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1 Einleitung

1.1 Haufigste Todesursachen

2019 waren laut der ,World Health Statistics 2023“ der Weltgesundheitsorgani-
sation (WHO) 74 % der Todesfalle (entsprechend 41 Mio. Tote) auf nichtuber-
tragbare Krankheiten zurtickzufihren. Davon entfielen 17,9 Mio. Tote auf Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, gefolgt von 9,3 Mio. Krebstoten, von 4,1 Mio. Toten

durch chronische Atemwegserkrankungen und 2,0 Mio. Toten durch Diabetes.

Neu an Krebs erkrankten weltweit im Jahr 2020 fast 20 Mio. Menschen (Sung et
al., 2021). Nach dem Mammakarzinom (11,7 %) ist der Lungenkrebs die zweit-
haufigste neudiagnostizierte Krebserkrankung (11,4 %) im Jahr 2020 (Sung et
al., 2021). An einem bdsartigen Lungentumor sind 2020 1,8 Mio. Menschen ver-
storben. Lungenkrebs ist der Krebs mit den meisten Todesfallen weltweit, vor

dem hepatobilidren und dem kolorektalen Karzinom (Sung et al., 2021).
1.2 Maligne Tumoren der Lunge

1.2.1 Epidemiologie, Risikofaktoren und histologische Subtypen

Lungenkarzinome sind primar in der Lunge entstandene epitheliale bosartige Tu-
moren. Lungenkarzinome werden in kleinzellige Lungenkarzinome (SCLC =
small cell lung cancer) und nicht-kleinzellige Lungenkarzinome (NSCLC = non

small cell lung cancer) eingeteilt.

Den groften Anteil an malignen Lungentumoren macht der NSCLC mit ca. 80-85
% aus (Rodriguez-Canales et al., 2016). Das NSCLC hat eine 5-Jahresuberle-
bensrate von 15 % (La Montagna et al., 2021).

Rauchen zahlt weiterhin zum wichtigsten Risikofaktor fur die Entstehung von ma-
lignen Lungentumoren, aber etwa 25 % der Lungenkrebsfalle weltweit treten bei
Nichtrauchern auf (Okazaki et al., 2016, North and Christiani, 2013, MacRosty
and Rivera, 2020, Dubin and Griffin, 2020). Bei Nichtrauchern ist der Lungen-
krebs die siebthaufigste Krebstodesursache (Okazaki et al., 2016, North and
Christiani, 2013). Es finden sich Geschlechtsunterschiede: so erkranken nicht-
rauchende Frauen haufiger an NSCLC im Vergleich zu nichtrauchenden Man-
nern (MacRosty and Rivera, 2020, Zhong and Borlak, 2023). Im asiatischen
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Raum sind sogar >50 % der Lungenkrebs-erkrankten Frauen Nichtraucher
(Dubin and Griffin, 2020, MacRosty and Rivera, 2020).

0000000000 El SCLC: Hochmaligne neuroendokrine Tumoren (15 %)
0000000000
0000000000 Bl NSCLC: Adenokarzinom (46 %)
0000000000
Q0000000 OO® = NSCLC: Plattenepithelkarzinom (24 %)
0000000000
q Hl NSCLC: Grofizellige oder undifferenzierte Karzinome (5 %)
00000 = NSCLC: Karzinoide und neuroendokrine Tumoren (5 %)
000000
E= nicht eindeutige Zuordnung zu anderen Subgruppen (6 %)

Abbildung 1: Maligne Lungentumoren nach Histologie (Zahlen aus den deutschen

Krebsregisterdaten).

Der am haufigsten bei Nichtrauchern auftretende maligne Lungentumor ist das
Adenokarzinom, bei Never-Smokers 88 % im Vergleich zu 62% bei Ever-Smo-
kers (Tang et al., 2021). Dieses weist haufig spezifische Treibermutationen auf
(Okazaki et al., 2016).

In NSCLCs findet sich in 10-15 % der Tumoren Mutationen im Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR) (Leonetti et al., 2019), besonders in Adenokarzinomen.
Einen mutierten EGFR findet sich insbesondere bei Frauen (69,7 %) und bei Ne-

ver-Smoker (66,6 %) (Westover et al., 2018).

1.3 Resistenzentwicklung in Tumorzellen

Die ,Hallmarks of Cancer” wurden zum ersten Mal im Jahre 2000 von Hanahan
und Weinberg definiert. Dabei beschrieben sie 6 Charakteristika von Krebszellen
(Hanahan and Weinberg, 2000). Im Jahr 2011 und 2022 wurden diese 6 Charak-
teristika auf 10 erweitert (Hanahan and Weinberg, 2011, Hanahan, 2022).

Diese Charakteristika, die den Krebszellen ein Uberleben sichern und die auch

mogliche Angriffspunkte fur Krebstherapien darstellen, sind

a) Aufrechterhaltung proliferativer Signallibertragung
b) Umgehen von Wachstumssuppressoren

c) Widerstand gegen den Zelltod
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d) Replikative Unsterblichkeit

e) Gefallversorgung

f) Gewebeinvasion und Metastasierung
g) Genominstabilitat und Mutationen

h) Vermeidung der Immunzerstérung

i) Deregulierung des Zellstoffwechsels

)
j)  Tumorvermittelte Entzindung.

1.3.1 Molekulargenetische Analysen / Treibermutationen

Wie in den ,Hallmarks of Cancer” beschrieben, sichern eine Aufrechterhaltung
der proliferativen SignalUbertragung und ein Widerstand gegen den Zelltod das
Uberleben der Tumorzellen. Die ursachlichen Mutationen in Tumorzellen als

Grundlage dieser Zelleigenschaften werden als Treibermutationen bezeichnet.

In Tumorzellen fiihren verschiedene Mechanismen zur Uberaktivierung der Sig-
naliibertragung. Durch Mutationen kommt es beispielsweise zu einer Uberex-
pression und zu einer hohen Rezeptordichte und so zu einer verstarkten Aktivie-

rung der nachgeschalteten Signalwege.

In einem Grofteil der NSCLC-Tumoren sind Treibermutationen in Proteinkina-
sen, insbesondere in Tyrosinkinasen, zu finden. Tyrosinkinasen sind eine Gruppe
von Enzymen, die als assoziierter Rezeptorteil oder als Enzym an der intrazellu-
laren Signaltransduktion beteiligt sind. Aktiviert durch Phosphorylierung beein-
flussen sie die Proliferation und Differenzierung der Zellen. Die Tyrosinkinasen
lassen sich in verschiedene Untergruppen einteilen. Es werden ungefahr 90 Ty-
rosinkinasen im menschlichen Genom kodiert, davon sind 58 Rezeptor-Tyrosin-
kinasen. Der EGFR ist eines von mehr als 20 bekannten Protoonkogenen und
gehdrt zur Gruppe der Rezeptortyrosinkinasen (RTKI) (Oxnard et al., 2013,
Chevallier et al., 2021).

Die haufigste Mutation findet sich in der intrazellularen Ras-Kinase, die zweithau-
figste im EGFR (Konig et al., 2021). Die Inzidenz von EGFR-Mutationen ist ab-
hangig von der untersuchten Studienpopulation (Midha et al., 2015): Bei ca. 15
% der Kaukasier und knapp 50 % der Asiaten, die an einem NSCLC erkrankt

sind, lasst sich eine EGFR-Mutation nachweisen (Leonetti et al., 2019). Die
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Entdeckung von verschiedenen Mutationen flhrte zur Entwicklung von zielge-

richteten Therapeutika (Konig et al., 2021).

Abbildung 2: Anteile der klassischen Treibermutationen in Lungentumoren in ei-

ner kaukasischen Population (Konig et al., 2021, Froesch et al., 2021).

1.3.2 EGF-Rezeptor
Der EGFR gehort zu der Rezeptortyrosinkinasen Typ 1 Familie. Er wird mit 28
Exons auf Chromosom 7 kodiert. Die Bindung von EGF an den Rezeptor fuhrt
zur Dimerisierung und induziert Uber nachgeschaltete Kinasekaskaden die Zell-
proliferation (Abb. 3).

Der EGFR ist ein Transmembranglykoprotein mit einer intrazellularen Tyrosin-
kinasedomane als Rezeptor fur externe Liganden. EGFR, auch bekannt als
ErbB-1, wurde als erster EGF-Rezeptor der ErbB-Familie entdeckt. Die weiteren
Rezeptoren dieser Gruppe sind HER-2/neu, HER-3 und HER-4.

Die ErbB-Proteine besitzen zwei cysteinreiche Regionen in der extrazellularen
Domane, eine Transmembrandomane und eine zusammenhangende Tyrosin-

kinasedomane im zytoplasmatischen Teil.
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Abbildung 3: Signalwege des EGF-Rezeptors, modifiziert nach Dokala and Thakur,
2017 und Huang and Fu, 2015.

EGFR wird aktiviert durch Uberexpression und durch einen Liganden-abhangi-
gen und Liganden-unabhangigen Mechanismus. 10 verschiedene Liganden kon-
nen an alle Rezeptoren binden und beeinflussen so den nachgeschalteten Sig-

nalweg.

Durch die dauerhafte Aktivitat der Tyrosinkinase im EGF-Rezeptor kommt es
spontan zu einer Dimerisierung der Rezeptormonomere und der Rezeptor wird
aktiviert. Ein EGF bindet an zwei Rezeptormonomere gleichzeitig und aktiviert so
den Rezeptor und den nachgeschalteten Signalweg. Bekannte Liganden der
ErbB-Rezeptorfamilie sind EGF, TGF-a, Epiregulin, Amphiregulin, Betacellulin

und Neuregulin.

Der EGFR aktiviert die folgenden 4 wichtigen Signalwege (vgl. Abbildung 3):
MAPK-Signalweg, PI3K/Akt-Signalweg, PLC1-PKC-Signalweg und JAK-STAT-
Signalweg (Dokala and Thakur, 2017).

1.4 Therapien des NSCLC
In der Regel wird bei Patienten mit NSCLC ein multimodales Therapieregime ver-

wendet. Das Tumorstadium und die molekulargenetischen Untersuchungen
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sowie der Allgemeinzustand und Komorbiditaten der Patienten beeinflussen das

verwendete Therapieschema.

Die medikamentdsen Therapien umfassen in kurativer als auch in palliativer Ab-
sicht patientenindividuell eine (neo-) adjuvante Systemtherapie mit einer platin-
basierten Chemotherapie und anderen Zytostatika. Als nichtmedikamentdse
Therapien gibt es die Operation, eine Bestrahlung oder auch eine Kombination
der verschiedenen Therapien, wie eine Radiochemotherapie (Powell et al.,
2021).

Das medikamentose Therapieregime beinhaltet dartiber hinaus auch zielgerich-
tete Therapeutika und Immuntherapien, die abhangig von den vorliegenden Mu-
tationen und anderen Tumorgegebenheiten sind. Aktuell zugelassene Medika-
mente flr die Therapie des NSCLC sind in Tabelle 1 aufgeflhrt
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2024).

Tabelle 1 Auswahl der aktuell in Deutschland zugelassenen Medikamente

Zytostatika Immuntherapie zielgerichtete Therapien (u.a. EGFR-, ALK-, MET-, BRAF- und RET-Inhibitoren) | Angiogenese-Inhibitoren
Carboplatin Atezolizumab Afatinib Alectinib Amivantamab Crizotinib Bevacizumab

Cisplatin Durvalumab Dacomitinib Brigatinib Capmatinib Entrectinib Nintedanib

Docetaxel Ipilimumab Erlotinib Ceritinib Tepotinib Larotrectinib Ramucirumab
Gemcitabin Nivolumab Gefitinib Lorlatinib Dabrafenib Sotorasib

Paclitaxel /| Pembrolizumab | Osimertinib Pralsetinib Trametinib

nab-Paclitaxel

Vinorelbin Selpercatinib Trastuzumab Deruxtecan

1.4.1 Zielgerichtete Tumortherapie

Fortschritte in der molekulargenetischen Forschung haben den Weg fir eine ziel-
gerichtete Tumortherapie beim NSCL geschaffen. Neben der EGFR-Inhibition
gibt es eine zielgerichtete Therapie fur verschiedene Treibermutationen in ande-

ren Rezeptor-Tyrosinkinasen.

1.4.2 Tyrosinkinase-Inhibitoren
TKI blockieren proliferationsstimulierende Signale. Eingesetzt werden sie vor al-
lem in Tumoren, in denen die Tyrosinkinase konstitutionell aktiviert ist und so zu

einer unkontrollierten Proliferation flhrt.
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1.4.3 EGFR-Inhibitoren
EGFR-TKI sind kleine Molekile, die die enzymatische Aktivitat der mutierten Re-

zeptorkinase hemmen und die Bindung von ATP verhindern.

Die Wirksamkeit der EGFR-TKI ist abhangig von deren pharmakologischen Ei-
genschaften sowie der Art der aktivierenden EGFR-Mutation (Thomson et al.,
2022). In Deutschland sind EGFR-TKI verschiedener Generationen zugelassen,
die spezifisch fur aktivierende EGFR-Mutationen entwickelt wurden. Die EGFR-

TKI setzen an unterschiedlichen Stellen am Rezeptor an (Passaro et al., 2021).

Die Tyrosinkinaseinhibitoren zeigen im Vergleich mit einer platinhaltigen Chemo-
therapie weniger Nebenwirkungen (Maemondo et al., 2010). Da die Therapeutika
zielgerichtet wirken, erreichen sie eine hohe Ansprechrate. Diese liegt bei den
TKI bei 50-90 %. Die Wirkung der TKI ist zeitnah, innerhalb von 4-6 Wochen.
Jedoch ist das Auftreten von sekundaren Resistenzen unvermeidlich und tritt nor-

malerweise innerhalb von 12-24 Monaten auf (Konig et al., 2021).
Eine Auswahl dieser EGFR-TKI findet sich in Tabelle 2.

Tabelle 2 In Deutschland zugelassene EGFR-TKI mit Handelsnamen und Ziel-
mutation (Levantini et al., 2022)

Arzneimittel | Handelsname | Pharmaunternehmen | Generation Ziel

Erlotinib Tarceva Roche 1. Generation | Ex19Del/L858R

Gefitinib Iressa AstraZeneca 1. Generation | Ex19Del/L858R

Afatinib Giotrif Boehringer Ingelheim | 2. Generation | Ex19Del/L858R

Osimertinib | Tagrisso AstraZeneca 3. Generation | Ex19Del/L858R/Ex19Del
+ T790M/L858R + T790M
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Vereinfacht dargestellt wird folgendes Therapieschema angewendet:

EGFR
(L858R, 19Dsl)

Erlotinib
Gefitinib

Afatinib
Osimertinib

A

/
<> <
+ +
S

Abbildung 4: Therapieschema der EGFR-TKI (Shaurova et al., 2020).

Nur beim Vorhandensein einer Mutation in EGFR zeigen die EGFR-TKI in
NSCLC einen klinischen Vorteil. In EGFR-Wildtyp NSCLC zeigt eine Therapie
mit EGFR-TKI keinen klinischen Effekt auf die Tumore (Maemondo et al., 2010).

Erlotinib ist ein oraler reversibler EGFR-TKI der ersten Generation, der seit 2005
in Deutschland zugelassen ist (Shepherd et al., 2005). Zugelassen von der EMA
ist ERLO zur Behandlung des fortgeschrittenen oder metastasierten NSCLC.
ERLO kann in Kombination mit Gemcitabin auch beim metastasierten Pankreas-

karzinom verwendet werden (Saito et al., 2019).

Gefitinib ist ein kompetitiv wirkender EGFR-TKI der ersten Generation, einzuneh-
men als Filmtablette. Zugelassen ist es als Monotherapie zur Behandlung von
erwachsenen Patienten mit lokal fortgeschrittenem oder metastasierten NSCLC

mit aktivierenden Mutationen der EGFR-Tyrosinkinase.

Da gegen die Erstgenerations EGFR-TKI eine Resistenz entsteht, wurden Zweit-
generations-Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren wie Afatinib entwickelt. AFA ist
ein irreversibler EGFR-TKI, auch einzunehmen als Filmtablette. AFA erhielt 2013
von der EMA die Zulassung bei erwachsenen Patienten mit lokal fortgeschritte-
nem oder metastasiertem NSCLC. AFA kann alle 4 Mitglieder der EGF-
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Rezeptorfamilie irreversibel hemmen. Resistenz gegen AFA entwickelt sich aller-
dings durch Amplifikation des MET-Gens, durch die Uberexpression des FGFR1-
Gens oder durch die Aktivierung des MAPK-Signalwegs durch eine aktivierende

Mutation in der Kinase B-Raf.

In einer randomisierten Studie von AFA gegenuber GEFI waren das progressi-
onsfreie Uberleben langer und die Remissionsrate hoher im Afatinib-Arm, die
Rate der Therapieabbriche aufgrund von Nebenwirkungen war gleich (Park et
al., 2016).

Um NSCLC-Tumorzellen, die eine aktivierende Mutation T790M im EGFR-Re-
zeptor besitzen (siehe 1.6.2 Seite 26) und somit gegen die erste und die zweite
Generation der RTK-Inhibitoren resistent sind, gezielt anzusprechen, wurde der
Drittgenerations-EGFR TKI Osimertinib entwickelt. Dieser Inhibitor blockiert den
T790M-aktivierten EGF-Rezeptor irreversibel, beeinflusst jedoch nicht die Aktivi-
tat der nichtmutierten Rezeptoren (Mok et al., 2016). Aufgrund der Daten der
FLAURA- (Soria et al., 2018) und der ADAURA-Studie (Wu et al., 2020, Ballard
etal., 2016) kam es zu Zulassungserweiterungen: In der FLAURA-Studie hat OSI
in der First-Line-Therapie gegenuber den Erstgenerationen EGFR-TKI zu einer
deutlichen Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens gefihrt und die Ge-
samtiiberlebenszeit um fast 7 Monate verlangert. Der Uberlebensvorteil der Pa-
tienten durch OSI war bei Vorliegen einer Ex19del Mutation ausgepragter als bei
Patienten ohne Ex19del Mutation. Bei der Therapie mit OSI zeigte sich eine sig-
nifikante Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens im Vergleich zu Erst-
generations-EGFR-TKI (Erlotinib, Gefitinib) mit einer Risikoreduktion fur Tod oder
Tumorprogress um mehr als die Halfte (Ahn et al., 2018). OSI Uberwindet die
Blut-Hirn-Schranke und kann somit auch bei Hirnmetastasen wirken (Ballard et
al., 2016, Mok et al., 2016). Daruber hinaus bindet OSI selektiver bei Tumoren
mit einer EGFR-Mutation als die vorher entwickelten EGFR-TKI (Soria et al.,
2018). Aufgrund der besseren Vertraglichkeit und Effektivitat im Vergleich zu an-
deren EGFR-TKI hat sich OSI in der Erstlinientherapie des fortgeschrittenen
NSCLCs mit EGFR-Mutation durchgesetzt (Ettinger et al., 2022).
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OSI wird aufgrund seiner hohen Effektivitat auch in der adjuvanten Therapie ein-
gesetzt. OSI ist als Zweitlinientherapie der Platin-basierten Chemotherapie im
Zentralnervensystem uberlegen (Mok et al., 2016). In der ADAURA-Studie war
das Risiko einer ZNS-Metastasierung in der OSI-Gruppe um ~90 % niedriger als
in der Placebogruppe (Wu et al., 2020, Jiang et al., 2023).

In der ADAURA (NCT02511106) Studie wurden Patienten mit Stadium IB-IIIA
NSCLC nach kompletter Tumorentfernung eingeschlossen. Die Studie ergab,
dass die adjuvante Therapie mit OSI einen Vorteil gegenuber Placebo hat (Herbst
et al., 2023).

In der randomisierten FLAURA-Studie (NCT02296125) konnte 2018 gezeigt wer-
den, dass die Therapie mit OSI ein signifikant langeres progressionsfreies Uber-
leben erzielt im Vergleich zu Therapien mit anderen EGFR-TKI (Median 18,9 Mo-
nate vs. 10,2 Monate) (Soria et al., 2018). Patienten mit einer Ex19del Mutation
zeigten einen deutlicheren Uberlebensvorteil als Patienten ohne diese Mutation.
Aulerdem hatten Kaukasier einen Vorteil gegentber Asiaten (Ramalingam et al.,
2020).

GEFI als erster 2003 von der FDA zugelassener EGFR-TKI inhibiert EGFR se-
lektiv durch eine reversible Bindung an der ATP-Bindungsstelle und der daraus

resultierenden Blockierung des Signalweges (Amelia et al., 2022).

Erlotinib, ein Erstgenerations-EGFR-TKI wie Gefitinib, hat das gleiche Anilinochi-
nazolin-Gerust wie GEFI (Amelia et al., 2022). Das Interaktionsmuster mit der
ATP-Bindungstasche ist ahnlich wie bei Gefitinib, es konkurriert um die ATP-Bin-
dung.

AFA ist ein irreversibler EGFR-Inhibitor und bindet ahnlich wie GEFI mittels Was-
serstoffbrickenbindungen in der Scharnierregion von Met793 (Amelia et al.,
2022).

Mit dem 3. Generationen EGFR-TKI OSI wurde der erste EGFR-TKI mit einem
Nicht-Chinazolin-Kern zugelassen. Es ist spezifisch fur die T790M Mutation zu-

gelassen und zeigt besonders in EGFR-Wildtypen weniger Aktivitat.
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1.5 EGFR-Mutationen

Der EGFR wird haufig auch in Blasentumoren, Glioblastomen und Ovarialkarzi-
nomen (Xu et al., 2017) Uberexprimiert. Im NSCLC liegen vorwiegend aktivie-
rende Mutationen vor. Eine EGFR-aktivierende Mutation kommt bei Nichtrau-
chern mit Lungenkrebs haufiger vor als bei Rauchern (Lee et al., 2011, Grosse
et al., 2019).

Die EGFR-Mutationen, die zu Beginn der Therapie bestehen, lassen sich in 3
Kategorien einordnen. Die gewohnliche EGFR L858R und Exon 19 Deletion, die
uncommon EGFR-aktivierenden Mutationen (bspw. G719X, L861Q, S7681) und
die EGFR-Exon 20 Insertionen (Rotow et al., 2023).

Die Einschrankung des progressionsfreien Uberlebens unter einer Therapie mit
EGFR-TKI kommt durch die Entstehung von erworbenen Mutationen gegen
EGFR-TKI (Suda et al., 2012) (Sankar et al., 2020, Criscione et al., 2022). Bei
einem Fortschreiten der Tumorerkrankung unter EGFR-TKI-Behandlung und des
Verdachts auf eine Resistenzentwicklung sollte daher eine erneute Gewebsbiop-

sie oder eine Liquid Biopsy untersucht werden.

Im Folgenden werden die typischen primar vorhandenen und erworbenen EGFR-

Mutationen vorgestellt.

Fast 90 % der aktivierenden EGFR-Mutationen in NSCLC sind /n-Frame Deleti-
onen in Exon 19 oder eine Punktmutation in Exon 21 (L858R). Seltener liegen
Insertionen in Exon 20 und Punktmutationen in Exon 18 vor (Tumbrink et al.,
2021).

Eine weitere klassische Mutation ist die T790M Mutation, die sich im Therapie-
verlauf entwickelt. Eine haufige Resistenzentwicklung unter OSI zeigt sich durch
eine c-MET-Amplifikation und durch die EGFR C797S Mutation. Weitere Mutati-
onen sind die HER2 Amplifikation, die PIK3CA und die Ras-Mutationen
(Chmielecki et al., 2023).
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Tabelle 3 Ubersicht iiber die héufigen on-target EGFR-Mutationen

Mutation Bemerkung

Exon 19 Deletion Ideal flir EGFR-TKI Therapie

L858R Ideal flir EGFR-TKI Therapie

Exon 20 Insertion Ideal flir EGFR-TKI Therapie

T790M Erworben nach Therapie mit 1. oder 2. Generation EGFR-TKI
C797S Erworben nach Therapie mit 3. Generation EGFR-TKI

1.5.1 Exon 19 Deletion

Die Ex19del ist die haufigste aktivierende EGFR-Mutation, die bereits zu Beginn
der Therapie besteht. Bei Patienten mit dieser Mutation konnte man die langste
Remissionsdauer und eine langere Uberlebenszeit bei der Therapie mit EGFR-
TKI beobachten (Tumbrink et al., 2021).

1.5.2 L858R Mutation

Eine L858R Mutation in Exon 21 ist die zweithaufigste aktivierende EGFR-Muta-
tion. Bei dieser Mutation eingesetzte EGFR-TKI-Therapien zeigen eine Remissi-
onsrate von 40-70 % und fuhren zur signifikanten Verlangerung des progressi-
onsfreien Uberlebens gegeniiber einer platinhaltigen Chemotherapie. AFA fiihrte
jedoch in der Zulassungsstudie nicht zu einer Verlangerung der Gesamtiberle-

benszeit im Vergleich zur Chemotherapie (LUX-Lung 3) (Yang et al., 2015).

1.5.3 Exon 20 Insertion

Exon 20 Insertionen sind nach den beiden klassischen Treibermutationen die
dritthaufigsten EGFR-Mutationen (Russo et al., 2019). Diese Mutation wurde fri-
her als EGFR-TKI-resistent angesehen, durch die Weiterentwicklung der EGFR-
TKl ist dies heute nicht mehr der Fall. Jedoch liegt die Ansprechrate der Erst- und
Zweitgenerations-EGFR-TKI bei nur <15 %, das mittlere progressionsfreie Uber-
leben liegt bei lediglich 2-3 Monaten (Russo et al., 2019). Inzwischen wurden
jedoch Zweit- und Drittgenerations-EGFR-TKI entwickelt, die bei dieser Mutation
wirksam sind. Exon 20 Insertionen finden sich bei bis zu 12 % der Patienten mit
EGFR-Mutation (Riess et al., 2018).
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1.5.4 Atypische /Uncommon Mutations

Die atypischen Mutationen, auch uncommon mutations genannt, sind EGFR-Mu-
tationen, die in EGFR-TKI-sensitive und -resistente Mutationen unterschieden
werden. Es ist eine sehr heterogene Gruppe (Robichaux et al., 2021). Ungefahr
20-25 % der EGFR-Mutationen in NSCLC fallen in diese Kategorie (Cho et al.,
2020). Bei der Behandlung dieser Mutationen ist zu beachten, dass die EMA die
zugelassenen EGFR-TKI nur fur ,aktivierende EGFR-Mutationen® zugelassen
hat.

1.6 Erworbene EGFR-Mutationen unter EGFR-TKI-Therapie

FiUr die erworbene Resistenz der EGFR-mutierten NSCLC Tumore werden die
folgenden drei Resistenzmechanismen beschrieben, die auch simultan vorliegen
kénnen (Tulchinsky et al., 2019):

a) Aktivierung alternativer Signalwege unter Umgehung des EGFR-Signal-
weges
b) Zusatzliche Mutationen im EGFR-Gen
c) Phanotypische Metaplasien
a. Mesenchymale Merkmale (EMT)
b. Weiterentwicklung zum SCLC (Sequist et al., 2011).

Trotz eines guten Ansprechens der Tumoren auf EGFR-TKI kommt es in der
Mehrheit der Patienten nach einem progressionsfreien Uberleben von 9-13 Mo-
naten zu einem Fortschreiten des Tumors (Mok et al., 2016). In der gro3en Mehr-
heit der Patienten mit EGFR-TKI-Behandlung entwickelt sich eine Resistenz ge-
gen die EGFR-TKI, was die Therapieoptionen drastisch einschrankt (Kobayashi
et al., 2005, Kobayashi and Tan, 2023). Dabei entwickeln die Patienten eine oder
mehrere Mutationen. Mdogliche Mutationen sind eine T790M Mutation, eine MET-
Amplifikation, eine Uberexpression von HGF, eine C797S-Mutation oder andere
Mutationen (Ma et al., 2011, Chmielecki et al., 2023).
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Erworbene Resistanz nach Osimertinib first line Gabe Erworbene Resistanz nach Osimertinib second line Gabe

Erworbene EGFR-Mutation
MET

Transformation

HER2

erworbene onkogene Fusion .
erworbene Zellzyklusveranderungen
Unbekannt

BOEEODN

Abbildung 5: Haufigkeit der erworbenen Mutationen nach Therapie mit OSl in der

Erst- und Zweitlinie (Sun et al., 2022).

Man unterscheidet eine on-target von einer off-target-Resistenz. ERLO und GEFI
sind kompetitive TKI des EGF-Rezeptors. Sie wirken unabhangig vom Expressi-
onslevel des EGFR. Resistenz gegen diese beiden Erstgeneration-TKI entsteht
durch Mutationen in der ATP-Bindungstasche, die zu einer geringeren Affinitat
von ERLO und von GEFI fihren. Weitere Resistenzmechanismen sind aktivie-
rende Mutationen im Ras-Gen im nachgeschalteten Signalweg und inaktivie-
rende Mutationen in PTEN. Dartber hinaus kann die Wirkung von ERLO und

GEFI durch hohe ATP-Konzentrationen aufgehoben werden.
1.6.1 TKIl-sensitive, atypische EGFR-Mutationen

1.6.2 T790M-Mutation

Die T790M Mutation findet sich in Exon 20. Vor einer Therapie mit einem EGFR-
TKI zeigen nur 0-3 % der Patienten mit einer EGFR-Mutation diese Mutation. Es
gibt Hinweise, dass diese Mutation bereits in einer niedrigeren Frequenz vor der
EGFR-TKI-Gabe im Tumor vorhanden ist, jedoch unter dem Selektionsdruck der
EGFR-TKI diese Mutation vorherrschend wird (Su et al., 2012). In bis zu 60 %
der Falle tritt diese Resistenz bei der Therapie mit einem Erst- oder Zweitgene-
rations-EGFR-TKI auf (Ramalingam et al., 2020, Kobayashi et al., 2005).

OSI wurde genau fur diese Mutation entwickelt und soll als Therapie bei dieser
Mutation angewendet werden. Die Remissionsrate liegt bei 65-70 %, das pro-
gressionsfreie Uberleben bei 9-11 Monaten. Kommt es unter der Therapie mit
OSI zum Progress oder spricht die Therapie von Beginn nicht an, wird nach
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Ausschluss zielgerichteter behandelbarer Resistenzmechanismen eine platinba-
sierte Chemotherapie als Therapie der Wahl empfohlen. Deswegen ist es wichtig,
dass bei einem Progress unter EGFR-TKI-Therapie der Tumor erneut molekular-

genetisch untersucht wird, um behandelbare Resistenzmechanismen zu finden.

In ca. 60 % dieser Patienten findet man dann eine sekundare Punktmutation, mit
einem Austausch von Methionin anstelle von Threonin an Position 790 der
Kinase-Domane (Kobayashi et al., 2005, Balak et al., 2006, Gazdar, 2009). Diese
Mutation wurde unabhangig vom ethnischen Hintergrund entdeckt (Mok et al.,
2016). Diese Mutation hat zur Folge, dass die Bindung von Erst- und Zweitgene-
rations-EGFR-TKI an die ATP-Bindungstasche am EGF-Rezeptor reduziert wird.
Dadurch konnen die EGFR-TKI nur vermindert die nachgeschaltete Signal-

kaskade inhibieren und es ist ein Progress der Erkrankung moglich.

Beide Erstgenerations-TKI interagieren mit der T790M-,Gatekeeper‘-Mutation,
die durch seine Position und Grofe, durch ATP und durch andere Molekule den
Zugang zur inneren hydrophoben Tasche hindert. Kommt es am Gatekeeper-
Rest Tyr790 zu einem Austausch des kleineren Threonins zum gréfieren Methio-
nin auf Exon 20, fuhrt dies zu einer Konformationsanderung und allosterischen
Hemmung. DarUber hinaus kann es auch zur erhohten Affinitat fur ATP fuhren.
Die T790M-Mutation zeigt eine erhdhte ATP-Affinitat zur Bindungstasche und es
kommt so zur Konkurrenz von EGFR-TKI und ATP. Sowohl Erst- als auch Zweit-
generations-EGFR-TKI kdnnen nicht mehr so effektiv an der Bindungstasche bin-
den (Amelia et al., 2022, Huang et al., 2020) (Lim et al., 2018). Bis zu 60 % der
Resistenzen gegen Erst- und Zweitgenerationen EGFR-TKI sind aufgrund einer
T790M Mutation bedingt (Ramalingam et al., 2020, Kobayashi et al., 2005).

Es gibt noch weitere Mutationen wie L747S (Costa et al., 2008), D761Y (Balak et
al., 2006) und T854A (Bean et al., 2008), bei denen eine Entstehung unter einer
Therapie mit ERLO oder GEFI beschrieben wurde. Diese Mutationen sind jedoch

selten.

1.6.3 C797S Mutation
Nachdem die Patienten OSl in der Erstlinientherapie erhalten, tritt die C797S Mu-

tation als zweithaufigste Mutation nach der MET-Amplifikation auf (Leonetti et al.,
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2019). Wenn die Patienten mit einem Erst- oder Zweitgenerations EGFR-TKI vor-
behandelt wurden und anschlieBend eine Therapie mit OSI angeschlossen
wurde, tritt die C797S Mutation mit am haufigsten auf (Chmielecki et al., 2023).
Mit diesen Resistenzen (Ex19del/T790M/C797S und L858R/T790M/C797S) ist
der Tumor auch resistent gegen EGFR-TKI der ersten Generation (Duggirala et
al., 2022).

Es scheint auch ein Zusammenhang mit der Therapiedauer zu bestehen: Patien-
ten, die nach klrzerer Zeit einen Progress haben, haben eher eine MET-Amplifi-
kation und die Patienten, die erfolgreich langer mit OSI behandelt werden kén-
nen, weisen eher eine C797S Mutation als Resistenzmechanismus auf
(Chmielecki et al., 2023).

Es befinden sich EGFR-Inhibitoren der vierten Generation in der Entwicklung,
wie beispielsweise BLU-945, die sich spezifisch gegen eine T790M- und C797S-
EGFR-Mutation richten (Schalm et al., 2020, Lim et al., 2024).

1.7 Off-Target erworbene Mutationen unter EGFR-TKI-Therapie

1.7.1 EMT

Epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) ist die reversible Differenzierung von
polarisierten epithelialen Zellen zu mesenchymalen Zellen. In der Onkologie
spielt dies im Rahmen der Tumorzellplastizitat eine gro3e Rolle und ist ein weit-
verbreiteter Resistenzmechanismus gegen konventionelle und zielgerichtete
Therapien. Eine Umwandlung zum mesenchymalen Phanotyp geht mit einer Re-

organisation des gesamten Signalnetzwerkes einher.

In NSCLC ist EMT beschrieben worden (Ramirez et al., 2016). Durch die selek-
tive Therapie werden die meisten EGFR-mutierten, aber EGFR-TKI-sensiblen,
Zellen eliminiert und gehen in Apoptose. Durch die Therapie erfahren die Zellen,
die eine Resistenz gegen die Medikamente entwickeln, einen Selektionsdruck.
Ein geringer Anteil an Zellen, die die Therapie Uberleben, durchlauft eine geneti-
sche Evolution und wird schlie3lich zu resistenten Klonen (Tulchinsky et al.,
2019). EMT ist im Gegensatz zu Punktmutationen in Exon 20 (wie T790M) sehr
selten (Ramirez et al., 2016).
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Durch eine Anwendung von weiteren Therapeutika wie Bruton-Tyrosinkinase In-
hibitoren (Yeh et al., 2021) oder dem AURKA-Inhibitor Alisertib (Wang et al.,
2021) konnten die Zellen wieder fur eine EGFR-TKI Behandlung sensibel ge-
macht werden (Sun et al., 2022).

1.7.2 Umwandlung zu SCLC

In Studienkollektiven zeigten 3-14 % der Patienten, die eine Resistenz gegen
EGFR-TKI zeigten, eine morphologische Umwandlung zu SCLC (Yu et al., 2013,
Marcoux et al., 2019). Bei dieser Umwandlung zeigte sich eine persistierende
EGFR-Aktivierung, jedoch bei einer verminderten EGFR-Expression (Niederst et
al., 2015b). Es wird ein Zusammenhang von der Umwandlung und einer Inakti-
vierung von TP53, welche typischerweise in SCLC mutiert ist, beschrieben (Offin
et al., 2019a, Shaurova et al., 2020).

Shaurova et al. diskutierten die Situation, dass ein Tumor sehr heterogen ist und
insofern Zellen, die der EMT unterliegen und Zellen, die zu SCLC transformieren,
gleichzeitig vorliegen konnen und diese Zellen auch ahnliche epigenetische Alte-

rationen zeigen (Shaurova et al., 2020).

1.7.3 Umwandlung zu Plattenepithelkarzinom

Die Transformation von EGFR-mutierten NSCLC zu einem Plattenepithelkarzi-
nom ist beschrieben und es findet sich dabei eine Assoziation mit der T790M
Mutation. Diese Transformation ist selten, als Mechanismus wird eine Anderung
im PIBK/AKT/mTOR Signalweg, wahrend der EGFR-TKI-Therapie, vermutet
(Park et al., 2019).

1.7.4 Andere Signalwege

1.74.1 c-MET
c-MET ist wie EGFR eine Rezeptor-Tyrosinkinase. c-MET wird in vielen soliden
Tumoren exprimiert (Organ and Tsao, 2011) und spielt eine wichtige Rolle bei
der Proliferation, dem Uberleben und der Invasion der Krebszellen.

MET-Gen-Amplifikationen stellen einen haufigen Resistenzmechanismus gegen
EGFR-TKI dar (Chabon et al., 2016). Durch die enge Beziehung von EGFR zu
MET kommt es bei einer MET-Amplifikation auch zur Aktivierung von
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Signalwegen, die der EGFR-Aktivierung nachgeschaltet sind. Beispielsweise
wird der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Akt vermittelte Signalweg, unab-
hangig von der EGFR-Aktivierung, aktiviert (Leonetti et al., 2019). Es wird disku-
tiert, ob eine MET-Amplifikation auch eine intrinsische Resistenz gegenuber OSI
vermittelt (Ortiz-Cuaran et al., 2016).

Li et al. konnten zeigen, dass die Proteasominhibition ein Ansatz ist, um die c-
Met-Expression in einigen NSCLC-Zelllinie zu reduzieren und einen vermehrten
Zelltod zu induzieren (Li et al., 2020). Die EGFR-WT-Zelllinie H1299 zeigte unter
der Behandlung mit Bortezomib niedrigere Expressionslevel von c-MET. Dage-
gen zeigte sich in der A549-EGFR-WT-Zelllinie keine Verminderung der c-MET-
Expression. Eine erhdhte Kopienzahl des MET-Gens ist nicht gleichbedeutend
mit einer MET-Amplifikation. Die MET-Amplifikation ist eine Folge der EGFR-TKI-
Resistenz bei NSCLC-Patienten (Lai et al., 2019).

Durch Uberlappungen (,Cross-Communication) des MET- und des EGFR-Sig-
nalwegs wird eine Moglichkeit der Resistenztiberwindung in einer Kombination
aus EGFR-TKI und MET-TKI gesehen (Bergstrom et al., 2000, Sun et al., 2022,
Dong et al., 2022).

1.8 Tumorsuppressor p53

Der Transkriptionsfaktor p53 ist ein wichtiger Tumorsuppressor (Lane, 1992).
Das menschliche Gen, das fir p53 codiert, wird als TP53 bezeichnet. Es ist das
haufigste mutierte Tumorsuppressorgen und liegt in circa 45-70 % aller NSCLC-
Adenokarzinome in seiner mutierten Form vor (Liu et al., 2017). Die Konzentra-
tion des Genprodukts ist in vielen Tumoren mit TP53-Mutation erhoéht, da das
Genprodukt eine verlangerte Halbwertszeit besitzt. Eine TP53-Mutation zeigt sich
vor allem bei Rauchern (Liu et al., 2017). EGFR-mutierte NSCLC mit TP53-Mu-
tationen sprachen schlechter auf eine Therapie mit EGFR-TKI an und zeigten
eine schlechtere Prognose als EGFR-mutierte-NSCLC-Tumoren mit TP53-WT
(Bennett et al., 1999, Canale et al., 2017). Die in dieser Arbeit verwendeten Zell-
linien (H1299, HCC827, HCC4006, H1650) besitzen eine TP53-Mutation, eine
Ausnahme bildet die A549-Zelllinie.
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In Lungenkarzinomen dominiert eine G:C- zu T:A-Transversion. Diese Transver-
sionen treten in der Regel nach Karzinogenexposition auf. Durch die spezifischen

Mutationen kdnnen Ruckschlusse auf die Karzinogene gezogen werden.

Liegt p53 aktiviert, d.h. phosphoryliert, vor, fungiert es als Transkriptionsfaktor,
der die Expression von verschiedenen proapoptotischen Proteinen wie BAX und
NOXA fordert (Essmann et al., 2005). Es hemmt die BCL2-Expression und akti-
viert die Expression der Gene PMAIP1 (NOXA) und BAX (Vousden and Lane,
2007).

P53 bindet an BCL-2-Proteine und beeinflusst dadurch MOMP (mitochondrial ou-

ter membrane permeabilization) (Green and Kroemer, 2009, Vaseva et al., 2012).

1.9 Apoptose und Zelltod

Apoptose ist der programmierte, kontrollierte und stufenweise Zelltod einer Zelle,
die schadlich fur den Organismus ist oder nicht mehr bendtigt wird und daher
entfernt werden soll, mit moglichst geringem Schaden im umliegenden Gewebe
(Elmore, 2007, Kroemer and Reed, 2000, Xu et al., 2019). Demgegenuber steht

die Nekrose als unkontrollierter Zelltodmechanismus.

Bei der Nekrose fuhrt die unkontrollierte Zerstérung der Zelle, das Anschwellen,
das Platzen und die inflammatorische Reaktion auf intrazellulare Bestandteile zu
Schaden im umliegenden Gewebe. Dies ist eine pathologische Reaktion. Dage-
gen tritt die Apoptose auch physiologisch permanent auf. Eine Unterscheidung
zwischen apoptotischen Zellen und nekrotischen Zellen ist u.a. mittels Mikrosko-

pie moglich.

Bei der Apoptose stirbt die Zelle kontrolliert und stufenweise. Angesto3en wird

die Apoptose in An- bzw. Abwesenheit von externen oder internen Signalen.

Die Apoptose lasst sich in 4 Phasen gliedern

Initiation

Exekution

Phagozytose der Vesikel durch umliegende Zellen und Makrophagen
Abbau der Vesikel.
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Die Zelle schrumpft zu Beginn der Apoptose und Regionen der Zellmembran stil-
pen sich aus und bilden ,Apoptotic Blebs®. Zeitgleich schrumpft auch der Zellkern,
Pyknose genannt und die genomische DNA wird abgebaut. Danach zerfallt die
ganze Zelle in einzelne Vesikel, die sogenannten ,Apototic Bodies" (Galluzzi et
al., 2007). Diese apoptotischen Vesikel mit intakten und stoffwechselaktiven Or-
ganellen bleiben intakt, bis sie von Makrophagen eliminiert werden. Wahrend die-
ses Abbauprozesses laufen Transkription, ATP-Produktion und die Proteinsyn-

these weiter.

Man unterschiedet den intrinsischen und extrinsischen Apoptoseweg. Beide
Wege sind jedoch nicht unabhangig voneinander, sondern beeinflussen sich

auch gegenseitig.

Im Folgenden wird genauer auf die Aktivierung des extrinsischen und des intrin-

sischen Apoptosesignalweges eingegangen.

Extrinsischer Weg
Ligand

Todesrezeptor

Intrinsischer Weg

Anti-apoptotische
BCL-2-Proteine

BH3-only Proteine
BAX/BAK «—————  Apoptotischer

Caspase 8 | BID —»(1BID ) ——* Stimulus

\

Caspase 3/7

MOMP

Cytochrom C
Caspase 9
Caspase 3/7

}

—— >  Apoptose

Abbildung 6: Apoptose Signalweg, modifiziert nach Bock and Tait, 2020. Apoptotische
Stimuli sind u.a. DNA-Schaden, Wachstumsfaktorentzug und osmotischer Stress. Abbildung er-

stellt mit BioRender.com.
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1.9.1 Extrinsischer Apoptose-Signalweg

FUr den extrinsischen Apoptose-Signalweg gibt es zwei Aktivierungswege.

Zum einen vermittelt eine zytotoxische T-Zelle oder eine naturliche Killer-Zellen
die Anheftung der Protease Granzym B an die Aul3enseite der Zielzelle. Granzym
B wird durch Perforin unterstitzt aufgenommen und spaltet eine Caspase, die

Exekutionscaspase Caspase 3.

Caspasen sind Cysteinproteasen, die spezifisch Peptidbindungen schneiden. Sie
werden als inaktive Proenzyme synthetisiert (Procaspasen). Es sind 14 Caspa-
sen bekannt, die folgendermalien eingeteilt werden: Die Initationscaspasen
(Caspase 2, 8, 9, 10), die autokatalystisch aktiviert werden, die Exekutionscaspa-
sen (Caspase 3, 6, 7), die von den Initationscaspasen gespalten und so aktiviert
werden (Shi, 2002) und die Entziindungscaspasen, wie z.B. ICE (Interleukin
converting enzyme) (Van Opdenbosch and Lamkanfi, 2019). Die zweite Moglich-
keit besteht in der Aktivierung von Todesrezeptoren durch extrazellulare Ligan-
den wie TNF-a, Fas-Ligand CD95 L, TNF-Ligand 1 (TILA) und TRAIL (Apo2-L,
tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand), die nach dem Schllssel-
Schloss-Prinzip binden (Elmore 2007; Locksley et al. 2001).

Die an der Ligandenbindung beteiligten Todesrezeptoren sind membranstandig
und besitzen selbst keine intrazellulare katalytische Aktivitat. Eine funktionelle
intrazellulare Domane, die ,Death-Domane®, ist jedoch vorhanden. Werden die
Liganden gebunden, fuhrt das zur Rezeptorclusterung: Die zytoplastischen Do-
manen der einzelnen Monomere nahern sich an und dies flhrt zur Dissoziation
der Silencer of Death Domains (Inhibitorprotein BAG-4). Das Adapterprotein
TRADD (tumor necrosis factor alpha receptor 1 associated death domain) kann
so an der ,Death-Domé&ne” binden und weiterfUhrende Signalwege aktivieren,
wie die Caspasen-Kaskade. Die aktive Caspase-8 aktiviert die Exekutivcaspasen
und setzt so die weitere Apoptose fort (Fulda and Debatin, 2006, Elmore, 2007).

Durch das BH3-only Protein BID kommt es durch eine Aktivierung des extrinsi-
schen Signalwegs Uber eine vermehrte BAX- und BAK-Aktivierung auch zu einer
Aktivierung des intrinsischen Apoptose-Signalwegs. Dies flhrt zu einer Induktion
von MOMP (Flores-Romero et al., 2023, Bock and Tait, 2020).
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1.9.2 Intrinsischer Apoptose-Signalweg
Durch intrazellulare Schaden wie bspw. DNA-Schaden, osmotischer Stress oder
den Entzug von Wachstumsfaktoren (Elmore 2007) wird das Protein p53 aktiviert

und so der intrinsische Weg der Apoptose ausgelost.

Anti-apoptotische BCL-2-Proteine verhindern die Bildung von Homodimeren der
Proteine BAX und BAK. Fehlt BCL-2, bilden BAX/BAX- und BAK/BAK-Dimere
Poren in die aullere Mitochondrienmembran, was als MOMP bezeichnet wird
(Saelens et al., 2004). Die Bildung des MOMP gilt als der ,point of no return“ in
der Apoptose, wodurch die Zelle unweigerlich in den apoptotischen Zelltod geht
(Carneiro and El-Deiry, 2020, Leber et al., 2007, Fulda and Debatin, 2006).

Durch die Porenbildung kommt es zur Freisetzung proapoptotischer Proteine,
insbesondere Cytochrom C, von Protonen und von Ca?* lonen. Smac/DIABLO
(second mitochondria derived activator of caspases/direct IAP binding protein
with low PI) tritt aus dem Intermembranraum in das Zytosol aus (Flores-Romero
et al., 2023). Dadurch bricht der Protonengradient Uber die innere Mitochondri-
enmembran zusammen. Im Zytosol initiiert Cytochrom ¢ die Bildung eines Kom-
plexes mit dem Protein Apaf-1 (Apoptosis activating factor-1). Durch diese Bin-
dung kommt es zur Konformationsanderung von Apaf-1 und dessen Caspase
recruiting Domain (CARD) bindet an der Pro-Caspase-9 im Apoptosom und die
Pro-Caspase 9 wird autokatalytisch gespalten. Die so aktivierte Caspase 9 spal-
tet und aktiviert die Exekutionscaspasen-3, -6 und -7 und die Exekutionsphase
der Zelle beginnt (Chinnaiyan, 1999).

Die mitochondrial vermittelte Apoptose wird streng durch komplexe Interaktionen
der pro- und anti-apoptotischen Faktoren der BCL-2-Proteinfamilie reguliert
(Galluzzi et al., 2007, Pistritto et al., 2016). Fur dieses Zusammenspiel sind die

BH3-only Proteine zentral (Lomonosova and Chinnadurai, 2008).

1.9.3 BCL-2-Proteinfamilie
Die BCL-2-Proteinfamilie ist eine Gruppe von Proteinen, die eine oder mehrere
BCL-2-Domanen besitzen und die Cytochrom C-Freisetzung aus dem Mito-

chondrium kontrollieren.

34



Die >15 Proteine der BCL-2-Proteinfamilie lassen sich in 3 Untergruppen eintei-
len. Diese unterscheiden sich in ihrer Funktion als pro- oder als anti-apoptotisch
(Pistritto et al., 2016, Pedley and Gilmore, 2016).

Die Regulation der Apoptose erfolgt Uber Interaktion, auch ,sibling rivalry* ge-
nannt. Die Homologie der BCL-2 Proteine Iasst sich auf das Vorhandensein min-
destens einer von vier verschiedenen BCL-2-Homologie-Domanen zuruckfuhren
(Youle und Strasser 2008). Wahrend die pro-apoptotischen Proteine Multidoma-
nen besitzen (BH1-4-Domanen), besitzen die pro-apoptotischen BH3-only Prote-

ine nur die BH3-Domane (vgl. Abbildung 7).

Die BH3-only Proteine reagieren auf apoptotische Stimuli, die anti-apoptotischen
Proteine verhindern den Zelltod und die pro-apoptotischen Proteine sind verant-
wortlich fur die Permeabilisierung der Mitochondrienmembran (Moldoveanu and
Czabotar, 2020). Insbesondere BAX und BAK und, etwas geringer, BOK und BID
vermitteln MOMP (Flores-Romero et al., 2023, Kaloni et al., 2023).

Tabelle 4 Ubersicht iiber die BCL-2-Proteinfamilie

Antiapoptotische BCL-2-Proteine | Proapoptotische BCL-2-Proteine BH3-only Proteine
BCL-2 BAX BAD
BCL-xL BAK BID
BCL-w BOK BIK
MCL-1 BIM
BMF
HKR
NOXA/Pmaip1
PUMA/BBC3
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Dimerisierung von pro- u. anti-

Transmembrandoméne
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Abbildung 7: BCL-2-Proteinfamilie, modifiziert nach Bock and Tait, 2020 und Czabotar and
Garcia-Saez, 2023.

Entscheidend fir die Funktion der BCL-2-Proteine sind die BH-Domanen. Das
Zusammenspiel der 3 verschiedenen Subgruppen der BCL-2-Proteine kann man
sich als eine Art ,Todesdreieck® vorstellen: In einer Ecke stehen die pro-apopto-
tischen Proteine, in der anderen Ecke die anti-apoptotischen Proteine und in der
dritten Ecke finden sich die indirekten und direkten Aktivatoren der BH3-only Pro-
teine. Alle 3 Subgruppen interagieren miteinander. Bei Zellstress werden die
BH3-only Proteine induziert oder aktiviert und inaktivieren die anti-apoptotischen
BCL-2-Proteine (Kehr and Vogler, 2021). Von entscheidender Bedeutung fur die
Vermittlung der Balance zwischen der Aktivitat der anti-apoptotischen BCL-2-
Proteine und der proapoptotischen Proteine ist die BCL-2-Homologen Domane 3
(Sora and Papaleo, 2022, Dewson et al., 2012).

Betrachtet man die einzelnen Mitglieder BCL-2-Familie genauer, liegt BAK inaktiv
im Zytosol vor und wird durch andere Mitglieder der BCL-2-Familie aktiviert. BAX
kann durch alle anti-apoptotischen Proteine der BCL-2-Familie in seiner Wirkung
eingeschrankt werden, vor allem durch BCL2-2, BCL-xL und BCL-w (Czabotar
and Garcia-Saez, 2023). Dagegen bindet BAK vor allem MCL-1 und BCL-xL,
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nicht jedoch BCL-2. Bei apoptotischen Signalen werden BH3-only Proteine (wie
NOXA) aktiviert und binden an MCL-1 und an BCL-xL. Dadurch wird BAK ver-
drangt und der Zelltod ausgel6st (King et al., 2022).

Im Signalweg finden sich anti-apoptotische BCL-2-Proteine, die durch zellularen
Stress induziert werden und als ,,Sensitizer” wirken. Werden sie gehemmt, indu-
zieren BH3-only Proteine indirekt die intrinsische Apoptose (Gupta et al., 2021).
Die letzte Untergruppe der BCL-2-Proteinfamilie wird induziert, die pro-apoptoti-
schen Multidomanen-Proteine BAX, BAK und BOK, die auch als BH3-only-Akti-
vatoren bezeichnet werden (Goldar et al., 2015). Die Aktivierung von BAX, BAK
und BOK fuhrt zu einer Konformationsanderung und es kommt zu einer Homooli-
gomerisierung der Proteine in der auf3eren Mitochondrienmembran. Dieser Pro-
zess fuhrt zur Porenbildung (MOMP) und Cytochrom C wird freigesetzt. Dies ak-
tiviert im Zytosol wiederum die Caspasen (vgl. 1.9.2 S. 34).

Ein Uberlebensmechanismus der Tumorzellen ist eine erhéhte Konzentration der
anti-apoptotischen Proteine. Beispielsweise sind in soliden Tumoren haufiger
MCL-1 und BCL-xL Uberexprimiert (Kehr and Vogler, 2021).

Die Rolle von BOK wird kontrovers diskutiert. Die Apoptoseinduktion durch BOK
wird von MCL-1 gehemmt (Stehle et al., 2018). BOK kann unabhangig von ande-
ren BCL-2-Proteinen aktiviert werden (LIlambi et al., 2016).

Die Retrotranslokation der anti-apoptotischen BCL-2-Proteine BAK und BAX aus
dem Mitochondrium ins Zytosol verhindert die Porenbildung der MOMP (Edlich
et al., 2011, Sora and Papaleo, 2022).

1.9.3.1 BH3-only Proteine
BH3-only Proteine binden anti-apoptotische Proteine der BCL-2-Familie und ver-
hindern so eine Sequestrierung der pro-apoptotischen Effektor-BCL-2-Proteine
(Huang and Strasser, 2000).

Sie wirken zum einen uUber eine Konformationsanderung, die wiederum zur Frei-
legung der BH3 Domane fihrt und so die MOMP-Poren entstehen lassen. Ein
anderer Weg ist eine direkte Interaktion mit den pro-apoptotischen BCL-2-Prote-
inen. Nach diesem Modell gelten die BH3-only Proteine als ,Aktivator bzw.
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.Sensitizer* und kdnnen anti-apoptotische Proteine sequestrieren (Du et al.,
2011, Czabotar and Garcia-Saez, 2023).

1.9.3.1 Das BH3-only Protein NOXA (PMAIP1)

Das BH3-only Protein NOXA ist an einer Vielzahl von apoptotischen Signalwe-
gen, TP53-abhangig und TP53-unabhangig, beteiligt (Morsi et al., 2018). NOXA
spielt eine Schlusselrolle bei der Reaktion der Zellen auf Stress und Schaden.
Die pro-apoptotischen BCL-2-Proteine BIM, BID und PUMA binden an alle anti-
apoptotischen BCL-2-Familienmitglieder. NOXA ist der einzig selektive Antago-
nist der BH3-only-Untergruppe. Es bindet das anti-apoptotisch wirkende MCL-1
und A1 (Chen et al., 2005) und bewirkt so eine Induktion des Zelltodes (Haschka
et al., 2015).

NOXA wird zum einen Uber p53 induziert, zum anderen kann NOXA auch unab-
hangig von p53 die Apoptose induzieren (Qin et al., 2004, Albert et al., 2014).
Dabei wird die NOXA-Induktion uber ATF3 und ATF4 reguliert (Sharma et al.,
2018, Weller et al., 2022) (siehe Abbildung 8).

BCL-2-Antagonisierung
Proteasominhibition

O © Bax
ER Stress -,,' ! BCL-2

MCL-1 Bak
BCL-xL

i R
Y

Unfolded photein response
v

Transkriptionsfaktoren

p53 ATF4 !
Cytochrom C

DNA-Schiden

Caspasen

!

Apoptose

Abbildung 8: NOXA-Regulation bei zellularem Stress, modifiziert nach Albert et al.,

2014, erstellt mit BioRender.com.
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1.9.4 Integrierte Stress Antwort

Die integrierte Stress-Antwort (ISR) ist ein zentraler Kontrollmechanismus der
Zelle, um sich anzupassen und zu uberleben (Szaruga et al., 2023). elF2a (eu-
karyotic initiation factor 2) wird an Serin 51 phosphoryliert, was zu einer Reduk-
tion der Proteinsynthese und zu einer Umprogrammierung der Genexpression
fuhrt (Donnelly et al., 2013). Die Entwicklung von Medikamenten, die die Protein-
kinasen wie PERK (protein kinase double-stranded RNA-dependent-like ER
kinase) und GCN2 (general control non-derepressible-2), die die ISR aktivieren,
ist Gegenstand aktueller Forschung (Takahashi et al., 2023). Krebszellen zeigen
eine erhohte Proteinsynthese, dies flhrt zu einer erhéhten Konzentration der ISR
im Vergleich mit normalen Zellen (McConkey, 2017) (Takahashi et al., 2023).

Die integrierte Stress-Antwort umfasst verschiedene zellulare Ereignisse wie vi-
rale Infektionen, Hdm-Mangel oder auch ER-Stress. Es kommt zu einer Induktion
der ATF4-Translation bzw. einer verstarkten elF2a-Phosphorylierung (Costa-
Mattioli and Walter, 2020).

Die Hemmung von mutierten EGFR- oder PI3K-Proteinen, pharmakologisch oder
durch genetischen Knockdown, hemmt die ATF4-Induktion und bietet so mdg-
licherweise Uber den EGFR-PI3K-Signalweg eine Verbesserungsstrategie der
EGFR-gerichteten NSCLC-Therapie (Takahashi et al., 2023).

ATF3 gehort zur ATF/CREB-Familie (ATF/cyclic AMP response element binding)
der Transkriptionsfaktoren, welche an der Anpassung an extra-/intrazellularen
Prozessen beteiligt sind. Die ATF3-Expression ist meist auf einem niedrigen bis
nichtnachweisbaren Niveau. In malignen Zellen wie beim Darm-, Prostata, Ova-
rial-, Mammakarzinom und Bronchialkarzinom wurden Veranderungen in der
ATF3 Expression beobachtet (Song et al., 2012, Yan et al., 2021, Ku and Cheng,
2020).

Tabelle 5 ISR beteiligte Proteine

ATF3 Activating transcription factor 3

ATF4 Activating transcription factor 4
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1.10 Ansatz der Krebs-Therapie: Proteasominhibitoren
Zur Optimierung der Krebstherapie bietet sich als Ziel die Apoptose an. Ansatz-
punkt dabei kann die Inhibition des Proteasoms sein mittels des Einsatzes von

Proteasominhibitoren (PI).

Proteasome sind grolRe, aus mehreren katalytischen Untereinheiten bestehende
Proteinkomplexe, die zellulare Proteine spalten und abbauen (Fricker, 2020).
Das 26S-Proteasom ist die wichtigste Protease bei Eukaryoten (Collins and
Goldberg, 2017).

Der primare Wirkmechanismus der Pls ist die Hemmung des Proteasoms und
damit die Hemmung des Proteinabbaus. Allerdings sind die dafur klinisch bend-
tigen Konzentrationen deutlich hoher, sodass die Vermittlung der Wirkungen der

Pl Gber andere Mechanismen angenommen wird (Fricker, 2020).

Pl verstarken den TNF-a-induzierten Zelltod (Kusumoto et al., 2009). Der PI ver-
mittelt darlber hinaus eine Stabilisierung von BOK, was wiederum zu Induktion
der Apoptose fuhrt. Weiter fordern Pl die NOXA-Expression (Llambi et al., 2016,
Muenchow et al., 2020).

Die Inhibition von Proteasomen blockiert den Abbau von EGFR und EGF und
hemmt die Translokation des aktivierten EGFR von der auleren Begrenzungs-
membran zur inneren Membran der multivesikularen Korper (Longva et al.,
2002).

Tabelle 6 Zugelassene Proteasominhibitoren in Deutschland

Wirkstoff Handelsname | Pharmaunternehmen | Anwendung

Bortezomib | Velcade Janssen-Cilag Multiples Myelom,
Mantelzell-Lymphom

Carfilzomib | Kyprolis Amgen Multiples Myelom, nur

in Kombination

Ixazomib Ninlaro Takeda Pharma Multiples Myelom, nur

in Kombination
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1.10.1 Bortezomib

Bortezomib (BTZ) ist ein selektiver PI, der reversibel an die 2 und 5 Unterein-
heiten des 26S-Proteasoms bindet. Insbesondere in maligne-transformierten Zel-
len wird dieser Komplex verstarkt exprimiert (Lawasut et al., 2012, Fricker, 2020,
Sohn et al., 2006, Kusumoto et al., 2009).

Die Hemmung des 26S-Proteasoms fuhrt zu einer veranderten Aktivierung bzw.
Inaktivierung von Regulatorproteinen und einer fehlenden Aktivierung des Tran-
skriptionsfaktors NF-kB, der flr die Proliferation von Tumorzellen von zentraler
Bedeutung ist (Scott et al., 2016, Bai et al., 2023).

Krebszellen weisen ein hoheres Level an proteasomaler Aktivitat auf als gesunde
Zellen und reagieren somit sensitiver auf eine Inhibition des Proteasoms (Dou
and Li, 1999, Moreau et al., 2012).

Anwendung als Therapeutikum findet BTZ bereits in der Behandlung des multip-
len Myeloms und des Mantelzell-Lymphoms. Verabreicht wird BTZ i.v. oder s.c.
(Tan et al., 2019).

In Mausmodellen konnte erfolgreich eine Verkleinerung eines NSCLC-Tumors
durch die Gabe von BTZ erreicht werden, indem es die proliferierenden Zellen in

den Zellzyklusarrest versetzt (Bai et al., 2023).

26S-Proteasom

Caspasen-
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19S-UE | Bortezomib
T Trypsin-
_ @@ /ahnllche UE
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Chemotrypsin-
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Abbildung 9: Struktur und Angriffspunkte eines 26S-Proteasoms und BTZ, modifi-
ziert nach Wang et al., 2022, Ando et al., 2014, Bai et al., 2023, erstellt mit BioRender.com.
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1.11 Kombinationstherapien
Die Kombination von Wirkstoffen aus verschiedenen Substanzklassen mit unter-
schiedlichen Angriffspunkten ermoglich die Entwicklung effektiverer Behand-

lungsmaoglichkeiten (Mazieres et al., 2020).

1.11.1 Kombination von Bortezomib mit BH3 Mimetika

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde die synergistische Wirkung von Protea-
sominhibitoren mit BCL-2-Inhibitoren nachgewiesen. Die Induktion von NOXA ist
dabei entscheidend flr den Zelltod (Muenchow et al., 2020). Diese Untersuchun-
gen erfolgten in verschiedenen Sarkomzelllinien mit einer Kombinationsbehand-
lung aus dem BH3-Mimetikum ABT-199 (Venetoclax) und dem Pl Bortezomib.
Dabei konnte eine Resistenz der Zellen gegentuber ABT-199 durch Pl Gberwun-
den werden. Bei der molekularen Analyse und mittels CRISPR/Cas9 erzeugten
knock-out Zelllinien konnte bei der Kombinationsbehandlung mit ABT-199 und
BTZ die vorwiegende Abhangigkeit von BAX festgestellt werden (Weller et al.,
2022). Experimente mit weiteren Pls konnten zeigen, dass der Synergismus klas-
senspezifisch ist, d.h. nicht auf BTZ beschrankt ist und p53 unabhangig ist
(Muenchow et al., 2020, Weller et al., 2022).

1.11.2 Kombination von ALK-TKI mit Proteasominhibitor

Die Anaplastische Lymphom-Kinase (ALK) ist wie EGFR-TK eine Tyrosinkinase.
Diese ist im gesunden Lungengewebe nicht aktiv. Ist ALK dauerhaft aktiv, kommt
es zu unkontrollierter Zellteilung. Bei Patienten mit NSCLC lassen sich bei 4-5 %
der Tumoren ein ALK-Rearrangement beobachten. Diese haufigste genetische
Veranderung des Translokationspartners EML4 fiihrt zur Uberexpression von
ALK (Golding et al., 2018).

In NSCLC-Patienten mit einem ALK-Rearrangement konnte gezeigt werden,
dass bei einer kombinierten Behandlung der Zellen mit einem ALK-TKI und ei-
nem PI| die Resistenz Uberwunden werden konnte und ein vermehrter Zelltod via

Expression von NOXA induziert wurde (Tanimoto et al., 2021).

In NSCLC-Zellen mit einem ALK-Rearrangement und ohne p53 Funktion konnte

durch eine Behandlung mit Alectinib keine Apoptose induziert werden. Bei der

Hinzugabe des Pl Ixazomib konnte Zelltod induziert werden. Bei der
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Kombinationsbehandlung mit Alectinib und Ixazomib wurde eine prompte Tumor-

regression und Apoptose induziert (Tanimoto et al., 2021).

1.11.3 Kombinierte Therapie mit EGFR

Bereits im Jahr 2007 wurde in vitro der Effekt einer Kombinationsbehandlung von
BTZ mit ERLO untersucht (Piperdi et al., 2007). Dabei wurden Zelllinien unge-
achtet ihres EGFR-Mutationsstatus verwendet: Bei der Kombinationsbehandlung
in den H358 konnte ein vermehrter Zelltod induziert werden, obwohl es eine
EGFR-WT-Zelllinie ist (Alemany et al., 1996, Chen et al., 2012).

Ein ahnliches Ergebnis ergab sich bei einer kombinierten Behandlung von BTZ
mit GEFI (Sooman et al., 2017). Die verwendete SCLC-Zelllinien U-2020 erwie-
sen sich als resistent gegen Gefitinib, in der Kombination mit BTZ konnte aber

auch ein vermehrter Zelltod detektiert werden (Sooman et al., 2017).
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2 Zielsetzung der Arbeit

NSCLC entwickeln nach einer gewissen Zeit der spezifischen zielgerichteten
Therapie regelmafig eine Resistenz gegen die EGFR-TKI. Dies bedeutet eine
schlechte Prognose und eine Einschrankung der weiteren Therapieoptionen. So
muss unter Umstanden auf die schlechter vertragliche (platinhaltige) Chemothe-

rapie zuruckgegriffen werden.
Folglich werden dringend neue Therapiestrategien bendotigt.

In Vorarbeiten konnte in Sarkomzelllinien eine synergistische Reduktion vitaler
Zellen durch die kombinierte Anwendung von Venetoclax und BTZ nachgewiesen
werden (Muenchow et al., 2020, Weller et al., 2022). Ahnliche Effekte zeigten
sich auch in Vorarbeiten in EGFR-Wildtyp-Zelllinien bei der Kombination von ei-
nem Pl mit einem BH3-Mimetikum (Weller et al., 2022). In NSCLC Zelllinien
konnte die Kombination von zugelassenen Pl mit ALK-TKI eine Resistenz gegen-
Uber ALK-TKI Uberwinden (Tanimoto et al., 2021). In diesen Vorarbeiten konnte
die Verstarkung der Apoptose auf die NOXA-Transaktivierung zurtickgefuhrt wer-

den.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Interaktion zwischen EGFR-TKI und PI in NSCLC-
Zelllinien zu untersuchen und den EGFR-TKI-Resistenzmechanismus besser zu

verstehen.
Im Rahmen dieser Arbeit werden folgende Fragen bearbeitet:

a) Induzieren Pl und EGFR-TKI in EGFR-WT Zelllinien und EGFR-mutierten
Zelllinien Zelltod?

b) Wird die EGFR-TKI- und Pl-vermittelte Apoptoseinduktion durch eine
gleichzeitige Proteasom-Inhibition (Uber BTZ) in EGFR-WT-Zelllinien und
EGFR-mutierten-Zelllinien verstarkt?

c) Wird dabei die NOXA-Degradierung in EGFR-mutierten Zelllinien reduziert
und verstarkt das so die Apoptose?

d) Kann man in vitro resistente NSCLC-Zelllinien etablieren?

e) Wirkt die Kombinationsbehandlung mithilfe von on- oder off-target-Effek-

ten?
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f) Welchem Mutationsmechanismus bedienen sich die EGFR-mutierten
EGFR-TKI resistenten Zelllinien und inwieweit ist der TP53 Status ent-
scheidend?

g) Wie andern sich bei der Kombinationsbehandlung die Protein- und RNA-
Expression der BCL-2-Proteinfamilie als wichtige Akteure der Apoptose,
insbesondere der verschiedenen BCL-2-Proteine (BAK, BOK, BAX,
NOXA)?
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate

Tabelle 7 Verwendete Geréte

Verwendete Gerate

Gerate-Eigenname

Marke

Absaugsystem Integra Vacusafe Integra Biosciences GmbH,
Biebertal

Autoklav TOMY SX-700E TOMY Digital Biology Co.,
LTD., Tokyo, Japan

Varioklav Typ 500 H + P Labortechnik GmbH,

Oberschleil3heim

Blotter Biometra Fastblot B44 Biometra GmbH, Géttingen

Brutschrank CB150 Binder GmbH, Tuttlingen

Durchflusszytometer BD FACS Lyric BD Biosciences, Heidelberg

FLUIDIGM BioMark gPCR

FLUIDIGM BioMark qPCR

Standard BioTools Inc., South

San Francisco, US

Gelkammer Mini-Protean Tetra Cell Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen
Heizblock DRI-BLOCK DB-2A Techne, Staffordshire, UK
Kamera X Stella raytest LAS 1000 Medical Systems, Stamford,
Stella chemiluminescent CT, USA
CCD camera
Magnetruhrer IKA RET basic safety con- IKA-Werke GmbH & Co. KG,
trol Staufen
Mikroskop Leica DM IL LED Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar
Leica TCS SP8 Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar
Objekttrager Menzel-Glaser Superfrost Thermo Scientific, Rockford,
Plus Objekttrager IL, USA
pH-Meter Lab 850 Schott Instruments, Mainz

Plattenleser

EnSpire Multimode Plate

Reader

PerkinElmer, Inc., Waltham,
MA, USA

Ein- und Mehrkanalpipetten

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettierhelfer

PIPETBOY accu 2

Integra Biosciences
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gPCR CFX96 Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen
Rollenmischer RMS5 Assistent 348 Phoenix Instrument, Garbsen
RS-TRO5

Zellstoffwechselanalysator

Seahorse XFe96 Analyzers

Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, CA, USA

Sterilbank Heraeus Instruments, Dissel-
dorf
Netzgerat Electrophoresis Power Peqlab Biotechnologie GmbH,

Supply peglab EV231
Power PAC 1000

Power PAC 200

Erlangen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen

Ultraschallgerat/ Sonifier

Bioruptor UCD-200

Diagenode, BE-Liege

Vortexer Reax top Heidolph Instruments GmbH &
Co. KG, Schwabach
Wippschuttler GFL 3013 GFL, Burgwedel
GFL 3014 GFL, Burgwedel
Wasseraufbereitung Milli-Q Integral 10 Millipore, Temecula, CA, USA
Wasserbad Lauda 012T Lauda Dr. R. Wobser GmbH &
Co. KG, Lauda-Kdnigshofen
Zellzahler EVE Automatic Cell Coun- VWR, Darmstadt
ter NanoEnTek
Zentrifuge Centrifuge 5415 D Eppendorf AG, Hamburg

Centrifuge 5417C
Rotina 35R

Corning LSE Mini Micro-
centrifuge 6766/C1501EU

Eppendorf AG, Hamburg
Andreas Hettich GmbH & Co.
KG, Tuttlingen

Corning, Inc., Corning, NY,
USA

3.2 Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 8 aufgefihrt.

Tabelle 8 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Lieferant

Amersham Protran 0,1 um NC

GE Healthcare Life Science, Freiburg
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Cell Culture Dishes, PS, 100x20 mm | Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Cellstar

Runde Glasplattchen fir Well-Platten Thermo Scientific, Rockford, IL, USA / Carl Roth,
Menzel-Glaser Deckglaser Karlsruhe

Objekttrager fur Zellzdhlung (EVS-050) | Peter Oehmen GmbH, Essen

EVE Cell Counting Slide NanoEnTek VWR, Darmstadt

5 ml FACS-Rdhrchen, 75x12 mm, PS Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Gelloader Pipette Tips 70.1190.100 1- | Sarstedt AB & Co. KG, Nimbrecht
200 ul

Pasteur Pipetten Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG, Eber-
stadt

Precision Pipette Tips, BioClean, Rainin, Giellen

Purple Nitrile* Extra Gloves Kimberly-Clark GmbH, Koblenz

Safe-Lock Tubes 1.5 ml, 2 mi Eppendorf AG, Hamburg

Spritze 10 ml B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Stripette Disposable Serological Pipette | Corning, Inc., Corning, NY, USA
5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml

T25, T75, T175 Cell Culture Flasks Cel- | Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Istar

Tube 15 ml, 50 ml Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Vasco Nitril blue B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Corning™ Costar™ 12-well Clear TC- | Corning, Inc., Corning, NY, USA
treated Multiple Well Plates, einzeln ver-
packt, steril, 6-Well - 64 Well flach, be-

schichtet und steril, Well abgerundet

6, 12, 96 Well Cell Culture Plate, Cellstar | Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Fluidigm BioMark plate Standard BioTools Inc., South San Francisco, CA,
USA
Seahorse Cell Culture Microplates Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA

3.3 Verwendete Chemikalien
Tabelle 9 Verwendete Chemikalien

Chemikalien Lieferant
Acrylamide-Solution (40 %) Mix 29:1 AppliChem GmbH, Darmstadt
Albumin Fraktion V Roth, Karlsruhe
Ammoniumpersulfat, APS Merck, Darmstadt
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BD CS&T Beads

BD Biosciences, Heidelberg

BD FACS Clean

BD Biosciences, Heidelberg

BD FACS Flow BD Biosciences, Heidelberg
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim
BSA Sigma-Aldrich, Steinheim

Calciumchlorid Dihydrat = 99 %, p.a., ACS

Roth, Karlsruhe

Color Protein Standard Broad Range

New England BioLabslInc., Frankfurt am Main

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Dako Fluorescence Mounting Medium

Dako North America Inc., Carpinteria, CA,
USA

EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim
Essigsaure Merck, Darmstadt

Ethanol Merck, Darmstadt

Glycerol Merck, Darmstadt

Glycine Merck, Darmstadt

Hoechst 34580 Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
KCI Merck, Darmstadt

2-Mercaptoethanol

Merck, Darmstadt

Methanol

Merck, Darmstadt

NaCl

Merck, Darmstadt

N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylenediamine

Merck, Darmstadt

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Pierce BCA Protein Assay Kit

VWR International - Germany GmbH, Darm-
stadt

Ponceau S solution

Roth, Karlsruhe

2-Propanol 70 % (VIV)

Merck, Darmstadt

Restore PLUS Western Blot Stripping Buffer

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Roti-Histofix 4 % (phosphatgepufferte Formal-
dehydlésung 4 %)

Roth, Karlsruhe

Roti-Stock 20 % SDS

Roth, Karlsruhe

SDS Pellets

Merck, Darmstadt

3.4 Zellkultur

3.4.1 Verwendete Zelllinien

Verwendet wurden humane, immortalisierte NSCLC-Zelllinien. In Tabelle 10 sind
die verwendeten Zelllinien aufgelistet. Die bereits ERLO-resistenten Zelllinien

wurden von der ,The Resistant Cancer Cell Line (RCCL) collection® der
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Universitat Kent (Vereintes Konigreich) bezogen. Aus den bereits etablierten Zell-

linien wurden durch Hinzugabe von OSI in aufsteigenden Konzentrationen in der

Dauerkultur Osimertinib-resistente Zelllinien etabliert. Die Zelllinien H1650 und

HCC827Mai wurden von Prof. Krishnaraj Rajalingam der Universitat Mainz zur

Verfligung gestellt.

Tabelle 10 Verwendete Zelllinien und generierte Zelllinien

Zelllinie Ursprung TP53-Sta- | EGFR-Mu- Medium Herkunft
tus tation, soweit
bekannt
A549 NSCLC, A- | WT WT Suppl. ATCC
denokarzinom RPMI 1640 | CCL-185
H1299 NSCLC, Grof- | Deletion WT Suppl. ATCC
zeller RPMI 1640 | CRL-5803
H1650WT NSCLC, c.892G>T, | E746_A750 | Suppl. ATCC
Adenokarzinom | ¢.673- RPMI 1640 | CRL-5883
2A>G, De-
letion
H16500si H1650 Suppl. Selbst gene-
RPMI 1640 | riert
HCC4006WT NSCLC, AD SNP L747_E749, | Suppl. ATCC
AT50P DMEM/F-
12 CRL-2871
HCC4006ErIOsi HCC4006 Suppl. Selbst gene-
DMEM/F- riert
12
HCC4006Er HCC4006 L747_E749, | Suppl. RCCL
A750P DMEM/F-
12
HCC827Mai NSCLC, AD Deletion E746_A750 | Suppl. ATCC
IMDM CRL-2868
HCC827WT NSCLC, AD Deletion E746_A750 | Suppl. ATCC
IMDM CRL-2868
HCC827Erl NSCLC, AD Deletion E746_A750 | Suppl. RCCL
IMDM
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HCCB827ErIOsi NSCLC, AD Suppl. Selbst gene-
IMDM riert

EGFR-TKI resistente Zelllinien mit EGFR-TKI-Konzentration bei Dauerexposition

Zelllinie Ursprung | Konzentration | TP53- | EGFR-Mu- | Medium Herkunft
Status | tation, so-
weit bekannt
H16500si NSCLC, | Osi2uM E746_A750 | Suppl. Selbst
Adeno- RPMI gene-
karzinom 1640 riert
HCC4006Erl NSCLC, | Erlo1uM SNP L747_E749, | Suppl. RCCL
AD A750P RPMI
1640
HCC4006ErlOsi HCC4006 | Erlo 1 pM, Osi Suppl. Selbst
1uM DMEM/F- | gene-
12 riert
HCC827ErIRes NSCLC, | Erlo2uM Dele- E746_A750 | Suppl. RCCL
AD tion IMDM
HCCB827ErIOsi HCC827 | Erlo 2 uM, Osi Suppl. Selbst
5uM IMDM gene-
riert

3.5 Zellbiologische Methoden

3.5.1 Kultivierung der NSCLC-Zelllinien
Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte unter S1-Laborrichtlinien und es wurde

stets unter der Sterilbank gearbeitet.

HCC4006 Zelllinien wurden in DMEM/F-12 + 10 % FCS + 5 % AddR bei 37 °C,
5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. HCC827 Zelllinien wurden in IMDM
+10 % FCS + 5 % AddR bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert.
H1650 Zelllinien wurden in RPMI + 10 % FCS + 5 % AddR bei 37 °C, 5 % CO2
und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Die ERLO-resistenten HCC4006 Zelllinien wurden in DMEM/F-12 + 10 % FCS +
5 % AddR bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit und zusatzlich einer
Konzentration von 1 yM ERLO Kkultiviert. Die ERLO- und OSl-resistenten
HCC4006 Zelllinien wurden in DMEM/F-12 + 10 % FCS + 5 % AddR bei 37 °C,
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5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit und zusatzlich einer Konzentration von 1 uM
ERLO und 1 uM OSI kultiviert.

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 90 % passagiert. Die Abldsung vom
Boden der Zellkulturflaschen erfolgt mit Trypsin-EDTA (Ethylendiamintetra-
acetat). Die enzymatische Reaktion wurde durch Hinzugabe des entsprechenden
Mediums gestoppt und der gewinschte Anteil der Zellen in eine neue Kulturfla-
sche Uberfuhrt und das Volumen in diesen Flaschen entsprechend der Flaschen-
grolle angepasst (T25, T75 und T175). Nach Zentrifugation (340 x g, 5 min, RT)
wurde der entsprechende Anteil an Zellpellet im frischen Medium resuspendiert

und in eine neue Zellkulturflasche Uberfihrt.

AddR-Losung

L-Asparagin 2,6 mM 20 ml 10 mg/ml
HEPES (0.172 M), pH 7,29 100ml1 M
L-Glutamin-L&sung (34,48 mM) 100 ml 200 mM
Natriumpyruvat-Lésung (17,24 mM) 100 ml 100 mM
Nichtessentielle Aminosduren 60 ml (100x)
Penicillin/Streptomycin (P/S) (1,72 g/l) 100 ml
B-Mercaptoethanol-Lésung (0,862 mM) 100 ml 5 mM

Steril filtrieren, 29 ml AddR-Stammlésung auf 500 ml Medium

Supplementiertes Medium (1x)

AddR-Lésung 5,8 % (% viv)

Fetal bovine serum (FCS) Sigma-Aldrich, St. Louis, US 1% (% viv)
0.05 % Trypsin/EDTA Life Technologies Gibco, Darmstadt, DE

In

DMEM/F-12 PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DE

RPMI 1640 Gibco, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, DE

IMDM PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DE

Weitere Chemikalien fur Zellkultur

Glycerin Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
4-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-1- Merck KGaA, Darmstadt, DE
Ethansulfonsdure (HEPES)

L-Asparagin Monohydrat Biochrom AG, Berlin, DE
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L-Glutamin-Lésung Biochrom AG, Berlin, DE

Natriumpyruvat-Lésung (100 mM) Life Technologies Gibco, Darmstadt, DE

Nicht-essentielle Aminoséauren | Biochrom AG, Berlin, DE
(100x)
PBS Dulbecco w/o Ca2*, w/o Mg2* | Biochrom AG, Berlin, DE

Penicillin (107U/l) / Streptomycin | Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
(10 g/) (P/S)
Trypsin-EDTA (0,05 %) Life Technologies Gibco, Darmstadt, DE
B-Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe, DE

3.5.2 Bestimmung der Zellzahl- und Vitalitét
Ein Aliquot der Zellsuspension wurde im Verhaltnis 1:1 mit einer Trypanblau-L6-
sung (0,4 %) gemischt und mittels automatisierten Zellzahler (EVE Automatic cell

counter) die Anzahl vitaler Zellen bestimmt.

Automatisierter Zellzéhler EVE Automatic cell | VWR International GmbH, Darmstadt, DE
counter NanoEnTek
EVE Cell counting slide NanoEnTek VWR International GmbH, Darmstadt, DE
Trypanblau-Lésung (0,4 %) VWR International GmbH, Darmstadt, DE

3.5.3 Kryokonservierung

Je nach GroRe der einzelnen Zellen wurden fir die Kryokonservierung 2*10° oder
1*10% in 1 ml Einfriermedium (FCS + 10 % DMSO) aufgenommen, in einer Ein-
frierbox fur eine Nacht bei -80 °C gelagert und dann die einzelnen Roéhrchen in

flussigem Stickstoff dauerhaft gelagert.

DMSO Merck KGaA, Darmstadt, DE
fetal calf serum (FCS) Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Kryo-Rdéhrchen (1,8 mL CryoPure Gefalle) VWR International GmbH, Darmstadt, DE

3.5.4 Beginn einer neuen Zellkultur

Nach circa 25 Passagen wurden die in Kultur gehaltenen Zelllinien durch kryo-
konservierte Zelllinien ersetzt. Fir 1-2 min werden die Kryoréhrchen bei 37 °C
ins Wasserbad gestellt. Nach Zugabe von 9 mL supplementiertem Medium wur-
den sie bei 340 x g fir 5 min und 4 °C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 1 ml
Medium resuspendiert und nach Verdinnung mit 11 mL supplementiertem Me-
dium in eine Zellkulturflasche (T75) Uberfuhrt.
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3.6 Medikamente / Reagenzien

Alle verwendeten Inhibitoren und BH3-Mimetika wurden in Aliquots in DMSO ge-
|6st bei -20 °C gelagert. In der Arbeit wurden mit allen EGFR-Tyrosinkinaseinhi-
bitoren Titrationsreihen erstellt, bei denen die aufsteigenden Konzentrationen 0,5
MM, 5 uM und 50 pM verwendet wurden. Bei BTZ wurden die Konzentrationen 5
nM, 50 nM und 500 nM verwendet. In der Kombinationsbehandlung aus Pl +
EGFR-TKI wurde jeweils 5 nM BTZ mit 5 yM EGFR-TKI eingesetzt.

Tabelle 11 Verwendete Medikamente

Inhibitor Zielmolekul Hersteller

Bortezomib (BTZ) Proteasom-Inhibition der 1 | Absource Diagnostics GmbH,
und B5-UE Minchen, DE

Afatinib (AFA) EGF-Rezeptor Selleckchem, Munchen, DE

Erlotinib (ERLO) EGF-Rezeptor Selleckchem, Munchen, DE

Gefitinib (GEFI) EGF-Rezeptor Selleckchem, Miinchen, DE

Osimertinib (OSI) EGF-Rezeptor Selleckchem, Miinchen, DE

DMSO Merck KGaA, Darmstadt, DE

Nuklease-freies Wasser QIAGEN GmbH, Hilden, DE

3.7 Durchflusszytometrische Analyse des Zelltods mittels Annexin V und
TMRM-Farbung

Mit der Durchflusszytometrie (FACS - fluorescence activated cell sorting) kann

man zellulare Charakteristika mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen oder Fluores-

zenz-markierten Antikdrpern analysieren.

In dieser Arbeit wurde eine Annexin V-APC/TMRM-Farbung zur Untersuchung

der Zelltodinduktion verwendet.

Zu Beginn der Apoptose transloziert Phosphatidylserin (PS) von der Innenseite
der Zellmembran auf die Aul3enseite der Plasmamembran. Das mit dem Fluoro-
phor Allophycocyanin (APC) konjugierte Annexin V bindet mit hoher Affinitat an
PS. In dieser durchflusszytometrischen Analyse wird die PS-Exposition apoptoti-
scher Zellen als Fluoreszenzsignal detektiert. Im Verlauf der Apoptose geht die
Zellintegritat verloren und auch die nekrotisierenden Zellen wirden Annexin V

positiv erscheinen.

54



Es wurde eine Doppelfarbung mit dem Farbstoff Tetramethylrhodamin-methyles-
ter (TMRM) durchgeflhrt. In den negativ geladenen intakten Mitochondrien ak-
kumuliert das positiv geladene TMRM. Im frGhen Stadium der Apoptose depola-
risieren die Mitochondrien und setzen ihre gespeicherten Anionen frei, so wird
die TMRM-Akkumulation in apoptotischen Mitochondrien aufgrund des mito-
chondrialen Membranpotentials vermindert und es kommt zu einem Verlust der
TMRM-Konzentration. Fur die durchflusszytometrische Analyse wurden die Zel-
len ausgesat und 20 min bei RT bis zu einer gleichmaBigen Verteilung stehen
gelassen und danach Gber Nacht bei 37 °C und 5 % COz2 kultiviert.

Nach 24 h wurde das Medium abgenommen und gegen frisches Medium mit den
entsprechenden Zusatzen getauscht. Nach 24, 48 und 72 h Inkubation wurde der
Uberstand in FACS-R&hrchen Uberfiihrt, die Zellen mit Trypsin/EDTA abgeldst,
mit dem Uberstand vereinigt und mit 500 uL 1x PBS abgewaschen. Bei 1800 rpm
fur 5 min bei RT wurden die Zellen pelletiert und anschlie3end in 500 yL 1x PBS
+2 % FCS + TMRM (1:1.000) resuspendiert und fur 30 min bei 37 °C und 5 %
COz2 inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (1800 rpm, 5 min, RT) wurde das
Zellpellet auf Eis gestellt und mit 1x Annexin-V Bindepuffer (ABP) + 1:100 An-

nexin V-APC resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert.

Die durchflusszytometrische Analyse der Zellen erfolgte im BD FACS Lyric und

die Auswertung der Messergebnisse mit der BD FACSuite Research Software.

Annexin V-Allophycocyanin (APC) ImmunoTools GmbH, Friesoythe, DE
BD CS&T Beads BD Biosciences, Heidelberg, DE

BD FACSClean BD Biosciences, Heidelberg, DE

BD FACSFlow BD Biosciences, Heidelberg, DE

BD FACSuite Research Software BD Biosciences, Heidelberg, DE
DMSO Merck KGaA, Darmstadt, DE
Durchflusszytometer BD FACSLyric BD Biosciences, Heidelberg, DE

fetal calf serum (FCS) Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

PBS Dulbecco w/o Ca2*, w/o Mg2* Biochrom AG, Berlin, DE
Tetramethylrhodamin-Methylester (TMRM) Thermo Fisher Scientific, Waltham, US
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Annexin-Bindepuffer (10x)

CaCl2 0,025 M
1 M HEPES-Puffer 0,1M
NaCl 1,4 M

in ddH20

3.8 Proteinanalytik

3.8.1 Proteinlysate

Zellernte: Fur die Proteinextraktion wurden die Zellen in 6-Well bzw. T25-Fla-
schen ausgesat, 20 min bei RT stehen gelassen und dann bei 37 °C und 5 %
COz2 fur 24 h kultiviert. Nach 24 h wurde das Medium abgenommen und gegen
frisches Medium mit den entsprechenden Zusatzen getauscht. Nach 24, 48 und
72 h Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die Zellen mittels Trypsins und
Nachspilen von 1x PBS geerntet und auf Eis gestellt. Die Zellsuspension wurde
zentrifugiert (1800 rpm, 5 min, 4 °C) und das Zellpellet in 1x PBS Uberfuhrt, erneut
zentrifugiert, der Uberstand quantitativ entfernt und das Zellpellet in Fliissigstick-

stoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Zelllyse: Der verwendete Lysepuffer setzt sich zusammen aus Lysepuffer mit 7x
PIC und 10x PS (Protease- und Phosphatase-Inhibitoren). Auf Eis wurden die
Pellets in je 50 pL Lysepuffer resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte mittels
Ultraschall (flr 6 Zyklen a 20 sec). Nach 15-mindtiger Zentrifugation bei 4 °C und
13.000 rpm wird der proteinhaltige Uberstand in ein neues Reaktionsgefal tiber-
fuhrt.

BCA-Assay: Mit Hilfe des Pierce BCA Protein Assay Kits wurde die relative Pro-
teinkonzentration ermittelt. Pro Well bei einer 96-Wellplatte wurde jeweils 200 puL
der BCA-Reagenz (Lésung A:B 1:50) mit 1 yL des Zelllysats vermischt. Die Kon-

zentrationsbestimmung erfolgte in Triplikaten.

Nach einer 30-minltigen Inkubationszeit bei 37 °C wurde die Absorption bei 562
nm im Multimode Plattenlesegerat ermittelt und die Proteinkonzentration relativ
zur BSA-Standardkurve errechnet. Die Proteinlysate wurden fur die Weiterver-

wendung mit SDS-Blauprobenpuffer (4x Lammli-Probenpuffer/15-30 pM) auf
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gleiche Konzentration (2 pM/uL) verdunnt und bis zur weiteren Verwendung

wurde die Proteinlysate bei -80 °C eingefroren.

Lysepuffer

EDTA 5 mM

NaCl 250 mM
Tris-HCI (pH 7,6) 50 mM

Triton X-100 0,1 % (% v/v)
in ddH20

Lammli-Puffer (5x)

Bromphenolblau 3mM
Glycerin 50 % (% viv)
Natriumdodecylsulfat (SDS) 0,3M
1 M Tris-Hydrochlorid (HCI) (pH 6,8) 02M

B-Mercaptoethanol-Lésung

25 % (% viv)

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Complete Protease Inhibitor Cocktail

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE

EnSpire Multimode Plattenlesegerat

PerkinElmer, Inc, Waltham, USA

EnSpire 2300 PerkinElmer, Inc, Waltham, USA
EnSpire Software 4.1 PerkinElmer, Inc, Waltham, USA
EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Glycerin Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
NaCl Merck KGaA, Darmstadt, DE

PBS Dulbecco w/o Ca2*, w/o Mg2*

Biochrom AG, Berlin, DE

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE

Pierce BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific, Rockford, lllinois, USA

SDS

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Tris-HCI

Carl Roth, Karlsruhe, DE

1 % Triton X-100

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Ultraschallgerat Bioruptor UCD-200-TM-EX

Diagenode Inc. USA, Denville, NJ, USA
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3.8.2 SDS-PAGE
FUr die in der Arbeit verwendeten Gradientengele wurden aus gleichen Volumina
einer 12 %igen- und einer 20 %igen bzw. einer 8 %igen und einer 20 %igen Po-

lyacrylamid-Losung erstellt.

Komponenten Gradientengel Sammelgel
8 %iges Trenngel 2,5mL

12 %iges Trenngel 2,5mL

20 %iges Trenngel 2,5mL

Sammelgel-Stocklésung 2mL

APS (10 %) 50 pL 20 L
TEMED 5puL 2L

Die SDS-PAGE-Gele wurden mit jeweils 30 ug pro Kamm gefullt. Zur Bestim-

mung des Molekulargewichts wurden 3 uL Proteinmarker mitgefihrt.

Die Separation erfolgte bei anfangs 80 V bis zum Erreichen des Trenngels, da-
nach far 60-90 min bei 160 V.

Acrylamid [29:1] Stocklésung (8 %)

40 % Acrylamid [29:1] 8 % (% viv)
SDS 04M
Tris-HCI (pH 8,8) 04 M

in ddH20

Acrylamid [29:1] Stocklésung (12 %)

40 % Acrylamid [29:1] 12 % (% viv)
SDS 0,1 % (% viv)
Tris-HCI (pH 8,8) 04 M

in ddH20

Acrylamid [29:1] Stocklésung (20 %)

40 % Acrylamid [29:1] 20 % (% viv)

Glycerin 10 % (% viv)
SDS 0,1 % (% viv)
Tris-HCI (pH 8,8) 0,4 M

in ddH20
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Elektrophorese-Puffer (10x)

Glycin 1,92 M

SDS 1% (% viv)

Tris 0,25M

in ddH20

Sammelgel-Stocklésung

30 % Acrylamid [37.5:1] 3,4 % (% viv)

SDS 0,08 % (% viv)

0,5 M Tris (pH 6,8) 0,1M

in ddH20

Acrylamid/Bis Solution (30 %) Mix 37.5:1 Bio-Rad Laboratories, Hercules, US
Acrylamide/Bis Solution (40 %) Mix 29:1 Bio-Rad Laboratories, Hercules, US
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck KGaA, Darmstadt, DE
Glycerin Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Glycin Merck KGaA, Darmstadt, DE
Proteinmarker Color Protein Standard Broad | New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.,
Range DE

Roti-Stock 20 % SDS Carl Roth, Karlsruhe, DE
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) Carl Roth, Karlsruhe, DE

Tris-HCI Carl Roth, Karlsruhe, DE

3.8.3 Western Blot
Die mittels Elektrophorese aufgetrennten Proteine im Polyacylamid-Gel werden
im Western Blot auf eine Tragermembran Ubertragen. Die Zielproteine werden

anschliefend mit Hilfe von Antikdrpern nachgewiesen.

Der Transfer auf die Nitrocellulosemembran findet im Semi-Dry-Verfahren mit
Semi-Dry-Transfer-Puffer (40 mA, 1,5 h) statt. Nach dem Transfer auf die Tra-
germembran wird diese mit ddH20 gewaschen und mit Ponceau-S gefarbt. Die
gefarbte Membran wurde daraufhin in mehrere Abschnitte eingeteilt, sodass ein
paralleler Nachweis von Proteinen unterschiedlichen Molekulargewichts moglich

war.
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Dreimal wurde die Membran zum Entfarben in 1x TBS-T gewaschen und zur Sat-
tigung freier Bindestellen 1 h bei RT in 5 % Magermilch in 1x TBS-T auf einem
Rollmischer inkubiert. Daraufhin wurde die Membran erneut in 1x TBS-T gewa-
schen und bei 4 °C Uber Nacht in der Losung (5 % BSA in 1x TBS-T) mit dem
Primar-Antikdrper auf einem Schuttelrolimischer inkubiert. Nachdem die Memb-
ran 3x fir 10 min mit 1x TBS-T gewaschen wurde, wurde sie mit dem Spezies-
spezifischen Peroxidase-gekoppelten sekundaren Antikorper in 5 % Magermilch
in 1x TBS-T 1 h bei RT auf dem Rollmischer inkubiert. Daraufhin erfolgte wieder
ein 3x zehnminltiger Waschschritt mit 1x TBS-T und die Membran wurde 5 min
in Substrat-Lésung (Extended Duration Substrate (EDS), Super Signal West
Dura) inkubiert und sofort mit Hilfe einer CCD-Kamera im Geldokumentationsge-
rat die Lumineszenz-Signale der spezifischen Banden detektiert. Nach der Do-
kumentation wurden ggf. die gebundenen Antikérper durch Inkubation mit Res-
tore PLUS Western Blot Stripping-Puffer fur 10 min gelést und die freigeworde-

nen Bindungsstellen erneut mit 5 % Magermilch in 1x TBS-T gesattigt.

Das Housekeeping Protein (B-AKTIN) wurde durch erneute Antikdper-Inkubation

Uber Nacht bei 4 °C nachgewiesen.

Tabelle 12 Verwendete Primérantikérper

Primar- Anti- | Herkunft Verdinnung | Hersteller Bestellnummer

korper

Anti-AKT Kaninchen, | 1:1000 Cell Signaling, Danvers, US | 4685S
polyklonal

Anti-ATF3 Kaninchen, | 1:500 Santa Cruz, Dallas, Texas, | sc-188

(C-19) polyklonal us

Anti-ATF4 Kaninchen, | 1:500 Cell Signaling Technology,

(D4D8) monoklonal Beverly, MA, US 11815

Anti-BAK Kaninchen, | 1:1000 Cell Signaling Technology, | 3814
polyklonal Beverly, MA, US

Anti-BAX Kaninchen, | 1:1000 Cell Signaling Technology, | 2772
polyklonal Beverly, MA, US

Anti-BCL-2 Maus, mo- | 1:500 Cell Signaling Technology, | 15071

(124) noklonal Beverly, MA, US
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Anti-BCL-xL | Kaninchen, | 1:500 Cell Signaling Technology, | 2762
polyklonal Beverly, MA, US

Anti-BOK Kaninchen, | 1:500 Abcam, Berlin DE Ab186745
monoklonal

Anti-EGFR Kaninchen, 1:1000 Cell Signaling, Danvers, US | 4267
polyklonal

Anti-GAPDH | Kaninchen, 1:5000 Cell Signaling Technology, | 2118
monoklonal Beverly, MA, US

Anti-MCL-1 Kaninchen, | 1:1000 Cell Signaling Technology, | 5453
monoklonal Beverly, MA, US

Anti-NOXA Maus, mo- | 1:500 Calbiochem, Merck, Darm- | OP-180
noklonal stadt, DE

Anti-pAKT Kaninchen, | 1:500 Cell Signaling, Danvers, US | 92718
polyklonal

Anti-pEGFR- | Kaninchen, | 1:500 Cell Signaling, Danvers, US | 2234S

1608 polyklonal

Anti-p53 Maus, mo- | 1:1000 Santa Cruz, Dallas, Texas, | Sc-126 HRP

(DO-1) noklonal us

Anti-B-AKTIN | Maus, mo- | 1:5000 Merck KGaA, Darmstadt, | A5316

(AC-74) noklonal DE

Tabelle 13 Verwendete sekundére Antikérper

Sekundar-  Anti- | Ursprung Verdinnung | Hersteller Katalognummer
korper

Anti-mouse 19G, | Pferd 1:2000 Cell Signaling Tech- | 7076S
HRP-linked Anti- nology, Beverly, MA,

body us

Anti-rabbit  IgG, | Ziege 1:2000 Cell Signaling Tech- | 7074S
HRP-linked Anti- nology, Beverly, MA,

body us

BSA-Ldsung (5 %)

BSA

5 % (% wiv)

in 1x TBS-T

Magermilch-Lésung (5 %)

Magermilchpulver

5 % (% wiv)
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in 1x TBS-T

TBS (10x)
Kaliumchlorid (KCI) 0,027 M 0,027 M
NaCl 1,369 M
Tris 0,028 M
Tris-HCI 0,25M
in ddH20
TBS-T (1x)
TBS (10x) 0,025 M
Tween20 0,1 % (% viv)
in ddH20

Transferpuffer (semi-dry)

Ethanol (EtOH)

20 % (% viv)

Glycin 0,039 M

SDS 0,037 % (% viv)
Tris 0,048 M

in ddH20

Amersham Protran Nitrocellulose Blotting
Membrane (0,1 um NC)

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg, DE

Biometra Fastblot B44

Analytik Jena GmbH, Jena, DE

bovine serum albumin (BSA)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Geldokumentation X Stella raytest LAS 1000

Stella chemiluminescent CCD camera

Medical Systems, Stamford, Connecticut, US

99,8 % EtOH

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Glycin

Merck KGaA, Darmstadt, DE

ImageJ-Fiji64 Software

National Institutes of Health, Bethesda, MD,
us

KCI Carl Roth, Karlsruhe, DE
Magermilchpulver Merck KGaA, Darmstadt, DE

NaCl Carl Roth, Karlsruhe, DE
Ponceau-S Sigma Life Science, Steinheim, DE
Reinstwasser (ddH20) Merck KGaA, Darmstadt, DE
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Restore PLUS Western Blot Stripping Buffer | Thermo Scientific, Rockford, IL, US
Roti-Stock 20 % SDS Carl Roth, Karlsruhe, DE

SuperSignal West Dura Extended Duration | Thermo Scientific, Rockford, IL, US
Substrat (EDS)

Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) Carl Roth, Karlsruhe, DE

Tris-HCI Carl Roth, Karlsruhe, DE

Tween-20 Merck KGaA, Darmstadt, DE

X Stella Software Version 2.1.3.271 Raytest Isotopenmessgerate GmbH, Strau-

benhardt, DE

3.9 RNA-Analysen

3.9.1 RNA-Isolation
Analog zum Vorgehen zur Gewinnung der Zellproben fur den Western Blot wurde

auch mit den Proben zur RNA-Isolation vorgegangen.

Fur die RNA-Isolation wurden die Zellen in 6-Well bzw. T25-Flaschen ausgesat,
20 min bei RT stehen gelassen und dann bei 37 °C und 5 % CO:2 tber Nacht
kultiviert. Nach 24 h wurde das Medium abgenommen und gegen frisches Me-
dium mit den entsprechenden Reagenzien getauscht. Nach 24, 48 und 72 h In-
kubation bei 37 °C und 5 % CO:2 wurden die Zellen mittels Trypsins und Nach-
spulen von 1x PBS geerntet und auf Eis gestellt. Die entstandene Zellsuspension
wurde zentrifugiert (1800 rpm, 5 min, 4 °C) und das entstandene Zellpellet in 1x
PBS uberfiihrt, erneut zentrifugiert, der Uberstand quantitativ entfernt und das
Zellpellet in Flussigstickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung
bei -80 °C gelagert.

Die RNA mittels des Qiagen RNeasy Mini Kits (QIAGEN GmbH, Hilden) geman
dem Kit-Protokoll isoliert.

Die Absorption bzw. Konzentration der isolierten RNA-Proben wurde mit einem
UV-Spektralphotometer (NanoDrop2000c, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Er-
langen, DE) gemessen bei 260 nm und 280 nm.
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3.9.2 cDNA-Synthese
Eine reverse Transkription der isolierten RNA in DNA erfolgte zur Synthese der
cDNA. 500 ng RNA, 250 ng Oligo-dT Primer wurde mit Nuklease-freiem Wasser

bis zu einem Gesamtvolumen von 15 pL aufgefullt.

Um ein Annealing des Primers zu erreichen, wurde die Mischung bei 5 min fir 70
°C inkubiert und anschliel3end direkt auf Eis gestellt. Danach wurde der Master-
mix (cDNA-Synthese-Reaktionsmix) hinzugegeben, der aus einer Mischung von
M-MLV 5x reaction buffer, dNTP (10 mM), RNAsen Inhibitor und M-MLV [200
U/pL] und Nuklease-freiem H20 besteht. Der darauffolgende Ablauf der reversen
Transkription wird in Tabelle 14 genauer beschrieben. Nach Ablaufim PCR-Ther-
mocycler wurde die cDNA entweder auf Eis gestellt und mit 1:4 mit Nuklease-
freiem Wasser verdinnt und entweder bei -20 °C eingefroren oder unmittelbar

fur die Genexpressionsanalyse verwendet.

Tabelle 14 gPCR-Protokoll

Temperatur Zeit

42 °C 60 min

60 °C 10 min
4°C Unendlich

Tabelle 15 cDNA-Synthese-Reaktionsmixes

Komponenten Volumen pro Probe [uL]

M-MLV Reaction Puffer (5x) 5uL

dNTP-Mix (10 mM) 1,25 uL

RNasin Ribonuclease Inhibitor 0,5uL

M-MLV RT (5 U) 0,5 L

Nuklease-freies Wasser 2,75 uL

dNTPs New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M.,
DE

M-MLV RT (200 U) Promega, Madison, Wisconsin, US

M-MLV Reaction Puffer (5x) Promega, Madison, Wisconsin, US

Nuklease-freies Wasser QIAGEN GmbH, Hilden, DE
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Oligo-dT Primer

Promega, Madison, Wisconsin, US

RNasin Ribonuclease Inhibitor

Promega, Madison, Wisconsin, US

3.9.3 Analyse der Genexpression mit TagMan-basiertem Assay

Der TagMan Gene Expression Assay wurde mit den Komponenten in

Tabelle 15 durchgefuhrt. Die Zielgene wurden mittels quantitativer Echtzeit Poly-

merase-Kettenreaktion (QRT-PCR - quantitative real-time polymerase chain reac-

tion) quantifiziert.

Die cDNA und die Reagenzien des TagMan Gene Expression Assays werden im

Dunkeln auf Eis aufgetaut.

Die untersuchten Gene sind in Tabelle 18 aufgefuhrt. Die PreAmp cDNA (1:10)

wurde mit 1,8 uL pro Well verwendet.

Tabelle 16 Assay-Mix fiir Fluidigm

Komponenten

Volumen pro Probe [uL] im 96-Well-Format

TagMan Gen-Expressions Assay (20x)

1,5 uL

2x Assay Loading Reagent

1,5 uL

Tabelle 17 Sample-Pre-Mix fiir Fluidigm

Komponenten Volumen pro Probe [uL] im 96-Well-Format
TaqMan Universal Master Mix (2x) | 1,5 yL
20x GE Sample Reagent 0,15 uL

Tabelle 18 Verwendete TagMan-Assays und die Zielgene

Zielgen Farbstoff TagMan-Assay Herkunft

ATF3 FAM-MGB Hs00231069_m1 Thermo Fisher Scien-
tific, Rockford, IL, US

ATF4 FAM-MGB Hs00909569 g1 Thermo Fisher Scien-
tific, Rockford, IL, US

ACTB VIC-MGB_PL Hs03023943 g1 Thermo Fisher Scien-
tific, Rockford, IL, US

GAPDH VIC-MGB_PL Hs02758991_g1 Thermo Fisher Scien-
tific, Rockford, IL, US
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MCL-1 FAM-MGB Hs01050896_m1 Thermo Fisher Scien-
tific, Rockford, IL, US

PMAIP1 FAM-MGB Hs00560402_m1 Thermo Fisher Scien-
tific, Rockford, IL, US
TP53 FAM-MGB Hs01034249 m1 Thermo Fisher Scien-
tific, Rockford, IL, US
TUBA1A VIC-MGB_PL Hs00362387_m1 Thermo Fisher Scien-

tific, Rockford, IL, US

Fluidigm Standard BioTools Inc., South San Francisco,
CA, USA

Fluidigm BioMark plate Standard BioTools Inc., South San Francisco,
CA, USA

RNase-freies Wasser QIAGEN GmbH, Hilden, DE

SDS Automation Controller 2.4 TagMan Soft- | Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

ware

TaqgMan Universal Master Mix (20x) Life Technologies Gibco, Darmstadt, DE

TaqMan Universal Master Mix (2x) Life Technologies Gibco, Darmstadt, DE

3.10 Mito Stress Test — Mitochondriale Funktion

Fir die Analyse der mitochondrialen Funktion und der Sauerstoffverbrauchrate
wurde ein Mito Stress Test durchgeflhrt. Der Assay wurde nach Anleitung vor-
bereitet und die Zellen in der 96-Well-Platte ausgebracht. Am Versuchstag bei
voller Konfluenz der Zellen wurden die Ports nach Protokoll geladen und im Se-
ahorse XF Cell Culture der Versuch gestartet. Ausgewertet wurde mit der Se-

ahorse XF Mito Stress Test Report Generator Software.

Bestandteil der Seahorse XF-Technologie ist eine Standardlésung fur die Funk-
tionsanalyse der mitochondrialen Atmung. Diese wird durch direkte OCR-Mes-
sung von Zellen in Echtzeit gemessen. Bei diesem Protokoll werden eine Reihe
von Modulatoren nacheinander injiziert, Oligomycin (OXPHOS-Inhibitor), FCCP
(Entkoppler) und Rotenon/Antimycin A (Rot/AA, ETC-Inhibitoren), Oligomycin,
Carbonyl cyanide-4 (trifluoromethoxy)phenylhydrazone (FCCP), Rotenone, and
Antimycin (Divakaruni et al., 2014).
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Seahorse XF Cell Mito Stress Test Profil
mitochondriale Reaktion

Rotenon &
Oligomycin FCCP Antimycin A
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\
Maximale
Respiration

Kapazitat

(pmol/min)

ATP-

Grund- Produktion

Respiration

Sauerstoffverbrauch (OCR)

Protonenleak

Zeit (min)
Abbildung 10: Seahorse XF Cell Mito Stress Test Profil, modifiziert nach Gebrauchs-

anleitung des Seahorse XF

Bei der Versuchsdurchfuhrung werden eine Reihe von einzelnen Aspekten un-

tersucht:

Basale Atmung: Dies zeigt den Energiebedarf der Zelle zum Start in Ausgangs-

bedingungen an. Es ergibt sich aus dem Sauerstoffverbrauch, der zur Deckung

des zellularen ATP-Bedarfs nétig ist und dem Protonenleck.

ATP-Produktion: Bildet das ATP ab, welches flr den Energiebedarf der Zelle

wichtig ist. Der Ruckgang der Sauerstoffverbrauchsrate nach der Injektion des

ATP-Synthase-Inhibitors Oligomycin ist der Anteil der Basalatmung, der fur die

ATP-Produktion verwendet wurde.

H* (Protonen)-Leck: Dies ist die verbleibende Basalatmung, die unabhangig von

der Kopplung an die ATP-Produktion ist. Dies kann ein Zeichen flr die Schadi-
gung der Mitochondrien sein oder ein Regulationsmechanismus der mitochond-
rialen ATP-Produktion.

Maximale Atmung: Durch Zugabe von FCCP wird der physiologische Energiebe-

darf stimuliert. Dies erfolgt durch Stimulierung der Atmungskette, die zu einer

maximalen Kapazitat angeregt wird, was eine schnelle Oxidation von Substraten
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(Kohlenhydrate, Lipide, Aminosauren) zur Folge hat. Es ist die maximale Atmung,

die die Zelle erreichen kann.

Reserve-Atmungskapazitat: Hier wird die Fahigkeit der Zelle gemessen, auf eine

Nachfrage nach Energie zu reagieren. Aullerdem wird gemessen, wie weit die
Zelle ihr theoretisches Maximum erreichen kann. Dies sind Indikatoren flr die

Flexibilitat und Fitness der Zelle.

Nichtmitochondriale Atmung: Dies ist der Sauerstoffverbrauch, der auch nach

Zugabe von Rotenon und Antimycin A fortbesteht. Grundlage daflr ist eine Un-
tergruppe von zellularen Enzymen, die die Atmung unterhalt. Um die mitochond-
riale Atmung genau zu bestimmen, muss die nichtmitochondriale Atmung gemes-
sen werden.

Tabelle 19 Zusammenfassung von Ziel und Wirkung auf die mitochondriale At-
mung durch die Modulatoren

Injektion Elektronentransportkette Effekte auf OCR
Oligomycin ATP-Synthase (Komplex V) Verringerung

Carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxy- | Innere Mitochondrienmembran | Zunahme
phenylhydrazone / FCCP

Rotenon/Antimycin A Komplex | und Il (jeweils) Verringerung

3.11 Immunfluoreszenzmikroskopie / Morphologische Untersuchungen

3.11.1 Ausséen
Die morphologischen Untersuchungen erfolgten mittels Immunfluoreszenzmikro-
skopie. Die Zellen wurden 1*10° Zellen pro Well in 12-Well-Platten auf (& 12 mm)

Deckglasern ausgesat.

3.11.2 Fixation
Nach Erreichen der passenden Konfluenz wurden die Zellen mit einer 3 % phos-
phatgepufferten Formaldehydldsung fur 25 min bei 37 °C inkubiert und anschlie-

Rend dreimal mit PBS gewaschen.

3.11.3 Permeabilisierung
Mithilfe einer 0,1 % Triton-X 100 Lésung wurden die Zellen fir 10 min bei RT

inkubiert und anschliel3end dreimal mit PBS gewaschen.
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3.11.4 Blocking
Zum Blocking wird eine 1 % BSA-L6sung und 2 % FCS in PBS gemischt und auf
die Coverslips fur 1h auf dem Shaker inkubiert bei RT. Erneut wird mit PBS drei-

mal gewaschen. Die Deckglaser verbleiben auf PBS Uber Nacht im Kuhlschrank.

3.11.5 Primére Antik6rper
Die Deckglaser werden fur mindestens 2 h mit dem der verdinnten Blockingl6-
sung (1:5 mit PBS) und dem primaren Antikorper (1:500) gemischt, anschlieRend

wird dreimal mit PBS gewaschen.

Entweder verbleiben die behandelten Deckglaser Uber Nacht im Kuhlschrank
oder man behandelt sie gleich weiter, indem sie flr 30 min auf der Rittelplatte
mit PBS inkubiert werden.

3.11.6 Sekundére Antikorper
Die Blockingldsung wird erneut 1:5 verdunnt und der sekundare Antikdrper hin-
zugegeben (siehe Tabelle) und fur eine Stunde inkubiert. Ab diesem Schritt sind

die Deckglaser lichtgeschutzt zu handhaben.

Tabelle 20 Verwendete Antikérper und Farbstoffe

Antikérper/Farbstoffe
Alexa Fluor 594 chicken anti-rabbit | Rot /TOM20 Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

Alexa Fluor 488 goat anti-mouse Grin / Tubulin | Thermo Fisher Scientific, Waltham, US
Mounting Solution Blau / DAPI Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

3.11.7 Mounting der Deckglédser

Die Deckglaser werden in MiliQ gewaschen, dann wird Invitrogen Prolong Dia-
mond Antifade Mount mit DAPI aufgetragen und auf einem Objekttrager platziert.
Bei RT werden die Objekttrager zum Trocknen Uber Nacht gelagert und am

nachsten Tag in den Kuhlschrank fur eine langere Aufbewahrung verbracht.

3.12 Statistik
Die statische Auswertung und Prasentation der Daten erfolgte mit GraphPad
Prism 9.3.0 (GraphPad Prism, San Diego, CA, USA).

69



In den Abbildungen dargestellt sind jeweils die Mittelwerte + Standardabwei-
chung (SD) von mindestens drei unabhangigen Experimenten. Eine Ausnahme
bilden die Mito Stress Test Experimente, bei denen zwei unabhangige Experi-

mente durchgefuhrt wurden.
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4 Ergebnisse

Um die moglichen Effekte einer Kombinationsbehandlung mit einem Pl und ei-
nem EGF-Rezeptor-Inhibitor beurteilen zu kdnnen, mussen zuerst die alleinigen
Wirkungen auf NSCLC-Zelllinien unabhangig voneinander untersucht werden.
Zur Abbildung der Heterogenitat der Zellmutationen der NSCLC-Tumoren wer-
den verschiedene bereits etablierte NSCLC-Zelllinien verwendet. Diese Zelllinien

weisen unterschiedliche Mutationen auf (vgl. Tabelle 10).

FUr die Untersuchungen zur Resistenzentstehung unter der Behandlung mit
EGFR-TKI werden sowohl auf bereits etablierte resistente NSCLC-Zelllinien zu-

ruckgegriffen als auch weitere resistente Zelllinien etabliert.

Zur Aufklarung des Resistenzmechanismus auf morphologischer und mitochond-
rialer Ebene werden die Zellen mittels Immunfluoreszenzmikroskopie und Mito

Stress Test Analysen untersucht.

Fur die Aufklarung der Wirkung durch die kombinierte Inkubation eines Pl mit
einem EGFR-Inhibitor werden Western Blot Analysen der an der Apoptose betei-

ligten Proteine sowie qPCR zur Genexpression durchgefihrt.

4.1 Dosisabhangiger Einfluss von EGFR-TKI und in Kombination mit BTZ
in EGFR-Wildtyp-NSCLC- Zelllinien (H1299, A549)
Um die selektive, dosisabhangige Zelltodinduktion durch EGFR-TKI zu untersu-
chen, werden zwei EGFR-WT-Zelllinien, H1299 und A549, fur jeweils 24 h mit
EGFR-TKI verschiedener Generationen inkubiert und mittels Durchflusszyto-
metrie die Anteile von Annexin V-APC und TRMR low positiven Zellen be-
stimmt. Annexin V-APC und TMRM low sind Marker fur Zelltodinduktion. In die-
ser Arbeit werden die Annexin V-APC und TMRM low positiven Zellen mit Zell-
tod/Apoptose gleichgesetzt. Um den Einfluss von BTZ in EGFR-WT-Zelllinien
zu untersuchen, werden die Zelllinien H1299 und A549 fir 24 h mit BTZ inku-
biert.
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4.1.1 Lichtmikroskopische Aufnahme H1299

Es zeigen sich polymorph-spindelférmige Zellen nahezu gleicher Grofde unter
Kontrollbedingungen (ohne PI- und EGFR-TKI-Inkubation), die adharent wach-
sen. Die abgerundeten (hellen) Zellen sind nicht mehr adharent.

' ';ﬁ:‘, !‘ ].,-’ -~
Abbildung 11 Zelllinie H1299

wi™ -

{eo¥ - e Y
in der Lichtmikroskopie. Konfluenz ~70 %.

4.1.2 Lichtmikroskopische Aufnahme A549

Die Zellen der Zelllinie A549 sind etwas kleiner und rundlicher als H1299. Das
Wachstum in der Dauerkultur (ohne PI- und EGFR-TKI-Inkubation) ist konfluie-
render als bei den H1299, sie wachsen mehr im Verbund.

£

Abbildung 12 Zelllinie A549 in der Lictmikskopie. Konfluenz ~70 %.

4.1.3 H1299 und A549: Dosisabhangiger Einfluss von EGFR-TKI auf die Ex-
pression von Annexin V und TMRM

Die Inkubation der EGFR-Wildtyp Zelllinien A549 und H1299 mit den EGFR-TKI

Gefitinib, AFA und OSI fur 24 h fuhrt bei den Konzentrationen von 0,5 yM und 5

MM zu keinem signifikant gesteigerten Nachweis von Annexin V-APC positiven
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Zellen und TMRM low gefarbten Zellen. Die Untersuchung erfolgt mittels Durch-
flusszytometrie (FACS) (Abbildung 13).

In den niedrigen Konzentrationen zeigt die Inkubation mit EGFR-TKI keinen Ef-
fekt auf den Anteil von TMRM low positiven und Annexin V-APC positiven Zellen.
Lediglich bei jeweils 50 yM des EGFR-TKI kann in H1299 und A549 mittels
FACS-Untersuchung >50 % Annexin V-APC und TMRM low positive Zellen nach-
gewiesen werden (Abbildung 13). Allerdings findet sich in A549 bei Inkubation
mit 50 yM GEFI nur ein sehr geringer Effekt auf Annexin V-APC* und TMRM
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Abbildung 13 H1299: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von EGFR-

TKI (A-F). Nach Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von EGFR-TKI (iber 24 h wurde
der Anteil der Annexin V-APC* und TMRM low* Zellen mittels Durchflusszytometrie gemessen,
Die EGFR-TKI (GEFI, AFA und OSI) wirkten besonders in hbheren Konzentrationen [in uM] in
einem unterschiedlichen Ausmal3; Mittelwert + SD; n=3.

In der Konzentration von 50 uM zeigt GEFI in A549 einen deutlich geringeren
Anteil von Annexin V-APC* und TMRM low* positiven Zellen als bei der Inkuba-
tion mit AFA und OSI in gleicher Konzentration (jeweils ~50 % im Vergleich zu
AFA und OSI 50 pyM mit jeweils > 80 %) (vgl. Abbildung 14).

EGFR-TKI sollten in den EGFR-WT-Zelllinien H1299 und A549 keine oder nur
eine sehr geringe Wirkung zeigen. Das trifft fir 0,5 yM und 5 uM bei allen unter-
suchten EGFR-TKI zu. Bei 50 yM dagegen erfolgt eine Zelltodinduktion bei GEFI,
AFA und OSI, eine selektive Zelltodinduktion ist in dieser hohen Konzentration

somit nicht mehr gewahrleistet.
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Abbildung 14 A549: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von EGFR-

TKI (A-F). Nach Inkubation mit aufsteigenden Konzentrationen von EGFR-TKI (iber 24 h
wurde der Anteil der Annexin V-APC* und TMRM low* Zellen mittels Durchflusszytometrie ge-
messen. Die EGFR-TKI (AFA und OSl) wirkten besonders in hbheren Konzentrationen [in uM].
GEFI induziert mit 50 uM nur einen geringen Anteil von TMRM low* und Annexin V-APC* Zellen
im Vergleich zur Kontrolle. Mittelwert £ SD; n=3.

4.1.4 H1299 und A549: Dosisabhéngiger Einfluss von Pl auf die Expres-
sion von Annexin V und TMRM

Konzentrationsabhangig fihrt BTZ in den H1299 zu einer Zunahme der Annexin

V-APC* und TMRM low* Zellen (Abbildung 15). Die Wirkung von BTZ auf den

Anteil der TMRM low* und Annexin V* Zellen in der Konzentration 500 nM ist

geringer als in der hochsten getesteten EGFR-TKI-Konzentration (50 uM) (vgl.

Abbildung 13, Abbildung 14).
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Abbildung 15 H1299: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von BTZ (A-
B). Inkubation iiber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von Annexin V-APC* und

TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie. Mit Zunahme der Konzentration zeigt sich eine Zu-
nahme der Annexin V* und TMRM low* Zellen. Mittelwert + SD; n=3.

Konzentrationsabhangig fuhrt BTZ in A549 zu einer Zunahme der Annexin V-
APC* und TMRM low* Zellen (Abbildung 16). Die Wirkung von BTZ in der hochs-
ten Konzentration (500 nM) ist in A549 im Vergleich zu den H1299 deutlich aus-
gepragter (~80 % vs. ~40 %). Der Anteil der TMRM low* Zellen ist etwas geringer
als der Anteil der Annexin V-APC™ Zellen.
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Abbildung 16 A549: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von BTZ (A-
B). Inkubation tiber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von Annexin V-APC* und
TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.
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4.1.5 H1299 und A549: Kombination von Pl und EGFR-TKI

In der Einzelinkubation von EGFR-TKI in H1299 und A549 zeigen sich in den
selektiv an EGFR-Mutation bindenden Konzentrationen kein vermehrter Zelltod.
BTZ dagegen kann in beiden Zelllinien mit 50 nM mehr Zelltod induzieren. Das
wirft die Frage auf, ob eine kombinierte Anwendung der beiden unterschiedlich
bindenden und wirkenden Wirkstoffe, ein vermehrten bzw. GbermaRigen Zelltod
in EGFR-WT-Zelllinien aufweisen kann, obwohl keine EGFR-Mutation vorliegt.
Aufgrund der Ergebnisse zur Dosisabhangigkeit der Inkubation mit EGFR-TKI
und BTZ werden die folgenden Untersuchungen mit 5 yM EGFR-TKI und 5 nM
BTZ durchgefihrt.

In der Kombination der 3 EGFR-TKI (in der jeweiligen Konzentration von 5 uM)
mit BTZ (5 nM) kann bei den H1299 mittels FACS-Untersuchung kein erhéhter
Anteil von Annexin V-APC™* Zellen festgestellt werden (Abbildung 17).

In den A549 kann auch keine vermehrte Zelltodinduktion induziert werden. Es
zeigt sich in der Kombination von BTZ mit einem EGFR-TKI im Vergleich zur
isolierten Inkubation mit BTZ und den EGFR-TKI sogar geringere Anteile von An-
nexin V-APC und TMRM low positiven Zellen (Abbildung 18).
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Abbildung 17 H1299: Einfluss der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5 uM
EGFR-TKI nach Inkubation Uiber 24 h (A-F). Detektion der Anteile von Annexin V-APC*

und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie. Es findet sich keine Zunahme der Annexin V-
APC* und TMRM low* Zellen durch kombinierte Inkubation; Mittelwert £ SD; n=3.
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Abbildung 18 A549: Einfluss der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5 uM EGFR-

TKI nach Inkubation lber 24 h (A-F). Detektion der Anteile von Annexin V-APC* und

TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie. Es findet sich keine Zunahme der Annexin V-APC*
und TMRM low* Zellen durch kombinierte Inkubation; Mittelwert + SD; n=3

4.2 Dosisabhéangiger Einfluss von EGFR-TKI und in Kombination mit BTZ
in EGFR-mutierten-NSCLC-Zelllinien (HCC827Mai)

In den EGFR-WT-Zelllinien H1299 und A549 zeigt die Inkubation mit EGFR-TKI
keinen vermehrten Zelltod. Die EGFR-TKI wurden jedoch flr Tumoren mit einer
aktivierenden EGFR-Mutation entwickelt. Wegen dieser anzunehmenden selek-
tiven Zelltodinduktion durch EGFR-TKI in EGFR-mutierten Zellen wurden im
Folgenden ausschlieRlich NSCLC-Zelllinien mit einer aktivierenden EGFR-Mu-
tation fur jeweils 24 h mit EGFR-TKI verschiedener Generationen inkubiert und
mittels Durchflusszytometrie die Anteile von Annexin V-APC und TRMR low po-
sitiven Zellen bestimmt. Um die Wirkung von Proteasominhibitoren auf EGFR-
mutierte NSCLC Zelllinien zu untersuchen, wird die NSCLC EGFR-mutierten

Zelllinien auch mit BTZ Uber 24 h inkubiert. Die verwendeten Konzentrationen
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der Wirkstoffe sind identisch wie bei den Versuchen mit den EGFR-WT-Zellli-
nien. Um die Wirkung der kombinierten Inkubation von EGFR-TKI und BTZ zu
sehen, werden alle in Kombination verwendeten Wirkstoffe auch in der Einzelin-
kubation untersucht. Die HCC827 weist eine EGFR-Exon 19 Treibermutation
(19del) auf.

4.2.1 Lichtmikroskopische Aufnahme HCC827Mai

Abbildung 19 Zelllinie HCC827Mai in der Lichtmikroskopie. Konfluenz ~70 %

Die Zelllinie HCC827Mai zeigt unter Kontrollbedingungen lange spindelférmige
Auslaufer zu benachbarten Zellen. Sie bilden eine Art Briicke zwischen den ver-

schiedenen Zellhaufen und wachsen stark konfluierend.

4.2.2 HCC827Mai: Dosisabhéngiger Einfluss von EGFR-TKI auf die Ex-
pression von Annexin V und TMRM

Die Inkubation der EGFR-mutierten Zelllinie HCC827Mai mit der Exon 19 Trei-

bermutation (19del) mit den EGFR-TKI GEFI, AFA und OSI fir 24 h flhrt kon-

zentrationsabhangig zu einer Zunahme von Annexin V-APC positiven Zellen und

TMRM low gefarbten Zellen in der FACS (Abbildung 20).

Bei der hochsten eingesetzten Konzentration (d.h. bei jeweils 50 uM des EGFR-
TKI) kann bei allen EGFR-TKI mittels FACS-Untersuchungen >50 % Annexin V-
APC positive Zellen und TMRM low gefarbte Zellen nachgewiesen werden (Ab-
bildung 20). Auffallig ist, dass bei der Inkubation mit GEFI (als Erstgenerations
EGFR-TKI) in der hochsten Konzentration (50 uM) im Vergleich zu AFA und OSI
nur ein sehr geringer Effekt auf Annexin V-APC* (ca. 60 %) und TMRM low™ (ca.
55 %) zu beobachten ist. Dagegen finden sich bei AFA und OSI >90 % Annexin
V und TMRM low positive Zellen.
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Abbildung 20 HCC827Mai: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von
EGFR-TKI (A-F). Inkubation (iber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von An-
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4.2.3 HCC827Mai: Dosisabhéngiger Einfluss von Pl auf die Expression von
Annexin V und TMRM

Eine 24-stundige Inkubation mit BTZ (Abbildung 21) fuhrt bei Konzentrationen

von 50 nM und 500 nM bei HCC827Mai zu ahnlichen Anteilen (von 60-80 %) von

Annexin V-APC™ Zellen und TMRM low* Zellen.
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Abbildung 21 HCC827Mai: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von

BTZ (A-B). Inkubation iiber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von Annexin V-
APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=4.

4.2.4 HCC827Mai: Kombination von BTZ und EGFR-TKI

Die Kombination wird mit 5 nM BTZ mit jeweils einem der 3 EGFR-TKI mit einer
Konzentration von 5 uM durchgeflhrt. Nach 24 h Inkubation kann bei den
HCC827Mai kein signifikant erhohter Anteil von Annexin-V APC* Zellen festge-
stellt werden. Es werden ahnlich grof3e Anteile von Annexin-V APC positiven Zel-
len in der kombinierten Inkubation im Vergleich zu den Einzelinkubationen mit
RKI und BTZ gefunden (Abbildung 22). Ein additiver Effekt der Wirkstoffe auf die
in Einzelinkubation beobachtete Zelltodinduktion bleibt bei der kombinierten An-

wendung aus.
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Abbildung 22 HCC827Mai: Einfluss der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5 uM
EGFR-TKI nach Inkubation liber 24 h (A-F). Detektion der Anteile von Annexin V-APC*

und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Es findet sich keine Zunahme der Annexin V-
APC* und TMRM low* Zellen durch kombinierte Inkubation; Mittelwert £ SD; n=3.



4.3 Etablierung einer Osimertinib-resistenten Zelllinie aus HCC827Mai

Der Versuch, eine Osimertinib-resistente Zelllinie aus der HCC827Mai WT Zellli-
nie durch die Dauerexposition und im Verlauf einer geplanten Erhdhung der Kon-
zentration von OSI| im Medium zu etablieren, verlief frustran. Unter der dauerhaf-
ten Inkubation mit OSI in einer gleichbleibenden Konzentration von 1 yM entwi-
ckeln sich Zellen, die sich morphologisch von der Ursprungszelllinie unterschei-
den. Ein Teil der Zellen wachst sehr im Cluster konfluierend und dicht, ein ande-
rer Teil wachst dagegen spindelformiger und langlicher und die einzelnen Zellen
werden groRer (Abbildung 23). Das Zellwachstums in der Kultur ist sehr gering,
sodass ein wochentliches Passagieren der Zellen nicht notig ist. Nach wenigen
Wochen wachsen die Zellen allerdings nicht mehr adharent. Versuche, die Zellli-
nie mit niedrigeren Konzentrationen von OSI (<1uM) zu etablieren, fuhren auch
zu diesem Phanotyp, d.h. einen Verlust der Adharenz und eine fehlende Prolife-

ration.

Abbildung 23 Zelllinie HCC827Mai bei der dauerhaften Inkubation mit 1 uM OSI iiber 4

Wochen in der Lichtmikroskopie.

4.4 Dosisabhéangiger Einfluss von EGFR-TKI und in Kombination mit BTZ
in EGFR-mutierten-NSCLC-Zelllinien (HCC827WT)
Die Zelllinie HCC827WT soll sich von der HCC827Mai Zelllinien nicht unterschei-

den, da die beiden Zelllinien dem gleichen Ursprung entstammen.

Die Universitat Kent hat verschiedene Zelllinien mit verschiedenen Resistenzen
etabliert. Dabei hat sie aus der HCC827WT-Zelllinie auch eine ERLO resistente
Zelllinie durch die Dauerinkubation mit ERLO etabliert. Die HCC827WT ist somit
die parentale Zelllinie zu der HCC827KenErl.
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Auch diese Zelllinie wurde fur jeweils 24 h mit EGFR-TKI verschiedener Genera-
tionen inkubiert und mittels Durchflusszytometrie die Anteile von Annexin V-APC
und TRMR low positiven Zellen bestimmt. Um die Wirkung von Proteasominhibi-
toren auf EGFR-mutierte NSCLC-Zelllinien zu untersuchen, wird die HCC827WT
auch mit BTZ Uber 24 h inkubiert. Die verwendeten Konzentrationen der Wirk-
stoffe und das Vorgehen sind identisch wie bei den vorangegangenen Versu-

chen.

4.4.1 Lichtmikroskopische Aufnahme HCC827WT

Abbildung 24 Zelllinie HCC827WT in der Lichtmikroskopie. Konfluenz ~90 %.

Die Morphologie der Zelllinie gleicht der HCC827Mai (vgl. Abbildung 19). Die Zel-
len zeigen in der Dauerkultur (ohne EGFR-TKI und PI-Gabe) lange spindelfor-
mige Auslaufer zu benachbarten Zellen, sind insgesamt eher kleiner und bilden
eine Art Brlcke zwischen den verschiedenen Zellhaufen und wachsen stark kon-

fluierend.

4.4.2 HCCB827WT: Dosisabhéngiger Einfluss von EGFR-TKI auf Expression
von Annexin V und TMRM

Bei der Inkubation der EGFR-mutierten Zelllinie HCC827WT mit der Exon 19 Mu-
tation mit GEFI fir 24 h fGhrt dies in den Konzentrationen von 0,5 yM und 5 pM
zu einem ahnlichen Anteil von Annexin V-APC positiven und TMRM low positiven
Zellen wie in der Kontrolle. Ausschliel3lich bei der hdchsten getesteten Konzent-
ration von 50 yM GEFI wird ein signifikant hoherer Anteil von APC-V positiven
und TMRM low positiven Zellen bei der FACS-Messung detektiert.
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Bei der Inkubation mit AFA und OSI in der Konzentration 5 uM EGFR-TKI werden
mehr Annexin positive Zellen und TMRM low positive Zellen gemessen als im
Vergleich zur Kontrolle (jeweils 35 % vs. 20 %). Dagegen zeigt sich bei der Kon-
zentration von 0,5 yM AFA bzw. OSI ein ungefahr gleich grofer Anteil von An-
nexin V-APC und TMRM low positiven Zellen im Vergleich zur Kontrolle (~20 %).

Lediglich bei der hochsten getesteten Konzentration (d.h. bei jeweils 50 uM des
EGFR-TKI) kann bei GEFI ein Anteil von 50 % Annexin V-APC positiven Zellen
nachgewiesen werden. Bei den beiden weiteren EGFR-TKI kénnen >90 % An-
nexin V-APC positive Zellen und TMRM low gefarbten Zellen nachgewiesen wer-
den (Abbildung 25).
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Abbildung 25 HCC827WT: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von

EGFR-TKI (A-F). Inkubation iiber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von An-
nexin V-APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.4.3 HCCB827WT: Dosisabhéangiger Einfluss von Pl auf Expression von
Annexin V und TMRM

Eine 24-stiindige Inkubation mit BTZ fuhrt bei Konzentrationen von 50 nM und

500 nM bei der HCC827 Zelllinie zu ahnlichen Anteilen von Annexin V-APC* Zel-

len von 60-80 % und TMRM low* Zellen (Abbildung 26). Bei der Konzentration

von 5 nM BTZ zeigen sich Annexin V-APC positive und TMRM low positive Zellen

in einem ahnlichen Anteil wie in der Kontrolle.
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Abbildung 26 HCC827WT: Einfluss der dosisabhédngigen isolierten Gabe von

BTZ (A-B). Inkubation iiber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von Annexin V-
APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD; n=3.
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4.4.4 HCC827WT: Kombination von Pl und EGFR-TKI

In der Kombination der 3 EGFR-TKI mit Bortezomib, wobei hier aufgrund der Er-
gebnisse der vorherigen Untersuchungen die Konzentration 5 uM fur die EGFR-
TKI und 5 nM fur BTZ verwendet wird, kann nach 24 h Inkubation bei den
HCC827 kein signifikant erhohter Anteil von Annexin V-APC™* Zellen festgestellt
werden (Abbildung 27).
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Abbildung 27 HCC827WT: Einfluss der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5 uM

EGFR-TKI nach Inkubation (ber 24 h (A-F). Detektion der Anteile von Annexin V-APC*
und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.5 Vergleich der HCC827Mai und der HCC827WT

Bei einer externen molekulargenetischen Analyse wird bestatigt (Benjamin Scha-
fer, personliche Mitteilung), dass es sich bei diesen beiden Zelllinien um die Zell-
linie HCC827 handelt. Die Ergebnisse aus der FACS-Untersuchung zeigen Un-

terschiede bei den Anteilen der Annexin V-APC positiven Zellen.

In den FACS-Messungen zeigen beide Zelllinien in der Kontrolle ungefahr den
gleichen Anteil an Annexin V-APC positiven Zellen. Bei der Inkubation mit den
EGFR-TKI unterschieden sich die Ergebnisse in den Konzentrationen 0,5 yM und
5 uM (Mai zw. ~40-50 %, WT ~20-30 %) bei der hochsten getesteten Konzentra-
tion zeigen die beiden Zelllinien dagegen wieder einen ahnlichen Anteil an An-
nexin V-APC* Zellen (> 80%). Auffallend bei der Konzentration von 50 uM ist,
dass bei GEFI der gleiche Anteil an Annexin V-APC* Zellen in beiden Zelllinien
besteht (~60 %), in den anderen Konzentrationen von GEFI unterscheiden sich
die Anteile (~20 % WT vs. ~40-50 % Mai).

Auffallig ist dartber hinaus in beiden Zelllinien, dass bereits in der Kontrolle ~30

% Annexin V positive Zellen vorhanden sind (Abbildung 28).
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Abbildung 28 HCC827WT und HCC827Mai: Vergleich der EGFR-TKI Gabe nach
Inkubation Uber 24 h (A-F). Detektion der Anteile von Annexin V-APC* Zellen mit Durch-

flusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

Bei der kombinierten Inkubation mit EGFR-TKI und BTZ zeigen sich trotz Unter-
schieden in der Einzelinkubation von BTZ und AFA in beiden Zelllinien gleiche
Anteile (~50 %) von Annexin V positiven Zellen (Abbildung 29). Dagegen unter-

scheiden sich die Ergebnisse der Kombinationsbehandlungen aus GEFI+BTZ
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und OSI+BTZ. Die Anteile der apoptotischen Zellen sind in den HCC827WT ge-

ringer.

HCC827Mai

m

HCC827KenWT

A

0-

1 T T
o o o o o

o (3] © <t ~N

=

[%] ,0dV-A uixeuuy

I T T T T 1
o o o o o o
o [ce) © < N

=

[%] ,OdV-A uixauuy

Gefi

BTZ

BTZ

[%] ,OdV-A uixeuuy

1
o
O o

1 1 1 1
o o o o
o © < N

[%] ,OdV-A uixeuuy

1
°F
<

N

m

Ll

>
! T T T T 1
O O o o o o —
m o) © < N %
[%] ,0dV-A uixeuuy
|
[
X
1
| T T T T 1
(=] o o o o o —
o (o] © <t N %

[%] ,OdV-A uixeuuy

BTZ

91



Abbildung 29 HCC827WT und HCC827Mai: Vergleich der kombinierten Gabe
von 5§ nM BTZ + 5 uM EGFR-TKI nach Inkubation lber 24 h (A-F). Detektion der

Anteile von Annexin V-APC* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD; n=3.

Die HCC827Mai zeigen in allen getesteten Konzentrationen von BTZ einen ho-
heren Anteil von Annexin V positiven Zellen als bei HCC827WT (20-40 % vs. 40-
60%) (Abbildung 30). Die Wirkung von BTZ in der hdchsten Konzentration (500
nM) ist in den HCC827WT geringer (~40 %) als in den HCC827Mai (~60 %).
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Abbildung 30 HCC827KenWT und HCC827Mai: Vergleich des dosisabhéngigen

Einflusses der isolierten Gabe von BTZ (A-B). Inkubation (iber 24 h, Konzentration in

[uM], Detektion der Anteile von Annexin V-APC* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD;
n=3.

4.5.1 Lichtmikroskopische Aufnahme der HCC827WT waéhrend der Etablie-

rung der Osimertinibresistenz

Abbildung 31 Zelllinie HCC827WT bei der Etablierung einer OSI resistenten Zelllinie durch

dauerhafte Inkubation mit OSI in der Lichtmikroskopie.
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Die versuchte Etablierung einer OSI resistenten Zelllinie durch eine Konzentra-
tion von 0,1 uM OSI in der Dauerkultur verlief frustran. Abbildung 31 zeigt einen
reprasentativen Ausschnitt bei einem Versuch der Etablierung dieser Zelllinie.
Man sieht bereits sehr viele abgeloste Zellen und Zellfragmente, nach weiteren
Tagen bis Wochen 16sen sich alle Zellen ab. Dieses Verhalten der Zellen zeigt
sich stets auch bei erneuten Ansatzen. Damit ist die Etablierung einer OSI resis-
tenten Zelllinie wie auch bei den HCC827Mai in den HCC827WT frustran.

4.6 Dosisabhangiger Einfluss von EGFR-TKI und in Kombination mit BTZ
in EGFR-mutierten-NSCLC-Zelllinien (HCC827Erl)

4.6.1 Lichtmikroskopische Aufnahme HCC827ErI

P P

Abbildung 32 Zelllinie HCC827Erl in der Lichtmikroskopie. Konfluenz ~40 %.

Die Zellen wachsen im Vergleich zu ihrer Wildtyp-Zelllinie sternenférmiger und
gitterartiger in der Dauerkultur (ohne EGFR-TKI- und PI-Gabe). Sie zeigen lan-
gere Auslaufer als ihre parentalen Zellen. Insgesamt sind Zellkérper eher kleiner

und sie wachsen in Haufen.

4.6.2 HCCB827Erl: Dosisabhédngiger Einfluss von EGFR-TKI auf die Ex-
pression von Annexin V und TMRM

Diese Zelllinie zeigt bereits in der Kontrolle fast 30 % Annexin V-APC positiven

Zellen (Abbildung 33).

Eine Inkubation mit GEFI, AFA oder OSI fur 24 h in aufsteigender Konzentration

zeigt keinen konzentrationsabhangigen Anstieg der Annexin V-APC positiven

Zellen bei den Konzentrationen 0,5 yuM und 5 pM, der Anteil der TMRM low posi-

tiven Zellen bewegt sich in Héhe der Kontrolle. Ausnahme bildet der Anteil an
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TMRM low positiven Zellen bei der 24-stlindigen Inkubation mit 5 yM Osimertinib.
Die jeweils hochste getestete Konzentration von EGFR-TKI (50 uM) fuhrt bei al-
len drei EGFR-TKI zu einem Anteil von >60 % Annexin V-APC und TRMR low
positiven Zellen. Die Ergebnisse legen somit nahe, dass eine Resistenz gegen
das Erstgenerations-EGFR-TKI GEFI besteht, aber dartber hinaus auch eine
Resistenz gegen AFA als Zweitgenerations-EGFR-TKI und eine eingeschrankte

Resistenz gegenuber OSI als Drittgenerations-EGFR-TKI besteht.

HCCB827Erl
A B
100 100+
= g0 ~ 80
: S
Q .
% 601 z 60
= S
£ 404 @ 404
9 =
£ 20- 20
0- 0-
GEFI - 0,5 5 50 GEFI - 0,5 5 50
C 100- D
— 100-
= 80+ <
8 f_. 80+
< 607 8 60
- s
5 404 X 404
) =
c =
< 207 20-
0- 0-
AFA - 0,5 5 50 AFA - 0,5 5 50
E 100- F 100+
X 80+ ~ 80-
S s,
EF' 60 % 60
= s
£ 40 ¥ 404
) =
'_
£ 201 20
0- 0-
oSl 0,5 5 50 oSl 0,5 5 50

Abbildung 33 HCCB827Erl: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von
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EGFR-TKI (A-F). Inkubation (iber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von An-
nexin V-APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.6.3 HCCB827ErI: Dosisabhangiger Einfluss von Pl auf die Expression von
Annexin V und TMRM

Konzentrationsabhangig fihrt BTZ zu einer Zunahme der Annexin V-APC* und

TMRM low+ Zellen. Die Wirkung von BTZ in der héchsten Konzentration (500

nM) ist geringer als in der hochsten getesteten EGFR-TKI-Konzentration (Abbil-

dung 34).
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Abbildung 34 HCCB827Erl: Dosisabhédngiger Einfluss der isolierten Gabe von

BTZ-Inkubation (A-B). Inkubation iiber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von
Annexin V-APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.6.4 HCCB827Erl: Kombination von Pl und EGFR-TKI

In der Kombination der 3 EGFR-TKI mit Bortezomib, wobei hier aufgrund der Tit-
rationsreihen die Konzentration 5 uyM fir die EGFR-TKI und 5 nM fur BTZ ver-
wendet wurden, kann nach 24 h Inkubation bei den HCC827Erl kein signifikant
erhohter Zelltod festgestellt werden.

Nach 24 h Inkubation zeigt sich bei der Inkubation von GEFI+BTZ mehr Annexin
V positive Zellen (~60 %) als bei der isolierten Inkubation mit GEFI (~30 %) oder
BTZ (~30 %). Auch bei AFA zeigt sich nach der kombinierten Inkubation mit BTZ
ein groRerer Anteil von Annexin V und TMRM low positiven Zellen (~60 %) als
bei der alleinigen Inkubation mit AFA (~25 %) oder BTZ (~30 %) (Abbildung 35).
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Auch die kombinierte Inkubation von OSI und BTZ zeigt mehr Annexin V-APC
und TMRM low positive Zellen (~60 %) als die Einzelinkubation mit dem EGFR-
TKI OSI (~25 %).
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Abbildung 35 HCC827Erl: Einfluss der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5 uM

EGFR-TKI nach Inkubation (ber 24 h (A-F). Detektion der Anteile von Annexin V-APC*
und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.
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4.7 Dosisabhangiger Einfluss von EGFR-TKI und in Kombination mit BTZ
in EGFR-mutierten-NSCLC-Zelllinien (HCC827ErlOsi)

4.7.1 Lichtmikroskopische Aufnahme der HCC827Erl bei der Etablierung
einer Osimertinibresistenz
Die Etablierung einer Osimertinib-resistenten Zelllinie aus der bereits ERLO-re-
sistenten HCC827 Zelllinie stellt sich herausfordernd dar, obwohl die HCC827Erl
sich bereits gegenuber einer Behandlung mit OSI weniger sensibel zeigt als ihre
parentale HCC827WT Zelllinie. Bei einer Hinzugabe von OSI zum Medium fur
die Dauerkultur (1 uM) gruppieren sich die Zellen in sehr dichten Zellclustern und
Haufen, werden sehr klein und wachsen in den Raum, statt auf dem Boden der
Zellkulturflaschen. Die Zellen gruppieren sich als Inseln, die keine oder nur sehr
wenige Auslaufer zu anderen Inseln ausbilden (Abbildung 36). Dartber hinaus
teilen sich die Zellen in einer Zellkulturflasche so zahlreich, dass das Medium

innerhalb von 24 h verbraucht ist.

Abbildung 36 Zelllinie HCC827ErIOsi in der Lichtmikroskopie. Konfluenz ~50 %.

4.7.2 HCCB827ErIOsi: Dosisabhédngiger Einfluss von EGFR-TKI auf die Ex-
pression von Annexin V und TMURM

Bei der Inkubation mit dem Erstgeneration EGFR-TKI GEFI und dem Zweitgene-

ration EGFR-TKI AFA zeigt sich bei 0,5 uM und 5 uM kein grol3erer Anteil von

Annexin V-APC positiven Zellen und TMRM low positiven Zellen im Vergleich zur

Kontrolle (~30 %). Allein 50 uM zeigt bei beiden EGFR-TKI einen Annexin V-APC

positiven Anteil von mehr als 70 %.
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Die Inkubation mit 5 uM OSI flr 24 h zeigt einen héheren Anteil an Annexin V-

APC und TMRM low positiven Zellen im Vergleich zu der Inkubation mit 5 pM
GEFI und 5 yM AFA (Abbildung 37).
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Abbildung 37 HCC827ErIOsi: Dosisabhédngiger Einfluss der isolierten Gabe von

EGFR-TKI (A-F). Inkubation iiber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von An-
nexin V-APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.



4.7.3 HCCB827ErIOsi: Dosisabhéangiger Einfluss auf die Expression von An-
nexin V und TMRM von PI

Konzentrationsabhangig fuhrt BTZ zu einer Zunahme der Annexin V-APC* und

TMRM low* Zellen. Die Wirkung von BTZ in der hochsten Konzentration (500 nM)

ist geringer als die der in der hdchsten getesteten EGFR-TKI-Konzentration (Ab-

bildung 38).
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Abbildung 38 HCC82ErIOsi: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von

BTZ (A-B). Inkubation iiber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von Annexin V-
APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.7.4 HCCB827ErIOsi: Kombination von Pl und EGFR-TKI

In der Kombination der 3 EGFR-TKI mit Bortezomib, aufgrund der Ergebnisse
der Titrationsreihen wird 5 yM EGFR-TKI und 5 nM BTZ verwendet, kann nach
24 h Inkubation bei den HCC827ErlOsi kein signifikant erhdhter Anteil von An-
nexin V*-APC Zellen festgestellt werden (Abbildung 39).

In dieser Zelllinie zeigt eine kombinierte Inkubation von GEFI + BTZ und AFA +
BTZ einen etwa gleich groRen Anteil von Zelltodinduktion im Vergleich zur Kon-
trolle. Bei der Inkubation mit OSI zeigt sich ein etwas grof3erer Anteil von Annexin
V-APC positiven Zellen als in der Kontrolle. In der kombinierten Inkubation von
OSI+BTZ zeigt sich ein etwas erhdhter Anteil von Annexin V-APC positiven Zel-
len (~38 %) im Vergleich zur Kontrolle (~30 %).
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Abbildung 39 HCC827EriOsi: Einfluss der kombinierten Gabe von 5§ nM BTZ + 5

UM EGFR-TKI nach Inkubation Uber 24 h (A-F). Detektion der Anteile von Annexin V-
APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.8 Vergleich: Kombinationstherapie nach 24 h in HCC827-Zelllinien
Die folgenden Untersuchungen erfolgten mit OSI als denjenigen Drittgenerations-

EGFR-TKI, welcher sich in niedriger Konzentration in den vorausgegangenen
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FACS-Untersuchungen als am wirksamsten auf den Anteil von Annexin V-APC
und TMRM low positiven Zellen herausgestellt hat (Abbildung 43).

Der groite Anteil an Annexin V-APC positiven Zellen bei der kombinierten Inku-
bation von OSI+BTZ zeigt sich bei den HCC827Erl Zellen (~60 %). Die Anteile
der Annexin V-APC positiven Zellen bei der Inkubation mit 5 yM Uber 24 h unter-
scheiden sich zwischen den HCC827Erl und HCC827ErlOsi nicht (jeweils ~50
%). Insofern scheinen beide Zelllinien gleich sensibel bzw. resistent gegenuber
einer 24-stindigen Inkubation mit OSI zu sein. Die beiden Zelllinien unterschei-
den sich jedoch in der Zelltodinduktion in der Kombinationstherapie von
OSI+BTZ. Wahrend in HCC827Erl ~60% Annexin V-APC Zellen positiv sind, sind
in HCC827ErIOsi nur ungefahr halb so viele Zellen Annexin V-APC* (~30 %).
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Abbildung 40 Vergleich: Einfluss der kombinierten Gabe von 6 nM BTZ + 5 uM
EGFR-TKI in HCC827KenWT, HCC827Erl, HCC827ErlOsi. Zelllinien nach Inkubation

Uber 24 h, Detektion der Anteile von Annexin V-APC* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert
+ SD; n=3.

4.8.1 Vergleich: Ursprungszelllinie HCC827Erl mit HCC827ErIOsi

Bei der Inkubation fur 24 h mit ERLO zeigen sich mit Zunahme der Konzentration
leicht abnehmende Anteile an Annexin V-APC positiven Zellen in der zusatzlich
OSI resistenten Zelllinie. Bei der Inkubation mit GEFI zeigt sich bei der ERLO-
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resistenten Zelllinie eine konzentrationsabhangige Zunahme der Annexin V-APC
positiven Zellen. Dagegen bleiben die Anteile bei beiden niedrigeren Konzentra-
tionen 0,5 yM und 5 uM in HCC827ErlOsi gleich (Abbildung 41). Zusammenfas-
send lasst sich sagen, dass sich kein signifikanter Unterschied in den Apoptose-

raten der beiden Zelllinien nach der 24-stundigen Inkubation zeigt.
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Abbildung 41 Vergleich: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von

EGFR-TKI und BTZ in HCC827Erl und in HCC827ErIOsi (A-E). Inkubation iiber 24
h, Konzentration in [uM] bei EGFR-TKI, bei Pl in [nM], Detektion der Anteile von Annexin V-APC*

Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD; n=3.

4.8.2 Untersuchung der Erlotinib-Resistenz

Bei der Testung der Titrationsreihen mit ERLO zeigen sich in den HCC827WT,
HCC827Erl, HCC827ErlOsi keine signifikanten Unterschiede in den Anteilen der
Annexin V-APC positiven Zellen (Abbildung 42). Die HCC827WT-Zelllinie zeigt
bei der Konzentration von 0,5 yM ERLO im Vergleich zur HCC827Erl und
HCC827ErlOsi-Zelllinie den geringsten Anteil von Annexin V-APC und TMRM
low positiven Zellen. Damit zeigt sich keine Bestatigung der ERLO-Resistenz bei
der Inkubation mit ERLO. Bei der Inkubation mit anderen EGFR-TKI zeigen sich
jedoch Unterschiede (vgl. Abbildung 25, Abbildung 33, Abbildung 37).
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Abbildung 42 HCC827WT, HCC827Erl, HCC827ErlOsi: Dosisabhdngiger Ein-
fluss der isolierten Gabe von ERLO (A-B). Inkubation (iber 24 h, Konzentration in [uM],

Detektion der Anteile von Annexin V-APC* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.9 Dosisabhangiger Einfluss von EGFR-TKI und in Kombination mit BTZ
in EGFR-mutierten-NSCLC-Zelllinien (H1650WT)

Um die gefundenen Effekte in anderen NSCLC-Zelllinien zu untersuchen, werden

die FACS-Versuche auch in der H1650 Zelllinie durchgefuhrt. Die Zelllinie weist

eine Deletion in Exon 19 des EGFR-Gens (del E746-A750) auf. Dies ist dieselbe

Mutation, die auch die HCC827 Zelllinie aufweist (del E746-A750). Ob sich die

103



Wirkung der EGFR-TKI und PI bzw. ihrer Kombination in den H1650 von denen

der HCC827 unterscheiden, wurde in den folgenden Versuchen untersucht.

4.9.1 Lichtmikroskopische Aufnahme H1650WT

Die Zellen zeigen eine eher kleine und rundlich bis dreieckige Morphologie in der
Dauerkultur. Sie wachsen in Haufen, zeigen jedoch keine spindelformigen Aus-
laufer wie die HCC827 (vgl. Abbildung 24).

Abbildung 43 Zelllinie H1650WT in der Lichtmikroskopie. Konfluenz ~30 %.

4.9.2 H1650WT: Dosisabhédngiger Einfluss von EGFR-TKI auf die Expres-
sion von Annexin V und TMRM

Die Inkubation mit GEFI flr 24 h induziert auch in der héchsten getesteten Kon-

zentration von 50 yM weniger als 40 % Annexin V-APC* Zellen (Abbildung 44).

Dies ist deutlich geringer als bei den HCC827 Zellen (~60 %).

Bei der 24-stundigen Inkubation mit AFA sind bei Konzentrationen 50 uM >70 %
und bei OSI bei Konzentration von 50 uM >90 % der Zellen Annexin-V-APC po-
sitiv. Insgesamt werden in allen drei EGFR-TKI (GEFI, AFA, OSI) konzentrations-
abhangig Annexin V-APC und TMRM low positive Zellen induziert. Bei AFA las-
sen sich weniger Annexin V-APC positive Zellen (~70 %) nachweisen als bei der
gleichen Konzentration von OSI (~90 %), bei GEFI in allen Konzentrationen am
wenigsten Annexin V-APC und TMRM low positive Zellen (~25 %) im Vergleich
zu den EGFR-TKI in der gleichen Konzentration.
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Abbildung 44 H1650WT. Dosisabhédngiger Einfluss der isolierten Gabe von

EGFR-TKI (A-F). Inkubation (iber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von An-
nexin V-APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.9.3 H1650WT: Dosisabhéngiger Einfluss von Pl auf Annexin V und TMRM
Im Gegensatz zu den vorherigen Zelllinien (H1299, A549, HCC827) wird durch
die Inkubation mit BTZ mehr Zelltod induziert. Diese Zelltodinduktion scheint

nicht konzentrationsabhangig zu sein (Abbildung 45).
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Abbildung 45 H1650WT: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von BTZ

(A-B). Inkubation (iber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von Annexin V-APC*
und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.9.4 H1650WT: Kombination von Pl und EGFR-TKI

Nach 24 h Inkubation zeigt sich kein signifikant erhdhter Anteil von Annexin V-
APC positiven Zellen oder TMRM low positiven Zellen in der kombinierten Be-
handlung von EGFR-TKI+BTZ. Die kombinierte Inkubation zeigt geringere An-
teile an Annexin V-APC und TMRM low positiven Zellen als die Einzelinkubation
mit BTZ (Abbildung 46).
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Abbildung 46 H1650WT: Einfluss der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5 uM

EGFR-TKI nach Inkubation (ber 24 h (A-F). Detektion der Anteile von Annexin V-APC*
und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.
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4.10 Dosisabhangiger Einfluss von EGFR-TKI und in Kombination mit BTZ
in EGFR-mutierten-NSCLC-Zelllinien (H16500si)

4.10.1 Lichtmikroskopische Aufnahme H16500si

Abbildung 47 Zelllinie H16500si in der Lichtmikroskopie. Konfluenz ~95 %

Die H16500si zeigen sich in der Dauerkultur unter dauerhafter Exposition mit 2
MM OSI etwas grofder im Vergleich zu inrer WT-Zelllinie. Sie besitzen einen etwas
langlichen Zellkérper und zeigen mehr spindelférmige Auslaufer als ihre Ur-
sprungszelllinie, die H1650WT.

4.10.2 H16500si: Dosisabhédngiger Einfluss von EGFR-TKI auf die Expres-
sion von Annexin V und TMRM
Es findet sich eine konzentrationsabhangige Induktion der Annexin V-APC posi-
tiven und TMRM low positiven Zellen (Abbildung 48). Bei AFA lassen sich weni-
ger Annexin V-APC positive Zellen nachweisen als bei der gleichen Konzentra-
tion von GEFI und OSI (0,5 uyM). In der hdchsten getesteten Konzentration von
50 uM EGFR-TKI zeigt sich bei der Inkubation mit GEFI ein Anteil von 60 % An-
nexin und TMRM low positiven Zellen, wahrend bei der Inkubation mit AFA und
OSI ein Anteil von >80 % Annexin V-APC und TMRM low positiven Zellen ge-

messen wird.
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Abbildung 48 H16500si: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von

EGFR-TKI (A-F). Inkubation (iber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von An-
nexin V-APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.
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4.10.3 H16500si: Dosisabhédngiger Einfluss von Pl auf Annexin V und
TMRM

Es findet sich eine deutliche konzentrationsabhangige Induktion der Annexin V-

APC positiven und TMRM low positiven Zellen (Abbildung 49).
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Abbildung 49 H16500si: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von BTZ

(A-B). Inkubation (iber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von Annexin V-APC*
und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.10.4 H16500si: Kombination von Pl und EGFR-TKI

Nach 24 h zeigt sich kein signifikant erhdhter Anteil von Annexin V-APC positiven
Zellen oder TMRM low positiven Zellen in der kombinierten Behandlung mit
EGFR-TKI+BTZ im Vergleich zu den Einzelinkubationen OSI bzw. BTZ (Abbil-
dung 50).

In der Kombinationsbehandlung von OSI+BTZ werden im Vergleich zu Erst- (~15
%) und Zweitgenerations EGFR-TKI (~25 %) am meisten Annexin V-APC posi-
tive Zellen nachgewiesen (~45 %). Die Einzelbehandlung mit EGFR-TKI induziert
bei allen 3 EGFR-TKI jedoch mehr Annexin V-APC und TMRM low positive Zellen

als in der Kombination mit BTZ.
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Abbildung 50 H16500si: Einfluss der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5 uM

EGFR-TKI nach Inkubation (ber 24 h (A-F). Detektion der Anteile von Annexin V-APC*
und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.10.5 Vergleich der Erlotinib- und Gefitinibresistenz in H1650WT und
H16500si

Die OSI-Zelllinie zeigt bei der Inkubation mit GEFI einen groReren Anteil an An-

nexin V-APC und TMRM low positiven Zellen (Abbildung 51). Bei der Inkubation

mit ERLO zeigt die WT-Zelllinie in allen Konzentrationen einen ahnlichen Anteil
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an Annexin V-positiven Zellen wie die Kontrolle. Bei der OSI-Zelllinie sind die
Annexin V-APC Raten niedriger als in der WT-Zelllinie, jedoch steigt der Anteil

von Annexin V-APC positiven Zelllinien bei einer Konzentration von 50 uM deut-

lich an.
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Abbildung 51 H1650WT und H16500si: Vergleich des dosisabhéngigen Einflus-

ses der isolierten Gabe von EGFR-TKI nach Inkubation (ber 24 h (A-D). Konzent-
ration in [uM], Detektion der Anteile von Annexin V-APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszy-

tometrie; Mittelwert + SD; n=3., aul3er Erlo n=1.

4.10.6 Vergleich: Ursprungszelllinie mit OSI-Zelllinie
Bei der Inkubation mit OSI zeigt sich bei der OSI-Zelllinie ein groRerer Anteil von

Annexin V-APC positiven Zellen, eine Resistenz gegenlber OSI besteht nicht.

BTZ zeigt einen konzentrationsabhangigen Anstieg der Annexin V positiven Zel-
len in der OSI-Zelllinie. Die WT-Zelllinie zeigt dagegen bereits bei einer Konzent-
ration von 5 nM einen Anteil von >40 % Annexin V-APC positiven Zellen, dage-

gen zeigt die OSI-Zelllinie lediglich einen Anteil von ~10 %.
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Abbildung 52 H1650WT und H16500si: Vergleich des dosisabhéngigen Einflus-
ses der isolierten Gabe von OSI und BTZ und der kombinierten Gabe von 5 nM

BTZ + 5 uM EGFR-TKI nach Inkubation (ber 24 h (A-C). Detektion der Anteile von
Annexin V-APC* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.11 Dosisabhangiger Einfluss von EGFR-TKI und in Kombination mit BTZ
in EGFR-mutierten-NSCLC-Zelllinien (HCC4006WT)

4.11.1 Lichtmikroskopische Aufnahme HCC4006WT
Die Zellen zeigen sich eher kleiner und rundlich, bis dreieckig. Sie bilden unter-

einander spindelférmige Fortsatze aus und wachsen verzweigt.
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Abbildung 53 Zelllinie HCC4006WT in der Lichtmikroskopie. Konfluenz ~80 %.

4.11.2 HCC4006WT: Dosisabhéngiger Einfluss von EGFR-TKI auf die Ex-
pression von Annexin V und TMRM

Es kommt zu einer konzentrationsabhangigen Induktion der Annexin V-APC po-

sitiven und TMRM low positiven Zellen. Dabei werden in allen EGFR-TKI bei der

hdchsten Konzentration von 50 yM >75 % Annexin V-APC und TMRM low posi-

tive Zellen induziert. Bereits in den beiden niedrigeren Konzentrationen von 0,5

MM und 5 pM zeigt GEFI und OSI héhere Anteile von Annexin V APC und TMRM

low positiven Zellen als AFA im Vergleich.
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Abbildung 54 HCC4006WT: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von

EGFR-TKI (A-F). Inkubation iiber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von An-
nexin V-APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.11.3 HCC4006WT: Dosisabhéngiger Einfluss auf die Expression von An-
nexin V und TMRM von PI

Es findet sich eine konzentrationsabhangige Zunahme der Annexin V-APC und

TMRM low positiven Zellen (Abbildung 55).
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Abbildung 55 HCC4006WT: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von

BTZ (A-B). Inkubation iiber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von Annexin V-
APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD; n=3.

4.11.4 HCC4006WT: Kombination von Pl und EGFR-TKI in EGFR-mutierten-
Zelllinien
Bei der HCC4006WT Zelllinie kann bei der kombinierten Inkubation mit AFA und
BTZ ein groRerer Anteil von Annexin V-APC positiven Zellen gemessen werden
(~60 %) als bei der Einzelbehandlung von AFA (~40 %) und BTZ fur 24 h (~35
%). Bei der kombinierten Inkubation von OSI mit BTZ kann ein gréRerer Anteil
von Annexin V-APC und TMRM low positiven Zellen im Vergleich zu der OSI-
Einzelbehandlung gemessen werden (Abbildung 56). Bei GEFl und AFA mit BTZ
zeigt sich keine additive Induktion von Apoptose. Bei der Inkubation von
OSI+BTZ zeigt sich sowohl bei Annexin als auch bei TMRM low eine additive

Induktion des Zelltods.
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Abbildung 56 HCC4006WT: Einfluss der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5

UM EGFR-TKI nach Inkubation Uber 24 h (A-F). Detektion der Anteile von Annexin V-
APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.12 Etablierung einer Osimertinib resistenter Zelllinie aus HCC4006WT —

Lichtmikroskopische Darstellung

Abbildung 57 Lichtmikroskopische Darstellung der Zelllinie HCC4006WT bei der

Etablierung einer OSI resistenten Zelllinie. Konfluenz ~30 %.

Der Versuch der Etablierung einer Osimertinib-resistenten Zelllinie durch eine
Konzentration von 1 yM OSl in der Dauerkultur verlief frustran. Abbildung 57 zeigt
einen reprasentativen Ausschnitt bei der Etablierung dieser Zelllinie. Man sieht
bereits sehr viele abgeldste Zellen und Zellfragmente, nach einem etwas lange-
ren Zeitraum haben sich alle Zellen abgeldst. In den Zellen sieht man vermehrte
rundliche Aufhellungen, diese Vakuolen zeigen sich typischerweise bei Zellen,
die in Seneszenz und Apoptose gehen. Dieses Verhalten der Zellen zeigt sich
auch stets bei erneuten Ansatzen.
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4.13 Dosisabhangiger Einfluss von EGFR-TKI und in Kombination mit BTZ
in EGFR-mutierten-NSCLC-Zelllinien (HCC4006Erl)

4.13.1 Lichtmikroskopische Aufnahme HCC4006Er|

I

Abbildung 58 Zelllinie HCC4006Er! in der Lichtmikroskopie. Konfluenz ~70 %.

Die Zellen in der Dauerkultur mit dauerhafter Gabe von 1 uM ERLO sind langli-
cher und spindelférmiger im Vergleich zu HCC4006WT und bilden mehr Forts-

atze untereinander aus.

4.13.2 HCC4006ErI: Dosisabhédngiger Einfluss von EGFR-TKI auf die Ex-
pression von Annexin V und TMRM

GEFI induziert nach 24 h Inkubation auch bei einer Konzentration von 50 yM <40
% Annexin V-APC positive Zellen. Bei der Inkubation mit AFA und OSI zeigen
die Konzentrationen 0,5 yM und 5 pM ungefahr einen gleichen Anteil von Annexin
V-APC positiven Zellen (~15 %). Ausschliel3lich in der héchsten getesteten Kon-
zentration von 50 uyM wird jeweils ein Anteil von annahernd 100 % erreicht (Ab-
bildung 59).
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Abbildung 569 HCC4006Erl: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von

EGFR-TKI (A-F). Inkubation iiber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von An-
nexin V-APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.13.3 HCC4006ErI: Dosisabhédngiger Einfluss auf die Expression von An-
nexin V und TMRM von PI

Im Gegensatz zu den vorherigen Zelllinien zeigt sich bei den HCC4006Erl. Bei

einer 24 h Inkubation mit BTZ in verschiedenen Konzentrationen kein signifikant

gréRerer Anteil von Annexin V-APC positiven und TMRM low positiven Zellen in

allen getesteten Konzentrationen (Abbildung 63).
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Abbildung 60 HCC4006Erl: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von

BTZ (A-B). Inkubation iiber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von Annexin V-
APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD; n=3.

4.13.4 HCC4006Eri: Kombination von Pl und EGFR-TKI

In der Kombinationsbehandlung zeigt sich bei der Inkubation von Gefitinib, AFA
oder OSI mit BTZ jeweils ein nur gering grof3erer Anteil von Annexin und TMRM
low positiven Zellen (~20 %) als bei den Einzelbehandlungen (~15-20 %) und der
Kontrolle (~15 %) (Abbildung 61).
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Abbildung 61 HCC4006Erl: Einfluss der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5

UM EGFR-TKI nach Inkubation (ber 24 h (A-F). Detektion der Anteile von Annexin V-
APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.14 Dosisabhangiger Einfluss von EGFR-TKI und in Kombination mit BTZ
in EGFR-mutierten-NSCLC-Zelllinien (HCC4006ErIOsi)

4.14.1 Lichtmikroskopische Aufnahme HCC4006ErIOsi

Abbildung 62 Zelllinie HCC4006ErlOsi in der Lichtmikroskopie. Konfluenz ~90 %.
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Die Zellen zeigen sich in der Dauerkultur unter dauerhafter Exposition von 1 uM
ERLO und 1 uM OSI eher als grol}, flachig und lang, mit weniger Fortsatzen als
ihre Ursprungszelllinie, die HCC4006Erl.

4.14.2 HCC4006EriIOsi: Dosisabhédngiger Einfluss von EGFR-TKI auf die Ex-
pression von Annexin V und TURM

Im Vergleich zur Ursprungszelllinie HCC4006Erl werden bei der konzentrations-

abhangigen Inkubation mit GEFI mehr Annexin V-APC und TMRM low positive

Zellen induziert (Abbildung 63).

GEFI induziert nach 24 h Inkubation bei einer Konzentration von 50 uM >50 %
Annexin V-APC positive Zellen. Bei der Inkubation mit AFA zeigt sich in den Kon-
zentrationen 0,5 yM und 5 uM nur ein gering erhdhter Anteil von Annexin V-APC
positiven Zellen. OSI| dagegen zeigt bei den gleichen Konzentrationen einen An-
teil von >40 % Annexin V-APC positiven Zellen. Die Anteile bei TMRM low posi-
tiven Zellen verhalten sich ahnlich steigend wie die Anteile der Annexin positiven
Zellen. TMRM low ist jedoch auf einem hoheren Niveau: bereits in der Kontrolle
zeigt die Zelllinie >30 % TMRM low positive Zellen. In der Kontrolle sind bereits

mehr als 30 % der Zellen in Apoptose gegangen.
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Abbildung 63 HCC4006ErIOsi: Dosisabhéngiger Einfluss der isolierten Gabe von

EGFR-TKI (A-F). Inkubation iiber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von An-
nexin V-APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=4.

4.14.3 HCC4006EriOsi: Dosisabhédngiger Einfluss auf die Expression von
Annexin V und TMRM von PI

Im Gegensatz zu ihrer Ursprungszelllinie, der HCC4006Erl, zeigt die Zelllinie

HCC4006ErlOsi einen konzentrationsabhangigen Effekt auf den Anteil von An-

nexin V-APC und TMRM low positiven Zellen (Abbildung 64).
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Abbildung 64 HCC4006ErIOsi: Einfluss der dosisabhédngigen isolierten Gabe von

BTZ (A-B). Inkubation iiber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile von Annexin V-
APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD; n=4.

4.14.4 HCC4006EriOsi: Kombination von Pl und EGFR-TKI

Bei der Inkubation mit GEFI werden etwas gréfliere Anteile an Annexin V-APC
positiven Zellen gemessen (~40 %) als bei der Kombination GEFI+BTZ (~ 35%).
Dagegen werden bei der Kombination BTZ+AFA mehr Annexin V-APC und
TMRM low positive Zellen detektiert als in den beiden Einzelbehandlungen. Die
Kombination OSI+BTZ zeigt einen etwas geringeren Anteil von Annexin V-APC
positive Zellen (~35 %) im Vergleich zur Einzelbehandlung mit OSI (~45 %) (Ab-
bildung 65).
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Abbildung 65 HCC4006ErIOsi: Kombinierter Einfluss der Gabe von 5 nM BTZ +

5 uM EGFR-TKI nach Inkubation liber 24 h (A-F). Detektion der Anteile von Annexin V-
APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD; n=4.

4.15 Vergleich: Kombinationsbehandlungen in HCC4006-Zelllinien

Der Anteil der Annexin V-APC positiven Zellen ist in der ERLO-resistenten Zellli-
nie sowohl in den Einzelbehandlungen mit GEFI und BTZ als auch in der Kombi-
nationsbehandlung am geringsten. In der Kombination mit GEFI+BTZ zeigt die
WT-Zelllinie als auch die ErlOsi-Zelllinie ahnliche Anteile von Annexin V-APC po-
sitiven Zellen (Abbildung 66).
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Abbildung 66 HCC4006 im Vergleich: Kombinierter Einfluss der Gabe von 5 nM
BTZ + 5 uM GEFI (A-C). Inkubation (iber 24 h, Detektion der Anteile von Annexin V-APC*

Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD; n=3; n =4 in ErlOsi.

In allen 3 Zelllinien ist in der Kombination AFA+BTZ der Anteil der Annexin V-
APC positiven Zellen am groften. Der Anteil der Annexin V-APC positiven Zellen
istin HCC4006Erl sowohl in den Einzelbehandlungen mit AFA und BTZ als auch
in der Kombinationsbehandlung am geringsten. In der Kombination aus
AFA+BTZ zeigt die WT-Zelllinie als auch die ErlOsi-Zelllinie &hnliche Anteile von
Annexin V-APC positiven Zellen (Abbildung 67).
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Abbildung 67 HCC4006 im Vergleich: Kombinierter Einfluss der Gabe von 5 nM
BTZ + 5 uM AFA (A-C). Inkubation (iber 24 h, Detektion der Anteile von Annexin V-APC*

Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD; n=3.; n =4 in Osi

In HCC4006WT und HCC4006Erl ist in der Kombination OSI+BTZ der Anteil der
Annexin V-APC positiven Zellen am groften. In der Kombination aus OSI+BTZ
zeigt die WT-Zelllinie >60 % Zelltod, in der Erl-Zelllinie <20 % und in ErlOsi ~35
% Annexin V-APC positiven Zellen. Bei der ErlOsi-Zelllinie findet sich bei der Ein-
zelinkubation mit 5 uM OSI ein Anteil >40 % Annexin V-APC positiven Zellen, im
Gegensatz zu <20 % positiven Zellen bei HCC4006Er! (Abbildung 68).
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Abbildung 68 HCC4006 im Vergleich: Kombinierter Einfluss der Gabe von 5 nM
BTZ + 5 uM OSI (A-C). Inkubation (iber 24 h, Detektion der Anteile von Annexin V-APC*

Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD; n=3; n=4 in ErlOsi.

4.16 Erlotinib resistente Zelllinien mit Erlotinibbehandlung im Vergleich

In der ERLO-resistenten Zelllinie HCC4006Erl kommt es in allen Konzentrationen
zu einem niedrigeren Anteil von Annexin V-APC und TMRM low positiven (< 20
%) Zellen im Vergleich zur Wildtyp HCC4006 Zelllinie (~30 %). Die Annexin po-
sitiven Zellen sind in den HCC4006WT und in den HCC4006ErlOsi ERLO-Inku-
bation vergleichbar (<35 %). Der Anteil der TMRM low positiven Zellen ist in den
ErlOsi-Zellen dagegen hdher (bis fast 60 %) als in den WT-Zellen unter den ent-
sprechenden ERLO-Behandlungen (bis 50 %) (Abbildung 69).
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Abbildung 69 HCC4006 im Vergleich: Dosisabhédngiger Einfluss der isolierten
Gabe von ERLO (A-B). Inkubation iiber 24 h, Konzentration in [uM], Detektion der Anteile
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von Annexin V-APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3, in
ErlOsin =4.

4.17 Morphologische Untersuchungen mit Hilfe von Immunfluoreszenzmik-
roskopie

Mithilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie wurden die folgenden Zelllinien unter-

sucht (Abbildung 70), um morphologische Hinweise auf ihre Resistenz und Es-

cape Mechanismen zu finden, fur die sich bereits in der Lichtmikroskopie Hin-

weise ergeben haben (vgl. HCC827ErlOsi).

Der Zelldurchmesser der HCC4006ErlOsi und H16500si hat im Vergleich zu ih-

rer Ursprungszelllinie zugenommen.

Die HCC827 Zellen zeigen viele dichtgelagerte Zellkerne. Die Zellkerne sind in
der Abbildung blau dargestellt und wurden mit DAPI gefarbt.

Mittels TOM20 Farbung wird die Verteilung und Lage der Mitochondrien (in den
Abbildungen rot dargestellt) untersucht. Die Morphologie der Mitochondrien un-
terscheidet sich in allen Zelllinien: In den HCC4006WT liegen die Mitochondrien
eher benachbart zum Zellkern, wahrend sie bei den HCC4006ErlOsi sich eher
uber die gesamte Zelle verteilt haben. In der HCC4006Er! liegen die Mitochond-

rien in Clustern vor.
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Abbildung 70 Darstellung der Zelllinien in der Immunfluoreszenzmikroskopie. Blau
DAPI, rot TOM20, griin alpha-Tubulin.

4.18 Verhalten der Zelllinien bei langerer Inkubationszeit

Bei Vorversuchen stellte sich heraus, dass es nach 24 h Inkubation noch keinen
deutlichen Effekt auf den Anteil von Annexin V-APC positiven und TMRM low
positiven Zellen in der Kombinationsbehandlung und der Behandlung mit 5 nM
BTZ und/oder 5 uM OSI gibt. Dies zeigt sich insbesondere bei den Zelllinien
HCC827Erl, HCC827ErlOsi, HCC4006Erl, HCC4006ErlOsi und H1650WT und
H16500si. Deswegen wurde die Inkubation auf 48 h und 72 h verlangert. Fir die
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folgenden Untersuchungen wurde sich auf die Zelllinien HCC4006 und die Zellli-
nien H1650 konzentriert.

OSl wird in der deutschen Leitlinie als Erstlinientherapie verwendet
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2024). Daruber
hinaus zeigen sich in den Versuchsreihen mit OSI Uber alle Zelllinien hinweg am
zuverlassigsten die grofdten Anteile von Annexin V-APC und TMRM low positiven
Zellen in der Konzentration 5 yM. Deswegen werden die weiteren Inkubationen
mit der Kombination von OSI und BTZ durchgefihrt.

Aufgrund der Vorarbeiten mit den HCC4006WT und HCC4006Erl werden auch
fur die HCC4006ErlOsi in den FACS-Untersuchungen das Konzept mit einem
Gating nach TMRM und Annexin fur die Bestimmung des Zelltods verwendet.
Unerwarteterweise findet sich in HCC4006ErlOsi nur eine Population in Bezug
auf die TMRM-Expression, sodass ein zuverlassiges Gating nicht durchgefuhrt
werden kann. Daher wird in HCC4006ErlOsi ausschliel3lich die Annexin V-APC

Expression zur Zelltodbestimmung herangezogen.

4.18.1 HCC4006: Inkubation (iber 24 Stunden

In der HCC4006WT Zelllinie zeigt sich bereits nach 24 h in der kombinierten In-
kubation von OSI+BTZ ein groerer Anteil von Annexin V-APC positiven Zellen
als die bei den beiden Einzelbehandlungen (Abbildung 71). Die Zelllinie zeigt je-
doch bereits in der Kontrolle einen hohen Prozentsatz von Annexin V-APC posi-

tiven Zellen.

Insbesondere zeigt die HCC4006ErIOsi-Zelllinie einen deutlich grofleren Anteil
an TMRM low positiven Zellen im Vergleich zum Anteil der Annexin V-APC posi-
tiven Zellen bei der Inkubation mit BTZ (Abbildung 72). Zu beachten ist jedoch,
dass es bei der Expression von TMRM low in den HCC4006ErIOsi nur eine Po-
pulation gibt, sodass ein Gating nach TMRM low und high nicht moglich ist.

131



100+

80

60

40-

Annexin V-APC" [%]

204

(OR]
BTZ

HCC4006WT HCC4006Erl HCC4006ErIOsi
R =
X - X - X - - X - X
- X X - - X X - - X X

Abbildung 71 HCC4006: Einfluss der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5 uM
EGFR-TKI nach Inkubation (iber 24 h. Detektion der Anteile von Annexin V-APC* Zellen

mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=4.
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Abbildung 72 HCC4006: Einfluss der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5 uM
EGFR-TKI nach Inkubation liber 24 h. Mittelwert + SD; n=4, grau unterlegt HCC4006Er-

I0si siehe Anmerkung in 4.18.

4.18.2 HCC4006: Inkubation (iber 48 Stunden

Der Anteil der Annexin V-APC positiven Zellen ist in allen 3 Zelllinien im Vergleich
zur 24 h Inkubation sowohl in den Einzelbehandlungen wie auch in der Kombina-
tionsbehandlung angestiegen (Abbildung 73). Der Anteil der TMRM low positiven
Zellen in der HCC4006ErIOsi-Zelllinie ist weiterhin deutlich hdher als der entspre-
chende Anteil der Annexin V-APC positiven Zellen (Abbildung 74). Zu beachten
ist jedoch, dass es bei der Expression von TMRM low in den HCC4006ErlOsi nur
eine Population gibt, sodass ein Gating nach TMRM low und high nicht moglich

ist.
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Abbildung 73 HCC4006: Einfluss der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5 uM
EGFR-TKI nach Inkubation (iber 48 h. Detektion der Anteile von Annexin V-APC* Zellen

mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=4.
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Abbildung 74 HCC4006: Einfluss der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5 uM

EGFR-TKI nach Inkubation (iber 48 h. Detektion der Anteile von TMRM low* Zellen mit
Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=4, grau unterlegt HCC4006EriOsi siehe Anmerkung in
4.18.

4.18.3 HCC4006: Inkubation iiber 72 Stunden
Bei der EGRF Wildtyp Ziellinie zeigt sich bei der alleinigen 72-stlindigen Inkuba-
tion mit OSI ein Anteil von >80 % Annexin V-APC positiven Zellen, bei der Kom-

binationsbehandlung im Durchschnitt ein Anteil von >75 % Annexin V-APC posi-

tiven Zellen (Abbildung 75).

HCCB827Erl zeigt einen signifikant hdheren Anteil von Annexin V-APC positiven

Zellen im Vergleich zu den Einzelbehandlungen mit BTZ und OSI.

Bei HCC4006ErIOsi zeigt sich ein tendenziell grolierer Anteil an Annexin V-APC
positiven Zellen in der Kombinationsbehandlung mit OSI+BTZ als bei den Ein-
zelinkubationen. Daruber hinaus zeigen sich bei allen Behandlungen als auch in
der Kontrolle >70 % der Zellen in der HCC4006ErIOsi Zelllinie TMRM low positiv
(Abbildung 76). Zu beachten ist jedoch, dass es bei der Expression von TMRM
low in den HCC4006ErlOsi nur eine Population gibt, sodass ein Gating nach

TMRM low und high nicht moglich ist.
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Abbildung 756 HCC4006: Einfluss der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5 uM
EGFR-TKI nach Inkubation (iber 72 h. Detektion der Anteile von TMRM low* Zellen mit

Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD; n=4.
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Abbildung 76 HCC4006: Einfluss der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5 uM
EGFR-TKI nach Inkubation (iber 72 h. Detektion der Anteile TMRM low* Zellen mit Durch-

flusszytometrie; Mittelwert + SD; n=4, grau unterlegt HCC4006ErIOsi siehe Anmerkung in 4.18.
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4.18.4 Einfluss der Dauerinkubation mit Osimertinib iliber unterschiedliche
Zeitraume auf Annexin V Expression
Ziel dieser Experimente war die Frage, ob eine Verlangerung der Dauerinkuba-
tion mit OSI eine Veranderung der Annexin V-APC positiven Zellen beeinflusst.
Zum friheren Zeitpunkt zeigen die HCC4006ErIOsi einen hdheren Anteil von
Annexin V-APC positiven Zellen bei der Inkubation mit 5 uM OSI im Vergleich
zum zweiten Zeitpunkt, bei dem der Anteil der Annexin V-APC positiven Zellen
vergleichbar mit der Kontrolle ist. Aulderdem ist der Anteil der apoptotischen
Zellen nach der Inkubation von OSI+BTZ in den HCC4006ErlIOsi in der 2. Mes-
sung geringer (~20 %) als in der 1. Messung (~40 %). Eine verlangerte Dau-
erinkubation mit OSI fihrt zu einer Zunahme der Resistenz gegenuber Osimer-
tinib.
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Abbildung 77 HCC4006: Einfluss der Dauerinkubation mit OSI auf die kombi-
nierte Gabe von 5 nM BTZ + 5 uM EGFR-TKI nach Inkubation lber 24 h (A-B).

Detektion der Anteile von Annexin V-APC* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; 1.
Zeitpunkt n=4, 2. Zeitpunkt n=3.

Um eine Zunahme der Resistenz gegentber OSI| auch in anderen Zellen Uber
die Zeit zu untersuchen, wurde die Annexin V-APC Expression der H16500si
an zwei unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen. Zum spateren Zeitpunkt zeigt
sich bei der Inkubation ~15 % Annexin V-APC positive Zellen, wahrend zum
ersten Zeitpunkt noch ~60 % der Zellen Annexin V-APC exprimieren. In der

Kombination OSI+BTZ zeigen sich zum 2. Messzeitpunkt auch geringere
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Anteile von apoptotischen Zellen (~20 %), als im Vergleich zum 1. Messzeit-

punkt (~35 %). Die Resistenz hat somit zugenommen.
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Abbildung 78 H1650: Einfluss der Dauerinkubation mit OSI auf die kombinierte

Gabe von 5 nM BTZ + 5 uM EGFR-TKI nach Inkubation (iber 24 h. Detektion der

Anteile von Annexin V-APC* und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD;
n=3.

4.19 Unterschiede in der p53 Expression in den HCC4006
P53 ist ein Tumorsuppressorgen, eine p53-Mutation findet sich in vielen malignen

Tumoren und férdert die Pathogenitat. In dieser Arbeit wurde die Expression von
p53 in verschieden mutierten HCC4006 Zelllinien untersucht, um dadurch Rick-

schlusse auf eine mdgliche Resistenzdurchbrechung finden zu kénnen.

HCC4006WT zeigt nach 72 h bei der Inkubation mit 5 yM OSI eine schwacher
exprimierte Bande. Die starkste Bande wird in der Kontrolle nach 72 h und bei
BTZ 5 nM nach 72 h exprimiert. Die Bande von der Doppelkombination zeigt eine
schwachere Bande nach 72 h (Abbildung 79). Zum Vergleich werden bei allen
Western Blot Ergebnissen die entsprechenden durchflusszytometrischen Ergeb-
nisse der HC4006 Zelllinie (vgl. 4.18) nach 24 und 72 h gezeigt.
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Abbildung 79 Proteinexpression von p53 in HCC4006WT nach Inkubation mit 5
uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und 72 h. Zum Vergleich

entsprechende durchflusszytometrische Ergebnisse der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5
UM EGFR-TKI nach Inkubation (ber 24 h und 72 h, Detektion der Anteile von Annexin V-APC*
Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=4, Beschreibung der durchflusszytometri-
schen Ergebnisse siehe Abbildung 71 und Abbildung 75.

In HCC4006Erl zeigt sich die niedrigste Proteinexpression Bande von p53 in der
kombinierten Inkubation von 5 uM OSI und 5 nM BTZ nach 72 h (Abbildung 80).

138



24 h 72h

100
80
g 60
©
&
S 40 B
E 20+
0-
osl - X X
BTz - - X X - - X X
HCC4006Er]
24 h 72 h
OSI - + - + - + - +
BTZ - - + + - - + +
p53 | | | e — — - —
B-Aktin D TG G — — — —

Abbildung 80 Proteinexpression von p53 in HCC4006Erl nach Inkubation mit 5
uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und 72 h. Zum Vergleich

entsprechende durchflusszytometrische Ergebnisse der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5
UM EGFR-TKI nach Inkubation liber 24 h und 72 h, Detektion der Anteile von Annexin V-APC*
Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=4, Beschreibung der durchflusszytometri-
schen Ergebnisse siehe Abbildung 71 und Abbildung 75.

In HCC4006ErIOsi zeigt sich bereits nach 24 h kombinierte Inkubation bei der
Proteinexpression von p53 die schwachste Expression. Nach 72 h Inkubation
kommt es zur schwachsten Expression in der Einzelbehandlung von OSI 5 uM
und in der Doppelkombination.

In allen drei HCC4006-Zelllinien scheint es in der OSI+BTZ-Inkubation zu den

geringsten Intensitaten von p53 Expression zu kommen.
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Abbildung 81 Proteinexpression von p53 in HCC4006ErIOsi nach Inkubation mit
5 uM OSI, 56 nM BTZ einzeln oder in der Kombination fiir 24 h und 72 h. Zum

Vergleich entsprechende durchflusszytometrische Ergebnisse der kombinierten Gabe von 5 nM
BTZ + 5 uM EGFR-TKI nach Inkubation (ber 24 h und 72 h, Detektion der Anteile von Annexin
V-APC* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD; n=4, Beschreibung der durchflusszyto-
metrischen Ergebnisse siehe Abbildung 71 und Abbildung 75.

4.20 Einfluss der BCL-2-Proteine auf die Apoptose in HCC4006

Neben den durchflusszytometrischen Untersuchungen wird das apoptotische
Verhalten der Zellen auch auf Proteinebene im Western Blot und auf Genebene
in der qPCR analysiert.

Bei der intrinsischen Apoptose spielt die BCL-2-Proteinfamilie eine grol3e Rolle.

HCC4006WT, HCC4006Erl, HCC4006ErlOsi exprimieren kein BCL-2. Die Spe-
zifitat des Antikorpers fur BCL-2 wurde in der Zelllinie MCF7.3.28 bestatigt. BAK
ist nach 72 h in der BTZ und der Kombinationsbehandlung am starksten expri-
miert. DarUber hinaus zeigt sich bei BAX die kraftigste Bande bei der Inkubation
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mit BTZ, bei BOK zeigt sich die Bande nochmal starker bei der Einzelbehandlung
mit BTZ nach 72 h im Vergleich zu den anderen Inkubationsbedingungen. BCL-

xL wird am starksten nach 72 h in der Einzelbehandlung mit BTZ exprimiert.
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Abbildung 82 Proteinexpression von BCL-2-Proteinen in HCC4006WT. Inkuba-
tion mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und 72 h.

Zum Vergleich entsprechende durchflusszytometrische Ergebnisse der kombinierten Gabe von 5
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nM BTZ + 5 uM EGFR-TKI nach Inkubation (iber 24 h und 72 h, Detektion der Anteile von Annexin
V-APC* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD; n=4, Beschreibung der durchflusszyto-
metrischen Ergebnisse siehe Abbildung 71 und Abbildung 75.

Die Zelllinie HCC4006ErI zeigt die starkste BAK-Expression bei der 72 h stlindi-
gen Inkubation mit Osimertinib. BAX und BOK zeigen nach 72 h in den beiden
Einzelbehandlungen eine ahnliche Expression, in der Kombinationsbehandlung
aus 5 yM OSl und 5 nM BTZ eine etwas schwachere Expression, vor allem auch

im Vergleich mit BAX. BCL-xL wird am starksten nach 24 h Inkubation mit 5 nM
BTZ exprimiert.
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Abbildung 83 Proteinexpression von BCL-2-Proteinfamilie in HCC4006Er! Inku-
bation mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und 72

h. Zum Vergleich entsprechende durchflusszytometrische Ergebnisse der kombinierten Gabe
von 5 nM BTZ + 5 uM EGFR-TKI nach Inkubation (iber 24 h und 72 h, Detektion der Anteile von
Annexin V-APC* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=4, Beschreibung der durch-
flusszytometrischen Ergebnisse siehe Abbildung 71 und Abbildung 75.
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Die Zelllinie HCC4006ErlOsi zeigt nach 72 h Inkubation eine deutlich héhere Ex-
pression von BOK als nach 24 h Inkubation. AuRerdem wird BAK in den Einzel-
behandlungen induziert, am starksten ist die BAK-Induktion in der Doppelbe-
handlung. BAK wird nach 72 h am kraftigsten in der Einzelbehandlung mit BTZ
und in der Kombinationsbehandlung induziert. Die kraftigste Bande bei BCL-xL
findet sich in der Einzelbehandlung mit 5 uM OSI fur 72 h.
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Abbildung 84 Proteinexpression von BCL-2-Proteinfamilie in HCC4006ErlOsi In-
kubation mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und 72

h. Zum Vergleich entsprechende durchflusszytometrische Ergebnisse der kombinierten Gabe

von 5 nM BTZ + 5 uM EGFR-TKI nach Inkubation (iber 24 h und 72 h, Detektion der Anteile von
Annexin V-APC* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=4, Beschreibung der durch-
flusszytometrischen Ergebnisse siehe Abbildung 71 und Abbildung 75.
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4.20.1 NOXA

In HCC4006WT zeigt sich bei der kombinierten Behandlung eine Induktion von
NOXA. Bei der Inkubation mit BTZ findet sich eine deutlich schwachere Expres-
sion. MCL-1, was von NOXA gebunden wird, zeigt in der Kombinationsbehand-

lung die kraftigste Bande.
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Abbildung 85 Proteinexpression von BH3-only-protein NOXA in HCC4006WT.
Inkubation mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und

72 h. Zum Vergleich entsprechende durchflusszytometrische Ergebnisse der kombinierten Gabe
von 5 nM BTZ + 5 uM EGFR-TKI nach Inkubation tiber 24 h und 72 h, Detektion der Anteile von
Annexin V-APC* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=4, Beschreibung der durch-
flusszytometrischen Ergebnisse siehe Abbildung 71 und Abbildung 75.

146



Bei der Detektion der MCL-1-Bande nach einer Inkubation mit 72 h zeigt sich eine
Doppelbande in der Kontrolle und eine schwachere 2. Bande in der Einzelinku-

bation mit BTZ. Hier wird auch MCL-1 in der Kombinationsbehandlung am starks-

ten exprimiert.

Die qPCR-Analyse der Genexpression in der WT-Zelllinie nach 24-stundiger In-
kubation ergibt eine vermehrte Expression des PMAIP1 Genes, welches fur
NOXA codiert, in der Einzelbehandlung von 5 nM BTZ und in der Kombinationsin-
kubation von OSI+BTZ.
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Abbildung 86 mRNA-Genexpression von BH3-only-protein NOXA und MCL-1 in
HCC4006WT. Inkubation mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h.

In HCC4006ErI zeigt sich im Western Blot bei der Kombinationsbehandlung die
héchste Expression von NOXA und MCL-1. Auch die Inkubation mit BTZ indu-
ziert eine hohe NOXA und MCL-1 Expression, jedoch nicht so hoch wie in der

Kombinationsbehandlung.
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Abbildung 87 Proteinexpression von BH3-only-protein NOXA in HCC4006Er! In-
kubation mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und 72

h. Zum Vergleich entsprechende durchflusszytometrische Ergebnisse der kombinierten Gabe

von 5 nM BTZ + 5 uM EGFR-TKI nach Inkubation (iber 24 h und 72 h, Detektion der Anteile von
Annexin V-APC* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=4, Beschreibung der durch-

flusszytometrischen Ergebnisse siehe Abbildung 71 und Abbildung 75.

Nach 72 h Inkubation findet sich in HCC4006Erl keine Doppelbande. Wahrend
sich in der Kontrolle und in der Kombinationsbehandlung die kraftigsten NOXA-
Expressionen zeigen, findet sich die hochste MCL-1 Expression in der Kontrolle

und der alleinigen Inkubation mit Osimertinib.

Auch eine qPCR-Analyse der Genexpression der HCC4006WT nach 24-stundi-

ger Inkubation zeigt eine vermehrte Expression des MCL-1 Genes bei der
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Einzelbehandlung mit BTZ und in der kombinierten Inkubation von 5 yM OSI und
5nM BTZ.
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Abbildung 88 mRNA-Genexpression von BH3-only-protein NOXA und MCL-1 in
HCC4006Er!. Inkubation mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h.

Nach Inkubation von OSI+BTZ fir 24 h in HCC4006ErIOsi zeigt sich auch hier
eine deutliche Expression von NOXA, analog dazu zeigt sich die hochste MCL-1

Expression auch in der Kombinationsbehandlung.
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Abbildung 89 Proteinexpression von BH3-only-protein NOXA in HCC4006ErIOsi
Inkubation mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und

72 h. Zum Vergleich entsprechende durchflusszytometrische Ergebnisse der kombinierten Gabe
von 5 nM BTZ + 5 uM EGFR-TKI nach Inkubation (iber 24 h und 72 h, Detektion der Anteile von
Annexin V-APC* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=4, Beschreibung der durch-
flusszytometrischen Ergebnisse siehe Abbildung 71 und Abbildung 75.

Nach 72 h Inkubation zeigt sich weiterhin in der Kombinationsbehandlung die
héchste NOXA-Expression.

MCL-1 zeigt die hochste Expression bei der isolierten Inkubation mit BTZ. NOXA
zeigt auch in der BTZ-Einzelbehandlung die héchste Expression. Es zeigt sich
keine Doppelbande bei MCL-1 in der Kontrolle.
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4.21 Mitochondriale Beteiligung in HCC4006

Die Mitochondrien spielen eine wichtige Rolle in der intrinsischen Apoptose. In
den vorangegangenen Experimenten haben sich Unterschiede der EGFR mu-
tierten WT-Zelllinien (HCC4006, HCC827, H1650) in Bezug auf die Einzelinku-
bationen mit EGFR-TKI und BTZ, als auch der Kombinationsbehandlung gezeigt.
Darlber hinaus zeigen sich weitere Unterschiede der EGFR mutierten Zelllinien,
die resistent gegen mindestens ein Erstgeneration EGFR-TKI sind, insbesondere
bei der kombinierten Inkubation eines EGFR-TKI+BTZ, wie eine Apoptoseinduk-

tion.

Deswegen wird mit Hilfe der Mito Stress Test Analyse die Reaktion der Mito-
chondrien unter Inkubation fur 24 h mit 5 yM OSI im Vergleich zur Kontrolle un-

tersucht.

4.21.1 HCC4006: Sauerstoffverbrauchsrate
In HCC4006WT zeigt sich beim Mito Stress Test eine eingeschrankte mitochond-
riale Antwort nach der Inkubation mit OSI 5 pM flr 24 h.

Die basale Respiration ist bei den Kontroll-Zellen héher als bei den fur 24 h mit 5
MM OSl inkubierten Zellen. Bei der Untersuchung der ATP-gebundenen Atmung,
bei der die Menge an Sauerstoff gemessen wird, die fur die ATP-Produktion ver-
braucht wird, zeigt sich keine Abweichungen. Bei der unbehandelten Zelllinie be-
steht ein groRerer Protonenverlust. Die maximale Respiration ist bei den mit OSI
behandelten Zellen eingeschrankt. Die Reservekapazitat ist bei den behandelten
Zellen im Vergleich zur Kontrolle eingeschrankt. Die behandelten Zellen zeigen

einen erhohten nichtmitochondrialen Sauerstoffverbrauch.
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Abbildung 90 HCC4006WT.: Sauerstoffverbrauchsrate in der Mito Stress Test
Analyse. Inkubation mit 5 uM OSI fiir 24 h. OCR [pmol/min]. n=2.

Bei HCC4006Erl zeigt sich in der Mito Stress Test Analyse eine unveranderte
mitochondriale Antwort nach der Inkubation mit OSI 5 uM fir 24 h im Vergleich
zur Kontrolle. Die basale Respiration unterscheidet sich zwischen der unbehan-
delten und der mit OSI inkubierten Zelllinie nicht. Auch die Menge an Sauerstoff,
die fur die ATP-Produktion verbraucht wird, unterscheidet sich nicht. Das Proto-
nenleck sowie die maximale Respiration sind in etwa gleich gro3. Die Reserve-
atmungskapazitat ist dagegen nahezu gleich grof3. Die nicht-mitochondriale At-

mung verlauft ungefahr auf dem gleichen Niveau.
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Abbildung 91 HCC4006Erl Sauerstoffverbrauchsrate in der Mito Stress Test Ana-
lyse. Inkubation mit 5 uM OSI fiir 24 h. OCR [pmol/min]. n=2.
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Bei HCC4006ErlOsi zeigt sich in der Mito Stress Test Analyse eine ahnliche mi-
tochondriale Antwort nach der Inkubation mit OSI 5 uyM flr 24 h wie ohne Inku-
bation. Bei dieser Zelllinie zeigt sich eine erhdhte maximale Respiration der mit
OSl inkubierten Zellen, im Vergleich zu ihrer Kontrolle, die ebenso eine grolere

Reserve-Atmungskapazitat tragen.
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Abbildung 92 HCC4006ErIOsi: Sauerstoffverbrauchsrate in der Mito Stress Test
Analyse. Inkubation mit 5 uM OSI fiir 24 h. OCR [pmol/min]. n=2

4.22 Einfluss der Inkubation mit EGFR-TKI und BTZ in HCC4006 auf inte-

grierte Stressantwort
Bei der intrinsischen Apoptose spielt die integrierte Stress-Antwort eine grolde
Rolle. Die ISR ist ein zentraler Kontrollmechanismus der Zelle, um sich anzupas-
sen und zu Uberleben (Szaruga et al., 2023) und wird in malignen Tumoren un-

terschiedlich stark exprimiert.
Im Western Blot entspricht nur die obere Bande der ATF3 Expression.

Nach 72 h Inkubation finden sich die kraftigsten ATF3 Expressionen in der BTZ-
Einzelbehandlung wie auch in der kombinierten Behandlung von 5 yM OSI und

5nMBTZ fur 72 h.

Nach 24 h Inkubation findet sich fur ATF4 die héchste Expression in der kombi-

nierten Behandlung in der WT-Zelllinie.
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Abbildung 93 Proteinexpression von ATF3 und ATF4 in HCC4006WT. Inkubation
mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und 72 h. Zum

Vergleich entsprechende durchflusszytometrische Ergebnisse der kombinierten Gabe von 5 nM
BTZ + 5 uM EGFR-TKI nach Inkubation (ber 24 h und 72 h, Detektion der Anteile von Annexin
V-APC* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD; n=4, Beschreibung der durchflusszyto-
metrischen Ergebnisse siehe Abbildung 71 und Abbildung 75.

Auch eine qPCR-Analyse der Genexpression in HCC4006WT nach 24-stiindiger
Inkubation ergibt eine vermehrte Expression des ATF4 Genes uber alle Behand-
lungen hinweg. Bei ATF3 kommt es zu einer verminderten Expression bei allen

Behandlungen.
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Abbildung 94 mRNA-Genexpression von ATF3 und ATF4 in HCC4006WT. Inku-
bation mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h.

Bei HCC4006Erl zeigt sich nach 24 h die hochste Proteinexpression bei der Ein-
zelbehandlung mit BTZ, danach folgt die Expression der kombinierten Inkubation.

Nach 72 h zeigt sich in der kombinierten Inkubation und der Osimertinib-Einzel-
behandlung die hochste Expression.

ATF4 zeigt die hochsten Proteinexpressionen bei 24 h Inkubation mit BTZ und
der Kombination aus OSI+BTZ.
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Abbildung 95 Proteinexpression von ATF3 und ATF4 in HCC4006Er! Inkubation
mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und 72 h. Zum

Vergleich entsprechende durchflusszytometrische Ergebnisse der kombinierten Gabe von 5 nM
BTZ + 5 uM EGFR-TKI nach Inkubation (ber 24 h und 72 h, Detektion der Anteile von Annexin
V-APC* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD; n=4, Beschreibung der durchflusszyto-
metrischen Ergebnisse siehe Abbildung 71 und Abbildung 75.

Auch eine gPCR-Analyse der Genexpression in der HCC4006Erl nach 24-stlin-
diger Inkubation ergibt eine vermehrte Expression des ATF3- als auch des ATF4-
Genes bei der Einzelbehandlung mit BTZ und in der kombinierten Inkubation von
5 uM OSl und 5 nM BTZ.
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Abbildung 96 mRNA-Genexpression der ATF3 und ATF4 in HCC4006Erl. inkuba-
tion mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h.

ATF3 wird nach 24 h in der BTZ-Einzel- und in der kombinierten Behandlung am
starksten induziert. Nach 72 h zeigt sich bei ATF3 die hochste Expression in der
Kombinationsbehandlung von OSI+BTZ. ATF4 zeigt die hochste Proteinexpres-
sion nach 24 h Inkubation mit der Kombination OSI+BTZ. Diese Expression ist

deutlich héher als die Expression bei der isolierten Inkubation mit BTZ fiir 24 h.
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Abbildung 97 Proteinexpression von ATF3 und ATF4 in HCC4006ErIOsi. Inkuba-
tion mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und 72 h.

Zum Vergleich entsprechende durchflusszytometrische Ergebnisse der kombinierten Gabe von 5
nM BTZ + 5 uM EGFR-TKI nach Inkubation (ber 24 h und 72 h, Detektion der Anteile von Annexin
V-APC* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert £ SD; n=4, Beschreibung der durchflusszyto-
metrischen Ergebnisse siehe Abbildung 71 und Abbildung 75.

4.23 Unterschiede und Wirkungen in anderen NSCLC Zelllinien

Um zu Uberprifen, ob eine Inkubationsdauer von 48 h und 72 h in anderen
NSCLC-Zelllinien in der Kombinationsbehandlung Zelltod induzieren kann, wer-
den die beiden H1650WT und H16500si durchflusszytometrisch untersucht. Die
H1650 besitzen bereits eine beschriebene Resistenz gegen EGFR-TKI der
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ersten Generation (Sos et al., 2009). Damit Iasst sich auch die Hypothese unter-
suchen, ob eine kombinierte Anwendung von OSI+BTZ insbesondere in NSCLC
Zelllinien effektiv ist, welche bereits eine Mutation gegen ein EGFR-TKI entwi-

ckelt haben.

4.23.1 H1650: Inkubation liber 24 Stunden

In der H1650WT Zelllinie zeigt sich bereits nach 24 h in der kombinierten Inkuba-
tion von OSI+BTZ ein gréflerer Anteil von Annexin V-APC positiven Zellen als bei
den beiden Einzelbehandlungen (~35 % zu ~15 %).

Die H16500si Zelllinie zeigt in der kombinierten Behandlung von OSI+BTZ einen
grolReren Anteil von Annexin V-APC positiven Zellen als bei den beiden Einzel-
behandlungen. Jedoch liegt der Anteil der Annexin V-APC positiven Zellen <20
%. Bei H1650WT liegt der Anteil der apoptotischen Zellen in der Kombination
OSI+BTZ bei >25 %. Der Anteil der TMRM low Zellen verlauft parallel zum Anteil
der Annexin V positiven Zellen.
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Abbildung 98 H1650: Einfluss der kombinierten Gabe von 5§ nM BTZ + 5 uM

EGFR-TKI nach Inkubation lber 24 h (A-B). Detektion der Anteile von Annexin V-APC*
und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.23.2 H1650: Inkubation liber 48 Stunden

Der bei der 24 h beobachtete Effekt setzt sich bei der langeren Inkubation fort: In
H1650WT zeigt sich weiterhin in der kombinierten Inkubation von OSI+BTZ ein
signifikant gréerer Anteil von Annexin V-APC positiven Zellen, als dies bei den
beiden Einzelbehandlungen der Fall ist (~50 %, im Gegensatz bei BTZ ~40 %,

OSI ~20 %).
Die H16500si zeigt gleich zu ihrer parentalen Zelllinie in der kombinierten Be-
handlung von OSI+BTZ einen gréReren Anteil von Annexin V-APC positiven Zel-

len (~35 %) als bei den beiden Einzelbehandlungen (~15-20 %). Der Anteil der

Annexin V-APC positiven Zellen ist jedoch weiterhin niedriger als bei der WT-

Zelllinie.
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Abbildung 99 H1650: Einfluss der kombinierten Gabe von 5 nM BTZ + 5 uM

EGFR-TKI nach Inkubation (iber 48 h (A-B). Detektion der Anteile von Annexin V-APC*
und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.23.3 H1650: Inkubation iiber 72 Stunden

Bei H1650WT zeigt sich bei der alleinigen 72-stindigen Inkubation mit OSI ein
Anteil von <25 % Annexin V-APC positiven Zellen, bei der Inkubation mit BTZ
~40 % und in der Kombinationsbehandlung ein signifikant groRerer Anteil von
~60 % Annexin V-APC positiven Zellen (Abbildung 100).

Bei H16500si zeigt sich ein grolierer Anteil von Annexin V-APC positiven Zellen
(~35 %) im Vergleich zu den Einzelbehandlungen mit BTZ (~20 %) und OSI (~15
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%). Die Anteile von TMRM low positiven Zellen verlaufen in der Tendenz wie die
Annexin V-APC Anteile.
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Abbildung 100 H1650: Einfluss der kombinierten Gabe von 56 nM BTZ + 5 uM

EGFR-TKI nach Inkubation (iber 72 h (A-B). Detektion der Anteile von Annexin V-APC*
und TMRM low* Zellen mit Durchflusszytometrie; Mittelwert + SD; n=3.

4.24 Mitochondriale Beteiligung in H1650
Wie bei den HCC4006 wurde mit Hilfe der Mito Stress Test Analyse die Reak-
tion der Mitochondrien unter Inkubation fir 24 h mit 5 yM OSI im Vergleich zur

162



Kontrolle untersucht, sodass die Reaktion der Zellen auf mitochondrialer Ebene

besser verstanden werden kann.

4.24.1 H1650 Sauerstoffverbrauchsrate
Bei der H1650 WT zeigt sich ein nichtplausibles Ergebnis des Mito Stress Tests.
Bei der H1650 OSI resistent Zelllinie zeigt sich im Mito Stress Test eine einge-

schrankte mitochondriale Antwort, wenn die Inkubation mit OSI flr 24 h ausge-

setzt wird.
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Abbildung 101 Zelllinie H1650WT und H16500si: Sauerstoffverbrauchsrate in
der Mito Stress Test Analyse (A-B). Inkubation mit 5 uM OSI fiir 24 h. OCR [pmol/min].
n=2.

4.25 Unterschiede in der EGF-Rezeptor Expression und der EGFR-Aktivie-

rung in HCC4006 abhangig vom Mutationsstatus
Die HCC4006WT Zelllinie besitzt eine aktivierende EGFR-Mutation, die spezi-

fisch mit OSI| adressiert werden kann. Um den Resistenzmechanismus in den
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HCC4006Erl und HCC4006ErlOsi besser zu verstehen und ob dieser auf eine
Anderung der Aktivierung des EGF-Rezeptors zurilickzufiihren ist, wird die Ex-
pression von EGFR und seiner aktivierten Form, das phosphorylierte EGFR, un-

tersucht.

HCC4006WT zeigt nach 24 h Inkubation eine Phosphorylierung des EGF-Rezep-
tors in der Kontrolle und bei der Inkubation mit Bortezomib. Bei der Inkubation
mit OSI wird die Phosphorylierung unterbunden, auch wenn dort der EGF-Re-
zeptor exprimiert wird. Nach 72 h zeigt sich die Proteinbande bei der Inkubation

mit BTZ sehr schwach.
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Abbildung 102 Proteinexpression des EGF-Rezeptors in HCC4006WT. Inkubation
mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und 72 h.

Bei HCC4006Erl-Zelllinie ist weiterhin bei der Inkubation mit BTZ eine Phospho-
rylierung vom EGF-Rezeptor zu beobachten, auch wenn die Bande sich schwa-
cher abzeichnet als bei der WT-Zelllinie. Nach 72 h zeigt sich keine Proteinex-

pression mehr.
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Abbildung 103 Proteinexpression des EGF-Rezeptors in HCC4006Erl. inkubation
mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und 72 h.

Die HCC4006ErIOsi Zelllinie zeichnet sich dadurch aus, dass auch in der Kon-
trolle und in der Bortezomibinkubation nach 24 h im Gegensatz zu ihrer parenta-
len Zelllinie trotz Vorhandensein des EGFR, keine Phosphorylierung des EGF-

Rezeptors stattfindet.
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Abbildung 104 Proteinexpression des EGF-Rezeptors in HCC4006ErlOsi. Inkuba-
tion mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und 72 h.

4.26 Aktivierung weiterer Signalwege
Neben dem EGF-Signalweg, der den Angriffspunkt der EGFR-TKI darstellt, kon-

nen Krebszellen in weitere Signalwege Mutationen aufzeigen und eine vermehrte
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Aktivierung oder Deaktivierung eines Signalweges zur Folge haben. Aul3erdem
aktiviert der EGF-Signalweg Uber die nachgeschalteten Prozesse auch den Akt-

Signalweg.

In NSCLC ist der Akt-Signalweg haufig mutiert. Es sollte Gberpruft werden, wie
Akt, insbesondere in den mutierten NSCLC Zelllinien, exprimiert wird und ob die
Inkubation mit den verschiedenen Therapeutika den Akt-Signalwege genauso
wie den EGF-Signalweg beeinflusst. Phosphoryliertes Akt setzt den PI3K-Signal-

weg in Gang.

In HCC4006WT zeigt sich nach 72 h Inkubation mit OSI und in der Kombinati-
onsbehandlung mit OSI+BTZ eine schwachere Akt-Proteinbande. Bereits nach
24 h zeigt sich die schwachste Akt-Expression bei der Kombinationsinkubation
mit 5 uM OSI + 5 nM BTZ. Eine sehr schwache Expression beim phosphorylierten

und somit aktivierten Akt lasst sich nach 72 h in der Kontrolle feststellen.

HCC4006WT
24 h 72 h
osl - + - o+ S
BTZ - - + + - - + +
pAkt
Akt . — | — — -
:B'Aktin — N — [ I —

Abbildung 105 Proteinexpression des Akt-Signalwegs in HCC4006WT. Inkubation
mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und 72 h.

Die Zelllinie HCC4006Erl zeigt nach 72 h in der Kontrolle bei Akt die schwachste
Proteinexpression, die starkste Expression findet sich bei der 72-stlindigen Inku-
bation mit Osimertinib. Beim phosphorylierten Akt zeigt sich die schwachste
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Expression bei der Einzelinkubation mit OSI nach 24 h. Die starkste Expression

zeigt sich bei der alleinigen Inkubation mit BTZ fir 72 h.

HCC4006Er!
24 h 72 h
osl - + -+ - oy
BTZ - - + + - - + +
pAkt | | —
Akt — — - — — —
B-Aktin — e — — — —

Abbildung 106 Proteinexpression des Akt-Signalwegs in HCC4006Erl. Inkubation
mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und 72 h.

Die HCC4006ErIOsi Zelllinie zeigt uber alle Behandlungen eine hohe Akt-Expres-
sion, am starksten nach der Inkubation mit OSI fur 72 h und am schwachsten
nach der Kombinationsbehandlung fir 72 h. Nach 24 h zeigt sich in der Einzel-
kombination mit OSI die schwachste pAkt-Proteinbande, wahrend nach 72 h sich

bei der Osimertinib-Einzelinkubation die kraftigste p-Akt-Proteinexpression zeigt.

HCC4006ErIOsi
24 h 72 h
oSl - + - + - + - +
BTZ - - + + - _ + +
pAkt
Akt — — — — — N —
,B-Aktin T — e — — T — —

Abbildung 107 Proteinexpression des Akt-Signalwegs in HCC4006ErIOsi. Inkuba-
tion mit 5 uM OSI, 5 nM BTZ einzeln und in der Kombination fiir 24 h und 72 h.
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5 Diskussion

Die zielgerichtete Tumortherapie spielt in der Behandlung von NSCLC eine grof3e
Rolle. Tumoren mit bestimmten molekulargenetischen Mutationen (sogenannte
Treibermutationen) kdnnen mit spezifischen Medikamenten gezielt therapiert
werden. Darunter fallen Treibermutationen im EGFR, fur die EGFR-TKI thera-
peutisch verwendet werden. Dieses Therapieregime ist einer reinen Chemothe-
rapie Uberlegen (Maemondo et al., 2010, Ballard et al., 2016). Jedoch kommt es
bei der EGFR-Inhibition unweigerlich nach einer gewissen Behandlungszeit zu
Mutationen im Tumor, die die Wirkung der EGFR-TKI einschranken und Resis-
tenz vermitteln (Soria et al., 2018, Konig et al., 2021, Wu et al., 2020, Ballard et
al., 2016). Tritt eine Resistenz friher in der Therapie auf, liegt meistens eine off-
target Resistenz (vorwiegend MET-Amplifikation) vor, tritt eine EGFR-TKI Resis-
tenz spater auf, liegt meist eine on-target Mutation (vorwiegend C797S) vor. Dar-
uber hinaus kdonnen eine Vielzahl weiterer Mutationen auftreten (Soria et al.,
2018, Konig et al., 2021).

Diese durch die Therapie induzierten sekundaren Mutationen limitieren den the-
rapeutischen Einsatz von EGFR-TKI und sind daher ein grol3es Problem bei der
Behandlung von NSCLC Patienten. Es werden daher Strategien gesucht, die die
Resistenzentstehung weiter hinauszuzogern, sie Uberwinden oder sogar ganz

vermeiden konnen.

Tanimoto et al. konnten die Resistenz gegenuber zielgerichteter Therapie mit ei-
nem ALK-Tyrosinkinaseinhibitor durch die kombinierte Anwendung von Protea-
sominhibitor (BTZ) und ALK-Inhibitor in vitro Uberwinden (Tanimoto et al., 2021).
Der Mechanismus beruht auf der Expression des pro-apoptotischen BH3-only
Proteins NOXA. In Sarkomzelllinien konnte mithilfe einer Kombination aus BCL-
2-Inhibitor und Proteasominhibitor in Vorarbeiten ein vermehrter Zelltod induziert
werden (Muenchow et al., 2020, Weller et al., 2022). Es wurden erhdhte Level
von NOXA detektiert und dabei die ISR-Faktoren ATF3 und ATF4 hochreguliert.
Diese Ergebnisse weisen auf einen moglichen Nutzen der Kombination eines
EGFR-TKI mit BTZ in NSCLC-Zelllinien hin.
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Da die Tumoren von NSCLC-Patienten heterogene Mutationen aufweisen, haben
wir in dieser Arbeit 11 NSCLC-Zelllinien verwendet, die sich in ihrem EGFR-Mu-

tationsstaus unterscheiden.

Vorrangig wurden in dieser Arbeit Zelllinien mit Deletion L747 (HCC4006) bezie-
hungsweise Deletion E746 (H1650, HCC827) im EGFR-Gen untersucht. Aus die-
sen Zelllinien heraus wurden Zelllinien etabliert, die mutmallich alle eine off-tar-

get Mutation gegenuber EGFR-TKI aufweisen.

5.1 Zelltodinduktion in EGFR-WT-Zelllinien mit EGFR-TKI

In den beiden EGFR-Wildtypzelllinien (H1299 und A549) konnte kein erhdhter
Zelltod durch die EGFR-TKI Behandlung induziert werden. Auffallig war, dass in
der hochsten getesteten Konzentration von 50 uM, im Gegensatz zu den anderen
EGFR-TKI, GEFI als Erstgenerationen-EGFR-TKI <50 % Zelltod induzierte.

Wie zu erwarten, induziert GEFI als EGFR-TKI der ersten Generation in niedrigen
Konzentrationen keinen vermehrten Zelltod in den EGFR-WT-Zellen im Vergleich
zu der Kontrolle. Laut der Ergebnisse von Ko et al. hatte bei der Anwendung
eines 2. Generations-TKI die groRte Wirkung auf den Zelltod in EGFR-WT-Tu-
moren gefunden werden sollen (Ko et al., 2017). In dieser Arbeit zeigte sich bei
der Inkubation mit EGFR-TKI der 2. Generation in den niedrigen Konzentrationen
eine ahnliche Induktion von Zelltod wie bei dem EGFR-TKI der ersten Genera-
tion. Bei der Inkubation mit OSI zeigt sich in unseren Experimenten keine Wir-
kung auf die Zelltodinduktion, dieses Ergebnis stimmt mit der Literatur Gberein
(Ko et al., 2017).

Die EGFR-TKI wurden entwickelt, um spezifisch an EGF-Rezeptoren mit aktivie-
render Mutation, Uber Bindung an der ATP-Bindungsstelle, zu wirken (de Wit et
al., 2020, Wang et al., 2021). Der EGFR-TKI wirkt spezifisch an EGFR-mutierte
Zellen, sodass wie hier beobachtet in den WT-Zellen (d.h. ohne aktivierende
EGFR-Mutation), kein Zelltod induziert wird.

Bei der hdochsten getesteten Konzentration von 50 pyM zeigt der EGFR-TKI der
ersten Generation, GEFI, die geringste Zelltodinduktion, der EGFR-TKI der 3.
Generation, OSlI, die grote Zelltodinduktion (~50 % vs. ~90 % in den H1299,
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~20 % vs. ~90 % in A549). Das steht im Gegensatz zum beschriebenen Effekt,
den die EGFR-TKI auf Wildtyp-EGFR haben sollten. Die verwendete Konzentra-
tion von 50 uM EGFR-TKI war jedoch so hoch, dass davon auszugehen ist, dass
diese Konzentration zytotoxisch war, denn auch bei den nicht EGFR-mutierten
Zelllinien gingen hier fast alle Zellen nach 24 h Inkubation in Zelltod. Erstaunlich
ist, dass in der hohen Konzentration GEFI nicht so zytotoxisch ist wie AFA und
OSI. Maoglicherweise liegt dies an der Bindungsart: GEFI bindet kompetitiv und
die Bindung ist somit reversibel, ab der 2. Generation binden die EGFR-TKI irre-
versibel (Zhao et al., 2019, Lin et al., 2014, Amelia et al., 2022). ERLO ist wie
GEFI ein EGFR-TKI der 1. Generation. Bis Anfang 2016 war ERLO, auch als
Erhaltungstherapie bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC), deren Tumoren keine aktivierende
EGFR-Mutation aufweisen, zugelassen (Neal, 2010, Cicénas et al., 2016). Dies
steht im Gegensatz zu der geringen Zelltodinduktion mit GEFI im Zelllinienmo-
dell. Inzwischen wird ERLO nicht mehr in NSCLC ohne aktivierende EGFR-Mu-

tation eingesetzt (Ramalingam et al., 2020).

Die beiden getesteten EGFR-WT-Zelllinien (H1299, A549) reagierten unter-
schiedlich auf die EGFR-TKI. Vor allem die Reaktion auf die Inkubation mit GEFI
unterschied sich sehr zwischen H1299 und A549. Wahrend die H1299 unter 24
h Inkubation mit 50 yM GEFI zu 50 % in Apoptose gingen, zeigten die A549 in
der Inkubation mit 50 uM GEFI nur rund 20 % Apoptose.

Dieser Unterschied konnte dadurch erklart werden, dass sich die beiden NSCLC-
Zelllinien in ihrer Herkunft unterscheiden: Die A549 Zellen wurden aus einem A-
denokarzinom gewonnen, H1299 Zellen aus einem grof3zelligen Lungenkarzi-
nom. Von den NSCLC weisen 10-15 % der Tumoren Mutationen im EGFR auf
(Leonetti et al., 2019). Die meisten der NSCLC mit EGFR-Mutation sind Adeno-
karzinome (Westover et al., 2018). Die A549 stammen von einem Adenokarzi-
nom, weisen jedoch einen WT-EGFR auf. Das heil3t, der EGFR-TKI kann nicht
so spezifisch wirken, weil keine EGFR-Mutation vorliegt. Es wird vermutet, dass
die EGFR-TKI in groR3zelligen Lungenkarzinomzellen an Strukturen binden, die
in NSCLC-Adenokarzinomen nicht vorhanden sind. Aufgrund dieser starkeren
Bindung sind die EGFR-TKI in den H1299 wirksamer als in den A549.
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5.2 Zelltodinduktion in EGFR-WT-Zelllinien mit PI

Beide EGFR-WT-Zelllinien zeigen einen konzentrationsabhangigen Anstieg der
Apoptose bei Inkubation mit Bortezomib. Das Ansprechen unterscheidet sich in
beiden Zelllinien: A549 reagiert sensibler auf die Behandlung als H1299 (~80 %
vs. ~40 % bei 500 nM BTZ).

p53 ist ein Tumorsuppressor, der in vielen Tumorentitaten, auch NSCLC, mutiert
ist. Der p53-Status spielt somit auch bei der Wirkung von Tumortherapien eine
entscheidende Rolle und das mutierte Gen TP53 konnte als prognostisch un-
gunstig in NSCLC identifiziert werden (Saleh et al., 2022). Als Ziel fr zielgerich-
tete Therapien erweist sich p53 herausfordernd, weil es nicht Gber die typischen
Zielstrukturen fur eine targeted therapy verfugt und somit lange als nicht einer
zielgerichteten medikamentdsen Therapie zuganglich galt (Hassin and Oren,
2023). Zelllinien mit mutiertem p53 zeigten eine sechsmal grof3ere Resistenz ge-
genuber BTZ als Zellen mit nicht mutiertem p53 (Dubey and Schiller, 2005). A549
weist keine Mutation in p53 auf und zeigt eine groRere Apoptoseinduktion bei
einer Behandlung mit BTZ. Es wird bis zu doppelt so viel Zelltod bei gleichen
Konzentrationen im Vergleich zu den H1299 induziert. H1299 weist eine Deletion
im p53-Gen auf. NSCLC mit TP53-Mutationen sprachen schlechter auf eine The-
rapie mit EGFR-TKI an und zeigten eine schlechtere Prognose als die NSCLC-
Tumoren, die TP53-WT waren (Bennett et al., 1999, Canale et al., 2017). Es gibt
Ansatze, Mutationen von p53 sowohl mit RNA-Therapien (Hu et al., 2021) als
auch mit Hilfe zielgerichteter Immuntherapien zu behandeln, die auf T-Zell-Re-

zeptor-ahnlichen Antikdrpern basieren (Hsiue et al., 2021, Kim et al., 2022).

5.3 Zelltodinduktion in EGFR-WT-Zelllinien mit EGFR-TKI + Pl in Kombi-
nation
In praklinischen Studien, also Zelllinienmodellen und Tiermodellen, zeigten 20S-
Proteasominhibitoren in isolierter Anwendung eine Apoptoseinduktion
(Schenkein, 2004). Piperdi et al. hatten bereits die Kombination des Erstgenera-
tions-EGFR-TKI ERLO mit BTZ untersucht (Piperdi et al., 2007). Dabei wurden
auch die Zelllinien H1299 und A549 verwendet. Bei einer Inkubation von 72 h
zeigte sich in den A549 und den H1299 kein synergistischer oder additiver Effekt.

171



Dagegen zeigte sich eine Wirkung in H358. H358 ist eine Zelllinie mit EGFR-WT
und KRAS-Mutation (Umelo et al., 2015), die aus einem bronchoalveolaren Kar-

zinom gewonnen wurde. In Piperdi et al. wurde mit BTZ vorinkubiert und erst
nach 24 h wurde ERLO dazugegeben (Piperdi et al., 2007).

Da ERLO sich sowohl in vitro (Zelltod in Zellkultur) als auch in vivo (klinische
Studien), geringer wirksam zeigte als die anderen EGFR-TKI, wurde in der vor-
liegenden Arbeit GEFI als potenterer EGFR-TKI der 1. Generation bzw. AFA als
EGFR-TKI der 2. und OSI als EGFR-TKI der 3. Generation anstelle von ERLO
verwendet. In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine zeitgleiche Inkubation der Zel-
len mit BTZ und EGFR-TKI Uber 24 h. Auch mit den potenteren EGFR-TKI zeig-
ten sich ahnliche Ergebnisse wie in Piperdi et al., die die kombinierte Inkubation
von ERLO+BTZ in H1299 und A549 untersucht haben (Piperdi et al., 2007). Das
heilt, in der vorliegenden Arbeit konnte kein vermehrter Zelltod in der kombinier-
ten Inkubation auch von potenteren EGFR-TKI mit BTZ in A549 und H1299, d.h.

kein synergistischer oder additiver Effekt, nachgewiesen werden.

In der Kombination mit BTZ bestanden keine Unterschiede zwischen den EGFR-
TKI der verschiedenen Generationen (GEFI, AFA, OSI). In allen Kombinationen
GEFI+BTZ, AFA+BTZ und OSI+BTZ zeigte sich sogar ein geringerer Anteil an
Zelltod im Vergleich zu den Einzelbehandlungen (GEFI, AFA, OSI). Dies konnte
ein Hinweis sein, dass sich BTZ und EGFR-TKI in ihrer Wirkung gegenseitig be-
hindern, da sie bei der alleinigen Inkubation eine, wenn auch nur geringe Wirkung

zeigten.

Magliche Interaktionen von BTZ mit Zellmembranen wurde in abstrakten Model-
len untersucht. Ramalho et al. untersuchte die Lipophilie von BTZ und die daraus
resultierende Wechselwirkung mit der Membran (Ramalho et al., 2022). Die
Wechselwirkung mit dieser Membran flihrte zu einer Veranderung der Fluiditat.
Die Autoren sehen hierin eine mogliche Resistenz begrindet, da die Aktivitat von

Efflux-Transmembranproteinen von der Fluiditat der Membran abhangig sei.

In anderen Krebszellmodellen, beispielweise dem Nierenzellkarzinom, zeigten
sich Unterschiede auf den Zelltod abhangig von der Applikationsreihenfolge der

Wirkstoffe (Ramalho et al., 2022). Eine synergistische Zytotoxizitat zeigte sich,
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wenn die Zellen mit einem EGFR-TKI vorbehandelt wurden. Wenn die Zellen mit
BTZ vorbehandelt wurden, zeigte sich dagegen ein antagonistischer Effekt
(Ramalho et al., 2022). Es wird diskutiert, dass die Hemmung der NF-kB-Aktivitat
entscheidend bei der Reihenfolge der Medikamentenapplikation ist. Wird zuvor
mit EGFR-TKI vorbehandelt, werde die NF-kB-hemmende Wirkung von BTZ
deutlich verstarkt. Wird mit BTZ vorbehandelt, fihre dies zu einer unzureichen-
den NF-kB-Blockade (An and Rettig, 2007).

Nachfolgende Experimente sind nétig, um eine Abhangigkeit der Applikationsrei-
henfolge besser zu verstehen. In diesen Experimenten sollte sich auf eine Vorin-
kubation mit EGFR-TKI konzentriert werden, an die sich danach eine Inkubation
mit BTZ anschliel3t.

5.4 Zelltodinduktion in EGFR-mutierten-Zelllinien mit EGFR-TKI

Die verschiedenen mutierten EGFR-Zelllinien, die keine weiteren beschriebenen
Resistenzen gegen EGFR-TKI aufweisen (HCC827Mai, HCC827WT,
HCC4006WT), zeigten einen ahnlichen Anteil von apoptotischen Zellen nach In-
kubation mit EGFR-TKI. Der auffallig hohe Anteil von apoptotischen Zellen in der
hdchsten Konzentration (50 uM) wird dadurch erklart, dass die verwendete Kon-
zentration zytotoxisch wirkte. Deswegen wurde in der Kombinationsbehandlung

eine Konzentration von 5 uM der jeweiligen EGFR-TKI verwendet.

In allen Zelllinien zeigte OSI die potenteste Wirkung auf die Zelltodinduktion. Eine
Uberlegenheit des Drittgenerations-EGFR-TKI OSI konnte auch in klinischen
Studien gezeigt werden. OSlI zeigte einen Vorteil im progressionsfreien Uberle-
ben gegenlber den 1. und 2. Generations-EGFR-TKI (Soria et al., 2018,
Ramalingam et al., 2020). Dies hat dazu gefuhrt, dass inzwischen OSI als Erstli-
nientherapie in der Leitlinie empfohlen wird (Ettinger et al., 2022,

Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2024).

Es besteht ein konzentrationsabhangiger Einfluss der EGFR-TKI auf den Anteil
der Zellen, die in Apoptose gehen. Diesen Einfluss findet man in allen drei getes-
teten EGFR-TKI (GEFI, AFA, OSI). Eine Ausnahme bildet HCC827WT bei der
Inkubation mit EGFR-TKI (0,5 yM und 5 uM), aber nicht bei den HCC827Mai. Bei
der Inkubation mit allen drei EGFR-TKI in den HCC827WT wird kein vermehrter
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Zelltod induziert, d.h. eine Resistenz gegen EGFR-TKI in niedrigen Konzentrati-
onen ist anzunehmen und zeigt damit ein ahnliches Verhalten wie HCC827Erl.
Die HCC827Mai zeigt dagegen eine Zunahme der Apoptoserate schon ab einer
Konzentration von 0,5 yM EGFR-TKI und ist damit sensibel fur eine EGFR-TKI-
Therapie (vgl. 4.2.2).

Die HCC827 Zelllinie weist eine Exon 19 Deletion (del E746-A750) auf (Zhang et
al., 2020). In EGFR mutierten NSCLC ist eine Veranderung in Exon 19 die hau-
figste Mutation mit ~45 % aller EGFR-Mutationen in EGFR-TKI unbehandelten
Tumoren (Truini et al., 2019, Brown et al., 2022, Levantini et al., 2022). Es ist
eine ,Gain-of-Function“-Mutation (Levantini et al., 2022). Dadurch kommt es zu
einer Destabilisierung der inaktiven Konfirmation des EGF-Rezeptors. Dies fuhrt
zu einer verstarkten Dimerisierung und Aktivitat des Rezeptors. Es ist anzuneh-
men, dass die HCC827WT-Zelllinie eine weitere Mutation erworben hat, die sie
resistenter gegenuber einer Inkubation mit EGFR-TKI macht als die HCC827Mai.
Die HCC4006 weisen auch eine Deletion in Exon 19 auf (del L747 - E749).

Neben der Ex19Del ist die L858R die zweithaufigste Treibermutation flr eine Be-
handlung mit EGFR-TKI (~40 %). Dies ist eine Punktmutation in Exon 21, die wie
die Exon 19 Deletion zu einer Destabilisierung der inaktiven Konfirmation des
EGF-Rezeptors flhrt (Levantini et al., 2022).

Bereits die Erstgenerations-EGFR-TKI wurden entwickelt, um diese Mutationen
spezifisch zu adressieren (Amelia et al., 2022). Eine signifikante Verbesserung
des progressionsfreien Uberlebens zeigt sich bei dieser Mutation mit Erst-, Zweit-
und Drittgenerations-EGFR-TKI (Mok et al., 2009, Mitsudomi et al., 2010,
Maemondo et al., 2010, Zhou et al., 2011, Sequist et al., 2013, Soria et al., 2018).

In der vorliegenden Arbeit zeigt sich bei allen EGFR-TKI (GEFI, AFA und OSI)
bereits in den geringeren Konzentrationen (0,5 uM, 5 uM) ein erhdhter Zelltod in
den HCC827Mai und HCC4006WT, die Zelllinien, die besonders sensibel auf
eine Inkubation mit EGFR-TKI reagieren sollten. Die einzelnen Anteile von
apoptotischen Zellen unterscheiden sich nur gering. Jedoch zeigt sich vor allem
ein Unterschied von GEFI zu OSI in der héchsten verwendeten Konzentration

(50 uM). Der Anteil der toten Zellen ist bei GEFI deutlich geringer als im Vergleich
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zu AFA und OSI, Zelltod im Vergleich zur Kontrolle wird aber beobachtet. Zellen
mit einer Exon 19 Deletion oder einer L858R Mutation sprechen bereits gut auf
eine Inkubation mit GEFI an (Levantini et al., 2022). Jedoch zeigte sich, dass
AFA und besonders OSI auch in diesen Zellen mehr Apoptose induzieren und
deshalb ein 2. oder 3. Generations-EGFR-TKI eine bessere Wahl ware. Bei der
Behandlung von NSCLC-Tumoren in Patienten ist weiter zu beachten, dass OSI
auch die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden kann, ohne, dass sich dabei neue Si-
cherheitsbedenken zeigen und somit ein Einsatz von OSI bei ZNS-Metastasie-
rung vorteilhaft ist (Ohe et al., 2019).

Bei Patienten tritt unter EGFR-TKI mit einem Erstgeneration-TKI in den meisten
Fallen eine T790M-Mutation auf. AFA flhrte in HCC827WT in der Konzentration
von 5 yM auch zu einem vermehrten Zelltod. Es wird in der Literatur auch ein
partieller Effekt von AFA auf die T790M Mutation beschrieben (Tanaka et al.,
2017). Da OSI spezifisch fur diese Mutation entwickelt wurde und somit sehr se-
lektiv wirken musste, hatten wir mehr Zelltod in unseren Zelllinien erwartet. Die
Zelltodinduktion in den HCC827WT unterscheidet sich nicht zwischen einer In-
kubation mit 5 yM AFA und 5 uM OSI. Insofern ist ein Vorliegen einer T790M
Mutation in den getesteten Zelllinien unwahrscheinlich. Es ist wahrscheinlicher,
dass es auch in der immortalisierten Zelllinie zu zusatzlichen Mutationen gekom-
men ist, die eine Resistenz gegentber EGFR-TKI vermitteln. Um dies weiter zu
untersuchen, sollte eine molekulargenetische Analyse bzw. Sequenzierung des

Genoms der Zelllinie erfolgen.

5.5 Zelltodinduktion in EGFR-mutierten-Zelllinien mit Pl
In den EGFR-mutierten Zelllinien (HCC827Mai, HCC827WT, HCC4006WT)

konnte mit BTZ konzentrationsabhangig Zelltod induziert werden.

In fast allen EGFR-mutierten Zelllinien zeigt sich konzentrationsabhangige Zell-
todinduktion durch BTZ. Die einzige Ausnahme bildete die HCC4006Erl, bei der
BTZ in allen getesteten Konzentrationen keinen vermehrten Zelltod induzierte.
Diese Zelllinie weist zusatzlich auch eine p53-Mutation auf (p.Y205H). Zelllinien
mit mutiertem p53 zeigten eine sechsmal groliere Resistenz gegentber BTZ als
Zellen mit nicht-mutiertem p53 (Dubey and Schiller, 2005). Dies kdnnte eine
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Resistenz gegenuber BTZ erklaren. Jedoch weist die parentale Zelllinie
HCC4006WT diese Mutation auch auf, reagiert jedoch sensibel auf eine Borte-
zomibinkubation. Eine p53-Mutation scheint somit die Resistenz gegen BTZ nicht

ausreichend zu erklaren.

5.6 Zelltodinduktion in EGFR-mutierten-Zelllinien mit EGFR-TKI und PI

Nach der 24-stindigen Inkubation mit 5 nM BTZ + 5 yM EGFR-TKI (GEFI, AFA
oder OSI) zeigte sich in den untersuchten Zelllinien (HCC827Mai, HCC827WT,
HCC4006WT) kein synergistischer oder additiver Zelltod im Vergleich zu den Ein-
zelbehandlungen. Im Gegensatz zu den EGFR-WT-Zelllinien zeigte sich jedoch
auch kein verminderter Zelltod in der Kombinationsbehandlung (vgl. 5.3). Das
heilt eine gegenseitige Behinderung der Wirkstoffe scheint unwahrscheinlich.
Die Applikation der beiden Wirkstoffe erfolgte zeitgleich, wie auch in den EGFR-
WT-Zelllinien. Eine mdgliche Erklarung konnte sein, dass in den EGFR-WT-Zell-
linien der EGFR-TKI keine Moglichkeit zur suffizienten Bindung hatte und die ver-
starkte Wechselwirkung der eingesetzten Inhibitoren (PI+EGFR-TKI) die Wirk-

stoffe in ihrer eigentlichen Wirkung hemmen.

In EGFR-mutierten Zelllinien fuhrte eine alleinige Inkubation tGber 24 h mit einem
EGFR-TKI zu einem etwa gleich grof3en Anteil von Zelltodinduktion wie in der
kombinierten Inkubation. Die Kombination eines EGFR-TKI mit BTZ zeigt somit
keine synergistische Zelltodinduktion und scheint fur die Apoptoseinduktion nicht
effektiver zu sein als eine Einzelbehandlung. Die verwendeten Zelllinien
(HCC827Mai, HCC827WT, HCC4006WT) weisen neben der aktivierenden Mu-
tation im EGFR keine Resistenzen gegenuber EGFR-TKI auf und diese kénnen

sehr effektiv wirken.

In der klinischen Praxis werden die EGFR-TKI sehr erfolgreich in EGFR-mutier-
ten NSCLC eingesetzt (Leitlinienprogramm  Onkologie  (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2024). Bei zufriedenstellender Vertraglichkeit der Therapie ist
das vorrangige Problem das Therapieversagen der EGFR-TKI durch die Resis-
tenzentstehung des Tumors gegentuber den EGFR-TKI (Soria et al., 2018, Konig
et al., 2021, Wu et al., 2020, Ballard et al., 2016).
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In dieser Arbeit zeigt sich bei den Zelllinien mit Exon 19 Deletion (HCC827,
HCC4006) kein vermehrter Zelltod bei der Behandlung im Vergleich von AFA mit
GEFI. Der einzige Unterschied besteht bei der Konzentration von 50 uM EGFR-
TKI, bei der jedoch von einer zytotoxischen Wirkung ausgegangen werden kann.
Diese Konzentration von 50 uM EGFR-TKI kann als zytotoxisch angesehen wer-
den. AFA kann EGFR, HER2 (ErbB2) und HER4 (ErbB4) der EGF-Rezeptorfa-
milie irreversibel hemmen (Yap et al., 2010, Miller et al., 2012, Yu and Pao, 2013,
Bian et al., 2023). Bei Patienten mit einer Exon 19 Mutation zeigte AFA in vivo
allerdings ein besseres Overall Survival im Vergleich mit Erstgenerations-EGFR-
TKI (Nan et al., 2017).

Der Fokus dieser Arbeit war die Apoptoseinduktion. Das Design war nicht geeig-
net fur die Untersuchung, ob die Kombinationsbehandlung die Resistenzentwick-
lung verzogern oder ganz vermeiden kann, so wie bereits in anderen Kombinati-
onstherapien (z.B. Paclitaxel+GEFI) in NSCLC beobachtet (Papini et al., 2021).
Es lasst sich schlussfolgern, dass durch eine vermehrte Apoptoseinduktion zwar
eine Resistenzentwicklung nicht vermieden, aber wohl herausgezdgert werden
kann, da durch eine hohere Apoptoserate weniger Zellen die Moglichkeit zur Re-

sistenzentwicklung haben.

Um diese Fragestellung der zusatzlichen Resistenzentwicklung bei bereits
EGFR-mutierten Zellen zu untersuchen, wurden Zelllinien verwendet, die neben
einer ersten EGFR-Mutation noch weitere Mutationen aufweisen, die die Resis-

tenz gegen mindestens ein EGFR-TKI, meist ERLO oder GEFI, vermitteln.

Um neben den beiden bereits etablierten ERLO-resistenten Zelllinien weitere re-
sistente Zelllinien untersuchen zu kdnnen, wurden Zelllinien etabliert, die in der
Dauerkultur der Behandlung mit ERLO oder OSI in steigenden Konzentrationen

ausgesetzt waren, um so eine Resistenz zu induzieren.

5.7 Zelltodinduktion in EGFR-mutierten-Zelllinien mit Resistenz gegen
EGFR-TKI

Es wurden ERLO-resistente Zelllinien verwendet, die von der Uni Kent etabliert

wurden (HCC827Erl und HCC4006Erl) (, The Resistant Cancer Cell Line (RCCL)

collection“ der Universitat Kent (UK)).
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Alle Zelllinien (H1650, HCC4006, HCC827), unabhangig ob sie laut Literatur re-
sistent oder sensibel gegentber ERLO sein sollen, haben nur eine geringe Zell-
todinduktion bei der Inkubation mit ERLO gezeigt. HCC827WT und HCC4006WT
als auch die ERLO-resistenten Tochterlinien zeigten nach Inkubation mit ERLO
vergleichbare, niedrige Zelltodraten. Somit liefl3 sich die Erlotinibresistenz in die-

sen Zelllinien nur eingeschrankt nachvollziehen.

Von allen getesteten EGFR-TKI induzierte ERLO die niedrigsten Raten an
apoptotischen Zellen in allen untersuchten Zelllinien. In der klinischen Studie
FLAURA (NCT02296125) zeigte sich ERLO auch weniger potent als andere
EGFR-TKI (Ramalingam et al., 2020). Die beiden ERLO-resistenten Zelllinien
(HCC4006Erl, HCCB827Erl) zeigten sich jedoch im Gegensatz zu ihrer parentalen
Zelllinie (HCC4006WT, HCC827WT) bei den Behandlungen mit den EGFR-TKI
der zweiten und dritten Generation deutlich resistenter. Dies lasst eine Resistenz
der HCC4006Erl und HCC827Erl gegen mehrere EGFR-TKI vermuten.

Eine weitere in dieser Arbeit verwendete Zelllinie ist die H1650. Die Zelllinie
H1650 weist eine Deletion in Exon 19 auf (delE746-A750). Dies ist die gleiche
Deletion, die die HCC827WT aufweisen. Jedoch erweist sich die H1650 als deut-
lich weniger sensibel gegenuber der EGFR-TKI-Behandlung als die
HCC4006WT und HCC827WT. Dieses Ergebnis unserer Versuche wurde auch
in weiteren Studien beschrieben (Choi et al., 2010, Ayestaran et al., 2020). Die
H1650 sind homozygot fur eine Deletion in der 3 Region von PTEN, was so zum
PTEN-Verlust fuhrt (Sos et al., 2009). Die PTEN-Deletion liegt auf Chromosom
10 und wurde als Mitverursacher einer ERLO-Resistenz in EGFR-mutierten
NSCLC beschrieben (Sos et al., 2009). Deswegen wird diese Zelllinie auch zu
den EGFR-TKI-resistenten Zelllinien gezahlt. Mutation im PTEN-Gen als Resis-
tenzmechanismus ist auch in weiteren Tumoren, wie dem Glioblastom
(Mellinghoff et al., 2005), verbreitet.

Das Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN) wirkt als Tumorsuppressor und
beeinflusst den PISK/AKT/mTOR Signalweg (Xun et al., 2021, Fischer et al.,
2022, Huang and Fu, 2015). Der Resistenzmechanismus besteht darin, dass die

Hemmung des EGF-Rezeptors von der Hemmung des eigentlich
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nachgeschalteten PI3K-Signalwegs getrennt wird (Bianco et al., 2003). Eine
Uberwindung der Resistenz durch eine kombinierte Anwendung von EGFR-Inhi-
bitor und AKT-TKI wird diskutiert (Bianco et al., 2003). NSCLC-Patienten mit ei-
ner EGFR-Mutation und einer PTEN-Deletion haben ein signifikant verkurztes
progressionsfreies Uberleben im Vergleich zu Patienten mit Tumoren ohne
PTEN-Deletion (6 vs. 18 Monate) (Ferrara et al., 2021).

Ausgehend von den drei Zelllinien (H1650, HCC4006Erl, HCC827Erl) wurden
OSl-resistente Zelllinien etabliert (H16500si, HCC4006ErlOsi, HCC827ErlOsi).
Da die Etablierung mittels dauerhafter Exposition mit aufsteigenden Konzentrati-
onen von OSI erfolgte, ist, im Gegensatz zu einem gezielten Targeting, der Re-
sistenzmechanismus unbekannt. Die Inkubation mit aufsteigenden Konzentratio-
nen zur Etablierung einer Resistenz wurde auch von der Universitat Kent fur ihre
ERLO-resistenten Zelllinien verwendet (HCC4006Erl, HCC827Erl).

Bei der Therapie mit Erst- (ERLO, GEFI) oder Zweitgenerations-TKI (AFA) ent-
wickelt sich haufig eine T790M Mutation unter der laufenden EGFR-TKI-Thera-
pie. Gegen die T790M Mutation wurde ein spezifisch wirksamer EGFR-TKI ent-
wickelt, OSI (Ramalingam et al., 2020, Kobayashi et al., 2005, Yu et al., 2013,
Socinski et al., 2017).

Weil auch OSI keinen vermehrten Zelltod in HCC827Erl induziert, ist es unwahr-
scheinlich, dass die Resistenz der HCC827Erl gegen ERLO auf die Mutation
T790M zuruckzufuhren ist. Auch HCC4006Erl zeigt bei der OSI-Behandlung ahn-
lich geringe Zelltodraten wie bei der Behandlung mit GEFI, so dass auch hier eine

T790M Mutation als Resistenzmechanismus unwahrscheinlich ist.

Inzwischen wird in der Erstlinientherapie direkt auf OSI zurtickgegriffen, da es
sich in Studien auch den anderen beiden Generationen von EGFR-TKI als tber-
legen gezeigt hat (Ramalingam et al., 2020, Wu et al., 2020, Ballard et al., 2016,

Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2024).

Beim Einsatz von OSI| kommt es regelhaft zur Resistenzentstehung. Am haufigs-
ten liegt als Resistenzmechanismus eine MET-Amplifikation (off target) oder
C797S-Mutation im EGFR-Gen (on target) zugrunde (Chmielecki et al., 2023).
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EGFR-Inhibitoren, wie BLU-945, die spezifisch bei einer C797S Mutation wirken,
werden in klinischen Studien getestet (Schalm et al., 2020, Lim et al., 2024). Dies
sind Viertgenerations EGFR-TKI, die sich in verschiedenen Studien als erfolgs-
versprechend zeigen. Jedoch gibt es neben dieser on target C797S-Mutation und
der off target MET-Amplifikation, die man mit verschiedenen MET-Inhibitoren ad-
ressieren kann, eine ganze Reihe weiterer Mutationen, die eine Resistenzentste-
hung gegenuber den EGFR-TKI hervorrufen und somit das Gesamtuberleben

des Patienten reduzieren.

Neben den bereits genannten Mutationen (T790M, MET-Amplifikation, C797S)
gibt es weitere erworbene Mutationen in NSCLC-Tumoren mit aktivierender
EGFR-Mutation unter Therapie mit EGFR-TKI. ,Second-Site“ Mutationen des
EGFR sind mdglich, aber auch Amplifikationen, Verlust oder Aktivierung des
nachgeschalteten Signalwegs oder der Umgehung der Aktivierung (Rotow and
Bivona, 2017, Pao et al., 2005, Sequist et al., 2011, Liu et al., 2018). Es sind auch
Resistenzmechanismen beschrieben, wie eine EMT und eine SCLC-Transforma-
tion (Tulchinsky et al., 2019, Chang et al., 2016). Bei der SCLC-Transformation
werden Zahlen bis zu 15 % der EGFR-mutierten Adenokarzinome genannt, ins-
besondere getriggert durch erworbene EGFR-TKI-Resistenzen (Megyesfalvi et
al., 2023, Offin et al., 2019b, Piper-Vallillo et al., 2020).

Morphologisch unterschieden sich die ERLO-resistenten Zelllinien von ihrer Ur-
sprungszelllinie. Sie zeigen langlichere und spindelférmigere Zellen als die Ur-
sprungszelllinien (vgl. 4.13.1). Die lichtmikroskopischen und immunfluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen der HCC4006WT, HCC4006Erl, HCC827WT und
HCC827Erl geben Hinweise, dass in den HCC4006Erl und HCC827Erl eine EMT
stattgefunden hat und so den Resistenzmechanismus vermitteln (Kalluri, 2009,
Suda et al., 2011). Eine Anderung von epithelialem zu mesenchymalem Phano-
typ wahrend einer EGFR-TKI Behandlung ist selten (Sequist et al., 2011, Weng
et al., 2019, Sun et al., 2023). Tritt jedoch eine EMT auf, ist dies gekennzeichnet
von einer Zunahme der Tumoraggressivitat und der Metastasenbildung und so-
mit einer schlechten Prognose (Thompson and Newgreen, 2005, Hazan et al.,
2004, Kang and Massagué, 2004).
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Unsere Arbeitsgruppe konnte in den HCC4006Erl Zellen EMT-Marker (als mRNA
und Protein) nachweisen und die Hypothese einer EMT stltzen (Annika Harsch,
personliche Mitteilung). Auch die Zelllinie HCC827Erl zeigt langlichere, spindel-
formigere Zellen und unterscheidet sich damit morphologisch von ihrer parenta-
len Zelllinie HCC827WT. Dies macht auch eine zugrundeliegende EMT bei der
Resistenzentstehung wahrscheinlich. Da die Zellen durch eine Dauerexposition
mit ERLO entstanden sind, kdnnten auch heterogene Mutationen fur die Resis-

tenz ursachlich sein.

Die Zelllinie HCC4006Erl zeigt nicht nur eine ERLO-Resistenz, sondern auch
eine deutlich reduzierte Zelltodinduktion durch die anderen EGFR-TKI. Saafan et
al. beschreibt dartber hinaus in den HCC4006Erl als einen Resistenzmechanis-
mus eine Inhibition der Proteinphosphatase 2A (CIP2A) (Saafan et al., 2021).
CIP2A reguliert die Zellproliferation und flhrt zur konstitutiven Aktivierung des
Akt-Signalwegs (Lei et al., 2014). Akt ist eine Serin/Threoninkinase, auch als Pro-
teinkinase B bezeichnet und hemmt die Apoptose. An der Innenseite der Plas-
mamembran bindet die PH-Domane von Akt an PIP3, welches PDK1 rekrutiert.
Dann kann PDK1 Akt phosphorylieren und so aktivieren. Akt phosphoryliert re-
gulatorische Proteine, die das anti-apoptotische Protein BCL-2 binden und akti-
vieren, auch wird p53 vermehrt abgebaut (Chen et al., 2022). Die BH3-only Pro-
teine werden dadurch gehemmt und die Apoptose wird gehemmt. Uber die Wir-
kung von Akt via FOXO wird die Synthese der pro-apoptotischen BH3-only Pro-
teine wie BIM verhindert (Zhang et al., 2011). p53 wiederum stimuliert die Syn-
these der BH3-only Proteine.

Der Resistenzmechanismus via Inhibition der CIP2A zeigt sich auch in
HCC4006Erl. In den HCC4006Erl zeigte sich eine erhdhte Proteinexpression von
pAkt und Akt, auch wahrend der Behandlung mit OSI (vgl. 4.26). Saafan et al.
konnte eine Reduktion des CIP2A Levels durch BTZ beobachten, welches zu
einer Deaktivierung von Akt flhrte (Saafan et al., 2021). Deaktiviertes, also
dephosphoryliertes, Akt hemmt die Zellteilung und fordert die Apoptose
(Revathidevi and Munirajan, 2019). In HCC4006Erl insbesondere bei der Inkuba-
tion mit BTZ wurde eine erhdhte Proteinexpression von pAkt gefunden. Dazu
steht allerdings im Widerspruch, dass bei Inkubation mit BTZ
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durchflusszytometrisch ein vermehrter Zelltod gefunden wurde. In der Zelllinie
HCC4006ErlIOsi zeigte sich in der Kombinationsbehandlung OSI+BTZ auch eine
vermehrte Phosphorylierung von Akt. Auch hier fand sich eine vermehrte Zellto-
dinduktion in der durchflusszytometrischen Analyse. Dies spricht daftr, dass die
Zelltodinduktion bei der alleinigen Inkubation mit BTZ sowie in der kombinierten

Inkubation von OSI+BTZ unabhangig von Akt vermittelt wird.

Die HCC827ErlOsi zeigten starke morphologische Unterschiede zu ihrer Ur-
sprungszelllinie. Die Zellen wachsen sehr dicht in Inseln, die sich in der Immun-
fluoreszenz als eine Anhaufung von Zellkernen zeigten. Durch das kompakte
Wachstum konnten die fur die Immunfluoreszenz verwendeten Antikorper
TOM20 und a-Tubulin nicht in das Innere des Zellhaufens vordringen. Dieses
dichte, geclusterte Wachstum erschwert wahrscheinlich auch die Inkubation mit
den Medikamenten in der Zellkultur. Die Zelllinie war auch sehr stoffwechselaktiv:
Bei einer Konfluenz von weniger als 50 % war das Kulturmedium innerhalb eines
Tages verbraucht. Die Zelllinie wuchs kugelig, sodass sie aus der 2D Ebene der

Zellkultur auszubrechen drohte.

Die H16500si zeigen Charakteristika von EMT (Gloushankova et al., 2018,
Navas et al., 2020). In der Ursprungszelllinie H1650 zeigen sich die Zellen mit
intakten, engen Zell-Zell-Kontakten, die Zellen wachsen in Inseln. In H16500si
zeigen die Zellen nur lange Auslaufer zwischen den Zellen und bilden neue Zell-
Zell-Kontakte aus. Die ZellgroRe nimmt auf etwa das Doppelte zu. Es zeigte sich
kein spindelférmiges Aussehen, aber langliche Zellkontakte. Gosh et al. etab-
lierte auf ahnliche Art eine ERLO-resistente H1650 Zelllinie und beschreibt dort
eine EMT (Ghosh et al., 2012).

Dagegen erwies sich die Etablierung von Osimertinib resistenten Zelllinien aus
den gegen Erstgenerations-TKI sensiblen Zelllinien (HCC4006WT, HCC827WT,
HCC827Mai) als frustran: Die Zelllinien HCC4006WT und HCC827WT gingen
bei allen Ansatzen in Apoptose, sodass keine ausreichende Zellmenge fur eine
Dauerkultur erhalten werden konnte. Die HCC827Mai stellten unter der Dauer-
behandlung mit OSI ihre Zellteilung ein. Die Zellen wurden deutlich gréRer als in

der Ursprungszelllinie und proliferierten nicht mehr. Das Medium musste immer
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seltener gewechselt werden und schliel3lich I6sten sich die Zellen von der Zell-
kulturflasche ab und gingen somit in Apoptose. Auch bei der Variation der Kon-
zentration und einer Dauerinkubation mit geringeren Konzentrationen der EGFR-
TKI stellten die Zellen immer ihr Wachstum ein. Dieses Resultat wurde in der
Arbeitsgruppe unabhangig reproduziert. Dies wirft die interessante Frage auf, auf
welchen molekularen Unterschied zwischen HCC827 und HCC4006 dieser
Proliferationsstopp zuruckzufuhren ist. Beide Zelllinien weisen eine Mutation im

TP53-Gen auf, die als onkogen einzustufen ist (Soussi and Wiman, 2015).

5.8 Osimertinib resistente Zelllinien

Es wurden mit den neu etablierten OSI resistenten Zelllinien (HCC4006ErIOsi,
HCC827ErlOsi, H16500si) bereits 4-5 Wochen nach Start der dauerhaften Kulti-
vierung erste durchflusszytometrische Versuche durchgefihrt. Die Kultur war zu
Beginn wahrscheinlich inhomogen, sodass im Vergleich zu spateren Experimen-
ten (durchgefihrt ~2 Monate nach Start der Dauerinkubation), die durchflusszy-
tometrischen Zelltodanalysen nach 24 h Inkubation unterschiedliche Resultate

ergaben.

Erstaunlicherweise zeigte die Zelllinie HCC4006ErOsi auch eine vermehrte In-
duktion von Zelltod bei der Anwendung von GEFI. Dagegen zeigte sich ihre Ur-
sprungszelllinie HCC4006Erl resistent gegentiber GEFI. Dies kdnnte mdglicher-
weise einen Hinweis darauf geben, dass eine Kombinationsbehandlung von
EGFR-TKI verschiedener Generation in NSCLC Tumoren mit aktivierter EGFR-
Mutation therapeutisch sinnvoll sein konnte. Es wird vermutet, dass dieser Me-
chanismus Uber Bindungen an verschiedenen Stellen des Signalwegs vermittelt

wird.

Die Kombination EGFR-TKI verschiedener Generationen wird in verschiedenen
klinischen Studien aktuell getestet (Bertoli et al., 2022). Ein moglicher molekula-
rer Mechanismus kann uber die Position der Mutation in cis und trans erklart wer-
den (Niederst et al., 2015a, Arulananda et al., 2017, Wang et al., 2017).

Die Versuche zur Etablierung der OSI resistenten Zelllinien konnte nur aus Zell-
linien durchgeflihrt werden, die bereits eine Resistenz gegentuber EGFR-TKI auf-
wiesen (HCC827Erl, HCC4006Erl, H1650). Um tatsachlich nachzuweisen, dass
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die etablierte Zelllinie HCC4006ErlOsi OSl-resistent ist, wurde mittels Western
Blot die Proteinexpression des EGFR untersucht. OSI unterbindet die Aktivie-
rung, das heif’t die Phosphorylierung von EGFR. pEGFR ist aktiv und setzt den
weiteren Signalweg in Gang. Durch OSI wird diese Phosphorylierung unterbun-

den und der weitere Signalweg wird nicht in Gang gesetzt.

Der EGF-Rezeptor liegt in den HCC40060si vor, jedoch, nach Dauerinkubation
mit OSI nicht mehr in seiner aktivierten (d.h. phosphorylierten) Form. Sowohl in
der Kontrolle als auch nach der Inkubation mit OSI zeigt sich keine Phosphory-
lierung. HCC4006Erl als Ursprungszelllinie ohne OSI-Resistenz zeigte dagegen
in der Kontrolle (Inkubation ohne OSI) und bei der BTZ-Inkubation eine Phospho-
rylierung des EGF-Rezeptors. Das heildt eine Veranderung der Zelllinie unter
Dauerinkubation mit OSI hat stattgefunden, indem der EGF-Rezeptor auch in der
Abwesenheit von OSI nicht mehr phosphoryliert vorliegt und OSI die Phosphory-

lierung auch nicht mehr unterbinden kann.

Auffallend ist, dass, trotz der Umgehung der Aktivierung von pEGFR, in
HCC4006ErlOsi in der Kombinationsbehandlung OSI+BTZ mehr Zelltod induziert
wird, jedoch in geringeren Anteilen als in den HCC4006Erl, wo eine Unterbindung
der pEGFR Phosphorylierung durch die Hinzugabe von OSI stattfinden kann. Fur
ein Uberleben kann die Zelllinie vermutlich den EGFR-nachgeschalteten Signal-
weg unabhangig von pEGFR aktivieren. Moglicherweise greift der EGFR-TKI
nicht nur direkt in die Phosphorylierung des EGF-Rezeptors ein, sondern in Kom-
bination mit einem Pl weiter downstream im Signalweg. Es gilt in den nachsten

Schritten die Interaktion von Pl und EGFR-TKI zu untersuchen.

In Studienkollektiven besallen 3-14 % der Patienten, die eine Resistenz zu
EGFR-TKI zeigten, eine morphologische Umwandlung von NSCLC zu SCLC (Yu
et al., 2013, Marcoux et al., 2019). Bei dieser Umwandlung kommt es zu einer
persistierenden EGFR-Aktivierung bei einer verminderten EGFR-Expression
(Niederst et al., 2015b). In der HCC4006ErlOsi kommt es wahrscheinlich nicht zu
einer Umwandlung in SCLC. In unseren Western Blot Analysen wurde kein phos-
phoryliertes EGFR nachgewiesen, dafir aber eine deutliche EGFR-Expression.
Ein anderer EGFR-Resistenzmechanismus liegt wahrscheinlich vor, der jedoch
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in der Kombination von BTZ und EGFR-TKI in Teilen umgangen werden kann

und so Zelltod induziert.

5.9 Mitochondrium und Apoptose
Das Mitochondrium und die MOMP spielen bei der BCL-2-Protein getriggerten
Apoptose eine wichtige Rolle. In Krebszellen kommt es zu einer Umprogrammie-

rung des Energiestoffwechsels (Hanahan and Weinberg, 2011, Hanahan, 2022).

Die aerobe Glykolyse wird in dreifach negativen Brustkrebszellen durch den
EGFR-Signalweg gefordert (Lim et al., 2016). Wird EGFR in NSCLC-Zelllinien
durch EGFR-TKI gehemmt, kehrt dies den Warburg-Effekt um und reaktiviert die
oxidative Phosphorylierung (De Rosa et al., 2015). In dieser Arbeit wurde mit dem
Mito Stress Test die Sauerstoffverbrauchrate und die mitochondriale Funktion der
Zelllinien HCC4006WT, HCC4006Erl, HCC4006ErlOsi, H1650WT und H16500si
unter Inkubation mit 5 uM OSI und unter Kontrollbedingungen Uber 24 h unter-

sucht.

Die Funktion der Mitochondrien scheint durch OSI auch in den resistenten Zellli-
nien beeinflusst zu werden: Durch die Behandlung mit 5 uM OSI fur 24 h kommt
es in den EGFR-TKI resistenten Zelllinien (HCC4006Erl, HCC4006ErlOsi) zu ei-

ner ahnlich hohen Sauerstoffkapazitat wie ohne die Inkubation mit OSI.

Die Marker einer mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung, wie die von den
Mitochondrien gesteuerten ATP-Produktion, das mitochondriale Membranpoten-
zial und die maximale OXPHOS-Kapazitat, zeigten in den resistenten Zelllinien
unter OSI ein ahnliches Verhalten (HCC4006Erl, HCC4006ErlOsi) oder sogar er-
héht (H16500si) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Arbeitsgruppe
um Keon Wook Kang konnte einen ahnlichen Effekt in einer GEFI-resistenten
HCC827 Zelllinie finden und postulierte, dass eine langfristige Behandlung mit
EGFR-TKI den mitochondrialen Stoffwechsel reaktiviert (Kim et al., 2021). In Zu-
sammenschau der Daten und der von Kim et al. gilt es die Rolle des Mitochond-
riums bei der langfristigen Inkubation mit EGFR-TKI und ihre Rolle in der Resis-

tenzentstehung genauer zu untersuchen (Kim et al., 2021).
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5.10 Zelltodinduktion in EGFR-mutierten-Zelllinien durch eine kombinierte
Inkubation von EGFR-TKI+BTZ

Nach 24-stundiger Inkubation von BTZ mit einem EGFR-TKI (GEFI, AFA, OSI)

zeigt sich keine vermehrte synergistische Zelltodinduktion im Vergleich zu den

Einzelbehandlungen (BTZ, GEFI, AFA und OSI).

Bei Kombinationsbehandlungen mit BTZ und anderen Wirkstoffen als EGFR-TKI,
wurden in NSCLC-Zelllinien Effekte beschrieben (Ando et al., 2014, Sooman et
al., 2017): Ando et al. zeigte eine synergistische Wirkung der Kombination von
Adenovirus vermittelten Gentransfer von C9-Suizidgenen und BTZ (Ando et al.,
2014). Bei Sooman et al. konnten in einer Kombination von Proteasominhibition
mit Cisplatin, Gemcitabin oder Vinorelbin eine synergistische Wirkung nachwei-
sen (Sooman et al., 2017). Die verwendeten Zelllinien waren hoch resistent ge-
gen eine GEFI-Behandlung. Gerade in der Zelllinie U-2020, die eine geringe
GEFI-Resistenz hatte, zeigte sich ein sehr ausgepragter Synergismus bei der
Zelltodinduktion zwischen einer Kombination von b-AP15, einem PI, mit GEFI
(Sooman et al., 2017).

Da nach 24 h Inkubationszeit der Einfluss zwischen den verschiedenen Behand-
lungen in unseren Versuchen kaum ausgepragt war, wurden Experimente auch

mit Inkubationszeiten von 48 h und 72 h durchgefihrt.

Bei einer Verlangerung der Inkubationszeit zeigte sich in der sensiblen Zelllinie
HCC4006WT keine signifikante Induktion von Zelltod in der Kombinationsbe-
handlung OSI+BTZ im Vergleich zu OSI (vgl. Abbildung 76). OSI wurde verwen-
det, da es insbesondere bei den haufigen EGFR-Mutationen in Exon 19 effektiv
wirkt. Die Zelllinie besitzt eine Exon 19 Deletion und das beobachtete Ergebnis

ist somit zu erwarten.

Bei HCC4006Erl konnte bereits nach 48 h ein Trend zur Erhéhung des Zelltodes
in der Kombinationsbehandlung OSI+BTZ im Vergleich zur Einzelbehandlung
festgestellt werden. In dieser Zelllinie ist der vermutete Resistenzmechanismus
unter anderem eine EMT. Bei HCC4006ErlOsi konnte auch bereits nach 48 h
eine deutlichere Induktion des Zelltodes festgestellt werden.

186



Die Behandlung mit OSI+BTZ zeigte auch in der Zelllinie H1650WT eine starke
Zelltodinduktion. Diese Zelllinie zeigt Mutationen im nachgeschalteten Signalweg
in PTEN. Dagegen zeigte H16500si einen verminderten Zelltod im Vergleich zur
parentalen Zelllinie, aber auch hier zeigt sich ein signifikanter Zelltod in der Kom-
binationsbehandlung im Vergleich zu den Einzelbehandlungen (vgl. Abbildung
100).

5.11 BCL-2-Proteinfamilie
Die BCL-2-Proteinfamilie spielt eine entscheidende Rolle bei der Apoptose, aber
auch bei der Resistenzentstehung von NSCLC unter EGFR-TKI-Therapie.

In HCC4006WT zeigte sich nach 72 h mit isolierter Inkubation mit BTZ eine In-
duktion von BCL-xL, einem anti-apoptotischen Protein. Bei der Inkubation mit
BTZ lagen auch die proapoptotischen Proteine BAK, BAX und insbesondere BOK
vermehrt vor. BAK wird auch in der Kombinationsbehandlung OSI+BTZ starker
exprimiert. BAK kann so die MOMP-Bildung férdern (Pefa-Blanco and Garcia-
Saez, 2018). Wahrend BAX vor allem cytosolisch vorliegt, zeigt sich BAK im Mi-
tochondrium (Griffiths et al., 1999, Pefa-Blanco and Garcia-Saez, 2018). BH3-
only Proteine interagieren mit aktivem BAX und BAK (Chipuk et al., 2010,
Shamas-Din et al., 2011, Kaloni et al., 2023). Die Aktivierung von BAX, BAK und
BOK fluhrt zu einer Konformationsanderung und es kommt zu einer Homooligo-
merisierung der Proteine in der auferen Mitochondrienmembran. Dieser Prozess
fuhrt zur Porenbildung (MOMP) und Cytochrom C wird freigesetzt. Dies aktiviert

im Zytosol wiederum die Caspasen und die Apoptose schreitet voran.

Bei HCC4006Erl wird nach 24 h Inkubation mit BTZ BCL-xL als anti-apoptoti-
sches Protein verstarkt exprimiert. Nach 72 h werden BAX und BOK vermindert
in der Kombinationsbehandlung exprimiert, obwohl sich hier der gréfte Zelltod
zeigt. Moglicherweise sind bereits so viele Zellen in Apoptose gegangen, sodass

sich die Proteinexpression im Vergleich zur Kontrolle vermindert darstellt.

In den HCC4006ErIOsi zeigt sich Uber alle 3 Behandlungen (BTZ, OSI, OSI+BTZ)
und die Kontrolle hinweg eine Expression von BOK. Das kann ein Zeichen dafur
sein, dass die Zelllinie insgesamt noch nicht vollstandig ihre Resistenz gegen OSI

in der Dauerkultur ausgebildet hat und insgesamt vermehrt in Apoptose geht.
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BCL-xL wird vermehrt in der OSI-Behandlung exprimiert, was darauf hinweisen

kann, dass die Zelllinie bereits eine gewisse Resistenz etabliert hat.

5.12 NOXA und integrierte Stressantwort

In den Kombinationsbehandlungen zeigt sich in allen 3 HCC4006 Zelllinien
(HCC4006WT, HCC4006Erl, HCC4006ErlOsi) bereits nach 24 h eine Induktion
von NOXA. Die Kombinationsbehandlung konnte in HCC4006WT und
HCC4006Erl auch die transkriptionelle Aktivierung von PMAIP1 nach 24 h Inku-

bation induzieren.

In der Inkubation mit BTZ wird auch NOXA induziert, jedoch schwacher als in der
Doppelkombination von OSI+BTZ. Deswegen kann die verstarkte Expression in
der Kombination OSI+BTZ nicht durch eine alleinige Akkumulation von NOXA
durch den inhibierten Abbau des Proteasoms erklart werden. Es ist bekannt, dass
Proteasominhibitoren NOXA induzieren, was wiederum zu einer Inhibition von
MCL-1 fGhrt (Touzeau et al., 2018, Muenchow et al., 2020, Weller et al., 2022).
Auch wurde eine NOXA-Induktion durch die kombinierte Anwendung von BTZ
mit ALK-Inhibitoren, einem anderen Tyrosinkinaseinhibitor, in NSCLC beschrie-
ben (Tanimoto et al., 2021). Die NOXA-Induktion durch eine kombinierte Anwen-
dung von EGFR-TKI und Pl ist von uns erstmalig beschrieben worden (Orth et
al., 2023).

NOXA ist der einzige selektive Antagonist der BH3-only-Untergruppe: Es bindet
nur das anti-apoptotisch wirkende MCL-1 und vermittelt so eine Induktion des
Zelltodes (Haschka et al., 2015, Chen et al., 2005). MCL-1 wird analog zu NOXA
induziert und dadurch gebunden und die Apoptose wird induziert. Das hochste
Proteinlevel zeigt MCL-1 in der spaten S-Phase oder friihen G2-Phase (Chen et
al., 2018, Tantawy et al., 2023).

Der Nachweis von NOXA nach 72 h Inkubation wurde dadurch erschwert, dass
nach 72 h in den Kombinationsbehandlungen fast alle Zellen in Apoptose gegan-
gen sind. Andere BCL-2-Proteine, die auch in apoptotischen Zellen vorhanden
sind, konnten dagegen eindeutig auch nach 72 h detektiert werden. So kann aus-

geschlossen werden, dass die fehlende NOXA-Expression auf methodische
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Grinde zuruckzufuhren ist. Die Auswertungen zur NOXA-Expression erfolgten

daher nach einer Inkubation von 24 h.

Die integrierte Stressantwort (ISR) wird auch durch die Kombinationsbehandlung
von OSI+BTZ getriggert. Die Transkriptionsfaktoren der ISR, ATF3 und ATF4,
steigern die Expression von NOXA Uber das Gen PMAIP1 und fihren somit zu
einer Inhibition von MCL-1 (Weller et al., 2022). Eine Aktivierung der Stress-Kina-
sen kann angestrebt werden, um den Effekt der ISR zu nutzen. Erlotinib kann
den proteasomabhangigen Abbau von MCL-1 schnell und deutlich verstarken
und erhdéht die Phosphorylierung von elF2a, was zu einer Aktivierung von ISR
fuhrt (Arai et al., 2020).

Das besondere an der ISR ist, dass bei Verlangsamung der Proteinsynthese die
Level an spezifisch translatierter mRNA und die Synthese von ATF4 gleichzeitig
erhoht werden konnen (Pakos-Zebrucka et al., 2016, Costa-Mattioli and Walter,
2020). Mutierter EGFR tragt zur ATF4-Induktion nach GCN2-Aktivierung in
NSCLC-Zellen bei (Takahashi et al., 2023). Yan et al. konnte zeigen, dass das
Zytostatikum Pemetrexed in NSCLC die NOXA-Expression erhéht und so
Apoptose induziert (Yan et al., 2014). Die globale Proteinsynthese wird reduziert
und die Translation spezifischer mRNAs oder von open reading frames (ORFs)
beginnend von alternativen Startcodons gestartet. Dies flhrt zu einer erhéhten
Expression von ATF3 und ATF4 (Weller et al., 2022).

In allen HCC4006 Zelllinien (HCC4006WT, HCC4006Erl, HCC4006ErIOsi) zeigt
sich eine vermehrte Expression von ATF4 in der Kombinationsbehandlung
OSI+BTZ, parallel zur Induktion von NOXA. Insbesondere in den HCC4006ErIOsi
wird ATF4 in der Kombinationsbehandlung vermehrt exprimiert. In HCC4006WT
und HCC4006Erl wird auch bei der isolierten BTZ-Inkubation ATF4 verstarkt ex-
primiert. In diesen beiden Zelllinien wurde auch die mRNA-Expression unter-
sucht. ATF4 wird hier auch unter der BTZ-Inkubation und in der Kombinationsin-
kubation verstarkt exprimiert (vgl. Abbildung 93, Abbildung 95).

ATF3 zeigte dagegen in den HCC4006WT unter OSI+BTZ keine erhdhte mRNA-
oder Proteinexpression. In den HCC4006Erl zeigte sich eine hohe mRNA-
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Expression und eine erhohte Proteinexpression in der BTZ-Inkubation sowie bei
der kombinierten Inkubation mit OSI+BTZ.

Aus diesen Ergebnissen wird gefolgert, dass ATF3 und ATF4 wichtig fur die Zell-
todvermittlung in der Kombinationsbehandlung OSI+BTZ sind. Der genaue Me-
chanismus muss in weiterfuhrenden Studien wie ATF3- und ATF4-knockout Zel-

len untersucht werden.

Viertgenerationen EGFR-TKI befinden sich bereits in klinischen Studien. Diese
EGFR-TKI wurden vorrangig fur eine C797S Mutation entwickelt und wirken spe-
zifisch. Die C797S Mutation ist eine haufig unter Einsatz von OSI entstehende
Mutation (Leonetti et al., 2019). Die Ergebnisse erster Studien (Schalm et al.,
2020, Lim et al., 2024) sehen vielversprechend aus, missen jedoch noch weiter
vertieft werden. Auch gibt es neben der haufigen C797S Mutation sehr viele wei-
tere Mutationen, die nicht elegant mit einem EGFR der 4. Generation adressiert
werden konnen und in denen eine Kombination aus EGFR-TKI und BTZ ein mog-
licher Ansatz ware. Darlber hinaus kann es auch beim Einsatz eines 4. Genera-
tions-EGFR-TKI zu einer Resistenzentstehung kommen. Deshalb sind Kombina-
tionstherapien zur Uberwindung mdglicher Resistenzen bei der NSCLC Behand-

lung weiterhin ein sinnvolles Konzept.

5.13 Ausblick

Diese Arbeit untersucht in vitro in EGFR-mutierten NSCLC-Zelllinien die Kombi-
nationstherapie mit bereits fir andere Indikationen zugelassenen Wirkstoffen.
Der gleichzeitige Einsatz verschiedener Medikamente ist ein etabliertes Verfah-
ren in vivo in der Hamatologie und Onkologie. Die hier in vitro getestete Kombi-

nation von OSI+BTZ wurde bisher noch nicht in in vivo Studien untersucht.

In verschiedenen NSCLC-Zelllinien mit spezifischer EGFR-Mutation und zusatz-
licher Resistenz gegen mindestens ein EGFR-TKI (HCC4006Erl, HCC4006Er-
|Osi, HCC827Erl, HCC827ErlOsi, H1650WT, H16500si) konnte durch die kom-
binierte Anwendung OSI+BTZ vermehrt Apoptose induziert werden.

Vor einer Anwendung in der Klinik mussten die Ergebnisse an weiteren NSCLC-

Zelllinien bzw. an Zellen von Patienten, die unter EGFR-Therapie einen Progress
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erlitten, in vitro bestatigt werden. Weiter miussten Studien zur Wirksamkeit und
Vertraglichkeit der Kombinationsbehandlung in vivo durchgeflhrt werden. So
konnte Bai et al. bereits in subkutanen Xenograft-Modellen erfolgreich mit 6 ver-
schiedenen NSCLC-Zelllinien (u.a. A549) mit BTZ eine signifikante Verringerung

des Tumorvolumens zeigen (Bai et al., 2023).

Bei alleiniger Anwendung sind BTZ und OSI gut wirksam und sicher vertraglich.
In der FLAURA Studie zeigten sich unerwunschte Arzneimittelwirkungen Grad 3
oder héher seltener im OSI-Arm als im Arm der anderen EGFR-TKI. Am haufigs-
ten zeigte sich ein Ausschlag (58 %), Durchfall (58 %) und trockene Haut (37 %).
OSI kann die QT-Zeit verlangern, die meisten Nebenwirkungen entsprachen
Grad 1. Es wurde kein todlicher Fall eines Torsade de Pointes oder eines verlan-
gerten QT-Intervalls beschrieben. Eine weitere schwerwiegendere Nebenwir-
kung ist die interstitielle Lungenerkrankung (2 %). Insgesamt litten 22 % der OSI-
Arm-Patienten unter schwerwiegenderen Nebenwirkungen (Soria et al., 2018,

Ramalingam et al., 2020).

Bei einer Therapie mit BTZ kann es zu gastrointestinalen Beschwerden wie Di-
arrhd und Ubelkeit kommen. AuBerdem ist eine hamatologische Toxizitat haufig,
die zu einer Panzytopenie fuhren kann. Haufig treten auch eine periphere Neu-
ropathie sowie eine orthostatische posturale Hypotonie und thromboembolische
Ereignisse auf. Aullerdem kann es zu einer Verschlechterung oder eines akuten

Auftretens einer Herzinsuffizienz kommen.

In anderen Kombinationsstudien zeigte OSI eine sichere und klinische Wirksam-
keit. In einer Phase IB-Studie stellte sich die kombinierte Anwendung von OSI
und Navitoclax, einem BCL-2/BCL-xL-Inhibitor, als sicher und klinisch wirksam
heraus (Bertino et al., 2021). Die Kombination von OSI| und BTZ in in vivo Studien

wurde noch nicht untersucht.

Die Kombinationstherapie OSI+BTZ ware in der klinischen Praxis interessant, da
zumindest der EGFR-TKI peroral verabreicht werden kann, BTZ wird dagegen
parenteral verabreicht. Insofern ist der logistische Aufwand fir den Patienten bei
einer Kombinationsbehandlung, wenn man die beiden Medikamente nicht in
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einer Sitzung geben kann, vergleichsweise gering, weil die Tabletteneinnahme in

der hauslichen Umgebung durchgeflhrt werden kann.

Die Etablierung von resistenten NSCLC-Zelllinien gestaltete sich herausfordernd.
Dies weist auf eine Heterogenitat innerhalb der NSCLC-Zellen hin. Auch wenn
sich Tumoren einer Subklasse, wie beispielsweise Adenokarzinome des NSCLC
mit aktivierender EGFR-Mutation in vielen Aspekten ahneln, unterscheiden sich
die Tumoren doch auch unter anderem in einem Ansprechen auf eine EGFR-
TKI-Therapie. Dies zeigt die Wichtigkeit einer individuellen auf den Patienten und
seinen Tumor zugeschnittenen Tumortherapie. Da Mutationen unter Therapie
auftreten, muss die Therapie standig reevaluiert und angepasst werden. Insofern
ist die Etablierung von frihzeitigen Markern von Resistenzentstehung in Tumo-
ren wichtig. Dazu ist eine molekulargenetische Untersuchung der Tumoren an-

zustreben, um ein besseres Therapieregime flr den Patienten zu identifizieren.

5.14 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Resistenz gegenuber EGFR-spezifi-
schen Tyrosinkinaseinhibitoren in TP53-mutierten Lungenkarzinomzelllinien
durch Proteasominhibition iberwunden werden kann. In verschiedenen NSCLC-
Zelllinien mit spezifischer EGFR-Mutation und zusatzlicher Resistenz gegen min-
destens einen EGFR-TKI (HCC4006Erl, HCC4006ErlOsi, HCCB827Erl,
HCC827ErlOsi, H1650WT, H16500si) konnte durch die kombinierte Anwendung
von EGFR-TKI (OSl) und PI (BTZ) vermehrt Apoptose induziert werden. Als Me-
chanismus haben wir eine Induktion des proapoptischen Proteins NOXA identifi-
ziert. Diese Arbeit ergab weiter, dass eine langfristige Behandlung mit EGFR-TKI

zu einer Reaktivierung des mitochondrialen Stoffwechsels fuhrt.
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6 Zusammenfassung

Lungenkarzinome stellen die Krebsentitat mit den meisten Todesfallen pro Jahr
weltweit dar. Trotz zielgerichteter Therapiemoglichkeiten lag die relative 5-Jah-
res-Uberlebensrate im Zeitraum 2017-2019 bei NSCLC bei ~22 %. Verschiedene
EGFR-Inhibitoren werden mit einer guten Vertraglichkeit und einem guten An-
sprechen in der Therapie eingesetzt und konnten das Gesamtuberleben verlan-
gern. Jedoch entsteht nach einer gewissen Zeit Resistenz gegen die EGFR-TKI,
was deren Einsatz und das Uberleben des Patienten einschrankt. In diesen Fal-
len muss bislang meistens auf eine klassische Chemotherapie mit ihren Neben-

wirkungen zurlckgegriffen werden.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Resistenz gegenliber EGFR-spezifi-
schen TKI in TP53-mutierten Lungenkarzinomzelllinien durch Proteasominhibi-
tion Gberwunden werden kann. Dazu wurden 11 verschiedene NSCLC-Zelllinien
mit verschiedenen EGFR-TKI und BTZ Uber einen Zeitraum von 24-72 h inkubiert
und in durchflusszytometrischen Analysen die Apoptoseraten bestimmt. Dartber
hinaus wurden Western Blot Analysen und gPCR mit einem Fokus auf die BCL-
2-Proteinfamilie durchgefuhrt. Erganzt wurden die Untersuchungen durch Licht-
mikroskopie, Immunfluoreszenzmikroskopie, sowie Mito Stress Test Analysen

zur Mitochondrienfunktion.

Wahrend EGFR-WT Zelllinien keinen signifikanten Einfluss auf die Apoptose
durch eine Inkubation mit EGFR-TKI zeigten, zeigten sich die EGFR-mutierten
Zelllinien sehr sensibel auf eine Inkubation mit den EGFR-TKI. Die kombinierte
Inkubation von EGFR-TKI + BTZ zeigte in auf EGFR-sensiblen Zelllinien keinen
Zusatznutzen hinsichtlich der Apoptoseraten. Dagegen zeigte die kombinierte
Behandlung von EGFR-TKI + Pl in den verschiedenen getesteten NSCLC-Zellli-
nien mit einer spezifischen EGFR-Mutation und zusatzlich einer Resistenz gegen
mindestens einen EGFR-TKI durch die kombinierte Anwendung von EGFR-TKI
und Pl einen vermehrten Zelltod. Dieser vermehrte Zelltod wurde mutmafRlich
Uber die Induktion des pro-apoptotischen Proteins NOXA vermittelt. AuRerdem
zeigte eine langerfristige Behandlung mit EGFR-TKI eine Reaktivierung des mi-
tochondrialen Stoffwechsels.
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Trotz der vielversprechenden in vitro Resultate mussen die Ergebnisse vor einer
klinischen Anwendung an weiteren NSCLC-Zelllinien bzw. an Zellen von Patien-
ten, die unter EGFR-Therapie einen Progress erlitten, in vitro bestatigt werden.
Weiter mussten Studien zur Wirksamkeit und Vertraglichkeit der Kombinations-

behandlung in vivo (Tiermodell) durchgefuhrt werden.

Die Ergebnisse zeigen die Heterogenitat der NSCLC-Zelllinien. Auch wenn sich
Tumoren einer Subklasse, wie beispielsweise Adenokarzinome des NSCLC mit
aktivierender EGFR-Mutation, in vielen Aspekten ahneln, unterscheiden sich die
Tumoren doch auch unter anderem in einem Ansprechen auf eine EGFR-TKI-
Therapie. Dies zeigt die Wichtigkeit einer individuellen auf den Patienten und sei-
nen Tumor zugeschnittenen Tumortherapie. Da Mutationen unter Therapie auf-
treten, muss die Therapie standig reevaluiert und ggf. angepasst werden. Inso-
fern ist die Etablierung friher Marker flr die Resistenzentstehung in Tumoren
wichtig. Dies kann durch molekulargenetische Untersuchung der Tumoren oder
von aus Blut isolierten Tumorzellen oder zellfreier Tumor-DNA erreicht werden,

um ein besseres Therapieregime fur den Patienten zu identifizieren.
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