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1. Einleitung

Das Lungenkarzinom ist mit rund 44500 Fallen im Jahre 2012 die dritthaufigste
Todesursache und die haufigste Krebstodesursache in der Bundesrepublik
Deutschland [12]. Weltweit werden jahrlich circa 1,5 Milionen neue Falle mit
Lungenkrebs diagnostiziert [37]. Im Jahr 2012 war Lungenkrebs beim Mann der
haufigste Tumor und bei der Frau der zweithaufigste Tumor nach dem
Mammakarzinom [12]. Ungefahr 80 % aller Lungenkarzinome sind nicht-
kleinzellige Karzinome (NSCLC).

Trotz stetiger Entwicklungen in der Diagnostik und Therapie der Erkrankung liegt
die 5-Jahres-Uberlebensrate der Patienten in den europdischen und
nordamerikanischen Landern nur in einem Bereich von 7,5 bis 15,7 % [2,7].

In Deutschland wird die altersstandardisierte Mortalitat bei Mannern um 50 /
100000 Einwohner und um 20 / 100000 Einwohner fur Frauen angegeben (Daten
2008 —2012) [22].

Aufgeschlisselt nach dem Tumorstadium werden in den USA die 5-Jahres-
Uberlebensraten bei nur lokalem Befund mit 54 %, bei regionaler
Lymphknotenbeteiligung mit 26,5% und mit 4% bei Fernmetastasierung
angegeben.

Hoheres Lebensalter und ménnliches Geschlecht wirken sich nachteilig auf die

Inzidenz und Mortalitat aus [1].

1.1 Klinik und Diagnostik des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms

Ungefahr 90 % aller Patienten mit Lungenkrebs weisen initial Krankheitssymptome
auf. (Tabelle 1)



Tabelle 1: Haufigkeit von Initialsymptomen bei Lungenkarzinom (modifiziert nach Spiro et
al. 2007) [52]

Symptom bzw. klinisches Zeichen | Haufigkeit
Husten 8-75 %
Gewichtsverlust 0-68 %
Luftnot 3-60 %
Brustschmerzen 20-49 %
Hamoptyse 6-35-%
Knochenschmerzen 6-25 %
Trommelschlagelfinger 0-20 %
Fieber 0-20 %
Schwachegefihl 0-10 %
Obere Einflusstauung 0-4%
Schluckstérungen 0-2%
Stenose und Stridor 0-2%
Empfehlungen Zu Vorsorgeuntersuchungen bei asymptomatischen

Risikopatienten (Raucher, Asbestexposition) existieren derzeit nicht [24]. Zur
Diagnostik des Lungenkarzinoms gilt das folgende Untersuchungsprogramm als
Basisdiagnostik:

- Anamnese, klinische Untersuchung,

- Laboruntersuchung,

- Rontgen-Thorax in 2 Ebenen,

- Spiral-Computertomographie des Thorax (inkl. Oberbauch mit Nebennieren),

- Bronchoskopie,

- Sonographie Abdomen

Zum Ausschluss von Fernmetastasen wird die Magnetresonanztomographie des
Schadels sowie ggf. eine Positronenemissionstomographie mit Fluor-18-
Fluorodesoxyglucose empfohlen.

Fur die Prognose des Patienten sind die lokale Tumorausdehnung, der Befall
lokaler  Lymphknoten und die Fernmetastasierung (TNM-Stadium),
zusammengefasst in den Stadien I-IV nach UICC entscheidend. (Tabelle 2,

Tabelle 3)



Tabelle 2: TNM Klassifikation des Lungenkarzinoms nach Wittekind, Meyer; 2010 [59]

Primértumor kann nicht beurteilt w erden oder Nachweis von malignen Zellen im Sputum oder bei

Tx Bronchialspuilungen, jedoch Tumor w eder radiologisch noch bronchoskopisch sichtbar
TO Kein Anhalt fir Priméartumor
Tis Carcinoma in situ
Tumor 3 cm oder weniger in gro3ter Ausdehnung, umgeben von Lungengewebe oder viszeraler
T1 Pleura, kein bronchoskopischer Nachweis einer Infiltration proximal eines Lappenbronchus
Tla Tumor < 2cm
T1b Tumor 2-3 cm
Tumor >3cm, aber nicht mehr als 7cm in gréf3ter Ausdehnung mit w enigstens einem der
folgenden Kennzeichen
-Tumor beféllt Hauptbronchus, 2 cm oder weiter distal der Carina
™ -Tumor infiltriert viszerale Pleura
-assoziierte Atelektase oder obstruktive Entziindung bis zum Hilus, aber nicht der gesamten
Lunge
T2a >3 < 5cm
T2b>5<7cm
Tumor > 7cmoder Tumor mit direkter Infiltration einer der folgenden Strukturen:
-Brustwand (inklusive Sulcus superior-Tumoren)
-Zwerchfell
-Nervus phrenicus
T3 -mediastinale Pleura
-parietales Perikard
Oder Tumor im Hauptbronchus <2cm distal der Hauptcarina ohne Beteiligung der Hauptkarina
oder Assoziation mit einer Atelektase oder obstruktiven Pneumonie der gesamten Lunge oder
separate(r) Tumorknoten im gleichen Lappen
Tumor jeglicher GroR3e, der eine der folgenden Strukturen infiltriert.
-Mediastinum
-Herz
-grol3e GeféRe
-Trachea
T4
-Nervus laryngeus recurrens
-Osophagus
-Wirbelkdrper
-Hauptkarina
-oder separate (r) Tumorknoten in einem anderen ipsilateralen Lappen
Nx Regionéare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NL Metastase(n) in den ipsilateralen peribronchialen und/oder ipsilateralen hilaren Lymphknoten und
intrapulmonalen Lymphknoten inklusive eines Befalls durch direkte Ausbreitung des Primums
N2 Metastase(n) in den ipsilateralen mediastinalen und/oder subcarinalen Lymphknoten
N3 Metastase(n) in den kontralateralen mediastinalen, kontralateralen hilaren, ipsilateralen oder
kontralateralen Skalenus- oder supraklavikularen Lymphknoten
Mx Fernmetastasen kénnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
Mia Separate(r) Tumorknoten in einem kontralateralen Lappen: Tumor mit pleuralen Knoten oder
malignem Pleura-(oder Perikard-) erguss
Mi1b Fernmetastasen




Tabelle 3: Tumorstadien nach TNM-Klassifikation (nach IASLC (international association for

the study of lung cancer) Lung Cancer Staging Project, 2009) [54]

Tumorstadium

Fernmetastasierung vo | mo | o | mo | mia | mib

Lymphknote nmetastasierung NO | N1 [ N2 | N3 I;IO- 20-
Tla A | IIA [IIA | HIB |V v
T1lb A | IIA [IIA | HIB |V \
T2a B [ HA [IIA|IB |V v
T2b HA [ B [ INA | llIB | V v
T3 B | WA [ A | IB | V \
T4 MA | WA | B | B | M v

1.1.1 Therapie des frihen nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms

Aktueller Therapiestandard in Deutschland ist bei Patienten im Stadium | und 1l
sowie IlIA nach UICC bei adaquater Lungenfunktion und fehlenden
Kontraindikationen die radikale Resektion mit Lymphknotendissektion. Nach RO
Resektion und Lymphadenektomie sollte bei Patienten im Stadium Il bzw. llIA eine
adjuvante Chemotherapie durchgefihrt werden. Diese sollte in einer
cisplatinhaltigen Kombination durchgefuhrt werden [24].

Im Stadium IB wird eine individuelle Therapieentscheidung unter Bertcksichtigung
der Komorbiditat, des Alters und der kardiopulmonalen Funktion empfohlen.
Zahlreiche Studien belegen den leichten Uberlebensvorteil durch eine
cisplatinhaltige adjuvante Chemotherapie. Andere Studien, wie zum Beispiel die
ALPI-Studie [48] konnten keinen Uberlebensvorteil durch eine adjuvante
Chemotherapie nachweisen. Hier wurden zwischen 1994 und 1999 1209
Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom im Stadium I-llIA randomisiert
und entweder einer adjuvanten Chemotherapie mit Mitomycin, Vindesin und
Cisplatin zugefihrt oder blieben ohne adjuvante Chemotherapie. Nur 69 % der

Patienten beendeten die Behandlung, jedoch wurde bei der Halfte der Patienten
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die Behandlung modifiziert. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Behandlungsgruppen im Gesamtuberleben und im krankheitsfreien
Uberleben nachgewiesen werden.

In der internationalen IALT Studie [4,6] wurden von 1995 bis 2001 1867 Patienten
im Tumorstadium [-lll eingeschlossen und wurden entweder mit einer
cisplatinbasierten Chemotherapie behandelt oder beobachtet. 67 % der Patienten
im Chemotherapiearm erhielten mindestens 300 mg/m? Cisplatin, welches mit
Etoposid, Vinorelbine, Vinblastine oder Vindesine kombiniert wurde. Das 5-Jahres-
Uberleben war in der Patientengruppe im Chemotherapiearm um 5 % und das
krankheitsfreie Uberleben ebenfalls nach 5 Jahren um 5 % hoher, beides mal mit
statistischer Signifikanz. Nach 90 Monaten war der Uberlebensvorteil aufgrund
von nicht auf den Krebs zuriickzufiihrenden Todesfallen nicht mehr relevant.

In der ANITA Studie [15] wurden 840 Patienten aus 14 Landern im Stadium IB bis
IIA postoperativ randomisiert und entweder nachbeobachtet oder adjuvant mit
einer Kombination aus Cisplatin und Vinorelbine behandelt. Auch in dieser Studie
zeigte sich ein Uberlebensvorteil von ca. 8,5 % nach 5 und 7 Jahren zugunsten
der Therapiegruppe. In der Subgruppenanalyse zeigte sich, dass der
Uberlebensvorteil nicht fir Patienten im Stadium IB besteht.

In der LACE Metaanalyse 2008 [45] wurden die Daten der 5 grof3ten Studien
(BLT [56], ANITA [15], IALT [4,6], ALPI [48], JBR [57] gepoolt. Es wurden die
Daten von 4584 Patienten ausgewertet, die mediane Nachbeobachtungszeit
betrug 5,2 Jahre. Es zeigte sich ein 5-Jahres-Uberlebensvorteil von 5,4 % bei den
Patienten, welche eine adjuvante Chemotherapie erhalten haben. Sowohl
Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberleben hingen nicht vom Alter,
Geschlecht, der Bestrahlung, der Cisplatindosis, der Histologie oder vom
Resektionsausmald ab. Der Effekt der Chemotherapie variierte nicht signifikant in
Abhangigkeit vom Zweitmedikament. Ein besserer Performancestatus war mit
einem besseren Ansprechen auf die Chemotherapie verbunden, der Performance
Status wurde als Index zur Beurteilung der Lebensqualitdt bei onkologischen
Erkrankungen nach den Kriterien der Eastern cooperative oncology group (ECOG)
bestimmt [43].

2010 wurde eine Metaanalyse der NSCLC Metaanalyses Collaborative Group
veroffentlicht, in der 24 Studien mit 8447 Patienten aus Nordamerika, Europa und

Asien ausgewertet wurden [5]. Auch hier wurde ein 5-Jahres-Uberlebensvorteil
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von 4 % bei der Gruppe der Patienten mit Operation plus Chemotherapie im
Vergleich zu Patienten ohne Chemotherapie nachgewiesen. Es konnte kein
weiterer Vorteil durch eine zusatzliche postoperative Radiotherapie gezeigt
werden. Es war auch kein Unterschied im Behandlungseffekt zu sehen, wenn das

in Asien verwendete Tegafur und Uracil oder nur Tegafur eingesetzt wurde.

1.1.2 Therapie des fortgeschrittenen nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms

In allen fortgeschrittenen Stadien ist mit Ausnahme von Einzelfallen ein
multimodales Konzept bestehend aus Strahlentherapie, Chemotherapie und u.U.
palliativen operativen MalRnahmen sinnvoll. In der First-ine Chemotherapie
werden ebenfalls platinhaltige Kombinations-Chemotherapieprotokolle empfohlen
[24].

Cisplatin kombiniert mit Gemcitabin, Taxanen oder Vinorelbin fuhrt zu einer
signifikant hoheren Uberlebenszeit. Bei Nicht-Plattenepithelkarzinomen konnte
durch die Kombination Cisplatin/Pemetrexed eine um 1,4 Monate verbesserte
mediane  Uberlebenszeit nachgewiesen werden. Bei eingeschrankter
Chemotherapiefahigkeit kann eine zytostatische Monotherapie erwogen werden.
Bei Patienten mit fortgeschrittenem  Nicht-Plattenepithelkarzinom kann
Bevacizumab (VEGF (vascular endothelial growth factor) - Antikdrper) in der
Erstlinientherapie zusatzlich zur platinhaltigen Kombinationschemotherapie
gegeben werden. Es konnte kirzlich gezeigt werden, dass durch Ergéanzung der
Therapie mit einem monoklonalen VEGF-Antikbrper vor allem Dbei
Adenokarzinomen eine signifikante Verlangerung des Gesamtiberlebens und des
progressionsfreien Uberlebens erreicht wird [50].

Weiterhin empfohlen, jedoch bisher zur Behandlung des fortgeschrittenen nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms nicht zugelassen, ist Cetuximab (monoklonaler
Antikérper des EGFR (epidermal growth facor receptor).

EGFR ist bei 85 % der Plattenepithelkarzinome und bei 65 % der Adeno- und
grol3zelligen Karzinome der Lunge Uberexprimiert, kommt jedoch im normalen
Lungengewebe kaum vor. Wenn immunhistologisch EGFR vermehrt
nachgewiesen wird, kann durch die Gabe von Cetuximab in Kombination mit einer

platinhaltigen Doublette das Gesamtiberleben signifikant verbessert werden [46].



Bei nachgewiesenen aktivierenden Mutationen in der Thyrosinkinase-kodierenden
Region des EGFR-Gens ist die Behandlung mit Thyrosinkinase-Inhibitoren in der

Erstlinientherapie maglich.

1.2 Biomarker

Mehr als 60 % aller Patienten in frihen Tumorstadien entwickeln ein Lokalrezidiv
oder eine Fernmetastasierung [24].

Basierend auf den grofRen Metaanalysen zeigt sich, dass durch die adjuvante
Cisplatin-basierte Chemotherapie nur ein 5-Jahres-Uberlebensvorteil von
ca. 4-5 % zu erreichen ist. Mdglicherweise lasst sich durch die Erforschung von
Biomarkern eine bessere Selektion der Patienten erreichen, um eine
mafgeschneiderte Therapie durchfiihren zu kénnen.

Gegenwartig werden unter anderem einige molekulare pradiktive Marker fur die
Chemotherapie beim frihen nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom untersucht z.B.
p53, ERCC1 (excision repair cross complement group 1), p27, RAS (rat sarcoma
viral oncogene), EML4-ALK (Echinodermmikrotubuli-assoziiertes Protein-like4-
Anaplastische Lymphomkinase) oder EGFR.

Im Gegensatz zu prognostischen Markern, welche eine Vorhersage fir den
unbehandelten Verlauf einer Erkrankung treffen, sollen préadiktive Marker
Subpopulationen herausfiltern, welche potentiell besser auf eine bestimmte
Therapie ansprechen.

Im Rahmen der grolRen Studien zur adjuvanten Chemotherapie des nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms wurden einige mogliche ,Kandidaten“ als
prognostische und pradiktive Faktoren identifiziert.

In der JBR-10 Studie des National Cancer Institutes of Canada wurden
Tumorproben auf Expression und Mutation von p53 und RAS untersucht.

P53 als Protein ist in der Lage den Zellzyklus zu regulieren, indem es die Aktivitat
einer gewissen Anzahl von Genen inhibiert. Es kann Apoptose induzieren und
reguliert als Transkriptionsfaktor die Reparatur nach DNA
(Desoxyribonukleinsdure) —  Schadigung. 253  Tumorproben  wurden
immunhistochemisch auf die Expression von p53 untersucht. Patienten mit p53 -
positiven Tumoren hatten ohne Chemotherapie eine deutlich schlechtere
Prognose als Patienten mit p53 - negativen Tumoren. Patienten mit p53 - positiven
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Tumoren profitierten signifikant von der Behandlung mit Cisplatin und Vinorelbine
verglichen mit Patienten, die nur operiert wurden. Patienten, bei denen im Tumor
p53 nicht nachgewiesen wurde, profitierten von der adjuvanten Chemotherapie
Uberhaupt nicht. Ein Zusammenhang zwischen Mutationsstatus des p53 und dem
Uberleben nach adjuvanter Chemotherapie konnte nicht nachgewiesen werden
[53].

Das RAS (rat sarcoma viral oncogene) ist ein Enzym, welches im Prozess des
Zellwachstums und der Zelldifferenzierung eine entscheidende Rolle spielt. Es ist
verantwortlich fur die Weiterleitung von extrazellularen Signalen  zur
Wachstumsstimulierung Uber Wachstumsfaktorrezeptoren einschliel3lich des
epidermal growth factor receptors. Es existieren drei RAS-Gene, wovon das K-
RAS (Kirsten-RAS) mehr als 90 % der nachweisbaren Mutationen in ungefahr 10
bis 25 % der NSCLC Proben enthdlt. RAS-Mutationen kommen gehduft bei
Adeno- und grof3zelligen sowie bei Frauen vor. Mutationen im RAS stellten keinen
prognostischen Faktor fur das Langzeitiberleben dar.

Es wurde jedoch nachgewiesen, dass das mediane Uberleben bei Patienten nach
kompletter Resektion im Stadium 1B - 1B mit wild-type K-ras in der
Chemotherapiegruppe signifikant langer war als in der Kontrollgruppe.

Fur die Patienten mit Tumoren mit K-ras Mutation konnte kein Uberlebensvorteil
durch eine Chemotherapie gesehen werden [53].

P27 ist ein Cyclin abhangiger Kinase Inhibitor, der die Zellteilung hemmen und die
Zelle vor Apoptose schitzen kann. Eine Uberexpression von p27 konnte die Zelle
vor der Zerstorung durch Cisplatin schitzen und somit eine Resistenz induzieren.
Retrospektiv konnte im Rahmen der IALT- Studie gezeigt werden, dass Patienten
mit p27 - negativen Tumoren von einer Chemotherapie mit langerem Gesamt-
Uberleben profitierten, im Gegensatz zu Patienten, die nur operiert wurden.
Jedoch zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen chemotherapierten und
nicht chemotherapierten Patienten mit hoher p27 Expression in den Tumoren im
Uberleben [19].

ERCC1 ist ein DNA-Reparaturenzym, das DNA (Desoxyribonukleinséure)
Sequenzfehler erkennt und repariert. Dieser Reparaturmechanismus ist
entscheidend fir das Ansprechen auf Cisplatin, welches an die DNA bindet und
durch Querverknipfungen zweier benachbarter Guaninbasen die Replikation

verhindert und damit durch Hemmung des Zellstoffwechsels zur Apoptose der
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Zelle fuhrt. In einer Metaanalyse von Hubner et al. 2011 wurden die Ergebnisse
von 23 Studien mit insgesamt 2726 Patienten ausgewertet [29]. Es st
wahrscheinlich, dass eine hohe ERCC1 Expression mit einem signifikant
schlechteren Gesamtiberleben der mit Cisplatin behandelten Patienten mit
NSCLC assoziiert war. Fur Patienten, welche nicht mit Cisplatin behandelt
wurden, konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden.

Als relevante Biomarker in der Behandlung des nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinoms etablieren sich zunehmend aktivierende Mutationen im EGFR-
Gen sowie das onkogene Fusionsgen EML4-ALK. Bei Nachweis aktivierender
Mutation in der Thyrosinkinase-kodierenden Region des EGFR — Gens kann der
Thyrosinkinase-Inhibitor ~ Gefitinib oder Erlotinib eingesetzt werden. Als
aktivierende Mutationen werden EGFR-Mutationen in den Exonen 18-21
bezeichnet, diese sind pradiktiv fir Gefitinib und Erlotinib.

Bei Nachweis eines durch eine Mutation entstandenen EMK4-ALK
Fusionsproteins kann spezifisch mit dem TKI Crizotinib behandelt werden. In einer
Phase | Studie von Camidge et al. konnten 149 ALK positive Patienten
eingeschlossen werden. 87 von 143 Patienten zeigten ein objektives Ansprechen

auf die Therapie bei relativ geringer Nebenwirkungsrate [13].

1.3 Predict — Projekt

Um ein individuelles Behandlungsregime fur Patienten mit nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinom entsprechend der komplexen biologischen Konstitution eines
Tumors zu finden, wurde, gefordert durch das Bundesministerium fir Bildung und
Forschung, ein systembiologischer Ansatz zur Untersuchung individualisierter
Therapieregime beim NSCLC (Predict) entwickelt. Hierbei wurde durch die
Forschungspartner Max Planck Institut fir Molekulargenetik, Bayer Schering
Pharma AG, Deutsches Krebsforschungszentrum, Evangelische Lungenklinik
Berlin Buch und Experimentellen Pharmakologie und Onkologie ein
Computermodell entworfen, um anhand von Patientendaten vor Beginn einer
Chemotherapie die Vertraglichkeit und Wirksamkeit zu testen, um dem Patienten
einindividuelle, auf Ihn zugeschnittene Therapie zukommen zu lassen.

Als ein Teilprojekt wurden Tumorproben aus intraoperativen Tumorpraparaten in
Xenografts transplantiert [18,42]. Anschlie3end konnten dann aus den generierten
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Xenografts Genexpressionsanalysen mit Affymetrixchips durchgefuhrt werden.
Dadurch lieRBen sich Gene identifizieren, welche in den Tumorproben der
Xenografts relevant Uberexprimiert wurden. Parallel wurden durch das Deutsche
Krebsforschungszentrum in Heidelberg RPPA (Reverse Phase Protein Array)
Analysen der Xenografts durchgefihrt. Mit RPPA Analysen kann eine Probe
gleichzeitig mit sehr vielen Antikérpern auf das Vorhandensein verschiedener
Proteine untersucht werden.

Um die Ansprechraten fir verschiedene Chemotherapeutika zu ermitteln, wurden
mit den Xenografts standardisierte Therapieversuche durchgefuhrt. Dabei kamen
neben fir das Lungenkarzinom zugelassenen Standardtherapeutika, auch neue
Targettherapeutika (z.B. Cetuximab) zur Anwendung [47].

Die Datensatze aus den Genexpressionsstudien und den Proteinanalysen wurden
anschlieend miteinander abgeglichen mit dem Ziel, differenziell regulierte Gene
oder Proteine in den eingeschlossenen Karzinomen zu identifizieren, gegen die im
idealen Fall einin Deutschland zugelassenes Medikament existiert.

Es gelang, Gruppen von Karzinomen zu identifizieren, die differenziell exprimierte
MRNA (messengerRibonukleinsdure) und differenziell regulierte Proteine fir
Kandidatengene/proteine aufwiesen und eine Verbindung zum Ansprechen auf
Chemotherapeutika zu zeigen. Eine  Ubereinstimmung auf beiden
Expressionsniveaus wurde fur die Pathways der AMP-aktivierten Proteinkinase
gefunden. Dieses Protein wurde in den Cetuximab sensitiven Modellen erhdht

exprimiert nachgewiesen.

1.4 AMPK

AMPK (Adenosinmonophosphat aktivierte Proteinkinase) ist ein heterotrimeres
Enzym, bestehend aus den drei Untereinheiten a, f und y. In Sdugetieren wird die
AMPK auf 7 unterschiedlichen Genen kodiert. Es existieren jeweils 2 Isoformen
der Untereinheiten a und B und drei Isoformen der y- Untereinheit, welche in allen
moglichen Kombinationen existieren konnen. AMPK kommt in einer Vielzahl von
Geweben vor, z.B. inder Leber, im Gehirn, in der Lunge oder im Skelettmuskel.

Die y-Untereinheit enthalt vier einzelne CBS (Cystathion § Synthase) Domanen,

mit denen das Enzym Verdnderungen im AMP/ATP (Adenosinmonophosphat/
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Adenosintriphosphat) Haushalt detektiert. Die vier CBS Domanen bilden zwei
Bindestellen fir AMP, auch Bateman Doméanen genannt.

Durch die Bindung von AMP an beide Bateman Domanen wird die katalytische
Domane der a-Untereinheit exponiert. AMPK kann dann durch Phosphorylierung
durch die AMPK Kinase an der katalytischen Untereinheit an Threonin-172
aktiviert werden [28].

AMPK fungiert als Energie-Anzeiger der Zelle und halt den Energiehaushalt der
Zelle im Gleichgewicht. Sie schitzt die Zelle vor ATP Mangel durch Abschalten
anaboler Stoffwechselwege wie z.B. der Fettsauresynthese oder der
Glykogensynthese. Gleichzeitig werden katabole Stoffwechselwege wie z.B.
Glykolyse, oder Fettsdureoxidation aktiviert [25]. Die Aktivierung erfolgt durch
einen Anstieg von AMP sowie ADP (Adenosindiphosphat) [27], ausgeldst durch
metabolischen Stress bei z.B. Hitzeschock, Ischamie oder Hypoxie [26].

Extern zufihrbare Aktivatoren fur AMPK sind z.B. Metformin [61] Glitazone [21],
Resveratrol (Wirkstoff in Rotwein) [8] oder Epigallocatechingallat (Wirkstoff in
grinem Tee) [31].

1.5 mTOR und p70S6K

MTOR steht fir mammalian target of rapamycin und wurde entdeckt bei der Suche
nach Proteinen, an die Rapamycin (ein Immunsuppressivum) bindet.

m-TOR ist ein Enzym und Bestandteil eines Proteinkomplexes, der verschiedene
Signalwege der Zelle integriet und durch Regulation der Translation
Zellwachstum und Zellzyklus steuert. Es gehort zur Familie der P hosphoinositide
3-Kinase related Kinasen.

Die Serin-Threonin-Kinase mTOR existiert in zwei verschiedenen Komplexen
(mMTORC1 und mTORC?2), die vollig unterschiedlich agieren. mTORC1 bestehend
aus mTOR, MLST8, RPTOR, AKT1S1/PRAS40 und DEPTOR reguliert neben der
Lipid- und Mitochondrienbiosynthese die Proteinsynthese durch Phosphorylierung
von Schlusselenzymen fur die mRNA Translation und Ribosomensynthese. Dazu
gehort unter anderem die Aktivierung des p70S6K, welches die Proteinsynthese
durch Modulation des ribosomalen Proteins S6, des eukaryonic translation
initiation factor EIF4B und PDCD4 hochreguliert.
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MTOR als Teil des mMTORC2 Komplexes zusammen mit MLST8, PRR5, RICTOR,
MAPKAP1 und DEPTOR aktiviert AKT 1, welches wiederum die Aktivierung der
Phosphoinositide 3 Kinase durch PDK1 erleichtert [16].

Liu et al. zeigten kirzlich, dass die Proteinexpression von mTOR/p-mTOR, p-
AKT1, p70S6K und p-p70S6K in Tumorgewebe von nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen verglichen mit dem normalen Lungengewebe signifikant erhdht
waren. Das Gesamtiberleben der Patienten mit hohen Proteinleveln von p-mTOR,
p-PDK1 und p-p70S6K war signifikant kirzer [39].

1.6 AMP-aktivierte Proteinkinase und mTOR Signalwege

Energiemangel in der Zelle fuhrt Gber einen Abfall von ATP und einen Anstieg des
AMP (ber die Aktivierung von LKB1 zur Aktivierung der AMP-Kinase, was
wiederum zu einer Phosphorylierung und Aktivierung von TSC 1 (Tuberous
Sclerosis Complex 1) /TSC 2 (Tuberous Sclerosis Complex 2) fuhrt. Dadurch
kommt es zu einer Hemmung des m-TOR Signalweges. Somit kommt es bei
Nahrstoffmangel Gber den AMP-Kinase Signalweg zur negativen Rickkopplung
mit dem mTOR Signalweg und damit zu einer Hemmung des Zellwachstums.
[Abbildung 1]
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Abbildung 1: Ubersicht iiber den AMP-aktivierte Proteinkinase und mTOR Signalweg [30]



1.7 Zielstellung

Im Rahmen der BMBF (Bundesministerium fur Bildung und Forschung) MedSys
geforderten Predict-Projekts wurden als Teilprojekt Xenografts aus intraoperativ
gewonnenen Proben von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen etabliert. Mit
diesen Xenografts wurden Therapieversuche durchgefuhrt, um die Wirkung
bestimmter Chemotherapeutika zu testen. Zusatzlich wurden die Tumoren auf das

Vorliegen von Mutationen des K-ras, p53 und EGFR untersucht. [Abbildung 2]

Pat. ID TDT4SD (d) Etopsid Carboplatin Gemcitabin Paclitaxel Vinorelbine Cetuximab Erlotinib EGFR K-ras p53
7064 17,2446 + - - + - +H+ ++ wi wt 1628;del13bp (frshift=5TOPR)
7126 12,1+4,2 - - HH - - +H+ +H t wi
7166 19,5+18,5 + + +
7177 9,5¢1,7 - - s - = = - M246V
7187 11,157 = 33 3% - ++ & wi G12C wi
7198 19,2+1,6 = + + + + - - VS18+19;IVS 18473 Gl12C
7298 8,4+3,8 + + + H+ + + 0 wt T
7336 15£5,8 - {+) + ++ n.t. - - Q7870Q;AB36R G12D P190L
7343 9,1+1,4 - +H+ +H+ + wit wt wit
7387 8,911,8 - - +H+ - + wi
7406 10,4419 + + +H+ +H+ = = = wt wt P278T
7414 7,242,1 = + HH T n.t. + * wi t wi
7433 11,7+6,2 - +H - - n.t. - - RB36R silent wi 258E>STOP
7462 5,240,3 = = +HH T n.t. HHH + wit Gl2C G245V
7466 5,811,5 - - - - - -+ wi R196P
7506 10,743,7 - - (+) H+ n.t. + HH 190:dellbp
7530 8,4+1,9 +HH - tox T n.t. - + G12D, G13D wi
7558 11,243 - - + - n.t. + - Q787Q wi 232F
7612 9,711,6 = HH - T n.t. wi wi
7668 10,1+7,2 - +H tox - n.t. - wi
7700 14,1451 = = - + n.t. = = wt wt H193Y
7747 9,512,5 - + - + n.t. wi wi
7766 12,847,5 - +H + + n.t. + - Q787Q silent G12D, G13D M246K
7860 20,416 + - +H T n.t. = = Q787Q silent wi V153F
7913 7,811,9 - + + +H+ n.t. ++ wit wit

Mutationsrate 6/25 6/25 13/25
TS 1/25 3/25 3/25 4/25 0/11 3/25 1/25
STD 5/25 15/25 16/25 16/25 4/11 9/25 5/25
RR 6/25 18/25 19/25 20/25 4/11 12/25 6/25

Abbildung 2: Ubersicht iiber bereits durchgefiihrte Therapiestudien der Xenografts sowie
Untersuchung auf das Vorliegen von Mutationen des EGFR (Epidermal growth factor

receptor-Gens, K-ras (kirsten-rat sarcoma viral oncogene) und p53 [18]

Legende zur Abbildung 2:

DT Tumorverdopplungszeit (tumor doubling time)
SD Standardabweichung in Tagen
n.t Nicht getestet
(+) Borderline (kaum Ansprechen)
Ansprechrate

-100-50 % T/C behandelte Tiere zu Kontrollen

+ 50-35 % T/C behandelte Tiere zu Kontrollen

++ 35-21 % T/C behandelte Tiere zu Kontrollen
+++ 20-6 % T/C behandelte Tiere zu Kontrollen
++++ 5-0 % = komplette Tumorschrumpfung (TS)

Tumor response score

RR Ansprechrate (TS + STD)

Tox >50 % der Tiere verstorben

TS Tumorschrumpfung = Ansprechrate 5-0% T/C behandelte Tiere zu Kontrollen
STD Stable disease = Ansprechrate 6-50% T/C behandelte Tiere zu Kontrollen

wt Wildtyp (keine Mutation)
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Aus den geschilderten Voruntersuchungen wurden, unter Berucksichtigung der
aktuellen Literatur zur AMP-Kinase und zum m-TOR-Pathway, die
Arbeitshypothesen fur die vorliegenden Untersuchungen abgeleitet:

Es zeigte sich in Vorversuchen, dass in Cetuximab sensitiven Xe nograft-Modellen
die AMP-aktivierte Proteinkinase hoher exprimiert war als in den Cetuximab
resistenten Modellen. Zudem ist aus der Literatur, wie oben beschrieben, bekannt,
dass Metformin in diesen Pathway eingreift. Wenn es gelange, durch Metformin
die AMP-aktivierte Proteinkinase hoch zu regulieren, sollten resistente Modelle
sensitiv gegenuber Cetuximab werden.

Ziel dieser Arbeit ist deshalb die Untersuchung der AMPK-Expression auf Protein-
und m-RNA-Ebene in den Tumorproben der Xenografts, um eine mdogliche
Beeinflussung der AMPK durch den Aktivator Metformin nachzuweisen.

Zusatzlich sollen die Tumorproben auf die Expression von p70S6K auf
Proteinebene untersucht werden, um einen moglichen Einfluss der Metformingabe
im Sinne einer negativen Rickkopplung auf den m-TOR-pathway nachzuweisen.
Weiterhin sollen im Rahmen dieser Arbeit die Verlaufsdaten der Patienten, aus
denen Xenografts gewonnen wurden, ausgewertet werden, um zu untersuchen,
ob es Korrelationen zwischen dem Krankheitsverlauf der Patienten und den im
Xenograft gezeigten Effekten gibt.
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2. Material und Methoden

2.1 Auswertung der Patientendaten

Zur Stadieneinteilung der Tumoren wurde die 6. Auflage der Klassifikation
maligner Tumore verwendet [58]. Als Daten-Dead-Line bei der Auswertung der
Patientendaten wurde der 15.01.2013 festgelegt.

2.2 Statistik

Die statistischen Analysen zur Auswertung der Patientendaten wurden mit dem
Programm PASW/SPSS 18.0 durchgefihrt.

Haufigkeitsverteilungen wurden mit dem Chi-Quadrat-Test auf signifikante
Differenzen getestet. Mit dem Chi-Quadrat-Test wird die Hypothese Uberprift, ob
zwei Merkmale voneinander unabhangig sind. Da beim Chi-Quadrat-Test nur
Haufigkeiten verglichen werden, ist es bei diesen Tests egal, was als unabhéangige
und was als abhangige Variable angesehen wird.

Zur Berechnung der Uberlebenskurven wurde die  Kaplan-Meier-
Uberlebensfunktion genutzt. Die Kaplan-Meier-Funktion dient zum Schatzen der
Wahrscheinlichkeit, dass bei einem Versuchsobjekt ein bestimmtes Ereignis
innerhalb eines Zeitintervalls nicht eintritt. Es handelt sich um eine
nichtparametrischne Schatzung der Uberlebensfunktion im Rahmen der
Ereigniszeitanalyse. Diese Methode wurde 1958 von Edward Kaplan und Paul
Meier entwickelt.

Fur Gruppenvergleiche im Rahmen der Auswertung der Patientendaten wurde der
Log-Rank-Test verwendet. Der Log-Rank Test testet, ob es einen signifikanten
Unterschied zwischen zwei Uberlebensfunktionen gibt.

Als Signifikanzniveau wurde fir alle obengenannten Tests 5 % festgelegt, das
heil3t Ergebnisse mit p-Werten kleiner 0,05 gelten statistisch als signifikant.

Das Overall Survival (OS) als Wahrscheinlichkeit fir das Uberleben der Patienten
zu einem bestimmten Zeitpunkt ist definiert fur die Zeitspanne vom OP-Datum bis
zum Tod des Patienten, wobei Todesfélle jeglicher Art als Ereignisse zahlen. Nicht
verstorbene Patienten werden zum Zeitpunkt ihres letzten Uberlebensnachweises
zensiert.
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Das Disease Free Survival (DFS) ist die Wahrscheinlichkeit fur das
erkrankungsfreie Uberleben. Als Ereignisse gehen Progresse, Rezidive und
Metastasen in die Berechnungen ein. Die Beobachtungszeit ist die Zeitspanne
zwischen dem OP-Datum und Ereignis. Patienten ohne Ereignis werden zum
Zeitpunkt ihrer letzten arztlichen Untersuchung bzw. Bestatigung der Tumorfreiheit
zensiert.

Zum Vergleich der Tumorverdopplungszeit mit Uberlebenszeiten wurde der
Korrelationskoeffizient nach Pearson verwendet. Beim Korrelationskoeffizienten
nach Pearson handelt es sich um ein dimensionsloses Mal3 fir den Grad des
linearen Zusammenhangs zwischen 2zwei mindestens intervallskalierten
Merkmalen. Er kann Werte zwischen -1 und +1 annehmen. Bei einem Wert von
+1 (bzw. -1) besteht ein wvollstdndig positiver (bzw. negativer) linearer
Zusammenhang zwischen den betrachteten Merkmalen. Wenn der
Korrelationskoeffizient den Wert 0 aufweist, hangen die beiden Merkmale
Uberhaupt nicht linear voneinander ab

Die Auswertung der Westernblots erfolgte visuell.

Die RT-PCR Auswertung wurde mit Hilfe des Programmes Graph PAD als one-
way ANOVA Analyse durchgefihrt.

Bei der einfaktoriellen ANOVA wird eine Hypothese bei unabhéangigen Stichproben
Uberpft, nach der die Mittelwerte einer Variablen in verschiedenen Fallgruppen in
der Grundgesamtheit gleich gro3 sind. Vorraussetzung fur die one-way ANOVA ist
eine sogenannte Nullhypothese, welche besagt, dass alle miteinander
verglichenen Gruppenmittelwerte der Testvariablen in der Grundgesamtheit
identisch seien. Auch hier gilt, dass Ergebnisse mit p-Werten kleiner 0,05

statistisch als signifikant zu werten sind.

2.3 Ethische Grundlagen, Spender, Transplantation der Tumorproben

Grundlage der vorliegenden Studie sind bereits etablierte Xenografts von
Lungentumoren der Firma Epo des Max Delbrick Centrums fiur Molekulare
Medizin Berlin.

Zwischen 04/2004 und 01/2007 wurden Proben von 89 Lungenresektionen bei
Vorliegen oder Verdacht auf nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom in NOD/SCID
(non-obese diabetic / severe combined immunodeficient) M&ause subkutan
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transplantiert. Von diesen 89 Tumoren erwiesen sich 25 als passagierbare
Tumoren [18].

Die gesamte Studie wurde durch die Ethikkommission der Charité Berlin
begutachtet und genehmigt. Alle Patienten, die als Gewebespender in Frage
kamen, wurden im Rahmen des chirurgischen Aufklarungsgesprachs am Vortag
der Lungenresektion aufgeklart und dies schriftich dokumentiert.

Alle Tierversuche wurde in Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz
sowie de ,UKCCR regulations for the welfare of animals“ durchgefuhrt. AulRerdem
wurde die Genehmigung der oOrtlichen Tierschutzbehorde eingeholt und dies
regelmanig aktualisiert.

Im Operationssaal wurde nach der anatomischen Entfernung des tumortragenden
Lungenteils unter sterilen Kautelen ein ca. 1cm? grofRes Stiick Tumorgewebe und
ein gleichgrolRes Stick gesundes Lungengewebe in ein Transportmedium
gegeben und innerhalb von 30 Minuten im Tierlabor zerkleinert und bei
immundefizienten, zum Patienten gleichgeschlechtichen M&ausen subkutan
transplantiert.

Fur Therapiestudien mit Metformin und Cetuximab wurden 6 NSCLC-Xenograft-
Modelle mit einem unterschiedlichen Ansprechen gegen Uber Cetuximab
ausgewahlt.

Um den Effekt einer Metformingabe auf das Tumorwachstum und die Aktivierung
der AMPK zu testen, wurde die Behandlung mit Cetuximab, Metformin und der
Kombination beider Medikamente durchgefiihrt. Insgesamt wurden 6 Modelle von
Lungenkarzinomen untersucht, dabei waren 3 Gruppen Cetuximab Responder
und 3 Gruppen Cetuximab Non-Responder.

Die Behandlung erfolgte fir 2 Wochen jeweils von Montag bis Freitag. Jeweils 3
Tiere erhielten 24 Stunden vor der Tétung noch eine Behandlung (im folgenden
als KZB (Kurzzeitbehandlung) bezeichnet. Nach 30-60 Tagen in Abhdngigkeit von
der Groflle des Tumors wurden die Mause abgetttet, die Tumoren entnommen

und bei -80°C eingefroren.
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2.4 Materialien und Reagenzien

Tabelle 4: Gerate und Materialien

Gerat bzw. Material ArtikelTnummer Firmensitz
Amersham Hyperfim ECL 28-9068-36 Munchen, D
Applied Biosystems N801-0933 Carlsbad, USA
Micro Amp Reaction Tubes

Applied Biosystems Gene Amp PCR System 9700 N8050200 Carlsbad, USA
Applied Biosystems MicroAmp® Fast Optical 96-| 4346906 Carlsbad, USA
Well Reaction Plate

Applied Biosystems MicroAmp® Optical Adhesive | 4311971 Carlsbad, USA
Film

Applied Biosystems Step One Plus Real Time PCR | 4376357 Carlsbad, USA
System

Bender und Hobein Vortex Genie 2 Zirich, Schweiz
Biometra 10-Taschen Gelkamm 010-011 Gottingen, D
Biometra 28-Taschen Gelkamm 010-019 Gottingen, D
Biometra Clips 010-007 Gottingen, D
Biometra Glasplatten Auf3en 010-001 Gottingen, D
Biometra Glasplatten innen 010-003 Gottingen, D
Biometra Minigel-Tw in 010 - 100 Gottingen, D
Biometra Silikongummis 010-005 Gottingen, D
Bio-Rad Pow erPac HC 170-3848 Minchen, D
Bio-Rad Trans-Blot SD 170-3848 Milnchen, D
Bio-Rad, Nitrocellulose-Membran 162-0112 Miinchen, D
Blockthermostat BT 200 Kleinfeld Gerden, D

Consort EV265

Turnhout, Belgien

Eppendorf BioPhotometer 6131 000.012 Hamburg, D
Eppendorf Thermodrucker DPU 414 6131 011.006 Hamburg, D
Eppendorf Uvette 0030 106.318 Hamburg, D
Eppendorf Zentrfuge 5403 Hamburg, D
Eppendorf Zentrfuge 5415D Wesseling-Berzdorf, D
Peglab Biotechnologie GmbH Nanodrop ND 1000 91-ND-2000 Erlangen, D

Qiagen QlAshredder 79656 Hilden, D

Qiagen Rneasy mini Kit 74104 Hilden, D

Qiagen Tissuelyser 85300 Hilden, D
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Tabelle 5: Reagenzien

Reagenz Firma Artikelnummer Firmensitz
0,5 M Tris-HCL Buffer pH 6,8 Bio-Rad 161-0799 Miinchen, D
1,5 M Tris-HCL Buffer pH 8,8 Bio-Rad 161-0798 Munchen, D
30% Acrylamid/Bis Solution 29:1 Bio-Rad 161-0156 Miinchen, D
Albumin bovine Fraction V Serva 11924 Heidelberg, D
Ammonium Peroxidsulfat Roth 9592.3 Karlsruhe, D
Benchmark Prestained Protein Ladder Invitrogen 10748-010 Darmstadt, D
Egle;ge?t:sm Western Blotting Detection S(I:—:iencl—éealthcare Life RPN2132 Freiburg, D
Essigsaure Roth 3738.1 Karlsruhe, D
Ethanol Serva 11093.01 Heidelberg, D
Glycin Roth 3908.3 Karlsruhe, D
HCL Roth 4625.2 Karlsruhe, D
Lammli- Puffer AppliChem A1415,1000 Darmstadt, D
Lysis Puffer Cell Signaling 9803 Frankfurt, D
Magermilchpulver Saliter Oberguinzburg, D
Methanol Merck UN 1230 Darmstadt, D
Natriumchlorid Roth 3957.2 Karlsruhe, D
PBS Gibco 14287-080 Karlsruhe, D
Phosphataseinhibitorcocktail Il Sigma P5726 Steinheim, D
Phosphataseinhibitorcocktail | Sigma P2850 Steinheim, D
Ponceau S, practical grade Sigma P3504 Steinheim, D
mgﬁg}iﬁ;g}ig Cell Signaling 2535 Frankfurt, D
Primarantikorper AMPKa Cell Signaling 2532 Frankfurt, D
Primérantikdrper p70S6K Cell Signaling 9202 Frankfurt, D
Primarantikdrper Phospho-p70S6K Cell Signaling 9205 Frankfurt, D

Primer Actin Beta

Applied Biosystems

Hs99999903_m1 ACTB

Foster City, USA

Primer AMPK

Applied Biosystems

Hs0017/8903_ml

Foster City, USA

PRKAA2

. ) . Hs01562308_m1 :
Primer AMPK Applied Biosystems PRKAA1 Foster City, USA
Proteaseinhibitorcocktail Sigma P8340 Steinheim, D
Protein-Assay Bio-Rad 500-0006 Munchen, D
Re-Blot plus mild Solution 10x Millipore 2502 Temecula, USA
Rinder-Serum-Albumin Sigma A6003 Deisenhofen, D
RNA freies Wasser Sigma 95284 Steinheim, D
RNAse free DNAse Set Qiagen 79254 Hilden, D
SDS ultra pure Roth 2326.2 Karlsruhe, D
Sekundarantikorper Jackson Immuno 111-065-045 West Grove, USA
Biotin —SP konjug. Goat anti Rabbit IgG Research
Sekundarantikoérper
Peroxidase-konjug. ‘Ij?aecsfa?rrc]:h Immuno 016-030-084 West Grove, USA
Streptavidin
TAQman Fast Uni-versal PCR MasterMix Applied Biosystems 4352042 Foster City, USA
TAQman Reverse Transcriptase Reagents Life Technologies N808-0234 Darmstadt, D
Temed Bio-Rad 161-0800 Miinchen, D
Tris Roth 4855.2 Karlsruhe, D
Tween 20 Roth 9127.2 Karlsruhe, D
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2.5 Zusammensetzung Puffer

Lysispuffer
Cell Lysis Puffer 1/10, Proteaseinhibitorcocktail | und Phoshataseinhibitorcocktail |

und Il je1/500

Transferpuffer 10 fach
30,285 g Tris
144,17 g Glycin

mit konzentrierter HCIl pH auf 8,3 einstellen und auf 1 Liter mit Aqua dest. auffillen

Blotpuffer

25 ml Transferpuffer 10 fach
175 ml Aqua dest.

50 ml Methanol

Trispuffer pH 7,6; 20 fach (TBS, tris-buffered saline)
48 gTris
160 g NaCl

mit konzentrierter HCl pH auf 7,6 einstellen und auf 1 Liter mit Aqua dest. auffullen

Waschpuffer (TBST, tris-buffered saline/tween)
250 ml 20faches TBS
4750 ml Aqua dest.

5 ml Tween 20

Laufpuffer 10 fach
30,285 g Tris
144,17 g Glycin
1gSDS

mit konzentrierter HCI pH auf 8,3 einstellen und auf 1 Liter mit Aqua dest.

auffullen.

Poinceau S Solution:

100 mg Ponceau S / 100ml 5 % Essigsaure
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Primarantikdrper (Angaben fur die Inkubation von 2 Membranen):
20 ml TBST
1gBSA

20 pl Priméarantikorper

Sekundarantikérper (Angaben fur die Inkubation von 2 Membranen):
20 ml TBST
2 ul Sekundarantikorper

2.6 Aufarbeitung der Tumorproben

Durchfuhrung

Die Bradfordmethode beruht prinzipiell auf der sogenannten Biuretreaktion, bei der
Cu?-lonen in alkalischer Losung mit Proteinen einen blauvioletten Komplex bilden,
der photometrisch bei einer Wellenlange von 550 nm gemessen werden kann. Um
die Proteinkonzentration im Tumorgewebe messen zu kénnen, musste zuerst ein
verdiinntes Homogenisat aus Gewebe und P uffer hergestellt werden. Dafir wurde
jeweils ca. 20 pg Tumorgewebe in ein Eppendorf-Tube vorgelegt und
anschlieRend wurden jeweils ca. 100 bis 150 ul Cell Lysis Puffer hinzugegeben.
Die Proben wurden dreimal eingefroren und wieder aufgetaut, anschliel3end
manuell homogenisiert und ca. 12 Stunden bei 4 °C gelagert. Mit der Zentrifuge
wurde anschliel3end das Lysat bei 4°C und 40000 G fur 5 min zentrifugiert und der
Uberstand abpipettiert.

Mittels der BCA (Bicinchoninsaure)-Messung erfolgte nun die Einstellung aller
Proben auf die gleiche Proteinkonzentration. Hierfir wurden die Proben nach dem
Auftauen zundchst im Verhédltnis 1:15 mit PBS (phosphat buffered saline)
verdinnt. Zusatzlich wurde der BCA-Standard in einer Verdlinnungsreihe von 5
Proben mit den Konzentrationen 600 ug/ml, 500 pg/ml, 400 pug/ml, 300 pg/ml und
200 pg/ml angesetzt. Es wurden 490 ul Bio-Rad Protein Assay pro Probe in eine
Klvette vorgelegt und jeweils 10 ul der verdinnten Proben, der Standardproben
und eines Leermediums (PBS) zugegeben. Danach konnte mit dem Fotometer die
Proteinkonzentration der einzelnen Proben bei 550 nm gemessen werden. Durch
gegebenenfalls weitere Verdinnung wurden anschlielBend alle Proben auf eine
Proteinkonzentration von 30 ug/8 pl eingestellt.
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2.7 Western Blot

Das Prinzip des Western Blots beruht auf der elektrophoretischen Auftrennung
von Proteinen nach der MolekllgroRe. Hierbei werden die aufgetrennten
Proteingemische aus einer Polyacrylamidmatrix dber ein senkrecht zum Gel
liegendes elektrisches Feld eluiert und auf eine Nitrocellulosemembran transferiert
und dadurch immobilisiert. Auf der Membran erfolgt der Proteinnachweis mittels
eines spezifischen Antikorpers, dem Primarantikérper. Dieser wird dann durch
einen zweiten Antikorper, dem Sekundéarantikorper, detektiert. Inkubiert man die
Membran fior etwa 1 Minute mit einer Entwicklersubstanz, so kann man
anschlieBend die Banden auf einem Rdntgenfilm darstellen. Die
Zusammensetzung des Laufgels richtete sich hierbei nach der Grof3e des zu
untersuchenden Proteins.

Durchfuhrung - Westernblot

Die Auftrennung der Proteinprobe erfolgte mittels eines diskontinuierlichen,
denaturierenden Polyacrylamidgels mit Gelen der GroR3e (8,6 x 7,7 x 0,1) cm. Der
Gehalt an Acrylamid ist abhangig von der Molekilmasse des zu untersuchenden

Antigens und lag in dieser Arbeit bei 8 %. (Tabelle 6)

Tabelle 6: Zusammensetzung des Laufs- und Sammelgels

Laufgel (8%) Sammelgel
30 % Acrylamid 1,6 ml 30 % Acrylamid 0,2 ml
Trenngelpuffer 4,4 ml Sammelgelpuffer 1,7 ml
APS (Ammoniumperoxidsulfal) | 40 pul APS (Ammonium peroxids ulfat) 30 pl
Temed 4 pl Temed 3,75 pl

Entsprechend der gemessenen Proteinkonzentrationen in den hergestellten
Proteinlysaten wurden 30 pg der Probe mit Lammlipuffer 2:1 gemischt und fir 5
min bei 95 °C im Heizblock inkubiert. Dadurch wird eine Denaturierung der

Proteine erreicht.
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Die Gele wurden in den Puffertank eingespannt und der Puffertank mit Laufpuffer
aufgefillt. Nach dem Spulen der Geltaschen mit Laufpuffer wurden die Proben
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit 160 V, 200 A, und 150 W fur ungefahr
90 Minuten durchgefuhrt.

Anschlieend wurden die Proteine nach dem Prinzip des Semi-Dry-Transfer auf
eine Nitrocellulose-Membran geblottet.

Nun wurde der Erfolg des Proteintransfers mit Hilfe von 5 % Ponceauldsung
kontrolliert.

Nach einer einstindigen Blockierung der unspezfischen Bindungsstellen der
Proteine mit in TBST (tris buffered saline/tween) verdinntem Milchpulver (5%)
folgte Uber Nacht die Inkubation der Membranen mit einem spezfischen
verdinntem Primarantikdrper bei 4°C. Dieser Primarantikbrper ist gegen das zu
untersuchende Protein gerichtet und reagiert mit Proteinen auf der Nitrocellulose-
Membran. Nach grindlicher Waschung der Membranen mit TBST fur 3 mal 10
Minuten erfolgte die Inkubation mit dem 1. Sekundarantikdrper fur eine Stunde.
Nach erneutem Waschvorgang wurde dann die Membran fur 45 Minuten mit HRP
(horseradish peroxidase)-konjugiertem Streptavidin inkubiert.

Im Anschluss an die Inkubation mit dem 2. Sekundarantikdrper erfolgte erneut
eine grundliche Waschung fur 3 mal 10 Minuten mit TBST und die Detektion
mittels ECL (enhanced-chemiluminescence) - Detection-Kit durch Chemi-
lumineszens, die auf dem Prinzip der Lichtemission beruht. Durch die Meerrettich-
Peroxidase wird die Oxidation des Farbstoffs Luminol in Gegenwart von
Wasserstoffperoxid katalysiert und bringt damit das Luminol in seinen angeregten
Zustand.

Durch Lichtemission erreicht das Luminol wieder ein niedrigeres Energieniveau
und damit seinen Grundzustand, was zu einer Schwéarzung auf dem Rontgenfilm
fuhrt. Die Expositionszeit des Luminols mit dem Rdntgenfilm betrug einige
Sekunden.

Nach der Entwicklung wurden die Membranen mittels eines Reblot-Reagenz
gestrippt, um anschlieend den B-actin-Nachweis vorzunehmen. Hierfir wurden
die Membran zunéchst eine Stunde in dem verdinnten Primarantikdrper und nach
einem kurzem Waschgang fur 90 Minuten in dem verdinnten Sekundéarantikdrper
bei Raumtemperatur gewaschen. Abschliel3end erfolgte erneut die Detektion mit

dem ECL-Detection-Kit und die Entwicklung in der Dunkelkammer.
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2.8 RNA-Isolierung, Reverse  Transkriptase  Reaktion und
Polymerase-Ketten-Reaktion

Die PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion) ist eine Methode, mit der man auch aus
winzigen Spuren eines Ausgangsmaterials DNA-Fragmente nachweisen kann. Die
Methode wurde 1987 von Mullis und Faloona entwickelt. Die Amplifikation wird mit
Hilfe einer DNA abhangigen Polymerase, Desoxyribonukleotiden und zwei
Oligonukleotiden (Primer), welche gegenlaufig an dem zu untersuchenden Bereich
der DNA binden, durchgefihrt.

Fir die Real-time PCR wird zunachst aus dem zu untersuchenden Gewebe die
Gesamt-RNA isoliert und mittels einer reversen Transkriptase zu cDNA
(complementary DNA) umgewandelt. Dabei wird in unserem Fall ein Oligo-d(T)-
Primer verwendet. Hierbei handelt es sich um mehrere Thymin-Basen, welche
komplementdr zum Poly(A)-Schwanz am 3'Ende der mRNA sind. m-RNA ist
bereits modifiziert und Intron-frei, das heif3t durch die Messung der m-RNA kann
eine Aussage daruber getroffen werden, ob es sich um ein aktives Gen handelt.
Somit lasst sich Uber die RT-PCR gezielt eine Aussage uber die Genexpression
treffen.

Dann folgt die eigentliche Polymerase-Ketten-Reaktion, die sich in drei Schritte
gliedert. Als erstes werden die Doppelstrdnge denaturiert. Im nachsten Schritt,
dem Annealing, werden die beiden Einzelstrange mit einem kdinstlichen
Ansatzstick (Primer) fur die Tag-DNA-Polymerase versehen. Die so vorbereiteten
Einzelstrange werden dann durch die Tag-DNA-Polymerase (thermostabile DNA-
Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus)

jeweils wieder zum Doppelstrang ergdnzt. Diese Schritte werden in zahlreichen
Zyklen durchlaufen, so dass es zu einer exponentiellen Vermehrung des
Ausgangsmaterials kommt.

Es werden Fluoreszensfarbstoffe verwendet, welche an einen so genannten
Reporter gebunden sind. Im Falle einer Amplifikation wird Licht emittiert. Einmal
pro Zyklus wird die Zunahme der Fluoreszens gemessen und somit
Amplifikationskurven erstellt und der Ct-Wert (Cycle-Treshold) fur ein konstant
definiertes Fluoreszensniveau ermittelt. Der Ct-Wert beschreibt den Zeitpunkt, an
dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant Gber die Hintergundfluoreszenz ansteigt.
Als ACt wird die Differenz zwischen dem Ct Wert des untersuchten Gens und dem

Ct-Wert des Housekeeping Gens, in unserem Fall 3-Aktin, bezeichnet.
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Durchfihrung - RNA Isolierung

Fur die Isolierung der RNA wurden auf je 150 mg der kryokonservierten
Gewebeproben 600ul Lyse-Puffer gegeben und anschlieend mit dem Tissuelyser
homogenisiert. Anschlieend wurde das Lysat in den Qiashredder gegeben und
bei 8000 G 30 Sekunden zentrifugiert. Die weitere RNA Isolation erfolgte
entsprechend dem Bench Protokoll des Rneasy Mini Kits. Am Ende wurde die
RNA mit RNAse freiem Wasser eluiert und im Spektrometer die Konzentration
bestimmt (Absorbtionsmaximum 260 nm).

Zuséatzlich wurde noch die Ratio, das heil3t der Quotient der Messwerte von 260
nm und 280 nm, bestimmt, um die Qualitat der extrahierten RNA beurteilen zu
konnen. Ein Quotient von 2 zeigt einen reinen RNA-Gehalt an, wahrend es bei
einer Ratio von < 1,2 zu Verunreinigungen mit Protein oder Phenolen gekommen

ist.

Durchfiihrung - Reverse Transkriptase Reaktion

Zunachst wurden die Proben mit RNA freiem Wasser auf eine Konzentration von
200ng/3ul eingestellt. AnschlieRend wurde ein Mastermix aus Wasser, RT-P uffer,
Desoxyribonukleosidtriphosphaten, Magnesiumchlorid, Random Hexameren,
Rnase Inhibitor und MultiScribeReverse Transkriptase hergestellt. (Tabelle 7)

Tabelle 7: Zusammensetzung Mastermix flr Reverse Transkriptase Reaktion

Mastermix 1x in pl
Wasser 0,85
Reverse Transkriptase-Puffer 10x 1
dNTP s (Nukleosidtriphosphate) 2
25mM MgCl, 2,2
Random Hexamere 0,5
Ribonuklease Inhibitor 0,2
MultiScribe Reverse Transkriptase 0,25
> 7
RNA * (Ribonukleinséure) 3

Dann wurden je 3 pl RNA und 7 pl MasterMix in ein Micro Amp Reaction Tube

pipettiert. Nach dem Zentrifugieren der L6sung wurden die Proben in den
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Thermocycler gegeben und zundchst fur 10 Minuten bei 25 °C, dann fir 30
Minuten bei 48°C und anschlieRend fur 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Danach

wurden die Proben auf 5 °C heruntergekthlt und dann bei —20°C aufbewakhrt.

Durchfuhrung - Real-time PCR

Zunachst wurden die Proben in Gruppen zu je drei Proben gepoolt. Daflir wurden
aus jeder Probe je 7 uI DNA in ein Eppendorf Tube Uberfiihrt, so dass ein Pool aus
21 pl bestand.

AnschlieBend wurden die Proben auf eine 96 well Mikrotiterplatte nach dem
folgenden Schema pipettiert. (Tabelle 8) Von jeder Probe wurden jeweils 2 ul in

drei wells pro Primer aufgetragen. Fur die Negativkontrolle wurde Wasser
verwendet.

Tabelle 8: Pipettierschema fir die PCR (Polymerasekettenreaktion)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Al-3 Al-3 :Al-3 Al-3 Al-3 Al-3 :Al-3 Al-3 :Al1-3 Neg Neg

A4-6 A4-6 A4-6 A4-6 A4-6 A4-6 A4-6 A4-6 A4-6 Neg Neg

B1-3 B1-3 :B1-3 B1-3 iB1-3 B1-3 B1-3 B1-3 B1-3 .Neg Neg

B4-6 B4-6 B4-6 B4-6 B4-6 B4-6 :B4-6 B4-6 :B4-6

C1-3 Ci13 <C1-3 C1-3 iC1-3 iC1-3€C13 C1l3.C13

C4-6 C4-6 C4-6 C4-6 C4-6 iC4-6 C4-6 C4-6:C4-6

D1-3 D1-3 D1-3 D1-3 iD1-3 D1-3:D1-3 D1-3:D1-3

I @ M mMm O O @ >

D4-6 D4-6 D4-6 D4-6 D4-6 D4-6 D4-6 D4-6 D4-6

PRKAA1 PRKAA2 ACTB

Als Housekeeping Gen wurde Aktin verwendet.

AnschlieRend wurde ein  Mastermix fur die PCR nach dem folgenden

Pipettierschema hergestellt. (Tabelle 9)
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Tabelle 9: Zusammensetzung Mastermix fir PCR (Polymerasekettenreaktion)

1x

Wasser ul 7

Universal Master Mix pl 10

Primer/Mix pl 1

} _ cI_DNA aus RT _ _ ul 2
(Komplementar-Desoxyribonukleinsaure aus Reverse-Transkiptase-Reaktion)

Von dem entstandenen Mastermix wurden dann 18 ul pro well aufgetragen.
AnschlieRend wurde die Mikrotiterplatte fir 1 Minute bei 200 rpm zentrifugiert und

inden Step One Plus gelegt.

27



3. Ergebnisse

3.1 Auswertung der Patientendaten

Insgesamt konnten von 89 entnommenen Lungentumoren 25 Tumore im
Xenograft etabliert werden. Die Geschlechterverteilung bei den 25 Patienten, bei
denen ein Xenograft etabliert werden konnte (Gruppe Xeno+) war annahernd
gleich mit 12 Mannern und 13 Frauen. 21 der Patienten haben geraucht mit einem
Nikotinabusus von 10 — 80 Packungsjahren. Bei zwei Patienten ist der
Raucherstatus  unbekannt, zwei waren Nieraucher. Es wurden die
Patiente ncharakteristika der Patienten, bei denen ein Xenogratft etabliert wurde mit
den Patienten verglichen, bei denen es nicht gelang, aus dem Tumor ein stabiles
Xenograft zu etablieren (Gruppe Xeno-).

Es wurde fir alle Variablen mittels Chi-Quadrat-Test geprift. Es ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Geschlechts-, Alters-, Histologie-
oder Stadienverteilung  zwischen der Xenograft- und der Gesamtgruppe.
(Tabelle 10)

Weiterhin wurden die Patientencharakteristika der etablierbaren Tumoren (Gruppe
Xeno+) mit der Gesamtmenge aller Patienten der Evangelischen Lungenklinik mit
einem Lungenkarzinom aus den Jahren 2004 bis 2008 (Gruppe ELK
(Evangelische Lungenklinik)) verglichen. Hier ergeben sich signifikante
Unterschiede hinsichtlich der Histologie- und Stadienverteilungen. In der Gruppe
der etablierten Xenografts fanden sich mehr Plattenepithel- (48 vs. 33,6%) und
Pleomorphe (16 vs. 1,3%) Karzinome als in der Gesamtgruppe. AulRerdem
fanden sich aufgrund der vorherigen Selektion der nicht-kleinzelligen Karzinome in

der Gruppe der Xenografts keine kleinzelligen Karzinome. (Tabelle 11)
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Tabelle 10: Vergleich der Patientencharakteristika aller Patienten mit in der
Evangelischen Lungenklinik entnommenen Tumorproben und der Patienten mit
daraus etablierten Xenografts (Xeno+) von 04/2004 und 01/2007

p-Wert | Alle Tumorproben Xeno+
(Chi*-Test)
Anzahl der Patienten 89 (100%) 25 (100%)
Geschlechterverteilung
weiblich 004 35 (39%) 12 (48%)
mannlich 54 (61%) 13 (52%)
Altersverteilung
<50 J. 8 (9%) 4 (16%)
50 bis < 60J. 19 (21%) 7 (28%)
60 bis < 70J. 035 34 (38%) 5 (20%)
>70J. 28 (32%) 9 (36%)
Histologieverteilung
Plattenepithelkarzinom 38 (43%) 12 (48%)
Adenokarzinom 35 (39%) 6 (24%)
Bronchoalveolares Karzinom 5 (6%) 0 (0%)
Pleomorphes Karzinom 4 (5%) 4 (16%)
Grol3zelliges Karzinom 034 3 (3%) 1 (4%)
Kleinzelliges Lungenkarzinom 2 (2%) 1 (4%)
Typisches Lungenkarzinoid 1 (1%) 0 (0%)
Entdifferenziertes Lungenkarzinom 1 (1%) 1 (4%)
Stadienverteilung

IA 9 (10%) 2 (8%)
B 21 (24%) 3 (12%)
A 3 (3%) 0 (0%)
B 0,37 14 (16%) 9 (36%)
A 25 (28%) 6 (24%)
B 9 (10%) 2 (8%)
I 8 (9%) 3 (12%)
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Tabelle 11: Vergleich der Patientencharakteristika der Patienten mit von 04/2004 -

01/2007 etablierten Xenografts (Xeno+) mit allen Patienten mit Lungenkarzinomen

aus den Diagnosejahren 2004-2008 (Gruppe ELK (Evangelische Lungenklinik))

p-Wert Gruppe ELK Xeno+
(Chiz-Te st) (Evangelische Lungenkliinik) | (im Xenograft etablierbar)
Anzahl der Patienten 3097 (100%) 25 (100%)
Geschlechterverteilung
weiblich 933 (30,1%) 12 (48%)
mannlich 0,053 2164  (69,9%) 13 (52%)
Altersverteilung
<50J. 226 (7,3%) 4 (16,0%)
50 bis < 60J. 0.073 496 (16,0%) 7 (28,0%)
60 bis < 70J. 1184 (38,2%) 5 (20,0%)
>70J. 1194 (38,5%) 9 (36,0%)
Histologieverteilung
Plattenepithelkarzinom 1041 (33,6%) 12 (48,0%)
Adenokarzinom 978 (31,6%) 6 (24,0%)
Bronchoalveolares Karzinom 47 (1,5%) 0 (0,0%)
Pleomorphes Karzinom 41 (1,3%) 4 (16,0%)
Grol3zelliges Karzinom 65 (2,1%) 1 (4,0%)
Nicht-kleinzellig Sonstige <0,0001 259 (8,4%) 0 (0,0%)
Kleinzelliges Lungenkarzinom 490 (15,8%) 1 (4,0%)
Karzinoid 58 (1,9%) 0 (0,0%)
Entdifferenziertes Lungenkarzinom 7 (0,2%) 1 (4,0%)
Sonstige 7 (0,2%) 1 (4,0%)
Ohne histologische Sicherung 104 (3,4%) 1 (4,0%)
Stadienverteilung (n=199 k.A.)
IA 274 (9,5%) 2 (8,0%)
B 296 (10,1%) 2 (8,0%)
A 28 (1,0%) 0 (0,0%)
1B <0,0001 188 (6,5%) 9 (36,0%)
A 317  (10,9%) 6 (24,0%)
1B 452 (15,6%) 2 (8,0%)
Y 1343 (46,3%) 4 (16,0%)
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Zusatzlich wurde die Gesamtgruppe aller Patienten der ELK von 2004-2008 nach
frihen Tumorstadien selektiert und mit den Xenograft-Patienten verglichen. Hier
ist ebenfalls ein signifikanter Unterschied in der Stadienverteilung zu verzeichnen.
(Tabelle 12)

Tabelle 12: Vergleich der Stadienverteilung der Gruppe der Patienten mit von
04/2004 — 01/2007 etablierten Xenografts (Gruppe Xeno+) mit allen Patienten der
evangelischen Lungenklinik aus den Diagnosejahren 2004-2008 (Gruppe ELK), nur

friihe Stadien

Nur Stadium [-1l1A Nur Stadium [-1l1A
. . p-Wert
Stadienverteilung 5 Gruppe ELK Gruppe Xeno+
(Chi“-Test) . - . '
(Bvangelische Lungenklinik) | (im Xenograft etablierbar)
1A 274 (24,8%) 2 (10,5%)
B 296 (26,8%) 2 (10,5%)
A 0,008 28 (2,5%) 0 (0%)
1B 188 (17,0%) 9 (47,4%)
A 317 (28,7%) 6 (31,6%)

Im Vergleich der Tumorverdopplungszeiten mit Gesamtiberleben, dem
krankheitsfreien Uberleben sowie dem Alter der Patienten ergeben sich keine

Korrelationen. (Tabelle 13)

Tabelle 13: Vergleich der Tumorverdopplungszeiten im Xenograft mit dem
Gesamtiiberleben, dem krankheitsfreien Uberleben und dem Alter der entsprechenden
Patienten der  Evangelischen Lungenklinik  im Zeitraum  04/2004- 01/2013

(Korrelationskoeffizient nach Pearson)

Variable 1 Variable 2 Korrelationskoeffizient
Tumorverdopplungszeit (TDT) Ovwerall Survival [Jahre] 0,136
Tumorverdopplungszeit (TDT) | Disease Free Survival [Jahre] -0,039
Tumorverdopplungszeit (TDT) Alter [Jahre] 0,254

Die Patienten der 25 etablierbaren Xenografts, die 89 Patienten von denen
versucht wurde, ein Xenograft zu etablieren sowie alle 3097 Patienten mit
Lungenkrebs der ELK von 2004 bis 2008 wurden beziglich des medianen Alters
untersucht. Es zeigt sich dass das mediane Alter mit rund 64 Jahren in allen drei

Gruppen vergleichbar ist. Zusatzlich wurde die Lange der medianen
31



Beobachtungszeiten angegeben. Im Vergleich zur Gesamtpatientenkohorte

kénnen wir bei unserem Patientenpanel ein gutes follow up nachweisen mit einer
medianen Beobachtungszeit fur das Overall survival von 3,86 / 2,70 Jahren zu
0,99 Jahren bzw. fir das Disease free survival von 1,36 / 1,04 Jahren zu 0,41

Jahren. (Tabelle 14)

Tabelle 14: Ubersicht iber medianes Alter und die medianen Beobachtungszeiten fiir das
Overall Survival (OS) und Disease Free Survival (DFS) aller Patienten mit enthnommenen
Tumorproben des Zeitraums 04/2004-01/2007, der Patienten mit im Xenograft etablierbaren
(Xeno+) des Zeitraums 04/2004-01/2007
Evangelischen Lungenklinik mit Lungenkrebs von 2004 — 2008 (Gruppe ELK)

Tumorproben und aller Patienten der

Pat. mitentnommenen

Pat. mit etabliertem

Gesamt - Gruppe
(Evangelische

Medianes Alter

Tumorproben Xenograft
89 Tugmren , 25 Tumgore’n Lungenklinik),
3097 Patienten

64,7 64,5 67.7

(min 38,2, max 81,9)

(min 38,2, max 79,4)

(min 25,1, max 92,5)

Mediane

Beobachtungszeit

3,86

2,70

0,99

fir das OS in (min 0,11, max 8,11) (min 0,14, max 7,39) (min 0, max 8,41)
Jahren

Mediane

Beobachtungszeit 1,36 Jahre 1,04 0,41

fir das DFS in (min 0, max 8,11) (min 0,02, max 7,09) (min 0, max 8,13)
Jahren

Das 5-Jahres-Uberleben der Patienten mit Tumorproben, welche nicht im
Xenograft etablierbar waren, betrug 43,2 = 6,2 %, fur die Patienten mit etablierten
Xenografts 40,0 +9,8%. Von den 64 Patienten, deren Tumorproben nicht im
Xenograft etablierbar waren, sind zum Endpunkt 41 (64%) Patienten verstorben,
von den 25 etablierten Xenograft-Patienten sind 17 (68 %) verstorben. Der

Unterschied zwischen beiden Gruppen ist nicht signifikant. [Abbildung 3]
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Abbildung 3: Overall Survival der Patienten der Evangelischen Lungenklinik mit im
Xenograft etablierten Tumoren und der Patienten mit nicht im Xenograft
etablierbaren Tumoren des Zeitraums 04/2004-01/2007

Der Vergleich der Patienten mit etablierten Xenografts zur Gesamtgruppe aller
Patienten mit Lungenkrebs zeigt hingegen signifikante Unterschiede (5-Jahres-
OS: etabliert 40,0 + 9,8 % vs. Alle 17,0 + 0,01 %, p = 0,013) wobei zum Endpunkt
der Studie in der Gesamtgruppe von 3097 Patienten 2510 (81,1 %) verstorben
sind. [Abbildung 4]
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Abbildung 4: Overall Survival der Patienten der Evangelischen Lungenklinik mit im
Xenograft etablierten Tumoren des Zeitraums 04/2004-01/2007 und aller
Lungenkrebs-Patienten der Evangelischen Lungenklinik von 2004 - 2008

Selektiert man wiederum alle Patienten nach frihen Tumorstadien (Stadium [-111A)
ergibt sich ein 5-Jahres-OS der Gesamtgruppe von 39,7 +1,6 % im Vergleich zu
den Patienten mit etablierten Xenografts mit 42,1 +11,3% (p=0,84, keine
Signifikanz). In der Gesamtgruppe sind zum Endpunkt von 1103 640 (58 %)

Patienten verstorben, in der Gruppe der Xenograftpatienten sind von 19 13 (68 %)
verstorben. [Abbildung 5]
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Abbildung 5: Overall Survival der Patienten mit im Xenograft etablierbaren
Tumoren des Zeitraums 04/2004-01/2007 und der Gesamt-Gruppe der Evangelischen
Lungenklinik von 2004 — 2008 (nur Stadium I-I11A)

Zum Vergleich der 5-Jahres-Uberlebensraten sowie des krankheitsfreien
Uberlebens hinsichtlich der Tumorverdopplungszeit wurden 3 Gruppen gebildet.
Es wurden Tumoren mit einer Tumorverdopplungszeit < 9 Tage, zwischen 9 und
12 Tagen sowie mehr als 12 Tagen verglichen. Hinsichtlich OS und DFS ergeben
sich keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 6: <9 versus 9-12: p=0,35, <9
versus >12: p=0,78; 9-12 versus >12: p=0,48; Abbildung 7: <9 versus 9-12:
p=0,38, <9 versus >12: p=0,49; 9-12 versus >12: P=0,78).

[Abbildung 6, Abbildung 7]
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Abbildung 6: Vergleich des Overall Survival der Patienten der Evangelischen
Lungenklinik mit im Xenograft etablierbaren Tumoren (Xeno+) des Zeitraums

04/2004-01/2007 mit der Tumorverdopplungszeitim Xenograft
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Abbildung 7: Vergleich des Disease Free Survival der Patienten der Evangelischen
Lungenklinik mit im Xenograft etablierbaren Tumoren (Xeno+) des Zeitraums

04/2004-01/2007 mit der Tumorverdopplungszeit im Xenograft
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Die Auswertung der Gesamtkohorte bezuglich des Gesamtiberlebens zeigt, dass

die Plattenepithelkarzinome schlechter abschneiden, als die Adenokarzinome.

[Abbildung 8]
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Abbildung 8: Overall Survival der Gesamtpatientenkohorte der Evangelischen

Lungenklinik 2004-2008 in Abhéngigkeit vom histologischen Subtyp
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3.2 Cetuximab-resistente Tumore

3.2.1 Tierversuche

Bei den abgebildeten Versuchen, welche in Kooperation mit der Fa. Experimental
Pharmacology and Oncology Berlin-Buch durchgefuihrt worden sind, handelt es
sich um Cetuximab-resistente Tumoren, bei denen durch die Metformingabe eine
Verbesserung des Ansprechens auf die Chemotherapie erreicht werden sollte.

Bei keinem der Modelle konnte im Tierversuch eine signifikante Verlangsamung
des Tumorwachstums gezeigt werden. Lediglich bei Modell 7612 scheint das
Wachstum durch Metformin oder Cetuximab etwas verlangsamt zu sein, jedoch
konnte das Tumorwachstum durch eine Kombinationsbehandlung aus Metformin
und Cetuximab nicht reguliert werden. [Abbildung 9]
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Abbildung 9: Tumorwachstum im Xenograft (etabliert aus 04/2004-01/2007
entnommenen Tumorproben von Patienten der Evangelischen Lungenklinik) bei

Cetuximab-resistenten Xenografts

3.2.2 Nachweis der m-RNA mittels PCR

Bei der RT-PCR wird innerhalb der einzelnen Untergruppen mittels der Anova

Varianzanalyse haufig ein signifikanter Unterschied in den ACtWerten

nachgewiesen, eine Untergruppenanalyse ist jedoch aufgrund der gepoolten
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Proben nicht moglich. Bei keinem der Modelle ergibt sich in der visuellen Analyse

der Werte eine signifikante Regulation der AMP Kinase. [Abbildung 10]

Mod. | Prkaal Prkaa2
7433 p-Wert nicht berechnet p=0,0385
hE
8
(G-
(==
-
O 4] I =
=] o 44
<
2
2_
0- T T T T 0-
> o > 5 B 0 5 ,,PP T T T r
B Y Y W Iy 3 - © - -1 @
g @ X O S S N N7 R N7 e N W
4-& ({C\é\ RS '\69 {6\\ ‘é\ Gﬁ © u\\e &\E‘ ,@é’o ‘éso (6“\0 6“@ c,“‘} ':-"‘“
+°¢ +0‘ Qﬁ. ﬁ\’ ¢9$ wﬁo o‘é o{\é \sp @‘P 60 60(
¢ d Rl Y P
7343
p=0,0158 p=0,0355
104
84 10+
= 6 5
3) o 9
SR D=
24 #]
U- ! ! ! ! - T T T T
LI S T :’-"}J’ Y S S T
NTOW N NTOR N WD R W T e N
a2 Qﬁ hel T ] =3 0 h I ] o x@‘ ¥
&(& 660 &‘4@ -\6@ 0(4\ 6‘\@ Dﬁ G d&(o\ d“\{\d} *-}6@ _s?e 'boé\ '{\0@ [ o
¢ ¢ cﬁ'@' & & &
7612 10- p=0,0014 10+ p=0,0013
3 8-
6 -
s S ad
3)
Q <
21 2
u_ T T T T
BoE p e D 5 0= ' T ' '
W W w W I - I R
& & PP S 2 e @ Mot e e NN
& St T e & &‘é? “‘@%ﬁé\ é"‘é\ v <
F F ¥ L Y g e
Abbildung 10: Nachweis der RNA (Ribonukleinsaure) mittels RT-PCR (Reverse

Transkriptase- Polymerasekettenreaktion) bei Cetuximab-Non-Respondern
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3.2.3 Westernblot

Im Westernblot konnte auf Proteinebene bei Modell 7433 keine Aktivierung von
AMPK a, phospho AMPK a, p70S6k oder phospho p70S6k gesehen werden.
Bei Modell 7343 kénnte eine Aktivierung fur die AMPK a vorliegen. Im Westernblot

bei Modell 7612 lie3 sich lediglich bei den Cetuximab resistenten Tiermodellen

eine verminderte Expression von phospho-AMPKa in den Cetuximab behandelten

Tieren nachweisen. [Abbildung 11, Abbildung 12, Abbildung 13]
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Abbildung 11: Nachweis von AMPKa, p-AMPKa, p70S6k und p-p70S6k mittels Westernblot

bei Xenograft-Modell 7433
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Abbildung 12: Nachweis von AMPKa, p-AMPKa, p70S6k und p-p70S6k mittels Westernblot

bei Xenograft- Modell 7343
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3.3 Cetuximab-sensitive Tumore

3.3.1 Tierversuche

Im Tierversuch wurde das Tumorwachstum bei Modell 7477 durch die
Metforminmedikation sogar noch beschleunigt, wahrend Cetuximab und die
Kombination aus Cetuximab und Metformin das Tumorwachstum verlangsamte.

Im Vergleich zu den Kontrollen wurde das Tumorwachstum bei Modell 7860 durch
alle Behandlungsformen etwas verlangsamt.

Bei Modell 7558 ist das Tumorwachstum bei diesem Modell durch jegliche
Behandlungsform verlangsamt worden. [Abbildung 14]
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Abbildung 14: Tumorwachstum im Xenograft (etabliert aus 04/2004-01/2007
entnommenen Tumorproben der Patienten der Evangelischen Lungenklinik) bei

Cetuximab-sensiblen Xenografts

3.3.2 Nachweis der m-RNA mittels PCR

Im Modell 7747 schlug die PCR bei den Kontrollen mit Aktin fehl, so dass hier eine
Auswertung kaum mdoglich ist. Im Vergleich zu den Kontrollen der
vorrausgegangenen PCR's scheint jedoch auch hier keine Regulation von prkaal
oder prkaa2 durch die Therapie mit Cetuximab oder Metformin stattgefunden zu
haben.
Bei Modell 7860 ist auf RNA-Ebene keine Beeinflussung der Expression der AMP-
Kinase durch Metformin nachzuvollziehen.
Im Modell 7558 ist tendenziell im Vergleich zu den Kontrollen durch jede
Behandlungsform eine vermehrte Expression der AMPa Kinase nachweisbar.
Innerhalb der einzelnen Untergruppen wurde erneut mittels der Anova
Varianzanalyse haufig ein signifikanter Unterschied in den ACtWerten
nachgewiesen, eine Untergruppenanalyse ist jedoch auch hier aufgrund der
gepoolten Proben nicht méglich. [Abbildung 15]
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Abbildung 15: Nachweis der RNA (Ribonukleinsdure) mittels RT-PCR (Reverse
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3.3.3 Westernblot

Im Westernblot scheint die phospho-AMPK bei Modell 7747 durch die
Kombinationsbehandlung aus Cetuximab und Metformin vermehrt exprimiert
worden zu sein.

Bei Modell 7860 konnte auch auf Proteinebene keine Regulation der AMPK-
Kinase nachgewiesen werden. Im Modell 7558 ist tendenziell auch auf
Proteinebene im Vergleich zu den Kontrollen durch jede Behandlungsform eine
vermehrte Expression der AMPa Kinase nachweisbar. [Abbildung 16, Abbildung
17, Abbildung 18]
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Abbildung 16: Nachweis von AMPKa, p-AMPKa, p70S6k und p-p 70S6k mittels Westernblot
bei Xenograft-Modell 7747
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Abbildung 17: Nachweis von AMPKa, p-AMPKa, p70S6k und p-p 70S6k mittels Westernblot
bei Xenograft- Modell 7860
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Abbildung 18: Nachweis von AMPKa, p-AMPKa, p70S6k und p-p70S6k mittels Westernblot
bei Xenograft-Modell 7558

P70S6k und phospho- p70S6k sind in keiner Tumorprobe auf Proteinebene durch

irgendeine Therapie beeinflusst worden.

3.4 Dosis-Wirkungsversuch

Vor Beginn der Therapieversuche wurde ein Dosis-Wirkungsversuch an einem
Tiermodell durchgefihrt. Es wurden Dosierungen von 100 — 500 mg/kg/d p.o.
verabreicht. In keiner der genannten Dosierungen konnte eine Wirkung auf das

Tumorwachstum nachgewiesen werden. [Abbildung 19]
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Abbildung 19: Dosis-Wirkungssversuch von Metformin im Tiermodell (Dosierungen
von 100-500 mg /kg/d p.o.)

45



4. Diskussion

Das Lungenkarzinom ist eines der haufigsten Malignome und hat trotz intensiver
Bemuhungen zur Erforschung neuer Therapeutika nach wie vor eine schlechte

Prognose.

Zur Erforschung neuer Therapieansatze werden in der praklinischen Forschung
hauptsachlich Xenografts aus etablierten Tumorzelllinien verwendet, die sich in
den Eigenschaften des Tumors doch teilweise erheblich vom Tumorwachstum im

Menschen unterscheiden.

Sind Xenografts ein geeignetes Mittel zur Erforschung neuer Therapieoptionen?

Im Rahmen des Predict-Projektes ist es gelungen, ein Panel von Xenografts zu
etablieren, was dem Auftreten von nicht-kleinzelligem Lungenkrebs im Menschen

sowohlin Geschlechts-, Alters- Histologie- oder Stadienverteilung sehr &hnlich ist.

Vergleicht man die Gruppe der Patienten, von denen ein Xenograftmodell etabliert
werden konnte mit der Gesamtpatientengruppe der Evangelischen Lungenklinik
von 2004-2008 ergeben sich durchaus signifikante Unterschiede in den
Stadienverteilungen, welche aber dadurch leicht zu erklaren sind, dass nur
Patienten in frihen Tumorstadien Uberhaupt einer operativen Therapie zugefuhrt
werden. Auch die signifikanten Unterschiede in der Histologieverteilung sind
dadurch zu erklaren, dass Patienten mit einem kleinzelligen Lungenkarzinom nur
in Ausnahmesituationen einer operativen Therapie im Sinne einer kurativen
Resektion zugefihrt werden. Diesbezuglich gilt aktuell die Empfehlung, dass bei
Patienten mit kleinzeligem Lungenkarzinom im Tumorstadium | und 1l und
negativem mediastinalem Lymphknotenbefall und ohne Fernmetastasierung eine

operative Resektion gerechtfertigt ist [24].

Genauso verhalt es sich mit dem Gesamtuberleben und dem krankheitsfreien
Uberleben der Xenograft-Patienten verglichen mit der Gesamtkohorte von 2004-
2008. Die deutlich langeren Zeiten lassen sich auf die Selektion der friihen

Tumorstadien erklaren.

Diese Unterschiede sind nach Ausschluss der fortgeschrittenen Tumorstadien

nicht mehr auszumachen, so dass man davon ausgehen kann, dass unsere
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Xenografts einen sehr reprasentativen Pool an Tumoren zur Durchfihrung von

Medikamente nstudien bieten.

Vergleicht man die Patienten mit Tumoren, welche im Xenograft etabliert werden
konnten mit denen, deren Tumoren nicht im Xenograft etabliert werden konnten,
schneiden die Patienten mit entsprechenden Xenografts hinsichtlich des
Gesamtiuberlebens etwas schlechter ab. Dies kdnnte darauf zuriickzufiihren sein,
dass hier anteilig weniger sehr friithe Tumorstadien (I und IIA) einbezogen wurden.
Ein weiterer Aspekt ist, dass ein wenig mehr Plattenepithelkarzinome in der
Gruppen der etablierbaren Tumoren sind. Auch unsere Auswertung der
Gesamtkohorte  beziglich des  Gesamtiberlebens  zeigt, dass die
Platte nepithelkarzinome schlechter abschneiden, als die Adenokarzinome. Eine
Bestéatigung dieser Tatsache liel3 sich in der Literatur nicht finden. Ein Grund dafir
konnte sein, dass Plattenepithelkarzinome haufiger mit Nikotinabusus assoziiert
sind und ein Nikotinabusus wiederum mit einer hdheren Komorbiditat fir eine
koronare Herzkrankheit, chronisch obstruktive Lungenerkrankung, Pneumonien

und andere maligne Erkrankungen einhergeht.

Man konnte mutmalen, dass Plattenepithelkarzinome im Xenograft leichter zu
etablieren sind als andere histologische Subtypen des nicht-kleinzelligen

Lungenkarzinoms.

Es liel3en sich keine Korrelationen zwischen der Tumorverdopplungszeit und somit
dem Wachstumsverhalten in der Maus und dem krankheitsfreien Uberleben und
dem Gesamtuberleben der Patienten nachweisen. Daraus ergibt sich die Frage,
ob das Verhalten des Tumors im Tierversuch exakt dem Wachstumsverhalten des
Tumors im Patienten &hnelt. Dies kann, aus unserer Sicht, nur an wesentlich

groReren Kollektiven aus etablierten Xenografts untersucht werden.

Diabetes mellitus und Krebs

Bereits vor 100 Jahren wurde festgestellt, dass Patienten mit Diabetes mellitus
auch haufiger an Krebserkrankungen litten [40]. 2009 wurde im Rahmen einer
Konferenz der American Diabetes Association und der American Cancer Society
ein Konsensreport veroffentlicht, in dem klar eine Verbindung von Diabetes
mellitus mit einem erhohten Krebserkrankungsrisiko fir Leber, Pankreas- ,

Endometrium, Kolon- und Rektum, Mamma- und Blasentumoren gezeigt wurde.
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Interessanterweise scheint das Risiko, an Prostatakrebs zu erkranken, nicht durch

das Vorliegen eines Diabetes mellitus erhdht zu sein [23].

Es werden verschiedene Ursachen fur die Verbindung von Diabetes und erhohtem
Krebsrisiko diskutiert. Eine Ursache fur diesen Effekt kénnten mdglicherweise

chronisch erhdhte Insulinplasmaspiegel bei Typ-2-Diabetikern sein.

Insulin und insulin-like growth factor (IGF) Rezeptoren existieren auf den meisten
Krebszellen als Oberflachenrezeptoren und kdnnen neben ihrer eigentlichen
metabolischen Funktion auch die Krebszellproliferation und Metastasenbildung

vermitteln.

Auch eine persistierende Hyperglykamie kommt als Ursache eines erhdhten
Krebsrisikos bei Diabetikern in Betracht. Bereits 1924 hatte Otto Warburg hatte die
Hypothese entwickelt, dass Krebszellen die notwendige Energie statt aus aerober
Verwertung von Glucose in den Mitochondrien eher durch anaerobe Vergarung

gewinnen.

Lange Zeit konnte diese sogenannte Warburg-Hypothese nicht bestatigt werden.
2006 zeigten Schulz et al., dass durch eine Induktion der aeroben Verbrennung
von Savuerstoff durch Transfektion des Proteins Frataxin in Mitochondrien von
Kolonkarzinomzellen sowohl in der Zellkultur als auch im Tierversuch eine

Reduktion des Tumorwachstums erreicht werden konnte [49].

Abgesehen von der diabetesinduzierten Hyperinsulinamie oder Hyperglyk&dmie
konnte die haufig mit dem Diabetes einhergehende Adipositas ein Grund fur das
erhdhte Krebsrisiko sein. Fettgewebe ist ein aktives endokrines Organ, welches
unter anderem in der Lage ist, Fettsauren, Interleukin-6, vascular endothelial
growth factor (VEGF), Plasminogen Aktivator-Inhibitor-1, Adiponectin, Leptin und
Tumornekrose Faktor-a zu produzieren. Jeder einzelne dieser Faktoren kann eine
Rolle bei der Tumorigenese spielen [55].

In der Literatur liel3 sich kein Beweis fir ein spezifisch erhdhtes Lungenkrebsrisiko

bei Diabetes mellitus finden.
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Metformin und Lungenkarzinom - Pravention

Aus all diesen Fakten ergibt sich nun die Frage, ob man durch eine

antidiabetische Therapie auch das Risiko, an Krebs zu erkranken, senken kann.

2005 zeigten Evans et al. in einer retrospektiven Studie, dass Patienten mit
Diabetes mellitus, die mit Metformin behandelt wurden, eine niedrigere
Krebsinzidenz hatten. Hierbei wurde eine Kohorte von 983 Patienten mit Diabetes
mellitus und einer Krebserkrankung in der Region Tayside, Schottland mit einer
entsprechenden Kontrollgruppe von Diabetikern verglichen [17]. Diese Erkenntnis
wird unterstutzt durch die retrospektiven Studien von Bowker et al. [11], Landman
et al. [36] und Libby et al. [38]. Bei all diesen Studien wurde nicht zwischen

verschiedenen Krebsarten differenziert.

2013 wurde eine Metaanalyse veroffentlicht, bei der die Ergebnisse von 53
Studien mit insgesamt 1.050.984 Patienten auf das Vorliegen einer protektiven
Wirkung von Metformin auf das Krebsrisiko analysiert wurden. Dabei wurden 12
randomisierte Studien mit 21.595 Patienten und 41 Beobachtungsstudien mit
1.029.389 Patienten einbezogen. Bei der Auswertung der Beobachtungsstudien
zeigte sich eine signifikante Reduktion des Krebsrisikos durch eine Behandlung
mit Metformin in Bezug auf alle Krebsarten. Speziell firr einzelne Krebsentitaten
konnte dies fir Leber-, Darm-, Pankreas- Magen- und Osophaguskrebs
nachgewiesen werden. In keiner randomisierten Studie konnte eine signifikante
Reduktion des Krebsrisikos durch Metformin gezeigt werden. Auch konnte keine
Assoziation von Metformineinnahme mit einem verminderten Risiko fir Brust-,
Lungen-, Eierstock-, Gebarmutter-, Prostata-, Blasen- oder Hautkrebs

nachgewiesen werden [20].

Metformin wurde 1957 synthetisiert und ist seitdem als blutzuckersenkendes
Medikament bei Typ 2 Diabetes im klinischen Einsatz. Das Biguanid Metfomin
senkt die hepatische Glucoseproduktion, steigert die Insulinsensitivitat und die
Glukoseaufnahme in Muskel- und Fettzellen [10]. Es senkt den Blutzuckerspiegel

ohne eine Hypoglykdmie zuinduzieren.

Zu Beginn dieses Jahrtausends wurde erstmalig durch Zhou et al. nachgewiesen,
dass Metformin die AMP-aktivierten Proteinkinase in Hepatozyten aktiviert [61].

Der Mechanismus blieb jedoch ungeklart.
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2011 zeigten Stephenne et al.,, dass die Aktivierung der AMP-aktivierten
Proteinkinase durch Metformin in humanen Hepatozyten durch eine spezifische
Hemmung des Komplexes | der Atmungskette mit konsekutivem Abfall des
Energiestatus der Zelle erfolgt [52].

Unter der Behandlung mit Metformin sind relativ wenige Nebenwirkungen zu
verzeichnen. Unter Metformin wird keine Gewichtszunahme beobachtet, im
Gegensatz zur Therapie z.B. mit Insulin. Es beeinflusst den Fettstoffwechsel
positiv. Die Gefahr einer Unterzuckerung ist praktisch nicht gegeben, da Metformin
nur wenig Einfluss auf die Insulinsekretion aus den Betazellen der
Bauchspeicheldrise hat. Die einzig schwere bekannte Nebenwirkung ist das
Risiko einer Laktatazidose mit ca. 5 Fallen / 100000 Patienten / Jahr, daher
mussen die Kontraindikationen (Niereninsuffizienz, Leberinsuffizienz, bedingt

Schwangerschaft) unbedingt beachtet werden.

Bisher gibt es keine randomisierten Studien, die beweisen, dass Metformin das
Risiko fur eine Lungenkrebserkrankung senken kann. 2012 wurde eine Fall-
Kontroll-Studie von Bodmer et al. vertffentlicht, welche besagt, dass es keinerlei
Beeinflussung des  Erkrankungsrisikos fir Lungenkrebs durch eine

Langzeittherapie mit Metformin gibt. [9]

Im Gegensatz dazu zeigten Memmott et al. 2010, dass Metformin die Entwicklung

von Nikotin-induziertem Lungenkrebs im Tiermodell wirksam hemmen konnte [41].

In dieser Studie wurden bei Mausen Lungenkrebs mit NNK (nicotin-derived
nitrosamine-ketone) induziert und die M&ause mit Metformin oral und intraperitoneal
behandelt. Es konnte eine Reduktion der Tumorlast von 53 % (p.0.) und 72 %

(i.p.) gezeigt werden.

Ein Beweis fur die Wirksamkeit von Metformin in der Pravention von Lungenkrebs
beim Menschen steht aber weiterhin aus.

Metformin und Lungenkarzinom - Behandlung

Fragestellung der vorliegenden Arbeit war nun: Ist es méglich, eine Ansatz fur die

Behandlung mit Metformin in der Krebstherapie zu finden?

Mit der hier vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Metformin als Aktivator der
AMP-aktivierten Proteinkinase auf das Wachstumsverhalten von nicht-
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kleinzelligen Lungenkarzinomen untersucht. Dies wurde sowohl im Tierversuch
anhand von etablierten Xenografts mit Tumoren von nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen als auch durch Untersuchung der Tumorproben auf
Veranderung des Expressionsniveaus auf Protein und RNA-Ebene fur die AMP-

aktivierte Proteinkinase als Target von Metformin nach der Therapie durchgefuhrt.

Leider lie sich keinerlei Beweis fur die Wirksamkeit von Metformin als
zusatzliches Therapeutikum in der Behandlung des nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinoms finden. Sowohl im Tierversuch konnte kein verringertes
Tumorwachstum durch Comedikation mit Metformin erreicht werden, noch konnte
eine Beeinflussung der AMPK oder p70S6k als Teil des mTOR-pathways auf

Protein- oder RNA-Ebene nachgewiesen werden.

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen gibt es jedoch in anderen Studien

deutliche Hinweise auf die Wirksamkeit von Metformin.

So wurde zum Beispiel ein klinischer Beweis fir die Wirksamkeit von Metformin
wurde durch Jiralerspong et al. erbracht. Sie untersuchten retrospektiv
Patientinnen mit Brustkrebs und neoadjuvanter Therapie. Patientinnen mit
Diabetes mellitus und Metforminbehandlung hatten ein signifikant besseres
Ansprechen auf die neoadjuvante Chemotherapie als Diabetikerinnen ohne
Metforminbe handlung [35].

Algire et al. bewiesen im Tierversuch an Mausxenografts mit
Lungenkrebszelllinien, dass Metformin bei Tieren mit einer hochkalorischen Diat
einen antiproliferativen Effekt hat, jedoch zeigte Metformin keinen Einfluss auf das

Tumorwachstum bei normal erndahrten Tieren [3].

Phoenix et al. zeigten &ahnliche Ergebnisse anhand von Brustkrebszellen im
Tierversuch. Auch hier hatte Metformin nur im Rahmen einer hochkalorischen Diat

antiproliferative Effekte [44].

Mogliche  Mechanismen fir die Wirkungsweise des Metformins als
Krebstherapeutikum kdnnten neben der Aktivierung der AMPK und dadurch einer
Hemmung des Zellwachstums eine Beeinflussung des Insulin-like growth factor
signalling-pathways, der Angiogenese, der Apoptose Uber Aktivierung von p53,
Induktion eines  Zellzyklus-Arrests  oder Vitamin-B12 Mangel durch

Dauereinnahme von Metformin sein [33].
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Ein wichtiger Punkt fur das Nichtansprechen der Xenografts kbnnte sein, dass es
sich nicht um diabetische M&duse handelte. Bisher konnte der krebshemmende

Effekt von Metformin nur bei Diabetikern nachgewiesen werden.

Eine jungst veroffentlichte Studie aus Japan zeigt, dass der antiproliferative Effekt
des Metformins bei normoglykdmen Individuen (Tierversuche) durch eine

Kombinationstherapie mit 2 — Deoxyglukose erreicht werden konnte.

Dabei wurden unter anderem ebenfalls in vivo Versuche mit Xenograft
Mausmodellen durchgefiihrt. Es wurden jedoch Xenografts mit Zelllinien eines
Mammakarzinoms und eines Speiserohrenkarzinoms behandelt und nicht, wie in
unseren Versuchen mit Original-Tumoren von Patienten [14]. Hier zeigte sich,
dass eine kombinierte Behandlung mit Metformin und 2 Deoxyglucose eine
deutliche Verminderung des Tumorwachstums im Vergleich zur Kontrollgruppe

bewirkte.

2 Deoxyglucose ist ein Glucosemolekul, bei dem die Hydroxylgruppe an Postition
2 durch ein Wasserstoffatom ersetzt worden ist und somit keiner Glykolyse
unterzogen werden kann. Dadurch entsteht in der Zelle ein Glucosemangel und

somit eine verminderte Produktion von ATP.

In diesem Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der AMPK
durch Metformin oder Glucosemangel in der Zelle durch 2 Deoxyglucose jeweils
far sich allein nicht ausreicht, um eine Hemmung des Krebszellwachstums zu
erreichen, jedoch die Kombination dieser Effekte bei der Hemmung des Energie-

Stoffwechsels zum Zelltod fihren kann.

In allen Versuchen, die von uns durchgefihrt wurden, lie3 sich keine
nachvollziehbare Wirkung des Metformins auf das Tumorwachstum, die AMPK-

Kinase oder den m-TOR-pathway (p70S6K) nachweisen.

Maoglicherweise liegt das an einer zu falschen Dosierung des Metformin. In der
bisher veroffentlichten Literatur sind Metformindosierungen von 15 mg/Kg/d [32]
bis 250 mg/kg/d p.o. [60] verabreicht worden. Unsere Versuche wurden mit
Dosierungen von 500mg/kg/d durchgefiihrt, wobei vor Beginn der Untersuchung
eine Dosis-Wirkungs-Testung mit Dosierungen von 100 — 500 mg/kg/d
durchgefihrt worden ist. Beim Menschen wird Metformin in Dosierungen von

1000-3000 mg/d verordnet. Ein Monitoring der Wirkung des Metformins Uber z.B.
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eine Blutzuckermessung ist nicht mdglich, da das Medikament bei nicht-

Diabetikern keine Hypoglykadmie verursacht.

Ein weiterer Grund dafir, warum in unseren Versuchen keine positiven Resultate
erzielt worden sind, kénnte sein, dass AMPK hauptsachlich intrahepatisch durch

Metformin aktiviert wird und m-Tor inder Lunge nur indirekt reguliert wird [41].

Ein weiterer zu beachtender Faktor ist, dass das in den Versuchen verwendete
Cetuximab sehr selten in der Anwendung im klinischen Alltag in der Behandlung

des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms ist.

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich anhand unserer Untersuchungen
ein therapeutischer Effekt des Metformins in der Behandlung des nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms nicht beweisen lasst. Mdglicherweise liegen die

Starken des Medikaments eher im karzinopraventiven Bereich.

Fazit ist, dass Xenografts grundsatzlich ein gutes Mittel sind, um préklinisch die
Wirksamkeit bestimmter Therapeutika zu testen. Die Xenografts gleichen dem

entsprechenden Patientengut in Histologie, Tumorstadium und Altersverteilung.

Weitere Untersuchungen an gréf3eren Panels von Xenografts mit gleichzeitger
Simulation eines Diabetes mellitus sind noétig, um die Wirkung des Metformins zu

klaren.
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5. Zusammenfassung

Patientennahe Xenografts sind eine gute Moglichkeit, praklinisch die Wirksamkeit
neuer und auch etablierter Medikamente zu testen. Die Untersuchungen zu dieser
Arbeit beruhen auf patientennahen Xenografts von Patienten mit operablen
Lungenkarzinomen, die auf Nacktmduse transplantiert wurden. Im ersten Teil
dieser Arbeit konnte durch den Vergleich der experimentellen Daten mit
epidemiologischen Daten von Tumorpatienten eine gute Ubereinstimmung
zwischen Spenderpatienten und Patienten mit nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom
(NSCLC) gezeigt werden, so dass sich die etablierten, patientennahen Xenografts

fur komplexe praklinische Studien bei NSCLC qualifizieren.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde aufbauend auf diesen Xenografts

ein experimenteller Ansatz zur Therapieoptimierung erarbeitet und Gberpruft.

In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass Metformin eine praventive Wirkung
in der Krebsentstehung hat, jedoch ist es bisher nicht gelungen, sich diesen Effekt

fur die Therapie der Erkrankung zu Nutzen zu machen.

Studien haben gezeigt, dass das Antidiabetikum Metformin ein Aktivator der
Adenosinmonophosphat-aktivierten Proteinkinase (AMPK) ist, ein Enzym, welches
im Stoffwechsel von Tumoren erhoht ist. So konnten wir in friheren
Therapiestudien mit den etablierten Xenograftmodellen der Maus nachweisen,
dass die AMPK bei in einer Subgruppe (Cetuximab Responder) sowohl auf
messenger-RNA (mMRNA) -Ebene als auch auf Proteinebene vermehrt exprimiert
wird. Nach diesen Untersuchungen und unter Bericksichtigung der bisher
verdffentlichten Studien sollte die Gabe von Metformin in der Subgruppe der
Cetuximab Non-Responder (mit niedriger AMPK auf mRNA-Ebene) eine Erhdhung
der Expression der AMPK bewirken. Dies sollte im zweiten Schritt zu einer
Sensibilisierung fir die Therapie mit epidermal growth factor receptor (EGFR) -
Antikérpern (Cetuximab) fuhren. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde die
Behandlung mit Metformin in Kombination mit Cetuximab im Xenograft-

Mausmodell getestet.

Es wurden insgesamt 6 Gruppen a 24 Xenografts mit Metformin, Cetuximab oder

der Kombination aus Metformin und Cetuximab behandelt und anschlieRend die
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AMPK mit Hilfe von Westernblots auf Proteinebene und mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) auf Ribonukleinsaure (RNA) Ebene untersucht.
Insgesamt wurden in die 6 Gruppen 6 verschiedene Lungenkarzinome
eingeschleust, von denen 3 Lungenkarzinome Cetuximab Responder und 3

Lungenkarzinome Cetuximab Non-Responder waren.

Metformin allein hatte keinen Einfluss auf das Tumorwachstum oder die
Regulation der AMPK. Im Tumorgewebe der Xenografts wurde die AMPK durch
die Metformingabe weder auf Protein- noch auf RNA-Ebene hochreguliert. Somit
konnten durch die Gabe von Metformin Cetuximab-Non-Responder nicht in
Cetuximab-Responder Uberfuhrt und damit eine Sensibilisierung fur die Therapie

mit EGFR-Antikorpern (Cetuximab) erreicht werden.
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