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1 Einleitung

Krebs ist die zweithäufigste Todesursache weltweit, 2018 gab es weltweit ca. 18
Millionen neue Krebserkrankungen und 9 Millionen Krebstote [20, 52]. Alleine in
Deutschland erkrankten 2018 ca. 608 000 Menschen an Krebs. Die am häufigs-
ten vorkommenden Krebsentitäten sind das Lungen- und Mammakarzinom, die je-
weils ca. 11 % der weltweiten Krebserkrankungen ausmachen. Bei Frauen ist mit
Abstand das Mammakarzinom am häufigsten mit 24,2% aller Erkrankungen, bei
Männern macht das Prostatakarzinom, als häufigste Krebsart, 13,5% der Krebser-
krankungen aus. Betrachtet man die Mortalitätsdaten, steht bei Männern das Lun-
genkarzinom weit vorne: Über 20% aller weltweiten Krebstoten sind durch Lungen-
tumoren verursacht. Bei Frauen machen Mammakarzinom und Lungenkarzinom 15
bzw. 13% der Krebstoten aus [20, 52]. Insgesamt steigt die Anzahl an Krebserkran-
kungen an, neue Therapiemöglichkeiten werden laufend erforscht. Neben den tradi-
tionellen zytotoxischen Chemotherapien, die auf molekularer Ebene mit der Tumor-
genese interferieren und z. B. die Zellteilung stören, wurden in den letzten Jahren
vermehrt zielgerichtete Therapiemöglichkeiten erforscht und erprobt. Ein Beispiel
sind klein-molekulare Inhibitoren, oft mit der Endung „-ib“, die mit intrazellulären
Rezeptoren interagieren können. Die meisten bis heute entwickelten Inhibitoren in-
terferieren mit Enzymen, wie etwa den Rezeptor-Tyrosinkinasen [128].

1.1 Krebsmerkmale „Hallmarks of Cancer“

Der Begriff Krebs beschreibt nicht eine einzige Erkrankung, sondern es werden
verschiedene Entitäten und Ausprägungen mit unterschiedlichen Eigenschaften zu-
sammengefasst. Gemeinsamkeiten finden sich auf der zellulären Ebene. Krebszel-
len entstehen in den meisten Fällen durch Mutationen in der DNA (Desoxyribonu-
kleinsäure). Diese können durch die Einwirkung von Mutagenen entstehen oder
spontan im Laufe des Lebens akquiriert werden, weswegen im Alter prozentual
die meisten Krebserkrankungen auftreten. Krebszellen sind meist in der Hinsicht
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1 Einleitung

verändert, dass die normalen Regulationsmechanismen für Wachstum und Proli-
feration ausgehebelt sind. Somit werden die veränderten Zellen nicht apoptotisch,
sondern überleben und vermehren sich stark [1]. Zusammenfassend kann man die
komplexen Eigenschaften von Krebszellen mit einigen Prinzipien beschreiben, den
„Hallmarks of Cancer“, die 2000 erstmalig von Douglas Hanahan und Robert Wein-
berg beschrieben wurden [62]. Krebszellen haben die Fähigkeit, Proliferationssi-
gnale zu erhalten, ohne, dass die Homöostase von Wachstum und Untergang, die
sonst strikt reguliert wird, beachtet werden muss. Dies kann durch die Produktion
von Wachstumsfaktoren geschehen oder durch Signale an die umgebenden Zellen
im Tumorstroma, die die Krebszellen mit Wachstumsfaktoren versorgen. Die Rezep-
tordichte für Liganden von Wachstumsfaktoren kann erhöht werden, oder es kann
eine Strukturveränderung in den Rezeptoren vorliegen, so dass keine Stimulation
durch Liganden mehr nötig ist, um sie zu aktivieren [63].

Eine weitere Besonderheit von Krebszellen ist die Fähigkeit, wachstumshemmen-
den Signalen zu entgehen. Dies wird vor allem durch Tumorsuppressorgene verur-
sacht. Zwei Beispiele für Tumorsuppressorgene sind RB und p53. p53 ist das am
häufigsten mutierte Gen in Tumoren. Das p53-Protein ist ein Sensor für Stress und
Zellschäden und kann den Zellzyklus pausieren, bis sich die Homöostase wieder
eingestellt hat. Der Prozess der Apoptose kann durch p53 ausgelöst werden, wenn
Alarmsignale vorhanden sind (vgl. die Signalwege in der Zelle in Abb. 1.1). Durch
RB werden verschiedene zelluläre Signale integriert und als Reaktion darauf wird
entschieden, ob die Zelle weiter im Zellzyklus voranschreiten darf oder nicht. In vie-
len Tumorentitäten ist eine Inaktivierung von RB beschrieben. So erhöht der Verlust
von RB bei Kindern und Jugendlichen das Risiko ein Osteosarkom zu entwickeln
[56, 140]. Es wird vermutet, dass bei der Entstehung von Zervixkarzinomen und
Kopf-Hals-Tumoren durch Humanes Papillomavirus (HPV), die Inaktivierung von
RB eine Rolle spielt. In mehr als 90% der Fälle von kleinzelligem Lungenkarzinom
(SCLC (Small cell lung cancer)) ist RB inaktiviert [26]. Meuwissen et al. [93] konnten
am Mausmodell zeigen, dass SCLC durch die Inaktivierung von p53 und RB indu-
ziert werden kann. Studien zeigten, dass bei ca. 50% der Patienten mit HNSCC
Punktmutationen von p53 vorliegen [67].

Krebszellen zeichnet auch die Fähigkeit aus, den programmierten Zelltod, die Apop-
tose, zu umgehen. Apoptose ist eine Reaktion der Zellen auf Stress und gefährliche
Situationen. Die Zellteilung und somit Vermehrung der DNA wird genau überwacht,
und bei DNA-Schäden, die nicht reparabel sind, wird der Prozess der Apoptose ein-
geleitet. Auch die klassische Krebstherapie mit Chemo- und/oder Strahlentherapie
wirkt über eine Schädigung der DNA [108]. Autophagie ist eine Reaktion der Zelle
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1 Einleitung

auf Stress, wie z. B. den Mangel von Nährstoffen. Während der Autophagie wer-
den zelluläre Organellen abgebaut und die daraus entstehenden Katabolite für die
Biosynthese recycelt. Auch der Autophagiemechanismus wird von einigen Tumor-
zellen umgangen. Es gibt aber auch Hinweise darauf, dass die Krebszellen durch
Autophagie in einen reversiblen Schutzstatus übergehen können, der z. B. vor zy-
totoxischen Medikamenten schützt [89].

Auch die unbegrenzte Möglichkeit zur Replikation ist ein Merkmal, welches Krebs-
zellen charakterisiert. Normale, gesunde Zellen können nur eine begrenzte Anzahl
an Teilungen durchlaufen. Die Gefahr der Mutationen wird mit steigender Anzahl an
Teilungen immer größer, weswegen die Zellen in einen ruhenden Status (Senes-
zenz) oder in den Zelltod übergehen. Die Länge der Telomere, welche die Enden
der Chromosome schützen, bestimmt, wie oft sich eine Zelle noch teilen kann. In
vielen Krebszellen verhindert eine hoch exprimierte Telomerase die Verkürzung der
Telomere [36]. Da für das extensive Wachstum der Tumorzellen viele Nährstoffe
benötigt werden, haben Krebszellen die Fähigkeit, dauerhaft Angiogenese zu indu-
zieren. In normalen Zellen ruht diese Fähigkeit nach der Embryogenese weitestge-
hend. Ausnahmen hiervon sind die Wundheilung und der weibliche Reproduktions-
zyklus [110].

Das Letzte der von Hanahan und Weinberg [62] beschriebenen Prinzipien ist die
Fähigkeit zur Invasion und Metastasierung. Gerade in diesem Bereich wurde seit
der Erstveröffentlichung der „Hallmarks of Cancer“ im Jahre 2000, viel geforscht.
Einerseits sind Zelladhäsionsmoleküle, die für die Verknüpfung zwischen Zelle und
Extrazellulärer Matrix zuständig sind, herunter reguliert. Andererseits sind Adhäsi-
onsmoleküle, die für die Zellmigration während der Embryognese zuständig sind,
hochreguliert. Invasion und Metastasierung sind hochkomplexe Prozesse, die in
vielen Schritten ablaufen. Von der lokalen Invasion, über die Invasion in die umlie-
genden Gefäße, den Transport durch Blut- und Lymphsystem, bis hin zum Austritt
aus den Gefäßen und der Invasion an anderen Orten im Körper und das Wachstum
dort [32]. Die Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) beschreibt einen Prozess
bei dem Epithelzellen die Fähigkeit zur Invasion, Ausbreitung und zur Resistenz
gegenüber Apoptose wiedererlangen können. Einige Zellen aktivieren die EMT nur
vorübergehend, andere durchgehend. Wichtige Transkriptionsfaktoren in diesem
Prozess sind Snail, Slug, Twist und Zeb1/2. In einigen Krebsentitäten konnte eine
Überexpression dieser Faktoren gezeigt werden, teilweise auch nur eine Überex-
pression bei Metastasierung. Auch die Tumormikroumgebung scheint eine wichtige
Rolle zu spielen, einerseits für die EMT, andererseits auch für die Ansiedelung der
disseminierten Krebszellen in der neuen Umgebung. Es ist nicht vollständig geklärt,
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1 Einleitung

welche Faktoren bei der Invasion und Metastasierung eine Rolle spielen, dies wird
Gegenstand weiterer Forschung sein. [63]

Als begünstigend für die Entwicklung der „Hallmarks of Cancer“ wird die genomi-
sche Instabilität der Krebszellen angenommen. Dadurch steigt die Rate spontaner
Mutationen während des Zellzyklus an [160]. Relativ oft finden sich in Tumorzel-
len zusätzlich Mutationen in den Genen, welche die Integrität des Genoms über-
wachen oder für Reparaturen zuständig sind. Ein viel erforschtes Beispiel ist das
hereditäre nicht-polypöse Kolonkarzinom (HNPCC). Hier kommt es durch Mutatio-
nen in DNA-Reparaturgenen zur Mikrosatelitteninstabilität (MSI), einer Form der
genomischen Instabilität [54]. In den meisten Tumoren sind viele Immunzellen des
angeborenen und erworbenen Immunsystems vorhanden. Durch chronische Ent-
zündung wird das Gewebe geschädigt, es kommt zu vermehrten Mutationen und
genomischer Instabilität. Bei prämalignen Läsionen ist oft ein Stadium der Entzün-
dung auszumachen. Durch die Immunzellen wird die Tumorprogression gefördert.
Die reaktiven Sauerstoffradikale, die von Immunzellen sezerniert werden, sind in
diesem Fall nicht im eigentlichen Sinne toxisch. Die Schäden, die sie verursachen,
werden in Krebszellen nicht wie gewohnt repariert, und fördern wiederum die ge-
nomischen Mutationen in der Krebszelle [76].

Zwei weitere wichtige Aspekte, die sich erst im Laufe der Forschung der letzten Jah-
re gezeigt haben, sind die Fähigkeit den Energiemetabolismus umzuprogrammie-
ren und die Möglichkeit aktiv das Immunsystem zu umgehen. Krebszellen haben
durch ihre gesteigerte Proliferation und Migration einen stark erhöhten Nährstoff-
bedarf. Otto Warburg war in den 1920er Jahren der erste, der postulierte, dass
sich der Energiemetabolismus der Krebszellen von normalen Zellen unterscheidet
[158]. Normalerweise wird das Endprodukt der Glykolyse dem Citratzyklus in den
Mitochondrien zugeführt. Krebszellen gewinnen Energie hauptsächlich durch Gly-
kolyse und daran anschließende Ausscheidung von Laktat. Gesunde Zellen zeigen
dieses Verhalten in der Regel nur bei Fehlen von Sauerstoff (anaerobe Glykolyse
genannt). In Krebszellen hingegen kommt es auch in Anwesenheit von Sauerstoff
zu diesem Phänomen, daher wurde der Begriff aerobe Glykolyse geprägt [82, 149].
In vielen Krebsentitäten wurde eine vermehrte Glukoseaufnahme beschrieben. Die
Expression von GLUT1 (Glukosetransporter1) variiert in den Krebsentitäten, in HN-
SCC beschreiben Carvalho et al. [30] eine GLUT1-Expression von 63%. Einiges an
dieser Theorie bleibt aber weiterhin unklar und ist in den vergangenen Jahren Ge-
genstand von intensiver Forschung gewesen [82]. Ebenfalls noch nicht vollständig
verstanden sind die Mechanismen, die Krebszellen helfen, dem Immunsystem zu
entgehen. Einige Beispiele sind die Rekrutierung von regulatorischen T-Zellen und
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1 Einleitung

myeloiden Suppressorzellen, die aktiv immunsuppressiv wirken [152]. Auch die Pa-
ralyse von infiltrierenden zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs) und natürliche Killer
Zellen (NK-Zellen) durch Sekretion von TGFβ oder anderen immunsuppressiven
Faktoren gehört dazu [63]. Viele der neu entwickelten Krebstherapien zielen auf
diese besonderen Eigenschaften der Krebszellen, um eine zielgerichtetere Thera-
pie mit verringerten Nebenwirkungen zu erreichen [128].

1.2 Signalwege in der Zelle

Die Millionen Zellen, aus denen jeder Organismus, jedes Lebewesen zusammenge-
setzt ist, kommunizieren ständig untereinander. Dies geschieht über eine Vielzahl
von Liganden und Signalmolekülen, wie Wachstumsfaktoren, Todesfaktoren uvm.
(vgl. Abb. 1.1) [7, 34, 46, 121, 131]. Bindet ein Ligand an einen der Rezeptoren in
der Zellmembran, werden verschiedene Proteine aktiviert, z. B. über Phosphory-
lierung, wodurch über eine Signalkaskade intrazelluläre Reaktionen ausgelöst wer-
den. Am Ende der Kaskade steht meistens eine Reaktion im Zellzyklus, durch die
die Genexpression beeinflusst wird. Die intrazellulären Signalwege sind über ver-
schiedenste Feedbackschleifen, positiv und negativ, miteinander verknüpft und re-
gulieren sich selbst. Dadurch herrscht im Normalfall eine Homöostase in der Zelle,
und Proliferation und Zelluntergang sind eng geregelt [99, 145].

1.2.1 Zelluläre Signalwege und Krebs

Wie in Abschnitt 1.1 beschrieben, spielt die Beeinflussung der intrazellulären Si-
gnalwege durch genomische Mutationen eine elementare Rolle für das Überleben
und Wachstum der Krebszellen. Für einige Krebsentitäten wurden typische Muta-
tionen gefunden, die immer mehr Beachtung finden und eine „maßgeschneiderte“
Therapie ermöglichen [128].

Die Fähigkeit der Zellen, zwischen Proliferation und Quieszenz hin und her zu wech-
seln, ist der entscheidende Punkt, um eine gesunde Entwicklung des Organismus
zu gewährleisten und die Entartung der Zelle zu verhindern [63]. Der Zellzyklus
gehört zu den am strengsten kontrollierten Prozessen in der Zelle. Externe und in-
terne Faktoren spielen zusammen, um die Vermehrung der Zelle zu überwachen
und zu kontrollieren. Die Kontrollstellen, die die Zelle passieren muss, damit sie
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Überlebensfaktoren

Extrazelluläre 
Matrix

Zytokine

Anti-Wachstums 
Faktoren

Todesfaktoren

Hormone, 
Transmitter

RAS
MAPK

Smad

Störungs-
sensor BCL2

PI3K

NF

Abb. 1.1 Signalwege in der Zelle Eine Übersicht über einige der wichtigsten Signalwe-
ge in der Zelle (auf Grund der Komplexität ist nur ein kleiner Ausschnitt darge-
stellt). Die membranösen Rezeptoren integrieren verschiedenste Arten von extra-
zellulären Signalen, wie Wachstumsfaktoren, Zytokine oder Todesfaktoren [105,
145]. RAS ist ein Schlüsselsignal im Zellzyklus, welches verschiedenste Signa-
le integriert und über den MAPK-Signalweg auf die Genexpression im Zellkern
wirkt [121]. Bei der Differenzierung der Zelle spielen unter anderem die Cycline
als Regulatoren des Zellzyklus eine wichtige Rolle [105]. Die Gegenspieler, wie
z. B. Smad wirken durch p21 über verschiedene inhibierende Proteine der Dif-
ferenzierung entgegen [40]. Auch das Tumorsuppressorgen RB wirkt über eine
Kaskade der Zelldifferenzierung entgegen. Hypophosphoryliertes RB ist an den
Transkriptionsfaktor E2F gebunden und verhindert dadurch, dass die Zellzyklus-
kontrollproteine, die für den Eintritt in die S-Phase benötigt werden, exprimiert
werden [66]. p53 vermittelt Informationen über DNA-Schäden und kann den Zell-
zyklus unterbrechen [89]. Antiapoptotische Proteine wie BCL2, BCL2L und BAX
verhindern den Untergang der Zelle. Deren Gegenspieler sind z. B. die Caspasen
3 und 9, sogenannte proapoptotische Proteine [106]. Der PI3K/AKT-Signalweg
wird durch Überlebensfaktoren stimuliert und aktiviert unter anderem NF-κB und
mTOR. Über NF-κB werden Caspase-Inhibitoren exprimiert, BAX und BAD wer-
den inhibiert und dadurch Apoptose supprimiert [89]. mTOR-Aktivierung führt über
eine positive Feedbackschleife durch vermehrte Translation von Cyclin D1 zu ei-
nem Voranschreiten des Zellzyklus in der G1-Phase und Inhibition von Autophagie
[89]. (Abbildung eigenhändig erstellt.)
AKT - Ak strain transforming kinase; BAD - BCL2-associated death promoter;
BAX - BCL2-associated X protein; BCL2 - B-cell Lymphoma; BCL2L - BCL2-like;
MAPK - Mitogen-activated Protein Kinase; mTOR - Mammalian Target of Rapa-
mycin; NF-κB - Nuclear Faktor ’kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells;
PI3K - Phosphatidylinositol-3-Kinase; RAS - Rat sarcoma; RB - Retinoblastoma
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im Zellzyklus voranschreiten kann, kontrollieren die Dauer und die richtige Abfol-
ge der Phasen des Zellzyklus. Der G1-S-Kontrollpunkt oder auch Restriktionspunkt
ist der Kontrollpunkt, bevor die Synthese-Phase eingeleitet wird. Wenn z. B. nicht
genügend Material vorliegt, um die DNA komplett zu replizieren oder Schäden in
der DNA vorliegen, kann die G1-Phase verlängert werden oder die Zelle tritt in die
G0-Phase (Quieszenz-Phase) ein. Nach dem Restriktionspunkt können die Zellen
den Zellzyklus nicht mehr verlassen, es ist ein "point of no return". Das bedeutet
aber auch, dass danach keine extrazelluläre Stimulation für die Proliferation mehr
nötig ist, nur noch intrazelluläre Mechanismen. Der G2-M-Kontrollpunkt kann nur
überschritten werden, wenn genügend Zytoplasma und Phospholipide in der Zelle
vorhanden sind, um damit zwei Tochterzellen auszustatten [105].

Die Hauptregulatoren der Zellzyklus-Kontrollpunkte sind die Cycline und die Cyclin-
abhängige Kinasen (CDK). Die Cycline sind, abhängig von der Phase des Zellzy-
klus, in unterschiedlichen Konzentrationen vorhanden. Durch Komplexbildung der
Cycline mit den CDKs, gesteuert durch Wachstumsfaktoren und Protoonkogenen,
wird die Kinasefunktion der CDKs aktiviert. Die CDKs phosphorylieren und akti-
vieren andere Proteine und tragen so zur Steuerung des Zellzyklus bei [90]. Die
wichtigsten zellulären Cycline sind die G1-Cycline (Cyclin D1-3). Cyclin D ist das
erste Cyclin, welches produziert wird, als Reaktion auf die Stimulation durch Wachs-
tumsfaktoren, wenn die Zelle in den Zellzyklus eintritt [64]. In ruhenden Zellen
herrschen sehr niedrige Cyclin-D-Level vor, auch CDK4/6 und CDK2 sind deut-
lich inaktiver. Bei Zunahme von Cyclin D bindet dieses CDK4/6. Der so entstehen-
de Cyclin-D-CDK4/6-Komplex phosphoryliert RB [64]. Das Tumorsuppressorprote-
in RB induziert im unphosphorylierten Zustand den Ausstieg aus dem Zellzyklus
und ist, durch die Verhinderung der E2F-vermittelten Transkription, ein G1-Inhibitor.
Nach der Phosphorylierung kommt es zur Auflösung des RB-E2F-Komplex und E2F
wird aktiviert, und induziert u. a. die Transkription von Cycline E [66]. Der Cyclin-
E-CKD2-Komplex spielt ebenfalls eine wichtige Rolle für den Übergang von der
G1- zur S-Phase [50]. Die erhöhte Konzentration von Cyclin E leitet zum Beispiel
den Übergang von der G1- zur S-Phase ein. Cyclin D ist während des gesamte
Zellzyklus-Ablaufs vorhanden, reguliert aber auch den Übergang von der G1- zur
S-Phase [17, 96]. In Krebszellen findet oft ein beschleunigter Durchlauf der Kontroll-
punkte oder ein völliges Übergehen dieser statt. Dadurch werden DNA-Schäden
und DNA-Mutationen weiter gegeben und in den Zellen sammeln sich Genomschä-
den an. Zellen, die sich aktiv teilen, sind das Ziel der meisten Krebstherapien, da
während der Teilung die DNA exponiert und somit anfälliger ist [146].
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Der RAS/RAF/MAPK-Signalweg ist eine wichtige Schnittstelle in der Zelle und In-
itiator für viele weitere zelluläre Geschehnisse [120]. RAS, das Protein des Protoon-
kogens RAS, bindet Guanosindiphosphat (GDP). Durch Bindung eines Liganden
an den G-Protein gekoppelten Rezeptor wird GDP zu Guanosintriphosphat (GTP)
umgewandelt und RAS, und damit auch der RAS/RAF/MAPK-Signalweg, aktiviert.
Als Folge werden Transkriptionsfaktoren im Zellkern aktiviert, die das Wachstum
der Zelle fördern. Teilweise werden auch Komponenten, die sich weiter abwärts im
Signalweg befinden, konstitutiv aktiviert [115]. Ein Beispiel für konstitutive Aktivie-
rung und deren Auswirkung findet sich z. B. bei Melanom Zelllinien. Eine Mutati-
on im B-RAF-Protein, welches Teil des RAS nachgeschalteten MAPK-Singalweg
ist (vgl. Abb. 1.1), führt zur konstitutiven Aktivierung und erhöhten Produktion von
immunsuppresiven Faktoren [133]. In ca. 30% der humanen Tumoren finden sich
RAS-Mutationen [19, 111]. Johnson et al. [74] konnten zeigen, dass Mäuse mit
einer onkogenen k-RAS-Mutation eine erhöhte Prädisposition für verschiedene Tu-
morentitäten aufwiesen. Ein RAF-Inhibitor, Sorafenib, wird bereits unter anderem
bei fortgeschrittenem Nierenzell-Karzinom und fortgeschrittenem HCC angewendet
[48].

Der PI3K/AKT/mTOR-Kinase-Signalweg (vgl. Abb. 1.1) wird unter anderem durch
Überlebenssignale stimuliert und blockiert den Prozess der Autophagie, solange
die Stimulation durch Überlebenssignale stark genug ist. Anderenfalls kommt es
zu einer Herunterregulation des Signalweges, und Autophagie und/oder Apoptose
werden induziert. Die beiden Mechanismen sind in mehreren Fällen eng verknüpft
[141]. Die mTOR-Kinase, ein Koordinator des Zellwachstums, liegt auf- und ab-
wärts im PI3K-Signalweg [127]. In Tumoren findet sich oft eine Überaktivierung des
PI3K/AKT/mTOR-Kinasen-Signalwegs, z. B. durch inaktivierende Mutationen oder
Verlust von PTEN, und dadurch eine ungehinderte Proliferation und Verbreitung
der Krebszellen [8, 89, 142]. In Mammakarzinomen werden häufig PIK3CA- oder
AKT1-Mutationen oder PTEN-Verlust beobachtet. Die Aktivierung des Signalwegs
konnte mit einer schlechten Prognose und Entwicklung einer endokrinen Resistenz
in Zusammenhang gebracht werden [142]. Im Jahre 2019 wurde von der FDA der
erste PI3K-Inhibitor, Alpelisib, für die Kombinationsbehandlung von metastasiertem
Mammakarzinom zugelassen [150]. Pharmakologische mTOR-Inhibitoren, wie z.
B. Rapamycin, bewirken eine erhöhte PI3K und AKT-Aktivität. Rapamycin suppri-
miert das Immunsystem durch Blockade der G1-S-Transition in T-Lymphozyten und
wird nach Organtransplantationen als Immunsuppressivum eingesetzt. In zahlrei-
chen Studien wurden die Einsatzmöglichkeit von Rapamycin und anderen mTOR-
Inhibitoren in der Krebsbehandlung untersucht [71, 165]. NF-κB, ein Transkriptions-
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faktor, wird von AKT aktiviert und kann über mehrere Zwischenschritte die PTEN-
Expression unterdrücken. Wichtige karzinogene und onkogene Viren induzieren ei-
ne NF-κB-Aktivierung. Zielgene von NF-κB fördern Tumorproliferation, Tumorüber-
leben, Migration, Entzündung und Angiogenese [147]. NF-κB-Aktivierung konnte
bereits u. a. in HNSCC [102], Mammakarzinom [130] und Ösophaguskarzinom [2]
nachgewiesen werden.

Sowohl der RAS/RAF/MAPK als auch der PI3K-Signalweg vermitteln parallel die
Bildung des oben erwähnten CyclinD-CDK4/6-Komplexes. Über ERK (im Verlauf
des RAS/RAF/MAPK-Singalweg gelegen) werden Transkriptionsfaktoren, die wie-
derum u. a. Cyclin D1 aktivieren und viele pro-proliferative Proteine (Cyclin D2,
CDK4 uvm.) aktiviert [81]. AKT inhibiert GSK3β, dadurch erfolgt keine GSK3β-
vermittelte Phosphorylierung und der daraus resultierende Abbau von Cyclin D1.
Über mTOR-vermittelte Signalwege reguliert AKT weitere Komponenten und er-
höht die Cyclin-D1-Translation, die Phosphorylierung der CDK-Inhibitoren p27 und
p21 [46].

Die GSK3β ist eine Proteinkinase, die über den Wnt- und den AKT-Signalweg ak-
tiviert wird. Eine der vielen Funktionen in der Zelle ist die Rolle im Insulin Signal-
weg, z. B. im Rahmen der Insulinresistenz bei Typ 2 Diabetes Mellitus [38, 46,
119]. Auch in der Signalkette des B-Zell-Rezeptors ist GSK3β zu finden (siehe
Abb. 1.4). GSK3β aktiviert APC und dieses dann β-Catenin. Zusammen mit TCF
wirkt β-Catenin im Zellkern auf die Genregulierung und somit auf die Zellproliferati-
on und viele weitere Signalwege [37, 116]. Auch bei der Regulierung der Zellzyklus-
Kontrollpunkte spielt GSK3β eine Rolle und kontrolliert die G1/S-Transition durch
Einfluss auf die Cyclin D-Expression via β-Catenin [116]. Durch den Einfluss auf die
Zellproliferation und den Zellzyklus, spielt die ungeregelte Aktivierung von GSK3β

auch eine Rolle in verschiedenen Krebsentitäten und ist ein potenzielles therapeu-
tisches Ziel [73, 87, 157].

Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt, ist eine Form des Zelluntergangs,
der von den Zellen selbst initiiert werden kann [70]. Im Unterschied zur Nekrose,
dem durch externe Stimuli, z. B. Traumata, verursachten Zelltod, wird der Apoptose-
Prozess durch verschiedene Kinasen und pro- bzw. antiapoptotische Faktoren re-
guliert. Apoptose ist ein natürlicher Vorgang, der extrinsisch über TNF-Rezeptoren
und intrinsisch über die Freisetzung von Cytochrom C ausgelöst wird. Cytochrom C
aktiviert u. a. Caspase 9, welches eine Proteolyse Kaskade anstößt, die zur Apop-
tose führt [70]. BCL-Proteine sind integrale Proteine der äußeren Mitochondrien-
membran und steuern das Membranpotential der Mitochondrien, die Integrität der
Mitochondrienmembran und darüber die Freisetzung von Cytochrom C aus dem
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mitochondrialen Intermembranraum [3]. Bei einer Überexpression von BCL2 und
BCL2L kommt es zur Suppression der Apoptose, es handelt sich dabei um ein an-
tiapoptotische Proteine [70]. Sie wirken vor allem über die Unterdrückung von BAX
und BAK, zwei proapoptotischen Proteinen. In Krebszellen ist die normale Steue-
rung dieser Prozesse häufig verändert. Wie weiter oben bereits beschrieben, wird,
durch den Verlust der p53-Funktion, in vielen Krebszellen die Apoptose umgangen
(siehe Abschnitt 1.1) [70]. Auch werden antiapoptotische Regulatoren wie BCL2
oder Überlebenssignale wie Igf1/2 hochreguliert (vgl. Abb. 1.1) [156, 167].

LC3-I

LC3-II

PE

ATG7

ATG3

ATG5
ATG12

1

2
3

4

5

6

Abb. 1.2 Autophagie Verschiedene Signalmoleküle, wie ATG3, ATG5, ATG7 und ATG12
sind Teil der Autophagie Initiierung (1). LC3-II wird gebildet und es kommt zur
Formation der Phagopore (2) und des Autophagosoms (3). Zusammen mit dem
Lysosom (4) fusioniert dieses zum Autolysosom (5) und es kommt zur Zerset-
zung und Recycling der missgefalteten Proteine, geschädigten Organellen und
anderem Detritus (6) [7, 89]. (Abbildung eigenhändig erstellt.) ATG - Autophagie-
related; LC3 - Microtubule-associated protein 1A/1B light chain 3; PE - Phospha-
tidylethanolamin

Autophagie ist ein hoch konservierter Prozess in eukaryotischen Zellen, der dem
Recycling von Zellbestandteilen und Nährstoffen dient und durch verschiedene Si-
gnalwege gesteuert wird. Er dient zum Abbau und Recycling von zellulären Be-
standteilen, wie z. B. fehl gefalteten Proteinen, und kann in Zeiten der fehlenden
Energieversorgung aktiviert werden [70]. Unter Stress, wie z. B. bei mangelnder
Nährstoffverfügbarkeit, wird Autophagie induziert, um zytoplasmatisches Material
zu recyclen und für die Energieproduktion zu benutzen. Unter normalen Bedingun-
gen hilft Autophagie dabei, Zellen zu reinigen und kaputte Organellen zu beseitigen.
In Autophagosomen wird das abzubauende Material zu den Lysosomen transpor-
tiert. Dort erfolgt die Fusion zu Autophagolysosomen, in denen die Degradation

10



1 Einleitung

stattfindet [78, 163]. Bei der Bildung der Autophagosomen ist LC3-II beteiligt, zu-
sammen mit verschiedenen ATG-Proteinen (vgl. Abb. 1.2) [106]. Im Anfangsstadium
der Krebsentwicklung wird Autophagie einerseits oft supprimiert, da zu viel zellulä-
rer Abbau die Tumorentwicklung verhindern würde [70, 163]. In späteren Stadien,
wenn durch das schnelle Tumorwachstum eine unzureichende Nährstoffversorgung
und hypoxische Bereiche entstehen, führt dies zu metabolischen Stress. Dadurch
kann Autophagie ausgelöst werden und durch die in Folge dessen frei werdenden
Ressourcen das Überleben der Tumorzellen gesichert werden [125]. Durch diese
duale Rolle ist Autophagie ein weiterer wichtiger Ansatzpunkt, um neue Therapien
zu entwickeln, aber der Einsatz von z. B. Inhibitoren der Schlüsselenzyme der Auto-
phagie muss mit Bedacht erfolgen [125, 163]. In Tumorzellen wird je nach Stadium
entweder eine vermehrte Autophagie beobachtet, um die Nährstoffversorgung für
die sich schnell teilenden Zellen sicher zu stellen, oder eine Suppression der Auto-
phagie um das anfängliche schnelle, unkontrollierte Wachstum zu ermöglichen [5,
89, 135, 163].

1.3 Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches

Karzinome im Kopf-Hals-Bereich sind, alle Entitäten zusammengenommen (Karzi-
nome der Mundhöhle, der Speicheldrüsen, des Hypo-, Oro-, Nasopharynx, des La-
rynx, der Nase und Nasennebenhöhlen), die siebthäufigste Krebserkrankung welt-
weit. 2018 machten sie ca. 5% der Krebsfälle weltweit aus und auch 5% der Todes-
fälle weltweit waren 2018 durch Kopf- und Halstumoren bedingt [20]. Die häufigs-
te Form der Kopf-Hals-Tumoren sind Plattenepithelkarzinome (HNSCC) [60]. Die
Hauptrisikofaktoren für Karzinome im Kopf-Hals-Bereich sind Nikotin, Alkohol und
eine Infektion mit HPV-16. Andere Risikofaktoren sind das Kauen von Betelnüsse,
die lange im Mundraum verweilen, Strahlung, Asbest und außerdem Viren, wie HPV
und EBV [132]. Besonders die Anzahl der HPV-positiven Karzinome ist in den letz-
ten 15 Jahren stark angestiegen. Dies sind vor allem Karzinome der Mundhöhle.
Die mit HPV infizierten Patienten sind im Schnitt bei Ihrer Krebsdiagnose deutlich
jünger (20-40 Jahre), als die sonstigen Patienten, haben aber eine bessere Pro-
gnose als Patienten mit HPV-negativen Tumoren [51, 84]. Da die Entstehung der
HPV-negativen Karzinome abhängig von den Risikofaktoren, also den Noxen, wie
Nikotin und Alkohol, ist, entwickeln sich diese Karzinome vor allem nach langjähri-
gem Substanzgebrauch, meistens bei Patienten älter als 60 Jahre [58, 65]. Die 5-
Jahres-Überlebensrate für Patienten mit HPV-negativen Tumoren beträgt 40-50%,
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trotz verbesserter Therapie in den letzten Jahren. Kopf-Hals-Tumoren werden zu
über 60% erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert [65]. Es besteht generell
ein hohes Rezidivrisiko und bei 10% der Patienten haben sich bei der Erstdiagnose
bereits Fernmetastasen gebildet [35, 65].

1.3.1 Therapie der Kopf-Hals-Tumoren

Die Therapie der Kopf-Hals-Tumoren erfolgt meistens multimodal. Traditionelle The-
rapieschemata umfassten die operative Tumorentfernung und die Strahlentherapie.
In den 90er Jahren wurde in verschiedenen Studien der Effekt einer zusätzlichen
Radio- oder Radiochemotherapie untersucht und ein Überlebensvorteil für die Pati-
enten festgestellt, so dass sich die Therapien wandelten [4, 28]. Im Vergleich zu den
90er Jahren, zeigte sich in den 2000er Jahren ein Anstieg des 5-Jahres-Überleben,
von 55% auf ca. 66% [112]. Im UICC-Stadium I und II der Larynxkarzinome wird
eine alleinige Tumorresektion oder eine alleinige Strahlentherapie empfohlen [42].
In fortgeschrittenen Stadien gibt es, je nach Ausmaß des Befalls und der Operabili-
tät, verschiedene Therapieoptionen. Dazu zählen z. B. eine primäre oder adjuvan-
te Radio- oder Radiochemotherapie, sowie eine Immuntherapie. Beim Larynxkar-
zinom spielt der HPV-Status nur eine untergeordnete Rolle für die Therapieent-
scheidung. Die Therapien der Kopf-Hals-Tumoren sind mit vielen Nebenwirkungen
vergesellschaftet, u. a. wegen der Lokalisation, die zu großen Einschränkungen
der Lebensqualität führen [91]. Bei den Karzinomen der Mundhöhle muss je nach
Befund abgewogen werden, inwieweit eine R0-Resektion technisch machbar und
für den Patienten möglich ist. Post-operativ erfolgt bei fortgeschrittenen oder R1-
resezierten Karzinomen eine Radio- oder Radiochemotherapie. Bei nicht-operablen
Karzinomen erfolgt eine primäre Radiochemotherapie oder Immuntherapie [43]. Die
zielgerichtete Krebstherapie ist ein neuerer Therapieansatz, der sich in den letz-
ten Jahren entwickelt hat. Dabei werden z. B. spezifische Zellmembranbestandteile
oder Signalmoleküle angegriffen. Bei der sogenannten Immuntherapie wird das Im-
munsystem verstärkt aktiviert, um die Krebszellen zu bekämpfen. Ein Beispiel sind
die 2016 von der FDA zugelassenen Anti-Programmed-Cell-Death-Protein (PD-1)
Antikörper, Nivolumab und Pembrolizumab, auch Immuncheckpointinhibitoren ge-
nannt [35]. T-Zellen exprimieren das PD-1 Protein und Tumorzellen können mit dem
PD-L1 (Programmed-Cell-Death-Ligand-1) daran binden. Dadurch kommt es zur
Suppression der T-Zell-Reaktion und einer Immunevasion der Krebszellen [35]. Die
PD-1 Antikörper verhindern diese Immunevasion, das Immunsystem kann die Tu-
morzellen wirksamer angreifen. Seit 2019 ist Pembrolizumab auch als Erstlinienthe-
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rapie für Patienten, die einen rezidivierenden oder metastasierten Kopf-Hals-Tumor
haben, der inoperabel ist, zugelassen. Pembrolizumab ist als Monotherapie indiziert
für Patienten, deren Krebszellen PD-L1 vermehrt exprimieren. Für alle anderen Pa-
tienten, der oben genannten Gruppe, ist Pembrolizumab nur in Kombination mit
Platin und Fluorouracil zugelassen [35]. Klinische Studien lassen vermuten, dass
der HPV-Status der Tumoren beim Ansprechen auf die Immuntherapie eine Rol-
le spielt [166]. Sowohl die Expression von HPV, als auch von PD-1 ist mit einem
besserem Überleben für die Patienten assoziiert. In einer kürzlich veröffentlichten
Metaanalyse von Zhu et. al. [168] zeigte sich, dass die PD-1/PD-L1-Therapie im
Vergleich zum Standard of Care in rezidivierendem oder metastasierten HNSCC
eine Verbesserung des Gesamtüberlebens brachte, aber keine Unterschiede beim
progressionsfreien Überleben zu beobachten sind.

1.4 Bruton’sche Tyrosinkinase

Die Bruton’sche Tyrosinkinase (BTK) ist eine Non-Rezeptor-Kinase, die im Zyto-
plasma lokalisiert ist. Nach den ersten Beschreibungen der BTK in Zellen des hä-
matopoetischen Systems wurde einige Jahre später auch deren Rolle in anderen
Zellen beschrieben, unter anderem in soliden Tumoren, wie z. B. Magenkarzinom,
Mammakarzinom und Glioblastom [72, 94, 153–155]. Im folgenden Abschnitt wer-
den die unterschiedlichen Rollen der BTK und ihre Entdeckung näher beleuchtet.

1.4.1 Bruton’sche Tyrosinkinase in Zellen des
hämatopoetischen Systems

Erste Aufmerksamkeit erlangte die BTK durch Entdeckung ihrer Rolle in der X-
chromosomal vererbten Agammaglobulinämie (XLA). Die XLA wurde 1952 von Og-
den Bruton zuerst beschrieben [23]. XLA ist eine X-chromosomal vererbten Erkran-
kung, die sich bei den Betroffenen vor allem durch Infektanfälligkeit äußert. In den
90er Jahren wurde entdeckt, welche Genmutationen für die Entstehung der XLA
ursächlich sind [151]. Durch verschiedene Mutationen im BTK-Gen ist die Ausrei-
fung der reifen peripheren B-Zellen gestört. Im Knochenmark von Patienten mit
XLA findet sich eine reduzierte Anzahl an Prä-B-Zellen und eine erhöhte Anzahl
an Pro-B-Zellen. Die Reifung des B-Zell-Rezeptors (BCR), vom Pro-BCR über den
Prä-BCR zum reifen IgM-BCR, wird verhindert. Die B-Lymphozyten, die produziert
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werden und in die Peripherie gelangen, können nur ungenügend Immunglobuline
produzieren (vgl. Abb. 1.3) [94]. Durch den dadurch verursachten Mangel an allen
Ig-Klassen, die normalerweise von den reifen B-Zellen produziert werden, kommt
es zu rezidivierenden bakteriellen Infekten [29, 88, 100]. Eine mildere Version die-
ser Erkrankung ist auch bei Mäusen bekannt, diese werden Xid-Mäuse genannt.
Hierbei ist die B-Zell-Entwicklung im Knochenmark nicht in gleichem Maße gestört,
dafür aber die Differenzierung in der Peripherie [94].

Plasma 
Zelle

Pro-B-
Zelle

Pro BCR

Unreife 
B-Zelle

Reifer 
IgM BCR

Reife B-
Zelle

Gedächtnis 
B-Zelle

Knochenmark Milz, LymphknotenMilz

BTK

Prä-B-
Zelle

Prä BCR

Abb. 1.3 B-Zell Reifung B-Lymphozyten entwickeln sich das ganze Leben lang aus hä-
matopoetischen Stammzellen im Knochenmark. Die Entwicklung des BCR hin
zum reifen IgM-BCR ist elementar wichtig für die Funktion der B-Zellen. Bei der
XLA ist das Rearrangement der Immunglobulinketten gestört. Das für den Schritt
vom Pro-BCR zum Prä-BCR nötige BTK-Protein wird nicht ausreichend gebildet
[29, 88, 94]. (Abbildung eigenhändig erstellt.) BCR - B-Zell-Rezeptor; BTK - Bru-
ton´sche Tyrosinkinase; IgM - Immunglobulin M; XLA - X-chromosomal vererbte
Agammaglobulinämie

Die BTK gehört zur Familie der Tec-Kinasen, zu denen z. B. auch die BMX, die
RLK und die ITK gehören. Diese Kinasen sind ein wichtiger Teil in der zellulären Si-
gnaltransduktion. Als Reaktion auf externe Stimuli übermitteln sie Signale zu einer
Vielzahl von Rezeptoren. Stimuli sind unter anderem Wachstumsfaktoren, Zytoki-
ne und Antigene. Auch werden die Reorganisation des Zytoskeletts und die Zell-
mobilität durch die Kinasen mit beeinflusst [113]. In verschiedenen Zelllinien des
hämatopoetischen Systems sind diese Kinasen unterschiedlich stark exprimiert. In
den B-Zellen wird vor allem die BTK exprimiert, in T-Zellen mehr die ITK und die
RLK [41, 129]. Wie am Beispiel der XLA zu sehen, ist die BTK in den B-Zellen
elementar für die Reifung und Entwicklung der B-Zellen und wichtiger Bestandteil
des BCR-Signalweges (vgl. Abb. 1.4)[159]. Eine der ersten Folgen der Antigen-
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Rezeptor-Interaktion in B-Lymphozyten ist die Aktivierung der Tec-Kinasen [126]. In
reifen B-Zellen erfolgt die BTK-Aktivierung mittels Tyrosin-Phosphorylierung durch
Src-Kinasen (BLK, LYN, FYN) und anschließender Autophosphorylierung. Sie über-
mittelt und verstärkt Signale von verschiedene Oberflächenmolekülen (vgl.Abb. 1.4)
[9, 79]. Zusätzlich konnte bei der Thrombozytenaktivierung und der Aktivierung
der myeloischen Zellen eine Beteiligung der BTK nachgewiesen werden [101, 109,
114]. Bei Patienten mit XLA zeigt sich zwar keine erhöhte Blutungsneigung, wäh-
rend der Behandlung mit dem BTK-Inhibitor Ibrutinib bei Patienten mit CLL traten
als Nebenwirkungen aber u. a. Blutungen auf [85, 109].

In verschiedenen malignen B-Zell-Erkrankungen, aus der Gruppe der Non-Hodgkin-
Lymphome z. B. das diffus großzellige B-Zell-Lymphom DLBCL, das Multiple Mye-
lom und die chronisch lymphatische Leukämie (CLL), ist der BCR übermäßig ak-
tiviert [61, 104, 109]. Für follikuläre Lymphome konnte gezeigt werden, dass die
Signalwege des BCR durch Phosphorylierung von BTK und anderen Signalmole-
külen schneller abläuft, als in nicht-malignen tumorinfiltrierenden Zellen [72]. Auch
bei der CLL und dem Mantelzelllymphom ist die BTK phosphoryliert und dadurch
konstitutiv aktiviert [164]. Die BTK ist auch ein dualer Regulator der Apoptose. Qiu
et. al [113] zeigten, dass in Lymphom- und Leukämie-Zelllinien, die Fas-aktivierte
Apoptose (extrinsische Apoptose) über Signalwege der BTK inhibiert wird. Bei der
Exposition von B-Zellen gegenüber Zwischenstufen der reaktiven Sauerstoffspezi-
es ROS, normalerweise einer der Trigger für Apoptose, zeigte BTK teilweise eine
proapoptotische Wirkung durch Herunterregulierung der antiapoptotischen Aktivi-
tät von STAT3 Transkriptions-Faktoren [143, 144]. Außerdem zeigte sich, dass die
strahleninduzierte Apoptose (intrinsische Apoptose) begünstigt wird durch eine ver-
mehrte BTK-Expression [143].

Die Rolle der BTK ist durchaus als komplex zu beschreiben und bis heute ist noch
nicht bekannt, in wie vielen zellulären Prozessen die BTK und andere Tec-Kinasen
eine wichtige Rolle spielen. Dies unterstreicht einmal mehr das große Forschungs-
interesse und die potentiellen therapeutischen Optionen, die sich hier bieten.

1.4.2 Inhibitoren der Bruton’schen Tyrosinkinase

Ausgehend von diesen Erkenntnissen wurde, primär für den Einsatz bei den im
oberen Abschnitt bereits erwähnten B-Zell-Erkrankungen (vgl. Abschnitt 1.4.1), an
der Entwicklung von BTK-Inhibitoren geforscht und der erste BTK-Inhibitor Ibrutinib
entwickelt [69]. Durch die kontinuierliche Gabe von Ibrutinib oder einem der neu-
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SYKLYN

BTK PLC

Abb. 1.4 Signalwege des B-Zell-Rezeptors Nach Bindung eines spezifischen Antigens
werden ITAMs in den assoziierten Igα/Igβ-Untereinheiten des BCR phosphory-
liert, unter anderem durch LYN-Kinasen. SYK-Kinase bindet an und wird akti-
viert durch ITAMs, und phosphoryliert BLNK. Verschiedene weitere Proteine (u.
a. BTK, PLCγ2) werden rekrutiert, phosphoryliert und aktivieren nachgeschalte-
te Signalwege. Beispiele sind der RAS/RAF/MAPK-Signalweg, die Freisetzung
von Ca2+ aus dem Endoplasmatischen Retikulum, die Aktivierung von AKT über
PIP3, und dadurch u. a. Inaktvierung proapoptotischer Proteine wie BAX und BAD
[9, 55, 159]. (Abbildung eigenhändig erstellt.) AKT - Ak strain transforming Kina-
se (Protein Kinase B) ; BAD - BCL2-associated death promoter; BAX - BCL2-
associated X protein; BCR - B-Zell-Rezeptor; BLNK - B-Cell Linker Protein; BTK -
Bruton´sche Tyrosininase; ERK - Extracellular-signal Regulated Kinases ; GSK3 -
Glykogen-Synthese-Kinase-3; ITAMs - Immunoreceptor tyrosine-based activation
motifs; IP3 - Inositol-Triphosphate; LYN - Lck/Yes Novel Tyrosine Kinase; MAPK
- Mitogen-activated Protein Kinase; NF-κB - Nuclear Faktor ’kappa-light-chain-
enhancer’ of activated B-cells; PIP2 - Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate; PIP3
- Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate; PI3K - Phosphatidylinositol-3-Kinase;
PLCγ2 - Phospholipase C γ2; PKC - Proteinkinase C; RAF - Rapidly Accelera-
ted Fibrosarcoma; RAS - Rat Sarcoma; SYK - Spleen Tyrosine Kinase
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er entwickelten BTK-Inhibitoren, wird eine übermäßige Reifung der B-Zellen und
damit die Lymphozytose verhindert. Ibrutinib blockiert die Phosphorylierung von
Serin-536, der p65-Untereinheit von NF-kB, und verhindert dessen nukleäre Trans-
lokation. Daraus folgend kommt es zur Herunterregulierung einiger antiapoptoti-
scher Proteine und die Caspase-vermittelter Apoptose wird eingeleitet [122]. Unter
anderem in Mantelzelllymphomen und bei Morbus Waldenström ist Ibrutinib, vor al-
lem bei refraktären Erkrankungen, Teil der Behandlungsstrategie [27, 44]. In der
Therapie der CLL hat Ibrutinib inzwischen einen wichtigen Stellenwert und bie-
tet als orale Therapie den Vorteil einer einfachen Applikation. Bei Patienten mit
Rezidiv oder refraktärer Erkrankung führt Ibrutinib zu einer signifikanten Verlänge-
rung des progressionsfreien Überlebens und der Gesamtüberlebenszeit [10, 162].
In der RESONATE-2-Studie wurde bei Patienten mit CLL, die ≥ 65 Jahre waren und
Komorbiditäten aufwiesen, die Erstlininentherapie Ibrutinib mit der Chlorambucil-
Monotherapie verglichen. Auch im 5-Jahres-Follow-up zeigte sich hierbei ein Be-
nefit der Ibrutinib Behandlung für das progressionsfreie Überleben und das Ge-
samtüberleben und eine signifikante Erhöhung der Remissionsrate [25]. Schwere
Nebenwirkungen sind unter anderem Neutropenie, Anämie, Thrombozytopenie und
Vorhofflimmern [10]. Im Laufe der letzten Jahre zeigte sich, dass Ibrutinib nicht se-
lektiv für BTK ist und dass es in einigen Fällen zur Resistenzentwicklung kommt
[75]. Es wurden und werden weitere BTK-Inhibitoren entwickelt und in klinischen
Studien getestet, unter anderem AVL-292 (Spebrutinib), Acalabrutinib, Zanubruti-
nib und Tirabrutinib, mit dem Ziel Resistenzen zu umgehen und, durch größere
Spezifität für BTK, einige Nebenwirkungen zu verringern [13, 18, 21, 24].

1.4.3 Bruton’sche Tyrosinkinase in nicht-hämatologischen
Zellen und soliden Tumoren

Abgesehen von den oben beschriebenen Rollen in hämatopoetischen Zellen und
im Immunsystem konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass die BTK auch
in soliden Tumoren verschiedenster Entitäten exprimiert wird. Dabei wurden die
Expression zweier neuer, onkogener BTK-Isoformen beschrieben, die p65BTK und
p80BTK, die von anderen Promotern transkribiert werden, als die Wildtyp p77BTK
(die in hämatopoetischen Zellen exprimiert wird) [59, 124]. Diese Isoformen fanden
sich unter anderem in Mammakarzinom, Prostatakarzinom, kolorektalem Karzinom
und Glioblastom [16, 47, 59, 77, 124, 155]. Bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
war die stark positive Expression von BTK in den IHC-Untersuchungen mit einem
schlechteren krankheitsfreien Überleben und Gesamtüberleben assoziiert [16]. Für
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Pankreaskarzinome konnte gezeigt werden, dass die BTK die Karzinogenese über
regulatorische B-Zellen unterstützt [39]. Die Arbeitsgruppe Molekulare Immunologie
(Klinik für Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, Universitätsklinik Ulm) konnte zeigen, dass
in HNSCC sowohl die p65BTK, als auch die p80BTK exprimiert wird [22].

Auch die Therapie mit Ibrutinib wurde und wird schon auf ihre Wirksamkeit in so-
liden Tumoren untersucht. Bei Ovarialkarzinomen zeigte sich, dass durch die Be-
handlung mit Ibrutinib eine Chemoresistenz gegenüber Platinen womöglich vermin-
dert werden kann [169]. Wang et. al. [153] zeigten, dass durch Suppression oder In-
hibition der BTK in Glioblastomen Autophagie induziert wird. Durch Gabe von Ibru-
tinib zeigte sich in den Stammzelllinien von Gliomen eine reduzierte metabolische
Aktivität, was auf die wichtige Rolle der p65BTK in Zellwachstum und Proliferation
hinweist [124]. Wang et al. [154] wiesen nach, dass in Magenkarzinomen bei ei-
nem selektiven Knockdown des BTK-Gens das Wachstum der Krebszellen inhibiert
wird, aber nicht das der normalen Mukosazellen, die wenig BTK exprimieren. Auch
die Behandlung mit dem BTK-Inhibitor Ibrutinib zeigte einen inhibitorischen Effekt
auf die Krebszellen, die Behandlung führten zu Zelltod und Attenuierung des BTK-
Signals. Außerdem wird Apoptose induziert und es konnte gezeigt werden, dass die
Magenkarzinomzellen durch die Behandlung sensibilisiert waren für das Chemo-
therapeutikum Docetaxel. Auch ein Effekt auf das Tumorwachstum konnte gezeigt
werden [154]. Im Mausversuch mit Ibrutinib beim duktalen Pankreasadenokarzi-
nom zeigte sich ein Rückgang der Proliferationsrate, eine antifibrotische Wirkung
und einen Überlebensvorteil für die mit Ibrutinib behandelten Mäuse. Diese Effek-
te werden auf die Behinderung der Mastzelldegranulation und damit Beeinflussung
der Tumormikroumgebung durch Ibrutinib zurückgeführt [92]. Sowohl in Versuchs-
reihen mit Pankreasadenokarzionomen, als auch bei NSCLC mit EGFR-Mutation
wies die Behandlung mit Ibrutinib eine gute Effektivität und geringe Toxizität auf, so
dass dieser Ansatz als vielversprechend gilt und weiter erforscht wird [92, 118]. In
Mammakarzinomzelllinien wurde die Zellzahl durch Ibrutinib-Gabe stark dezimiert
[155]. HER2-positive Zellen waren dabei sensitiver für Ibrutinib, als die luminalen,
triple-negativen Zelllinien. Bei HER2-überexprimierenden Zellen führte eine Inhibi-
torbehandlung zum G1-S-Arrest. Es zeigte sich eine 50%ige-Reduktion der Zellen
in der S-Phase. In dieser Studie wurden neben Ibrutinib auch die BTK-Inhibitoren
AVL-292 (Spebrutinib) und CGI-1746 eingesetzt. AVL-292 und CGI-1746 inhibier-
ten die Kinaseaktivität im gleichen Maße wie Ibrutinib, waren aber weniger anti-
proliferativ wirkend als Ibrutinib [155]. Auch Kombinationstherapie von Ibrutinib und
z. B. Immuncheckpointinhibitoren wie Nivolumab werden in Studien untersucht, z.
B. für NSCLC [13].
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1.5 Zielsetzung

Nachdem von der Arbeitsgruppe Molekulare Immunologie der Hals-Nasen-Ohren-
klinik der Universitätsklinik Ulm auch in HNSCC-Zelllinien und in Proben aus Kopf-
Hals-Tumoren zwei onkogene Isoformen p65BTK und p80BTK identifiziert wur-
den, soll geklärt werden, in welchem Umfang die BTK für die Tumorentstehung
und die Überlebensfähigkeiten der Tumoren von Bedeutung ist. In dieser Arbeit
soll untersucht werden, inwieweit die BTK Einfluss auf Autophagie- und Apoptose-
Signalwege hat. Die Vermutung ist, dass es durch die BTK zu einer Herunterre-
gulierung der Autophagie und Apoptose kommt. Zusätzlich besteht die Hypothese,
dass Tumorzellen, in denen die BTK supprimiert wurde, langsamer wachsen und
sich langsamer ausbreiten, als Tumorzellen, in denen die BTK regulär aktiviert ist.
Außerdem soll geprüft werden, ob der BTK-Knockdown durch shRNA zu einer Re-
duktion des Tumorwachstums und der Proliferation führt.
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2 Material und Methoden

Im folgenden Kapitel werden die verschiedenen Experimente erläutert und die dafür
benötigten Materialien, Reagenzien und Geräte aufgeführt.

2.1 Zellkultur

In diesem Abschnitt gibt es eine allgemeine Übersicht über die verwendeten Zellli-
nien und das Vorgehen in der Zellkultur.

2.1.1 Materialien

Die für die Zellkultur benötigten Reagenzien, Materialien und Geräte werden im
Folgenden erläutert und es wird auf die Herkunft und die Eigenschaften der ver-
wendeten Zelllinien eingegangen.

In der vorliegenden Arbeit wurden Zelllinien verwendet, die von Plattenepithelkar-
zinomen des Kopf-Hals-Bereiches etabliert worden sind. Von der Universität Düs-
seldorf wurden freundlicherweise die Zelllinien UD-SCC 1 (Universität Düsseldorf-
Squamous cell carcinoma), UD-SCC 2, UD-SCC 5 und UD-SCC 6 zur Verfügung
gestellt (genauere Spezifizierung siehe Tabelle 2.2). Die in Tabelle 2.2 beschriebe-
nen Zelllinien wurden im Forschungslabor der Hals-Nasen-Ohren-Klinik Ulm in ei-
nem vorhergegangen Projekt über ein Plasmid mit einer Small hairpin RNA (shRNA)
transduziert (Prof. Dr. C. Brunner, Arbeitsgruppe Molekulare Immunologie, 2017).
Dabei macht man sich den zelleigenen Mechanismus der RNA-Interferenz zu nut-
ze. RNA-Interferenz (RNAi) ist ein hoch konservierter Prozess, der sich in nahezu
allen eukaryotischen Zellen findet [53, 95]. Kleine doppelsträngige RNA-Moleküle,
wie siRNA (small interfering RNA) oder shRNA (small hairpin RNA), führen dazu,
dass spezifische, komplementäre mRNA-Abschnitten abgebaut werden und so die
Genexpression unterdrückt wird. Nach der Transkription bilden die sh- oder siRNA,
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Tabelle 2.1 Plasmid transduzierte Knockdown-Zelllinien und Kontrollzelllinien
Die Nr. 1. - 4. bezeichnen die BTK-Knockdown-Zelllinien, rechts davon (Nr. 5. -
8.) stehen die jeweils zugehörige Kontrollzelllinie.
BTK - Bruton´sche Tyrosinkinas; shRNA - small hairpin RNA; UD-SCC - Uni-
versität Düsseldorf-Sqamous Cell Carcinoma

1. UD-SCC 1 BTK shRNA → 5. UD-SCC 1 scrambled shRNA
2. UD-SCC 2 BTK shRNA → 6. UD-SCC 2 scrambled shRNA
3. UD-SCC 5 BTK shRNA → 7. UD-SCC 5 scrambled shRNA
4. UD-SCC 6 BTK shRNA → 8. UD-SCC 6 scrambled shRNA

zusammen mit verschiedenen Proteinen, den RISC (RNA-induced silencing com-
plex). Durch den RISC wird die Spaltung, und der Abbau eines komplementären
mRNA-Abschnittes katalysiert und dadurch die Genexpression vor der Translation
abgebrochen [31, 95, 161]. Sh- oder siRNA-Moleküle können, spezifisch angepasst
an einen Genom-Abschnitt, der für ein Gen kodiert, dessen Expression unterdrückt
werden soll, hergestellt und mittels Vektoren artifiziell in Zellen eingebracht werden,
wie es bei diesen Zelllinien durchgeführt wurde [31, 134, 139]. Zu jeder Zelllinie gibt
jeweils eine Vergleichszelllinie, die mit einer scrambled shRNA (Kurzform: scr shR-
NA) infiziert wurde, die keinen Einfluss auf das Genom hat. Die Zellen haben den
gleichen Transduktionsprozess (lentivirale Infektion) durchlaufen und können so für
die Knockdown-Zelllinien als Kontrolle dienen. Die Zelllinien werden in Tabelle 2.1
aufgelistet.

Einige Experimente wurden mit den Knockdown-Zelllinien durchgeführt, andere mit
den Ausgangszelllinien, UD-SCC 1, 2, 5 und 6. Die jeweils verwendeten Zelllinien
werden im zugehörigen Materialteil des Experimentes aufgeführt.

Ein Ethikvotum durch die Ethikkomission der Universität Ulm, zur molekularen Un-
tersuchung dieser Zelllinien, liegt vor (2019/17).
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Tabelle 2.2 Charakteristika der verwendeten Zelllinien
Modifiziert nach Lansford, C. et al. Head and Neck Cancers [67, 80]
m-männlich; TNM- Tumorstadium: Tumorgröße (T), Lymphknoten (N), Fermetastasen (M); UD-SCC - Uni Düsseldorf-
Squamous cell carcinoma; w-weiblich

HNSCC
Zelllinie

Alter Ge-
schlecht

Tumor
Ort

TNM Stadium Läsions-
typ

Primär-
lokali-
sation

HPV−16
E6
Trans-
kript

p53
Status
(-mutiert/
+Wildtyp)

UD-SCC 1 64 m Vordere
Zunge,
Oropha-
rynx

T3N2bM0 IV Primär - - -

UD-SCC 2 58 m Sinus
pirifor-
mis,
Hypo-
pharynx

T3N3M0 IV Primär - + +

UD-SCC 5 44 m Supra-
glottisch,
Larynx

T1N1M0 III Primär - - -

UD-SCC 6 64 m Zunge,
Oropha-
rynx

T3N0M0 IV Primär - - -
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Tabelle 2.3 Reagenzien, Medien für die Zellkultur
DMEM - Dulbeccos Modified Eagle Medium; EDTA - Ethylendiaminotetraacetat;
PBS - Phosphate Buffered Saline

Bezeichnung Firma
DMEM
(+)4,5g/L D-Glucose, L-Glutamine,
(-)Pyruvate

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA (US)

FBS Superior Merck KGaA, Darmstadt
ZellShield Minerva Biolabs, Berlin
Medium zur Zellkultivierung:
DMEM + 10% FBS + 1% Zellshield

s.o.

PBS Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA (US)

Trypsin/EDTA PAN-Biotech, Aidenbach
Trypan Blue solution Sigma-Aldrich, St. Louis, MO (US)

Tabelle 2.4 Verbrauchsmaterialien für die Zellkultur
Bezeichnung Firma
Zellkulturflaschen (25cm2, 75cm2,
175cm2)

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA (US)

Zellkulturflaschen (150cm2) Corning, Corning, NY (US)
Falcon Tubes (15cm2, 50cm2) Corning, Corning, NY (US)
Einmal-Pipetten (5ml, 10ml, 25ml,
50ml)

Corning, Corning, NY (US)

Pipettenspitzen (10/20µl, 200ml) Starlab International GmbH, Hamburg
Pipettenspitzen (1000µl) Thermo Fischer Scientific, Waltham,

MA (US)
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Tabelle 2.5 Geräte für die Zellkultur
Bezeichnung Firma
Pipetus (Pipetierhilfe) Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co.

KG, Eberstadt
Pipetten Research Plus (10ml, 20ml,
100ml, 200ml, 1000ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Sterilbank Laminar Flow HeraSafe Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA (US)

Inkubator HeraCell 150 Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA (US)

Zentrifuge 5810 R Eppendorf AG, Hamburg
Mikroskop Olympus CK30 Olympus, Shinjuku, Tokio (JP)
Wasserbad P-D Industriegesellschaft mbH, Dres-

den

2.1.2 Methoden

Die Zellkultur erfolgte unter sterilen Bedingungen. Die Zellen wurden in DMEM mit
10% FBS und 1% Zellshield, bei 37◦C und 5% CO2 in Zellkulturflaschen kultiviert.
Die Zellen wurden in einer Dichte von 20.000 Zellen/cm2 ausgesät. Das Kulturme-
dium wurde ca. alle 3 Tage gewechselt, abhängig vom Verbrauch der Zellen. Bei
Erreichen von etwa 80% konfluentem Wachstum (etwa alle 6 Tage) wurden die Zel-
len abgelöst und subkultiviert. Nach Absaugen des Mediums und Spülen mit PBS
wurden die Zellen mit 10ml Trypsin/EDTA für 5 - 10min bei 37◦C inkubiert. Die gelös-
ten Zellen wurden in ein 50ml Falcon-Röhrchen überführt und für 5min, bei 21◦C mit
1200rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet mit 10ml fri-
schem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden mit einer Neubauer-Zählkammer
gezählt. Dazu wurden, nachdem das Deckgläschen auf der Zählkammer befestigt
war, 10µl der Zellsuspension mit 90µl Trypanblau vermischt (Verdünnung 1:10) und
auf die Zählkammer aufgetragen. Die Zellen in den äußeren 64 Felder der Zähl-
kammer wurden gezählt und die Zellzahl mit folgender Formel berechnet (da der
Verdünnungsfaktor in diesem Fall 1:10 beträgt.):

(Zellzahl : 4) · 10 = Zellzahl · 104/ml

Von der Zellsuspension wurde die benötigte, errechnete Menge an Zellen in eine
neue Zellkulturflasche gegeben um eine Dichte von 20.000 Zellen/cm2 zu erreichen
und mit ausreichend frischem Medium aufgefüllt.
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2.2 Scratch-Assay

Der Scratch-Assay oder auch Wundheilungsassay genannt, wird in diesem Ab-
schnitt genauer erläutert.

2.2.1 Materialien

Für den Scratch-Assay wurden die Zelllinien

• UD-SCC 1 scrambled shRNA

• UD-SCC 1 BTK shRNA

verwendet. Die verwendete Reagenzien und Geräte werden in den folgenden Ta-
bellen aufgelistet (Tabellen 2.6 bis 2.8).

Tabelle 2.6 Reagenzien, Medien für den Scratch-Assay
DMEM - Dulbeccos Modified Eagle Medium; FBS - Fetales Kälber Serum; PBS
- Phosphate Buffered Saline

Bezeichnung Firma
DMEM
(+)4,5g/L D-Glucose, L-Glutamine,
(-)Pyruvate

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA (US)

FBS Superior Merck KGaA, Darmstadt
PBS Thermo Fischer Scientific, Waltham,

MA (US)
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Tabelle 2.7 Verbrauchsmaterialien für den Scratch-Assay
Bezeichnung Firma
Pipettenspitzen (10/20µl, 200ml) Starlab International GmbH, Hamburg
Pipettenspitzen (1000µl) Thermo Fischer Scientific, Waltham,

MA (US)
Pipettenspitzen Combitip advanced
(0,1ml, 0,2ml, 0,5ml, 1ml, 5ml, 10ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Cell Culture-Inserts 2-Well Ibidi GmbH, Martinsried
Zellkultur-Platten (12-Well, 24-Well) Thermo Fischer Scientific, Waltham,

MA (US)
Einmal-Pinzetten Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Tabelle 2.8 Geräte für den Scratch-Assay
Bezeichnung Firma
Multipipetten (Xstream, Xplorer plus) Eppendorf AG, Hamburg
Pipetten Research Plus (10ml, 20ml,
100ml, 200ml, 1000ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Mikroskop Axio Observer Carl Zeiss AG, Oberkochen

2.2.2 Methoden

Für den Scratch-Assay wurden die kultivierten Zellen, wie in Abschnitt 2.1 beschrie-
ben, vorbereitet und gezählt. Die Zellsuspension wurde auf 3 · 105 Zellen/ml einge-
stellt. Pro Well der 12-Well-Platten wurde mit einer Pinzette ein Cell Culture Insert
eingebracht. In jede der zwei Kammern des Inserts wurden 70µl der vorbereiteten
Zellsuspension pipettiert. Um das Insert herum wurde 0,6ml DMEM-Medium mit
1% FBS gegeben. Die Platte wurde für 24h bei 37◦C und 5% CO2 inkubiert. Als Ziel
war das Erreichen eines konfluenten Zelllayers nach 24h vorgegeben, die nötige
Zellzahl, für die jeweilige Zelllinie, wurde vorher mit einer Verdünnungsreihe austi-
triert. Nach 24h wurden die Inserts mit einer Pinzette vorsichtig herausgenommen,
ohne dabei den Zelllayer zu beschädigen. Das alte Medium wurde abgesaugt und
die Wells zweimal mit warmen PBS gewaschen. Anschließend wurde 1ml Medium
mit 1% FBS in jedes Wells pipettiert und die 0h-Messung am Mikroskop durchge-
führt. Pro Well wurden drei Fotos gemacht, jeweils eines am oberen Rand, eines
in der Mitte und eines am unteren Rand der Wunde. Die Position der Zellkultur-
Platte wurde bei den ersten Bildern mittels einer Skala am Mikroskop bestimmt
und festgehalten, um sicherzustellen, dass im Verlauf immer die gleichen Stellen
der Wunde fotografiert werden konnten. Die Platte wurde für weitere 4h inkubiert,
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dann wieder fotografiert und nochmal nach 8h, 12h, 24h und wenn nötig nach 48h.
Für die Auswertung der Wundfläche wurde die Software ImageJ benutzt. Dabei
wurde das Bild zunächst in Graustufen konvertiert (Image → Type → 8-bit). Die
Konturen wurden hervorgehoben (Process → Find edges) und anschließend die
Zwischenräume zwischen den Zellen verwischt (Process → Smooth). Der zweite
Schritt wurde teilweise mehrfach durchgeführt, bis eine relativ einheitliche Zellflä-
che zu erkennen war. Anschließend wurde manuell ein Schwellenwert angelegt, um
den Kontrast zwischen der Zellschicht und der Wundfläche zu verstärken und die
Wundfläche hervorzuheben (Image → Adust → Threshold). Nachdem die Wund-
fläche gut erkennbar war, wurde die Größe der Fläche automatisch quantifiziert
(Analyze → Analyze Particles [size: 10.000 - Infinity]).

2.3 Proliferationsassay

Der Proliferationsassay wurde als colorimetrischer Assay durchgeführt, das Prin-
zip und die verwendeten Materialien werden im folgenden Textabschnitt genauer
erläutert.

2.3.1 Materialien

Für den Proliferationsassay wurden die Zelllinien

• UD-SCC 1 scrambled shRNA

• UD-SCC 1 BTK shRNA

verwendet. Die verwendete Reagenzien und Geräte werden in den folgenden Ta-
bellen aufgelistet (Tabellen 2.9 bis 2.11).
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Tabelle 2.9 Reagenzien, Medien für den Proliferationsassay
DMEM - Dulbeccos Modified Eagle Medium; FBS - Fetales Kälber Serum; PBS
- Phosphate Buffered Saline

Bezeichnung Firma
DMEM
(+)4,5g/L D-Glucose, L-Glutamine,
(-)Pyruvate

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA (US)

FBS Superior Merck KGaA, Darmstadt
ZellShield Minerva Biolabs, Berlin
Medium zur Zellkultivierung:
DMEM + 10% + 1% Zellshield

s.o.

PBS Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA (US)

CellTiter 96 ® Aqueous One Solution
Cell Proliferation Assay

Promega, Fitchburg (Madison), WI
(US)

Tabelle 2.10 Verbrauchsmaterialien für den Proliferationsassay
Bezeichnung Firma
Pipettenspitzen (10/20µl, 200ml) Starlab International GmbH, Hamburg
Pipettenspitzen (1000µl) Thermo Fischer Scientific, Waltham,

MA (US)
Pipettenspitzen Combitip advanced
(0,1ml, 0,2ml, 0,5ml, 1ml, 5ml, 10ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Adhesive Film for Microplates VWR International, Radnor, PA (US)
Microplate 96-Well (Non binding, F-
Bottom)

Greiner Bio-One GmbH, Kremsmüns-
ter (AT)

Tabelle 2.11 Geräte für den Proliferationsassay
Bezeichnung Firma
Pipetten Research Plus (10ml, 20ml,
100ml, 200ml, 1000ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Mehrkanalpipette Brand, Wertheim
TECAN Infinite M200 Pro Tecan Group, Männedorf (CH)
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2.3.2 Methoden

Für den Proliferationsassay wurde die CellTiter 96 ® Aquaeous One Solution für
eine colorimetrische Analyse der Zellzahl benutzt. Die enthaltenen Tetrazolium-
Komponente wird durch die Zellen abgebaut zu einem Formazan-Produkt, das
farbig erscheint und in Zellkulturmedium löslich ist. Die Quantität des Formazan-
Produkts, die mittels Absorption bei 490nm gemessen wird, ist direkt proportional
zur Anzahl der lebenden Zellen in der Kultur. Die Durchführung des Assays erfolgte
analog zum Protokoll des Herstellers. Die Zellen wurden an Tag 1 auf einer 96-Well-
Platte ausgesät. Dafür wurde vorher eine Verdünnungsreihe hergestellt aus einer
Stocklösung mit 1 · 105 Zellen/ml. Die Stocklösung wurde mit Medium vermischt um
jeweils eine Konzentration von 10.000 Zellen pro 1ml, 20.000 Zellen pro 1ml etc.
zu erhalten. Pro Well wurden 100µl der entsprechenden Verdünnung ausgesät, so
dass sich dann jeweils 1000, 2000, 3000, 4000 oder 5000 Zellen in einem Well
befanden. Insgesamt wurden für jeden der vier Messzeitpunkte jeweils eine Ver-
dünnungsreihen pro Zelllinie benötigt. Außerdem wurde Medium ohne Zellen in 4
Wells gegeben, um bei jedem Messzeitpunkt die Hintergrundabsorption messen
zu können. Am zweiten Tag wurde, zum festgelegten Zeitpunkt, je 20µl CellTiter
Aquaeous One Solution auf die Wells der Reihe für die 0h Messung pipettiert. Die
Platte wurde für 2,5h bei 37◦C und 5% CO2 inkubiert. Zur Messung wurde die Flüs-
sigkeit aus den Wells der ersten Reihe in eine neue 96-Well-Platte pipettiert, in der
dann die Messung am Tecan durchgeführt wurde. Im Tecan wurde die Platte für 20s
geschüttelt und bei 490nm Wellenlänge mit 25 Blitzen gemessen. Für die 24h-, 48h-
und 72h-Messung wurde ebenso verfahren. Aus den errechneten Absorptionswer-
ten wurde über die vorherigen Titrationsversuche und die Backgroundreduktion die
Anzahl der lebenden Zellen ermittelt.

2.4 Pharmakologische BTK-Inhibition mit AVL-292
(Spebrutinib)

Um den Einfluss der pharmakologischen BTK-Inhibition zu untersuchen, wurden
Zellen der Zelllinien UD-SCC 1, 2, 5 und 6 mit dem BTK-Inhibitor AVL-292 (Spebru-
tinib) behandelt. Der genaue Ablauf des Experiments wird im Folgenden beschrie-
ben.
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2.4.1 Materialien

Für die Behandlung mit AVL-292 wurden die Zelllinien

• UD-SCC 1

• UD-SCC 2

• UD-SCC 5

• UD-SCC 6

verwendet. Die verwendete Reagenzien und Geräte werden in den folgenden Ta-
bellen aufgelistet (Tabellen 2.12 bis 2.14).

Tabelle 2.12 Reagenzien, Medien für die BTK-Inhibition mit AVL-292
BTK - Bruton´sche Tyrosinkinase; DMEM - Dulbeccos Modified Eagle Medi-
um; EDTA - Ethylendiaminotetraacetat; FBS - Fetales Kälber Serum; PBS -
Phosphate Buffered Saline

Bezeichnung Firma
DMEM
(+)4,5g/L D-Glucose, L-Glutamine,
(-)Pyruvate

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA (US)

FBS Superior Merck KGaA, Darmstadt
ZellShield Minerva Biolabs, Berlin
Medium zur Zellkultivierung:
DMEM + 10% FBS + 1% Zellshield

s.o.

PBS Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA (US)

Trypsin/EDTA PAN-Biotech, Aidenbach
AVL 292 (98,9%) Axon Medchem BV, Groningen (NL)
DMSO Sigma-Aldrich, St. Louis, MO (US)

2.4.2 Methoden

Pro Zelllinie wurden für die zwei gewählten Messzeitpunkte, 24h und 48h, vier Zell-
kulturschalen ausgesät. Jeweils eine für die drei verschiedenen Inhibitorkonzen-
trationen (10µl, 20µl und 30µl AVL-292) und eine für die Kontrolle mit DMSO. Die
Zellen wurden in Zellkulturschalen mit ∅ 145mm ausgesät. Die Dichte variierte je
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Tabelle 2.13 Verbrauchsmaterialien für die BTK-Inhibition mit AVL-292
BTK - Bruton´sche Tyrosinkinase

Bezeichnung Firma
Pipettenspitzen (10/20µl, 200ml) Starlab International GmbH, Hamburg
Pipettenspitzen Combitip advanced
(0,1ml, 0,2ml, 0,5ml, 1ml, 5ml, 10ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Zellkultur-Schalen (∅ 145mm) Greiner Bio-One GmbH, Kremsmüns-
ter (AT)

Einmal Spatula (210mm, 310mm) VWR International, Radnor, PA (US)
Nunc Kryoröhrchen Thermo Fischer Scientific, Waltham,

MA (US)
Reagiergefäße (1,5ml, 2ml) Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht

Tabelle 2.14 Geräte für die BTK-Inhibition mit AVL-292
BTK - Bruton´sche Tyrosinkinase

Bezeichnung Firma
Pipetten Research Plus (10ml, 20ml,
100ml, 200ml, 1000ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Mikroskop Olympus CK30 Olympus, Shinjuku, Tokio (JP)
Präszisionswaage Sartorius AG, Göttingen
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nach Wachstumsgeschwindigkeit der Zelllinie, zwischen 30.000 Zellen/cm2 für UD-
SCC 1, bis hin zu 50.000 Zellen/cm2 für UD-SCC 6 und wurde so gewählt, dass alle
Zelllinien nach 24h Inkubation die gleiche Dichte von etwa 30% aufwiesen. Nach
den ersten 24h Inkubation wurden die Schalen jeweils mit 9ml Medium und 0,1%
DMSO, bzw. 10µl AVL-292, 20 oder 30µl AVL-292 versetzt. Anschließend erfolg-
te die weitere Inkubation für 24h bei 37◦C und 5% CO2. Die Ablösung der ersten
Hälfte der Schalen erfolgte 24h nach Zugabe des Inhibitors bzw. des DMSO. Aus
den Zellen wurden Proteinlysate gewonnen, vergleiche hierzu Abschnitt 2.5.2.1.
Nach 48h wurden die restlichen Zellkulturschalen geerntet und ebenso verarbei-
tet. Aus diesen Proteinproben wurde dann mittels Western Blot die Veränderung
der Proteinexpression für verschiedene Proteine des Zellzyklus, der Apoptose und
Autophagie überprüft (siehe Abschnitt 2.5).

2.5 Western Blot

Die mit AVL-292 behandelten Zellproben (siehe Abschnitt 2.4) wurden mittels Wes-
tern Blot genauer analysiert.

2.5.1 Materialien

Für die Western Blots wurden folgende Materialien benutzt (Tabellen 2.15 bis 2.20).
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Tabelle 2.15 Reagenzien, Medien für den Western Blot
BSA - Bovines Serumalbumin; PBS - Phosphate Buffered Saline; TEMED -
Tetramethylethylenediamine; TRIS - Trishydroxymethylaminomethan

Bezeichnung Firma
PBS Thermo Fischer Scientific, Waltham,

MA (US)
Albumin BSA, Fraction V AppliChem GmbH, Darmstadt
Precision Plus Protein Dual Color Stan-
dards

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA
(US)

Glycine Sigma-Aldrich, St. Louis, MO (US)
TRIS-Hydrochlorid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
TEMED Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Tween 20 Applichem GmbH, Darmstadt
Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid Stamm-
lösung)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Western Blot Stripping Buffer Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA (US)

Skim Milk Powder Sigma-Aldrich, St. Louis, MO (US)

Tabelle 2.16 Verbrauchsmaterialien für den Western Blot
Bezeichnung Firma
Pipettenspitzen (10/20µl, 200ml) Starlab International GmbH, Hamburg
Pipettenspitzen Combitip advanced
(0,1ml, 0,2ml, 0,5ml, 1ml, 5ml, 10ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Non-binding-Zellkulturplatte 96-well Greiner Bio-One GmbH, Kremsmüns-
ter (AT)

Nitrocellulose Blotting Membrane
0,45µM

GE Healthcare, Chicago, IL (US)

Reagiergefäße (1,5ml, 2ml) Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht
Einmal Spatula (210mm, 310mm) VWR International, Radnor, PA (US)
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Tabelle 2.17 Geräte für den Western Blot
SDS - Sodium Dodecyl Sulfate

Bezeichnung Firma
Chemidoc MP Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA

(US)
Mini Protean Tetra Cell (WB System) Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA

(US)
Blotting Module (WB Systems) Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA

(US)
SDS-Page-Spannungsgeräte Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA

(US)
Zentrifuge 5424 R Eppendorf AG, Hamburg
Magnetrührer IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

im Breisgau
See-Saw Rocker SSL4 Cole-Parmer Instrument Company,

Vernon-Hills, IL, (US)
TECAN Infinite M200 Pro Tecan Group, Männedorf (CH)

Tabelle 2.18 Kits für den Western Blot
BCA - Bicionchonic Acid

Bezeichnung Firma
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fischer Scientific, Waltham,

MA (US)
SuperSignal West Dura Extended Du-
ration Substrate

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA (US)
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Tabelle 2.19 Puffer, Stocklösungen für den Western Blot
APS - Ammoniumperoxidsulfat; NaCl - Natriumchlorid; RIPA - Radioimmuno-
precipitation Assay; SDS - Sodium Dodecyl Sulfate; TBS - Tris Buffered Saline;
TBS-T - TBS + Tween 20; TRIS - Trishydroxymethylaminomethan

RIPA Puffer 25mM TRIS (pH 7,6 )
150mM NaCl
1% Triton x 100
0,1% SDS
1% Na-Deoxychlorid
−→ Lagerung bei RT

10% APS 1g APS mit 10ml Wasser gelöst
−→ Lagerung bei -20◦C

Transfer Puffer 6g TRIS (25mM)
28,8g Glycine (190mM)
400ml Methanol
aq.dest. ad 2l
−→ Lagerung bei 4◦C

10xSDS Laufpuffer 30,3g TRIS (250mM)
144g Glycine (1920mM)
10g SDS (1%)
aq.dest. ad 1l
−→ Lagerung bei RT

10xTBS Puffer 24,22 TRIS (0,2M)
87,66 NaCl (1,5M)
pH 7,5
aq. dest. ad 1l
−→ Lagerung bei RT

TBS-T 10% (Western Blot) 100ml 10xTBS Puffer
1ml Tween 20
aq.dest. ad 1l
−→ Lagerung bei RT
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Tabelle 2.20 Western Blot Antikörper
ATG - Autophagy-Related Kinase; BCL-XL - BCL2-like (Synonym: BCL2L);
E2F1 - E2F transcription factor 1; GAPDH - Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase; GSK3β- Glykogen-Synthese-Kinase-3 beta; IgG - Immunglo-
bulin G; RB - Retinoblastom-assoziiert; rb - rabbit

Antigen Spezies Verdünnung Hersteller
GAPDH (FL-335):
sc-25778

rb 1:1000 Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX (US)

ACTB (β-actin):
A2228

rb 1:5000 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO
(US)

ATG7 (D12B11):
cs85585

rb 1:1000 Cell Signaling Technology,
Danvers, MA (US)

CyclinD1: cs2922S rb 1:1000 Cell Signaling Technology,
Danvers, MA (US)

BCL-XL (54H6):
2764S

rb 1:1000 Cell Signaling Technology,
Danvers, MA (US)

Phospho-RB
(Ser780) (C84F6):
cs3590S

rb 1:1000 Cell Signaling Technology,
Danvers, MA (US)

Caspase-9:
cs9502S

rb 1:1000 Cell Signaling Technology,
Danvers, MA (US)

Cleaved Caspase-3
(Asp175): cs9661S

rb 1:1000 Cell Signaling Technology,
Danvers, MA (US)

LC3A/B (D3U4C):
cs12741S

rb 1:1000 Cell Signaling Technology,
Danvers, MA (US)

Phospho-GSK-3β

(Ser9) (D85E12):
cs5558S

rb 1:1000 Cell Signaling Technology,
Danvers, MA (US)

E2F1 [EPR3818(3)]:
ab179445

rb 1:1000 Abcam, Cambridge (UK)

Rabbit anti-mouse
IgG secondary anti-
body, HRP: 31450

- 1:10000 Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA (US)

Mouse anti-rabbit
IgG secondary anti-
body, HRP: 31464

- 1:10000 Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA (US)
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2.5.2 Methoden

Folgende Methoden wurden für die Analyse der Proteinexpression mittels Western
Blot angewandt.

2.5.2.1 Protein-Lysate

Zur Extraktion der Proteine aus kultivierten Zellen wurden diese wie in Abschnitt 2.1
erläutert gewaschen, gelöst und zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, die
Zellen mit 1ml PBS resuspendiert, gemischt und in 1,5ml Mikroreagiergefäße über-
führt. Für 5min, 21◦C, bei 250rcf wurde zentrifugiert und der Überstand verwor-
fen. Das Zellpellet wurde mit RIPA-Puffer (wenn nötig gemischt mit Phosphostop
und Proteasestop) resuspendiert und für 10min bei 4◦C inkubiert. Die Menge an
RIPA-Puffer ist abhängig von der Proteinmenge, also der Zellzahl. Für 5 · 106 Zellen

(entspricht ca. einer 75cm2 Zellkulturflasche) wurden 0,5ml RIPA benötigt. Nach
der Inkubationszeit wurden die Zellen bei 4◦C, für 10min bei 13000rcf zentrifugiert.
Der Überstand wurde anschließend in ein neues Mikroreagiergefäß überführt. Die
Protein-Lysate wurden schockgefroren und dann bei -80◦C gelagert.

2.5.2.2 Proteinbestimmung

Aus den Protein-Lysaten erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem
Pierce-BCA-Protein-Kit, analog zur Anleitung. Dabei wird, durch Bindung an die
Peptidbindungen, Cu2+ zu Cu+ reduziert, und die folgende Bildung eines Farbkom-
plexes aus Cu+ und BCA wird kolorimetrisch gemessen. Zuerst wurden die Pro-
ben für den Proteinstandard, aus BSA und destilliertem Wasser, vorbereitet. Der
BCA-Working Reagent (WR) wurde aus 50 Teilen BCA-Reagent-A und 1 Teil BCA-
Reagent-B hergestellt. Die Menge bezog sich auf die Anzahl der zu messenden
Proben. In einer Non-binding-Zellkulturplatte wurden, jeweils als Duplikate, 25µl der
Standardproben, destilliertes Wasser als Blindprobe und der Proteinproben aufge-
tragen. In jedes Well wurden 200µl des WR gegeben und die Platte wurde abge-
deckt bei 37◦C für 30min inkubiert. Nachdem die Platte wieder auf Raumtemperatur
abgekühlt war, wurde die Absorption bei 562nm im Tecan-Platten-Reader gemes-
sen und die Proteinkonzentration errechnet.
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2.5.2.3 Polyacrylamidgele

Die für den Western Blot benötigten Polyacrylamidgele wurden nach den in Tabel-
le 2.21 aufgelisteten Rezepten gegossen. Je höherprozentig das Trenngel ist, desto
feiner kann die Auftrennung der Proteine erfolgen. Die Entscheidung, welches Gel
benötigt wurde, erfolgte je nach Molekulargewicht der zu detektierenden Proteine.
Zuerst wurde jeweils das 4% Sammelgel gegossen, in dem sich die Proben in den
ersten Minuten nach Anlegen des Stromes sammeln, und so nach dem Auftragen
auf eine Linie kommen können. Zur Glättung und zum Schutz vor Sauerstoff wur-
de das Gel bis zur völligen Polymerisation mit Isopropanol überschichtet. Nach dem
Aushärten (am besten über Nacht bei 4◦C) wurde das Isopropanol entfernt, das Gel
mit Wasser von den Resten gesäubert und getrocknet. Anschließend wurde das je-
weils nötige Trenngel aufgetragen und für ca. 30min aushärten gelassen, bevor die
Auftragung der Proben erfolgen konnte.

Tabelle 2.21 Rezepte für die Polyacrylamidgele des Western Blots
APS - Ammoniumperoxidsulfat; HCl - Chlorwasserstoff; H2O - Wasser; SDS -
Sodium Dodecyl Sulfate; TEMED - Tetramethylethylenediamine; TRIS - Tris-
hydroxymethylaminomethan

Komponenten Sammelgel 4% Trenngel 10% Trenngel 15%
H2O (Ampuwa) 2,1ml 4,0ml 2,3ml
Acrylamid (30%) 0,5ml 3,3ml 4,0ml
TRIS HCl 1,0M (pH 6,8) 0,38ml - -
TRIS HCl 1,5M (pH 8,8) - 2,5ml 2,5ml
SDS (10%) 0,03ml 0,15ml 0,15ml
APS (10%) 0,03ml 0,15ml 0,15ml
TEMED 0,003ml 0,004ml 0,004ml

2.5.2.4 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) und Blotting

Mittels der SDS-PAGE werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
Dafür wurden zunächst die Proteinlysate (vgl. Abschnitt 2.5.2.1) langsam aufge-
taut. Je nach Proteinkonzentration (Bestimmung der Proteinkonzentration siehe Ab-
schnitt 2.5.2.2) in der Probe, wurde eine unterschiedliche Menge der Lysate benö-
tigt, so dass auf einem Gel alle Proben in gleicher Konzentration aufgetragen wer-
den konnten, z. B. 20µg Protein pro Well. Die benötigte Menge der Probe wurde
zusammen mit 5µl des 4xLämmli Puffer gemischt und mit RIPA auf 20µl aufgefüllt.
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Die Proben wurden gemischt und für 5min bei 95◦C denaturiert. Die fertigen Poly-
acrylamidgele (gegossen nach dem Rezept Abschnitt 2.5.2.3) wurden in die Kam-
mern eingespannt, die Kammer bis zur Markierung mit SDS-Laufpuffer befüllt. Die
Proben und der Ladder wurden aufgetragen. Das Gel lief für 15-20min bei 120V,
bis die Proben durch das Sammelgel hindurch gelaufen waren. Anschließend wur-
den die Proben für 50-60min bei 180V aufgetrennt. Beim Nasstransfer wurden alle
Komponenten (die zurecht geschnittene Nitrocellulosemembran, Gele, Filterpapier,
Schwämmchen) 5min zunächst lang in kaltem Transferpuffer eingeweicht.

Schwämmchen

Schwämmchen

3x Filterpapier

3x Filterpapier
Polyacrylamidgel

Gelhalter (schwarze Seite)

Gelhalter (weiße Seite)

Nitrocellulosemembran

Abb. 2.1 Reihenfolge der Komponenten beim Western Blot Transfer
Für den Nasstransfer werden alle Komponenten in Transferpuffer eingeweicht und
dann in der in der hier beschriebenen Reihenfolge in die Halterung eingelegt. Be-
sonders wichtig ist die die Lage des beladenen Gels und der Nitrocellulosemem-
bran, damit das korrekte Blotting-Ergebnis erreicht wird. (Abbildung eigenhändig
erstellt.)

Danach wurde die Transferhalterung beladen, Reihenfolge siehe Abb. 2.1. Die Hal-
terung wurde in die mit Transferpuffer gefüllte Kammer eingebaut und bei 100V

für 1h geblottet. Die Membran wurde anschließend vorsichtig ausgebaut und mit
TBS-T (TBS und 10% Tween 20) gewaschen. Geblockt wurde die Membran mit 5%
Milchpulver in TBS-T für 1h. Danach erfolgte die Inkubation mit einem Primäranti-
körper über Nacht bei 4◦C. Anschließend wurde die Membran 3 x 5min mit TBS-T
gewaschen und mit dem entsprechenden Sekundärantikörper für 1h bei Raumtem-
peratur inkubiert. Nach der erneuten Waschung mit TBS-T für 3 x 5min wurde die
Membran für 5min mit dem SuperSignal West Duration Substrate Kit inkubiert und
mit dem Chemidoc entwickelt. Die Volumenanalyse der Banden wurde mit der Soft-
ware Image Lab und dem BioRad-ChemiDoc durchgeführt. Die relative Banden-
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intensität wurde jeweils mit den „Housekeeping“-Genen GAPDH oder β-Actin ins
Verhältnis gesetzt und die Proteinexpression errechnet.

2.6 Chorion-Allantois-Membran-Assay (CAM)

Im folgenden Abschnitt wird das quasi in-vivo-Experiment, der Chorion-Allantois-
Membran-Assay (CAM-Assay) genauer erläutert. Die Durchführung der CAM-Ex-
perimente erfolgte im Labor der Inneren Medizin I, Universitätsklinikum, mit Unter-
stützung der Arbeitsgruppe Tumor angiogenesis, Metastasis and Cancer metabo-
lism von Dr. rer. nat. Ninel Azoitei.

2.6.1 Materialien

Für den CAM-Assay wurden die Zelllinien

• UD-SCC 1 scrambled shRNA

• UD-SCC 1 BTK shRNA

verwendet. Die verwendete Reagenzien und Geräte werden in den folgenden Ta-
bellen aufgelistet (Tabellen 2.22 bis 2.24).

Tabelle 2.22 Reagenzien, Medien für den CAM-Assay
CAM - Chorion-Allantois-Membran; DMEM - Dulbeccos Modified Eagle Medi-
um

Bezeichnung Firma
DMEM
(+)4,5g/L D-Glucose, L-Glutamine,
(-)Pyruvate

Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA (US)

Matrigel Membranmatrix Corning, Corning, NY (US)

2.6.2 Methoden

Beim CAM-Assay wurde die gut durchblutete Chorionmembran von befruchteten
Hühnereiern als Nährboden genutzt, um Kulturbedingungen zu schaffen, die näher
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Tabelle 2.23 Verbrauchsmaterialien für den CAM-Assay
CAM - Chorion-Allantois-Membran

Bezeichnung Firma
Pipettenspitzen (10/20µl, 200µl) Starlab International GmbH, Hamburg
Silikonring Im eigenen Labor mittels "Biopsy-

Punch"(für Hautbiopsien; 6mm) aus ei-
ner Silikonplatte gestanzt (Innendurch-
messer der Ringe: 5mm)

Tabelle 2.24 Geräte für den CAM-Assay
CAM - Chorion-Allantois-Membran

Bezeichnung Firma
Pipetten Research Plus (10ml, 20ml,
100ml, 200ml, 1000ml)

Eppendorf AG, Hamburg

Mikroskop Olympus CK30 Olympus, Shinjuku, Tokio (JP)
Mikrotom Rotary 3003 pfm medical ag, Köln

an den in-vivo-Bedingungen sind, als die üblichen 2D-Zellkulturexperimente. Die
Zellen wurden mit Trypsin abgelöst, zentrifugiert und mit frischem Medium resus-
pendiert und von jeder Zelllinie eine Stocklösung vorbereitet. Pro Zelllinie wurden
zwei unterschiedliche Zellzahlen pro Ei untersucht, 1, 5 · 106 und 2 · 106 Zellen pro
Ei. Für jede Gruppe wurden 15 befruchtete Eier verwendet, bei denen ein Stück
der Schale herausgelöst wurde und so die Chorionmembran zugänglich gemacht
wurde. Die vorbereiteten Stocklösungen mit der entsprechenden Zellzahl wurden
mit Matrigel vermischt (60:40, Zellen : Matrigel) und jeweils 25µl, der vorbereiteten
Zell-Matrix-Suspension wurden auf einen Silikonring pipettiert, der auf der Cho-
rionmembran auflag. Die Eier wurden für 4 Tage bei 37◦C inkubiert. Anschließend
wurden die Silikonringe mit den gewachsenen Tumoren (vgl. Abb. 2.2) vorsichtig
von der Membran entfernt, fotografiert und für eine Nacht in Formalin eingelegt.
Die Tumoren wurden in Paraffin eingebettet und mit dem Mikrotom geschnitten. An-
hand der Fotos wurde die Tumorgröße mittels der Software ImageJ ausgemessen.
Als Maßstab wurde dabei der Innendurchmesser der Silikonringe genommen (In-
nendurchmesser mit Linie kennzeichnen → Analyze → Set Scale [Bekannte Länge
und Einheit angeben]). Die Schnitte wurden immunhistochemisch angefärbt und
die Expression der verschiedenen Marker (Ki67, Desmin, PD-L1) wurde quantifi-
ziert (vlg. Abschnitt 2.7).
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(a) (b) (c) (d)

Abb. 2.2 Beispielhafte Bilder der Tumoren im CAM-Assay Nach der Tumorentnahme
wurden diese in Petrischalen fotografiert und anschließend in Formalin fixiert. Die
Tumoren sind innerhalb der Silikonringe gewachsen, in welche die Zellen initial
aufgebracht wurden. Deutlich zu sehen sind die kleinen Blutgefäße, die aus der
Chorion-Allantois-Membran in die Tumoren hineingewachsen sind und mit Nähr-
stoffen versorgten. (Eigene Darstellung.) CAM - Chorion-Allantois-Membran

2.7 Immunhistochemie (IHC)

Die Tumoren des CAM-Assay wurden histologisch aufgearbeitet und immunhisto-
chemisch untersucht.

2.7.1 Materialien

Für die immunhistochemische Färbung der Tumorschnitte wurden folgende Mate-
rialien verwendet (Tabellen 2.25 bis 2.29).
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Tabelle 2.25 Puffer, Stocklösungen für die Immunhistochemie
NaCl - Natriumchlorid; RT - Raumtemperatur; TBS - Tris Buffered Saline; TBS-
T - TBS + Tween 20; TRIS - Trishydroxymethylaminomethan

10xTBS Puffer 24,22g TRIS (0,2M)
87,66g NaCl (1,5M)
pH 7,5
aq. dest. ad 1l
−→ Lagerung bei RT

TBS-T 5% (IHC) 100ml 10xTBS Puffer. mit aq. dest. auf
1l auffüllen
500µl Tween 20
−→ Lagerung bei RT

Tabelle 2.26 Reagenzien, Medien für die Immunhistochemie
AEC - 3-amino-9-ethylcarbazole; DAB - 3,3´-Diaminobenzidin

Bezeichnung Firma
DAB Substrate Buffer Agilent Technologies, Santa Clara, CA

(US)
DAB Chromogen Agilent Technologies, Santa Clara, CA

(US)
Antikörper Diluent Agilent Technologies, Santa Clara, CA

(US)
Proteinblock Serumfrei Agilent Technologies, Santa Clara, CA

(US)
Dualenzymblock Agilent Technologies, Santa Clara, CA

(US)
Peroxidase Block Agilent Technologies, Santa Clara, CA

(US)
Streptavidin Peroxidase Abcam, Cambridge (UK)
AEC+ High Sensitivity Substrate Chro-
mogen

Agilent Technologies, Santa Clara, CA
(US)

Dako Pen Agilent Technologies, Santa Clara, CA
(US)

Aquatex Merck KGaA, Darmstadt
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Tabelle 2.27 Verbrauchsmaterialien für die Immunhistochemie

Bezeichnung Firma
Deckgläser Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Objektträger Superfrost ultra plus Thermo Fischer Scientific, Waltham,

MA (US)

Tabelle 2.28 Immunhistochemie Antikörper
IgG - Immunglobulin G; ms - mouse ; PD-L1- Programmed Cell Death-Ligand
1; rb - rabbit

Antigen Spezies Verdünnung Hersteller
Ki67: M7240 ms 1:50/1:75 Agilent Technologies, Santa

Clara, CA (US)
Pan-Zytokeratin
AE1/AE3:
IHCR2025-6

ms 1:1 Merck KGaA, Darmstadt

PD-L1 (E1L3N):
cs13684S

rb 1:200 Cell Signaling Technology,
Danvers, MA (US)

Desmin (Clone
D33): M0760

ms 1:150 Agilent Technologies, Santa
Clara, CA (US)

Isotypenkontrolle:
IgG1

ms 1:1000 Agilent Technologies, Santa
Clara, CA (US)

Isotypenkontrolle::
IgG

rb 1:1000 Agilent Technologies, Santa
Clara, CA (US)

Biotinylated Goat
Anti-Rabbit IgG
(H+L): ab64256

rb 1:1 Abcam, Cambridge (UK)

Biotinylated Goat
Anti-Mouse IgG
(H+L)

ms 1:1 Abcam, Cambridge (UK)

Tabelle 2.29 Geräte für die Immunhistochemie

Bezeichnung Firma
Mikroskop Axio Observer Carl Zeiss AG, Oberkochen
Mikrowelle Severin Elektrogeräte GmbH, Sundern
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2.7.2 Methoden

Die mit Formalin fixierten, in Paraffin gebetteten Tumoren wurden mit dem Mikro-
tom geschnitten. Die Tumorschnitte wurden nach unten beschriebenem Protokoll
für die Immunhistochemie vorbereitet (siehe Abschnitt 2.7.2.1). Fortlaufende Tu-
morschnitte wurden mit den oben beschriebenen Antikörpern (siehe Tabelle 2.28)
gefärbt, sowie mit dem geeigneten biotylinierten sekundärem Antikörper und dem
Avidin-Biotin-Färbekit weiter verarbeitet und das Signal amplifiziert. Die Visualisie-
rung erfolgte über Streptavidin Peroxidase, gefolgt von DAB Chromogen und Hä-
matoxylin als Gegenfärbung. Zusätzlich wurden Isotypen-Kontrollen für jeden An-
tikörper durchgeführt und für jeden Antikörper auch positiv und negativ Kontrollen
mitgefärbt.

(a) Zytokeratin (b) Ki67

(c) Desmin (d) PD-L1

Abb. 2.3 Immunhistochemische Färbungen des CAM-Assays
Beispielhafte Bilder der Immunhistochemie-Färbung. Durch die Identifizierung der
Tumoranteile mittels Zytokeratin Färbung (a), konnten die entscheidenden Areale
der Schnitte identifiziert werden. Diese wurden dann mit Ki67 (b), Desmin (c) und
PD-L1 (d) gefärbt. (Eigene Darstellung.) CAM - Chorion-Allantois-Membran; PD-
L1 - Programmed Cell Death-Ligand 1

Die Bilder wurden mit einem Axio Observer Mikroskop und der Zeiss ZEN Softwa-
re angefertigt und bearbeitet. Mittels Zytokeratin Färbung wurde das Tumorgewebe
von dem normalen CAM-Gewebe unterschieden. In den so detektierten „ROI“ (Re-
gion of interest) wurden die Zellen mittels der Software ImageJ oder manuell quan-
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tifiziert. Dies erfolgte in drei Durchgängen, der Durchschnitt der Zählungen wur-
de ermittelt. Die gleichen ROI wurden in den benachbarten Schnitten gewählt, die
mit den Antikörpern gegen Ki67 oder PD-L1 gefärbt wurden. Für Desmin erfolgte
zunächst die Reduzierung des Hintergrundes und Trennung zusammenhängender
Zellen (Process → Substract Background → Rolling ball [Size 10.0; Light Back-
ground ausgewählt]). Anschließend erfolgte die Dekonvolution (Image → Colour →
Colour Deconvolution → HDAB ), dabei wurde die für Desmin typische rote Farbe
hervorgehoben (und entsprechend das rote Bild aus den 3 vorgeschlagenen Bil-
der zur Weiterverarbeitung ausgewählt). Dann erfolgte die manuelle Schwellenwert-
Anpassung (Image → Adjust → Threshold), um die Desmin positiven Zellen hervor-
zuheben. Anschließend konnten diese Zellen automatisiert gezählt werden (Analy-
ze → Measure [Set Measure: Fraction]) und die Fläche, die sie im Bild einnehmen,
ausgewertet werden. Für Ki67 und PD-L1 erfolgte die Zählung der positiven Zellen
manuell.

2.7.2.1 Protokoll IHC

1. Entparaffinierung (je Schritt 5 min):

• 3 x Xylol

• 2 x 100% Alkohol

• 95% Alkohol

• 75% Alkohol

• 50% Alkohol

• Destilliertes Wasser

2. Hitzeinduzierte Epitopdemaskierung

• Im Steamer (Dampfgarer) (oder Autoklav, für Ki67): 20min in EDTA (pH
8) kochen

• 15min bei Raumtemperatur abkühlen lassen

• Kurz in aq. dest. stellen, das Gewebe mit einem hydrophoben Stift (Dako-
Pen) umranden

• Kurz in TBS-T stellen

3. Enzymblock auftragen
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• 20min Dualenzymblock (und zusätzlich bei Zytorkeratin:)

• 15min Proteinblock Serum frei

• Mit TBS-T spülen und 5min waschen

4. Primärantikörper

• Den verdünnten Primärantikörper (entsprechend der Spezies) auftragen

• Über Nacht bei 4◦C inkubieren (Ausnahme Zytokeratin: für 1h bei 4◦C

inkubieren)

5. Sekundärantikörper, Sichtbarmachung

• 3x mit TBS-T spülen und waschen für jeweils 5min

• Den Sekundärantikörper (entsprechend der Spezies) auftragen und 30min
bei Raumtemperatur inkubieren

• Mit TBS-T spülen und 5min waschen

• Streptavidin Peroxidase auftragen und 30min bei Raumtemperatur in-
kubieren (Ausnahme: Zytokeratin: DAB Substrate-Chromogen auftragen
und für 5min bei RT inkubieren)

• Mit TBS-T spülen und 5min waschen

• AEC High Sensitivity Chromogen auftragen und 5-10min inkubieren (bis
die gewünschte Färbung erreicht ist) (Schritt entfällt bei Zytokeratin)

• Reaktion mit destilliertem Wasser stoppen

6. Gegenfärbung

• 1min in Mayer’s Hämatoxylin stellen

• 10min in Leitungswasser bläuen

7. Eindeckeln
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2.8 Statistische Analyse

Alle Daten werden präsentiert als Mittelwert von drei Experimenten und der Stan-
dardabweichung (SD). Die Daten wurden auf Normalverteilung getestet mittels D´A-
gostino-Pearson-Test. Im Falle einer Normalverteilung wurden die Datengruppen
mittels gepaartem oder ungepaartem T-Test verglichen. Nicht normalverteilte Da-
ten wurden mittels Mann-Whitney-Test verglichen. Alle statistischen Abbildungen
und Werte wurden mit Hilfe des Programmes GraphPad Prism 6 (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA (US)) erstellt. Statistische Signifikanz wurde mit * markiert
und durch Abstufungen wie folgt definiert: * = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001;
**** = p<0,0001.
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In B-Zellen und anderen Zellen des hämatopoetischen Systems ist die Expression
und Aktivität von BTK bereits ausführlich untersucht und beschrieben worden. Auch
der Einsatz von BTK-Inhibitoren ist hier vielfach erprobt worden und mittlerweile Teil
der Standardtherapie unter anderem bei der CLL. Der genaue Einfluss von phar-
makologischer und genetischer Inhibition der BTK auf Wachstum, Proliferation und
Überleben der Zellen in Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches wurde in
dieser Arbeit mit Hilfe verschiedener Experimente untersucht.

3.1 BTK-Inhibitor AVL-292

Die pharmakologische BTK-Inhibition wurde mit dem BTK-Inhibitor AVL-292 (Spe-
brutinib) durchgeführt. AVL-292 ist ein kovalenter, irreversibler Inhibitor der BTK. Die
Zelllinien UD-SCC 1, 2, 5 und 6 wurden mit steigenden Konzentrationen, 10µM,
20µM und 30µM AVL-292 behandelt. Als Kontrolle wurde ein Teil der Zellen mit
0,1% DMSO behandelt. Mittels Western Blot-Analysen der extrahierten Proteine
wurde der Einfluss der Inhibitorbehandlung auf die Expression verschiedener Pro-
teine in der Zelle untersucht. Für die Zelllinie UD-SCC 5 zeigten sich in wiederholten
Experimenten keine reproduzierbaren Ergebnisse. Deshalb wird die Auswertung
der Experimente mit UD-SCC 5 hier nicht vorgestellt.

Der Prozess der Apoptose wurde in diesem Experiment mittels BCL2L, einem an-
tiapoptotisches Protein und Caspase 9, einem proapoptotisches Protein untersucht.
Wie in Abb. 3.1 und Abb. 3.2 zu sehen, zeigt sich bei den pro- und antiapoptotischen
Proteine durch die pharmakologische Inhibition der BTK ein gegensätzlicher Effekt.

Zur Analyse der Autophagieprozesse wurden die Proteine LC3A/B und ATG7 un-
tersucht. Vor allem bei der Untersuchung des Autophagiemarkers LC3A/B, aber
in geringerem Maße auch bei ATG7, zuständig für die Konjugation von LC3A/B-I
mit PE (vgl. Abb. 1.2), sieht man mit steigender Inhibitorkonzentration eine erhöhte
Proteinexpression, vgl. Abb. 3.3 und 3.4.
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Zur Untersuchung des Einflusses der BTK auf den Zellzyklus wurden Cyclin D1,
welches den Übergang der G1 zur S-Phase vorantreibt, GSK3β, welches viele Si-
gnalwege der Zellproliferation beeinflusst und pRB1, ein Tumorsuppressorgen, un-
tersucht. In Abb. 3.5, Abb. 3.6 und Abb. 3.7 sieht man die deutliche Reduktion der
Expression vor allem von pRB1 und CCND1 durch die Inhibitorbehandlung.
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Abb. 3.1 Die Behandlung mit AVL-292 führte zu einer verminderten Expression von
BCL2L Für die drei Zelllinien UD-SCC 1, 2 und 6 ist deutlich zu erkennen, dass die
Expression des antiapoptotischen Proteins BCL2L durch BTK-Inhibition sinkt. Der
größte Effekt zeigt sich bei der Behandlung der Zelllinie UD-SCC 1, bei UD-SCC
2 gibt es die größte Streuung der Ergebnisse. Schon nach 24h Inkubationszeit
ist ein deutlicher Effekt zu erkennen. Am unteren Ende des Graphen Darstellung
von exemplarische Western Blot-Aufnahmen, diese erfolgten mit der Image Lab-
Software und die Detektion über eine Chemilumineszenzreaktion. (Eigene Dar-
stellung.) *p<0,05. BCL2L - BCL2-like; DMSO - Dimethylsulfoxid; UD-SCC - Uni
Düsseldorf-Squamous cell carcinoma

Durch die pharmakologische Inhibition von BTK mit AVL-292 konnte der Einfluss
der BTK auf verschiedene wichtige zelluläre Signalwege untersucht werden. Der
Prozess der Apoptose wird von Tumorzellen oft gezielt umgangen und antiapopto-
tische Proteine vermehrt exprimiert. Durch BTK-Inhibition zeigte sich eine Umkeh-
rung dieses Prozesses, ein Rückgang der BCL2L-Expression und ein Anstieg der
CASP9-Expression. Durch die BTK-Inhibition zeigte sich in diesen Experimenten
eine erhöhte Expression der am Autophagieprozess beteiligten Proteine. Der Zell-
zyklus unterliegt starken Regulationen, damit keine ungewollte und schadhafte Zell-
vermehrung stattfindet. Eine, in Tumorzellen häufiger vorkommende, Überexpressi-
on der Proteine pGSK3β, pRB1 und CCND1 konnte durch die BTK-Inhibition her-
unter reguliert werden. Zwischen den drei Zelllinien zeigten sich Unterschiede im
Ansprechen auf den Inhibitor, auch abhängig vom untersuchten Protein.
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Abb. 3.2 Die Behandlung mit AVL-292 führte zu einer verstärkten Expression von
CASP9 Das proapoptotische Protein CASP9 wird verstärkt exprimiert bei Inhibi-
ton der BTK. Bei der Zelllinie UD-SCC 2 zeigt sich erst nach 48h ein signifikanter
Effekt. Auch bei UD-SCC 1 und UD-SCC 6 ist nach 48h ein stärkerer (bei UD-SCC
6 auch teilweise signifikanter) Effekt zu messen. Am unteren Ende des Graphen
Darstellung von exemplarische Western Blot-Aufnahmen, diese erfolgten mit der
Image Lab-Software und die Detektion über eine Chemilumineszenzreaktion. (Ei-
gene Darstellung.) *p<0,05. CASP9 - Caspase 9; DMSO - Dimethylsulfoxid; UD-
SCC - Uni Düsseldorf-Squamous cell carcinoma
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Abb. 3.3 Die Behandlung mit AVL-292 führte zu einer mäßig verstärkten Expression
von ATG7 Es zeigt sich durch die AVL-292 Behandlung ein leichter, nicht signifi-
kanter Anstieg der ATG7 Expression in allen Zelllinien. Dieser ist am deutlichsten
nach 48h sichtbar. Für UD-SCC 2 und 6 ist eine relativ große Streuung der Wer-
tepunkte zu erkennen. Am unteren Ende des Graphen Darstellung von exempla-
rische Western Blot-Aufnahmen, diese erfolgten mit der Image Lab-Software und
die Detektion über eine Chemilumineszenzreaktion. (Eigene Darstellung.) ATG7
- Autophagy Related Gene; DMSO - Dimethylsulfoxid; UD-SCC - Uni Düsseldorf-
Squamous cell carcinoma
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Abb. 3.4 Die Behandlung mit AVL-292 führte zu einer verstärkten Expression von
LC3A/B-I und LC3A/B-II In allen drei Zelllinien sieht man schon nach 24h In-
kubation mit dem BTK-Inhibitor AVL-292 eine deutliche Zunahme der LC3A/B
I-Expression. Nach 48h ist die Expression generell schwächer, aber weiterhin
steigend unter Inhibitorzugabe. LC3A/B-II, welches unter anderem durch Mitwir-
kung von ATG7 durch die Konjugation von LC3A/B-I gebildet wird, wird insgesamt
deutlich weniger exprimiert. Auch hier sieht man durch die Inhibition einen deut-
lichen Anstieg, vor allem zu sehen im mittleren Graphen der Zelllinie UD-SCC
2. Am unteren Ende des Graphen Darstellung von exemplarische Western Blot-
Aufnahmen, diese erfolgten mit der Image Lab-Software und die Detektion über
eine Chemilumineszenzreaktion. (Eigene Darstellung.) *p<0,05; **p<0,01. ATG7 -
Autophagy Related gene; LC3A/B - microtubule light chain; DMSO - Dimethylsul-
foxid; UD-SCC - Uni Düsseldorf-Squamous cell carcinoma
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Abb. 3.5 Die Behandlung mit AVL-292 führte zu einer verringerten Expression von
CCND1 Die Expression von CCND1 ist in allen Zelllinien in der Kontrollgruppe,
ohne AVL-292 Zugabe, fast gleich stark. Durch die steigende Inhibitorkonzentra-
tion ist ein Rückgang der Expression in allen drei Zelllinien zu beobachten. Vor
allem bei UD-SCC 1 (links) und UD-SCC 6 (rechts) zeigt sich eine stark reduzierte
Expression. Am unteren Ende des Graphen Darstellung von exemplarische Wes-
tern Blot-Aufnahmen, diese erfolgten mit der Image Lab-Software und die Detek-
tion über eine Chemilumineszenzreaktion. (Eigene Darstellung.) *p<0,05. CCND1
- Cyclin D1; DMSO - Dimethylsulfoxid; UD-SCC - Uni Düsseldorf-Squamous cell
carcinoma
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Abb. 3.6 Die Behandlung mit AVL-292 führte zu einer leicht verringerten Expression
von GSK3ß Insgesamt zeigt sich ein Rückgang der GSK3β-Expression unter der
Behandlung mit AVL-292. Am deutlichsten zu beobachten ist dieser bei den Zel-
len der Zelllinie UD-SCC 1 (links) und UD-SCC 2 (Mitte). Für UD-SCC 6 (rechts)
zeigt sich eine relativ große Variabilität. Am unteren Ende des Graphen Darstel-
lung von exemplarische Western Blot-Aufnahmen, diese erfolgten mit der Image
Lab-Software und die Detektion über eine Chemilumineszenzreaktion. (Eigene
Darstellung.) *p<0,05; **p<0,01. DMSO - Dimethylsulfoxid; GSK3β - Glygogen-
Synthese-Kinase 3 Beta; UD-SCC - Uni Düsseldorf-Squamous cell carcinoma
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Abb. 3.7 Die Behandlung mit AVL-292 führte zu einer verringerten Expression von
pRB1 Ähnlich wie bei CCND1 zeigt sich eine deutliche pRB1-Expression fast nur
bei normaler BTK-Funktion, es zeigt sich eine relativ große Standardabweichung.
Für die Zelllinie UD-SCC 2 und UD-SCC 6 zeigen sich bei 24h Inkubation große
Schwankungen in der Expression. Nach 48h weisen alle drei Zelllinien eine stark
verminderte pRB1-Expression auf. Am unteren Ende des Graphen Darstellung
von exemplarische Western Blot-Aufnahmen, diese erfolgten mit der Image Lab-
Software und die Detektion über eine Chemilumineszenzreaktion. (Eigene Dar-
stellung.) *p<0,05. DMSO - Dimethylsulfoxid; pRB1 - phosphoryliertes Retinob-
lastom; UD-SCC - Uni Düsseldorf-Squamous cell carcinoma

3.2 Experimente mit Knockdownzelllinien
(BTK-shRNA)

Neben der pharmakologischen Inhibition mit AVL-292 wurden auch Experimente
mit BTKshRNA-Zelllinien durchgeführt. Hierbei wird der Mechanismus der RNAi
(RNA interfering) genutzt, der dazu führt, dass transkribierte RNA abgebaut wird,
und somit die Genexpression unterbunden wird. Diese Knockdownzelllinien wurden
in vorherigen Arbeiten der Arbeitsgruppe Molekulare Immunologie (Klinik für Hals-
Nasen-Ohrenheilkunde, Universitätsklinik Ulm) durch lentivirale Vektoren transdu-
ziert. Mittels dieser Zelllinie und einer entsprechenden Kontrollzelllinie, die mit einer
nicht im menschlichen Genom bindenden shRNA transduziert worden war, wurden
verschiedene Experimente durchgeführt. Dabei wurde, ähnlich wie bei den Expe-
rimenten mit AVL-292 untersucht, welchen Einfluss die genetische Inhibition der
BTK auf elementare Prozesse der Zelle hat. Dazu zählen unter anderem Prolifera-
tion, Apoptose und Autophagie. Diese Ergänzung zu den vorherigen Experimenten
ermöglicht es indirekte Effekte des Inhibitors aufzudecken.
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3.2.1 Proliferationsassay

Die verstärkte Proliferation ist eines der wichtigen Merkmale von Tumorzellen und
fördert das Überleben und die ungehemmte Verbreitung. Zur Untersuchung, wel-
chen Einfluss der BTK-Knockdown auf die Proliferation der Tumorzellen hat, wurde
ein colorimetrischer Proliferationsassay durchgeführt. Wie in Abb. 3.8 deutlich wird,
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Proliferationsrate der Knock-
downzelllinien und der Kontrollzelllinie.
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Abb. 3.8 Im Proliferationsassay zeigte sich kein signifikanter Unterschied durch die
BTK-Inhibition Der Graph zeigt die Ergebnisse des colorimetrischer Proliferati-
onsassay mit Zellen der Zelllinie UD-SCC 1 BTK shRNA. Zu jedem Zeitpunkt zeigt
sich für die Knockdownzelllinie eine geringere Zellzahl, aber kein statistisch signi-
fikanter Unterschied. Vor allem nach 48h zeigt sich eine geringere Proliferation in
den Zellen der Knockdownzelllinien. Insgesamt kommt es nach 48h und 72h zu
großen Schwankungen in der Zellzahl. (Eigene Darstellung.) BTK - Bruton´sche
Tyrosinkinase; shRNA - small hairpin RNA; UD-SCC - Uni Düsseldorf - Squamous
cell carcinoma

3.2.2 CAM-Assay

Der CAM-Assay (Chorion-Allantois Membran) ist ein quasi in-vivo-Experiment, da
die Chorion-Allantois-Membran der fertilisierten Hühnereier einen guten Nährbo-
den für die Tumorzellen darstellt, und die normale Wachstumsumgebung im Körper
dadurch simuliert werden kann. In diesem Experiment wurden ebenfalls die Zelllini-
en UD-SCC1 BTK shRNA und die Kontrollzelllinie UD-SCC1 scr shRNA verglichen.
Es gab zwei Versuchsgruppen, eine mit Aussaat von 1, 5 · 106 Zellen pro Ei und die
andere mit 2 · 106 Zellen. Nach Aufbringen der Zellen wurden die Hühnereier für
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4 Tage bebrütet. Anschließend wurden die gewachsenen Tumoren abgenommen
(vgl. Abb. 2.2), vermessen und immunhistochemisch untersucht (siehe Abb. 2.3).
Von den 15 Eiern, auf die pro Versuchsgruppe entweder 1, 5 · 106 oder 2 · 106 Tu-
morzellen aufgebracht wurden, sind nicht auf allen Eiern Tumoren gewachsen. In
der Gruppe mit 1, 5·106 Zellen wuchsen in der Kontrollzelllinie 73% der Tumoren an,
in der Knockdownzelllinie 53%. Beim Aufbringen von 2 · 106 Zellen, waren es 87%
in der Kontrollgruppe und 67% bei den Zellen der Knockdownzelllinie. Hinsichtlich
der Tumorgrößen zeigte sich nur bei der Gruppe mit 2 · 106 Zellen ein signifikanter
Unterschied, vergleiche Abb. 3.9.

Die Tumoren des CAM-Assays wurden mit dem Mikrotom geschnitten und auf Ob-
jektträgern fixiert. Diese Schnitte wurden mittels Immunhistochemie untersucht. Zur
Unterscheidung der Tumoren vom CAM-Gewebe wurde die Zytokeratin Färbung
verwendet. Die so identifizierten Tumor-Areale wurden mit Desmin, Ki67 und PD-L1
gefärbt, wie in Abschnitt 2.7 beschrieben. Ki67 ist ein Marker für die Zellproliferation,
welcher häufig bei Tumoren bestimmt wird, da er schnell teilende Zellpopulationen
kennzeichnet. Insgesamt zeigte sich im Durchschnitt eine relativ gleichmäßige Ki67
Expression von 10-20% (vergleiche Abb. 3.10). Es ließ sich kein signifikanter Unter-
schied in der Ki67-Expression zwischen den Knockdown- und den Kontrollzelllinien
feststellen. Desmin ist ein Intermediärfilament, welches in der Skelettmuskulatur
und in der glatten Muskulatur vorkommt. Es wird unter anderem zur Identifizierung
glatter Muskelzellen, Perizyten, genutzt, die in den Gefäßen vorkommen. Die Vas-
kularisierung ist für die Tumoren wichtig zum Überleben und Neovaskularisierung
ist eine der „Hallmarks of Cancer“. Die Nährstoffversorgung der Tumoren im CAM-
Assay erfolgt über die Gefäße, die aus der Chorionmembran herauswachsen. Die-
se Gefäße sind gut zu sehen in Abb. 2.2. Die Desmin-Expression zeigt also den
Übergang zwischen CAM-Gewebe und Tumorgewebe. Trotz einer relativ großen
Standardabweichung und fehlender Signifikanz zeigt sich, dass bei den Tumoren,
die aus den Knockdownzelllinien gewachsen sind, eine etwas stärkere Desmin-
Expression sichtbar ist (vgl. Abb. 3.11). Anhand der vorherigen Analysen der Tu-
morschnitte wurden ausgewählten Areale des Tumorgewebes mit PD-L1-Antikörper
gefärbt. Die Bestimmung des PD-L1 Status spielt aufgrund der Therapiemöglichkeit
mit PD- bzw. PD-L1-Inhibitoren eine immer wichtigere Rolle in der Krebstherapie,
v.a. auch bei der Therapie der Kopf-Hals-Tumoren. Die Färbung wurde kategorisiert
in folgende drei Gruppen: ohne Färbung (n = 0), niedrige Intensität der Färbung (n
= 3), mittlere Intensität (n = 25) und hohe Intensität (n = 51). Insgesamt zeigte sich
eine relativ starke PD-L1 Expression, ohne nennenswerte Unterschiede zwischen
Kontroll- und Knockdownzelllinie.
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Abb. 3.9 Signifikanter Unterschied der Tumorgröße beim CAM-Assay Die beiden linken
Balken der Grafik zeigen, dass bei den beiden Gruppen mit 1, 5 · 106-Zellen kein
signifikanter Unterschied zwischen der Knockdown- und der Kontrollzelllinie zu
erkennen ist. Dagegen ist der Größenunterschied der Tumore in den Gruppen
in denen 2 · 106-Zellen ausgesät wurden, statistisch signifikant. Insgesamt zeigt
sich eine relativ große Standardabweichung. (Eigene Darstellung.)*p<0,05. BTK
- Bruton´sche Tyrosinkinase; CAM - Chorion-Allantois-Membran; shRNA - small
hairpin RNA; UD-SCC - Uni Düsseldorf - Squamous cell carcinoma
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Abb. 3.10 Die Ki67-Expression im CAM-Assay zeigt keinen signifikanten Unterschied
Der Proliferationsindex, angegeben durch die Ki67-Expression in den Tumor-
schnitten, zeigt keine signifikanten Unterschiede und eine relativ große Stan-
dardabweichung. Insgesamt ergibt sich ein Index zwischen 10 und 15%. (Ei-
gene Darstellung.) BTK - Bruton´sche Tyrosinkinase; CAM-Chorion-Allantois-
Membran; shRNA - small hairpin RNA; UD-SCC - Uni Düsseldorf - Squamous
cell carcinoma
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Abb. 3.11 Nahezu gleichbleibende Desmin-Expression im CAM-Assay Die Desmin-
Expression, als Zeichen für die Neovaskluarisierung, zeigt keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Kontroll- und der Knockdownzelllinie. Ebenso erge-
ben sich keine Unterschiede in den Gruppen mit 1, 5 · 106 oder 2 · 106. Es zeigen
sich in allen Gruppen zwischen 7 und 10% der Gewebeareale Desmin-positiv.
(Eigene Darstellung.) BTK - Bruton´sche Tyrosinkinase; CAM-Chorion-Allantois-
Membran; shRNA - small hairpin RNA; UD-SCC - Uni Düsseldorf - Squamous
cell carcinoma

In den verschiedenen Analysen der Tumoren des CAM-Assays zeigte sich kein ein-
deutiges Bild. Durch den BTK -Knockdown wuchsen auf weniger Eiern Tumoren
heran. Die Größe der Tumoren zeigte nur bei den Gruppen mit 2 · 106 Zellen einen
signifikanten Unterschied zwischen der Kontroll- und der Knockdownzelllinie. Die
immunhistochemische Analyse zeigte keine signifikanten Unterschiede für die un-
tersuchten Färbungen Ki67, Desmin und PD-L1.
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3.2.3 Scratch-Assay

Eine weitere wichtige Fähigkeit, die den Tumorzellen bei der Verteilung im Kör-
per und der Ausbreitung hilft, ist die Migration. Diese wurde mithilfe eines Scratch-
Assays untersucht. Zur Analyse werden nach definierten Zeitpunkten (hier 0h, 12h
und 24h) Bilder vom Wundbereich gemacht. Durch das Ausmessen der Wunde auf
den Bildern, die nach 0h, 12h und 24h gemacht wurden, konnte die Migrationsge-
schwindigkeit errechnet werden. Abb. 3.12 zeigt den hoch signifikanten Unterschied
in der Migrationsgeschwindigkeit zwischen den beiden Zelllinien.
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Abb. 3.12 Signifikanter Unterschied in der Migrationsgeschwindigkeit A: Die Migrati-
onsgeschwindigkeit der Tumorzellen beim Verschließen der Wunde im Scratch-
Assays zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen der Kontrollzelllinie und
der BTK -Knockdownzelllinie. B: Beispielhafte Bilder des Scratch-Assay. Die obe-
re Reihe zeigt die Ergebnisse der Knockdownzelllinie, die Bilder der unteren
Reihe zeigen die der Kontrollzellline scr shRNA. Die unterschiedlichen Stadi-
en der Wundheilung nach 0h, 12h, 24h sind deutlich zu sehen, der Zelllayer
der Knockdownzelllinie zeigt eine langsamere Wundheilung. (Eigene Darstel-
lung.) ****p<0,0001. BTK - Bruton´sche Tyrosinkinase; CAM - Chorion-Allantois-
Membran; shRNA - small hairpin RNA; UD-SCC - Uni Düsseldorf - Squamous
cell carcinoma
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3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend zeigte sich im Scratch-Assay eine signifikante, langsamere
Wundheilung in der BTK-Knockdownzelllinie. Im Proliferationsassay zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien. Im CAM-Assay
waren die Tumoren (in der Gruppe mit 2 · 106 Zellen) der Knockdownzelllinie signi-
fikant kleiner. Es konnte demnach entgegen der Ausgangshypothese durch Sup-
pression der BTK mittels shRNA kein direkter Einfluss auf die Proliferation nach-
gewiesen werden, jedoch ein Einfluss auf das Tumorwachstum. Es zeigte sich mit
steigender BTK-Inhibitorkonzentration eine vermehrte Expression von Autophagie-
Genen in den Zelllinien UD-SCC 1, 2 und 6. Ebenfalls war eine Herunterregula-
tion der antiapoptotischen Proteine und analog dazu eine höhere Expression der
proapoptotischen Proteine mit steigender Inhibition der BTK nachzuweisen. Prote-
ine des Zellzyklus, wie CCND1 und GSK3β, zeigten eine verminderte Expression
durch die BTK-Inhibition mit AVL-292. Eine etwas geringere Reduktion der Expres-
sion zeigte sich für die Proteine ATG7 und pRB1. Dies bestätigt die Hypothese, dass
die BTK Einfluss auf die Zellabbauprozesse, Autophagie und Apopotose nimmt und
auch in den Zellzyklus eingreift und das für Tumorzellen nötige Wachstumsverhal-
ten unterstützt.
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Die wichtige Rolle, die die Bruton’sche Tyrosinkinase im Zellzyklus und den B-
Zellen innehat, führte auch zur Entdeckung ihrer Rolle in malignen Erkrankun-
gen [47, 59, 124]. Nach dem Erfolg der medikamentösen BTK-Inhibitoren bei B-
Zell-Erkrankungen und von Tyrosinkinaseinhibitoren generell in der Behandlung
von Tumorerkrankungen, gilt dies auch als eine vielversprechende Option bei soli-
den Tumoren [153, 155, 162]. In diversen Tumorentitäten wurden zwei neue BTK-
Isoformen nachgewiesen, unter anderem in HNSCC in Arbeiten der Arbeitsgruppe
Molekulare Immunologie (Hals-Nasen-Ohrenklinik, Universitätsklinik Ulm) (Daten
bisher nicht veröffentlicht) [59, 155]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde in verschie-
densten Experimenten der Einfluss der BTK auf die Tumorgenese von Plattenepi-
thelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches untersucht, unter der Hypothese, dass die
Inhibition von BTK die Tumorausbreitung behindert, und BTK-Inhibitoren eine neue
Therapiestrategie darstellen können.

Nach der Entdeckung, dass BTK auch in soliden Tumoren exprimiert wird und
durchaus Einfluss auf die Tumorentwicklung und die Prognose hat, zeigte sich,
dass in soliden Tumoren größtenteils andere Isoformen exprimiert werden, als in
den hämatologischen Zellen. Die p77BTK, auch Wildtyp-BTK, die in hämatologi-
schen Zellen zu finden ist, wurde z. B. in Ösophaguskarzinomzellen nachgewiesen
[33]. In anderen soliden Tumoren, u. a. HNSCC, überwiegen andere Isoformen. Die
p80BTK, welche früh in Mammakarzinomzellen beschrieben wurde, findet sich z.
B. auch in Prostatakarzinomzellen [47, 77]. P65BTK zeigte sich in Kolon-Karzinom-
Zellen [59]. Die Arbeitsgruppe Molekulare Immunologie (Hals-Nasen-Ohrenklinik,
Universitätsklinik Ulm) konnte in HNSCC neben einer geringen Expression von
p77BTK jedoch beide Isoformen, sowohl p65BTK, als auch p80BTK, nachweisen
[22]. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass alle Isoformen auch
auf die Inhibition mit den BTK-Inhibitoren ansprechen. Unterschiede gibt es in den
Einflüssen auf die nachgeschalteten Signalwege. Dies ist von Interesse, um BTK-
Inhibitoren zielgerichteter einsetzen zu können. Einige Erkenntnisse zu den nach-
geschalteten Signalwegen der BTK-Isoformen in HNSCC konnten in den durchge-
führten Experimenten gewonnen werden.
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4.1 BTK-Inhibition verstärkt Autophagie und
Apoptose in HNSCC

In den Experimenten mit den mit AVL-292 behandelten, purifizierten Proteinextrak-
ten wurde der Einfluss der BTK-Inhibition auf verschiedene Proteine des Zellzy-
klus untersucht. Autophagie hat in Tumorzellen eine wechselseitige Rolle. Anfäng-
lich kommt es zur Unterdrückung der Autophagie, um den Abbau der Zellen zu
verhindern. In späteren Stadien werden die Abbauprodukte der Autophagie benö-
tigt, um die Nährstoffversorgung der zahlreichen Zellen zu sichern [125, 163]. Für
LC3A/B und ATG7, Marker der Autophagie, zeigte sich in den hier durchgeführ-
ten Experimenten mit steigender Inhibitorkonzentration ein Anstieg der Expressi-
on, als Hinweis darauf, dass verstärkt Autophagie ausgelöst wurde. Für den po-
tenziellen klinischen Einsatz der BTK-Inhibitoren in soliden Tumoren sollte auch
die ambivalente Rolle der Autophagie Beachtung finden. Daher wären weitere Un-
tersuchungen an Tumoren in verschiedene Entwicklungsstadien wichtig, um einen
Wachstums-fördernden Einfluss der BTK-Inhibitoren auszuschließen. Die Apopto-
se unterliegt durch pro- und antiapoptotische Proteine einem komplexen Regulati-
onsprozess [70]. In Krebszellen kommt es durch Mutationen, wie z. B. p53, häu-
fig zu einer Überexpression antiapoptotischer Proteine und einer verminderten Ex-
pression von deren Gegenspielern. Der Einfluss der BTK auf die Apoptose wur-
de bei Lymphom- und Leukämiezellen schon früh nachgewiesen [113, 143]. Die-
ser Verlauf konnte, in geringem Maße, auch in den hier gezeigten Experimenten
festgestellt werden. Die BCL2L-Expression, als proapoptotisches Signal, verringert
sich durch die BTK-Inhibition und die Caspase-9-Expression, einer der Initiatoren
der Apoptose-Kaskade, nimmt dagegen bei UD-SCC 1 zu. Die Ergebnisse für die
Caspase-9-Expression waren nicht einheitlich, bei UD-SCC 2 und UD-SCC 6 zeigt
sich keine starke Zu- oder Abnahme, und schon bei der Kontrollgruppe mit DMSO
zeigt sich eine Expression von Caspase-9. Eventuell findet sich in diesen Zelllinien
generell eine stärkere Caspase-9-Aktivität. Für die Proteine Cyclin D1, pGSK3β und
pRB1 zeigt sich in allen drei Zelllinien eine geringere Expression der Proteine, bei
steigender Inhibitorkonzentration. Als wichtiger Teil der zellulären Signalwege für
unter anderem Wachstum und Proliferation zeigten sich diese Proteine in Tumor-
zellen verstärkt aktiv [26, 37, 90]. Eine effektive Inhibierung kann so die Verbreitung
und das Wachstum der Tumoren hemmen. In verschiedenen Studien wurde eine
verstärkte Expression von CyclinD1 in HNSCC nachgewiesen, und eine signifikan-
te Assoziation mit Fernmetastasen und schlechterem Überleben gezeigt [6, 98].
Auch in Gliomen wurde durch Inhibition der BTK ein geringeres Zellwachstum und
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eine verringerte metabolische Aktivität nachgewiesen [153]. Der Einsatz von BTK-
Inhibitoren in HNSCC könnte also prinzipiell zur Reduktion der Tumorausbreitung,
die durch überschießendes Wachstum und gesteigerte Proliferation gefördert wird,
genutzt werden.

4.2 BTK-Inhibitoren zeigen ein gutes
Sicherheitsprofil im klinischen Einsatz

In den hier beschriebenen Experimenten zur pharmakologischen BTK-Inhibition
wird der Inhibitor AVL-292 (Spebrutinib) benutzt. Dieser gehört zur neueren Ge-
neration der BTK-Inhibitoren, die entwickelt wurden, um u. a. die Nebenwirkungen
von Ibrutinib zu reduzieren und Resistenzen zu umgehen [13, 83, 155]. Die An-
wendung von BTK-Inhibitoren in soliden Tumoren ist bislang wenig erforscht. Die
in einer Studie von Wang et al.[153] gezeigten Ibrutinib-Effekte auf Gliomzelllinien
konnten in ähnlicher Weise in den hier durchgeführten Experimenten mit HNSCC-
Zelllinien und AVL-292 gezeigt werden. In einer Phase-I- Studie mit Patienten die
an refraktärer CLL erkrankt waren, zeigte sich bei der Behandlung mit AVL-292
eine gute Verträglichkeit, mit ähnlichen Nebenwirkungen wie bei der Therapie mit
Ibrutinib [21]. Eine Studie mit Mammakarzinomzelllinien in-vitro und im Mausmodell
zeigte, dass Ibrutinib die Tumorentwicklung, und die Metastasierung inhibiert [148].
Es zeigte sich, dass AVL-292 hochselektiv ist, aber im Vergleich zu Ibrutinib eine
höhere Dosis notwendig war, um ein partielles Ansprechen bei Patienten mit rezi-
divierter oder therapierefraktärer CLL zu erreichen [21, 49]. Genau wie Ibrutinib ist
AVL-292 nicht komplett spezifisch für BTK, sondern wirkt auch auf andere Kinasen,
die homologe Cystin-Residuen beinhalten, wie z. B. JAK3 und TEC. Allerdings er-
folgt durch AVL-292 keine Blockierung der EGFR-Signalwege [24, 155]. In einem
Vergleich von AVL-292 mit Ibrutinib und Acalabrutinib zeigten sich die besten Resul-
tate bezüglich Selektivität und Wirkstärke für Acalabrutinib, sowohl in-vitro, als auch
in-vivo [15]. Für den Einsatz von BTK-Inhibitoren generell bei Patienten mit HNSCC,
und die Entscheidung, welcher Inhibitor das beste Wirkung-Nebenwirkungs-Profil
hat, sind weitere Untersuchungen und vor allem klinische Studien notwendig. Aca-
labrutinib ist mittlerweile von der FDA für die Behandlung von erwachsenen Patien-
ten mit MCL (Mantellzelllymphom) und CLL (chronische lymphatische Leukämie)
zugelassen [11].
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4.3 BTK fördert Proliferation und Migration

Um der unterschiedlichen Selektivität der BTK-Inhibitoren Beachtung zu schenken
und um die Rolle die BTK in den verschiedenen „Hallmarks of Cancer“ in HNSCC
besser zu verstehen, wurde mittels RNA-Interferenz die Genexpression von BTK in
der Zelllinie UD-SCC1 unterdrückt. Auch bei dieser genetischen Inhibition gibt es
Fehlerquellen. So ist die Transduktion der Zellen mit der shRNA, in diesem Fall über
lentivirale Vektoren, nicht immer ausreichend, und die Selektion der transduzierten
Zellen erfordert viele Arbeitsschritte und muss kontinuierlich fortgesetzt und über-
prüft werden. Der Knockdown von BTK in Mammakarzinomzelllinien führte zu weit-
reichendem Zelltod und einer Abnahme der Proliferation, in großem Maße durch
Apoptose verursacht [47]. Auch in Prostatakarzinomzelllinien konnte ein ähnlicher
Effekt mit shRNA erzielt werden und die wichtige Rolle der BTK für das Zellüberle-
ben gezeigt werden [77]. Im Proliferationsassay mit der shRNA-Zelllinie UD-SCC 1
ist kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollzelllinie zu erkennen, nur
eine Tendenz, dass die Zellen der Kontrollzelllinie, vor allem nach 24 und 48h, eine
größere Proliferation aufweisen. Eine weitere Untersuchung der Proliferation mit ei-
nem anderen Verfahren wäre nötig, um diesen Effekt genauer zu untersuchen. Im
Scratch-Assay zeigt sich ein signifikanter Unterschied in der Migrationsgeschwin-
digkeit, mit deutlich schnellerer Wundheilung in der Kontrollzelllinie. Zur weiteren
Betrachtung und um die Ursache der Abnahme zu identifizieren, wäre ein zusätz-
licher Migrationsassay interessant. Experimente mit Cleaved Caspase-3 könnten
Aufschluss geben über den Einfluss der Apoptose auf den Zelltod. Ein weiterer An-
satz wäre die Umsetzung dieser Experiment mit den BTK-Inhibitoren, wie z. B. AVL-
292, Ibrutinib oder Acalabrutinib, um einem möglichen Einsatz der BTK-Inhibitoren
in Patienten mit soliden Tumoren näher zu kommen.

4.4 Geringeres Tumorwachstum durch
BTK-Inhibition auch im CAM-Assay

In einem quasi in-vivo-Experiment, dem CAM-Assay, wurde das Verhalten der Knock-
downzelllinien außerhalb der Zellkultur untersucht. Es zeigt sich ein geringeres An-
wachsen der Tumorzellen auf den Hühnereiern bei den Knockdownzelllinien. Auch
die Größe der gewachsenen Tumoren war beeinträchtigt, und bei der Implanta-
tion von 2 · 106 Zellen zeigt sich ein statistisch signifikanter Unterschied in der
Tumorgröße. Die Fähigkeit zur raschen Vermehrung und zu rasantem Wachstum
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sind eine der Grundlagen der Tumorzellen und eine der gefährlichen Eigenschaften
von Krebserkrankungen. Die BTK mit ihrem vielfachen Einfluss auf den Zellzyklus
scheint hier, wie auch in B-Zellen schon dargelegt, ein relevanten Einflussfaktor
zu sein. In den immunhistochemischen Untersuchungen der Tumorgewebesschnit-
te wurden, neben dem Proliferationsmarker Ki67, die Expression von Desmin und
PD-L1 betrachtet. Ki67 ist ein Marker für die Zellproliferation, welcher häufig bei
Tumoren bestimmt wird, da er schnell teilende Zellpopulationen kennzeichnet. Dies
spricht eher für aggressives Wachstum und hat Auswirkungen auf die Behandlung,
z. B. beim Mammakarzinom [57, 97]. Zusätzlich wurden die Schnitte mit Desmin
gefärbt, eines der Intermediärfilamente des Zytoskeletts, welches vor allem in der
glatten Muskulatur und auch in der Skelettmuskulatur vorkommt. Es wird unter an-
derem zur Identifizierung glatter Muskelzellen genutzt, die in den Gefäßen vorkom-
men, den Perizyten [45]. Die Blutgefäße, die aus der Chorion-Allantois-Membran
heraus in das Tumorgewebe wachsen, konnten so identifiziert werden. Die Vasku-
larisierung ist für die Tumoren wichtig zum Überleben und Neovaskularisierung ist
eine der „Hallmarks of Cancer“. Bei der Untersuchung der CAM-Tumore auf den
Proliferationsmarker Ki67 war eine große Standardabweichung vorhanden. Es gab
einige Präparate, die sich stark von den anderen unterschieden, so dass kein ein-
heitliches Bild entstand und sich kein signifikanter Unterschied zeigte. Genau wie
bei dem oben beschriebenen Proliferationsassay, sollte hier für weitere Untersu-
chungen ein Augenmerk drauf liegen, dass mögliche Fehlerquellen, wie eine unge-
nügende Selektion der transduzierten Zellen oder auch Fehler beim Einbetten und
Schneiden der Tumoren, genauer in Betracht gezogen werden. Desmin ist, als Mar-
ker für Vaskularisierung, etwas vermehrt in den Tumoren der BTK-Knockdownzellen
exprimiert. Es zeigt sich aber kein signifikanter Unterschied. Dies entspricht zu-
nächst nicht der Erwartung, dass die BTK als Onkogen für eine erhöhte Neovasku-
larisierung und damit Versorgung der schnell steigenden Zellzahl sorgt. Auch hier
waren die Unterschiede nur sehr diskret. Zusätzlich erfolgte die Auswertung der
immunhistochemischen Schnitte nur durch eine Person, wodurch eine höher Feh-
leranfälligkeit besteht.

4.5 Gleichmäßige PD-L1-Expression in den Tumoren
des CAM-Assays

PD-1 und der entsprechende Ligand PD-L1 sind wichtige Immunkontrollpunkte der
Zelle, mithilfe derer die Bindung an zytotoxische T-Zellen erfolgen kann, wodurch
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die Funktion der T-Zellen vermindert wird und zum Immunescape der Tumorzel-
len beigetragen wird [14]. Dies macht sich die Therapie mit Antikörpern gegen
PD-L1 zunutze, die durch Bindung an PD-1 dessen Aktivierung durch PD-L1 hem-
men. Relativ neu zugelassen zur Monotherapie bei rezidivierenden und metasta-
sierten HNSCC ist der PD-1 Antikörper Pembrolizumab [12]. In den hier ange-
färbten Tumorschnitten aus dem CAM-Assay zeigt sich durchweg eine hohe PD-
L1-Expression, ohne Unterschiede in den beiden Zelllinien. Bei Melanomen und
NSCLC z. B. zeigte sich, dass beim PD-L1 Nachweis mittels Immunhistochemie
eine große Spannbreite, von 14 - 100%, zu beobachten ist [107]. Allerdings konn-
te auch bei einem PD-L1-Nachweis von lediglich 30% ein gutes Ansprechen auf
die Therapie mit Checkpointinhibitoren gezeigt werden. In Kopf-Hals-Tumoren fin-
det sich in verschiedenen Studien eine variierende PD-L1 Positivität, auch abhängig
vom verwendeten Antikörper, verschieden immunhistochemischen Methoden, der
Qualität der Biopsie und auch durch verschieden Ausprägung der Expression in
einem Tumor [117]. Beim immunhistochemischen Nachweis von PD-L1 kommen
mehrere Faktoren zusammen, die die Auswertung und den Vergleich schwierig ma-
chen. Es gibt unterschiedliche Antikörper und PD-L1 hat nur limitierte Bindungs-
stellen für IHC-Antikörper, was die Immunhistochemie zusätzlich ineffektiv macht.
Eine klare Definition für die Positivität fehlt [117]. Diese Faktoren erschweren einen
Vergleich der unterschiedlichen Studien. Eine Kombination von Tyrosinkinaseinhibi-
toren und Immuncheckpointinhibitoren erscheint auf Grund der vielversprechenden
Ergebnisse der PD-L1-Inhibitoren in der Praxis ein spannendes Feld zu sein. Ei-
ne Untersuchung an Mausmodellen mit einem PD-L1 Inhibitor und Ibrutinib zeigte
eine Reduzierung der Tumorgröße und ein längeres Überleben [123]. In einer Pha-
se 1b/2 Studie, in der Ibrutinib und der PD-L1 Inhibitor Durvalumab bei Patienten
mit bereits vorbehandeltem Pankreas-, Lungen- oder Mammakarzinom verwendet
wurden, zeigte sich ein gutes Sicherheitsprofil, aber nur geringe Antitumor-Aktivität
[68]. Auch in einer Phase-2-Studie bei Patienten mit fortgeschrittenem Pankre-
askarzinom, in der Acalabrutinib als Monotherapie oder in Kombination mit Pembro-
lizumab verglichen wurde, zeigte sich zwar eine gute Verträglichkeit, aber limitierte
klinische Aktivität [103]. Ein weiterer Ansatz zur Kombinationstherapie ist der Ein-
satz von BTK-Inhibitoren mit Chemotherapeutika. Tempero et. al [138] verglichen
die Standardtherapie (Nab-Paclitaxel und Gemcitabin) und Placebo mit der Stan-
dardtherapie und Ibrutinib. Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied bezüg-
lich des Gesamtüberlebens, des progressionsfreien Überlebens oder der Overall-
Response-Rate. Bei oralen Plattenepithelkarzinomen zeigte die Behandlung mit
Ibrutinib und Cisplatin eine Förderung der Apoptose und Reduktion der Tumorlast.
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Zudem zeigte sich eine Re-Sensibilisierung von Cisplatin-resistenten Tumoren ge-
genüber Cisplatin [86].

4.6 Ausblick

Wie oben bereits erwähnt, wäre, neben weiteren Experimenten zu Proliferation und
Migration, auch mit verschiedenen BTK-Inhibitoren, natürlich die Planung des Ein-
satzes der BTK-Inhibitoren in der klinischen Praxis interessant. Betrachtet man die
Studien zum Einsatz von Ibrutinib, wird dies häufig in Kombination eingesetzt, z.
B. mit Rituximab oder mit dem BCL2-Inhibitor Venetoclax [13]. In der Behandlung
von HNO-Tumoren gewinnen unter anderem die PD-L1-Inhibitoren immer mehr an
Bedeutung. Erste Ergebnisse mit PD-L1-Inhibitoren und BTK-Inhibitoren zeigten
allerdings nicht allzu vielversprechende Ergebnisse [68, 103]. Weitere Einsatzop-
tionen der BTK-Inhibitoren wären die Kombination mit den bei HNSCC bewähr-
ten Therapien, der Strahlen- und Chemotherapie. Häufig erfolgt bei Tumoren im
Kopf-Hals-Bereich eine kombinierte Radiochemotherapie. Eine Untersuchung des
Einflusses der Radiotherapie auf die BTK-Behandlung müsste also angestrebt wer-
den, um diese effektive Behandlung der Kopf-Hals-Tumoren gegebenenfalls mittels
BTK-Inhibitoren unterstützen zu können. Bei Pankreaskarzinomen zeigte sich, dass
durch die zusätzliche Gabe von Ibrutinib die Proliferation unterbunden wurde und
sich der Effekt der Bestrahlung verstärkte [136, 137]. Eine weitere zu untersuchen-
de Frage ist, wie viel BTK-Expression sich in normalem Kopf-Hals-Gewebe, im Ver-
gleich zu Kopf-Hals-Tumoren zeigt, um bei einer Therapie mit BTK-Inhibitoren eine
Einschätzung bezüglich der Toxizität geben zu können. Bevor ein in-vivo-Einsatz
erfolgen kann, muss auch geklärt werden, welches die optimale Zielgruppe für die
BTK-Inhibitoren ist. Es gibt bei HNSCC verschiedene Einfluss- und Risikofaktoren,
wie z. B. der PD-L1-Status, die Einfluss auf das Überleben und/oder die Thera-
pieoptionen haben. Eine Einordnung der BTK-Expression in diesen Kontext wäre
hilfreich.
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5 Zusammenfassung

Die Bruton´sche Tyrosinkinase (BTK) wurde zuerst in den 90er Jahren durch die X-
linked Agammaglobulinämie (XLA) entdeckt. Betroffene haben, aufgrund des Feh-
lens der BTK, einen schweren Immundefekt und daraus resultierend multiple In-
fekte, da die B-Zellen nicht ausreifen können. Im nächsten Schritt wurde die Rolle
der BTK in hämatogenen malignen Erkrankungen, wie z. B. der chronisch lym-
phatischen Leukämie (CLL) und dem Mantellzelllymphom entdeckt. Mit der Ent-
wicklung der BTK-Inhibitoren wurde ein wichtiger Bestandteil der heutigen Thera-
pie der CLL und anderer hämatoonkologischer Erkrankungen geschaffen. Weite-
re Forschung konnte zeigen, dass die BTK auch in anderen Zelltypen exprimiert
wird, u. a. auch in diversen soliden Tumorentitäten, so z. B. in Mammakarzinom
und Prostatakarzinom. Es wurde gezeigt, dass eine hohe BTK-Expression mit ei-
ner schlechteren Prognose einhergeht, und die BTK als potentieller onkogener Ein-
flussfaktor identifiziert. In der Arbeitsgruppe Molekulare Immunologie (Hals-Nasen-
Ohrenklinik, Universitätsklinik Ulm) wurde die BTK-Expression in Plattenepithelkar-
zinomen des Kopf-Hals-Bereiches (HNSCC) nachgewiesen. Zur weiteren Einord-
nung des Einflusses der BTK wurden in dieser Arbeit die Auswirkung der BTK-
Inhibition auf verschiedene Zellzyklusproteine, Prozesse wie Zellproliferation und
Zellmigration, untersucht. Ebenfalls wurde eine der Zelllinien mittels BTK-small-
hairpin-RNA (shRNA) transduziert und ein quasi in-vivo-Experiment, der Chorion-
Allantois-Membran-Assay (CAM-Assay), durchgeführt.

Es zeigte sich, dass durch die BTK-Inhibition mit AVL-292 sowohl die Apoptose, als
auch die Autophagie in den Zellen vermehrt aktiviert waren. Ebenso war eine ge-
ringere Expression bei Proteinen des Zellzyklus, wie pRB1, GSK3β und CyclinD1,
zu sehen. Im Proliferationsassay mit BTKshRNA-Zelllininen ergaben sich zwar kei-
ne signifikanten Ergebnisse, allerdings zeigte sich eine größere Zellzahl und somit
stärkere Proliferation in der Kontrollzelllinie. Im CAM-Assay ließ sich in der Kontroll-
zelllinie mehr Tumorwachstum und auch ein signifikanter Anstieg in der Tumorgrö-
ße nachweisen. Immunhistochemisch zeigten sich keine Unterschiede in der Ki67,
Desmin oder PD-L1 (Programmed Cell Death-Ligand 1) Expression in den beiden
Zelllinien.
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5 Zusammenfassung

Zusammenfassend spielt die BTK als Onkogen eine wichtige Rolle in den Plattene-
pithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches. Wichtige Merkmale der Tumorgenese
werden durch die BTK beeinflusst, wie die Proliferation und Migration, das Tumor-
wachstum und die Vermeidung der Apoptose. Dies konnte sowohl mit pharmako-
logischer Inhibition, als auch über genetische Inhibition nachgewiesen werden. In
ersten Studien mit BTK-Inhibitoren in Patienten mit soliden Tumoren zeigte sich ei-
ne gute Verträglichkeit. Bereits heute sind die Behandlungskonzepte der Kopf- und
Halstumoren meistens multimodal, von Operation über Radiochemotherapie bis hin
zur Immuntherapie. Die Anwendung von BTK-Inhibitoren als ein weiterer, zusätzli-
cher Kombinationspartner in der Therapie bietet sich daher an. In Studien mit Pati-
enten mit fortgeschrittenen Tumorerkrankungen waren die klinische Aktivität und die
Auswirkung auf die Tumorlast bisher jedoch eher gering. Für B-Zell-Erkrankungen
ließen sich gute Ergebnisse mit der Kombinationstherapie aus einem BTK-Inhibitor
und einem PD-L1-Inhibitor erzielen. Ähnlich vielversprechende Ergebnisse stehen
für solide Tumore bisher aus. Weitere Experimente und klinische Studien werden
zeigen, in welchem Ausmaß die BTK-Inhibitoren zukünftig in der Therapie der HN-
SCC eingesetzt werden können.
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