR_17 akn&irdprotein und AKC als
zweitem spezifischen Antikorper ebenfalls eine i§atigskurve (rot) erhalten wird.
Allerdings ist der Gehalt dieses neuen Antiserumspezifischen, gegen sEGFR_17
gerichteten Antikérpern deutlich geringer als bemdzuvor eingesetzten Antiserum
Ak2 (blaue Kurve); denn die Kurve ist trotz niednigr Verdiinnung des Antiserums im
Test flacher. Das entspricht durchaus der Erwartwienn AkC kann nur mit
Antikorper-Populationen gegen den kurzen 17-Resféeiininus des SEGFRs das
Signal weiterleiten, wahrend Ak2 auch die Epitops dibrigen, 616 Reste grossen
Rezeptorproteins nutzen kann. Vor diesem Hintedruist eine geringere
Empfindlichkeit des Tests als unter Verwendung ¥2 zu erwarten. Das lasst sich
quantitativ ausdriicken, wenn man als Mal3 fur digptindlichkeit eine signifikante
Differenz des Messwertes vom Leerwert annimmt und eihe von Standardkurven
darauf Uberprtft: Danach lasst sich mit dem AKCE&A knapp 1 ng SEGFR verlasslich
nachweisen; beim Ak2-ELISA sind es etwa 0,3 ng (Alingl1).
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Abb. 11 Standardkurvenvergleich im
son 4 EGFR- und sEGFR-ELISA. Der flache
» Kurvenverlauf der roten Kurve demonstriert
?' die geringere Empfindlichkeit des sEGFR-
. ELISA. (OD=Extinktion)
0 2 4 6 8 0 12 14 16
sEGFR/ng

Die Empfindlichkeit des SEGFR-ELISA liel3 sich niciirch Erh6hung der AkC-

Konzentration verbessern, da dann zunehmende Rieblenit unspezifischen

Bindungen auftraten (nicht gezeigt); deshalb wuralésweiteren Messungen mit einer
AkC-Verdiinnung von 1:1000 durchgefihrt. Und immertiber Test sollte spezifisch
fur das sezernierte SEGFR_17 sein und dementspr@cden membranstandigen
(,normalen”) EGF-Rezeptor oder Fragmente dessetbeht erfassen. Dies wird im

Kontroll-Experiment demonstriert (Abb. 12):

oD x 1000
1000

Ak2 1:2000

L]

® Abb. 12 Kontrollversuch mit aus-
schliesslich Gesamtrezeptor. Aus A431-
AKC 1:1000 @ Zellen isolierte EGF-Rezeptoren werden im
- - ELISA mit Ak2 erfal3t (blaue Kurve), wahrend
4, der sEGFR-ELISA mit AKC praktisch kein
konzentrationsabhéangiges Signal liefert (rote
Kurve). (OD=Extinktion)

0 10 20 30 40 50

EGFR (170 kDa Rezeptor)/ul 35
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Nachdem die Spezifitat des sEGFR/AKC-ELISA demaastwar, wurde er auf die
Untersuchung zweier beliebiger Serumproben angesienie eines Gesunden sowie
die eines Tumor-Patienten. Die Auswertung diesgselments zeigt (Abb. 13), dass
der Test in humanem Normalserum wenig antikorpgpaasives Protein erkennt, wohl
aber in der Probe des Tumorpatienten. Es ist ftaglbb das geringe Signal bei der
Normalserum-Probe signifikant ist; denn in Anbeftitades hohen Probeneinsatzes (hier
20-100 pl statt 2-13 pl im EGFR-ELISA) kdnnen urwfieche Effekte wohl nicht
ausgeschlossen werden; d.h. das Vorkommen von sEGFR dieser Probe erscheint
nicht sicher, wahrend das deutliche Signal des Tpat®ntenserums eher einen
tatsachlichen sEGFR_17-Gehalt des Serums reprégeitieser Befund misste nun an
weiteren Fallen Uberpruft werden. Allerdings stande geringe Serum-Volumina fur
Einzelmessungen der ausgesuchten Tumor-PatienteNeztiigung. Deshalb wurden
zwei Pools aus je 20 Einzelseren der Tumor-Patresbwie der gesunden Probanden
(e 15 pl) hergestellt und im sEGFR-ELISA analysiend verglichen (Abb. 14). Da
die erhaltenen Signale an der Nachweisgrenze lagenden 5 separate Tests an

unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt, um das Elgettatistisch abzusichern.

OD x 1000 sSEGFR / AkC - ELISA

1800

Len sEGFR-Standard o
1400

1200

Abb. 13 Anwendung des
SEGFR-ELISA auf Serum-
proben. Dargestellt sind die
Auswertungen je einer Serum-
probe eines gesunden Spen-
ders und die eines Tumor-
patienten (Inset) sowie der
zugehorige sEGFR-Standard.
Wahrend im Normalserum
praktisch  kein antikdrper-
responives Protein erkannt
wird, zeigt das Patienten-
_ ) ) ) ) ) serum deutliche Extinktionen.
o 2 “0 “ s ul serum (OD=Extinktion)
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

sEGFR/ng

1000

800

600

400

200
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Trotz betrachtlicher Streuungen bei den 5 durcHgédia Tests wird der Befund
erhohter sEGFR-Protein-Konzentrationen bei Tumagpttn bestéatigt. Und auch bei
dem pool der 20 gesunden Probanden scheint es me@ivbrveisbaren Gehalt zu geben;
zumindest lasst sich aufgrund der Konzentrationgagigkeit des erhaltenen Signals
darauf schlieBen. Man erkennt allerdings auch, ahssdurch lineare Regression
ermittelte Gerade nicht auf den Koordinaten-Nullduextrapoliert, so dass eine seriose
Quantifizierung im gesunden Serum-pool nicht mdyglist (deshalb auch keine
Standardkurve in Abb. 14).

Dagegen lagen die Signale bei dem Tumor-pool d¢uthdher, so dass eine
Quantifizierung der Serum-EGFR-Konzentration dutehlSA unter Einbeziehung
einer sEGFR-Standkurve mdglich scheint (AbbB)5
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Quantifizierung von EGFR im Tumorpool:
A. EGFR-ELISA ( gesamt EGFR)versus B. SEGFR-ELISA (  nur sekretorisches
SEGFR)

o x 1000 0D x 1000
A ¢ B .
L ]
L ]
w4 ¥ = 0,0856x + 0,0648 Lo i ¥ o= 0002 - 00081 &
. ¥
a [
g Fus
z. &
[ [
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v ]
o 5 = 5 - 50 L0
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JEGFR/ng sEGFR/ng

Abb. 15 Quantifizierung von EGFR im Tumorpool. Das Ergebnis dddntersuchung vom Tumorpool
im EGFR-ELISA (A) und sEGFR-ELISA (B) ist im Insdargestellt. Die berechnete Regressionsgerade
ergibt sich aus der jeweils zugehérigen Standaxdk Die Steigung der Geraden entspricht dem EGFR-
bzw. SEGFR-Gehalt der untersuchten Probe: 86 ng®fR bzw. 12 ng/ml sEGFR. (OD=Extinktion)

Der Gehalt an sEGFR-Protein, gemessen mit dem &nfis gegen den 17-Reste-C-
Terminus betragt im Serumpool der Tumorpatientavaet2 ng/ml (SEGFR-ELISA;
Insertion). Wenn man dieselbe Probe mit dem Antisegegen das gesamte EGFR-
Protein analysiert (EGFR-ELISA) erhadlt man einenh&e von 86 ng/ml. Die
naheliegende Erklarung dieser Diskrepanz ist datiegen sowohl von EGFR-Protein,
welches nicht mit dem sekretorischen SEGFR idemtisst (z.B. proteolytisch
abgespalten) sowie einem kleineren Anteil von dekischem seGFR.

Dieses Experiment zeigt, dass dedfG$FR-ELISA im Prinzip auf Humanserum
anwendbar ist. Es bestatigt den hoheren Gehalt »otigen im pool der
Tumorpatienten. Madglicherweiserscheint damit_EBGFR_17 aussagekraftiger als
Gesamt-EGFR fir die Unterscheidung von Normal- uhdmorpatientenseren.
Allerdings kénnen an der Validitat der ErgebnisseraZweifel autfkommen; denn mit
den hohen Probevolumina werden bis zu ca. 6 mgngeniein pro Messpunkt
eingesetzt, entsprechend einem etwa sechs milliacieen Uberschuss gegeniiber dem
gefundenen Antigen. Auch wenn die eingesetztenk@rper spezifisch sein sollten,

sind unspezifische Effekte nicht ausgeschlossem;edialtenen nicht-linearen Kurven
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der Signale sind daftir ein Anzeichen. AulRerdemehedie Signale in der Nahe der
Nachweisgrenze, was sich in den erhaltenen Stremungigt. So lasst sich zumindest
fur Normalserum nicht eindeutig das Vorkommen vdeGBER_17 belegen oder
ausschlieRen. Dieser Frage sollte durch die folgenBxperimente nachgegangen

werden.

3.5 Immunaffinitatschromatographie von Humanserum

Anders als bei einem ELISA kann bei der Chromatoigiea ein (fast beliebig) grol3es
Probevolumen eingesetzt werden. Die Immunaffirctiitsmatographie eines grol3eren
Serumvolumens sollte eine EGFR-angereicherte, wveméprotein befreite Fraktion
liefern. In dieser lieBe sich das isolierte EGFRt€In durch mehrere Verfahren
analysieren. In einem Vorversuch mit Normalserutitesgeklart werden, ob dies mit

den vorhandenen Werkzeugen im Prinzip moglich ist.

Vorversuch zur Etablierung der Methode: Es kam eine Sepharose-basierte Matrix
zur Anwendung, in welcher der auch fur den ELISAwendete Antikorper (Ak1)
kovalent gekoppelt worden war. Diese Matrix hattd 9ereits bei der Reinigung von
SEGFR aus Tumorzell-Kulturen bewahrt; nach den ijgyes Experimenten liel3 sich
die Affinitatsmatrix zur vollen Aktivitat regenenen. Eine derartige Chromatographie-
Saule wurde fir das folgende Experiment eingesétetirere Serum-Konserven von
gesunden Spendern wurden zu 3,7 Litern gepoolt, daihselben Volumen PBS
verdunnt, zentrifugiert, filtriert und wahrend meter Tage durch eine 7 ml-Ak1-Saule
gepumpt. Nach der im Material- und Methodenteilcheigbenen Methode, welche
intensive Waschschritte umfasst, wurde letztliah Eiuat von 16,5 ml von der Matrix
desorbiert; dieses wurde im Vergleich zum Ausgaemgss im EGFR-ELISA
analysiert. Wahrend fir das Serum dabei wie zuwar medrige Signale erhalten
wurden (OD bis 0.25), reagierte das angereichedezBntrat intensiv und musste fur

den Test sogar verdinnt werden. Es ergab sich:

Ausgangsserum 3700 ml 57,8 ng/ml EGFR 214 pg EGRéesetzt
Eluat 16,5 mi 11 pg/ml EGFR 181 pg EGFR isoliert

Damit wurde eine signifikante Menge EGFR-Proteis dam Serum isoliert, sogar mit
einer erstaunlich hohen Ausbeute. Es stellt sich die Frage, ob in der isolierten
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Proteinfraktion auch das sekretorische sEGFR_1ha#rh ist. Im SEGFR-ELISA
ergab sich fur das Eluat eine Konzentration vor2 u8/ml sEGFR, entsprechend einer
anscheinend isolierten Menge von etwa 15 pg (amdlidh mehr von den ELISA-
Daten erwarten). Dabei lagen die gemessenen Eixtimédt weit Uber der
Nachweisgrenze (OD bis 0.9), so dass das Ergelbwas aus messtechnischer Sicht
verlasslich erscheint; jedoch kamen aus zwei Gniizateeifel an diesem Befund:

. Die verwendete Affinitdtssdule war zuvor in derb@itsgruppe zur Isolierung
groRer Mengen (Milligramm-Bereich) von sSEGFR-Pnotequs Zellkulturmedien
benutzt worden. Obwohl die Matrix vor der Beladuggindlich einer Reihe von
Waschschritten unterworfen worden war, ist einetonnation des Eluats mit ,altem*
EGFR-Protein nicht vollig auszuschliel3en; denn hier nachzuweisenden Mengen
liegen in einem um mehrere Zehnerpotenzen niedng&ereich. Die oben gezeigte,
erstaunlich hohe Ausbeute von 181/214 kdnnte emwklis darauf sein, dass ein Teil
des im Eluat gefundenen EGFR-Proteins vielleicht &esten vorausgegangener
Chromatographien stammte. Dieser Aspekt wird spétiéreinem Experiment unter
Verwendung einer neu hergestellten Affinitdtsmalarbeitet werden.

. Bereits bei der Gewinnung des EGFR-haltigen Elwear eine auffallig hohe
Proteinkonzentration beobachtet worden (Schaunmekaigimter Meniskus), viel héher
als der Konzentration der im ELISA gemessenen E®BRzentration entsprechen
konnte. Die Messung einer OD von 1,437 bei 280 mstdiigte den Verdacht. Wirde
es sich um EGFR handeln, entsprache das einer Koagen von 1,8 mg/ml;
gemessen wurde mit ELISA aber nur ein Gehalt vonugiml. Eine darauf hin
durchgefuhrte SDS-Gelektrophorese brachte Klarhditr 10 pl des Eluats zeigen
deutliche Banden — keine davon im Bereich des sE(@BR110 kDa, siehe auch Abb.
16 a); bei einer aufgetragenen Proteinmenge vornOda.ug (mit ELISA in 10 ul
gemessen) war das auch nicht zu erwarten. Das Bandger l&sst an Immunglobuline
denken (schwere und leichte Ketten, bzw. nichtzexite Komplexe). Das bestatigte
sich durch massenspektroskopische UntersuchungréerHauptbanden des Gels (F.
Buck, Institut fur Klinische Chemie, UKE): Alle idé&fizierbaren Peptidfragmente
entstammten Immunglobulinen. Es erscheint schwekladar, weshalb diese
Serumbestandteile in grof3er Menge auf einer siobtsals hoch-spezifisch erwiesenen
Affinitatssaule ko-purifiziert wurden. Zwar wurdenit 3,7 L Serum ca. 220 Gramm
Protein durch die Séule gepumpt, so dass die iratEgjefundenen Immunglobuline mit

20 mg nur knapp 0,1 Promille davon ausmachen; Jed@aann es sich nicht um eine
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unspezifische Verschleppung handeln, denn das Heaipin des Serums, Albumin,
kommt im Eluat praktisch nicht vor (s. Abb. 16 Fos bei 66 kDa), wurde also
vollstdndig ausgeschlossen. Auch ein ,Ausbluten‘ydidlyse) von gekoppeltem

Antikorper in dieser Menge ist unwahrscheinlich.

kDa

o7 —j- . h
-

45 -

Abb. 16 SDS-Gelelektrophorese von affinitdtschromatographish
gewonnenem EGFRDie gelelektrophoretische Auftrennung der aus der
Affinitatschromatographie gewonnenen Fraktion (B)gz dass keine
Bande im kDa-Bereich der Kontrollprobe (a) liegadDBandenmuster
31 erinnert eher an das von Immunglobulinen (Ig). Eimespezifische
Verschleppung von Ig kann ausgeschlossen werdeidadam Serum
enthaltene Albumin (c) in der gewonnen Fraktion rfiht vorkommt.
(a= sEGFR als Kontrolle, b= Fraktion aus der Afftachromatographie,
c= Serum, linker Rand= Markerprotein)

Dass es sich bei der beobachteten Ko-Purifikateon lmmunglobulinen nicht um einen
unspezifischen Verschleppungseffekt handelte, ggigth eine Rechromatographie des
Eluats Uber die gewaschene Affinitatssaule: Niahtadas EGFR-Protein sondern auch
die Immunglobuline wurden zum groR3eren Teil wieddsorbiert und mit dem Eluat
desorbiert. Die Ursache fiur diesen Effekt konnteRahmen der vorliegenden Arbeit
nicht geklart werden — und damit auch nicht, olh smm EGFR-ELISA, der ja fur die
Beschichtung der Mikrotiterplatte den gleichen Katper verwendet, ahnliche Effekte,
also Akkumulationen von Immunglobulinen, einstelland diese vielleicht durch
Kreuzreaktionen die Ergebnisse beeinflussen.

Dieser Vorversuch hatte also ergeben, dass eineutaffinititschromatographie von
Humanserum im Prinzip mdglich erscheint, zukindiigh mit deutlich weniger Serum-
Einsatz, dass jedoch mit einer unerklarten Ko-Hation von Immunglobulinen
gerechnet werden und bei der weiteren Charaktaeriggedes isolierten EGFR-Proteins

bertcksichtigt werden muss. Aul3erdem erscheintVéievendung von neuen, bisher
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unbenutzten Affinitdtsmatrices unumganglich, um\deschleppung von Antigen Uber
das Recyceln der Matrix hinaus sicher auszuschiiel3e

Hauptexperiment: Isolierung von EGFR aus HumansergmEine Affinitatsmatrix
wurde neu hergestellt (Ak1-Antikorper gekoppelt Enl-HiTrap-Saule) und vor der
ersten Verwendung ausgiebig gewaschen. Die Chrgreaibie wurde wie zuvor
beschrieben durchgefiihrt, diesmal allerdings nurt reiner dem Kkleineren
Saulenvolumen angepassten, geringeren Serummegeni(2neuer Proband). Die
letztlich von der Chromatographie-S&ule desorbieffeaktion wurde durch
Lyophilisation und Dialyse zu einem Volumen von 1l konzentriert (Eluat-
Konzentrat). Im EGFR-ELISA analysiert wurden diesEsnzentrat sowie das
Ausgangsserum und der Durchlauf der Saule bei ddaddng. Somit war eine

Bilanzierung der Chromatographie madglich:

Ausgangsserum 20 ml 19 ng/ml EGFR 380 ng EGFReskigt

(Nach Saulenpassage konnte kein EGFR im Durchiacligewiesen werden)

Eluat 5,5ml 9,7 ng/ml EGFR 53ng EGFRisoliert

— daraus Konzentrat 1,0 ml 49 ng/ml EGFR 49 ng

Daraus folgt:

. Das Vorkommen von l6éslichem EGF-Rezeptorprotaim Humanserum ist

eindeutig gezeigt; es konnte aus Serum in gut naessMenge isoliert werden. Wegen
der Wichtigkeit dieser Aussage werden hier die Rwén des ELISA-Ergebnisses
gezeigt. Die Linearitat der berechneten Menge vorgesetzten Probevolumen spricht
fur die Verlasslichkeit der Messung (hier nur ggréiir das Eluat-Konzentrat Abb. 17;
die Messungen des nicht-konzentrierten Eluats salei® Serums waren ebenfalls
linear, allerdings bei niedrigeren OD-Werten). B##n hoheren OD-Werten des

Konzentrats (> 1,0) kann man unspezifische Stomunigs Assays ausschliel3en.
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Abb. 17 EGFR-ELISA - Séaulen-
p Eluat-Konzentrat. Anhand der
s | **1 ", EGFR-Standardkurve wurde ein
v = 0,0497x - 0,2341 EGFR-Gehalt von 49 ng/ml fiir das
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. Die Ausbeute von 49 ng an isoliertem EGFR-Proteiar mit ca. 15%

unerwartet niedrig. Eine unzureichende Bindung i@nMiatrix war unwahrscheinlich,
da im Durchlauf nach Saulenpassage kein ProteifebiBA detektiert werden konnte.
Aber eine andere Erklarung der niedrigen Ausbeigiebsich an: Wenn man bedenkt,
dass bei der Synthese der Affinitdtsmatrix Milligm@a-Mengen von Antikorper
gekoppelt wurden (in diesem Fall vermutlich 3 bisnfg), kann man wohl nicht
ausschlieRen, dass geringe Mengen des Proteingehbhls Hydroxysuccinimid-Ester
kovalent gebunden — hydrolytisch abgespalten wetdehaus der Saule ,ausbluten®.
Um dies zu uberprufen, wurde ein fur den Akl-Immaobglin-Typ spezifischer
Detektionsantikorper zur Durchfihrung eines ELIS#uf( mit EGFR beschichteten
Platten; s. Material und Methode Abschnitt 2.5wandet, der die Quantifizierung von
Akl ermdglicht. Die letzte Waschlosung der Immumgititssaule vor dem
Durchpumpen des Serums wurde diesem Test unteraggkrergab einen Gehalt von
6,4 ng/ml Antikorper. Das ,Ausbluten” findet alsatg¢achlich statt. Dieser Wert ist zwar
gering im Vergleich zur Menge des an die Matrix ggbelten Antikdrpers: In einem
Volumen von 5,5 ml (entsprechend dem Sé&ure-Eluairew unter Annahme
gleichbleibender Hydrolyse-Rate ca. 35 ng Antikdrpethalten, also etwa 0,001% des
gekoppelten Proteins. Der Wert ist jedoch hoch, licimin der gleichen
GroRRenordnung, im Vergleich zur EGFR-Menge und -Z€mtration in Serum und
Saulen-Eluat. Folglich kann man nicht ausschlie@ass bereits bei der Beladung der
Matrix mit Serum ein Teil des enthaltenen EGFR-€ird an |6slichen, abgespaltenen

Antikorper bindet, nicht immobilisiert und im Eluaicht erfasst wird. Vor allem muss
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man annehmen, dass auch das Eluat nicht nur EGRBesD auch Antikorper in
ahnlicher Menge enthalt, welcher vermutlich nicbtath ELISA erfassbare Komplexe
mit seinem Antigen bildet. Aus all dem folgt, dadie im EGFR-ELISA gefunden
Gehalte wahrscheinlich zu niedrig gemessen wuraehsich so die geringe Ausbeute
der Chromatographie erklart. Trotz dieses Storégfédann man aber festhalten, dass
das hier beschriebene Chromatographie-ExperimenEdiSA-Ergebnisse und damit
den Befund des Vorkommens von ldslichem EGFR in &fuserum unterstitzt.
Immerhin bewirkte sie eine Anreicherung des EGFRd@m Faktor von etwa 1000 und
damit eine entsprechende Reduktion potentiellerf@ttbren des Serums. Diesen Wert
erhalt man durch Vergleich der EGFR-Konzentratioi®erum (19 ng/ml bei 60 mg/ml
Gesamtprotein) mit der im Eluat (49 ng/ml bei 16§ml Gesamtprotein). Letzteres
enthielt also — wie oben bei dem vorausgegangeneom@tographie-Experiment
beschrieben — nicht nur das erwartete EGFR-Prosmndern wiederum eine
betrachtliche Menge von zusatzlichem Protein, vélioiu von Immunglobulinen.
Dessen Isolierung durch die Anti-EGFR-Saule ist wiben bereits dargestellt, derzeit

nicht zu erklaren.

Um so wichtiger erschien es, den ELISA-Befund deskdmmens von EGFR-Protein
in Humanserum durch eine weitergehende Analytilbestatigen: Elektrophorese plus
Immunoblot der affinitditschromatographisch angéwiten Fraktion (Eluat-

Konzentrat) sollte nicht nur das Vorkommen von inmmasponsiven Komponenten
(wie durch ELISA) sondern dariber hinaus auch denetekulare Grof3e darstellen.
Abb. 18 zeigt in Spur A als Referenzprotein geges SEGFR aus A431-Zellen. Spur
B stellt den Immunoblot des auf demselben Elektoopbe-Gel aufgetrennten Eluat-
Konzentrats dar; detektiert wurde mit anti-EGFR AkRir 1 Bande entsprechend der
molekularen GréRe des sEGFR wird angefarbt. Dadwiadh der eindeutige Nachweis
erbracht, dass EGFR-Protein entsprechend der Gléfiextrazellularen Domé&ne des
Rezeptors im menschlichen Serum vorkommt. Allerslieglaubt dieses Experiment
noch immer keine Diskriminierung zwischen protesigth und sekretorisch

produzierten Formen; es konnte sich auch um eierdgene Mischung mehrerer
Komponenten ahnlicher Molekilgrof3e handeln. Abejeslem Fall unterstitzt dieses
Ergebnis die ELISA-Ergebnisse: EGFR-Protein isektiim Serum messbar — auch in
Gegenwart von Immunglobulinen, welche mdglichereaasatzlich zu EGFR an den

catcherAntikorper binden, dann namlich, wenn dasselbeclyebt wie bei der
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Affinitatschromatogrpahie. Das wird in Spur C (AkB) noch einmal demonstriert;
hier wurde der Blot aus Spur B zusatzlich mit einanti-IgG-Antikorper inkubiert,

welcher eine ganze Reihe weiterer Banden detektiert

kDa
[ ]
o. TN
66

Abb. 18 Immunoblot des Eluat-Konzentrates.
Der Immunoblot des affinitdtschromatographisch gewo
nenen Eluates zeigt, eine deutliche Bande im Berdéar
45 GrolRenordnung von seEGFR (Vergleich A und B). Es
konnte also eindeutig nachgewiesen werden, dasshdur
die Affinitatschromatographie l6sliches EGFR-Protei
isoliert wurde. Es zeigt sich aber, dass wie imosuch
auch wieder eine Kopurifikation von Immunglobulinen
31 stattgefunden hat (C). (A = SsEGFR als Kontrolleuiniert
mit Ak2, B = Eluat-Konzentrat aus Affinitatschroroat
graphie inkubiert mit Ak2, C = Eluat-Konzentrat uikert
mit anti-IlgG-Antikdrper, linker Rand= Markerprotgin

A B C

Es stellte sich nun die Frage, ob in dieser Fraktles angereicherten EGFR-Proteins
auch die sekretorische Form sEGFR_17 vorkommt, we in der ersten
Chromatographie oben (15 pg aus 3,7 | Serum) deschfein hatte. Wenn man &hnliche
Gehalte auch fiir das Serum der letzten Chromatbgrapit neuer Matrix annimmt,
sollte der spezifische sEGFR-ELISA das sekretoessBGFR im Eluat-Konzentrat
erfassen konnen. Der Test wurde durchgefihrt, hbegedoch kein eindeutiges Signal.
Alle vier Konzentrationen der Eluat-Probe zeigtegn8le im Bereich des Leerwertes.
In einem Kontrollexperiment war eine ebensolcheo@tatographie mit 20 ml Serum
durchgefuhrt worden, dem eine kleine Menge von dE@EItigem A431-Zell-
Kulturmedium zugesetzt war: In diesem Fall zeigte SEGFR-ELISA fiir das Eluat der

Chromatographie-Saule die erwarteten konzentratldm#ngigen Signale.

Also: Entweder ist die sekretorische Komponente&Senum — zumindest von Gesunden
— nicht enthalten, oder bestenfalls in Spuren, die daber ason ausblutendem
Antikorper maskiert werden. Damit bestatigt sicln derdacht, dass es sich bei dem in
der ersten Chromatographie gefundenen sEGFR_17 aste Rron verschlepptem
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Protein gehandelt hatte. Man muss aber auch kaerstiat dass es mit immunologischen
Tests offenbar nicht gelang, eine klare Aussage ¥amkommen des sekretorischen

SEGFR_17 in normalem Serum zu machen.

3.6 Massenspektroskopische Analyse des aus Huntemssolierten
EGFR-Proteins

Die bisherigen Untersuchungen zu sSEGFR_17 basiestgn der Spezifitat eines
Antikorpers gegen seinen 17 Aminosaure langen @iifers. Da diese Sequenz nur in
diesem sekretorischen Protein gefunden wurde, kéahléernativ auch der Nachweis
eines solchen Peptids durch Massenspektroskomseatdrwerden.

Die Massenspektroskopie wurde von F. Buck (Institut Klinische Chemie, UKE)
durchgefuhrt. Zunachst sollte geklart werden, adseliaufwendige Technik Gberhaupt
auf die beschriebene Fragestellung anwendbar l&torEtisch - entsprechend sEGFR-
Sequenz und Protease-Spezifitat - sollte der di€sehnik vorausgehende tryptische
oder chymotryptische Verdauung des ZielproteindiBeiefern, welche eindeutig dem
SEGFR-eigenen C-Terminus zuzuordnen waren. Allgslsollte in einem Vorversuch
mit dem aus A431-Zellkulturiiberstand isolierten $lRGals Referenzprotein zunachst
geklart werden, ob solche Peptide tatsachlich eémest und mit MS detektierbar sind:
Dazu wurde aus dem Gel Abb. 21 Spur A das der sEB&Rle entsprechende
Gelstuck ausgeschnitten und einem tryptischen \lerwd#erzogen. Die MS-Analyse
der aus dem Gel extrahierten Peptide wurde wie iatelial und Methodenteil unter
Abschnitt 2.5 beschrieben durchgefuhrt und brafdigendes Ergebnis:

In der MS-Analyse konnten eine Reihe von Fragmemdentifiziert werden, welche

erwartungsgemal ausschliesslich der extrazellul@emane des EGF-Rezeptors
zuzuordnen sind. Hervorzuheben ist, dass einesndaless am weitesten C-terminal
liegende Fragment YADA ... FPR, in den Bereich hineagt, welcher nur in dem

sekretorischen sEGFR, nicht aber im ,normalen” B&fzeptor und seinen potentiellen
shedding-Produkten vorkommt. Dies demonstrierts dis Methode im Grundsatz in
der Lage sein sollte, sEGFR_17 zu identifizierehl{AL9).
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1 LECKEVCOCT SHXLTOLCTF EDAFLSLORM FECEVVLCH LEITYVORNY DLSFLETIOE VACYVLIALH TVERIPLENL OITRGABNYE HSYALAVLEN

101 YDANKTGLEE LPMRNLOEIL HGAVREFSHNF ALCHVESIOW BDIVSSOFLS MMSMDFOWHL GSCORCDFSC PRGSCWGAGE ENCORLTHII CAOOCSCGRCR
201 CHEPSDCCHN QCARGCTGRR ESDCLAVCRAT RDEATCRDTC PRLMLANFTT YOUMIVHFECGK YSFGATOWRK CPRMVVVTDH GSCVRACGAD SYEMEEDGWVR
301 KCECECPCH KVOHGIGIGE FROSLSIMAT HIKHFENCTS ISGOLHILEY AFRCOSFTHT PPLOROELDI LETVEEITCE LLIOAWPENR TOLHAFENLE
A01 ITRGRTEGHG QFSLAVVELN ITSLGLRSLK EISDCDVILIS CHENLCOYANT INWHWLFGTS CORTXIISHR CENSCRATCD VCHALCSPEC CWCFEPRDCV

501 SCRNVERGRE CVDKCKLLEG IFREFVENSE CIOCHFECLP OAMMNITCTGR GPDNCIOCAR YWIDGPHOVET CPAGVMCENN T ADAG mmﬂm

£01 TYCCTGPGLE CCPTHGSYIV SHFPRSFYEX SVE

Abb. 19 Massenspektrometrie von tryptischen Peptiden des €E-R (Referenzprotein aus A431-
Zellen). Die grun unterlegten Bereiche wurden durch ideziéfte Fragmente abgedeckt, welche sich der
SEGFR-Sequenz zuordnen lieRen. Die sEGFR-spea&fi§:terminale Sequenz SYIVSHFPRSFYKM-
SVH ist blau dargestellt. Die magenta-farbene Bexrdeutlicht das Fragment YADA...FPR, welches
einen Teil dieser Sequenz beinhaltet.
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1 LEEMOVORST SHELTOLGTE EDHFLESLORM FHENCEVVLGH LEITYVORNY DLEFLETIOE VACYVLIALN TVERIPLENL QIIRGANAYE HEWVALAKVLEN

101 YOAMKTCLEE LPMRANLOEIL BCAVRFSHMF ALCHVESIOW RDIVESDFLS MMEMDIQNHL GSOJHCOPSC PHGSCOWCGAGE ENCORLTHEII CAQQCSCRCR
201 GHSPSDOCHN QCARGCTGRR ISDCLVCRKF FOEATCEDTC PPLMLYNPTT WVIRMDWNPECK YSFGATCOVER CRRNVIDH GSCVAARCDCAD SYEMEEDGVER
301 KOMHCEGPCR KVCHGICIGE FEDELSINAT RIKHFENCTS ISGOLHILEY AFRCDEFTHT PPLDPOELDI LEKTVEEITGF LLIQAWPEMR TDLHAFEHLE
401 ITRCATHQHG QFSLAVVSLN ITSLGLASLE EISDCOVIIS GHENLCYANT INWEKLEGIS GQETHIISHR GENSCEATOD VCHALCSFEG CWGFEFRDCY

501 SCANVERCRE CVDRCHLLEC EPREZFVENSE CIQCHPECLE QAMNMITCTICR CPDHCIQCAH YIDCPEOWET CPAGVMCENN TLVWEYADAG HVCHLCHENC

€01 TYGCTSRGLE GCRTHGRKIR SFHTG{JGM‘. LLLLWALGI GLMP?RHI'J‘ ARERTLRRLLG ERELVERLTR SCEAPRQALL RILKETEFEE IKVLGSGARG

T01L TWVYKGLWIFE GEXVEIFVAL KELREATSFK ANEKEILDEAY VMASVDHFHV CRLLGICLTS TWQLITQLMF FGCLLDYVRE HEDNIGEQYL LEWCWQIAKG
B0 HNYLEDRRLY HRDLAARNVL VEIPQHVEIT DFCGLANLLCA EEREYHAECT KVPIKWMALE SILHRIYTHR SDUWSYGUTV WELMIFCSEFP YDGIPASEIS
301 SILEKCERLE QRPICTIDVY MIMVKCWMID ADSRPETREL IIEFSKMAAD PQRYLVIQGCD ERMHLPSPTD SHFYRALMDE EDMDDVVDAD EYLIRQRCFF
1001 SSFSTERTFL LESLEATERN STVACIDRNG LOSCRIKEDS FLORYSSDFT GALTEDSIDD TFLEVREYIN QSVFERPAGS VONFVYHHQF LHFAFSRDEH

1101 YGDFHSTAVE HPEYLNIVQR TCVNSTEDSP AMMAQKGSHD ISLODNPDYQG DFFFEEARPN GIFKGSTAEN AEYLAVARQS SEFICGA

Abb. 20 Massenspektrometrie von tryptischen Peptiden von EBR aus Humanserum. Die
identifizierten Peptide wurden an der Sequenz dalavigen-EGF-Rezeptors ausgerichtet. Die rote Box
kennzeichnet die Transmembran-Doméne.

Dieser Vorversuch zeigte, dass

e durch Trypsin-Verdau von sEGFR ein Peptid entstalelches sich prinzipiell
durch MS nachweisen lasst;

 das aus dem Kulturiberstand von A431-Tumorzeltmiierte 16sliche EGFR-
Protein neben dem erwarteten sekretorischen sEGBRtzich auch Protein mit
der ,normalen* Sequenz des EGF-Rezeptors enth@iches vermutlich durch

shedding entsteht.
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Nach diesem Vorversuch folgte die Analyse der dlggen Probe, der
affinitdtschromatographisch gereinigten Fraktiors &lumanserum. Dazu wurde aus
dem Gel der Bereich um 100 kDa ausgeschnitten atersucht, welcher der Position
des sEGFR_17 entspricht (Abb. 21 Spur B rotes Oval)

Abb. 21 SDS-Gelelektrophorese mit Coomassie-Blue-Farbung
von affinitdtschromatographisch gewonnener Fraktion In
Spur A wurden 10 pg sEGFR aus A431-Zellen als Refer
protein und in Spur B die aus der Affinitatschraoggaphie
gewonnene und mit ProteinG-Sepharose gereinigtektina
(entsprechend ca. 5 ml) gelelektrophoretisch atdget. Das rote
Oval kennzeichnet den Bereich, der fur die Massekisps-
kopischen Analyse ausgeschnitten wurde. (linkerdRakarker-
protein).

Ergebnis (Abb. 20): Der Nachweis von Peptiden matg&nzen aus der EGFR-
Ektodomane bestatigt eindeutig, dass losliches R&Feptorprotein in menschlichem
Serum vorkommt. Allerdings wurde nicht das Peptid sdem sEGFR-spezifischen C-
Terminus gefunden. Dies konnte an unzureichender pfidiichkeit der

Nachweismethode liegen; wahrscheinlicher ist aBer:diesem Experiment handelte es
sich um das Serum eines gesunden Patienten. Wennbrslaer SEGFR_17 als ein
aberrantes Tumor-spezifisches Genprodukt betraghtstlite man es bei diesem
Spender nicht erwarten. An dieser Stellte solleebdischriebene Technik - MS-Analyse
von affinitditschromatographisch angereichertem E®F®Rein aus Serum — auf einen
Pool von PEC-Serumproben angewendet werden. Diehilitrrung war allerdings

aufgrund der Schwierigkeit einer zeitnahen Probscib&ffung im Rahmen dieser

Arbeit nicht mehr mdglich und steht noch aus.
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4 Diskussion

Die Entdeckung des EGF-Rezeptors in den 1980eedatis membranstandiges Protein
auf der Zelloberflache von Zellen epithelialen Uwsms sowie die Erkenntnis seiner
bedeutenden Funktion im Regulationsprozess voneielieferten den Anstol3 fir
weitergehende Untersuchungen in den FolgejahrenFREGvird nicht nur von
.normalen” Zellen exprimiert sondern auch von uel@umorzellen tberexprimiert
(Grandis und Tweardy 1993). Lange Zeit wurde fur ARG wie fur andere
Membranrezeptoren auch, angenommen, dass sie hesslith fest verankert auf der
Zellmembran vorkommen, bis 1984 Weber et al. eis@anliche Beobachtung machte:
A431 Vulva-Karzinomzellen sezernieren neben dem hranstdndigen EGF-Rezeptor
zusatzlich eine kirzere Form, welche nur die eetlalire EGF-Bindungs-Doméne,
nicht aber die Transmembran- und intrazellulareo$yikinase-Domanen enthalt.

Diese l6sliche Form des EGF-Rezeptors wurde aletwet EGF-Rezeptor (SEGFR_17)
bezeichnet. Zunachst nahm man an, es handele sichimu einzigartiges Ph&dnomen
dieser einen Tumorzell-Linie. Verschiedene Arbeitpgen fanden dann aber mit
immunologischen Tests losliche EGFR-Formen auch Serum von Patienten -
erstaunlicherweise sogar bei gesunden Probandeterdidigs divergierten die
publizierten Ergebnisse erheblicfangegeben werden im Folgenden nur die gerundeten
Mittelwerte fir Normalserum in der Einheit fmol/m pM): 34 (Schneider et al. 1999), 54
(Hoffmann et al. 2001), 66 (Oh et al. 2000), 440dCet al. 1997), 491 (Maramotti et
al. 2012), 512 (Lemos-Gonzalez 2007), 1016 (Tad.e2015), 7000 bis 26000 (Baron
et al. 1998 und 2001). Die entsprechenden Untetsiggn bei Tumorpatienten zeigten,
wie nicht anders erwartet, ein ahnlich uneinhditg Bild (siehe Tabelle 11). Eine
derartige Streubreite Uber mehrere Zehnerpoterésat sich nicht mit Besonderheiten
der Probanden (die Probenzahl war in jedem Fall migist >20) sondern nur durch
methodische Unterschiede erklaren. Es stellt sielirthge nach den Ursachen fir diese
Problematik. Diese konnten in Eigenschaft und Spézder eingesetzten Antikorper,
in der Kalibrierung des Assays oder auch in stéandEinflissen durch
Serumbestandteile liegen. Fir das Ziel dieser Arlssrum-EGFR bei Gesunden und
Tumorpatienten verlasslich zu messen, war es alséchst wichtig, einen geeigneten

Test zu entwickeln und zu validieren.
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4.1 EGFR-ELISA und seine Anwendung auf Serum

Das ELISA-Sandwich-Verfahren basiert auf der Birgluzweier spezifischer
Antikbrper an das zu untersuchende Antigen. Dieeisghaften dieser beiden
Antikdrper bestimmen die Spezifitdt und die Emplicitkeit des Assays. Der erste in
dieser Arbeit eingesetzte Antikdrper (Akl) ist mklomal und bindet an den EGF-
Rezeptor im Bereich der EGF-Bindungsstelle. Es wuydzeigt, dass diese Bindung
durch EGF verdrangt werden kann — ein Beleg fiur Spezifitat der Interaktion. Da
andererseits aber eine hohe EGF-Konzentration rudrdngung notwendig war, kann
man annehmen, dass auch solche RezeptormolekiBerumproben erfasst werden,
welche moglicherweise durch Serum-EGF besetzt sind.

Beim zweiten hier eingesetzten Antikorper (Ak2) dalh es sich um eine Antikorper-
Préaparation, die durch Immunisieren von Kaninchéngereinigtem sEGFR hergestellt
worden war. Aufgrund ihrer polyklonalen Eigenschaliten darin enthaltene
Antikorper an mehrere Epitope der durch Akl immisi@lten Rezeptoren binden und
somit das Signal verstarken.

Die kommerziell verfigbaren EGFR-Assays sind ppreti ebenso aufgebaut, wenn
auch unter Verwendung anderer Antikbrper und mbglweise anderer
Detektionssysteme (hier Peroxidase-Antikérper-Kgafii Eigentlich sollten aber alle
Assays bei der Untersuchung von biologischen Prahemlen gleichen Ergebnissen
kommen. Wie erklaren sich dann bis zu 30-fache tdoleede in den publizierten
EGFR-Gehalten von Normalserum?

Unspezifitat von Antikdrpern kann man als Erklaricherlich ausschlie3en, denn die
Spezifitat ergibt sich weitgehend aus der Herstgbweise. Und vor allem die
Kombination von zwei unterschiedlichen Antikérpemit ihren ,Uberlappenden®
Spezifitaten beim Sandwich-ELISA lasst praktiscingdJnspezifitat zu.

Essentiell fur korrekte Quantifizierung ist jedadile Kalibrierung des Assays; denn ein
ELISA liefert ja kein absolutes Ergebnis sondermian nur ein Signal relatizu einem
Vergleichsantigen. Das Ergebnis hangt damit dinekt der Standardisierung bzw.
~Standardisierbarkeit” dieser Vergleichsprotein@égtion ab. Wenn deren Gehalt
durch andere Assays eingestellt wurde, verlagem wh@ Frage der Kalibrierung
lediglich auf diese Teste mit &hnlichen Problentéir. die vorliegende Arbeit hingegen
standen aus vorausgegangenen EGF-Rezeptor-Reipig@ginther et al. 1990, Betzel
et al. 1994) Milligramm-Mengen an hoch-gereinigtsBIGFR-Protein zur Verfigung,
welches u. a. fur die Proteinkristallographie verdet worden war. Konzentrierte
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Losungen dieser Praparationen ermoglichten photsuoke Extinkionsmessungen, so
dass sich zusammen mit dem aus der Aminosauresedqreechneten Extinktions-
koeffizienten die Proteingehalte prézise quangfien lie3en. Unter Verwendung von
Verdinnungen solcher Konzentrate als Standardsdeanit eine exakte Kalibrierung
des Tests gewahrleistet.

Ein weiterer Aspekt, in dem sich das hier besclemebTestverfahren hervorhebt und
von anderen Studien unterscheidet, betrifft die deit Auswertung: Es wurden nicht —
wie oft Ublich — Einzelpunktmessungen durchgefudiuit, Messungen eines einzigen, in
den Test eingesetzten Probevolumens; vielmehr wurden jeder Serumprobe
Verdinnungsreihen hergestellt, die in unterschibeln Probevolumina resultierten. Die
Auswertung erfolgte aus dem linearen Bereich derrédation von Signal und
Probevolumen. Es hatte sich namlich gezeigt, dassihem Probeneinsatz der Test
unlinear wird, vermutlich aufgrund der dann sehhdm Proteinkonzentration und
daraus resultierenden stérenden Einfliissen.

Trotz dieser Malinahmen zur Steigerung des Vertgainedie Test-Ergebnisse konnten
letzte Zweifel bleiben. Denn mit z.B. 10 pul Humanse als Probe werden in den
ELISA ca. 150 pg Immunglobuline eingesetzt; das ebéet einen mehr als
hunderttausendfachen Uberschuss (lber die verwenlerge an spezifischen
Antikérpern und eine entsprechend hohe Erwartungesen Spezifitdt. Und tatséchlich
zeigte sich ja bei den Immunaffinitditschromatograplvon Humanserum, dass grof3e
Mengen von Serumimmunglobulinen aus unerklartenn@eii mitgeschleppt wurden,
maoglicherweise aufgrund von unspezifischen Effektien verschiedenen Antikdrper
untereinander. Da zudem die erhaltenen ELISA-Sgnabft nahe der
Nachweisbarkeitsgrenze lagen, erschien es wictdg, Befund des Vorkommens von

l6slichem EGF-Rezeptor in Humanserum durch zwetexreiMethoden abzusichern:

. Das war einerseits der Immunoblot, welcher niocht das Antigen in seinem
Vorkommen anzeigt sondern dieses auch Uber die @skennbare Molekilgroflie
zusatzlich identifiziert. Dazu waren allerdingsvaehdige Vorarbeiten notwendig; denn
dem Immunoblot geht die elektrophoretische Auftterq der Probe voraus, bei
welcher das maximal einsetzbare Serumvolumen @ichteichend EGFR-Antigen fur
den immunologischen Nachweis enthielte. Deshalb demr Immunaffinitéats-

chromatographien zur Anreicherung des Antigens Huhanserum durchgefihrt. In

einem solchen Konzentrat gelang der Nachweis eiarti-EGFR-responsiven
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Proteinbande mit der Molekulgréf3e von ca. 100 kizmgleichbar der des aus A431-
Kulturmedium isolierten sEGFR_17. Diese affintitiisomatographisch angereicherte
Proteinfraktion erlaubte einen noch direkteren Nagh von EGFR-Protein in

Humanserum:

. Aus der besagten Proteinfraktion konnten duramitiert-proteolytischem

Verdau Peptide erzeugt werden, die sich durch Meagsktrometrie eindeutig der
extrazellularen Doméne des EGFR zuordnen lielRemitk&nn es als gesichert gelten,
dass Humanserum l6slichen EGF-Rezeptor enthélt & dieser durch ELISA-

Messungen erfasst werden kann: Der in dieser Agaeditndene Wert fir den mittleren
SEGFR-Gehalt in Normalserum von 30 ng/ml erschaamhit verlasslich. Er entspricht
einer molaren Konzentration von 427 pM (x 204). Dé¢ert liegt auch innerhalb des

oben dargestellten Streubereichs von Messungemamnilideitsgruppen.

Die wesentliche in dieser Arbeit adressierte Frage nun, ob sich mit dem hier
beschriebenen Assay Unterschiede zwischen gesuPddyanden und Patienten mit
Mundhohlen-Karzinom messen lassen. Die statistisehewertung der Messungen
ergab in der Tat einen deutlich hoheren Serum-EGpiegel bei den Tumorpatienten:
829 pM (z 302).

Auch die 95% Konfidenzintervalle bestatigen eineuttichen Unterschied zwischen
den Messwerten gesunder und kranker Spender: Beevéile fir Gesunde erstrecken
sich von 338 bis 516 pM und von 696 bis 961 pMHEtkrankte. Sie Uberlappen nicht,
was fur eine hohe Signifikanz spricht (Abb. 22).

Abb. 22 95 % Konfidenzintervall der EGFR-
Gehalte gesund und krank.Dargestellt ist jeweils
der Bereich um den ermittelten Wert, der den
tatsachlichen Wert mit einer Wahrscheinlichkeit
von 95% enthalt.
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Die Uberpriifung der Daten nach Shapiro und Anwegdies Welch-Tests ergab einen
p-Wert <0,05 und demonstriert damit einen signiitied Unterschied zwischen beiden
Gruppen.

Um zu prifen, ob die Bestimmung des Serum-EGFR-IBekme Voraussage Uber die
Gruppenzugehorigkegesundoderkrank erlaubt, wurde mit den Daten ein logistisches
Regressionsmodell erstellt (Abb. 23).

Abb. 23 Erkrankungswahrscheinlichkeit.
Berechnet als Funktion des EGFR-Gehaltes
via logistische Regression

Aus dieser Regressionsgleichung folgt, dass derREG&rumspiegefso wie er in dieser
Arbeit gemessen wurd@inen signifikanten Einfluss auf die Zugehorigkeitdie Gruppe
gesundoderkrank hat. So betragt die ErkrankungswahrscheinlichkeB. bei einem
EGFR-Gehalt von 596 pM ng/ml 50%ote Linie in Abb. 23; Wendepunkt der
Regressionskurvepei 768 pM 75% oder 90% bei 941 pM.

Fur die folgende Klassifikationstabelle wurde emednwert von 596pM angenommen,
um die untersuchten Proben den Kategog@sundoder krank zuzuordnen. Dabei
werden 17 von 20 Gesunden richtig und 3 als fasmsitiv erkannt. Das entspricht
einer Spezifitdt von 85%. Andererseits kennzeichrielr Test aus der Gruppe der 20

Tumor-Patienten 5 falschlich als gesund, was eseasitivitat von 75% entspricht.
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Tabelle 9Klassifikationstabelle

Vorhersagewert
Status Peodsatz
Beobachtet gesund krank richtig
Status gesund 17 3 85,0
krank 5 15 75,0

Diese Zusammenhange lassen sich anschaulich insdgenannten ROC-Kurve

(receiver operating characteristics) darstellememi Plot der Werte fur Sensitivitat

gegen die Werte von 1-Spezifitat, welche sich betexschiedlich angenommenen

Trennwerten ergeben (Abb. 24).

Abb. 24 ROC-Kurve. Plot Sensitivitdt gegen 1-Spezifitat liefert eif®dC-Wert von
0,858.

Die Flache unter der Treppenkurve (AUC = area utldercurve) stellt dann ein Mafl3
fur die Gute des Tests dar: AUC =1 bedeutet, ddssPaoben korrekt eingeordnet
werden, bei AUC = 0,5 besitzt der Test keinerleitseheidungskraft. Der hier
beschriebene EGFR-ELISA lieferte bei der Untersughder 40 Proben ein AUC von

0,86.
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4.2  Diskriminierung von l6slichen EGF-Rezeptoren

Die hier prasentierten Daten erscheinen in sictsisbent und Uberzeugend. Daher ist es
erstaunlich, dass andere Arbeitsgruppen bei dezrsinthung von Kopf-/Hals-Tumoren

zu anderen Ergebnissen kamen (siehe Tabelle 10):

Tabelle 10Serum-EGFR-Gehaltsmessungen gesunde Spender iesit&ainit
Kopf-Hals-Tumoren (HNC, Head and neck cancer)eBibersicht verschiedener
Arbeitsgruppen. SA= Standardabweichung

Arbeitsgruppe EGFR-Gehalt £ SA Test Standard
Serum Kontrollgruppe fmol/ml
Serum von HNC-Patienten

Hoffmann et al. 2001 Oncogene A431-Lysat
Kontrolle (n= 49) 54,0 £1,5 Science Kit

Patienten (n=49) 548+ 1,6

Gokhale et al. 2005 Oncogene

Kontrolle (n=5) 21421 Research

Patienten (n= 15) 217 Products

Lemos-Gonzalez et al. 2007 EGFR Duoset Recombinat
Kontrolle (n=50) 512174 kit DY231;

Patienten (n=50) 302+88 R&D Systems

Patienten mit orale PEC 319

Zwei Studien finden praktisch keinen Unterschiedsetvengesundundkrank und bei
einer anderen liegen die Tumor-Werte sogar unteemeer gesunden. Auch wenn man
andere untersuchte Tumor-Arten einbezieht, ergibt sin ahnlich uneinheitliches Bild
(Tabelle 11):

Tabelle 11EGFR-Gehaltsmessungen gesunde Spender vs. Tuirotpat
Eine Ubersicht verschiedener Arbeitsgruppen. SA= Statatawreichung

Arbeitsgruppe EGFR-Gehalt £ SA
Serum-Kontrollgruppe fmol/ml
Patientenserum

Choi et al. 1997

Gesunde Probanden (n=29) 440 + 46
Patienten mit Magenkarzinom (n=40) 681 + 226
Schneider et al. 1999

Gesunde Probanden (n=23) 34
Patienten mit Lungenkarzinom (n= 88) 37
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Baron et al. 1999(ALISA; p110)

Gesunde Frauen (n=73) 8298
Frauen mit Ovarialkarzinom praoperativ (n= 21) 409
Frauen mit Ovarialkarzinom postoperativ (n=73) 2695

Oh et al. 2000 (Calbiochem)

Gesunde Probanden (n=38) 66 £ 17
ZervikalCarcinom (n=38) 165 + 60
Hoffmann et al. 2001 (Oncogene Science Kit)

Gesunde Probanden (n=49) 548+ 1,6
Patienten mit SCCHNC (n= 49) 54+1,5
- Oral cavity 46,9+ 2,0
-Oropharynx 53,4+2,0
- Hypopharynx 55,5+ 3,6
- Larynx 59,8+ 3,6
Baron 2003 (ALISA; p110 gemessen)

Gesunde Frauen (n=144) 7177
EOC (Ovar) (n=225) 463
Miiller et al. 2006 (Oncogene Science Bayer Camielidg

Gesunde Probanden (n=30) >642
Patienten mit Mammakarzinom (n=101) <642

Souder et al. 2006 (Oncogene Science Bayer Can#ridg
Gesunde Frauen (n=117) 914 + 190
Patienten mit Mammakarzinom (n=53 von 535) <629

Lemos-Gonzélez et al. 2007(EGFR Duoset R &D)

Gesunde Probanden (n=50) 511,79 + 74,13
Patienten mit Kopf-Hals-Tumor (n=50) 302,23 + 88,39
- davon Patienten mit oralen Tumore 319,33

Quaranta et al. 2007

Gesunde Probanden (n=50) 622 + 157
Patienten mit Gliomen (n=47 von 65) 1198 + 257
Maramotti et al. 2012 (Ray Biotech, R&D)

Gesunde Probanden (n=12) 491,40 £ 80,12
Patienten mit NSCLC (n=12) 663,19 + 59,10
Tas et al. 2015(R&D Kit)

Gesunde Probanden (n=30) 1016,45
Patienten mit Breast Cancer (n=96) 1475,50

Wie ist diese Uneinheitlichkeit der Daten zu er&ti# Zunachst wird man wiederum an
methodische Einflisse denken; denn wenn die West®rs bei Normalseren um
mehrere GrolRenordnungen streuen, erscheint dieasgtidhkeit auch aller anderen
Ergebnisse fraglich. Zwar kodnnten unterschiedlichBumorspezifitaten zu

unterschiedlichen Ergebnissen fuhren; jedoch lasden Unterschiede in den
Ergebnissen von Serum-EGFR-Konzentrationen gleichemore verschiedener

Arbeitsgruppen eher auf methodische Differenzenliefgn (im Vergleich zur
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Kontrollgruppe teils erhoht und teils erniedrigBei der Interpretation der Ergebnisse
ist ein anderer Aspekt zu bedenken: Wie oben daelifegibt es verschiedene l6sliche
EGFR-Proteine, so dass auch im Serum ein Pool dshicthen EGFR-Protein zu
erwarten ist. Die verwendeten immunologischen Tedtssen also, abhangig von ihren
spezifischen Antikdrpern verschiedene EGFR-Prajmsran. Aber: Die géangigen
ELISA-Messungen, auch der in dieser Arbeit bestene EGFR-ELISA,
diskriminieren allerdings nicht zwischen den unthredlichen Formen von Iéslichem
EGFR, welche in der Literatur beschrieben wurdeennd alle beinhalten die
extrazellulare Domé&ne des EGFR, welche von den k8rgern erkannt wird.
Unterschiede liegen ausschlie3lich in den C-terram&Sequenzen dieser Proteine.
Aufgrund ihrer unterschiedlichen Entstehung lassiersich in zwei Gruppen aufteilen:
(1.) jene Proteine, welche als Produkte alterngéspleil3ter oder rearrangierter Gene
sezerniert werden und (2.) solche, die durch phgisohes Prozessieren des Voll-
Langen-Rezeptors entstehen.

In der 1. Gruppe finden sich hauptsachlich dasA#31-Tumorzellen beschriebene
SEGFR mit 17 speziellen C-terminalen Aminosaurerlf@f et al. 1984) sowie das im
Humanserum detektierbare p110-sEGFR mit 78 spenri€l-terminalen Aminosauren
(Reiter et al. 2001, Baron et al. 2003). Dartberabs wurden weitere alternative
Transkripte beschrieben, die trunkierte EGFR-Fortenbestimmten Zell-Linien und
species kodieren (Flickinger et al. 1992, Reitat Maihle 1996a und 2003b).

Die 2. Gruppe betrifft mogliche Produkte des sogaten ,ectodomain shedding,
welches an ausgewahlten Zellen in Kultur demonstwerde: CHO-Zellen, welche mit
dem oben erwdhnten pll0-sEGFR transfiziert wurdenglieen ein durch
Metalloproteinasen aus der urspriinglichen Membrahbig befreites Protein ins
Kulturmedium (Wilken et al 2013). Als ein weiteregpn der Zellmembran durch
Proteolyse des Voll-Langen-Rezeptors entstanderasi® wurde das 110 kDa grof3e
PISEGFR beschrieben; es wurde im Zellkulturmediwm MDA-MB-468 Tumorzellen
nachgewiesen und liel3 sich ebenfalls durch dieviltivon Metalloproteasen in seiner
Produktion beeinflussen (Perez-Torres et al. 20B8)anderer Mechanismus wurde an
EGFR-Uberexprimierenden Pankreas-Tumorzell-Liniegschrieben: Exosomen, d.h.
aus intrazellularenmultivesicular bodiesentstandene und nach Fusion mit der
Plasmamembran exportierte Vesikel, enthielten netem Voll-LAngen-EGFR auch
seine extra- und intrazellulare Domanen (Adamczykalke 2011). Ein &hnliches

Phdnomen wurde bei einer humanen KeratinozytentZek gefunden (Sanderson et
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al. 2008): Auch hier enthielten Exosomen sowoh| #8d kDa Voll-Ldngen-EGFR wie
auch 100 kDa trunkierte l6sliche Ectodomanen; urd d8hedding war ebenfalls
abhangig von der Aktivitat von zellularer MetallopFasen.

Es offenbart sich also eine unerwartete KompleXiiétdie Entstehung von l6slichen
EGF-Rezeptorformen. Ganz sicher handelt es sidit nim Artefakte; denn sowohl die
Existenz spezifischer Transkripte wie auch die Bebbung der Abhangigkeit des
shedding von physiologischen Faktoren (Integrimetdthkinasen) lassen auf gesteuerte
Prozesse bei der Entstehung der Isoformen schliéBehnatirlich stellt sich die Frage
nach deren physiologischer Relevanz. Die hier teeiiei der Einleitung formulierte
Hypothese ( > Tumore verschaffen sich durch Praodokibslicher Rezeptorformen
einen Wachstumsvorteil) basiert darauf, dass di€¥BFR-Isoformen intakte
Ligandenbindungsstellen besitzen und so die EGErg&piegel beeinflussen sollten —
vorausgesetzt die Konzentrationsverhaltnisse lagssnzu: Wenn man die in dieser
Arbeit gemessene EGFR-Konzentration im Normalsemon durchschnittlich 31,2
ng/ml molar ausdriickt, ergibt si¢hnter Annahme eines Molekulargewichts von 70145dfn
glycan-freien Proteinanteillmit 0,44 nM eine Konzentration, die in der gleiche
GrolRenordnung und tendenziell sogar héher istial&dnzentration des Liganden EGF
(0,05 bis 0,18 nM). In Anbetracht der hohen Bindsaffjnitat im nanomolaren Bereich
ist es also durchaus denkbar, dass membranstandayéosliche EGF-Rezeptoren in
vivo um den im Blut zirkulierenden Liganden konkaren und damit als
physiologische Steuermechanismen fur Zelldifferenzig und Proliferation fungieren
konnten.Gemal} dieser Hypothese wéare das Vorkommen |osliRbeeptorformen ein
Kennzeichen des Tumorstatus. Man sollte hier atsoVergleich zu Normalserum
erhohte EGFR-Serumspiegel erwarten — was allerdmgsteilweise durch die oben
dargestellten Daten unterstitzt wird.

Moglicherweise sind aber auch nicht alle der bisheschriebenen I6slichen
Rezeptorformen in gleicher Weise aussagekraftig dié& Tumordiagnostik. Der in
dieser Arbeit gefundene Unterschied zwischen Turand Normal-Proben basiert auf
einem Assay, welchealle lI6slichen Rezeptorformen mit wesentlichen Teilesr d
extrazellularen Doméane erfasst. Die statistischewiuntung liel3 damit immerhin eine
recht hohe Signifikanz erkennen. Die Frage, ob diese durch Fokussierung auf eine
bestimmte Rezeptorform steigern lasst, sollte ineitam Teil der Arbeit adressiert

werden.
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Ist sSEGFR_17 ein besserer Tumormarker?

Aus dem Spektrum der trunkierten Rezeptorformendeurier das sEGFR_17 fir die
Uberpriifung der Eignung als Tumormarker ausgewdein es war als Produkt eines
Plattenepithelkarzinoms gefunden worden, also €lngnorspezies, der auch die hier
untersuchten Mundhéhlenkarzinome angehdéren. AuBerd@r es hochgereinigt in
grolRen Mengen fir vergleichende Untersuchungentgbkdr. Entsprechend der
ausschlieBlich in diesem Protein vorkommenden Sequder 17 C-terminalen
Aminosauren wurde ein synthetisches Peptid herifested zur Produktion eines
Antiserums genutzt, mit welchem sich ein ELISA awfbn liel3, der selektiv das
SEGFR_17 erfasst, nicht aber den normalen Rezeptal etwaige von ihm
proteolytisch abgeleitete Fragmente. Allerdingsieswsich dieser SEGFR-ELISA als
weniger empfindlich, was aufgrund der geringen @rd@ér antigenen Determinante
(nur 17 Aminosauren gegeniber 621 Aminosauren #tydémane) nicht unerwartet
war. Es bedurfte also einen gréReren Probeneirssaiflerdings stieg damit das Risiko
unspezifischer Effekte durch die damit verbundererhen Serumproteinkonzen-
trationen im Test. Vor allem aber waren im Rahmaaser Arbeit nicht die
erforderlichen Probevolumina von Tumor-Patienterfigbar, um — was naheliegend
gewesen ware — dieselben, zuvor mit dem EGFR-ELISt#®&rsuchen Patienten-Proben
mit dem sSEGFR_17-spezifischen Assay nachzumessandd3 nicht mdoglich war,
wurden diese Proben ersatzweise zu jeweils einesui@@®n- und einer Tumor-
Erkrankten-Fraktion gepoolt und diese vergleichgachessen:

Der Serumpool von gesunden Spendern zeigte schwaubbt quantifizierbare
Extinktionen; der Serumpool der Tumorproben liefedagegen deutliche Signale,
welche sich anhand der zugehorigen SEGFR_17-Relanere auswerten lie3en. Es
ergab sich fur den Serumpool der Tumorproben e@FE 17-Gehalt von 12 ng/ml
(0,2 nM) — ein bemerkenswerter Befund. Denn dieslés erste Hinweis, dass das bei
A431-Zellen als aberrantes Genprodukt entdeckte FFEG7 auch von anderen
Tumoren produziert wird. Da es sich bei der untangen Probe um einen Serumpool
von 20 Patienten handelte, ist natirlich nicht eichwelche oder ob gar alle der
betreffenden Plattenepithel-Karzinome das sEGFRsdzernieren. Dass der gefundene
Gehalt von 0,2 nM gegenuber dem Wert von 1,2 nMnagsen im EGFR-ELISA,
deutlich geringer ist, kdnnte ausdriicken, dass emrTeil der Tumore SEGFR_17
produziert. Ebenso kdénnten aber auch mehrere EG&Rrmen, auch Proteolyse-

Produkte, nebeneinander vorliegen. Selbst groRespeazifische Storeffekte in einem

59



Diskussion

der Assays konnen nicht ausgeschlossen werden. Ahgeachtet dessen: Das
Auftreten von sEGFR_17 kdnnte — anders als EGF&®Rmetspezifisch sein. Wie oben
dargestellt (s. S. 47) lieferte die massenspekiqaiskhe Analyse von Normal-Serum
den eindeutigen Beleg fur das Vorkommen von Praemder extrazellularen Domane
des EGF-Rezeptors. Bei diesen Untersuchungen waethestverstandlich auch nach
tryptischen und chymotryptischen Peptiden gesuchtglche die SEGFR_17-

spezifischen C-terminalen Aminosduren umfassenséDiurden jedoch in diesem
Serum gesunder Patienten nicht gefunden. Das Bthiwar nicht véllig deren

Vorkommen aus, ware aber kompatibel mit der Annakoe SEGFR_17 als Marker
fur Plattenepithelkarzinome. Um diese Annahme zbhamen, misste nun die
massenspektroskopische Analyse wiederholt werdigmy aber mit einer aus Tumor-
patienten-Serum affinitdtschromatographisch angeeeien Fraktion von EGFR-

Protein. Im Rahmen dieser Arbeit war das aus gbéh Grinden nicht mehr mdglich.
Erst diese zukunftigen Untersuchungen werden zeigierdem aberranten Genprodukt

SEGFR_17 eine besondere Rolle als Tumormarker zokom

Die hier dargestellten Ergebnisse Uber erhohte fHeynzentrationen von l6slichem
EGFR-Protein bei 20 Patienten sollten durch weildrdersuchungen mit gréfR3eren
Probandenzahlen erganzt werden. Dann kdénnen audlidse von Alter, Geschlecht
und Tumorstadium in die Fragestellung einbezogerdeve In einem weiteren Schritt
kann gepruft werden, ob die an Mundhohlenkarzinogemonnenen Befunde auch flr
andere Plattenepithelkarzinome (z.B. Lunge, Ovartyeffen. Der wichtigste Punkt
hingegen wird sein, die hier prasentierten Hinweiseif SEGFR_17 als
tumorspezifischen Marker zu erhéarten. Dazu musséspeechende Probandenseren in
der notwendigen Menge beschafft und mit den hiabletrten Methoden analysiert
werden. Wenn sich die in der vorliegenden Arbeidispntierten Ergebnisse dann
bestatigen lassen, hatte man mit SEGFR_17 eineroifmanker zur Verfigung, mit
dem nicht graduelle Unterschiede von Serumspiegatiern dessen Auftretgrer se

auf das Vorliegen einer bestimmten Tumorart sckhe@ssen.
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5  Zusammenfassung

Der Rezeptor fir den Wachstumsfaktor EGF findét sils membranstandiges Protein
auf Zellen vorwiegend epithelialen Ursprungs. Zaiclie Tumore tGberexprimieren den
EGF-Rezeptor oder produzieren aberrante ProduldeE@R-Gens. So beschrieb W.
Weber bereits 1984 eine l6sliche Form (SEGFR_17glche von bestimmten
epithelialen Tumorzellen in groBen Mengen sezernigird (Science 224, 294-7)
Zwischenzeitlich erschienen zahlreiche Berichter idses Vorkommen l6slicher EGF-
Rezeptoren auch im menschlichen Serum. Publikatiomehrerer Arbeitsgruppen
zeigen Vergleiche von Serum-EGFR-Konzentrationeni b&esunden und
Tumorpatienten, allerdings mit sehr unterschiedlich und widersprichlichen
Ergebnissen. Hier etablierten wir deshalb einerere@g immunologischen Assay
(ELISA), der die Verfugbarkeit von reinem seGFR4em zur Kalibrierung nutzte.
Damit zeigen wir leicht aber signifikant erhdhter®e-Spiegel von l6slichem EGFR
bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der Mhiide. Zwar ist die Herkunft der
so erfassten EGFR-Formen nicht eindeutig (sekssfiorodershedding, aber der so
gemessene Parameter mag durchaus als statistigeki@terter Marker dienen.— Um
spater testen zu kénnen, ob das nachweislich vetinfmaten Tumorzellen sezernierte
Genprodukt sEGFR-17 auch bei diesen Patienten warkpwurde ein weiterer Assay
entwickelt, welcher mit einem neuen Antikoérper ahdiglllich SEGFR-17 erfasst —
allerdings mit geringerer Empfindlichkeit. Daher rden alle EGF-bindenden Proteine
aus Serum durch Immunaffinitdtschromatographie m@aigjeert, durch ELISA
gemessen, durch Immunoblot und vor allem Massemsdopie identifiziert. Dieses
aufwendige Verfahren wurde hier zundchst mit Nosmalm etabliert. Sequenz-
spezifisch konnte so eindeutig das Vorkommen vonFE®rotein im Serum
nachgewiesen werden, nicht aber das von sEGFRwlas-aber auch nicht zu erwarten
war, wenn man fir dieses Protein eine tumor-ssetié Rolle annimmt. Diese Frage
wird sich erst beantworten lassen, wenn eine aisrade Menge von Tumor-
Patientenserum zur Verfligung steht, was im RahnesedArbeit nicht mehr mdglich
war. Dann wird sich testen lassen, ob allein dechMeeis von SEGFR_17 mit der hier
entwickelten Methode auf das Vorliegen eines Twronweist. Bis dahin sollte aber
auch das hier vorgestellte einfache TestverfahtenEzfassung von loslichem EGFR
auf andere Tumore ausgeweitet werden. Die Verfliglitavon reinem sEGFR-Protein

als Kalibrator wird dabei verlassliche und verdghbiare Ergebnisse gewéhrleisten.
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) Summary

The Receptor of epidermal growth factor is a saltface protein and predominantly
located on epithelial cells. Numerous tumours express the EGF-receptor or produce
aberrant forms of the EGFR-gene. In 1984 W. Wehscodered a soluble isoform
which is secreted in high amounts by a epidermaidinoma cell lingscience 224, 294-7)
Since then numerous studies have reported the nmesef soluble forms of EGF
receptors in human sera. Comparing samples offyeaftd tumor patients, inconsistent
and even contradictory results have been publispedsibly due to experimental
differences. Therefore, we established a new imhogial assay (ELISA) which
involves an own antibody and, most importantly esldvantage of the availability of
pure sEGFR-protein for calibration. After havindidated this assay we show small but
significantly higher serum-levels of EGFR in patewith squamous cell carcinoma of
the oral cavity. Although the origin of EGFR prateietected in serum is not clear
(secretion or shedding), the parameter measuredhlsy assay may serve as a
statistically verified marker.- To address the dgueswhether the particular secretory
product SEGFR-17 may be specific for tumor patiergsdeveloped another assay using
a new antibody directed against the unique C-teumiof this protein. The reduced
sensitivity of this assay required higher techniceffort: Immune affinity
chromatography was used for the separation of B@dhirlg proteins from serum which
then were identified by immunoblot and mass spsctpy. This complex procedure
was established with normal human serum where dviged sequence-specific
evidence for the presence of soluble EGFR-pros&itGFR-17 was not found in these
experiments with normal serum — not unexpectedla ifumor specific role of this
isoform hypothesized. This issue can be resolvednwddequate amounts of tumor
patient sera will be available (which was not thgecwithin the bounds of this study).
Then our procedure will allow to test whether therendetection of SEGFR-17 in serum
may indicate the presence of a tumor. Until them gshmple ELISA assay of soluble
EGFR presented here should be expanded to othesrsunihe availability of pure

SEGFR as a calibrator protein will ensure reliayid comparable results.
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