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S DISKUSSION

Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) ist als Target fiir neuartige, zielgerichtete
Krebstherapien aus verschiedenen Griinden interessant. Erstens ist der EGF-Rezeptor in
vielen Tumoren iiberexprimiert oder besitzt aufgrund von Mutationen eine unphysiologisch
hohe Aktivitdt. Da die Aktivitit des EGFR eine wichtige Rolle bei Tumorentstehung und
-progression spielt, bietet die Hemmung der EGFR-Aktivierung und/oder —Aktivitit eine
interessante Behandlungsstrategie. Zweitens erdffnet der hier vorgestellte Behandlungsansatz
im Gegensatz zu konventionellen Behandlungsmethoden wie Zytostatika- oder Radiotherapie
die Moglichkeit einer zielgerichteten, selektiven Wachstumskontrolle von Tumoren,
verbunden mit geringeren Nebenwirkungen und besserer Patientenvertriglichkeit.

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals die Effekte einer zielgerichteten Blockade des
EGF-Rezeptors fiir das hepatozelluldre Karzinom (HCC), eine Tumorentitit mit geringer 5-
Jahres-Uberlebensrate und unbefriedigenden Therapiemoglichkeiten evaluiert. Die hier
vorgestellten Untersuchungen fiihrten iiber den Nachweis der in-vitro-Wirksamkeit des
Konzepts hinaus durch die Charakterisierung beteiligter Signaltransduktionswege zu einem
besseren Verstindnis der Bedeutung der EGFR-Blockade bei der Wachstumsregulation,
Zellzyklusarretierung sowie der Auslosung von Apoptose bei hepatozelluldren
Karzinomzellen.

In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass die Blockade des EGFR von HCC- Zellen durch
spezifische EGFR-Tyrosinkinaseinhibitoren oder monoklonale Antikérper das Wachstum der
Tumorzellen inhibiert, und dass daran Apoptose und/oder Zellzyklusmodulation beteiligt sind.
AuBlerdem konnte demonstriert werden, dass EGFR-Inhibitoren das Potential besitzen, die
Wirkung konventioneller Chemotherapeutika zu steigern. Diese Eigenschaft konnte EGFR-
Inhibitoren in besonderem Malle fiir kombinationstherapeutische medikamentose
Tumortherapien qualifizieren.

Ferner wurde die Transaktivierung des EGFR durch Aktivierung des IGF-1R nachgewiesen.
Der interessante Ansatz einer kombinierten Inhibition von Wachstumsfaktorrezeptoren, die
miteinander interagieren, wurde weiter verfolgt. Es konnte gezeigt werden, dass die simultane
Blockade beider Rezeptoren eine deutliche Steigerung der antiproliferativen Effektivitit zur
Folge hatte. Auch wurde durch dualen Angriff am EGFR mittels Tyrosinkinaseinhibitor (TKI)
und monoklonalem Antikorper eine deutliche Zunahme der antiproliferativen Aktivitéit der
untersuchten Arzneistoffe aufgezeigt.

Die Ubertragbarkeit dieses Therapieansatzes auf das Osophaguskarzinom, eine weitere

gastrointestinale ~ Tumorentitit —mit  schlechter =~ Prognose und  unzureichenden
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Therapiemoglichkeiten, wurde an ausgewihlten Experimenten anschlielend iiberpriift. Hierzu
wurden erstmals Untersuchungen an Primérzellkulturen aus Biopsaten humaner
Speiserdhrenkarzinome durchgefiihrt, welche im Vergleich zur ausschlielichen Verwendung
humaner Zelllinien ein patientennidheres Untersuchungsmodell darstellen. Die hierbei

erhaltenen Ergebnisse waren denen des HCC groBtenteils analog.

5.1 EGFR-Inhibition als innovatives Therapiekonzept fiir hepatozellulire Karzinome

Um den Einfluss der EGFR-Blockade auf das Tumorwachstum von HCC-Zellen zu
untersuchen, wurden die  Vertreter der  Arzneistoffgruppen der  Rezeptor-
Tyrosinkinaseinhibitoren bzw. monoklonalen Antikorper ausgewdhlt, die bereits von den
Gesundheitsbehorden verschiedener Lédnder zur anti-EGF-Rezeptor-basierten Therapie fiir
andere Tumorentitdten zugelassen wurden: Zum einen die beiden
EGFR-Tyrosinkinaseinhibitoren Gefitinib und Erlotinib, zum anderen der monoklonale
Antikorper Cetuximab. Die TKIs zeigten im mikromolaren Konzentrationsbereich zeit- und
dosisabhiingige antiproliferative Effekte mit d@hnlichen 1Csp-Werten in beiden untersuchten
humanen HCC-Zelllinien (HepG2 wund Huh-7) (Kap.4.2.1). Hingegen waren die
wachstumsinhibitorischen Effekte von Cetuximab auf HepG2-Zellen schwicher ausgepragt
als die der TKIs (Kap.4.2.2). Dies ldsst sich zum einen mit den unterschiedlichen
Wirkmechanismen von TKIs und Mabs (Kap. 1.2.5) erkliren: Neben der reinen
Rezeptorblockade ist fiir Cetuximab eine nachfolgende Internalisierung und down-Regulation
des EGFR beschrieben worden (Kim er al, 2001). AuBlerdem soll Cetuximab gezielt
zytotoxische Effektorzellen des Immunsystems auf die EGFR-exprimierenden Tumorzellen
lenken und auf diese Art und Weise eine antikdrperabhingige zelluldre Zytotoxizitit
vermitteln (Carter, 2001) sowie die VEGF-Expression supprimieren. Die zusétzlichen
Wirkprinzipien des Mab lassen sich im in-vitro Modell nicht nachweisen, so dass Cetuximab
in-vivo hiufig deutlich stirkere antiproliferative Effekte zeigt als in Zellkulturmodellen
entsprechender Tumore (Huang und Harari, 1999; Mendelsohn, 2001). Ein weiterer Grund fiir
die stirkeren antiproliferativen Effekte von Gefitinib und Erlotinib kénnte die in Kap. 4.9.3
gezeigte Unterdriickung der Transaktivierung des EGFR durch TKIs sein.

Die antiproliferative Wirkung von Cetuximab unterschied sich interessanterweise in den
beiden Zellmodellen: ~Wihrend HepG2-Zellen eine zeit- und dosisabhingige
Wachstumsinhibition zeigten, konnte das Wachstum der Huh-7-Zellen durch Cetuximab
kaum  beeinflusst werden  (Kap. 4.2.2). Weiterfiihrende = Untersuchungen zu

Apoptoseinduktion und Zellzyklusarrest zeigten, dass die antineoplastischen Effekte von
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Cetuximab in HCC-Zellen vorwiegend auf der Induktion eines Arrestes der Zellen in der
G1/Gy-Phase des Zellzyklus beruhen. Die in Kap. 5.1.2 diskutierten Unterschiede des p53-
Status zwischen HepG2- und Huh-7-Zellen mit der Konsequenz eines ausbleibenden
Zellzyklusarrests in Huh-7-Zellen konnten fiir die beobachtete Insensitivitidt von Huh-7-Zellen
gegeniiber Cetuximabbehandlung verantwortlich sein.

Um die Spezifitit der durch EGFR-Blockade induzierten Wachstumsinhibition nachzuweisen
und eine unspezifische Schiddigung von Zellmembranen auszuschlieBen, wurden
Zytotoxizititsuntersuchungen zu  verschiedenen  Zeitpunkten nach Beginn der
Arzneistoffzugabe durchgefiihrt (Kap. 4.3). Es konnte gezeigt werden, dass zytotoxische
Effekte weder bei der Wirkung des spezifischen Antikdrpers Cetuximab noch von Gefitinib
oder Erlotinib eine Rolle spielen. Dieses Ergebnis ist von groer Bedeutung, da eine
unspezifische Perforation von Zellmembranen durch zytotoxische Substanzen in der Regel zu
unerwiinschten Entziindungsreaktionen fiihrt. Das Ausbleiben einer zytotoxischen Reaktion
unterstreicht ~ die  Spezifitit der  EGFR-basierten  Proliferationshemmung  mit

Tyrosinkinaseinhibitoren oder monoklonalen Antikdrpern.

5.1.1 Apoptoseinduktion durch EGFR-Inhibition

In der vorliegenden Arbeit konnte die apoptotische Wirkung von EGFR-Blockern erstmals fiir
humane HCC-Zellen gezeigt werden. EGFR-Inhibition fiihrte dosisabhingig zu einer
Induktion der Caspase-3, dem Schliisselenzym der Apoptose (Kap.4.4.2), und zur
Fragmentierung der DNA, dem Endpunkt des apoptotischen Prozesses (Kap. 4.4.3).

Die Aktivierung der Caspase-3 kann sowohl mitochondrienabhingig als auch
mitochondrienunabhingig erfolgen. Gefitinib-behandelte HCC-Zellen zeigten eine
ausgepragte Hyperpolarisation des mitochondrialen Membranpotentials, die mit einer
Zunahme des mitochondrialen Volumens einherging (Kap. 4.4.1). Dieses Ergebnis belegt
eine Beteiligung der Mitochondrien an dem durch EGFR-Blockade ausgeldsten apoptotischen
Prozess. Zahlreiche Studien zeigen, dass wihrend der mitochochondrial vermittelten
Apoptose entgegen der hier festgestellten Hyperpolarisation eine Depolarisation der inneren
Mitochondrienmembran erfolgt (Sutter et al., 2003; Zamzami et al, 1996). Die
Depolarisation ist hidufig begleitet von einem transienten Anschwellen der mitochondrialen
Matrix, und dadurch bedingtem mechanischem Reiflen der duBeren Mitochondrienmembran
und/oder Permeabilisierung der Membran durch die Offnung groBer proteinpermeabler Poren
(permeability transition pore, PTP) (Sutter et al., 2003; Zamzami et al., 1996). Andererseits

konnte kiirzlich erstmals demonstriert werden, dass die mitochondrial vermittelte Apoptose
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auch mit einer Hyperpolarisation der Mitochondrienmembran einhergehen kann (Piret et al.,
2004; Singh et al., 2002). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die
apoptosespezifische Hyperpolarisation der Mitochondrienmembran durch den Entzug von
Wachstumsfaktoren ausgelost werden kann (Vander Heiden et al., 1999). Diese Ergebnisse
konnten in dieser Arbeit Dbestditigt werden. FEin mechanisches Reiflen der
Mitochondrienmembran durch Unterbrechung der EGFR-Signaltransduktion, welches in der
Regel innerhalb weniger Stunden nach Beginn der Schwellung auftritt, kann hingegen
ausgeschlossen werden, da die bei Huh-7-Zellen beobachtete Zunahme des
Mitochondrienvolumens selbst nach 24-stiindiger Arzneistoffbehandlung anhielt, und bei
HepG2-Zellen gar keine Schwellung messbar war (Kap. 4.4.1). Die durch EGFR-Blockade
induzierte mitochondrienabhingige Apoptose beim HCC verlduft offensichtlich iiber bisher
wenig bekannte Signalwege.

Zusitzlich konnte durch molekularbiologische Untersuchungen gezeigt werden, dass bei der
mitochondrienabhiingigen Apoptoseinduktion durch EGFR-Inhibition eine dosisabhingige
Suppression antiapoptotischer Mitglieder der Bcl-2-Familie (Bcl-2 sowie Bcl-Xy) beteiligt ist
(Kap. 4.4.4) Sowohl fiir Bcl-2 (Takahashi et al., 1999) als auch fiir Bcl-X;, (Watanabe et al.,
2004) ist eine hiufige Uberexpression in hepatozellulidren Tumoren, verbunden mit schlechter
Prognose, beschrieben  worden. Auferdem  wird Bcl—Z—Uberexpression mit
Chemotherapeutikaresistenzen assoziiert (Pratesi er al., 2001; Wang und Reed, 1998). Die
Tatsache, dass eine EGFR-Blockade antiapoptotische Proteine der Bcl-2-Familie im HCC
supprimiert, qualifiziert diese neue Arzneistoffgruppe in besonderem MaBe fiir
Kombinationstherapien zur Steigerung der Effektivitit konventioneller Zytostatika und zur
Uberwindung von Chemotherapeutikaresistenzen.

Fiir verschiedene Tumorentititen ist die Induktion von Apoptose durch EGFR-Blockade mit
Gefitinib, Erlotinib oder Cetuximab bereits beschrieben worden (Ciardiello er al., 2000;
Huang et al., 1999; Moyer et al., 1997), aber die Mechanismen der Apoptoseinduktion durch
EGFR-Blockade konnten noch nicht aufgeklirt werden. Die in dieser Arbeit vorgestellten
Ergebnisse liefern somit erste Erkenntnisse zur Apoptoseinduktion durch anti-EGFR-basierte

Arzneistoffe.

5.1.2 Zellzyklusmodulation durch EGFR-Inhibition

Virale Hepatiden fiihren zu kumulativen genetischen Alterationen, welche zur Entstehung und
Progression hepatozelluldarer Karzinome erheblich beitragen (Ozturk, 1999; Tannapfel und

Wittekind, 2002). Von besonderer Bedeutung hierbei sind Mutationen bzw. Veridnderungen
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im Expressionsprofil zellzyklusregulierender Proteine, die hidufig die Aufhebung des
Gy/S-Kontrollpunktes des Zellzyklus bewirken (Tannapfel und Wittekind, 2002). So sind
Zellzykluspromotoren wie Cyclin D1 héufig itiberexprimiert (Lu et al., 2005), wihrend
Inhibitoren Cyclin-abhingiger Kinasen (CDKs) wie p27<"" und p21™V*"“™! oft supprimiert
werden (Hui et al., 1998). Daher ist die Beeinflussung der Zellzyklusregulation ein
vielversprechender Ansatz in der Therapie von hepatozelluldren Karzinomen.

Zellzyklusmodulierende Effekte durch EGFR-Blockade sind bereits fiir verschiedene
Tumorentitdten beschrieben worden (Harari, 2004; Hopfner et al., 2003). Die in dieser Arbeit
untersuchten EGFR-TK-Inhibitoren Gefitinib und Erlotinib fiihrten bei hepatozellulidren
Karzinomzellen zu einem Arrest in der Gj-Phase des Zellzyklus, verbunden mit einer
gleichzeitigen Abnahme des Anteils der Zellen in der S-Phase (Kap.4.5.1).
Cetuximabbehandlung von HepG2-Zellen ergab analoge Resultate, wihrend bei Huh-7-Zellen
nur bei einer sehr hohen Konzentration des Antikorpers ein signifikanter Arrest zu beobachten
war. Der beobachtete Zellzyklusarrest durch Behandlung mit TKI oder anti-EGFR-Mab ging
Kipl

einher mit einer starken Uberexpression der Zellzyklusinhibitoren p27 | Warl/cteL,

und p2
Cetuximabbehandlung fiihrte zusétzlich zur Suppression des Zellzykluspromoters Cyclin D1
(Kap. 4.5.2).

Zusitzlich zum ausgepragten Gj-Arrest konnte ein unverdnderter bis leicht zunehmender
Anteil der Zellen in der G,/M-Phase beobachtet werden. Dies lidsst auf einen zusitzlichen,
zumindest partiellen, Go/M-Arrest schlieBen. Der G,/M-Arrest ldsst sich zum einen mit der im
cDNA-Array (Kap 4.7) beobachteten Uberexpression von gadd45 durch EGFR-Blockade
erkldren, fiir welches die zellzyklusarretierende Wirkung in HCC-Zellen schon beschrieben
wurde (Sun et al., 2003). Zum anderen konnte der G,/M-Arrest durch die in den Versuchen
zur differentiellen Genexpression durch EGFR-Inhibition gefundene Uberexpression von
Cyclin B1 bedingt sein. Die Expressionszunahme von Cyclin B1 fiihrt zum Eintritt der Zelle
in die Go/M-Phase, anschlieBende Abnahme der Proteinmenge von Cyclin B1 hingegen ist
essentiell fiir das Verlassen der Mitosephase (Rieder und Khodjakov, 1997). Dauerhafte
Uberexpression von Cyclin B1 resultiert folglich in einem Arrest der Zelle in der M-Phase.
Durch Blockade des EGFR kann den tumorspezifischen Verdnderungen der Expression
zellzyklusregulierender Proteine im HCC offensichtlich entgegengewirkt werden, was die
untersuchten Arzneistoffe zum Einsatz beim HCC besonders qualifiziert.

Die beschriebenen Zellzyklusverdnderungen waren bei HepG2-Zellen jeweils deutlich starker
ausgepragt als bei Huh-7-Zellen. Besonders auffillig wurden diese Unterschiede bei der

Behandlung der Tumorzellen mit Cetuximab (Kap.4.5.1). Moglicherweise ist das
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unterschiedliche Ansprechen der Zellen durch Unterschiede im p53-Status der Zellen bedingt:
Wihrend HepG2-Zellen das Wildtyp-Protein exprimieren, besitzen Huh-7 ein mutiertes p53
(Lee et al., 2002). Da ein funktionell intaktes p53-Protein die Voraussetzung fiir einen Gj-
Arrest darstellt (Lee er al., 2002; Lowe et al., 1993), konnte dies eine Erkldarung fiir die
Unterschiede zwischen beiden Zelllinien sein.

Das Tumorsuppressorprotein p53 besitzt eine Schliisselfunktion in der Kontrolle des
Zellzyklus (Levine, 1997), denn in seiner aktiven Form reguliert es als Transkriptionsfaktor
nach DNA-Schiddigung u.a. die Expression von Genen, die an der Kontrolle des Zellzyklus
oder an der DNA-Reparatur beteiligt sind, wie z.B. p21"“*"“®! oder gadd45 (el Deiry et al.,
1994; Zhan et al., 1994b). Dadurch wird die unkontrollierte Vermehrung etwa aufgrund von
DNA-Schéden verhindert.

Mutationen im p53-Gen treten in iiber 50% aller Tumore auf, sie stellen damit die haufigste
gemeinsame genetische Verdanderung in menschlichen Tumoren dar (Steele und Lane, 2005).
Die Angaben zur Hiufigkeit von pS3-Mutationen beim HCC schwanken je nach Studie von
18% bis 67% (Jackson et al., 2001; Shimizu et al., 1999).

Auf Basis der in vorliegender Arbeit gemachten Beobachtungen ldsst sich begriindet
spekulieren, dass der p53-Status eines Tumors eventuell zur Vorhersage des Therapieerfolgs

einer anti-EGFR-basierten Therapie geeignet sein konnte.

5.1.3 Regulation mitogener Signalwege durch EGFR-Inhibition
5.1.3.1 MAP-Kinase-Regulation durch EGFR-Inhibition

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) sind wichtige Regulatoren von Apoptose,
Proliferation und Differenzierung (Rubinfeld und Seger, 2005). In der vorliegenden Arbeit
wurde die Aktivierung der ERK1/2 (p44/p42MAPK), einem Schliisselprotein des Ras-Raf-
MAP-Kinaseweges, in Abhingigkeit von der Aktivierung des EGFR untersucht. ERK1/2
transloziert nach seiner Aktivierung in den Zellkern und ist dort an der Regulation der
Genexpression beteiligt. So wird durch den aktivierten MAP-Kinase-Weg unter anderem die
Expression des Zellzykluspromoters Cyclin D1 gefordert (Lavoie et al., 1996), wihrend die
Expression der Zellzyklusinhibitoren p2lw"‘f1/CIPl (McMillan et al., 2003; Zhu et al., 2004)
und p27ijl (Cheng et al., 1998) supprimiert wird. Ferner fiihrt Inhibition der ERK1/2 zur
Expressionszunahme von gadd45 (Kultz et al., 1998), was in vorliegender Arbeit durch
cDNA-Expressionsstudien gezeigt werden konnte (Kap.4.7). Gadd45 interagiert mit
p21waﬂ/CIPl bei der Induktion eines Zellzyklusarrests in der G;/Gy-Phase (Vairapandi et al.,

1996). Die Aktivierung verschiedener zytosolischer Caspasen wird durch den ERK1/2-
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Signalweg supprimiert (Erhardt et al., 1999), die Expression verschiedener antiapototischer
Faktoren gesteigert (Rubinfeld und Seger, 2005).

Es konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von HCC-Zellen mit EGF zur
Phosphorylierung von EGFR mit nachgeschalteter Phosphorylierung der ERK1/2 fiihrt
(Kap. 4.6.1.1). Umgekehrt konnte der mitogene MAP-Kinaseweg durch Blockade des EGFR
durch Gefitinib, Erlotinib und Cetuximab unterbrochen werden (Kap. 4.6.1.2), was die
Effekte der EGFR-Blockade auf Apoptoseinduktion und Zellzyklus erkldren kann.

Die zur vollstindigen Inhibierung der ERKI1/2-Phosphorylierung notwendige
Arzneistoffkonzentration lag dabei ca. 100-fach iiber der zur vollstandigen Hemmung der
EGFR-Aktivierung erforderlichen Konzentration. Diese Beobachtung macht deutlich, dass die
Ras-Raf-MAPK-Sinalkaskade in HCC-Zellen nicht nur vom EGFR, sondern auch von
anderen Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren aktiviert wird. So konnte in vorliegender
Arbeit gezeigt werden, dass auch IGF-1 den MAPK-Weg aktiviert (Kap. 4.9.2). Aufgrund der
Komplexizitit der zelluldren Signalwege erscheint folglich ein simultaner Angriff an

mehreren Punkten dieses Netzwerks sinnvoll.

5.1.3.2 Regulation des Jak-STAT-Signalweges durch EGFR-Inhibition

Der Jak-STAT-Signalweg ist ebenso wie der Ras-Rat-MAPK-Weg mit Zellproliferation und
Zellzyklusprogression assoziiert (Bromberg und Darnell, 2000). Insbesondere fiir STAT3 und
STATS sind pro-proliferative Effekte und Apoptoseinhibition beschrieben (Bowman et al.,
2000). Die Rolle von STAT1 bei Tumorentstehung und -progression ist dagegen umstritten
(Bowman et al., 2000; Bromberg et al., 1996). Die Effekte einer EGFR-Inhibition auf den
Jak-STAT-Signalweg wurden bisher fiir keine Tumorentitdt untersucht. Fiir das in dieser
Arbeit untersuchte hepatozelluldare Karzinom konnte die Expression von STAT1, STAT3 und
STATS gezeigt werden (Kap. 4.6.2.1). Durch gezielte Aktivierung des EGFR mittels EGF
wurde eine Aktivierung von STATI und STAT3 induziert, jedoch nicht von STATS5
(Kap. 4.6.2.1). Umgekehrt konnte durch EGFR-Blockade die EGF-vermittelte
STAT-Aktivierung dosisabhingig unterdriickt werden (Kap. 4.6.2.2). Der mitogene Jak-
STAT-Signalweg in HCC-Zellen wird folglich durch EGFR-Inhibition unterbrochen.
Allerdings waren analog zur Inhibition des Ras-Raf-MAP-Kinasewegs durch EGFR-Blockade
(Kap. 4.6.1.2) hierzu hohere Erlotinibkonzentrationen notwendig als zur vollstindigen
Hemmung der EGFR-Aktivierung, was wiederum auf Aktivierung des Signalweges durch
weitere Rezeptoren bzw. Transaktivierungsvorginge schliefen lisst. Ahnlich wie der MAP-

Kinaseweg fordert aktiviertes STAT3 die Apoptoseinhibition durch Uberexpression von
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Bcl-Xp und die Zellzyklusprogression iiber die Induktion der Cyclin D1-Expression (Calo et
al., 2003). Ferner konnte bereits gezeigt werden, dass STAT3 die verstirkte Expression des
EGFR induzieren kann und iiber erhohte Expression der Liganden des EGF-Rezeptors die
Aktivitit des Rezeptors steigert (Garcia et al., 2001). Uber die Unterbrechung der STAT3-
induzierten Signalwege durch EGFR-Blockade sollten somit nicht nur Apoptose und
Zellzyklusarrest induziert werden, sondern zusitzlich die Aktivitdt des Rezeptors vermindert

werden.

5.1.4 Transkriptionelle Effekte der EGFR-Inhibition

Mit Hilfe eines Genexpressionsscreenings (cDNA-Array) wurden die transkriptionellen
Effekte einer EGFR-Blockade exemplarisch fiir Erlotinib untersucht (Kap.4.7). Stark
iberexprimiert waren z.B. die Caspase-3, deren Aktivititszunahme nach EGFR-Blockade in
Kapitel 4.4.2 gezeigt werden konnte, und die durch sie aktivierte Caspase-7. Bei beiden
Caspasen handelt es sich um Effektorcaspasen, die z.B. Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase
(PARP) spalten und somit die DNA-Fragmentation einleiten. Die PARP ist ein
Reparaturenzym, das spezifisch an DNA-Strangbriiche bindet, wie sie unter anderem durch
die Einwirkung der Nukleasen wihrend der Apoptose entstehen (Lawen, 2003). Gleichzeitig
wurde die Expression des antiapoptotischen Bcl-2 supprimiert, wodurch auch die Bcl-2-
Proteinmenge abnahm (vgl. Kap.4.4.4). Auch eine Reihe von Proteinen, die an
verschiedensten Stellen in das komplexe Netzwerk der Zellzyklusregulation eingreifen,
wurden supprimiert. Unter ihnen befanden sich beispielsweise die den Ubergang von der
Gj zur S-Phase fordernden Proteine CDK4 (cyclin-dependent kinase 4) oder Cyclin A2.
Letzteres ist in hepatozelluldren Karzinomen héufig tiberexprimiert und wird mit einer
schlechten Prognose in Verbindung gebracht (Haddad et al., 2000; Zhou et al., 2003). Die
Uberexpression von Cyclin B1 spielt, wie bereits in Kap. 5.1.2 erwihnt, eine Rolle fiir den
beobachteten Arrest des Zellzyklus in der G,/M-Phase.

Ferner konnte eine Uberexpression von growth arrest and DNA-damage-inducible (gadd)-
Genen gezeigt werden (gadd45 und gadd153), welche positiv durch die SAPK (Stress-
aktivierten Proteinkinase) p38 und negativ durch die ERK1/2 reguliert werden (Kultz et al.,
1998; Oh-Hashi er al., 2001). Die Expression der gadds korreliert mit der Induktion von
Zellzyklusarrest und/oder Apoptose (Zhan et al., 1994a). Eine kombinierte Uberexpression
verschiedener gadds fiihrt sogar zu einer synergistischen Suppression des Zellwachstums

(Zhan et al., 1994b).
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Das am stidrksten iiberexprimierte Gen kodiert fiir das insulin-like growth factor binding
protein 6 (IGFBPs). Hierbei handelt es sich um ein erst vor wenigen Jahren entdecktes und
bisher wenig erforschtes Mitglied der Familie der IGFBPs. IGFBPs binden mit hoher
Affinitdt IGF-1 und IGF-2, die endogenen Liganden der IGF-Rezeptoren, und regulieren so
die Menge der jeweils biologisch aktiven IGFs (Baxter, 2000). Desweiteren werden fiir einige
IGFBPs auch rezeptorunabhingige (wachstumsstimulatorische und —inhibitorische) Effekte
diskutiert (Mohan und Baylink, 2002). Die Besonderheit von IGFBP-6 ist die relative
Selektivitat fiir IGF-2 (Baxter, 2000). IGF-2 und sein Rezeptor IGF-2R sind im Gegensatz
zum IGF-1/IGF-1R-System (vgl. Kap. 1.3) bisher wenig erforscht. In verschiedenen Tumor-
Xenotransplantatmodellen und auch in humanen HCCs konnte eine IGF-2-Uberexpression
nachgewiesen werden (Scharf und Braulke, 2003). AuBerdem konnte der Zusammenhang
zwischen IGF-2-Uberexpression und erhohter Zellproliferation fiir HepG2- und Huh-7-Zellen
gezeigt werden (Lin et al, 1997). Kiirzlich wurde ein Zusammenhang zwischen
EGFR-vermittelten Signalwegen und einer Modulation der IGFBP-Expression beschrieben
(Takaoka et al., 2004). Somit ldsst sich spekulieren, dass EGFR-Blockade durch die
Uberexpression des IGFBP-6 und damit reduzierter Verfiigbarkeit von IGF-2 eine zusitzliche
Wachstumshemmung der hepatozelluldaren Tumorzellen zur Folge haben konnte. Eine exakte
Interpretation der Bedeutung der IGFBP-6-Uberexpression erfordert allerdings weitere
funktionelle Uberpriifungen der Versuchsergebnisse sowie weitere Untersuchungen zu den
physiologischen bzw. pathophysiologischen Funktionen des IGFBP-6.

Die Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit iiber die anti-EGFR-induzierten Anderungen der
Genexpression konnten zukiinftig, neben einem besseren Verstindnis der Signaltransduktion,
auch einen wichtigen Beitrag zur Abschitzung eines moglichen Therapieerfolgs aufgrund der
Vorhersage des Ansprechverhaltens von Tumoren gegeniiber anti-EGFR-basierten Therapien
leisten. Dies ist von groer Bedeutung, da die Selektion von Patienten, die von der Therapie
profitieren, ein bisher ungekldrtes Problem des anti-EGFR-basierten Therapieansatzes
darstellt. Wiahrend bei dem Ende der 90er Jahre fiir die Therapie des erbB-2-positiven
Mammakarzinoms zugelassenen monoklonalen Antikorpers Trastuzumab (Herceptin'™) der
Therapieerfolg direkt mit dem Status der erbB-2-(Uber-) Expression korreliert, so zeigte sich
im Lauf der Zeit immer deutlicher, dass diese Beziehung nicht fiir anti-EGFR-basierte
Therapien zutrifft (Bishop ef al., 2002; Magne et al., 2002). Auch in vorliegender Arbeit war
das Ansprechen der jeweiligen Tumormodelle in-vitro unterschiedlich, obwohl eine dhnlich
starke EGFR-Expression in allen Zellen sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene

nachgewiesen werden konnte (Kap. 4.1 und Kap. 4.11.1).
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Die Ergebnisse des cDNA-Arrays konnten neue Ansatzpunkte zur Losung der dargestellten
Problematik liefern: Die Expressionsdnderungen der gadd-Gene wurden bereits als Marker
zur Vorhersage des klinischen Ansprechens auf eine chemotherapeutische Behandlung
evaluiert (las Alas et al., 2000; Los et al., 1999). Weitere ex-vivo Untersuchungen zur
Korrelation ausgewdihlter durch EGFR-Inhibition stark differentiell exprimierter Gene (wie
z.B. des IGFBP-6 oder der Zellzyklusregulatoren) mit dem Ansprechverhalten unter der
Therapie konnten wertvolle neue Erkenntnisse zur Auswahl geeigneter Patientenkollektive
leisten. Ein weiterer interessanter Ansatzpunkt ist die weitergehende Untersuchung der
Korrelation des p53-Status des Tumors mit der Effektivitit der Therapie.

Zusitzliche Forschung auf diesem Gebiet ist dringend notwendig, denn letztendlich stellt die
Suche nach der Ursache des Ansprechens oder Versagens der Therapie und die
Identifizierung geeigneter Biomarker eine wichtige Voraussetzung fiir einen Erfolg der

neuartigen molekularbasierten Therapien dar.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zu der den Effekten der Zellzyklusarretierung
und der Apoptose durch EGFR-Inhibition zugrunde liegenden Signaltransduktion ist

zusammenfassend in Abbildung 5-1 dargestellt.
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Abbildung 5-1: Mechanismen der durch EGFR-Inhibition induzierten Apoptose und des Zellzyklusarrests
am G{/S-Kontrollpunkt in hepatozelluliiren Karzinomzellen. Dargestellt sind die in dieser Arbeit gefundenen
Zusammenhidnge zwischen EGFR-Inhibition und dadurch induzierter Apoptose und Zellzyklusarrest. EGFR-
Blockade fiihrt zunichst zur Aktivierungshemmung von ERK1/2 und von STAT-Proteinen. Diese Hemmung
resultiert in einer differentiellen Expression apoptose —und zellzyklusregulierender Gene. Der Zellzyklus-
promoter Cyclin D1 wird supprimiert, wihrend die Expression der Zellzyklusinhibitoren p21waf1/ Pl und p275P!
sowie der zellzyklusarretierenden und pro-apoptotischen gadds gesteigert wird. Uber die Suppression
antiapototischer Mitglieder der Bcl-2 Familie erfolgt eine mitochondrienabhingige Apoptoseinduktion, welche
tiber Caspaseaktivierung zur Fragmentation der nukledren DNA fiihrt.

Gestrichelte Linien kennzeichnen transkriptionelle Vorginge.
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5.2 Kombinationstherapeutische Ansitze

5.2.1 EGFR-Inhibition und konventionelle Chemotherapeutika

In dieser Arbeit wurden an hepatozelluldaren Karzinomzellen die Kombinationen von Erlotinib
mit Chemotherapeutika, die bei der transarteriellen Chemoembolisation (TACE) zum Einsatz
kommen, untersucht (vgl. Kap. 1.1.3.1). Eine systemische Chemotherapie verbietet sich
aufgrund nicht vertretbarer Toxizititen bei den in der Regel leberinsuffizienten HCC-
Patienten (Kap. 1.1.3.4). Untersucht wurden vier Chemotherapeutika mit verschiedenen
Wirkungsprinzipien: die DNA-quervernetzende Substanz Cisplatin; der Mikrotubuli-Inhibitor
Docetaxel; SN-38, der aktive Metabolit des Topoisomerase-I-Inhibitors Irinotecan sowie das
zytostatisch wirksame Antibiotikum Doxorubicin, welches iiber Interkalation in die DNA und
RNA das Tumorwachstum hemmt. Unabhéngig von der unterschiedlichen Pharmakodynamik
der Zytostatika resultierten fast alle Kombinationen in additiven bzw. synergistischen
antineoplastischen Effekten (Kap.4.8.1). Die HCC-Zelllinien zeigten sich gegeniiber
Cisplatin-Behandlung resistent, sprachen aber dennoch auf Erlotinib an. Diese Tatsache lésst
den FEinsatz von Erlotinib fiir die Zweit- bzw. Drittlinientherapie nach
Zytostatikatherapieversagen sinnvoll erscheinen. Weitergehende Untersuchungen zeigten,
dass der die alleinige Zytostikatherapie iibersteigende antineoplastische Effekt vor allem auf
eine deutliche Erhohung der Apoptoseinduktion zuriickzufiihren war (Kap. 4.8.2). Dies
konnte unter anderem an den in dieser Arbeit mittels Western Blot und cDNA-Array
gezeigten Effekten der EGFR-Inhibition liegen, antiapoptotische Faktoren wie z.B. Bcl-2,
Bcl-X1. oder das jun-D-Protoonkogen zu unterdriicken, wihrend proapototische Faktoren wie
Caspasen oder gadds verstidrkt exprimiert bzw. aktiviert werden (Kap. 4.4.4 und Kap. 4.7).
Modifikationen des Zellzyklus durch Zytostatika konnten im Falle von Docetaxel durch
Erlotinib signifikant verstiarkt werden (Kap. 4.8.3). Moglicherweise spielt hier die im cDNA-
Array (Kap. 4.7) beobachtete Uberexpression des fiir den S-Go/M-Ubergang wichtigen
Cyclin B1 eine Rolle, welche zu einem partiellen Arrest des Zellzyklus in der Mitosephase
fiihrt (Kap. 4.5.1), in der Docetaxel selektiv seine Wirkung entfaltet.

Mit diesen Ergebnissen iibereinstimmend verstirkten die in dieser Arbeit untersuchten
Arzneistoffe die Effektivitit konventioneller Zytostatika in weiteren in-vitro-Tumormodellen
(Grunwald und Hidalgo, 2003; Harari, 2004). Dariiber hinaus konnten manche der
vielversprechenden in-vitro-Ergebnisse in klinischen Studien bereits bestétigt werden: Fiir
Cetuximab liegen z.B. Phase-III-Studien zum Einsatz des monoklonalen Antikorpers in
Kombination mit Cisplatin bei Hals- und Kopftumoren (Burtness, 2005) oder mit Irinotecan

beim Kolonkarzinom (Cunningham et al., 2004) vor, in denen die Uberlebenszeit der
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Patienten durch die Kombination im Vergleich zur alleinigen Zytostatikabehandlung
signifikant erhoht werden konnte. Erlotinib zeigte in Phase-III-Studien in Kombination mit
Gemcitabin beim fortgeschrittenen Pankreskarzinom (Moore et al., 2005) einen signifikanten
Uberlebensvorteil im Vergleich zur Zytostatika-Monotherapie.

In den gro angelegten Phase-III-INTACT-Studien (Iressa NSCLC Trial Assessing
Combination Treatment) dagegen konnten die Kombinationen Gefitinib/Gemcitabin/Cisplatin
(INTACT-1; (Giaccone et al, 2004a; Giaccone et al., 2004b) bzw.
Gefitinib/Paclitaxel/Carboplatin (INTACT-2; (Herbst et al., 2004) keinen Uberlebensvorteil
im Vergleich zur jeweiligen Zytostatikakombination ohne Gefitinib zeigen. Die mit den
INTACT-Studien vergleichbaren TALENT bzw. TRIBUTE-Studien mit Erlotinib verfehlten
ebenfalls den primédren Endpunkt, eine Verldngerung der Lebenszeit im Vergleich zur
alleinigen Chemotherapie (Herbst et al., 2005).

Aufgrund der positiv verlaufenen Studien hilt man trotzdem an dem vielversprechenden
Ansatz zur Kombination von EGFR-Blockade mit konventionellen Zytostatika fest.
Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass sich die Toxizitdten von Zytostatika und
anti-EGFR-Therapie nicht verstirken oder iiberlappen (Kim et al., 2001). Dies bietet die
Moglichkeit einer Steigerung der Effektivitit einer Zytostatikatherapie ohne Erhohung der
Dosis und der damit verbundenen (hdufig dosislimitierenden) unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen wie Immunsuppression, Andmie, Diarrhoe und Emesis. Zur Zeit
laufen fir Cetuximab, Gefitinib und Erlotinib mehr als 100 klinische Studien, die
unterschiedliche Behandlungsschemata mit Zytostatika und gleichzeitiger EGFR-Blockade an
den verschiedensten Tumorentitéiten untersuchen (www.clinicaltrials.gov).

Insgesamt stellen die in dieser Arbeit vorgestellten in-vitro-Ergebnisse zur Kombination von
EGFR-Blockade mit konventionellen Zytostatika einen interessanten Ansatzpunkt fiir neue
Arzneistoffkombinationen der TACE dar, deren Resultate in klinischen Studien iiberpriift

werden sollten.

5.2.2 EGFR und IGF-1R

Der insulin-like growth factor 1 receptor (IGF-1R) wird @hnlich wie der EGFR mit der
Karzinogenese, dem Wachstum und dem Uberleben von Tumoren in Verbindung gebracht
(Baserga, 1999; Rubin und Baserga, 1995). Beim IGF-1R handelt es sich um einen tetrameren
Rezeptor, der wie der EGFR eine intrazellulire Doméne mit Tyrosinkinaseaktivitidt besitzt.
Durch Bindung von Liganden (IGF-1/IGF-2) kommt es zur Autophosphorylierung der
Tyrosinkinasedomédne des IGF-1R und dadurch zur Aktivierung des Ras-Raf-MAP-
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Kinaseweges, des Phosphatidylinositol-3-Kinase-Weges (PI3PK) und von SAPKs wie p38
oder JINK (Jun N-terminal kinase) (O'Connor, 2003). Hepatozellulire Karzinome zeigen
hiufig eine sehr starke Expression des IGF-1R (Scharf et al., 1998), die auch fiir HepG2 und
Huh-7-Zellen in dieser Arbeit gezeigt werden konnte (Kap.4.9.1). Aufgrund dhnlicher
mitogener Effekte, die teilweise sogar iiber dieselben Signalwege vermittelt werden, liegt die
Vermutung nahe, das EGFR und IGF-1R miteinander im Sinne eines ,.cross-talks*
interagieren konnen. In der Tat konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine Behandlung
von HepG2-Zellen mit IGF-1 den MAP-Kinaseweg aktiviert, aber auch zur Phosphorylierung
des EGFR fiihrt (Kap.4.9.2). Uber bislang nicht bekannte Signalwege kann die
Tyrosinkinase des EGFR folglich durch den IGF-1R transaktiviert werden. Desweiteren
konnte die IGF-1-vermittelte ERKI1/2-Aktivierung durch Erlotinibbehandlung teilweise
unterdriickt werden (Kap. 4.9.3). Dieses Ergebnis kann die in den Wachstumsversuchen
beobachtete stirkere antiproliferative Aktivitiat der TKIs im Vergleich zu Cetuximab erkldren
(Kap. 4.2.1 und Kap. 4.2.2): Cetuximab kann als Inhibitor der Ligandenbindung keinen
EinfluB auf Transaktivierungsvorginge nehmen, wihrend Gefitinib und Erlotinib durch
direkten Angriff an der intrazelluliren Domine des EGFR sowohl die intrinsische Aktivitit
als auch die durch ,cross-talk” vermittelte Aktivierung der EGFR-Tyrosinkinase
unterdriicken.

Neben der in vorliegender Arbeit erstmals gezeigten Transaktivierung des EGFR durch den
IGF-1R in HCC-Zellen (Kap. 4.9.2) konnte in anderen Tumorentitidten die Moglichkeit eines
cross-talks zwischen EGFR und G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, spannungsabhingigen
Ca**-Kanilen und Zytokinrezeptoren gezeigt werden (Fischer er al., 2003; Zwick et al.,
1999). Auch hier verlduft die Kreuzaktivierung iiber die Tyrosinkinase des EGF-Rezeptors
(Zwick et al., 1999) und sollte somit, wie in vorliegender Arbeit fiir IGF-I-vermittelte
Aktivierung gezeigt, durch TKIs inhibiert werden.

Die enge Verkniipfung der EGFR- und IGF-1R-vermittelten Signaltransduktion wird auch als
die Ursache von Resistenzen gegeniiber anti-EGFR-basierten Therapieansitzen diskutiert:
Uber eine Uberexpression des IGF-1R und seiner nachgeschalteten mitogenen Signalwege
konnen die Tumorzellen die EGFR-Inhibition kompensieren (Chakravarti et al., 2002).

Eine simultane Blockade von EGFR und IGF-IR konnte demnach zu einer
Wirkungsverstirkung des molekular basierten Therapieansatzes fiihren. In dieser Arbeit
wurden erstmals Untersuchungen zur simultanen IGF-1R-Tyrosinkinaseinhibition und EGFR-
Blockade durch einen monoklonalen Antikorper (Cetuximab) oder durch EGFR-TK-Inhibiton

(Erlotinib) beim hepatozelluldren Karzinom durchgefiihrt. In den untersuchten Zellmodellen
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waren die Kombinationen dabei jeweils deutlich wirksamer als die Behandlung mit den
jeweiligen Arzneistoffen allein (Kap. 4.9.4). Vermutlich ist der beobachtete antiproliferative
Synergismus das Ergebnis der simultanen Unterdriickung des MAP-Kinaseweges sowie der
durch Rezeptor-Rezeptor-,,cross-talk* vermittelten kompensatorischen Mechanismen
zwischen beiden Wachstumsfaktorrezeptoren, was die Hypothese von Chakravarti et al.
bestdtigen wiirde. Fiir resistenziiberwindende Eigenschaften einer kombinierten
anti-EGFR/anti-IGF-1R-Therapie spricht ferner die Tatsache, dass in gegen Cetuximab
vergleichsweise unsensiblen Huh-7-Zellen die stirksten synergistischen Effekte beobachtet
werden konnten. Insgesamt stellt die simultane Blockade von EGFR und IGF-1R einen hochst
interessanten Ansatzpunkt zur Entwicklung neuartiger zukiinftiger HCC-Therapieschemata

dar, welcher weiter verfolgt werden sollte.

5.2.3 Dualer Angriff am EGFR

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals untersucht, ob die simultane Blockade der
extrazelluldren Liganden-bindenden Domiine des EGFR und der intrazelluldren Tyrosinkinase
eine geeignete Methode darstellt, die Effekte einer anti-EGFR-Monotherapie des HCC zu
erhohen. Die gleichzeitige Behandlung der HCC-Zellen mit Cetuximab und Erlotinib
resultierte in einer Addition der wachstumshemmenden Eigenschaften der Einzelarzneistoffe
(Kap. 4.10) und war damit der Monoapplikation der Substanzen iiberlegen. Die Ergebnisse
bestitigen damit Untersuchungen an anderen Tumormodellen (Huang et al., 2004; Matar et
al., 2004).

Die Verstirkung der antiproliferativen Effekte durch die Mab-TKI-Kombination konnte
verschiedene Griinde haben: Die Arzneistoffe inhibieren ihr Target nicht vollstindig. Bei
Gefitinib, Erlotinib und Cetuximab handelt es sich um reversible kompetitive (Rezeptor-)
Antagonisten. Gefitinib und Erlotinib konkurrieren mit ATP nach den Regeln des
Massenwirkungsgesetzes um die ATP-Bindungsstelle an der intrazelluliren EGFR-
Tyrosinkinase, Cetuximab mit den endogenen Liganden (EGF, TGF-a, etc.) um die
extrazelluldre Ligandenbindungsstelle. Bei gleichbleibender Konzentration der jeweiligen
Konkurrenten steigt somit durch den dualen Angriff am Rezeptor der relative Anteil an
inhibiertem Rezeptor und somit die Effektivitit der dadurch vermittelten
Wachstumsinhibition.

Die dem EGFR nachgeschalteten Signalwege zeigen extreme Komplexizitit (Yarden und
Sliwkowski, 2001). Aufgrund unterschliedlicher Angriffspunkte beeinflussen TKIs und Mab

diese Wege nicht exakt gleich. Bei simultaner Anwendung der beiden Arzneistoffklassen
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sollten sich somit die Effekte der Einzelsubstanzen wie z.B. Apoptoseinduktion,
Zellzyklusarrest oder Hemmung der Transaktivierung der EGFR-Tyrosinkinase durch andere
(Wachstums-) Rezeptoren {iiberlagern und verstirken. Die beobachtete nahezu additive

Wachstumsinhibition bestitigt diese Uberlegungen.

5.3 EGFR-Tyrosinkinaseinhibition als innovatives Therapieprinzip beim
Osophaguskarzinom

Zur Uberpriifung der Ubertragbarkeit der in der vorliegenden Arbeit am Modell des HCC
erzielten Ergebnisse auf eine weitere noch nicht untersuchte Tumorentitit, wurden
Untersuchungen der Effekte einer EGFR-TK-Inhibition am Modell des Osophaguskarzinoms
durchgefiihrt. Fiir die Untersuchungen am Osophaguskarzinom wurden zusitzlich
Primirzellkulturen von Biopsaten humaner Osophaguskarzinome etabliert, um ein
patientennahes Modell zu erfassen.

Die Ergebnisse der Untersuchungen am Osophaguskarzinom waren mit denen an HCC-Zellen
vergleichbar: Die é&hnlich starke Expression des EGFR in allen Zelllinien konnte
nachgewiesen werden (Kap. 4.11.1), und die Zellen zeigten eine zeit- und dosisabhingige
Wachstumsinhibition durch Erlotinibbehandlung. Die Osphaguskarzinomzelllinien zeigten
dabei allerdings starke Unterschiede in der Senstitivitit gegeniiber dem EGFR-TKI
(Kap. 4.11.2.1). Die Ursache dafiir konnte die vor kurzem beschriebene Mutation im EGFR
(Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004) sein, die zu EGFR-TKI-Resistenz fiihrt. Vier von fiinf
Biopsaten zeigten ein gutes Ansprechverhalten auf die Erlotinibbehandlung (Kap. 4.11.2.2).
Bereits nach drei Tagen war das Tumorwachstum im Schnitt signifikant um etwa 64% im
Vergleich zur Kontrolle vermindert, ein Biopsat wurde als non-responder identifiziert. Es
existieren zwei histologische Typen des Osophaguskarzinoms: Das weltweit am hiufigsten
auftretende Plattenepithel- und das in westlichen Lindern rasch zunehmende Adenokarzinom
(Koshy et al., 2004). Berichte iiber ein besseres Ansprechen von Adenokarzinomen auf
EGFR-Blockade (Engelman und Janne, 2005) konnten in dieser Arbeit nicht bestitigt werden,
da Adeno- und Plattenepithelkarzinome annidhernd gleich gutes Ansprechen zeigten. Die
Ergebnisse der ex-vivo-Untersuchungen konnen die Basis fiir weitergehende Untersuchungen
am Tiermodell darstellen. Die Effekte der TK-Inhibition auf das Tumorwachstum waren im
Falle der Osophaguskarzinomzellen eindeutig dem auch in HCC-Zellen beobachteten
Gi-Zellzyklusarrest zuzuordnen (Kap. 4.11.4). Je stirker die antiproliferative Wirkung von
Erlotinib war, desto stidrker zeigte sich in den jeweiligen Kyse-Zellen der Arrest in der
G;-Phase. Analog zu den Beobachtungen beim HCC ging der Zellzyklusarrest mit einer

Wafl/CIP1
21 af1/

Expressionszunahme von p27Kip, p und einer Abnahme von Cyclin D1 einher
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(Kap. 4.11.4). Eine signifikante Apoptoseinduktion durch Erlotinib, wie fiir HepG2- und
Huh-7-Zellen demonstriert, wurde dagegen in den untersuchten Kyse-Zelllinien nicht
beobachtet (Kap.4.11.3). Wie in den entsprechenden Versuchen an hepatozelluldren
Karzinomzellen, hemmt Erlotinib auch bei Osophagealen Tumorzellen dosisabhingig die
Aktivierung des EGFR (Kap. 4.11.5) sowie die Aktivierung des mitogenen Ras-Raf-MAP-
Kinase-Weges. Die Ansitze zur Verstiarkung der Effekte einer gegen den EGFR gerichteten
Therapie iiber simultane Blockade von EGFR und IGF-1R (Kap.4.11.6) sowie duale
Blockade des EGFR mittels monoklonalem Antikdrper und TK-Inhibition (Kap. 4.11.7)
zeigten auch beim Osophaguskarzinom eine vielversprechende Wirkung: Die
Wachstumsinhibition war jeweils durch die Kombination deutlich erhtht im Vergleich zur
Monobehandlung. Interessanterweise zeigten die p53-mutierten Kyse-70-Zellen (Tanaka et
al., 1996) genau wie die ebenfalls eine Mutation im p53 tragenden Huh-7-Zellen gegeniiber
Cetuximab nur geringe Sensitivitit (Kap. 4.2.2 und Kap. 4.11.2.1). Dies ist ein weiterer
Hinweis darauf, dass p53 eine wichtige Rolle in der durch EGFR-Blockade vermittelten
Wachstumsinhibition spielen konnte. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich
die bei den Untersuchungen an hepatozelluldren Karzinomzellen gewonnenen Erkenntnisse
auf das Osophaguskarzinom iibertragen lassen. Anti-EGFR-basierte Behandlungsstrategien
konnten somit auch fiir diese Tumorentitidt zur Verbesserung der bisher unbefriedigenden
Therapiemoglichkeiten beitragen und sollten weiter verfolgt werden. Desweiteren lassen die
Ergebnisse den begriindeten Schluss zu, dass die in dieser Arbeit beschriebenen Effekte nicht

zelltypspezifisch sind, sondern dass es sich um generelle Wirkmechanismen handelt.

In der Zukunft konnte die Blockade von Wachstumsfaktorrezeptoren durch
Tyrosinkinaseinhibitoren oder monoklonale Antikdrper aber nicht nur in der Behandlung von
Tumorerkrankungen eine Rolle spielen. Resultate verschiedener Studien zeigen, dass der
EGFR und/oder der IGF-1R bereits in frithen Stadien der Karzinogenese des HCC (DeCicco
et al., 1997; Scharf und Braulke, 2003) und des Osophaguskarzinoms (Chen et al., 1991, Liu
et al., 2002) stark iiberexprimiert werden. Damit wire auch ein Einsatz der neuen

Arzneistoffe zur Chemopridvention von Tumoren in Risikopatienten vorstellbar.



