Aus der Klinik und Poliklinik fir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie der
Universitat Wurzburg
Direktor: Professor Dr. med. Dr. med. dent. A. C. Kubler

Inhibitoren des NF-xB pathways zur in vitro Blockade der Inflammation und
proapoptotischen Sensitivierung des oralen Plattenepithelkarzinoms fiir den
prospektiven Einsatz in der Tumortherapie

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der Doktorwurde der
Medizinischen Fakultat
der

Julius-Maximilians-Universitat Wurzburg

vorgelegt von
Dr. med. dent. Mario Joachim Johannes Scheurer
aus Offenburg

Wirzburg, April 2021



Referent: Priv.-Doz. Dr. med. Dr. med. dent. Roman C. Brands
Korreferent: Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Jurgen Groll

Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Matthias Frosch

Tag der mundlichen Prifung: 07.04.2022

Der Promovend ist Arzt und Zahnarzt



Meiner geliebten Familie



INHALTSVERZEICHNIS

1 EINLEITUNG . ... rre s rs s s s s s s s sa s e a s a e a e na s na e e n s e naennnennns 1
1.1 DAS PLATTENEPITHELKARZINOM DER KOPF-HALS-REGION........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 1
L I =t 1= Y [T I @ L= 1
11,2 ATIOLOGIE .. et e e et e e e e e et e et e e ee e e eann 1
T.1.3  KARZINOGENESE ....cooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee et ettt ettt e et e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 2
1.2 THERAPIEDES HNSCC ...t 2
1.2.1  KONVENTIONELLES KONZEPT . ..coiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeees 2
1.2.2 MODERNE ANSATZE DER ZIELGERICHTETEN TUMORTHERAPIE .....ccoovviiiiiiiieieieieeeeeeeeeeeee 3
1.3 TUMORIMMUNOLOGIE ....cceeiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeees 4
1.3.1 WECHSELWIRKUNG ZWISCHEN TUMORZELLE UND TUMORMIKROUMGEBUNG ................... 5
1.3.2 NF-kB PATHWAY ..ottt 6
1.3.2.1 Der klassische SignalWeg..........cooiiiiiiiiiii e 7
1.3.2.2 Der alternative SignalWeg..........cooiiiiiiiiii et 9
1.3.2.3 Der TNF-a — NF-xB — Interleukin-Loop als mégliche Ursache fur Autoinflammation
und Therapieresistenz solider Malignome ...........cooo i 11
1.4 TNF-REZEPTOR ALS AUSGANG DIVERGENTER SIGNALTRANSDUKTION .....cccevviiiiiierieennnen. 13
1.5 DERPROGRAMMIERTE ZELLTOD ..eeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeees 14
(R T AN o ] F @ R 15
1.5.2 CROSSTALK ZWISCHEN APOPTOSE UND INFLAMMATION ....cootiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 16
1.6 NF-kB-PATHWAY-INHIBITION ZUR MOLEKULAREN TUMORTHERAPIE .....ccovvvvririieeeeeeeeeennen. 17
1.6.1  GLUCOCORTICOIDE ...ccoiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 17
(I I A Y | I X 1 P 18
LT T O | R 19
I T S N = 07y LR 19
LA | = W o) =1 N =] =l R 20
2 MATERIAL & METHODEN........cooie e e s ssrssassn s sn s sna s nn s en s enanes 21
D Y VN 1 = T I L= N TP 21
D I T € =1 ¥ 1 R 21
D I S T o 1T LR 22
2.1.3 VERBRAUCHSMATERIALIEN ....cooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 23
b I S 7V L= = N 23
2.1.5 CHEMIKALIEN, INHIBITOREN & REAGENZIEN.......iiiiiiiiettieeeeeeeeeeeiee e e e e e e eeeavsae s e e e eeeeeens 24
D I Tt B (- R 25
2.1.6 LOSUNGEN & PUFFER.....ccoiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e 25
2.1.7 OLIGONUKLEOTID-PRIMER .....coiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 26
D I S T = W N =1 R 26
D Y, = o] =1 N T 27
D B A = W (U | U SRR 27
2.21.1 Automatisierte ZellZAhIUNG .........ccoooiiiiiii e 27
2.2.2 ZYTOTOXIZITATSASSAY ...oeeeiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee ettt ettt eee ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 27
2.2.21 Kolorimetrische Quantifizierung der Zellviabilitat................cccooooiiiiiii 28
2.2.3 ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY ...ooiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 28
2.2.3.1 sELISA zur Quantifizierung der Zytokinsekretion ............cccccoviieiiiiiiiiiiieeee 29
2.2.3.1.1 Validierung des ELISA-KILS .......cccuiiiiiiiii e 29

2.2.3.1.2 sELISA zur Quantifizierung der IL-8-Sekretion ...........ccocieiiiiiiiiiiiieeee 31



2.2.4 TwO-STEP REVERSE-TRANSCRIPTION QUANTITATIVE REAL-TIME POLYMERASE CHAIN

REACTION ... tttttttte et e e e et eeet e e e eee et e eett e eeeaeee e e et taa aaeeeesssaaaa s aaasseesstaannsaaaaseessstannnsaaasseensrsnnnns 31
2.24.1 Praparation der Gesamt-RNA ... ... 31
2.24.1.1 Spektralphotometrische Nukleinsdureanalyse..............ccccoeviiiieiiiiiiii e 31
2.2.4.2 Synthese komplementarer DNA.........ooo i 32
2.2.4.3 Farbstoffbasierte real-time two-step RT-QPCR..........coiiiiiiie 33
2.25 FLUORESCENCE-ACTIVATED CELL SORTING ...ccettiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 33
2.2.5.1 Annexin V PE/7-AAD-Doppelmarki€rung........cccceeiuiiieriiiieie e 34
2.2.5.1.1 Positionierung des Quadrantenmarkers..........cccocueeiriiiiiie e 36
2.2.6 DATENAUSWERTUNG .ciiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 37
2.2.6.1 Bestimmung der absoluten ZytoKintiter.............cccoiiiiii e 37
2.2.6.2 Standardisierung der ZytoKintiter ... 37
2.2.6.3 AACt-Methode zur relativen Quantifizierung der Genexpression .............ccccc....... 38
2.2.6.4 Deskriptive Statistik der Zytotoxizitatsassays .........ccccoevreii i 41
2.2.6.5 Induktive Statistik zur Hypothesentestung ............coccoeiiiiiii i 42
2.2.6.6 Berechnung der Halbhemmkonzentrationen..............ccccoiiiiiiii e 42
2.2.6.7 Interaktionsindex y nach Tallarida.............cccoiiiiiiiiiiii e 44
3 ERGEBNISSE ..........ooe e s s rs s e a s aa e e a e nn e nnas 45
3.1 BASALE VERSUS STIMULIERTE SEKRETION VON IL-8 .....cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 45
3.2 KONZEPT DER AUTOKRINEN NF-kB-AKTIVIERUNG DURCH TNF-0L.....cocooviiiiiiiiiiiiiiiiene. 47
3.2.1 TNF-0-FREISETZUNGDES HNSCC .....cooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 49
3.2.1.1 Basalsekretion ... 49
3.3 BIOLOGISCHE AKTIVITAT VON NF-kB-INHIBITOREN .......ccoitiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 51
3.3.1 PROLIFERATIONSHEMMUNG DURCH NF-kB-PATHWAY-INHIBITION ......cccovvrriiiiiiirriennnne. 51
3.4 SUPPRESSION DER INFLAMMATION DURCH ZIELGERICHTETE INHIBITION DES NF-xB
PATHWAYS VON HNSCC-ZELLEN.......cceiiiiiiiei e 53
3.4.1 WIRKSTOFFSPEZIFISCHE SENKUNG DER IL-8-SEKRETION ......cceevviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 53
3.4.2 ANTINFLAMMATORISCHE EFFEKTE .....ciiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 55
3.4.3 NF-kB-INHIBITOREN HEMMEN DIE ZELLPROLIFERATION .....cooviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 57
3.4.3.1 TPCA-1 sensitiviert das HNSCC flir den TNF-a-induzierten Zelltod.................... 59
3.5 ANALYSE DER ZELLTODINDUKTION IN DER KOMBINATIONSTHERAPIE MIT NF-kB-PATHWAY-
INHIBITOREN .. ... uuuuuuuuuuuuuuuuusnnunasneesaaaeeeaaaa..a,aa..—sasssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnnnnnns 61
3.5.1 HETEROGENE SENSITIVIERBARKEIT FUR DIE FASL-INDUZIERTE APOPTOSE .................. 61
3.7 GENEXPRESSIONSANALYSE NF-kB-ABHANGIGER ZIELGENE .......cccovvvveieiieiiiieeeeeeeeeeeeeee 67
3.7.1 HETEROGENE EXPRESSION NF-kB-MEDIIERTER ZIELGENE NACH TARGETIERTER

N L N 1N 1T =T T 67
3.8 DURCHFLUSSZYTOMETRISCHE ANALYSE DER APOPTOSEINDUKTION ....ccevvviiiiiiieeeeeeeeeeee. 69
3.8.1 ETABLIERUNG EINER VALIDEN APOPTOSE-BESTIMMUNG .....ccoeevviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 69
3.8.2 APOPTOSEINDUKTION DURCH NF-kB-PATHWAY-INHIBITOREN ........cccoevviiiiiiiiiiieeeeeeeenee. 71
4 DISKUSSION .....oceiiiieiiieiier s rsarrn s s rrn s rasrassrenssensssnnssansrenssennnss 73
4.1 “BACK TO VIRCHOW? .....uuuuiuuuuuuuuuuetiuuuuenuussuusasssaaarasaaaa....—.——————————.—...—.—.rraarannara......—.—————. 73
411 ANALYSE DES AUTOKRINEN DURCH TNF-o. GETRIGGERTEN FEEDBACKMECHANISMUS ZUR
INDUKTION DER INFLAMMATION IM HNSCC ........oiiiiiiiiiiiiii e asasnnaannnnnnes 73

4.1.2 |L-8 ALS BIOMARKER FUR AUF INFLAMMATION EINGESTELLTE HNSCC-ZELLEN............. 74



4.2 VERGLEICHENDE ANALYSE DER NF-kB-PATHWAY-INHIBITOREN FUR DIE PROSPEKTIVE

THERAPIE DES HINSCC ...ttt e et e e et e e et e e e e e e e e e et e e eeeraeeaeanas 75
421 ANALYSE DER HOHEN WIRKSAMKEIT VON TPCA-1 IMHNSCC ..., 75
4.2.1.1 Die Bedeutung von IKKp als target zielgerichteter Tumortherapie...................... 77
4.2.2 ANALYSE DER INSUFFIZIENT WIRKENDEN INHIBITOREN ...ccuuiiiieeieeieiieeeeeeeeeeeeeeseeeennns 78
L I 7o 1 1 1=To | TR 78
4.2.2.2 INMLENAO24 .. ...t 78
B.2.2.3 QNZ oot 79
4.2.3 APOPTOSE ALS (NEBEN-) EFFEKT DER TARGETIERTEN NF-kB-INHIBITION .........ccuuee... 80
4.3 DiE BEDEUTUNG DER REGULATION ONKOGENER NF-kB-ZIELGENE .......coevvereiiieeeeeennnn, 81
4.4 PERSPEKTIVEN ANTIINFLAMMATORISCHER TUMORTHERAPIEN ...cuuieieteeeeeeeeeeeeeeeeeen s 82
4.41 Die BEDEUTUNG DES TME FUR DIE AKTIVIERUNG DES NF-kB PATHWAYS.......ccoevevvnnn.. 83
442 MOGLICHKEITEN NF-kB-TARGETIERENDER STRATEGIEN FUR DIE ONKOTHERAPIE........ 83
443 GEFAHREN NF-kxB-TARGETIERENDER TUMORTHERAPIEN ....ccevuiiiieiieeeeeeeeeeeeeseeeenns 84
5 ZUSANMMENFASSUNG ... icieiececem s s s ssssmssassnssnsassassnssnsnnsmnsnnsnnen 86
6 LITERATURVERZEICHNIS ... eeecse e e s sas s s msm s e s mnsmnsmnsmen 87
APPENDIX

| ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Il ABBILDUNGSVERZEICHNIS
I TABELLENVERZEICHNIS
v DANKSAGUNG

Vv LEBENSLAUF
Vi EIGENE VEROFFENTLICHUNGEN UND KONGRESSTEILNAHME
EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG

ANHANG



|. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region
Kopf-Hals-Karzinome umfassen eine heterogene Gruppe solider Malignome und
werden oberbegriffich zum head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC)
zusammengefasst. Neben Malignomen des Oropharynx und Larynx werden ins-
besondere Karzinome des Cavum oris hierunter subsumiert'. Es handelt sich um
invasive Tumoren ektodermalen Ursprungs mit keratogener Differenzierung und

Tendenz zur lokoregionaren Filialisierung?.

1.1.1 Epidemiologie

Mit etwa 600.000 Neuerkrankungen und 6 % aller Tumorerkrankungen ist das
HNSCC das sechsthaufigste Malignom weltweit3. Seine Mortalitatsrate liegt bei
350.000". In Deutschland erkranken aktuell ca. 17.500 Patienten mit etwa 7.200
Todesfallen pro Jahr. Fur 2020 wurde ein Anstieg der Inzidenz um etwa 2.300
vorhergesagt*. Prognostisch Uberleben aufgrund hoher Rezidivraten nur 40 bis
50 % der Patienten die ersten 5 Jahre, was individuell stark stadienabhangig ist®.
Die Mortalitatsraten werden auf die hohe Aggressivitat, lokoregionare Lymphkno-
ten- bzw. Fernmetastasierung, Rezidive und Resistenzen des HNSCC gegen-
Uber konventionellen Radio- bzw. Systemtherapien zurlickgefiihrt®7.

1.1.2 Atiologie

Das HNSCC unterliegt einer multifaktoriellen Genese. Orale Karzinome kénnen
spontan durch Mutationen wachstumsregulierender Gene entstehen. Aul3erdem
sind genetische Dispositionen durch Fehlregulationen des Zellwachstums und
von Reparaturmechanismen bekannt'. Auch Defekte der korpereigenen Abwehr
bei kompromittiertem Immunstatus durch Alkoholabusus oder Immunsuppres-
sion kénnen die Eliminierung entarteter Zellen behindern®®. Hauptrisikofaktor ist
der lebensstilabhangige Konsum von mukosaschadigenden Noxen. Hierbei sind
Tabak und hochprozentige Alkoholika wesentliche Trigger in der Synkarzinoge-
nese des HNSCC'. Vor allem der simultane Konsum bedingt eine Potenzierung
des Erkrankungsrisikos''. Slaughter et al. pragten hierfir den Begriff der Feld-
kanzerisierung, was syn- bzw. metachrone Tumoren beschreibt. Diese entstehen
aufgrund alterierter Stammzellen als Folge anhaltender Noxenexposition des Ae-
rodigestivtrakts'?. Daneben spielt die virale Genese mit onkogenen Viren eine
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bedeutende Rolle. Das epitheliotrope humane Papillomavirus (HPV), insbeson-
dere der Hochrisiko-Serotyp 16, lasst bei jungen, mannlichen und sexuell aktiven
Personen die Inzidenzraten ansteigen's. Weitere Risikofaktoren sind eine defizi-
tare Mundhygiene, mechanische Traumata, chronische Entzindungen, vitamin-
arme und fleischbetonte Ernahrung, reduzierte Salivation, Seneszenz, ionisie-

rende Strahlungen sowie allergisch-toxische Irritationen der oralen Mukosa'#°.

1.1.3 Karzinogenese

Die Entstehung maligner Tumoren unterliegt einem mehrstufigen, sequenziellen
Prozess'®. Nach dem Stammzellkonzept beginnt die Transformation zur Tumor
(-stamm)-zelle [engl.: tumor stem cell (TSC)] mit der Initiationsphase, wodurch
sie Autonomie erlangt. Nach frustranen Reparatur- und Zerstérungsversuchen
expandiert die TSC klonal in der Promotionsphase. Wahrend der Progressions-
phase vollzieht sich der Dignitatswechsel. Kennzeichnend sind irreversible Alte-
rationen mit Karyotypeninstabilitdt, Anaplasie, aggressives und destruierendes
Wachstum sowie Filialisierung'”-18.1%, Die Proliferation der TSC bildet die Tumor-
masse und verleiht ihr unerschopfliche Selbsterneuerungskapazitat sowie die Fa-
higkeit zur Absiedelung, Rezidivierung und Therapieresistenz®2°. Auch die
enorm heterogene Tumorbiologie des HNSCC ist durch das Stammzellkonzept
erklarbar. Durch den hierarchischen Aufbau des TSC-Proliferationskomparti-
ments entstehen aufgrund diverser Mutationen stark entdifferenzierte Subklone
mit vielfaltigen Eigenschaften hinsichtlich Invasivitat, Karyotyp, Proliferationsge-
schwindigkeit, Metastasierungsfahigkeit, hormoneller Rezeptivitat sowie Suszep-
tibilitat gegenliber antineoplastischen Therapien®:21,

1.2 Therapie des HNSCC

1.2.1 Konventionelles Konzept

Leitliniengemal soll die Therapie des HNSCC in interdisziplinarer Zusammenar-
beit, eingebettet in einem multimodalen Gesamtkonzept, erfolgen. Deren klassi-
sche Eckpfeiler aus Chirurgie, Strahlen- und eventuell Chemotherapie wurden
um Immun-, Hormon- und zielgerichtete Therapien erganzt. Das Vorgehen wird
individuell anhand des Stagings adaptiert. Im Initialstadium stellt die chirurgische
Intervention das Mittel der Wahl in kurativer Intention dar??. Zielsetzung dieser

zumeist radikalen Therapie ist die Resektion des Tumorgewebes mit plastischer
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Defektdeckung. Dabei ist der RO-Status einer der wichtigsten Prognosefaktoren
beziiglich Gesamtiiberlebenszeit und lokoregionarer Rezidivprophylaxe?3. Da 20
bis 50 % der Kopf-Hals-Tumoren okkult in zervikale Lymphstationen metastasie-
ren, kann eine Lymphadenektomie indiziert sein®42%, Bei fortgeschrittenem Tu-
morstadium und positivem N-Status ist die Strahlentherapie indiziert, die den
zweiten Pfeiler darstellt. Das Standardprotokoll ist die alternierende hyperfraktio-
nierte oder akzelerierte Radiatio. Durch priméare Bestrahlungen werden Uberle-
bensraten von 30 % im Zeitraum von zwei Jahren erreicht?®®. Vorteile bezlglich
der Gesamtuberlebenszeit und lokoregionaren Kontrolle zeigen systemisch wirk-
same Kombinationstherapien?’.

Vor allem die Induktionschemotherapie nach dem TPF-Schema aus Taxan, Pla-
tin und 5-Fluorouracil (5-FU) kombiniert mit der Radiatio hat sich bei Inoperabilitat
als vorteilhaft erwiesen?®2°. Die Systemtherapie zielt auf okkulte Tumorstamm-
zellen sowie Fern- bzw. Mikrometastasen ab. Klassische Vertreter sind Platinde-
rivate, 5-FU, Taxane, Methotrexat (MTX) sowie Vincaalkaloide, die weiterhin die
Basis der medikamentésen HNSCC-Therapie darstellen®. Ihr kombinatorischer
Einsatz unter Ausnutzung von Synergieeffekten erzielt erhohte Ansprechraten,
jedoch ohne positive Effekte auf die Gesamtiiberlebenszeit auszuliben3'32,
Nachteilig ist die Induktion starker Nebenwirkungen und therapiebedingter Leta-
litat durch die Applikation im Giel3kannenprinzip, was durch ihre geringe Selekti-

vitat und universale Zytotoxizitat bedingt ist33:34:3%,

1.2.2 Moderne Ansatze der zielgerichteten Tumortherapie

Die intensive Erforschung molekularer Pathomechanismen beférderte neue The-
rapieoptionen, welche es erlauben, Tumorzellen zielgenau und hochselektiv zu
attackieren. Hierdurch verspricht man sich effektivere MalRnahmen, die vorher-
sagbare und langanhaltende Remissionen sowie einen funktionellen Organerhalt
gewabhrleisten konnten. Die Herausforderung besteht in der Identifikation mole-
kularer Treiber kritischer Signalwege, deren zielgerichtete Eliminierung zuverlas-
sig zum Therapieerfolg flihrt3.

Aktuelle Strategien umfassen u. a. monoklonale Antikorper. Cetuximab, ein Re-
zeptorantikorper, der gegen den von Kopf-Hals-Karzinomen Uberexprimierten
epidermal growth factor receptor (EGFR) gerichtet ist, ist Teil der
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Standardtherapie des rezidivierenden oder metastasierten HNSCC373, Durch
die kombinierte Radiotherapie konnten Bonner et al. signifikante Verbesserun-
gen der 5-Jahresliberlebensrate zeigen3®4°. Small molecules wie Tyrosinkinase-
Inhibitoren (TKI) zeigten nur maRige Effekte*'. Die Induktion des programmierten
Zelltods mittels SMAC mimetics durch Antagonisierung uberexprimierter Inhibi-
toren der Apoptose (IAP) hat sich ebenfalls als plausibler Ansatz erwiesen*?.
Immunonkologische Strategien, die auf immune-escape-Mechanismen der Tu-
morzellen abzielen, etablierten sich als Erstlinientherapie des rezidivierenden
und metastasierenden HNSCC*344. Beispielweise heben Immuncheckpoint-Inhi-
bitoren (bspw. Nivolumab oder Pembrolizumab) die immunsuppressive Wirkung
des tumor microenvironment (TME) gegen T-Zellen auf, was die immunologische
Eliminierung der Tumorzellen rekonstituiert*>. Dementsprechend konnte der cy-
totoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4)-Antikdrper Ipilimumab kom-
biniert mit Nivolumab die vollstandige Remission eines therapierefraktaren und
metastasierenden HNSCC erzielen“s.

1.3 Tumorimmunologie

Paul Ehrlich stellte Anfang des 20. Jahrhunderts die These auf, dass maligne
Zellen durch das Immunsystem Uberwacht wiirden*’. Antigene Fremdproteine
(bspw. Tumorzellen) werden wahrend der zellularen Immunantwort durch anti-
genprasentierende Zellen den T-Lymphozyten prasentiert. Hierdurch werden
CD4- bzw. CD8-positive T-Lymphozyten zu T-Helferzellen bzw. zytotoxischen
T-Zellen aktiviert. Klassischerweise kommt es durch Fas Ligand (FasL),
Granzym, Perforin oder TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) tGber Ak-
tivierung der Signaltransduktion zur Apoptose®®. Burnet und Thomas pragten
hierfir das Konzept der cancer immunosurveillance. Spezifische Antigene pra-
maligner Zellen werden immunologisch erkannt und eliminiert bevor es zur Ent-
stehung eines invasiven Karzinoms kommt*®%. Dennoch kénnen Tumorzellen
diese Immunantwort umgehen. Dieses Phanomen wird als cancer immunoediting
beschrieben, wobei schwach immunogene Tumorzellen einen Selektionsvorteil
erhalten®'.

Ein weiteres immunonkologisches Konzept verknupft Krebs mit Inflammation,

welches auf Rudolf Virchow zuruckgeht, der das lymphoretikulare Infiltrat als
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Ursprung von Krebserkrankungen definierte®. Inzwischen ist bekannt, dass die
ubermalige Sekretion von Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Matrix-Metallopro-
teasen (MMP) und anderer Mediatoren Uber chronische Entziindungszustande
zur Karzinogenese beitragt>3. Auf diesem Weg beeinflusst u. a. das TME die Tu-
morprogression. Mal3geblich verantwortlich hierfur ist der Nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB) pathway, dessen Aktivierung,
v. a. durch Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), die Immunabwehr sowie die
Inflammation und Karzinogenese induzieren kann®*%. Als proinflammatorischer
Transkriptionsfaktor reguliert NF-xB die Expression diverser Gene (IL-1, IL-6,
IL-8, IL-18, TNF-a, MCP-1, CCL-5, c-FLIP, IAP, Survivin, MMP u. v. a. m.), die
das Zelliberleben, Proliferation, Therapieresistenz, Invasion und Inflammation
beeinflussen®’. Bei soliden Malignomen korreliert die Hohe der Interleukin (IL)-
Freisetzung mit der Schwere der Erkrankung. Besonders IL-1, -6 und -8 bedingen
die Progression und Therapieresistenz von Tumorzellen, weshalb sie als Biomar-
ker angewendet werden®. IL-1 induziert Uber die interleukin-1 receptor-associa-
ted kinase (IRAK) und NF-kB-Aktivierung die Expression proinflammatorischer
und antiapoptotischer Gene, was ebenfalls flr IL-6 beschrieben wurde>®8°, |L-8,
das spezifisch von Epithelzellen gebildet wird, fordert Gber den Chemokin-Re-
zeptor (CXCR)-vermittelten nucleotide-binding oligomerization domain-contai-
ning protein 1 (NOD1)/receptor-interacting protein 2 (RIP2)-Signalweg die
Proliferation von HNSCC-Zellen®'-%2, Auch Chemotherapeutika kdnnen tber Ak-
tivierung des NF-xB pathways die Resistenz von Tumorzellen induzieren®. Diese
Mechanismen fordern die NF-xB-vermittelte Inflammation und Tumorprogres-

sion, wodurch wirksame Therapien blockiert werden konnen.

1.3.1 Wechselwirkung zwischen Tumorzelle und Tumormikroumgebung

Tumorzellen liegen eingebettet in einem komplexen Verbund nicht transformier-
ter Zellen, die als Tumormikroumgebung bzw. TME definiert sind. Zusammenge-
setzt wird diese aus extrazellularer Matrix (EZM), Stroma-, Immunzellen, vasku-
laren Endothel- und neuroendokrinen Zellen sowie Fibroblasten bzw. Tumor-as-
soziierten Fibroblasten (TAF). Durch Bildung eines dichten desmoplastischen
Stromas verhindern TAFs, dass Chemotherapeutika in ausreichender Konzen-

tration auf die Tumorzellen einwirken kbnnen. Sie mauern Tumorzellen fibrotisch



|. Einleitung

ein und bilden ein chemostabiles Mikromilieu®*. Daneben bedingen reziproke In-
teraktionen die von Hanahan und Weinberg beschriebenen hallmarks of cancer,
welche die Karzinogenese durch parakrines signaling unterhalten®3. Freigesetzte
Wachstumsfaktoren, Chemo- oder Zytokine induzieren die maligne Transforma-
tion von Epithelzellen mit Proliferation, Metastasierung, Resistenz und Inflamma-
tion®465. Neben dem Transforming growth factor-beta (TGF-B) und IL-1B wird
TNF-o von TAFs sezerniert. Erez et al. konnten in vitro die inflammatorische Sti-
mulation plattenepithelialer Tumorzellen mittels parakriner TNF-a-Sekretion von
TAFs zeigen. Diese wiesen ein proinflammatorisches Genom auf, welches durch
TNF-a- und NF-kB-Expression die Karzinogenese und Proliferation beein-
flusste®. Eine weitere TNF-o-Quelle sind Tumor-assoziierte Makrophagen

(TAM) des TME, die ebenfalls zum Tumorprogress beitragen kénnen®’.

1.3.2 NF-xB pathway

NF-«kB ist eine Familie ubiquitarer, schnell induzierbarer Transkriptionsfaktoren,
die regulatorisch auf die Genexpression des Immunsystems, der Inflammation,
der Zellproliferation und des Zelltods wirken. Entdeckt wurde NF-xB von Bal-
timore und Sen als konstitutiv aktive Dimere in B-Zellen, die die Transkription des
k-Leichtketten-Gens von Immunglobulinen regulieren®. NF-«B besteht aus Des-
oxynukleinsdure (DNA)-bindenden Homo- oder Heterodimeren, die aus Mitglie-
dern der Rel-Familie zusammengesetzt werden. Charakteristisch ist ihre Rel ho-
mology domain (RHD). Funktionell dient diese der Bindung von DNA oder inhibi-
torischen Proteinen sowie der Dimerisierung. Funf Proteine der Rel-Familie sind
bekannt, die in zwei Gruppen unterteilt werden. RelA (p65), RelB und c-Rel wer-
den fertig prozessiert mit transkriptorisch wirksamer Transaktivierungsdomane
synthetisiert. Dagegen werden p50 (NF-xB1) und p52 (NF-kB2) nach posttrans-
lationaler Modifikation aus den Vorlaufermolektlen p105 bzw. p100 gebildet. In
ruhenden Zellen ist NF-xB als inaktives Dimer im Zytoplasma lokalisiert. Stabili-
siert wird dieser Zustand durch Komplexierung mit Proteinen der inhibitor of kB
(IkB)-Familie (IxBa., IxBB und 1kBg). Mit ihrer Ankyrin-Tandemdomane binden sie
uber RHD an Rel-Proteine. Aufgrund dieser Wechselwirkung wird NF-«B inhibiert

und kann nicht in den Zellkern translozieren. Induziert wird die Signaltransduktion
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durch proinflammatorische Zytokine (bspw. TNF-a oder Interleukine), oxidativen
Zellstress, Infektionen sowie Chemo- oder Radiotherapien. Es sind zwei Signal-
wege fur die Aktivierung der verschiedenen NF-kB-Proteine bekannt, die sich

mechanistisch wie funktionell unterscheiden®®.

1.3.2.1 Der klassische Signalweg

Der klassische (bzw. kanonische) pathway wird, vermittelt durch diverse Trans-
membranrezeptoren (TNF-, IL-1-, Toll-like- oder B- bzw. T-Zell-Rezeptor), Gber
den zytoplasmatischen IkB Kinase (IKK)-Komplex induziert (Abb. 1). IKK setzt
sich aus den drei Untereinheiten IKKa, IKKB und IKKy [bzw. NF-xB essential
modifier (NEMO)], einer regulatorischen Doméane, zusammen. Die NF-«B-Prote-
ine (p50, p65 bzw. RelA und c-Rel) dimerisieren. Im inaktiven Zustand sind die
NF-«B-Heterodimere an kB gebunden. Die Signaltransduktion startet durch For-
mierung von Komplex |. Diese Aktivierungsplattform wird von der receptor-inter-
acting serine/threonine-protein kinase 1 (RIPK1), TRADD, TRAF2, cellular inhi-
bitor of apoptosis protein (clAP) und dem linear ubiquitin chain assembly complex
(LUBAC) gebildet. Letztere ubiquitinieren RIPK1. Der gebildete Polyubiquitin-
strang dient als Leitschiene zur Anlagerung von IKK und Auslosung der Kinase-
Kaskade. IKKy wird ubiquitiniert sowie IKKa und IKKB nach Phosphorylierung
durch die transforming growth factor beta-activated kinase 1 (TAK1) und das
TAK1-binding protein (TAB) aktiviert. IKKB phosphoryliert 1kBa, welches nach
Ubiquitinierung durch den Skp, Cullin, F-box containing (SCF)-Komplex, einer
Multiprotein-Ubiquitin-Ligase, proteasomal degradiert wird. Nach Desinhibition
von lkBa transloziert p50/p65 (bzw. NF-xB) in den Zellkern und reguliert als Tran-

skriptionsfaktor die Genexpression’.
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Abb. 1: Schema des klassischen pathways. D e B ndung von TNF-a nduzert d e TNF-Rezeptortr -
mer s erung und Form erung von Komp ex | (TRADD, TRAF2/5, RIPK1, clAP1/2 und LUBAC). Nach Po y-
ub qutnerung von RIPK1 agern s ch TAB, TAK1 und der IKK-Komp ex an. Durch Phosphory erung von
IKKa und IKKB durch TAK1 wrd d e regu ator sche Untere nhe t IKKy (bzw. NEMO) abgespa ten. IKK
akt v ert den heterotr meren Komp ex aus IkBa, p50 und p65. Phosphory ertes IkBawrd ubqutnertund
proteasoma degrad ert. Das fre gesetzte Heterod mer p50/p65 (bzw. NF-xB) trans oz ert n den Ze kern
und regu ert d e Express on ant apoptot scher und pro nf ammator scher Z e gene (clAP1/2, c-FLIP, In-
tereuk n, TNF-a etc.). D ese Abb dung wurde neu konz p ert auf Grund age der Verdffent chung von
Dondelinger et al. Poyubqutnaton n TNFR1-med ated necroptoss. Ce Mo Lfe Sc. 2016;73(11-
12):2165-76.
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1.3.2.2 Der alternative Signalweg

Der alternative (bzw. nicht-kanonische) pathway wird Uber eine Vielzahl von Re-
zeptoren der TNF-R-Superfamilie vermittelt (Abb. 2). Hierzu zahlen u. a. der lym-
photoxin-f3 receptor (LTBR), B-cell activating factor receptor (BAFF-R), receptor
activator of NF-xB (RANK), cluster of differentiation 40 (CD40), TNF-R2 und fi-
broblast growth factor-inducible factor 14 (Fn14). Im Unterschied zum schnell und
passager induzierbaren klassischen Signalweg erfolgt hierbei eine langsame,
aber langanhaltende Aktivierung dieses pathways. Die NF-«B-inducing kinase
(NIK) ist das zentrale Protein dieser Signalkaskade. Unstimuliert wird diese
Kinase durch clAP, TRAF2 und TRAF3 fur den proteasomalen Abbau markiert.
Wird TNF-R aktiviert, ubiquitiniert clAP TRAF3 zwecks proteasomaler Degrada-
tion, wodurch NIK akkumuliert und IKKa phosphoryliert. Dieses markiert das Vor-
laufermolekul p100 fur die partielle Proteolyse. Die hieraus prozessierte Unterein-
heit p52 dimerisiert mit RelB, welche als heterodimerer Transkriptionsfaktor NF-

kB in den Zellkern translozieren’'.72,
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Abb. 2: Schema des alternativen pathways. Durch TNF-a-B ndung und Rezeptortr mer s erung erfo gt
d e Indukt on des n cht-kanon schen S gna wegs durch d e clAP-verm tte te Ub qu t n erung von TRAF3.
Nach proteasoma er Degradat on von TRAF3 zerfa t der E3-Ub qu t n-L gase-Komp ex aus clAP, TRAF2
und TRAF3, wodurch NIK stab sert wrd. D e Akkumu at on von NIK verursacht Gber IKKa-Phosphory-
erung d e Prozess erung von p100 zu p52. Im Kompex mt Re B trans oz ert d eses as Heterod mer
(bzw. NF-kB) n den Ze kern und expr m ert bspw. pro nf ammator sche Z e gene. D ese Abb dung wurde
neu konz p ert auf Grund age der Veréffent chung von Sun SC. The non-canon ca NF-kappaB pathway
n mmunty and nfammat on. Nat Rev Immuno . 2017;17(9):545-58.
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1.3.2.3 TNF-a — NF-xB - Interleukin-Loop als mégliche Ursache fiir Autoin-
flammation und Therapieresistenz solider Malignome

Seit Virchows Hypothese zur Entstehung von Krebs durch Inflammation wird tGber
das therapeutische Potential der NF-kB-Inhibition zur Therapie von Malignomen
diskutiert. Erfolgreich beschrieben wurde dieser Ansatz bereits fur das kolorek-
tale Karzinom, wo die Hemmung von IKK durch Acetylsalicylsaure (ASS) seine
Entstehung und Fortschreiten blockiert’®. Greten und Pikarsky konnten den
NF-kB pathway als Bindeglied von Inflammation und Krebs nachweisen, mit IKKf3
als dem entscheidenden Protein’475. Tumorzellen und das TME sezernieren
auto- bzw. parakrin proinflammatorische Zytokine (Abb. 3). Uber den klassischen
NF-xB pathway werden von Tumorzellen inflammatorische Mediatoren (TNF-a,
IL-1, IL-6 und IL-8) oder Inhibitoren der Apoptose (Bcl-XL und clAPs) ausge-
schiittet, die Resistenz und Zelliiberleben verursachen’®’’. Die autokrine TNF-a.-
Sekretion mit konstitutiver Aktivierung des NF-xB pathways stimuliert die weitere
Sekretion von TNF-a und Interleukinen, wie Jackson-Bernitsas et al. fur das
HNSCC beschrieben. TNF-a wirkt u. a. als Wachstumsfaktor, der in einer auto-
krinen Signalschleife Tumorzellen immunisiert’®. Deshalb bezeichnen Bonomi et
al. HNSCC-assoziierte Entzundungsreaktionen als siebtes krebsspezifisches
Merkmal™.

Daneben ist das Tumorlysesyndrom ein weiteres Modell der tumorassoziierten
Inflammation®. Hierbei werden u. a. Zytokine freigesetzt, die Gber Aktivierung
des NF-xB pathways zur Sekretion proinflammatorischer Mediatoren fiihren®.
Die extrinsische Aktivierung des NF-kB-Wegs durch Chemotherapeutika kann
ebenfalls einer wirksamen Therapie entgegenwirken. Dieses Phanomen wurde
fur Platin beschrieben, wobei die Aktivitat von NF-kB umgekehrt mit der Sensiti-
vitat der Tumorzellen fur Platin korreliert und bei langerer Therapiedauer zur Re-

sistenzbildung fiihrt82.83.84,
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Abb. 3: Der TNF-a — NF-«xB — Interleukin-Loop. TNF-a, entweder aus der Umgebung des Tumors (TME)
oder autokr n sezern ert, nduz ert d ese entziind che S gna sch e fe der Tumorze e. Dadurch kann NF-xB
konst tut v akt v ert vor egen, was d e kont nu er che Express on pro nf ammator scher Gene bew rkt. D e
h erdurch sezern erten Inter euk ne bzw. TNF-a. nduz eren Auto nf ammat on nnerha b der Tumorze en,
was zu deren Therap eres stenz fiihrt. D ese schemat sche Abb dung wurde neu konz p ert auf Grund age
der Veroffent chung von Jackson-Bernitsas et al. Ev dence that TNF-TNFR1-TRADD-TRAF2-RIP-TAK1-
IKK pathway med ates const tut ve NF-kappaB act vat on and pro ferat on n human head and neck squa-
mous ce carc noma. Oncogene. 2007;26(10):1385-97.
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1.4 TNF-Rezeptor als Ausgang divergenter Signaltransduktion

Ausgehend von Rezeptorkomplexen der TNF-R-Superfamilie [bspw. FS7-asso-
ciated cell surface antigen (Fas bzw. CD95), TNF-R1 bzw. -R2 und TRAIL-Re-
zeptor] divergieren unterschiedliche Signalwege (Abb. 4). Je nach Konfiguration
dieses Multiproteinkomplexes werden unterschiedliche Signalkaskaden
(Apoptose, Nekroptose, Inflammation oder Zelliberleben) induziert. Ausschlag-
gebend fur die Balance zwischen diesen Signalwegen ist die Dominanz signal-
spezifischer Proteine®. Nach Rezeptortrimerisierung und Exponierung der death
domain (DD) binden Adaptorproteine (TRADD, TRAF2 bzw. 5, clAP1 bzw. 2,
LUBAC und RIPK1). Diese Aktivierungsplattform (bzw. Komplex I) 16st neben
dem proinflammatorischen NF-kB- proliferative Signalwege [bspw. MAPK oder
c-Jun N-terminal kinase (JNK)] aus®. NF-«B fordert, neben der Transkription pro-
inflammatorischer Gene, die Expression antiapoptotischer Proteine (c-FLIP,
clAP1/2 und TRAF2/5). clAPs tragen durch Ubiquitinierung von RIPK1 zur kon-
stitutiven Aktivierung des NF-kB pathways bei. AuRerdem wird die Induktion der
Apoptose an Komplex Il bzw. dem death-inducing signaling complex (DISC) un-
terdriickt®’. Dieser formiert sich, wenn die clAP- bzw. LUBAC-vermittelte RIPK1-
Polyubiquitinierung ausbleibt. FADD, das uber TRADD an TNF-R angelagert
wird, aktiviert Caspase 8. Dieser Komplex lla induziert die extrinsische Apoptose.
Unter Inhibition von clAP1/2, TAK1 und NEMO bildet sich bei TNF-R-Stimulation
Komplex Ilb (RIPK1, RIPK3, FADD, TRADD und Caspase 8), der ebenfalls
apoptotisch ist®®. Die NF-kB-induzierte Expression des antiapoptotischen cellular
FLICE (FADD-like IL-1B-converting enzyme)-inhibitory protein (c-FLIP) inhibiert
die Apoptose durch Komplexierung von Caspase 8. Es formiert sich Komplex llc,
bzw. Nekrosom [RIPK1, RIPK2 und mixed-lineage kinase domain-like protein
(MLKL)], welches die Nekroptose als alternative Form des programmierten Zell-

tods auslost89:20.91,
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Abb. 4: Ubersicht der Signaltransduktionen ausgehend von TNF-R. D e B ndung von TNF-o. an TNF-
R1 bzw. -R2 kann dverse S gnawege aus 6sen. Membrangebundenes TNF-a aktv ert be de Rezep-
torsubtypen (TNF-R1 und TNF-R2), wobe TNF-R2 nur zur E n e tung des NF-kB pathways fah g st, da
hm d e DD feh t, wesha b s ch ke ne Effektormo eki e (TRADD, FADD und RIPK) an agern kdnnen. TNF-
R1, der auch durch fre es TNF-a st mu ert w rd, b ndet tiber se ne DD den Komp ex | (TRADD, TRAF2/5,
RIPK1, clAP1/2 und LUBAC). Uber de poyub qutnerte RIPK1 wrd der pro nf ammator sche NF-kB-
pathway und d e Transkr pt on bspw. pro nf ammator scher Zytok ne nduz ert. In Abwesenhe t oder unter
Inhbton der Ub qutn-L gasen von clAP oder LUBAC und dem Ausb e ben der RIPK1-Ub qu t n erung
formert s ch Komp ex lla. Uber Aktv erung von Caspase 8 wrd d e Apoptose nduzert. Komp ex Ilb
(RIPK1, RIPK3, FADD, TRADD und Caspase 8), ebenfa s apoptot sch, w rd durch d e akt v erte K nase-
akt v tat der RIPK1 nduzert. Inh b tor sches c-FLIP komp ex ert mt Caspase 8. W rd Caspase 8 be ge-
r ngem c-FLIP-Leve aufgrund reduz erter NF-kB-Akt v erung n se ner Akt v tat gedrosse t, kann es durch
Restenzymakt v tat we terh n RIPK1 und RIPK3 proteo yt sch spa ten. H ertiber wrd d e Nekroptose un-
terdriickt und d e Apoptose liber Komp ex llb akt v ert. Ist Caspase 8 vo stdandg nhbert, formert s ch
Komp ex lic, bzw. das Nekrosom. D eser Prote nkomp ex (RIPK1, RIPK3 und MLKL) nduz ert d e Nekrop-
tose a s a ternat ve Form des programm erten Ze tods. D e schemat sche Darste ung des Crossta ks am
TNF-R wurde neu konz p ert auf Grund age der Veréffent chung von Han et al. Programmed necros s:
backup to and compet tor w th apoptos s nthe mmune system. Nat Immuno . 2011;12(12):1143-9.

1.5 Der programmierte Zelltod
Als Suizidprogramm multizellularer Organismen ist der Zelltod ein physiologi-
scher Prozess wahrend des Zellumsatzes mit grundlegender Bedeutung fur die
Zellhomoostase. Er dient dem Immunsystem zur Abwehr und Beseitigung infi-
zierter oder aberranter Zellen. Stérungen fuhren zur Pathogenese autoimmuner,
entziindlicher oder neoplastischer Erkrankungen®2. Somit ist der Zelltod ein wich-
tiger Mechanismus zur Vorbeugung von Malignomen. Neben der Apoptose gibt
es ein Repertoire alternativer Formen des Zelltods, wie Nekroptose, Anoikis, Au-

tophagie, Ferroptose, Pyroptose, Parthanatos u. v. a. m.%
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1.5.1 Apoptose

Diese Form des programmierten Zelltods ist morphologisch durch Zytoplasma-
schwund, Pyknosis, Karyorrhexis und Abschnirung von Apoptosekorperchen
definiert. Letztere werden phagozytotisch abgeraumt, was Entzindungen und
der Aktivierung des Immunsystems entgegenwirkt. Molekular betrachtet handelt
es sich um die Aktivierung proteolytischer Enzyme, den Cysteinyl-Aspartyl-Pro-
teasen (bzw. Caspasen), die ihre Substrate spezifisch hinter Aspartat-Resten
spalten®. Diese werden entweder ex- oder intrinsisch aktiviert (Abb. 5). Die
extrinsische Apoptose wird Uber Signale des extrazellularen Milieus, die von Re-
zeptoren der TNF-R-Familie (Kap. 1.4) detektiert werden, induziert. Caspase 8
wird an Komplex |l autoproteolytisch gespalten und setzt die Caspasenkaskade
in Gang. Dahingegen initieren DNA-Schaden, durch reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) oder Strahlung induzierter Zellstress, Mitosedefekte, Mangel an Wachs-
tumsfaktoren, Chemotherapeutika u. v. a. m. die intrinsische Apoptose. Proapop-
totische Proteine der B-cell lymphoma 2 (Bcl-2)-Familie permeabilisieren die Mi-
tochondrienmembran. Uber diese Membranporen werden u. a. second mitochon-
dria-derived activator of caspases/direct IAP-binding protein with low pl
(SMAC/Diablo) und Cytochrom c freigesetzt. Letzteres bindet an den apoptotic
protease activating factor-1 (Apaf-1) und Caspase 9, wodurch das Apoptosom
gebildet wird. An diesem Proteinkomplex startet die kaskadenartige Caspasen-
aktivierung. Durch Inhibition von IAPs, die ihrerseits Caspasen hemmen, kann
SMAC/Diablo die Wirkung von Cytochrom c auf Caspasen und die Apoptose ver-

starken93.95,
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a) intrinsische Apoptose b) extrinsische Apoptose
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Abb. 5: Signalwege der Apoptose. a) Intr ns sch w rd d e Apoptose durch Ze stress aus 6sende St mu
w e Chemotherapeut ka, Strah ung oder DNA-Schaden nduz ert. Sensorprote ne we p53 veran assen
d e Akt v erung von Bc -2 homo ogy (BH)3-ha t gen Prote nen auf transkr pt one er und posttrans at ona er
Ebene, d e proapoptot sche Mtg eder der Bc-2-Fam e (Bax, Bak und Bad) stmu eren. Das Uberge-
w cht proapoptot scher Faktoren bew rkt durch Membranpermeab serung de Fre setzung von Cy-
tochrom ¢ und SMAC/D ab o mt Akt v erung der Caspasenkaskade. b) D e extr ns sche Apoptose wrd
rezeptorverm tte t ausge 6st. Nach L gandenb ndung trmersert Fas und formert DISC, we cher de
Caspasenakt v erung nduz ert. D eser S gna weg kann iber Caspase 8 und d e Prozess erung von BH3-
Prote nen den ntr ns schen S gna weg st mu eren und d e Akt v erung der Effektorcaspasen 3 und 7 ver-
starken. Daneben bes tzt Caspase 8 auch n chtenzymat sche Funktonen. A's Gerust kann es zur For-
m erung des FADDosoms (Caspase 8, FADD und RIPK1) d enen, das NF-kB-abhang g Inf ammat on und
Res stenz bed ngt. D e Abb dung wurde neu konz p ert auf Grund age der Verdffent chung von Ashken-
azi et al. Regu ated ce death: s gna ng and mechan sms. Annu Rev Ce Dev B o. 2014;30:337-56 und
Henry et al. Caspase-8 Acts n a Non-enzymat c Ro e as a Scaffo d for Assemb y of a Pro- nf ammatory
"FADDosome" Comp ex upon TRAIL Stmu aton. Mo Ce . 2017;65(4):715-29 e5.

1.5.2 Crosstalk zwischen Apoptose und Inflammation

Die Umgehung des Zelltods ist ein Charakteristikum maligner Zellen. Pathogeni-
tatsfaktoren, welche zum Uberleben von Tumorzellen fiihren, sind von grundle-
gender Bedeutung fur die Entwicklung und Etablierung zielgerichteter Therapien.
Jedoch unterliegen diese einer enormen Heterogenitat. U. a. sind IAPs fur das
HNSCC beschrieben. Diese antiapoptotischen Proteine induzieren durch
Ubiquitinierung von RIPK1 und Induktion des NF-xB pathways Proliferation,
Uberleben und Resistenz von Tumorzellen®. Mutationen der Procaspase 8 inhi-
bieren die extrinsische Apoptose und verstarken das NF-kB-signaling, da Caspa-
sen nach Verlust ihrer Proteasefunktion als Gerustproteine fur FADD und RIPK1
zum FADDosom komplexieren®’. Dieser Signalkomplex stimuliert (iber den klas-

sischen NF-kB-Signalweg die Inflammation anstelle der extrinsischen Apoptose
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(Abb. 5)%. Ein weiterer Resistenzfaktor des HNSCC ist c-FLIP. Seine Bindung
an FADD und Caspase 8 unterdruckt die Formierung von DISC. Aul3erdem sti-
muliert es den NF-kB pathway®. Umgekehrt berichten Jackson-Bernitsas et al.,
dass NF-kB aufgrund konstitutiver IKK-Aktivierung sowie autokriner und wachs-
tumsstimulierender TNF-a-Sekretion permanent stimuliert ist, was seinerseits

proliferativ und antiapoptotisch wirkt8.

1.6 NF-xB-pathway-Inhibition zur molekularen Tumortherapie

Aufgrund des geschilderten Beitrags des proinflammatorischen NF-«xB-Signal-
wegs zur Karzinogenese erscheint die Inhibition dieses Transkriptionsfaktors als
plausibles target molekularer Tumortherapie. Sein Einfluss auf Inflammation,
Proliferation, Tumorzelliberleben und Resistenz gegen System- und Strahlen-
therapien machen die spezifische Inhibition des NF-kB pathways zu einer viel-
versprechenden Strategie. /n vitro und in vivo Studien zeigen, dass dieser Ansatz
die TNF-a-getriggerte Apoptose therapieresistenter Tumorzellen induzieren

kann190,

1.6.1 Glucocorticoide

Cortisol (bzw. Hydrocortison), ein kdrpereigenes Stresshormon aus der Gruppe
der Glucocorticoide (GC), besitzt ein weites Spektrum physiologischer Funktio-
nen. Neben katabolen Stoffwechselwirkungen besitzt es antiphlogistische, anti-
proliferative und immunsuppressive Eigenschaften, weshalb es therapeutisch bei
chronisch-entzundlichen Erkrankungen eingesetzt wird. Seine glucocorticoiden
Effekte werden uber intrazellulare Rezeptoren vermittelt, die als ligandenakti-
vierte Transkriptionsfaktoren die Expression spezifischer Gene regulieren. Seine
antiinflammatorische Wirkung entfaltet es durch Herunterregulierung proinflamm-
atorischer Gene, durch direkte Inhibition des NF-kB pathways und durch Steige-
rung der GC-Rezeptorexpression. Dexamethason kann nach GC-Rezeptorbin-
dung Uber direkte Protein-Protein-Interaktionen p65 inhibieren. Aulerdem stimu-
lieren GC die Transkription des antiinflammatorischen IkBa-Gens, wodurch die
Aktivierung und nukleare Translokation von NF-kB unterbunden wird. Fir Sys-
temtherapien sensitivierende Effekte von GC sind fur hamatologische und solide
Malignome beschrieben'®!. Jedoch scheint es gewebsspezifische Unterschiede
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hinsichtlich ihrer Wirksamkeit zu geben. Eine Vielzahl von Tumoren ist resistent
bzw. GC wirken zytoprotektiv. Die zugrundeliegenden Mechanismen beruhen auf
veranderten Expressionsmustern von Rezeptor-Isoformen, verringerten Rezep-
tor-Expressionsleveln und zytoprotektiven Dysbalancen zwischen pro- und anti-
apoptotischen Faktoren. Dies schutzt Tumorzellen bei Kombination von GC mit
Radio- oder Systemtherapien vor der Induktion von Apoptose. Deshalb gibt es
grole Vorbehalte gegenuber ihrer Anwendung als Tumortherapeutikum, wes-
halb eine generelle GC-Therapie bislang als kontraindiziert abgelehnt wird'0".102,
In Studien konnte der NF-xB pathway durch Dexamethason bei Kombinations-
behandlung mit SMAC mimetics erfolgreich inhibiert werden. Es wurden signifi-
kante Erfolge bei der in vitro Therapie der akuten lymphatischen Leukamie (ALL)

gezeigt und durch clAP-Inhibition die Apoptose induziert'®3.

1.6.2 MLN4924

Als antiproliferativer und antiinflammatorischer Wirkstoff inhibiert MLN4924 (bzw.
Pevonedistat oder TAK-924) spezifisch das NEDD8 (neural precursor cell ex-
pressed, developmentally down-regulated 8)-aktivierende Enzym (NAE). NAE
aktiviert durch Konjugation mit NEDD8 (bzw. Neddylierung) die Cullin-RING-
Ligase (CRL), eine E3-Ubiquitin-Ligase, die Proteine fur den proteasomalen Ab-
bau markiert'®. Dysregulationen der CRL, besonders von CRL1 bzw. SCF-E3-
Ligase, sind mit der Karzinogenese verknupft. CRL ubiquitiniert IxBa, ein Inhibitor
des klassischen NF-«B pathways, welcher proteasomal abgebaut wird. Die NAE-
Hemmung durch MLN4294 fuhrt zur Akkumulation von CRL-Substraten, bspw.
IxBa. oder zellzyklusregulierender Proteine. Durch die MLN4924 inhibierte 1kBa.-
Ubiquitinierung wird der klassische NF-kB-Signalweg gehemmt, was fur diverse
Neoplasien [bspw. akute myeloische Leukamie (AML), Lymphome und Multiples
Myelom] gezeigt wurde'%%1%, Zusatzlich induziert MLN4924 die intrinsische
Apoptose durch Stimulation proapoptotischer Bcl-2-Proteine und Herunterregu-
lation von IAPs'97:1%8 Vielversprechende Daten flr die Wirksamkeit dieses Wirk-
stoffs beim HNSCC sind publiziert. /In vitro konnten Vanderdys et al. mit MLN4924
die Zellproliferation hemmen und das HNSCC erfolgreich radiosensitivieren'%.
Zhao et al. konnten das HNSCC durch Senkung des c-FLIP-Levels fur die TRAIL-

induzierte Apoptose sensitivieren'°.
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1.6.3 QNZ

Das Quinazolin-Derivat N4-[2-(4-Phenoxyphenyl)Ethyl] Quinazolin-4,6-Diamin
(bzw. QNZ oder EVP4593) ist ein spezifischer Inhibitor des NF-xB pathways und
der TNF-a-Freisetzung'"'-112. QNZ wirkt inhibierend auf die Angiogenese, Meta-
stasierung und Inflammation (IL-1B3, IL-6 und TNF-a) durch spezifische Hem-
mung von p65 auf Proteinebene. Hierdurch wurde die Zellviabilitat des hepato-
zelluldren Karzinoms in vitro signifikant reduziert''®"4. AuRerdem wurde an
Glioblastomzellen die Hemmung der antiapoptotischen Proteine c-FLIP und
myeloid cell leukemia 1 (MCL-1) gezeigt''s.

1.6.4 TPCA-1

Das small molecule 2-[(Aminocarbonyl)amino]-5-(4-Fluorophenyl)-3-Thiophen-
carboxamid, bzw. TPCA-1, ist, als ATP-kompetitiver Inhibitor des IxB kinase
(IKK)-Komplexes, eine spezifisch wirkende Verbindung zur Hemmung des klas-
sischen NF-kB-Signalwegs mit hoher Selektivitat fur IKKB. Aulderdem inhibiert
TPCA-1 den signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3), ein
HNSCC-Onkogen, das unter konstitutiver Aktivierung die Apoptose inhibiert und
zytokinabhangig die Inflammation und Zellproliferation stimuliert''®. Nan et al. be-
richten, dass aufgrund der dualen NF-kB- und STAT3-Inhibition das nicht-klein-
zellige Bronchialkarzinom (NSCLC) durch TPCA-1 fur Gefitinib sensitiviert wird.
Durch Suppression der autokrinen IL-6-Sekretion wird Apoptose induziert''”. Po-
dolin et al. berichten, dass die IKKB-Inhibition die Produktion von IL-6, -8 und
TNF-a. wirksam in Monozyten hemmt''®. Des Weiteren induzierten Rauert-Wun-
derlich et al. durch TPCA-1 den Zelltod des Multiplen Myeloms'%6.
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1.7 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit soll den Zusammenhang zwischen Inflammation und The-
rapieresistenz maligner Neoplasien am Beispiel eines in vitro Modells des
HNSCC untersuchen. Grundlage hierfur ist die NF-kB-abhangige Induktion pro-
inflammatorischer Gene, deren (Uber-) Expression Tumorzellen auf Inflammation
und Proliferation programmiert. Es soll die Hypothese Uberpruft werden, ob die
Resistenz des HNSCC gegen immunologische Zelltodinduktoren (FasL oder
TNF-a) durch zielgerichtete Inhibition des NF-xB pathways aufgehoben werden
kann. Hierbei wird die von Karin und Greten aufgestellte These, wonach die NF-
kB-Aktivierung uber den klassischen, IKK-B-abhangigen NF-kB pathway ein ent-
scheidender Mediator der entzindungsinduzierten Karzinogenese ist, auf das
HNSCC Ubertragen. Dabei soll Uberpruft werden, ob dieser Signalweg eine plau-
sible molekulare Zielstruktur fiir therapeutische Zwecke darstellen konnte8'. Hier-
fur wird die Wirkung von vier unterschiedlich targetierenden NF-kB-pathway-In-
hibitoren auf funf Zelllinien des HNSCC und eine keratinozytische Referenzzell-
linie in vitro untersucht. Es soll analysiert werden, ob das Zytokin IL-8, ein Marker
der Inflammation, sezerniert und durch TNF-a stimuliert wird. Ferner wird vali-
diert, ob die Inflammation des HNSCC auf einer autokrinen Signalschleife via
TNF-o,, NF-kB und IL-8 beruht. Durch Expressionsanalysen soll der Einfluss o. g.
Inhibitoren auf proapoptotische, antiapoptotische und proinflammatorische Gene
studiert werden. Ferner sollen FACS-Apoptose-Assays klaren, ob Apoptose
durch Inhibition dieses Signalwegs induziert werden kann.
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2 Material & Methoden

2.1 Materialien

Die angegebenen Produktbezeichnungen sind, wenn auch im weiteren Verlauf
dieser Arbeit nicht explizit darauf hingewiesen wird, urheberrechtlich geschutzt.
Eine fehlende oder fehlerhafte Kennzeichnung soll nicht auf eine freie Verflugbar-
keit schliel3en lassen.

211 Gerate
Name Bezeichnung Hersteller Herkunft
Absaugmotor HLC by DITABIS DITABIS AG Pforzheim
Brutschrank Heracell™ 150i Thermo Fisher Scientific Darmstadt
Durchflusszytometer =~ BD FACSCalibur™ Becton Dickinson GmbH Heidelberg
Flow Cytometer
Gefrierschrank 7084 311-00 Liebherr-International Biberach
Deutschland GmbH
Grof3sterilisator Selectomat PL MMM Munchener Medizin Planegg
Mechanik GmbH
Kahlschrank 7084 311-00 Liebherr-International Biberach
Deutschland GmbH
Magnetrihrer MR 3001 Heidolph Instruments Schwabach
GmbH & Co. KG
Mehrkanalpipette Eppendorf Research Eppendorf AG Hamburg
plus
Mikrovolumen-Spek- ~ NanoDrop™ Spectro- Thermo Fisher Scientific Darmstadt
tralphotometer photometer ND-2000c
PCR-Thermocycler CFX Connect™ Real- Bio-Rad Laboratories, Inc. Miinchen
Time PCR Detection
System
pH-Meter Inolab pH level 1 Xylem Analytics Germany Weilheim
Sales GmbH & Co. KG
Pipetten Eppendorf Research Eppendorf AG Hamburg
plus
Pipettierhilfe Accu-jet® pro Brand GmbH + Co. KG Wertheim
Photometer Tecan Infinite® F50 Tecan Deutschland GmbH  Crailsheim
Absorbance Microplate
Reader
Prazisionswaage KB 2400-2N Kern & Sohn GmbH Durrwangen
Sicherheitswerkbank  Safe 2020 Thermo Fisher Scientific Darmstadt
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Umwalzthermostat MB-5
Thermoschittler TS-100
Vakuumpumpe N 816.3 KT.18
Vortexmischer Vortex Genie 2
Wasserbad VWB 26
Wippschuttler Single-Tier Rocking
Platform
Zellkulturmikroskop CK40

Zellzahlgerat

Casy® TT Cell Counter

+ Analyzer

Zentrifugen o

Centrifuge 5427 R
Centrifuge 5424

Universal 320R

Julabo GmbH

Biosan Medical-Biological
Research & Technologies

KNF Neuberger GmbH
Scientific Industries, Inc.
VWR International GmbH
VWR International GmbH

Olympus Europa SE & Co.

KG

Roche Innovatis AG

Eppendorf AG

Andreas Hettich GmbH &
Co. KG

Seelbach

Riga, Lettland

Freiburg

Karlsruhe
Darmstadt

Darmstadt

Hamburg

Reutlingen

Hamburg

Tuttlingen

Tab. 1: Gerateverzeichnis. Angaben (iber d e verwendeten Gerate m t Produktbeze chnung, Herste er und

Herkunft.

2.1.2 Software

Name Version Hersteller Herkunft

BD CellQuest Pro M 5.1 BD Biosciences Heidelberg
CASYstat 4.0 Scharfe System GmbH Reutlingen
CFX Manager™ Software 3.1 Bio-Rad Laboratories, Inc. Miinchen
EndNote™ X7.8 Clarivate Analytics Munchen
FlowJo® 10.0 FlowJo LLC Ashland, USA
GraphPad Prism 6.04 GraphPad Software, Inc. La Jolla, USA
Magellan™ 7.0 Tecan Deutschland GmbH Crailsheim
MEDAS - Grund EDV-Systeme Margetshéchheim
Microsoft® Office Word 2016  16.16.10 Microsoft Corporation Minchen
Microsoft® Office Excel 2016 16.16.10 Microsoft Corporation Minchen
NanoDrop 2000 Software 1.0 Thermo Fisher Scientific Darmstadt

Tab. 2: Softwareverzeichnis. Auf stung der e ngesetzten Computerprogramme zur Datenerhebung, -ana-
yse und -darste ung mt Angabe von Softwarevers on, Herste er und Herkunft.
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Name Bezeichnung Hersteller Herkunft
ELISA-Mikroplatten MICROLON M Greiner Bio-One GmbH Frickenhausen
Einmalspritzen BD Discardit M II Becton Dickinson GmbH Heidelberg
FACS-Réhrchen 5 ml Tubes Sarstedt AG & Co Nurnberg

Falcons
Kanulen

Messgefalle

Mikroreaktionsgefaf’

Pasteurpipette
Petrischalen
Pipetten

Pipettenspitzen

Versiegelungsfolie

Zellkulturflaschen

Zellschaber

6-Well-Platten

96-Well-Platten

50 mm Polypropylene

BD Microlance M
CASYcups
Safe-Lock Tubes

Glass Pasteur Pipettes

Nunc™
Cellstar
epT.l.P.S.

Microseal®

Cell Scraper

Nunc™ Zellkultur-Mul-

tischalen

e Nunc™ MicroWell™
96 Well Mikroplatten

¢ Multiplate® PCR
Plates™ 96-well

Nunc M EasYFlask M

Corning GmbH

Becton Dickinson GmbH
Omni Life Science GmbH
Eppendorf AG

Kimble Chase Germany
Thermo Fisher Scientific
Greiner Bio-One GmbH
Eppendorf AG

Bio-Rad Laboratories
GmbH
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Bio-Rad Laboratories
GmbH

Kaiserslautern
Heidelberg
Bremen
Hamburg
Meiningen
Darmstadt
Frickenhausen
Hamburg

Ridesheim

Darmstadt
Darmstadt

Darmstadt
Darmstadt

Ridesheim

Tab. 3: Materialliste. Verze chn s der e ngesetzten Verbrauchsmater a en mt Angabe von Art ke beze ch-
nung, Herste er und Herkunft.

2.1.4 Nahrmedien

Name Supplemente Prod.-Nr. Hersteller Herkunft
DMEM 10 % FCS 41965-039 Thermo Fisher Scientific Darmstadt
1% P/S
DMEM, 10 % FCS 31885-023 Thermo Fisher Scientific Darmstadt
low glucose 1% P/S
5 ml Glutamin
DMEM/F-12, 10 % FCS 31330-038 Thermo Fisher Scientific Darmstadt
HEPES 1% P/S

5 pl Hydrocortison

Tab. 4: Zellkulturmedien. Verze chn's, nkusve der Mod fkat onen, des Ze kuturmed ums Dubecco’s
Mod f ed Eag e Med um (DMEM), der Supp emente und Produktnummern (Prod.-Nr.) m t Angaben zu Her-
ste er und Herkunft.
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2.1.5 Chemikalien, Inhibitoren & Reagenzien

Name Prod.-Nr. Hersteller Herkunft
CASYclean 5651786 Omni Life Science GmbH Bremen
CASYton 177603 Omni Life Science GmbH Bremen
Cortisol (C-106) 50-23-7 Sigma-Aldrich Chemie GmbH  Schnelldorf
Dimethylsulfoxid (DMSO) RNBD9128 Sigma-Aldrich Chemie GmbH  Schnelldorf
Fc-FLAG-FasL [500 pg/mi] Laborgruppe Prof. Dr. Wajant ~ Wirzburg
Fetal calf serum (FCS) 10270 Thermo Fisher Scientific Darmstadt
Hydrocortison (= 98 %) H4001-10G Sigma-Aldrich Chemie GmbH  Schnelldorf
Kristallviolett 42555 Carl Roth GmbH + Co. KG Karlsruhe
L-Glutamin [20 mM] K 0283 Biochrom GmbH Berlin
Methanol (= 99,8 %) 322415-1L Sigma-Aldrich Chemie GmbH  Schnelldorf
MLN4924 HY-10484 Hycultec GmbH Beutelsbach
Penicillin/Streptomycin 15140-122 Thermo Fisher Scientific Darmstadt
QNZ (bzw. EVP4593) S4902 Selleck Chemicals Europe Minchen
R&D Substrate Reagent DY999 Thermo Fisher Scientific Darmstadt
Salzsaure (1 M) 318949-6X1L  Sigma-Aldrich Chemie GmbH  Schnelldorf
TNF(wt)-FLAG [ 300 pg/ml Laborgruppe Prof. Dr. Wajant ~ Wiurzburg
TPCA-1 S2824 Selleck Chemicals Europe Minchen
Trypsin/EDTA solution L2143 Biochrom GmbH Berlin

(0,05 %/0,02 % in PBS)

Tab. 5: Chemikalien, Inhibitoren & Reagenzien. Verze chn's der verwendeten Reagenz en mt Angabe
von Produktnummer, Herste er und Herkunft.

Die Zelltodliganden Fc-FLAG-FasL (bzw. FasL) und TNF(wt)-FLAG (bzw. TNF-a)
wurden durch die Abteilung fur Molekulare Innere Medizin des Universitatsklini-
kums Wirzburg (Professor Dr. Wajant) hergestellt und freundlicherweise zur Ver-
fugung gestellt. Hierfur wurden FLAG-Tag-markierte Rekombinanten durch Im-
munprazipation mittels anti-FLAG M2 Agarose beads isoliert. Die Proteinaufrei-
nigung wurde mit Hilfe von Affinitatschromatographie der Ubersténde transfizier-
ter HEK293-Zellen durchgefiihrt'®,

Die kommerziell
MLN4924, QNZ und TPCA-1 wurden gemal} Herstellerangaben in Dimethylsul-
foxid (DMSO) geldst, zu 10 mM Stocklésungen aliquotiert und bei -20 °C gela-

erworbenen Inhibitoren des NF-«B pathways Cortisol,

gert.
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2.1.5.1 Kits

Name Prod.-Nr. Hersteller Herkunft
Annexin V PE Apoptosis  88-8102-74 Thermo Fisher Scientific Darmstadt
Detection Kit PE

BD OptEIA M Human IL-8 555244 Becton Dickinson GmbH Heidelberg
ELISA Set

BD OptEIA M Human 555212 Becton Dickinson GmbH Heidelberg
TNF ELISA Set

QuantiTect® Reverse 2045313 Quiagen Deutschland GmbH Hilden
Transcription Kit

QuantiTect® SYBR® 204145 Quiagen Deutschland GmbH Hilden
Green PCR Kit

RNeasy® Mini Kit 74106 Quiagen Deutschland GmbH Hilden

Tab. 6: Kits. Verze chn s der e ngesetzten, kommerz e verfligbaren Labor-Kts mt Angabe von Produkt-

nummer, Herste er und Herkunft.

2.1.6 Losungen & Puffer

Name Zusammensetzung
Assay diluent 40,5 ml dH20
4,5 ml (10x) PBS
5 ml FCS
Capture Ansatz Capture antibody purified IL-8 bzw. TNF-a
1:250 Coating buffer
Coating buffer 8,4 g/ NaHCOs
3,56 g/l Na2COs
Kristallviolettlésung 0,5 g Kristallviolett
100 ml Methanol
400 ml dH20
Phosphate-buffered saline (10x) 133,25 g Naz2HPO4
(PBS) 15,6 g NaH2PO4
409,5 g NaCl
51dH20
Stop solution (2N H2S04) 5,33 ml H2S04
94,67 ml dH20
Tris-EDTA (TE) Puffer (1x) 1,211 g/l (10 mM) Tris

0,372 g/l (1 mM) EDTA-Naz

Working detector Assay diluent

1:250 Detection antibody biotinylated I1L-8 bzw. TNF-a
1:250 Enzyme reagent streptavidin horseradish peroxidase

Tab. 7: Losungen & Puffer. Zusammensetzung se bststand g hergeste ter Puffer und Lésungen.
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2.1.7 Oligonukleotid-Primer

Name Beschreibung Gen Spezies Prod.-Nr. Hersteller

Hs_BAX_ 1_SG proapoptotisch BAX human QT00031192 Quiagen
Hs_BCL2_1_SG antiapoptotisch BCL2 human QT00025011 Quiagen
Hs_BIRC2_1_SG antiapoptotisch BIRC2 human QTO00083587 Quiagen
Hs_BIRC3_1_SG antiapoptotisch BIRC3 human QT00021798 Quiagen
Hs_CFLAR_1_SG  antiapoptotisch CFLAR  human QT00064554 Quiagen
Hs_XIAP_1_1_SG antiapoptotisch  XIAP human QT00042854 Quiagen
Hs_IL6_1_SG inflammatorisch  IL-6 human QTO00083720 Quiagen
HS IL8 1 SG inflammatorisch  IL-8 human QT00000322 Quiagen
Hs_ACTB_2_SG Haushaltsgen B-Actin human QT01680476 Quiagen
Tab. 8: Primer. Kata og der O gonuk eot de fiir d e reverse-transcr pt on quant tat ve rea -t me po ymerase
chan react on (RT-gPCR). Angabe der verwendeten O gonuk eot de zum Nachwe s der re at ven Express -
ons eve 0. g. Gene nach in vitro Stmu at on der Ze en mt den v er zu untersuchenden Inh b toren des NF-

kB pathways n der SYBR® Green-bas erten Genexpress onsana yse. D e Prmer wurden n 1,1 m TE-Puffer
ge 6st und gemal Herste erangaben ge agert.

2.1.8 Zellpanel

Zelllinie  Beschreibung & Ursprung TNM'20 Medium
PCI 1-1*  Glottisches Larynxkarzinom pT2NOM0G2 DMEM (low)
PCI 9-1*  Zungenbasiskarzinom pT4N3M0G2 DMEM (low)
PCI 13-1*  Retromolares Mundhéhlenkarzinom pT4pN1MOG3 DMEM (low)
PCI 52* Karzinom der Plica aryepiglottica pT2NOM0G2 DMEM (low)
SCC-25**  Zungenkarzinom TIN1MO DMEM/F-1 2
HaCaT**  Immortalisierte humane Keratinozyten - DMEM

Tab. 9: Zellpanel. Kata og der untersuchten HNSCC-Ze en ( nk us ve der Referenzze ne HaCaT) mt An-
gabe des jewe gen Resekt onsorts, der TNM-K ass f kat on und der e ngesetzten Basa med en [mt * mar-
k erte Ze en wurden vom Krebs nst tut der Un vers tét P ttsburgh (USA) etab ert'?!, mit ** gekennze chnete
Ze en wurden von Amer can Type Cu ture Co ect on kommerz e erworben].

26



[l. Material & Methoden

2.2 Methoden

2.21 Zellkultur

Die Zelllinien (Tab. 9) wurden als adharente und permanente Kulturen unter einer
Schutzatmosphére bei 5 % CO2, 95 % gesattigter Luftfeuchtigkeitund 37 °C kul-
tiviert. Dem Proliferationsverhalten adaptiert erfolgte die Subkultivierung mit Me-
dienwechsel im Intervall von 72 Stunden unter keimfreien Kautelen. Der kon-
fluente Monolayer wurde mit vorgewarmter phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS bzw. PBS low) gewaschen. Gelost wurden die adharenten Zellen enzyma-
tisch im Detachment- und shake-off-Verfahren mittels einer Trypsin-EDTA-LG-
sung. Zur Passagierung wurden die Zellsuspensionen gesplittet und mit frischem
Nahrmedium ergénzt (Tab. 4)'22.

2.2.1.1 Automatisierte Zellzahlung

Die Quantifizierung vitaler Suspensionszellen erfolgte mit dem Zellzahler Casy®
TT im Coulter-Prinzip. Dieses automatisierte und volumenbasierte Aggregations-
messverfahren beruht auf der Impedanzmessung und Pulsflachenanalyse. Sie
dient der Bestimmung der Zellkonzentration sowie von -viabilitat, -volumen, -ag-
gregation und -debris. Hierfur wurden 10 yl der aliquotierten Zellsuspension in
10 ml einer isotonen, elektrisch leitfahigen Losung Uberfuhrt (1:1.000). Wahrend
dem Messverfahren liegt ein elektrischer Widerstand an der Durchflusskapillare
an. Treten Zellen mit intakter Zytoplasmamembran durch die Messpore erhoht
sich analog der elektrische Widerstand, da vitale Zellen mit unversehrter Ober-
flachenintegritat isolatorisch wirken. Diese Impendanzverschiebungen werden in
elektrische Pulse umgewandelt und durch die Analysesoftware CASYstat als
Konzentration Zellzahl pro ml umgerechnet. Hierbei ist die Impulszahl mit der

Zellkonzentration und die Impulsamplitude mit dem Zellvolumen korreliert'?3.

2.2.2 Zytotoxizitiatsassay

Die Zellen [1 x 10* pro Well in 100 plI] wurden als Triplikate auf 96-Well-Mikroti-
terplatten ausgesat und Uber Nacht inkubiert. Fur die in vitro Monotherapien wur-
den Cortisol, MLN4924, QNZ, TPCA-1 sowie FasL in log>-Stufen seriell verdinnt,
wobei je nach biologischer Aktivitat der Wirkstoffe unterschiedliche Startkonzent-
rationen gewahlt wurden. Zur prozentualen Normierung (auf 100 %) der zytoto-

xischen Effekte wurden die Zellen in Spalte zehn als Kontrollen streng nur mit
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Nahrmedium behandelt. Nach 72-stindiger Inkubation wurden die Zellen im Kris-
tallviolettassay quantifiziert (Kap. 2.2.2.1). Aus diesen Daten konnten initial-inhi-
bitorische Wirkstoffdosen [IC1o (engl.: inhibitory concentration of 10 %)] bestimmt
werden, die die relative Zellzahl (%) um ein Zehntel reduzierten. War aufgrund
einer eingeschrankten biologischen Aktivitat einzelner Wirkstoffe kein IC1o-Wert
festzustellen, wurde die Verdunnungsstufe, welche als erste zu einer signifikan-
ten Zellzahlreduktion fuhrte, als IC1o-Wert definiert und mit 10 bezeichnet. Diese
individuell bestimmten Konzentrationen wurden in den Kombinationstherapien

mit FasL als log2-Verdinnungsreihe konstant appliziert.

2.2.2.1 Kolorimetrische Quantifizierung der Zellviabilitat

Zur Bestimmung der zytotoxischen Effekte der zu untersuchenden Inhibitoren
wurde die Kristallviolettmethode nach Gillies et al. verwendet'?*. Hierbei infiltriert
der basische Farbstoff Kristallviolett adharente bzw. vitale Zellen des Monolayers
und interkaliert in deren DNA. Somit korreliert die optische Dichte der photomet-
risch messbaren Extinktion mit der Zellzah!'?®. Zur Versuchsanalyse wurden die
Zellen nach Aspiration des Uberstands mit 50 pl Kristallviolettidsung (Tab. 7) fir
12 Minuten gefarbt. In mehreren Waschzyklen wurde ungebundener Farbstoff
mit deionisiertem Wasser von der Platte gespult und diese fur 24 Stunden luftge-
trocknet. Der gebundene Farbstoff wurde mit Methanol (100 ul pro Well) geldst
und photometrisch im Mikroplatten-Reader Tecan Infinite® F50 bei einer Wellen-
lange von 595 nm (ODsgsnm) quantifiziert'?6.

2.2.3 Enzyme-linked immunosorbent assay

Der quantitative Nachweis der Zytokinsekretion wurde mittels enzyme-linked im-
munosorbent assay (ELISA) erbracht. Diese Methode, bei der ein Antikdrper zum
Antigennachweis mit einem Indikatorenzym konjugiert wird, geht auf Engval et al.
und van Weemen et al. zuriick'?”1?8, In vorliegenden Fall wurde das Prinzip der
indirekten sandwich-ELISA (sELISA) genutzt. Hierbei wird ein Antigen durch An-
wendung unterschiedlicher Antikorper, welche dieses beidseits binden, detek-
tiert. Capture-AntikOrper adsorbieren das nachzuweisende Antigen an die Plat-
tenoberflache. Unmarkierte Detektionsantikdrper sowie mit Meerrettichperoxi-
dase-konjugierte ZweitantikOrper binden an das fixierte Antigen und setzen eine
enzymatische Farbreaktion in Gang. Diese verhalt sich linear zur ausgebrachten
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Antigenmenge und kann photometrisch quantifiziert werden. Vorteil dieser Me-
thode ist der Nachweis geringer Antigenkonzentrationen'?®. Fir die durchgefiihr-
ten Versuche wurden kommerziell erhaltliche Kits eingesetzt (Tab. 6) und wie im
Folgenden erlautert modifiziert angewendet.

2.2.3.1 sELISA zur Quantifizierung der Zytokinsekretion

Zur Bestimmung der Zytokintiter wurden 2 x 10* Zellen pro Well in 100 pl Medium
als Duplikate ausgesét und die Uberstéande nach 24 bzw. 48 Stunden geerntet.
Um die Zytokinkonzentration mit der Zellproliferation korrelieren zu konnen,
wurde die Zellzahl im Kristallviolettassay quantifiziert (Kap. 2.2.2.1). Hochbin-
dungsaffine Mikrotiterplatten wurden mit dem capture-Antikdrper-Ansatz (50 pl
pro Well) bei 4 °C Gber Nacht beschichtet. Am Folgetag wurden die Platten drei-
mal mit PBS-Tween gewaschen und freie Bindungsstellen mit 200 ul assay di-
luent fur 1 Stunde bei Raumtemperatur gesattigt. Nach dreimaligem Waschen
wurden je 70 ul Standards [0 — 0,5 — 1 — 2 ng/ml] sowie die Proben aufgetragen
und fur 2 Stunden inkubiert. Es folgten funf Waschzyklen und der Auftrag von
50 pl mit Streptavidin-Meerrettichperoxidase konjugierter Antikdrper (bzw. work-
ing detector). Nach einstindiger Inkubation und sieben Waschschritten wurde die
Substratlésung (100 ul pro Well) enzymatisch umgesetzt. Je nach Reaktionsge-
schwindigkeit wurde der Farbumschlag mit 2 N H2SO4 (bzw. stop solution) ge-
stoppt und bei 405 nm (ODaosnm) im ELISA-Mikroplatten-Reader gemessen.
2.2.3.1.1 Validierung des ELISA- 2- T

Kits
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ten Testverfahrens wurden TNF-a-

—
L

Standards als Positivkontrollen ge-

TNF-o, [ng/ml]

T

messen. Die seriell verdiinnten Kon-

zentrationen der rekombinanten 0 T T T T
Standardlésungen konnten photo- (\q\& o&‘o (@& o&‘e
Q % N 9
. epr n Q\
metrisch verifiziert Werden’ weshalb Abb. 6: Positivkontrolle der TNF-a-sELISA. Zur Va -

von einer validen Versuchsdurchfiih- d erung und Best mmung abso uter Zytok nkonzentra-
tonen der TNF-a-sELISA wurden rekomb nante

rung ausgegangen werden konnte. TNF-o-Standards as og2-Verdinnungsre he aufgetra-
gen und photometr sch gemessen. H eraus wurden m t-

Um die Messwerte vom metho- tes nearer Regress onsanayse d e abso uten Zytok n-
konzentrat onen [ng/m ] berechnet.
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dischen Hintergrundsignal zu bereinigen, wurde der Background durch Kontroll-
proben ohne TNF-a bestimmt. Hierfur wurden frische Zellkulturmedien analysiert.
Die Bestimmung absoluter Zytokinkonzentrationen erfolgte durch lineare Regres-
sionsanalyse. Dabei wurde die optische Dichte bzw. Extinktion der einzelnen Ver-
duinnungsstufen gegen die jeweiligen Konzentrationen der Standards aufgetra-

gen und die Steigung dieser linearen Funktion berechnet:

y = 0,0568x

Die Konversion der photometrisch quantifizierten Extinktionswerte in absolute Zy-

tokinkonzentrationen [ng/ml] wurde folgendermafien durchgefihrt:

x =y/0,0568

Dabei gilt:
x = TNF-o [ng/ml]
y= ODa405mnm

012 1
0,1 1

0,08 A

y = 0,0568x

OD [405 nm]
o
&

0,04

0,02

00 05 10 156 20

TNF-a [ng/ml]
Abb. 7: Lineare Regressionsanalyse zur Bestimmung der Zytokinkonzentration [ng/ml]. D e opt sche
D chte (ODa4osnm) der rekomb nant hergeste ten TNF-a-Standard-Lésungen wurde gegen d e entsprechende

TNF-a-Konzentrat on aufgetragen und m tte s Trend n e a's Ste gungsfunkt on dargeste t. D e Ste gung der
Standardkurve wurde durch neare Approx mat on mt der Software M crosoft Exce berechnet.
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2.2.3.1.2 sELISA zur Quantifizierung der IL-8-Sekretion
Zum Nachweis der durch die Inhibitoren des NF-xB pathways gehemmten IL-8-
Freisetzung wurden die Proben entsprechend prapariert (Kap. 2.2.3.1). Vor Inku-
bation der Zellen wurden die Uberstande aspiriert, um das Hintergrundsignal der
basalen IL-8-Sekretion zu minimieren. Kombiniert behandelte Proben (NF-«kB-In-
hibitor + TNF-a.) wurden initial mit den Inhibitoren [IC10] in doppelter Konzentra-
tion (50 pl pro Well) vorstimuliert. Um sicherzustellen, dass alle Proben einheitlich
behandelt werden, wurden die monotherapeutisch nur mit dem jeweiligen Inhi-
bitor oder TNF-a behandelten Proben mit frischem Medium (50 pl pro Well) vor-
inkubiert. Nach 6 Stunden wurden die NF-kB-Inhibitoren [IC10] und TNF-a
[5 ng/ml] in jeweils doppelter Dosis (50 pl/Well) appliziert. Die Uberstéande wur-
den nach 48 Stunden geerntet und bis zur Versuchsdurchfuhrung bei -20 °C ge-
lagert. Zur Korrelation der sezernierten IL-8-Level [ng/ml] mit der relativen Zell-
zahl (%) wurden diese als Kristallviolett-Assay quantifiziert (Kap. 2.2.2.1).
2.2.4 Two-step reverse-transcription quantitative real-time polymerase
chain reaction
Fir diesen Assay (bzw. RT-gPCR) wurden 3 x 10° Zellen je Probe auf 6-Well-
Platten ausgesat. Nach Inkubation Uber Nacht und anschliefiender Aspiration
des Mediums am Folgetag wurde der konfluente Zellrasen mit vorgewarmtem
PBS (bzw. PBS low) gewaschen und mit den NF-kB-pathway-Inhibitoren [IC100
(Tab. 13)] fir 24 Stunden inkubiert.

2.2.4.1 Praparation der Gesamt-RNA

Die RNA-Extraktion erfolgte mit dem Quiagen RNeasy® Mini Kit in der Silicagel-
Membran-Technik'°. Hierbei adsorbieren mit positiv geladenen Siliziumdioxid
beschichtete Membranen polyanionische Ribonukleinsauren''132, Die Aufreini-
gung der RNA erfolgte gemal} Herstellerangaben. Die isolierte RNA wurde bis

zur Versuchsdurchfuhrung bei -20 °C gelagert.

2.2.4.1.1 Spektralphotometrische Nukleinsdaureanalyse

Die Quantifizierung der extrahierten Gesamt-RNA-Konzentration erfolgte mit
dem Spektralphotometer NanoDrop® ND-2000c in den Wellenlangenbereichen
von 260 und 280 nm. Die RNA-Konzentration [ng/ul] wurde wie folgt nach dem

Lambert-Beer schen Gesetz berechnet:
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Dabei gilt:
c = RNA-Konzentration [ng/ul]
A = Absorption bei gegebener Wellenlange A

ng X cm]

e = Wellenlangenabhangiger Extinktionskoeffizient [ o
bei A = 260 nm betragt € = 40 [“g:%]

d = Schichtdicke bzw. Messstrecke (cm)

Die Ratio OD2sonm/OD2gonm soll gemaR Desjardins et al. bei etwa 2 liegen, um von
einer reinen RNA-L6sung ausgehen zu kénnen'33. Da der Absorptionswert von
A2sonm einer Konzentration von 40 ug einzelstrangiger RNA pro ml entspricht,

kann die RNA-Konzentration [ug/ml] folgendermal3en berechnet werden:

¢ [pg/ml] = Az X 40 [ug/ml]

2.2.4.2 Synthese komplementarer DNA

Die Gesamt-RNA wurde mit dem Quiagen QuantiTect® Reverse Transcription
Kit in komplementare DNA [engl.: complementary DNA (cDNA)] umgeschrieben.
Die cDNA-Erststrang-Synthese erfolgte gemaf Herstellerangaben. Hierfur wurde

das Probenvolumen mit 1.000 ng RNA wie folgt berechnet:

Dabei gilt:
V' = Benotigtes Volumen der RNA-Losung der jeweiligen Probe (ul)
¢ = RNA-Konzentration der entsprechenden RNA-LOsung [ng/ul]
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Das mit RNAse-freiem H2O auf 12 pl erganzte Gesamtvolumen wurde mit 2 pl
wipeout-Puffer fir 2 Minuten bei 42 °C inkubiert, um residuale genomische DNA
zu eliminieren. Der Reverse Transkriptase (RT)-Mastermix wurde folgenderma-
Ren angesetzt:

e 4 ul RT buffer

e 1 ul RT primer mix

e 1ulRT

Die templates wurden mit 6 yl Mastermix versetzt und fur 15 Minuten bei 42 °C
inkubiert. Zur Inaktivierung der Transkriptase wurden die Proben fur 3 Minuten
bei 95 °C inkubiert und abschliefend mit TE-Puffer (pH 8) erganzt.

2.2.4.3 Farbstoffbasierte real-time two-step RT-qPCR
Die Genexpressionsanalyse wurde in einem zweizeitigen Verfahren mit primarer
cDNA-Erststrang-Synthese und anschlieRender Amplifikation im Thermocycler
(CFX Connect™ Real-Time PCR Detection System) als SYBR® Green-basierte
quantitative real-time-PCR durchgefiihrt. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green
interkaliert hochspezifisch in die kleine Furche der zu amplifizierenden DNA und
emittiert bei einer Wellenlange von 4 = 494 nm ein Fluoreszenzsignal mit einem
Maximum bei 1 = 521 nm'. Fir diesen Assay wurden 12,5 ul QuantiTect®
SYBR® Green Mastermix mit 10,5 ul template (20 ng cDNA) je Probe als Reak-
tionsmix pipettiert. Dieser wurde als Duplikat mit 2 pl Primer je Probe versetzt.
Das fur B-Actin kodierende housekeeping-Gen ACTB wurde als Referenztran-
skript zur Quantifizierung der relativen Genexpression des Zieltranskripts ge-
nutzt'¥*. Um die im Mastermix enthaltene HotStarTaqg® DNA Polymerase zu ak-
tivieren, wurden die Proben initial bei 95 °C fur 15 Minuten inkubiert. Hieran an-
schliefend wurden 40 Zyklen der folgenden Reaktionsschritte durchlaufen:

o DNA-Denaturierung: 94 °C fur 15 Sekunden

e Primer-annealing: 54 °C fur 30 Sekunden

e Elongation: 72 °C fur 30 Sekunden

2.2.5 Fluorescence-activated cell sorting
Fluorescence-activated cell sorting (FACS) ist eine Variante der Durchflusszyto-

metrie, welche mit Fluoreszenzfarbstoffen markierte Zellen entsprechend ihrer
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Lichtemission analysiert'3®'3. Durch Vibrationen werden Proben zu Einzelzell-
suspensionen hydrodynamisch fokussiert'®”. Fluorochrome emittieren nach An-
regung durch energetisierte Elektronen Photonen eines spezifischen Emissions-
spektrums™®, GemaR dem Prinzip der Lichtstreuung an Grenzflachen wird die
Ausbreitungsrichtung des Lichts beim Auftreffen auf die Zelloberflache abge-
lenkt. Hieraus lassen sich Rickschlisse auf Grofe, Oberflachenbeschaffenheit
und Granularitat ziehen, was eine Zelldifferenzierung erméglicht'®. Die Daten-
akquisition erfolgte mit dem Durchflusszytometer BD FACSCALIBUR™, die Ana-
lyse mit der Software BD CellQuest™ Pro und die Datenauswertung sowie gra-

phische Darstellung mit der Software FlowJo® V10.

2.2.5.1 Annexin V PE/7-AAD-Doppelmarkierung

Die Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbetechnik mit den Farbstoffen Annexin V PE und
7-Aminoactinomycin D (7-AAD) erlaubt die durchflusszytometrische Evaluation
des programmierten Zelltods. Dabei kdnnen unterschiedliche Formen und Sta-
dien bestimmt werden. Die Apoptose ist charakterisiert durch die Translokation
von Phosphatidylserin auf die Zelloberflache. Durch diesen Flip-Flop-Mechanis-
mus wird die Zelle fir den phagozytotischen Zellverdau gekennzeichnet'*°. Das
mit Phycoerythrin (PE) gelabelte Annexin V ist ein phospholipidbindendes Pro-
tein, welches durch Ca?* vermittelt hochspezifisch an externalisiertes Phos-
phatidylserin assoziiert. Somit dient es dem Nachweis frihapoptotischer Zellen.
Bei spatapoptotischen Zellen kommt es zusatzlich zur Desintegration der Zell-
membran'#!. Hierdurch kann das Chromopeptid 7-AAD, ein Vitalitatsfarbstoff mit
hoher DNA-Bindungsaffinitat fur Guanin-Cytosin-reiche Sequenzen, die Zellen
nuklear anfarben'™2. Durch den kombinierten Einsatz beider Farbstoffe lassen
sich aulRerdem tote Zellen subdifferenzieren. Fir die Versuchsdurchfihrung
wurde das eBioscience™ Annexin V Apoptosis Detection Kit PE genutzt. 1 x 10°
Zellen wurden pro Probe auf 6-Well-Platten transferiert und Gber Nacht inkubiert.
Vor der Stimulation wurden die Ubersténde aspiriert und das Zelllayer mit PBS
(bzw. PBS low) gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen mit den NF-kB-In-
hibitoren [IC100 (Tab. 13)] fiir 48 Stunden inkubiert. Nach dem Ernten der Uber-
stande und der trypsinierten Zellen wurden diese pelletiert und mit PBS und 1x
binding buffer gewaschen. Vor Anfarbung mit Annexin V PE (5 ul je Probe) wurde
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das Pellet in 1x binding buffer geldst. Nach 15-minitiger Inkubation wurden die
Zellen mit 1x binding buffer gewaschen und resuspendiert. Mit 5 pl 7-AAD je
Probe erfolgte die Doppelfarbung. Die Proben wurden in Analyserohrchen trans-
feriert und bis zur Messung bei 4 °C unter Lichtausschluss gelagert. Zum Setup
des Zytometers wurde das Zellpanel ohne Annexin V PE- oder 7-AAD-Farbung
vermessen. Da alle Zelllinien eine homogene Beschaffenheit aufwiesen, wurden
einheitliche Messparameter angewendet:

Parameter Detektor Spannung Verstarkung Modus
P1 FSC E1 3,32 Lin

P2 SSC 295 1 Lin

P3 FL1 412 1 Log

P4 FL2 290 1 Log

P5 FL3 390 1 Log

P6 FL2-A - 1 Lin

P7 FL4 800 - Log

Tab. 10: Instrument-Setting. E nste ungen der Detektoren des Durchf usszytometers BD FACSCa bur™
bezlig ch der gewah ten Spannungen, F uoreszenzkana e und Verstarkungen, um m t der Annexn V PE/7-
AAD-Doppe farbemethode d e Indukt on der Apoptose durch NF-kB-pathway-Inh b toren zu ana ys eren.

Die Messungen wurden als Zweiparameterdarstellungen (bzw. dot plots) abge-
bildet (Abb. 8). Das Signal des in Richtung des Messlasers gestreuten Lichts
bzw. Vorwartsstreulichts [forward scatter height (FSC-H)] wurde auf der x-Achse
aufgetragen. Hiermit werden die flach nach vorne abgelenkten Strahlen bzw. die
relative ZellgroRe detektiert’3. Auf der y-Achse wurde das Seitwartsstreulicht
[side scatter height (SSC-H)] dargestellt. Dies ist die Strahlung, die nahezu recht-
winklig an der Zelloberflache gebrochen wird. Hieraus lassen sich Ruckschlisse
auf die Granularitat und die innere Beschaffenheit der Zellen ziehen'#4. Aufgrund
der Doppelfarbetechnik wurden im acquisition density plot der fluorescent chan-
nel 2-height (FL2-H) in der x-Achse und FL3-H in der y-Achse gewahlt (Abb. 8).
Der FL2-H-Kanal detektiert mit PE-konjugiertes Annexin V bei einer Erregungs-
wellenlange von 4 = 488 nm. Im FL3-H-Kanal wird 7-AAD bei 1 = 635 nm gemes-
sen. Dabei bedeutet ,H* (engl.: height), dass die Signalhdhe, also die maximale

Fluoreszenzemission, registriert wird.

35



[l. Material & Methoden

1,0K ~

800

600

400

200

1 HaCaT

Ungefarbt
95 %

Ty
400 600

T
800

10K

FL3-H

a1
0,56

Q2
2,62

10
FL2-H

Abb. 8: Gerate-Setup. Nat ve, ungefarbte HaCaT wurden durchf usszytometr sch auf hr Aussehen und
Verha ten m Durchf usszytometer BD FACSCa bur™ anays ert, um d e Messparameter fiir den FACS-
Apoptose-Assay zu def n eren.

2.2.5.1.1 Positionierung des Quadrantenmarkers

HaCaT-Zellen wurden entsprechend des Protokolls prapariert und als Standard

analysiert (Kap. 2.2.5.1). Der Quadrantenmarker wurde derart positioniert, dass

> 90 % der gesamten Zellpopulation in Q4 lokalisiert war (Abb. 9). Dieser Quad-

rant ist definiert als Bereich, in dem weder Annexin V PE- noch 7-AAD-positive

Zellen zu liegen kommen und somit als vital gelten. Q1 stellt die Annexin V-ne-

gative und 7-AAD-positive Population dar. Dies sind Zellen, die sich im unspezi-

fischen Zelltod befinden. In Q3 werden frihapoptotische, also Annexin V-positive

und 7-AAD-negative Zellen, wohingegen in Q2 Annexin V- und 7-AAD-postive

Zellen in einem spatapoptotischen Stadium abgebildet werden. Diese Einstellung

wurde fur alle weiteren Messungen und Auswertungen ubernommen.
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Abb. 9: Positionierung des Quadrantenmarkers. Durchf usszytometr e unstmu erter HaCaT zur Pa-
rameterbest mmung m Annexn V PE/7-AAD-Apoptose-Assay. Darste ung des acquston dot p ots
( nks) mt gat ng der popu aton of nterest (= 95 % der Bezugspopu at on). Der Quadrantenmarker m
acqu s ton densty p ot (rechts) egt d e Quadranten Q1 (Annex n V-/7-AAD+), Q2 (Annex n V+/7-AAD+),
Q3 (Annex n V+/7-AAD-) und Q4 (Annex n V-/7-AAD-) unter Angabe des Ante s der Ze popu aton (%)
fest. D ese E nste ungen wurden fiir a e we teren Messungen d eser Versuchsre he ibernommen.
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2.2.6 Datenauswertung
Die statistische Auswertung erfolgte wie in den anschliel3enden Unterkapiteln de-

tailliert beschrieben. Dazu kamen folgende Softwares zu Einsatz:

Name Version Hersteller Herkunft
Microsoft® Office Excel 2016 16.16.10 Microsoft Corporation Milnchen
GraphPad Prism 6.04 GraphPad Software, Inc. La Jolla, USA
MEDAS - Grund EDV-Systeme Margetshéchheim

Tab. 11: Verzeichnis der statischen Softwares. Auf stung der e ngesetzten Computerprogramme zur sta-
t schen Datenana yse und -darste ung mt Angabe von Softwarevers on, Herste er und Herkunft.

Durchgefuhrt wurden die statistischen Auswertungen von Herrn Dr. med. dent.
Mario J. J. Scheurer mit freundlicher Unterstutzung und fachkundiger Beratung

durch Frau Dr. rer. nat. Imme Haubitz.

2.2.6.1 Bestimmung der absoluten Zytokintiter

Die Konzentrationsbestimmung der im sELISA analysierten Zytokintiter wurde
durch eine lineare Regressionsanalyse realisiert. Zwecks absoluter Quantifizie-
rung wurden externe Standards als Verdinnungsreihe [0 — 0,5 — 1 — 2 ng/ml]
vermessen und die duplikat aufgetragenen Proben zu arithmetischen Mittelwer-
ten (MW) zusammengefasst. Die Extinktionswerte [y-Achse, OD4osnm, (Abb. 7)]
wurden in einer linearisierten Standardkurve gegen die jeweiligen Verdinnungs-
stufen (x-Achse) aufgetragen. Aus der hieraus resultierenden Trendlinie konnte

uber eine lineare Funktion die Steigung dieser Geraden berechnet werden:
y
X=—
m

Dabei gilt:
x = Konzentration [ng/ml]
y = ODa405mnm
m = Steigung
2.2.6.2 Standardisierung der Zytokintiter
Um die sezernierten Zytokinmengen mit der Zellproliferation zu korrelieren, wur-

den die Zytokinkonzentrationen mit der relativen Zellzahl (%) in Beziehung

37



[l. Material & Methoden

gesetzt. Hierflr wurde die absolute Konzentration des sezernierten Zytokins

[ng/ml] auf die entsprechende Kontrolle [ng/ml] normiert:

ELISAg

ELISAR = = ™

Dabei qilt:
ELISAR = Relatives Zytokinexpressionslevel
ELISAg = Sezerniertes Zytokin [ng/ml]
ELISA¢ = Kontrolle [ng/ml]

Die Normierung der relativen Zytokinfreisetzung auf die relative Zellzahl wurde

wie folgt berechnet:

ELISAg
Er = ¢y
R

Dabei qilt:
Er = Quotient aus rel. Zytokintiter und rel. Zellzahl
ELISAR = Relatives Zytokinexpressionslevel

CVi = Rel. Zellzahl im Kristallviolettassay

Die statistische Analyse erfolgte mit dem Wilcoxon-Rangsummentest
(Kap. 2.2.6.5). Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt, was statis-

tisch signifikante Effekte indizierte.

2.2.6.3 AACt-Methode zur relativen Quantifizierung der Genexpression

Die mittels PCR gewonnenen Rohdaten wurden mit der Software CFX Mana-
ger™ erhoben. Um die Wirkung der NF-«B-pathway-Inhibitoren auf transkriptio-
neller Ebene zu untersuchen, wurden Expressionsunterschiede (bzw. Ratios)
von Proben, die mit den Inhibitoren vorbehandelt wurden, mit den unbehandelten
Kontrollproben verglichen. Hierfur wurde das Prinzip der Normalisierung der Ex-

pression auf ein stabil exprimiertes, unreguliertes und ubiquitar vorkommendes
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housekeeping-Gen (B-Actin) angewendet'#. Als MaR fiir die Quantifizierung wird
der Schwellenwertzyklus bzw. Ct-Wert (engl.: cycle treshhold) herangezogen.
Dieser Wert bezeichnet den PCR-Zyklus, bei dem es am Ubergang der lag- zur
log-Phase zu einem exponentiellen Anstieg des Fluoreszenzsignals als Indikator
der Amplifikation des Genprodukts kommt. Je mehr cDNA in der Probe vorliegt,
desto weniger Zyklen sind nétig, um diese Grenze zu Uberschreiten'#®. Zunachst
wurde aus den Ct-Werten der in Duplikaten gemessenen Proben das arithme-
tische Mittel gebildet und die Standardabweichung der Grundgesamtheit o be-

rechnet:

1 n
o= L Z(Xi — W?
i=1

Dabei gilt:
o = Standardabweichung der Grundgesamtheit
n = Anzahl der Messwerte bzw. Umfang der Grundgesamtheit
x; = Merkmalsauspragung am i-ten Element

u = Erwartungswert

Die Berechnung der Ratio bzw. des auf B-Actin normierten relativen Expressi-

onslevels wurde mit der modifizierten AACt-Methode nach Pfaffl durchge-
fUhrt147'148'149:

ACt = CtB—Actin _ CtProbe (1)
AACt = CtProbe ActKontrolle )
Ratio = 244Ct @)

(Mod f z erte Forme n wurden m tte s Sternchen gekennze chnet.)

Ein fold change (FC) > 1 bedeutet, dass es zu einer Steigerung des Expressi-
onslevels im Vergleich zur Kontrolle kam. Dementsprechend ist FC < 1 als Sen-
kung der Genexpression zu werten. Aufgrund der exponentiellen Berechnungs-

weise kann man bei FC-Werten im Bereich von - 2 bis + 2 keine sichere Aussage
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uber die Genregulation treffen, weshalb diese als unreguliert definiert wurden.
Deshalb wurden Zu- bzw. Abnahmen des FC-Werts > 2 als signifikant definiert

und folgendermalen graduell klassifiziert:

Leicht: Faktor 2 bis 5
Mittel: Faktor > 5 bis 10
Stark: Faktor > 10
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2.2.6.4 Deskriptive Statistik der Zytotoxizitatsassays

Zur Realisierung einer hohen statistischen Reliabilitat innerhalb des erhobenen
Datensatzes wurden die Assays in drei voneinander unabhangigen Experimen-
ten reproduziert. Die zu arithmetischen Mittelwerten (MW) zusammengefassten
Extinktionen wurden durch Subtraktion des unspezifischen Backgrounds
(BGobsesnm) vom methodischen Hintergrundsignal der Kristallviolettfarbung berei-
nigt. Die Standardabweichung (SD) der Grundgesamtheit ¢ wurde mit folgender
Formel berechnet:

1 n
°= 15 z(xi — W?
i=1

Dabei gilt:
o = Standardabweichung der Grundgesamtheit
n = Anzahl der Messwerte bzw. Umfang der Grundgesamtheit
x; = Merkmalsauspragung am i-ten Element

u = Erwartungswert

Die vom Hintergrund bereinigten Messwerte wurden mit den als Standard defi-
nierten Mittelwerten (MWopsgsnm) der unstimulierten Kontrolle in prozentuale Re-
lation gesetzt. Dabei wurde der MW des Standards auf 100 % normiert. Die Be-

rechnung der relativen Zellzahl (%) geschah wie folgt:

MW imuli — BG
<( 0D595nm (stimulierte Zellen) OD595nm)> % 100 = rel. Zellzahl (%)

(MWOD595nm (Standard) — BGOD595nm)

Aus den Triplikaten der MWgpsosnm (stimulierte zellen) WUrde die SD in % ermittelt:

1VIVVOD595nm (stimulierte Zellen) — BGOD595nm
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2.2.6.5 Induktive Statistik zur Hypothesentestung

Die statistische Testung und Berechnung der Halbhemmkonzentrationen
(Kap. 2.2.6.6) erfolgte mit den Softwares GraphPad und MEDAS. Zur Datenana-
lyse und Uberpriifung der aufgestellten Hypothesen wurde der Mann-Whitney-
Test genutzt. Dabei wurden die Monotherapien (FasL) mit den Kombinationsthe-
rapien (FasL + Inhibitoren) verglichen. Entsprachen die Ergebnisse der Gaul-
Verteilung, wurde der unabhangige t-Test verwendet. Hierbei werden Mittelwerte
zweier unabhangiger Gruppen, welche metrische und normalverteilte Eigen-
schaften aufweisen, miteinander verglichen.

Der nichtparametrische Wilcoxon-Rangsummentest wurde eingesetzt, um zen-
trale Tendenzen zweier unabhangiger Stichproben zu testen, wenn die Voraus-
setzungen fiir einen t-Test (s. 0.) nicht erflllt wurden'*.

Zum quantitativen Vergleich der Therapien wurden Signifikanzwerte bestimmt,
um das zufallige Zustandekommen der Ergebnisse ausschliellen und die Alter-
nativhypothese annehmen zu kdnnen. Dabei demonstrierte ein p-Wert < 0,05 ei-
nen statistisch signifikanten Unterschied, wodurch diese Testergebnisse als The-
rapieerfolg, induziert durch den Wirkstoff, interpretiert werden konnten. Signifi-
kante p-Werte < 0,05 wurden mit *, hochsignifikante p-Werte < 0,01 mit ** und
hdchstsignifikante p-Werte < 0,001 mit *** gekennzeichnet.

2.2.6.6 Berechnung der Halbhemmkonzentrationen

Zwecks Vergleichbarkeit der untersuchten Wirkstoffe wurde die Halbhemmkon-
zentration ICso (engl.: half maximal inhibitory concentration) berechnet. Dies be-
zeichnet die Konzentration, bei der die 50%ige biologische Aktivitat des Wirk-
stoffs erreicht bzw. die relative Zellzahl um die Halfte reduziert wurde. Diese rech-

nerische Methode wurde folgendermalien durchgeflhrt:

Well 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Konzentration [ng/ml] 0 1,6 3.1 6,3 12,5 25 50 100 200
Konzentration [log2] 0,2 0,5 0,8 1,1 1,4 1,7 2 2,3

Relative Zellzahl (%) 100 649 416 279 195 3 0,4 0,6 0,3
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Die Feststellung des ICso-Werts (%) als Mittelwert von Maximum zu Minimum:

IC50(%) = a%0+93) _50,2% )
Berechnung der ICso [uM]:
x; = logl,5 X 2 =log3 )
y; =649y, =41,6 y, = 50,2 uM (3)
Berechnung von xo (vertikales Lot):
X2 :Xl — Xz:XO (4)
y1—Yy2 Yo=Yz
(%2—x1) X (Yo—¥2) _ .
(y1-y2) — %27 %o ®)
Xg =X — (Xz — Xq) omva) (6)
(y1-vy2)
100 5
90 3
80 3
70
60 4
50
40 3
30 3 )
20 3
10 3
0 1 T T 1 T : 1 T ?
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 10: Regressionsanalyse zur Bestimmung der Halbhemmkonzentrationen. Darste ung der rech-
ner schen ICso-Best mmung m tte s Lotbrechung nach Festste ung der Dos s, be der noch 50 % der be-
hande ten Ze en vta snd (D ese Abb dung wurde freund cherwe se von Frau Dr. rer. nat. Haub tz zur
Verfligung geste t).
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2.2.6.7 Interaktionsindex y nach Tallarida

Zum quantitativen Nachweis synergistischer Effekte, welche durch die Kombina-
tionstherapien induziert wurden, kam der Interaktionsindex y nach Tallarida zum
Einsatz'®'. Um zwischen additiven, subadditiven und synergistischen Effekten zu
unterscheiden, wurde zunachst der ICso-Wert der Mono- und der Kombinations-
therapien berechnet. Der Interaktionsindex y ist definiert als Gleichung der Kon-
zentrationen von Wirkstoff A (NF-kB-pathway-Inhibitor) und Wirkstoff B (FasL):

<

Il
> o
+
W o

Dabei gilt:
a = 1C10 von A (Inhibitor) in Kombinationstherapie mit B (FasL)
b = 1Csp von B (FasL) in Kombination mit A (Inhibitor)
A = 1Csg von Wirkstoff A (Inhibitor) in Monotherapie
B = 1Cs0 von Wirkstoff B (FasL) in Monotherapie

Analyse:
y = 1 — additiver Effekt
y < 1 - superadditiver bzw. synergistischer Effekt

y > 1 — subadditiver bzw. antagonistischer Effekt
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3 Ergebnisse

Aufgrund der zentralen Rolle von NF-«kB als Transkriptionsfaktor bei der Induktion
von Inflammation in Tumorzellen, die zur Progression und zur Ausbildung von
Therapieresistenzen beitragt, soll die Wirkung heterogen targetierender NF-«B-
pathway-Inhibitoren — Cortisol, MLN4924, QNZ und TPCA-1 — auf die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine (IL-8 und TNF-a.), die Proliferation und die Sensi-
tivierung von HNSCC-Zellen fur die Todesliganden-induzierte Apoptose in vitro

analysiert werden.

3.1 Basale versus stimulierte Sekretion von IL-8

Speziell fir das HNSCC ist der NF-xB-Signalweg aufgrund seiner konstitutiven
Aktivierung von Bedeutung, da dieser die robuste Produktion u. a. von Entzin-
dungsfaktoren induziert’® 152153154 Deshalb wurde zu Beginn dieser Arbeit die
Sekretion proinflammatorischer Mediatoren untersucht. Analysiert wurde die ba-
sale und die durch TNF-a stimulierte IL-8-Ausschittung (Abb. 11), da dieses Zy-
tokin als etablierter Biomarker der Karzinogenese und der Inflammation im
HNSCC gilt'®51%6.157 |L-8 konnte insgesamt betrachtet bei allen untersuchten
Zelllinien nachgewiesen werden. Jedoch demonstrierte das Zellpanel eine hete-
rogene Verteilung der basalen Sekretionsraten. Bei drei Zelllinien (PCI 1-1,
PCI 9-1 und PCI 13-1) konnte ein zeitabhangiger Konzentrationsanstieg nachge-
wiesen werden. Dagegen lagen die Titer von PCI 52 und SCC-25 nahe der Nach-
weisgrenze und wurden kaum uber den Stimulationsintervall gesteigert. Auffalli-
gerweise sezernierte die Referenzzelllinie HaCaT insgesamt deutlich erhohte
IL-8-Titer, die im Bereich der stimulierten Sekretion der Karzinomzelllinien la-
gen'%s.

Da TNF-a ein hochpotenter Trigger der Inflammation von Tumorzellen ist, diente
es zur Analyse der induzierten |IL-8-Freisetzung. Alle HNSCC-Zelllinien reagier-
ten hochresponsiv auf TNF-a mit deutlichen Zunahmen der IL-8-Spiegel (Abb.
11). Die Stimulation bewirkte in allen untersuchten HNSCC-Zelllinien einen sig-
nifikanten (p < 0,05) bis héchstsignifikanten (p < 0,001) Anstieg.

45



lll. Ergebnisse

PCl1-1
4-
*%
T L * ke
£ [ I
2 21
q
=
14
e -
o L} L}
D Q Q
& & o RS
@ &
N il >
+°‘$ = +°°¢ &
PCI 131
4-
*%
— 31 *kk [ 1
5 I I
2 24
«®
=
1
S——
o L} L}
D Q D )
o Vi Al &«
8 NI <
X X
SCC-25
4
— a *%
£ [ I
(=2 *
% 21
=
14
0-
D ) D Q
& & N *
(4 & N &
™ > &
P <& <
¥

IL-8 [ng/ml]

IL-8 [ng/ml]

IL-8 [ng/ml]
i

* k%

PCI 91

* %

* %

\\0 & g \\0

'30
O(‘

’\a

Abb. 11: IL-8-Sekretion. D e IL-8-Sp ege wurden m tte s sELISA der Probenuberstande anays ert. H er-
fir wurden d e Ze en (2 x 10*) m t und ohne TNF-a flir 24 und 48 Stunden st mu ert. Insgesamt wurden
dre unabhang ge Exper mente durchgefiihrt, um M tte werte und Standardabwe chungen berechnen zu
kénnen (n = 3). D e stat st sche Auswertung wurde m t dem W coxon-Rangsummentest durchgefiihrt. P-
Werte < 0,05 kennze chneten s gn f kante IL-8- nduz erende Effekte von TNF-a.. D ese wurden mt * ge-
kennze chnet, hochs gn f kante Effekte mt ** (p < 0,01) und hdchsts gn f kante Effekte mt *** (p < 0,001).
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3.2 Konzept der autokrinen NF-xB-Aktivierung durch TNF-a

TNF-o @ <

|

TNF-R

Tumorzelle

IKK

|

plkBa-
Degradation TNF-o @

| 1

NF-xB

|

Genaktivierung

}

IL-8 & TNF-a

l

Proliferation &
Resistenz

Abb. 12: Modell der konstitutiven NF-xB-Akti-
vierung im HNSCC. D e autokr ne Sekret on von
TNF-a kénnte den k ass schen NF-xB-S gna weg
nduz eren und Uber d e pro nf ammator sche IL-8-
Sekreton de Pro feraton und Resstenz des
HNSCC hervorrufen. D eses Schema wurde mod-
f z ert nach Jackson-Bernitsas et al. Ev dence that
TNF-TNFR1-TRADD-TRAF2-RIP-TAK1-IKK
pathway med ates const tut ve NF-kappaB act va-
ton and pro feraton n human head and neck
squamous ce carcnoma. Oncogene. 2007;26
(10):1385-97.

Die TNF-a-induzierte Expression und
Sekretion von Interleukinen kdnnte eine
Ursache der Zellproliferation und Resis-
tenz von Tumorzellen sein. Jackson-Ber-
nitsas et al. stellten das Konzept eines
Feedback-Mechanismus mit konstitutiver
Aktivierung des klassischen NF-kB-Sig-
nalwegs (Abb. 12) vor’® Autokrines
TNF-a kdnnte Tumorzellen proinflamma-
torisch programmieren und dergestalt als
Wachstums- und Resistenzfaktor wir-
ken'°. Um diesen Effekt zu untersuchen
und auszuschliel3en, dass die TNF-a-ab-
hangige Induktion der Zellproliferation
(bzw. Zelltod) fur die veranderte IL-8-Sek-
retion verantwortlich ist, erfolgte die
Quantifizierung der relativen Zellzahl
(Abb. 13). Dabei wurden die nach Aspira-
tion der Probenuberstande adharenten
Zellen im Zytotoxizitatsassay analysiert
(Kap. 2.2.2). In allen Proben stieg die re-
lative Zellzahl Uber die Zeit an, was bei
vier Zelllinien mit einer gesteigerten ba-
salen IL-8-Sekretion korrelierte. Bei PCI
52 nahm die Zellzahl, trotz gleichbleibend

geringem IL-8-Level (Abb. 11), deutlich zu. HaCaT zeigte, trotz Zellwachstum,
konstant hohe IL-8-Titer. TNF-a fuhrte bei signifikanter Induktion der IL-8-Aus-

schuttung bei keiner Zelllinie zur Steigerung der Proliferation. Die NF-kB-vermit-

telte Hochregulation von IL-8 konnte somit durch Induktion der Inflammation zur

Resistenz fuhren, was die zielgerichtete Inhibition dieses Signalwegs als plausib-

les target erscheinen lasst, um HNSCC-Zellen proapoptotisch zu sensitivieren.
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Abb. 13: Proliferatives Verhalten der HNSCC-Zellen unter TNF-a-Stimulation. Nach Asp rat on der
Probeniiberstande des IL-8-Assays wurde d e re at ve Ze zah (%) anays ert. D e Ze en (2 x 10%) wurden
mt TNF-a [100 ng/m ] fur 24 bzw. 48 Stunden st mu ert (graue Ba ken). D e we Ren Baken ste ende
unstmu erten Kontro en dar. D e re at ve Ze zah (%) wurde auf d e Kontro gruppe (100 %) zum Ze t-
punkt 24 Stunden norm ert. D eser Versuch wurde nsgesamt n dre unabhang gen Exper menten durch-
gefuhrt, um M tte werte und Standardabwe chungen berechnen zu kénnen (n = 3). Zur stat st schen Aus-
wertung wurde der W coxon-Rangsummentest durchgefiihrt. TNF-o konnte de Ze vab tatnchtsgnf-
kant bee nf ussen.
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3.2.1 TNF-a-Freisetzung des HNSCC
Zur Analyse der TNF-a-Sekretion im HNSCC wurden die Zellen fur 24, 48 bzw.
72 Stunden inkubiert und die Uberstande mittels SELISA auf freies TNF-o unter-

sucht.

3.2.1.1 Basalsekretion

TNF-a konnte in finf der sechs untersuchten Zelllinien detektiert werden (Abb.
14). Bei zwei Zellen kam es zum zeitabhangigen Anstieg der TNF-a-Titer. Nach
72-stindiger Inkubation konnte bei PCI 1-1 231 pg/ml (£130 pg/ml) und bei PCI
9-1 316 pg/ml (19 pg/ml) sezerniertes TNF-a. nachgewiesen werden. HaCaT
setzte Uber 0. g. Zeitintervalle konstant TNF-a mit durchschnittlich 100 pg/ml frei.
Bei PCI 13-1 und PCI 52 konnten nach 48 bzw. 72 Stunden Inkubation durch-
schnittlich 37,3 pg/ml (x42,6 pg/ml) TNF-a. dokumentiert werden. Nach Bereini-
gung der Messwerte vom unspezifischen Hintergrundsignal ergaben sich fur
SCC-25 negative Werte, weshalb diese mit Null gleichgesetzt wurden. Die ge-
ringe Ausschuttung von TNF-a war auch bei Wiederholung des Versuchs mit ei-
nem zweiten Kit, was die Reliabilitat des gewahlten Verfahrens bestatigte, wei-
terhin konsistent. Somit konnte von einer validen Methodik ausgegangen werden,

was durch die TNF-a-Bestimmung der mitgelieferten Standards bestatigt wurde.
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Abb. 14: TNF-a-Freisetzung. Zum Nachwe s der basa en TNF-a-Sekret on wurden d e Ze en fiir 24, 48
bzw. 72 Stunden nkub ert und d e Probenuberstande m tte s sELISA anays ert. D e Sekret on von TNF-a
konnte n PCI 1-1, PCI 9-1, PCI 13-1, PCI 52 und HaCaT nachgew esen werden. D e TNF-o-T ter agen
be SCC-25 an der Nachwe sgrenze des e ngesetzten Kts, wesha b Proben mt negat ven Messwerten
nach Bere n gung der Ext nkt onswerte vom unspez f schen H ntergrunds gna g e ch Nu gesetzt wurden.
D e we Ren Baken demonstr eren d e Kontro en zur Va d erung des Versuchs, d e as Referenzstan-
dards m t rekomb nantem TNF-a. [1 ng/m ] behande t wurden. Dargeste t s nd reprasentat ve Ergebn sse
des Versuchs, der zwe fach (mt zwe untersch ed chen Kts) durchgefiihrt wurde (n = 2).

50



lll. Ergebnisse

3.3 Biologische Aktivitat von NF-kB-Inhibitoren

Um die Wirkung der Inhibitoren auf die Viabilitat des HNSCC zu untersuchen,
wurden die Zellen in Verdunnungsreihen inkubiert und die biologische Aktivitat
der Wirkstoffe im Zytotoxizitadtsassay quantifiziert (Abb. 15).

Die konstitutive Aktivierung von NF-«kB induziert durch Uberexpression antiapop-
totischer und proinflammatorischer Gene die Zellproliferation’®. Durch die spezi-
fische Inhibition dieses Signaltransduktionswegs konnte diese gehemmt werden,
wobei jedoch kein direkter Zusammenhang zwischen der Wirkung der Inhibitoren

auf den NF-kB-Signalweg und der Proliferation bestehen muss'®.

3.3.1 Proliferationshemmung durch NF-xB-pathway-Inhibition
Nach monotherapeutischer Behandlung wurden die initiale Proliferationshem-
mung [IC+0], bzw. 10 % der maximal induzierbaren biologischen Aktivitat, sowie

die halbmaximale Hemmkonzentration [ICso] bestimmt.

Cortisol MLN4924
1004 1004
< - PCI1-1 g
= 8 PCl o1 =
I -+ PCI131  §
T 50- T 504
S % PCI52 S
3 SCC-25 3
HaCaT
0o 08 16 3,1 63 12,5 25 50 100 0o 08 16 3,1 6,3 12,5 25 50 100
¢ [ug/ml] ¢ [uM]
QNZ TPCA-1
100+ 1004
= - PCl1-1 9
= 8 PCl9-1 =
8 -4 PCI 13-1 8
@ 504 - 4
3 % PCI 52 S 50
< SCC-25 =
h4 [
HaCaT =
T T T T T T T v 0 T T T T T T T T T
0 0,080,16 0,3 0,6 13 25 5 10 0 08 16 3,1 63 125 25 50 100
¢ [uM] ¢ [uM]

Abb. 15: Biologische Aktivitit der NF-xB-pathway-Inhibitoren. D e Ze en (1 x 10%/We ) wurden mt
Cortso [pug/m], MLN4924, QNZ bzw. TPCA-1 [uM] fur 72 Stunden nkub ert. D e Pro ferat onshemmung
wurde m kr sta v o ettbas erten Zytotox z tatstest a s re at ve Ze zah (%) va d ert, we che auf d e unbe-
hande te Kontro e (100 %) norm ert wurde. D e Abb dungen reprasent eren M tte werte und Standardab-
we chungen der n Trp katen durchgeflihrten Assays. D e Ergebn sse wurden n dre unabhang gen Ver-
suchsdurchfiihrungen reproduz ert (n = 3). Fir d e Ana yse der zytotox schen W rksamke t wurden 1Cso-
Werte fir jeden Inh b tor und jede Ze n e best mmt (Tab. 13).
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Insgesamt war eine heterogene Responsivitat feststellbar (Abb. 15). MLN4924
reduzierte die relative Zellzahl auf 4,4 bis 39,4 % (Tab. 12). Mit ICso-Werten von
0,8 bis (>) 17,4 uM war es der in dieser Studie am starksten antiproliferativ wir-
kende NF-kB-Inhibitor (Tab. 13). Auffallig war, dass ab der zweiten Verdin-
nungsstufe Sattigungsplateaus ausgebildet wurden und weitere Dosiseskalatio-
nen nur malige Effektsteigerungen bewirkten. Drei Zelllinien waren responsiv fur
QNZ. Konzentrationen um 1 yM waren suffizient, um die Halbhemmkonzentra-
tion zu erreichen. Seine hohe antiproliferative Potenz zeigte sich bei PCI 1-1 und
PCIl 13-1, wo durch Konzentrationen > 2,5 yM maximale Effekte induziert wur-
den. Bei gleicher Behandlung war dagegen bei HaCaT noch die sechsfache Zell-
zahl vital, was moglicherweise auf eine spezifische Wirkung bei ausgewahlten
Zelllinien hindeuten konnte. Diese Annahme wird durch die fehlende Responsi-
vitat von PCI 9-1, PCI 52 und SCC-25 unterstrichen, bei denen QNZ im analy-
sierten Dosierungsbereich keine Wirkung zeigte. TPCA-1 bildete sigmoidale Do-
sis-Wirkungs-Kurven und induzierte bei 25 bis 100 yM maximale antiproliferative
Effekte mit Zellzahlreduktionen auf 10,6 bis 36,2 %. Die einhergehenden Halb-
hemmkonzentrationen lagen zwischen 5,3 und 24,2 uyM. PCI 52 war malig
responsiv und zeigte eine zu MLN4924 kongruente, linear verlaufende Zytotoxi-
zitatskurve. Da diese Wirkstoffe keine vollstandigen Regressionskurven induzier-
ten, wurden hier approximative |Cso-Werte bestimmt. Cortisol besal3 in allen Zell-
linien die geringsten antiproliferativen Effekte. Bei Applikation der héchsten ein-
gesetzten Konzentrationsstufe wurden relative Zellzahlreduktionen auf 51,8 bis
81,1 % induziert, weshalb keine exakten ICso-Werte bestimmbar waren.

Inhibitor PCl 141 PCl 91 PCl 13-1 PCI 52 SCC-25 HaCaT
MW SD MW SD MW SD MW SD MW SD MW  SD

Cortisol 51,8 3,5 59 5,7 57 53 811 1,2 758 0,7 64,7 41
MLN4924 9,9 42 394 47 4.4 1,9 356 4,1 151 26 18,5 55
QNZz 5,7 39 96,3 3,2 6 5,7 77 56 81,2 36 391 8,2
TPCA-1 1,5 23 299 52 18 6,3 36,2 21 10,6 39 186 84
Tab. 12: Analyse der biologischen Aktivitat der NF-kB-pathway-Inhibitoren. Re at ve Ze zah en (%)
nduz ert durch d e hochsten W rkstoffkonzentrat onen. D e Tabe e ze gt M tte werte (fett gedruckt) nach
Inkubaton mt Cort so [100 pg/m ], MLN4924 [100 uM], QNZ [10 uM] und TPCA-1 [100 pM] fiir 72 Stunden.
D ese Werte entsprechen den n Abb dung 15 dargeste ten Daten der héchsten app z erten Konzentrat -

onsstufe. D ese Angaben beruhen auf den M tte werten und Standardabwe chungen von dre, unabhang g
vone nander durchgefihrten Versuchsdurchfihrungen (n = 3).
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Zelllinie Cortisol MLN4924 QNZ TPCA-1
[uM] [UM] [uM] [UM]
ICio 1Cso ICi00 IC10 ICso0 1C100 IC10 1Cso 1C100 1C10 ICso  IC100

PCI 11 20* >280** 280 0,2 1 66,7 0,05 1 3,8 4,6 9,7 66,7
PCI9 1 140* >280** 280 3,1* >48* 100 11 >10** 10 3,3 13,8 50

PCI 131 140* >280** 280 0,2 0,8 41,7 0,4 1,2 2,5 5,2 24,2 100
PCI 52 140* >280** 280 7,3* >17,4* 100 11 >10** 10 6,3* >17* 100
SCC 25 140* >280** 280 0,2 1.4 100 10 >10** 10 3,5 6,1 41,7

HaCaT 140 >280** 280 0,2 0,8 100 0,4 1,1 25 2 53 66,7
Tab. 13: Zelllinienspezifische inhibitorische Konzentrationen der NF-xB-Inhibitoren. De Ze en
(1 x 104We ) wurden fiir 72 Stunden mt Cort so, MLN4924, QNZ und TPCA-1 stmu ert. D e Konzentrat -
onsangaben von Cortso wurden von ug/m n yM umgerechnet. A e Werte wurden ndvdue fir jeden
W rkstoff und jede Ze n e erhoben. Zur Best mmung der M tte werte wurden dre unabhang ge Exper mente
durchgefiihrt (n = 3). Ze nen, fur d e aufgrund mange nder Respons v tat ke ne IC1o- oder ICso-Werte er-
m tte t werden konnten, wurden mt * gekennze chnet. ICso-Werte von Inh b toren, d e ke ne oder nur ger nge
W rkung ze gten, wurden m t ** mark ert. In d esen Fa en wurde d e max ma app z erte Konzentrat on (IC100)
angegeben. Be PCIl 9-1 und PCI 52 konnten fir QNZ ke ne IC1o-Werte best mmt werden, weshabsemt t
gekennze chnet und 1 uM a s IC+o def n ert wurde.

3.4 Suppression der Inflammation durch zielgerichtete Inhibition
des NF-xB pathways von HNSCC-Zellen

Zur Analyse des antiinflammatorischen Potenzials der NF-kB-Inhibitoren wurden
die Zellen fur 48 Stunden [IC1q], in oder ohne Kombination mit TNF-a [5 ng/ml],
inkubiert und IL-8 quantifiziert (Kap. 2.2.3.1). Dieses gilt als etablierter Biomarker
der Inflammation und NF-kB-Aktivitat, weshalb es in diesem Kontext als Surro-
gatmarker zur Analyse der zielgerichteten NF-kB-pathway-Inhibition genutzt
wurde'®*167_ Die eingesetzte TNF-a-Konzentration wurde aufgrund von Vorun-
tersuchungen gewahlt, die zeigten, dass diese ausreichend ist, um die |L-8-Pro-
duktion zu stimulieren, ohne dabei den NF-kB-Signalweg Uberzustimulieren und

somit die Wirksamkeit der zu untersuchenden Inhibitoren zu beeintrachtigen.

3.4.1 Wirkstoffspezifische Senkung der IL-8-Sekretion

TPCA-1 war der starkste antiinflammatorisch wirkende Inhibitor (Abb. 16). In funf
Zelllinien konnte TPCA-1 den basalen IL-8-Titer senken. Die Kombination mit
TNF-a verstarkte diesen Effekt und reduzierte die Inflammation im gesamten
Zellpanel signifikant. Dagegen hatte Cortisol keine signifikante Wirkung auf die
basale oder TNF-oa-induzierte |L-8-Sekretion. Demgegenuber induzierten
MLN4924 und QNZ die Inflammation. MLN4924 lie3 IL-8 im gesamten Panel

massiv ansteigen, in drei Zelllinien vor allem bei Kombination mit TNF-a.
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Abb. 16: IL-8-Titer nach NF-xB-pathway-Inhibition im HNSCC. D e Ze en (2 x 104We ) wurden m t
Cort so, MLN4924, QNZ bzw. TPCA-1 [IC10] - n oder ohne Komb naton mt TNF-a [5 ng/m]- nkub ert.
D ese wurden fir 6 Stunden mt der ze nenspezfschen IC-Konzentrat on des Inhbtors (Tab. 13)
vor nkub ert und ansch eflRend firr we tere 48 Stunden - m t oder ohne TNF-a - behande t. Das fre gesetzte
IL-8 [ng/m] wurde mtte s SELISA (Kap. 2.2.3) quant f z ert. Zur stat st schen Ana yse wurde der n chtpa-
rametr sche, gepaarte W coxon-Rangsummentest durchgefihrt. S gn f kante Effekte m t p-Werten < 0,05
wurden mt * gekennze chnet. Dargeste t s nd reprasentat ve Ergebn sse d eses dre fach reproduz erten
Exper ments (n = 3).

54



lll. Ergebnisse

Dabei induzierte MLN4924 signifikante Anstiege der IL-8-Titer, die verglichen zur
Basalsekretion bis 15-fach verstarkt waren. QNZ demonstrierte ein analoges Ver-
halten der HNSCC-Zellen und induzierte eine mehrheitlich signifikante Progres-
sion, vor allem der durch TNF-a induzierten IL-8-Freisetzung.

HaCaT diente als Referenzstandard. Da diese nichtmalignen Keratinozyten pha-
notypisch den in vitro Zellen des HNSCC im Sinne des oralen Plattenepithels
entsprechen und ihre Immortalisierung u. a. durch die Deregulation des NF-xB
pathways bedingt ist, eignen sie sich zur Validierung der zielgerichteten NF-«xB-
Inhibition im HNSCC'58, Die Wirkungen der NF-kB-Inhibitoren auf diese Zelllinie
waren nahezu vernachlassigbar. TPCA-1 erwies sich als wirkungsvollster NF-«B-
Inhibitor dieser Zelllinie, der eine Reduktion der basalen IL-8-Level induzierte, die

bei kombinatorischer Inkubation mit TNF-a als signifikant imponierte.

3.4.2 Antiinflammatorische Effekte

Zur Analyse, ob die zuvor beschriebenen Ergebnisse auf eine veranderte Zell-
proliferation zurlickzufihren waren, wurden zusatzlich Zytotoxizitatsassays die-
ser Proben durchgefuhrt (Kap. 2.2.2). Zur Standardisierung wurde die relative
Zytokinkonzentration mit der relativen Zellzahl in Bezug gesetzt (Kap. 2.2.6.2).
Nach Korrelation dieser Parameter zeigten sich, verglichen mit der absoluten
IL-8-Sekretion (Abb. 16), fast deckungsgleich konfigurierte Balkendiagramme
(Abb. 17). Dies weist auf eine proliferationsunabhangige Wirkung der untersuch-
ten Inhibitoren hin. Die Effekte von Cortisol und TPCA-1 blieben auf einem ver-
gleichbaren Niveau. TPCA-1 war bei Kombination mit TNF-a weiterhin der ein-
zige Inhibitor mit signifikanter Senkung der IL-8-Titer. Nach Korrelation dieser
Parameter war die Verstarkung der Effekte durch die NF-kB-Inhibitoren auffallig,
die eine Zunahme der IL-8-Titer zeigten. Die proinflammatorische Wirkung von
MLN4924 und QNZ imponierte mit einer Vervielfachung von IL-8 relativ zur Zell-
zahl, was auf die gleichzeitig proliferationshemmende Wirkung dieser Inhibitoren

zuruckgefuhrt werden kann.
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Abb. 17: Korrelation von IL-8 und Zellzahl. D e aus den Probenulberstanden va d erten IL-8-Leve wur-
den mt der re at ven Ze zah der entsprechenden Probe korre ert (Kap. 2.2.6.2). Zwecks stat st scher
Auswertung wurde der n chtparametr sche, gepaarte W coxon-Rangsummentest durchgefiihrt. Sgnf-
kante Effekte mt p-Werten < 0,05 wurden mt * gekennze chnet. Dargeste t s nd reprasentat ve Ergeb-

nsse (n = 3).
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3.4.3 NF-«B-Inhibitoren hemmen die Zellproliferation

Die Bestimmung der relativen Zellzahl (%) zur Proliferationsanalyse nach Inku-
bation mit den NF-kB-Inhibitoren erfolgte im Kristallviolettassay (Kap. 2.2.2.1).
Den applizierten IC1o-Werten (Tab. 13) entsprechend, konnten grundsatzlich nur
mafige zytotoxische Effekte induziert werden (Abb. 18). Auffallig war, dass die
Kombinationsbehandlung von MLN4924 [IC10] mit TNF-a [5 ng/ml] bei vier Zellli-
nien, unter gleichzeitig massiver Induktion der IL-8-Sekretion (Abb. 16), die Zell-
zahl reduzierte. Die Kombination von QNZ [IC10] und TNF-a [5 ng/ml] induzierte
in funf Zelllinien signifikante Zellzahlreduktionen. Interessanterweise konnte
TPCA-1 [IC10] kombiniert mit TNF-o [5 ng/ml], neben der signifikanten Inhibition
der IL-8-Freisetzung (Abb. 16), signifikante Reduktionen der Viabilitat induzieren.
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Abb. 18: Antiproliferative Effekte der Inhibitoren des NF-xB pathways. D e Ze en (2 x 104/We ) wur-
den mt Cortso, MLN4924, QNZ bzw. TPCA-1 [IC4¢] fir 48 Stunden nkub ert. Um d e W rkstoffe be
nduz erter Inf ammat on (bzw. IL-8-Sekret on) va d eren zu kénnen, wurden d e Proben fiir 6 Stunden m t

den Inh b toren vorst mu ert und ansch efend mt TNF-a [5 ng/m] komb n ert stmu ert. D e Ana yse der

Ze vab taterfogte m Krsta voettassay. D e re at ve Ze zah (%) wurde auf d e unbehande te Kontro e
(100 %) norm ert. Zur stat st schen Auswertung wurde der n chtparametr sche, gepaarte W coxon-Rang-
summentest angewendet. S gn f kante Effekte mt p-Werten < 0,05 wurden mt * gekennze chnet. Dar-

ste ung reprasentat ver Ergebn sse (n = 3).
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3.4.3.1 TPCA-1 sensitiviert das HNSCC fiir den TNF-a-induzierten Zelltod

Die kombinierte Inkubation mit TNF-a [5 ng/ml] und TPCA-1 [IC1o (Tab. 13)]
fuhrte wie oben demonstriert zur signifikanten Reduktion der IL-8-Titer (Abb. 16
& 17). Prinzipiell kann TNF-a den klassischen NF-xB pathway aktivieren und da-
mit die Expression diverser apoptotischer und inflammatorischer Gene induzie-
ren (Kap. 1.3). Die NF-«B-Inhibition kann neben einer veranderten Homoostase
von pro- und antiapoptotischen Genen den Entzindungsfaktor TNF-o induzieren,
der als Todesligand die extrinsische Apoptose auslésen kann'62163.164 Das klas-
sische Experiment besteht aus der Inkubation von HaCaT mit dem Antibiotikum
Cycloheximid (CHX)'6°. CHX hemmt die de novo Proteinsynthese an Ribosomen,
was beispielsweise zur Inhibition des antiapoptotischen Proteins c-FLIP fluhrt,
wodurch Tumorzellen fur die TNF-a-induzierte Apoptose sensitiviert werden kon-
nen'®®, Eine vergleichbare Wirkung konnte mit NF-«B-Inhibitoren erzielt werden.
MLN4924 sensitiviert Monozyten und dendritische Zellen fur die TNF-a-abhan-
gige und -unabhangige Nekroptose'®’. Zur Validierung, ob die Kombination von
TNF-a und TPCA-1 die relative Zellzahl im vorliegenden Zellpanel reduzieren
kann, wurden die Zellen mit den spezifischen |C1o-Konzentrationen von TPCA-1
(Tab. 13) und TNF-a [100 ng/ml] fur 72 Stunden inkubiert (Abb. 19). Dabei zeig-
ten die Zellen ein weitestgehend resistentes Verhalten gegenuber TNF-a in der
Monotherapie. TPCA-1 konnte die relative Zellzahl (%) in allen Zelllinien reduzie-
ren, die Zellen fur TNF-a signifikant sensitiveren und blockierte damit neben der
IL-8-Sekretion Uber den klassischen NF-kB-Signalweg, auch die Induktion des

TNF-a-abhangigen Zelltods.
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Abb. 19: TPCA-1-vermittelte Sensitivierung des HNSCC fiir den TNF-a-induzierten Zelltod. Zur Va-

d erung, ob TPCA-1 n der Komb nat onsbehand ung mt TNF-a das HNSCC fiir den Ze tod sens tv ert,
wurdende Ze nen (1 x 104We ) mt TNF-a [100 ng/m] und der ze nenspezfschen ICy-Dos s von
TPCA-1 fur 72 Stunden nkubert. De Vab tatwurde m Krsta v o ettassay quantfzert. D e Ergebn sse
wurden m t dem n chtparametr schen, gepaarten W coxon-Rangsummentest ana ys ert. Das S gn f kanz-
nveau wurde auf p < 0,05 festge egt, um stat st sch s gn f kante Effekte zu ze gen. D ese wurden mt *
mark ert. In der Abb dung hande t es s ch um d e Darste ung reprasentat ver Ergebn sse (n = 3).
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3.5 Analyse der Zelltodinduktion in der Kombinationstherapie mit
NF-xB-pathway-Inhibitoren

Aufgrund der NF-kB-bedingten Proliferation und Resistenz wurde validiert, ob die
HNSCC-Zellen durch Inhibitoren des NF-«xB pathways fur die FasL-induzierte,
extrinsische Apoptose sensitiviert werden konnen. Bekannt ist, dass HNSCC-
Zellen trotz Fas-Rezeptor-Ausstattung resistent gegen extrinsische Todessignale
sind, was u. a. auf Uberexprimierte Inhibitoren der Apoptose zuruckzufuhren
ist'68.169_Eigene Studien konnten bereits proapoptotische Sensitivierungseffekte

fur FasL der zu untersuchenden Zelllinien aufzeigen'70.171.172.173,

3.5.1 Heterogene Sensitivierbarkeit fiir die FasL-induzierte Apoptose

Die Zellen wurden mit den NF-xB-Inhibitoren [IC1o (Tab. 13)] und FasL koinku-
biert (Kap. 2.2.2). Die FasL-Monotherapie zeigte insgesamt eine heterogene
Responsivitat (Abb. 20Abb. 23). Drei Zelllinien waren FasL-suszeptibel und de-
monstrierten distinkte zytotoxische Effekte (PC/ 1-1, PCI 13-1 und HaCaT). Dem-
gegenuber verhielten sich PCI 9-1, PCI 52 und SCC-25 resistent. Analog zu den
Monotherapien (Kap. 3.3.1) zeigten die Kombinationstherapien spenderabhan-
gige Zytotoxizitatsmuster (Abb. 20 bisAbb. 23). Mehrheitlich konnten keine Sen-
sitivierungseffekte induziert werden (Tab. 14). Als Ausnahme wurde die Refe-
renzzelllinie HaCaT erfolgreich sensitiviert. Durch Applikation von vergleichs-
weise geringen Wirkstoffkonzentrationen [0,2 bis 2 yM] konnten signifikante (p <
0,05) bis hdchstsignifikante (p < 0,001) Effekte induziert werden. MLN4924 war
aufgrund synergistischer Effekte (y < 1) mit etwa vierfacher Maximierung der
Wirkung von FasL der potenteste NF-kB-Inhibitor. QNZ und TPCA-1 erzielten
ahnliche Ergebnisse (Tab. 14). Synergistische Effekte konnten zudem durch
QNZ bei PCI 13-1 und durch MLN4924 bei SCC-25 beobachtet werden. Cortisol
induzierte antagonistische Effekte (y > 1). Bei den FasL responsiven Zelllinien
PCI 1-1 und PCI 13-1 bewirkte Cortisol eine signifikante Antagonisierung der
FasL-Wirkung. Die Zelllinie PCI 13-1 entwickelte unter Cortisol eine Resistenz
gegenuber FasL. Die FasL-resistenten Zelllinien (PCI 9-1 und PCI 52) konnten
von keinem der vier Inhibitoren sensitiviert werden. Bemerkenswerterweise
wurde die resistente Zelllinie SCC-25 durch MLN4924 mit einem superadditiven
Synergismus (y < 1) héchstsignifikant (p < 0,001) sensitiviert.
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Zelllinie ICs0 Sensitivierung Interaktionsindex p-Wert
W rkstoff/-Komb nat on [ng/m] (FasLmono/FasLkombi) (nach 7§; llarida) (t-Test)
PCI 11
FasL 37,3 - - -
Cortso [ICqg] + FasL > 88,8% 0,4-fach* 2,4 0,00006***
MLN4924 [IC¢] + FasL 33,6 1,1-fach 1,1 0,32
QNZ [IC1q] + FasL 44,3% 0,8-fach* 1,2 0,08
TPCA-1[ICq0] + FasL 41,9% 0,9-fach* 1,6 0,13
PCl 9-1
FasL -t - - -
Cortso [ICqq] + FasL > 200t 1-fach 1,5 0,072
MLN4924 [IC+q] + FasL > 200t 1-fach 1,7 0,12
QNZ [IC1q] + FasL > 200t 1-fach 1,1 0,12
TPCA-1[ICq0] + FasL > 200t 1-fach 1,2 0,074
PCl 131
FasL 55,5 - - -
Cortso [ICqo] + FasL > 200* 0,3-fach* 4.1 0,00031***
MLN4924 [IC+q] + FasL >71,9% 0,8-fach* 1,6 0,0039**
QNZ [IC+] + FasL 24,4 2,3-fach 0,8 0,11
TPCA-1[ICqo] + FasL > 55,1% 1-fach 1,2 0,0014**
PCl 52
FasL -t - - -
Cortso [ICqq] + FasL > 200t 1-fach 1,5 0,015*
MLN4924 [IC+q] + FasL > 200t 1-fach 1,4 0,027*
QNZ [IC+q] + FasL > 200t 1-fach 1,1 0,23
TPCA-1[ICq0] + FasL > 200t 1-fach 1,4 0,13
SCC-25
FasL -t - - -
Cortso [ICqq] + FasL > 200t 1-fach 1,5 0,00075***
MLN4924 [IC+¢] + FasL 39,7 5-fach 0,3 0,0031**
QNZ [IC+q] + FasL > 200t 1-fach 2 0,0017**
TPCA-1[ICq0] + FasL > 200t 1-fach 1,6™ 0,00045***
HaCaT
FasL > 68,7 - - -
Cortso [ICqq] + FasL > 59,1 1,2-fach 1,4 0,3
MLN4924 [IC+¢] + FasL 17,6 3,9-fach 0,5 0,004**
QNZ [IC+0] + FasL 28,7 2,4-fach 0,8 0,014*
TPCA-1 [IC4o] + FasL 27,5 2,5-fach 0,8 0,00077***

Tab. 14: Analyse apoptotischer Sensitivierungseffekte durch NF-xB-Inhibitoren. D e 1Cso-Werte der
FasL-Mono- bzw. Komb nat onstherap en mt Angabe der W rksamke tsmax m erungen nach konstanter,
komb nator scher Inkubat on m t Cort so, MLN4924, QNZ bzw. TPCA-1 [IC+c]. Der Interakt ons ndex y nach
Ta arda (Kap. 2.2.6.7) zur Best mmung synerg st scher Therap eeffekte: ® = superadd tv, e« = add t v, ees =
antagon st sch. Proben, be denen Sens t v erungseffekte erz e t werden konnten, wurden fett gedruckt her-
vorgehoben. Ze nen, fir d e ke ne ICso-Werte best mmt werden konnten, sow e Ze en, d e nach Komb na-
t onstherap e therap eres stent waren, wurden mt T mark ert. H er erfo gte d e Berechnung von y fo gender-
mafen: Fir b [ICso von B (FasL) n Kombnaton mt A (Inh b tor)] sow e B [ICso von B (FasL) n der Mono-
therap e] wurden 200 ng/m FasL a s ICso-Wert angenommen. Des We teren wurden Proben, n denen FasL
ke ne vo stand gen Sétt gungskurven zur ICse-Best mmung nduz eren konnte, mt ¥ mark ert. Proben, be
denen d e zusatz che App kat on der NF-kB-Inh b toren zu e ner Verm nderung der FasL-W rkung flhrte,
wurden m t * gekennze chnet. Zur stat st schen Auswertung wurde der t-Test genutzt. H erfiir wurden M tte -
werte und Standardabwe chungen aus dre unabhang gen Exper menten, jewe s n Tr p katen durchgefihrt,
berechnet. Angabe von reprasentat ven p-Werten der jewe gen og2-Verdiinnungstufe, d e an der berech-
neten ICso-Dos s der Komb nat onstherap e agen. S gn f kante p-Werte < 0,05 wurden m t*, hochs gn f kante
p-Werte < 0,01 wurden mt ** und hochsts gn f kante p-Werte < 0,001 wurden m t *** gekennze chnet.
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Abb. 20: Cortisol antagonisierte die Wirkung von FasL. Das Ze pane wurde mt FasL [ng/m] n den
angegebenen Konzentrat onsstufen bzw. komb n ert mt Cort so [konstant IC4g] behandet. De Ze vab -

tat wurde nach 72-stiind ger Inkubat on m tte s kr sta v o ettbas erten Zytotox z tatstests a s re at ve Ze -
zah (%), n Bezug zur auf 100 % norm erten Kontro e, va dert. Be dre Ze nen ze gten s ch dos sab-
hang ge Effekte n der Monotherape mt FasL. Cort so konnte ke ne Ze ne fur FasL senstveren. Es
kam be zwe Ze en (PCI 1-1 und PCI 13-1) unter Cort so -Behand ung zu héchsts gn f kanten Rechtsver-
sch ebungen (p = 0,00006 bzw. 0,00031) der Zytotox z tatskurven. D e Abb dungen reprasent eren M t-
te werte und Standardabwe chungen der n Trp katen durchgefiihrten Verdiinnungsre hen. D e Ergeb-
nsse wurden n jewe s dre vone nander unabhang gen Versuchsdurch aufen reproduzert (n = 3). De
stat st sche Ana yse erfo gte m t dem t-Test.
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Abb. 21: MLN4924 sensitivierte die resistente Zelllinie SCC-25 hochsignifikant fiir FasL. Das Ze -
pane wurde mt FasL [ng/m] n den angegebenen Konzentrat onsstufen nkub ert. Um d e Senstv erung
des HNSCC fur FasL ana ys eren zu kdnnen, wurden d e Ze en mt MLN4924 [konstant IC10] a s Komb -
nat onstherap e behandet. D e Ze vab tat wurde nach 72-stiind ger Inkubat on m tte s kr sta v o ettba-
s erten Zytotox z tatstests a s re at ve Ze zah (%), n Bezug zur auf 100 % norm erten Kontro e, va dert.
Be dre Ze nen (PCI 1-1 PCI 13-1 und HaCaT) ze gten s ch dos sabhang ge Effekte n der Monothera-
pe mt FasL. MLN4924 konnte zwe Ze nen (SCC-25 und HaCaT) hochs gnfkant (p = 0,0031 bzw.
0,004) fur FasL sens t v eren. Bemerkenswerterwe se ge ang d e Sens t v erung der FasL-res stenten Ze -
ne SCC-25. D e Abb dungen reprasent eren M tte werte und Standardabwe chungen der n Trp katen
durchgefihrten Verdiunnungsre hen. D e Ergebn sse wurden n jewe s dre vone nander unabhang gen
Versuchsdurchfiihrungen reproduz ert (n = 3). D e stat st sche Ana yse erfo gte mt dem t-Test.
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Abb. 22: QNZ induzierte in zwei Zelllinien synergistische Effekte mit FasL. Das Ze pane wurde mt
FasL [ng/m] n den angegebenen Konzentrat onsstufen nkub ert. Um d e Sens t v erung des HNSCC fur
FasL zu ana ys eren, wurden d e Ze en mt QNZ [konstant IC1o] a s Komb nat onstherap e behandet. D e
Ze vab tat wurde nach 72-stiind ger Inkubat on m tte s kr sta v o ettbas erten Zytotox z tatstests a s re-
atve Ze zah (%), n Bezug zur auf 100 % norm erten Kontro e, va dert. Be dre Ze nen zegtensch
dos sabhang ge Effekte n der Monotherap e mt FasL. QNZ konnte zwe Ze nen (PCl 13-1 und HaCaT)
m t synerg st schen Therap eeffekten (y = 0,8) fur FasL sens tv eren. Be den we teren Proben (PCI 1-1
PCI 9-1 PCI 52 und SCC-25) waren ke ne senstv erenden Effekte d eser Komb nat onstherap e nach-
we sbar. D e Abb dungen reprasent eren M tte werte und Standardabwe chungen der n Tr p katen durch-
gefuhrten Verdinnungsre hen. D e Ergebn sse wurden n jewe s dre vone nander unabhang gen Ver-
suchsdurch aufen reproduz ert (n = 3). D e stat st sche Ana yse erfo gte mt dem t-Test.
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Abb. 23: TPCA-1 sensitivierte HaCaT hochstsignifikant fiir FasL. Das Ze pane wurde mt FasL
[ng/m] n den angegebenen Konzentrat onen nkub ert. Um d e Sens tv erung des HNSCC fiir FasL zu
anays eren, wurden d e Ze en mt TPCA-1 [konstant IC1g] a s Komb nat onstherap e behande t. D e Ze -
vab tat wurde nach 72-stiind ger Inkubat on m tte s kr sta v o ettbas erten Zytotox z tatstests a s re at ve
Ze zah (%), n Bezug zur auf 100 % norm erten Kontro e, va dert. Be dre Ze nen ze gten s ch dos s-
abhang ge Effekte n der Monotherap e mt FasL. TPCA-1 konnte e ne Ze ne (HaCaT) héchsts gn f kant
(p = 0,00077) fir FasL senstveren. De Abb dungen reprasent eren M tte werte und Standardabwe -
chungen der n Trp katen durchgefiihrten Verdinnungsre hen. D e Ergebn sse wurden n jewe s dre
vone nander unabhang gen Versuchsdurch aufen reproduz ert (n = 3). D e stat st sche Ana yse erfo gte
mt dem t-Test.
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3.7 Genexpressionsanalyse NF-xB-abhangiger Zielgene
Manche der NF-kB-Inhibitoren induzierten IL-8-senkende Effekte, andere wirkten
proinflammatorisch (Kap. 3.4). AuRerdem zeigten sich anti- und proliferative Ef-
fekte (Kap. 3.5.1). Um dieses heterogene Verhalten zu validieren, wurde die Ex-
pression ausgewahlter pro- und antiapoptotischer sowie proinflammatorischer
Gene analysiert, die klassischerweise Uber den NF-«B-Signalweg reguliert wer-
den. Das Expressionsniveau des zu untersuchenden Genpanels wurde nach In-
hibitor-Inkubation [IC100 (Tab. 13)] als RT-gPCR analysiert (Kap. 2.2.4). Dieses
wurde auf B-Actin normiert und zur Kontrolle als relatives Expressionslevel vali-
diert. Dabei wurden FC-Werte > 2 bzw. < (-) 2 als signifikant im Sinne einer dif-
ferenziellen Expressionsregulation definiert. Zur Datenvisualisierung wurde eine
geclusterte heatmap mit gradueller Farbcodierung erstellt (Abb. 24).
3.7.1 Heterogene Expression NF-xB-mediierter Zielgene nach targetierter
pathway-Inhibition
Die Zelllinien wurden entsprechend ihrer zytotoxischen Suszeptibilitat fur FasL
(Kap. 3.5.1) als responsiv, sensitivierbar oder resistent klassifiziert (Abb. 24). Das
Expressionsprofil war nach Behandlung mit den NF-kB-pathway-Inhibitoren von
einer auffallenden Heterogenitat gekennzeichnet. Viele Proben bzw. Gene zeig-
ten ein inhomogenes Ansprechen, weshalb diese grau gekennzeichnet wurden.
Es ist anzunehmen, dass diese Gene keiner spezifischen Regulation unterlagen.
Bei den responsiven Zelllinien dominierte die Herabregulation der antiapoptoti-
sche Gene. Die homogensten, clusterartigen Effekte induzierte MLN4924. Bei
PCI 1-1 und PCI 13-1 induzierte es eine mittlere bis starke Herabregulation der
Expression der Gene BIRC2, BIRC3 und CFLAR. Andererseits bewirkte
MLN4924 die gesteigerte Expression des IL-8-Gens, was vereinbar mit der indu-
zierten Sekretion auf Zytokinebene war (Kap. 3.4). Daneben imponierte die
Hochregulation antiapoptotischer Gene in den resistenten Zelllinien. Cortisol und
QNZ zeigten spenderabhangige, inhomogene Expressionsmuster. Dagegen re-
gulierte TPCA-1 homogen das IL-8-Gen herab. Mit Ausnahme von PCI 13-1, kam
es im gesamten Zellpanel zur ausgepragten Reduktion der IL-8-Expression, was
mit den IL-8-sELISAs Ubereinstimmte (Abb. 16 & Abb. 17), wo TPCA-1 die IL-8-
Titer auf Zytokinebene signifikant senken konnte (Ausnahme: PCI 13-1).
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Cortisol responsiv sensitivierbar resistent
L 1 L
T
PCI113-1

proapoptotisch BAX

BCL2 +)23/(+) 1,4 (-)1,2/(+)29
(-)38/(+)11
(-)1.2/(+)84

(-)1.5/(+) 1.6
2 93

antiapoptotisch BICR3

CFLAR (¥ 11/(+)16 () 18/(+)15 ()37/(+) 1.1 (+)39/(+)10  ($)1,7/(+) 176
XIAP (-)1.2/(+) 16 (-)1.2/(+) 22 -)37/(+) 14 (+)1,6/(-) 32 +)1,9/(+) 355
IL-6 () 11/ (+) 11 +)1,1/(+) 38 (+) 14/ ()1
et T ()20/(+) 1,8 ()65/(+) 1.4 (+)241() 1,1 “
MLN4924 responsiv sensitivierbar resistent
L L |
r
PCI13-1 " sccs PCI9-1 PCI 52
proapoptotisch  {BAX (+)34/(+) 1,7 +)1,1/(+) 15 +)1,2/(+) 13
- 01117 (28lnds 53100
BIRC2 +)1,9/(-) 1,2 )13/ (+) 1.2 +)1,4/(+) 1,9
antiapoptotisch BICR3
CFLAR  (1)23/(+)1 ()13/(+)2 +)23/(-)14  (#)12/(+)1.2
XIAP )16/ (+) 1,9 (-)43/(+) 16 +)1,3/(+) 74
IL-6 -)51/(+) 1,3
e e (131529 (D74/()13 | ($)21/(+)14
QNZ responsiv sensitivierbar resistent
A L |
PCI1-1 PCI13-1 HaCaT scc-25 PCI 52
proapoptotisch  {BAX (-) 1.4/ (+)1 )11/ (+) 14 (+)19/(-) 1,2 (-)1.2/(+) 1.5
BCL2 (#)12/(+)23 ) 1,3/ (+) 1,1 (#)11/(-) 28 +)1,3/(+) 2.2
BIRC2 (-) 10,6/ (+) 1,2 (+)6.2/(-) 24
antiapoptotisch  {BICR3 +) 1,8/ (+) 3,1 +)1/(+) 14 (-)1,1/(+) 1,5 (+)32/(-) 45
CFLAR (+)28/(-) 4.2 (-)25/(+) 16
XIAP )2/ (+) 2.4 2)1,1/(+) 1,6 (+)32/(-)1,6 (-)24/(+)32
IL-6 ()1.2/(+)3 & (+)25/(-)1 (+)16/(+) 16
kol [n.-s * M1IH 72 ()24/(+)89 (+)5/(-) 29 +)21/(-) 15
TPCA-1 responsiv sensitivierbar resistent
A A L
r T
PCI1-1 PCI13-1 HaCaT scc-2s PCI9-1
proapoptotisch  |BAX (+)19/(+)15 (+)1/(+)12 1,2/ (+) 1 (+)14/(-)1.2 -
BCL2  ()11/(+)16 (+)1.2/(-) 185 & (+)22/(+)15
BIRC2 : ] +)1,6/(-) 2,1 (+)13/(-) 35 () 12/ (+) 1,1
antiapoptotisch  {BICR3 (#)1/(-)42 )12/ (+) 1.1
CFLAR () 1,1/(+)17 (+)1.7/(-) 36 &
XIAP 59 (+)19/(+) 15 ! i +)2,3/(-) 2,9 (-) 1,5/ (+) 2
IL-6 +)21/(-) 55 +) 14,1/ (+) 1.4
inflammatorisch ["_.8 (+)16/(+) 18

Fold change (Expressionslevel C/Expressionslevel Probe)

Hochregulation des Gens in beiden Versuchsdurchgangen 2 Faktor (+) 2

Hochregulation des Gens in einem Versuchsdurchgang = Faktor (+) 2

Hochregulation des Gens in beiden Versuchsdurchgangen zwischen Faktor (+) 1 bis < (+) 2
Inkonsistente Genexpression (+ und -)

Herunterregulation des Gens in beiden Versuchsdurchgangen zwischen Faktor (-) 1 bis < (-) 2
Herunterregulation des Gens in einem Versuchsdurchgang 2 Faktor (-) 2

Herunterregulation des Gens in beiden Versuchsdurchgangen = Faktor (-) 2

Expressionsregulation
Leicht: > 2 bis < 5-fach
Mittel: =5 bis < 10-fach
Stark: 2 10-fach

Abb. 24: Heatmap zur Expressionsanalyse apoptotischer und inflammatorischer Gene. D e Ze en
wurden fir 24 Stunden m t den NF-kB-pathway-Inh b toren [IC190] nkub ert und d e Genexpress onm tte s
RT-gPCR anays ert. Dargeste ts nd d e Daten von zwe , unabhang g vone nander durchgefiihrten Mess-
re hen (n = 2). D e Herunterregu at on der Genakt v tdt wurde sequenz e rot, d e Heraufregu at on ent-
sprechend griin dargeste t. Graue F dchen bedeuten e n nhomogenes Verha ten. D e Datenauswertung
erfo gte m t der mod f z erten AACt-Methode nach Pfaff (Kap. 2.2.6.3). D e Prof e der e nze nen Expres-
s onsana ysen s nd m Append x (Abb. 29 & 30) angehangt.
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3.8 Durchflusszytometrische Analyse der Apoptoseinduktion

Die NF-kB-pathway-Inhibitoren wirkten spender- und wirkstoffabhangig anti-
proliferativ (Kap. 3.3.1). Zur Analyse, ob Antiproliferation, Apoptose oder andere
Zelltodformen induziert wurden, erfolgte nach 48-stindiger Inkubation
[IC100 (Tab. 13)] ein durchflusszytometrischer Annexin V PE/7-AAD-Assay.

3.8.1 Etablierung einer validen Apoptose-Bestimmung

Um die Validitat des Tests (Kap. 2.2.5.1) zu Uberprifen, wurde die Referenzzell-
linie HaCaT fur 24 Stunden mit FasL [200 ng/ml] inkubiert und mittels FACS ver-
messen (Abb. 25). In der Kontrolle waren etwa 90 % der Zellen Annexin V- und
7-AAD-negativ (Q4). Nach FasL-Inkubation verlagerte sich die Population nach
Q2 (Annexin V+/7-AAD+). In diesem Quadranten, der spatapoptotische Zellen
darstellt, konnte mehr als die Halfte der Gesamtpopulation detektiert werden. Die
Zunahme von Annexin V PE angefarbten Zellen war im Histogramm (FL2-H) mit

einem distinkten Peak bei 50 RFU (relative fluorescence units) nachweisbar.

1,0 4 . 104
. HaCaT Q1 @2 | Kontrolle

2,74 8,63

800 Kontrolle 3]

95 %

-
o

7-AAD (FL3-H)

T T T T T T T
0 200 400 600 800 10K 100 101 'II)Z 103 104
Annexin V (FL2-H)

Q2 FasL
53,6 120 -

80

Count

60

7-AAD (FL3-H)

30

J iy v T ’ T v
10 103 104 100 ‘101 102 103 104
Annexin V (FL2-H) Annexin V (FL2-H)

Abb. 25: Kontrollversuch zur Methodenvalidierung des FACS-Apoptose-Assays. D e Referenzze -

ne HaCaT wurde a s Pos t vkontro e mt FasL [200 ng/m] nkub ert, mt der Annex n V PE/7-AAD-Dop-
pe farbemethode vorbehande t und durchf usszytometr sch m BD FACSCa bur M (Kap. 2.2.5) ana ys ert.
Es ze gten s ch, verg chen zur Kontro e, d st nkte Versch ebungen der FasL- nkub erten Probe von Q4
(Annex n V-/7-AAD-) nach Q2 (Annex n V+/7-AAD+) m dens ty p ot und H stogramm, was d e va de De-
tekt on von Apoptose anze gte.
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Zur weiteren Validierung des Assays wurde die FasL-responsive Zelllinie PCl 1-1
vermessen (Abb. 26). Nach FasL-Stimulation zeigte sich eine distinkte Verlage-
rung der Zellpopulation von Q4 nach Q2, welche im Histogramm einen prominen-
ten Peak bei 50 RFU prasentierte. Da die fur HaCaT beschriebenen Messergeb-
nisse (Abb. 25) mit PCI 1-1 reproduzierbar waren, wurde von einem validen Ver-
fahren zur Detektion von Apoptose bei den zu untersuchenden Zelllinien des
HNSCC ausgegangen. Diese Zellen stellten sich als nicht konzentrische Popula-
tionen in den Messungen dar. Dieses Verhalten zeigten u. a. auch Zellen in Un-

tersuchungen von Azizi et al. beim Einsatz dieses Kits'"4.

10K 4
PCI 1-1 0 3g1 Q2 Kontrolle
3,13 13,8
800 Kontrolle ’ ’
95 %
600 +
400
200 3 ; Q3
0 [78,79."" 4,36
ol 3 10 gkl
LI PR SRS PUSLERE o [ S B AR bl T bELLLL PR L L, B i
0 200 400 600 800 10K 100 1 102 100 10
Annexin V {FL2-H)
IO4 i1 Q2 FasL
15,5 63,9 150
103+
g 3
E 100
§ 3 J/\/UV\
~ 50
Q3
1,38
T T LAss | T 0 T T T T T —r—Tr7TT
100 10 102 100 10* 100 10! 102 100 10*
Annexin V {(FL2-H) Annexin V (FL2-H)

Abb. 26: Methodenvalidierung zum Nachweis der Apoptose im HNSCC. De Ze ne PCI 1-1 wurde
as Postvkontro e fir 24 Stunden mt FasL [200 ng/m] nkub ert. D e nach FasL-Behand ung zum Kon-
tro versuch mt HaCaT ana oge Quadrantenversch ebung der Lebendze popu at on von Q4 nach Q2 de-
monstr erte den va den Nachwe s von Apoptose m t dem Annex n V PE/7-AAD-Apoptose-Assay.
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3.8.2 Apoptoseinduktion durch NF-xB-pathway-Inhibitoren

Die FACS-Analysen ergaben bei zwei Drittel der Proben eindeutige proapoptoti-
sche Effekte der Inhibitoren mit signifikanten Verschiebungen von Q4 nach Q2
[Tab. 15 (fett gedruckt)]. Als signifikant wurde ein Ergebnis bezeichnet, wenn
mehr als 50 % der Zellen nach Inkubation mit den NF-xB-pathway-Inhibitoren in
Q2 zu liegen kamen und im Histogramm distinkte Annexin V-Peaks (FL2-H)
nachweisbar waren.

Es imponierte eine teilweise heterogene Responsivitat fur die NF-xB-Inhibitoren.
Am wirksamsten war MLN4924 [IC100 von & 84,7 uM], welches im gesamten Zell-
panel eindeutige Verschiebungen nach Q2 induzierte. Es wurden 59,3 bis 82 %
der Zellpopulationen positiv auf Annexin V PE und 7-AAD getestet. TPCA-1 [IC100
von & 70,9 yM] demonstrierte mit einer signifikanten Induktion Annexin V- und
7-AAD-positiver Zellen (69 bis 82,3 %) bei flinf der sechs Zelllinien ebenfalls eine
hohe proapoptotische Wirkung. QNZ [IC100 von & 6,5 pM] konnte bei vier Zell-
linien effektive Verlagerungen nach Q2 bewirken. Hierbei waren 61,2 bis 93,8 %
der Zellpopulation Annexin V- und 7-AAD-positiv. Cortisol [IC100 von & 280 uM]
induzierte Apoptose nur bei PCl 52, weshalb gegebenenfalls eine spenderab-
hangige, schwach Apoptose-induzierende Wirksamkeit fur Cortisol anzunehmen

ist.
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Zelllinie Proben Q1 Q2 Q3 Q4
(n=1) (%) (%) (%) (%)
PCI 11 Kontrolle 9,7 17 4.1 69,2
Cortisol 3,1 13,6 5,3 78,1

MLN4924 5,6 82 2,6 9,8

QNZ 2,6 93,1 2,6 1,7
TPCA-1 4,2 73,4 7,7 14,7

PCI 9-1 Kontrolle 4.6 22,4 16,9 56,1
Cortisol 3,3 38,5 19,6 38,7
MLN4924 13,8 69,2 4.6 12,4

QNZ 5,8 93 0,3 0,9

TPCA-1 9,2 82,3 2,4 6,1
PCI 131 Kontrolle 15 18,9 5,9 60,2
Cortisol 54 32,5 12,7 49,4

MLN4924 8,3 75,6 2 14,1

QNZ 36,9 61,2 0,3 1,6

TPCA-1 2,6 31,8 8 57,6

PCI 52 Kontrolle 4,2 16,7 14,3 64,8
Cortisol 26,3 54,8 6,4 12,5

MLN4924 14 79,6 1,8 4,6

QNZ 57 93,8 0,2 0,3

TPCA-1 11,1 73,4 6,4 9,1

SCC-25 Kontrolle 3,7 18,4 13,3 64,6
Cortisol 3,2 33,1 15,5 48,2

MLN4924 3,7 59,3 11,3 25,7

QNZ 2,7 31,7 15,8 49,8

TPCA-1 7.4 69 2,7 20,9

HaCaT Kontrolle 8,1 9,4 3,4 79,1
Cortisol 10,4 33 3,6 53

MLN4924 9,5 67,8 3,1 19,7

QNZ 8,8 42 1 5,3 43,8

TPCA-1 4.6 72,3 5,4 17,6

Tab. 15: Analyse des Annexin V PE/7-AAD-FACS-Apoptose-Assays. Stmuaton der Ze nen mt Cor-
tso, MLN4924, QNZ bzw. TPCA-1 [IC10] fur 48 Stunden. Dabe wurden n Q1 Ze en abgeb det, de sch
m unspez f schen Ze tod bef nden, n Q2 spatapoptot sche (he grau mark erte Tabe enspate), n Q3 friih-
apoptot sche und n Q4 vtae Ze en. Fett gedruckte Werte n Spate Q2 sp ege n d e s gn fkante Indukt on
von Apoptose m Verg e ch zur Kontro e wder. D ese Beurte ung erfo gte sem quanttatv, wenn schde

prozentua groRte Ze frakton n d esem Quadranten befand.
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4 Diskussion

Die Inflammation ist ein zentraler Aspekt der Tumorbiologie, da sie zur Initiation
und Progression neoplastischer Prozesse beitragt. Obwohl die Bedeutung in-
flammatorischer Prozesse im Zusammenhang von Tumorerkrankungen schon
lange bekannt ist, gewinnen diese im Zuge der aktuellen Entwicklung zielgerich-

teter Tumortherapien zunehmendes Interesse'’.

4.1 “Back to Virchow”'17®

Rudolf Virchow begrindete mit seiner Erstbeschreibung des lymphoretikularen
Infiltrats die Tumorimmunologie und legte das Fundament fur das Verstandnis
uber die Entstehung von Tumoren aus chronisch-entzindeten Geweben. Das
Immunsystem tragt zur Karzinogenese bei, weshalb Balkwill und Mantovani titel-
ten ,Inflammation and cancer: back to Virchow?“!78. Der genetische Schaden ist
der initiale Ausloser, die Entziindung der Akzelerator'’’-178, Diese Erkenntnis ist
fur die moderne Onkotherapie von zentraler Bedeutung und macht Virchows Er-
kenntnis aktuell. Der NF-«xB pathway ist einer der wichtigsten proinflammatori-
schen und antiapoptotischen Signalwege und bietet als molekulares Bindeglied
zwischen Inflammation und Krebs ein plausibles target der Tumortherapie. Da
das HNSCC durch Inflammation und ausgepragte Aktivierung des NF-xB pa-
thways gekennzeichnet ist, erscheinen NF-kB-pathway-Inhibitoren in diesem
Kontext von besonderem Nutzen sein zu kdnnen. Durch die Auswahl von Cor-
tisol, MLN4924, QNZ und TPCA-1 wurden vier Inhibitoren analysiert, die diesen
Signalweg auf unterschiedlichen Ebenen adressieren.

4.1.1 Analyse des autokrinen durch TNF-a getriggerten Feedbackmecha-
nismus zur Induktion der Inflammation im HNSCC

Die dichotome, dosisabhéngige Rolle von TNF-a. ist bekannt'”®. Einerseits kann
es durch Aktivierung des Akt-Signalwegs das Zelliiberleben induzieren'. Ande-
rerseits kann TNF-a durch die veranderte Homoostase zellularer Signalproteine
proapoptotisch wirken'®'. TNF-o ist der potenteste Induktor des NF-kB pa-
thways®®182_ Nach Jackson-Bernitsas et al. ist dieser Signalweg konstitutiv durch
die autokrine Freisetzung von TNF-a. in HNSCC-Zellen aktiviert (Abb. 3)78. Dies

konnte ebenfalls fur das untersuchte Zellpanel auf Zytokinebene gezeigt werden
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(Abb. 714). Die Titer lagen zwar nahe der Nachweisgrenze, dennoch entsprachen
sie den von Nakano und von Biberstein et al. fur das HNSCC publizierten Da-
ten'®.184 Dem gegeniber konnten Chen und Woods et al. keine Sekretion von
TNF-a im HNSCC nachweisen, was auf eine spenderabhangige Freisetzung [vgl.
SCC-25 (Abb. 14)] hinweisen konnte'85.186,

TNF-a induzierte im vorliegenden Panel keine antiproliferativen Effekte, was die
Resistenz des HNSCC gegen extrinsische Apoptosestimuli zeigt'®’. Es ist anzu-
nehmen, dass kein inadaquater Rezeptorbesatz hierfur verantwortlich ist, wie
Jackson-Bernitsas und von Biberstein et al. bestatigen’®184. Die Uberexpression
I6slicher TNF-Rezeptoren kdnnte durch kompetitiven Antagonismus funktionell
inhibierend bzw. senkend auf die TNF-a-Level wirken'®, Dies kénnte, neben der
vermutlich geringen Testsensitivitat, die beschriebenen niedrigen Messwerte er-
klaren (Abb. 14). Entsprechend berichten Aderka et al., dass Tumorzellen 16s-
liche TNF-Rezeptoren freisetzen kdnnen, was Su et al. fur das HNSCC bele-
gen'88.189,

Die Relevanz von TNF-a als proinflammatorischem Trigger des HNSCC zeigte
sich in seiner signifikanten Induktion der IL-8-Sekretion (Abb. 11), was Cohen et
al. bestatigen®'. Ferner zeigen Reers et al. fiir das HNSCC, dass es induziert
durch Chemo- oder Strahlentherapie TNF-a ausschuttet, was die Bedeutung die-
ses Signalwegs auch im Zusammenhang mit konventionellen Tumortherapien
andeutet’®, Somit kann die Hypothese der NF-xB-mediierten, selbstverstarken-
den Inflammation, getriggert durch autokrines TNF-a,, grundsatzlich als plausibel
erachtet werden. Dennoch ist bei Betrachtung der TNF-a-Konzentrationen, die
zur Induktion der IL-8-Sekretion notwendig waren (Kap. 3.4.1), fraglich, ob die
nachweisbaren TNF-a-Werte ausreichend fur eine adaquate Induktion des NF-

kB-Signalwegs waren oder ob extrinsische Quellen in Frage kommen mussten.

4.1.2 IL-8 als Biomarker fiir auf Inflammation eingestellte HNSCC-Zellen

Die starke Ausschuttung von IL-8 ist charakteristisch fur das HNSCC, weshalb
es als Biomarker in Patientenseren nachweisbar ist®. Die untersuchten HNSCC-
Zelllinien sezernierten hohe IL-8-Basal-Level, die von TNF-a signifikant getrig-

gert wurden (Abb. 11). Auch Chen et al. konnten vergleichbare IL-8-Level
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verifizieren, ohne eine TNF-a-Sekretion nachweisen zu kénnen®. Das kdnnte
dafur hinweisgebend sein, dass die detektierten TNF-a-Werte unerheblich fur die
IL-8-Expression sind. Diese Annahme wird durch Pries et al. unterstitzt, die ver-
gleichbare, TNF-a-unabhangige IL-8-Level im HNSCC beschreiben'’. Daher er-
scheint es in diesem Kontext als plausibel, Signalproteine des NF-«xB pathways
durch zielgerichtete Therapiestrategien zu attackieren.
4.2 Vergleichende Analyse der NF-kB-pathway-Inhibitoren fur die
prospektive Therapie des HNSCC

Als potentieller Wirkstoff fur den klinischen Einsatz qualifizierte sich in der vorlie-
genden Studie lediglich TPCA-1. Wahrend Cortisol kaum zytotoxische (bzw. an-
tagonistische) Effekte induzierte, hemmten TPCA-1, MLN4924 und QNZ die Zell-
proliferation bereits bei niedrigen mikromolaren 1Cso-Werten. Obwohl diese Kon-
zentrationen fur den Einsatz einer rein antiproliferativ intendierten Therapie als
zu hoch erscheinen koénnten, ware diese Wirkung als zusatzlicher positiver (Ne-
ben-) Effekt zu beurteilen. Im Hinblick auf die Anwendung als entztindungshem-
mende Therapeutika zeigten weder Cortisol noch QNZ signifikante |L-8-sen-
kende Effekte. Bemerkenswert war die starke IL-8-Zunahme unter Therapie mit
MLN4924, wodurch sich diese Wirkstoffe fur den weiteren Einsatz disqualifizier-
ten.
TPCA-1 kristallisierte sich aufgrund der nachfolgend erlauterten Eigenschaften
als geeigneter NF-kB-Inhibitor fur die prospektive klinische Therapie des HNSCC
heraus:

1) TPCA-1 wirkte in niedrig mikromolaren Dosen antiproliferativ (Abb. 15),

2) hemmte signifikant die TNF-a-induzierte IL-8-Sekretion (Abb. 17),

3) regulierte spezifisch die IL-8-Expression herab (Abb. 24),

4) wirkte sensitivierend fur den TNF-a-induzierten Zelltod (Abb. 19),

5) interferierte gering mit der FasL-vermittelten Apoptose (Abb. 23) und
)

6) induzierte nachweislich Apoptose (Tab. 15).

4.2.1 Analyse der hohen Wirksamkeit von TPCA-1 im HNSCC
Es stellt sich die Frage, warum TPCA-1 im Vergleich der vier NF-«B-Inhibitoren

insgesamt am effektivsten wirkt. Nach derzeitigem Kenntnisstand ist seine
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Wirkung nicht auf einen detaillierten molekularen Mechanismus zurtckzufuhren.
TPCA-1 adressiert hochspezifisch die IKKB-Untereinheit des IKK-Komplexes im
klassischen NF-kB pathway, wahrend die anderen Inhibitoren indirekt die lkBa-
Phosphorylierung bzw. den NF-kB pathway beeinflussen. Es ist davon auszuge-
hen, dass TPCA-1 im analysierten Zellpanel der einzige Inhibitor war, der den
klassischen NF-«kB-Signalweg zielgerichtet hemmen konnte, da nur TPCA-1 die
IL-8-Sekretion als dessen Surrogatmarker signifikant blockierte. Die weiteren
Wirkstoffe konnten den klassischen oder alternativen Weg beeinflusst haben,
mutmallich unspezifisch. In den HNSCC-Zellen induzierten sie ein Ungleichge-
wicht der NF-kB-regulierten Genexpression, was die unspezifische und teilweise
proinflammatorische Zellreaktion erklaren konnte. Der Hauptvorteil von TPCA-1
liegt in seiner selektiven und zielgerichteten Wirksamkeit'%. Bekannt ist, dass der
NF-«xB-Signalweg im HNSCC konstitutiv aktiviert ist. Ausgelost wird seine per-
manente Aktivierung durch IKK, was mit der gesteigerten Phosphorylierung sei-
nes Kinaseprodukts IkBa (plkBa) korreliert ist. plkBo, welches in ruhenden Zel-
len im dephosphorylierten Zustand inhibierend wirksam ist, wird nach Stimulation
mit TNF-a proteasomal degradiert und der kanonische Signalweg aktiviert’®. Die
deutliche Reduktion der Entzindung konnte durch die spezifische Wirkung von
TPCA-1 als IKKB-Inhibitor induziert worden sein. Bemerkenswerterweise kam es
unter TNF-o-Inkubation zur Verstarkung der Reduktion des IL-8-Titers. Dies lasst
vermuten, dass TPCA-1 eine hohere Wirksamkeit unter getriggerter Inflammati-
onslage besitzen konnte und moglicherweise eine hohe Spezifitat fur Krebszellen
hat, die extrinsisch proinflammatorisch stimuliert werden. Des Weiteren sensiti-
vierte TPCA-1 die Zellen fur den TNF-a-induzierten Zelltod, was erstmalig ge-
zeigt werden konnte und die Bedeutung des NF-«xB pathways fur Therapieresis-
tenzen unterstreicht. Hervorzuheben ist, dass dieser Effekt bei allen Zelllinien zu
finden war. Im Vergleich induzierten die anderen Inhibitoren keine bzw. deutlich
geringere Effekte, weshalb von einer spezifischen Wirkung von TPCA-1 ausge-
gangen werden kann. Seine molekulare Wirksamkeit beruht auf der Hemmung
der TNF-o-induzierten IkBa-Degradation, was Rauert-Wunderlich et al. fur das
Multiple Myelom zeigen konnten. Sie inhibierten durch TPCA-1 die Hochregula-

tion von IL-8 durch Blockade des klassischen NF-xB pathways'.
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4.2.1.1 Die Bedeutung von IKK als target zielgerichteter Tumortherapie

Der NF-«kB pathway ist als ein wesentlicher Pathomechanismus des HNSCC an-
erkannt'?. Krebsgenomanalysen zeigen, dass 8,5 % der Patienten Mutationen
in den IKK-kodierenden Genen tragen, wovon 5 % auf IKBKB entfallen'931%4_ Di-
verse Autoren berichten von einer konstitutiven Aktivierung des IKK-Komplexes,
was den NF-kB pathway in Tumorzellen induziert’®. Karin et al. beschrieben IKK3
als molekularen Linker zwischen Inflammation und Krebs®!1%. Dies kann durch
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Als einziger Wirkstoff
konnte TPCA-1 die IL-8-Sekretion, bei gleichzeitiger Sensitivierung der HNSCC-
Zellen fur den TNF-a-induzierten Zelltod, inhibieren. Korrelationsanalysen erga-
ben, dass die Effekte unabhangig von der Zellviabilitat erzielt wurden, was auf
die zielgerichtete Inhibition des klassischen NF-xB pathways hinweist. Anzuneh-
men ist, dass IKKB ein zentraler Promotor der Inflammation im HNSCC ist, was
es als sinnvolle Zielstruktur qualifiziert. Dies ist konsistent mit den Angaben von
Li et al. Diese Arbeitsgruppe konnte durch spezifische IKKB-Inhibition therapie-
resistente HNSCC-Zellen proapoptotisch sensitivieren und einen proliferativen
Ruckkopplungsmechanismus ausgehend vom epidermal growth factor receptor
(EGFR) durchbrechen'®. Dies kénnte es als target zur Sensitivierung fiir Sys-
temtherapien bzw. Inhibitoren in Form von Kombinationsbehandlungen interes-
sant machen, was L et al. beispielsweise fur Gefitinib zeigen'¥”. Bislang ist je-
doch unklar, welche Mechanismen die IKK-Daueraktivierung induzieren. Grund-
satzlich bewirkt die Phosphorylierung von Serin 177 und 181 die Aktivierung von
IKKB'%8. Jackson-Bernitsas et al. weisen auf RIPK1, TAK1, PI3K, AKT1 und Ras
als mogliche Ursachen hin’®. Tatsachlich ergaben Krebsgenom-Analysen des
HNSCC signifikante Koexpressionen des IKBKB-Gens mit den Genen RIPK1,
AKT1 und HRAS™31% AuRerdem ist ein Feedback-Mechanismus ausgehend
von EGFR Uber PI3K, Akt, mTORC1, IKK bis NF-«B fir das HNSCC bekannt,
dessen Hemmung durch IKKB-Inhibition die Zellproliferation blockiert, Apoptose

induziert und IKKB als Schlisselprotein beider Signalwege identifiziert'®°.
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4.2.2 Analyse der insuffizient wirkenden Inhibitoren

4.2.2.1 Cortisol

Cortisol wies stark antagonistische Effekte auf, deren mechanistische Grundla-
gen bislang nicht vollstandig verstanden sind'®'. Zwei Studien beschreiben die
Ineffizienz von Cortisol bei der Therapie von HNSCC. Thurnher et al. erklaren
diese mit der geringen Wirksamkeit von Cortisol auf die Expression des antiapop-
totischen Bcl-2-Proteins, was mit den vorliegenden Daten Ubereinstimmt (Abb.
24)200.201 - Auch weitere Autoren verweisen auf die verstarkte Expression antia-
poptotischer Gene'192202203 Tatsachlich stimulierte Cortisol die Bcl-2-Expression
der Zelllinie PCI 13-1 (Abb. 24), was die induzierte FasL- bzw. Apoptose-Resis-
tenz dieser Zelllinie erklaren kénnte (Abb. 20). AuBerdem ware eine refraktare
NF-kB-Funktion denkbar''. Die antiinflammatorischen glucocorticoiden Effekte
beruhen u. a. auf der gesteigerten Expression des NF-«kB-Inhibitors likBa2%. Auf-
grund der konstitutiven IKK-Aktivierung kann spekuliert werden, ob durch die ge-
steigerte proteasomale Degradation von IkBa die Wirkung der Glucocorticoide
auf den NF-kB pathway kompensiert wird. Der klinische Einsatz von Cortisol zur
Hemmung der Inflammation und proapoptotischen Sensitivierung des HNSCC
muss aulerst kritisch bewertet werden, weshalb aufgrund der vorliegenden Da-

ten davon abgeraten werden muss.

4.2.2.2 MLN4924

Die Inflammation der HNSCC-Zellen wurde durch MLN4924 massiv induziert,
was eine neue Erkenntnis ist. Der zugrunde liegende Mechanismus ist bislang
unbekannt. Wie Genexpressionsanalysen zeigten (Abb. 24), kdnnte er transkrip-
tionell bedingt, moglicherweise NF-kB-induziert und relativ spezifisch fur die Ex-
pression des IL-8-Gens sein. Deshalb muss die Verwendung von MLN4924 fur
die klinische Tumortherapie intensiv evaluiert werden, da IL-8 die Tumorprogres-
sion beglinstigt?®>2%, Es wurde die Hypothese Uberpriift, ob MLN4924 die
TNF-a-Sekretion induziert, was auto- bzw. parakrin die IL-8-Sekretion verstarken
kdénnte (Abb. 3). Es waren keine signifikanten TNF-a-Signale nachweisbar, wes-
halb dieser Mechanismus ausgeschlossen werden kann (Daten nicht gezeigt).
Interessanterweise inhibierte MLN4924 effizient die Zellproliferation, interferierte
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kaum mit FasL und wirkte teilweise sogar sensitivierend fur den FasL- und
TNF-a-induzierten Zelltod. Zhang et al. konnten detailliertere Einblicke in diesen
Wirkmechanismus geben. MLN4924 induziert die Akkumulation von c-Myc, eines
CRL-Ligasesubstrats des NEDD8-Konjugationswegs, welches das proapoptoti-
sche Protein Noxa transkriptionell aktiviert?®’. Auch andere Autoren konnten zell-
todinduzierende Effekte von MLN4924 fir das HNSCC darlegen, das durch die
Reduktion von c-FLIP fur die TRAIL-induzierte Apoptose sensitiviert wurde. Zhao
et al. konnten die MLN4924-abhangige, JNK-mediierte proteasomale c-FLIP-De-
gradation nachweisen, was die unspezifische Wirkung auf transkriptioneller
Ebene erklart (Abb. 24). Dies kdnnte mdglicherweise eine Ursache der
MLN4924-induzierten IL-8-Expression sein. Es ist bekannt, dass MLN4924 den
mitogenen JNK-Signalweg im HNSCC aktiviert''®. Gross et al. konnten im
HNSCC durch Inhibition dieses pathways die IL-8-Sekretion hemmen, was den
JNK/AP-1-Signalweg als mogliche Ursache der MLN4924-induzierten IL-8-Sek-

retion in Frage kommen [&sst208.209,

4.2.2.3 QNZ
QNZ konnte sich ebenfalls nicht als wirksamer antiinflammatorischer Wirkstoff

erweisen, da es - ahnlich wie MLN4924 - die TNF-a-induzierte IL-8-Freisetzung
verstarkte (Abb. 17). Der Wirkmechanismus von QNZ ist bislang unbe-
kannt'".112, Daten fiir das HNSCC sind nicht publiziert. In vitro konnte gezeigt
werden, dass QNZ die Aktivierung der NF-kB-Untereinheit p65 inhibiert, ohne
dabei IxB zu degradieren''314, Dies entspricht den Arbeiten von Vigont und Wu
et al., wonach QNZ den IKK-Komplex nicht hemmt, was moglicherweise eine Er-
klarung fur die TNF-a-getriggerte IL-8-Freisetzung im HNSCC liefern konnte
(Abb. 17)210211_QNZ hemmte hocheffektiv die Zellproliferation und wirkte sensi-
tivierend fir den FasL-induzierten Zelltod (Abb. 15 &Abb. 22), jedoch spenderab-
hangig, was die einzigen positiven Aspekte zugunsten von QNZ waren. Dies ist
vereinbar mit den Daten von Liu und Tsai et al., die zeigten, dass QNZ Uber die
Reduktion antiapoptotischer Proteine (bspw. MCL-1, XIAP und c-FLIP) wirkt.
Ubereinstimmende genregulatorische Wirkungen konnten in der Expressions-
analyse gezeigt werden, die eine herabregulierende Wirkung von QNZ vorzugs-
weise auf antiapoptotische Gene zeigte, die jedoch von einer stark inhomogenen
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Spenderabhangigkeit gepragt war (Abb. 24). Daneben gibt es Hinweise, dass
QNZ nicht direkt, sondern Uber vorgeschaltete, Ca?*-vermittelte Schritte den NF-
kB pathway inhibiert, wodurch Pozzobon et al. die IL-8-Sekretion inhibieren konn-
ten?12213, Dies konnte erklaren, warum QNZ in HNSCC-Zellen mit konstitutiver

IKK-Aktivierung die IL-8-Sekretion kontraproduktiv beeinflusste.

4.2.3 Apoptose als (Neben-) Effekt der targetierten NF-xB-Inhibition

Zytotoxische Effekte wurden validiert, wie beispielsweise der durch TPCA-1 sen-
sitivierte TNF-a-induzierte Zelltod (Abb. 19). Uberraschenderweise konnten die
NF-«B-Inhibitoren auch den FasL-vermittelten Zelltod beginstigen (Abb. 27 - 23).
Da die NF-kB-Inhibition genregulatorisch wirkt, kann nicht notwendigerweise von
einer direkten Induktion der Apoptose ausgegangen werden. Durchflusszytomet-
risch konnte ein signifikanter Anstieg der apoptosespezifischen Fluoreszenzfarb-
stoffe nachgewiesen werden (Tab. 15), was die Induktion der Apoptose durch
targetierte NF-kB-Inhibition beschreibt. Somit stellt sich die Frage, ob es sich
hierbei um einen Nebeneffekt handelt oder ein direkter Zusammenhang besteht.
Pikarsky et al. konnten ebenfalls durch NF-«kB-Inhibition Apoptose induzieren”.
Greten et al. zeigten, dass mittels IKKB-Inhibition Apoptose durch Suppression
des antiapoptotischen Proteins Bcl-XL induziert wird”. Duffey et al. berichten,
dass sie durch Expression des NF-«B-Inhibitors IkBaM die Apoptose bei TNF-a-
resistenten HNSCC-Zellen induzieren konnten'®”. Somit kristallisiert sich IKK,
auch bei der Induktion von Apoptose, als mdglicherweise entscheidendes
Schlusselprotein heraus. Dementsprechend konnten Li et al. durch IKKB-Inhibi-
tion HNSCC-Zellen proapoptotisch sensitivieren, was Caspasenaktivierungen
anzeigen. SCC-25 wies hierbei einen signifikanten Anstieg der Caspasenaktivitat
um 50 % auf'®®. Bemerkenswerterweise zeigte sich bei TPCA-1 eine vergleich-
bare Zunahme spatapoptotischer SCC-25-Zellen (Tab. 15), was die proapoptoti-
sche Wirkung der IKKB-Inhibition demonstriert. Dies bestatigen Nan et al., die die
TPCA-1-induzierte Apoptose durchflusszytometrisch validierten''”. Jedoch
scheinen auch weitere Mechanismen die Apoptose induzieren zu kdnnen. Far
QNZ, welches in der vorliegenden Studie hochpotent, aber spenderspezifisch
Apoptose ausloste, konnten Shi et al. zeigen, dass es ROS-abhangig und durch
Einleitung des Zellzyklusarrest wirkt?'4. Zhao et al. konnten die proapoptotische
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Potenz von MLN4924 ebenfalls durchflusszytometrisch nachweisen und diese

auf die Degradation von c-FLIP zurlckfiihren'°,

4.3 Die Bedeutung der Regulation onkogener NF-kB-Zielgene

NF-«kB reguliert als Transkriptionsfaktor u. a. antiapoptotische und proinflamma-
torische Gene, welche die maligne Transformation induzieren. Die Unterdri-
ckung der Regulationsmechanismen dieser Zielgene konnte zur Beseitigung von
Resistenzmechanismen beitragen. Die Wirksamkeit der IKKB-Inhibition war auf
Transkriptionsebene durch die homogene Herunterregulation der inflammatori-
schen Gene durch TPCA-1 erkennbar. Die Bedeutung von IKKB bezuglich Induk-
tion und Hemmung der Inflammation von Tumorzellen wird im Vergleich mit
MLN4924 und QNZ deutlich, die die Inflammation bei Adressierung anderer Sig-
nalproteine des NF-kB pathways massiv verstarkten, was sich ebenfalls auf tran-
skriptioneller Ebene abzeichnete. Zusatzlich besall TPCA-1 proapoptotische Ei-
genschaften. Jedoch war das Expressionsmuster dieser Gene ausgepragt hete-
rogen, was die Analyse erschwert und keine spezifische Wirkung vermuten Iasst.
Dagegen induzierten MLN4924 und QNZ die Inflammation, was die transkriptio-
nelle Hochregulation der Interleukin-Gene demonstrierte. Diese Wirkstoffe schei-
nen vielmehr proapoptotisch auf Tumorzellen zu wirken (Kap. 4.2.2.2 & 4.2.2.3).
Jedoch war hier kein einheitliches Expressionsmuster erkennbar. QNZ regulierte
in einer HNSCC-Zelllinie das antiapoptotische Genpanel herab, was die Apopto-
seinduktion in der Durchflusszytometrie erklaren konnte und eine Spenderspezi-
fitat andeutet. Eine gewisse Affinitat von QNZ fur proapoptotische, NF-kB-medi-
ierte Proteine konnten auch Yen und Tsai et al. feststellen''®2'5, Hierzu kongru-
ent verhielt sich MLN4924. Wie andere Autoren darlegen, werden durch
MLN4924 proapoptotische Proteine hoch- und antiapoptotische Proteine herun-
terreguliert'08207.216 Mgglicherweise beruhen die Effekte von MLN4924 und QNZ
auf Proteinebene, was die unspezifischen Wirkungen in der Expressionsanalyse
andeuten. Letztlich kdonnten sich individuelle Indikationen fur den Einsatz von
NF-kB-Inhibitoren anbieten, die, je nach Genexpressionssignatur, vorteilhaft sein
konnten und individuell gepruft werden mussten. Insgesamt betrachtet expo-
nierte sich insbesondere TPCA-1 aufgrund seiner selektiven antiinflammato-
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rischen und proapoptotischen Effekte auf Transkriptions- und Zytokinebene fur

die prospektive klinische Tumortherapie.

4.4 Perspektiven antiinflammatorischer Tumortherapien

Das Verstandnis von Krebs als chronisch-entzindlicher Erkrankung hat die On-
kologie revolutioniert. Gelange es, die angeborene Immunitat gegenuber entar-
teten Zellen therapeutisch zu nutzen bzw. durch Reduktion einer Gberschiel3en-
den Immunreaktion die Tumorpromotion zu stoppen, stinden neue Therapieop-
tionen bereit. Um die korpereigene Immunabwehr zur Bekampfung der Tumor-
zellen zu nutzen, bedarf es eines profunden Verstandnisses der Tumorbiologie.
Dabei zeichnet sich das HNSCC durch eine enorm heterogene Mutationsland-
schaft aus, die wirksame Therapien erschwert?'’. Die Entschliisselung von spen-
derspezifischen Konstellationen, die von einer antiinflammatorischen Therapie
profitieren wirden, konnte durch next generation sequencing erfolgen, um per-
sonalisiert und mafgeschneidert therapieren zu konnen?'8219,

Was Tumoren jedoch eint, ist die chronische Inflammation. Als Relaisstation und
gemeinsamer Endstrecke diverser Signalwege dient dabei NF-xB??°. Die zielge-
richtete Inhibition des NF-«kB pathways erscheint daher aus mehrfacher Sicht
sinnvoll zu sein. Zum einen kénnte durch eine entzindungshemmende Therapie
die Tumorpromotion limitiert und das Krebsrisiko prophylaktisch gesenkt werden,
wie es flr nichtsteroidale Antirheumatika bekannt ist??'2?22, Diese Therapie ware
zwar nicht primar kurativ intendiert, jedoch konnte es, ahnlich einer HIV-Therapie,
zur funktionellen Heilung mit latentem Verbleib des Tumors kommen?23. Letztlich
konnte dies zur Lebenszeitverlangerung und Steigerung der Lebensqualitat der
Patienten beitragen. Zum anderen konnten in Folge der NF-kB-Inhibition Resis-
tenzmechanismen aufgehoben werden. Durch die Kombination mehrerer zielge-
richteter Wirkstoffe konnte das komplexe Geflecht dysregulierter Signalwege ef-
fektiv attackiert werden, um immunescape-Mechanismen des Tumors zu blockie-
ren??*. Durch das konzeptionelle Verstandnis von Krebs als inflammatorischer
Erkrankung konnten sich aufierdem bereits etablierte Therapieregimen, bei-
spielsweise aus dem rheumatischen Formenkreis oder chronisch-entzundlicher
bzw. infektioser Erkrankungen, anbieten und das therapeutische Arsenal erwei-

tern.
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441 Die Bedeutung des TME fiir die Aktivierung des NF-«xB pathways

Direkte onkogene Mutationen von Signalproteinen des NF-kB pathways sind sel-
ten. Beispielweise besitzen weniger als 10 % der HNSCC-Patienten Mutationen
der fir IKK-kodierenden Gene'®3194. Jedoch konnen extrinsische Stimuli zur
NF-kB-Daueraktivierung beitragen?®>. Das direkte Tumorumfeld triggert den
NF-kB pathway durch parakrine Freisetzung von TNF-a. Takahashi et al. zeigten,
dass tumorassoziierte Fibroblasten eine erhohte TNF-Genexpression aufwei-
sen??%. Auch mesenchymale Stammzellen und Makrophagen kdnnen durch
TNF-a-Sekretion den NF-xB pathway induzieren®?7228, Wie Scherzad et al. for-
dern, muss die lokale Tumor-Wirts-Interaktion in die Therapie des HNSCC ein-

bezogen werden, um Fortschritte beim Therapieoutcome erzielen zu kénnen??°.

4.4.2 Moglichkeiten NF-xB-targetierender Strategien fiir die Onkotherapie
Klassische Tumortherapien konnen aufgrund der Aktivierung des NF-«B path-
ways proinflammatorisch wirken, was ihre intendierte Wirkung konterkariert und
zu Tumorprogression und Therapieresistenz beitragt’®. Daher kénnten durch die
zielgerichtete Inhibition von NF-kB die Effekte konventioneller Therapien gestei-
gert und moglicherweise ihre Nebenwirkungen reduziert werden. Synergistisch
wirkende Kombinationstherapien sind sinnvoll, da antiinflammatorische Thera-
pien per se keine zytotoxischen Effekte induzieren und insgesamt geringere the-
rapeutische Wirkstoffdosen gestatten konnten?®. Insbesondere die spezifische
IKKB-Inhibition erscheint hierbei als aussichtsreich, da TPCA-1 antiinflammato-
rische mit proapoptotischen Eigenschaften vereint. Deshalb kann vermutet wer-
den, dass Kombinationen mit anderen target-Inhibitoren oder Chemo- bzw. Ra-
diotherapien wirkungsvoll sein und bestehende Resistenzen auflésen konnten.
Erste Berichte zeigen, dass TPCA-1 in vitro sensitivierend fur TKI wirkt"7. Auf-
grund von IAP-Uberexpressionen kédmen fiir das HNSCC beispielsweise SMAC
mimetics in Frage. Hierdurch konnten die beschriebenen Zelllinien bereits in vitro
erfolgreich flir Todeslidanden sensitiviert werden'7%.171.172.173.231 " Bej der Refe-
renzzelllinie HaCaT, bei der eine Uberaktivierung des NF-xB pathways vorliegt,
zeigten sich in der vorliegenden Arbeit hochsignifikante Sensitivierungseffekte,
weshalb sie modellhaft fur eine erfolgreiche proapoptotische Sensitivierung

durch NF-kB-Inhibition stehen kann?32. Da TPCA-1 nur maRig sensitivierend flr
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FasL wirkt, konnten hierdurch apoptotische Effekte induziert werden. Dies besta-
tigen Ren et al., die durch NF-kB-Inhibition TRAIL-resistente HNSCC-Zellen sen-
sitivieren konnten?33, Des Weiteren ist bekannt, dass es nach IAP-Inhibition zur
NIK-Akkumulation mit Aktivierung beider NF-kB-Signalwege kommt, was die
kombinierte Anwendung mit SMAC mimetics plausibel macht?34.

Da inflammatorische Prozesse die Tumorpromotion im Frihstadium der Karzino-
genese triggern, konnte die Anwendung von NF-«kB-pathway-Inhibitoren praven-
tiv wirksam sein, wie beispielsweise bei der prophylaktischen Einnahme von ASS
beim kolorektalen Karzinom?2'. In vivo wurde bereits gezeigt, dass die Einnahme
nichtsteroidaler, entzindungshemmender Medikamente das Uberleben von
HNSCC-Patienten signifikant verlangert??2. Eine antiphlogistische Medikation
ware vermutlich deutlich vertraglicher als konventionelle zytotoxische Therapien
und konnte in fruhen Tumorstadien als Progressionsprophylaxe verabreicht wer-
den. Um zu diesem Zweck das HNSCC frihzeitig diagnostizieren zu konnen, sind
hochsensitive Marker notwendig. Moglicherweise konnte der IL-8-Spiegel als
Screeningparameter im Serum oder Speichel bestimmt werden, was die Wech-
selwirkung der Tumorzellen mit dem NF-xB-induzierenden TME anzeigen

kénnte196.235,

4.4.3 Gefahren NF-xB-targetierender Tumortherapien

Trotz aller positiven Aspekte muss auch die Kehrseite antiinflammatorischer The-
rapiekonzepte berucksichtigt werden. Die systemische Immunsuppression durch
Inhibition des NF-xB pathways hatte aufgrund seines ubiquitaren Vorkommens
massive Nebenwirkungen zur Folge. Beschrieben sind u. a. hepatotoxische Ef-
fekte, Embryopathien und opportunistische Infektionen?3¢23". Eine entschei-
dende Nebenwirkung der Langzeit-IKKB-Hemmung ist die ausgepragte Fahigkeit
von NF-kB-Inhibitoren durch exzessive Aktivierung des Inflammasoms die IL-13-
Freisetzung bei bakteriellen Infektionen zu verstarken. Dies wiurde zum septi-
schen Schock mit Organversagen und dem acute respiratory distress syndrome
fihren?38, Um dies zu vermeiden, ware die zeitlich begrenzte Applikation unter
antibiotischer Abschirmung und Hospitalisierung angezeigt?*. Da bislang kaum
klinische Studien zu den untersuchten Wirkstoffen durchgefuhrt wurden, bleibt es
offen, ob diese ebenfalls zu diesem Nebenwirkungsprofil fuhren. Eine Phase-I-
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Studie von MLN4924 an soliden Tumoren ergab vielversprechende Ergebnisse,
jedoch auf Kosten hoher Nebenwirkungen?3®. Von daher sind weitere Studien
indiziert, um Vor- und Nachteile dieser Wirkstoffe in Mono- und adjuvanten Kom-
binationstherapien sowie die erforderlichen Konzentrationen und deren Pharma-
kologie zu Uberprufen. Letztlich kdnnte es durch die selektive Inhibition spezifi-
scher NF-kB-Proteine bzw. -Untereinheiten, wie dem beim HNSCC Uberaktivier-
ten IKKB, maoglich sein, die Toxizitat von Systemtherapien zu minimieren. Durch
Synergieeffekte konnte zudem die Therapiesensitivitat des HNSCC gesteigert
werden. Aullerdem mussen fur eine effektive Therapie die Wechselwirkungen
mit dem inflammatorischen TME mitbetrachtet werden, da diese durch parakrines
signaling moglicherweise den zentralen Induktor des NF-xB pathways darstellen,
weshalb sie im Mittelpunkt weiterer Forschungen stehen sollten. Bemuhungen,
die dichotomen Eigenschaften von NF-kB als molekularem Hauptschalter diver-
ser Signalwege vollstandig zu verstehen, konnten zur Entwicklung neuer Thera-
pien beitragen. Kiunftige Immuntherapien mussen alle Aspekte der Karzinoge-
nese, wie der Tumorpromotion, berucksichtigen, um die infausten Prognosen von
HNSCC-Patienten entscheidend zu verbessern. Wie Prescott und Cook kritisch
reviewten, sind noch viele Gesichtspunkte der Wirksamkeiten und Wechselwir-
kungen von NF-kB-pathway- bzw. IKKB-Inhibitoren zu klaren, bevor diese in die
klinische Tumortherapie Einzug halten konnen?2.

Wiurde es gelingen, Wirkstoffe bzw. Kombinationstherapien zu entwickeln, die
zielgerichtet Tumorzellen und proinflammatorische Wechselwirkungen mit dem
TME adressieren, ohne die Immunantwort systemisch zu supprimieren, konnte
der Tumor in Schach gehalten und somit die Letalitat von Krebserkrankungen
durch Tumorprogression und Metastasierung gesenkt werden. Die Erkenntnisse
der vorgelegten Arbeit zur zielgerichteten NF-xB-pathway-Inhibition durch den
Wirkstoff TPCA-1 konnten moglicherweise hierzu einen bescheidenen Beitrag
geleistet haben.
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V. Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Entzindliche Prozesse stellen einen zentralen Aspekt der Karzinogenese dar
und kdnnen sowohl zur Induktion als auch zum Progress von Tumoren beitragen.
Der NF-kB-Signalweg ist einer der wichtigsten Signaltransduktionswege der In-
flammation und Tumorpromotion, was ihn zur plausiblen Zielstruktur fur die pros-
pektive klinische Tumortherapie machen konnte. In der vorliegenden Arbeit wur-
den die Eigenschaften von vier unterschiedlich targetierenden NF-«B-pathway-
Inhibitoren — Cortisol, MLN4924, QNZ und TPCA1 — auf die Inflammation, Zell-
proliferation und proapoptotische Sensitivierung am in vitro Modell des HNSCC
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die spezifische Auswahl des Inhi-
bitors bzw. seines targets entscheidend fur den wirkungsvollen Einsatz dieser
Wirkstoffgruppe in der antiproliferativen Therapie des HNSCC zu sein scheint.
Beispielsweise vermittelte MLN4924 die Freisetzung von IL-8. Cortisol bewirkte
die Resistenz der FasL-induzierten Apoptose von HNSCC-Zellen. QNZ wirkte in
einigen Zelllinien antiproliferativ und sensitivierend fur den FasL-induzierten Zell-
tod, beeinflusste jedoch in diesem Zusammenhang kontraproduktiv die IL-8-Sek-
retion. Dies disqualifizierte diese Wirkstoffe fur die Anwendung in der Therapie
von Kopf-Hals-Tumoren. Dahingegen qualifizierte sich TPCA-1 aufgrund folgen-
der Eigenschaften als geeigneter Wirkstoff fur den prospektiven klinischen Ein-

satz:

1) TPCA-1 wirkte antiproliferativ,

2) hemmte die TNF-a-induzierte Inflammation,

3) regulierte die IL-8-Expression herab,

4) wirkte sensitivierend fur den TNF-a-induzierten Zelltod,

5) interferierte kaum mit der FasL-vermittelten Apoptose und

6) induzierte Apoptose.
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Appendix

I Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzung Bezeichnung

Akt AKR thymoma

AML Akute myeloische Leukamie

ALL Akute lymphatische Leukamie

ARDS Acute respiratory distress syndrome

ASS Acetylsalicylsaure

BAFF-R B-cell activating factor receptor

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

BG Background

BH Bcl-2 homology

Bspw. Beispielsweise

Caspase Cysteinyl-aspartate specific protease
CD40 Cluster of differentiation 40

CDKN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
cDNA Complementary DNA

CFLAR CASP8 and FADD-like apoptosis regulator
c-FLIP Cellular FLICE (FADD-like IL-1B-converting enzyme)-inhibitory protein
CHX Cycloheximid

clAP Cellular inhibitor of apoptosis protein

Cis Carcinoma in situ

CRL Cullin-RING-ligase

CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
Ct-Wert Cycle threshold

CXCLS8 C-X-C motif chemokine ligand 8 (bzw. IL-8)
CXCR Chemokine receptor

CYLD Cylindromatosis tumor suppressor protein
DD Death domain

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNA Desoxynukleinsdure

DISC Death-inducing signaling complex

DMSO Dimethylsulfoxid

EZM Extrazellulare Matrix

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGFR Epidermal growth factor receptor

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
FACS Fluorescence-activated cell sorting

FADD Fas-associated death domain

Fas FS7-associated cell surface antigen

FasL Fas Ligand

FC Fold change

FL2-H Fluorescent channel 2-height

Fn14 Fibroblast growth factor-inducible factor 14
FSC-H Forward scatter height
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GC Glucocorticoid

Gy Gray

HaCaT Human adult low calcium high temperature keratinocyte cells
HNSCC Head and neck squamous cell carcinoma

HPV Humanes Papillomavirus

IAP Inhibitor of apoptosis proteins

IC10 Inhibitory concentration of 10 %

IC100 Maximum inhibitory concentration

IxB Inhibitor of kappa B

IKK IxB kinase

IL Interleukin

1gG1 Immunglobulin G1

IRAK Interleukin-1 receptor-associated kinase

JNK C-Jun N-terminal kinase

LL Lower left

LR Lower right

LTBR Lymphotoxin-§ receptor

LUBAC Linear ubiquitin chain assembly complex

MAPK Mitogen-activated protein kinase

MCL-1 Myeloid cell leukemia 1

MHC Major histocompatibility complex

MLKL Mixed-lineage kinase domain-like protein

MLN4924 Inhibitor des NF-kB pathways (bzw. Pevonedistat)
MMP Matrix-Metalloprotease

MSC Mesenchymale Stammzellen

MTX Methotrexat

MW Mittelwert

NAE NEDDS activating enzyme

NEDDS8 Neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 8
NEMO NF-kB essential modifier

NF-xB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NIK NF-«kB-inducing kinase

NOD1 Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 1
NSCLC Non-small cell lung cancer

oD Optical density

PBS Phosphate-buffered saline

PE Phycoerythrin

plkBa Phospho-IxBa.

PI3K Phosphatidylinositol-3-kinase

P/S Penicillin/Streptomycin

PTEN Phosphatase and tensin homolog

QNz N4-[2-(4-Phenoxyphenyl)Ethyl] Quinazolin-4,6-Diamin
RANK Receptor activator of NF-kB

Ras Rat sarcoma

Rb Retinoblastom

RHD Rel homology domain

RIP2 Receptor-interacting protein 2
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RIPK1
ROS
Rpm
RPMI

RT
RT-gPCR
RFU

SCF

SD
sELISA
SODD
SMAC/Diablo

SSC-H
STAT3
STABW
TAB
TAF
TAK1
TAM
TE

TF
TGF-B
TKI
TME
TNF-o
TNF-R
TPCA-1
TPF
TRADD
TRAF
TRAIL
TRAILR
TRIS
TSC
TWEAK
Ub

uL

UR
VEGF
ZfKD
2-JUR
5-FU
7-AAD

Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1
Reactive oxygen species

Revolutions per minute

Roswell Park Memorial Institute

Reverse Transkriptase

Reverse-transcription quantitative real-time polymerase chain reaction
Relative fluorescence units

Skp, Cullin, F-box containing

Standardabweichung

Sandwich-ELISA

Silencer of death domain

Second mitochondria-derived activator of caspases/direct IAP-binding pro-

tein with low pl
Side scatter height

Signal transducer and activator of transcription 3
Standardabweichung

TAK1-binding protein

Tumor-associated fibroblasts

Transforming growth factor beta-activated kinase 1
Tumor-associated macrophages

Tris-EDTA

Transkriptionsfaktor

Transforming growth factor-beta
Tyrosinkinaseinhibitor

Tumor microenvironment (bzw. Tumormikroumgebung)
Tumor necrosis factor-alpha

Tumor necrosis factor receptor
2-[(Aminocarbonyl)amino]-5-(4-Fluorophenyl)-3-Thiophencarboxamid
Docetaxel, Cisplatin, 5-Fluorouracil
TNFR1-associated death domain protein

TNF receptor-associated factor

TNF-related apoptosis-inducing ligand
TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tumor stem cell

TNF-like weak inducer of apoptosis

Ubiquitin

Upper left

Upper right

Vascular endothelial growth factor

Zentrum fir Krebsregisterdaten
2-Jahres-Uberlebensrate

5-Fluorouracil

7-Aminoactinomycin
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Abbildungsverzeichnis

: Schema des klassischen pathways.

: Schema des alternativen pathways.

: Der TNF-a — NF-kB — Interleukin-Loop.

: Ubersicht der Signaltransduktionen ausgehend von TNF-R.

: Signalwege der Apoptose.

: Positivkontrolle der TNF-a-sELISA.

: Lineare Regressionsanalyse zur Bestimmung der Zytokinkonzentration [ng/ml].
: Gerate-Setup.

: Positionierung des Quadrantenmarkers.

: Regressionsanalyse zur Bestimmung der Halbhemmkonzentrationen.
: IL-8-Sekretion.

: Modell der konstitutiven NF-kB-Aktivierung im HNSCC.

: Proliferatives Verhalten der HNSCC-Zellen unter TNF-a-Stimulation.
: TNF-a-Freisetzung.

: Biologische Aktivitat der NF-xB-pathway-Inhibitoren.

: IL-8-Titer nach NF-xB-pathway-Inhibition im HNSCC.

: Korrelation von IL-8 und Zellzahl.

. Antiproliferative Effekte der Inhibitoren des NF-kB pathways.

: TPCA-1-vermittelte Sensitivierung des HNSCC fir den TNF-a-induzierten Zelltod.

: Cortisol antagonisierte die Wirkung von FasL.
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Tabellenverzeichnis
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10: Instrument-Setting.
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12: Analyse der biologischen Aktivitat der NF-xB-pathway-Inhibitoren.

13: Zelllinienspezifische inhibitorische Konzentrationen der NF-xB-Inhibitoren.
14: Analyse apoptotischer Sensitivierungseffekte durch NF-kB-Inhibitoren.

15: Analyse des Annexin V PE/7-AAD-FACS-Apoptose-Assays.
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Anhang

Expressionsprofil NF-kB-mediierter Zielgene im HNSCC
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Abb. 29: Expressionsanalyse (I). D e Ze en wurden fur 24 Stunden mt den NF-kB-pathway-Inh b toren
[IC100] nkub ert und d e re at ve Genexpress on m tte s RT-qPCR ana ys ert. D e Express on des ana ys erten
Gene wurde auf das Hausha tsgen B-Act n norma s ert. D e Datenauswertung erfo gte m t der mod f z erten
AACt-Methode nach Pfaff (Kap. 2.2.6.3).
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Abb. 30: Expressionsanalyse (ll). D e Ze en wurden fir 24 Stunden m t den NF-kB-pathway-Inh b toren
[IC100] nkub ert und d e re at ve Genexpress on m tte s RT-qPCR ana ys ert. D e Express on des ana ys erten
Gene wurde auf das Hausha tsgen B-Act n norma s ert. D e Datenauswertung erfo gte m t der mod f z erten
AACt-Methode nach Pfaff (Kap. 2.2.6.3).
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