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Das Monozyten chemotaktische Protein-1 (MCP-1) ist ein CC-Chemokin, das in seiner Rolle
als Chemoattraktor auf Monozyten in der Genese von Malignomen eine wesentliche Rolle
spielt. Dabei kann es sowohl zur lokalen Tumorabwehr als auch zur Tumorgenese, Tumor-
angiogenese und Metastasierung beitragen. Die vorliegende Arbeit untersucht die MCP-1-
Inhibition und die Stimulation durch MCP-1 auf die Koloniebildung und die Zytokinexpression
von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region (HNSCC) im FLAVINO-Assay. Dieser ist
ein klonogener, qualitdtskontrollierter Ex-vivo-Koloniebildungsassay, der an der Klinik fur
Hals-Nasen-Ohrenheilkunde der Universitat Leipzig etabliert und patentiert wurde und unter
flavinschitzenden Bedingungen durchgefiihrt wird. Weiterhin wird die Eignung von MCP-1,
Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8) und des Vascular endothelial growth factor (VEGF)
als Biomarker in HNSCC, die mithilfe von ELISA in Seren und Kulturiiberstdnden quantifiziert
wurden, untersucht. Durch die Stimulation durch MCP-1 und dessen Blockade sowie durch
in vivo tolerierbare Konzentrationen von Cisplatin, Docetaxel, Cilengitide und Temsirolimus
wurde die Expression der untersuchten Zytokine in den Kulturiberstdnden der HNSCC
unterschiedlich moduliert. Cisplatin und MCP-1 supprimierten die Koloniebildung signifikant,
wahrend unter Docetaxel und Temsirolimus eine insignifikante Reduktion und durch
Cilengitide eine insignifikante Stimulation der Koloniebildung beobachtet wurde. Die MCP-1-
Blockade durch einen Anti-MCP-1-Antikérper fihrte zu keiner signifikanten Modulation der
Koloniebildung. MCP-1 und der Anti-MCP-1-Antikorper senkten die Zytokinexpression,
wahrend bis auf Cisplatin alle Zytostatika die Zytokinexpressionen steigerten. Beziglich der
kombinierten Testung der Zytostatika und der MCP-1-Blockade bzw. Stimulation
unterschieden sich die Proben, sodass additive, synergistische und antagonistische Effekte
resultierten. Da durch MCP-1 gesteuerte tumorassoziierte Makrophagen das Mikromilieu
eines Tumors wesentlich beeinflussen, geblihrt diesen ebenfalls eine besondere
Aufmerksamkeit. In dieser Arbeit wurden unter MCP-1 antitumortse Effekte beobachtet,
sodass weitere klinische Testungen der antitumorésen Wirkung des MCP-1 auf HNSCC
lohnenswert erscheinen. Die individuelle Chemoresponse-Testung kann dabei helfen, das
biologisch heterogene Verhalten der HNSCC besser zu verstehen. In diesem Sinne ware die

klinische Validierung solcher Testsysteme wertvoll.
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1.  Einfldhrung

1.1 Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region

Bei Malignomen der Kopf-Hals-Region handelt es sich Uberwiegend um Plattenepithel-
karzinome. Im englischen Sprachraum werden sie als head and neck squamous cell
carcinoma (HNSCC) bezeichnet. Folgende anatomische Regionen sind dabei von Interesse:
Nase und Nasennebenhohlen, Mundhohle (Cavum oris), Nasopharynx, Oropharynx,
Hypopharynx und Larynx (Rousseau et Badoual 2011, National Cancer Institute 2013).

1.1.1 Epidemiologie der HNSCC

Maligne Tumoren der Mundhohle und des Rachens machten im Jahr 2008 bei Mannern
3,9% aller Krebsneuerkrankung aus und waren damit die funfthaufigste Krebserkrankung.
Diese Tumoren nahmen bei Frauen mit 1,6% den 15. Platz in der Rangliste ein. 90% dieser
Tumoren waren Plattenepithelkarzinome. Mit 1,5% rangierten Malignome des Larynx bei
Mannern in der Auflistung der Krebsneuerkrankungen in Deutschland auf Platz 16, bei
Frauen an 22. Stelle. Hierbei handelte es sich fast ausschlieBlich um Plattenepithel-
karzinome. Die 5-Jahresiiberlebensraten von Tumoren der Mundhohle und des Rachens
lagen 2008 bei Mannern bei 42% und bei Frauen bei 54%. Mit 55% bei Mannern und Frauen
war die 5-Jahresiberlebensrate der Tumoren des Larynx ahnlich schlecht (Robert-Koch-
Institut 2012). Laut Robert-Koch-Institut haben sich die 5-Jahresiberlebensraten der
Larynxmalignome trotz medizinischen Fortschritts in den letzten 20 Jahren kaum verbessert
(Bertz 2010). Die Inzidenz der Tumoren des Oropharynx, Hypopharynx, Larynx sowie der
Mundhdhle hat zwischen 1996 und 2005 bei Mannern signifikant zugenommen, wahrend bei
Frauen Tumoren des Hypopharynx und der Mundhéhle haufiger beobachtet wurden. Obwohl
Tumoren der Kopf-Hals-Region vermehrt in multimodalen Therapieansatzen, bestehend aus
Chirurgie, Chemotherapie und Radiotherapie, behandelt werden, hat sich das Outcome nicht
signifikant verbessert (Guntinas-Lichius et al. 2010). Ein Grund hierfir mag die groR3e

biologische Heterogenitéat der Tumoren dieser Region sein.

1.1.2 Risikofaktoren der HNSCC

Die Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms der Kopf-Hals-Region hangt unter anderem
von der individuellen Suszeptibilitdt eines Menschen ab. Diese ist gepragt vom genetischen
Hintergrund und dem Zusammenwirken von Lebensstil und Risikofaktoren (Dietz et
Wichmann 2011). Bekannte Risikofaktoren sind Tabak- und Alkoholabusus. Ramroth et al.
konnten eine klare Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen Tabak- und Alkoholkonsum und der
Inzidenz von Larynxkarzinomen, insbesondere von Karzinomen der Supraglottis, zeigen. Die
Reduktion des Tabak- und Alkoholkonsums kann somit zur Pravention dieser Karzinome
beitragen (Ramroth et al. 2004). Beispielhaft seien hier die USA genannt:

1
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Die Sterberaten durch Tumoren der Mundhéhle und des Pharynx haben bei Mannern und
Frauen zwischen 1992 und 2008 abgenommen. Dies wird auf erhéhtes Risikobewusstsein
und auf eine Verhaltensdnderung aufgrund Risiken adressierender Gesundheitskampagnen
zurlckgefuhrt (Eheman et al. 2012). Schlechte Mund- und Zahnhygiene sind unter anderem
verantwortlich fUr die Entstehung von Oro- und Hypopharynxkarzinomen (Boenninghaus et
Lenarz 2007). Die Infektion mit humanen Papillomviren, insbesondere des Typs 16 (HPV
16), ist ein Risiko- und Prognosefaktor fiir Oropharynxkarzinome. Neben Tabak- und
Alkoholabusus stellen auch Asbestfaserstdube ein Risiko fir die Entstehung eines Asbest-

assoziierten Larynxkarzinoms dar (Dietz et Flentje 2010).

1.1.3 Molekularbiologische Merkmale der HNSCC

Die Tumorgenese von HNSCC stellt einen multifaktoriellen Prozess dar, der durch die
Akkumulation genetischer und epigenetischer Veranderungen charakterisiert ist.
Histopathologisch sind Stadien zunehmender Veranderungen ehemals gesunder Mukosa zu
beobachten. Aus einer Hyperplasie entsteht eine Dysplasie, die tUber ein Carcinoma in situ,
genauer Uber eine squamdse intraepitheliale Neoplasie 3. Grades (SIN IlI), zu einem
invasiven Karzinom fuhrt. Gleichzeitig steigt die Anzahl genetischer Alterationen (Califano et
al. 1996). In intraepithelialen Lasionen treten oft Deletionen der Chromosomen 3p und 9p,
auf denen Tumorsuppressorgene liegen, auf. Dabei sei pl16™K4a als Cyclin-abhangiger
Kinase-Inhibitor genannt, der den Zellzyklus in der G1-Phase stoppt. Alterationen dieser
Areale fihren somit zu unkontrollierter Zellproliferation (Dietz et Flentje 2010, Yavrouian et
Sinha 2012). In HNSCC wurde auch die Reaktivierung der Telomerase beobachtet. Dieses
Enzym verlangert Telomere, die bei jeder Zellteilung physiologischerweise verkirzt werden.
Eine erhdhte Telomeraseaktivitat wirkt der Zellalterung entgegen, wodurch genetisch
alterierte Zellen positiv selektiert werden (Kunicka et al. 2008). Weitere beobachtete
Alterationen sind die Uberexpression von Cyclin D1, wodurch der Zellzyklus verkiirzt wird
(Wang et al. 1995), Mutationen des Tumorsuppressorgens TP53 und des von ihm codierten
p53 sowie dessen Regulator MDM2 (mouse double minute 2), wodurch Zellen mit DNS-
Schaden nicht an der Fortfihrung des Zellzyklus gehindert werden (Denaro et al. 2011),
sowie die Uberexpression des EGFR (epidermal growth factor receptor) (Kalyankrishna et
Grandis 2006) und downstream des EGF-Rezeptors auch die Uberexpression des PI3K-
AKT-Signalings (Phosphatidylinositol-3-Kinase und Proteinkinase B-Signalweg). Der PI3K-
AKT-Signalweg spielt eine wesentliche Rolle in der Kanzerogenese, die jedoch noch nicht
vollstandig verstanden ist. So stehen am Ende der Signaltransduktion die Invasion und
Metastasierung, Proliferation, Proteinsynthese, Antiapoptose und Angiogenese (Psyrri et al.

2013). Die Aktivierung mitogen aktivierter Kinasen (MAPK-Signalweg) und die Aktivierung
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von Januskinasen und der nachfolgenden Signal Transducers and Activators of Transcription
(JAK-STAT-Signalweg), insbesondere des JAK-STAT3-Signalwegs, sind in HNSCC und
anderen Neoplasien oft Uberexprimiert (Sansone et Bromberg 2012, de Carvalho et al.
2013).

1.2 Biomarker

Biomarker sind wichtige biologische Molekile, die zur Verbesserung der Tumordetektion,
Prognose und Therapie im Sinne der gezielten Therapie (targeted therapy) genutzt werden
kénnen. Potentielle Biomarker kénnen Molekiile sein, die eine wichtige Rolle in Prozessen
der Tumorgenese, Signaltransduktion und Angiogenese spielen. Auch onkogene Viren
konnen Biomarker sein. Fir HNSCC charakteristische biologische Makromolekule, die in
verschiedenen Subgruppen von Tumoren auftreten, kénnen sich potentiell als Biomarker
eignen (Yavrouian et Sinha 2012). Dabei sind prognostische von pradiktiven Biomarkern zu
unterscheiden. Ein prognostischer Biomarker liefert Informationen tber das Outcome der
Krebserkrankung eines Patienten unabhéngig von der Therapie. Das Vorhandensein oder
Fehlen eines solchen Markers kann fir die Patientenselektion bezuglich einer bestimmten
Therapie zwar hilfreich sein, sagt jedoch nichts Gber den Therapieerfolg aus. Ein pradiktiver
Biomarker dagegen liefert Informationen tber den Effekt einer Therapie und kann somit ein
Angriffspunkt von Therapien sein (Oldenhuis et al. 2008). Prognostische Biomarker erlauben
eine Beurteilung der Prognose im Vergleich zu HNSCC ohne diesen Marker. Dabei kénnen
sowohl allgemein bessere Prognosen bei Anwesenheit von beispielsweise HPV16 in
Tonsillenkarzinomen als auch allgemein schlechtere Verlaufe bei Uberexpression des EGFR
mit diesen Biomarkern assoziiert sein. Pradiktive Biomarker erlauben einen Rickschluss auf
die Eignung einer bestimmten Subgruppe von HNSCC fir bestimmte Therapiemodalitaten.
Insofern sind die zuvor genannten Biomarker auch pradiktive Biomarker, denn HPV16-
positive HNSCC reagieren starker auf Bestrahlung als andere HNSCC. HNSCC mit
Uberexpression des EGFR-Signalweges reagieren dagegen starker auf eine zielgerichtete
Therapie gegen EGFR oder dessen Tyrosinkinaseaktivitdt als HPV16-positive Tumoren.
Insofern kénnen Biomarker in HNSCC fir die Stratifizierung der Therapie herangezogen
werden, um den Therapieerfolg zu erhdhen (Ang et Sturgis 2012). Eher offen ist die Frage,
ob Zytokine und insbesondere Chemokine als Biomarker bei HNSCC eine Rolle spielen

kdénnen.

1.2.1 Zytokine
Zytokine sind Mediatoren des Immunsystems. Als Proteine oder Glykoproteine vermitteln sie
ihre Wirkung Uber membranstandige Rezeptoren. Der Begriff der Zytokine wird seit 1974

verwendet und subsumiert dabei die Interleukine, Chemokine, Interferone, Lymphokine,

3
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Tumornekrosefaktoren, koloniestimulierende Faktoren und Wachstumsfaktoren (Kirchner et
al 1994, Burgis 2008). Zu ihren Funktionen gehoren die Regulation der Immunantwort und
der Entziindungsreaktion. Zytokine weisen einen Pleiotropismus auf. Das bedeutet, dass sie
auf verschiedene Zelltypen wirken. Zum einen haben Zytokine verschiedene Effekte auf
dieselbe Zelle. Zum anderen wirken sie auch redundant: Verschiedene Zytokine bewirken
denselben Effekt in einer Zelle. Die Wirkung der Zytokine kann autokrin, parakrin oder
endokrin erfolgen (Abbas et al. 1996). Die teils verwirrende Nomenklatur der Zytokine liegt in
der Historie der Erforschung dieser Mediatoren begriindet. Der Begriff ,Lymphokine* wurde
eingefiihrt, um Regulatoren der Lymphozytenkommunikation zu beschreiben. Komplementar
dazu wurde der Begriff ,Monokine“ eingefiihrt, da sich zeigte, dass auch Monozyten
Lymphozyten-aktivierende Faktoren produzieren (Nicola 1997). Da sich die Funktionen der
Zytokine teilweise tberschneiden, fallt es schwer, eindeutige Definitionen fiir die einzelnen
Subgruppen zu finden. So wird z.B. Interleukin-8 den Interleukinen zugeordnet, gleichzeitig
ist es aufgrund seiner chemotaktischen Wirkung auch in die Gruppe der Chemokine
einzuordnen (Callard et Gearing 1994). Interleukine, Wachstumsfaktoren und Chemokine

sollen nachfolgend genauer betrachtet werden.

1.2.11 Interleukine
Die Nomenklatur der Interleukine wurde 1979 eingefiihrt, um eine Gruppe von Mediatoren zu

beschreiben, die die Kommunikation zwischen Leukozyten vermitteln (Nicola 1997).

12111 Interleukin-6 (IL-6)

IL-6 spielt als multifunktionales Zytokin eine zentrale Rolle in der Immunantwort. Es wird von
Monozyten/ Makrophagen, T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Endothelzellen, Fibroblasten
und Mesangiumzellen produziert. IL-6 induziert die Differenzierung der B-Lymphozyten zu
Antikorper-produzierenden Plasmazellen. Dabei fordert es die Bildung von Antikdrpern der
Typen IgM, IgG und IgA. Durch IL-6 wird die Phagozytosefahigkeit der Monozyten/
Makrophagen gesteigert. Als inflammatorisches Zytokin induziert es die Produktion von
Akute-Phase-Proteinen in Hepatozyten. IL-6 bewirkt zusammen mit Interleukin-1 die
Proliferation und Zytokinproduktion von T-Helferzellen. AuRerdem nimmt es gemeinsam mit
Interleukin-2 Einfluss auf die Teilung und Differenzierung zytotoxischer T-Zellen. IL-6 und
Interleukin-3 regen Stammzellen zur Proliferation an (Kirchner et al. 1994). Auch
Stromazellen des Knochens, Keratinozyten und Astrozyten produzieren IL-6 (Callard et
Gearing 1994). IL-6 bindet am IL-6-Rezeptor (IL-6R), der aus zwei Membranproteinen
besteht. Am IL-6R wird IL-6 gebunden, die Signaltransduktion erfolgt jedoch tber gp130.
Nach der Bindung am IL-6R erfolgt die Homodimerisation von gpl30, das mit einer

Tyrosinkinase assoziiert ist, die gp130 phosphoryliert (Nicola 1997). Im Folgenden ist das
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JAK-STAT-System an der Signaltransduktion beteiligt. Dieses besteht aus einer Januskinase
(JAK) und den Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT). IL-6 kann auch
Uber einen Idslichen Rezeptor sIL-6R via Transsignaling die Signaltransduktion an gp130
ausldsen. Als inflammatorisches Zytokin ist IL-6 an chronisch entziindlichen Prozessen wie
der rheumatoiden Arthritis, Asthma und chronisch entzindlichen Darmerkrankungen, wie
z.B. Morbus Crohn, beteiligt. Auch bei Darmkrebs (Scheller et al. 2006) und in HNSCC
scheint IL-6 eine wichtige Rolle zu spielen (Pries et Wollenberg 2006). Monozyten
produzieren mehr IL-6, wenn sie mit HNSCC-Proben kokultiviert werden, als Monozyten, die
mit gesunder Mukosa kokultiviert werden (Kross et al. 2005). IL-6 soll auch an der
Entstehung von Knochenmetastasen beteiligt sein, schlieBlich reguliert es die
Knochenhomoostase. Durch Dysregulationen der IL-6-Expression kbnnen Stérungen dieser

Homoostase, wie Osteoporose, entstehen (Tawara et al. 2011).

1.2.1.2 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind mitogene Faktoren. Das bedeutet, dass sie die Proliferation von
Zellen induzieren konnen. Nach Bindung eines Wachstumsfaktors am komplementaren
Rezeptor wird eine Signalkaskade ausgelOst, an deren Ende die Aktivierung bestimmter
Gene steht, deren Genprodukte den Zellzyklus steuern. Wichtige Wachstumsfaktoren sind
unter anderem hamatopoetische Wachstumsfaktoren, aber auch EGF (Epidermal Growth
Factor), FGF (Fibroblast growth factor), PDGF (Platelet-derived growth factor), IGF (Insulin-
like growth factor) und VEGF (Vascular endothelial growth factor) (Lullmann-Rauch 2006).
Dabei ist zu bericksichtigen, dass die benannten Wachstumsfaktoren haufig weitere
Strukturvarianten beinhalten, die durch alternatives Spleilen der RNA oder Uber
Genduplikation evolvierte Gene und Genprodukte reprasentieren, die Uber gleiche
Rezeptoren identische oder ahnliche Signalkaskaden triggern. Insofern finden sich sowohl

Redundanz, als auch eine Vielzahl von durch Rezeptorligation ausgelosten Effekten.

1.2.1.2.1 Vascular endothelial growth factor (VEGF)

VEGEF ist ein Mitogen fiir Endothelzellen. Es bewirkt die Chemotaxis gegentiber Monozyten
und aktiviert diese. AuRerdem erhoht es die Permeabilitat von BlutgefaRen und wirkt als
Prokoagulanz. VEGF wird unter anderem von Zellen der Hypophyse, von Monozyten/
Makrophagen, glatten Muskelzellen und Keratinozyten produziert (Callard et Gearing 1994).
VEGF gehort zu einer Genfamilie, zu der neben VEGFA als Hauptvertreter auch VEGFB,
VEGFC, VEGFD und PLGL (placental growth factor) gehéren (Ferrara et al. 2003). VEGFA,
-B, -C, -D stimulieren die Angiogenese und erhdhen die GefalRpermeabilitat (Drevs 2010).
VEGFA ist der Hauptregulator des Wachstums von BlutgefdRen, wahrend VEGFC und
VEGFD die Lymphangiogenese regulieren (Ferrara et al. 2003). VEGF wirkt Uber
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membranstandige Rezeptoren, die von Endothelzellen, primitiven hématopoetischen
Stammzellen, Monozyten und leukéamischen Zellen exprimiert werden. Es gibt drei bekannte
VEGF-Rezeptoren: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR) und VEGFR-3 (Flt-4). Bei diesen
Rezeptoren handelt es sich um Rezeptor-Tyrosin-Kinasen mit sieben extrazellularen
Immunglobulin-Domé&nen und einer intrazellularen Tyrosin-Kinase-Doméane. Nach der
Ligandenbindung erfolgt die Rezeptordimersation, Tyrosin-Phosphorylierung,
Autophosphorylierung und folgend ein Calciumeinstrom (Callard et Gearing 1994).
Phosphorylierte Proteine des VEGF-Signalings sind unter anderem die Phospholipase C-y
(PLC), die PI3K, das Ras GTPase activating protein und die Src-Familie. Das Wachstum von
Endothelzellen wird Uber die Aktivierung des Raf-Mek-Erk-Signalwegs realisiert,
antiapoptotische Effekte gehen auf den PI3K-AKT-Signalweg zuriick. Die Uberwiegend von
BlutgefaR-Endothelzellen exprimierten Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 bedingen die
Organisation der Vaskulogenese. VEGFR-3 ist auf Endothelzellen von Lymphgefal3en
anzutreffen, woraus sich die Stimulation der Lymphangiogenese ergibt. VEGFA bindet
sowohl an VEGFR-1, als auch an VEGFR-2, wéahrend PLGF und VEGFB nur an VEGFR-1
binden. VEGFC und VEGFD interagieren mit VEGFR-2 und VEGFR-3 (Ferrara et al. 2003).
VEGF spielt auch eine entscheidende Rolle in der Tumorangiogenese: Das vom Tumor
sezernierte VEGF fuhrt zur Endothelzellmigration, zu deren Proliferation und zur Ausbildung
kapillarer Roéhrenformationen. Gleichzeitig werden auch endotheliale Proteasen aktiviert,
wodurch die GefalRpermeabilitat erhéht wird. Dies ist wiederum eine Voraussetzung fir die
hamatogene Metastasierung (Drevs 2010). VEGF hat aufgrund der initiierten Angiogenese
und Metastasierung eine groRe Bedeutung in der Entstehung von HNSCC (Pries et
Wollenberg 2006).

1.2.1.3 Chemokine

Chemokine sind Zytokine, die Chemotaxis vermitteln. Diese groRe Familie strukturell
homologer Zytokine mit einer GréRe von 8 bis 10 kD fuhrt zu einer zielgerichteten
Wanderung von Zellen (Abbas et al. 1996). Sie sind Chemoattraktoren fir Monozyten,
Leukozyten, Neutrophile und weitere Effektorzellen des Blutes und steuern die Wanderung
der Lymphozyten und die Angiogenese. lhre Signaltransduktion erfolgt tGber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, die aus sieben transmembranaren Helices aufgebaut sind (Murphy
et al. 2009). Chemokine und ihre Rezeptoren verhalten sich promiskuitiv. Damit ist gemeint,
dass verschiedene Chemokine an verschiedenen Rezeptoren binden und ihre Rezeptoren
wiederum unterschiedliche Chemokine binden kénnen (Rollins 1997). Entsprechend ihres
molekularen Aufbaus werden die CXC- oder a-Chemokine, die auf dem menschlichen
Chromosom 4 kodiert sind, von den CC- oder p-Chemokinen, die auf dem Chromosom 17

lokalisiert sind, unterschieden. Bei den CXC-Chemokinen werden zwei aminoterminale
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Cysteine durch eine weitere Aminosaure voneinander getrennt, bei den CC-Chemokinen
liegen die beiden Cysteine dagegen direkt nebeneinander. Wahrend CXC-Chemokine
Uberwiegend Neutrophile anlocken, bewirken CC-Chemokine Uberwiegend die Chemotaxis
von Monozyten (Callard et Gearing 1994).

Ein wichtiger Vertreter der CXC-Chemokine ist Interleukin-8 (IL-8), wahrend das Monozyten
chemotaktische Protein-1 (MCP-1) den CC-Chemokinen angehort. Die Chemokine beider
Unterfamilien sind in der Lage, an heparinisierte Sulfidoproteoglykane an
Endotheloberflachen zu binden, womit sie einen Stimulus fur die Chemokinese bilden (damit
ist die Leukozytenmotilitdt gemeint) und somit einen entscheidenden Faktor fir die
Extravasation von Leukozyten darstellen (Abbas et al. 1996). So Uberfihren IL-8 und MCP-1
das ,Rollen“ der Leukozyten entlang des Gefaliendothels durch die Konformationsanderung
der Leukozytenintegrine in eine stabile Bindung, die die Durchwanderung der Gefal3wand
seitens der Leukozyten begiinstigt. MCP-1 ist auch fir die Monozytenwanderung aus den
BlutgefalRen ins Gewebe verantwortlich, wo diese ihrer Funktion als Gewebsmakrophagen
nachgehen. Weitere Unterfamilien der Chemokine sind die C-Chemokine und die CXsC-
Chemokine. Lymphotactin (XCL1) lockt als C-Chemokin T-Zell-Vorlaufer Giber den Rezeptor
XCR1 in den Thymus. Fraktalkin, ein Vertreter der CX3;C-Chemokine, ist ein trans-
membrandres Adhasionsmolekil fir Leukozyten und bewirkt die Diapedese von

dendritischen Zellen in Lymphgefae (Johnson et Jackson 2013).

1.2.1.3.1 Interleukin-8 (IL-8)

IL-8 ist ein inflammatorisches Zytokin, das unter vielen Namen bekannt ist, so z.B. Neutrophil
attractant/ activating protein (NAP-1), Neutrophil activating factor (NAF), Monocyte derived
neutrophil activating peptide (MONAP), Monocyte derived neutrophil chemotactic factor
(MDNCF), Granulocyte chemotactic protein (GCP) und Leucocyte adhesion inhibitor (LAI).
Aus diesen Bezeichnungen geht die wesentliche Funktion des IL-8 hervor, namlich die
Chemotaxis gegenuber Neutrophilen, weswegen IL-8 auch zu den Chemokinen, genauer zu
den CXC-Chemokinen, gezahlt wird. IL-8 wird von Monozyten, Lymphozyten, Granulozyten,
Fibroblasten, Endothelzellen, Keratinozyten, Hepatozyten, Chondrozyten, Mesangiumzellen
und bronchialen Epithelzellen produziert. Es bindet am IL-8-Rezeptor, einem G-Protein-
gekoppelten Rezeptor der Rhodopsin-Superfamilie mit sieben transmembranéren Helices,
der von Neutrophilen, Basophilen, Eosinophilen, Lymphozyten, Monozyten, Endothelzellen
und Erythrozyten exprimiert wird. Die Signaltransduktion erfolgt Gber einen intrazellularen
Calciumanstieg. Durch Inhibition der Phosphokinase C (PKC) kann die IL-8 bedingte
Neutrophilenaktivierung gehemmt werden (Callard et Gearing 1994). IL-8 bindet am CXCR1
(IL-8RA) allein und auch am CXCR2 (IL-8RB), an dem auch GRO-a, GRO-, GRO-y, NAP-2
und ENA-78 binden konnen (Rollins 1997). IL-8 besitzt multiple Wirkungen: Neutrophile
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werden angelockt, verandern ihre Form, degranulieren, vollziehen einen ,respiratory burst"
und weisen nach Aktivierung durch IL-8 eine erhohte Adhé&sion am Endothel auf. Letzteres
trifft auch auf Monozyten zu. Auf T-Zellen und Basophile wirkt IL-8 ebenfalls chemotaktisch
und bewirkt bei Basophilen zudem die Histamin- und Leukotrienfreisetzung. Keratinozyten
und Endothelzellen proliferieren unter IL-8-Einfluss, unreife myeloische Vorlauferzellen
werden dagegen supprimiert. IL-8 und andere a-Chemokine tragen Uber die Leukozyten-
akkumulation zu Entziindungsprozessen bei (Nicola 1997). So finden sich z.B. erhdhte IL-8-
Konzentrationen in der Gelenkflussigkeit von rheumatoider Arthritis betroffener Gelenke
(Koch et al. 1992a, Loetscher et al. 1994). Als angiogener Faktor fordert IL-8 die
Vaskularisation im Rahmen der Wundheilung und der Tumorangiogenese (Koch et al.
1992b). Aufgrund der IL-8 induzierten Angiogenese wird IL-8 auch in HNSCC eine
entscheidende Rolle zugesprochen (Pries et Wollenberg 2006).

1.2.1.3.2 Monozyten chemotaktisches Protein-1 (MCP-1)

Humanes MCP-1 (CCL2) ist ein zur Gruppe der CC-Chemokine gehdérendes basisches
Protein mit einer Ldnge von 76 Aminosauren. Es wurde zunéchst als LDCF (lymphocyte
derived chemotactic factor) beschrieben. Weitere Bezeichnungen sind TDCF (tumour cell-
derived chemotactic factor), GDCF (glioma-derived monocyte chemotactic factor), SMC-CF
(smooth muscle cell-derived chemotactic factor) und MCAF als monocyte chemotactic and
activating factor. Mit diesen Bezeichnungen wird die wesentliche Funktion des MCP-1
beschrieben, namlich die Chemotaxis gegeniiber Monozyten zu Orten einer Inflammation
(Nicola 1997). Auch Basophile werden von MCP-1 angelockt. MCP-1 wird von Monozyten, T-
Zellen, Fibroblasten, Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Keratinozyten und auch
Tumorzellen produziert (Callard et Gearing 1994). So wurde MCP-1 in Ovarialkarzinomen
(Negus et al. 1995), Plattenepithelkarzinomen des Osophagus (Koide et al. 2004) und auch
in HNSCC (Kross et al. 2005) nachgewiesen. MCP-1 soll zudem ein entscheidender Faktor
fir die Fernmetastasierung fortgeschrittener Kolonkarzinome darstellen (Wolf et al. 2012).
Wichtige Funktionen besitzt MCP-1 in Entzindungsprozessen: Im Rahmen der
rheumatoiden Arthritis unterstutzt es die Entzindungsreaktion Uber die Rekrutierung von
Monozyten (Koch et al. 1992a, Hayashida et al. 2001). Seine physiologische Funktion erflllt
MCP-1 auch in der Angiogenese (Niu et al. 2008). Dort unterstiitzt es unter anderem die
Bildung von Kollateralen (Carmeliet 2003). MCP-1 wird im Zusammenhang mit der
Entstehung der Arteriosklerose diskutiert. In arteriosklerotisch veranderten Gefal3en sind
MCP-1 und sein Rezeptor CCR2 hochreguliert. Die dadurch induzierte Monozyteninvasion in
die Gefallwand unterhdlt die Entstehung der Arteriosklerose (Zernecke et Weber 2010).
MCP-1 bindet an den Rezeptoren CCR2, an dem auch MCP-2, -3 und MCP-4 binden
(Rodriguez-Frade et al. 2000), sowie am CCR4, an dem auch MIP-1a, RANTES und TARC
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binden (Rollins 1997). CCR2 wird von Monozyten/ Makrophagen, T- und B-Lymphozyten,
dendritischen Zellen, NK-Zellen, aber auch Basophilen, Fibroblasten und Endothelzellen
exprimiert. Durch alternatives SpleiRen der CCL2-mRNA entstehen die zwei Rezeptortypen
CCR2A und CCR2B (Rodriguez-Frade et al. 2000). Vaskulare glatte Muskelzellen
exprimieren den CCR2A; CCR2B wird Uberwiegend von Monozyten und aktivierten NK-
Zellen exprimiert (Ansari et al. 2011). CCR2 ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, der aus
sieben transmembranaren Helices besteht. Das aminoterminale Ende liegt aulRerhalb der
Zelle und ist fur die Ligandenbindung zustandig, wahrend der carboxyterminale Teil
intrazellular liegt und an der Signaltransduktion beteiligt ist. Nach der Ligandenbindung
erfolgt die Rezeptordimerisierung, die zur Auslosung des JAK-STAT-Sighalwegs fihrt,
wodurch eine veranderte Genexpression resultiert. Uber die Aktivierung eines G-Proteins
werden die MAPK, PLC und PI3K aktiviert. Dies wiederum bewirkt Chemotaxis und
Zelladhasion. Uber die Aktivierung von GRK/ Arrestin erfolgt die Rezeptorinternalisation
(Rodriguez-Frade et al. 2000).

1.2.2 Angiogenese und Tumorangiogenese

BlutgefaRe konnen durch Vaskulogenese, Angiogenese, Intussuzeption oder Vascular
mimicry entstehen. Die Vaskulogenese ist die de novo Synthese von BlutgefalRen aus
endothelialen Progenitorzellen, die tubuldre Strukturen bilden und somit in Isch&miegebieten
VEGF-getriggert zur GefaRneubildung fihren. Dagegen ist die Angiogenese das Wachstum
von BlutgefalBen aus bereits existierenden Gefal3en, wobei die Migration und Proliferation
bereits differenzierter Endothelzellen entscheidend sind. Chemokine nehmen darauf einen
wesentlichen Einfluss. BlutgefaRe konnen auch durch Intussuzeption, der Teilung
bestehender Blutgefal3e, entstehen, wobei die Basalmembran hier nicht aufgeldst wird. Eine
erfolgreiche Angiogenese setzt die Interaktionen zwischen Endothelzellen, Perizyten,
umgebenden Zellen, extrazellularer Matrix und der vaskuldren Basalmembran voraus.
Hypoxie ist ein starker angiogener Stimulus. In hypoxischem Gewebe werden Sauerstoff
registrierende Mechanismen aktiviert. Dazu gehoéren die HIFs (Hypoxia inducible factors), die
als Transkriptionsfaktoren die Hochregulation der Genexpression proangiogener Faktoren
wie VEGFA bewirken (Pugh et Ratcliffe 2003, Gibbons 2010). Zu Beginn der Angiogenese
kommt es durch l6sliche und zellgebundene Matrixmetalloproteinasen (MMP) zur
Degradation der Basalmembran und dem Auflésen der Zellkontakte zwischen
Endothelzellen. Es folgt die Zellpenetration durch die Basalmembran, wodurch die
penetrierenden Zellen Kontakt zum interstitiellen Kollagen erhalten und somit eine
Signalkaskade ausgeltdst wird, in der VEGFA als ein potenter angiogener Faktor eine
entscheidende Rolle spielt (Chung et Ferrara 2010). VEGFA lockt Endothelzellen entlang
eines Konzentrationsgradienten in avaskuldre Regionen. Dieser Gradient fuhrt zur
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Ausbildung eines Zellschlauches mit einer Spitze. Endothelzellen differenzieren sich durch
VEGFA zu sogenannten ,tip-cells®, die den Weg fir die Gefalneubildung navigieren. Das
Gefallumen wird durch die sich strangférmig ausrichtenden ,stalk cells* gebildet, die den
durch die ,tip cells* vorgegebenen Weg nachempfinden (Drevs 2010). Dadurch bildet sich
ein Gefal3schlauch, dessen Zellen durch tight junctions verbunden sind. Von den ,tip cells®
werden Matrixmetalloproteinasen produziert, die die umgebende Matrix eréffnen. Erneuter
Zellkontakt zwischen Endothelzellen und Perizyten induziert die Bildung von Inhibitoren der
MMPs, die somit herunterreguliert werden. Endothelzellen und umgebende Zellen
produzieren nun Laminin, Perlecan, Kollagen und Nidogen als Bestandteile der
Basalmembran. Die jungen Gefalie reifen somit zu Kapillaren heran (Chung et Ferrara
2010). Ist die Perfusion des GefalRes durch ausreichende Stabilisierung erreicht, steigt der
Sauerstoffgehalt des umgebenden Gewebes, wodurch folgend die VEGFA-Konzentration
sinkt. Damit ist der Zyklus der Angiogenese zunéchst beendet (Darland et D’Amore 1999).
Neben bekannten physiologischen Prozessen ist die Angiogenese auch fur die Entwicklung
von Tumoren entscheidend. Im Rahmen des Vascular mimicry kénnen Tumoren selbst
BlutgefaRe ausbilden. Die GefalRauskleidung stellt dann ein Mischbild aus Tumor- und
Endothelzellen dar. Tumorgeféal3e unterscheiden sich von normalen BlutgeféaRen: Wahrend
normale BlutgefaRe im Ruhezustand eine geringe Proliferationsrate aufweisen, tUberwiegen
bei TumorgefalRen proangiogene Faktoren. Insgesamt ist das Tumorgefal3system zwar stark
verzeigt, aber dadurch auch unstrukturiert bei fehlender Gefa3hierarchie. Aufgrund des
Fehlens der Lamina muscularis und stabilisierender Perizyten sind Tumorgeféal3e instabil,
dunnwandig, passiv dilatiert und weisen eine hohe Permeabilitdt auf, wodurch die
hamatogene Metastasierung begunstigt wird. Auch in Tumoren wird durch Hypoxie die
Tumorangiogenese induziert, namlich dann, wenn die Neoplasie zu groB ist (ca. 2 mm?), um
sich Uber Diffusion vom umgebenden Gewebe zu erndhren. Die Sekretion proangiogener
Faktoren steigt dann an, wofur der Begriff ,angiogener Switch® steht. Ist der Tumor
ausreichend vaskularisiert, steigt auch die Proliferation der Tumorzellen und es werden
durch das Einschwemmen von Tumorzellen in die Blutbahn h&amatogene Metastasen
begilnstigt. Demnach sind das Wachstum, die Metastasierung und der Progress der
Tumorerkrankung abhangig von der vom Tumor betriebenen Angiogenese (Drevs 2010).

Letztlich ist die Angiogenese wahrend reaktiver und pathologischer Prozesse an eine
Inflammation gebunden, an der Makrophagen und dendritische Zellen beteiligt sind. Diese
produzieren Wachstumsfaktoren und Zytokine, die sowohl proangiogene, als auch
antiangiogene Wirkungen besitzen (David Dong et al. 2009). Strauss et al. haben die
Tumorangiogenese der HNSCC im Mausmodell untersucht. Sie haben die Hypothese
aufgestellt, dass die Makrophageninvasion in den Tumor eine Schlusselrolle darstellt, da

Makrophagen uber die Expression von VEGFA die Angiogenese induzieren. Strauss et al.
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untersuchten die Hemmung der Makrophageninvasion durch Retinsdure. Mit Retinsaure
behandelte Mause zeigten eine Tumorregression und einen Rickgang der MCP-1- und
VEGFA-Expression im Serum. Um die Tumorangiogenese zu hemmen, sei demnach eine

Inhibition der Makrophageninvasion ndétig (Strauss et al. 2005).

1.3 Therapie der HNSCC

Die klassischen Saulen der Therapie von HNSCC sind Operation, Strahlentherapie und
Chemotherapie. Zur Verbesserung des Therapieerfolgs ist es nétig, von einer begrenzt
wirksamen Monotherapie auf multimodale Therapiekonzepte umzusteigen. Dieses Konzept
vereint die chirurgische Intervention, Radiatio und Chemotherapie und wird zunehmend
durch zielgerichtete biologische Therapeutika als targeted therapy ergénzt (Dietz et Flentje
2010). Da in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von Chemotherapie auf HNSCC untersucht

wurde, wird an dieser Stelle lediglich auf die Chemotherapie eingegangen.

1.3.1 Chemotherapie

Die Deutsche Krebsgesellschaft verweist zur palliativen Chemotherapie von
Plattenepithelkarzinomen des oberen Aerodigestivtraktes auf die wirksamen Zytostatika
Carboplatin, Cisplatin (P), 5-Fluorurazil (F), Methotrexat, Ifosfamid, Cyclophosphamid sowie
Paclitaxel und Vincaalkaloide. Bevorzugte Substanzen in der Radiochemotherapie sind

Cisplatin/ Carboplatin, Mitomycin, Taxane und 5-Fluorourazil (Bootz et Howaldt 2008).

1.3.1.1 Charakterisierung der verwendeten Zytostatika

Entsprechend den Empfehlungen der Deutschen Krebsgesellschaft und der aktuellen
Studienlage wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Wirkung von Zytostatika auf das
Wachstum und die Zytokinproduktion von HNSCC ex vivo untersucht. Im Folgenden sollen
Cisplatin und Docetaxel als Standardtherapeutika fir HNSCC und Cilengitide und
Temsirolimus als mdgliche neue Therapeutika gegen HNSCC vorgestellt werden. Cilengitide
wird als gut tolerierbares Therapeutikum beschrieben (Hariharan et al. 2007), das aufgrund
der Blockade von in HNSCC uberexprimierten a.fs- und avBs-Integrinen fur die Therapie von
HNSCC interessant ist (Alghisi et al. 2009, Fabricius et al. 2011). Auch Inhibitoren von
mTOR (mammalian target of rapamycin) gewinnen zunehmend an Bedeutung, da gezeigt
werden konnte, dass Rapamycin antiproliferative Effekte gegentber HNSCC-Zelllinien
aufweist (Aissat et al. 2008). Somit ist Temsirolimus als ein Vertreter der mTOR-Inhibitoren
fur die HNSCC-Therapie von Interesse, da es den mTOR-Signalweg hemmt, der in HNSCC
oft Uberexprimiert ist (Nguyen et al. 2012).
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13111 Cisplatin

Cisplatin ist ein Alkylanz, das phasenunspezifisch in den Zellzyklus eingreift, indem es zu
DNS-Vernetzungen fuhrt. Dies erfolgt durch zweiwertiges Platin als Zentralatom, das in
wassriger Losung elektrophile Aquakomplexe bildet, die vor allem Guanin am N7-Stickstoff-
Atom binden und somit zu DNS-Einzelstrangvernetzungen fuhren. Cisplatin findet breite
Anwendung in der Therapie von Hoden-, Prostata-, Harnblasen-, Endometrium-, Ovarial-,
und Bronchialkarzinomen. Fiur die Therapie von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-
Region ist es ebenfalls zugelassen und Erstlinien-Chemotherapeutikum. Bekannte
Nebenwirkungen des Cisplatins sind die Neuro-, Oto-, und Nephrotoxizitat. AuRerdem wirkt
Cisplatin myelodepressiv und ist stark emetogen. Gegentber Cisplatin werden Resistenzen
beobachtet (Burgis 2008, Gomez-Ruiz et al. 2012).

1.3.1.1.2 Docetaxel

In den Experimenten wurde Taxotere (Sanofi Aventis, Antony Cedex, Frankreich) eingesetzt,
das zur Induktionschemotherapie von lokal fortgeschrittenen HNSCC in Kombination mit
Cisplatin und 5-Fluorurazil zugelassen ist. Weitere Anwendung findet Taxotere in der
Therapie von Brustkrebs, dem Nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom, dem hormonrefraktaren
Prostatakarzinom und dem Adenokarzinom des Magens. Vom Hersteller angegebene
Nebenwirkungen des Docetaxels sind Myelotoxizitdt, Neurotoxizitdt und anaphylaktische
Reaktionen durch Histaminfreisetzung und die Bildung von Odemen (Sanofi-Aventis 2010).
Docetaxel greift als Taxan in den Zellzyklus ein. In der G2-Phase wird die Ausbildung des
Spindelapparates beschleunigt. Durch Bindung an die B-Tubulinuntereinheit erfolgt eine
Desaggregationshemmung des Spindelapparates, wodurch es zum Arrest des Zellzyklus in
der G2- und M-Phase kommt. Unter der Therapie mit Taxanen wurde insbesondere bei

niedriger Dosierung die Bildung von Resistenzen beobachtet (Burgis 2008).

1.3.1.1.3 Cilengitide

Durch Cilengitide wird eine Inhibition der Tumorangiogenese erzielt. Cilengitide (EMD
121974; Merck, Darmstadt) ist ein zyklisches Peptid, das als selektiver Antagonist fur a,fs-
und a.Bs-Integrine wirkt (Alghisi et al. 2009). Integrine spielen eine wichtige Rolle in der
Zelladh&sion. AuBerdem haben sie wichtige Funktionen in der Entstehung, dem Progress
und der Metastasierung solider Tumoren (Desgrosellier et Cheresh 2010). Integrine stellen
eine Verbindung der extrazellularen Matrix zur Zelle her. Uber Ligandenbindung wird ein
intrazellulares Signaling ausgelost. Dabei ist fir die Ligandenbindung die Aminosaure-
sequenz Arg-Gly-Asp (RGD-Sequenz) wichtig, die von Cilengitide geblockt wird (Goodman
et al. 2002), wodurch die Zelladhasion inhibiert wird. AuRerdem stért Cilengitide die B1-
Integrin-vermittelte Zelladh&sion Uber einen transdominanten negativen Effekt, der durch
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aktiviertes a,Bs-Integrin ausgeltst wird. Weiterhin stimuliert es die Phosphorylierung von VE-
Cadherin und unterbricht somit Zell-Zell-Kontakte (Alghisi et al. 2009). Die Blockade von
avBs-Integrin hat demnach antiangiogene und antitumorale Effekte, die in Kombination mit
Bestrahlung verstarkt werden (Abdollahi et al. 2005). In vielen klinischen Studien wurde die
Wirkung von Cilengitide bei Glioblastom-Patienten untersucht, darunter auch die CENTRIC-
Studie, die die Wirkung von Cilengitide plus Temozolomid und Bestrahlung analysiert (Stupp
et al. 2010, Reardon et Cheresh 2012). In der randomisierten, kontrollierten Phase I/Il
ADVANTAGE-Studie wurde die Wirksamkeit und Sicherheit von Cilengitide bei
rezidivierenden oder metastasierten HNSCC in Kombination mit Cisplatin, 5-Fluorurazil und
Cetuximab getestet. Eine intraventse Gabe von 2000 mg Cilengitide zweimal wochentlich
wurde fir sicher befunden (Vermorken et al. 2011). Die Auswertung der Phase Il zeigte
jedoch keine Vorteile beziglich der Zugabe von Cilengitide gegentber Cisplatin,

5-Fluorurazil und Cetuximab allein (Vermorken et al. 2012).

1.31.1.4 Temsirolimus

In dieser Arbeit wurde Torisel (Wyeth®, Minster) eingesetzt, das bisher zur Therapie von
fortgeschrittenen Nierenzellkarzinomen zugelassen ist (Wyeth Pharmaceuticals Inc. 2012).
Temsirolimus ist ein mTOR-Inhibitor. Bei mTOR handelt es sich um eine Proteinkinase, die
durch Rapamycin, einem bakteriellen Gift, gehemmt werden kann. Das mTOR-Signaling
spielt eine zentrale Rolle in Prozessen des Zellwachstums und der Proliferation tber die
Steuerung des Uberganges der G1-Phase in die S-Phase des Zellzyklus. Transkription,
Translation und Proteinstabilitdt sowie Apoptose sind ebenfalls mTOR-reguliert. Eine
Blockade von mTOR ist durch Rapamycin (Sirolimus) und Analoga wie Temsirolimus und
Everolimus mdglich und wirkt folglich antiproliferativ und zytostatisch. Upstream-pathways
von mTOR sind in vielen Tumoren hochreguliert. Die Ursache hierfir kdnnte eine erhéhte
Aktivitat insbesondere des PI3K-AKT-Signalings sein (Bjornsti et Houghton 2004).
Temsirolimus hemmt in seiner Rolle als mTOR-Inhibitor die Produktion von VEGF. Daraus
erklaren sich auch dessen antiangiogene Eigenschaften (Del Bufalo et al. 2006). Hudes et al.
zeigten, dass Temsirolimus das Uberleben von Patienten mit fortgeschrittenem
Nierenzellkarzinom und schlechter Prognose verlangern kann. Unerwiinschte Effekte der
Therapie mit Temsirolimus sind Asthenie, Anamie, Hautausschlag, Ubelkeit, Dyspnoe,
Diarrhoe, periphere Odembildung, Hyperlipidamie und Hyperglykamie (Hudes et al. 2007).
Nachdem die Wirksamkeit der mTOR-Inhibitoren bei vielen soliden Tumoren beschrieben
wurde (Nguyen et al. 2012), gewinnt Temsirolimus auch in der Therapie fortgeschrittener,

platinrefraktdarer HNSCC zunehmend an Bedeutung (Grinwald et al. 2012).
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1.3.2 Die Wirkstarke eines Pharmakons

Um die Wirkstarke eines Pharmakons beschreiben zu kénnen, wurde der Begriff der Potenz
(Potency) eingefiihrt. Dabei wird diejenige Konzentration des Pharmakons gemessen, bei
der ein Effekt zu beobachten ist. Je hdher die Potenz eines Pharmakons ist, desto geringere
Konzentrationen sind zur Erzielung einer bestimmten Wirkung nétig. Der Begriff der Potenz
wird durch die Angabe der ECsp flr Agonisten und der ICsq fiir Antagonisten ergdnzt. Die
ECso (Exciting Concentration) ist dabei die molare Konzentration des Agonisten, bei der 50%
der maximal erreichbaren Reaktion ausgeldst werden. Dagegen ist die ICso (Inhibiting
Concentration) die molare Konzentration des Antagonisten, bei der 50% der maximal
erzielbaren inhibitorischen Wirkung erreicht werden. Gerade in der Chemotherapie von
Malignomen sind sich verstarkende Effekte der Kombination von Therapeutika erwiinscht,
um die Wirkung bei moglichst geringer Nebenwirkung zu erhéhen. Zu diesen Effekten
gehoren die Begriffe des Synergismus und der Potenzierung. Unerwiinscht sind dagegen
antagonistische Effekte, die zur Abschwachung der Wirkung fuhren. Synergismus wird
unterschieden in additiven, Uberadditiven und funktionellen Synergismus. Fir den additiven
Synergismus gilt, dass zwei Pharmaka mit einer bestimmten Wirkstarke niedriger dosiert
werden koénnen und dennoch dieselbe Wirkstarke erreichen, wenn sie gemeinsam
verabreicht werden. Beim Uberadditiven Synergismus kommt es zur gegenseitigen
Verstarkung der Wirkung der Pharmaka bezuglich eines bestimmten Effektes, sodass der
Gesamteffekt groRer ist als die Summe der Einzelwirkungen (Burgis 2008). Die Effekte der
Interaktion lassen sich mathematisch beschreiben. Zheng-jun Jin entwickelte eine Formel,
mit deren Hilfe die Effekte der Interaktion als Additivitdt, Synergismus oder Antagonismus
beschrieben werden kdnnen (Jin 2004). Unter der Berucksichtigung experimentell bedingter
Unsicherheit der Datenlage definierte Jin, dem Modell der unabhéngigen Wirkung zweier
Therapeutika entsprechend, das Intervall fur Additivitdt des Effekts in Mischung als nur in
den Grenzen von 85% bis 115% gegeben. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird im
weiteren Verlauf dieser Arbeit der Begriff der Additivitét (85% bis 115% des zu erwartenden
Effekts) fur den additiven Synergismus synonym verwendet. Der Uberadditive Synergismus
wird dem Begriff des Synergismus (>115%) synonym gesetzt, wahrend Effekte <85% als
Antagonismus bezeichnet werden. Natirlich liegt Antagonismus der Effekte unabhangig vom
gemeinsamen Effekt auch dann vor, wenn die Wirkungen der Therapeutika individuell

gegenlaufig sind.
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1.4 Die Rationale fur diese Dissertation

Da HNSCC eine grof3e biologische Heterogenitat aufweisen und geeignete pradiktive
Biomarker, bis auf p16, bislang fehlen, ware zum einen eine pradiktive pratherapeutische
Testung der Chemoreaktivitdt der Tumoren zur Verbesserung der individualisierten Therapie
der Patienten winschenswert. Zum anderen muissen weitere Angriffspunkte identifiziert
werden (Wichmann et Dietz 2011). Biomarker, die Metastasierung, Krankheitsprogress oder
Rezidive widerspiegeln, sind interessante Ziele. Bereits seit langem besteht die Hypothese,
dass maligne Tumoren Zytokine produzieren, um die lokale Immunantwort auf die Neoplasie
zu modulieren (Mann et al. 1992). Die vorliegende Arbeit untersucht daher die Zytokine
MCP-1, IL-6, IL-8, und VEGF als mdgliche Biomarker von Malignomen der Kopf-Hals-
Region. MCP-1 kontrolliert in Malignomen die Rekrutierung tumorassoziierter Monozyten und
Makrophagen und kann daher sowohl inhibierend als auch stimulierend auf das
Tumorwachstum wirken (Nesbit et al. 2001). So wurde MCP-1 z.B. in Kolonkarzinomen ein
erhdhtes Metastasierungspotential zugesprochen (Wolf et al. 2012). Auch Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen des Osophagus und erhéhter MCP-1-Expression im Tumor zeigten
schlechtere 5-Jahresiberlebensraten als Patienten mit geringerer MCP-1-Expression. Koide
et al. wiesen dabei hdhere vendse Infiltrationen, Lymphknoten— und Fernmetastasierungen
von Tumoren vermehrter MCP-1-Expression als bei Tumoren verringerter MCP-1-Expression
nach (Koide et al. 2004). Ob diese Charakteristika auch bei HNSCC prasent und unabhangig
von therapieinduzierten Effekten sind, ist bisher nicht untersucht. IL-6 kann durch die
Vermittlung einer akuten Inflammation einen therapeutischen Effekt erzielen. Es begunstigt
jedoch auch eine chronische Inflammation, die zur Kanzerogenese fuhren kann (Aggarwal et
al. 2006). Zudem vermittelt es antiapoptotische Effekte. IL-8 und VEGF sind aufgrund ihrer
Rolle in der Neoangiogenese und Metastasierung von HNSCC interessant (Pries et
Wollenberg 2006).

1.5 Aufgabenstellung und aufgestellte Hypothesen

Ziel dieser Dissertation war es folglich, die Rolle des MCP-1 in der Kanzerogenese der
Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region sowie Korrelationen mit weiteren Zytokinen
zu untersuchen. Dazu wurden zum einen mittels ELISA Zytokinkonzentrationen in
Patientenseren quantifiziert und diese Ergebnisse in Abhéngigkeit der Patienten- und
Tumorcharakteristik beleuchtet. Zum anderen wurde mithilfe des FLAVINO-Assays, einem
klonogenen Ex-vivo-Koloniebildungsassay, die Chemoreaktivitdt bioptisch gewonnener
Tumorproben gegeniber antineoplastischen Substanzen ex vivo untersucht. Dabei sollte
herausgearbeitet werden, welchen Einfluss die MCP-1-Stimulation und dessen Inhibition auf
die Koloniebildung und die Zytokinexpression der untersuchten Plattenepithelkarzinome

allein und in Kombination mit antineoplastischen Substanzen hat.
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Folgende Hypothesen galt es im Rahmen dieser Dissertation zu prifen:

1.

Die Zytokinexpression in Patientenseren differiert in Abhéngigkeit Klinisch-
epidemiologischer Patientencharakteristika sowie der Exposition gegenuber
Risikofaktoren und der Tumorcharakteristik, wie z.B. Stadium nach UICC,
TumorgroRe, Lymphknotenbeteiligung und Fernmetastasierung (TNM) sowie der
Lokalisation.

Zytostatika, die ex vivo an Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region getestet
werden, nehmen Einfluss auf die Koloniebildung und die Zytokinexpression der
Tumoren im FLAVINO-Assay.

Auf individueller Ebene existieren Unterschiede bezlglich der Chemoreaktivitat der
untersuchten Tumoren auch hinsichtlich der Beeinflussung der Zytokinproduktion.

Die Stimulation durch MCP-1 und dessen Inhibition durch einen Anti-MCP-1-
Antikérper nehmen Einfluss auf die Koloniebildung und die Zytokinexpression der
Tumoren im FLAVINO-Assay und modulieren die Chemoreaktivitéat der untersuchten
Tumoren auf die getesteten Zytostatika.

Durch die Kombination der getesteten Zytostatika mit MCP-1 bzw. einem Anti-
MCP-1-Antikorper treten Interaktionsmechanismen auf. Ob diese bei HNSCC
allgemein als Additivitat, Synergismus oder Antagonismus zu beschreiben sind oder
aber bezogen auf die Koloniebildung und die Zytokinexpression der untersuchten
Plattenepithelkarzinome ex vivo abweichend dazu auf individueller Ebene differente

Effekte resultieren, ist wahrscheinlich und daher zu priifen.
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2. Material und Methoden

Im Folgenden werden die Materialien und die Methoden, die fir diese experimentelle Arbeit

genutzt wurden, dargestellt.

2.1 Patienten
2.1.1 Ethikvotum
Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitdt Leipzig erteilte fir die

durchgefuhrten Untersuchungen ein Ethikvotum.

2.1.2 Einschlusskriterien

Es wurden nur aufklarungsfahige Patienten in die Untersuchung eingeschlossen, die
schriftlich ihr Einverstandnis fur die Probeentnahme und deren Untersuchung zu
wissenschaftlichen Zwecken gaben. Weiterhin mussten die Narkosefahigkeit des Patienten,
die Operabilitat des Tumors bzw. der Zugang zur Probe im Rahmen der Panendoskopie und
ausreichende Probenmengen gewadhrleistet sein. Es wurden nur histologisch gesicherte

Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region einbezogen.

2.1.3 Patientencharakteristik
Es wurden 73 Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region von 62 Patienten der Klinik fir
Hals-Nasen-Ohrenheilkunde des Universitatsklinikums Leipzig untersucht. Tabelle 1
charakterisiert die eingeschlossenen Patienten hinsichtlich  Alter, Geschlecht,
Tumorlokalisation und Staging entsprechend der TNM-Klassifikation nach UICC-Kriterien
(Union internationale contre le cancer). Nikotinabusus und Alkoholkonsum gréRer als 30 g/d
werden je mit der Ziffer 1 wiedergegeben. Die Ziffer O steht fir Nonabusus bzw. negative
Risikoanamnese. Zu vier Patienten liegen keine anamnestisch gesicherten Angaben zum
Konsumverhalten vor, da diese von den Patienten nicht angegeben wurden (k. A.). Die
Histologie wird nach dem ICD-O-M-Schlissel klassifiziert:

¢ ICD-O-M 8070/3: Plattenepithelkarzinom o.n.A.*,

o ICD-O-M 8070/6: Plattenepithelkarzinom-Metastase 0.n.A.*,

e ICD-0O-M 8071/3: verhornendes Plattenepithelkarzinom o.n.A.*,

e [CD-O-M 8083/3: basaloides Plattenepithelkarzinom.
Aulerdem ist angegeben, ob es sich bei dem untersuchten Material um einen Teil des

Primartumors oder einer lokoregionaren Lymphknotenmetastase handelte.

* 0.n.A.: ohne nahere Angabe
17



Material und Methoden

Tab. 1: Ubersicht zu Alter und Geschlecht der eingeschlossenen Patienten sowie Lokalisation des
Primums, Staging (TNM) und Tumorstadium (UICC), Grading (G), Risikoanamnese, Histologie sowie
Art der untersuchten Probe. Vorbehandelte (y) oder rezidivierende (r) HNSCC sind gelb markiert.

Pat.- Alter Geschlecht | Tumorlokalisation | T N M Stadium G Alkohol{ Nikotin- | Histologie Probe
Nr. | [Jahre] [VICC] abusus | abusus | ICD-O-M
1 72 mannlich Larynx 2 0 0 Il 2 1 8070/3 Priméartumor
2 44 mannlich Hypopharynx 3 2b 0 VA 3 1 1 807013 Primartumaor
3 55 méannlich Oropharynx 1 r0 r0 | 3 1 1 8070/3 Primértumor
I 8070/3 Primartumor
4 58 mannlich Larynx 2 3 0 VB 3 1 1 8070/6 Metastase
5 49 weiblich QOropharynx 4a 0 0 VA 2 1 1 8070/3 Priméartumor
) 62 mannlich Larynx X r2c r1 VC 3 KA KA 8070/6 Metastase
7 52 mannlich Larynx r3 r0 r1 VC 2 1 1 8070/3 Priméartumor
8 70 mannlich Cavum aris 4a 0 0 VA 3 1 1 8070/3 Primartumor
9 76 méannlich Hypopharynx 3 1 0 Il 2 0 1 8070/3 Priméartumor
10 68 méannlich Hypopharynx r2 r0 r0 Il 2 0 0 8070/3 Primartumor
11 77 weiblich Oropharynx 2 0 0 Il 3 1 1 8070/3 Priméartumor
. 8070/3 Priméartumor
12 45 méannlich Oropharynx 4a 2c 0 VA 2 0 1 8070/6 Metastase
13 59 mannlich Oropharynx 2 1 0 Il 2 1 1 8070/3 Priméartumor
14 51 mannlich Larynx 2 0 0 Il 2 1 1 8070/3 Primartumor
15 50 méannlich Hypopharynx 4b 3 1 VG 3 1 1 8070/3 Priméartumor
16 63 méannlich Cavum aris 1 3 0 VB 2 1 1 8070/6 Metastase
17 65 mannlich Larynx 2 2b 0 VA 3 1 1 8070/3 Priméartumor
18 53 méannlich Nasopharynx 4a 0 0 VA 2 1 1 8070/3 Priméartumor
19 654 mannlich Oropharynx 4a 2c 0 VA 3 0 0 8070/3 Priméartumor
20 57 mannlich Oropharynx 4a 2c 0 VA 3 1 1 8071/3 Priméartumor
21 74 mannlich Oropharynx 2 1 0 Il 3 0 1 8070/3 Priméartumor
22 74 méannlich Larynx 4a 1 0 VA 2 0 0 8070/3 Priméartumor
23 50 ménnlich Oropharynx ¥ y2b y0 IVA 3 0 1 807013 Primartumor
24 46 méannlich Nasopharynx 4a 0 0 VA 2 0 1 8070/3 Primértumor
25 75 méannlich Larynx 4a 2a 0 VA 2 0 1 8070/3 Priméartumor
26 61 weiblich Hypopharynx 3 0 0 Il 3 1 1 8070/3 Priméartumor
27 58 mannlich Larynx 4a 2b 0 VA 3 0 0 8083/3 Priméartumor
28 82 mannlich Oropharynx 3 2b 0 VA 0 1 8070/3 Priméartumor
29 84 weiblich Oropharynx 4a 2c 1 VC 1 1 1 8070/3 Priméartumor
30 77 méannlich Larynx 2 2b 0 VA 3 1 1 8070/3 Primartumor
3 56 méannlich Oropharynx 0 r2c r0 VA 3 1 1 8070/6 Metastase
32 40 mannlich Oropharynx da | 2¢O A | o 1 1 8070/3 | Primartumor
vda | v2c y0

33 50 mannlich Hypopharynx 2 1 0 Il 2 0 1 8070/3 Priméartumor
34 86 weiblich Oropharynx r4a r2c ro VA 1 0 0 8070/3 Priméartumor
35 76 mannlich Oropharynx 1 r0 r0 | 2 1 1 8070/3 Priméartumor
36 60 mannlich Nasopharynx r4 r2c ro VA 3 KA KA 8070/3 Primartumaor
37 66 weiblich Cavum oris 4a 2c 0 VA 2 1 1 8070/3 Primértumor
38 71 mannlich Hypopharynx y22 3?0 3?0 I 3 1 1 807013 Priméartumor
39 50 weiblich Nasopharynx 4a 0 0 VA 3 1 0 8070/3 Priméartumor
o 807013 Priméarturmor
40 40 maéannlich Larynx 4a 2c 0 VA 2 1 1 8070/6 Metastase
4 66 weiblich Hypopharynx 4a 2b 0 VA 2 0 1 807013 Primartumaor
42 42 méannlich Cavum oris 4a 0 0 VA 3 0 0 8070/3 Priméartumor
43 50 méannlich QOropharynx 3 0 0 Il 3 1 1 8070/3 Primartumor
44 48 mannlich Oropharynx 1 | 2a| 0 VA | 2 1 1 807073 | Primartumor
’ 8070/6 Metastase
45 76 mannlich Larynx 3 2c 0 VA 3 0 1 8070/3 Priméarturmor
46 67 mannlich Hypopharynx rdb | r2b r0 VB 3 0 1 8070/3 Priméartumor
47 58 mannlich Hypopharynx yro | yr2a | yrl VC 3 1 1 8070/6 Metastase
o 8070/3 Priméartumor
48 73 mannlich Oropharynx 3 2b 0 VA 2 0 0 8070/6 Metastase
49 o6 mannlich Oropharynx 4a 2b 0 VA 3 1 1 8083/3 Priméartumor
. 8070/3 Priméartumor
50 50 weiblich Larynx 3 2c 0 VA 2 KA 1 8070/6 Metastase
51 56 mannlich Oropharynx rdb | r2b r0 VB 2 1 1 8070/3 Priméartumor
52 50 weiblich Nasopharynx 3 1 0 Il 3 K. A K. A 8070/3 Priméartumor
53 55 méannlich Hypopharynx 3 2b 0 VA 2 1 0 8070/3 Priméartumor
54 49 ménnlich Hypopharynx 4a 2c 1 VC 3 1 1 807013 Primartumor
55 71 weiblich Oropharynx 3 0 0 Il 3 1 1 8070/3 Primértumor
56 52 méannlich Oropharynx 4b 2c 0 VB 2 1 1 8070/3 Priméartumor
57 58 mannlich Oropharynx 4a 2c 0 VA 3 0 1 8070/3 Priméartumor
58 60 mannlich Oropharynx yr0 yr3 yri Ve 3 0 1 8070/6 Metastase
59 47 mannlich Hypopharynx 4a 2c 1 VG 2 1 1 8070/3 Priméartumor
60 57 mannlich Larynx 4a 0 0 VA 3 1 1 8070/3 Priméartumor
61 67 méannlich unbekannt 0 2b 0 VA 2 1 0 8070/6 Metastase
52 70 weiblich Oropharynx 4a 0 0 VA 3 0 0 8070/3 Primértumor
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Der Anteil ménnlicher Patienten betrug 80,65% (n=50), der Anteil der Patientinnen lag bei
19,35% (n=12). Am Tag der Probeentnahme waren die Patienten im Mittel 60,5 Jahre alt
(Standardabweichung: £ 11,57 Jahre). Die Altersspanne erstreckte sich von 40 bis 86
Lebensjahren. Von sechs Patienten wurden sowohl der Primartumor, als auch die
Lymphknotenmetastase untersucht. Bei drei Patienten wurden Proben aus der
Panendoskopie und der Tumorexzision stammend analysiert. Bei zwei weiteren Patienten
wurden Proben vor und nach Therapiebeginn gewonnen. Der Anteil chemonaiver Tumoren
lag bei 79,45% (n=58). 20,55% (n=15) der Proben entstammten HNSCC, die bereits
vortherapiert waren. 61 Proben entstammten den Primartumoren (83,56%), 12 Proben
entstammten Lymphknotenmetastasen (16,44%).

Die untersuchten Plattenepithelkarzinome (PEC) waren im Nasopharynx (n=5; 8,06%),
Cavum oris (n=4; 6,45%), Oropharynx (n=25; 40,32%), Hypopharynx (n=13; 20,97%) und
Larynx (n=14; 22,58%) lokalisiert. Ein PEC (1,61%) wurde als Cancer of unknown Primary
(CUP) Kklassifiziert, bei unbekanntem Primum wurde daher die Lymphknotenmetastase
untersucht. PEC des Mundbodens und Mundes allgemein wurden als PEC des Cavum oris
zusammengefasst. PEC der Zunge, der Tonsillen, des Zungengrundes und des Gaumens

wurden zu den Oropharynxkarzinomen gezahilt.

Tumorlokalisation (n=62)

O Nasopharynx
14: 22,58% 1;161% 5;8,06%

4;6,45% O Cavum oris
Abb. 1: Verteilung der primaren & Oropharyx
Lokalisationen der untersuchten Tumoren
B Hypopharynx
13;20,97% 25;40,32% B Larynx

B unbekannt

Die Tumorstadien nach UICC verteilten sich wie folgt: Stadium |: 2 Patienten (3,23%),
Stadium II: 5 Patienten (8,06%), Stadium IlIl: 8 Patienten (12,90%), Stadium IVA: 35
Patienten (56,45%), Stadium IVB: 4 Patienten (6,45%), Stadium IVC: 8 Patienten (12,90%).

Tumorstadium nach UICC (n=62)

8;12,90% 2;3,23% 5;8,06%

8;12,90% ol
al

am

| VA
| VB
mvC

Abb. 2: Verteilung der Tumorstadien 4;6,45%
nach UICC

35; 56,45%
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Hinsichtlich der Risikoanamnese bzw. des Konsumverhaltens ergab sich folgende
Verteilung: Acht Patienten (12,90%) mit Nonabusus, drei Patienten (4,84%) ausschlief3lich

mit Alkoholabusus groRer 30 g/d, 15 Patienten (24,19%) ausschlie3lich mit Nikotinabusus

bei verneintem Alkoholkonsum und 33 Patienten (53,23%), die sowohl Tabak rauchten, als

auch Alkohol gréRRer 30 g/d konsumierten.

2.2 Material

Die folgenden Tabellen geben einen Uberblick tiber die genutzten Materialien und Geréte.

Tab. 2: Reagenzien

Reagenz

Produzent/ Lieferant

1-Step™ Ultra TMB-ELISA

Thermo Fisher Scientific, Bonn

Amikacin (5 mg/ml), Infusionslésung

Fresenius Kabi, Bad Homburg

Aqua ad iniectabilia

Delta Select, Dreieich

BD OptEIA™ Substrate Reagent A + B

BD Biosciences, San Diego, USA

Casyton®-Losung

Casy® Technology, Reutlingen

Collagenase C5138 (354 U, 518 U)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Essigsaure

Carl Roth, Karlsruhe

Ethanol

J. T. Baker, Deventer, Niederlande

Fetales Kélberserum (FKS)

Invitrogen, Darmstadt

Fibronektin (pure, 1 mg)

Roche Diagnostics, Mannheim

Glycerol (Ultrapure ™)

Invitrogen, Darmstadt

Kollagen (10 mg)

Roche Diagnostics, Mannheim

L-Alanyl-L-Glutamin (200 mM)

Biochrom AG, Berlin

Laminin EHS sarcoma mouse (1 mg/ 2 ml)

Roche Diagnostics, Mannheim

N, N-Dimethylformamid DMF (99,9%)

Carl Roth, Karlsruhe

Nystatin Suspension N1638 (10.000 U/ml)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Penstrep (10.000 U/ml Penicillin,
10.000 pg/ml Streptomycin)

Gibco, Invitrogen, Darmstadt

Phophate-buffered saline (PBS) Dulbecco

Biochrom AG, Berlin

RPMI 1640 Medium (1x)

Biochrom AG, Berlin

Schwefelsaure 98%

Merck, Darmstadt

SDS ultra pure (C12H25sNa04S)

Carl Roth, Karlsruhe

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid (MTT)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Trizol Reagent

Invitrogen, Darmstadt

Trypsin (2,5% 10x, 100 ml)

Gibco, Invitrogen, Darmstadt

Tween20™

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Tab. 3: Zytostatika

Zytostatikum

Produzent/ Lieferant

EMD 121974 15 mg/ml, (Cilengitide)

Merck, Darmstadt

cis-Diammineplatinum(ll)dichloride P4394

(Cisplatin)

Sigma-Aldrich, Steinheim

Taxotere 80 mg, (Docetaxel)

Sanofi Aventis, Antony Cedex, Frankreich

Torisel 25 mg/ml (Temsirolimus)

Wyeth®, Minster

Tab. 4: Antikdrper und Zytokine

Antikorper und Zytokine

Produzent/ Lieferant

anti-human MCP-1 rabbit pAb

Relia Tech, Wolfenblttel

Cy2™.-conjugated AffiniPure Goat Anti-
Mouse IgG

Jackson ImmunoResearch, Newmarket, UK

pan-Cytokeratin (C11) sc-8018, mouse

monoclonal IgG1

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

rh-MCP-1 (20 ug)

Relia Tech, Wolfenblttel

Tab. 5: ELISA-Kits

ELISA-Kits

Produzent/ Lieferant

Duo Set Human VEGF

R&D Systems, Abingdon, GB

Human IL-6 ELISA Set

BD Biosciences, San Diego, USA

Human IL-8 ELISA Set

BD Biosciences, San Diego, USA

Human MCP-1 ELISA Set

BD Biosciences, San Diego, USA

Tab. 6: Einmalartikel

Einmalartikel

Produzent/ Lieferant

Casy Cups

Scharfe System, Reutlingen

Deepwellplatte (96 Well; 0,5 ml)

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Einmalkantlen Sterican

Braun, Melsungen

Einmalspritzen (2 ml, 5 ml, 10 ml)

BD Discardit™, Heidelberg

ELISA-Mikrotiterplatte (Half Area, 96 Well)

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Gewebekulturflaschen (25 cm?, 75 cm?)

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Glaspipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)

Sarstedt, Numbrecht

Masterblock Cap Mats (96 Well)

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Objekttrager

Thermo Scientific, Braunschweig

Pasteurpipetten

Carl Roth, Karlsruhe
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Petrischale (60x15 steril)

TPP Techno Plastic Products, Trasadingen,

Schweiz

Pipettenspitzen (1-10, 20-200, 201-1000 pl)

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Reaktionsgefale (1,5 ml)

Sarstedt, Numbrecht

ReaktionsgefalRe (2,0 ml)

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Skalpell Grofze 10

Braun, Tuttlingen

Stericup + Steritop Filtration System (0,22 pl)

Millipore, Billerica, USA

Sterilfilter (0,20 pl)

Dr. llona Schubert Laborfachhandel, Leipzig

Zellkulturschale (100 mm)

TPP Techno Plastic Products, Trasadingen,
Schweiz

Zellkulturschale (60 mm)

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Zellkultur-Testplatte (6, 48, 96 Well)

TPP Techno Plastic Products, Trasadingen,

Schweiz

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Tab. 7: Glaswaren

Glaswaren

Produzent/ Lieferant

Erlenmeyerkolben

Schott, Mainz

Messbecher

Schott, Mainz

Messzylinder

Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

Petrischale

Schott, Mainz

Weithalsflaschen aus Braunglas

Schott, Mainz

Tab. 8: Gerate

Gerate

Produzent/ Lieferant

Achtkanalpipette

VWR, Darmstadt

Brutschrank BBD 6220 Heraeus

Heraeus, Hanau

Brutschrank Hera Cell 150

Heraeus, Hanau

Eppendorf Multipipette plus

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf-Zentrifuge 5417R

Eppendorf, Hamburg

Forschungsmikroskop Zeiss Primo Vert

Zeiss, Jena

Gelblicht-Lampen OSRAM L 36W/62 gelb

OSRAM, Miinchen

Heraeus Multifuge 1L

Heraeus, Hanau

IKA Heizungs- und Elektroriihrer

IKA, Staufen

Forschungsmikroskop Axiovert 200M

Zeiss, Jena

Kolbenhubpipetten

Eppendorf, Hamburg
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Kolbenhubpipetten

VWR, Darmstadt

Membran-Vakuumpumpe BVC 21

Vaccubrand, Wertheim

Micropublisher 3.3 Kamera

Q-lmaging, Surrey, Canada

Photometer Synergy 2

BioTek Deutschland, Bad Friedrichshall

Pipettierhilfe accu-jet® pro

Brand, Wertheim

Pipettierhilfe Pipetus

Hirschmann, Eberstadt

Prazisionswaage Mettler AJ150

Mettler Toledo, Giessen

Reinstwasseranlage Milli-Q

Millipore, Schwalbach

Schuttler Grant-bio PMR-30

Grant Instruments, Cambridgeshire, GB

Sicherheitswerkbank Herasafe KS

Thermo Scientific, Bonn

Tecan™ Hydroflex® -Washer

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Vortexer Heidolph Reax-Top

Heidolph, Schwabach

Wasserbad WB10

Medingen, Dresden

Zellanalysegerat Casy TT®

Scharfe System, Reutlingen

Tab. 9: Software

Software

Produzent/ Lieferant

Casystat®-Software

Scharfe System, Reutlingen

Gen5 vers. 1.08

BioTek Instruments, Highland Park, USA

Microsoft Excel, Word 2003

Microsoft Deutschland, Unterschleil3heim

Velocity Imaging Software 4.0.0

PerkinElmer, Rodgau

WInSTAT®

R. Fitch Software, Bad Krozingen

2.3 Methoden

2.3.1 Experimenteller Aufbau dieser Arbeit

Diese Arbeit basiert auf vier Saulen: In Patientenseren wurden mithilfe von ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) die Zytokine MCP-1, IL-6, IL-8 und VEGF quantifiziert. Im
nachsten Schritt wurden unter den Bedingungen des FLAVINO-Assays Experimente zur
Chemoresponse-Testung im 6-Well-Ansatz durchgefiihrt, um zu klaren, welchen Einfluss die
Inkubation von HNSCC mit Zytostatika auf die Zytokinexpression von HNSCC ex vivo hat. Im
6-Well-Ansatz wurden weiterhin die Effekte einer Stimulation durch MCP-1 und einer
Inhibition von MCP-1 durch einen Anti-MCP-1-Antikdrper auf die Zytokinexpression von
HNSCC ex vivo untersucht. In dem gré3eren 48-Well-Ansatz zur Chemoresponse-Testung
wurden die Untersuchungen der Effekte der Zytostatika und der Stimulation durch MCP-1
bzw. der Inhibition von MCP-1 miteinander kombiniert. Zu diesem 48-Well-Ansatz wurde,
den Bedingungen des FLAVINO-Assays entsprechend, ein KB-Zell-Kontrolitest als

Qualitatskontrolle mitgefuhrt.
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In Kulturiberstdnden der 6-Well- und 48-Well-Ansatze wurden mithilfe von ELISA die

Zytokine MCP-1, IL-6, IL-8 und VEGF quantifiziert.
Folgendes Schema soll helfen, den experimentellen Aufbau der Arbeit zu visualisieren.

Abb. 3: Der experimentelle Aufbau der
Arbeit beinhaltet die Chemoresponse-

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Untersuchung Chemo- Die Chemo- Qualitats-
Testung von HNSCC ex vivo unter den | der2ytokin- response- response- kontrolle durch
. expression in Testung von Testung von den KB-Zell-
Bedingungen des  FLAVINO-Assays. | Patientenseren HNSCC im HNSCC im Kontrolitest
. " 6-Well-Ansatz: 48-Well-Ansatz
Dieser erfahrt _ durch dt_an KB-Zell- Testung der Kombiniert dle
Kontrolltest  seine  Qualitatskontrolle. Zytostatika, Effekte der
. . " . Testung der Zytostatika mit
Zytokine in Seren und Kulturiberstanden Stimulation den Effekten
. e durch MCP-1 der MCP-1-
wurden tber ELISA quantifiziert. Ot ST et o ]
von MCP-1 —Blockade.

| FLAVINO-Assay

2.3.2 Flavinschutzende Bedingungen

Alle Arbeitsschritte wurden unter Vermeidung natlrlichen Lichts durchgefiihrt, um die
unerwinschte Photoaktivierung von Bestandteilen der Zellkultur inklusive Beeinflussung der
Tumoren durch kurzwelliges Licht zu verhindern und photosensible Zytostatika zu schitzen.
Die Experimente fanden unter der Verwendung monochromatischen Lichts der Wellenlange
A=589 nm bzw. Gelblicht mit A>550 nm statt. Allgemein wurden Gelblichtlampen des Typs
OSRAM L36W/62 gelb (OSRAM, Minchen) verwendet.
RPMI 1640 (Biochrom AG, Berlin) wurde als Kulturmedium genutzt.

Flavin- und phenolrotfreies

2.3.3 Herstellung der Stammlésungen
2.3.3.1
233.1.1

Durch Lésen von Cisplatin in Aqua ad iniectabilia wurde eine Stammlésung (6,4 mM)

Stammldsungen der Zytostatika
Cisplatin (Cis)

hergestellt, die nach Sterilfiltration aliquotiert und bei -20°C gelagert wurde. Nach Auftauen
des Aliquots wurde Cisplatin durch Verdiinnen mit Tumormedium in einer Konzentration von
3,33 UM eingesetzt. Dies entspricht 50% der tolerierbaren Plasmakonzentration in vivo
(Desoize et al. 1996).

2.3.3.1.2 Docetaxel (DTX)

Durch Lésen von Docetaxel in Ethanol wurde eine Stammldsung (1,33 mM) hergestellt, die
aliquotiert und bei -20°C gelagert wurde. Nach Verdinnen dieser Stammlésung mit
Tumormedium wurde Docetaxel in der Konzentration von 0,275 uM getestet. Dies entspricht
der Halfte der maximal ohne Toxizitat Grad 4 tolerierbaren Plasmakonzentration (Bissett et
al. 1993).
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2.3.3.1.3 Cilengitide (Cil)
Cilengitide wurde entsprechend der ICsy in einer Konzentration von 10 uM getestet. Dazu

wurde die Cilengitide-Stammldsung (15 mg/ml) mit Tumormedium verdinnt.

23314 Temsirolimus (Tem)
Nach Verdinnen der Temsirolimus-Stammlésung (25 mg/ml) mit Tumormedium wurde
Temsirolimus entsprechend der ICso in einer Konzentration von 500 nM zur Testung

eingesetzt.

2.3.3.2 Stammldsungen der Enzyme und Antikdrper

2.3.3.2.1 Collagenase

Das Enzym Collagenase wurde in Tumormedium geldst, nach Filtration aliquotiert und bei
-20°C gelagert. Die Collagenase wurde in einer Konzentration von 230 mU/ml eingesetzt, um
Uber Verdau der Basalmembran die Tumorzellen und Agglomerate von Zellen aus dem

Gewebeverband zu losen.

2.3.3.2.2 Trypsin
Fur die Herstellung 0,17%igen Trypsins wurde 2,5%iges Trypsin mit PBS verdinnt. Aliquote
wurden bei -20°C gelagert.

2.3.3.23 MCP-1

Rh-MCP-1 wurde in 2000 pl Tumormedium gelést (10 pg/ml). Durch Verdinnen mit
Tumormedium wurde eine rh-MCP-1-Stammldsung mit einer Konzentration von 600 ng/ml
(60-fach) hergestellt. Fur die Ex-vivo-Chemoresponse-Testung im 48-Well-Ansatz wurde

eine Konzentration von 10 ng/ml rh-MCP-1 eingesetzt.

23324 Anti-MCP-1-Antikdrper

Der Anti-MCP-1-Antikdrper wurde mit 100 pl Aqua dest. geldst (10 pg/ml). Durch Verdinnen
mit Tumormedium wurde eine Anti-MCP-1-Antikdrper-Stammlésung mit einer Konzentration
von 6 pg/ml (60-fach) hergestellt. Im 48-Well-Ansatz wurde eine Konzentration von

100 ng/ml getestet.

2.3.3.25 Cy2™-Antikorper

Der Cy2™-Antikorper wurde in RPMI 1640 mit 10% FKS und Glycerol zu gleichen Teilen

verdunnt. Aliguote wurden bei -20°C gelagert.
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2.3.3.3 Stammlésungen der Beschichtungen

23331 humanes Fibronektin (hF)

Das bei 4°C gelagerte humane Fibronektin wurde unter sterilen Bedingungen mit 5 ml Aqua
ad iniectabilia gelost. Zur Herstellung der hF-Beschichtung (1 pug/ml) wurden nach

Durchmischen 250 pl der hF-Stammlésung (1 mg/ml) in 250 ml PBS gegeben.

2.3.3.3.2 Kollagen (K)

Das bei -20°C gelagerte Kollagen wurde unter sterilen Bedingungen mit 5 ml 0,2%iger
Essigsaure gelost. Fir die Beschichtung (1 pg/ml) wurden 125 ul der Stammlbsung
(2 mg/ml) in 250 mI PBS geldst.

2.3.3.3.3 Laminin (L)

Das bei -20°C gelagerte Laminin (0,5 mg/l) wurde nach dem Auftauen unter sterilen
Bedingungen in Eppendorftubes zu je 500 pl aliquotiert. Fir die Beschichtung (1 pug/ml)
wurden 500 pl der Stammlésung (0,5 mg/ml) in 250 ml PBS gel6st.

2334 Kulturmedien

2.3.34.1 Tumormedium

Fir die Kultivierung der Tumorzellen wurde kundenspezifisch hergestelltes flavin- und
phenolrotfreies RPMI 1640 verwendet. Diesem wurden 10% fetales Kélberserum (FKS), 1%
Glutamin (200 mM), 2% Amikacin (5 mg/ml), 2% Nystatin (10.000 U/ml) sowie 1% Penicillin-
Streptomycin-Lésung (Penicillin 10.000 U/ml, Streptomycin 10.000 pg/ml) hinzugefigt. Das

Tumormedium wurde bei 4°C gelagert.

2.3.34.2 KB-Zell-Kulturmedium
Fur die KB-Zell-Kultur wurde flavin- und phenolrotfreies RPMI 1640 mit 10% FKS und 1%
Glutamin mit Penicillin und Streptomycin, jedoch ohne Amikacin und Nystatin, verwendet.

2.3.35 Sonstige Stammldsungen
2.3.35.1 Phosphate-buffered saline (PBS)
Fir die Herstellung einer einfachen PBS-L6sung wurden 9,55 g Dulbecco’s PBS in einem

Liter destillierten Wassers geldst.

2.3.3.5.2 SDS/ DMF
100 g SDS wurden in 500 ml bidestillierten Wassers unter Ruhren vollstandig gelést und
dann mit 500 ml N, N’-Dimethylformamid (99,9%) vereint.
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2.3.35.3 MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid)

Zur Herstellung einer MTT-Stammldsung wurden 2 g MTT-Pulver (Sigma-Aldrich, Steinheim)
in einem Liter PBS lichtgeschitzt geldst. Danach erfolgte die Aliquotierung und die Lagerung
bei -20°C.

2.3.4 FLAVINO-Assay

Der FLAVINO-Assay ist ein klonogener Ex-vivo-Koloniebildungsassay, der an der Klinik fur
Hals-Nasen-Ohrenheilkunde der Universitat Leipzig etabliert und 2009 patentiert wurde. Die
unter 2.3.2 genannten flavinschitzenden Bedingungen werden hierbei beriicksichtigt.
Schaden der Zelloberflache durch tryptischen Verdau werden durch die Verwendung von
Kollagenase IV verhindert. Dieser Assay erféhrt durch die parallele Testung der Zytostatika
an der KB-Zelllinie seine Qualitatskontrolle und ist somit reproduzierbar. Durch differenzierte
Farbungen kénnen Epithel- und Stromazellen voneinander unterschieden werden (Dietz et
al. 2009). Fur eine reprasentative Chemoresponse-Testung in HNSCC geniigen

Tumorbiopsate von ca. 100 mg (Wichmann et al. 2009).

2341 Beschichtungen der Zellkulturplatten
Fur die Ex-vivo-Chemoresponse-Testung wurden Zellkulturplatten mit 48 Kavitaten mit
humanem Fibronektin, Kollagen und Laminin zu je 200 pl der jeweiligen Lésung (1 pg/ml)

beschichtet. Zellkulturplatten mit 6 Kavitaten wurden mit 500 pl hF-Lésung beschichtet.

2342 Probengewinnung

Nach der schriftlich informierten Einverstdndnisgabe der Patienten wurden im Rahmen einer
Panendokopie oder Tumorexzision Tumorproben gewonnen und in  Tumormedium
enthaltenden Probenréhrchen ins Forschungslabor gesandt. Auch EDTA- und Serum-
Monovetten wurden nach Blutentnahme durch venése Punktion schnellst mdglich ins Labor

geschickt.

2.3.4.3 Probeneingang
Im Labor wurde der Probe eine Patienten-ldentifikationsnummer zugewiesen. Der
Probeneingang wurde sowohl schriftlich, als auch in digitalisierter Form in einer laboreigenen

Datenbank dokumentiert.

2344 Aufarbeitung der Blutproben
Die Aufarbeitung der Blutproben erfolgte entsprechend SOP im Zeitfenster von 60 bis 90 min
nach Blutentnahme. Die EDTA- und Serum-Monovetten wurden bei 3443 rpm fur 10 min

mithilfe der Heraeus Multifuge 1L (Heraeus, Hanau) zentrifugiert. Nach Entnahme von
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Plasma wurden mononukledre Zellen Uber Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Alle
Probenmaterialien wurden fir spatere Messungen zu je 500 pl Serum und Plasma bei -80°C

konserviert.

2.3.45 Aufarbeitung der Tumorproben und Kollagenaseverdau

Nach dem Wiegen der Tumorprobe mithilfe der Prazisionswaage Mettler AJ150 (Mettler
Toledo, Giessen) wurden 50 mg der Probe in einem Eppendorftube als Trockenpellet bei
-20°C konserviert. Weitere 50 mg wurden mit 500 pl Trizol versetzt bei -20°C tiefgefroren.
Diese Riuckstellproben wurden spater in eine -80°C-Tiefkuhleinheit umgelagert. Der Rest der
Tumorprobe wurde mit einem Skalpell mechanisch auf ca. 1 mm® messende Stiicke
zerkleinert und mit 24 ml Tumormedium versetzt. Die Suspension inkubierte fir 30 min im
Heraeus Brutschrank BBD 6220 (Heraeus, Hanau) unter den Standardbedingungen von
36,5°C und 3,5% CO.,. Die Digestion wurde durch die Zugabe von 6 ml Kollagenase IV-
Losung gestartet. Es folgte eine 16-stindige Inkubation unter den beschriebenen

Standardbedingungen.

2.3.4.6 Abstoppen des Kollagenaseverdaus

Zur Homogenisierung der Tumorzellsuspension wurde diese mit einer Kolbenhubpipette
mehrmals gemischt. Mithilfe des inversen Forschungsmikroskops Zeiss Primo Vert (Zeiss,
Jena) wurden Qualitdt und Reinheit der Tumorzellsuspension beurteilt. Anschlieend wurde
die Suspension flr 10 min bei 1200 rpm zentrifugiert, wodurch die Digestion abgestoppt
wurde. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet erneut in Tumormedium

aufgenommen, resuspendiert und wie beschrieben zentrifugiert, bis die Suspension frei von

Verunreinigungen war.

= W iad N
Abb. 4: Lichtmikroskopische Darstellung frei Abb. 5: Lichtmikroskopische Darstellung frei
flottierender Zellen und eines Zellkonglomerats flottierender Zellen und eines Zellkonglomerats
nach Kollagenase-Verdau, 200-fache nach Kollagenase-Verdau, 400-fache
Vergrolierung Vergrof3erung
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2.3.5 Ex-vivo-Chemoresponse-Testung in Zellkulturplatten mit 6 Kavitaten
(6-Well-Ansatz)
2351 Untersuchung des Einflusses von Zytostatika auf die Zytokinexpression von
HNSCC ex vivo

Insgesamt wurden 65 Tumorproben im 6-Well-Ansatz untersucht. Dieser Versuch diente der
Beantwortung der Frage, welchen Einfluss Zytostatika auf die Zytokinproduktion der
untersuchten Tumoren ex vivo nehmen. Fur den Ansatz einer Zellkulturplatte mit 6 Kavitaten
wurden 60 mg der Tumorprobe bendtigt (10 mg/ Kavitat). In eine hF-beschichtete Zellkultur-
platte wurden in zwei Kontrollkavitaten je 2 ml Tumormedium vorgelegt. In die vier
verbliebenen Kavitdten wurden je 1,5 ml Tumormedium vorgelegt und je 500 pl der einzeln
Zu testenden Zytostatika hinzupipettiert. Die Zytostatika wurden in folgenden
Konzentrationen getestet: 3,33 uM Cisplatin, 0,275 uM Docetaxel, 10 uM Cilengitide und
500 nM Temsirolimus. Nach 30 min Prainkubation im Brutschrank (36,5°C, 3,5% CO,) wurde
je Kavitat 1,0 ml der Tumorzellsuspension (10 mg/ml) hinzupipettiert (die Zahl vitaler Zellen
pro mg Tumor liegt tblicher Weise im Bereich von 5 x 10* bis 5 x 10° vitaler Zellen). Danach

erfolgte die Inkubation der Zellkulturplatte fir 72 h unter Standardbedingungen.

2.35.2 Untersuchung des Einflusses der Stimulation durch MCP-1 und der
MCP-1-Inhibition auf die Zytokinexpression von HNSCC ex vivo

Durch diesen Versuch sollten die Effekte einer Stimulation durch MCP-1 und einer MCP-1-
Blockade durch einen Anti-MCP-1-Antikdrper auf die Zytokinproduktion von HNSCC ex vivo
untersucht werden. Dazu wurden 8 Tumorproben getestet. Die Kulturiberstande von 5
dieser Tumorproben wurden fir die Zytokinquantifizierung mittels ELISA genutzt. Die
Vorbereitung der Kontrollkavitaten erfolgte wie in 2.3.5.1 beschrieben. In die vier
verbliebenen Kavitdten wurden je 1,950 ml Tumormedium vorgelegt. Statt der Zytostatika
wurden nun in zwei Kavitaten je 50 ul rh-MCP-1 (600 ng/ml, 10 ng/ml/Kavitat) und in zwei
weitere Kavitaten je 50 pl Anti-MCP-1 (6 pg/ml, 100 ng/ml/Kavitét) pipettiert. Nach Zugabe
von 1ml Tumorzellsuspension erfolgte die Inkubation wunter den beschriebenen

Standardbedingungen.

2353 Abstoppen des Tumorwachstums und Entnahme der Kulturiberstinde

Nach 72-stindiger Inkubation wurden die Kulturiiberstande in Eppendorftubes pipettiert.
Nach deren Zentrifugation (3 min bei 3000 rpm mit Eppendorf-Zentrifuge 5417R, Eppendorf,
Hamburg) wurden Uberstande und Pellets von einander separiert. Die am Plattenboden
adharenten Zellen wurden mit Trizol gelést und nach 30-mindtiger Inkubation auf Eis
ebenfalls in Eppendorftubes aufgenommen. Die Reaktionsgefae wurden zundchst bei

-20°C und spéter bei -80°C gelagert.
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2.3.6 Ex-vivo-Chemoresponse-Testung in Zellkulturplatten mit 48 Kavitaten
(48-Well-Ansatz)
2.36.1 Testung der Zytostatika-Effekte auf die Koloniebildung unter Stimulation durch
MCP-1 und MCP-1-Inhibition

Fur diesen Ansatz wurden hF-, K-, L-beschichtete Zellkulturplatten mit 48 Kavitaten
verwendet. Es wurden 32 Tumoren getestet. Die Aufteilung der Zellkulturplatte erlaubte die
simultane Testung derselben Tumorprobe in zweimal 24 Kavitaten. Dies erméglichte die
Berlcksichtigung einer eventuellen Beeinflussung der Kultur aufgrund einer bestimmten
Position auf der Platte, z.B. durch Verdunstungseffekte am Plattenrand. Ein weiterer Vorteil
war die simultane Testung unter den exakt gleichen Inkubationsbedingungen. Es sollte der
Einfluss einer Stimulation durch MCP-1 und einer Inhibition von MCP-1 durch einen Anti-
MCP-1-Antikorper auf die Wirkung der Zytostatika Cisplatin, Docetaxel, Cilengitide und
Temsirolimus auf die Koloniebildung untersucht werden. Fir diesen Test wurden 100 mg der
Tumorprobe bendtigt (circa 2 mg/ Kavitat). Die Kontrollkavitdten beinhalteten je 400 pl
Tumormedium und je 200 pl Tumorzellsuspension. Die Kavitaten fur die alleinige MCP-1-
und Anti-MCP-1-Antikérper-Testung enthielten je 300 pl Tumormedium, je 100 pl rh-MCP-1
(20 ng/ml) oder 100 pul Anti-MCP-1 (100 ng/ml) und je 200 pl Tumorzellsuspension. In die
Kavitaten fur die Evaluation alleiniger Zytostatika-Effekte wurden je 100 pl Tumormedium
und je 200 ul Cis (3,33 uM) oder 200 pl DTX (0,275 uM) oder 200 pl Cil (10 uM) oder 200 ul
Tem (500 nM) und je 200 ul Tumorzellsuspension pipettiert. In den Kavitaten fir die
kombinierte Testung fanden sich je 100 yl Tumormedium, je 100 pl rh-MCP-1 (10 ng/ml)
oder 100 pl Anti-MCP-1 (100 ng/ml), je 200 ul Cis (3,33 uM) oder 200 pl DTX (0,275 uM)
oder 200 pl Cil (10 uM) oder 200 ul Tem (500 nM) und je 200 pl Tumorzellsuspension.
Zunachst wurden Tumormedium und Zytostatika vorgelegt. Vor der Auftragung der
Tumorzellsuspension inkubierte die Zellkulturplatte 30 min unter Standardbedingungen.
Nach der Zugabe der Tumorzellsuspension inkubierte die Zellkulturplatte fur 72 h im

Brutschrank. Das Koloniewachstum wurde taglich lichtmikroskopisch kontrolliert.

2.3.6.2 Abstoppen des Tumorwachstums und Entnahme der Kulturiiberstande

Nach erfolgter Inkubation wurden die Kulturiberstdnde vorsichtig in eine Deepwellplatte
uberfihrt (je 400 pl). Die Uberstande wurden bei -20°C fiir weitere Untersuchungen, z.B. zur
Zytokinquantifizierung mittels ELISA, konserviert. Fir eine verbesserte Qualitdt der Farbung

durch weniger Verunreinigung wurde jede Kavitat vorsichtig mit je 200 ul PBS gespililt.

2.3.6.3 Fixierung der Kolonien
Die Fixierung der Kolonien erfolgte fir 10 min mit 200 pl 40%igen Ethanol je Kavitat. Nach
dem AbgielRen der Uberstande wurde schlieBlich fir 15 min mit je 200 pl 90%igen Ethanol

fixiert. Nach der Fixierung mit 90%igem Ethanol wurden die Platten luftgetrocknet.
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2364 Anfarben der Kolonien

Zur Vermeidung der unspezifischen Bindung des Primarantikérpers am Plattenmaterial
wurde zunéachst fir 30 min mit je 200 pl Blocklosung (1% FKS und 0,05% Tween in PBS)
geblockt. Nach dem AbgieRen der Uberstande erfolgte die Farbung mit je 100 pl des pan-
Cytokeratin-Antikorpers (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, USA) in einer 1:400-
Verdinnung. Dieser Antikdrper wurde nach einer Inkubationszeit von 2 bis 4 h bei RT
zweimal mit je 200 pl Waschlosung (0,05% Tween 20 in PBS) ausgewaschen. Danach
erfolgte  die Farbung mit je 100pul des murinen Cy2™-Antikorpers (Jackson
ImmunoResearch, Newmarket, UK). Nach zweistindiger Inkubation wurde erneut zweimal

gewaschen und schlie3lich mit je 200 pl bidest. Aqua gespililt.

2.3.6.5 Fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Koloniebildung

Die fluoreszenzmikroskopische = Auswertung der Koloniebildung erfolgte am
Forschungsmikroskop Axiovert 200M (Zeiss, Jena) bei 100- bzw. 200-facher VergréR3erung
unter der Verwendung des FITC-Filters. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgte mit Licht der
Wellenlange A=488 nm. Die Fluoreszenz des Cy2™-Antikorpers wurde bei einer Wellenlange
von A=519 nm detektiert. In jeder Kavitat wurden die Kolonien gezahlt. Eine Gruppe von
mindestens sechs miteinander in Verbindung stehenden Zellen wurde als Kolonie gewertet.
Gezahlt wurden nur vitale Zellen, deren Zellkern sich deutlich vom Zytoplasma unterschied
und deren Zellmembran intakt schien. Wurden mindestens 4 Kolonien je Kontrollkavitéat

gezahlt, galt der Test als evaluierbar und somit als positiv.

Abb. 6: Lichtmikroskopischer Nachweis fixierter Abb. 7: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis
Zellkolonien nach 72-stiindiger Kultur. Die exakte epithelialer Kolonien nach 72-stiindiger Kultur in
Differenzierung zwischen epithelialen Zellen und 200-facher VergroRerung, Pat.-Nr. 43
Stromazellen wird erst in der Fluoreszenzfarbung

moglich. 200-fache VergréRerung, Pat.-Nr. 43
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Abb. 8: Lichtmikroskopischer Nachweis fixierter Abb. 9: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis
Zellkolonien nach 72-stiindiger Kultur. Die exakte epithelialer Kolonien nach 72-stiindiger Kultur in
Differenzierung zwischen epithelialen Zellen und 200-facher VergroRerung, Pat.-Nr. 17
Stromazellen wird erst in der Fluoreszenzfarbung

moglich. 200-fache VergrélRerung, Pat.-Nr. 17

2.3.7 KB-Zell-Kontrolltest

Parallel zur Chemoresponse-Testung an HNSCC wurden die Zytostatika unter denselben
Bedingungen an der KB-Zelllinie getestet. Dadurch erfahrt der FLAVINO-Assay seine
Qualitatssicherung und Reproduzierbarkeit.

23.7.1 Die KB-Zelllinie

Die KB-Zelllinie wird als Modell fir Keratinozyten verwendet. Es handelt es sich hierbei um
eine Subzelllinie von Hela-Zellen, die einem Adenokarzinom der Zervix entstammen
(Masters 2000, NCBI 2013b). Die HelLa-Zelllinie war die erste kontinuierlich kultivierte
Zelllinie humaner maligner Zellen (NCBI 2013a).

Abb. 10: Lichtmikroskopische Darstellung von Abb. 11: Lichtmikroskopische Darstellung von
KB-Zellen nach eintagiger Kultur, 200-fache KB-Zellen nach eintagiger Kultur, 400-fache
Vergroflerung Vergrof3erung
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2.3.7.2 Kultivierung der KB-Zellen

Die Kultivierung der KB-Zellen erfolgte in Gewebekulturflaschen einer Gré3e von 25 cmz2.
Wechseltagig wurde das KB-Zell-Kulturmedium (flavin- und phenolrotfreies RPMI 1640 mit
10% FKS und 1% Glutamin) erneuert. Die Passagierung und Subkultivierung der KB-Zellen
erfolgte, sobald ein Zellrasen den Boden der Kulturflasche bedeckte. Dazu wurden die Zellen
zunachst zweimalig mit PBS gespllt und danach mit Trypsin vom Flaschenboden gel6st.
Nach erfolgter Zelldichtebestimmung (vgl. 2.3.7.3) wurden 2,5 x 10° KB-Zellen der
Zellsuspension in Kulturflaschen mit frischem KB-Zell-Kulturmedium transferiert. Die

Gewebekulturflaschen inkubierten unter den beschriebenen Standardbedingungen.

2.3.7.3 Zelldichtebestimmung

Die Bestimmung der Zelldichte der KB-Zellen erfolgte mit dem Zellanalysegerat Casy TT®
und der dazugehorigen Casystat®-Software (Scharfe System, Reutlingen). Nach
Trypsinierung und Zentrifugation der KB-Zellen wurde das Zellpellet erneut in Tumormedium
gelost. Aus dieser Zellsuspension wurden 100 pl in 10 ml isotonische Casyton®-
Elektrolytlosung (Casy®-Technology, Reutlingen) pipettiert. Nach der Reinigung der
Zahlvorrichtung mit Casyton®-Losung wurde in drei Messdurchgangen die Zelldichte

bestimmt. Die Auswertung erfolgte mit der Casystat®-Software.

23.7.4 Ex-vivo-Chemoresponse-Testung an KB-Zellen

Die Zytostatika Cisplatin (800 nM), Docetaxel (1,24 nM), Cilengitide (10 uM) und
Temsirolimus (500 nM) wurden in den auf KB-Zellen adaptierten Konzentrationsbereichen
entsprechend dem Vierfachen der ICso-Werte (Angaben in den Klammern) und sechs
Konzentrationsstufen darunter getestet. Fir die Testung wurden unbeschichtete Zellkultur-
platten mit 96 Kavitaten genutzt. In jede Kavitdt wurden 100 yl Tumormedium vorgelegt. In
die Kavitaten mit der hdchsten Zytostatika-Konzentration wurden 100 ul des Zytostatikums
pipettiert und mit einer Mehrkanalpipette kraftig durchmischt. Indem 100 pl aus jeder Kavitat
entnommen und auf die nachste Reihe Uberfuhrt wurden, erfolgte die serielle Verdinnung
um den Faktor 2. Nach Herstellung der niedrigsten Konzentration wurden 100 pl verworfen.
Eine Reihe mit nur 100 ul Tumormedium als Kontrolle wurde beim Verdinnen tbersprungen.
Nach dreiBigminitiger Vorinkubation im Brutschrank unter Standardbedingungen wurde die
KB-Zell-Suspension mit 200 ul je Kavitat (10* KB-Zellen / Kavitat) pipettiert. Die Zellkultur-
platte inkubierte fur 72 h bei 36,5°C und 3,5% CO, im Brutschrank. Nach der Entnahme von
240 pl Uberstand je Kavitat folgte die Durchfilhrung des unter 2.3.8 beschriebenen MTT-

Vitalitatstests. Die Tabelle 10 fasst die Konzentrationen der Verdiinnungsstufen zusammen.

33



Material und Methoden

Tab. 10: Konzentrationen der im MTT-Vitalitatstest getesteten Zytostatika

Cisplatin [nM] Docetaxel [nM] Cilengitide [nM] Temsirolimus [nM]

12,5 0,019375 156,25 78,125
25 0,03875 312,5 156,25
50 0,0775 625 312,5
100 0,155 1250 625

200 0,31 2500 1250
400 0,62 5000 2500
800 1,24 10000 5000

2.3.8 MTT-Vitalitatstest

Der MTT-Assay ist ein nicht-klonogener Assay, bei dem im Gegensatz zum klonogenen
Assay nicht die Koloniebildung beurteilt wird (Wichmann et al. 2011b). Stattdessen
ermdglicht er die Beurteilung der Proliferation und metabolischen Aktivitat von Zellen sowie
deren Zytotoxizitat. Hierbei wird das Tetrazoliumsalz MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) genutzt, dessen Tetrazoliumring in Stoffwechsel-aktive
Mitochondrien aufgenommen wird. Dort wird MTT durch Dehydrogenasen oxidiert, die nur
eine geringe Stabilitdt haben (Halbwertzeit ca. 30 min). Die Oxidation erfolgt demnach fast
ausschlie3lich in lebenden Zellen. Je aktiver die Zellen sind und je groéRer die Anzahl
lebender Zellen ist, desto hoher ist die Metabolisierung des MTT. Es entsteht ein
dunkelblaues Formazan als Oxidationsprodukt (Mosmann 1983). Dies ist nur bedingt im
Medium l6slich. Da fur die Messung der Extinktion eine homogene Losung erforderlich ist,
wurden die Formazan-Kristalle mit SDS/DMF (10% w/v SDS in 50%iger wassriger DMF-
Losung) geldst. Die Extinktion wurde bei A=570 nm mithilfe des Photometers Synergy 2

(BioTek Deutschland, Bad Friedrichshall) gemessen.

Abb. 13: Lichtmikroskopische Darstellung von

Abb. 12: Lichtmikroskopische Darstellung von
KB-Zellen nach Zugabe von MTT unter KB-Zellen nach Zugabe von MTT unter

Herausbildung violetter Formazan-Kristalle,
100-fache VergrofRerung

Herausbildung violetter Formazan-Kristalle,
200-fache Vergrolierung
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2.3.9 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Mithilfe von ELISA erfolgte die Quantifizierung der Zytokine MCP-1, IL-6, IL-8 und VEGF in
den Kulturiberstdnden aus der Ex-vivo-Chemoresponse-Testung in Zellkulturplatten mit 6
und 48 Kavitaten sowie in Patientenseren. Fur die Quantifizierung von MCP-1, IL-6 und IL-8
wurden ELISA-Kits von BD (BD Biosciences, San Diego, USA) verwendet. Die VEGF-
Quantifizierung wurde mit einem ELISA-Kit von R&D (R&D Systems, Abingdon, GB)
durchgefunhrt.

2391 Funktionsprinzip

Die verwendeten Assays waren als indirekte Sandwich-ELISA aufgebaut, um unter Nutzung
der hohen Spezifitat monoklonaler Antikdrper sowohl fir die Anreicherung des Analyten an
der festen Phase (ELISA-Platte), als auch fir die Detektion des Analyten (hier biotinylierte
Detektionsantikorper) ein geeignetes Enzym (hier: Meerrettich-Peroxidase, HRP) fur den
enzymkatalysierten Umsatz eines chromogenen Substrates (hier: Peroxid plus TMB als
Wasserstoffdonator) fiir die colorimetrische Quantifizierung durch Extinktionsmessung zu

nutzen.

2.3.9.2 Beschichtung

96-Well-Half-Area-ELISA-Platten (Greiner Bio-one, Frickenhausen) wurden mit den
Beschichtungsantikérpern (murine monoklonale Antikdrper gegen humanes MCP-1, IL-6,
IL-8 oder VEGF) beschichtet und tber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer gelagert.
Dazu wurden die Beschichtungsantikorper in PBS verdinnt (MCP-1 1:500, IL-6 1:1000, IL-8
1: 500 und VEGF 1:183) und je 50 pl/well dieser Verdiinnung pipettiert.

2.3.9.3 Waschen der Platten

Die ELISA-Platten zur Quantifizierung von MCP-1, IL-6 und IL-8 wurden nach dem
Beschichten, Blocken und der Inkubation der Proben und Standards dreimal mit je 200 pl
Waschlésung (0,025% Tween in PBS) pro Kavitat gewaschen. Hierfir wurde der Tecan™
Hydroflex®-Washer (Tecan, Mannedorf, Schweiz) verwendet. Nach der Inkubation des
Detektionssystems wurden die Platten sechsmal gewaschen.

Abweichend zum oben beschriebenen Vorgehen wurden die Platten zur VEGF-
Quantifizierung nach der Inkubation des Detektionsantikdrpers dreimal und nach der

Inkubation der Meerrettich-Peroxidase (HRP) sechsmal gewaschen.

2394 Blocken
Das Blocken erfolgte mit 100 pl Assaypuffer (5% FKS in PBS) je Kavitat unter Inkubation in

einer feuchten Kammer far 30 Minuten bei Raumtemperatur.
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2.3.95 Inkubation der Proben und Standards

Die Standards (recombinant human MCP-1, IL-6, IL-8, VEGF) wurden mit Assaypuffer in
absteigender Reihenfolge seriell mit Faktor 2 verdiinnt. Die Tabelle 11 gibt die Konzentration
der Standards wieder. Fir die Quantifizierung von IL-6 und IL-8 wurden die Proben im
Verhaltnis 1:5 mit Assaypuffer verdiinnt. MCP-1 und VEGF wurden in unverdinnten Proben
gemessen. Es wurden je 50 pl/well der Probe bzw. des Standards aufgetragen und fur 2 h

inkubiert (RT, feuchte Kammer).

Tab. 11: Konzentrationen der zur Zytokinquantifizierung genutzten Standards

Standard MCP-1 IL-6, IL-8 VEGF
[pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]
S1 2000 5000 1000
S2 1000 2500 500
S3 500 1250 250
S4 250 625 125
S5 125 312,5 62,5
S6 62,5 156,25 31,25
S7 31,25 78,125 15,625
S8 15,625 39,063 7,8125
S9 7,8125 19,531 3,9063
S10 3,9063 9,7656 1,9531
S11 1,9531 4,8828 0,97656
S12 0,97656 2,4414 0,48828
2.3.9.6 Detektionssystem

Um eine optimale Kombination von biotinyliertem Detektionsantikdrper und Streptavidin-
HRP-Konjugat zu erzielen und um Detektions-AK-HRP-Komplexe moglichst einheitlicher
GroRe (und Enzymaktivitat) zu erzielen, mussten beide 30 min vor Verwendung in
Assaypuffer verdinnt vorinkubiert werden (RT). Fir die Detektion von MCP-1 wurden
Detektionsantikdrper im Verhdltnis 1:2000 und HRP 1:500 in Assaypuffer verdinnt. Das
Detektionssystem fiir IL-8 wurde je 1:500, fur IL-6 je 1:1000 verdinnt.

2.3.9.7 Inkubation des Detektionssystems

Es wurden 50 pl/well des Detektionssystems eingesetzt. Danach folgte eine einstiindige
Inkubation bei RT (feuchte Kammer). Beim VEGF-ELISA erfolgte abweichend zum oben
beschriebenen Vorgehen zunachst die Inkubation des 1:200-verdinnten Detektions-
antikdrpers (biotinylated goat anti-human VEGF). Nach dem Waschen der Platte wurde die
1:400-verdinnte HRP-Konjugat-Losung aufgetragen. In beiden Schritten wurden je 50 pl/well

pipettiert und die Platten fur 30 min inkubiert (RT, feuchte Kammer).

2.3.9.8 Farbreaktion
Die Farbreaktion wurde durch die Zugabe des chromogenen Substrats 1-Step™ Ultra TMB-
ELISA (Thermo Fisher Scientific, Bonn) fur den MCP-1- und VEGF-Nachweis und BD

OptEIA™ Substrate Reagent A+B (BD Biosciences, San Diego, USA) fur den Nachweis von
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IL-6 und IL-8 gestartet. Nach 30 min Inkubation (RT, dunkle Kammer) wurde die
Farbreaktion mit 1 M H.SO4 abgestoppt. Nach Farbumschlag entstand die gelbe Farbung
des oxidierten TMB (Abb. 14).

Abb. 14: Konzentrationsabhéngig differente
Farbintensitdét der gelben Farbung des
Oxidationsproduktes von TMB im sauren pH-
Bereich (Farbumschlag von blau nach gelb
durch Zugabe von 1 M Schwefelsaure), gezeigt
am Beispiel eines ELISA von Kulturuber-
standen aus dem 6-Well-Ansatz  zur
Quantifizierung von IL-6. Duplikate der Proben
wurden in den Zeilen A bis F gemessen,
wahrend in G und H die jeweiligen Duplikate
der fir die Erstellung der Kalibrierkurve
genutzten Standard-Konzentrationen
aufgetragen wurden. Die mit der Verminderung
der IL-6-Konzentration einhergehende
Verminderung der Farbintensitat belegt die fur
die Quantifizierung nutzbare Korrelation.

2.3.9.9 Messung der Extinktion

Die Extinktion der Proben wurde mithilfe des Photometers Synergy 2 (BioTek Deutschland,
Bad Friedrichshall) bei A=450 nm und A=620 nm gemessen. Die Verarbeitung der Daten
erfolgte mithilfe des Programms Gen5 1.08 (BioTek). Die Eassonm Wurde um die Eezonm der
Referenzfiltermessung Korrigiert (Essonm — Es2onm), bevor die Vier-Parameter-Kalibrierkurve
optimal angepasst und aus ihr Gber Interpolation die zu den Extinktionen korrespondierenden
Zytokinkonzentrationen errechnet wurden. Die Messdaten wurden in Microsoft Excel 2003

exportiert und weiter bearbeitet.

2.3.10 Recherche der Patientencharakteristik

Durch Recherche in den Patientenakten der Klinik fir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde des
Universitatsklinikums Leipzig wurden Angaben zu Alter und Geschlecht der Patienten sowie
Tumorlokalisation, Tumorstadium nach UICC und Staging inklusive Tumorausdehnung (T),
Lymphknotenbefall (N) und Fernmetastasierung (M) gesammelt. AulRerdem wurden
Informationen zum Grading (G), histopathologischen Befund und Tabak- und Alkoholkonsum
zusammengetragen. Der Recherche zugadngliche Quellen waren hierbei das Handarchiv der
Klinik fur Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, die Kklinikinterne Tumordatenbank und das

Patientenverwaltungsprogramm SAP.

2.3.11 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung und Visualisierung der Ergebnisse der Zytokinquantifizierung

und der Koloniebildung erfolgte mithilfe von Microsoft Excel 2003 und WInSTAT. Sofern nicht
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anders bezeichnet, sind in den Diagrammen Mediane und der Interquartilenbereich der 25.
und 75. Perzentile gezeigt. Mithilfe des H-Tests nach Kruskal-Wallis wurden Signifikanz-
niveaus der Zytokinmessungen in Patientenseren und Kulturiberstanden unter
Berticksichtigung gruppierender Variablen berechnet. Um signifikante Rangfolgen zu
bestétigen, wurde der U-Test nach Mann-Whitney genutzt. Dabei wurde angenommen, dass
die Zytokinexpression in Patientenseren und Kulturiiberstanden keiner Normalverteilung
folgt. Diese Annahme wurde durch den Kolmogorov-Smirnov-Test fiur kontinuierliche
Variablen und den Chi-Quadrat-Test fur diskrete Variablen bestatigt. Mithilfe des t-Tests fur
gepaarte Proben wurden Signifikanzniveaus fur Vergleiche im 48-Well-Ansatz errechnet. Fir
Korrelationen wurde der Korrelationskoeffizient nach Spearman errechnet. Eine statistische

Sicherheit von p<0,05 galt als statistisch signifikant, p<0,001 als statistisch hoch signifikant.

2.3.12 Bestimmung der Interaktionsmechanismen in den Kombinationsexperimenten
zur Stimulation durch MCP-1 und Inhibition von MCP-1

Fur die mathematische Beschreibung von Interaktionsmechanismen wie Additivitat,
Synergismus oder Antagonismus wurde die Methode nach Zheng-jun Jin verwendet (Jin
2004). Es handelt sich hierbei um eine Summenformel der Wahrscheinlichkeiten fur
beobachtete und erwartete Effekte. Dabei wird der Quotient g aus dem beobachteten und
dem erwarteten Effekt ermittelt: q = (Pa+Pg)/ (Pa+Pgs - Pa*Pg). Der Quotient g wird zur
Bewertung des Interaktionsmechanismus herangezogen. Auf die Experimente im 48-Well-
Ansatz bezogen, ist dabei der beobachtete Effekt das Ergebnis des Kombinations-
experiments aus Zytostatikum und dem Anti-MCP-1-Antikérper oder zusatzlichem MCP-1
(Pa+Psg). Der nach dem Modell der unabhangigen Wirkung zweier Pharmaka erwartete Effekt
ist die Summe der Einzeleffekte vermindert um das Produkt der Einzeleffekte, d.h. der in der
Testung der Substanzen allein ermittelten Effekte: (Pa+Pg - Pa*Pg). Ein g=1 entspricht
Additivitdt, g>1 bedeutet Synergismus und qg<l1 steht fur Antagonismus. Da wegen
experimenteller Schwankungen g selten genau 1 ist, sondern vielmehr innerhalb eines
Konfidenzintervalls zu vermuten ist, wird entsprechend Ublicher Fehlergrenzen (a=0,05;
B=0,05) eine Toleranz von 0,15 angegeben, sodass Additivitat besteht, wenn q im Intervall
zwischen 0,85 und 1,15 liegt. Ein g<0,85 spricht fir Antagonismus, wahrend bei g>1,15
Synergismus vorliegt. Als Mal3 der Effekte wurden Koloniebildung und Zytokinexpression in
Kulturtiberstanden auf die unbehandelte Kontrolle normiert, sodass zunachst relative Werte
generiert wurden, die der Anzahl Uberlebender Tumorzellen relativ zum Mittelwert der
Kontrolle entsprachen. Uberlebten alle Zellen oder wurde die Koloniebildung nicht
beeinflusst, war der Effekt gleich 0 (0%). Wurden dagegen alle Tumorzellen abgetotet (oder
die Koloniebildung komplett unterdriickt), entsprach dies einer Effektstarke von 1 (oder
100%).
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3. Ergebnisse

3.1 Zytokinguantifizierung in Patientenseren

3.1.1 Deskriptive Statistik der Zytokinquantifizierung in Patientenseren

Die Zytokinquantifizierung erfolgte in 45 Patientenseren. Die mittlere Serumkonzentration
von VEGF (1407,33 pg/ml) war héher als diejenigen von MCP-1 (822,05 pg/ml), IL-8
(85,22 pg/ml) und IL-6 (55,43 pg/ml). Die Tabelle 12 zeigt Mittelwerte, Standard-
abweichungen, Mediane sowie die 25. und 75. Perzentilen fir die Serumkonzentrationen von
MCP-1, IL-6, IL-8 und VEGF in Seren von 45 HNSCC-Patienten.

Tab. 12: Deskriptive Statistik der Zytokinquantifizierung in Patientenseren (n=45)

MCP-1 IL-6 IL-8 VEGF

[pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]
Mittelwert 822,05 55,43 85,22 1407,33
Standardabweichung 512,96 142,46 91,37 3444,02
Median 757,79 20,91 51,79 659,00
25. Perzentile 451,87 3,50 30,96 227,70
75. Perzentile 1022,96 55,53 108,60 1571,63

3.1.2 Vergleichende Statistik der Zytokinexpression in Patientenseren in
Abhéangigkeit der Patientencharakteristik

Fir die vergleichende Statistik der Zytokinexpression in Patientenseren in Abhangigkeit der
Patientencharakteristik wurde der H-Test nach Kruskal-Wallis verwendet, um Unterschiede
in den Subgruppen der Patienten entsprechend verschiedener Charakteristika auf
Signifikanz zu prifen. Es wurde nach Unterschieden in der Zytokinexpression in Abhangig-
keit von Alter und Geschlecht der Patienten sowie Tumorlokalisation, Tumorstadium nach
UICC und Staging inklusive Tumorausdehnung (T), Lymphknotenbefall (N) und
Fernmetastasierung (M) gesucht. Weitere gruppierende Variablen waren Grading (G), der
histopathologische Befund sowie Tabak- und Alkoholkonsum. Die Tabelle 13 zeigt die p-

Werte flr die beschriebenen Vergleiche unter Verwendung des H-Tests nach Kruskal-Wallis.

Tab. 13: H-Test (Kruskal-Wallis) fur Patientencharakteristik

Kriterium MCP-1 IL-6 IL-8 VEGF
uiCcC p=0,8604 p=0,6014 p=0,4201 p=0,0540
T p=0,5105 p=0,1457 p=0,5351 p=0,1824
N p=0,4194 p=0,2707 p=0,2491 p=0,4488
M p=0,5309 p=0,2207 p=0,2475 p=0,0080
Lokalisation p=0,6099 p=0,2725 p=0,1445 p=0,5243
Geschlecht p=0,7440 p=0,8466 p=0,7893 p=0,5727
Grading p=0,5147 p=0,9129 p=0,7260 p=0,7527
Alter p=0,9048 p=0,1937 p=0,9682 p=0,2998
Histologie p=0,9048 p=0,1937 p=0,9682 p=0,2998
Alkoholkonsum p=0,7468 p=0,0553 p=0,9901 p=0,9802
Tabakkonsum p=0,9273 p=0,1233 p=0,3376 p=0,1527

Signifikante Unterschiede wurden im H-Test nach Kruskal-Wallis nur fir den Vergleich der

VEGF-Konzentration in Patientenseren fernmetastasierter und nicht fernmetastasierter
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Tumoren gefunden (p=0,0080). Fiur VEGF wurde der Trend zu héheren Konzentrationen in
Patientenseren fortgeschrittener Tumorstadien beobachtet (p=0,0540).

Mithilfe des U-Tests nach Mann-Whitney wurde die Zytokinexpression in den Subgruppen
untereinander verglichen. Dabei wurde angenommen, dass die Zytokinexpression in
Patientenseren nicht normalverteilt ist. Im Kolmogorov-Smirnov-Test fir kontinuierliche
Variablen und im Chi-Quadrat-Test flr diskrete Variablen wurde diese Annahme bestatigt.
Es zeigten sich folgende Ergebnisse: Die MCP-1- und IL-8-Konzentrationen in
Patientenseren stiegen stadienabhéngig an. Im U-Test zeigten sich jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Subgruppen. Fir IL-6 wurde ein solcher Trend
nicht beobachtet. In Seren von HNSCC-Patienten im Stadium UICC IVB, IVC wurde
signifikant mehr VEGF gemessen als in Seren der Stadien UICC |, IlI, 1l (p=0,0263).
Patientenseren der Stadien IVB, IVC wiesen signifikant mehr VEGF auf als Seren des
Stadiums IVA (p=0,0166). In der Betrachtung des Einflusses der Tumorgrof3e (T) wiesen
Patientenseren des Tumorstadiums T4b (inoperable Priméartumoren mit entsprechender
Gewebsinfiltration) héhere IL-6-Konzentrationen als Tumoren der Stadien T3 (p=0,0335) und
T4a (p=0,0493) auf. Weitere signifikante Unterschiede fanden sich in Abhangigkeit der
Tumorlokalisation. Patienten mit Hypopharynxkarzinomen hatten héhere IL-6- und IL-8-
Serumlevel als Patienten mit Larynxkarzinomen (p=0,0272 fur IL-6 und p=0,0143 fur IL-8).
Bei Patienten mit Oropharynxkarzinomen fanden sich hdhere IL-8-Konzentrationen als bei
Patienten mit Larynxkarzinomen (p=0,0445).

In Patientenseren fernmetastasierter Tumoren (M1) wurde mit 1961,22 pg/ml signifikant
mehr VEGF gemessen als bei nicht fernmetastasierten Tumoren (MO) (p=0,0033), bei denen
im Median 455,65 pg/ml gemessen wurden. Die Abbildung 15 verdeutlicht diesen

Unterschied.

Der Einfluss der Fernmetastasierung auf die VEGF-
Abb. 15: Gezeigt ist der Expression im Patientenserum (n=44)

signifikante Unterschied : : : :
(p=0,0033) der VEGF- | w1 (=5 ' ' ' )
Expression in Patienten- : : :
seren fernmetastasierter

Tumoren (M1) und nicht | MO (=39

fernmetastasierter Tumoren i i ; ; ; i i ;
(MO) 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

VEGF [pg/ml]

Hinsichtlich Geschlechts, Lymphknotenbefalls (NO gegentiber N+), Gradings (G2 gegenlber
G3), der Histologie (Primum gegeniber Metastase) und des Tabak- und Alkoholkonsums
wurden im U-Test keine signifikanten Unterschiede in der Zytokinexpression im

Patientenserum festgestellit.
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3.1.3 Vergleich der Zytokinexpression in Patientenseren und Kulturiberstanden

Bei 45 Patienten wurde mithilfe des U-Tests ein Vergleich der MCP-1-, IL-6- und IL-8-
Expression im Serum und im Kulturiiberstand angestellt. Fir VEGF wurden die Ergebnisse
von 44 Patienten einbezogen. Die Abbildung 16 veranschaulicht die Konzentrationen der

Zytokine im Patientenserum und Kulturiiberstand.

Vergleich der Zytokinexpression im Patientenserum und
unbehandelten Kulturiiberstand
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Es zeigten sich signifikant hohere MCP-1- und VEGF-Konzentrationen im Patientenserum
als im Kulturiberstand (p=0,0010 fur MCP-1, p=8,98*10® fur VEGF). Fur IL-6 und IL-8
wurden dagegen hohere Konzentrationen im Kulturiberstand als im Serum gemessen
(p=3,11*10°% fur IL-6, p=6,66*1071° fuir IL-8).

3.2 Ex-vivo-Chemoresponse-Testung in Zellkulturplatten mit 6 Kavitaten
(6-Well-Ansatz)

Insgesamt wurden 65 Chemoresponse-Testungen im 6-Well-Ansatz durchgefihrt. In die
statistische Auswertung wurden die Zytokinquantifizierungen von 57 Testungen einbezogen.
Funf Testungen wurden aufgrund einer abweichenden Tumorentitdt ausgeschlossen. Drei
Testungen flossen wegen infizierter Zellkulturen nicht in die Auswertung ein. Im Folgenden
wird die Auswertung zweier Datensétze dargestellt:

Im ersten Datensatz kommen 57 Testungen mit Cisplatin und Docetaxel, bezogen auf die
individuelle unbehandelte Kontrolle, zur Darstellung. Hierbei steht eine vergleichende
statistische Aufarbeitung in Abhéngigkeit der Patientencharakteristik im Vordergrund. Im
zweiten Datensatz werden 20 Testungen mit Cisplatin, Docetaxel, Cilengitide und
Temsirolimus, bezogen auf die individuelle unbehandelte Kontrolle, dargestellt. Dabei soll
besonders der Effekt der Zytostatika auf die Zytokinexpression von HNSCC ex vivo
betrachtet werden. Aufgrund der geringen Fallzahlen in den Subgruppen der
Patientencharakteristik war die oben beschriebene vergleichende statistische Aufarbeitung

fur den zweiten Datensatz nicht mdglich.
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3.2.1 Untersuchung der Zytokinexpression in Kulturiberstanden in Abh&ngigkeit der
Patientencharakteristik

Die folgende Darstellung der Ergebnisse bezieht sich auf den ersten Datensatz von 57
getesteten Tumoren. Analog zur Untersuchung der Zytokinexpression in Patientenseren in
Abhéngigkeit der Patientencharakteristik wurde fur die statistische Aufarbeitung der Zytokine
in Kulturiberstdnden der H-Test nach Kruskal-Wallis verwendet, um signifikante
Unterschiede in den Subgruppierungen der Patientencharakteristik zu detektieren. Wurden
Signifikanzniveaus p<0,05 gefunden, erfolgte die Bestatigung der Rangfolge durch den
U-Test. Hinsichtlich der Tumorlokalisation zeigten sich folgende Verhaltnisse:

Unbehandelte Hypopharynxkarzinome wiesen signifikant hohere MCP-1-, IL-6-, und VEGF-
Konzentrationen als unbehandelte Oropharynxkarzinome auf (p=0,0340 fir MCP-1,
p=0,0403 fur IL-6 und p=0,0371 fur VEGF). Diese Unterschiede blieben auch unter dem
Einfluss von Cisplatin und Docetaxel bestehen (fur Cisplatin: MCP-1: p=0,0083; IL-6:
p=0,0101; VEGF: p=0,0091; fur Docetaxel: MCP-1: p=0,0476; IL-6: p=0,0403; VEGF:
p=0,0476). Fir die IL-8-Expression wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden
(unbehandelte Kontrolle: p=0,0886, Cisplatin: p=0,0606, Docetaxel: p=0,2239). Bezogen auf
die individuelle Kontrolle konnte Docetaxel die MCP-1-Produktion in Kulturen von
Larynxkarzinomen starker supprimieren als in denen von Oropharynxkarzinomen (p=0,0262).
Die IL-6-Produktion wurde durch Docetaxel in Hypopharynxkarzinomen stérker reduziert als
in Oropharynxkarzinomen (p=0,0371). Bezogen auf die individuelle Kontrolle wurde MCP-1
durch Cisplatin in den Kulturiberstadnden nicht fernmetastasierter Tumoren (MO) signifikant
starker supprimiert als bei fernmetastasierten Tumoren (M1) (p=0,0344).

Im H-Test zeigte sich, dass die MCP-1-, IL-6- und IL-8-Konzentrationen im unbehandelten
Kulturiberstand der Proben der Patienten mit positiver Raucheranamnese signifikant
niedriger waren als bei den Proben der Nichtraucher (MCP-1: p=0,0058; IL-6: p=0,0168;

IL-8: p=0,0194). Dieser Umstand zeigte sich auch unter dem Einfluss von Cisplatin (MCP-1.:
p=0,0431; IL-6: p=0,0312; IL-8: p=0,0380) und Docetaxel (MCP-1: p=0,0030; IL-6: p=0,0063;
IL-8: p=0,0168). Sowohl unter Cisplatin als auch unter Docetaxel wurden in den
Kulturiiberstanden der Tumoren der Patienten mit einem Alkoholkonsum gré3er als 30 g/d
signifikant weniger IL-8 und VEGF gemessen als in Tumoren der Patienten ohne

Alkoholkonsum.

3.2.2 Untersuchung des Einflusses der getesteten Zytostatika auf die Zytokin-
produktion in HNSCC ex vivo

Die folgende Darstellung der Ergebnisse bezieht sich auf den zweiten Datensatz von 20
getesteten Tumoren. Die Tabelle 14 zeigt Mittelwerte, Standardabweichungen, Mediane
sowie die 25. und 75. Perzentilen von MCP-1, IL-6, IL-8 und VEGF in Kulturiiberstanden.
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Tab. 14: Deskriptive Statistik fiir 20 Testungen mit Cisplatin (Cis), Docetaxel (DTX), Cilengitide (Cil)

und Temsirolimus (Tem) in pg/ml

Tumormedium versetzte Kontrolle (K) in Prozent.

und bezogen auf die individuelle unbehandelte,

nur mit

c Mittelwert Standard- Median 25. Perzentile | 75. Perzentile
= 20 abweichung
S |n=
3 [pg/mi] [pg/mi] [pg/mi] [pg/ml] [pg/mi]
[YoKontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle]
K 3360,28 13048,60 133,54 41,58 378,01
100,00 15,82 100,00 89,63 110,37
Cis 1231,20 4568,42 43,07 19,12 414,15
57,64 30,10 54,33 33,09 73,12
—
a DTX 2284,21 8627,99 179,24 57,13 360,35
% 107,51 64,63 93,54 71,68 111,21
cil 2057,56 7448,82 173,09 43,99 457,84
106,34 37,41 102,06 79,00 126,43
Tem 1842,20 7171,20 110,78 24,16 427,20
80,44 40,71 71,53 50,80 101,34
K 5300,74 8559,17 1828,60 811,04 6762,90
100,00 14,30 100,00 91,70 108,30
Cis 2881,92 5085,98 725,17 414,85 3480,77
55,83 28,46 50,86 37,66 64,56
© DTX 3795,78 5170,36 1945,12 845,83 4692,64
= 89,40 33,67 80,37 65,32 100,93
cil 4429,16 6052,45 2111,48 922,12 5610,51
99,48 35,21 93,13 75,70 114,69
Tem 3405,80 5367,40 1460,95 544,98 3948,76
76,15 25,33 77,18 60,28 97,17
K 32292,05 44666,03 11978,40 5950,35 38003,63
100,00 12,87 100,00 93,07 106,93
Cis 17551,27 28145,35 6431,57 3454,09 20313,25
62,88 24,12 58,80 49,66 75,23
o DTX 21623,01 30355,43 9188,03 5669,52 28373,54
= 79,55 36,19 69,06 56,58 89,89
cil 36309,25 63358,10 10473,01 6862,58 27710,54
102,11 52,62 81,99 63,64 121,14
Tem 25090,88 43076,51 9795,17 5023,01 26164,47
80,23 27,03 79,67 65,18 98,85
K 172,40 361,79 48,04 25,21 100,64
100,00 17,94 100,00 84,17 115,32
Cis 134,59 274,22 48,52 19,31 85,97
94,36 44,34 79,85 72,49 96,79
("5 DTX 164,11 354,24 51,99 24,15 72,26
g 101,75 35,62 96,46 72,58 112,93
cil 160,80 275,47 62,85 35,82 93,82
119,98 51,23 105,17 78,40 146,32
Tem 142,82 323,78 30,67 16,12 76,38
76,55 26,64 79,74 60,16 93,25
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Die verwendeten Zytostatika zeigten eine Modulation der Zytokinexpression im
Kulturiiberstand. Cisplatin erwies sich dabei als starkster Inhibitor. Im Mittel wurde durch
Cisplatin die MCP-1-Konzentration im Vergleich zur individuellen Kontrolle auf 57,64%
gesenkt. IL-6 wurde auf 55,83% reduziert. IL-8 erfuhr eine Reduktion auf 62,88%, wéahrend
VEGF nur auf 94,36% erniedrigt wurde. Docetaxel erhéhte die Konzentration von MCP-1
(107,51%) und VEGF (101,75%). IL-6 und IL-8 wurden durch Docetaxel gesenkt (IL-6:
89,40%, IL-8: 79,55%). Dagegen erhohte Cilengitide die Konzentrationen von MCP-1
(106,34%), IL-8 (102,11%) und VEGF (119,98%). IL-6 wurde durch Cilengitide kaum
moduliert (99,48%). Temsirolimus supprimierte alle untersuchten Zytokine (MCP-1: 80,44%;
IL-6: 76,15%; IL-8: 80,23% und VEGF: 76,55%). Temsirolimus war demnach das
Zytostatikum, dass die VEGF-Produktion am starksten supprimierte, im Mittel noch starker
als Cisplatin, das dagegen der potenteste Inhibitor der MCP-1-, IL-6- und IL-8-Expression
war.

Mithilfe des U-Tests wurden die Effekte der antineoplastischen Substanzen auf die
Zytokinproduktion der untersuchten Plattenepithelkarzinome ex vivo verglichen. Signifikante
Unterschiede wurden erst deutlich, als die Effekte der Zytostatika auf die individuelle,
unbehandelte Kontrolle normiert wurden. Cisplatin und Temsirolimus senkten die Produktion
von MCP-1, IL-6, IL-8 und VEGF in den Kulturiiberstéanden signifikant. Docetaxel gelang die
signifikante Reduktion von IL-6 und IL-8, wahrend unter Cilengitide keine signifikante
Modulation der Zytokinexpression zu beobachten war. Cisplatin war generell der potenteste
Inhibitor der Expression von MCP-1, IL-6 sowie IL-8 und war Docetaxel in der Reduktion von
MCP-1 und IL-6 Uberlegen. Gegenuber Cilengitide war Cisplatin in der Reduktion von
MCP-1, IL-6 und IL-8 Uberlegen, wahrend es gegentiber Temsirolimus in der IL-6- und IL-8-
Reduktion Uberlegen war. Die VEGF-Produktion wurde starker durch Temsirolimus reduziert
als durch Docetaxel, das die VEGF-Produktion nicht signifikant modulierte. Temsirolimus
verringerte die MCP-1-, IL-6- und VEGF-Expression starker als Cilengitide, das IL-6 und IL-8
kaum modulierte und bei MCP-1 und VEGF zu einer Zunahme (jedoch ohne statistische
Signifikanz) fuhrte. Die p-Werte der durchgefiuihrten U-Tests sind der Tabelle 15 zu
entnehmen. Diese belegt eindrucksvoll, dass zur Bestimmung der Effekte auf die Zytokin-
produktion eine Normierung der ermittelten Konzentrationen auf den Mittelwert der
unbehandelten Kontrollen unabdingbar ist, um die durch die individuelle Heterogenitat der
HNSCC bedingten Niveauunterschiede als stérenden Einflussfaktor zu relativieren, der der

Beschreibung der signifikanten Effekte entgegensteht.
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Tab. 15: Gezeigt sind die p-Werte des U-Tests fir 20 Testungen mit Cisplatin, Docetaxel, Cilengitide
und Temsirolimus in pg/ml und bezogen auf die individuelle unbehandelte Kontrolle in Prozent.

Vergleich MCP-1 IL-6 IL-8 VEGF
[pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]

[% Kontrolle] [% Kontrolle] [% Kontrolle] [% Kontrolle]
Kontrolle / p=0,2036 p=0,1368 p=0,2235 p=0,7815
Cisplatin p=8,69*10° p=4,04*10" p=3,72*10° p=0,0020
Kontrolle / p=0,9569 p=0,7251 p=0,6263 p=0,9418
Docetaxel p=0,2662 p=0,0049 p=0,0005 p=0,4422
Kontrolle / p=0,9138 p=1 p=0,8924 p=0,5844
Cilengitide p=0,5783 p=0,5734 p=0,2475 p=0,9248
Kontrolle / p=0,6073 p=0,4989 p=0,5518 p=0,3891
Temsirolimus p=0,0054 p=0,0049 p=0,0038 p=0,0002
Cisplatin / p=0,2914 p=0,2235 p=0,4989 p=0,9418
Docetaxel p=0,0007 p=0,0003 p=0,1046 p=0,2736
Cisplatin / p=0,1941 p=0,2134 p=0,2134 p=0,3782
Cilengitide p=0,0002 p=3,10*10° p=0,0035 p=0,0888
Cisplatin / p=0,5518 p=0,4328 p=0,5518 p=0,5891
Temsirolimus p=0,0787 p=0,0074 p=0,0215 p=0,3578
Docetaxel / p=0,9569 p=0,7868 p=0,6073 p=0,3949
Cilengitide p=0,4989 p=0,3169 p=0,1595 p=0,3307
Docetaxel / p=0,7049 p=0,6652 p=0,8287 p=0,4221
Temsirolimus p=0,0742 p=0,3169 p=0,4488 p=0,0396
Cilengitide / p=0,4989 p=0,4328 p=0,6263 p=0,1715
Temsirolimus p=0,0284 p=0,0483 p=0,4017 p=0,0082

Die Abbildungen 17 bis 20 zeigen folglich die Effekte von Cisplatin, Docetaxel, Cilengitide

und Temsirolimus auf die Zytokinproduktion in HNSCC ex vivo, normiert auf die individuelle

Kontrolle in Prozent.

Abb. 17: Gezeigt sind die Effekte
von Cisplatin, Docetaxel, Cilengitide
und Temsirolimus auf die MCP-1-
Produktion in HNSCC ex vivo,
normiert auf die individuelle
Kontrolle in Prozent. Durch Cisplatin
(p=8,69*10°% und Temsirolimus
(p=0,0054) wurde die MCP-1-
Konzentration im Kulturiberstand
signifikant reduziert.
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Abb. 18: Gezeigt sind die Effekte
von Cisplatin, Docetaxel, Cilengitide
und Temsirolimus auf die IL-6-
Produktion in HNSCC ex vivo,
normiert auf die individuelle
Kontrolle in Prozent. Durch Cisplatin
(p=4,04*107), Docetaxel (p=0,0049)
und Temsirolimus (p=0,0049) wurde
die IL-6-Konzentration im
Kulturiberstand signifikant reduziert.

Abb. 19: Gezeigt sind die Effekte
von Cisplatin, Docetaxel, Cilengitide
und Temsirolimus auf die IL-8-
Produktion in HNSCC ex vivo,
normiert auf die individuelle
Kontrolle in Prozent. Durch Cisplatin
(p=3,72*107%), Docetaxel (p=0,0005)
und Temsirolimus (p=0,0038) wurde
die IL-8-Konzentration im
Kulturiiberstand signifikant reduziert.

Abb. 20: Gezeigt sind die Effekte
von Cisplatin, Docetaxel, Cilengitide
und Temsirolimus auf die VEGF-
Produktion in HNSCC ex vivo,
normiert auf die individuelle
Kontrolle in Prozent. Durch Cisplatin

(p=0,0020) und Temsirolimus
(p=0,0002) wurde die VEGF-
Konzentration im Kulturiberstand

signifikant reduziert.
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In einem grélReren Datensatz von 57 Tumoren konnten die statistischen Verhéltnisse, die

sich in 20 Tumoren zeigten, reproduziert werden. Cisplatin war auch hier der starkste

Inhibitor der Zytokinproduktion und war Docetaxel signifikant tiberlegen. Docetaxel senkte im

Gegensatz zu den 20 Testungen alle untersuchten Zytokine im Kulturiberstand. Die

Tabellen 16 und 17 zeigen die dazugehorige deskriptive und vergleichende Statistik.

Tab. 16: Deskriptive Statistik fur 57 Testungen mit Cisplatin (Cis) und Docetaxel (DTX) in pg/ml und
bezogen auf die individuelle unbehandelte Kontrolle (K) in Prozent.

- Mittelwert Standard- Median 25. Perzentile | 75. Perzentile
= abweichung
o | n=57
& [pg/mi] [pg/mi] [pg/ml] [pg/mi] [pg/mi]
[YoKontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle]
K 1746,52 8247,17 190,09 66,98 666,17
100,00 23,11 100,00 89,62 110,38
—
a Cis 709,69 2819,61 88,24 32,74 423,92
% 58,78 30,80 51,83 33,73 78,50
DTX 1207,59 5283,20 205,48 62,10 370,79
87,10 45,66 84,05 61,19 100,06
K 6767,28 12787,28 2490,18 749,35 7151,07
100,00 21,19 100,00 90,74 109,26
<C | Cis 4894,66 10695,26 1563,98 383,76 4562,80
= 62,42 31,36 59,28 41,44 77,35
DTX 5878,39 11924,75 2077,05 869,83 6663,87
88,16 34,79 84,67 68,11 97,34
K 31640,32 39418,67 15662,81 6163,36 45169,14
100,00 18,77 100,00 91,68 108,32
o Cis 20818,50 30358,22 7868,15 3495,48 26761,29
= 66,08 23,04 60,97 49,57 84,56
DTX 23007,19 31646,84 10292,90 5331,61 28772,78
77,13 29,44 70,82 56,64 93,18
K 166,42 289,53 58,76 31,52 153,02
99,87 22,46 100,00 87,48 112,52
% Cis 116,75 199,40 53,47 29,64 127,76
g 77,08 34,62 73,96 54,45 82,53
DTX 153,60 278,50 67,27 28,11 107,68
89,48 34,67 86,91 69,03 100,29

Tab. 17: Gezeigt sind die p-Werte des U-Tests fur 57 Testungen mit Cisplatin und Docetaxel in pg/ml
und bezogen auf die individuelle unbehandelte Kontrolle in Prozent.

Vergleich MCP-1 IL-6 IL-8 VEGF
[pg/ml] [pg/ml] [pg/mi] [pg/ml]

[% Kontrolle] [% Kontrolle] [% Kontrolle] [% Kontrolle]
Kontrolle / p=0,0232 p=0,05295 p=0,0509 p=0,1984
Cisplatin p=2,44*10"° p=0,0000 p=1,78*10"° p=1,25*10"2
Kontrolle / p=0,4226 p=0,4596 p=0,1839 p=0,4459
Docetaxel p=5,49*10° p=1,80*10" p=3,77*10*° p=1,34*10"°
Cisplatin / p=0,1445 p=0,1802 p=0,4983 p=0,5034
Docetaxel p=1,72*10° p=1,21*10° p=0,0333 p=0,0130
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3.2.3 Untersuchung des Einflusses der Inhibition von und Stimulation durch MCP-1
auf die Zytokinexpression in HNSCC ex vivo

Im Folgenden wird darauf verzichtet, die MCP-1-Konzentrationen in Kulturiiberstdnden nach
Stimulation durch MCP-1 zu zeigen. Die Messwerte, die sich aus der Quantifizierung mittels
ELISA ergaben, lagen in einem extrapolierten, nicht kalibrierten Bereich, sodass keine
Evidenz fir die Wahrhaftigkeit dieser Werte bestand. Das Zeigen solcher extrapolierten
Werte widerspricht daher den Grundsatzen guten Experimentierens (good laboratory
practice, GLP).

3.23.1

In die statistische Auswertung gingen 5 der 8 durchgeflihrten Experimente ein. Zwei

Deskriptive Statistik
Testungen wurden wegen infizierter Zellkulturen ausgeschlossen, eine Testung ging
aufgrund einer abweichenden Tumorentitat nicht in die Auswertung ein. Die Tabelle 18 zeigt

die deskriptive Statistik zu den beschriebenen Experimenten.

Tab. 18: Deskriptive Statistik fur 5 Testungen zur Inhibition von und Stimulation durch MCP-1 in pg/ml
und bezogen auf die individuelle unbehandelte Kontrolle (K) in Prozent. Auf das Zeigen der MCP-1-
stimulierten MCP-1-Expression im Kulturiiberstand wurde aus oben beschriebenen Griinden

verzichtet.

- Mittelwert Standard- Median 25. Perzentile | 75. Perzentile
= abweichung
Ie] n=5
3 [pg/mi] [pg/ml] [pg/ml] [pg/mi] [pg/mi]
[%6Kontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle]
4 Kk 555,08 548,06 322,98 169,87 664,94
a 100,00 27,85 100,00 81,13 118,87
LE) + Anti- 83,88 80,51 48,48 29,72 105,55
MCP-1 20,09 9,88 19,06 11,29 25,56
K 3164,07 1968,81 2768,44 2260,16 3777,67
100,00 14,50 100,00 90,81 109,19
© | + Anti- 3083,12 2692,85 2300,64 1734,17 3010,77
= | MCP-1 82,33 31,76 77,26 54,25 98,40
+ 2280,64 1087,40 2380,90 1997,93 2721,08
MCP-1 69,88 20,11 66,52 55,13 84,41
K 45125,58 13128,78 49871,26 44357,41 51436,81
100,00 7,05 100,00 92,51 107,49
© | + Anti- 37250,45 13318,67 40058,90 35144,18 45292,20
= | MCP-1 78,40 16,25 77,22 70,44 91,96
+ 39163,52 14532,94 43985,03 42670,79 45228,56
MCP-1 81,07 22,49 84,81 79,16 90,98
K 105,55 72,43 111,99 35,24 154,90
100,00 14,36 100,00 93,13 106,87
G | +Ant- | 8349 69,68 70,26 27,71 105,34
g MCP-1 85,76 17,57 82,54 71,92 99,70
+ 70,24 59,05 51,86 16,90 117,23
MCP-1 70,60 25,28 67,97 56,00 90,61
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Die MCP-1-Expression wurde durch den Anti-MCP-1-Antikdrper auf 20,09% gesenkt. Fir die
anderen Zytokine zeigte sich sowohl durch den Anti-MCP-1-Antikdrper, als auch durch
hinzugefiigtes MCP-1 eine Suppression der Zytokinproduktion im Kulturiiberstand. Die IL-6-
Konzentration wurde durch den Anti-MCP-1-Antikdrper auf 82,33% gesenkt, noch starker
wurde sie jedoch durch hinzugefiigtes MCP-1 auf 69,88% reduziert. Auch VEGF wurde
durch hinzugefligtes MCP-1 stéarker verringert (70,60%) als durch den Anti-MCP-1-Antikbrper
(85,76%). Bei IL-8 war die Reduktion durch den Anti-MCP-1-Antikorper (78,40%) geringfligig
starker als durch hinzugefiigtes MCP-1 (81,07%).

3.2.3.2
Unter Verwendung des U-Tests wurden die Effekte der MCP-1-Inhibition durch einen Anti-

Vergleichende Statistik

MCP-1-Antikdrper und der Stimulation durch hinzugefiigtes MCP-1 auf die Zytokinproduktion
der untersuchten Plattenepithelkarzinome ex vivo verglichen. Wie nicht anders erwartet,
wurde die MCP-1-Expression durch den Antikdrper signifikant gesenkt (p=0,0071). Sowohl
durch MCP-1 als auch durch den Anti-MCP-1-Antikérper wurden verminderte IL-6-, IL-8- und
VEGF-Konzentrationen beobachtet. Diese Effekte unterschieden sich nicht signifikant
voneinander. Eine signifikante Senkung der IL-8-Produktion wurde, bezogen auf die
individuelle unbehandelte Kontrolle, unter dem Einfluss des Anti-MCP-1-Antikdrpers
beobachtet (p=0,0053). Fur IL-6 und VEGF war ein Trend niedrigerer Konzentrationen in
Kulturiberstanden nach Zugabe von MCP-1 als unter der Zugabe des Anti-MCP-1-
Antikérpers zu beobachten. Diese Unterschiede zeigten jedoch keine statistische Signifikanz.

Die p-Werte des durchgefihrten U-Tests sind der Tabelle 19 zu entnehmen.

Tab. 19: Gezeigt sind die p-Werte des U-Tests flr 5 Testungen zur Inhibition von und Stimulation
durch MCP-1 in pg/ml und bezogen auf die individuelle unbehandelte Kontrolle in Prozent. ,k. A.“ steht
fur ,keine Angabe“. Auf das Zeigen der MCP-1-stimulierten MCP-1-Expression im Kulturiiberstand
wurde aus oben beschriebenen Griinden verzichtet.

Vergleich MCP-1 IL-6 IL-8 VEGF
[pg/ml] [pg/mli] [pg/mi] [pg/ml]
[%Kontrolle] [YoKontrolle] [%6Kontrolle] [%Kontrolle]
Kontrolle / p=0,0283 p=0,5775 p=0,1745 p=0,6015
Anti-MCP-1 p=0,0071 p=0,5775 p=0,0053 p=0,0947
Kontrolle / KA p=0,4647 p=0,17452 p=0,4647
MCP-1 U p=0,0947 p=0,0947 p=0,0947
MCP-1/ KA p=0,7540 p=0,9168 p=0,9168
Anti-MCP-1 U p=0,3472 p=0,7540 p=0,6015
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Die Abbildungen 21 bis 24 zeigen die Zytokinproduktion in HNSCC ex vivo in Abh&ngigkeit
der Inhibition von und Stimulation durch MCP-1 bezogen auf die individuelle unbehandelte

Kontrolle in Prozent.

Zytokinproduktion in HNSCC (n=5)

140

*

=
N
o

Abb. 21: Gezeigt ist die MCP-1-
Produktion in HNSCC ex vivo in
Abhangigkeit der MCP-1-Inhibition
bezogen auf die individuelle
unbehandelte Kontrolle in Prozent.
Die MCP-1-Expression wird durch
den Anti-MCP-1-Antikorper
signifikant gesenkt (p=0,0071).
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Abb. 22: Gezeigt ist die IL-6-
Produktion in HNSCC ex vivo in 120 7
Abhéangigkeit der Inhibition von und ]
Stimulation durch MCP-1 bezogen
auf die individuelle unbehandelte
Kontrolle in Prozent. Es gibt einen
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. . . Zytoki duktion in HNSCC (n=5
Abb. 24: Gezeigt ist die VEGF- ylokinproduktion in (n=5)

Produktion in HNSCC ex vivo in 120 -
Abhangigkeit der Inhibition von und ]
Stimulation durch MCP-1 bezogen
auf die individuelle unbehandelte
Kontrolle in Prozent. Es gibt einen
Trend zu niedrigeren VEGF-
Konzentrationen  unter  MCP-1-
Einfluss als unter dem Einfluss des
Anti-MCP-1-Antikorpers. Es zeigt ]
sich jedoch keine statistische 0
Signifikanz.
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Die Vorversuche zur Reaktivitdt der untersuchten Plattenepithelkarzinome gegeniber der
MCP-1-Inhibition und Stimulation durch MCP-1 zeigten, dass die Zytokinexpression durch

die Stimulation durch MCP-1 und dessen Blockade moduliert wurde.

3.3 Ex-vivo-Chemoresponse-Testung in Zellkulturplatten mit 48 Kavitaten
(48-Well-Ansatz)

Nachdem in den Vorversuchen eine Modulation der Zytokinexpression durch die Stimulation
durch MCP-1 bzw. dessen Blockade nachgewiesen wurde, sollte in den Kombinations-
experimenten unter Verwendung von 3,33 uM Cisplatin, 275 nM Docetaxel, 10 uM
Cilengitide und 500 nM Temsirolimus im 48-Well-Ansatz geklart werden, welchen Effekt die
Stimulation durch MCP-1 bzw. dessen Blockade auf die Koloniebildung und die
Zytokinexpression der getesteten Tumoren unter Zytostatikaeinfluss ex vivo hat. Im
Folgenden wird aus oben genannten Griinden darauf verzichtet, die MCP-1-Konzentrationen
in Kulturiiberstanden nach Stimulation durch MCP-1 zu zeigen. Entsprechend des Protokolls
des FLAVINO-Assays wurden zur Qualitdtskontrolle der Chemoreaktivitatstestung der
HNSCC parallel KB-Zellen getestet. Die Ergebnisse der Testung belegten mit den geringen
Standardfehlern der Mittelwerte (SEM) die Konsistenz der Datenerhebung. Da die Chemo-
reaktivitdt der KB-Zellen von der eigenen Forschungsgruppe bereits ausfuhrlich betrachtet

wurde, wird hier auf das Zeigen der Resultate aus den KB-Zell-Kontrolltests verzichtet.

3.3.1 Deskriptive Statistik

Von 32 durchgefuhrten Testungen zur Chemoreaktivitdt im 48-Well-Ansatz wurden 16
Testungen positiv bewertet (>4 Tumorzellkolonien je Kontrollkavitat), 16 Testungen wurden
als negativ beziglich einer statistisch verlasslichen Bewertung von Effekten auf die
Koloniebildung eingestuft (bei <4 Tumorzellkolonien je Kontrollkavitat). Zwei der 16 positiven
Testungen flossen nicht in die statistische Auswertung ein, da sich eine Tumorprobe

koinzident mit einem simultanen  Non-Hodgkin-Lymphom  zeigte und eine
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andere Tumorprobe in der Zellkultur durch Candida spec. infiziert war. Daher kamen nur 14
der 16 Testungen zur statistischen Auswertung. Im Folgenden wird die Chemoreaktivitat der
untersuchten Plattenepithelkarzinome auf Cisplatin, Docetaxel, Cilengitide und Temsirolimus
allein und in Kombination mit dem Anti-MCP-1-Antikérper bzw. MCP-1 dargestellt. Zur
Beurteilung der Chemoreaktivitat wurden die Koloniebildung im FLAVINO-Assay und die
MCP-1-, IL-6- und IL-8-Konzentrationen der Kulturiiberstande, gemessen mittels ELISA,
herangezogen. Die Tabelle 20 fasst in einer Ubersicht die Mittelwerte, Standardfehler der
Mittelwerte (SEM), Mediane und die 25. und 75. Perzentile fur die Koloniebildung im
FLAVINO-Assay zusammen.

Tab. 20: Deskriptive Statistik fir 14 Testungen zur Inhibition von und Stimulation durch MCP-1 in
Zytostatika-freiem Tumormedium (TM) und unter dem Einfluss der Zytostatika Cisplatin (Cis),
Docetaxel (DTX), Cilengitide (Cil) und Temsirolimus (Tem) bezogen auf die individuelle, nicht mit
MCP-1 oder dem Anti-MCP-1-Antikérper behandelte Kontrolle (K) in Prozent. Dargestellt sind die
Ergebnisse der Koloniebildung im FLAVINO-Assay.

Koloniebildung Mittelwert SEM Median 25. Perzentile | 75. Perzentile
[YoKontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle]
K 100,00 13,57 96,76 74,01 114,70
+
E Anti-MCP-1 98,10 26,40 77,84 38,38 119,19
+
MCP-1 70,16 15,58 63,78 34,88 86,66
K 9,14 3,54 3,14 0,00 14,84
7] ar
O | Anti-McP-1 6,40 2,80 0,00 0,00 7,20
+
MCP-1 6,24 2,32 0,00 0,00 12,39
K 91,31 28,02 61,23 37,67 89,15
X [+
E Anti-MCP-1 83,88 40,37 52,44 27,78 69,01
+
MCP-1 55,30 16,01 44,44 12,84 69,49
K 118,66 37,40 83,53 46,15 136,78
f5) ;\nti-MCP-l 102,59 33,13 65,31 45,27 102,54
+
MCP-1 80,33 16,85 77,19 44,23 94,67
K 84,76 23,40 62,11 32,45 100,73
e | +
© | Anti-mcP-1 60,84 14,05 55,68 20,77 78,23
+
MCP-1 70,13 14,43 65,07 22,20 97,09

Bezogen auf die unbehandelte, nur mit Tumormedium versetzte Kontrolle, konnte Cisplatin
die Koloniebildung im Mittel auf 9,14% senken. Unter Docetaxel erfolgte eine Reduktion der
Koloniebildung auf 91,31%, wahrend Cilengitide die Koloniebildung auf 118,66% steigerte.
Temsirolimus erniedrigte die Koloniebildung auf 84,76% der unbehandelten Kontrolle. Die
Koloniebildung im Zytostatika-freien Kulturmedium wurde durch die MCP-1-Stimulation
starker moduliert (70,16%) als durch die MCP-1-Blockade durch den Anti-MCP-1-Antikdrper
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(98,10%). Somit war MCP-1 nach Cisplatin der zweit starkste Inhibitor der Koloniebildung ex
vivo. AulRerdem vermochte MCP-1 die Zellproliferation unter dem Einfluss von Cisplatin,
Docetaxel und Cilengitide starker zu supprimieren als der Anti-MCP-1-Antikdrper und die
Zytostatika allein. Lediglich unter Temsirolimus wurde die Koloniebildung durch den Anti-
MCP-1-Antikdrper (60,84%) starker reduziert als durch MCP-1 (70,13%).

In Tabelle 21 sind Mittelwerte, die Standardfehler der Mittelwerte (SEM), Mediane und die
25. und 75. Perzentile fur die MCP-1-Konzentrationen der Kulturiberstande dargestellt.

Tab. 21: Deskriptive Statistik fir 14 Testungen zur Inhibition von und Stimulation durch MCP-1 in
Zytostatika-freiem Tumormedium (TM) und unter dem Einfluss der Zytostatika Cisplatin (Cis),
Docetaxel (DTX), Cilengitide (Cil) und Temsirolimus (Tem) bezogen auf die individuelle, nicht mit
MCP-1 oder dem Anti-MCP-1-Antikérper behandelte Kontrolle (K) in Prozent. Dargestellt sind die
Ergebnisse der MCP-1-Expression im Kulturiberstand. Auf das Zeigen der MCP-1-stimulierten
MCP-1-Expression im Kulturiberstand wurde aus oben beschriebenen Griinden verzichtet.

E%Cr:eps-slién Mittelwert SEM Median 25. Perzentile | 75. Perzentile
[YoKontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle]
= K 100,00 9,62 94,29 77,72 117,84
" | Antomcpat 46,57 13,60 25,68 12,15 67,66
o | K 46,82 7,92 48,39 21,59 63,86
© Zmi_MCP_l 30,31 7,29 17,18 7,73 58,68
< | K 119,39 22,10 98,76 73,52 149,19
5 ANMCP- 36,92 8,53 20,74 12,78 62,97
_ | 160,66 37,98 123,79 96,76 164,77
© ANMCP-1 59,90 15,76 36,50 14,60 79,73
c |K 116,47 17,29 102,85 71,02 138,70
= ANMCP-1 54,99 15,64 31,86 11,63 71,07

Cisplatin war das einzige Zytostatikum, dass die MCP-1-Expression im Kulturiiberstand
reduzierte (46,82%). Unter Docetaxel (119,39%), Cilengitide (160,66%) und Temsirolimus
(116,47%) fanden sich erhéhte MCP-1-Konzentrationen in Kulturiberstanden. Die MCP-1-
Produktion wurde durch den Anti-MCP-1-Antikbrper sowohl im unbehandelten Tumor-
medium, als auch unter Zytostatikaeinfluss supprimiert. Am deutlichsten war diese Reduktion
durch die Kombination von Cisplatin und dem Anti-MCP-1-Antikérper (30,31%) zu
beobachten, gefolgt von Docetaxel und dem Anti-MCP-1-Antikorper (36,92%). Der Anti-
MCP-1-Antikorper allein senkte die MCP-1-Konzentration im Kulturiberstand auf 46,57% der
unbehandelten Kontrolle. Geringer fiel dagegen die Reduktion durch die Kombination von
Temsirolimus und dem Anti-MCP-1-Antikdrper (54,99%) und Cilengitide und dem Anti-
MCP-1-Antikorper (59,90%) aus.
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Die Tabelle 22 zeigt Mittelwerte, Standardfehler der Mittelwerte (SEM), Mediane und die 25.

und 75. Perzentile fur die IL-6-Konzentration im Kulturiberstand.

Tab. 22: Deskriptive Statistik fir 14 Testungen zur Inhibition von und Stimulation durch MCP-1 in
Zytostatika-freiem Tumormedium (TM) und unter dem Einfluss der Zytostatika Cisplatin (Cis),
Docetaxel (DTX), Cilengitide (Cil) und Temsirolimus (Tem) bezogen auf die individuelle, nicht mit
MCP-1 oder dem Anti-MCP-1-Antikérper behandelte Kontrolle (K) in Prozent. Dargestellt sind die
Ergebnisse der IL-6-Expression im Kulturliberstand.

IL-6-Expression Mittelwert SEM Median 25. Perzentile | 75. Perzentile
[YoKontrolle] [%6Kontrolle] [%6Kontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle]
K 100,00 5,92 98,70 87,87 111,62
+
= | iMePa 86,03 10,13 85,49 65,68 97,65
+
MCP-1 91,13 17,32 79,78 54,29 99,88
K 42,83 7,19 32,96 22,41 53,53
[7)] o
S s 40,89 7,86 31,92 18,90 51,12
+
MCP-1 40,27 6,11 34,48 21,36 55,57
K 133,70 19,63 109,82 97,22 133,06
X |+
E Anti-MCP-1 132,12 29,60 107,37 85,48 122,83
+
MCP-1 123,73 21,94 98,53 75,53 132,54
K 143,50 19,95 118,63 104,09 145,32
6 Z‘nti-MCP-l 134,05 23,01 108,06 89,93 127,38
+
MCP-1 130,19 18,94 120,38 88,57 145,03
K 122,18 13,95 114,40 92,81 134,60
5 Danimers 121,99 20,66 105,56 8573 134,17
+
MCP-1 116,27 16,32 104,77 82,84 142,28

Cisplatin war das einzige Zytostatikum, das die IL-6-Produktion senken konnte (42,83%).
Docetaxel (133,70%), Cilengitide (143,50%) und Temsirolimus (122,18%) erhthten dagegen
die IL-6-Konzentration im Kulturiiberstand. In Kombination mit den Zytostatika vermochte
MCP-1 die IL-6-Produktion zwar starker zu senken als die Kombination von Zytostatikum und
dem Anti-MCP-1-Antikorper,
Zytostatika-freien Kontrolle reduzierte jedoch der Anti-MCP-1-Antikorper (86,03%) die IL-6-
Konzentration mehr als es MCP-1 (91,13%) tat.

dies blieb jedoch ohne statistische Signifikanz. In der
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In Tabelle 23 sind Mittelwerte, Standardfehler (SEM), Mediane sowie die 25. und 75.

Perzentile fur die IL-8-Expression im Kulturiiberstand zusammengefasst.

Tab. 23: Deskriptive Statistik fir 14 Testungen zur Inhibition von und Stimulation durch MCP-1 in
Zytostatika-freiem Tumormedium (TM) und unter dem Einfluss der Zytostatika Cisplatin (Cis),
Docetaxel (DTX), Cilengitide (Cil) und Temsirolimus (Tem) bezogen auf die individuelle, nicht mit
MCP-1 oder dem Anti-MCP-1-Antikérper behandelte Kontrolle (K) in Prozent. Dargestellt sind die
Ergebnisse der IL-8-Expression im Kulturliberstand.

IL-8-Expression Mittelwert SEM Median 25. Perzentile | 75. Perzentile
[YoKontrolle] [YoKontrolle] [%6Kontrolle] [YoKontrolle] [YoKontrolle]
K 100,00 4,74 96,95 87,10 111,67
+
= [p— 84,58 8,12 83,71 67,16 100,43
+
MCP-1 82,72 8,99 76,37 62,21 96,39
K 50,84 5,64 48,01 31,94 63,89
wn o
5 [ 46,83 6,01 39,92 32,44 57,31
+
MCP-1 45,88 5,83 38,34 29,73 60,76
K 110,86 15,01 90,76 79,51 106,69
X [+
E Anti-MCP-1 100,39 13,63 91,35 77,86 104,19
+
MCP-1 99,27 13,95 88,20 67,36 109,48
K 137,97 17,02 116,20 101,03 153,96
6 ;nti-MCP-l 138,18 22,19 100,95 89,42 142,15
+
MCP-1 123,30 16,18 99,51 87,61 143,00
K 127,80 17,43 114,96 92,38 133,06
S |animepa | 11243 15,77 96,83 73,68 113,98
+
MCP-1 116,02 19,54 97,62 80,11 125,36

Fur die IL-8-Produktion gilt wie fir MCP-1 und IL-6 im Mittel eine Reduktion durch Cisplatin
(50,84%) und eine Steigerung durch Docetaxel (110,86%), Cilengitide (137,97%) und
Temsirolimus (127,80%). Sowohl fiur die Stimulation durch MCP-1 in der unbehandelten
Kontrolle, als auch in Kombination mit Cisplatin, Docetaxel und Cilengitide wurde, bezogen
auf die individuelle Kontrolle, eine niedrigere IL-8-Konzentration als unter Einfluss der
Zytostatika alleine oder der Kombination der Zytostatika mit dem Anti-MCP-1-Antikorper
gemessen. Unter Temsirolimus und dem Anti-MCP-1-Antikérper wurde weniger IL-8
gemessen als unter Temsirolimus und MCP-1. Insgesamt zeigte sich keine signifikante
Uberlegenheit von MCP-1 gegeniiber dem Anti-MCP-1-Antikérper.
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Die Abbildungen 25 bis 28 zeigen die Chemoreaktivitat der untersuchten Plattenepithel-

karzinome ex vivo, gemessen an der Koloniebildung im FLAVINO-Assay und der Zytokin-

expression, quantifiziert mittels ELISA. Dargestellt sind die Effekte der Inhibition von und

Stimulation durch MCP-1 auf die Koloniebildung und die Zytokinexpression unter dem

Einfluss der Zytostatika. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf das Einzeichnen der

Signifikanzniveaus verzichtet, diese sind jedoch in 3.3.2 aufgefiihrt. Es sind Mittelwerte und

das 95%-Konfidenzintervall als Fehlerindikator dargestellt.

Abb. 25: Dargestellt ist der Effekt
der Inhibition von und Stimulation
durch MCP-1 auf die Kolonie-
bildung. Cisplatin (p=5,0995*10%)
und MCP-1 (p=0,0020) senkten die
Koloniebildung  signifikant.  Die
Effekte von Docetaxel, Cilengitide
und Temsirolimus blieben ohne
statistische Signifikanz (Docetaxel:
p=0,5699; Cilengitide: p=0,3507;
Temsirolimus: p=0,2445). Der Anti-
MCP-1-Antikorper fuhrte zu keiner
signifikanten Modulation der
Koloniebildung  (p=0,8954). Die
Effekte der MCP-1-Stimulation und
-Inhibition unterschieden sich in der
unbehandelten Kontrolle  nicht
signifikant voneinander (p=0,0798).

Abb. 26: Dargestellt ist der Effekt
der Inhibition von MCP-1 auf die
MCP-1-Expression. Cisplatin senkte
die MCP-1-Expression

(p=4,117*1018), Cilengitide
(p=0,0028) wirkte steigernd.
Cisplatin war gegentber Docetaxel

(p=4,883*109), Cilengitide
(p=2,515*107) und Temsirolimus
(p=2,663*10"9) signifikant
Uberlegen. Temsirolimus war

Cilengitide signifikant  Gberlegen
(p=0,0391). Der Anti-MCP-1-
Antikbrper senkte die MCP-1-
Expression signifikant
(p=6,936*1019).
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Abb. 27: Dargestellt ist der Effekt o ] ]

I . . Der Effekt der Inhibition von und Stimulation durch
der Inhibition von und Stimulation MCP-1 auf die IL-6- Expression in HNSCC (n=14)
durch  MCP-1 auf die IL-6- 150 _ _

Expression. Cisplatin senkte die .

IL-6-Expression (p=6,947*102%), _

wahrend  Docetaxel (p=0,0015), 2 100 _ -
Cilengitide (p=0,001) und |5

Temsirolimus (p=0,0036) steigernd -

wirkten. Cisplatin war gegeniber f so4 | -
Docetaxel (p=1,425*1012), = ]

Cilengitide  (p=5,328*10%) und ]

Temsirolimus (p=6,444*1015) 0 Y — o ”
signifikant Uberlegen. Der Anti- g ?‘35 %E %% £Es
MCP-1-Antikdrper (p=0,0137) und < O g3 22 % 0
MCP-1 (p=0,3274) senkten die IL-6- =
EXprESSion ebenfa”s. O Kontrolle @ Anti-MCP-1-AK (100 ng/ml) ®MCP-1 (10 ng/ml)

Abb. 28: Dargestellt ist der Effekt
der Inhibition von und SFImUIatlon Der Effekt der Inhibition von und Stimulation durch
durch  MCP-1 auf die IL-8- MCP-1 auf die IL-8 Expression in HNSCC (n=14)

Expression. Cisplatin senkte die

IL-8-Expression (p=1,800%1025), 10 |
wahrend Docetaxel (p=0,1668), _
Cilengitide (p=0,0001) und % wlw M1 B )
Temsirolimus (p=0,0029) steigernd g
wirkten. Cisplatin war gegenuber <
Docetaxel (p=2,098*1029), © 501 : . :
Cilengitide  (p=2,913*10"%) und = ]
Temsirolimus (p=6,672*10"?)
signifikant Uberlegen. Docetaxel war 0 P s — o 0
gegentiber Cilengitide signifikant g ?3%1, g; %% £Es
Uberlegen (p=0,0196). Sowohl der < e g3 22 2

8

Anti-MCP-1-Antikorper  (p=0,0008)
alS aUCh MCP_l (p:0,0006) Senkten O Kontrolle @ Anti-MCP-1-AK (100 ng/ml) ®MCP-1 (10 ng/ml)
die IL-8-Expression signifikant.

3.3.2 Vergleichende Statistik

Mithilfe des zweiseitigen t-Tests fur ungleiche Varianzen wurden die Effekte der
antineoplastischen Substanzen auf die untersuchten Tumoren verglichen. Die Koloniebildung
wurde durch Cisplatin (p=5,0995*10¢) und MCP-1 (p=0,0020) signifikant supprimiert (Tab.
24). Docetaxel und Temsirolimus senkten die Koloniebildung insignifikant, unter Cilengitide
nahm die Koloniebildung ohne statistische Signifikanz zu (Docetaxel: p=0,5699; Cilengitide:
p=0,3507; Temsirolimus: p=0,2445). Der Effekt von Cisplatin war dem von Docetaxel,
Cilengitide und Temsirolimus signifikant tberlegen. Dieser Sachverhalt blieb auch bestehen,
als die Zytostatika mit dem Anti-MCP-1-Antikbrper oder mit MCP-1 kombiniert wurden.
Cisplatin war in der Suppression der Koloniebildung sowohl dem Anti-MCP-1-Antikbrper
(p=2,524*10%), als auch MCP-1 (p=5,287*10%°) tberlegen, obwohl sowohl der Anti-MCP-1-
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Antikorper als auch MCP-1 die Koloniebildung senkten. Die Effektstarken unterschieden sich
jedoch nicht signifikant von einander (p=0,0798). Im Zytostatika-freien Tumormedium und
unter dem Einfluss von Cisplatin, Docetaxel und Cilengitide waren die Kolonie-
supprimierenden Effekte des MCP-1 stérker als die des Anti-MCP-1-Antikdrpers. Lediglich
unter dem Einfluss von Temsirolimus wurde die Koloniebildung durch den Anti-MCP-1-
Antikérper starker reduziert als durch MCP-1. MCP-1 war neben Cisplatin diejenige
Substanz, die die Koloniebildung signifikant zu reduzieren vermochte und war damit der
Wirkung von Cilengitide signifikant Uberlegen (p=0,0227). Fur die Chemoreaktivitat der
untersuchten Plattenepithelkarzinome, gemessen an der Zytokinexpression im
Kulturiiberstand, lasst sich verallgemeinern, dass Cisplatin generell die Zytokinexpression
signifikant senkte, wahrend Docetaxel, Cilengitide und Temsirolimus die Zytokinexpression
steigerten. Docetaxel steigerte nur die IL-6-Expression signifikant (p=0,0015). Cilengitide
steigerte die MCP-1-, IL-6- und IL-8-Expression (MCP-1: p=0,0028; IL-6: p=0,0001; IL-8:
p=0,0001) signifikant. Temsirolimus erhdhte die IL-6- und IL-8-Produktion signifikant (IL-6:
p=0,0036; IL-8: p=0,0029). Generell war Cisplatin den anderen untersuchten Substanzen in
der Modulation der Zytokinproduktion signifikant Gberlegen. Dieser Sachverhalt blieb fir die
IL-6- und IL-8-Produktion auch bestehen, als der Anti-MCP-1-Antikorper oder MCP-1
hinzugefugt wurden. Die MCP-1-senkenden Effekte von Cisplatin und dem Anti-MCP-1-
Antikorper unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Dieser Sachverhalt verwundert
nicht, da Cisplatin und der Antikérper ahnlich starke MCP-1-senkende Wirkungen aufwiesen.
Signifikante Unterschiede in der Zytokinexpression bestanden zwischen Docetaxel,
Cilengitide und Temsirolimus und dem Anti-MCP-1-Antikérper sowie MCP-1. Dies lasst sich
durch eine Zytokin-steigernde Wirkung der Zytostatika Docetaxel, Cilengitide und
Temsirolimus und der Zytokin-senkenden Wirkung von MCP-1 und dem Anti-MCP-1-
Antikérper erklaren. Durch die Kombination von Zytostatikum und dem Anti-MCP-1-
Antikorper bzw. MCP-1 lieRen sich die IL-6- und IL-8-Konzentrationen im Kulturiberstand
weiter senken, wobei der Trend zu niedrigeren Zytokinkonzentrationen unter dem Einfluss
von MCP-1 zwar zu beobachten war, sich diese Unterschiede jedoch als statistisch nicht
signifikant erwiesen. Durch den Anti-MCP-1-Antikdrper wurde die IL-8-Produktion unter dem
Einfluss von Temsirolimus starker reduziert als durch MCP-1. Ebenso wurde im
unbehandelten Kulturiberstand die IL-6-Konzentration durch den Anti-MCP-1-Antikérper
starker supprimiert als durch MCP-1. Entgegen den Beobachtungen der Vorversuche im
6-Well-Ansatz (n=5) zeigten sich im 48-Well-Ansatz (n=14) signifikant geringere IL-6-
Konzentrationen unter dem Anti-MCP-1-Antikorper und geringere IL-8-Konzentrationen unter
MCP-1. Dies lasst sich zum einen mit der geringen Fallzahl der Vorversuche (n=5) und mit
der hohen biologischen intertumoralen Heterogenitat der HNSCC erklaren (Wichmann et

Dietz 2011). Wahrend in den Vorversuchen durch Docetaxel eine Reduktion von IL-6 und
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IL-8 beobachtet wurde, zeigten sich in den Kombinationsexperimenten stimulierende Effekte

beziglich der zZytokinexpression. Dies kann mit dem individuellen Ansprechen der Proben

auf Docetaxel und der genannten Heterogenitdt der untersuchten Tumoren begriindet

werden. Daher sollten die Effekte der Zytostatika auf individueller Ebene untersucht werden.

Tab. 24: Gezeigt sind die p-Werte aus dem zweiseitigen t-Test bei ungleicher Varianz fur 14
Testungen aus den Kombinationsexperimenten zur Inhibition von und Stimulation durch MCP-1 unter
dem Einfluss von Cisplatin (Cis), Docetaxel (DTX), Cilengitide (Cil) und Temsirolimus (Tem).

. Kolonie-
Vergleich il MCP-1 IL-6 IL-8
Tumormedium 0,8954 6,936*10° 0,0137 0,0008
Tumormedium MCP-1 0,0020 #k. A. 0,3274 0,0006
Tumormedium Cis 5,100*10°¢ | 4,117*10'® | 6,947*10%* | 1,800*10°%°
Tumormedium DTX 0,5699 0,1010 0,0015 0,1668
Tumormedium Cil 0,3507 0,0028 0,0001 0,0001
Tumormedium Tem 0,2445 0,0829 0,0036 0,0029
Cis DTX 5,723*107 | 4,883*10° | 1,425*10% | 2,098*101°
Cis Cil 5,705*107 | 2,515*107 | 5,328*10% | 2,913*10
Cis Tem 6,995*10% | 2,663*10'° | 6,444*10-° | 6,672*107*?
Cis 2,524*10°® 0,9745 5,205*101° | 9,874*10%°
Cis MCP-1 5,287*10%0 k. A. 2,511*10° | 4,732*10°®
DTX Cil 0,2576 0,0660 0,4893 0,0196
DTX Tem 0,7275 0,8370 0,3451 0,1473
Tem Cil 0,1384 0,0391 0,0856 0,4095
MCP-1 0,0798 k. A. 0,6158 0,7612
MCP-1 DTX 0,2029 k. A. 0,0017 0,0020
MCP-1 Cil 0,0227 k. A. 0,0002 1,845*10°"
MCP-1 Tem 0,3152 k. A. 0,0067 1,798*10°
DTX 0,7324 2,62*1077 0,0001 0,0030
Cil 0,3843 3,976*107 | 2,246*10° | 2,886*10"
Tem 0,4636 7,2*107° 0,0001 2,786*10°
Cis 0,3203 0,0151 0,7747 0,4419
DTX 0,8227 7,348*10° 0,9467 0,4019
Cil 0,6060 2,071*10° 0,6283 0,9908
Tem 0,1352 0,0001 0,9912 0,2891
Cis Cis + MCP-1 0,2477 k. A. 0,6553 0,3331
DTX DTX + MCP-1 0,0563 k. A. 0,5953 0,3610
Cil Cil + MCP-1 0,0975 k. A. 0,4356 0,3151
Tem Tem + MCP-1 0,3642 k. A. 0,6686 0,4813
Cis + MCP-1 0,9542 k. A. 0,9311 0,8762
DTX + MCP-1 0,3762 k. A. 0,7532 0,9370
Cil + MCP-1 0,4193 k. A. 0,8578 0,4553
Tem + MCP-1 0,5324 k. A. 0,7642 0,8431
0,0148 0,416 0,0003 1,432*10°
0,0005 0,0231 7,027*10° | 4,877*10°
1,694*10° 0,0542 1,237*10° | 4,943*10°
0,6275 0,0821 0,9433 0,0499
0,4678 0,1664 0,6986 0,4262
0,1228 0,7597 0,5905 0,1950
Cis + MCP-1 DTX + MCP-1 0,0003 k. A. 1,643*10° | 1,998*10°
Cis + MCP-1 Cil + MCP-1 2,519*10° k. A. 4,558*107 | 4,125*107
Cis + MCP-1 Tem + MCP-1 2,266*10°° k. A. 6,925*107 | 3,848*10°
DTX + MCP-1 Cil + MCP-1 0,1484 k. A. 0,7583 0,1242
DTX + MCP-1 Tem + MCP-1 0,3531 k. A. 0,7066 0,3373
Tem + MCP-1 Cil + MCP-1 0,5338 k. A. 0,4431 0,6919

# k. A. steht fur ,keine Angabe“ und bezieht sich auf die nicht mdgliche korrekte Quantifizierung von

MCP-1

nach

Stimulation

der zZu

testenden

HNSCC

durch

MCP-1.
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3.3.3 Individuelle Betrachtung der Chemoreaktivitat der untersuchten Plattenepithel-
karzinome im 48-Well-Ansatz

Aus oben genannten Grinden ist folgend die Chemoreaktivitat fur die individuellen
Tumorproben aufgezeigt. Da die Bewertung der Effekte der Zytostatika auf die individuelle,
unbehandelte Kontrolle bezogen erfolgte, bot sich fur die Berechnung statistischer
Vergleiche der zweiseitige t-Test bei ungleicher Varianz an. Lediglich signifikante
Modulationen der Koloniebildung und der Zytokinexpression finden im Folgenden
Erwahnung: In allen 14 Tumorproben unterdriickte Cisplatin die Koloniebildung. Wéahrend die
MCP-1-Produktion durch Cisplatin in 12 Proben reduziert wurde, wurde bei 11 Proben die
IL-6-Produktion und bei 13 Proben die IL-8-Produktion erniedrigt. Docetaxel senkte in 6
Proben die Koloniebildung. Bezuglich der MCP-1-Produktion wurde durch Docetaxel bei
einer Probe eine signifikante Reduktion beobachtet. Durch Docetaxel wurde dagegen die
IL-6-Konzentration in 3 Proben signifikant erhéht. Docetaxel senkte die IL-8-Produktion in 2
Proben und steigerte sie in 3 Tumoren. Cilengitide supprimierte die Koloniebildung zweier
Tumoren. Die MCP-1- und IL-6-Produktion wurde in je zwei Proben durch Cilengitide
stimuliert. IL-8 erfuhr in 5 Tumoren eine signifikante Steigerung. Temsirolimus senkte die
Koloniebildung einer Tumorprobe. Die MCP-1-Expression wurde durch Temsirolimus in einer
Probe gesteigert und in zwei Tumoren gesenkt. Temsirolimus reduzierte die IL-6-
Konzentration in zwei Tumoren und die IL-8-Konzentration in einer Probe, wahrend fur IL-6
bei 3 Tumoren und fir IL-8 bei 4 Tumoren signifikante Steigerungen der Zytokinproduktion
beobachtet wurden. Fir die Koloniebildung wurde unter dem Einfluss des Anti-MCP-1-
Antikbpers in einem Fall (Patient Nr. 48) eine signifikante Stimulation gefunden. Die
Zytokinproduktion wurde dagegen durch den Anti-MCP-1-Antikdper nur reduziert (10
beobachtete Reduktionen von MCP-1 und je 3 Reduktionen von IL-6 und IL-8). Durch MCP-1
konnte dagegen in 5 Fallen eine Suppression der Koloniebildung erzielt werden. Im
Vergleich dazu vermochte Cilengitide dies nur in 2 Fallen und Temsirolimus nur in einem
Fall, wahrend unter Cisplatin in allen untersuchten Tumoren eine Suppression der
Koloniebildung zu verzeichnen war und unter Docetaxel in 6 Fé&llen eine Suppression
beobachtet wurde. MCP-1 reduzierte zudem die IL-6-Konzentration in 3 Tumoren und die
IL-8-Konzentration in 6 Proben. Entgegen der Vermutung, eine MCP-1-Hemmung
supprimiere neben der MCP-1-Expression auch die Koloniebildung, ist es dagegen die
MCP-1-Stimulation, die die Koloniebildung effektiv reduziert und damit sogar, wie oben
gezeigt, der Wirkung von Cilengitide Uberlegen ist. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
Chemoreaktivitat der untersuchten Tumoren sehr heterogen ist. Um eine Vorhersage treffen
zu koénnen, welches Zytostatikum im individuellen Fall das wirksamste ist, ist daher eine
pradiktive Testung der Chemoreaktivitat erstrebenswert. Die Tabelle 25 fasst die
beschriebenen  Steigerungen und Reduktionen der Koloniebildung und der
Zytokinexpressionen zusammen.
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Tab. 25: Die Tabelle zeigt die Chemoreaktivitat der 14 getesteten Plattenepithelkarzinome auf
individueller Ebene. Dargestellt sind signifikante Steigerungen (I) oder Senkungen (I) der
Koloniebildung und Zytokinexpression mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit <5 %, <1 % bzw. <0,1 % im
zweiseitigen t-Test bei ungleicher Varianz. Nicht markierte Felder entsprechen nicht signifikanten
Modifikationen der Chemoreaktivitat. * Auf die Darstellung der Interaktionsmechanismen zwischen
Zytostatikum und MCP-1 bezogen auf die MCP-1-Expression wurde verzichtet.

Patient Nr.
Substanz
Anti-MCP-1
MCP-1 \ \
Cisplatin | \

|

1 |17 (22|23 |28 |33 |39 |42 |43 |48 |49 |50 | 57 | 62

Docetaxel \
Cilengitide
Temsirolimus

Koloniebildung

Patient Nr.
Substanz
Anti-MCP-1
MCP-1
Cisplatin
Docetaxel
Cilengitide
Temsirolimus

23 128 | 33|39 | 42 4349 50 | 57 | 62

*

MCP-1

Patient Nr.
Substanz
Anti-MCP-1
MCP-1 I O
Cisplatin e ]

Docetaxel
Cilengitide
Temsirolimus

33 3943 48 | 49 | 50 | 57 | 62

IL-6

Patient Nr.
Substanz
Anti-MCP-1
MCP-1
Cisplatin
Docetaxel
Cilengitide
Temsirolimus

49 | 50 | 57 | 62

]
23 | 28 | 33 43

IL-8

S
g-.-

|
|
1

|
T
1

Bei genauer Betrachtung dieser Tabelle fallen Muster auf: Die Probe Nr. 17, ein
Larynxkarzinom, zeigt unter Cisplatin und Docetaxel eine reduzierte Koloniebildung und
MCP-1-Produktion und unter Cisplatin eine reduzierte IL-6- und IL-8-Produktion. In Probe 39,
einem Nasopharynxkarzinom, verhalten sich IL-6 und IL-8 identisch: Der Anti-MCP-1-
Antikérper und MCP-1 senken IL-6 und IL-8. Docetaxel, Cilengitide und Temsirolimus
dagegen steigern die Konzentrationen beider Zytokine. Bezuglich der Suppression der
Koloniebildung ist bemerkenswert, dass in 3 Tumoren (Nr. 1, 23 und 43) neben Cisplatin nur
noch MCP-1 die Koloniebildung zu reduzieren vermag, wohingegen Docetaxel, Cilengitide
und Temsirolimus nicht wirksam sind. MCP-1 hat in diesen Proben demnach einen Effekt,
der starker ist als der der letztgenannten Zytostatika. Eine Untersuchung von Korrelationen

der Effekte auf die individuellen Tumoren erscheint daher erforderlich.
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3.3.4 Bestimmung korrelierender Effekte in den Kombinationsexperimenten zur
Inhibition von und Stimulation durch MCP-1

Das in Tabelle 25 gezeigte Muster der individuellen Chemoreaktivitat der untersuchten
Tumoren bildete die Grundlage fir die Bestimmung von Korrelationen. Dabei wurden die
signifikant stimulierenden Einzeleffekte mit ,-1 beschrieben und die signifikant
supprimierenden Effekte mit ,1“ gekennzeichnet. Nicht signifikante Effekte erhielten die
Bezeichnung ,0“. Danach erfolgte die weitere Verschlisselung flir die Kombination der
Einzeleffekte der beiden Kategorien (z.B. Koloniebildung und MCP-1-Expression) wie folgt:
,0“ (beide Kategorien ohne Effekt), ,1“ (beide Kategorien supprimiert), ,-1“ (beide Kategorien
erhoht), ,-1;0“ (Kategorie | erhdht, Kategorie Il ohne Effekt), ,-1;1“ (Kategorie | erhdht,
Kategorie Il supprimiert), ,0;-1 (Kategorie | ohne Effekt, Kategorie Il erhéht), ,0;1“ (Kategorie
| ohne Effekt, Kategorie Il supprimiert), ,1;-1“ (Kategorie | supprimiert, Kategorie Il erhéht),
»1;0% (Kategorie | supprimiert, Kategorie Il ohne Effekt). Die beschriebenen Kategorien
wurden Uber den Chi-Quadrat-Test bei 4 Freiheitsgraden miteinander verglichen, zusatzlich
wurden Korrelationskoeffizienten berechnet. Dabei zeigte sich ein Zusammenhang zwischen
IL-6 und IL-8 unter dem Einfluss des Anti-MCP-1-Antikorpers (x?>=14,00; p<0,01; r=0,71) und
unter Temsirolimus (x?=13,05; p<0,05; r=0,68). Ein weiterer Zusammenhang bestand
zwischen der Koloniebildung und der IL-8-Expression unter dem Einfluss von Docetaxel
(x*=11,33; p<0,05; r=0,636) und der MCP-1- und IL-6-Expression unter Temsirolimus
(x?=14,00; p<0,01; r=0,71).
Fur die Gesamtheit der untersuchten Plattenepithelkarzinome wurden Korrelationen unter
Berechnung des Korrelationskoeffizienten r nach Spearman mithilfe von WinSTAT bestimmt.
In diese Berechnungen flossen alle Messergebnisse ein, unabhangig davon, ob sie sich
signifikant von der unbehandelten Kontrolle unterschieden, wie es fur die individuelle
Betrachtung geschah. Unter dem Einfluss des Anti-MCP-1-Antikbrpers wurden positive
Korrelationen zwischen der Koloniebildung und der IL-6- bzw. IL-8-Produktion (IL-6: r=0,38
bei p=0,0025; IL-8: r=0,38 bei p=0,0023) beobachtet. Es bestand ebenfalls eine positive
Korrelation zwischen der Koloniebildung und der IL-6-Expression (r=0,36 bei p=0,0035)
sowie der Koloniebildung und der IL-8-Expression (r=0,50 bei p=6,407*10°) unter dem
Einfluss von MCP-1. Eine oben beschriebene Korrelation zwischen der Koloniebildung und
der IL-8-Produktion unter Docetaxel konnte hierbei jedoch nicht bestatigt werden (r=0,20 bei
p=0,0738). Unter Docetaxel stiegen die Konzentrationen von MCP-1 und IL-6 bei steigender
Koloniebildung (MCP-1: r=0,30 bei p=0,0147; IL-6: r=0,24 bei p=0,0418). Dieser Trend lief3
sich auch fur IL-6 und IL-8 bei zunehmender Koloniebildung unter Temsirolimus beobachten
(IL-6: r=0,36 bei p=0,0039; IL-8: r=0,43 bei p=0,0005). Daraus lasst sich die Aussage
ableiten, dass mit zunehmender Zellproliferation auch die Zytokinproduktion steigt. Fir die
MCP-1-Produktion unter Cisplatin und dem Anti-MCP-1-Antikérper bestand eine positive
Korrelation (r=0,50 bei p=4,014*10°). Dies erklart sich aus den MCP-1-senkenden Effekten
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des Antikdrpers und des Cisplatins. Indes fanden sich inverse Korrelationen zwischen der
MCP-1-Produktion unter dem Einfluss des Anti-MCP-1-Antikérpers und der MCP-1-
Produktion unter Docetaxel (r=-0,23 bei p=0,0415) und Cilengitide (r=-0,37 bei p=0,0024),
was sich aus der MCP-1-senkenden Wirkung des Antikorpers und der MCP-1-steigernden
Wirkung der genannten Zytostatika erklaren lasst. Fur die MCP-1-Expression unter Cisplatin
zeigten sich gleichsinnige Effekte zur MCP-1-Expression unter Docetaxel (r=0,30 bei
p=0,0132) und inverse Effekte unter Cilengitide (r=-0,42 bei p=0,0007). Unter Cilengitide und
Docetaxel fanden sich gleichsinnig steigende Verlaufe der MCP-1-Konzentrationen (r=0,55
bei p=6,850*10°). Sinkende IL-6-Konzentrationen wurden unter dem Einfluss des Anti-
MCP-1-Antikorpers und MCP-1 beobachtet (r=0,54 bei p=8,426*10°), dagegen steigende
Konzentrationen unter Docetaxel (r=-0,35 bei p=0,0037), Cilengitide (r=-0,40 bei p=0,001)
und Temsirolimus (r=-0,4960 bei p=5,060*107°) im Vergleich zum Antikérper. Unter MCP-1
korrelierte die IL-6-Expression mit der Koloniebildung (r=0,36 bei p=0,0035) und der IL-8-
Expression (r=0,79 bei p=2,272*10%). Es gab positive Korrelationen von IL-6 unter Cisplatin
zu IL-6 unter Docetaxel (r=0,57 bei p=1,895*10°), Cilengitide (r=0,28 bei p=0,0197) und
Temsirolimus (r=0,37 bei p=0,0024). Positiv korrelierende Beziehungen bestanden auch
zwischen der IL-6-Produktion unter Docetaxel und Temsirolimus (r=0,34 bei p=0,0049) sowie
unter Cilengitide und Temsirolimus (r=0,59 bei p=7,476*107). Es fand sich eine positive
Korrelation zwischen der IL-8-Expression unter dem Einfluss des Anti-MCP-1-Antikdrpers
und MCP-1 (r=0,75 bei p=1,175*101?), dagegen eine negative Korrelation zwischen der IL-8-
Expression unter dem Antikérper und Docetaxel (r=-0,25 bei p=0,0291), Cilengitide (r=-0,46
bei p=0,0002) und Temsirolimus (r=-0,44 bei p=0,0003). Auch zwischen der IL-8-Expression
unter MCP-1 und Cilengitide (r=-0,29 bei p=0,0163) bzw. MCP-1 und Temsirolimus (r=-0,28
bei p=0,0172) bestand eine inverse Beziehung. Positive Korrelationen wurden fir die IL-8-
Expression unter Cisplatin und Docetaxel (r=0,64 bei p=5,854*102%), Cisplatin und Cilengitide
(r=0,33 bei p=0,0064), Cisplatin und Temsirolimus (r=0,25 bei p=0,0331), Docetaxel und
Cilengitide (r=0,40 bei p=0,0012), Docetaxel und Temsirolimus (r=0,30 bei p=0,0124) und
Cilengitide und Temsirolimus (r=0,75 bei p=9,792*10'?) gefunden. Letzteres lasst sich durch
die IL-8-steigernden Effekte von Cilengitide und Temsirolimus erklaren. Aus den
beschriebenen Verhaltnissen lasst sich ableiten, dass sich der Anti-MCP-1-Antikorper bzw.
MCP-1 und Cisplatin beziglich der Zytokinproduktion gleichsinnig senkend verhalten,
dagegen der Anti-MCP-1-Antikbrper bzw. MCP-1 und Docetaxel, Cilengitide und
Temsirolimus einander entgegen wirken, da der Antkorper und MCP-1 die
Zytokinexpression senken, wahrend die genannten Zytostatika zu einer Erhéhung fuhren. In
der Gesamtheit der untersuchten Proben wurden, wie in der individuellen Betrachtung auch,
positive Korrelationen zwischen IL-6 und IL-8 beobachtet: Die Modulation durch den Anti-
MCP-1-Antikérper (r=0,80 bei p=5,643*101%), MCP-1 (r=0,79 bei p=2,272*101%), Cisplatin
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(r=0,73 bei p=7,117*10"'Y), Docetaxel (r=0,72 bei p=1,714*10"?°), Cilengitide (r=0,73 bei
p=9,216*10%) und Temsirolimus (r=0,82 bei p=2,756*10%) erfolgte stets gleichsinnig.

Zusammenfassend kann folgende Aussage getroffen werden: Unter dem Anti-MCP-1-
Antikérper bestanden positive Korrelationen zwischen der Koloniebildung und IL-6 bzw. IL-8
und den Zytokinen untereinander. Positive Korrelationen wurden fir die Koloniebildung und
IL-6 bzw. IL-8 und fur IL-6 und IL-8 unter MCP-1 beobachtet. Unter Cisplatin wurden
gleichsinnige Verlaufe von IL-6 und IL-8 verzeichnet. Unter Docetaxel korrelierte die
Koloniebildung mit der MCP-1- und IL-6-Expression positiv, wahrend die Zytokine auch
untereinander positiv korrelierten. Unter Cilengitide bestanden korrelierende Beziehungen
zwischen den Zytokinen untereinander. Unter Temsirolimus wurden positive Korrelationen
zwischen der Koloniebildung und der IL-6- bzw. IL-8-Expression sowie den Zytokinen

untereinander beobachtet. Die engsten Korrelationen bestanden zwischen IL-6 und IL-8.

3.3.5 Betrachtung der Interaktionsmechanismen in den Kombinationsexperimenten
zur Inhibition von und Stimulation durch MCP-1

In den Kombinationsexperimenten zur Inhibition von und Stimulation durch MCP-1 wurden
die Interaktionsmechanismen der Additivitat, des Synergismus und des Antagonismus
beobachtet. Fir die Bestimmung dieser Interaktionsmechanismen wurde die unter 2.3.12
beschriebene Methode nach Jin genutzt. Zeigten sich gegenséatzliche Wirkungen der
Zytostatika und MCP-1 bzw. des Anti-MCP-1-Antikdrpers im Sinne eines stimulierenden
Effekts der einen und des hemmenden Effekts der anderen Substanz, war dies als
Antagonismus zu beschreiben. Bezogen auf alle 14 getesteten Tumoren wurden unter der
Kombination von Cisplatin und dem Anti-MCP-1-Antikoper und der Kombination von
Cisplatin und MCP-1 additive Effekte fir die Reduktion der Koloniebildung und der IL-6- und
IL-8-Expression bestimmt. Durch die Zugabe des Anti-MCP-1-Antikdrpers konnte ein
additiver Effekt zur MCP-1-senkenden Wirkung von Cisplatin erzielt werden. Die Zugabe des
Anti-MCP-1-Antikérpers und auch die Zugabe von MCP-1 zu Docetaxel bewirkten
synergistische Effekte bezliglich der Koloniesuppression. Fur die Zytokinexpression wurden
bei diesen Kombinationen antagonistische Effekte beobachtet. Docetaxel steigerte die
Expression von MCP-1, IL-6- und IL-8, wahrend durch den Anti-MCP-1-Antikérper MCP-1,
IL-6 und IL-8 gesenkt wurden und durch MCP-1 IL-6 und IL-8 reduziert wurden. Cilengitide
zeigte einen stimulierenden Effekt auf die Koloniebildung und die Zytokinexpression. In
Kombination mit dem Anti-MCP-1-Antikérper (aber auch mit MCP-1) wurde diesen
stimulierenden Effekten antagonistisch entgegengewirkt; es resultierte eine Hemmung.
Temsirolimus wies ahnlich Cilengitide eine steigernde Wirkung bezlglich der
Zytokinexpression auf. Nach Zugabe des Anti-MCP-1-Antikérpers oder MCP-1 wurde dieser
stimulierende Effekt unterdrickt (Antagonismus). Durch Temsirolimus wurde die
Koloniebildung reduziert. In Kombination mit dem Anti-MCP-1-Antikorper wurde diese
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Wirkung synergistisch verstarkt (g>1,15). MCP-1 verminderte jedoch antagonistisch den
hemmenden Effekt von Temsirolimus auf die Koloniebildung. Aus oben genannten Griinden
wird auf das Zeigen der Bestimmung der Interaktionsmechanismen zwischen Zytostatika und
MCP-1 bezogen auf die MCP-1-Expression verzichtet. Die Tabelle 26 fasst die

beschriebenen Interaktionsmechanismen zusammen.

Tab. 26: Gezeigt sind die Interaktionsmechanismen der Kombination der Zytostatika und der Inhibition
von und Stimulation durch MCP-1 gemittelt fiir 14 getestete Tumoren. Dabei steht JSlll* fir einen
echten Antagonismus im Sinne einer entgegengesetzten Wirkung. ,Ant.“ bedeutet ein nach der Jin-
Formel errechneter Antagonismus (g<0,85), wahrend ,Add.” fir Additivitat (0,85<g<1,15) und ,Syn."
fur Synergismus (g>1,15) stehen. ,k. A.“ bedeutet ,keine Angabe“.

o + + + +
S | Zytostatikum Anti- Zytostatikum Anti-
S MCP-1 MCP-1 — MCP-1 MCP-1
o a8
'GE) Cisplatin Add. Add. L§> Cisplatin Add. k. A
© | Docetaxel Syn. Syn. Docetaxel
C | Cilengitide Cilengitide
Temsirolimus Syn. Ant. Temsirolimus
+ +
Zytostatikum Anti- Zytostatikum
MCP-1 MCP-1 o
', | Cisplatin | Cisplatin
~ | Docetaxel ~ | Docetaxel
Cilengitide Cilengitide
Temsirolimus Temsirolimus

Unter 3.3.3 wurde bereits auf die biologische Heterogenitat der getesteten Plattenepithel-
karzinome verwiesen. Auf individueller Ebene zeigen sich Abweichungen der fir die
Gesamtheit der Proben bestimmten Interaktionsmechanismen. Fir die Gesamtheit der
untersuchten Tumoren wurden additive Effekte fur die Kombination von Cisplatin und dem
Anti-MCP-1-Antikérper bzw. MCP-1 bezuglich der Koloniebildung gefunden. Auf individueller
Ebene gab es auch Tumoren, die antagonistische Effekte unter diesen Kombinationen
zeigten. Fur Docetaxel wurden in der Gesamtheit der untersuchten Proben synergistische
Effekte fur die Suppression der Koloniebildung beobachtet. Die individuelle Betrachtung
lieferte jedoch auch additive und antagonistische Effekte. Wahrend unter der Kombination
von Cilengitide und dem Anti-MCP-1-Antikérper bzw. MCP-1 fir die Koloniebildung ein
Antagonismus bestimmt wurde, wurden auf individueller Ebene auch Additivitdit und
Synergismus ermittelt. Die Kombination von Temsirolimus und Anti-MCP-1-Antikdrper
wirkten insgesamt synergistisch, wahrend sich Temsirolimus und MCP-1 antagonistisch
verhielten. Die individuelle Betrachtung zeigte flur beide Kombinationen sowohl
synergistische, additive als auch antagonistische Effekte auf die Koloniebildung. Individuell
gestaltete sich die Kombination von Cisplatin und dem Anti-MCP-1-Antikérper bzw. MCP-1
bezuglich der Modulation der Zytokinexpression sowohl synergistisch, additiv als auch

antagonistisch, wobei die additiven Effekte Uberwogen. Fir die Zytokinexpression
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wurde insgesamt fiir die Kombination von Docetaxel/ Cilengitide/ Temsirolimus und Anti-
MCP-1-Antikdrper bzw. MCP-1 Antagonismus beschrieben. Obwohl auf individueller Ebene
zum Teil auch synergistische und additive Effekte ermittelt wurden, Uberwogen die

antagonistischen Effekte. Die Abbildungen 29 bis 32 zeigen die beschriebenen Sachverhalte.

Interaktionsmechanismen in den Kombinationsexperimenten mit
Abb. 29: G it sind di Inhibition von und Stimulation durch MCP-1: Koloniebildung
. : Gezeigt sind die 100%
fur  die  Koloniebildung —.  80%
=
bestimmten Interaktions- = 60% 9
. [l
mechanismen. Es 5 40% 1
Uberwiegen die additiven 20% 17
Effekte von Cisplatin und 0% +—— _ ) _

i i Cis+ Cis+ DTX+ DTX+ Cil + Cil + Tem+ Tem +
dem Anti-MCP-1-Antikdrper Anti-  MCP-1 Anti-  MCP-1 Anti-  MCP-1 Anti-  MCP-1
b MCP l MCP-1 MCP-1 MCP-1 MCP-1

ZW. T BANT! B Ant. OAdd. @ Syn.
Abb. 30: Gezeigt sind die Interaktionsmechanismen in den Kombinationsexperimenten mit
i d .MCP LE . Lo Inhibition von MCP-1: MCP-1-Expression
ur die -1-Expression 6 7
bestimmten Interaktions- . 80% m
. . . = 5
mechanismen. Bei Cisplatin = 60% 1
. ©
und dem  Anti-MCP-1- 5 40% 11
Antikorper Uberwiegen 20% 1|
additive Effekte. Bei 0% - .
. .. Cis + DTX + Cil + Tem +
Docetaxel, Cilengitide und Anti- Anti- Anti- Anti-
. . . MCP-1 MCP-1 MCP-1 MCP-1
Temsirolimus liegt Anta-
. B ANT! @Ant. OAdd. @Syn.
gonismus vor.
Abb. 31: Gezeigt sind die
. . . Interaktionsmechanismen in den Kombinationsexperimenten mit
LUI’ . die IL 6| EXDFE?SIOH Inhibition von und Stimulation durch MCP-1: IL-6-Expression
estimmten nteraktions- 100%
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o £
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4. Diskussion

Die potentielle Eignung von MCP-1 als Biomarker von HNSCC wurde mit den Ergebnissen
des vorherigen Kapitels dieser Arbeit dargelegt. Die Bedeutung von MCP-1 fir HNSCC und
der durch MCP-1 vermittelten Effekte sowie des Zusammenwirkens mit verschiedenen
Chemotherapeutika ex vivo wird nach den Ergebnissen der Messungen von MCP-1 und der

anderen Zytokine in Patientenseren dargestellt.

4.1  Zytokinexpression in Patientenseren

In der vorliegenden Arbeit wurden im Mittel 822,1 pg/ml (min: 166,2 pg/ml; max:
2910,20 pg/ml) MCP-1 quantifiziert. Bei Patienten mit Nasopharynxkarzinomen wurden von
Lu et al. 340 ng/l (25—-2038 ng/l) beobachtet (Lu et al. 2011). Die von den Funden von Lu et
al. abweichend geringfligig héheren Beobachtungen sind mit einer Patientenselektion bei Lu
et al. zu erklaren. Dort wurden ausschlie3lich Patienten mit Nasopharynxkarzinomen in die
Studie eingeschlossen, wahrend in der vorliegenden Arbeit Patienten mit Tumoren des
Nasopharynx inklusive der Nasennebenhéhlen lediglich 8,1% des Patientenkollektivs
ausmachten.

Die Prasenz von IL-6, IL-8 und VEGF in Seren von HNSCC-Patienten wurde auch von Chen
et al. untersucht. Dabei zeigte sich fiir IL-6 eine Spannbreite von 0,5 bis 129,6 pg/ml. In der
vorliegenden Arbeit lagen heterogenere Ergebnisse (min: 1,4 pg/ml; max: 954,8 pg/ml) vor.
Die IL-8-Expression wurde bei Chen et al. in einem Bereich von 0 bis 194,5 pg/ml
angegeben, in der vorliegenden Quantifizierung lag diese zwischen 7,6 und 463,7 pg/ml. Fur
VEGF gaben Chen et al. einen Bereich zwischen 146,8 und 1084,4 pg/ml an, der mit 4,1 bis
23534,1 pg/ml in der vorliegenden Arbeit heterogener ausfiel (Chen et al. 1999). Die
beschriebene Heterogenitat der Ergebnisse lasst sich mit einer geringen Fallzahl von 11
Patientenseren bei Chen et al. und einer héheren Fallzahl in der vorliegenden Arbeit
erklaren. Andererseits wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit fast durchgangig héhere
Konzentrationen der Zytokine in den Patientenseren detektiert. Da die Stabilitdt der Zytokine
relativ gering ist, ist folglich eine ordnungsgeméaRe Praanalytik fir die valide Erfassung der
Zytokinkonzentrationen und die Vermeidung von Abbauprozessen, z.B. durch Proteolyse,
essentiell. Daher wurde zur Optimierung der Praanalytik in der Klinik fir Hals-Nasen-
Ohrenheilkunde des Universitatsklinikums Leipzig ein durch die SOP vorgegebener Ablauf
von der Blutentnahme bis zur Aufarbeitung der Proben (90 min) strikt einheitlich gestaltet.
Dies kann die tendenziell hbheren Zytokinkonzentrationen erklaren. Dadurch ist eine gute
Basis fur die Untersuchung der Abhangigkeit der Zytokinkonzentrationen von

Patientencharakteristika gegeben.
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4.1.1 Zytokinexpression in Patientenseren in Abhéngigkeit der Patienten-
charakteristik

In den Experimenten zur Zytokinquantifizierung in Patientenseren wurden zunehmende
MCP-1-, IL-8- und VEGF-Konzentrationen bei fortschreitender Tumorerkrankung geman
UICC-Stadium beobachtet. Diese Beobachtungen gehen konform mit friheren Arbeiten zur
Zytokinexpression in Patientenseren. So konnte bereits gezeigt werden, dass HNSCC-
Patienten hohere Serumlevel fur MCP-1, IL-6 und IL-8 aufweisen als Probanden der
Kontrollgruppen, zu denen Gesunde und Patienten mit idiopathischer und allergischer
Rhinitis angehdrten. Zudem zeigten diese Zytokine den Trend héherer Expression im Serum
bei fortschreitender Tumorerkrankung, sodass MCP-1, IL-6 und IL-8 bereits als mogliche
Biomarker in HNSCC diskutiert wurden (Korner et al. 2011, Wichmann et al. 2011a). Auch
Chen et al. beobachteten hohere Serumkonzentrationen von IL-6, IL-8 und VEGF bei
HNSCC-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden bzw. Patienten mit
Larynxpapillomen (Chen et al. 1999). Signifikante Unterschiede bezlglich der MCP-1-
Serumkonzentration in Abhangigkeit der Patientencharakteristik (TNM und UICC-Stadium)
wurden in der vorliegenden Arbeit nicht beobachtet. Auch Lu et al. fanden beziglich der
MCP-1-Expression in Seren von Patienten mit Nasopharynxkarzinomen keine signifikanten
Unterschiede in Abh&ngigkeit der Tumorausdehnung (T), der Lymphknotenmetastasierung
(N) und des Tumorstadiums (UICC) (Lu et al. 2011). In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass die IL-6-Konzentration im Serum in Abhangigkeit der
Tumorausdehnung (T) steigt. Dies kann zum einen mit der steigenden Anzahl IL-6-
produzierender Tumorzellen erklart werden, zum anderen aber auch als systemische
Reaktion des Organismus auf den Tumor im Sinne der Aktivierung des Immunsystems uber
die Auslésung einer Akuten-Phase-Reaktion durch IL-6. Inwiefern die IL-6-
Serumkonzentration den Tumorprogress widerspiegelt oder nur als Zeichen der
systemischen Inflammation anzusehen ist, ist dabei zu hinterfragen. Schlielich wird IL-6 im
klinischen Alltag als Sepsismarker genutzt und empfiehlt sich daher eher als
Verlaufsparameter. Signifikante Unterschiede wurden zwischen der VEGF-Expression
fernmetastasierter und nicht fernmetastasierter Tumoren detektiert. Patienten mit
fernmetastasierten Tumoren zeigten im Serum signifikant hohere VEGF-Konzentrationen als
Patienten mit nicht fernmetastasierten Tumoren. Dieser Befund unterstiitzt die Theorie, dass
VEGF Uber seine Rolle in der Angiogenese auch an der Metastasierung beteiligt ist (Pries et
Wollenberg 2006). Die beobachteten Unterschiede der IL-6- und IL-8-Konzentrationen in
Seren von Patienten mit Oro- und Hypopharynxkarzinomen und Larynxkarzinomen stutzt die
Aussage, dass Tumoren der Kopf-Hals-Region eine groRRe interindividuelle biologische

Heterogenitat aufweisen (Wichmann et Dietz 2011).
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4.1.2 Vergleich der Zytokinexpression in Patientenseren und Kulturiiberstanden

MCP-1 und VEGF wiesen in Seren hohere Konzentrationen auf als in Kulturiiberstanden. So
entsprach die MCP-1-Expression in Seren mit 757,8 pg/ml im Median dem 3,7—fachen der
MCP-1-Expression in Kulturiberstanden mit 202,7 pg/ml. Fur VEGF wurde in Seren mit
669,4 pg/ml das 8,6-fache der VEGF-Expression in Kulturiberstdnden mit 77,98 pg/mi
gemessen. Aus diesen Beobachtungen lasst sich ableiten, dass MCP-1 und VEGF
maglicherweise als dynamische Serummarker fir Malignitdt und Tumorprogress geeignet
sein konnten. Im Gegensatz dazu wurden hohere IL-6- und IL-8-Konzentrationen in
Kulturiiberstanden als in Seren quantifiziert. IL-6 ist ein sehr sensibler Parameter, der
Inflammation anzeigt. Der Referenzbereich fiir IL-6 im Serum wird mit 5,4 pg/ml angegeben.
Mit 20,9 pg/ml im Median entsprachen die quantifizierten IL-6-Konzentrationen dem 3,9-
fachen des Referenzbereichs. Dabei kann jedoch nicht differenziert werden, ob diese
Erh6hung direkt durch die Antwort des Immunsystems auf die Tumorerkrankung verursacht
wurde, oder aber zum Zeitpunkt der Blutentnahme z.B. eine Infektion des Patienten vorlag.
SchlieBlich bieten HNSCC ab einer gewissen GroRe aufgrund der bakteriellen Besiedelung
der Nekrosen ein hohes inflammatorisches Potential. In Kulturiberstanden wurde mit
3127,4 pg/ml im Median das 149,6-fache der IL-6-Serumkonzentration gemessen. Fir die
IL-8-Expression ergaben sich &hnliche Unterschiede zwischen Seren und Kulturiiberstanden.
Der Referenzbereich von IL-8 im Serum liegt bei 70,0 pg/ml, sodass die gemessene |L-8-
Konzentration mit 51,79 pg/ml im Median als nicht erh6ht anzusehen ist (Laborpartnerschaft
Scholz 2005). Mit 19,1 ng/ml im Median war die IL-8-Konzentration in den Kulturiiberstanden
im Vergleich zu den Seren um das 369,5-fache erhoht. Die erhdhten IL-6- und IL-8-
Konzentrationen der Kulturiiberstande lassen sich durch einen proinflammatorischen Stress,
der im Rahmen der experimentellen Aufarbeitung der Tumorproben entsteht, begriinden.
Durch die mechanische Zerkleinerung der Proben und die Desintegration des
Gewebegefiiges durch Kollagenase IV wird zwangslaufig Stress auf die Zellen ausgeubt,
wodurch der Tumornekrosefaktor a (TNF-a) freigesetzt wird. TNF-a besitzt eine zentrale
Rolle in der Regulation von Entziindungs- und Immunreaktionen. Er induziert die Bildung von
Zytokinen wie die proinflammatorischen Zytokine IL-1 und IL-6. Auch IL-8 ist ein
inflammatorisches Zytokin, das tber die Auslésung der Chemotaxis gegeniiber Granulozyten
wesentlich zu Entziindungsreaktionen beitragt (Kirchner et al. 1994). Die IL-6- und IL-8-
Produktion der untersuchten Tumoren wird zwangslaufig durch die methodische
Aufarbeitung der Tumoren im FLAVINO-Assay uberlagert. Um diese Uberlagerung so gering
wie moglich zu halten, wird im FLAVINO-Assay Kollagenase IV anstatt Trypsin zur
Desintegration des Tumorgewebes verwendet, das weniger schadigend auf die Zellmembran

wirkt als Trypsin. Weiterhin wird der FLAVINO-Assay unter
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flavinschitzenden Bedingungen durchgefuhrt (siehe 2.3.2), um die Photoaktivierung der

Tumoren und somit zusatzlichen Stress zu vermeiden (Dietz et al. 2009).

4.2 Ex-vivo-Chemoresponse-Testung in Zellkulturplatten mit 6 Kavitaten
(6-Well-Ansatz)

Im Folgenden werden die Chemoresponse-Testungen im 6-Well-Ansatz als Vorversuche zu
den Kombinationstestungen im 48-Well-Ansatz diskutiert. Dabei soll die Zytokinexpression in
Abhangigkeit der Patienteneigenschaften und des Einflusses der getesteten Zytostatika bzw.

der MCP-1-Stimulation bzw. —Blockade erortert werden.

4.2.1 Untersuchung der Zytokinexpression in Kulturiiberstdnden in Abhangigkeit der
Patientencharakteristik

Wie bereits fir die Zytokinexpression in Patientenseren berichtet, zeigten sich Unterschiede
beziglich der Zytokinkonzentration in Kulturiberstanden in  Abhangigkeit der
Tumorlokalisation. So wiesen unbehandelte Hypopharynxkarzinome signifikant hohere
MCP-1-, IL-6-, und VEGF-Konzentrationen als unbehandelte Oropharynxkarzinome auf.
Cisplatin und Docetaxel vermochten auf die Tumoren unterschiedlich zu wirken. Docetaxel
z.B. supprimierte die MCP-1-Produktion in Kulturen von Larynxkarzinomen stérker als in
denen der Oropharynxkarzinome. Diese Funde unterstlitzen erneut die Hypothese des
heterogenen biologischen Verhaltens der Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region.
Cisplatin dagegen senkte die MCP-1-Konzentration in Kulturiberstanden nicht
fernmetastasierter Tumoren (MO) signifikant starker als bei fernmetastasierten Tumoren
(M1). Daraus lasst sich ableiten, dass M1-Tumoren ggf. bereits Resistenzen gegeniber
Cisplatin entwickelt haben und dass fernmetastasierte Tumoren daher schlechter auf
Cisplatin als Monotherapie ansprechen. Mechanismen, die zu einer Resistenz gegenuber
Cisplatin fuhren, kénnen folgende sein: Die reduzierte intrazellulare Akkumulation von
Cisplatin durch eine verminderte Aufnahme in die Zelle oder erh6hten Efflux aus der Zelle,
vermehrte Inaktivierung des Cisplatins durch intrazellulare Proteine wie Glutathion, erhdhte
Reparatur von Cisplatinaddukten und die gesteigerte Fahigkeit zur Replikation ehemaliger
Cisplatinaddukte sowie Defekte in Apoptose-Signalwegen (Kartalou et Essigmann 2001).
Daraus ergibt sich auch die schlechtere Prognose fernmetastasierter Tumoren, die aufgrund
der Fernmetastasierung dem Stadium UICC IVC zugeordnet werden und somit in palliativer
Intention therapiert werden (Dietz et Flentje 2010). Bei lokal fortgeschrittenen Tumoren liegt
die Rate lokaler Rezidive nach adjuvanter Monotherapie mit Cisplatin bei 30%. Bei einer
Kombinationstherapie aus Cisplatin und 5-Fluorurazil ist die Rezidivrate wesentlich niedriger.
Um das Fernmetastasierungsrisiko zu verringern, kann ggf. eine Induktionschemotherapie in
Betracht gezogen werden (Seiwert et Cohen 2005). Auch MCP-1 wird eine entscheidende

Funktion in der Metastasierung zugesprochen (Wolf et al. 2012), sodass es denkbar ist, dass
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metastasierende Tumoren mehr MCP-1 produzieren, auch wenn sich in der vorliegenden
Arbeit fernmetastasierte Tumoren (M1) nicht signifikant von nicht fernmetastasierten
Tumoren (MO) beziglich der MCP-1-Expression unterschieden. Jedoch war ein Trend
(p=0,45) zu héheren MCP-1-Konzentrationen in Kulturen von M1-Tumoren (257,1 pg/ml im
Median) als in MO-Tumoren (177,6 pg/mlim Median) zu beobachten.

In den Kulturiberstanden der Tumoren der Patienten mit positiver Raucheranamnese fanden
sich signifikant niedrigere MCP-1-, IL-6- und IL-8-Konzentrationen als in Proben der
Nichtraucher. Dies ist durch einen inhibierenden Effekt des Takakrauches auf die
Genexpression und die Produktion proinflammatorischer Zytokine (TNF-a, IL-6, IL-8) und
Chemokine (IL-8) zuriickzufiihren, der z.B. von Chen et al. bei Alveolarmakrophagen
beschrieben wurde. Sie berichteten von einer Tabakrauch-induzierten Immunsupression. Die
Noxen des Tabakrauches filhren somit zu einer lokalen Immunschwéche, die Infektionen
begilnstigt. Diese Aussagen wurden fir Alveolarmakrophagen in Proben, die durch
bronchioalveolare Lavage gewonnen wurden, getroffen (Chen et al. 2007). Bei diesem
alveoldren Gewebe handelt es sich um Gewebe, das wie das Epithel des oberen
Aeordigestivtraktes den Noxen des Tabakrauches ausgesetzt ist, weswegen an dieser Stelle
auch der Querverweis auf diese Arbeit erfolgt, da Tabakrauch ein wesentlicher Risikofaktor
in der Genese der HNSCC ist.

4.2.2 Untersuchung des Einflusses der getesteten Zytostatika auf die Zytokin-
expression in HNSCC ex vivo

4221 Cisplatin
Cisplatin erwies sich als starkster Inhibitor der MCP-1, IL-6- und IL-8-Expression und als
zweitstarkster Inhibitor der VEGF-Expression ex vivo. Dies ist mit der starken zytotoxischen

Wirkung des Cisplatins zu begriinden.

4222 Docetaxel

Docetaxel fihrte zu keiner signifikanten Modulation der MCP-1- und VEGF-Konzentrationen
in den untersuchten Kulturiberstanden, wahrend IL-6 und IL-8 signifikant supprimiert
wurden. Die Beobachtung der kaum modulierten VEGF-Expression in der vorliegenden
Arbeit widerspricht denen von Yoo et al. Diese berichteten von supprimierten VEGF-
Konzentrationen in Kulturiiberstanden von HNSCC-Zelllinien und diskutierten daher anti-
angiogene Eigenschaften des Docetaxels (Yoo et al. 2002). Die reduzierten IL-6- und IL-8-
Konzentrationen der Kulturiiberstande lassen sich mit der Wirkung von Docetaxel auf Ebene
der DNS begriinden, wodurch IL-6 und IL-8 nicht prozessiert werden kénnen. Bis auf die
veroffentlichten Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe fanden sich zum Zeitpunkt der
Literaturrecherche keine Arbeiten Uber die MCP-1-, IL-6- und IL-8-Expression in Kultur-

Uberstanden von HNSCC unter dem Einfluss von Docetaxel (Kérner et al. 2012).
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4.2.2.3 Cilengitide

Obwohl durch Cilengitide der Trend zur Steigerung der MCP-1-, IL-8- und VEGF-Expression
beobachtet werden konnte, blieben diese Steigerungen ohne statistische Signifikanz. IL-6
wurde kaum moduliert. Die Stimulation der VEGF-Expression kann als reaktiver Effekt auf
die Blockade der a.f3- und aBs-Integrine durch Cilengitide verstanden werden. Tumorzellen
verandern ihre Integrinexpression, um ihre Fahigkeit zur Migration, Invasion, Metastasierung
und inhr Uberleben in der Wirtsumgebung zu verbessern. Daran sind im Wesentlichen a,fs-
und avBs-Integrine beteiligt. a.Bs-Integrine werden von angiogenen Endothelzellen exprimiert.
Daraus erklaren sich die Angiogenese-hemmenden Eigenschaften der a.fs-Integrin-
Inhibitoren. Integrininhibitoren wie Cilengitide hemmen somit die Tumorangiogenese und die
Zelladhédsion der Tumorzellen und die sich daraus ergebenden Eigenschaften (Weis et
Cheresh 2011). Unterdosiert kann Cilengitide die Tumorangiogenese sogar stimulieren und
in vivo zum Tumorwachstum beitragen, wie von Reynolds et al. am Mausmodel an Melanom-
und Lungenkarzinomzelllinien demonstriert wurde. Reynolds et al. konnten nicht zeigen,
dass Tumorzellen in vitro durch Cilengitide zur Proliferation stimuliert wurden. Cilengitide
scheint demnach die Tumorzellen nicht direkt zur Proliferation zu stimulieren, sondern
av-Integrin  exprimierende Zellen wie Endothelzellen stimulieren zu konnen. Niedrige
Konzentrationen von 0,2 bis 20 nM verstarkten die VEGF-getriggerte Angiogenese. Unter
den beschriebenen Cilengitide-Konzentrationen wurden eine erhdhte Blutgefaldichte und
eine vermehrte Expression des VEGF-Rezeptors 2 (VEGFR2=KDR) registriert. Letzteres sei
durch eine verminderte Degradation des VEGFR2 begriindet und somit einer verstarkten
VEGF-Wirkung (Reynolds et al. 2009). Die VEGF-Expression wurde von Reynolds et al.
jedoch nicht untersucht, sodass hierzu keine Aussage getroffen werden kann. Dennoch ist
eine reaktive Stimulation von VEGF nach Einwirkung eines Angiogenese-Inhibitors wie

Cilengitide denkbar.

4224 Temsirolimus

Temsirolimus supprimierte alle untersuchten Zytokine. Dies erklart sich aus der hemmenden
Wirkung auf der Ebene der Transkription und Translation und der Zytotoxizitdt von
Temsirolimus. Im Vergleich zu den anderen getesteten Zytostatika war Temsirolimus der
starkste Inhibitor der VEGF-Expression in Kulturtiberstanden. Dieser Effekt geht konform mit
Beobachtungen von Del Bufalo et al. Del Bufalo et al. konnten in Kulturiibersténden von
Brustkrebszelllinien eine dosisabhangige Reduktion der VEGF-Konzentration unter dem
Einfluss von Temsirolimus in vitro nachweisen. Dieser Effekt lasst sich mit der Blockade des
mTOR-Signalwegs durch Temsirolimus erklaren. Durch mTOR wird u. a. HIF-1a (Hypoxia
inducible factor-1a) reguliert. Dieser bewirkt als Transkriptionsfaktor die Hochregulation der

Genexpression von VEGF, einem wichtigen proangiogenen Faktor der physiologischen
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Angiogenese und der Tumorangiogenese. Temsirolimus hemmt somit Uber die mTOR-
Blockade die HIF-1a-abhéangige VEGF-Produktion. Dadurch lasst sich die antiangiogene
Wirkung von Temsirolimus (Del Bufalo et al. 2006) auch in HNSCC erklaren.

4.2.3 Untersuchung des Einflusses der Inhibition von und Stimulation durch MCP-1
auf die Zytokinexpression in HNSCC ex vivo

Nachdem in den Vorversuchen gezeigt werden konnte, dass Zytostatika die
Zytokinexpression von HNSCC ex vivo modulieren, sollte weiterhin geklart werden, welchen
Einfluss die MCP-1-Stimulation und —Blockade auf die Zytokinexpression in HNSCC ex vivo
hat.

4231 Stimulation von HNSCC durch MCP-1

Durch Zugabe von MCP-1 wurden die IL-6- und VEGF-Konzentrationen im Kulturiiberstand
starker gesenkt als nach Zugabe des Anti-MCP-1-Antikorpers. Diese Suppressionen blieben
jedoch ohne statistische Signifikanz. Jiang et al. konnten zeigen, dass MCP-1 die IL-6-
Produktion von Monozyten induziert (Jiang et al. 1992). In vaskuldren glatten Muskelzellen
stimuliert MCP-1 die VEGF-Produktion (Parenti et al. 2004). Diese Beobachtungen
widersprechen denen der vorliegenden Arbeit, in der sich zeigte, dass MCP-1 die IL-6- und

VEGF-Konzentrationen in HNSCC-Kulturtiberstanden reduziert.

4.2.3.2 MCP-1-Blockade

Durch Zugabe des Anti-MCP-1-Antikdrpers konnten die MCP-1- und IL-8-Konzentrationen in
den Kulturiberstédnden signifikant reduziert werden. Die Reduktion von MCP-1 durch den
Antikérper war erwartet und als solches erwiinscht. Auch IL-8 wurde supprimiert. Dieser
Effekt ist eventuell auf eine durch den Anti-MCP-1-Antikdrper reduzierte Zellzahl bzw.
verminderte Koloniebildung zurlickzuftihren.

Insgesamt wurden sowohl unter der MCP-1-Stimulation als auch -Blockade Zytokin
supprimierende Effekte beobachtet, die auf zytotoxische oder proliferationshemmende
Effekte beider Proteine schlie3en lassen. Dabei unterschieden sich die Effekte der MCP-1-
Stimulation und —Blockade jedoch im Nettoeffekt nicht signifikant voneinander. Dies kdnnte
mit der geringen Fallzahl der Vorversuche (n=5) zu erklaren sein. Aus den Vorversuchen zur
Untersuchung des Einflusses der MCP-1-Stimulation und -—Blockade auf die
Zytokinexpression in HNSCC ex vivo im 6-Well-Ansatz ergab sich die Rationale, die
Effektivitat der MCP-1-Stimulation und -Blockade in Kombination mit Zytostatika im 48-Well-

Ansatz zu testen.
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4.3 Ex-vivo-Chemoresponse-Testung in Zellkulturplatten mit 48 Kavitaten
(48-Well-Ansatz)

Im Folgenden werden die Resultate der Kombinationsexperimente der Zytostatikawirkung
unter MCP-1-Stimulation bzw. —Blockade diskutiert. Von initial 32 getesteten Tumoren
wiesen 16 in den Kontrollen mindestens 4 Kolonien auf, sodass eine Anwachsrate von 50%
vorliegt. Die Anwachsrate von 50% entspricht einem Uberdurchschnittlich guten Resultat bei
fortgeschrittenen HNSCC, da von diesen erfahrungsgemaf nur ein Drittel der getesteten
Tumoren auch adharente Kontrollen in der Zellkultur liefern. Dies liegt zum einen daran, dass
Proben von Rezidiven meist schon vortherapiert sind und daher ein schlechteres
Anwachsverhalten zeigen als chemonaive Tumoren. Um die Adh&renz der Tumorzellen am
Plattenboden zu verbessern und die extrazelluldre Matrix zu imitieren, wurden die
verwendeten Zellkulturplatten daher mit Kollagen, humanem Fibrinogen und Laminin

beschichtet.

4.3.1 Koloniebildung von HNSCC im 48-Well-Ansatz

4.3.1.1 Cisplatin

Der starkste Inhibitor der Koloniebildung war Cisplatin. Diese Beobachtung war zu erwarten,
da Cisplatin ein sehr potentes Therapeutikum in der Therapie der Plattenepithelkarzinome
der Kopf-Hals-Region ist. Platinbasierte Therapieregime haben sich in der Therapie der
HNSCC durchgesetzt, entweder als Cisplatin/Carboplatin-Monotherapie (P), oder in
Kombination mit 5-Fluoruracil (F) und Taxanen (T) wie Paclitaxel/Docetaxel als
Zweierkombination (PF bzw. TP) oder als Dreierkombination (TPF). Ein gangiges Konzept
der Cisplatin-Monotherapie beinhaltet die Gabe von Cisplatin (100 mg/m? KOF) am Tag 1, 22
und 43 der Radiatio (Dietz et Flentje 2010).

4312 Docetaxel

Docetaxel senkte die Koloniebildung, jedoch ohne statistische Signifikanz. Durch die Zugabe
von MCP-1 bzw. des Anti-MCP-1-Antikorpers konnte die Docetaxelwirkung jedoch verstarkt
werden. Dies deutet darauf hin, dass Docetaxel in der Therapie der Plattenepithelkarzinome
der Kopf-Hals-Region in einer Kombinationstherapie besser geeignet ist, denn als Mono-
therapeutikum. Eine solche Kombinationstherapie findet als TP- oder TPF-Schema klinische
Anwendung. PF-basierte Induktionschemotherapien bei inoperablen HNSCC zeigten in
Studien zu organerhaltenden Therapien Ansprechraten von 60% bis 80%, das komplette
klinische Ansprechen lag jedoch bei nur 20-30%. Das krankheitsfreie 3-Jahres-Uberleben
wurde unter 50% angegeben. TPF-basierte Studien zeigten dagegen komplette

Ansprechraten von 50%, partielle Ansprechraten von 36% und eine im Gegensatz zu PF-
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basierten Therapien gesteigerte 3-Jahresiberlebensrate von 73%. Die Therapie lokal

fortgeschrittener HNSCC profitiert daher von der Zugabe eines Taxans (Haddad et al. 2003).

4313 Cilengitide

Insgesamt schien Cilengitide bei den untersuchten HNSCC weniger wirksam als erhofft zu
sein. Gar unerwinscht war sogar die bei der Mehrzahl der Tumoren aufgetretene und daher
auch im Mittel resultierende Stimulation der Koloniebildung unter Cilengitide, auch wenn die
Stimulation ohne statistische Signifikanz blieb. Eine Arbeit von Reynolds et al. liefert eine
maogliche Erklarung fir die Stimulation der Koloniebildung unter Cilengitide: Integrine seien
zwar ein viel versprechendes Ziel, aber unterdosiert wirkten Integrin-Inhibitoren als Stimulans
fur die Tumorzellproliferation tUber die Induktion der VEGF-getriggerten Angiogenese. Dabei
zeigte sich, dass Cilengitide vor allem in einem zu niedrigen Konzentrationsbereich von 0,2
bis 20 nM Effekte ausweist, die die Tumorangiogenese stimulieren und somit in vivo zum
Tumorwachstum beitragen (Reynolds et al. 2009). Im Niedrigdosisbereich konnten die
Tumorzellen folglich einen hormetischen Effekt erfahren. Bei Hormesis handelt es sich um
das Resultat einer biphasischen Dosis-Wirkungsbeziehung biologischer Systeme, die im
niederdosierten Bereich der einwirkenden Substanzen eine Adaptation und sogar eine
Stimulation erfahren, und im Hochdosisbereich adaquat inhibiert werden (Mattson 2008).
Diese hormetische Antwort tritt in der Natur generalisiert auf und wurde bei tierischen und
humanen Tumorzelllinien beschrieben (Calabrese et Nascarella 2010). Die Arbeit von
Calabrese et al. liefert mit dem Modell der Hormesis somit eine plausible Erklarung fur die
Stimulation des Tumorwachstums durch Cilengitide. In der vorliegenden Arbeit wurde
Cilengitide in einer Konzentration von 10 uM eingesetzt, also eine um drei Zehnerpotenzen
hohere Konzentration der von Reynolds et al. beschriebenen stimulierenden Konzentration.
Es muss daher hinterfragt werden, ob Cilengitide in den Experimenten ggf. unterdosiert
wurde. Dies ist angesichts des parallel zur Testung der Tumorproben durchgefiihrten KB-
Zell-Kontrolltests jedoch unwahrscheinlich.

Generell muss die Wirksamkeit von Cilengitide kritisch betrachtet werden. Denn auch in
anderen Studien verfehlte Cilengitide die erhoffte Wirkung. So habe laut einer
Pressemitteilung von Merck die Phase-lll-Studie CENTRIC bei Glioblastom-Patienten keine
signifikante Steigerung des Gesamtuberlebens unter Cilengitide und der aktuellen
Standardtherapie aus Temozolomid und Bestrahlung erreicht (Schrimpf 2013). Die Phase Il
der ADVANTAGE-Studie zeigte bei rezidivierenden oder metastasierten HNSCC fir die
Zugabe von Cilengitide zu Cisplatin, 5-Fluorurazil und Cetuximab keinen Vorteil gegenluber

der Therapie mit Cisplatin, 5-Fluorurazil und Cetuximab allein (Vermorken et al. 2012).
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4314 Temsirolimus

Temsirolimus senkte die Koloniebildung. Dieser Effekt blieb jedoch ohne statistische
Signifikanz. Die supprimierende Wirkung von Temsirolimus beziiglich der Koloniebildung im
FLAVINO-Assay wurde auch von Liick et al. beschrieben. Deren Daten deuten auf mégliche
synergistische Effekte von Temsirolimus in Kombination mit Cisplatin hin (Lick et al. 2011).
Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der Effekt von Temsirolimus dem des
Cisplatins unterlegen ist. Es ist daher zu diskutieren, dass Temsirolimus zur Therapie der
HNSCC in einer Kombinationstherapie besser geeignet ist, denn als Monotherapeutikum. In
der primaren Chemotherapie sollte daher Cisplatin vorrangig Beachtung finden.
Temsirolimus scheint jedoch in der Therapie platinrefraktarer HNSCC viel versprechend zu
sein. Um die klinische Wirksamkeit von Temsirolimus bei metastasierten oder rezidivierten
HNSCC nach Versagen einer platinbasierten Chemotherapie und Cetuximab zu prifen,
wurde im Juni 2010 die TEMHEAD-Studie initiiert (ClinicalTrials.gov 2013). Im Mai 2012
wurden erste Zwischenergebnisse dieser Studie prasentiert. Der primare Endpunkt dieser
Studie war eine progression free survival rate (PFR) von 20% in zwolf Wochen. Die
angestrebte PFR wurde mit 40% ubertroffen. Die Effektivitdt von Temsirolimus in platin-

refraktaren HNSCC sei vergleichbar mit der von Cetuximab allein (Griinwald et al. 2012).

4.3.1.5 MCP-1

Uberraschend war die Beobachtung, dass eine Stimulation der Tumorzellen mit MCP-1 die
Koloniebildung supprimiert. Denn entgegen der in der Literatur beschriebenen anti-
tumordésen Wirkung eines Anti-MCP-1-Antikdrpers (Salcedo et al. 2000), war es die MCP-1-
Stimulation, die wesentlich die Koloniebildung hemmte. Es kdnnte diskutiert werden, dass
dieser Effekt lediglich auf einer Aktivierung von Immunzellen durch Lipopolysaccharid (LPS)
im rekombinant hergestellten rh-MCP-1 der Firma Relia Tech beruht. Eine Aktivierung von
Immunzellen im Tumor oder der Tumorzellen selbst durch LPS und die Aktivierung von Toll-
Like-Rezeptoren 4 (TLR4) ist wegen der dazu wesentlich zu geringen Konzentrationen, die
Uber das rekombinante Protein MCP-1 in die Kultur eingetragen wurden, das in E. coli
exprimiert wurde, unwahrscheinlich. Der Hersteller Relia Tech garantiert LPS-
Konzentrationen <0,1 ng/ug rh-MCP-1. Zum Einsatz kamen rh-MCP-1-Konzentrationen von
10 ng/ml, also einem Hundertstel Mikrogramm. Dementsprechend befanden sich die LPS-
Konzentrationen unterhalb von 1 pg/ml, einer Konzentration, die keine Aktivierung von TLR4
ermdglicht. Die Kostimulation des TLR4 uUber die Interaktion von LPS mit dem LPS-
bindenden Protein mit der nachfolgenden Ligation und Aktivierung von CD14 kann die
Aktivierungsschwelle des TLR4 erniedrigen, ein Effekt, der notwendig ist, den TLR4
unterhalb von 10 ng/ml zu aktivieren. Allerdings sind dabei Konzentrationen kleiner 10 pg/ml

ohne signifikanten Effekt bzw. finden sich signifikante Effekte auf die Produktion mehrerer
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Zytokine, inklusive IL-6 als sensitivstem Zytokin, erst oberhalb von 10 pg/ml (Wichmann et al.
2004). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass MCP-1 die antitumorale
Immunabwehr unterstiitzt. Auch Rollins et Sunday beschrieben antitumortse Effekte von
MCP-1. Sie zeigten, dass das JE/MCP-1 Genprodukt Monozyten anlockt und dadurch eine
Monozyten-vermittelte Inhibition des Tumorzellwachstums in vitro bedingt. Die Expression
von humanem oder murinem JE/MCP-1 in CHO-Zellen (Chinese hamster ovary)
unterdrickte die Tumorentstehung. Auch die Koinjektion von JE/MCP-1-exprimierenden
Zellen mit nicht JE/MCP-1-exprimierenden Zellen oder HelLa-Zellen im Tiermodell schitzte
vor der Tumorentstehung. Diese tumorsupprimierenden Effekte schienen von Wirtsfaktoren
abhangig zu sein, namlich von der monozytaren Infiltration und der Funktion der Monozyten/
Makrophagen in der unspezifischen Abwehr. Das JE/MCP-1 Protein kénnte méglicherweise
wichtig in der Tumortherapie sein (Rollins et Sunday 1991). Manome et al. immunisierten
Ratten mit Zellen des 9L gliosarcoma brain tumor Models, die das murine JE-Gen
exprimieren, dessen Genprodukt MCP-1 ist. Nachdem die Tiere intradermal mit Tumorzellen
des Wildtyps des beschriebenen Tumorzellmodels infiziert wurden, zeigten sich reduzierte
Tumorvolumina. MCP-1-exprimierende Zellen kdnnten somit im Sinne einer Tumorvakzine
eingesetzt werden (Manome et al. 1995). MCP-1 kdénnte demnach als Adjuvanz zur Kontrolle
der Monozyten eingesetzt werden, um korpereigene antitumorale Effekte zu verstarken.
Auch die posttranslationale Modifikation von MCP-1 scheint fur die Monozytenfunktion
entscheidend zu sein. Die chemotaktische Wirkung vieler Zytokine hangt von einer
Maodifikation des N-Terminus des Polypeptids ab. Durch die Glutaminyl-Cyclase erfolgt eine
solche Modifikation des N-Terminus von MCP-1, wodurch ein Pyroglutamatrest entsteht, der
MCP-1 vor der Degradation durch Aminopeptidasen schiitzt. Dieser Pyroglutamatrest
stabilisiert MCP-1, verbessert die Rezeptoraktivierung und die Signaltransduktion. Die
Monozytenaktivierung wird dadurch verstarkt. Durch die Blockade der Glutaminyl-Cyclase
wird auch die Monozyteninfiltration zum Ort der Inflammation inhibiert (Cynis et al. 2011). Die
beziglich der Koloniebildung supprimierenden Effekte des MCP-1 im 48-Well-Ansatz kbnnen
demnach mit einer vermehrten Aktivierung von Gewebsmakrophagen erklart werden, die zur

lokalen Tumorabwehr durch Phagozytose der neoplastischen Zellen beitrugen.

4316 Anti-MCP-1-Antikorper

In der vorliegenden Arbeit wurde keine signifikante Modulation der Koloniebildung durch den
Anti-MCP-1-Antikorper allein beobachtet. Aus den oben beschriebenen Erkenntnissen lasst
sich folglich ableiten, dass durch den Anti-MCP-1-Antikdrper die Aktivierung der Gewebs-
makrophagen inhibiert wurde und daher die Phagozytose der HNSCC-Zellen im Sinne der
Tumorabwehr unterblieb. Wurde der Anti-MCP-1-Antikérper jedoch mit den Zytostatika

kombiniert, verstarkte er die supprimierenden Effekte der Zytostatika auf die Koloniebildung.
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Durch Zugabe des Antikorpers wurde die Wirkung von Temsirolimus starker unterstitzt als
durch MCP-1. Die MCP-1-Blockade kénnte demnach genutzt werden, um die Wirkung der
Zytostatika zu verstarken. Auch Salcedo et al. beobachteten antitumordse Effekte eines
gegen MCP-1 gerichteten Antikdrpers. So reagierten immundefiziente Mause, die mit
humanen Brustkrebszellen inokuliert wurden, auf die Gabe eines Anti-MCP-1-Antikdrpers mit
inhibiertem Wachstum der Lungenmetastasen und folgend einem erhoéhten Uberleben
(Salcedo et al. 2000).

4.3.2 Zytokinexpression von HNSCC im 48-Well-Ansatz

4321 Cisplatin

Cisplatin senkte die Zytokinexpression in den Kulturiberstanden. Dies erklart sich aus den
zytotoxischen Effekten des Zytostatikums. Mit der Reduktion der Anzahl Zytokin-

produzierender Zellen sank demnach auch die Zytokinexpression im Kulturiiberstand.

4.3.2.2 Docetaxel

Entgegen den Beobachtungen der Vorversuche, in denen Docetaxel die Zytokinexpression
reduzierte, stimulierte Docetaxel die Zytokinproduktion im 48-Well-Ansatz. In den
Kulturiiberstanden wurden folglich erhéhte MCP-1-Konzentrationen quantifiziert. Eine Arbeit
von Qian et al. liefert eine mogliche Erklarung fir die Induktion der Zytokinexpression unter
Chemotherapie. Sie zeigten, dass unter Docetaxel die MCP-1-Expression von
Prostatakarzinom-Zelllinien in vitro ansteigt und diese erhdhte MCP-1-Expression die
neoplastischen Zellen vor der Zytotoxizitdt des Docetaxels schitzt. Daran seien die
Aktivierungen des MAPK/ERK-Signalwegs und des PI3K-AKT-Signalwegs beteiligt. Die
Inhibition des PI3K-Signalwegs (bzw. verminderte Aktivitat des CCR2-Signalings aufgrund
des durch den Anti-MCP-1-Antikdrper verminderten MCP-1) wirde sich demnach additiv auf
die Docetaxelwirkung auswirken. Die Induktion der MCP-1-Expression kénnte somit einen
Mechanismus der Resistenzentstehung gegeniber Docetaxel erklaren und kénnte durch die
Aktivierung von NFkB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells)
verursacht sein. Fir IL-6 und IL-8 wurden ebenso dosisabhdngige Zunahmen unter
Docetaxel beobachtet (Qian et al. 2009). Auch in den Kulturiiberstanden der 48-Well-
Ansatze wurden unter Docetaxel erhohte IL-6-Konzentrationen nachgewiesen. Eine
mdgliche Erklarung besteht in einer zufalligen Selektion gegenlber Docetaxel resistenter
Tumoren. Dies konnte auch die statistisch insignifikante Modulation der Koloniebildung unter
Docetaxel erklaren. Domingo-Domenech et al. zeigten, dass die IL-6-Expression von
Prostatakarzinomzellen nach Docetaxel-Zufuhr in vitro erhdéht wurde. Dies wurde auf die
Aktivierung des NFkB-Signalwegs zurtickgefiihrt (Domingo-Domenech et al. 2006). NFkB ist

ein Transkriptionsfaktor, der in der Genese solider Tumoren eine wichtige Rolle spielt (Karin
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2009) und die Expression proinflammatorischer Zytokine positiv reguliert. Durch die
Blockade dieses Signalwegs wurde die IL-6-Expression unter Docetaxel gesenkt und
vermehrt Zelltod beobachtet. Domingo-Domenech et al. schlussfolgerten daraus, dass der
NFkB/IL-6-Signalweg fiir die Resistenz gegentiber Docetaxel wichtig sei und die Blockade
dieses Signalwegs eine mdgliche therapeutische Option flr Prostatakarzinome darstellen
kann (Domingo-Domenech et al. 2006). Docetaxel erhdéhte auch die IL-8-Expression im 48-
Well-Ansatz. IL-8 ist ein proinflammatorisches Zytokin, dessen Transkription ebenfalls durch
NFkB reguliert wird (Wolf et al. 2001). Da Docetaxel den NFkB-Signalweg aktiviert
(Domingo-Domenech et al. 2006), sind die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bezlglich der

Steigerung der IL-8-Produktion der untersuchten HNSCC durch Docetaxel nachvollziehbar.

4323 Cilengitide

In den 48-Well-Ansatzen steigerte Cilengitide die Expression von MCP-1, IL-6 und IL-8 im
Kulturiiberstand signifikant. Die Expression der Zytokine korrelierte unter Cilengitide positiv
miteinander. Aus den stimulierenden Effekten auf die Koloniebildung lassen sich die
stimulierenden Effekte auf die Zytokinexpression unter Cilengitide erklaren. Die gesteigerte
Zytokinkonzentration der Kulturiberstande erklart sich vorrangig aus der erhéhten Anzahl

Zytokin-produzierender Zellen.

4.3.2.4 Temsirolimus

Entgegen den Beobachtungen der Vorversuche im 6-Well-Ansatz, in denen es unter
Temsirolimus zur Suppression der Zytokine kam, steigerte es im 48-Well-Ansatz die
Zytokinkonzentration im Kulturiiberstand. Auch hier kann eine zuféllige Selektion der
Tumoren vorgelegen haben, die gegeniiber Temsirolimus weniger chemosensibel waren.
Daraus wirde sich auch die insignifikante Koloniesuppression erklaren. Die Steigerung der
Zytokinexpression unter Temsirolimus koénnte als Reaktion der Tumorzellen auf einen

inflammatorischen Stimulus durch das Zytostatikum verstanden werden.

4.3.25 MCP-1

Unter MCP-1-Einfluss wurden positive Korrelationen zwischen der Koloniebildung und der
IL-6- und IL-8-Expression registriert. Die sinkende Zytokinexpression erklart sich daher aus
der sinkenden Anzahl Zytokin-produzierender Zellen. Durch die Zugabe von MCP-1 wurden
die IL-6- und IL-8-Konzentrationen der Kulturiiberstande bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle und unter Einfluss der Zytostatika gesenkt. In Kombination mit den Zytostatika
reduzierte MCP-1 die IL-6-Expression starker als der Antikdrper, der jedoch in der
unbehandelten Kontrolle, im Gegensatz zu MCP-1, IL-6 signifikant senken konnte. Durch

MCP-1 wurde IL-8 in den ausschlieRBlich MCP-1-stimulierten Kontrollen und in den

79



Diskussion

Kombinationen mit Cisplatin, Docetaxel und Cilengitide starker gesenkt als durch Zugabe
des Antikorpers. Die Wirkung von MCP-1 (CCL2) bzw. die durch Aktivierung von CCR2
ausgeloste Wirkung auf die Nettoproduktion von IL-8 ist in der Literatur bislang nicht im
Kontext von HNSCC zu finden und folglich nur unzureichend untersucht bzw. nur fir
tumorassoziierte Makrophagen mechanistisch geklart (Varney et al. 2002). In den Kulturen
der getesteten HNSCC wurden, abweichend der in der Literatur zu findenden stimulierenden
Effekte von MCP-1 auf IL-8, supprimierende Effekte des MCP-1 auf IL-8 gefunden.
Erklarungen konnen, neben abweichenden experimentellen Bedingungen, in der durch
HNSCC allgemein ausgelibten Immunsuppression liegen (Pries et Wollenberg 2006), die
durch MCP-1 different moduliert wird. Die in der Literatur beschriebene Dosis-kritische duale
Wirkung von MCP-1 (hohe Konzentrationen: Stimulation von tumoriziden Monozyten im
Tumor, niedrigere Konzentrationen dagegen vorrangige Stimulation der Angiogenese bei
verminderter Tumorizidie (Nesbit et al. 2001)) kdnnte wegen des uns unbekannten
Schwellenwertes eine Teilerklarung darstellen. Insofern steht die Frage, ob bei HNSCC mit
niedrigen MCP-1-Konzentrationen Uber Senkung der MCP-1-Wirkung am CCR2 eine

Unterdrtickung der Koloniebildung resultiert.

4.3.2.6 Anti-MCP-1-Antik6rper

Die MCP-1-Expression wurde durch den Anti-MCP-1-Antikorper gesenkt. Dieser Effekt war
erwartet und erwiinscht. Nach Zugabe des Anti-MCP-1-Antikorpers zeigte sich auch eine
Reduktion der IL-6-Expression: Bezogen auf die unbehandelte Kontrolle senkte dieser die
IL-6-Produktion signifikant. Dies entspricht den gemanR verflgbarer Literatur zu erwartenden
Verhéltnissen (Heimdal et al. 2001). Durch den Anti-MCP-1-Antikdrper wurde auch IL-8
reduziert und in den anderweitig unbehandelten Kontrollen signifikant reduziert. Es zeigte
sich, dass IL-8 unter Temsirolimus durch den Antikdrper starker inhibiert wurde als durch
MCP-1, jedoch ohne statistische Signifikanz. Dies erklart sich einerseits aus der Hemmung
von HIF-1a durch Temsirolimus Uber die mTOR-Blockade (Del Bufalo et al. 2006), wodurch
die HIF-1a getriggerte IL-8-Expression (Maxwell et al. 2007) inhibiert wird. Andererseits sollte
MCP-1 die IL-8-Produktion erhéhen. Daraus folgt offenbar, dass IL-8 und MCP-1 insgesamt
Zu einer nicht signifikanten Nettoantwort fihren, aber die gleichsinnige Inhibition von IL-8
durch Temsirolimus und fehlenden IL-8-Stimulus wegen des Anti-MCP-1-Antikdrpers zu
einer insgesamt verminderten IL-8-Produktion fuhrt. Wie schon fur die Koloniebildung
berichtet, wirken Anti-MCP-1-Antikdrper und Temsirolimus an unterschiedlichen Stellen des
mTOR-Signalwegs, wodurch sich verstdrkende Effekte entsprechend der unabhangigen
Wirkung beider Inhibitoren resultieren kénnen. Die positiven Korrelationen zwischen der
Koloniebildung und der IL-6- und IL-8-Expression unter Einfluss des Anti-MCP-1-Antikorpers

belegen auch hier einen potentiellen Vorteil in der Therapie von HNSCC zumindest ex vivo,

80



Diskussion

die in Zellzahlreduktion und sinkender Zytokinexpression besteht. Dabei ist die Frage zu
stellen, ob diese Effekte auch in vivo resultieren oder ggf. nur unter den gewahlten
experimentellen Bedingungen auftreten. In dieser Hinsicht ist anzumerken, dass gezeigt
wurde, dass die Modulation von IL-8 auch durch die kinstliche Matrix, insbesondere durch
Kollagen, Fibrinogen und Laminin, zumindest beeinflusst wird (Lukacs et al. 1995). Allerdings
wurde dieser experimentelle Einfluss in allen Ansatzen konstant gehalten. Die z. T.
diskrepanten Ergebnisse zur Wirkung von MCP-1 auf die IL-8-Produktion in den
Experimenten im 6-Well-Ansatz im Vergleich zum 48-Well-Ansatz kdnnen aber gerade
dadurch mitbestimmt sein. Schliel3lich wurden fir die Vorversuche im 6-Well-Ansatz
Zellkulturplatten verwendet, die mit humanem Fibrinogen beschichtet wurden, wahrend fir
den 48-Well-Ansatz Zellkulturplatten Verwendung fanden, die mit humanem Fibrinogen,
Kollagen und Laminin beschichtet waren. Weder fiir die Koloniebildung noch fiir die
Zytokinexpression zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der Effektivitat der
MCP-1-Stimulation bzw. dessen Blockade. Die insignifikante Reduktion der
Zytokinexpression zeigte sich auch in den Vorversuchen. In den 48-Well-Ansatzen ergaben
sich mit dem gréBeren Stichprobenumfang jedoch andere Muster bezliglich der Effektivitat
der Substanzen, was auch in der biologischen Heterogenitat der HNSCC begrindet ist. So
wurde in den Vorversuchen IL-6 im unbehandelten Kulturiberstand durch MCP-1 starker
supprimiert als durch den Antikdrper. In den 48-Well-Ansatzen senkte dagegen der
Antikérper IL-6 im unbehandelten Kulturiberstand starker als MCP-1. Auch Heimdal et al.
zeigten, dass durch die Zugabe eines Anti-MCP-1-Antikérpers die IL-6-Sekretion von
HNSCC-stimulierten Monozyten reduziert werden kann (Heimdal et al. 2001). Dabei stellt
sich die Frage, ob der eingesetzte Antikérper in der vorliegenden Arbeit die IL-6-Produktion
der Tumorzellen oder tumorassoziierter Monozyten/ Makrophagen reduzierte. Entgegen den
Vorversuchen, in denen IL-8 durch den Antikérper starker supprimiert wurde, wurde IL-8 in
den 48-Well-Anséatzen durch MCP-1 starker beeinflusst. Beide Substanzen reduzierten die
Zytokinexpression. Dies deutet darauf hin, dass andere Faktoren im Umfeld der Tumoren
eine entscheidende Rolle zu spielen scheinen. Durch MCP-1 werden tumorassoziierte
Makrophagen aktiviert, die Uber Phagozytose der Tumorzellen zur lokalen Tumorabwehr
beitragen. Die Reduktion der Tumorzellen erklart die Verminderung der Zytokinexpression.
Durch den Anti-MCP-1-Antikérper sollte die Makrophagenaktivierung gehemmt werden,
sodass daraus eine geringere tumorizide Wirksamkeit der Monozyten/ Makrophagen und
daher eine gesteigerte Zytokinexpression aufgrund der groRReren Anzahl verbliebener
Tumorzellen resultieren muisste. Tatsachlich ist entsprechend der vorliegenden Messwerte
das Gegenteil der Fall. Da auch der Antikorper die Zytokinexpression reduzierte, ist
anzunehmen, dass der Antikoérper die Zytokinexpression der Makrophagen inhibierte, die im

Mikromilieu des Tumors Uber die Produktion von Wachstumsfaktoren (z.B. IL-8 und VEGF)
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zur Tumorangiogenese und dem Tumorwachstum beitragen. Letztlich scheint die MCP-1-
Dosisabhangigkeit der Suszeptibilitit der tumorassoziierten Makrophagen Uber die
Effektivitat der MCP-1-Stimulation und -Blockade zu entscheiden. Da sowohl unter der
MCP-1-Stimulation als auch der -Blockade eine Suppression der Zytokinexpression
beobachtet wurde, missen auch externe Faktoren diskutiert werden, durch die die
Ergebnisse ggf. Uberlagert sein kdnnten, z.B. durch Proteine der extrazellularen Matrix. So
konnte die Beschichtung der Zellkulturplatten mit Kollagen, Laminin und humanem
Fibronektin (s.0.) Einfluss auf die Zytokinexpression genommen haben. Durch die Bindung
der Zellen an diese Proteine konnte eine Kontaktinhibition aufgetreten sein, die zu einer
Suppression der Zytokinexpression filhrte. Lukacs et al. zeigten, dass Monozyten nach
Inkubation mit Kollagen und Fibronektin weniger IL-8 und MCP-1 produzierten als nicht
prainkubierte Monozyten (Lukacs et al. 1995). Ware dies der Fall gewesen, hatten auch in
den unbehandelten Kontrollen Zytokinsuppressionen auftreten missen. Die behandelten
Kulturiiberstande unterschieden sich jedoch von den unbehandelten Kontrollen. Daher ist ein

Effekt der extrazellularen Matrix zwar denkbar, aber unwahrscheinlich.

4.3.3 Individuelle Betrachtung der Chemoreaktivitat der untersuchten Plattenepithel-
karzinome im 48-Well-Ansatz

Die individuelle Betrachtung der Testergebnisse der Chemoreaktivitdit auf Basis des
Koloniebildungsverhaltens (Tab. 25) zeigte Muster auf. Einige Tumoren reagierten
abweichend von denen fur die Gesamtheit ermittelten Verhaltnisse. Dies ist durch eine grol3e
biologische Heterogenitat der untersuchten HNSCC begriindet. Die individuelle pradiktive
Testung der Chemoreaktivitat ware daher erstrebenswert, um die Therapie individuell zu
optimieren und Nonresponder auf Chemotherapie bei mdglicher Resektabilitat einer

primaren chirurgischen Intervention zuzufiihren (Wichmann et Dietz 2011).

4.3.4 Bestimmung korrelierender Effekte in den Kombinationsexperimenten zur
Stimulation durch MCP-1 und Inhibition von MCP-1

In der Betrachtung korrelierender Effekte waren enge positive Korrelationen zwischen IL-6
und IL-8 zu beobachteten. Diese gleichsinnigen Verhdltnisse zeigten sich in allen getesteten
Situationen sowohl unter MCP-1, Anti-MCP-1-Antikdrper, Cisplatin, Docetaxel, Cilengitide,
als auch Temsirolimus. Die Expression dieser Zytokine scheint daher eng miteinander
vernetzt zu sein. Beide Zytokine sind proinflammatorische Zytokine, sodass es sinnvoll
erscheint, dass beide Zytokine auf inflammtorische Reize, in diesem Fall die Inkubation mit
den zu testenden Substanzen, gleichsinnig reagieren. Beide Zytokine stehen aber auch Uber
den NFkB in Verbindung. IL-8 induziert NFkB, einen Transkriptionsfaktor, der in Tumoren oft
Uberexprimiert ist (Manna et Ramesh 2005). NFkB wiederum induziert IL-6. IL-6 kann im

Rahmen eines inflammatorischen Geschehens lber zwei Wege induziert werden: Zum
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einem Uber einen NFkB-abhangigen Weg, zum anderen NFkB-unabhangig Uber die
Cyclooxygenase-2 (COX-2), Prostaglandin E2 (PGE2) und den Transforming growth factor
beta (TGFB) (Tawara et al. 2011). IL-8 wird aber auch selbst durch die Aktivierung von NFkB
induziert. HNSCC exprimieren autonom IL-1a, das wiederum NFkB aktiviert, wodurch die
Expression proangiogener Zytokine wie IL-8 gesteigert wird (Wolf et al. 2001). Uber diese
Querverbindungen lassen sich die positiven Korrelationen zwischen IL-6 und IL-8 erklaren.
Unter Docetaxel wurde eine positive Korrelation zwischen IL-6 und MCP-1 beobachtet. Die
erhohte IL-6-Expression kann durch die von Domingo-Domenech et al. beschriebene IL-6-
Induktion durch Docetaxel Uber Aktivierung des NFkB bedingt sein. IL-6 kann wiederum die

MCP-1-Expression induzieren (McLoughlin et al. 2004).

4.3.5 Betrachtung der Interaktionsmechanismen in den Kombinationsexperimenten
zur Stimulation durch MCP-1 und Inhibition von MCP-1

Sowohl MCP-1 als auch der Anti-MCP-1-Antikdrper trugen additiv zur Cisplatinwirkung bei.
Diese additiven Effekte ergeben sich aus den gleichsinnigen Effekten der Substanzen.
Cisplatin, MCP-1 und der Anti-MCP-1-Antikdrper senkten sowohl die Koloniebildung, als
auch die Zytokinexpression (unter MCP-1 werden nur IL-6 und IL-8 betrachtet). Daraus
ergibt sich, dass sowohl MCP-1 als auch der Anti-MCP-1-Antikdrper als verstarkendes
Adjuvanz zu Cisplatin hinzugegeben werden kénnten. In der individuellen Betrachtung der
Interaktionsmechanismen zeigte sich jedoch fir einige HNSCC, dass neben additiven
Wirkungen auch Antagonismus resultieren kann. Daher sollte vorher individuell getestet
werden, ob der Tumor starker von einer MCP-1-Stimulation oder einer -Blockade profitiert.
Durch die Zugabe des Anti-MCP-1-Antikoérpers oder MCP-1 zu Docetaxel wurden bezuglich
der Beeinflussung der Koloniebildung synergistisch suppressive Effekte beobachtet. Auch
unter Docetaxel konnten sowohl MCP-1 als auch der Anti-MCP-1-Antikdrper als
verstarkendes Adjuvanz bezuglich der Koloniesuppression eingesetzt werden. Hinsichtlich
der Zytokinexpression wurden nach Zugabe von MCP-1 und dem Anti-MCP-1-Antikbrper
dagegen antagonistische Effekte beobachtet, da Docetaxel zu einer Zytokinproduktions-
steigerung fuhrte, wahrend MCP-1 und der Antikorper die Zytokinexpression senkten.
Unter Cilengitide zeigten sich fur die Koloniebildung und die Zytokinexpression
antagonistische Effekte nach Zugabe von MCP-1 und dem Anti-MCP-1-Antikdrper. Dies ist
auf die stimulierende Wirkung von Cilengitide und der hemmenden Wirkung von MCP-1 und
dem Anti-MCP-1-Antikorper zurtickzufihren.
Unter Temsirolimus und dem Anti-MCP-1-Antikbrper wurden synergistische Effekte
beziglich der Reduktion der Koloniebildung beobachtet, wahrend MCP-1 antagonistisch
wirkte. Temsirolimus und der Anti-MCP-1-Antikorper kénnen synergistisch wirken, da beide
am PI3K-AKT-Signhalweg angreifen. Durch MCP-1 wird die PI3K aktiviert, durch den
Antikorper fallt deren Aktivierung Uber MCP-1 und die Signaltransduktion tiber CCR2 jedoch
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aus. Der mTOR-Signalweg, der von Temsirolimus inhibiert wird, liegt wiederum downstream
des PI3K-AKT-Signalwegs. Daraus leiten sich einerseits die antagonistischen Effekte von
MCP-1 ab, da MCP-1 die PI3K aktiviert und diese mTOR stimuliert, das wiederum durch
Temsirolimus gehemmt werden soll. Andererseits wird die Aktivierung der PI3K durch den
Anti-MCP-1-Antikérper verhindert, sodass auch mTOR keine Induktion erfahrt. Somit
inhibieren Temsirolimus und der Anti-MCP-1-Antikdrper die Signalwege an zwei
unterschiedlichen Punkten, woraus sich synergistische Effekte ergeben konnen, die in der
vorliegenden Arbeit auch gezeigt werden konnten. Fir die Zytokinexpression wurde unter
beiden Proteinen in Kombination mit Temsirolimus ein Antagonismus beschrieben. Dies
erklart sich aus den Zytokin-stimulierenden Effekten von Temsirolimus und den Zytokin
senkenden Effekten von MCP-1 und dessen Antikorper.

MCP-1 und der Anti-MCP-1-Antikérper kénnten somit als Adjuvanz eingesetzt werden, um
zusatzliche Effekte in Kombination zur Chemotherapie zu erzielen. Die individuelle
Betrachtung der Interaktionsmechanismen zeigte jedoch, dass die Tumoren nicht einheitlich,
sondern sehr heterogen auf die MCP-1-Stimulation oder -Blockade reagierten. Daher sollte
eine individuelle Testung der Tumoren erfolgen. Es ist anzunehmen, dass es weitere
Faktoren gibt, von denen abhéngt, wie der Tumor auf die MCP-1-Stimulation bzw. —Blockade
reagiert. In diesem Zusammenhang kdnnten tumorassoziierte Makrophagen, die von MCP-1

stimuliert werden, eine entscheidende Rolle spielen.

4.4  MCP-1, IL-6, IL-8 und VEGF als mdgliche Biomarker in HNSCC

In dieser Arbeit konnte herausgearbeitet werden, dass sich Zytokine als Biomarker fur
Malignitat in Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region eignen kénnten. Dabei ist der
Wert dieser Zytokine als Biomarker in Patientenseren am ehesten als Verlaufsparameter der
Tumorerkrankung zu sehen. So kénnten sie in standardisierten Verlaufsanalysen wertvolle
Hinweise fur immunmodulatorische Effekte bieten. In der vorliegenden Arbeit erwies sich
besonders VEGF als Serummarker flir Fernmetastasierung der untersuchten Tumoren. Aber
auch ein Anstieg der Serumkonzentrationen von MCP-1 und IL-8 gingen mit dem Progress
der Tumorerkrankung einher, wahrend erhdhte IL-6-Serumkonzentrationen zumindest
zunehmende Tumorgrof3e reprasentierten. Die mogliche Eignung von MCP-1 als Biomarker
wurde an anderer Stelle bereits von der Autorin der vorliegenden Arbeit diskutiert (Kérner et
al. 2012). Auch auf genomischer Ebene scheint sich MCP-1 als Biomarker zu eignen. Chen
et al. z.B. berichteten Uber einen genetischen Polymorphismus des MCP-1-Rezeptors
CCR2-64l, der mit einer erhéhten Suszeptibilitdit gegenliber oralen Tumoren assoziiert sei
(Chen et al. 2011). Bektas-Kayhan et al. zeigten, dass das G-Allel fir MCP-1 und der CCR2
641 haufiger bei Patienten mit oralen Plattenepithelkarzinomen vorkommen als bei gesunden

Probanden. Sie schlussfolgerten daraus, dass diese genetischen Veranderungen von MCP-1
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und CCR2 Risikofaktoren fir die Entstehung oraler Plattenepithelkarzinome sein kdnnten
und demnach auch als mdgliche Biomarker fir die Diagnose dieser Tumoren geeignet seien
(Bektas-Kayhan et al. 2012). Lu et al. diskutieren MCP-1 sowohl als prognostischen
Biomarker als auch als einen Serummarker flir Metastasierung. Sie beobachteten, dass
Patienten mit Nasopharynxkarzinomen und hoher MCP-1-Serumkonzentration eine
schlechtere 5-Jahresuberlebensrate und ein schlechteres 5-Jahres-metastasenfreies-
Uberleben aufwiesen als Patienten mit niedriger MCP-1-Serumkonzentration (Lu et al. 2011).
Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigten, zumindest im statistischen Trend, eine
Korrelation von hohen MCP-1-Serumkonzentrationen mit fortgeschrittenen Tumorstadien.
VEGF wird ebenfalls als prognostischer Marker diskutiert. Eine Uberexpression von VEGF in
HNSCC scheint mit erhohter Lymphknotenmetastasierung und einem schlechteren
Gesamtiberleben der Patienten assoziiert zu sein. In einer Metaanalyse von Kyzas et al. zu
immunhistochemisch detektiertem VEGF in HNSCC zeigt sich hierzu jedoch eine sehr
heterogene Studienlage, die VEGF einerseits mit schlechterer, andererseits aber auch mit
besserer Prognose assoziiert (Kyzas et al. 2005). Allen et al. demonstrierten, dass Patienten
mit fortgeschrittenen Oropharynxkarzinomen und erhéhten VEGF-Serumkonzentrationen vor
Therapiebeginn mit Chemotherapie und Radiatio eine langere Uberlebenszeit aufweisen als
Patienten mit niedrigeren VEGF-Serumlevels (Allen et al. 2007). Baumann et al. berichteten
dagegen von erhthten VEGF-Serumkonzentrationen, die grenzwertig mit einer schlechteren
Prognose bei Patienten mit rezidivierenden oder metastasierten, platinrefraktdren HNSCC
assoziiert sind (Bauman et al. 2013). Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten
darauf hin, dass VEGF als Marker fur das Metastasierungspotential von HNSCC genutzt
werden koénnte, da Patienten fernmetastasierter Tumoren signifikant hohere VEGF-
Serumkonzentrationen aufwiesen, als Patienten nicht fernmetastasierter Tumoren. Weiterhin
wurde der stadienabhangige signifikante Anstieg der VEGF-Konzentrationen in
Patientenseren gezeigt, sodass die VEGF-Konzentration in Patientenseren auch als
klinischer Verlaufsparameter fuir HNSCC genutzt werden kénnte. Die Eignung von VEGF als
ein klinischer Verlaufsparameter wurde auch von Riedel et al. gezeigt, die nachwiesen, dass
HNSCC-Patienten hdhere VEGF-Serumkonzentrationen aufweisen als gesunde
Kontrollprobanden (Riedel et al. 2000).

Seit langerem werden IL-6 und IL-8 als Biomarker fur solide Tumoren diskutiert. Beide seien
im Patientenserum im longitudinalen Verlauf der Tumorerkrankung als Biomarker sowohl fr
das Therapieansprechen als auch fiir das Uberleben von Patienten mit fortgeschrittenen
Oropharynxkarzinomen geeignet (Allen et al. 2007). Entsprechend den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit kénnten IL-6 und IL-8 als Serummarker fortgeschrittener HNSCC
eingesetzt werden, da Patientenseren von Tumoren groBeren Volumens bzw.

fortgeschrittener Invasivitdt (T4a) mehr IL-6 enthielten als die der Tumoren niedrigeren
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Volumens bzw. geringerer Invasivitat (T3). Auch IL-8 stieg, wenn auch insignifikant, in
Patientenseren stadienabhangig an. Auch innerhalb einer gréReren Kohorte konnte in
Arbeiten der eigenen Arbeitsgruppe im statistischen Trend stadienabhdngig erhdhte

Konzentrationen sowohl von IL-6 als auch von IL-8 gezeigt werden (Kdrner et al. 2011).

4.5 Die untersuchten Zytokine als mogliche Angriffspunkte neuer Therapien

Um die Therapie der Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region zu optimieren, bedarf es
der Detektion neuer Therapieziele. Ein Angriffspunkt neuer Therapien im Sinne der targeted
therapy ist z.B. die Blockade des EGFR (epidermal growth factor receptor) durch den
monoklonalen Antikorper Cetuximab. Die EXTREME-Studie konnte zeigen, dass die
zielgerichtete Therapie Uber die EGFR-Blockade durch Cetuximab das Ansprechen auf
Chemotherapie und das Gesamtiberleben verbessert, wenn Cetuximab zu Cisplatin und
5-Fluorurazil hinzugefigt wird (Vermorken et al. 2008). Inwiefern sich die untersuchten

Zytokine als Angriffspunkte neuer Therapien eignen, muss an dieser Stelle diskutiert werden.

451 MCP-1

Nachdem die verfiigbare Literatur tber MCP-1 den Eindruck vermittelt, dass MCP-1 aktiv
zum Progress von HNSCC beitragt (Ji et al. 2014), deuten die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit dagegen auf eine starkere Suppression der Koloniebildung von HNSCC unter dem
Einfluss von MCP-1 als unter dem Einfluss eines Anti-MCP-1-Antikérpers hin. Letztlich
scheint MCP-1 eine Dosis-kritische duale Wirkung aufzuweisen. Sowohl Nesbit et al. als
auch Ji et al. beobachteten tumorstimulierende Effekte niedriger MCP-1-Konzentrationen
und tumorprotektive Effekte hoher MCP-1-Konzentrationen (Nesbit et al. 2001, Ji et al.
2014). Diese Beobachtungen lassen sich durch die Wirkung des MCP-1 auf tumorassoziierte
Makrophagen erklaren, die sowohl zur lokalen Tumorabwehr beitragen kdnnen als auch das
Tumorwachstum durch die Initierung der Angiogenese fordern kénnen. Der Einfluss der
Makrophageninvasion auf das Tumorwachstum scheint eine Balance zwischen
wachstumsfordernden und —hemmenden Faktoren zu sein. So kénnen Makrophagen z.B.
durch die Produktion von Wachstumsfaktoren wie VEGF und IL-8 das Tumorwachstum und
die Angiogenese fordern. Das von Tumorzellen produzierte MCP-1 spielt dabei eine
entscheidende Rolle: Tumoren kénnen durch MCP-1 demnach Monozyten/ Makrophagen
chemotaktisch anlocken, damit diese aktiv zum Tumorwachstum beitragen. MCP-1 ist somit
ein kritischer Faktor, der die Makrophagenbalance im Tumor steuert. Andererseits wirkt es
tumorprotektiv, da es Monozyten/ Makrophagen als unspezifische Abwehr aktiviert. Diese
wirken zytostatisch oder zytotoxisch auf Tumorzellen, indem sie Tumorzellen Uber TNF-a
und dessen Wirkung am TNF-Rezeptor-Komplex attackieren und abtdéten sowie

abgestorbene Tumorzellen bzw. Detritus phagozytieren und (ber die Produktion von
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Zytokinen, darunter IL-1 und IL-6, weitere Immunzellen wie z.B. Monozyten, Naturliche
Killerzellen und T-Lymphozyten fur die lokale Abwehrreaktion aktivieren (Kirchner et al.
1994). Nesbit et al. zeigten, dass die Monozytenaktivierung abhangig vom Level der MCP-1-
Sekretion der Tumorzellen ist. Niedrige MCP-1-Konzentrationen fihrten im Mausmodell zum
Tumorwachstum von Melanomzellen, da von MCP-1 angelockte Monozyten/ Makrophagen
angiogene Faktoren produzierten, die Uber die gesteigerte Angiogenese das
Tumorwachstum foérderten. Unter hohen MCP-1-Konzentrationen dagegen wurden massiv
Monozyten rekrutiert, die den Tumor destruierten (Nesbit et al. 2001). Ji et al. registrierten
bei MCP-1-Konzentrationen von 50 ng/ml die hdchste Zytotoxizitat in HNSCC (Ji et al. 2014).
Heimdal et al. stellten fest, dass Monozyten, die mit HNSCC-Fragmenten kokultivert wurden,
mehr MCP-1 produzierten als nicht kokultivierte Monozyten. Das von HNSCC produzierte
MCP-1 entstamme tumorassoziierten Makrophagen (Heimdal et al. 2001). Aus diesen
Erkenntnissen lasst sich die Vermutung formulieren, dass Tumoren ihr Wachstum Uber die
Aktivierung tumorassoziierter Makrophagen stimulieren und die MCP-1-Produktion eine
parakrine Verstarkung erfahrt. Dafiir spricht, dass MCP-1 sowohl in Tumorzellen, als auch in
Stromazellen nachgewiesen werden konnte. In diesem Zusammenhang sind MCP-1 und
VEGF in der Tumorangiogenese stark vernetzt, da MCP-1 tumorassoziierte Makrophagen
anlockt, die VEGF als proangiogenen Faktor produzieren (Ueno et al. 2000). Auch fur
Prostatakarzinom-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass MCP-1 die VEGF-Produktion in
diesen Zelllinien in vitro stimuliert und somit zur Tumorangiogenese beitragt (Li et al. 2009).
MCP-1 soll aber auch direkt auf die Angiogenese wirken, da es chemotaktisch auf
Endothelzellen wirkt, die den MCP-1-Rezeptor CCR2 exprimieren. Salcedo et al. zeigten in
vivo, dass MCP-1 direkt die Entstehung neuer Blutgefale induziert (Salcedo et al. 2000).
Auch die Metastasierung soll MCP-1-abhangig sein: Wolf et al. untersuchten die MCP-1-
Expression von Kolonkarzinomen im UICC-Stadium IV und stellten fest, dass eine erhéhte
MCP-1-Expression in den Tumorzellen mit dem Metastasierungspotential dieser Tumoren
korreliert. Von Tumorzellen produziertes MCP-1 kontrolliere die GefaBpermeabilitat, die
Extravasation der Tumorzellen und somit die Metastasierung. Die Extravasation wird dabei
Uber den CCR2 am GefaRendothel gesteuert. Durch die Aktivierung des JAK2-Stat5- und
p38MAPK-Signalwegs Uber den CCR2 wird die erhdhte GefaRpermeabilitét induziert. Eine
CCR2-Defizienz schiitze bei Kolonkarzinomen demnach vor der Extravasation der
Tumorzellen und somit vor Metastasierung. Die Blockade des CCR2 und des JAK2-Stat5-
und p38MAPK-Signalwegs kénnten potenzielle therapeutische Ziele sein, um eine MCP-1-
vermittelte Metastasierung zu verhindern (Wolf et al. 2012). Auch Knochenmetastasen
werden als Fernmetastasen durch MCP-1 beglnstigt, da es die Differenzierung
osteoklastischer Vorlauferzellen zu Osteoklasten stimuliert, wodurch die Knochenresorption

gefordert wird (Li et al. 2009). Zudem férdere MCP-1 die Differenzierung mononuklearer
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Zellen des Knochenmarks zu osteoklastartigen Zellen (Lu et al. 2007). Lu et al. berichteten
Uber Patienten mit Nasopharynxkarzinomen, die unter erhohten MCP-1-Serumkonzen-
trationen haufiger Knochenmetastasen aufwiesen als Patienten mit niedrigeren MCP-1-
Serumkonzentrationen. lhre Beobachtungen deuteten darauf hin, dass gegen MCP-1
gerichtete Therapien vor Knochenmetastasen schiitzen kénnten (Lu et al. 2011). Auch die
Beobachtungen von Li et al. belegen, dass eine MCP-1-Blockade ein erfolgversprechendes
Ziel in der Therapie von Knochenmetastasen von Prostatakarzinomen sein kann. Im
Mausmodell wurde gezeigt, dass ein Anti-MCP-1-Antikbrper die Tumorgrenzen der
Knochenmetastasen signifikant schrumpfen lasst und auch die Knochendestruktion durch die
Inhibition der Osteoklastenaktivitat reduziert wird (Li et al. 2009). Letztlich scheinen mehrere
Chemokine kritisch fiir die Genese von Knochenmetastasen zu sein. So spielt auch IL-8 eine
entscheidende Rolle in der tumorinduzierten Osteoklastogenese metastasierter
Prostatakarzinome. Durch neutralisierende Antikorper gegen IL-8 konne z.B. die
Knochenresorption in Knochenmetastasen von Prostatakarzinomen reduziert werden. Auch
IL-8 konnte somit ein neuer Angriffspunkt der Therapie von Knochenmetastasen
metastasierter Prostatakarzinome sein (Lu et al. 2007). Neben der Aktivierung
tumorinfiltrierender Zellpopulationen muss MCP-1 auch als Stimulans entarteter Zellen mit
Stammzell-Eigenschaften diskutiert werden. Schlie3lich wurde nachgewiesen, dass MCP-1
die Pluripotenz von Stammzellen im Sinne eines Wachstumsfaktors verstarken kann
(Hasegawa et al. 2014).

Arbeiten von Rollins et Sunday und Manome et al. deuten dagegen darauf hin, dass MCP-1
selbst antitumordse Eigenschaften besitzt (Rollins et Sunday 1991, Manome et al. 1995). Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen ebenfalls die nicht einheitlich negative Wirkung
von hohen MCP-1-Konzentrationen bzw. einen Vorteil durch Verminderung freien MCP-1
Uber einen MCP-1 depletierenden Antikdrper, sondern in der Mehrzahl der Falle sogar eine
starkere Verminderung der Koloniebildungsfahigkeit von HNSCC unter Zugabe von MCP-1.
Weiterfihrende Untersuchungen zur Korrelation von MCP-1, CCR2 sowie anderen Liganden
des CCR2 wie MCP-2, -3 und -4 im Kontext mit der Immunphéanotypisierung der im Tumor

prasenten Immunzellen sowie der Tumoren selbst erscheinen daher erforderlich.

45.2 VEGF

Die Daten der vorliegenden Arbeit belegen die stadienabhangig signifikant zunehmende
Konzentration von VEGF in Seren der HNSCC-Patienten. Eine Korrelation zwischen
Ansprechen der Therapie und verminderten VEGF-Konzentrationen in Kulturiiberstanden
wurde z.B. unter Temsirolimus demonstriert. Die Blockade von VEGF, sei es auch auf
indirektem Wege upstream des Signaltransduktionsweges, scheint somit antitumorale

Effekte aufzuweisen. Allerdings kommt dabei den agierenden Zellpopulationen eine zentrale
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Rolle zu, denn Endothelzellen und Monozyten bzw. Makrophagen scheinen in Antwort auf
MCP-1 zum Teil gegenlaufige Einflisse auf den Tumor zu nehmen. Auch Strauld et al.
betonen die Schlisselrolle tumorassoziierter Makrophagen in HNSCC. Durch MCP-1 werde
die Makrophageninvasion in den Tumor stimuliert. Die angelockten Makrophagen wirden
ihrerseits durch die Produktion von VEGF zur Tumorangiogenese beitragen. Die
Makrophageninvasion in den Tumor scheint also nicht eine defensive Tumorbarriere zu sein,
sondern sie scheint den Tumor durch die Produktion von VEGF in Stroma und Tumorzellen
aktiv zu unterstitzen. Die Blockade der Makrophageninfiltration in den Tumor durch
Retinsdure konnte ein mdoglicher Therapieansatz sein, um die Induktion der lokalen
Immunsuppression durch mangelnde Ausreifung dendritischer Zellen und die Angiogenese
durch den Tumor zu inhibieren (Strauss et al. 2005). Als Produzenten von VEGF kommen
aber neben Monozyten/ Makrophagen insbesondere auch Epithelzellen selbst in Frage. Die
VEGF-Produktion durch letztere lasst sich durch Unterdrickung der EGFR-
Signaltransduktion hemmen. Eine direkte VEGF-Blockade zur Hemmung der
Tumorangiogenese koénnte aber ein ebenso viel versprechender Therapieansatz bei
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region sein. Fujita et al. untersuchten die Wirkung
von Bevacizumab, einem monoklonalen Antikdrper gegen VEGF, auf HNSCC. In vitro schien
Bevacizumab keine antiproliferative Wirkung gegen HNSCC-Zelllinien zu haben. Dies ist
jedoch nicht weiter verwunderlich, da in 2D-Zellkulturen die Diffusionsstrecken ausreichend
sind, um die fur die Proliferation erforderliche Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff
sicherzustellen, sodass solche In-vitro-Modelle mit ausschlie3lich Karzinomzellen ungeeignet
sind, diese Frage zu beantworten. Antitumorale Effekte wurden dafir in HNSCC-
Xenotransplantaten in  Mausen beobachtet. Bevacizumab konnte zudem die
antineoplastische Wirkung von Paclitaxel erhéhen. Unter Bevacizumab sank die Dichte der
Blutgefal3e der Tumoren und der apoptotische Index stieg (Fujita et al. 2007). Welche Effekte
Bevacizumab im klinischen Umfeld hat, wird seit 2008 in der multizentrischen Phase Il
ECOG E1305 Studie untersucht. Dabei werden die Effekte der platinbasierten
Standardtherapie allein mit der Kombination von Bevacizumab und der platinbasierten
Standardtherapie in HNSCC verglichen (ECOG-ACRIN cancer research group 2013).
Bisherige klinische Ergebnisse zu Bevacizumab bei Kopf-Hals-Tumoren blieben allerdings

hinter den in sie gesetzten Erwartungen zuriick.

453 IL-6

Es wurde bereits erwahnt, dass Chemokine eine wesentliche Rolle in der Genese von
Metastasen spielen. Auch IL-6 ist in diesem Zusammenhang von Interesse und ist daher in
seiner Wirkung auch als Chemokin zu diskutieren. Zudem reguliert IL-6 die Expression von

Chemokinen und insbesondere auch die MCP-1-Expression (McLoughlin et al. 2004).
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Gallo et al. zeigten, dass IL-6 die Migration verschiedener Brustkrebszelllinien férdert und
somit chemotaktische Eigenschaften aufweist. Dafur entscheidende
Signaltransduktionswege sind die Aktivierungen von STAT3 und AKT (Gallo et al. 2012).
Dies sind zudem oft Uberexprimierte Signaltransduktionswege in der Genese von
Knochenmetastasen. IL-6 aktiviert Uber eine Januskinase STAT3, wodurch die Expression
von RANKL (Receptor Activator of NF-kB Ligand) gesteigert wird. RANKL ist wesentlich an
der Differenzierung von osteoklastaren Vorstufen beteiligt. Durch die Uberexpression von
IL-6 in Knochenmetastasen kommt es zu einer Dysregulation der Osteoklasten, wodurch
eine vermehrte Knochendestruktion folgt. Fir das IL-6 getriggerte Tumorwachstum sind
folgende Signalwege wichtig: Uber die IL-6R-Komplex-getriggerte Transaktivierung von
Januskinasen wird der MAPKinase-Signalweg aktiviert, wodurch eine gesteigerte
Proliferation, Mitose und Zellwachstum folgen. Uber die Aktivierung des PI3K-AKT-
Signalwegs resultieren Antiapoptose und daher Zelliberleben (Tawara et al. 2011). Zum
Zeitpunkt der Literaturrecherche lagen bei Pubmed keine Verdffentlichungen vor, die die
IL-6-Blockade in HNSCC untersuchten. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen
jedoch, dass die IL-6-Produktion von HNSCC unter Stimulation durch MCP-1, der MCP-1-
Inhibition durch einen Anti-MCP-1-Antikdrper und durch Zytostatika different moduliert wird,
was sich auch in der differenten Fahigkeit zur Koloniebildung unter den verschiedenen
Substanzen widerspiegelt. Fir andere Tumorentitdten wird eine IL-6-Blockade jedoch als
Therapieansatz diskutiert. Sansone et al. berichten in einer Ubersichtsarbeit (iber erste
Studien zur IL-6-Blockade bei Prostatakarzinomen und in der Hamatoonkologie. Auch die
Blockade des von IL-6 angesteuerten JAK-STAT3-Signalwegs wird diskutiert (Sansone et
Bromberg 2012). STAT3 liegt downstream des EGFR und induziert die Expression vieler
Gene, die in HNSCC oft Uberexprimiert sind, wie z.B. Bcl-XL, einem Mediator der
Antiapoptose. Boehm et al. konnten an HNSCC-Zelllinien zeigen, dass die Inhibition von
STAT3 die antitumordsen Effekte von Erlotinib als EGRF-spezifischen Tyrosinkinase-
Inhibitor in vitro und in vivo verstarkte. Die kombinierte STAT3- und Bcl-XL-Blockade sowie
die Triple-Kombination mit Erlotinib fuhrten zu einer reduzierten Tumorzellproliferation. Eine
STAT3-Blockade in HNSCC kann somit zu vermindertem Tumorwachstum und auch zu
synergistischen Effekten gegentiber anderen Therapien fiihren (Boehm et al. 2008). Zudem
gibt es Hinweise, dass STAT3 direkt die VEGF-Expression HNSCC moduliert, wodurch die
Tumorangiogenese angestol3en wird (Masuda et al. 2006). Eine STAT3-Blockade erscheint
somit auch im Sinne der Antiangiogenese sinnvoll. Auch Nagasaki et al. beschrieben
antiangiogene Effekte durch eine IL-6-Blockade in Kolonkarzinomen. Durch stromale
Fibroblasten erfolge IL-6-getriggert die VEGF-Produktion der Fibroblasten, wodurch die
Angiogenese von Kolonkarzinomen unterstitzt werde. Durch die Blockade der IL-6-

Produktion stromaler Fibroblasten durch einen IL-6-Antikdrper wurden schlie3lich
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antitumorgse Effekte beobachtet (Nagasaki et al. 2014). IL-6 scheint somit neben MCP-1
und IL-8 als Angiogenese-Stimulus in Malignomen eine grof3e Bedeutung zu haben und ist

daher ein interessantes Ziel zukinftiger Therapien.

454 IL-8

Viele in vitro durchgefihrte Untersuchungen bestatigten die unterstiitzenden Eigenschaften
des IL-8 bezuglich Tumorwachstums, Metastasierung und Tumorangiogenese. Varney et al.
zeigten, dass mit MCP-1 stimulierte Monozyten mit einer erhdhten IL-8-Produktion als
Angiogenese fordernden Faktor reagierten. Dementsprechend kann IL-8 auch in der von
tumorassoziierten Makrophagen induzierten Tumorangiogenese eine entscheidende Rolle
spielen (Varney et al. 2002). IL-8 kann auch als autokriner und/ oder parakriner
Wachstumsfaktor auf Tumorzellen wirken. Zhu et al. zeigten, dass IL-8 die Proliferation von
Lungenkrebszelllinien stimuliert und ein Anti-IL-8-Antikbrper deren Proliferation abschwacht.
Das mitogene Potential von IL-8 wird dabei berwiegend tiber den CXCR1 vermittelt, dessen
Blockade ebenfalls antiproliferativ wirkt (Zhu et al. 2004). Huang et al. beobachteten im
Mausmodell ein vermindertes Tumorwachstum, eine geringere Metastasierung und eine
Inhibition der Angiogenese von humanen Melanomzellen, nachdem die Tiere mit einem
humanen Anti-IL-8-Antikdrper therapiert wurden (Huang et al. 2002).

Zum Zeitpunkt der Literaturrecherche lagen bei Pubmed keine Daten vor, inwiefern eine IL-8-
Blockade in HNSCC antitumords wirkt. Analog zur IL-6-Produktion unter den getesteten
Situationen wurde in der vorliegenden Arbeit auch die IL-8-Produktion von HNSCC ex vivo

different moduliert.

4.6 AbschlieBende Betrachtungen

Auf der Suche nach optimierten Therapien und neuen Angriffspunkten in der Therapie von
HNSCC ist es wichtig, Verlaufsparameter zu detektieren und die heterogene Biologie der
Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region besser zu verstehen. Die Beobachtungen
dieser Arbeit bestéatigen die Aussage, dass HNSCC untereinander sehr heterogen sind.
Dieses heterogene Verhalten zeigte sich sowohl in der Zytokinexpression in Patientenseren
und Kulturiiberstanden als auch in der Koloniebildung. Ein experimentelles Ex-vivo-Modell
zur individuellen Testung der Chemoreaktivitat eines Tumors besteht in der Chemoresponse-
Testung durch den FLAVINO-Assay. Jedoch ergibt sich gerade aus der Ex-vivo-Testung,
insbesondere der wirtsfernen Extraktion der Tumorzellkolonien, das Problem der
Ubertragbarkeit der Ex-vivo-Ergebnisse auf In-vivo-Verhaltnisse. Umso wichtiger ist es, das
Mikromilieu des Tumors zu erforschen. In diesem Mikromilieu tragen Zytokine dazu bei, die
lokale Funktion von Immunzellen und des Gewebes insgesamt zu regulieren und zu

orchestrieren (Mann et al. 1992). Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, wie eng MCP-1,
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IL-6, IL-8 und VEGF miteinander vernetzt sind: Die Konzentrationen von IL-6, IL-8 und VEGF
korrelieren in Seren von HNSCC-Patienten signifikant und sind signifikant hoher als bei
gesunden Probanden. Diese Zytokine sind aufgrund ihrer proinflammatorischen, angiogenen
und immunregulatorischen Eigenschaften im Tumorumfeld als wesentlich zur Tumorigenese
beitragend zu betrachten (Chen et al. 1999). Auch MCP-1 scheint als Chemoattraktor flr
tumorassoziierte Makrophagen ein erfolgversprechendes neues Therapieziel zu sein. Im
Tumor nimmt die von MCP-1 gesteuerte Makrophagenbalance eine zentrale Rolle ein, da
tumorassoziierte Makrophagen sowohl VEGF, als auch IL-8 als angiogene Faktoren
produzieren kénnen. Dabei ist jedoch individuell zu klaren, ob die Stimulation durch MCP-1
oder die MCP-1-Blockade in der Therapie von HNSCC effektiver ist. Schlie3lich belegt die
Literatur zwar das Metastasierungs-fordernde Potential  von MCP-1, die
Beobachtungsergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass insgesamt die Stimulation durch
MCP-1 wesentlich starker zur Reduktion der Koloniebildung beitrug, als es eine Blockade
desselben vermochte. Auch in der vorliegenden Literatur finden sich unterschiedliche
Ansichten bezuglich der antitumorésen Wirkung des MCP-1 (Rollins et Sunday 1991) und
dessen tumorstimulierenden Effekten (Nesbit et al. 2001). Nesbit et al. erklaren dies mit einer
konzentrationsabhangigen Wirkung des MCP-1. Wahrend niedrige MCP-1-Level die
Tumorformation unterstiitzen und daraus nur eine moderate Monozytenaktivierung resultiert,
bewirken hohe MCP-1-Konzentrationen eine massive Monozytenrekrutierung, die zur
Destruktion der Tumors fihrt (Nesbit et al. 2001). Diese Dosis-kritische duale Wirkung wurde
auch in HNSCC beobachtet (Ji et al. 2014). Aber nicht nur die MCP-1-Konzentration scheint
Uber die Monozytenrekrutierung zu entscheiden, sondern auch die Struktur. Durch
posttranslationale Modifikation kann die Degradation von MCP-1 gehemmt werden und die
MCP-1-Wirkung verstarkt werden (Cynis et al. 2011). Sowohl die MCP-1-Blockade durch
einen Antikorper (Salcedo et al. 2000), als auch die Gabe von MCP-1 im Sinne einer Vakzine
(Manome et al. 1995) zeigten sich im Tiermodell erfolgreich in der Reduktion der
Primartumoren bzw. Metastasen. Zudem konnte demonstriert werden, dass die
beschriebenen Zytokine alle auf den PI3K-AKT- bzw. JAK-STAT3-Signalweg zurlickgreifen,
der in vielen Tumoren tberexprimiert ist. Die Blockade dieser Signalwege kdnnte ebenfalls
antitumorgdse Effekte erzielen (Boehm et al. 2008, Qian et al. 2009). Insofern kann das
differente Ergebnis der Stimulation durch MCP-1 oder dessen Suppression mit einem Anti-
MCP-1-Antikbrper vermutlich auch auf einen differenten Aktivierungsstatus dieser
Signaltransduktionswege in den individuellen HNSCC zurickgefuhrt werden. Dies
nachzuweisen erscheint flr kinftige Projekte lohnend, denn die Ergebnisse dieser Arbeit
deuten darauf hin, dass die Rolle des MCP-1 im Tumorumfeld noch besser verstanden
werden muss und zudem die Funktion der tumorassoziierten Monozyten und Makrophagen

in HNSCC genauer erforscht werden sollte.
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Bei Malignomen der Kopf-Hals-Region handelt es sich Uberwiegend um Plattenepithel-
karzinome (HNSCC). Im Jahr 2008 waren maligne Tumoren der Mundhothle und des
Rachens die fiinfthaufigste Krebserkrankung in Deutschland (Robert-Koch-Institut 2012).
Obwohl diese Tumoren vermehrt in multimodalen Therapieansétzen, bestehend aus
Chirurgie, Chemo- und Radiotherapie, behandelt werden, hat sich das Outcome nicht
signifikant verbessert (Guntinas-Lichius et al. 2010). Ein Grund hierfir mag die groRRe
biologische Heterogenitat der Tumoren dieser Region sein. Auf der Suche nach
verbesserten Therapien und neuen Angriffspunkten der Therapie ist es wichtig, Biomarker zu
detektieren und die heterogene Biologie von HNSCC besser zu verstehen. Biomarker, die
Metastasierung, Krankheitsprogress oder Rezidive widerspiegeln, sind interessante Ziele.
Bereits seit langem besteht die Hypothese, dass maligne Tumoren Zytokine produzieren, um
die lokale Immunantwort auf eine Neoplasie zu modulieren (Mann et al. 1992). Aus diesem
Grund befasst sich diese Arbeit mit der Eignung der Zytokine MCP-1, Interleukin-6 (IL-6),
Interleukin-8 (IL-8) und des Vascular endothelial growth factors (VEGF) als mdbgliche
Biomarker bzw. Verlaufsparameter in HNSCC. MCP-1 ist ein CC-Chemokin, das als
Chemoattraktor auf Monozyten in der Genese von Malignomen eine wesentliche Rolle spielt.
In  Malignomen kontrolliert es die Rekrutierung tumorassoziierter Monozyten und
Makrophagen und kann daher sowohl inhibierend als auch stimulierend auf das
Tumorwachstum wirken (Nesbit et al. 2001). Erhohte MCP-1-Expressionen in

Kolonkarzinomen (Wolf et al. 2012) und Plattenepithelkarzinomen des Osophagus
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(Koide et al. 2004) bedingen ein erhdhtes Metastasierungspotential dieser Tumoren. In der
Kanzerogenese von HNSCC spielt MCP-1 eine wichtige Rolle: In HNSCC scheint MCP-1
Signalwege zu stimulieren, die das Uberleben neoplastischer Zellen begiinstigen. Dafir
konnte die Stimulation entarteter Zellen mit Stammzell-Eigenschaften durch MCP-1
ursachlich sein. Schlielich wurde nachgewiesen, dass MCP-1 die Pluripotenz von
Stammzellen im Sinne eines Wachstumsfaktors verstarken kann (Hasegawa et al. 2014).
Laut Ji et al. korreliert die Uberexpression von MCP-1 in HNSCC mit einem schlechten
Langzeit-Uberleben der Patienten, was die mogliche Eignung von MCP-1 als prognostischen
Marker impliziert (Ji et al. 2014). Ob diese Charakteristika bei HNSCC unabhangig von
therapieinduzierten Effekten sind, ist bisher nicht untersucht. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit
ist daher die Untersuchung der Chemoreaktivitat von HNSCC unter der Stimulation durch
MCP-1 bzw. der Blockade von MCP-1. Neben MCP-1 spielen auch IL-6, IL-8 und VEGF eine
wichtige Rolle im Mikromilieu von HNSCC. IL-6 wird als proinflammatorisches Zytokin oft im
Zusammenhang der Genese von HNSCC diskutiert, da es zur Antiapoptose fuhrt (Pries et
Wollenberg 2006). Zudem kann es durch die Vermittlung einer chronischen Inflammation zur
Kanzerogenese filhren (Aggarwal et al. 2006). Auch IL-8 und VEGF tragen als angiogene
Zytokine zur Tumorangiogenese und Metastasierung von HNSCC bei (Pries et Wollenberg
2006).

Die genannten Zytokine wurden mithilfe des Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) in
Patientenseren und Kulturiiberstdnden von HNSCC quantifiziert. Alle durchgefiihrten
Experimente erfolgten dabei unter flavinschitzenden Bedingungen gemaR des Protokolls
des FLAVINO-Assays. Dieser ist ein klonogener Ex-vivo-Koloniebildungsassay, der an der
Klinik fir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde der Universitat Leipzig etabliert und patentiert wurde.
Die Chemoresponse-Testung von HNSCC gegenlber Zytostatika unter flavinschitzenden
Bedingungen erfahrt durch Mitfihren der epithelialen KB-Zelllinie ihre Qualitatskontrolle
(Dietz et al. 2009). Die Ex-vivo-Resultate sollen helfen, Ruckschlisse auf die Wirksamkeit
der Therapeutika in vivo zu ziehen. Zum Einsatz kamen dabei in dieser Arbeit Cisplatin und
Docetaxel als etablierte Standardtherapeutika in der Therapie der HNSCC sowie Cilengitide
als Integrininhibitor (Alghisi et al. 2009) und Temsirolimus als Inhibitor des mTOR-
Signalwegs (Bjornsti et Houghton 2004) als in klinischer Testung befindliche Zytostatika.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten stadienabhangig ansteigende Expressionen von
MCP-1, IL-8 und VEGF in Patientenseren. Patientenseren von HNSCC groRReren
Tumorvolumens bzw. fortgeschrittener Invasivitat (T4a) wiesen signifikant héhere IL-6-
Konzentrationen auf als Tumoren geringeren Volumens bzw. geringerer Invasivitat (T3).
Zudem unterschied sich die IL-6-Expression der Seren in Abhangigkeit der
Tumorlokalisation. Diese Ergebnisse bestédtigen die Hypothese des heterogenen

biologischen Verhaltens von HNSCC. Patientenseren fernmetastasierter HNSCC (M1)
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wiesen signifikant hohere VEGF-Level auf als Seren nicht fernmetastasierter HNSCC (MO).
Diese Resultate bestatigen einen Zusammenhang des erhdhten Metastasierungspotentials
von HNSCC bei erhohten VEGF-Konzentrationen in Patientenseren. In Zusammenschau der
Ergebnisse kdonnten sich MCP-1, IL-6 und IL-8 als Biomarker flir Tumorprogress und VEGF
zudem als Marker fir Fernmetastasierung eignen. Kulturiiberstande der Tumoren von
Rauchern wiesen signifikant geringere Konzentrationen an MCP-1, IL-6 und IL-8 auf als die
der Nichtraucher. Es ist anzunehmen, dass der Tabakrauch lokal zu einer Immunschwéche
des Epithels des Aerodigestivtrakts fihrt und sich daraus das kanzerogene Potential des fur
HNSCC bekannten Risikofaktors ergibt. Im Fordergrund dieser Arbeit steht die Untersuchung
der Inhibition von MCP-1 und der Stimulation durch MCP-1 auf die Koloniebildung und die
Zytokinexpression von HNSCC im FLAVINO-Assay. In den Vorversuchen in Zellkulturplatten
mit 6 Kavitdten zeigte sich, dass Zytostatika und MCP-1/ Anti-MCP-1-Antikbrper die
Zytokinexpression von HNSCC ex vivo modulieren. In Kombinationsexperimenten in
Zellkulturplatten mit 48 Kavitaten wurden zudem Interaktionsmechanismen zwischen MCP-1/
Anti-MCP-1-Antikérper und den Zytostatika untersucht. Im FLAVINO-Assay supprimierten
Cisplatin und MCP-1 die Koloniebildung signifikant, wahrend unter Docetaxel und
Temsirolimus eine insignifikante Reduktion und durch Cilengitide eine insignifikante
Stimulation der Koloniebildung beobachtet wurde. Die MCP-1-Blockade durch einen Anti-
MCP-1-Antikorper fuhrte zu keiner signifikanten Modulation der Koloniebildung. Generell war
ein starkerer Trend zu gesteigerter Effektivitdt der Cisplatin-, Docetaxel- und Cilengitide-
Wirkungen unter MCP-1-Einfluss als unter Einfluss des Anti-MCP-1-Antikdrpers zu
verzeichnen. Lediglich die Wirksamkeit von Temsirolimus erfuhr unter dem Einfluss des Anti-
MCP-1-Antikdrpers eine Verstarkung, die diejenige von MCP-1 Ubertraf. MCP-1 und der Anti-
MCP-1-Antikdrper senkten die Zytokinexpression, wahrend bis auf Cisplatin alle Zytostatika
die Zytokinexpressionen steigerten. Insgesamt war zwar der Trend zu héherer Effektivitat der
Stimulation mit MCP-1 zu beobachten, dennoch unterschieden sich die Effekte der MCP-1-
Stimulation und —Inhibition nicht signifikant voneinander. In der Chemoresponse-Testung der
Stimulation durch MCP-1 und dessen Blockade in Kombination mit Zytostatika unterschieden
sich die HNSCC individuell, sodass additive, synergistische und auch antagonistische
Effekte Patienten-spezifisch ermittelt wurden. Insgesamt wurden unter MCP-1 in der
Mehrzahl antitumortse Effekte beobachtet, sodass MCP-1 eine adjuvante Rolle neben
etablierten Zytostatika in der Therapie der HNSCC einnehmen kénnte. Aber auch die
MCP-1-Blockade durch einen Antikorper lieferte Effekte, die die Wirksamkeit der Zytostatika
verbesserten. Da sowohl die Stimulation durch MCP-1 als auch dessen Inhibition
Wirksamkeit zeigten, ist eine Dosis-kritische duale Wirkung von MCP-1 sehr wahrscheinlich,
weswegen in Nachfolgeprojekten die individuelle Bestimmung eines Schwellenwertes fir

Tumorstimulation oder —protektion durch MCP-1 interessant ist. AuRerdem ist anzunehmen,
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dass weitere Faktoren die Suszeptibilitdt des Tumorgewebes gegentiber MCP-1 bestimmen.
Vermittler solcher Effekte konnten z.B. tumorassoziierte Makrophagen sein. Aufgrund der
groRen biologischen Heterogenitat der HNSCC ist eine individuelle Chemoresponse-Testung
empfehlenswert. Daher sollte im individuellen Fall ex vivo getestet werden, ob die Therapie
durch eine Stimulation durch MCP-1 oder durch eine MCP-1-Inhibition verbessert werden
kann. Dazu eignet sich der FLAVINO-Assay (Wichmann et Dietz 2011). In
Nachfolgeprojekten sollte die Rolle der tumorinfiltrierenden Zellpopulationen und
insbesondere der Monozyten und Makrophagen in HNSCC genauer untersucht werden.
Dafir wurden mit der hier vorgelegten Dissertation, als Voraussetzung solcher Arbeiten,
bereits zentrale Fragen beantwortet und die aufgestellten Thesen bestatigt:

1. Die Untersuchung der Zytokinkonzentrationen in Patientenseren zeigte, dass diese in
Abhangigkeit Kklinisch-epidemiologischer Patientencharakteristika, wie z.B. Stadium
nach UICC, TumorgrofRe, Lymphknotenbeteiligung und Fernmetastasierung (TNM)
sowie der Lokalisation variieren.

2. Die Experimente zur Chemoreaktivitat im FLAVINO-Assay bestétigten die These,
dass Zytostatika auf die Koloniebildung und die Zytokinexpression der Tumoren ex
vivo Einfluss nehmen.

3. HNSCC unterscheiden sich beziglich der Chemoreaktivitit und der
Zytokinexpression  auf individueller Ebene, weswegen die individuelle
Chemoresponse-Testung als sinnvoll erachtet wird.

4. Die Ergebnisse der Testungen zur Stimulation durch MCP-1 und der Inhibition von
MCP-1 durch einen Anti-MCP-1-Antikorper belegten die These, dass diese die
Chemoreaktivitat der untersuchten Tumoren auf die getesteten Zytostatika im
FLAVINO-Assay modulieren.

5. Die Betrachtung der Interaktionsmechanismen der getesteten Zytostatika und MCP-1
bzw. einem Anti-MCP-1-Antikdrper lieferte die Bestatigung, dass die Stimulation
durch  MCP-1 bzw. dessen Blockade auf die Koloniebildung und die
Zytokinexpression der untersuchten Plattenepithelkarzinome ex vivo im Sinne von
Additivitat, Synergismus und Antagonismus wirken, wobei es individuelle
Unterschiede gibt. Auch hier konnte gezeigt werden, dass HNSCC ein individuell

heterogenes biologisches Verhalten aufweisen.
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Konzentrationsabhangig differente Farbintensitat der gelben Farbung des
Oxidationsproduktes von TMB im sauren pH-Bereich (Farbumschlag von
blau nach gelb durch Zugabe von 1M Schwefelsaure), gezeigt am
Beispiel eines ELISA von Kulturiiberstanden aus dem 6-Well-Ansatz zur
Quantifizierung von IL-6. Duplikate von Proben wurden in den Zeilen A
bis F gemessen, wahrend in G und H die jeweiligen Duplikate der fur die
Erstellung der Kalibrierkurve genutzten Standard-Konzentrationen
aufgetragen wurden. Die mit der Verminderung der IL-6-Konzentration
einhergehende Verminderung der Farbintensitdt belegt die fir die
Quantifizierung nutzbare Korrelation.

Gezeigt ist der signifikante Unterschied der VEGF-Expression in
Patientenseren  fernmetastasierter  Tumoren (M1) und nicht
fernmetastasierter Tumoren (MO).

Gezeigt sind signifikante Unterschiede der Konzentrationen fir MCP-1,
VEGTF, IL-6 und IL-8 im Patientenserum und im Kulturtiberstand.

Gezeigt sind die Effekte von Cisplatin, Docetaxel, Cilengitide und
Temsirolimus auf die MCP-1-Produktion in HNSCC ex vivo, normiert auf
die individuelle Kontrolle in Prozent. Durch Cisplatin (p=8,69*10°) und
Temsirolimus (p=0,0054) wurde die MCP-1 Konzentration im
Kulturiiberstand signifikant reduziert.

Gezeigt sind die Effekte von Cisplatin, Docetaxel, Cilengitide und
Temsirolimus auf die IL-6-Produktion in HNSCC ex vivo, normiert auf die
individuelle Kontrolle in Prozent. Durch Cisplatin (p=4,04*10""), Docetaxel
(p=0,0049) und Temsirolimus (p=0,0049) wurde die IL-6-Konzentration
im Kulturiberstand signifikant reduziert.

Gezeigt sind die Effekte von Cisplatin, Docetaxel, Cilengitide und
Temsirolimus auf die IL-8-Produktion in HNSCC ex vivo, normiert auf die
individuelle Kontrolle in Prozent. Durch Cisplatin (p=3,72*10%), Docetaxel
(p=0,0005) und Temsirolimus (p=0,0038) wurde die IL-8-Konzentration
im Kulturiberstand signifikant reduziert.

Gezeigt sind die Effekte von Cisplatin, Docetaxel, Cilengitide und
Temsirolimus auf die VEGF-Produktion in HNSCC ex vivo, normiert auf
die individuelle Kontrolle in Prozent. Durch Cisplatin (p=0,0020) und
Temsirolimus  (p=0,0002) wurde die VEGF-Konzentration im
Kulturiiberstand signifikant reduziert.
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Abb. 21:

Abb. 22:

Abb. 23:

Abb. 24:

Abb. 25:

Abb. 26:

Gezeigt ist die MCP-1-Produktion in HNSCC ex vivo in Abhangigkeit der
MCP-1-Inhibition bezogen auf die individuelle unbehandelte Kontrolle in
Prozent. Die MCP-1-Expression wird durch den Anti-MCP-1-Antikdrper
signifikant gesenkt (p=0,0071).

Gezeigt ist die IL-6-Produktion in HNSCC ex vivo in Abhangigkeit der
Inhibition von und Stimulation durch MCP-1 bezogen auf die individuelle
unbehandelte Kontrolle in Prozent. Es gibt einen Trend zu niedrigeren
IL-6-Konzentrationen unter MCP-1-Einfluss als unter dem Einfluss des
Anti-MCP-1-Antikdrpers. Es zeigt sich jedoch keine statistische
Signifikanz.

Gezeigt ist die IL-8-Produktion in HNSCC ex vivo in Abhangigkeit der
Inhibition von und Stimulation durch MCP-1 bezogen auf die individuelle
unbehandelte Kontrolle in Prozent. Die IL-8-Expression wird durch den
Anti-MCP-1-Antikdrper signifikant gesenkt (p=0,0053).

Gezeigt ist die VEGF-Produktion in HNSCC ex vivo in Abhangigkeit der
Inhibition von und Stimulation durch MCP-1 bezogen auf die individuelle
unbehandelte Kontrolle in Prozent. Es gibt einen Trend zu niedrigeren
VEGF-Konzentrationen unter MCP-1-Einfluss als unter dem Einfluss des
Anti-MCP-1-Antikdrpers. Es zeigt sich jedoch keine statistische
Signifikanz.

Dargestellt ist der Effekt der Inhibition von und Stimulation durch MCP-1
auf die Koloniebildung. Cisplatin (p=5,0995*10%) und MCP-1 (p=0,0020)
senkten die Koloniebildung signifikant. Die Effekte von Docetaxel,
Cilengitide und Temsirolimus blieben ohne statistische Signifikanz
(Docetaxel: p=0,5699; Cilengitide: p=0,3507; Temsirolimus: p=0,2445).
Der Anti-MCP-1-Antikorper fuhrte zu keiner signifikanten Modulation der
Koloniebildung (p=0,8954). Die Effekte der MCP-1-Stimulation und
-Inhibition unterschieden sich in der unbehandelten Kontrolle nicht
signifikant voneinander (p=0,0798).

Dargestellt ist der Effekt der Inhibition von MCP-1 auf die MCP-1-
Expression. Cisplatin senkte die MCP-1-Expression (p=4,117*1078),
Cilengitide (p=0,0028) wirkte steigernd. Cisplatin war gegenuber
Docetaxel (p=4,883*10%), Cilengitide (p=2,515*10") und Temsirolimus
(p=2,663*101°) signifikant Uberlegen. Temsirolimus war Cilengitide
signifikant tGberlegen (p=0,0391). Der Anti-MCP-1-Antikorper senkte die
MCP-1-Expression signifikant (p=6,936*101°).
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Abb. 27:

Abb. 28:

Abb. 29:

Abb. 30:

Abb. 31:

Abb. 32:

Dargestellt ist der Effekt der Inhibition von und Stimulation durch MCP-1
auf die IL-6-Expression. Cisplatin senkte die IL-6-Expression
(p=6,947*102%), wahrend Docetaxel (p=0,0015), Cilengitide (p=0,001)
und Temsirolimus (p=0,0036) steigernd wirkten. Cisplatin war gegeniber
Docetaxel (p=1,425*10"?), Cilengitide (p=5,328*10*) und Temsirolimus
(p=6,444*101%) signifikant Uberlegen. Der Anti-MCP-1-Antik6rper
(p=0,0137) und MCP-1 (p=0,3274) senkten die IL-6-Expression
ebenfalls.

Dargestellt ist der Effekt der Inhibition von und Stimulation durch MCP-1
auf die IL-8-Expression. Cisplatin senkte die IL-8-Expression
(p=1,800*10%%), wahrend Docetaxel (p=0,1668), Cilengitide (p=0,0001)
und Temsirolimus (p=0,0029) steigernd wirkten. Cisplatin war gegentber
Docetaxel (p=2,098*1019), Cilengitide (p=2,913*10%) und Temsirolimus
(p=6,672*101?) signifikant Gberlegen. Docetaxel war gegenuber
Cilengitide signifikant Uberlegen (p=0,0196). Sowohl| der Anti-MCP-1-
Antikérper (p=0,0008) als auch MCP-1 (p=0,0006) senkten die IL-8-
Expression signifikant.

Gezeigt sind die far die Koloniebildung bestimmten
Interaktionsmechanismen. Es Uberwiegen die additiven Effekte von
Cisplatin und dem Anti-MCP-1-Antikorper bzw. MCP-1.

Gezeigt sind die fir die MCP-1-Expression  bestimmten
Interaktionsmechanismen. Bei Cisplatin und dem Anti-MCP-1-Antikorper
Uiberwiegen additive Effekte. Bei Docetaxel, Cilengitide und Temsirolimus
liegt Antagonismus vor.

Gezeigt sind die far die IL-6-Expression bestimmten
Interaktionsmechanismen. Obwohl in der individuellen Betrachtung
haufiger antagonistische Effekte zwischen Cisplatin und MCP-1
beobachtet wurden, liegt fiir die gemittelte Gesamtheit Additivitat vor.

Gezeigt sind die far die IL-8-Expression bestimmten
Interaktionsmechanismen. Die additiven Effekte von Cisplatin und dem
Anti-MCP-1-Antikorper bzw. MCP-1 (berwiegen. Bei Docetaxel,
Cilengitide und Temsirolimus liegt vermehrt Antagonismus vor.
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Tab. 1: Ubersicht zu Alter und Geschlecht der eingeschlossenen Patienten sowie 18
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Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab. 22:

16:

17:

18:

19:

20:

21:

Deskriptive Statistik fir 57 Testungen mit Cisplatin (Cis) und Docetaxel
(DTX) in pg/ml und bezogen auf die individuelle unbehandelte Kontrolle
(K) in Prozent.

Gezeigt sind die p-Werte des U-Tests fur 57 Testungen mit Cisplatin und
Docetaxel in pg/ml und bezogen auf die individuelle unbehandelte
Kontrolle in Prozent.

Deskriptive Statistik flr 5 Testungen zur Inhibition von und Stimulation
durch MCP-1 in pg/ml und bezogen auf die individuelle unbehandelte
Kontrolle (K) in Prozent. Auf das Zeigen der MCP-1-stimulierten MCP-1-
Expression im Kulturiiberstand wurde aus oben beschriebenen Griinden
verzichtet.

Gezeigt sind die p-Werte des U-Tests fur 5 Testungen zur Inhibition von
und Stimulation durch MCP-1 in pg/ml und bezogen auf die individuelle
unbehandelte Kontrolle in Prozent. k. A.“ steht fir ,keine Angabe®. Auf
das Zeigen der MCP-1-stimulierten  MCP-1-Expression  im
Kulturiberstand wurde aus oben beschriebenen Griinden verzichtet.

Deskriptive Statistik flr 14 Testungen zur Inhibition von und Stimulation
durch MCP-1 in Zytostatika-freiem Tumormedium (TM) und unter dem
Einfluss der Zytostatika Cisplatin (Cis), Docetaxel (DTX), Cilengitide (Cil)
und Temsirolimus (Tem) bezogen auf die individuelle, nicht mit MCP-1
oder dem Anti-MCP-1-Antikdrper behandelte Kontrolle (K) in Prozent.
Dargestellt sind die Ergebnisse der Koloniebildung im FLAVINO-Assay.

Deskriptive Statistik fir 14 Testungen zur Inhibition von und Stimulation
durch MCP-1 in Zytostatika-freiem Tumormedium (TM) und unter dem
Einfluss der Zytostatika Cisplatin (Cis), Docetaxel (DTX), Cilengitide (Cil)
und Temsirolimus (Tem) bezogen auf die individuelle, nicht mit MCP-1
oder dem Anti-MCP-1-Antikdrper behandelte Kontrolle (K) in Prozent.
Dargestellt sind die Ergebnisse der MCP-1-Expression im
Kulturiiberstand. Auf das Zeigen der MCP-1-stimulierten MCP-1-
Expression im Kulturiiberstand wurde aus oben beschriebenen Griinden
verzichtet.

Deskriptive Statistik fur 14 Testungen zur Inhibition von und Stimulation
durch MCP-1 in Zytostatika-freiem Tumormedium (TM) und unter dem
Einfluss der Zytostatika Cisplatin (Cis), Docetaxel (DTX), Cilengitide (Cil)
und Temsirolimus (Tem) bezogen auf die individuelle, nicht mit MCP-1
oder dem Anti-MCP-1-Antikérper behandelte Kontrolle (K) in Prozent.
Dargestellt sind die Ergebnisse der IL-6-Expression im Kulturiiberstand.
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Tab. 23:

Tab. 24:

Tab. 25:

Tab. 26:

Deskriptive Statistik fir 14 Testungen zur Inhibition von und Stimulation
durch MCP-1 in Zytostatika-freiem Tumormedium (TM) und unter dem
Einfluss der Zytostatika Cisplatin (Cis), Docetaxel (DTX), Cilengitide (Cil)
und Temsirolimus (Tem) bezogen auf die individuelle, nicht mit MCP-1
oder dem Anti-MCP-1-Antikdrper behandelte Kontrolle (K) in Prozent.
Dargestellt sind die Ergebnisse der IL-8-Expression im Kulturiberstand.

Gezeigt sind die p-Werte aus dem zweiseitigen t-Test bei ungleicher
Varianz flir 14 Testungen aus den Kombinationsexperimenten zur
Inhibition von und Stimulation durch MCP-1 unter dem Einfluss von
Cisplatin (Cis), Docetaxel (DTX), Cilengitide (Cil) und Temsirolimus
(Tem).

Die Tabelle zeigt die Chemoreaktivitait der 14 getesteten
Plattenepithelkarzinome auf individueller Ebene. Dargestellt sind
signifikante Steigerungen () oder Senkungen ({) der Koloniebildung und
Zytokinexpression mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit <5 %, <1 % bzw.
<0,1 % im zweiseitigen t-Test bei ungleicher Varianz. Nicht markierte
Felder  entsprechen nicht signifikanten = Modifikationen  der
Chemoreaktivitat. * Auf die Darstellung der Interaktionsmechanismen
zwischen Zytostatikum und MCP-1 bezogen auf die MCP-1-Expression
wurde verzichtet.

Gezeigt sind die Interaktionsmechanismen der Kombination der
Zytostatika und der Inhibition von und Stimulation durch MCP-1
gemittelt fiir 14 getestete Tumoren. Dabei steht JEMIll“ fir einen echten
Antagonismus im Sinne einer entgegengesetzten Wirkung. ,Ant.”
bedeutet ein nach der Jin-Formel errechneter Antagonismus (gq<0,85),
wahrend ,Add.“ fur Additivitat (0,85<q<1,15) und ,Syn.“ fir Synergismus
(g>1,15) stehen. k. A.“ bedeutet ,keine Angabe®.
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