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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals Bereichs

Tumore des Kopf-Hals Bereichs sind die sechst haufigste Tumorentitat weltweit ’,
wobei Plattenepithelkarzinome mehr als 95 % dieser Tumore ausmachen 2.
Verschiedene Risikofaktoren wie Rauchen und Alkoholkonsum, aber auch Infektion
mit humanen Papillomaviren (HPV) spielen eine wichtige Rolle in dieser Tumorentitat
345 Tumore der Kopf-Hals Region werden am haufigsten bei Patienten zwischen 55

und 64 Jahren diagnostiziert, wobei Manner haufiger betroffen sind als Frauen °.

Die unterschiedlichen Regionen des Kopf-Hals-Bereichs sind verschieden haufig von
Tumoren betroffen: Mundhdhle inklusive Zunge und Lippe (46,3 %), Pharynx (13,5
%), Larynx (29,4 %), Sonstige (10,8 %) ” und sind mit bestimmten Risikofaktoren und
Metastasierungsverhalten assoziiert (Abb. 1-1). Beispielsweise entwickeln sich
Larynx-, Hypopharynx- und Tumore im Mundboden selten in Nicht-Rauchern,
wohingegen diese haufiger Tumore am seitlichen Zungenrand auftreten ®. AuRerdem
metastasieren Hypopharynxtumore haufiger als Tumore des Larynx und der
Mundhéhle *,

()
Paranasal
sinuses /

i
Lo

Nasal cavity

P
v Tongue
\
\

A
\\ Larynx

)

Nasopharynx:

Oral cavity

Oropharynx:

Pharynx
Salivary glands

Hypopharynx:

Abbildung 1-1. Lokalisationen von Tumoren des Kopf-Hals Bereichs. ?

Die Prognose fir Patienten mit Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs ist vor allem vom
TNM-Stadium zum Zeitpunkt der Diagnose abhangig ?*. Das Stadium wird dabei von

Tumorgrofle und —invasivitat (T), dem Befall von regionalen Lymphknoten (N) und

1



1 Einleitung

dem Vorhandensein von Fernmetastasen (M) bestimmt. Wahrend das Uberleben bei
lokalisierten Tumoren bei 83 % liegt, sinkt es auf 54 % bei Vorhandensein von
regionalen Metastasten und auf bis zu 32 % bei Patienten mit Fernmetastasen,
wobei bei etwa der Halfte der Patienten bei Diagnose bereits die Lymphknoten
befallen sind . Auch wenn sich im Aligemeinen eine abnehmende Mortalitatsrate fiir
Tumore des Kopf-Hals Bereichs zeigt ', ist die Rate an HPV-positiven Tumoren
steigend """, HPV-positive Patienten zeigen jedoch im Allgemeinen eine bessere
Uberlebensrate '*"°,

Die Therapieoptionen bei Patienten mit Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs
beschranken sich meist auf operatives Entfernen des Tumors sowie Radio- und
Chemotherapie 2*°. In friihen Stadien wird der Tumor wenn maoglich entfernt und
anschlieRend eine Radiotherapie mit oder ohne Chemotherapie durchgefiihrt. Ist der
Tumor bereits zu grof3 wird vor Operation und Radiotherapie eine Chemotherapie
gemacht °. Bei nicht-operablen Tumoren kommt eine Kombination aus Radio- und
Chemotherapie zum Einsatz °. Fiir die Chemotherapie werden sowohl Platinverbin-
dungen als auch Taxane verwendet '>. Obwohl in allen drei Therapiebereichen

4

Fortschritte erzielt wurden “, liegt das Funf-Jahres Uberleben fiir Patienten mit

Tumoren des Kopf-Hals Bereichs im Durchschnitt nur bei 61 % .

Unter Rezidiven werden sowohl das Wiederkehren eines Tumors aus Zellen, die
nach Therapie nicht vollstdndig eliminiert wurden, als auch Zweittumore
zusammengefasst '*. Die Rezidivrate bei Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-
Bereichs betragt 16-52 % und ist unter anderem abhangig von der Lokalisation des
Primartumors, dem Stadium bei Diagnose und der Therapie "'%'%'". Rezidive sind

18,1
t8,9

allgemein mit einer schlechteren Uberlebensrate assoziier und werden meist mit

Chemotherapie behandelt '*. Kombinationen verschiedener Platinverbindungen

zeigten zwar eine bessere Ansprechrate, konnten jedoch das Uberleben der
Patienten nicht verbessern 22",

Zusammenfassend, gehdren Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals Bereichs zu
einer haufigen Tumorentitat, deren Uberlebensrate gering ist. Aus diesem Grund ist

es wichtig neue Therapieoptionen finden.



1 Einleitung

1.2 Molekularbiologie der Tumore des Kopf-Hals-Bereichs

Wie andere Tumore entstehen Tumore des Kopf-Hals Bereichs durch die Anhaufung
genetischer und epigenetischer Defekte und durch die klonale Expansion einzelner

Zellpopulationen %%

Im Allgemeinen sind die Verdnderungen in Tumore des Kopf-Hals Bereichs sehr

2,23

heterogen . Nichtsdestotrotz kdnnen Tumore des Kopf-Hals-Bereichs histolo-

gisch ?*, karyotypisch % und auch molekular in verschiedene Subgruppen eingeteilt

werden 2?7

, wobei die Bedeutung dieser Subgruppen noch unklar ist. Es ist jedoch
allgemein akzeptiert, dass HPV-positive Tumore, die etwa 20 % der Tumore
ausmachen, eine eigene Subgruppe bilden. HPV-negative Tumore mit hoher
chromosomaler Instabilitdt machen circa 65 % der Falle aus und sind im Gegensatz
zu Tumoren mit geringerer chromosomaler Instabilitdt haufig aneuploid und haben

eine schlechtere Prognose 2

. Bei der Tumorgenese von Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs fuhrt der Verlust von Heterozygotie (Loss of Heterozygosity, LOH) von
Chromosom 9p21 mit dem cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKNZ2A Lokus),
der fir p16 und p14°%F kodiert, sowie Inaktivierung dieser Gene zu einer Hyperplasie
der normalen Mukosa. Durch weitere LOHs der Regionen 3p21 sowie 17p13 und
tumor protein p53 (TP53) Mutationen kommt es zur Dysplasie, die sich nach LOH
von 11q13, 13921 und 14932 in ein Carcinoma in situ (CIS) entwickeln kann. Im
Karzinom lassen sich dann LOH von 6p, 8, 4927 und 10g23 sowie Phosphatase and

tensin homolog (PTEN) Inaktivierungen nachweisen (Abb. 1-2) %,

Normal mucosa Hyperplasia Dysplasia Carcinoma in situ Carcinoma

= i) =
NN ) — N _U<}/)‘ ¥/, — ) %
= o 7__ s piaae g o 3 "" -3 P - -
/R < AV .u@ WS B
®9p21 LOH PR i oS e n T
p16 inactivation 4/ @ W/ Y/, @ W) PR @
©11913

E13p21, 177p13 LOH 13921, 14932 LOH 6p, 8, 4927, 10923 LOH

p53 mutation Cyclin D1 amplification PTEN inactivation

Abbildung 1-2. Entwicklung eines invasiven Tumors aus der normalen Mukosa mit
einhergehenden molekularen Veranderungen.
(LOH, Loss of heterozygosity) °



1 Einleitung

Auf genetischer Ebene konnten zwei unabhangige Studien aus dem Jahr 2011 durch
Exom Sequenzierung von insgesamt etwa 100 gepaarten Tumor-Normalgeweben
neben bereits fur Tumore des Kopf-Hals-Bereichs bekannten Genen (TP53,
CDKNZ2A, PTEN, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit
alpha (PIK3CA) und harvey rat sarcoma viral oncogene homolog (HRAS))
Mutationen in NOTCH1 nachweisen. Die biologischen und klinischen Auswirkungen
der oben genannten Veranderungen dieser Gene sind bereits in Tumoren des Kopf-

Hals Bereichs untersucht.

NOTCH1 Mutationen sind haufig inaktivierend. Dementsprechend scheint NOTCH1

2 In diesem

in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs ein Tumorsuppressor zu sein
Zusammenhang ist es interessant, dass TP63 ein Gegenspieler von NOTCH1 in
Tumoren des Kopf-Hals Bereichs haufig mutiert und amplifiziert ist ***'. Beides fiihrt
unabhangig voneinander zu einer Stérung des Zellzyklus und des Epithelzell-
Differenzierungsprogramm in Vorlduferzellen %. Im Gegensatz dazu wurde jedoch
ebenfalls gezeigt, dass bei einem Drittel der Tumore des Kopf-Hals Bereichs der
NOTCH Signalweg unabhangig vom NOTCH1 Mutationsstatus aktiviert ist was die

Ambivalenz dieses Signalwegs in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs aufzeigt *.

Inaktivierende TP53-Mutationen werden bereits frih in der Tumorgenese und

insgesamt in Zweidrittel aller Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals Bereichs

28,33

gefunden . Sie flhren zu einem Eintreten der Zelle in den Zellzyklus trotz

beschadigter DNA 3. Diese Mutationen sind mit Rauchen und Alkoholkonsum

sowie einem schlechteren Ansprechen auf Chemo- und Radiotherapie assoziiert ¢’
TP53 kann weiterhin durch MDM2 Protoonkogene, E3 Ubiquitinproteinligase (MDM2)

zum Ubiquitin-abhéngigen Abbau markiert werden, wobei letzteres durch p14”%"

inaktiviert wird welches wie oben beschrieben haufig funktionell inaktiv ist %.

Eine weitere wichtige Rolle spielt der Retinoblastoma (RB) Tumorsuppressor
Signalweg: CDKN2A verhindert normalerweise die Phosphorylierung von RB Uber
Bindung an den Cyclin D1 cyclin-dependent kinase 4/6 (CDK4/CDK6) Komplex. RB
wiederum inhibiert in seiner unphosphorylierten Form E2F Transkriptionsfaktoren.
Nach seiner Phosphorylierung durch den Cyclin D1 CDK4/CDK6 Komplex setzt es
E2F Transkriptionfaktoren frei und die Zelle geht in die S-Phase 3 Inaktivierungen
von CDKNZ2A durch genetische oder epigenetische Mechanismen werden in 80 %
der Tumore des Kopf-Hals Bereichs gefunden * und treten haufig gemeinsam mit

f31

Cyclin D1 Amplifikationen au was zu vermehrter Proliferation fihrt. RB welches



1 Einleitung

wie oben beschrieben eine inhibitorische Rolle im Zellzyklus hat ist, zumindest in
HPV-negativen Tumoren, nicht so hdufig wie CDKNZ2A inaktiviert, da dies vermutlich
zu keinem weiteren Wachstumsvorteil fiihren wiirde *°. Weiterhin Iasst sich in 80 %
der Tumore des Kopf-Hals Bereichs Telomerase oder Telomerasereversetranskrip-
tase (TERT)-Aktivitat nachweisen was eine Verklrzung der Telomere verhindert und
so eine unendliche Replikation ermdglicht. Die genaue Rolle von TERT in dieser

Tumorentitat ist jedoch noch unklar 2.

Ein weiterer wichtiger, hdufig deregulierter Signalweg in Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs ist der epidermal growth factor receptor/mitogen activated protein kinase/
phosphatidyl Inosititol 3 Kinase, v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1/
signal transducer and activator of transcription (EGFR/MAPK/PI3K, AKT/STAT) Weg.
EGFR Amplifikationen mit daraus resultierender Uberexpression werden haufig in

Tumoren des Kopf-Hals Bereichs gefunden *'

und sind mit schlechter Prognose
assoziiert . Die Aktivierung von EGFR fiihrt zu einer Signalweiterleitung iiber den
MAP Kinase- , PIBK/AKT sowie STAT3 Signalweg. Neben Uberexpression kann es
auch durch Verlust der EGFR Phosphatase protein tyrosine phosphatase, receptor
type, S (PTPRS), die bei einem Viertel der Patienten mit Epithelzellkarzinomen in der
Mundhdhle gefunden wird, zu einem verlangerten EGFR Signal kommen *%
Mutationen in Komponenten des MAP Kinase Signalwegs werden in 8 % der Tumore
des Kopf-Hals Bereichs gefunden *

handelt 23043,

, wobei es sich haufig im HRAS Mutationen

Wichtiger scheint der PISK/AKT Signalweg zu sein, der in einem Drittel der Patienten
mutiert ist, wobei sowohl PIK3CA Mutationen als auch Amplifikationen haufig

43

gefunden werden ™. In der Tat ist PIK3CA das am haufigsten mutierte Gen in

30293143 " Dijese Mutationen filhren zu einer

Tumoren des Kopf-Hals Bereichs
erhdhten Kinaseaktivitat, sowie Migration und Invasion * In diesem Zusammenhang
wurde ebenfalls gezeigt, dass die Inhibition des PI3K-Signalwegs bei Vorhandensein
von Mutationen eine effektive Therapie ist “**°. Zur Zeit werden drei verschiedene
PI3-Kinase Inhibitoren in klinischen Studien fur Patienten mit Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs getestet . Auch wenn Verluste von PTEN, dem Gegenspieler der PI3-
Kinasen, auf genetischer Ebene nur in 5-10 % der Tumore des Kopf-Hals Bereichs
gefunden werden, ist die Proteinexpression in 30 % der Falle stark reduziert. Der
Verlust von PTEN ist unter anderem mit aggressiverem Tumorwachstum und
schlechterem Uberleben assoziiert und PTEN ist somit ein wichtiger Tumor-

suppressor in dieser Tumorentitat “*”. Da die Aktivierung des PI3K/AKT Signalwegs

5
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wie oben beschrieben Uber verschiedene verdnderte Mechanismen ablauft ist es
nicht verwunderlich, dass AKT in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs haufig akti-
viert **° und ein unabhangiger prognostischer Marker flr schlechte klinische
Parameter ist °*°'. Die Wichtigkeit von AKT wird weiterhin durch die Tatsache
unterstrichen, dass Inhibition des pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 1
(PDK1), die in diesem Signalweg tber AKT liegt, das Tumorwachstum hemmt “9°2,
Zur Zeit 1auft eine Phase I/ll klinische Studie mit einer Kombination aus mitogen-
activated protein kinase kinase 1 (MAP2K1, MEK) und AKT Inhibition bei Patienten

mit Tumoren des Kopf-Hals Bereichs 2.

Weiterhin wurde in myeloiden Vorlauferzellen eine Verbindung zwischen dem
PI3K/AKT Signalweg und dem mammalian target of rapamycin (mTOR) gefunden *,
und auch in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs scheinen diese Signalwege verbun-
den **. mTOR Aktivierung tritt friih in der Karzinogenese von Tumoren des Kopf-Hals

§48.54

Bereichs au und seine Inhibition fiihrt zu Tumorregression in Mausmodellen **.

Eine weitere Studie konnte zeigen, dass auch das eukaryotic translation initiation
factor 4E binding protein 1 (EIF4EBP1, 4E-BP1), welches die Translation reguliert
und von mTOR phosphorlyiert wird °°, in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs iiberex-
primiert oder amplifiziert und mit Tumorprogression assoziiert ist %,

Phosphoryliertes und somit aktives STAT3 wird haufig in Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs und dem danebenliegenden normalen Gewebe gefunden und ist damit
vermutlich eine frilhe Veranderung in der Karzinogenese °’. STAT3 wird in Tumoren
des Kopf-Hals Bereichs durch EGFR %, autokrine Aktivierung des GP130 Zytokin-

59,60

rezeptors Uber Interleukin 6 (IL-6) °*° oder auch Erythropoietin aktiviert ®'.

Weiterhin wurde gezeigt, dass die Promotoren der STAT-inhibitorischen Proteine
cytokine inducible SH2-containing protein (CISH) SOCS-1 und SOCS-3 oft hyper-
methyliert und somit herunterreguliert sind 2. Aktives STAT3 fiihrt zu einem veran-

derten Zellzyklus, férdert die Proliferation sowie das Uberleben der Tumorzellen &3

und ist mit Lymphknotenmetastasen sowie einer schlechteren Prognose assoziiert ®*.
Neben STAT3 scheint auch STATS5 eine Rolle in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs

zu spielen .

Weiterhin spielt der transforming growht factor § (TGF()-Signalweg, der in normalen
Zellen eine inhibitorische Rolle hat, in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs eine Rolle.
Der transforming growth factor receptor B Il (TGFBR2, TGFB RIl) ist haufig

6
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herunterreguliert und mutiert " und auch Chromosom 18q, auf dem sich die Gene
der SMAD-Familie fir SMAD2, SMAD3, SMAD4 und TGFB RIl befinden, fehlt
haufig 2. Eine verringerte Expression von TGFB RIl, aber nicht RI, assoziiert mit
weniger p-Smad2 und aggressiverem Tumorwachstum & In Mausmodellen wurde
unter anderem gezeigt, dass ein Knockdown von Smad4, dem Co-Mediator SMAD,
oder die Aktivierung von K-ras oder H-ras mit Tgf8 RIl Verlust in der Mundschleim-
haut zu Tumorbildung fiihrt 5°7°. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Inaktivierung des
TGFB-Signalwegs zu einer Aktivierung von nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells 1 (NFKB1, NF-«B) fiihrt **.

Der NF-kB Signalweg ist bei Entziindungs- und Immunantworten sowie Zellproli-
feration und —lberleben beteiligt ”'. NF-kB ist in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs
auch Uber andere als den oben genannten Mechanismus haufig hochreguliert und
spielt in friihen Stadien der Tumorprogression eine Rolle 7273, AuRerdem scheint NF-
KB in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs mit dem STAT3 Signalweg (siehe oben) zu

interagieren *°.

Die Rolle des Wnt-Signalwegs in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs ist weniger gut
erforscht. Es ist jedoch bekannt, dass verschiedene Wnt Rezeptoren und weitere
Signalkomponenten im Vergleich zum Normalgewebe haufig hoch exprimiert wer-

74

den und Anti-Wnt-1 Antikdrper die Proliferation von Zellen dieser Tumorentitat

75

hemmen Weiterhin kénnen Wnt Antagonisten durch epigenetische sowie

adenomatous polyposis coli (APC) durch genetische und epigenetische Mecha-
nismen ausgeschaltet werden "®""78,

Neben diesen veranderten Signalwegen wurden weitere Gene in Tumoren des Kopf-
Hals Bereichs identifiziert, die zum einen wichtig sind fur die Fahigkeit Metastasen zu
bilden und zum anderen um Angiogenese zu induzieren. Flr ersteres wurde gezeigt,
dass bestimmte Expressionsprofile im Primartumor die An- und Abwesenheit von
Lymphknotenmetastasen bestimmen kénnen "°. Wichtige Gene scheinen bei diesem
Prozess in dieser Tumorentitdt neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2
(NTRK2) mit dem Ligand brain-derived neurotrophic factor (BNDF) zu sein ®. Auch
verschiedene Matrixmetalloproteinasen (MMPs), die ebenfalls wichtig fur Zellad-
hasion und Migration sind, wurden mit infiltrierendem Wachstum sowie Lymph-
knotenmetastasen in Verbindung gebracht 82, Fiir zweiteres spielt der vascular
endothelial growth factor (VEGF), der die Angiogenese induziert, eine Rolle in

Tumoren des Kopf-Hals Bereichs und ist mit schlechterem Uberleben assoziiert 2.
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Neben genetischen Veranderungen sind epigenetische Veranderungen in Tumoren
von Interesse. Auch in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs konnten Mutationen in
histonmodifizierenden Genen nachgewiesen werden: lysine (K)-specific methyl-
transferase 2D (KMT2D, MLL2) und enhancer of zeste 2 polycomb repressive
complex 2 subunit (EZHZ2), beides Histon-Methyltransferasen, zeigen héaufig

inaktivierende Mutationen was ihre Rolle als Tumorsuppressor unterstreicht *°.

Wie bereits oben erwahnt bilden HPV-positive Tumore des Kopf-Hals Bereichs eine
eigene Subgruppe, befinden sich haufig im Oropharynx und unterscheiden sich
durch weniger Mutationen und eine bessere Prognose von HPV-negativen Tumo-
ren 2. Vor allem HPV-16 spielt eine wichtige Rolle ®. In diesen Tumoren wird TP53
durch das virale Onkogen E6 und RB durch E7 gehemmt was durch Stérung des
Zellzyklus zum Beginn der Karzinogenese fihrt 8. TP53 Mutationen und CDKN2A
Deletionen werden demensprechend fast gar nicht in HPV-positiven Tumoren
gefunden 2%. Dennoch zeigt sich, dass sowohl in HPV-negativen als auch positiven
Tumoren die gleichen Signalwege (TP53, CDKN2A/RB) an der Tumorentstehung
beteiligt sind. Neben dem direkten Effekt der viralen Onkogene E6 und E7 kdnnen
durch die Insertion der Virus DNA Tumorsuppressorgene verloren gehen oder
Onkogene amplifiziert beziehungsweise durch virale Promotoren vermehrt

transkribiert werden &

. Neben der Mutationsfrequenz unterscheiden sich HPV-
positive Tumore des Kopf-Hals Bereichs auch hinsichtlich der gefundenen
Mutationen von HPV-negativen. Eine vorlaufige Studie konnte in 3 von 15 HPV-
positiven Tumoren PIK3CA oder Phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1
(alpha) (PIK3R1) als einzig mutierte Gene identifizieren was vermuten Iasst, dass
dieser Signalweg auch in der Tumorgenese von HPV-positiven Tumoren ein wichtige
Rolle spielt **. Dies wird durch eine weitere Studie unterstiitzt, die PIK3CA
Mutationen oder Amplifikation und PTEN Inaktivierung in >55 % der HPV-positiven
und nur in 31 % der HPV-negativen Tumore finden konnte ®. Des weiteren sind der
fibroblast growth factor receptor 2 und 3 (FGFR2 und 3) in 17,6 % der HPV-positiven
Tumore mutiert. DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 3, X-linked (DDX3X) und
cylindromatosis (turban tumor syndrome) (CYLD) Mutationen wurden ebenfalls nur in

8 Bei ersterem handelt es sich um ATP-

HPV-positiven Tumoren gefunden
abhangige RNA Helicase, die bei der RNA Prozessierung eine Rolle spielt und durch
Promotortransaktivierung die B-Catenin Aktivitat steigern kann %, wohingegen CYLD
bei der Differenzierung und dem NF-kB Signalweg beteiligt ist *°. Auch Deletionen
und trunkierende Mutationen im TNF receptor-associated factor 3 (TRAF), was zur

vermehrten Signalweiterleitung Uber NF-kB fuhrt, sowie Amplifikationen von E2F

8
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transcription factor 1 (E2F1) wurden in HPV-positiven Tumoren gefunden .

Weiterhin sind verschiedene DNA Reparaturgene vor allem in HPV-positiven
Tumoren verdndert ®8. Dennoch werden Mutationen in vielen der bereits oben
genannten Gene wie zum Beispiel NOTCH1, RAS, MLL und TP63 sowohl in HPV-
positiven als auch negativen Tumoren des Kopf-Hals Bereichs gefunden 89",

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass es viele verschiedene genomische
Abberationen in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs gibt. Nichtsdestotrotz haben diese
Kenntnisse bisher kaum zu einer Verbesserung der Therapieoptionen geflhrt.
Vermutlich liegt dies auch daran, dass meist mehrere Signalwege betroffen sind, die
miteinander interagieren. Aullerdem sind noch nicht alle gefundenen genetischen

Veranderungen funktionell untersucht und ihre Relevanz bestatigt worden.

1.3 Rezeptortyrosinkinasen

Es gibt 58 bekannte humanen Rezeptortyrosinkinasen, die sich in 20 Familien
einteilen lassen. lhnen ist gemein, dass sie aus einer extrazellularen Liganden-
bindedoméane bestehen, gefolgt von einer einfache Transmembranhelix und
intrazellular (carboxyterminal) eine zytoplasmatische Region mit der Tyrosin-
kinasedomane sowie regulatorischen Regionen haben. Viele von ihnen sind wichtig
bei verschiedenen zellularen Prozessen wie Proliferation, Differenzierung,
Zelliiberleben, Metabolismus, Migration und Zellzykluskontrolle %2, Ligandenbindung
fuhrt in den meisten Fallen zur Homo- und Heterodimerisierung zweier Monomere.
Die Dimerisierung kann dabei entweder komplett ligandenvermittelt sein, sodass sich
die beiden Rezeptoren nicht berihren (z. B. neurotrophic tyrosine kinase, receptor,
type 1, NTRK1) %, komplett rezeptorvermittelt sodass der Ligand nicht an der
Dimerisierungsflache bindet (z. B. EGFR) * oder eine Kombination aus liganden-
und rezeptorvermittelter Dimerisierung sein (z. B. FGFR) %. Nach Dimerisierung
erfolgt die Autophosphorylierung bei der sich die Rezeptortyrosinkinasen an einem
oder mehreren Tyrosinresten gegenseitig phosphorylieren . Die erste Phase der
Phosphorylierung dient dabei der Verstarkung der katalytischen Aktivitat ®2. Dabei
wird der ,Aktivierungsloop® innerhalb der Tyrosinkinasedomane, der in inaktivem
Zustand die Rezeptortyrosinkinase autoinhibiert, phosphoryliert, was zu einer
aktivierten Konfiguration der Rezeptortyrosinkinase filhrt ¥. Weiterhin kann es
inhibitorische Mechanismen aulerhalb der Tyrosinkinasedoméane geben, die durch

Trans-phosphorylierung aufgehoben werden. In der zweiten Phase entstehen
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Phosphotyrosinbindestellen fur ,Dockingproteine” mit Src homology-2- (SH2) und
Phosphotyrosinbinde-Domane (PTB) *. Beispiele sind fibroblast growth factor
receptor substrate 2 (FRS2), insulin receptor substrate-1 (IRS1) und Grb2-
associated binder (GAB1) %. Bei einigen Rezeptortyrosinkinasen kann in einer
dritten Phosphorylierungsphase die Fahigkeit Signalproteine zu phosphorylieren
verstarkt werden . Die anschlieRende Signalweiterleitung erfolgt iiber verschieden
Signalwege. Wichtig sind hierbei zum einen die verschiedenen MAPK-Wege, die zur
Aktivierung verschiedener Zielproteine fihren. Zum anderen werden uber den PI3K-
Weg durch AKT Zielproteine phosphoryliert. Weitere Signalwege fluhren beispiels-
weise Uber STAT1 und STAT3, die Proteinkinase C (PKC) oder die Fokale
Adhasionskinase (FAK), die Einfluss auf das Zytoskelett hat, wobei alle diese
Signalwege miteinander interagieren kénnen %% (Abb. 1-3). AuRerdem gibt es
verschiedene positive und negative Feedbackloops, die die Signalweiterleitung
verstarken bzw. abschwichen kénnen %2. Positive Feedbackloops kdnnen beispiels-

10

weise durch die Inhibition von Proteinphosphatasen ' oder autokrine Aktivierung

entstehen '°".
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Abbildung 1-3. Signalwege, die von Wachstumsfaktoren iiber Rezeptortyrosinkinasen
aktiviert werden.

Dargestellt sind die verschiedenen MAPK Signalwege, wobei der p38 Weg selten aktiviert
wird. Weiterhin gezeigt sind der PI3K-AKT, der Phospholipase Cy-PKC sowie STAT Signal-
wege. Alle Signalwege fiihren zur Transkription von “immediate early genes”.

(IEGs, immediate early genes) 9
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Die wichtigsten negativen Feedback Mechanismen sind die Aktivierung von Protein-
tyrosinphosphatasen 2 sowie Herunterregulation der Rezeptoren. Bei letzterem wird
der Rezeptor nach Ligandenbindung mit diesem endozytiert, wobei aktivierte
Rezeptortyrosinkinasen auch noch von den Vesikeln aus Signalwege aktivieren
kénnen ' Im Endosom werden die Rezeptoren dephosphoryliert und ubiquitiniert
und der Ligand dissoziiert. AnschlieRend werden die Rezeptoren abgebaut oder
wieder zurick an die Zellmembran gebracht (Abb. 1-4) %2 Ein dritter negativer Feed-

backloop ist die signalabhangige Transkription von negative Regulatoren "%,

Receptor Ligand HeteroHomo TK activation by
expression binding imer izati K
* ®— ligand
*

Receptor
Receptor

Clathrin pit

Down
stream

Degradation
or expression

Abbildung 1-4. Wirkungsweise von Rezeptortyrosinkinasen.

Nach Ligandenbindung bilden sich Homo- und Heterodimere was zur Trans-phsophorylierung
mit Signalweiterleitung fuhrt. Der Rezeptor wird anschlieRend internalisiert und abgebaut oder
re-exprimiert 104,

Veranderungen in Rezeptortyrosinkinasen oder deren Signalwegen wurden in den
letzten Jahren mit verschiedenen Erkrankungen wie Diabetes, Entzindung,
Knochenveranderungen sowie Ateriosklerose und Angiogenese in Verbindung
gebracht %2, Fast alle Rezeptortyrosinkinasen sind wichtige Onkogene in verschie-
denen Tumoren, deren abnormale Aktivierung durch aktivierende Mutationen,
Uberexpression, chromosomale Translokation oder auto- und parakrine Signalwege

409299105 = Als Beispiele seien die Uber-

mit Ligandenlberexpression entstehen kann
expression der erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 (ERBB2, HER2) in Brustkrebs '
und aktivierende Mutationen von v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral

97 sowie bei akuter

oncogene homolog (KIT) in gastrointestinalen Stromatumoren
myeloischer Leukdmie genannt '°. Aber nicht nur Rezeptortyrosinkinasen selbst

sondern auch Proteintyrosinphosphatasen, die diese regulieren, kénnen durch
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inaktivierende Mutationen, Deletion oder Promotormethylierung, aber auch Amplifi-
109,110

kation, deren Rolle noch unklar ist, zur Tumorprogression beitragen
Durch ihre Lokalisation an der Zelloberflache bieten Rezeptortyrosinkinasen optimale
Strukturen flr eine gezielte, personalisierte Therapie, nicht nur flir Tumore sondern
auch fur andere Erkrankungen, mit weniger Nebenwirkungen als konventionelle
Therapien wie Chemo- oder Strahlentherapie. Dabei kommen zum einen nieder-
molekulare Inhibitoren, die intrazellular an die Tyrosinkinasedomane binden und

" Zum anderen

meist nicht selektiv fir eine Tyrosinkinase sind, zum Einsatz
werden monoklonale Antikérper verwendet, die mit der Aktivierung der Rezeptor-
tyrosinkinasen interferieren und diese zum Abbau durch das Immunsystem
markieren (Abb. 1-5) ''2. Wichtige Beispiele sind Imatinib welches dem platelet-
derived growth factor receptor (PDGFR) auch KIT und die ABL proto-oncogene 1,
non-receptor tyrosine kinase (ABL) inhibiiert """ und Sunitinib welches KIT, den
kinase insert domain receptor (KDR, VEGFR2), PDGFR, die fms-related tyrosine
kinase 3 (FLT3) und das ret proto-oncogene (RET) inhibiert '**. Erlotinib und Gefitinib
hingegen hemmen selektiv die Tyrosinkinasefunktion des EGF Rezeptors.
Monoklonale Antikérper gegen HER2 wie Trastuzumab werden beispielsweise bei
der Behandlung des Mammakarzinoms als Monotherapie oder in Kombinationen mit
Chemotherapie eingesetzt ''*. Hingegen wird Cetuximab, ein Antikdrper gegen
EGFR in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs in Kombination mit konventionellen
Therapienangewandt ''°>. In den meisten Patienten entwickeln sich jedoch schnell
Resistenzen gegen die Behandlung mit Tyrosinkinaseinhibitoren. Diese kdnnen

116

entweder durch Mutationen, die den Inhibitor unwirksam machen oder durch

Uberexpression einer anderen Rezeptortyrosinkinase entstehen "

Eine letzte Mdglichkeit die Signalwege von Rezeptortyrosinkinasen zu inhibieren sind
so genannte ,Ligand-Traps®. Hierbei handelt es sich um Iésliche Fusionsproteine aus
dem extrazellularen Teil der Rezeptors und dem Fc Teil (crystallisable fragment) von
Immunglobulin G1 (IlgG1), die so die Liganden abfangen und ein Binden an den
Rezeptor verhindern (Abb. 1-5) '8,

Es lasst sich festhalten, dass Rezeptortyrosinkinasen optimale Strukturen flr eine
personalisierte, nebenwirkungsarme Therapie sind. Nichtsdestotrotz entwickeln sich
haufig Resistenzen, sodass es in Zukunft wichtig ist sinnvolle Kombinationstherapien

zu finden.
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Anti-VEGF VEGF soluble receptors
(bevacizumab) o - o (aflibercept)
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Anti-VEGFR-1 X \? Anti-VEGFR-2
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Abbildung 1-5. Verschiedene Moglichkeiten Rezeptortyrosinkinasen zu inhibieren am
Beispiel von VEGF/VEGFR.
Dargestellt sind monoklonale Antikorper, niedermolekulare Inhibitoren und “Ligand-Traps” ",

1.4 Rezeptortyrosinkinasen in Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs

Wie bereits erwahnt spielen Rezeptortyrosinkinasen bei der Entstehung und Pro-
gression verschiedener Tumore eine Rolle. Auch in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs
wurden bereits einige Rezeptortyrosinkinasen und deren Bedeutung als potentielle
therapeutische Ziele untersucht. Die am meisten erforschte Rezeptortyrosinkinase in
dieser Tumorentitat ist EGFR. Eine Amplifikation mit Uberexpression von EGFR wird
haufig in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs gefunden *'. Aus diesem Grund gab es
verschiedene klinische Studien mit monoklonalen Antikérpern (z. B. Cetuximab) und
niedermolekularen Inhibitoren (z. B. Afatinib) bei der Therapie von Patienten mit
EGFR Veranderungen. Cetuximab ist ein fir die Behandlung von Patienten mit
Tumoren des Kopf-Hals Bereichs zugelassener Antikorper '°. Dieser verstarkt den
Effekt verschiedener Standardtherapien wie zum Beispiel Cisplatin, erhdht die

121

Sensitivitdt gegenuber Chemotherapie und fihrt zu langerem Uberleben der

Patienten '?2. Ein vielversprechender Inhibitor ist Afatinib, welcher in Tumoren der

Kopf-Hals Bereichs eine zu Cetuximab vergleichbare Anti-Tumoraktivitit zeigt '%°.

Nichtsdestotrotz gibt es bisher keine zuverlassigen Faktoren wie zum Beispiel EGFR
Uberexpression, die ein Ansprechen auf eine Anti-EGFR Therapie vorhersagen

kénnten '

Ein weiteres Problem sind Resistenzen, die entweder schon zu
Therapiebeginn vorliegen kdnnen oder wahrend dieser entstehen. Fur Tumore des
Kopf-Hals Bereichs sind nur letztere bekannt. Beispielsweise konnte gezeigt werden,
dass das trunkierte EGFR Protein (EGFRVIII), welches Signale ligandenunabhangig

123

weiterleiten kann, zur Resistenz gegenitber Cetuximab beitragt Weitere
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Mechanismen sind die Aktivierung anderer Signalwege. Zum einen kdénnen
Rezeptoren wie HER2 und 3, MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase (MET)

25 oder die Aurora Kinase '® hochreguliert

124 AXL receptor tyrosine kinase (AXL)
werden. Zum anderen ist auch eine vermehrte Expression von Liganden wie VEGF
méglich '?”. Aber auch Mutationen in Signalmolekiilen unterhalb der oben genannten
Kinasen wie zum Beispiel PI3KA '?® oder epithelial-mesenchymale Transition (EMT)

kann zu Resistenz gegeniiber EGFR Inhibition fiihren '2°.

Weiterhin wird HER2 in vielen EGFR positiven Tumoren exprimiert, wobei diese
Rezeptortyrosinkinasen Heterodimere bilden ™°. Nach vielversprechenden in-vitro
Daten mit Lapatinib, einem oral verfigbaren Inhibitor gegen EGFR und HERZ2, gab
und gibt es verschiedene klinische Studien, die die Effektivitdt dieses Inhibitors als

Mono- oder in verschiedenen Kombinationstherapien testen *'.

Ein weiteres potentielles therapeutisches Ziel in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs ist
der insulin-like growth factor 1 receptor (IGF1R). IGF1R ist in 94 % aller Patienten
mit Tumoren der Kopf-Hals Bereichs exprimiert und fdérdert Proliferation und
Migration in dieser Tumorentitit *#'* IGF1R bildet mit EGFR Heterodimere und in-
vitro sowie in Xenograft Modellen konnte gezeigt werden, dass eine Therapie mit
Antikérpern gegen beide Rezeptortyrosinkinasen kombinatorisch wirkt ', IMC-A12,
ein humanisierter anti-IGF1R Antikérper, wurde bereits in einer klinischen Studie mit

und ohne Cetuximab getestet, wobei die Ergebnisse noch nicht vorliegen "**,

Eine weitere Rezeptortyrosinkinase, die bereits in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs
ein therapeutisches Ziel darstellt ist MET mit ihrem einzigen Ligand hepatocyte
growth factor (HGF). Dieser Signalweg ist in dieser Tumorentitat haufig hochreguliert
fuhrt zu vermehrter Proliferation, Migration und Invasion, korreliert mit Lymphknoten-
metastasen und Ruckfallen sowie Resistenzen gegenuber verschiedene Therapien
135136 Es kdnnen sowohl der Rezeptor in Tumorzellen als auch der Ligand in den
umgebenden Fibroblasten Uberexprimiert sein, sodass es zur parakriner Aktivierung
des Signalwegs kommt "*"'*® Dieser Signalweg interagiert wie auch IGF1R und
HER2 mit EGFR 2 und beeinflusst die Proliferation und Beweglichkeit der Zellen

138137 In einer Phase Il

sowie Angiogenese und kann in-vivo inhibiert werden
klinischen Studie wird zur Zeit die Effektivitat von Foretinib, welches MET und den
VEGFR inhibiert, evaluiert '*. Es gibt jedoch auch weitere spezifische Inhibitoren
bzw. monoklonale Antikdrper gegen MET und HGF, von denen sich die meisten in

Phase 1 klinischen Studien befinden '%.

14



1 Einleitung

Wie auch in anderen soliden Tumoren spielt Angiogenese bei der Pathogenese von
Tumoren des Kopf-Hals Bereichs eine wichtige Rolle, was sich daran zeigt, dass
sowohl der VEGF als auch seine Rezeptoren in den meisten Patienten exprimiert
sind "°. Erste klinische Studien mit Sorafinib und Sunitinib, zwei Multikinase-
inhibitoren, die unter anderem VEGFR2 hemmen, als auch mit Bevacicumab, einem
Antikérper gegen VEGF allein oder in Kombination mit Chemotherapeutika sollen zur
Zeit den therapeutischen Nutzen der Angiogenesehemmung in Patienten mit
Tumoren des Kopf-Hals Bereichs ermitteln '*°. Fiir FGFR1 konnte in-vitro als auch
in-vivo gezeigt werden, dass diese Rezeptortyrosinkinase gegenlber nieder-
molekularen Inhibitoren sensitiv ist und somit ein potentielles therapeutisches Ziel in
Tumoren des Kopf-Hals Bereichs darstellt "*°. NTRK2 und der Ligand BDNF werden
in mehr als 50 % aller Tumore der Kopf-Hals Region Uberexprimiert und die Inhibi-
tion von NTRK2 fihrte in-vifro zu verminderter Migration sowie Invasion und

unterdriickte in-vivo das Tumorwachstum .

Neben Rezeptortyrosinkinasen, spielen auch Rezeptorprotein-Tyrosinphosphatasen
in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs eine Rolle und sind bei einem Drittel aller
Patienten mutiert. Beispielsweise fihren Mutationen von PTPRT zu erhdhter Phos-
phorylierung von STAT3 und férdern das Zelliiberleben '*?. Weiterhin wurde PTPRD
als Tumorsuppressor in Larynxkarzinomen identifiziert %3 sowie PTPRG in Naso-

pharynxkarzinomen .

Zusammenfassend kann man sagen, dass bereits einige Rezeptortyrosinkinasen als
potentielle therapeutische Ziele in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs gefunden
wurden, deren Inhibition in klinischen Studien meist nur ein geringes Toxizitatsprofil
aufweist "*°. Nichtsdestotrotz ist es wichtig auch die Funktion weiterer Rezeptor-
tyrosinkinasen bei der Tumorentstehung und —progression zu erforschen. Zum einen
profitieren nicht alle Patienten von den bereits verfuigbaren Therapien, zum anderen
sind die Signalwege von Rezeptortyrosinkinasen miteinander vernetzt und es kommt
bei vielen Therapien zu Resistenzen, sodass viele Patienten von Kombinations-

therapien profitieren wirden.

1.5 Fibroblast Growth Factor Receptor 3 (FGFR3)

FGFR3 gehort mit FGFR1, 2 und 4 zur Familie der FGF Rezeptoren. Der
extrazellulare Teil besteht aus drei Ig-ahnlichen Domanen (I-111), wobei Il und Il die

Bindestelle fir die monomeren fibroblast growth factor (FGF) Liganden bilden
15
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(Abb. 1-6) ' Die zweite Halfte der Iglll Doméane kann bei FGFR1-3 alternativ
gespleilt und die Isoformen gewebespezifisch exprimiert werden, sodass es eine
mesenchymale lllc (Isoform 1) und eine epitheliale llIb (Isoform 3) Form gibt, die
unterschiedliche Affinitaten fiir die verschiedenen FGF-Liganden haben '*. Isoform 2
fehlt der C-terminale Teil des Proteins und ist somit vermutlich ein |6slicher Rezep-
tor "¢, Insgesamt gibt es 18 verschiedene FGFs, die in der extrazelluldren Matrix als
Komplex mit Heparinsulfat vorliegen und durch Proteasen oder FGF-Bindeproteine
von dieser getrennt werden '**''®. Nach Bindung von FGF an den FGFR und
anschlieBender Dimerisierung wird der FGFR-Dimer durch Rezeptor-Liganden,
Rezeptor-Heparin, Liganden-Heparin und Rezeptor-Rezeptor Interaktionen stabili-
siert " und kann so das Signal weiterleiten. Der Hauptsignalweg von FGFRs ist
dabei der MAPK Signalweg, wobei aber auch andere Wege z. B. der PI3K/AKT
Signalweg oder Signalwege (iber STATs aktiviert werden kénnen (Abb. 1-6) "84,
FGFRs werden von verschiedenen Zelltypen exprimiert und sind bei Proliferation,
Differenzierung und Uberleben wichtig. Sie spielen sowohl in der Entwicklung als im
adulten Organismus eine Rolle, wo sie zum Beispiel Angiogenese und Wundheilung

regulieren '

FRS2 J GRB2 | SOS X RAS I RAF
| e
SPRY SPRY
g1
=

PI3K

q

i A
PIP?DPIC', ®) lI || g \' {

DAG STAT ) ( AKT

|-‘ PKC

Negative regulator

CCR Molecular Pathways

Abbildung 1-6. Struktur von FGFRs und deren Signalwege.

Extrazellular finden sich drei Ig Doméanen, an die der Ligand bindet. Es werden hauptsachlich
der RAS-abhangige MAPK Signalweg und der PI3K-AKT Signalweg aktiviert.

(FGFR, Fibroblast Growth Factor Rezeptor; Ig, Immunglobulin; FGF, Fibroblast Growth
Factor), verandert nach 18

FGFR3 wird physiologisch in der Niere, Lunge, Hirn, Knorpel, Darm, Pankreas und
Hoden exprimiert '°, aber spielt auch bei genetischen Erkrankungen und Tumoren
16
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eine Rolle. Es sind verschiedene FGFR3 Keimbahnmutationen bekannt, die mit
Skeletterkrankungen wie zum Bespiel unterschiedlichen Formen des Kleinwuchses
oder Kraniosynostose assoziiert sind '*°. Somatische FGFR3 Mutationen kommen
am haufigsten beim Blasenkarzinom vor, aber auch in Zervix-, Kolon- und
Lungentumoren, sowie im Multiplen Myelom '°°'%""%2 Bej |etzterem kann es durch
Translokation von FGFR3 in den Immunglobin-Schwerekettenlokus zu einer Uberex-
pression von FGFR3 kommen, was mit einer schlechteren Prognose korreliert %3,
Im Blasenkarzinom hingegen scheinen FGFR3 Mutationen mit besserem Uberleben
assoziiert zu sein '**. Die am haufigsten gefundene Mutation im FGFR3 Gen fiihrt zu
einem Aminosaureaustausche von Serin zu Cystein an Position 249 (p.S249C).
Dadurch bilden sich Uber Disulfidbriicken ligandenunabhangige, stabile Dimere und

5

es kommt zur konstitutiven Signalweiterleitung '*°. In immortalisierten normalen

humanen Urothelzellen fihrt die Expression von FGFR3 p.S249C Mutanten zur

erhohten Proliferation '

In Lungenepithelkarzinomen konnte in-vitro gezeigt
werden, dass diese Mutation zur erhdhten Sensitivitat gegenltber niedermolekularen
Inhibitoren fiihrt '*2. Neben Mutationen konnten in Lungen- und Blasenkarzinomen,
aber auch Glioblastomen Fusionen von FGFR3 mit dem transforming, acidic coiled-
coil containing protein 3 (TACCS3), das vermutlich eine Rolle bei der Stabilisation der
mitotischen Spindel spielt, gefunden werden '%7:1%8.159,

Die Rolle von FGFR3 in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs ist bis jetzt nur
unzureichend analysiert '®°. Die Expression von FGFR3 wurde bisher nur an
Zelllinien von Tumoren des Kopf-Hals Bereichs untersucht und konnte in vier von
neun Zelllinen auf mMRNA Ebenen und in zwei von neun Zelllinien auf Proteinebene
nachgewiesen werden. Die Autoren konnten zeigen, dass sich diese Zelllinien in
EGFR- und FGFR- Inhibitorsensitiv einteilen lassen, wobei die genaue Funktion von
FGFR3 in der Tumorgenese nicht untersucht wurde '®'. Durch Sequenzierung von
mehreren hunderten Tumoren des Kopf-Hals Bereichs konnte gezeigt werden, dass
FGFR3 zwar nur in 1-2 % der HPV-negativen, jedoch in 11-12 % der HPV-positiven
Falle mutiert ist. Am haufigsten wurde dabei die oben beschriebene p.S5249C
Veranderung gefunden, aber auch weitere bisher nicht beschriebene Mutationen im
FGFR3 Gen '2'% Zhang et al. fanden eine p.G697C Mutation in 62 % der
untersuchten oralen Epithelzellkarzinomen '**, was jedoch durch eine nachfolgende
Studie von Aubertin et al. sowie kurzlich publizierte Sequenzierungsstudien nicht
bestatigt werden konnte 2538 Neben Mutationen konnten in Tumoren des Kopf-
Hals Bereichs auch FGFR3-TACC3 Fusionen gefunden werden '®*'%. Die Fusion

fahrt in-vitro unter anderem zu erhohter Zellproliferation und Koloniebildung welches

17



1 Einleitung

wiederum durch den FGFR1 und 3 Inhibitor PD173074 gehemmt werden kann '
Waéahrend PD173074 ein reiner in-vitro Inhibitor ist, gibt es mit AZD4547
(AstraZeneca) " und BGJ398 (Novartis) ' zwei selektive FGFR1-3 Inhibitoren, die

bereits in Phase 2 klinischen Studien Anwendung finden '*®.

Diese Daten zeigen, dass FGFR3 ein potentielles Ziel fir eine personalisierte
Therapie in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs sein kdnnte, dessen Rolle jedoch noch

genauer untersucht werden muss.

1.6 Discoidin Domain Receptor 2 (DDR2)

Zur Familie der Discoidin Domain Rezeptoren (DDRs) gehéren DDR1 und DDR2.
Beide Rezeptoren haben extrazellular eine Discoidin und eine Discoidin-adhnliche
Domane gefolgt von einer juxtamembrandren Domane. Intrazellular finden sich
ebenfalls wie bei anderen Rezeptortyrosinkinasen eine juxtamembrandre Domane
und die Kinase (Abb. 1-7) . Wahrend DDR1 in fiinf verschiedenen SpleiRvarianten

vorkommt, gibt es von DDR2 nur eine bekannte Isoform "°.

DDR2

DS
28187

70 @H - 32

736
Kinase % 740
563.849 Q 741

855

Abbildung 1-7. Struktur von DDR2.

Extrazellular befindet sich eine Discoidin und eine Discoidin-ahnliche Domane. Phophorylie-
rungsstellen sind in gelb und N- und O- Glycosilierungsstellen sind in violet bzw. griin darge-
stellt.

(DS, Discoidin; TM, Transmembran),verandert nach e
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DDRs unterscheiden sich in verschiedenen Eigenschaften von prototypischen

Rezeptortyrosinkinasen.

Sie formen konstitutive Dimere in der Zellmembran '?

und sind die einzigen
bekannten Rezeptortyrosinkinasen, die durch Kollagen aktiviert werden, wobei DDR2
Kollagen Typ I, II, 11, V und X bindet "'  Ligandenbindung fiihrt bei DDRs zu einer
langsamen und konstanten Phosphorylierung innerhalb von Stunden im Gegensatz
zur sekunden- bis minutenschnellen Phosphorylierung bei anderen Rezeptortyrosin-
kinasen '". Die maximale Phosphorylierung von DDR2 ist nur durch die SRC proto-
oncogene, non-receptor tyrosine kinase (SRC) mdglich und foérdert die Interaktion
von DDR2 mit dem Adaptermolekil src homology 2 domain containing transforming
protein 2 (SHC2) "°. Der exakte Signalweg ist jedoch unbekannt. DDR2 wird vor
allem in Zellen mit mesenchymalen Ursprung exprimiert '’°. Physiologisch kommt
dieser Rezeptor in der Haut, im Skelettmuskel, im Herz, in der Lunge, in den
kortikalen Nierenkanalchen, den Sternzellen der Leber und im Stroma des Endome-
triums vor 7. Je nach Kontext und Zelltyp kann DDR2 sowohl proliferativ als auch
antiproliferativ wirken '®°. Gleiches gilt fiir die Differenzierung. DDR2 Expression ist
sowohl bei der Chondrozytenreifung als auch bei der Osteoblastendifferenzierung
wichtig und spielt damit eine Schliisselrolle bei der Knochenentwicklung '"®. Bei der
Differenzierung von Adipozyten hingegen wird DDR2 herunterreguliert '’°. DDR2 ist

169

weiterhin sowohl fir EMT in der Entwicklung verschiedener Zelltypen ™ als auch bei

° und bei Migration unterschiedlicher Tumorzellen wichtig "',

der Wundheilung
DDR2 wird mit verschiedenen Erkrankungen in Verbindung gebracht wie zum
Beispiel Osteoarthritis und rheumatoide Arthritis '®>'. AuRerdem zeigen Patienten
mit metastasiertem Schilddrisenkarzinom und Hodgkin Lymphom hohe DDR2
Expression '®*'®_ Bei Brustkrebs assoziiert eine hohe DDR2 Expression im Tumor
mit einer besseren Prognose '®, obwohl andere Studien zeigen konnten, dass DDR2
in dieser Tumorentitat mit der Induktion von EMT "®” sowie Migration und Invasion %
assoziiert ist. Auch Knockdown von DDR2 in hepatozellularen Tumorzellen hemmt
Proliferation, Migration und Invasion '®. Wahrend es liber die Expression von DDR2
in Lungenkrebs keine einheitlichen Daten gibt *>'*" wurden in dieser Tumorentitit
verschiedene DDR2 Mutationen in allen Proteindomanen beschrieben von denen
einige auf Behandlung mit Dasatinib, einem Mulitkinaseinhibitor, ansprechen
19219319 " |n Tumoren des Kopf-Hals Bereichs wurde bereits fir verschiedene
Lokalisationen wie z. B. Zunge, Mundhdhle Oro- und Nasopharynx eine hohe DDR2
Expression gefunden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression

von DDR2 zu vermehrten Migration und Invasion fiihrt '**'% Auch verschiedene

19



1 Einleitung

DDR2 Mutationen wurden in 2-6 % aller Tumore des Kopf-Hals Bereichs gefunden,

wobei diese nicht rekurrent waren 2.

Es gibt zwar bis jetzt keinen spezifischen DDR2 Inhibitor 197, jedoch inhibieren bei-
spielsweise die bereits fir andere Tumore zugelassenen Substanzen Imatinib und
Dasatinib neben PDGFR, ABL, KIT und SRC "% auch DDR1 (Dasatinib: ICs; 0,5
nM) und DDR2 (Dasatinib: ICs, 1,4 nM) 2®. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
Actinomycin D die Aktivierung von DDR2 durch Bindung an die Discoidin-&hnliche
Domane inhibiert (ICsp 9 uM) 2.

Zusammenfassend kann man sagen, dass DDR2 zwar bereits in Tumoren des Kopf-
Hals Bereichs beschrieben wurde, jedoch bisher weder eine grofle Patientenkohorte
mit Metastasen und Rezidiven untersucht wurde, noch die Madoglichkeit von

niedermolekularen Inhibitoren als Therapieoption.

1.7 MER proto-oncogene, tyrosine kinase (MERTK)

MER proto-oncogene, tyrosine kinase (MERTK) gehort neben AXL und der TYRO3
protein tyrosine kinase (TYRO3) zur Familie der TAM Rezeptortyrosinkinasen.
Extrazellular befinden sich N-Terminal zwei Ig-ahnliche Domanen und anschlieRend
zwei Fibronektin (FN) Typ Ill Domanen gefolgt von der Transmembrandomane und
der intrazelluldren Kinasedomane 2%?. Losliche Formen des Rezeptors kdnnen durch
proteolytische Spaltung in der extrazelluldaren Domane durch Metalloproteinasen
entstehen (Abb. 1-8). Diese kdnnen als Antagonist des membrangebundenen

Rezeptors Liganden binden und so dessen Funktion hemmen 2.

MERTK Expression findet sich physiologisch im Ovar, Prostata, Hoden, Lunge,
Retina und Niere ** sowie in hamatopeotischen Zellen wie zum Beispiel Monozyten,
Makrophagen, Dendritischen Zellen, Naturlichen Killerzellen (NK Zellen), Megakaryo-
zyten und Thrombozyten 2. Als Liganden wurden Growth arrest-specific protein 6
(GASB) 2°®, Protein S %7 | tubby, tubby-like protein 1 (TULP1) ?® und Galectin-3 2%
beschrieben, deren Bindung je nach Zelltyp und Mikroumgebung verschiedene
Signalwege wie zum Beispiel PI3K/AKT, Mitogen-activated protein kinase 3 und 1
(MAPK3/1, ERK1/2), B-cell CLL/lymphoma 2 (BCL-2), NFkB, Ras homolog family
member A (RhoA) oder FAK aktivieren #'°. GAS6 und Protein S sind beide y-
carboxylierte und somit Vitamin K-abhangige Proteine. Diese binden carboxyterminal

an den Rezeptor und aminoterminal an Phosphatidylserin. Dadurch spielt MERTK
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eine wichtige Rolle bei der Efferozytose (Phagozytose apoptotischer Zellen). GAS6
bindet Phosphatidylserin auf der Zellmembran apoptotischer Zellen welches MERTK
auf Makrophagen aktiviert 2'". So zeigen Mertk Knockdown Mause eine vergroRerte
Milz durch die Anhaufung apoptotischer Zellreste 2'>. MERTK Aktivierung fiihrt in
Makrophagen weiterhin zu einer Unterdriickung der Entzindungsantwort und fordert

2" Knockdown von Mertk resultiet dementsprechend in

213,214

die Wundheilung
Autoimmunitdt mit chronischer Entziindung, die zu Neoplasien fihren kann
Wie bei Makrophagen, vermindert MERTK auch in NK Zellen die Antitumor-Aktivitat,
wodurch sich vermehrter Metastasen bilden ?'°. Auch in epithelialen Zellen wie zum
Beispiel bei Brustkrebs fordert MERTK die Efferozytose was in diesem Zusammen-

hang zu Tumortoleranz fiihren kann #'°.

~ A Ig-like domian
@
) © FNIIl domain
- Y929* ’ Kinase doma

Abbildung 1-8. Struktur von MERTK.

Extrazellular befinden sich zwei Ig-ahliche und zwei Fibronektion Typ Ill Domanen und die
Schnittstelle fur Metalloproteinasen. Phosphorylierungsstellen sind mit Sternchen (*) markiert.
(Ig, Immunglobulin; FN, Fibronektin; GRB2, Growth Factor Rezeptor-bound Protein 2),
verandert nach 2"’

Eine Uberexpression von MERTK findet sich in verschiedenen Tumoren. So zeigen
69 % aller nicht-kleinzelligen Lungen-karzinome vermehrte MERTK Expression, bei
denen es eine Rolle bei verschiedenen onkogenen Prozessen wie Wachstum,
Proliferation, Uberleben und Migration aber auch Chemoresistenz spielt 2", Auch
beim Astrozytom konnte eine verbesserte Chemosensitivitit sowie erhohte
Apoptoserate nach MERTK Knockdown gezeigt werden 2'®. Weiterhin wurde eine

MERTK Uberexpression unter anderem beim Melanom 2'°, Glioblastom ?%°, bei

' sowie bei Magen- %2, Brust- %2

akuter lymphatischer Leukamie im Kindesalter 2
und Prostatakarzinom %** beschrieben. Genetische Verdnderung wie Amplifikation,
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Mutationen oder Translokationen sind jedoch selten ?''. Auch die Uberexpression der
MERTK Liganden GASG, Protein S und Galectin-3 ist von verschiedenen Tumoren
bekannt 2", wobei GAS6 eine héhere Affinitét fir AXL hat, sodass die beobachteten
Effekte vermutlich (iber diese Rezeptortyrosinkinase vermittelt sind 2°°. Die Rolle von

MERTK in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs ist bis jetzt unbekannt.

Es gibt verschiedene niedermolekulare Inhibitoren, die neben ihrem eigentlichen Ziel
auch MERTK inhibieren ?'". Zum Bespiel hemmt Foretinib, ein Inhibitor gegen MET
und VEGFR2 in-vitro das MERTK-abhangige Uberleben, Migration und Invasion von
Glioblastomzellen, sowie das Tumorwachstum in Mausen ?%°. Selektive MERTK
Inhibitoren sind noch in der praklinischen Entwicklung. Beispiele sind UNC569, bzw.
sein Derivat UNC1062 (ICs, 1,1 nM) welches potenter und weniger toxisch ist 2%°.
Letzteres inhibiet MERTK Phosphorylierung und verankerungsunabhangiges
Wachstum in verschiedenen Tumorzelllinien #222'%222 \eiterhin konnte in Melanom-
zellen durch UNC1062 Apoptose induziert und Invasion gehemmt werden 2'°. In
Magenkarzinomzellen wiederum wurde die Proliferation inhibiert 2. UNC2025, der
neuste MERTK Inhibitor ist im Gegensatz zu UNC1062 auch fir Tierversuche

geeignet, inhibiert jedoch auch FLT3 %%’

Diese Daten weisen darauf hin, dass MERTK eine Bedeutung in verschiedenen
Tumoren spielt und dementsprechend auch ein therapeutisches Ziel in Tumoren des

Kopf-Hals Bereichs sein konnte.

1.8 AXL receptor tyrosine kinase (AXL)

AXL receptor tyrosine kinase (AXL) gehodrt wie MERTK zur Familie der TAM-
Rezeptortyrosinkinasen und zeichnet sich durch einen ahnlichen Aufbau mit zwei
extrazellularen Ig-ahnlichen Domanen sowie zwei FN Typ Il Domanen mit an-
schlieBender Transmembran- und intrazelluldrer Kinasedomane aus (Abb. 1-9) 22,

Physiologisch wird AXL in einer Vielzahl von Geweben exprimiert wie z. B. im
Kleinhirn, Makrophagen, Endothelzellen, Herz, Skelettmuskel, Leber, Niere und
Hoden 2°%%222° Dyrch alternatives Spleien in Exon 10 kdnnen zwei verschiedene
AXL Varianten entstehen, wobei die biologische Bedeutung dieser Varianten nicht
naher erforscht ist %°. Der Ligand fiir AXL ist das Vitamin-K-abhangige GASS,
welches nach Bindung zur Aktivierung verschiedener Signalwege fiihrt 2. Wichtig

sind der MAPK- sowie der PI3K/AKT-Signalweg. Ersterer fuhrt zu einer vermehrten
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20231 ynd letzterer zu besserem Zelliiberleben durch Inhibition von

Proliferation
Apoptose 2*2%*_ Die extrazellulare Doméne kann weiterhin durch die ADAM metallo-
peptidase domain 10 (ADAM10) proteolytisch gespalten werden, sodass eine 16s-
liche Form des AXL-Rezeptors entsteht (Abb. 1-9) 2**. Es gibt Hinweise darauf, dass
diese lésliche Form die Migration von Zellen und die Aktivierung des membran-
gebundenen AXL férdert z. B. Uber die Verlangerung der Halbwertszeit des Liganden
GAS6 2. Wie auch MERTK spielt AXL iiber die Bindung von GAS6 an Phospha-
tidylserin auf der Zellemembran apoptotischer Zellen eine Rolle bei der Efferozytose,
wobei AXL im Gegensatz zu MERTK in Dendritischen Zellen und nicht in Makropha-
gen wichtig ist 235 Weiterhin moduliert die Hochregulation von AXL in aktivierten
Dendritischen Zellen die Signalwege von proinflammtatorisch zu immunsuppres-
siv ?® und Ax/ Knockout Mause zeigen verschiedene Autoimmunsymptome, wobei

diese deutlich verstarkt sind wenn zusatzlich Mertk und Tyro3 fehlen 2*7

1 2 3 4 5 6 7 8 91011121314151617181920

B _EJ.___:DE}—E}—E}—U- CHHOHOHH OO
Kinase
Ig lee ‘. Ig lee ENII ENIII .
NH; Domam Domam KW%:I)_";\?IIE)ES EOOH

Cleavage here
yields soluble isoform

Abbildung 1-9. Genomische- und Proteinstruktur.

AXL besteht aus 20 Exons. Das Protein besteht extrazellular aus zwei Ig-ahliche und zwei
Fibronektion Typ Il Domanen und der Schnittstelle fur dle I6sliche Form des Rezeptors.

(Ig, Immunglobulin; FN, Fibronektin), verandert nach ?°

Eine erhdhte Expression von AXL, zum Teil auch mit vermehrter GAS6 Produktion,
wurde bereits in verschiedensten soliden und nicht-soliden Tumoren gefunden,
sodass hier nur einige Bespiele genannt werden sollen. Im Pankreaskarzinom wird
AXL in 55 % der Patienten exprimiert und korreliert mit schlechterem Uberleben. In-
vitro Versuche zeigten hier eine Rolle fir AXL bei der Proliferation, verankerungs-
unabhingigem Wachstum, Migration und Invasion 2*®. Ahnliche Ergebnisse wurden
auch in Studien mit hepatozellularen Karzinomzellen erzielt 2°. Auch in Gliomen ist
AXL fir die Proliferation, Migration und Invasion wichtig ?*°. Weiterhin wurde in
Brustkrebs gezeigt, dass AXL die Invasion férdert und an Resistenzmechanismen
gegeniiber Lapatinib beteiligt ist *"?*?. In Tumoren der Lunge ist AXL ein schlechter
prognostischer Marker, spielt auch hier eine Rolle bei der Invasion ?** und Inhibition
von AXL flhrt beispielsweise zu verringertem Tumorwachstum in Xenograft-

Modellen ?*'. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass in nicht-kleinzelligen Lungen-
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tumoren die Hochregulation von AXL ein wichtiger Mechanismus bei der Resistenz-
entwicklung gegeniiber Inhibitoren von EGFR und PI3KCA ist ?**?*52% Zwej andere
Studien zeigten, dass in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs AXL sowohl in
Cetixumab- ?*® als auch in Erlotinib-resistenten Zelllinien vermehrt exprimiert wird. In
letzterer wurde weiterhin gezeigt, dass eine hohe AXL mRNA Expression im Tumor
mit schlechterem Uberleben korreliert ?”. Wie auch in Lungentumoren vermittelt AXL
in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs weiterhin Resistenzen gegeniuber PISKCA
Inhibition. AXL interagiert hierbei mit EGFR was Uber PKC zu einer PI3KCA
unabhangigen Aktivierung des mTOR Signalwegs fihrt 248 Auch in gastrointestinalen
Stromatumoren wurde eine AXL Hochregulation als Resistenzmechanismus
beschrieben. In diesem Fall gegeniiber Imatinib *°. Neben dem direkten Einfluss auf
Tumorzellen, konnte in Mausmodellen gezeigt werden, dass AXL in-vivo fir die
Angiogenese wichtig ist. In der gleichen Studie wurde gezeigt, dass AXL Knockdown
zu verminderten Migration und Uberexpression zu Wachstum und Lumenbildung in

menschlichen Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) fiihrt 2°°.

Diese Daten verdeutlichen, dass die Inhibition von AXL alleine oder in Kombination
mit anderen Molekilen ein vielversprechender therapeutischer Ansatz in
verschiedenen Tumorentitaten ist. Daflir werden zur Zeit vor allem niedermolekulare
Inhibitoren verwendet, da Antikérper gegen AXL zwar spezifisch sind, aber eine
schlechte Pharmakokinetik im Menschen haben #*'. BGB324 (R428) ist der einzige
AXL Inhibitor der bereits in Phase 1 klinischen Studien zugelassen ist und bei
Patienten mit nicht-kleinzelligen Lungentumoren und akuter myeloischer Leukdmie

eingesetzt wird 2°22%,

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Rolle von AXL bei der
Resistenzentwicklung gegenuber verschiedenen Inhibitoren in Tumoren des Kopf-
Hals Bereichs bereits beschrieben wurde. Da sich die Inhibition von AXL jedoch als
vielversprechender Ansatz in anderen Tumoren gezeigt hat, war der Fokus dieser
Arbeit die Untersuchung von AXL selbst als therapeutisches Ziel in Tumoren des

Kopf-Hals Bereichs.

1.9 Zielsetzung

Obwohl Tumore des Kopf-Hals Bereichs die sechst haufigste Tumorursache weltweit
darstellen, sind die Therapieoptionen limitiert und das Flinf-Jahres Uberleben betragt

im Durchschnitt nur 60 %. Aus diesem Grund ist es wichtig neue therapeutische
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1 Einleitung

Optionen fir diese Tumorentitdt zu finden. Rezeptortyrosinkinasen eigenen sich
durch ihre Lokalisation an der Zelloberfliche besonders hierfur. Ziel dieser Arbeit ist
die Identifizierung von Rezeptortyrosinkinasen, die bei den verschiedenen Prozessen
der Pathogenese von Tumoren des Kopf-Hals Bereichs von Bedeutung sind.
Weiterhin soll die Moéglichkeit diese Rezeptortyrosinkinasen als neue therapeutische

Angriffspunkte nutzen zu kénnen, untersucht werden.

Um erste Hinweise darauf zu bekommen, welche Rezeptortyrosinkinasen eine Rolle
bei der Tumorgenese von Tumoren des Kopf-Hals Bereichs spielen, werden
zunachst ,Whole Genome" Sequenzdaten des Cancer Genome Atlas (TCGA) von
Patienten mit diesen Tumoren ausgewertet und die Rate der einzelnen Mutationen
ermittelt. Im Anschluss werden fir vielversprechende Kandidaten immunhisto-
chemische Farbungen durchgefuhrt um aufzuklaren ob diese in Tumoren exprimiert
werden und somit wichtig sind. Auf dieser Grundlage werden die Kandidatengene
weiter eingegrenzt. Fir die verbleibenden Rezeptortyrosinkinasen soll eine
umfassende Auswertung der immunhistochemischen Farbungen inklusive der
Korrelation mit klinischen Daten erfolgen. Weiterhin sollen diese in-vitro untersucht
werden, um ihren Beitrag zur Tumorprogression zu untersuchen. Daflr wird
zunachst ihre endogene Expression in verschiedenen Zelllinien in Tumoren des
Kopf-Hals Bereichs analysiert. Die Funktionen der Rezeptortyrosinkinasen sollen
durch Uberexpressionsstudien sowie einen induzierbaren Knockdown mit shRNA
aufgeklart werden. Dabei werden Zelllinien, die entsprechenden Rezeptor-
tyrosinkinasen nicht exprimieren bzw. solche mit hoher Expression untersucht.
Weiterhin soll in-vitro nachgestellt werden, wie sich die identifizierten Mutationen auf
die Funktion der Rezeptortyrosinkinasen auswirken. Dafir werden die mit Hilfe der
TCGA Daten identifizierten Mutationen in die entsprechenden Wildtyp Sequenzen
einfigt und ebenfalls in Zelllinien Uberexprimiert. Mit Hilfe dieser Zellen werden
verschiedene tumorigene Eigenschaften wie Proliferation, Migration, Invasion,
verankerungsunabhangiges Wachstum und Adhasion untersucht. Um zu ermitteln,
ob die identifizierten Rezeptortyrosinkinasen potentielle therapeutische Ziele in
Tumoren des Kopf-Hals Bereichs darstellen, kommen verschiedene nieder-
molekulare Inhibitoren der entsprechenden Rezeptortyrosinkinasen zum Einsatz, von
denen einige bereits in anderen Tumorentitdten zugelassen oder in klinischen
Studien sind. Dabei sollen die oben genannten tumorigenen Eigenschaften nach
Inhibition analysiert werden. Weiterhin sollen Untersuchungen verschiedener
Signalwege sowie von Apoptose und Zellzyklus Aufschluss tber den Wirkmecha-

nismus der Inhibitoren geben.
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2 Material

2. Material

2.1 Gerate und Software

Tabelle 2-1. Verwendete Gerite und Software

Gerat

Hersteller

Amersham Imager 600

GE Healthcare, Minchen, Deutschland

BBD 6220 CO,-Inkubator

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

BD FACSAria™ IlI

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD FACSCanto™ I

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Centromat H Inkubationshood

B.Braun Biotech International GmbH,
Melsungen, Deutschland

Centromat MO Kreis-Schiittler

B.Braun Biotech International GmbH,
Melsungen, Deutschland

CKX41 (inverses Mikroskop)

Olympus, Hamburg, Deutschland

CX41 (Aufrecht Mikroskop)

Olympus, Hamburg, Deutschland

Definiens Tissue Studio 2.1 image
analysis software

Definiens, Minchen, Deutschland

Epoch Mikroplatten
Spektralphotometer

BioTek, Winooski, VT, USA

Eppendorf Thermomixer® comfort

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

FlowJo Software

Tree Star, Ashland, OR, USA

Heraeus Brutschrank, Function
Line, B6

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Heraeus Multifuge 1L-R

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Heraeus Multifuge X1R

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Heraeus Ofen, Series 6000, T6120

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Hypoxiekammer MIC-101

Billups-Rothenberg, Del Mar, CA, USA

Hyrax M 55 Rotationsmikrotom

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena,
Deutschland

Light-Cycler 480 Il

Roche, Mannheim, Deutschland

Mars Klasse 2 Mikrobiologische
Sicherheitswerkbank

ScanlLaf, Lynge, Danemark

Mini Trans-Blot® Cell

Bio Rad, Hercules, CA, USA

Mini-PROTEAN® Tetra Cell System

Bio Rad, Hercules, CA, USA

Mini-Sub® Cell GT Cell

Bio Rad, Hercules, CA, USA

NanoDrop 2000c
Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Neubauer improved-Zahlkammer

LO - Laboroptik, Lancing, UK

Pannoramic Desk Scanner

3DHistech, Budapest, Ungarn
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Fortsetzung Tabelle 2-1

Gerat Hersteller

peqSTAR 96X Universal Peglab, Erlangen, Deutschland
Thermocycler

PIPETBOY acu 2 - Pipet Aid INTEGRA Biosciences, Zizers, Schweiz
Pipetten Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

PowerPac™ Basic Power Supply

Bio Rad, Hercules, CA, USA

PowerPac™ HC Power Supply

Bio Rad, Hercules, CA, USA

Sorvall™Legend™ Micro 21R
Mikrozentrifuge

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Universal Hood Il Gel Doc

Bio Rad, Hercules, CA, USA

Ventana Discovery XT automated
staining system

Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ,
USA

Zeiss Axio Observer D1 (inverses
Fluoreszenzmikroskop)

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena,
Deutschland

2.2

Tabelle 2-2. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

0,2 ml PCR Gefaly

Axygen, Union City, CA, USA

1,5 ml Reaktionsgefal

Sarstedt, NUumbrecht, Deutschland

10 cm Zellkulturschale

Sarstedt, NUumbrecht, Deutschland

15 ml Reaktionsgefafl

Greiner Bio One, Solingen, Deutschland

24-Loch Platte

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

50 ml Reaktionsgefal}

Greiner Bio One, Solingen, Deutschland

6-Loch Platte

Corning, Corning, NY, USA

96-Loch Platte (flacher Boden)

Corning, Corning, NY, USA

Adhasions-Obijekttrager, fur
Gewebeschnitte, Starke 1 mm

Marienfeld, Lauda Kdnigshofen,
Deutschland

CRYO.S™ GefaRe (2 ml) zum
Einfrieren von Zellen

Greiner Bio One, Solingen, Deutschland

Deckglaser (24 x 50 mm)

VWR, Darmstadt, Deutschland

Einmal-Skalpelle

FEATHER®, Osaka, Japan

Flaschen fur die Zellkultur (25 cm2)

VWR, Darmstadt, Deutschland

FrameStar® 480/96 Platten fiir
Roche LightCycler® 480 mit
Verschlussfolie

4titude®, Wotton, UK

Gelloading Pipettenspitzen

VWR, Darmstadt, Deutschland

Kollagen | beschichtete Platten (96
und 6 Loch)

VWR, Darmstadt, Deutschland

Objekttrager, Starke 1 mm

Marienfeld, Lauda Kénigshofen,
Deutschland

Pipettenspitzen (10, 200 und 1000
ul)

Greiner Bio One, Solingen, Deutschland

Roéhrchen fur FACS (5 ml)

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
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Fortsetzung Tabelle 2-2

Material

Hersteller

Roti®-PVDF (Polyvinylidenfluorid),
0,45 uM

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Rotiblabo®-Spritzenfilter, PVDF,
steril, 0,45 uM

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Serologische Pipetten (5, 10 und
25 ml)

Greiner Bio One, Solingen, Deutschland

Spritzen (5 ml), Injekt® Solo, Luer
Ansatz

B.Braun Biotech International GmbH,
Melsungen, Deutschland

SpritzenvorsatZfilter,
Celluloseacetat Membran, 0,2 yM

VWR, Darmstadt, Deutschland

Wattestabchen

Labomedic, Bonn, Deutschland

Whatman 3MM Chr Papier

GE Healthcare, Minchen, Deutschland

Zellschaber

TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Schweiz

2.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2-3. Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien

Hersteller

10 M Natronlauge (NaOH)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

10 M Salzsaure (HCI)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

4 % Agarose

Life technologies, Darmstadt, Deutschland

4 % Paraformaldehyd (PFA)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Agarose Basic

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS, 10 %
w/v in dH,0)

Serva, Heidelberg, Deutschland

Ampicillin (50 mg/ml in dH,0)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Aprotinin

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Aquatex ®

Merck, Darmstadt, Deutschland

ATX Ponceau S red staining
solution

Fluka, Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

BGB324

BerGenBio, Bergen, Norwegen

BGJ398

Active Biochem, Wanchai/Honkong, China

Bluing Reagent

Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ,
USA

Bovines Serum Albumin (BSA)

Amresco, Solon, OH, USA

Calciumchlorid (CaCl,)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Cell Conditioning 1 (CC1)

Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ,
USA

Cell Conditioning 2 (CC2)

Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ,
USA

Chloramphenicol (12,5 mg/ml in
100 % EtOH)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Clean Solution

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

CRYSTAL Gemisch (N;N50, CO,
N45 5 %, O, N45 1 %)

Air Liquide, Paris, Frankreich

Cytoseal 60

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA
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Fortsetzung Tabelle 2-3

Chemikalien

Hersteller

D (+) Glucose

Merck, Darmstadt, Deutschland

Dasatinib

Selleckchem, Houston, TX, USA

Dimethylformamid (DMF)

Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Biozol, Eching, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat
(NagH PO4)

Merck, Darmstadt, Deutschland

DNA Gel Loading Dye (6 x)

Life technologies, Darmstadt, Deutschland

dNTP Mix, 10 mM each

Life technologies, Darmstadt, Deutschland

Doxycyclin (2 mg/ml in dH,0, steril
filtriert)

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) mit L-Glutamin

Gibco® Life technologies, Darmstadt,
Deutschland

Dulbecco's Modified Eagle
Medium/Nutrient Mixture F-12
(DMEM/F-12)

Gibco® Life technologies, Darmstadt,
Deutschland

Essigsaure (Eisessig)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol (EtOH)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

FACSFlow

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

FACSRinse Solution

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

FastAP Thermosensitive Alkaline
Phosphatase (1 U/uL)

Life technologies, Darmstadt, Deutschland

FastDigest Enzyme ( Agel, Ascl,
BamHI, EcoRlI, Hindlll, Notl Pstl,
Xbal)

Life technologies, Darmstadt, Deutschland

Fetales Kalberserum (FBS),
hitzinkaktiviert, 56 °C, 30 Minuten

Biochrom, Berlin, Deutschland

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder

Life technologies, Darmstadt, Deutschland

Geneticin® Selective Antibiotic
(G418 Sulfate)

Life technologies, Darmstadt, Deutschland

Glycerol (wasserfrei)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Glycin AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Hamalaun Waldeck, Munster, Deutschland
Hematoxylin Il Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ,

USA

HEPES Puffer (1 M)

GE Healthcare, Minchen, Deutschland

Hexadimethrinbromid (Polybrene,
10 mg/mlin dH,O steril filtriert)

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Hydrocortison

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

IGEPAL® CA-630

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Isopropanol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Isopropyl thiogalactosid (IPTG, 0,1
M in dH,0)

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Kanamycin Sulfat (50 mg/ml dH,0)

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

L-Glutamin (200 mM)

Gibco® Life technologies, Darmstadt,
Deutschland

LB-Agar Pulver nach Miller

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

LB-Medium Pulver nach Miller

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Leupeptin Hemisulfat

Tocris, Bristol, UK

Magermilchpulver

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
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Fortsetzung Tabelle 2-3

Chemikalien

Hersteller

Matrigel™ Invasion Chambers
8,0-um-Einsatze

VWR, Darmstadt, Germany

Methanol

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

N,N,N,N-
Tetramethylethylenediamin
(TEMED)

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Natriumdesoxychelat

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Natriumdodecylsulfat Pellets (SDS)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumpyruvat (100 mM)

PAA, GE Healthcare, Miinchen,
Deutschland

PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder

Life technologies, Darmstadt, Deutschland

Penicillin-Streptomycin (100 x,
5000 U/ml)

Gibco® Life technologies, Darmstadt,
Deutschland

Pepstatin A

Tocris, Bristol, UK

PeqGREEN

Peglab, Erlangen, Deutschland

Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) (100 mM in 100 % EtOH)

Fluka, Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland

Phosphate buffered saline (PBS)

Gibco® Life technologies, Darmstadt,
Deutschland

Phosphatseinhibitorcocktial Il und
11

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase

Life technologies, Darmstadt, Deutschland

Propidium lodid Solution (PI)

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Protease inhibitor cocktail

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Puromycin

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

RNAse A

Life technologies, Darmstadt, Deutschland

ROTI®-LOAD 1 reduzierend, 4 x

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

S.0.C. Medium

Life technologies, Darmstadt, Deutschland

Shutdown Solution

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

SignalBoost™ Immunoreaction
Enhancer Kit

Merck, Darmstadt, Deutschland

Spectinomycin (100 mg/ml in
DMSO/H,0, 1:1)

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Staurosporin

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

T4 DNA Ligase (5 U/pl)

Life technologies, Darmstadt, Deutschland

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid
(MTT, 5 mg/ml in PBS)

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Transparente PET-Membran, 8,0
um

VWR, Darmstadt, Deutschland

Tris Pufferan®

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris-Hydrochlorid (Tris-HCI)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypanblau (0,4 %)

Gibco® Life technologies, Darmstadt,
Deutschland

Trypsin-EDTA (0,25 %)

Gibco® Life technologies, Darmstadt,
Deutschland

Tween 20

DAKO, Glostrup, Danemark

UNC1062

AOBIOUS, Gloucester, MA, USA
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Fortsetzung Tabelle 2-3

Chemikalien

Hersteller

X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
beta-D-galactopyranoside, 40
mg/ml in DMSQO)

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

2.4 Reaktionskits

Tabelle 2-4. Reaktionskits

Reaktionskit

Hersteller

Amersham ECL Western Blotting
Detection Reagent

GE Healthcare, Minchen, Deutschland

Annexin V Apoptose Detection Kit
FITC

eBioscience, Inc., Diego, CA, USA

Discovery DAB Map Detection Kit

Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ,
USA

Discovery UltraMap anti-Mouse
HRP

Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ,
USA

Discovery UltraMap anti-Rab HRP

Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ,
USA

GeneJET Gel Extraction Kit

Life technologies, Darmstadt,
Deutschland

GeneJET Plasmid Maxiprep Kit

Life technologies, Darmstadt,
Deutschland

GeneJET Plasmid Miniprep Kit

Life technologies, Darmstadt,
Deutschland

Human Phospho-RTK Array Kit

R&D Systems Minneapolis, MN, USA

iScript cDNA Synthese Kit

Biorad, Hercules, CA, USA

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Life technologies, Darmstadt,
Deutschland

Power SYBR Green Kit

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit

New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

ScreenFect® A
Transfektionsreagenz

Genaxxon, Ulm, Deutschland

StarGate® Combi Newcomer Set

IBA, Géttingen, Deutschland

UltraView Universal DAB Detection
kit

Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ,
USA

2.5 Puffer und Losungen

50 x TAE (pH 8,0)

2 M Trizma Base
1 M Eisessig

50 mM EDTA
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RIPA-Lysepuffer (Radioimmunoprezipitations-Assaypuffer)
1 % viv IGEPAL® CA-630
0,5 % w/v Natriumdesoxychelat
0,1 % w/v SDS
2mM EDTA
PBS

Sammelgelpuffer (pH 6,8)
0,5 M Trizma Base
0,4 % w/v SDS
dH,0

Tabelle 2-5. Sammelgel fiir Gelelektrophorese

Sammelgel (2 Gele)

dH,O 6 ml
Sammelgelpuffer 2ml
Rotiphorese®Gel 30 | 2 ml
(37,5:1)

10 % APS 100 pl
TEMED 10 pl

Trenngelpuffer (pH 8,8)
1,5 M Trizma Base
0,4 % w/v SDS
dH,0

Tabelle 2-6. Trenngele fiir Gelelektrophorese

Trenngel (2 Gele)

8,5 % 10 % 15 %
dH,0O 5 ml 4,25 1,75 ml
Trenngelpuffer 5,6 ml 5,6 ml 5,6 ml
Rotiphorese®Gel 30 | 4,25 ml | 5ml 7,5 ml
(37,5:1)
10 % APS 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 10 ul 10 ul 10 ul

10 x Laufpuffer (pH 8,3)
250 mM Trizma Base
1,92 M Glycin
0,1 % w/v SDS
dH,0

1 x Laufpuffer
10 % 10 x Laufpuffer
90 % dH,0

10 x Transferpuffer (pH 8,3)
250 mM Trizma Base
1,92 M Glycin
dH,0
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1 x Tranferpuffer
10 % 10 x Transferpuffer
10 % Methanol
80 % dH,0

10 x TBS (pH 7,5)
0,5 M Tris-HCI
1,5 M NaCl
dH,0

1x TBS-T
1xTBS
0,05 % Tween® 20

MTT-Solvent (pH 4,7)
40 % v/v Dimethylformamide
2 % vlv Eisessig
16 % w/v SDS
dH,0

Sample Puffer
0.1 % w/v Glucose
PBS

Pl Farbelésung
50 pg/ml Propidium lodid
50 pg/ml RNAseA
Sample buffer

2 x HBS Puffer (pH 7,1)
50 mM HEPES
280 mM NaCl
1.5 mM Na,HPO,
dH,0

10 x Annealing Puffer(pH 7,4)
1M NaCl
100 mM Tris-HCI

2.6 Medien fiir die Zellkutur

Medium zur Kultivierung von HN, HSC-3, FaDu und Detroit 562 Zellen
DMEM mit L-Glutamin
10 % FBS
1 x Penicillin/Streptomycin (50 U/ml)

Medium zur Kultivierung von SCC-25 Zellen
DMEM/F-12
10 % FBS
2 mM L-Glutamin
400 ng/ml Hydrocortison
1 x Penicillin/Streptomycin (50 U/ml)
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Medium zur Kultivierung von HEK293T Zellen
DMEM mit L-Glutamin
10 % FBS
1 x Penicillin/Streptomycin (50 U/ml)
1 mM Natriumpyruvat

Einfriermedium
800 ul des jeweiligen Kultivierungsmedium

100 ul FBS
100 pl DMSO

2.7 Nukleinsauren

Tabelle 2-7. Nukleinsauren

Name Sequenz (in 5’ — 3)
shRNAs
shAXL574 fwd CCGGCGAAAGAAGGAGACCCGTTATCTCGA

GATAACGGGTCTCCTTCTTTCGTTTTTG

shAXL574 rev

AATTCAAAAACGAAAGAAGGAGACCCGTTAT
CTCGAGATAACGGGTCTCCTTCTTTCG

shAXL575 fwd

CCGGCGAAATCCTCTATGTCAACATCTCGAG
ATGTTGACATAGAGGATTTCGTTTTTG

ShAXL575 rev

AATTCAAAAACGAAATCCTCTATGTCAACATC
TCGAGATGTTGACATAGAGGATTTCG

shMERTK862 fwd

CCGGGCTTCTGGTCTTGATGTATTTCTCGAG
AAATACATCAAGACCAGAAGCTTTTTG

ShMERTKS862 rev

AATTCAAAAAGCTTCTGGTCTTGATGTATTTC
TCGAGAAATACATCAAGACCAGAAGC

shMERTK865 fwd

CCGGCCTGCATACTTACTTACTTTACTCGAG
TAAAGTAAGTAAGTATGCAGGTTTTTG

ShMERTKS865 rev

AATTCAAAAACCTGCATACTTACTTACTTTAC
TCGAGTAAAGTAAGTAAGTATGCAGG

shGFP fwd CCGGCAACAGCCACAACGTCTATATCTGCA
GATATAGACGTT GTGGCTGTTGTTTTTG
shGFP rev AATTCAAAAACAACAGCCACAACGTCTATAT

CTGCAGATATA GACGTTGTGGCTGTTG

Primer fir gRT-PCR

FGFR3 isoform 1 fwd GACGGCACACCCTACGTTAC

FGFR3 isoform 1 rev GGTGACGTTGTGCAAGGAGA
FGFR3 isoform 2 fwd CGTTACCGTGCTCAAGGTGT

FGFRS3 isoform 2 rev CTCGAGCTCGGAGACATTGG
FGFR3 isoform 3 fwd TCTGTCGAGCCACCAATTTCA
FGFR3 isoform 3 rev GAAGAAGCCCACCCCGTAG

B-actin fwd

AGTCCTGTGGCATCCACGAAA

B-actin rev

CACTGTGTTGGCGTACAGGTCTT

Mutationsspezifsche Primer

FGFR3 Mutation A fwd
(Annealing 72 °C)

GGAGCAGTTGATCTTCGGCAGCGG

FGFR3 Mutation A rev
(Annealing 72 °C)

TGCTGGCCGGGCTCTGGG
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Fortsetzung Tabelle 2-7

Name

Sequenz (in 5’ — 3)

FGFR3 Mutation B fwd
(Annealing 65 °C)

GCTCCATCCTTGGGAGATGAC

FGFR3 Mutation B rev
(Annealing 65 °C)

GTCTGTCACCCGCACACT

FGFR3 Mutation C fwd
(Annealing 72 °C)

CTGGAGCGCTGCCCGCACCGG

FGFR3 Mutation C rev
(Annealing 72 °C)

CACGTCCAGCGTGTACGTCTGCC

FGFR3 Mutation D fwd
(Annealing 68 °C)

GCTGGTGACCAAGGACAACGTG

FGFR3 Mutation D rev
(Annealing 68 °C)

ACATTGCGGGCAGCCAGG

FGFR3 Mutation E fwd
(Annealing 68 °C)

CGAGTACCTGCACCTGTCGGC

FGFR3 Mutation E rev
(Annealing 68 °C)

TCGGTGGACGTCACGGTA

FGFR3 Mutation F fwd
(Annealing 67 °C)

CTCAGGGGACAACTCCGTGTTTG

FGFR3 Mutation F rev
(Annealing 67 °C)

GAGCTGGAGCTGGGGGTG

Umklonierungsprimer

GFP fwd AGCGGCTCTTCAATGGTGAGCAAGGGCGAG
Gag

GFP rev AGCGGCTCTTCTCCCTTACTTGTACAGCTCG
TCCat

MERTK fwd AGCGGCTCTTCAATGGGGCCGGCCCCGCTyg
c

MERTK rev AGCGGCTCTTCTCCCTCACATCAGGACTTCT
GAgc

AXL Ascl GCCGGCGCGCCAATGGCGTGGCGGTGCCC
CAGGAT

AXL Notl GCGACGCGGCCGCGTACGCGTGGCACCAT
CCTCCTGCCCTGGGGC

DDR2 Ascl GCCGGCGCGCCAATGATCCTGATTCCCAGA
ATGCT

DDR2 Notl GCGACGCGGCCGCGTACGCGCTCGTCGCC
TTGTTGAAGGAGCAG

FGFR3 Ascl GCCGGCGCGCCAATGGGCGCCCCTGCCTG
CGCCC

FGFR3 Notl GCGACGCGGCCGCGTACGCGTCGTCCGCG
AGCCCCCACTGCTGGG

Sequenzierungsprimer

AXL Seq 1 AAGCCCATAACGCCAAG

AXL Seq 2 AGCTGGTGAAGGAACCTTC

AXL Seq 3 CCACTCAGATGCTAGTG

DDR2 Seq 1 TGGGCAGCAGTTTGTACTC

DDR2 Seq 2 GCAGTTCTGGCAGAAAATG

DDR2 Seq 3 CTGTGTGTATCACTGATG

FGFR3 Seq 1 CATCTCCTGGCTGAAGAAC

FGFR3 Seq 2 ACCGTGCACAAGATCTC

FGFR3 Seq 3 CAGAAGTGCATCCACAG
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Fortsetzung Tabelle 2-7

Name Sequenz (in 5’ — 3)
MERTK Seq 1 ACCAGAAACACAGCCTTC
MERTK Seq 2 ACATCAGATGGATGAAGCC
MERTK Seq 3 AAGATGGGACCTCTCTG
MERTK Seq 4 GTATGACTATCTTCTCC
pLKO-Tet-On Seq GGCAGGGATATTCACCATTATCGTTTCAGA
pENTRY-IBA51 Seq GCGAAACGATCCTCGAAG
CMV fwd Seq CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
2.8 Plasmide

Tabelle 2-8. Plasmide

Vektor cDNA/shRNA Firma
pMD2.G VSV-G

psPAX2 gag, pol

pDONR223 AXL Addgene ***
pDONR223 DDR2 Addgene ***
PEGFP-N1 EGFP

pUC57 FGFR3 lllb (NM_001163213) Genesript
pDONR223 MERTK Addgene ***
pLenti-C-mGFP / Origene
PENTRY-IBA51 / IBA
pCSG-IBAwt1 / IBA
pLKO-Tet-On /

pLenti-C-mGFP AXL

pLenti-C-mGFP DDR2

pLenti-C-mGFP

FGFR3 IlIb (Wildtyp)

pLenti-C-mGFP

FGFR3 lllb ¢.148G>A (p.V50lI,
Mutation A)

pLenti-C-mGFP

FGFR3 lllb ¢.392C>T (p.S131L,
Mutation B)

pLenti-C-mGFP

FGFR3 lllb ¢.746C>G (p.S249C,
Mutation C)

pLenti-C-mGFP

FGFR3 lllb c.1885G>A (p.E629K,
Mutation D)

pLenti-C-mGFP

FGFR3 lllb ¢.2290G>C (p.D764H,
Mutation E)

pLenti-C-mGFP

FGFR3 lllb ¢.2362G>A (p.D788N,

Mutation F)
PENTRY-IBA51 EGFP
PENTRY-IBA51 MERTK
pCSG-IBAwt1 EGFP
pCSG-IBAwt1 MERTK
pLKO-Tet-On shAXL574 (TRCN0000000574)
pLKO-Tet-On shAXL575 (TRCN0000000575)
pLKO-Tet-On shGFP
pLKO-Tet-On shMERTK862 (TRCN0000000862)
pLKO-Tet-On shMERTK865 (TRCN0000000865)
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Antikorper

Tabelle 2-9. Antikorper

Antikérper Firma Verdiinnung Verdiinnung
(Westernblot) (IHC)
Primarantikorper
Akt Cell Signaling 1:1000
Technology Leiden, | 5 % BSA TBS-T
Niederlande
ALK (D5F3) Ventana Medical ready to use
Systems, Tuscon,
AZ, USA
Axl (AF154) R&D Systems 1:500
Minneapolis, MN,
USA
Axl (C89ET7) Cell Signaling 1:1000
Technology Leiden, | 5 % BSA TBS-T
Niederlande
DDR2 Cell Signaling 1:1000
Technology Leiden, | 5 % Milch TBS-T
Niederlande
DDR2 (H-108) Santa Cruz 1:20
biotechnology,
Dallas, TX, USA
FAK (Klon 77) BD Biosciences, 1:500
Heidelberg, 5 % Milch TBS-T
Deutschland
FAK pY397 (Klon | BD Biosciences, 1:500
14) Heidelberg, 5 % BSA TBS-T
Deutschland
FGFR1 (D8E4) Cell Signaling 1:1000
Technology Leiden, | 5 % BSA Signal
Niederlande Boost |
FGFR2 (C-17) Santa Cruz 1:200
biotechnology, 5 % Milch TBS-T
Dallas, TX, USA
FGFR3 (B-9) Santa Cruz 1:200 1:10
biotechnology, 5 % Milch TBS-T
Dallas, TX, USA
FGFR3 (C51F2) Cell Signaling 1:1000
Technology Leiden, | 5 % BSA TBS-T
Niederlande
FGFR3 (phospho | Abcam, Cambridge, | 1:000
Y724) UK 5 % BSA Signal
[EPR2281(3)] Boost |
MERTK Cell Signaling 1:1000
(D21F11) Technology Leiden, | 5 % BSA Signal
Niederlande Boost |
MERTK Sigma-Aldrich, 1:100
Mdnchen,
Deutschland

37



2 Material

Fortsetzung Tabelle 2-9

Antikérper Firma Verdiinnung Verdiinnung
(Westernblot) (IHC)
MERTK (phospho | Abcam, Cambridge, | 1:500
Y681 + Y749) UK 5 % BSA Signal
Boost |
p44/42 MAPK Cell Signaling 1:1000
(Erk1/2) (137F5) Technology Leiden, | 5 % BSA TBS-T
Niederlande
Phospho-Akt Cell Signaling 1:1000
(Ser473) (DOE) Technology Leiden, | 5 % BSA Signal
Niederlande Boost |
Phospho-EGF Cell Signaling 1:000
Receptor Technology Leiden, | 5 % BSA Signal
(Tyr1086) Niederlande Boost |
Phospho-p44/42 Cell Signaling 1:1000
MAPK (Erk1/2) Technology Leiden, | 5 % BSA TBS-T
(Thr202/Tyr204) Niederlande
(D13.14.4E)
RET (C-3) Santa Cruz 1:20
biotechnology,
Dallas, TX, USA
RhoA (67B9) Cell Signaling 1:1000
Technology Leiden, | 5 % BSA TBS-T
Niederlande
ROS1 (D4D6) Cell Signaling 1:50
Technology Leiden,
Niederlande
B-actin (AC-74) Sigma-Aldrich, 1:5000
Mdnchen, 5 % Milch TBS-T
Deutschland
Sekundarantikorper
Anti-rabbit 1gG, Cell Signaling 1:5000
HRP-linked Technology Leiden, | 5 % Milch TBS-T
Niederlande
Goat anti-mouse Santa Cruz 1:5000
IgG-HRP biotechnology, 5 % Milch TBS-T
Dallas, TX, USA
Rabbit Anti-Goat Jackson 1:500
IgG (H+L) ImmunoResearch
West Grove, PA,
USA
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Zelllinien

Tabelle 2-10. Zelllinien

Nierenzellen mit
SV40 large T antigen
transformiert

Scientific,
Waltham, MA, USA

Zelllinie Lokalisation Firma Referenz
HSC-3 Zervikale Metastase | Japanese Momose et al.,
(Prim&rtumor: Collection of Journal of Oral
Epithelzellkarzinom Research Pathology and
der Zunge) Bioresources Cell Medicine, 1989
Bank (JCRB Cell | ?*®
Bank), Osaka,
Japan
HN Zervikale Leibnitz Institute Kawamata et
Lymphknotenmetas- | DSMZ (Deutsche al.,
tase Sammlung von International
(Prim&rtumor: Mikroorganismen Journal of
Epithelzellkarzinom und Zellkulturen), Cancer, 1997
des Gaumens) Braunschweig, 256
Deutschland
Detroit 562 | Metastase, American Type Peterson et al.,
Pleuraerguss Culture Collection Proceedings of
(Prim&rtumor: (ATCC), the Society for
Epithelzellkarzinom Manassas, VA, Experimental
des Pharynx) USA Biology and
Medicine.
Society for
Experimental
Biology and
Medicine (New
York, N.Y.),
1971 %7
FaDu Epithelzellkarzinom American Type Rangan,
des Pharynx Culture Collection Cancer, 1972
(ATCC), 258
Manassas, VA,
USA
SCC-25 Epithelzellkarzinom American Type Rheinwald et
der Zunge Culture Collection al., Cancer
(ATCC), reserach, 1981
Manassas, VA, 259
USA
HEK293T embryonale Thermo Fisher Graham et al.,

The Journal of
general
virology, 1997
260
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Zellpellets von 584A2, CAL 27 und JHU 011 Zellen wurden zur Proteinisolierung von

Lynn Heasley (Department of Craniofacial Biology, University of Colorado Anschutz

Medical Campus, Aurora, Colorado, USA) zur Verfiigung gestellt.

2.1

Patientenkollektiv

Alle Patienten hatten Plattenepithelzellkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs und

wurden palliativ oder kurativ zwischen 1997 und 2011 am Universitatsklinikum Bonn

behandelt.

Die Studie wurde vom Reviewboard des

Instituts fur Pathologie

genehmigt (#148/11). Tabelle 2-11 zeigt die klinisch-pathologischen Daten der

Patienten.

Tabelle 2-11. Patientenkollektiv

FGFR3 DDR2 MERTK AXL
verfugbares Gewebe
Patienten n=536 n=554 n=554 n=364
Verfugbares Gewebe
Normale Mukosa 36 (18%) 34 (18%) 33 (18%) 24 (13%)
Primartumor 455 (51%) 479 (49%) 468 (53%) 281 (17%)
Lymphknotenmetastase 199 (19%) 208 (17%) 199 (16%) 146 (14%)
Rezidiv 53 (7%) 60 (7%) 53 (7%) 44 (5%)
Patienten mit klinischen Daten
Patienten n=449 n=469 n=451 n=321
Geschlecht
mannlich 333 (74 %) 351 (75 %) | 341 (76 %) | 240 (74,8 %)
weiblich 116 (26 %) 118 (25 %) | 110 (24 %) | 81 (25,2 %)
Alter [Jahre, SD] 62,5 (11,1) 62.3 (10,9) | 62.39 (11,1) | 61,7 (11,7)
Lokalisation des
Priméartumors
Mundhoéhle 115 (26 %) 115 (25 %) | 112 (25 %) | 80 (25 %)
Oropharynx 143 (31 %) 147 (31 %) | 142 (31 %) | 117 (36 %)
Hypopharynx/ Larynx 184 (41 %) 198 (42 %) | 189 (42 %) | 116 (36 %)
unbekannt 7 (2 %) 9 (2 %) 8 (2 %) 8 (3 %)
Tabak
Nicht-Raucher 42 (10 %) 44 (9 %) 41 (9 %) 27 (8 %)
Raucher 302 (67 %) 318 (68 %) | 305 (68 %) | 223 (70 %)
unbekannt 105 (23 %) 107 (23 %) | 10523 %) | 71 (22 %)
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Fortsetzung Tabelle 2-11

FGFR3 DDR2 MERTK AXL
Alkohol
Nicht-Trinker 126 (28 %) 130 (28 %) | 122 (27 %) | 89 (28 %)
manchmal 77 (17 %) 78 (17 %) 67 (15 %) 58 (18 %)
mittel bis stark 120 (27 %) 132 (28 %) | 126 (28 %) | 85 (26 %)
unbekannt 126 (28 %) 129 (27 %) | 136 (30 %) | 89 (28 %)
HPV Status
positiv 39 (9 %) 38 (8 %) 36 (8 %) 30 (9 %)
negativ 410 (91 %) 431 (92 %) | 415(92 %) | 291 (91 %)

T-Stadium des
Primartumors

T1 120 (27 %) | 121(26%) | 117 (26 %) | 76 (24 %)
T2 154 (34 %) | 158 (34 %) | 152 (34 %) | 119 (37 %)
T3 106 (24 %) | 109 (23 %) 104 (23 %) = 72 (22 %)
T4 65(15%) | 76 (16%) | 74 (16%) | 50 (16 %)
unbekannt 4(1%) 5 (1 %) 4 (1 %) 4 (1 %)

N Stadium des
Primartumors

NO 212 (47 %) | 214 (46 %) | 205 (46 %) | 137 (43 %)
N1 69 (15%) | 73(15%) | 71(16%) | 48 (15 %)
N2 153 (34 %) | 165(35%) | 160 (35%) | 124 (38 %)
N3 6 (1%) 7(2 %) 6 (1%) 5 (2 %)
unbekannt 9 (2 %) 10 (2 %) 9 (2 %) 72 %)

M Stadium des
Primartumors

MO 431 (96 %) | 451 (96 %) | 434 (96 %) | 305 (95 %)
M1 16 (4 %) 16 (4 %) 16 (4 %) 14 (4 %)
unbekannt 2 (0,3 %) 2 (0,4%) 1(0,2 %) 2 (1 %)

Tabelle 2-11. Zusammenfassung der klinisch-pathologischen Daten der Patientenkohorte.
Fir manche Patienten war Gewebe von mehr als einer Entitat verfligbar z. B. Normalgewebe
und Primartumor. (* Anzahl der Gewebeproben, fir die keine klinischen Daten verfugbar
waren. SD, Standardabweichung)
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3. Methoden

3.1 Molekularbiologie

3.1.1 Herstellung chemokompetenter Zellen

Zur Herstellung kompetenter TOP 10 E. coli wurden 200 ml LB Medium ohne
Antibiotika mit 500 pl einer Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer optitischen
Dichte von OD600 wachsen gelassen. Anschliefend wurden die Zellen 15 Minuten
auf Eis inkubiert und bei 3220 g und 4 °C 10 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 15 ml sterilem, kalten 100 mM CaCl, resuspendiert, fir 15 Minuten auf Eis
inkubiert und erneut bei 3220 g und 4 °C 10 Minuten zentrifugiert. AbschlielRend
wurde das Zellpellet in 4 ml sterilem kalten 100 mM CaCl, mit 15 % v/v Glycerol
resuspendiert und die Zellen in 120 pl Aliquots auf Trockeneis schockgefroren und

bei -80 °C gelagert.
3.1.2 Aufarbeitung von Plasmiden

Zur Transformation wurden 50 ul kompetente E. coli TOP 10 auf Eis aufgetaut.
Anschlielend wurden 100 ng Plasmid, 10 pl Entry- bzw. Zielvektoransatz (3.1.3), 5 pl
Ligationsansatz nach Mutagenese (3.1.4), bzw. nach Klonierung in den pLenti-C-
mGFP Vektor (3.1.5), 10 pl des Ligationsansatzes nach Klonierung in den pLKO-Tet-
On Vektor (3.1.6) oder entsprechende Mengen dH,O als Kontrolle dazu pipettiert und
vorsichtig gemischt. Der Ansatz wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert und
anschliefend ein Hitzeschock bei 37 °C fur 5 Minuten durchgefuhrt. Nach 5 Minuten
Inkubation auf Eis wurde 250 ul 37 °C-warmes S.0.C. Medium dazugegeben und die
Bakterien bei 37 °C und 300 rpm fur 1 Stunde inkubiert. AnschlieRend wurden die
Bakterien auf LB-Agarplatten mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert und tber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurden einzelne Kolonien gepickt und in
5 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotika Gber Nacht bei 37 °C und 100 rpm
wachsen gelassen. Die Plasmidextraktion erfolgte nach Herstellerangaben mit Hilfe
des GeneJET Plasmid Miniprep Kit. Zur Herstellung gréerer Mengen Plasmid DNA
wurden 300 ul des oben beschriebenen 5 ml Ansatzes in 300 ml LB-Medium Uber-
fuhrt und Uber Nacht bei 37 °C und 100 rpm inkubiert. Die anschlieende Isolierung
des Plasmides erfolgte mit dem GeneJET Plasmid Maxiprep Kit nach Hersteller-

angaben.
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3.1.3 StarGate® Klonierung

Zur Herstellung eines MERTK Uberexpressionsplasmids wurden MERTK und GFP
(,Green fluorescent protein") als Kontrolle nach Herstellerangabe in den pCSG-
IBAwt1 Vektor kloniert.

Daflr wurde zunachst die cDNA der Zielgene (GFP und MERTK) durch PCR mit

StarCombinase1™- Erkennungssequenzen ausgestattet.

Der folgende PCR Ansatz (50 ul) wurde zusammen pipettiert (Primer siehe Tabelle
2-7):

10 ul 5 x HF Puffer

200 uM dNTPs

0,5 uM foward Primer

0,5 uM reverse Primer

5 ng Template DNA (Plasmid DNA)

1 U Phusion High-Fidelity DNA Polymerase

nukleasefreies dH,0

Folgende PCR Bedingungen wurden benutzt:

Far GFP:
-98 °C 3 Minuten Denaturierung
- 23 Zyklen:
98 °C 10 Sekunden Denaturierung
72 °C 20 Sekunden Annealing und DNA Synthese
-72°C 7 Minuten finale Extension

-4 °C o
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Fir MERTK:
-98 °C 3 Minuten Denaturierung
- 23 Zyklen:
98 °C 10 Sekunden Denaturierung
72 °C 100 Sekunden Annealing und DNA Synthese
-72°C 7 Minuten finale Extension
-4°C

AnschlieBend wurde das PCR-Produkt auf einem 1 % Agarosegel aufgetragen,
ausgeschnitten und mit Hilfe des GeneJET Gel Extraction Kits nach Hersteller-
angabe aufgereinigt. Der DNA Gehalt wurde im Nanodrop gemessen und die
Konzentration mit dH,0 auf 2 nM eingestellt (1,05 ng/upl fur GFP; 5,5 ng/pl flr
MERTK). Fir die Generierung des Donor Vektors wurde der folgende Ansatz

zusammen pipettiert:
10 pyl pPENTRY-IBA51 Vektor
12 pl PCR Produkt
1 pl StarSolution M1
1 pl StarSolution M2
1 ul StarSolution M3

Nach Mischen und Inkubation fiir 1 Stunde bei 30 °C wurden 10 ul dieses Ansatzes
in kompetente Zellen gebracht (3.1.2) und auf LB-Agarplatten mit 50 mg/| Kanamycin
gegeben, die zuvor mit je 40 pl X-Gal und IPTG beschichtet wurden. Am nachsten
Tag wurden 3 weille Kolonien gepickt (durch Insertion des gewlnschten Gens wird
das LacZ Gen ersetzt), diese vermehrt und aufgearbeitet (3.1.2). Anschlielend
wurde ein Xbal/Hindlll Verdau (20 ul) zur Uberprifung der erfolgreichen Insertion
durchgeflnhrt.
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500 ng Plasmid DNA

0,5 pl Xbal

0,5 ul Hindlll

2 ul 10 x FastDigest Puffer
nukleasefreies dH,0

37 °C, 10 Minuten

Positive Klone wurden sangersequenziert (GATC, Konstanz, Deutschland) und auf
2 ng/pl mit dH,0 verdinnt. Zum Transfer in den pCSG-IBAwt1 Vektor wurde

folgender Ansatz herstellt:

10 pl pCSG-IBAwt1 Vektor

12 pl pPENTRY-IBA51 Vektor mit Zielgen (2 ng/ul)
1 pl StarSolution A1

1 pl StarSolution A2

1 ul StarSolution A3

Nach Mischen und Inkubation fir 1 Stunde bei 30 °C wurden 10 ul dieses Ansatzes
in kompetente Zellen gebracht (3.1.2) und auf LB-Agarplatten mit 100 mg/l Ampicillin
gegeben, die zuvor mit je 40 yl X-Gal und IPTG beschichtet wurden. Wie oben
beschrieben wurden 3 weille Kolonien gepickt, aufgearbeitet und Xbal/Hindlll
verdaut. Positive Klone wurden anschlieRend sangersequenziert und mit Hilfe von
ScreenFect® A (3.2.4) in die Zielzellen gebracht.

3.1.4 Herstellung von FGFR3 Mutanten

Mutierte Versionen des FGFR3 Wildtypgens wurden mit Hilfe des Q5® Site-Directed
Mutagenesis Kit hergestellt. Daflir wurden PCRs mit mutationsspezifischen Primern
(siehe Tabelle 2-7) durchgefuhrt. Der folgende PCR Ansatz (25 pl) wurde fir jede

Mutation zusammen pipettiert:
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12,5 pl Q5 Hot Start High-Fidelity 2 x Master Mix
0,5 uM foward Primer

0,5 uM reverse Primer

15 ng Template DNA

nukleasefreies dH,0

Folgende PCR Bedingungen wurden benutzt:

-98 °C 3 Minuten Denaturierung
- 25 Zyklen:
98 °C 10 Sekunden Denaturierung
65-72 °C 20 Sekunden Annealing (je nach Mutation)
72 °C 128 Sekunden DNA Synthese (25 Sekunden/kb)
-72°C 2 Minuten finale Extension
-4°Cw
5 ul des PCR Produkts wurden zur Uberpriifung auf ein 1 % Agarosegel aufgetragen.
Anschlielend wurde das Plasmid ligiert und das Template entfernt. Hierfir wurde der
folgende Ansatz fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert:
1 pl PCR Produkt
5 ul 2 x KLD Reaktionspuffer
1 pl 10 x KLD Enzymmix
3 Ml nukleasefreies dH20

5 ul des Ansatzes wurden anschlief3end flur die bakterielle Transformation verwendet
und je drei Kolonien gepickt und aufgearbeitet (3.1.2). Die erfolgreiche Mutagenese

wurde durch Sangersequenzierung Gberprift.

3.1.5 Klonierung in den pLenti-C-mGFP Vektor

Zur Uberexpression von AXL, DDR2 und FGFR3 mit den entsprechenden Mutanten
wurden diese in den plLenti-C-mGFP Vektor kloniert. Daflir wurden die

entsprechenden Gene zunachst mit Hilfe von PCR Reaktionen mit Schnittstellen fir
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Ascl und Notl versehen (Primer siehe Tabelle 2-7). Der folgende Ansatz (20 pl)

wurde pro Vektor viermal zusammen pipettiert:

5 ul 5 x HF Puffer

200 uM dNTPs

0,3 uM foward Primer

0,3 uM reverse Primer

100 ng Template DNA (Plasmid DNA)

0,4 u Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
nukleasefreies dH,0

Folgende PCR Bedingungen wurden benutzt:

Far AXL:
-98 °C 3 Minuten Denaturierung
- 25 Zyklen:
98 °C 10 Sekunden Denaturierung
72 °C 35 Sekunden Annealing und DNA Synthese
-72°C 7 Minuten finale Extension
-4°Cw

Far DDR2 und FGFR3 Wildtyp und Mutanten:

-98 °C 3 Minuten Denaturierung
- 25 Zyklen:
98 °C 10 Sekunden Denaturierung
72 °C 30 Sekunden Annealing und DNA Synthese
-72°C 7 Minuten finale Extension
-4°Cw
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Die PCR Produkte wurden gepoolt und Uber ein 1 % Agarosegel mit Hilfe des
GeneJET Gel Extraction Kit aufgereinigt und anschliefiend mit Ascl und Notl verdaut.
Daflr wurde der folgende Ansatz (30 pl) 1 Stunde bei 37 °C inkubiert:

500 ng PCR Produkt

3 ul 10 x FastDigest Puffer
2l Ascl

2 ul Notl

nukleasefreies dH,0

Anschlielend wurde erneut Uber ein 1 % Agarosegel aufgereinigt.

Der pLenti-C-mGFP Vektor wurde ebenfalls mit Ascl und Notl verdaut und

dephosphoryliert. Dafir wurde der folgende Ansatz (20 ul) zusammen pipettiert:

1 pug Vektor DNA

2 ul 10 x FastDigest Puffer

1 pl Ascl

1 ul Notl

1 ul FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase
nukleasefreies dH,0

Anschlie3end wurde der Ansatz 10 Minuten bei 37 °C und anschlielRend 20 Minuten
bei 80 °C inkubiert und Uber ein 1 % Agarosegel mit Hilfe des GeneJET Gel

Extraction Kit aufgereinigt.

AbschlieRend wurde das verdaute PCR-Produkt mit dem verdauten Vektor fur 2

Stunden bei Raumtemperatur ligiert (10 pl).

1 pl 10 x Ligationspuffer

10 ng verdauter Vektor

30 ng verdautes PCR Produkt
0,5 ul T4 DNA Ligase

nukleasefreies dH,0
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5 ul des Ligationsansatzes wurden zur Transformation verwendet (3.1.2). Die erfolg-
reiche Insertion wurde durch enzymatischen Verdau sowie anschlieliende Sanger-
sequenzierung Uberpruft. Die Vektoren wurden Uber lentivirale Transduktion (3.2.6)

in Zielzellen gebracht.

3.1.6 Klonierung in pLKO-Tet-On Vektor

Short-hairpin RNA (shRNA) Sequenzen gegen AXL, MERTK und GFP mit Agel und
EcoRI Schnittstellen wurden vom RNAi Consortium Ubernommen wobei die Xhol
Schnittstelle durch Pstl ersetzt wurde (siehe Tabelle 2-7). Die Oligonucloetide
wurden auf 0,1 nmol/ul mit dH,0 eingestellt und anschlieBend je 11,25 ul der
komplementaren Sequenzen sowie 2,5 ul 10 x Annealing Puffer gemischt. Diese
wurden im Wasserbad von 95 °C auf 30 °C abgekihlt und anschlielend die Oligo-
nucleotide 1:400 in 0,5 x Annnealing Puffer verdinnt. Der pLKO-Tet-On Vektor
wurde mit Agel und EcoRI verdaut, sodass das 1,8 kb ,stuffer® Fragment freigesetzt
wurde, und mit Hilfe des GeneJET Gel Extraction Kit aufreinigt. Daflir wurde der

folgende Ansatz (20 pl) zusammenpipettiert und 10 Minuten bei 37 °C inkubiert:

1 ug Plasmid DNA

1 pl Agel

1 pl EcoRl

2 ul 10 x FastDigest Puffer
nukleasefreies dH,0

Anschlieend wurde der folgende Ligationsansatz (10 uyl) zusammen pipettiert und

far 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert:

1 ul Oligonucleotid Verdinnung oder 0,5 x Annealing Puffer (negativ
Kontrolle)

20 ng verdauter pLKO-Tet-On Vektor
1 ul 10 X Ligasepuffer
1ul T4 DNA Ligase

nukleasefreies dH,0
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Der komplette Ligationsansatz wurde zur Transformation verwendet (3.1.2). Positive
Klone wurden Uber Pstl/BamHI Verdau (20 pl) und anschlieende Sangersequen-

zierung identifiziert.

500 ng Plasmid DNA
0,5 pl Pstl
0,5 yl BamHlI
2 ul 10 x FastDigest Puffer
nukleasefreies dH,0
37°C, 10 Minuten

Die Vektoren wurden uber lentivirale Transduktion (3.2.6) in Zielzellen gebracht.
3.1.7 Quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (QRT PCR)

Nach dem Ernten der Zellen wurde die RNA nach Herstellerangaben mit dem
RNeasy Mini Kit isoliert, die Konzentration mit Hilfe des Nanodrops gemessen und
anschlieRend in cDNA umgeschrieben. Dafir wurde der folgende Ansatz (20 pl)
zusammen pipettiert:

4 pl 5 x iScript Reaktionsmix

1 ul iScript Reverse Transkriptase

1 ug RNA

nukleasefreies dH,0

Anschlielend wurde wie folgt inkubiert:

- 25 °C 5 Minuten
-42 °C 30 Minuten
- 85 °C 5 Minuten
-4°Cw

Die cDNA wurde jeweils in Triplikaten mit dem Power SYBR Green Kit analysiert.
Daflr wurde der folgende Ansatz (20 uyl) zusammen pipettiert (Primer siehe Tabelle
2-7):
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10 yl 2 x Power SYBR® Green PCR Master Mix
0,5 uM foward Primer

0,5 uM reverse Primer

1 ul cDNA

nukleasefreies dH,0

Folgende PCR Bedingungen wurden benutzt:

-95°C 10 Minuten Denaturierung
- 40 Zyklen:
95 °C 10 Sekunden Denaturierung
60 °C 30 Sekunden Annealing
72 °C 30 Sekunden DNA Synthese
-4°C

Es wurde der Mittelwert der Triplikate bestimmt und der mRNA Gehalt Gber die

2"Delta-Ct-Methode bestimmt, wobei B-actin als Referenz benutzt wurde.

3.2 Zellbiologie

3.2.1 Kultivieren von Zellen

Alle Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, in feuchtigkeitsgesattigter
Atmosphare gehalten. Die Arbeiten mit den Zellen wurden unter sterilen Bedingun-
gen an einer Werkbank mit vertikalem Luftstrom durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit
dem vom Lieferanten beschriebenen Medium (2.6) kultiviert. Zellen mit Plasmiden fur
einen induzierbaren Knockdown wurden dabei in tetrazyklinfreiem FBS gehalten.
Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Dafur wurde das
Medium abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen. Anschliefiend wurden die

Zellen mit Trypsin von der Platte geldst und mit 5 ml Medium aufgenommen.

Je nach Zelltyp wurden 10-25 % der Zellen in eine neue Kulturschale Uberflhrt und

auf 10 ml mit frischem Medium aufgefullt.
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3.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Nach Herstellung von gentechnischen veranderten Zellen wurde ein Teil der Zellen
kryokonserviert. Dafur wurden die Zellen einer 10 cm Kulturschale nach dem
Trypsinisieren abzentrifugiert (5 min, 200 g) und in 1 ml Einfriermedium in ein
Kryoréhrchen uberfiihrt. Anschlielend wurden diese durch Einwickeln in ein

Papierttuch in einem Handschuh langsam auf -80 °C abgekuhlt.

Zum Auftauen wurden die Zellen aus dem -80 °C Schrank genommen und schnell
mit warmen Medium resupendiert. Anschliellend wurden die Zellen in 10 ml Medium
aufgenommen, abzentrifugiert (5 min, 200 g) und in 7 ml frischem Medium in einer

T25 Zellkulturflaschen ausplattiert. Am nachsten Tag wurde das Medium gewechselt.

3.2.3 Zahlen von Zellen

Zum Zahlen der Zellen wurde diese abtrypsiniert, abzentrifugiert (5 min, 200 g) und
je nach GroRe des Zellpellets in 0,5-5 ml Medium resuspendiert. Anschlief3end
wurden die Zellen mit Trypanblau verdinnt und mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer gezahlt. Es wurden die vier Grofiquadrate gezahlt und die Anzahl der

Zellen dabei nach folgender Formel bestimmt:
Zellzahl/ml = (£ Zellen/Anzahl der Felder) * Verdiinnungsfaktor * 10*

3.2.4 Transfektion von Zellen mit ScreenFect® A

Fiir die Transfektion von HN Zellen mit dem pCSG-IBAwt1 Vektor wurden 1x10°
Zellen in eine 6-Lochplatte ausplattiert. Am nachsten Tag wurden 1 pug des Vektors
mit 120 pl Dilution Buffer gemischt. Weiterhin wurden 120 pl Dilution Buffer mit 5 ul
ScreenFect® A gemischt nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur zu dem
Vektorgemisch gegeben und gemischt. Nach erneuter Inkubation fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur wurden 1250 yl Medium ohne Antibiotika hinzugegeben und der
gesamt Ansatz (ca. 1,5 ml) auf die Zellen gegeben. Am nachsten Tag wurde das
Medium gewechselt und weitere 24 Stunden spater begann die Antibiotikaselektion
der transfizierten Zellen und Kontrollzellen ohne Plasmid mit 1 pg/ml Geneticin. Da
es sich beim pCSG-IBAwt1 Vektor um ein episomales Plasmid handelt wurden die
Zellen dauerhaft mit Antibiotika behandelt.
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3.2.5 Herstellung von Viruspartikeln

Zur Herstellung von Viruspartikeln wurden 1x10® HEK293T Zellen in eine 10 cm
Kulturschale ausplattiert. 4 Stunden vor Transfektion wurde das Medium gewechselt
und 5 ml frisches Medium hinzugefugt. Fur den Transfektionsansatz (1 ml) wurden 6
Mg pMD2.G (Hullplasmid), 15 ug psPAX2 (Verpackerplasmid) und 20 ug Zielvektor
mit dH,0 gemischt. Anschliellend wurde 122 mM CaCl, dazugegeben, gemischt und
abschlieRend 500 pl 2 x HBS Puffer hinzugefigt und gevortext. Der Transfektions-
ansatz wurde fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschliel’end
schneckenformig auf die HEK293T Zellen getropft. Nach circa 16 Stunden wurde das
Medium durch 5 ml frisches Medium ersetzt und nach weiteren 24 und 48 Stunden
der Virusuberstand gefiltert (0,45 yM) und anschlielend direkt verwendet oder bei

-80 °C gelagert.
3.2.6 Lentivirale Transduktion

Zur Transduktion wurden 1x10° Zellen in eine 6-Lochplatte ausplattiert. Am néchsten
Tag wurde das Medium durch 1 ml des oben beschriebenen unverdinnten
Virusuberstands mit 8 ug/ml Polybrenen ersetzt. Anschlieend wurden die Zellen 2
Stunden bei 750 g bei 25 °C zentrifugiert (Spin transfection). Nach 24 Stunden wurde
das Medium gewechselt. Je nach Zielvektor wurden erfolgreich transduzierte Zellen
Uber GFP und Durchflusszytometrie fur pLenti-C-mGFP Vektoren oder Behandlung
mit 2 pg/ml Puromycin fir pLKO-Tet-On Vektorn selektioniert. Nach erfolgreicher

Selektion wurden die Zellen ohne zuséatzliche Antibiotikagabe weiterkultiviert.

3.2.7 Induktion des Knockdowns mit Doxycyclin

Zur Induktion des AXL und MERTK Knockdowns wurden 5x10° oder 1x10° Zellen in
einer 10 cm Zellkulturschale ausplattiert. Am nachsten Tag wurde 0,01-1 pg/ml
Doxycyclin hinzugegeben. Nach weiteren 48 oder 72 Stunden wurden die Versuche
ohne erneute Doxycyclingabe durchgefihrt. Der erfolgreiche Knockdown wurde mit

Hilfe von Westernblots Uberpruft.

3.2.8 MTT Tetrazolium Reduktionsversuch

Das Wachstum von Zellen wurde mit Hilfe von MTT Tetrazolium bestimmt. Das
Prinzip des Versuchs beruht darauf, dass lebende Zellen mit aktivem Stoffwechsel

MTT in ein violett-farbendes, unlésliches Formazan Produkt umwandeln. Dieses wird
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durch Zugabe von Dimethylformamid und SDS gelést und am nachsten Tag die
Absorption bei 595 nm gemessen %'. Je nach Zelltyp wurden 1500-5000 Zellen in
100 uyl Medium in eine 96-Lochplatte ausplattiert und nach unterschiedlichen
Zeitpunkten 500 pg/ml MTT dazugeben. Nach 4 Stunden Inkubation im Brutschrank
wurden 100 yl MTT-Solvent hinzugegeben und die Platte bis zum nachsten Tag im

Brutschrank gelassen.

Fir Inhibitionsversuche wurden 2000-5000 Zellen in 50 uyl Medium in eine 96-
Lochplatte ausplattiert. Am nachsten Tag wurden unterschiedliche Mengen Inhibitor
in 50 pl Medium hinzugegeben. Nach weiteren 24, 48 und 72 Stunden wurde die
MTT Zugabe wie oben beschrieben durchgefihrt.

3.2.9 Untersuchung von Migration und Invasion

Migration und Invasion wurden mit Hilfe von PET Zellkultureinsatzen bzw. Matrigel
beschichteten Invasionskammern mit 8 yM Porengréfie bestimmt. Dafir wurden die
Einsatze 2 Stunden mit Medium ohne FBS aktiviert und anschlieBend 1x10° Zellen in
500 pl Medium mit 2 oder 0 % FBS in die obere Kammer ausplattiert. Die untere
Kammer wurde mit 750 pl Medium mit 10 % FBS befillt um die Zellen zur Migration
bzw. Invasion anzuregen. Nach 24 oder 48 Stunden wurde das Medium abgesaugt
und die nicht-migrierten/invadierten Zellen mit einem Wattestabchen entfernt.
Anschliellend wurden die migrierten Zellen fir je 10 Minuten mit 4 % PFA fixiert, mit
Hamalaun gefarbt und mit Wasser entfarbt. Die Membranen wurden mit Aquatex auf

Objekttrager fixiert und 10 reprasentative Gesichtsfelder gezahit.

3.2.10 Soft Agar Assay

Das verankerungsunabhangige Wachstum wurde mit Hilfe von Soft Agar Assays
untersucht. Dabei wurde in eine 6-Lochplatte zunachst 2 ml 1 % Agarose (4 %-
Agarose mit Medium verdinnt) gegeben und auspolymiersiert. Anschlielend wurden
2 ml 0,4 % Agarose mit 5000 Zellen darauf gegeben und nach Aushéarten dieser
Schicht 2 ml Medium, welches woéchentlich gewechselt wurde. Nach 3 Wochen

wurden die entstandenen Kolonien mit Kristallviolett gefarbt und ausgezahit.

3.2.11 Adhasion

Zur Bestimmung der Adhasion wurden die Zellen in 6-Well Platten, die entweder mit
Kollagen | beschichtet oder nur =zellkulturbehandelt waren, ausplattiert. Zu

bestimmten Zeitpunkten wurden nicht adharierte Zellen abgesaugt, die Platte mit
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PBS gewaschen und anschlielend die adhéarierten Zellen in 10 reprasentativen

Gesichtsfeldern gezahlt.

3.2.12 Zellzyklusanalyse (Pl Farbung)

Nach dem Ernten wurden die Zellen zunachst zweimal in Sample Puffer gewaschen
(5 min, 200 g, 4 °C) und das Pellet in der restlichen FlUssigkeit gevortext.
AnschlieBend wurde zum Fixieren der Zellen unter Vortexen 1 ml eiskaltes 70 %
Ethanol tropfenweise hinzugefiigt und danach fir mindestens 18 Stunden bei 4 °C
inkubiert. Zum Farben wurden die Zellen erneut gevortext und bei 1810 gund 4 °C 5
Minuten zentrifugiert. Das Ethanol wurde abgegossen und das Zellpellt je nach
Grofle in 250-500 pl Pl Farbelésung aufgenommen und vorsichtig gevortext.
Abschliellend wurden die Proben mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur,
dunkel inkubiert und durchflusszytometrisch gemessen. Die Auswertung erfolge mit

Hilfe der FlowJo Software.

3.2.13 Apoptose Analyse (Annexin V/PI Farbung)

Zur Quantifizierung apoptotischer Zellen wurden diese inklusive Uberstand geerntet
und mit Hilfe des Annexin V Apoptose Detektionskit nach Herstellerangaben gefarbt.
Zunachst wurden die Zellen einmal mit PBS und anschlielend mit 1 x Bindepuffer
gewaschen (5 min, 200 g). Das Zellpellet einer 10 cm Zellkulturschale wurde danach
in 150 yl 1 x Bindepuffer mit 5 pyl Annexin V resuspendiert und 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde erneut mit 1 x Bindepuffer
gewaschen (5 min, 353 g) und das Zellpellet mit 200 uyl 1 x Bindepuffer mit 5 ul PI
Farbelésung resuspendiert bevor durchflusszytometrisch gemessen wurde. Die

Auswertung erfolge mit Hilfe der FlowJo Software.

3.3 Biochemie

3.3.1 Proteinextraktion und -bestimmung

Nach dem Ernten der Zellen durch Abschaben wurde diese zunachst mit PBS
gewaschen und anschlieRend in 1,5 ml Reaktionsgefalie Gberfuhrt. Das Pellet wurde
je nach GroRBe in 30-100 pl RIPA Puffer mit Proteaseinhbitorcocktail,
Phosphataseinhibitorcocktail [l und Ill und PMSF (je 1:100) resuspendiert und fir 1
Stunde auf Eis inkubiert. Anschliefend wurde bei 13.000 x g und 4 °C fur 30 Minuten
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zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal Uberfihrt. Die
Proteine wurden zur Konzentrationsbestimmung 1:10 in RIPA Puffer verdinnt und
mit BSA in RIPA Puffer eine Standardreihe von 1,2 mg/ml bis 0,075 mg/ml erstellt.
Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des Pierce™ BCA Protein Assay Kit nach
Herstellerangaben mit 10 ul Proteinlésung und 200 pl ,Working Reagent” in einer 96-

Lochplatte bestimmt und die Absorption bei 562 nm gemessen.

3.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Transfer
auf PVDF-Membranen

Zum Auftrennen der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurden je nach GroRRe
Polyacrylamidgele mit einer Acrylamidkonzentration zwischen 8,5 und 15 % (siehe
Tabelle 2-6) angefertigt. Es wurden 50-100 ug Protein in 20-27 yl Gesamtvolumen
aufgetragen. Die Proteine wurden zuvor mit ROTI®-LOAD 1 (reduzierend, 4x
konzentriert) und RIPA Puffer gemischt und bei 95 °C fir 5 Minuten denaturiert.
Nach dem Auftragen auf das Gel wurde die SDS-Gelektrophorese mit 1 x Laufpuffer
bei 120-150 Volt fur 75-120 Minuten durchgefiihrt. Anschlie®end wurden die Proteine
aus dem Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran durch das Nass-Blot-Verfahren
in 1 x Transferpuffer transferiert. Daflir wurde auf die Anode ein in Transferpuffer
getrankter Schwamm, zwei getrankte Whatmanpapiere und das Gel gelegt. Auf das
Gel wurde die PVDF-Membran platziert, die zuvor 1 Minute mit Methanol aktiviert
und anschlieBend 1 Minute in dH,0 und 1 x Transferpuffer inkubiert wurde.
Abschlielend wurden erneut zwei getrankte Whatmanpapiere und ein Schwamm auf
die Membran gelegt. Der Transfer wurde gekihlt bei 100 Volt far 1 Stunde
durchgefihrt. Der erfolgreiche Transfer wurde mit einer unspezifischen
Proteinfarbung mit Hilfe von Ponceau S durchgefihrt, das anschlieend mit Wasser

entfernt wurde.

3.3.3 Immunblotanalyse und Detektion durch verstarkte

Chemilumineszenz (ECL)

Nach dem Transfer wurde die PVDF-Membran je nach Antikérper fur 1 Stunde mit
5 % Milch TBS-T oder 5 % BSA TBS-T geblockt und Uber Nacht bei 4 °C mit dem
entsprechenden Primarantikdrper inkubiert (Verdinnungen siehe Tabelle 2-9). Am
nachsten Tag wurde die Membran zunachst 3 Mal 10 Minuten mit TBS-T gewaschen
und fir 1 Stunde bei Raumtemperatur im Sekundarantikérper inkubiert
(Verdinnungen siehe Tabelle 2-9). Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBS-T

wurde die Immundetektion mit dem Amersham ECL Western Blotting Detection
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Reagent durchgeflhrt. Die Membran wurde fur 2 Minuten mit 1,5 ml einer 1:2
Mischung aus Reagenz 1 und 2 inkubiert und die Chemiluminiszenz mit dem

Amersham Imager 600 sichtbar gemacht.

3.3.4 Humaner Phospho-Rezeptortyrosinkinase (RTK) Array

Um den Phosphorylierungsstatus von 49 verschiedenen Rezeptortyrosinkinasen in
Tumorzelllinien des Kopf-Hals Bereichs zu ermitteln, wurde ein humaner Phospho-
RTK-Array durchgefihrt. Dabei handelt es sich um eine Membran auf die Antikdrper
gegen verschiedene Rezeptortyrosinkinasen und Kontrollantikbrper punktweise
aufgetragen wurden. Diese Membran wird mit dem Proteinlysat der Zellen inkubiert
und der anschlieRende Nachweis erfolgt mit Hilfe eines Pan-Phosphotyrosin-
Antikdrpers. Der Versuch wurde nach Herstellerangaben durchgeflhrt. Die Zellen
wurden 24 Stunden in Medium ohne FBS kultiviert und anschliefiend die Proteine
isoliert. 200 ug Protein wurden in 1,5 ml Array Buffer 1 Uber Nacht auf die Membran
gegeben und am nachsten Tag wurden phosphorylierte Rezeptortyrosinkinasen mit

Hilfe des Pan-Phosphotyrosin-Antikérpers sichtbar gemacht.

34 Immunhistochemie

3.4.1 Immunhistochemische Farbungen

Alle immunhistochemischen Farbungen wurden mit dem Ventana Discovery XT
automated staining system durchgeflhrt. Hierfir wurden die Tissue-Microarrays
(TMASs) in 4 uM dinn geschnitten, auf Objektrager gebracht und deparaffinisiert. Zur
Demaskierung der Antigene wurden die Schnitte mit EDTA Puffer fir 24 Minuten
(ALK) bzw. 36 Minuten (FGFR3, RET, ROS1) oder Natrium Citrat Puffer fir 20
Minuten (AXL, MERTK) bzw. 36 Minuten (DDR2) inkubiert.

AnschlieBend wurde der Primarantikérper fur 40 (ALK, AXL, MERTK) oder 60
(DDR2, FGFR3, MERTK, RET, ROS1) Minuten auf die Schnitte gegeben
(Verdinnungen siehe Tabelle 2-9). Fir AXL erfolgte vor der Sekundarfarbung die
Inkubation mit einem Rabbit Anti-Goat IgG (H+L) Antikérper fur 32 Minuten.
Sekundarfarbungen wurden entweder mit dem DAB Map Detection Kit (DDR2) oder
Ultra Map Detection kit (ALK, AXL, FGFR3, MERTK, RET, ROS1) durchgefiihrt und
die anschlieBende Farbreaktion mit dem UltraView Universal DAB Detection kit.

AbschlieRend erfolgte die Gegenfarbung mit Hematoxylin Il and Bluing Reagent
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bevor die Schnitte mit Cytoseal 60 eindeckelt wurden. AnschlieRend wurden die
Schnitte mit Hilfe des Pannoramic Desk Scanners digitalisiert und mit der Definiens
Tissue Studio 2.1 image analysis software ausgewertet, deren Ausgabeformat
kontinuierliche Werte einer willkirlichen Einheit sind, wobei die Werte hdher sind je

starker die Farbung ist.

3.5 Bioinformatik

3.5.1 Bestimmung der Mutationsfrequenz von Rezeptortyrosinkinasen

Die Mutationsfrequenz alle Rezeptortyrosinkinasen in Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs wurde mit Hilfe von cBioPortal (http://www.cbioportal.org) bestimmt 262253,
Auch weitere Mutationen konnten so in ausgewahlten Patienten ermittelt werden. Die
Effekte der Mutationen im FGFR3 Gen auf die Proteinfunktion wurden mit dem auf
bei cBioPortal verfiUgbaren ,Mutation Assessor‘ bestimmt. Es wurden nur TCGA

ausgewertet, die bis Dezember 2013 verfiugbar waren.

3.6 Statistik

3.6.1 Statistische Auswertung

Unterschiede in kontinuierlichen Variablen zwischen Gruppen wurden mit Hilfe des
zweiseitigen t-Tests fur normalverteilte Daten und mit dem Mann-Whitney U Test fur
nicht normalverteilte Daten auf Signifikanz untersucht. Verbundene, nicht normal-
verteilte Proben wurden mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test analysiert.
Vergleiche von mehr als zwei Gruppen wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test
durchgefiihrt. Das Uberleben wurde mit Hilfe des Kaplan-Meier Schatzers dargestellt
und mit dem Log-rank Test auf Unterschiede getestet. Die Statistischen Analysen
wurden mit Hilfe der ,R Software®, IBM SPSS Statistics 22 oder ,Microsoft® Excel®
for Mac 2011* durchgeflhrt.

58



4 Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1 Identifizierung von potentiell wichtigen Rezeptortyrosinkinasen

in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs

4.1.1 Mutationsfrequenz von Rezeptortyrosinkinasen in Tumoren des

Kopf-Hals Bereichs

Um aus den bekannten 58 Rezeptortyrosinkinasen diejenigen zu identifizieren, die
Tumoren des Kopf-Hals Bereichs eine Rolle spielen, wurde zunachst die
Mutationsfrequenz aller Rezeptortyrosinkinasen in dieser Tumorentitdt bestimmt.
Dafir wurden die Daten von 306 Patienten des ,Cancer Genome Atlas® (TCGA)
verwendet. Es wurden nicht-synonyme ,missense“-Mutationen, bei denen ein Amino-
saureaustausch stattfindet, sowie ,nonsenes“-Mutationen, bei der ein vorzeitiges
Stopcodon auftritt, berticksichtig. Weiterhin wurden auch Deletionen und Insertionen
von maximal sechs Nucleotiden gefunden. Fur alle Rezeptortyrosinkinasen, die in
mehr als 2 % der Falle mutiert waren, wurde anschlielRend eine umfassende
Literaturrecherche durchgefuhrt um zu ermitteln, welche dieser potentiellen
Kandidatengene noch nicht umfassend in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs erforscht
wurden. Die Ergebnisse hierzu sind in Tabelle 4-1 zusammengefasst. Auf dieser
Basis wurden Rezeptortyrosinkinasen ausgewahlt um mit Hilfe von immunhisto-
chemischen Farbungen (IHC) zu ermitteln, ob diese in Patienten mit Tumoren des
Kopf-Hals Bereichs exprimiert werden, da nur Gene, die auch in Proteine
transkribiert und translatiert werden ein Bedeutung flr die Tumorgenese haben.
Dabei wurden vor allem Rezeptortyrosinkinasen naher untersucht, gegen die bereits
niedermolekulare Inhibitoren in verschiedenen Entwicklungsphasen von praklinisch
bis bereits zugelassen verfugbar sind. Letztendlich wurden folgende sieben
Rezeptortyrosinkinasen weiter analysiert: ROS proto-oncogene 1, receptor tyrosine
kinase (ROS1), Ret proto-oncogene (RET), Anaplastic lymphoma receptor tyrosine
kinase (ALK), AXL receptor tyrosine kinase (AXL), MER proto-oncogene, tyrosine
kinase (MERTK), Discoidin domain receptor tyrosine kinase 2 (DDR2) und Fibroblast
growth factor receptor 3 (FGFR3).

59



4 Ergebnisse

Tabelle 4-1. Mutationsfrequenz von Rezeptortyrosinkinasen in Tumoren des Kopf-
Hals Bereichs

Rezeptor- Anzahl der Frequenz der

tyrosinkinase Mutationen Mutationen in %
ROS1 17 5,6
ERBB4 15 49
EPHA2 15 49
EGFR 13 4,3
EPHA3 13 4,3
EPHA5 12 3,9
VEGFR1/FLT1 10 3,3
EPHAG 10 3,3
EPHA7 10 3,3
EPHB1 9 2,9
ERBB2 8 2,6
ERBB3 8 2,6
EPHA4 8 2,6
RET 8 2,6
ALK 8 2,6
TRKC/NTRK3 7 2,3
INSRR 6 2,0
PDGFRA 6 2,0
VEGFR3/FLT4 6 2,0
FGFR3 6 2,0
MERTK 6 2,0
DDR2 6 2,0
MUSK 6 2,0
AXL 6 2,0

Tabelle 4-1. Gezeigt ist die Mutationsfrequenz aller Rezeptortyrosinkinasen in Tumoren des
Kopf-Hals Bereichs (n=306), die in mehr als 2 % aller Falle mutiert sind. Grau hinterlegt sind
Rezeptortyrosinkinasen, deren Rolle in dieser Tumorentitdt noch nicht umfassend bekannt ist.

4.1.2 Proteinexpression von Rezeptortyrosinkinasen in Tumoren des

Kopf-Hals Bereichs

Um zu ermitteln, ob ROS1, RET, ALK, FGFR3, MERTK, DDR2 und AXL in Tumoren
des Kopf-Hals Bereichs exprimiert werden, wurden immunhistochemische
Farbungen der sieben Rezeptortyrosinkinasen an 336 Primartumoren sowie 25
normalen Geweben durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte durch Einteilen der Falle
in positiv und negativ (Abb. 4-1). FGFR3 und DDR3 wurden in einem viertel bzw.
einem flnftel der Primartumore exprimiert jedoch nur in 8 % der normalen Gewebe.
MERTK Expression wurde bei einem drittel der Primartumore und 16 % der
normalen Gewebe gefunden und AXL bei mehr als 50 % der Patienten, wobei auch

das Normalgewebe in einem viertel der Falle eine positive Farbung zeigte. Fur
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ROS1, ALK und RET konnte weder im Normalgewebe noch im Tumor eine positive

Farbung nachgewiesen werden (Tabelle 4-2).
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Abbildung 4-1. Expression verschiedener Rezeptortyrosinkinasen in Tumoren des

Kopf-Hals Bereichs.

Gezeigt ist je ein Bespiel fir einen negativen und einen positiven Primartumor fir die
immunhistochemische Farbung der untersuchten Rezeptortyrosinkinasen. Fur ALK, RET und
ROS1 konnten keine positiven Falle gefunden werden.

(GréRenbalken 50 uM)
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Tabelle 4-2. Expression von ausgewihlten Rezeptortyrosinkinasen in Tumoren des
Kopf-Hals Bereichs

Positive IHC in %
Rezeptortyrosinkinase | Primartumor | Normalgewebe
(n=336) (n=25)
FGFR3 24 % 8 %
DDR2 20 % 8 %
MERTK 30 % 16 %
AXL 54 % 28 %
ALK / /
RET / /
ROS1 / /

Rezeptortyrosinkinasen werden nach ihrer Aktivierung phosphoryliert und sind nur
dann aktiv . Aus diesem Grund sollte auch die Expression von phosphorylierten
Rezeptortyrosinkinasen bestimmt werden. Dies wurde an verschiedenen Zelllinien
aus Tumoren des Kopf-Hals Bereichs mit Hilfe eines humanen Phospho-
Rezeptortyrosinkinase Arrays durchgeflhrt (Abb. 4-2). Alle untersuchten Zelllinien
exprimierten pEGFR und drei von sieben Zelllinien zeigten eine Expression fir
weitere Mitglieder dieser Familie (pHER2 und 3). Von den zuvor in Patienten
gefundenen Rezeptortyrosinkinasen wurde pAXL in 584A2 Zellen identifiziert und
pMERTK in CAL 27 und Detroit 562 Zellen. Aulierdem exprimierten CAL 27 und
SCC-25 Zellen pALK, welches jedoch zuvor nicht an Patientenmaterial gefunden
wurde (Tabelle 4-3).

584A2

.E i 53]
EGFR
g’ E| pPDGFRB

Detroit 562

®
% »~

PEGFR
pPMERTK

Abbildung 4-2. Phospho-RTK Array fiir 584A2 und Detroit 562 Zellen.

Der Phospohrylierungsstatus verschiedener RTKs wurde an Zelllinien untersucht. Gezeigt
sind 584A2 und Detroit 562 Zellen als Beispiele. Deutlich gefarbte Punkte oben und unten
links sowie oben rechts dienen als Kontrolle fir die erfolgreiche Versuchsdurchfihrung.
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Tabelle 4-3. Expression von phosphorylierten Rezeptortyrosinkinasen in
verschiedenen Zelllinien aus Tumoren des Kopf-Hals Bereichs

Zellllinie Phosphorylierte
Rezeptortyrosinkinasen
584A2 pEGFR, pPDGFRp, pAXL
CAL 27 pEGFR, pALK, pMERTK
Detroit 562 pEGFR, pMERTK
FaDu pEGFR, pHER3
HN pEGFR, pALK, pRYK, pHGFR
JHU-011 pEGFR, pHER3
SCC-25 pEGFR, pHER3, pHER2, pALK

Auf Grund dieser an Patietenmaterial und Zelllinien gewonnen Daten, wurden
FGFR3, DDR2, MERTK und AXL fir weitere in-vitro Analysen ausgewahlt.

Im nachsten Schritt wurde zunéachst die Proteinexpression der vier Rezeptortyrosin-
kinasen in acht verschiedenen Zelllinien aus Tumoren des Kopf-Hals Bereichs
bestimmt. Wahrend DDR2 und FGFR3 in keiner der untersuchten Zelllinien
nachweisbar war, konnte MERTK in drei von acht und AXL in sieben von acht Zell-
linien nachgewiesen werden. Fir MERTK zeigten CAL 27, SCC-25 und Detroit 562
Zellen ein positives Signal, wobei in letzteren die hdchste Expression vorlag, wohin-
gegen fir AXL in HN Zellen die hoéchste Expression gefunden wurde und JHU 011
Zellen komplett und SCC-25 Zellen fast negativ waren (Abb. 4-3).
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Abbildung 4-3. Expression von FGFR3, DDR2, MERTK und AXL in Zelllinien von
Tumoren des Kopf-Hals Bereichs.
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Im Folgenden wurden die vier ausgewahlten Rezeptortyrosinkinasen FGFR3, DDR2,
MERTK und AXL auf ihre Bedeutung in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs hin

untersucht.

4.2 Fibroblast Growth Factor Receptor 3 (FGFR3)

4.2.1 Immunhistochemische Analyse

Da die oben beschriebenen IHC, nur zur Auswahl von Rezeptortyrosinkinasen
diente, wurden zunéachst in weiteren Primartumoren und Normalgewebe, aber auch
Lymphknotenmetastasen sowie Rezidiven von Patienten mit Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs die Expression von FGFR3 untersucht (Patientenkollektiv siehe Tabelle 2-

11). Die Auswertung erfolge mit Hilfe der Definiens Tissue Studio 2.1 Software.

Es zeigte sich, dass die starkste Farbung fir FGFR3 in der normalen Mukosa
gefunden wurde und signifikant niedriger in malignen Tumoren war (Abb. 4-4A). Dies
konnte durch Analyse von Tumor- und Normalgewebe aus den selben Patienten
bestatigt werden (Abb. 4-4B). Auch in der weiteren Tumorprogression von Primar-
tumor Uber Lymphknotenmetastasen bis hin zum Rezidiv nahm die FGFR3
Expression ab (Abb. 4-4A). Dennoch gab es 7,5 % der Patienten die eine FGFR3
Proteinexpression im Primartumor, die hoéher als der 1,5-fache Interquartilsabstand
war, hatten (Abb. 4-4A).

Weiterhin wurden verschiedene klinische Parameter untersucht. Dabei zeigte sich,
dass FGFR3 in HPV-positiven Patienten signifikant hdher exprimiert wurde (Abb. 4-
4C), jedoch 90 % der Tumore mit FGFR3 Expression Uber dem 1,5-fachen Inter-
quartilsabstand HPV-negativ waren. Keine Korrelationen waren mit Tumorstadium,
Differenzierungsgrad, Tabak und Alkohol Konsum oder dem Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen feststellbar. AuRerdem konnte kein Unterschied im Uberle-
ben von Patienten mit hoher oder niedriger FGFR3 Expression festgestellt werden
(Abb. 4-4D).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass obwohl die Expression von FGFR3 in
der Tumorgenese abnimmt, es dennoch in 7,5 % der Patienten eine deutlich erhdhte

FGFR3 Expression im Tumor gibt.
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Abbildung 4-4. FGFR3 Expression in Tumoren des Kopf-Hals Breichs.

(A) FGFR3 Expression wahrend der Tumorprogression in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs.
(B) Korrelation der FGFR3 Expression von gepaarten Normalgewebe-/Primartumor-Proben.
(C) Korrelation von FGFR3 Expression mit HPV-Status. (D) Uberleben der Patienten nach
FGFR3 Expression. Es wurden die 25 % der Patienten mit der hdchsten FGFR3 Expression
mit den verbleibenden 75 % verglichen.

4.3 Funktion von Wildtyp-FGFR3 in Tumoren des Kopf-Hals

Bereichs

Aufgrund der vorangegangen IHC Untersuchungen, wurde im Folgenden die Rolle

von FGFR3 in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs untersucht.
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Da es drei unterschiedliche Isoformen von FGFR3 gibt, wurde zunachst mit Hilfe von
quantitativer Echtzeit-PCR die Expression der Isoformen mit Hilfe von spezifischen
Primern in Zelllinien von Tumoren des Kopf-Hals Bereichs bestimmt. Obwohl auf
Proteinebene keine Expression nachweisbar war (Abb. 4-2), zeigte sich, dass
Isoform 3 (llIb) in allen untersuchten Zelllinien am Meisten exprimiert wurde,
wohingegen Isoform 1 (llic) und 2 schwé&cher exprimiert oder gar nicht nachweisbar
waren (Abb. 4-5). Dies stimmt mit Studien Uberein, die zeigen konnte, dass FGFR3

lllb vor allem in Epithelzellen exprimiert wird "°.

100000
10000
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-
o

2M-Delta Ct (B-Aktin)}*108

1
123123123123
|FaDu| HN |HSC-3|SCC-25|

FGFR3 Isoform

Abbildung 4-5. Expression von FGFR3 Isoformen in Zelllinien aus Tumoren des Kopf-
Hals Bereichs.

Quantitiave Echt-Zeit PCR wurde mit Isoform-spezifischen Primern durchgefihrt und
anschlieBend die Ct-Werte auf B-Aktin normalisiert. Manche Isoformen konnten in einigen
Zelllinien nicht detektiert werden.

FGF3 lllb wurde anschliellend in den pLenti-C-mGFP Vektor kloniert und stabil in
HSC-3 und HN Zellen uberexprimiert, wobei positive Zellen durch regelmafliges
Sortieren der GFP-positiven Zellen selektioniert wurden. Als Kontrolle wurden Zellen

mit dem Leervektor (nur GFP) transduziert.

Die Uberexpression wurde mit Hilfe von Westernblots Gberpriift und es konnte
gezeigt werden, dass drei verschieden grolde Proteine detektiert wurden, bei denen
es sich vermutlich um unterschiedliche Glycosilierungsformen handelt (Abb. 4-6A).
Im ersten Schritt wurde die Proliferation untersucht, wobei sowohl! fir HSC-3 als
auch HN Zellen die Proliferation von FGFR3 Uberexpressionszellen im Vergleich zu
GFP Kontrollzellen signifikant hdher war (Abb. 4-6B und C). Im Gegensatz dazu war
die Migration von HSC-3 FGFR3 Uberexpressionszellen nicht verandert (Abb. 4-6D).
Um diese Daten zu untermauern, wurde die Expression von Proteinen, die eine Rolle
bei der Proliferation und Migration spielen, mit Hilfe von Westernblot Analyse

untersucht. Dabei zeigte sich, dass HSC-3 Zellen, die FGFR3 Uberexprimieren mehr
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phosphorlyiertes ERK haben als GFP Kontrollzellen, die Phosphorylierung von AKT
und FAK jedoch unveréndert waren (Abb. 4-6E).

FGFR3 scheint demnach in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs die Proliferation positiv

zu férdern, jedoch nicht die Migration.
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Abbildung 4-6. Funktion von FGFR3 in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs.

(A) FGFR3 Uberexpression in HSC-3 und HN Zellen im Vergleich zu GFP Kontrollzellen. (B,
C) Relative Proliferation von FGFR3 Uberexpressionszellen und GFP Kontrollzellen. (D)
Relative Migration von FGFR3 Uberexpressionszellen im Vergleich zu GFP Kontrollzellen. (E)
Expression verschiedener Signalmolekiile in FGFR3 Uberexpressionszellen.

* p<0,05 ; *** p<0,005.
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4.3.1 Funktion von FGFR3 Mutanten in Tumoren des Kopf-Hals

Bereichs

Mithilfe des Cancer Genome Atlas (TCGA) wurden verschiedene Mutationen in
Patienten mit Tumoren des Kopf-Hals Bereichs identifiziert. Da bereits bekannt ist,

d "2 und

dass FGFR 2 und 3 Mutationen im Lungenkarzinom von Bedeutung sin
diese ahnliche Risikofaktoren haben wir Tumore des Kopf-Hals Bereichs, sollte in
dieser Arbeit die Rolle von FGFR3 Mutationen in dieser Tumorentitdt untersucht
werden. Insgesamt wurden sechs verschiedene ,missense“-Mutationen in 306
Patienten gefunden und deren Auswirkung auf die Proteinstruktur mit Hilfe des bei
cBioPortal verfigbaren ,Mutation Assessor” untersucht. Hierbei handelt es sich um
eine Datenbank und ,Scoring“-System zur Vorhersage der funktionellen Bedeutung
von Mutationen. Die funktionelle Bedeutung wird dabei in neutral, niedrig, mittel oder
hoch einteilt. Die identifizierten FGFR3 Veranderungen wurden bei vier von sechs
Mutationen als mittel und bei den restlichen beiden als neutral eingestuft (Tabelle 4-
4). Alle Patienten mit FGFR3 Mutationen zeigten mindestens eine weitere
Veranderung in potentiellen ,Driver-Genen fiir Tumore des Kopf-Hals Bereichs 2°3°
(Abb. 4-7A). Aullerdem betrafen die Mutationen verschiedene Regionen des FGFR3
Proteins (Abb. 4-7B). Die einzige bereits bekannte Mutation war ein Amino-
saureaustausch von Serin zu Cystein an Position 249 (p.S249C, Mutation C), die
unter anderem im Blasen-, Zervix- und Lungenkarzinom gefunden wurde '°"'%2, Bis
auf diese Mutation wurden alle Mutationen in HPV-negativen Patienten gefunden,

sodass diese schwerpunktmaRig untersucht wurden.

Tabelle 4-4. FGFR3 lllb Mutationen in Patienten mit Tumoren des Kopf-Hals Bereichs

Mutation | Basenaustasuch | Aminosdureaustausch | Mutation
(FGFRS3 llib) (FGFR3 llib) Assessor

A c.148G>A p.V50I neutral

B c.392C>T p.S131L mittel

C c.746C>G p.S249C mittel

D c.1885G>A p.E629K neutral

E €.2290G>C p.D764H mittel

F €.2362G>A p.D788N mittel
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Anschlielend wurden alle identifizierten Mutationen in die Wildtyp FGFR3 Illb cDNA
eingeflgt, in den pLenti-C-mGFP Vektor kloniert und die Sequenz Gberprift. Um die
funktionellen Konsequenzen dieser Mutationen zu untersuchen, wurden diese in
HSC-3 Zellen Uberexprimiert. Dabei zeigte sich, dass Mutation E (p.D764H) nicht
mehr von einem Antikdrper gegen die zytoplasmatische Domane erkannt werden
konnte, was auf strukturelle Veranderungen in dieser Region hinweist. Mit Hilfe eines
gegen die Aminosduren 25-124 gerichteten Antikdrpers, konnte jedoch gezeigt
werden, dass die Uberexpression von allen sechs FGFR3 Illb Mutanten, sowie dem
Wildtyp-Protein gleichmafig war (Abb. 4-7C).
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Abbildung 4-7. FGFR3 Mutationen in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs.

(A) Mutationsprofil von Patienten mit FGFR3 Mutationen. (B) Lokalisationen der gefundenen
Mutationen im FGFR3 Protein. (C) Nachweis der Uberexpression von Wildtyp-FGFR3 und
der identifizierten Mutationen in HSC-3 Zellen mit gegen verschiedene Teile des Proteins
gerichteten Antikdrpern.

(Wt, Wildtyp)

Die Proliferation der HSC-3 Zellen, war fur FGFR3 Mutanten nach 72 Stunden in

Medium mit 10 % FBS entweder gleichbleibend (Mutation A und C) oder geringer

(Mutation B, D, E und F). Hingegen wurde in Medium mit nur 2 % FBS, welches eher

der Tumormikroumgebung mit weniger Nahrstoffen ahnelt, beobachtet, dass die

Zellen mit mutierten FGFR3 Varianten besser proliferierten, als solche mit Wildtyp-

FGFR3. Dabei zeigte Mutation C das gréBte Wachstum (Abb. 4-8A). Um zu
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ermitteln, ob Zellen mit mutiertem FGFR3 allgemein unter Stressbedingungen besser
wachsen, wurde das Wachstumsverhalten nach Adhasion der Zellen fur 72 Stunden
unter Hypoxie untersucht. Hierbei zeigte sich erneut, dass HSC-3 Zellen, die FGFR3
Mutanten Uberxprimieren unter normoxischen Bedingungen schlechter als Zellen mit
dem Wildtyp-Protein proliferierten. Unter Hypoxie Bedingungen ist der gleiche Effekt
zu sehen (Abb. 4-8B). Demnach scheint der Wachstumsvorteil von FGFR3 Mutanten
vermutlich durch die verringerte Konzentration an Nahrstoffen, als durch unspezi-

fischen Stress hervorgerufen zu sein.

Insgesamt scheinen Zellen mit mutietem FGFR3 Tumoren unter Bedingungen mit

weniger Nahrstoffen einen Wachstumsvorteil zu bieten.
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Abbildung 4-8. Proliferation von FGFR3-Mutanten Uberepxressionszellen.

(A) Relative Proliferation von HSC-3 Zellen mit FGFR3 Mutanten im Vergleich zum Wildtyp
(1) in Medium mit 10 und 2 % FBS. (B) Relative Proliferation von HSC-3 Zellen mit FGFR3
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (1) unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen.

4.3.2 Effekt von BGJ398 auf FGFR3 Uberexpressionszellen

Um den therapeutischen Nutzen von FGFR3 in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs zu
ermitteln, wurden HSC-3 Zellen, die Wildtyp-FGFR3 Uberexprimieren sowie Kontroll-
zellen mit BGJ398, einem selektiven, oral verfligbaren niedermolekularen Inhibitor
gegen FGFR1-3 (ICso 0,0009-0,0014 uM), behandelt '®. Fiir geringe Konzentra-
tionen (0,5 und 1 pM) zeigte sich, dass nach 72 Stunden HSC-3 FGFR3 Zellen
signifikant in ihrem Wachstum gehemmt wurden. Bei hdheren Konzentrationen

hingegen, war kein Unterschied mehr erkennbar (Abb. 4-9A). Dies kdnnte durch
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unspezifische Effekte des Inhibitors oder durch Inhibition von FGFR1 und/oder
FGFR2 sein. Bei der Analyse der Expression beider Proteine wurde festgestellt, dass
HSC-3 Zellen zwar kein FGFR1 jedoch geringe Mengen an FGFR2 exprimieren
(Abb. 4-9B).

Als nachstes wurde untersucht, ob auch die Migration mit BGJ398 unterdrickt
werden kann. Dabei wurden die Zellen mit 0,5 yM BGJ398 flir 24 Stunden
vorbehandelt, einer Konzentrationen bei der ein geringer, aber kein zu grofRer Effekt
auf die Proliferation der FGFR3 Uberexpressionszellen zu beobachten war (Abb. 4-
9A). Im Gegensatz zur Proliferation war die Migration nach Behandlung der FGFR3

Uberexpressionszellen im Vergleich zu GFP Kontrollzellen unverandert (Abb. 4-9C).

Da bekannt ist, dass Rezeptortyrosinkinase-Mutationen die Sensitivitat gegenuber
niedermolekularen Inhibitoren beeinflussen, wurde untersucht inwieweit sich FGFR3
Mutationen auf die BGJ398-Sensitivitat auswirken. Dabei wurden nur die Mutationen
ausgewahlt, die einen Effekt auf die Proteinstruktur haben (Mutation B, C, E, F),
wobei Mutation C nicht weiter analysiert wurde, da schon bekannt ist, dass diese
FGFR3 p.S249C Mutation sensitiver gegeniiber dem oben genannten Inhibitor ist ">
und nur in HPV-positiven Pateinten auftrat. Es konnte gezeigt werden, dass nach 72
Stunden HSC-3 Zellen mit den Mutationen E und F genauso sensitiv gegenlber
BGJ398 waren wie Wildtyp-FGFR3 wohingegen HSC-3 Zellen mit Mutation B bei
allen Konzentrationen resistenter waren und nach 72 Stunden noch mehr lebende
Zellen vorhanden waren (Abb. 4-9D). Diese Resistenz konnte jedoch bei
Durchfuhrung des Versuchs in Medium mit 2 % FBS aufgehoben werden. Fir
Mutation E und F wurden in 2 % FBS keine Veranderungen in der Sensitivitat

gegenuber dem Wildtyp-Protein festgestellt (Abb. 4-9E).

Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dass die FGFR3-vermittelte
Proliferation sowohl in Zellen mit der Wildtyp-Form als auch mit den untersuchten

mutierten Versionen durch BGJ398 gehemmt werden kann.
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Abbildung 4-9. BGJ398 Behandlung von FGFR3 Uberexpressionszellen.

(A) Relative Proliferation von HSC-3 FGFR3 Uberexpressions- und GFP Kontrollzellen nach
Behandlung mit BGJ398. (B) FGFR1 und 2 Expression in HSC-3 Zellen mit 584A2 und
Detroit 562 Zellen als positiv Kontrollen. (C) Relative Migration von HSC-3 FGFR3
Uberexpressions- und Kontrollzellen nach Vorbehandlung mit 0,5 uM BGJ398. (D) Relative
Proliferation von HSC-3 Zellen mit FGFR3 Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (1) nach
Behandlung mit BGJ398 in Medium mit 10 % FBS. (E) Relative Proliferation von HSC-3
Zellen mit FGFR3 Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (1) nach Behandlung mit BGJ398 in
Medium mit 2 % FBS.

* p<0,05
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44 Discoidin Domain Receptor 2 (DDR2)

4.4.1 Immunhistochemische Analyse

Wie auch fur FGFR3 wurde zunachst auch fir DDR2 eine genauere Analyse der IHC
mit Hilfe der Definiens Tissue Studio 2.1 Software durchgefihrt (Patientenkollektiv
siehe Tabelle 2-11). Die DDR2 Expression stieg im Primartumor im Vergleich zur
normalen Mukosa signifikant an. AuRerdem konnte eine signifikant hohere DDR2
Expression im Rezidiv im Vergleich zum Primartumor festgestellt werden. Die DDR2
Expression in Lymphknotenmetastasen hingegen war der des Primartumors ahnlich
(Abb. 4-10A). Fur gepaarte Proben war der Anstieg der DDR2 Expression von
Primartumor zum Rezidiv signifikant und auch hier zeigte sich die gleiche Expression
von DDR2 in Lymphknotenmetastasen und Prim&rtumor (Abb. 4-10B). Die DDR2
Expression korrelierte weder mit Differenzierungsgrad, Alkohol Konsum, HPV-Status
oder dem Vorhandensein von Lymphnotenmetastasen. Eine niedrigere DDR2
Expression wurden bei hohem T-Stadium (T4) sowie bei Rauchern gefunden. DDR2
war in dieser Studie kein prognostischer Marker flr besseres oder schlechteres
Uberleben (Abb. 4-10C). Die IHC wurde freundlicherweise von Christine Sanders

ausgewertet.
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Abbildung 4-10. DDR2 Expression in Tumoren des Kopf-Hals Breichs.

(A) DDR2 Expression wahrend der Tumorprogression in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs.
(B) Korrelation der Expression von gepaarten Proben. (C) Uberleben der Patienten nach
DDR2 Expression. Es wurden die 25 % der Patienten mit der hchsten DDR2 Expression mit
den verbleiben den 75 % verglichen.
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4.4.2 Funktion von DDR2 in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs

Im nachsten Schritt sollten die biologischen Funktionen von DDR2 in Tumoren des
Kopf-Hals Bereichs naher untersucht werden. Dafir wurde DDR2 in den pLenti-C-
mGFP Vektor kloniert und stabil in FaDu und HSC-3 Zellen, die beide kein DDR2
exprimieren, Uberexprimiert. Als Kontrolle wurde der Leervektor verwendet. Die
Selektion der erfolgreich transduzierten Zellen erfolgte Uber Durchflusszytometrie
und wurde mit Hilfe von Westernblotanalysen Uberprift (Abb. 4-11A). Zunachst
wurde die Proliferation Uber vier Tage untersucht. Dabei wurden die Zellen sowohl
auf zellkultur-beschichteten 96-Lochplatten ausplattiert, als auch auf Platten, die mit
Kollagen | beschichtet waren, da Kollegen | ein Ligand fur DDR2 ist. Fir FaDu Zellen
wurde dabei ein geringer, aber signifikanter Anstieg der Proliferation in DDR2
Uberepxressions- im Vergleich zu Kontrollzellen beobachtet, der bei Stimulation der
Zellen durch Kollagen | nicht starker wurde. Fir HSC-3 Zellen mit DDR2
Uberexpression konnte weder auf zellkultur- noch auf kollagen-beschichteten Platten
ein Unterschied in der Proliferation im Vergleich zu Kontrollzellen festgestellt werden
(Abb. 4-11B).

Eine weitere wichtige Eigenschaft von Tumorzellen ist ihre Fahigkeit verankeruns-
unabhangig wachsen zu koénnen. Dies wurde mit Hilfe von Soft-Agar Assays
untersucht. Dabei wurde beobachtet, dass die Fahigkeit Kolonien zu bilden in FaDu
Zellen mit DDR2 Uberexpression im Vergleich zu Kontrollzellen deutlich verstéarkt
war. HSC-3 hingegen konnten sowohl mit als auch ohne DDR2 keine Kolonien bilden
(Abb. 4-11C).

Als weitere tumorigene Eigenschaften wurden Migration und Invasion analysiert. Es
konnte sowohl fiir FaDu als auch fiir HSC-3 Zellen DDR2 Uberexpressionszellen ein
signifikanter Anstieg der Migration und Invasion im Vergleich zu Kontrollzellen
beobachtet werden. FaDu Zellen mit DDR2 Uberexpression migrierten dreimal mehr,
wohin gegen der Anstieg fur die HSC-3 Zellen 10 % war (Abb. 4-11D). Die Fahigkeit
durch Matrigel zu invadieren waren in FaDu DDR2-Zellen 2,5 —fach hoéher als ich
GFP-Kontrollzellen und HSC-3 Zellen 1,4-mal so hoch (Abb. 4-11E).

AbschlieBend sollte noch der Einfluss von DDR2 auf die Adh&sion untersucht
werden, da DDR2 mit dem Kollagen der Extrazellularen Matrix interagiert. Die
Adhasion wurde wie auch die Proliferation auf =zellkultur- und Kollagen I-
beschichteten Platten untersucht. Da die Zellen auf den Kollagenplatten schneller

adharierten wurde hier die adhérierten Zellen bereits nach 40 Minuten ausgezahilt.
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Auf den zellkulturbeschichteten Platten wurden die FaDu Zellen nach 180 Minuten
und die schneller adharierenden HSC-3 Zellen nach 70 Minuten untersucht.
Wahrend auf Kollagenplatten kein Unterschied in der Adhasion beobachtet wurde,
adhéarierten auf den zellkulturbeschichteten Platten 2-mal mehr FaDu - und 1,5-mal
mehr HSC-3 DDR2 Uberexpressions- im Vergleich zu Kontrollzellen (Abb. 4-11F).
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Abbildung 4-11. Funktion von DDR2 in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs.

(A) DDR2 Uberexpression in FaDu und HSC-3 Zellen im Vergleich zu GFP Kontrollzellen. (B)
Relative Proliferation von DDR2 Uberexpressionszellen im Vergleich zu GFP Kontrollzellen
auf zellkultur- und Kollagen I-beschichteten Platten. (C) Verankerungsunabhangiges Wachs-
tum von DDR2 Uberexpressionszellen und GFP Kontrolizellen. (D) Relative Migration von
DDR2 Uberexpressionszellen im Vergleich zu GFP Kontrollzellen. (E) Relative Invasion von
DDR2 Uberexpressionszellen im Vergleich zu GFP Kontrolizellen. (F) Relative Adhésion von
DDR2 Uberexpressionszellen im Vergleich zu GFP Kontrollzellen auf zellkultur- und Kollagen
I-beschichteten Platten. * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005.
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Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass die Uberexpression von DDR2
viele tumorigene Eigenschaften wie Migration und Invasion von Zellen aus Tumoren

des Kopf-Hals Bereichs verstarkt.

4.4.3 Inhibition von DDR2 in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs mit

Dasatinib

Um zu Gberprifen, ob sich DDR2 als therapeutische Zielstruktur in Tumoren des
Kopf-Hals Bereichs eignet, wurden DDR2 Uberexpressions- und Kontrollizellen mit
Dasatinib behandelt und erneut die oben genannten Versuche durchgefuhrt. Flr
Dasatinb wurde bereits gezeigt, dass es auch die Aktivierung von DDR2 inhibiert
(ICso 1,4 nM) ?®. Zunachst wurden Wildtyp FaDu und HSC-3 Zellen mit Dasatinib
behandelt und nach 72 Stunden die Anzahl der lebenden Zellen bestimmt, da es sich
bei Dasatinib um einen Mulitkinaseinhibitor handelt und die Sensitivitat der Zellen
gegenuber Dasatinib von der Expression verschiedener Tyrosinkinasen abhangt.
HSC-3 Zellen waren dabei 10-fach sensitiver gegeniber Dasatinib als FaDu Zellen
mit einer ICso von 0,25 uyM im Vergleich zu 2,5 uM bei FaDu Zellen (Abb. 4-12).
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Abbildung 4-12. Sensitivitat von FaDu und HSC-3 Zellen gegeniiber Dasatinib.
FaDu und HSC-3 Zellen wurden dber 72 Stunden mit verschiedenen Dasatinib
Konzentrationen behandelt.

AnschlieRend wurden FaDu und HSC-3 DDR2 Uberexpressions- als auch Kontroll-
zellen auf zellkultur- und Kollagen I- beschichteten Platten mit unterschiedlichen
Dasatinibkonzentrationen behandelt und nach 72 Stunden die Anzahl der lebenden
Zellen bestimmt. Die verwendeten Konzentrationen waren dabei fir HSC-3 Zellen
aufgrund der hdéheren Senisitvitdt 5-fach niedriger als fur FaDu Zellen. Auf

zellkulturbeschichteten Platten wurden weder fur FaDu noch fir HSC-3 Zellen eine
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zunehmende Sensitivitit gegeniiber Dasatinib nach DDR2-Uberexpression
beobachtet (Abb. 4-13A). Beim selben Versuch auf kollagen-beschichteten Platten
konnte fir FaDu Zellen gezeigt werden, dass Zellen mit DDR2 Uberexpression im
Vergleich zu Kontrollzellen signifikant in ihrer Proliferation gehemmt wurden. Fir
HSC-3 Zellen hingegen wurde kein Unterschied beobachtet (Abb. 4-13B).
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Abbildung 4-13. Effekt von Dasatinib auf die Proliferation von DDR2 Uberexpressions-
zellen.

(A) Relative Proliferation von DDR2 Uberexpressionszellen und Kontrolizellen nach Behand-
lung mit Dasatinib auf zellkulturbeschichteten Platten. (B) Relative Proliferation von DDR2
Uberexpressionszellen und Kontrollzellen nach Behandlung mit Dasatinib auf Kollagen | —
beschichteten Platten. * p<0,05

Weiterhin wurde untersucht, ob Dasatinib die Migration, Invasion und Adhasion
hemmen kann. Dafiir wurden DDR2 Uberexpressions- und Kontrollzellen vor dem
Durchfiihren der Versuche fir 24 Stunden mit Dasatinib vorbehandelt. Fir FaDu
Zellen wurden 0,5 nM Dasatinib und fir HSC-3 Zellen 0,1 nM Dasatinib verwendet.

Sowohl die Migration als auch die Invasion konnte in DDR2 Uberexpressions- im
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Vergleich zu Kontrollzellen fur beide Zelllinien signifikant gehemmt werden, wobei
der Effekt fir FaDu Zellen mit einer Reduktion auf 20 % bei der Migration und 10 %
bei der Invasion deutlich gré3er war als bei HSC-3 Zellen mit einer Reduktion auf 65
bzw. 60 % (Abb. 4-14A und B). Die Inhibition der Adh&sion wurde wie bereits zuvor
beschrieben sowohl auf zellkultur- als auch auf Kollagen | — beschichteten Platten
durchgefihrt. Auf zellkulturbeschichteten Platten, zeigte sich bei den FaDu Zellen
nach Dasatinib Behandlung sowohl bei den DDR2 Uberexpressions- als auch bei
den Kontrollzellen eine Abnahme der Adh&sion auf 60 bzw. 70 %, die jedoch nur fur
die DDR2 Uberexpressionszellen signifikant war. Im gleichen Versuch nahm auch
die Adhéasion der HSC-3 DDR2 Uberexpressionszellen auf 60 % ab, wobei dies nicht
signifikant war. Die Adhasion der Kontrollzellen war hier unverandert (Abb. 4-14C).
Auf Kollagen | — beschichteten Platten nahm die Adhé&sion der DDR2
Uberexpressionszellen nach Dasatinib Behandlung sowohl fir FaDu als auch fir
HSC-3 Zellen signifikant ab, wohingegen die Kontrollzellen unverdndert blieben
(Abb. 4-14D).

Diese Versuche zeigen erstmals, dass sich die verschiedenen durch DDR2
induzierten tumorigenen Eigenschaften wie Migrations und Invasion, durch minimale
Dasatinib Konzentrationen hemmen lassen. Die funktionelle Analyse der HSC-3
DDR2 Uberexpressionszellen wurde von Christine Sanders unter meiner Anleitung
durchgeflnhrt.
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Abbildung 4-14. Effekt von Dasatinib auf Migration, Invasion und Adhasion von DDR2
Uberexpressionszellen.

(A) Relative Migration von DDR2 Uberexpressionszellen und Kontrollzellen nach Vorbehand-
lung mit Dasatinib (FaDu: 0,5 nM, HSC-3: 0,1 nM). (B) Relative Invasion von DDR2 Uber-
expressionszellen und Kontrollzellen nach Vorbehandlung mit Dasatinib (FaDu: 0,5 nM, HSC-
3: 0,1 nM). (C) Relative Adhasion von DDR2 Uberexpressionszellen und Kontrollzellen auf
zellkulturbeschichteten Platten nach Vorbehandlung mit Dasatinib (FaDu: 0,5 nM, HSC-3: 0,1
nM). (D) Relative Adhasion von DDR2 Uberexpressionszellen und Kontrolizellen auf Kollagen
| - beschichteten Platten nach Vorbehandlung mit Dasatinib (FaDu: 0,5 nM, HSC-3: 0,1 nM).

* p<0,05; ** p<0,01 ; *** ; p<0,005.

4.5 MER proto-oncogene, tyrosine kinase (MERTK)

4.5.1 Immunhistochemische Analyse

Zunachst wurde die MERTK Expression in 554 Patienten untersucht (Patienten-
kollektiv siehe Tabelle 2-11). Dabei zeigte sich, dass die Expression im Primartumor
signifikant Uber der des normalen Gewebes lag und bei 8 % der Patienten lag die
MERTK Expression im Primartumor deutlich Gber dem der restlichen Kohorte. Auch
in Lymphknotenmetastasen und in Rezidiven konnte eine signifikant héhere MERTK

Expression als in der normalen Mukosa festgestellt werden. Zwischen Primartumor
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und Lymphknotenmetastasen nahm die MERTK Expression hingegen ab (Abb. 4-
15A). Die hoéhere Expression von MERTK im Tumor konnte durch gepaarte Proben
von Normalgewebe und Tumor aus dem selben Patienten gezeigt werden und auch
der Abfall der MERTK Expression in Lymphknotenmetastasen im Vergleich zum
Primartumor wurde mit gepaarten Proben bestatigt (Abb. 4-15B). Die Expression von
MERTK korrelierte weder mit Tumorstadium, Differenzierungsgrad, Tabak, Alkohol
Konsum, HPV-Status oder dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen. Auch
im Uberleben zeigte sich kein Unterschied zwischen Patienten mit hoher und
niedriger/keiner MERTK Expression (Abb. 4-15C). Die IHC wurde freundlicherweise

von Christine Sanders ausgewertet.
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Abbildung 4-15. MERTK Expression in Tumoren des Kopf-Hals Breichs.

(A) MERTK Expression wahrend der Tumorprogression in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs.
(B) Korrelation der MERTK Expression von gepaarten Proben. (C) Uberleben der Patienten
nach MERTK Expression. Es wurden die 25 % der Patienten mit der héchsten MERTK
Expression mit den verbleibenden 75 % verglichen.
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4.5.2 Funktion von MERTK in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs

Uber die Funktion von MERTK in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs ist bis heute noch
nichts bekannt. Aus diesem Grund wurde zunachst MERTK in den in Zellen episomal
vorliegenden pCSG-IBAwt1 Vektor kloniert und in HN Zellen, die kein MERTK
exprimieren (Abb. 4-3) Uberexprimiert. Als Kontrolle wurde GFP in den gleichen
Vektor kloniert (Abb. 4-16A). MERTK Uberepxressionszellen zeigten im Vergleich zu
Kontrollzellen einen signifikanten, aber nur minimalen Anstieg in der Proliferation
(Abb. 4-16B). Die Anzahl der migrierten Zellen war in den MERTK Uber-
expressionszellen doppelt so hoch wie bei Kontrollzellen (Abb. 4-16C) und die
Invasion war 2,5-fach erhdht (Abb. 4-16D). Im Weiteren wurde untersucht dber
welche Signalwege diese Effekte vermittelt sein kénnten. MERTK Uberexpressions-
zellen zeigten dabei eine vermehrte Expression von pERK wohingegen pAKT nur
leicht erhdht im Vergleich zu Kontrollzellen waren. Aufierdem konnte eine Zunahme
der FAK nicht jedoch pFAK Expression nach MERTK Uberexpression festgestellt
werden. Eine deutliche Zunahme zeigte sich fiir RhoA in MERTK Uberepxressions-
zellen (Abb. 4-16A).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass MERTK in Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs einen positiven Einfluss auf wichtige tumorigene Eigenschaften wie
Proliferation, Migration und Invasion hat. Die funktionelle Analyse der HN MERTK
Uberexpressionszellen wurde von Christine Sanders unter meiner Anleitung
durchgeflnhrt.
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Abbildung 4-16. Funktion von MERTK in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs.

(A) MERTK Uberexpression in HN Zellen im Vergleich zu GFP Kontrolizellen mit Expression
verschiedener Signalmolekiile. (B) Relative Proliferation von MERTK Uberexpressionszellen
und GFP Kontrolizellen. (C) Relative Migration von MERTK Uberexpressionszellen im Ver-
gleich zu GFP Kontrollzellen. (D) Relative Invasion von MERTK Uberexpressionszellen im
Vergleich zu GFP Kontrollzellen.

* p<0,05 ; *** p<0,005

4.5.3 Inhibition von MERTK in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs

Im nachsten Schritte sollte Uberprift werden, ob sich MERTK als therapeutische
Zielstruktur in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs eignet. Daflir wurden zum einen
Detroit 562 Zellen mit einer starken MERTK Expression sowie HN Zellen ohne
MERTK Expression (Abb. 4-3) mit UNC1062, einem selektiven MERTK Inhibitor (K; =
0,33 nM) ?®, behandelt. Weiterhin wurden zwei verschiedenen shRNAs gegen
MERTK sowie eine shRNA gegen GFP als Kontrolle in den pLKO-Tet-On Vektor
kloniert und Detroit 562 Zellen mit diesen Vektoren lentiviral transduziert. Es handelt
sich somit hierbei um einen Knockdown, der durch die Gabe von Doxycyclin induziert
wird. AnschlieBend wurden sowohl nach UNC1062 Behandlung als auch nach
MERTK Knockdown die bereits oben beschriebenen tumorigenen Eigenschaften

sowie Signalwege untersucht.
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Abbildung 4-17. MERTK Inhibition und Knockdown.

(A) Detroit 562 und HN Zellen wurden fiir 2 Stunden in Medium ohne FBS kultiviert bevor fur
weitere 2 Stunden unterschiedliche Konzentrationen UNC1062 oder DMSO hinzugeben und
die Proteine isoliert wurden. (B) Detroit 562 Zellen mit shRNA gegen GFP oder MERTK
wurden fir 72 Stunden mit oder ohne 1 ug/ml Doxycyclin behandelt und anschlieRend fiir
weitere vier Tage ohne Doxycyclin. Zu den entsprechenden Zeitpunkten wurden die Proteine

isoliert.
(D, DMSO ; Dox, Doxycyclin)

Die Behandlung von Detroit 562 Zellen mit unterschiedlichen UNC1062 Konzentra-
tionen zeigte nach zwei Stunden eine Abnahme sowohl von totalem MERTK als
auch der phosphorylierten Form. Gleichzeig nahm die Phosphorylierung von AKT
und ERK ab, wobei der Effekt bei pERK ausgepragter war. Die Expression von AKT
und ERK hingegeben blieb gleich. Im Gegensatz dazu blieb die Phosphorylierung
von ERK und AKT in HN Zellen nach Behandlung mit UNC1062 gleich (Abb. 4-17A).

Der MERTK Knockdown wurde mit zwei verschiedenen shRNAs in Detroit 562 Zellen
mit 1 pg/ml Doxycyclin fur 72 Stunden induziert und war auch noch nach vier Tagen
ohne weitere Doxycyclin Behandlung stabil, wohingegen Kontrollzellen, die mit einer
shRNA gegen GFP transduziert wurden keine Unterschiede in der MERTK Expres-
sion zeigten (Abb. 4-17B).
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Zunachst wurde die Proliferation untersucht. Nach Behandlung von Detroit 562 und
HN Zellen mit verschiedenen UNC1062 Konzentrationen nahm nach 24 und 72
Stunden die Zellzahl in Detroit 562 und HN Zellen ab, aber es konnte kein
Unterschied zwischen den beiden Zelllinien festgestellt werden (Abb. 4-18A). Auch
der MERTK Knockdown hatte keinen Einfluss auf die Proliferation der Zellen (Abb. 4-
18B).
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Abbildung 4-18. Einfluss von MERTK auf die Proliferation

(A) Detroit 562 und HN Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen UNC1062
behandelt und nach 24 und 72 Stunden die Anzahl der lebenden Zellen bestimmt. (B) Detroit
562 Zellen mit shRNA gegen GFP oder MERTK wurden fiir 72 Stunden mit 1 pug/ml Doxycy-
clin behandelt und anschlieBend fir weitere 4 Tage ohne Doxycyclin kultiviert bevor die
Anzahl lebender Zellen bestimmt wurde.

(Dox, Doxycyclin)

Im Folgenden wurde die Expression von ERK und AKT sowie deren Phospho-
rylierungsstatus untersucht. Dabei zeigte sich, dass 24 Stunden nach Behandlung
von Detroit 562 Zellen die Phosphorlyierung von MERTK, AKT und ERK flir hohe
Konzentrationen ab 2,5 pM UNC1062 abnahm, wohingegen in HN Zellen kein
Unterschied feststellbar war (Abb. 4-19A). Dies konnte auch nach 72 Stunden
beobachtet werden, wobei die Effekte auf pAKT und pERK in Detroit 562 Zellen
deutlich starker waren und zuséatzlich auch die Gesamtmenge an MERTK abnahm.
Die Signalwege in HN Zellen waren unverandert (Abb. 4-19B). Der Knockdown von
MERTK hatte keinen Einfluss auf die Expression und Phosphorylierung von ERK und
AKT (Abb. 4-19C).
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Abbildung 4-19. Einfluss von MERTK Inhibition und Knockdown auf AKT und ERK.

(A, B) Detroit 562 und HN Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen UNC1062
oder DMSO kultiviert und die Proteine nach 24 (A) oder 72 Stunden (B) isoliert. (C) Detroit
562 Zellen mit shRNA gegen GFP oder MERTK wurden fiir 72 Stunden mit oder ohne 1
pg/ml Doxycyclin behandelt und anschlieRend die Proteine isoliert.

(D, DMSO ; Dox, Doxycyclin)
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Abbildung 4-20. Einfluss von MERTK Inhibition und Knockdown auf Apoptose und
Zellzyklus.

(A) Detroit 562 Zellen wurden mit 5 yM UNC1062 oder DMSO fiir 24 oder 72 Stunden
behandelt und anschlieflend die Anzahl apoptotischer Zellen bestimmt. (B) Detroit 562 Zellen
mit shRNA gegen GFP oder MERTK wurden fiir 48 Stunden mit Doxycyclin behandelt und
anschlieBend die Anzahl apoptotischer Zellen bestimmt. (C) Detroit 562 Zellen wurden mit
verschiedenen Konzentrationen UNC1062 oder DMSO fiir 24 oder 72 Stunden behandelt und
der Zellzyklus analysiert. (D) HN Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen
UNC1062 oder DMSO fiir 24 oder 72 Stunden behandelt und der Zellzyklus analysiert. (E)
Detroit 562 Zellen mit shRNA gegen GFP oder MERTK wurden fiir 72 Stunden mit Doxycyclin
behandelt und der Zellzyklus analysiert.

(Dox, Doxycyclin)
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Im Weiteren wurde untersucht wodurch die Abnahme der Zellzahl nach Inhibitor-
behandlung zustanden kommt. Da bekannt ist, dass MERTK in verschiedenen
Tumoren einen Einfluss auf die Apoptose hat (siehe 1.7), wurde zunéachst in Detroit
562 Zellen die Anzahl apoptotischer Zellen nach Behandlung mit 5 pyM UNC1062
oder MERTK Knockdown analysiert. Dabei zeigte sich weder nach 24 noch nach 72
Stunden nach Inhibitorbehandlung ein signifikanter Anstieg der Apoptoserate (Abb.
4-20A). Auch der Knockdown von MERTK induzierte keine Apoptose (Abb. 4-20B).
Eine weitere Moglichkeit fur eine Reduktion der Zellzahl ist Zellzyklusarrest. Detroit
562 Zellen zeigten bereits 24 Stunden nach Behandlung mit UNC1062 einen G2
Phase Arrest, der vor allem flir Konzentrationen ab 1 uM und nach 72 Stunden noch
ausgepragter war (Abb. 4-20C). Da sich jedoch das gleiche Phanomen bei HN Zellen
zeigte (Abb. 4-20D) und MERTK Knockdown keinen Einfluss auf den Zellzyklus hatte
(Abb. 4-20E), handelt es sich hierbei vermutlich um unspezifische Effekte des

Inhibitors, die nicht iGber MERTK vermittelt werden.

In folgenden Experimenten wurde der Einfluss von MERTK Inhibition und Knock-
down auf die Migration und Invasion untersucht. Die Vorbehandlung von Detroit 562
Zellen mit 0,25 yM UNC1062 fuhrte im Gegensatz zu HN Zellen zu einer Abnahme
der Migration auf 63 % (Abb. 4-21A). MERTK Knockdown flhrte nur bei einer shRNA
(shMERTKS862) zu einer signifikanten Abnahme der Migration auf 45 %, wobei
shGFP Kontrollzellen eine Abnahme auf 80 % nach Doxycyclinbehandlung zeigten
(Abb. 4-21B). Der Knockdown wurde flir diese Versuche fur 48 Stunden mit 0,01
pg/ml Doxycyclin induziert, da bei hdheren Konzentrationen auch die Kontrollzellen
nicht mehr migrierten. Die Invasion konnte in Detroit 562 Zellen nach Vorbehandlung
mit 0,25 yM UNC1062 in Detroit 562 Zellen auf 44 % gesenkt werden, wohingegen
die Behandlung keinen Einfluss auf HN Zellen hatte (Abb. 4-21C). Der Einfluss von
MERTK Knockdown auf die Invasion wurde nur mit dem shMERTK862-Vektor,
welches bei der Migration erfolgreicher war, untersucht. MERTK Knockdown fuhrte
zu einer Abnahme der Invasion auf 35 % (Abb. 4-21D).
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Abbildung 4-21. Einfluss von MERTK auf die Migration und Invasion.

(A) Detroit 562 und HN Zellen wurden 24 Stunden mit 0,25 yM UNC1062 oder DMSO
vorbehandelt und anschlieRend die Migration bestimmt. (B) Detroit 562 Zellen mit shRNA
gegen GFP oder MERTK wurden 48 Stunden mit oder ohne 0,01 ug/ml Doxycyclin behandelt
und anschlieBend die Migration bestimmt. (C) Detroit 562 und HN Zellen wurden 24 Stunden
mit 0,25 yM UNC1062 oder DMSO vorbehandelt und anschlieend die Invasion bestimmt.
(D) Detroit 562 Zellen mit shRNA gegen GFP oder MERTK wurden 48 Stunden mit oder ohne
0,01 pg/ml Doxycyclin behandelt und anschlieend die Invasion bestimmt.

(Dox, Doxycyclin) * p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,005.

Als Marker fir die Migration und Invasion wurden FAK, pFAK sowie RhoA
untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Behandlung von Detroit 562 und HN Zellen
mit UNC1062 nach 72 Stunden zu einer Abnahme der RhoA und pFAK Expression
fuhrte. Fir pFAK war dieser Effekt in Detroit 562 Zellen ausgepragter als in HN
Zellen. Die Expression von RhoA nahm in Detroit 562 Zellen bereits bei 0,25 yM
UNC1062 ab, wohingegen bei HN Zellen dies erst ab 1 yM sichtbar war (Abb. 4-
22A). Die Induktion des MERTK Knockdowns fiihrte mit 0,01 yg/ml zu einem etwas
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starkeren Knockdown mit dem shMERTK862-Vektor im Vergleich zum
shMERTK865-Vektor. Weiterhin konnte nhach MERTK Knockdown kein Unterschied
in der FAK Expression, sowie deren Phosphorylierung festgestellt werden. Es zeigte
sich jedoch eine deutliche Abnahme von RhoA fir den shMERTK862-Vektor im
Vergleich zum shMERTK865-Vektor (Abb. 4-22B).

Diese Daten zeigen erstmals, dass die Inhibition von MERTK verschiedene
tumorigene Eigenschaften wie Migration und Invasion in Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs hemmen. Die Versuche aus Abbildung 4-18, 19 und 21 wurden von

Christine Sanders und Britta Thewes unter meiner Anleitung durchgeflhrt.
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Abbildung 4-22. Einfluss von MERTK Inhibition und Knockdown auf FAK und RhoA.

(A) Detroit 562 und HN Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen UNC1062 oder
DMSO kultiviert und die Proteine nach 72 Stunden isoliert. (B) Detroit 562 Zellen mit shRNA
gegen GFP oder MERTK wurden fur 48 Stunden mit oder ohne 0,01 ug/ml Doxycyclin behan-
delt und anschlieRend die Proteine isoliert.

(D, DMSO ; Dox, Doxycyclin)
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4.6 AXL receptor tyrosine kinase (AXL)

4.6.1 Immunhistochemische Analyse

Um zu ermitteln welche Rolle AXL in der Progression von Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs spielt, wurde zunachst die Expression in insgesamt 495 Gewebeproben
von 364 Patienten bestimmt (Patientenkollektiv siehe Tabelle 2-11). Der Anstieg der
AXL Expression war dabei von Normalgewebe zu Primartumor weder fir gepaarte
Proben, noch flr die Gesamtkohorte signifikant (Abb. 4-23A und 4-23B). Es zeigte
sich aber eine signifikant hdhere AXL Expression in der weiteren Tumorprogression
hin zu Lymphknotenmetastasen und Rezidiven (Abb. 4-23A). Dies konnte auch flr
gepaarte Primartumor und Lymphknotenmetastasen bestatigt werden (Abb. 4-23C),

nicht jedoch fur gepaarte Lymphknotenmetastasen mit Rezidiven (Abb. 4-23D).

Weitere Untersuchungen ergaben keinen Korrelation der AXL Expression mit
Tumorstadium, Differenzierungsgrad, Tabak, Alkohol Konsum, HPV-Status oder dem
Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen. Auch auf das Fiinf-Jahres Uberleben
hatte AXL keinen Einfluss (Abb. 4-23E). Die IHC wurde freundlicherweise von

Hannah Billig ausgewertet.

4.6.2 Funktion von AXL in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs

Um die Funktion von AXL in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs zu untersuchen wurde
AXL in den pLenti-C-mGFP Vektor kloniert, in SCC-25 Zellen stabil tGberexprimiert
(Abb. 4-24A) und die Zellen auf tumorigene Eigenschaften untersucht. Wahrend die
Proliferation zwischen AXL Uberexpressions- und GFP Kontrollzellen gleich war
(Abb. 4-24B) war sowohl die Migration als auch die Invasion in AXL
Uberepxressionszellen im Vergleich zu Kontrollzellen verdoppelt (Abb. 4-24C und D).

Diesen Daten weisen auf einen Einfluss von AXL in der Tumorprogression hin.
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Abbildung 4-23. AXL Expression in Tumoren des Kopf-Hals Breichs.

(A) AXL Expression wahrend der Tumorprogression in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs. (B)
Korrelation der AXL Expression von gepaarten Normalgewebe-/Primartumor-Proben. (C)
Korrelation der AXL Expression von gepaarten Primartumor-/Lymphknotenmetastasen-
Proben. (D) Korrelation der AXL Expression von gepaarten Lymphknotenmetastasen/Rezidiv-
Proben. (E) Uberleben der Patienten nach AXL Expression. Es wurden die 25 % der Patien-
ten mit der hdchsten AX Expression mit den verbleibenden 75 % verglichen.
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Abbildung 4-24. Funktion von AXL in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs.

(A) AXL Uberexpression in SCC-25 Zellen im Vergleich zu GFP Kontrollzellen. (B) Relative
Proliferation von AXL Uberexpressionszellen und GFP Kontrolizellen. (C) Relative Migration
von AXL Uberexpressionszellen im Vergleich zu GFP Kontrolizellen. (D) Relative Invasion
von AXL Uberexpressionszellen im Vergleich zu GFP Kontrollzellen. * p<0,05

4.6.3 Inhibition von AXL in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs

Als nachstes wurde analysiert in wie weit sich AXL als therapeutisches Ziel in
Tumoren des Kopf-Hals Bereichs eignet. Dafur wurden Zellen aus Tumoren des
Kopf-Hals Bereichs mit unterschiedlicher AXL Expression (Abb. 4-25B) mit BGB324,
einem selektiven AXL Inhibitor (ICso 14 nM), behandelt und der Anteil lebender
Zellen nach 24 und 72 Stunden bestimmt, wobei es nach keinem Zeitpunkt
Unterschiede im Uberleben zwischen den untersuchten Zelllinien (FaDu, HN, SCC-
25) gab (Abb. 4-25A).
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Abbildung 4-25. Einfluss von AXL Inhibition mit BGB324 auf die Proliferation.

(A) FaDu, HN und SCC-25 Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen BGB324
behandelt und nach 24 und 72 Stunden die Anzahl der lebenden Zellen bestimmt. (B) Ex-
pression von AXL in FaDu, HN und SCC-25 Zellen.

Um die Bedeutung von AXL fiur die Proliferation und andere tumorigene
Eigenschaften in Tumoren des Kopf-Hals Bereich weiter zu untersuchen, wurden
zwei verschiedene shRNAs gegen AXL sowie eine shRNA gegen GFP als Kontrolle
in den pLKO-Tet-On Vektor kloniert. Diese Vektoren wurden anschlieBend Uber
lentivirale Transduktion in verschiedene Zelllinien (FaDu, HN, HSC-3) gebracht und
der Knockdown durch Zugabe von Doxycyclin induziert. 48 Stunden nach Induktion
mit 1 pg/ml Doxycyclin war der Knockdown in allen Zelllinien vorhanden, wobei das
shAXL574 Konstrukt zu einem partiellen und das shAXL575 Konstrukt zu einem
kompletten Knockdown fiihrte (Abb. 4-26A und B). AuRerdem war der Knockdown
auch weitere vier Tage ohne Doxycyclin stabil (Abb. 4-26C). Anschliel’end wurde die
Proliferation nach Induktion mit Doxycyclin untersucht. Dabei zeigte sich, dass es

bereits ohne Induktion des Knockdowns in HN und HSC-3 Zellen minimale
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Unterschiede in der Proliferation zwischen den verschiedenen Vektorkonstrukten gab
(Abb. 4-26D). Nach Induktion des Knockdowns mit Doxycyclin, proliferierten Zellen
mit AXL Knockdown in allen Zelllinien flr beide Vektorkonstrukte mehr als Zellen mit
shRNA gegen GFP, wobei dieser Effekt unterschiedlich stark ausgepragt war. Am
deutlichsten zeigte sich dies bei HN Zellen wo es eine positive Korrelation der
Knockdownstarke mit vermehrter Proliferation gab (Abb. 4-26E).
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Abbildung 4-26. Einfluss von AXL Knockdown auf die Proliferation.

(A, B, C) AXL Expression in FaDu, HN und HSC-3 Zellen mit shRNA gegen GFP oder AXL
ohne Behandlung mit Doxycyclin (A), fir 48 h mit 1ug/ml Doxycyclin (B) und fir 48 h mit 1
pg/ml Doxycylcin und anschlieBend fiir 96 h ohne Doxycyclin (C). (D, E) FaDu, HN und
HSC-3 Zellen mit shRNA gegen GFP oder AXL wurden fiir 48 h Stunden ohne (D) oder mit
(E) 1 pg/ml Doxycyclin vorbehandelt und anschlief3end fiir weitere 4 Tage ohne Doxycyclin
kultiviert bevor die Anzahl lebender Zellen bestimmt wurde.

(Dox, Doxycyclin) * p<0,05

94



4 Ergebnisse

Als néachstes sollte untersucht werden, Uber welche Signalwege es zu dieser
verstarkten Proliferation nach AXL Knockdown kam. Dazu wurden HN Zellen, bei
denen der Effekt am groRten war, weiter analysiert. Nach 48 Stunden Induktion mit
Doxycyclin konnte eine vermehrte Phosphorylierung von ERK nach AXL Knockdown
beobachtet werden, die Uber weitere vier Tage ohne Doxycyclin stabil blieb. In
Kontrollzellen hingegen nahm pERK deutlich ab. Keine Unterschiede gab es in der
Expression von AKT, pAKT und ERK (Abb. 4-27A). Um zu Uberprifen, ob eine
Inhibition von AXL zu ahnlichen Veranderungen in den oben beschriebenen
Signalwegen flhren, wurden HN Zellen fir 24 Stunden mit steigenden BGB324
Konzentrationen behandelt. Im Gegensatz zum AXL Knockdown fuhrte die
Inhibitiorbehandlung zu einer Abnahme von pAKT wohingegen AKT, ERK und pERK

unverandert blieben (Abb. 4-27B).
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Abbildung 4-27. Einfluss von AXL Inhibition und Knockdown auf AKT und ERK.

(A) HN Zellen mit shRNA gegen GFP oder AXL wurden fiir 48 Stunden mit oder ohne 1 pg/ml
Doxycyclin behandelt und anschlieRend die Proteine isoliert oder erst nach weiteren 96 Stun-
den ohne Doxycyclin. (B) HN Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen BGB324
oder DMSO kultiviert und die Proteine nach 24 Stunden isoliert.

(D, DMSO ; Dox, Doxycyclin)

Es ist bekannt, dass Rezeptortyrosinkinasen miteinander interagieren und die
Inhibition einer Rezeptortyrosinkinase zur Aktivierung einer anderen fuhren kann.
Dies konnte die vermehrte Proliferation nach AXL Knockdown erklaren. Um diese
Hypothese prifen, wurden HN Zellen mit shRNA gegen GFP oder AXL fir 48
Stunden mit 1 pg/ml Doxycyclin induziert (Abb. 4-28A) und anschlieRend der
Phosphorylierungsstatus verschiedener Rezeptortyrosinkinasen mit Hilfe eines

Phospho-RTK Arrays bestimmt. Dabei zeigten sowohl Kontrollzellen mit shRNA
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gegen GFP als auch die Zellen mit beiden Knockdown Konstrukten eine EGFR
Phosphorylierung. Die Phosphorylierung von RET war nur bei Kontrollzellen und
beim partiellen AXL Knockdown vorhanden. Es liel3 sich jedoch eine Expression von
pFGFR3 nach AXL Knockdown unabhangig davon ob partiell oder komplett
nachweisen (Abb. 4-28B). Eine anschlieRende Uberpriifung der Ergebnisse mit Hilfe
spezifischer Antikérpern gegen pEGFR und pFGFR3, zeigte jedoch keine
Unterschiede im Phosphorylierungsstatus der beiden Rezeptortyrosinkinasen (Abb.
4-29).
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Abbildung 4-28. Phospho-RTK Array fiir AXL Knockdown- und Kontrollzellen.

(A) AXL Expression in HN Zellen mit shRNA gegen GFP oder AXL nach Inkubation fir 48 h
mit oder ohne 1 pg/ml Doxycyclin. (B) Phospho-RTK Array fir HN Zellen mit shRNA gegen
GFP oder AXL nach Inkubation fir 48 h mit 1 pug/ml Doxycyclin. Deutlich gefarbte Punkte
oben und unten links sowie oben rechts sind dienen als Kontrolle fir die erfolgreiche Ver-
suchsdurchfiihrung.

(Dox, Doxycyclin)

96



4 Ergebnisse

HN
» Ao » & » Ao
g S8 b8
§FFETTES s
@§§®§§@§®|@_a
AXL|D D = ™ 138

PEGFR| g s vm gy o e o me w250

PFGFR3 | I e o e - = = 5 | 130

B_Aktm — —— — — e |42

ohne Dox 48 h Dox 48 h Dox +
96 h ohne Dox

Abbildung 4-29. Einfluss von AXL Knockdown auf pEGFR und pFGFR3.

HN Zellen mit shRNA gegen GFP oder AXL wurden fir 48 Stunden mit oder ohne 1 pg/mi
Doxycyclin behandelt und anschlieRend die Proteine isoliert oder erst nach weiteren 96 Stun-
den ohne Doxycyclin.

(Dox, Doxycyclin)

Abschlielend sollte untersucht werden, ob die Migration und Invasion durch AXL
Inhibition mit BGB324 oder Knockdown beeinflusst wird. Nach BGB324-Behandlung
von HN Zellen mit AXL Expression konnte die Migration auf 40 % und die Invasion
auf 60 % gesenkt werden. Im Vergleich dazu waren beide Eigenschaften in SCC-25
Zellen mit sehr geringer AXL Expression unverandert (Abb. 4-30A und C). Die
Migration konnte nach Induktion des AXL Knockdowns ebenfalls auf 40 % gesenkt
werden, jedoch nur bei kompletten Knockdown (shAXL575) wohingegen ein partieller
Knockdown (shAXL574) zu keiner Veranderung fuhrte (Abb. 4-30B). Der Einfluss auf
die Invasion wurde nur fir den kompletten AXL Knockdown untersucht. Hier zeigte
sich jedoch weder fir Kontrollzellen noch fir AXL Knockdown ein Unterschied (Abb.
4-30D). Um zu ermitteln Uber welche Signalwege AXL die Zellmotiliat beeinflusst,
wurde die Expression von FAK, pFAK und RhoA in HN Zellen nach Behandlung flr
72 Stunden mit BGB324 und AXL Knockdown untersucht. Nach Inhibtion konnte
sowohl eine Abnahme der FAK Phosphorylierung, als auch der RhoA Expression
festgestellt werden (Abb. 4-31A). Nach AXL Knockdown verringerte sich nur nach
komplettem Knockdown die RhoA Expression wohingegen pFAK unverandert blieb.
Der partielle Knockdown hatte keinen Einfluss auf die Expression beider Molekile
(Abb. 4-31B).

Die Daten der Versuche zeigen, dass die Inhibition von AXL verschiedene

tumorigene Eigenschaften hemmen kann, eine schnelle Resistenzbildung jedoch
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wahrscheinlich ist. Die Versuche aus Abbildung 4-27B, 29 und 30 wurden von

Hannah Billig und Britta Thewes unter meiner Anleitung durchgefiihrt.
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Abbildung 4-30. Einfluss von AXL auf die Migration und Invasion.

(A) HN und SCC-25 Zellen wurden 24 Stunden mit 0,5 yM BGB324 oder DMSO vorbehandelt
und anschlieBend die Migration bestimmt. (B) HN Zellen mit shRNA gegen GFP oder AXL
wurden 48 Stunden mit oder ohne 0,5 pg/ml Doxycyclin behandelt und anschlieRend die
Migration bestimmt. (C) HN und SCC-25 Zellen wurden 24 Stunden mit 0,5 yM BGB324 oder
DMSO vorbehandelt und anschlieBend die Invasion bestimmt. (D) HN Zellen mit shRNA
gegen GFP oder AXL wurden 48 Stunden mit oder ohne 0,5 ug/ml Doxycyclin behandelt und

anschlieRend die Invasion bestimmt.

(Dox, Doxycyclin) * p<0,05 ; *** p<0,005.
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Abbildung 4-31. Einfluss von AXL Inhibition und Knockdown auf FAK und RhoA.

(A) HN Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen BGB324 oder DMSO kultiviert
und die Proteine nach 72 Stunden isoliert. (B) HN Zellen mit shRNA gegen GFP oder AXL
wurden fiir 48 Stunden mit oder ohne 0,5 ug/ml Doxycyclin behandelt und anschlief3end die
Proteine isoliert.

(D, DMSO ; Dox, Doxycyclin)
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5. Diskussion

Tumore des Kopf-Hals Bereichs sind die sechst haufigste Tumorentitat weltweit .
Dennoch sind die Therapieoptionen meist auf operative Entfernung des Tumors,
Bestrahlung sowie Chemotherapie beschrankt und das Funf-Jahres Uberleben liegt
bei nur 50-60 % "?**. Aus diesem Grund ist die Entwicklung neuer zielgerichteter,
nebenwirkungsarmer Therapien dringend erforderlich. Dazu wurden im Rahmen
dieser Arbeit verschiedene Rezeptortyrosinkinasen identifiziert, die als neue

therapeutische Ziele in dieser Tumorentitat dienen kénnten und in-vitro untersucht.

Die Kandidatengene wurden Uber ihre Mutationsfrequenz mit Hilfe des Cancer
Genome Atlas und anschlieRende immunhistochemische Farbung einer grofen
Patientenkohorte identifiziert. Dabei zeigte sich, wie wichtig eine Validierung der
Ergebnisse aus genomischen Projekten ist. ROS1, welches mit 5,6 % die hdchste
Mutationsfrequenz hatte, zeigte keine Proteinexpression in Patienten und spielt somit
vermutlich keine Rolle in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs. Eine Expression im
Tumorgewebe konnte fur FGFR3, DDR2, MERTK und AXL gezeigt werden, sodass

diese weiter in-vitro untersucht wurden.

5.1 Fibroblast Growth Factor Receptor 3 (FGFR3)

Mit Hilfe des oben beschriecbenen Ansatzes wurde FGFR3 als potentielles
therapeutisches Ziel in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs identifiziert. Bis jetzt gibt es

%0 |n dieser

keine Studien, die FGFR3 in dieser Tumorentitdt untersucht haben
Arbeit wurde FGFR3 sowohl als prognostischer Biomarker, als auch seine Rolle als
therapeutische Zielstruktur evaluiert, wobei fir letzteres sowohl Wildtyp-FGFRS3, als

auch die beschriebenen Mutationen Uberexprimiert und in-vitro untersucht wurden.

Die zunachst durchgefuhrte immunhistochemische Farbung an Geweben von Uber
500 Patienten, bestehend aus Primartumoren, Lymphknotenmetastasen und
Rezidiven zeigte, dass FGFR3 im malignen Gewebe exprimiert ist. Im Allgemeinen
lieR sich jedoch ein Rickgang der FGFR3 Expression von normaler Mukosa zum
Primartumor und Lymphknotenmetastasen sowie Rezidiven feststellen. Diese
Ergebnisse sind vergleichbar mit denen im Blasenkrebs, wo gezeigt werden konnte,
dass die FGFR3 Expression mit hdherem T-Stadium sowie schlechterer Differenzie-

rung abnahm 25 Im Magenkarzinom war die FGFR3 Expression in undifferenzierten
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Tumoren niedriger als in differenzierten %6 ynd auch im Kolonkarzinom konnte eine
verringerte mMRNA Expression der FGFR3 llIb SpleiRvariante im Tumor im Vergleich
zum umgebenden Normalgewebe gefunden werden, wohingegen die Expresssion
der FGFRS3 lllc Spleifvariante zunahm 2. Um welche FGFR3 SpleiRvariante es sich
bei der Abnahme der FGFR3 Expression in der untersuchten Kohorte handelt, ist mit
Hilfe der durchgeflhrten immunhistochemischen Farbungen nicht unterscheidbar,
sollte jedoch in weiteren Studien untersucht werden. Marshall et al. konnten
weiterhin anhand von Zelllinien aus Tumoren des Kopf-Hals Bereichs sowie
humanen oralen Keratinozyten zeigen, dass die FGFR2 und 3 Expression in
Tumoren und nicht-transformiertem oralen Epithel dhnlich ist '®', was die IHC Daten
unterstitzt. Diese Daten von Marshall et al. sollten jedoch nicht Uberinterpretiert

werden, da nur eine limitierte Anzahl von Zelllinien untersucht wurde.

7,5 % der in dieser Arbeit untersuchten Patienten zeigten eine deutlich hdhere
FGFR3 Expression als der Rest der Kohorte, sodass in diesen FGFR3 eine groliere
Bedeutung haben kdnnte. Von der untersuchten Kohorte war jedoch leider nur wenig
Normalgewebe vorhanden, sodass unklar bleibt, ob es tatsdchlich einen Anstieg der

FGFR3 Expression von normaler Mukosa zum Primartumor gibt.

Diese Daten verdeutlichen, dass die Bedeutung von FGFR3 im Gegensatz zu
FGFR1 in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs, wo eine hohere Expression in Tumoren

mit schlechterer Differenzierung und Invasionsgrad einhergeht 2%

, hicht ganz
eindeutig ist. Aus diesem Grund wurde FGFR3 in-vitro weiter untersucht, um die
Bedeutung dieser Rezeptortyrosinkinase in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs zu
analysieren. Die Uberexpression von FGFR3 lllb flihrte dabei zu vermehrter
Proliferation in Zelllinien aus Tumoren des Kopf-Hals Bereichs, was von einem
pERK1/2 Anstieg begleitet wurde. Diese Beobachtungen stimmen mit der Tatsache
Uberein, dass FGF induzierte RAS-MAPK Aktivierung zu einer gesteigerten Prolife-
ration fiihren 2°. Auch Yuan et al. konnten zeigen, dass die FGFR3-TACC3 Fusion in
Tumoren des Kopf Hals Bereichs die Zellproliferation vermutlich durch Aktivitat der
FGFR Kinase fordern '®®. In Kolonkarzinomzellen hingegen hatte nur die Uber-
expression von FGFR3 lllc und nicht FGFR3 lllb einen Effekt auf die Proliferation 267
Um zu Uberprifen ob FGFR3 llic auch in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs eine
Rolle spielt, sollte zunachst die Expression verschiedener FGFR3 Spleillvarianten an
einer grélReren Anzahl als der hier untersuchten Zelllinien analysiert werden. Bei den
hier untersuchten Zelllinien hatte FGFR3 lllb die héchste Expression und wurde

deswegen fur die weiteren Untersuchungen verwendet.
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In dieser Arbeit konnte zusatzlich gezeigt werden, dass die Proliferation von FGFR3
Uberexpressionszellen durch BGJ398 gehemmt werden kann. BGJ398 ist ein oral
verfligbarer FGFR1-3 Inhibitor, der sich bereits in klinischen Studien befindet ''® und
in Blasenkarzinom Xenograft Modellen mit Wildtyp-FGFR3 Expression zum RuUck-
gang des Tumorwachstums fiihrte '®®. Dementsprechend lassen sich gewonnen in-
vitro Daten schnell in-vivo validieren und am Patienten Anwendung finden. Dass sich
ein signifikanter Unterschied in der Proliferation nur fur bestimmte Konzentrationen
zeigte, kann damit erklart werden, dass in hdheren Konzentrationen vermutlich eine
Inhibition von FGFR2, welches von HSC-3 Zellen exprimiert wird, stattfindet. Im
Gegensatz zur Proliferation, war die Migration in HSC-3 Zellen mit FGFR3 Uber-
expression unverandert. Dass FGFR3 keinen Einfluss auf die Migration in dieser
Tumorentitat hat, wurde dadurch bestatigt, dass es keinen Unterschied in der
Phosphorylierung von FAK, welches eine wichtige Rolle bei der Migration von
normalen und Krebszellen spielt 270, zwischen FGFR3 Uberexpressions- und
Kontrollzellen gab. AufRerdem konnte die Migration nicht durch BGJ398 gehemmt
werden, wobei Konzentrationen benutzt wurden, bei denen der Einfluss auf die

Proliferation noch gering war.

Neben Uberexpression, sind nicht-synonyme Mutationen ein weiterer Mechanismus
durch den Onkogene aktiviert werden kénnen. Aus diesem Grund wurden alle sechs
identifizierten ,missense“-Mutationen in HSC-3 Zellen Uberexprimiert und weiter
untersucht. Alle Patienten mit FGFR3 Mutation hatten mindestens eine weitere
genomische Veranderung in Genen, die als wichtig in der Tumorgenese bei Tumoren
des Kopf-Hals Bereichs beschrieben wurden wie TP53, CDKN2A, PIK3CA, NOTCH1
und EGFR. Diese sind jedoch nicht alle bis heute therapeutisch angreifbar, sodass
es wichtig ist auch in diesen Patienten weitere therapeutische Ziele zu identifizieren.
AulRerdem koénnten patientenspezifische Kombinationen an Medikamenten die

Effizienz von gezielten Therapien verbessern.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag dabei bei der Bedeutung von FGFR3 Mutationen
in HPV-negativen Patienten, da zur Zeit der Datenanalyse, alle bis auf eine Mutation
(p-S249C) in HPV-negativen Tumoren identifiziert wurden. Spatere Studien, die zum
Ziel hatten die genomischen Unterschiede zwischen HPV-negativen und —positiven
Tumoren zu entschlisseln konnten die p.S249C in sechs von 51 HPV-positiven
Tumoren finden %2, was darauf hinweist, dass diese Mutation eine wichtige Rolle in
dieser molekularen Untergruppe spielt. Auch die immunhistochemischen Farbungen

dieser Arbeit zeigten eine hdhere FGFR3 Expression in HPV-positiven Tumoren. Aus
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diesem Grund sollte in weiteren Studien die Bedeutung von FGFR3 in diesen
Tumoren nadher untersucht werden. Dass 90 % der Patienten mit hoher FGFR3
Expression HPV-negativ waren, verdeutlicht jedoch, dass auch diese Patienten von

einer gezielten Anti-FGFR3 Therapie profitieren kénnten.

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten in-vitro Versuchen hatten FGFR3 Mutationen
keinen weiteren Effekt auf die Proliferation im Vergleich zum Wildtyp-Protein in
Medium mit 10 % FBS. Unter Serum-reduzierten Bedingungen mit 2 % FBS, die eher
die Tumor-Mikroumgebung widerspiegeln, proliferierten alle Zellen mit mutiertem
FGFR3 besser als solche mit dem FGFR3 Wildtyp-Protein. Unter hypoxischen im
Vergleich zu normoxischen Bedingungen konnte dies nicht festgestellt werden und
Zellen mit FGFR3 Mutanten proliferierten immer weniger als solche mit Wildtyp-
FGFR3. Daraus lasst sich schliefen, dass die beobachteten Effekte vermutlich
Liganden- und nicht allgemein Stressvermittelt sind. Im Medium mit 10 % FBS liegt
ausreichend Ligand fur Wildtyp-FGFR3 vor, wohingegen im Medium mit 2 % FBS die
Sattigung nicht mehr erreicht wird und der Einfluss der Mutationen auf die
Rezeptoraktivierung deutlicher wird. Die starkste Proliferation wurde bei HSC-3
Zellen mit der p.S249C (Mutation C) beobachtet. Von dieser Mutation ist bereits
bekannt, dass sich Uber die Cystein-Reste stabile Dimere bilden, sodass es zu einer

1% AuRerdem

ligandenunabhangigen, konstitutiven Signalweiterleitung kommt
zeigten NIH-3T3 Zellen, die mit dieser Mutante transduziert wurden, eine verstarkte
Fahigkeit Kolonien zu bilden 2. Es ist jedoch wichtig die identifizierten Mutationen
auch in den Tumorentitdten zu untersuchen in denen sie identifiziert wurden. So
konnten di Martino et al. zeigen, dass die Expression von FGFR3 Mutanten in
immortalisierten normalen humanen Urothelzellen zu einer Phosphorylierung von
ERK1/2 fuhren, nicht jedoch von AKT und SRC. In NIH-3T3 Zellen hingegen fuhrte
die Expression der gleichen FGFR3 Mutanten zur Phosphorylierung von AKT und

SRC %6,

Mutationen in Rezeptortyrosinkinasen sind wichtige Faktoren, die die Sensitivitat
oder Resistenz gegenuber niedermolekularen Inhibitoren beeinflussen kénnen. Fur
FGFR3 p.S249C konnte bereits gezeigt werden, dass diese Mutation zu einer
erhohten Sensitivitat gegeniiber BGJ398 '°? und PD173074 2" fiihrt. In dieser Arbeit
wurden FGFR3 Mutationen aus HPV-negativen Patienten weiter untersucht, die
vermutlich einen Einfluss auf die Proteinfunktion haben. Die Mutationen E (p.D746H)
und F (p.D788N) waren dabei genauso sensitiv wie Wildtyp-FGFR3 gegeniber
BGJ398, was zeigt, dass dieses Medikament auch fur Patienten mit FGFR3
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Mutationen benutzt werden kann. Nichtsdestotrotz zeigte Mutation B (p.S131L) eine
erhohte Resistenz gegeniber BGJ398 im Vergleich zum Wildtyp-Protein. Dies
verdeutlicht, dass FGFR3 Mutationen einzeln betrachtet werden mussen und nicht
alle identifizierten mutierten Proteine generell eine therapeutische Zielstruktur

darstellen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in dieser Arbeit zum ersten Mal
umfassend die Rolle von FGFR3 in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs im Hinblick auf
Patientendaten, aber auch funktionell untersucht wurde. Aufgrund der hohen FGFR3
Expression in einigen Patienten sowie der in-vitro gewonnen Daten von
Uberexpression von Wildtyp- und mutiertem FGFR3, sollte FGFR3 als therapeu-

tisches Ziel in ausgewahlten Patienten weiter verfolgt werden (siehe 5.6).

5.2 Discoidin Domain Receptor 2 (DDR2)

In dieser Arbeit wurde evaluiert, in wie weit DDR2 in Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs exprimiert wird und sich als therapeutisches Ziel durch Dasatinib inhibieren

|asst.

Dabei zeigte die immunhistochemische Analyse eine héhere DDR2 Expression in
allen Tumorstadien im vergleich zur normalen Mukosa. Dass dies nicht durch
gepaarte Proben bestatigt werden konnte, liegt vermutlich an der kleinen Fallzahl. An
entsprechenden gepaarten Proben konnte ein Anstieg wahrend der Tumor-
progression zwar von Primartumor zum Rezidiv beobachtet werden nicht jedoch
zwischen Primartumor und Lymphknotenmetastasen. Eine hdhere DDR2 Expression
in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs konnte auch von Xu et al. gezeigt werden % Im
Gegensatz zu der in dieser Arbeit durchgefiihrten Studie fanden die Autoren eine
signifikante Korrelation von hoher DDR2 Expression mit Tumordifferenzierung und
dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen. Grunde fir diese Unstim-
migkeiten kdnnten zum einen die deutlich kleinere Fallzahl bei Xu et al. sein, sowie
die manuelle Auswertung im Gegensatz zur automatischen Analyse mit Hilfe der
Definiens Software, aber auch z. B. ethnische Unterschiede in den Kohorten.
Dennoch lassen beide Studien den Schluss zu, dass DDR2 in Tumoren des Kopf-
Hals Bereichs eine wichtige Rolle spielt. Im Gegensatz zu Studien in Brustkrebs '®

'85 scheint die DDR2 Expression in Tumoren des Kopf-

und Schilddriisenkarzinom
Hals Bereichs kein prognostischer Marker zu sein, wie in dieser Arbeit gezeigt

werden konnte.
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Die funktionellen Untersuchungen von DDR2 in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs,
zeigten, dass diese Rezeptortyrosinkinase in dieser Tumorentitat keinen Einfluss auf
die Proliferation hat. Zwar proliferierten FaDu Zellen mit DDR2 Uberexpression
etwas mehr als Kontrollzellen, jedoch konnte dies nicht durch Ligandenzugabe
(Kollagen 1) verstarkt werden und auch nicht in HSC-3 Zellen bestatigt werden. Dies
unterstitzt die Studie von Xu et al., die ebenfalls keinen Einfluss von DDR2 auf die
Proliferation in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs finden konnte '®. Die Behandlung
von DDR2 Uberexpressionszellen mit Dasatinib hatte nur bei FaDu Zellen auf
Kollagen | — beschichteten Platten einen Einfluss auf die Proliferation. Dies
unterstreicht die Tatsache, dass die Rolle von DDR2 in der Proliferation abhangig
von Zelltyp und dem umgebenden Gewebe ist '®°. Hammerman et al. konnten weiter-
hin zeigen, dass Dasatinib nur die Proliferation von Lungenkarzinomzelllinien mit
DDR2 Mutationen und nicht mit Wildtyp-DDR2 hemmt '*?, was die hier vorliegenden
Ergebnisse unterstitzt. Es wird jedoch nicht gezeigt, inwieweit die verschiedenen
Zelllinien DDR2 exprimieren und sich Sensitivitdtsunterschiede dadurch erklaren
lassen. Bezuglich des verankerungsunabhdngigen Wachstums, scheint DDR2
dieses verstarken zu kdnnen (FaDu Zellen), aber die alleinige Expression reicht nicht
aus um diese Fahigkeit zu induzieren (HSC-3 Zellen). Wie bereits Xu et al. zeigen

% fihrte die Uberexpression von DDR2 in Tumoren des Kopf-Hals

konnten
Bereichs auch in dieser Arbeit zu einer verstarkten Migration und Invasion. Dies war
jedoch in FaDu und HSC-3 Zellen unterschiedlich stark ausgepragt. Weiterhin war in
FaDu Zellen, bei denen ein groRRerer Effekt auf die Migration und Invasion als bei
HSC-3 Zellen festgestellt wurde, auch die Inhibition dieser beiden Eigenschaften
deutlich starker. Dies deutet darauf hin, dass DDR2 in verschiedenen Tumorzellen
tumorigene Eigenschaften unterschiedlich stark fordert. Ob es sich in diesem Fall um
den Unterschied Primartumor (FaDu) oder Metastase (HSC-3) handelt, musste mit
Hilfe groRerer angelegter Studien bewiesen werden. Zieht man jedoch die
Ergebnisse der immunhistochemischen Daten hinzu, kdnnte man die Hypothese
aufstellen, dass DDR2 beim Metastasieren des Primartumors wichtig ist, jedoch in
den Metastasen selbst eine eher untergeordnete Rolle spielt, da hier die Expression
nicht weiter ansteigt. Die Wichtigkeit von DDR2 bei der Metastasenbildung wurde

t " und auch in Leberkrebszellen konnte die

bereits in Melanomzellen in gezeig
Migration und Invasion durch small interfering RNA (siRNA) gegen DDR2 inhibiert
werden "®°. In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass DDR2 Signalwege, die
Uber Kollagen | aktiviert werden, wichtig fur EMT sind, wobei EMT ein wichtiger

272
t

Prozess fiur die Metastasenbildung bei Tumoren is . Fur Brustkrebs wurde
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gezeigt, dass DDR2 snail family zinc finger 1 (SNAI1) in Zellen, die EMT durchlaufen

haben, stabilisiert und so die Invasion fordert '8,

Um Metastasen in Lymphknoten oder anderen Organen zu bilden, mussen
Tumorzellen zunachst in die Lymph- bzw. Blutgefale invadieren, aber diese auch
wieder verlassen konnen. Hierfur missen die Zellen an die Gefalle adhéarieren. In
der vorliegenden Arbeit wurde zum einen die Adhasion an zellkulturbeschichtete
Platten, aber auch an Platten mit dem DDR2 Ligand Kollagen | untersucht. Dabei
adharierten DDR2 Uberexpressionszellen besser an zellkulturbeschichtete Platten,
wohingegen es auf den Kollagen | — beschichteten Platten keinen Unterschied gab.
Dies ist vermutlich damit zu erklaren, dass die Zeit nach der die adharierten Zellen
gezahlt wurden, auf den Kollagenplatten kirzer war und die Zeit nicht ausgereicht
hat um DDR2 zu aktiveren, da dies Stunden braucht '"*. Es war jedoch nicht méglich
die Adhasionszeit auf den Kollagenplatten zu verlangern, da dann bereits alle Zellen
adhariert waren. Die Vorbehandlung mit Dasatinib verringerte die Adh&sion sowohl
auf zellkultur- als auch auf Kollagen | —beschichteten Platten in beiden untersuchten
Zelllinien. Diese Daten weisen darauf hin, dass DDR2 in Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs fur die Adhasion eine wichtige Rolle spielt. Eine Studie von Kim et al.
konnte zeigen, dass DDR2 in Fibroblasten wichtig flir die Adhasion an Kollagen ist

3 Die Adhasion scheint dabei (iber eine vermehrte Aktivierung von Integrinen

vermittelt zu sein 2™

. Im Gegensatz dazu war die Adhasion von glatten Gefafl-
muskelzellen und Fibroblasten aus Ddr2-Knockout Mausen weder auf Kollagen Typ |
noch auf Fibronektin verandert 2’°. In dieser Studie konnte jedoch auch kein
Unterschied in der Migration festgestellt werden, was ebenfalls anderen Daten aus

der Literatur widerspricht.

Insgesamt deuten die Daten dieser Arbeit darauf hin, dass DDR2 eine potentielle
Zielstruktur in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs darstellt und Dasatinib als
Medikament genutzt werden konnte. Es sollte jedoch erwahnt werden, dass in
Lungenkarzinomzellen bereits verschiedene Resistenzmechanismen gegeniber
Dasatinib beschrieben wurden. Zum einen kénnen andere Rezeptortyrosinkinasen
wie EGFR, IGF1R und HER2 nach Behandlung mit Dasatinib hochreguliert wer-
den #"®. Zum anderen zeigten Beauchamp et al. dass DDR2 p.T654I ,Gatekeeper-
Mutationen® mit erhdhter Affinitat fur ATP nach Behandlung mit Dasatinib auftreten
kénnen oder durch Neurofibromin 1 (NF-1) Verlust alternative Signalwege mit
erhohter RAS und ERK Aktivitdt aktiviert werden kénnen #7. Eine Phase Il klinische

Studie mit dem Ziel Dasatinib in Patienten mit Lungenkarzinom zu evaluieren,
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wurden aufgrund der hohen Toxizitat und Pleuraergiissen abgebrochen 8. Diese
Daten verdeutlichen, dass obwohl sich DDR2 in praklinischen Studien als ein
vielversprechendes therapeutisches Ziel zeigte, die Anwendung am Patienten nicht
direkt Ubertragbar ist. Dies liegt vermutlich daran, dass es sich bei Dasatinib um
einen Multikinaseinhibitor handelt und zeigt wie wichtig die Entwicklung eines

spezifischen DDR2 Inhibitors ist.

Zusammenfassend zeigen die Daten dieser Arbeit, dass DDR2 vor allem fir die
Metastasierung von Tumoren des Kopf-Hals Bereichs eine wichtige Rolle spielt.
DDR2 eignet sich als therapeutisches Ziel in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs, flr
die Anwendung am Patienten waren jedoch vermutlich spezifischere Inhibitoren als

Dasatinib besser.

5.3 MER proto-oncogene, tyrosine kinase (MERTK)

In dieser Arbeit wurde erstmals die Rolle von MERTK in Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs beschrieben und funktionell untersucht. Es konnte zunachst gezeigt
werden, dass die MERTK Expression im Primartumor, in Lymphknotenmetastasen,
aber auch in Rezidiven signifikant Uber der des Normalgewebes lag. An gepaarten
Proben von Normalgewebe und Primartumor konnte dies bestatig werden. Wie auch
im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom korrelierte die Proteinexpression von MERTK
in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs weder mit Uberleben, Tumorstadium oder
Differenzierungsgrad #'’, wohingegen Patienten mit Magenkarzinom bei stérkerer
MERTK Expression ein signifikant kiirzeres Uberleben sowie héhere Tumorstadien
zeigten ??2. In der hier untersuchten Kohorte gab es einen leichten Abfall der MERTK
Expression vom Primartumor zu Lymphknotenmetastasen, wohingegen eine Studie
im Melanom eine hdhere MERTK Expression im metastatischen Tumoren fand '°.
Dies kdnnte damit zusammenhangen, dass MERTK in verschiedenen Tumoren wie
auch in unterschiedlichen Geweben andere Funktionen hat. So kdnnte es sein, dass
MERTK in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs zwar flir den Metastasierungsvorgang
wichtig ist, nicht jedoch in den Metastasen selbst. Insgesamt deuten die Daten der
immunohistochemischen Analyse darauf hin, dass MERTK in Tumoren des Kopf-
Hals Bereichs eine wichtige Rolle spielen kdnnte. Aus diesem Grund wurde MERTK
mit Hilfe von Uberexpressions-, Knockdown- und Inhibitionsversuchen weiter
aufgearbeitet. Die Behandlung von Detroit 562 Zellen mit dem MERTK Inhibitor

UNC1062 fihrte dabei zu einer konzentrationsabhangigen Abnahme der

107



5 Diskussion

Phosphorylierung von MERTK, aber auch von totalem MERTK was die Selektivitat
des Inhibitors zeigt. Dass UNC1062 zu einer Abnahme der Phosphorylierung von
MERTK fUhrt, konnte bereits an verschiedenen Tumorzelllinien wie zum Bespiel aus
Melanomen, rhabdoiden Tumoren oder der Lunge gezeigt werden. Die beobachteten
Effekte auf das totale MERTK waren dabei variabel. Es konnten sowohl Ab- und
Zunahmen, aber auch eine gleichbleibende Expression beobachtet werden 2922,

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MERTK in Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs vermutlich keine Rolle bei der Proliferation in dieser Tumorentitat spielt. HN
Zellen mit der MERTK Uberexpression proliferierten zwar signifikant mehr als GFP
Kontrollzellen, jedoch war dieser Unterschied sehr gering, sodass die biologische
Bedeutung fraglich ist. Weiterhin gab es keinen Unterschied in der Viabilitat
zwischen Zellen mit und ohne Expression von MERTK nach Behandlung mit
UNC1062 und auch Zellen mit MERTK Knockdown proliferierten genauso gut wie
Kontrollzellen. Obwohl es keine Unterschiede in der Proliferation gab, konnten in
verschiedenen Versuchen Zusammenhange zwischen MERTK und dem Prolifera-
tionsmarker pERK gesehen werden. So nahm die Phosphorylierung von ERK in
MERTK Uberexpressionszellen zu und nach Inhibition mit UNC1062 ab. Der Knock-
down von MERTK hingegen flhrte zu keiner Veranderung im Phosphorylie-
rungsstatus von ERK. Ob MERTK das Tumorzellwachstum beeinflusst und welche
Signalwege dabei aktiviert werden, scheint sowohl vom Zelltyp als auch von der
Gewebemikroumgebung abzuhangen. Ahnlich wie bei den hier durchgefiihrten
Versuchen, fuhrte in Leukdmie Zellen die Aktivierung von MERTK unter anderem zu
einer Phosphorylierung von ERK, veranderte jedoch nicht die Proliferation 29 Die
Uberexpression von MERTK in einer nicht-tumorigenen Brustkrebsepithelzelllinie
hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die Proliferation ?'°. Im Xenograft Mausmodell
hingegen konnte fir nicht-kleinzelligen Lungentumoren und Melanome gezeigt
werden, dass der Knockdown von MERTK das Tumorwachstum verhindert 2'"'9,
Auch im Magenkarzinom fiuhrte die Behandlung mit UNC1062 von Tumorzellen, die
MERTK exprimieren im Gegensatz zu solchen ohne MERTK Expression zu einer
Abnahme der Proliferation. In dieser Studie wurde ein Abnahme von pERK nach
UNC1062 Behandlung gesehen, wobei diese sowohl in MERTK-positiven als auch
negativen Zelllinien auftrat, sodass nicht klar ist, ob dieser Effekt durch die Inhibition

von MERTK zustande kommt 222,

Hinsichtlich der Behandlung mit UNC1062 konnte in dieser Arbeit weiterhin gezeigt

werden, dass diese ab Konzentrationen von 1 uM zu einem Arrest in der G2 Phase
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fuhrt. Da dies jedoch sowohl bei MERTK-positiven Detroit 562, als auch bei MERTK-
negativen HN Zellen beobachtet wurde, handelt es sich hierbei vermutlich um einen
unspezifischen Effekt, der jedoch flur beide Zelllinien die verminderte Viabilitdt mit
steigenden UNC1062 Konzentrationen erklart. Es wurde weiterhin gezeigt, dass die
Inhibition und der Knockdown von MERTK keinen Einfluss auf die Apoptose haben.
In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass pAKT, als Marker fur den
PI3K/AKT Uberlebens-Signalweg nach Uberexpression von MERTK nur leicht
hochreguliert wurde, MERTK Knockdown keinen Einfluss auf pAKT hatte und die
Behandlung mit UNC1062 zu einer verminderten AKT Phosphorylierung fihrte.
Diese Daten stehen eher im Gegensatz zu bisherigen Studien, in denen gezeigt
wurde, dass MERTK beim Zelluberleben ein wichtige Rolle spielt. In Melanomzellen
wurde gezeigt, dass UNC1062 Behandlung die Apoptose 4-6 fach induziert 2'°. Im
Magenkarzinom flhrte der Knockdown von MERTK dazu, dass sich 3-4 mal mehr
Zellen in der apoptotischen Sub-G1 Phase befanden #? und auch bei Lungenkar-
zinomzellen wurde nach MERTK Knockdown ein Anstieg der apoptotischen Zellen
von 0,1 auf 35,6 % beobachtet #'". Im Astrozytom konnte gezeigt werden, dass
Knockdown von MERTK in Verbindung mit Serumentzug den Anteil apoptotischer
Zellen von 1,5 auf 5,6 % erhoht 2'®. Diese Daten verdeutlichen jedoch auch, dass der
Einfluss von MERTK auf die Apoptose vom Zelltyp und der Gewebeumgebung
abhangt und nicht immer gleich stark ist. Weiterhin konnte in diesen Studien ein
Zusammenhang zwischen der Phosphorylierung von AKT und MERTK festgestellt
werden. So fuhrte der Knockdown bzw. die Inhibition von MERTK im Astrozytom,
beim Magenkarzinom und im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom zu einer Abnahme
von pAKT 27218222 Eine weitere Studie zu Melanomen konnte zeigen, dass MERTK
Uberexpression zu einer deutlichen Zunahmen und MERTK Knockdown zu einer
Abnahme von pAKT fiihrte 2°. Vermutlich ist der in dieser Arbeit beobachtete Effekt
auf pAKT nicht stark genug um einen Einfluss auf die Apoptose zu haben. Um
auszuschlieen, dass MERTK keinen Einfluss auf das Zelliberleben in Tumoren des

Kopf-Hals Bereichs hat, missten jedoch weitere Zelllinien untersucht werden.

Abschliellend konnte mit Hilfe verschiedener Ansatze gezeigt werden, dass MERTK
die Migration und Invasion von Tumorzellen des Kopf-Hals Bereichs positiv
beeinflusst und dies vermutlich Gber RhoA und nicht Uber FAK geschieht. Der
Einfluss auf die Invasion war dabei in allen Versuchen gréf3er als auf die Migration.
MERTK Uberexpressionzellen migrierten und invadierten mehr als GFP Kontroll-
zellen und exprimierten mehr RhoA. Zwar wurde auch FAK hochreguliert, nicht

jedoch die phosphorylierte Form. Die Behandlung von MERTK-positiven Zellen
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(Detroit 562) mit UNC1062 flhrte im Gegensatz zu solchen ohne MERTK Expression
(HN) zu verminderten Migration und Invasion. 72 Stunden nach Inhibitorbehandlung
nahm die RhoA Expression zwar sowohl in Detroit 562 als auch in HN Zellen ab,
jedoch war dieser Effekt fir die MERTK-postiven Detroit 562 Zellen bereits bei
niedrigeren Konzentrationen als bei den MERTK-negativen HN Zellen sichtbar. Auch
der konzentrationsabhangige Abfall der pFAK Expression war in Detroit 562 Zellen
starker als in HN Zellen. Hinsichtlich des MERTK Knockdowns konnte ein Effekt auf
die Zellmotilitat nur bei komplettem Knockdown beobachtet werden, was mit einer
starkeren Abnahme von RhoA als beim inkompletten Knockdown korrelierte. Ein
Unterschied in der Phosphorylierung von FAK konnte nicht beobachtet werden.
Vermutlich ist daher der Einfluss auf pFAK nach Inhibitorbehandlung eher ein
Nebeneffekt, da dies weder bei Uberexpression noch bei Knockdown beobachtet
wurde. Dass MERTK die Zellmotilitat beeinflusst, konnte bereits an verschiedenen
Tumoren gezeigt werden. Eine Studie konnte zeigen, dass MERTK Uberexpression

216 In

in einer nicht-tumorigenen Brustkrebsepithelzelllinie die Migration forderte
Melanomzellen fiihrt die Behandlung mit UNC1062 zu verminderter Invasion '° und
der Knockdown von MERTK inhibierte die Migration ?*°. Im Glioblastom invadierten
MERTK Uberexpressionszellen mehr, wohingegen der Knockdown die Migration

281

verminderte Bei einer weiteren Studie in dieser Tumorentitat fihrte der

Knockdown von MERTK ebenfalls zur verminderten Zellmigration was mit erhéhter

pFAK und RhoA Expression einherging ?*°

. In Tumoren des Kopf-Hals Bereichs
scheint RhoA jedoch die Migration zu férdern. RhoA wird im Vergleich zu normalen
Keratinozyten vermehrt in Zelllinien aus Tumoren des Kopf-Hals Bereichs exprimiert
und auch immunhistochemische Farbungen bestatigten eine hoéhere RhoA

282

Expression im Tumor als im normalen Gewebe . In-vitro Versuche konnten

weiterhin zeigen, dass der Hyaluronrezeptor CD44 nach Aktivierung Uber RhoA die

rt 2%, Fir weitere Studien ware es

Tumorzellmigration in HSC-3 Zellen férde
interessant, ob noch andere Rho GTPasen bei den MERTK vermittelten Effekten auf

die Zellmotilitat eine Rolle spielen.

Dass FAK die Zellmigration fordert konnte in verschiedenen Studien gezeigt wer-

den 284

, sodass es sich bei den in Glioblastomen gemachten Beobachtungen
vermutlich eher um eine Ausnahme handelt. Ein positiver Zusammenhang zwischen
MERTK Aktivierung und FAK Phosphorylierung wurde in nicht-kleinzelligen
Lungentumoren beschrieben 2. Um abschlieBend zu klaren, ob MERTK auch in

Tumoren des Kopf-Hals Bereichs zu einer Aktivierung von FAK fihrt, missten in
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weiteren Studien mehr Zelllinien evaluiert werden. Die Daten dieser Arbeit sprechen

jedoch eher dagegen.

Zusammengefasst konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass MERTK ein
potentielles therapeutisches Ziel in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs ist. Sollte diese
Strategie in der Praxis Anwendung finden, misste jedoch sehr genau kontrolliert
werden, welche Effekte eine MERTK Inhibition auf das Immunsystem des Patienten
hat. In Mausmodellen wurde gezeigt, dass Mertk Knockdown zu Autoimmunitat
fiihren kann 2. Ob solche Effekte auch bei Kurzzeit MERTK Inhibition im Menschen
entstehen kdnnen, wurde bisher noch nicht untersucht, da es noch keine MERTK

Inhibitoren in klinischen Studien gibt.

54 AXL receptor tyrosine kinase (AXL)

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung der Rezeptortyrosinkinase AXL in Tumoren
des Kopf-Hals Bereichs detailliert untersucht. Dabei wurde erstmals die Expression
von AXL nicht nur in Primartumoren des Kopf-Hals Bereichs sondern auch in
Lymphknotenmetastasen und Rezidiven untersucht. Es konnte dabei kein Anstieg
der AXL Proteinexpression zwischen normaler Mukosa und Primartumoren
festgestellt werden, jedoch nahm die Expression Uber Lymphknotenmetastasen bis
zum Rezidiv signifikant zu. Diese Daten deuten darauf hin, dass AXL eher spater in
der Tumorprogression eine Rolle spielt. AXL war in der untersuchten Kohorte kein
prognostischer Marker. Bisher gibt es zwei Studien in denen, die AXL Expression in
Tumoren des Kopf-Hals Bereichs untersucht wurde. Die Ergebnisse lassen sich
jedoch nicht direkt mit denen dieser Arbeit vergleichen. Giles et al. zeigten, dass
hohe mRNA Level von AXL mit schlechterem Uberleben korreliert, wobei hier von
allen Patienten gepaartes Normalgewebe vorhanden war, mit dessen Hilfe die
Einteilung in hohe und niedrige Expression vorgenommen wurde %*’. Fiir die in der
vorliegenden Arbeit verwendete Kohorte waren jedoch nur neun gepaarte Falle
vorhanden, sodass eine solche Auswertung nicht moglich war. Brand et al.
untersuchten die Proteinexpression von AXL in Primartumoren und fanden ebenfalls
eine Korrelation mit schlechterem Uberleben ?*°. Diese Studie umfasste jedoch nur
63 Patienten und kaum Normalgewebe und wurde manuell und nicht semi-

automatisch ausgewertet.

Weiterhin gibt es auch andere Tumorentitaten in denen die Ergebnisse hinsichtlich

AXL Expression und Uberleben divergent sind. Linger et al. zeigten in nicht-
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kleinzelligen Lungenkarzinomen, dass die Expression von AXL im Tumor weder mit
Uberleben noch Stadium oder Differenzierungsgrad korreliert #'” was mit den
Ergebnissen dieser Studie Ubereinstimmt. Im Gegensatz dazu fanden Shinh et al.

eine hohere AXL Expression in hdheren Tumorstadien 2%,

In dieser Arbeit wurde die Rolle von AXL bei verschiedenen tumorigenen Eigen-
schaften untersucht. Dabei zeigte sich kein Einfluss auf die Proliferation bei AXL
Uberexpression oder BGB324 Behandlung, wohingegen Zellen mit AXL Knockdown
mehr als Kontrollzellen proliferierten. Der Einfluss von AXL auf die Proliferation ist
bereits in verschiedenen Tumoren beschrieben und scheint von verschiedenen
Faktoren wie Tumorart, Mikroumgebung und Art der Untersuchung abzuhangen. In
Pankreas- und Lebertumoren hemmt der Knockdown von AXL mit siRNA die

Proliferation 23%2%°

. In nicht-kleinzelligen Lungentumoren fuhrt ein sh-vermittelter
Knockdown von AXL zu keiner Abnahme der Koloniezahl im Soft-Agar sondern nur
zu einer verringerten GroRe der Kolonien ?'’. Eine Uberexpression von AXL zeigte

240,280 und

weder im Gliom noch im Melanom in-vitro einen Effekt auf die Proliferation
bestatigt damit die Ergebnisse dieser Arbeit. Eine Arbeit von Brand et al. aus diesem
Jahr konnte zeigen, dass die Behandlung mit BGB324 von verschiedenen
Tumorzellen des Kopf-Hals Bereichs mit AXL Expression im Gegensatz zu solchen
ohne AXL zu einer verringerten Proliferation fiihrt ?®>. Dabei wurden nach 72 bis 96
Stunden vergleichbare 1Cso Werte wie in der vorliegenden Arbeit gefunden. Weiterhin
wurde auch hier kein Zusammenhang zwischen der Starke der AXL Expression und
dem Effekt des Inhibitors festgestellt. Als Kontrollzellen wurden Zellen ohne AXL
Expression untersucht, wahrend die in dieser Arbeit verwendeten SCC-25 Zellen
eine schwache AXL Expression zeigten, die die beobachtete Sensitivitdt gegenliber

BGB324 erklaren konnte.

Dass ein sh-vermittelter Knockdown von AXL zu einer gesteigerten Proliferation
fuhrt, wurde bis jetzt noch nicht beobachtet. Dieser Effekt wurde in drei verschie-
denen Zelllinien mit zwei unterschiedlichen shRNAs beobachtet. Die Daten weisen
darauf hin, dass Doxycyclin einen inhibitorischen Einfluss auf die Proliferation hat,
den die Zellen mit AXL Knockdown jedoch besser kompensieren kénnen und somit
die Proliferation im Vergleich zu nicht-induzierten Zellen nicht so stark beeinflusst
oder sogar vermehrt wird. Die Reduktion von pERK in Kontrollzellen und der Anstieg
in Knockdown Zellen bestatigen dies. In verschiedenen Tumoren ist bekannt, dass
Rezeptortyrosinkinasen sich gegenseitig bei Inhibition kompensieren kénnen. Ein

wichtiges Beispiel hierbei ist AXL selbst, dass in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs
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nach EGFR Inhibition hochreguliert wird 2*%*’_ Ein weiterer Resistenzmechanismus
nach Anti-EGFR Behandlung sind die Aktivierung von HER2 und 3 sowie MET "242¢,
FGFR Inhibition kann ebenfalls durch HER2 und MET in Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs kompensiert werden 2. Weiterhin wurde in Lungentumoren gezeigt, dass
die Behandlung von Zelllinien mit DDR2 Mutationen mit Dasatinib zu einer vermehrte
Phosphorylierung der Rezeptortyrosinkinasen IGF1R, EGFR und HER?2 fiihrte 27°.
Eine Studie mit 20 Zelllinien aus verschiedenen Tumoren konnte zeigen, dass die
Inhibition von AXL in der Halfte der Falle zu einer Hochregulation von pHER3 fuhr-
te 288.

Mit Hilfe eines phospho-RTK Arrays wurde in dieser Arbeit pFGFR3 als moglicher
Kompensationsmechanismus nach AXL Inhibition identifiziert, konnte jedoch in
nachfolgenden Western Blots nicht bestatigt werden. Ahnliche Probleme hatten auch
Torka et al. bei ihrer Studie, in der sie nach AXL Inhibition neben der Hochregulation
von pHERS3 auch eine Hochregulation der Phosphorylierung von HER2, IGF1R und
des Insulin Rezeptors im phospho-RTK Array beobachten konnten, sich jedoch nur
die Phosphorylierung von HER3 in Western Blots nachweisen lie3. Weiterhin zeigt
diese Studie, dass die Anderung in der Phosphorylierung anderer Rezeptor-
tyrosinkinasen unterschiedlich ist, je nachdem ob AXL mit Hilfe eines nieder-
molekularen Inhibitors oder siRNA inhibiert wird **®. Von daher ist es ebenfalls
mdglich, dass die Inhibition von AXL unterschiedliche Effekte nach Behandlung mit
siRNA oder shRNA hat. Brand et al. benutzten bei ihren Versuchen siRNA und
konnten so den antiproliferativen Effekt von BGB324 in Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs bestatigen ® im Gegensatz dazu wurde in dieser Arbeit ein induzierbarer

sh-vermittelter Knockdown etabliert.

Neben anderen Rezeptortyrosinkinasen sind weitere Mechanismen beschrieben, die
zu Resistenzen gegeniber gezielten Therapien fihren kénnen. In Patienten mit
Kolonkarzinom, die mit Panitumumab, einem monoklonalen Anitkdrper gegen EGFR,
behandelt wurden, konnten beispielsweise Mutationen im Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog (KRAS) Gen nachgewiesen werden %°. In-vitro konnte an nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinomen gezeigt werden, dass Resistenzen gegen EGFR

20291 \w3hrend in

Inhibitoren Uber NF-kB oder STAT3 vermittelt werden kénnen
Tumoren des Kopf-Hals Bereichs beispielsweise in Hochregulation von IL-6 bei
Erlotinib Resistenz gefunden wurde %°2. Um herauszufinden welche Mechanismen zu
der vermehrten Proliferation von AXL Knockdown Zellen fiilhren missten dement-

sprechend weitere Untersuchungen wie 2z. B. DNA-Microarrays und/oder
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umfassende Phosphoproteom Analysen durchgefihrt werden. Weiterhin miusste
untersucht werden, wann und ob diese Resistenzen auch nach Behandlung mit
BGB324 auftreten.

Die Migration von Tumorzellen des Kopf-Hals Bereichs konnte sowohl nach AXL
Inhibition mit BGB324 als auch durch den vollstdndigen Knockdown von AXL
gehemmt werden. Eine verringerte Invasion wurde nur nach Behandlung mit
BGB324 festgestellt, nicht jedoch nach AXL Knockdown. Grund hierfir kénnten, wie
auch bei der gesteigerten Proliferation, Kompensationsmechanismen der Zelle nach
AXL Knockdown sein, die sich auf andere Signalwege als die fur die Migration
auswirken. Eine férdernde Rolle von AXL in der Migration und Invasion wurde bereits
an verschiedenen Tumoren beschrieben wie z. B. in Ovarial- und Lungentumoren,
Tumoren des Kopf-Hals Bereichs und im Neuroblastom 24328529329 Dapej wurde

dies in Neuroblastomen durch FAK vermittelt 23

, wobei in Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs, wie in dieser Arbeit gezeigt, eher RhoA eine Rolle zu spielen scheint,
welches sowohl nach Knockdwon als auch nach BGB342 Behandlung herunter
reguliert war. Ein Zusammenhang zwischen AXL und RhoA wurde bis jetzt noch
nicht gezeigt, aber wie bereits erwahnt scheint RhoA in Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs fiir die Migration wichtig 222283,

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass AXL vor allem in spateren Tumor-
stadien eine Rolle spielt und hier ein wichtiger therapeutischer Angriffspunkt sein
konnte. Uberpriift werden mussten in diesen Fall, ob und welche Resistenzen bei

einer Anti-AXL Therapie auftreten um geeignete Kombinationstherapien zu finden.

5.5 Rezeptortyrosinkinasen in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion der Rezeptortyrosinkinasen FGFR3,
DDR2, MERTK und AXL in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs untersucht und ob
diese potentielle therapeutische Ziele sind. Es konnte festgestellt werden, dass die
vier Rezeptortyrosinkinasen wahrscheinlich in unterschiedlichen Tumorstadien
wichtig sind. Beispielsweise nahm die FGFR3 Expression wahrend der
Tumorprogression ab, die von AXL hingegen wurde starker. Daher ist es wichtig bei
der Wahl der Therapie das Tumorstadium bei Diagnose in Betracht zu ziehen.
Wahrend eine FGFRS3 Inhibition in frihen Stadien sinnvoll erscheint, kénnte in

spateren Stadien eine Anti-AXL Therapie besser sein. Natlrlich misste in jedem Fall
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bericksichtigt werden, ob die Patienten eine Expression der entsprechenden

Rezeptortyrosinkinasen im Tumor haben.

Auch wenn keine Korrelation zwischen der Expression von FGFR3, DDR2, MERTK
und AXL gefunden wurde, gab es Patienten, die mehrere Rezeptortyrosinkinasen
exprimierten. Dies konnte ebenfalls an Zelllinien wie z. B. Detroit 562 Zellen bestatigt
werden, die eine AXL und MERTK Expression zeigten. Hier wirde sich eine
Kombinationstherapie anbieten zumal in dieser Arbeit gezeigt wurde dass unter-
schiedliche Rezeptortyrosinkinasen bei verschiedenen onkogenen Prozessen
beteiligt sind. Wahrend FGFR3 eine Rolle in der Proliferation spielte, schienen
DDR2, MERTK und AXL fir die Zellmaotilitdt wichtig. Durch eine gleichzeitige

Inhibition kdnnten so verschiedene tumorigene Eigenschaften unterdriickt werden.

5.6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die mit Hilfe genomischer
und immunhistochemischer Ansatze ausgewahlten Rezeptortyrosinkinasen FGFRS3,
DDR2, MERTK und AXL neue therapeutische Ziele in Tumoren des Kopf-Hals
Bereichs sein kdnnten. Bei den hier durchgefiuihrten Versuchen handelt es sich um
in-vitro Versuche, die mit Hilfe von in-vivo Versuchen bestatigt werden missten.
Dabei kénnten zum einen Maus Xenograft Modelle gewahlt werden oder das
Zebrafisch Modell. Letztere haben den Vorteil der deutlich kiirzeren Versuchsdauer
von einer Woche und einer einfachen Zugabe der Inhibitoren in das Wasser. Durch
die verkirzte Versuchsdauer ware es madglich auch die induzierbaren
Knockdownzellen zu verwenden, sodass man hier unerwlinschte Nebeneffekte

aufgrund des dauerhaften Knockdowns umgehen konnte.

Im Weiteren missten jedoch ebenfalls die genau diese Nebeneffekte untersucht
werden, da es sehr wahrscheinlich ist, dass eine dauerhafte Inhibition oder
Knockdown von Rezeptortyrosinkinasen zu Resistenzen fihrt, wie in dieser Arbeit
bereits durch die vermehrte Proliferation von AXL Knockdown Zellen deutlich wurde.
Um dies zu Uberprifen, kdnnten DNA-Microarrays von Zelllinien gemacht werden,
die entweder gegen bestimmte Inhibitoren resistent sind oder in denen eine
bestimmte Rezeptortyrosinkinase dauerhaft herunter reguliert wurde. Hierbei ware es
weiterhin wichtig zu wissen, ob es sich immer um die gleichen Resistenz-
mechanismen handelt oder ob diese nur in bestimmten Zellen auftreten. Dies wirde

die Grundlage fir spatere sinnvolle Kombinationstherapien geben. In diesem
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Zusammenhang ware es ebenfalls von Bedeutung herauszufinden, in wie weit eine
Kombination von Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren mit bereits in Tumoren des Kopf-
Hals Bereichs verwendeten Chemotherapeutika wirkt und ob so die verwendeten
Dosen verringert werden kdnnten. Dies wurde fur MERTK bereits in anderen

Tumoren gezeigt.

Auch wurde in dieser Arbeit weder die Rolle der entsprechenden Liganden noch der
Phosphatasen untersucht, die beide wichtig fir Regulierung der Aktivitdt von
Rezeptortyrosinkinasen sind. Hier kdnnte zunachst die Expression im Gewebe von
Patienten analysiert werden um herauszufinden ob beispielsweise eine hohe
Rezeptorexpression mit einer hohen Ligandenexpression einhergeht. Dies kdnnte
die Bedeutung der entsprechenden Rezeptortyrosinkinasen in Tumoren des Kopf-
Hals Bereichs noch verdeutlichen. Anschliellend kdnnte Uberpruft werden, ob z. B.
im Fall von FGFR3 die Mutationen zu einer veranderten Ligandenbindung fuhren
oder diese nicht mehr von den entsprechenden Phosphatasen dephosphoryliert

werden kénnen und somit die Signalweiterleitung verandert ist.

Abschliellend ist es wichtig zu beachten welchen Effekt eine Behandlung mit
niedermolekularen Inhibitoren auf andere Zellen in der Gewebeumgebung des
Tumors und im restlichen Kérper hat. Wie bereits erwahnt spielt z. B. MERTK eine
wichtige Rolle im Immunsystem, sodass hier Nebenwirkungen wie Autoimmun-
erkrankungen entstehen kénnten. Diese Gefahr kénnte jedoch durch Kombinations-

therapien mit verringerten Dosen der einzelnen Medikamente gesenkt werden.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von Rezeptortyrosinkinasen als therapeutische
Angriffspunkte in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs, wobei durch genomische und
immunhistochemische Untersuchungen an Patientengewebe FGFR3, DDR2, MERTK

und AXL identifiziert und mit Hilfe von in-vitro Experimenten analysiert wurden.

Die Uberexpression von AXL erhdhte die Migration und Invasion, nicht jedoch die
Proliferation. Der Knockdown von AXL flihrte zu einer vermehrten Proliferation, wobei der
zu Grunde liegende Mechanismus weiter untersucht werden muss. Die Behandlung von
AXL-positiven Zellen mit dem selektiven AXL Inhibitor BGB324 fihrte zu einer
verminderten Migration und Invasion, wobei nur erstes durch AXL Knockdown bestatigt
werden konnte. Die Bedeutung von AXL in dieser Tumorentitdt musste dement-

sprechend weiter analysiert werden.

Erstmals wurde die Rolle von FGFR3 in dieser Tumorentitdt untersucht. FGFR3
Uberexpression fiihrte zu einem Proliferationsanstieg, was durch den FGFR1-3-Inhibitor
BGJ398 gehemmt werden konnte. Insgesamt wurden sechs verschiedene FGFR3
,missense“-Mutationen in insgesamt 2 % der Patienten gefunden. Zellen mit Uber-
expression dieser Mutanten zeigten unter Serumentzug eine bessere Proliferation als
solche mit dem Wildtyp Protein. Weiterhin zeigten zwei FGFR3 Mutanten (p.D764H,
p.D788N) eine gleich gute und nur eine (p.S131L) schlechtere Sensitivitat gegeniber
BGJ398 im Vergleich zum Wildtyp Protein.

Die Uberexpression von DDR2 hatte keinen Einfluss auf die Proliferation, férderte jedoch
das verankerungsunabhangige Wachstum, die Adhasion, Migration und Invasion.
Erstmalig wurde gezeigt, dass der Mulitkinaseinhibitor Dasatinib die letzten drei

Eigenschaften in Zelllinien aus Tumoren des Kopf-Hals Bereichs in-vitro hemmt.

Weiterhin wurde zum ersten Mal die Rolle von MERTK in dieser Tumorentitat untersucht.
MERTK Uberexpression hatte keinen Einfluss auf die Proliferation, steigerte jedoch die
Migration und Invasion. Durch den MERTK Inhibitor UNC1062 sowie MERTK
Knockdown konnte in MERTK-positiven Zelllinien sowohl die Migration als auch Invasion

gehemmt werden, wobei MERTK die Zellmotilitat Gber RhoA beeinflusste.

Zusammenfassend zeigen diese Daten erstmals, dass FGFR3, DDR2 und MERTK bei
verschiedenen tumorigenen Eigenschaften in Tumoren des Kopf-Hals Bereichs eine

Rolle spielen und vielversprechende Ansatze fiir eine gezielte Therapie sind.
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% FGFRS3 lllb ¢.148G>A (p.V50I, Mutation A)
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N %. FGFR3 Illb ¢.392C>T (p.S131L, Mutation B)
§ FGFRS3 Illb ¢.746C>G (p.S249C, Mutation C)
= . FGFR3 Illb c.1885G>A (p.E629K, Mutation D)
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Abbildung A-1. pLenti-C-mGFP Vektor.

Dieser Vektor wurde fir die Uberexpression von FGFR3 llIb Wildtyp und Mutanten, DDR2
und AXL verwendet.

*
-.m M Combinatorial Sites
7y
h

2 *
A MERTK
5 e EGFP
3
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3

Abbildung A-2. p-CSG-IBAwt1 Vektor.
Dieser Vektor wurde fiir die Uberexpression von MERTK und EGFP verwendet.

EcdR1 (10425) hPGK promoter
* o mby,  GonNs
stfer__gg \§ * ShMERTK862
N\ ShMERTK865
Agd @550~ Vri\\'RES
= shAXL574
o !
H1/TO promoter pLKO-Tet-On \j shAXL575
| |_puo
10634 bp N
) shGFP
AmpR

Abbildung A-3. pLKO-Tet-On Vektor.

Dieser Vektor wurde fiir den induzierbaren Knockdown von MERTK (shMERTK862 und 865)
und AXL (shAXL574 und 575) verwendet. Als Kontrolle diente shGFP. Der “stuffer” wurde
durch die entsprechenden Sequenzen ersetzt.
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