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1. Einleitung
1.1 Pathologie, Inzidenz und Risikofaktoren von SCCHN

Die SCCHN (squamous cell carcinoma of the head and neck) umfassen eine
Gruppe maligner Tumoren im Hals-Kopf-Bereich, insbesondere im Bereich der
Mundhohle, des Nasopharynx, Oropharynx, Hypopharynx, Larynx und der
Trachea. Diese bestehen zu uber 90% aus Plattenepithelzellen und werden daher
als SCCHN zusammengefasst.

In Deutschland stellen sie etwa 5% aller bosartigen Neubildungen im Kopf- und
Halsbereich dar; die 5-Jahres-Pravalenz liegt bei 35.000 Erstdiagnosen. Weltweit
gibt es ungefédhr 500.000 Neuerkrankungen pro Jahr, wobei Manner fiinfmal
haufiger betroffen sind als Frauen (Krebs in Deutschland 2010).

Hauptursache fiir eine solche maligne Entartung stellen immer noch das
Tabakrauchen und der Alkoholkonsum, vor allem in Kombination, dar
(Hakenewerth et al. 2011). Weitere Risikofaktoren sind mangelnde Mundhygiene,
schlecht sitzende Zahnprothesen mit resultierender dauerhafter Reizung der
Schleimhaut, Asbest-Exposition und eine Infektion mit humanen Papilloma Viren
(HPV) oder Epstein-Barr-Viren (EBV). Die Infektion mit diesen Viren lasst die
Inzidenz von SCCHN ansteigen, bietet aber auch relativ hohe Heilungschancen
(Brockstein 2011).

Auch auf Genebene kann man bei SCCHN spezielle Sequenzen und Mutationen
nachweisen, die zur Entstehung beitragen kodnnen. Insbesondere die Gene
IRNA499, TNFa, TNFb, NFKB1, NFKBIA, CRYAB, OGG1, CYP1B1 und
GSTM1 konnen zu einem erhohten Risiko fir SCCHN flhren. (Brunotto et al.
2014).

Die Diagnose erweist sich als besonders schwierig, da sich die Tumoren auch in
fortgeschrittenen Stadien mit wenigen Symptomen présentieren. Dadurch kénnen
diese Tumoren oft erst in spdten Stadien diagnostiziert werden. Als

Frihsymptome treten Schluckbeschwerden oder Heiserkeit auf.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%2522Hakenewerth%20AM%2522%255BAuthor%255D

Die Metastasierung von SCCHN erfolgt hauptsachlich lymphogen; hdmatogene
Metastasierung findet sich nur bei 20-30% aller Patienten, wobei dann besonders

Lunge, Leber und Knochen betroffen sind.

Fur Manner betragt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate bei dieser Tumorart
36-45%, bei Frauen liegt sie bei 50-63% (Krebs ind Deutschland 2012). Dabei
hangt die Uberlebenswahrscheinlichkeit zu einem groRen Teil von der

fortschreitenden Ausbreitung des Karzinoms ab (s. Tab. 1).

Tab. 1: 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit bei SCCHN

5-Jahres-Uberleben (%)

Lokalisierte Tumoren (Stadium lund Il) | 60-90

Fortgeschrittene Tumoren (Stadium 111 <30
und 1V)

(Lefebvre 2005)




1.2 Stadieneinteilung und Therapie von SCCHN

Die Therapie von SCCHN richtet sich hauptsdachlich nach dem jeweiligen
Tumorstadium. Die Einteilung wird nach der TNM-Klassifikation und der UICC
(Union for International Cancer Control) vorgenommen (s. Tab. 2).

Tab. 2: Einteilung des Tumorstadiums nach UICC

Stadium | T1 N O MO RT oder OP
Stadium 11 T2 NO MO
Stadium 111 T3 NO MO R 0: adjuvante RT
T1-3 N1 M 0 R 1: adjuvante RCT
Stadium IV A T1-3 N 2 MO inoperabel: RCT oder
T 4a N 0-2 MO RT+Cetuximab
Stadium IV B T 4b jedes N M 0
jedes T N3 M 0
Stadium IV C jedes T jedes N M1 RCT oder
RT+Cetuximab
Tumorprogress CT oder CT+Cetuximab

T: TumorgréRe T 1-3 zunehmende Tumorgrole, je nach Primartumor
T4 Infiltration in Nachbarstrukturen
4a mittelgradig fortgeschritten
4b deutlich fortgeschritten
N: Lymphknotenbefall NO  kein Lymphknotenbefall
N1-3 zunehmender Lymphknotenbefall
M: Metastasen MO  keine bekannten Fernmetastasen
M1  Fernmetastasen
R: Tumorresektion RO  tumorfreie Rander
R1 mikroskopischer Tumorrest
RT=Radiotherapie, CT=Chemotherapie, RCT=Radiochemotherapie, OP=chirurgische
Therapie
(Grégoire et al. 2010)

Grundlage der Therapie sind die Chirurgie und die Strahlentherapie (,,Stahl und
Strahl*), bei hoheren Stadien aber auch die Chemotherapie bzw. eine
Radiochemotherapie oder eine Kombination der drei verschiedenen
Behandlungsmdglichkeiten (Siddiqui et al. 2011).

Weitere Aspekte wie der Allgemeinzustand und eventuell vorangegangene
Therapieversuche oder Begleiterkrankungen des Patienten sind bei der
Therapieplanung zu beachten, um fiir den Patienten eine maximale Lebensqualitét

Zu erreichen.




Kleine Tumoren (maximal Stadium I1) kdnnen allein operativ bzw. mittels
Radiotherapie behandelt werden, wobei beide Therapieoptionen bezuglich der
Heilungschancen als gleichwertig anzusehen sind (Lefebvre 2005). Bei lokal weit
fortgeschrittenem, inoperablem Befund ist eine kombinierte Radiochemotherapie
indiziert, die immer noch eine kurative Therapieaussicht bieten kann (Urba 1999;
Tschiesner et al. 2012; Brockstein 2011).

Liegt eine palliative Situation vor, kommt eine alleinige Chemotherapie zum
Einsatz.

Bei der chirurgischen Therapie wird eine RO-Resektion, also eine vollstandige
makro- und mikroskopische Tumorentfernung, angestrebt. Haufig wird dabei
zusatzlich eine sogenannte Neck-Dissection, eine radikale Ausrdumung aller
Lymphknoten im Halsbereich, notig. Diese wird durchgefiihrt, um gesicherte
Lymphknotenmetastasen oder vermutete Mikrometastasen komplett zu entfernen
und damit eine weitere Streuung des Tumors zu verhindern (St John et al. 2006).
Besonders wichtig bei der Therapie von SCCHN-Tumoren ist die
Funktionserhaltung umliegender Strukturen. da wichtige Organe hier sehr eng
topografisch verbunden sind.

Insbesondere bei der Kombination der Strahlen- mit der Chemotherapie kommt es
bei fortgeschrittenen inoperablen Tumoren zu guten Ergebnissen. In den
folgenden Abschnitten soll nun genauer auf die Wirkungen der beiden Therapien
eingegangen werden.

Inzwischen  wurden auch neuartige Biologicals, wie die EGFR-Antikorper-
Therapie mit Cetuximab, zur Therapie der lokal fortgeschrittenen, metastasierten

SCCHN-Tumoren und der Rezidive zugelassen (Christy und Bojan 2013).

operabel > Operation > Ab T3, N+ oder R1
Adjuvante RCT mit CP

nicht operabel | primére RCT mit CP

oder R2 "| Event. Brachytherapie

Abb. 1: Therapieoptionen bei geplanter kurativer Therapie bei SCCHN
T3=Tumorgréle, N+=Lymphkotenbefall, R1=mikroskopischer Tumorrest,
R2=makroskopischer Tumorrest

RCT= Radiochemotherapie, CP=Cisplatin



1.2.1 Wirkungen der Chemotherapie
Eine alleinige Chemotherapie ist zurzeit nur bei einer palliativen Situation die

Therapie der Wahl. Dabei ist die Kombinationstherapie aus Cisplatin und
5-Fluoruracil oder einem Taxan einer Monotherapie Uberlegen (Lefebvre 2005).
Jedoch kann bei dieser Therapie nur ein minimaler Gewinn an Uberlebenszeit
beobachtet werden, daftr aber ein enormer Anstieg der Lebensqualitét
(Brockstein 2011).

Weitere Chemotherapeutika, die in der palliativen Behandlung von SCCHN zum
Einsatz kommen, sind Carboplatin, Methotrexat, Etoposid, Anthrazykline und
Bleomycin. Neuere Substanzen wie Gemcitabin, Topotecan, Capecitabin,
Oxaliplatin und EGF-R-Inhibitoren (Epidermal-Growth-Factor-Rezeptoren) sind
in der Wirkung vergleichbar (Kua et al. 2013; de Mello et al. 2014).

Bei der Wirkung von Zytostatika gibt es unterschiedliche Ansatzpunkte: Schéden
entstehen durch die Bildung eines Platin-DNA-Addukts, durch Cross-Linking der
DNA, Bindung an die DNA, Ubertragung von Alkylgruppen und andere
Vorgange, die letztendlich zu einer Hemmung der Replikationsfahigkeit der DNA
und DNA-Strangbrichen flhrt und zusatzlich direkt toxische Wirkung zeigt.

Cl ~ / Cl
Pt
VN
NH3) NH3)

Abb. 2: Strukturformel von Cisplatin

(Synonym: cis-Diammindichloroplatin(11), CloHeN2Pt)

(Ernst 2010)

Cisplatin und Carboplatin, die h&ufig in der Therapie von SCCHN eingesetzt
werden und deren Wirkungsstéarke in etwa vergleichbar ist, gehéren zur Gruppe
der Platinanaloga (Gasparini et al. 1993). Cisplatin zahlt heutzutage zu den
Standardchemotherapeutika bei SCCHN in fortgeschrittenen Stadien (Lefebvre
2005).

Cisplatin besitzt Chlorliganden, die durch eine Konzentrationsdifferenz im
umgebenden Gewebe durch Wassermolekiile ersetzt werden. Dadurch entsteht ein
stark elektrophiler Aquakomplex, der die aktivierte Form der Verbindung
darstellt. Durch die hohe Elektrophilie reagiert Cisplatin vor allem mit den DNA-

Basen Guanin und Adenin.



Seine Wirkung entfaltet Cisplatin durch die Hemmung der DNA-Replikation, die
durch Querverknupfungen der DNA-Stréange (Intrastrang- und
Interstrangquervernetzung) und Punktmutationen hervorgerufen wird. Des
Weiteren fihrt Cisplatin zu einer Hemmung der DNA-Reparatur und der
Telomeraseaktivitat. Diese VVorgange bewirken, dass die Zelle letztendlich die
Apoptose, also den programmierten Zelltod, einleitet (Wild 2001).

Cisplatin bietet einen wichtigen Vorteil, da es, abgesehen von seinem emetogenen
Potential, zu relativ geringen frihen und spédten Nebenwirkungen fiihrt und
deswegen gerade bei Patienten mit fortgeschrittenem SCCHN, die -einer
palliativen Therapie zugefuhrt werden, eine verhéltnismalig gute Lebensqualitét
gewdhrleisten kann  (Wolff et al. 2009). Weitere unerwinschte
Anwendungswirkungen sind Schadigungen des Innenohrs und nephrotoxische
Effekte, weswegen bei einer Cisplatin-haltigen Therapie gleichzeitig eine forcierte
Diurese stattfinden sollte.

1.2.2 Wirkungen der Strahlentherapie
Eine Bestrahlung kann bei lokal begrenztem Hals-Kopf-Tumor ohne das

Vorliegen von Metastasen als primére und einzige Therapie durchgefuhrt werden.
Zusatzlich wird die Radiotherapie pra- oder postoperativ zusatzlich zur
chirurgischen Therapie eingesetzt.

Préoperativ durchgefiihrt wird die Strahlentherapie bei Tumoren, deren RO-
Resektion nicht sicher gewahrleistet werden kann oder bei ungiinstiger Tumorlage
mit zu erwartenden funktionellen Beeintrachtigungen bei RO-Resektion. In
solchen Situationen soll eine Radiotherapie zum Down-Staging, also zu einer
Minderung des Tumorstadiums, fiihren.

Die postoperative Bestrahlung wird zur Sicherung der Tumorkontrolle bei mikro-
und/ oder makroskopischen Resten, bei lokal sehr ausgedehnten Tumoren oder
Lymphknotenmetastasen eingesetzt (Bissada et al. 2012; Qian et al. 2014).

Je nach Ausgangssituation wird die Gesamtdosis der Bestrahlung festgelegt; bei
vorliegender RO-Situation (kein mikroskopischer oder makroskopischer
Tumorrest, Exzision im Gesunden und Ganzen) wird eine Dosis von 50 Gy, bei
R1-Situation (mikroskopischer Tumorrest) 60 Gy und bei einer R2-Situation
(makroskopischer Tumorrest) 70 Gy gewéhlt. Zusétzlich sind die Hohe der



Gesamtdosis und deren Wirkung abhdngig von Histologie, Tumorgréfie und
Sauerstoffversorgung des Tumors (Dragovic et al. 2011).

Durch die ionisierenden Strahlen werden DNA-Einzel- und Doppelstrangbriiche
induziert. Einzel-Strangbriiche kénnen von Reparaturenzymen der Zelle behoben
werden, da sie auch bei gesunder, nicht behandelter DNA vorkommen; treten
jedoch mehrere Briche z.B. nach Bestrahlung auf, kann es zu fehlerhaften
Reparaturen kommen (Dewey et al. 1995; Rothkamm und Lobrich 2002;
Rothkamm und Lo6brich 2003). Des Weiteren fiihrt die Bestrahlung zu
Basenschéden und zur Bildung von hochreaktiven Radikalen, die wiederum die
DNA durch Bildung von alkali-labile-Stellen schadigen. Besonders empfindlich
sind Zellen, die sich gerade in der Mitose- oder der G2-Phase des Zellzyklus
befinden. Werden die Zellen in dieser Phase abgetotet, werden andere Zellen aus
resistenteren Phasen rekrutiert und konnen bei der nachsten Bestrahlung
geschédigt werden (Redistribution) (Dempke 2006).

Bei Schaden, die von den Reperaturenzymen der Zelle nicht mehr behoben
werden kénnen, kann eine Zelle das Protein p53 phosphorylieren und damit ihren
eigenen programmierten Zelltod (Apoptose) einleiten. P53 hat zusétzlich Einfluss
auf das Chromatin, das die Lagerungsform der DNA mit Histonen im Zellkern
darstellt. Durch ein verandertes p53 kommt es zu einer abgeénderten Chromatin-
Lagerung und damit zu einer leichteren Anfalligkeit der DNA gegeniber der
Strahlung (Dewey et al 1995; Bohnke et al. 2004; Eriksson und Stigbrand 2010).
Weiterhin kann die Bestrahlung zu einem Mitose-assoziierten Zelltod fihren,
wobei es durch die Strahlen zu Chromosomenschaden kommt und die Zellen die
Mitose nicht beenden kénnen. Diese Art von Zelltod ist auch die Hauptursache fr
die Entstehung von Nebenwirkungen. Dabei werden die Strahlenschaden, die den
Untergang von Tumorzellen bewirken sollen, auch im normalen, gesunden
Gewebe beobachtet. Die Unterteilung dieser unerwinschten Wirkungen erfolgt
zwischen akuten Nebenwirkungen, die innerhalb der ersten sechs Wochen
auftreten und sich meist vollstandig zurlckbilden, und h&ufig irreversiblen
Spétfolgen.

Akute Nebenwirkungen konnen durch die starke Strahlensensibilitat von schnell
proliferierenden Geweben wie beispielsweise Schleimhduten im Mund- und
Rachenbereich herrithren. Dadurch kann es zu, durch ein Odem verursachte,

Schluckbeschwerden kommen, die eine parenterale Erndhrung erforderlich



machen. Weiterhin kann es zu Hautbeschwerden, Mukositis und resultierender
Soorbesiedlung kommen.

Als Spétfolge, die teilweise eine Latenz von Jahren haben kdnnen, kann sich das
Geschmacksempfinden éndern und z.T. bis zur Geschmacklosigkeit (Dysgeusie)
fuhren. Spatfolgen sind meist irreversibel, da hierbei die Stammzellen der
langsam proliferierenden Gewebe betroffen sind (Dempke 2006).

Weitere héufige therapieassoziierte Beschwerden sind Mundtrockenheit
(Xerostomie) bei 50% aller bestrahlten Patienten, Zahnschadigungen,
Verhartungen des Subkutangewebes (Fibrose), gestérter Lymphabfluss mit
resultierendem Lymphédem und Erythembildung (Yang et al. 2013).

Die Féhigkeit der Zellen, sich nach einer Bestrahlung mit subletaler Dosis wieder
zu erholen, ist bei gesundem Gewebe deutlich besser als bei Tumorzellen. Um
diesen Nebenwirkungen vorzubeugen, wird im klinischen Alltag eine fraktionierte
Bestrahlung durchgefuhrt; in der Regel finf Fraktionen pro Woche. Dadurch
werden gleichzeitig die Zellen, die aus den resistenteren Phasen in die Mitose-
oder G2-Phase nachgeriickt sind, geschadigt und es kommt zur Schrumpfung des
Tumors (Marples et al. 2004). Dieses Schrumpfen bewirkt wiederum eine bessere
Oxygenierung der Tumorzellen, was wiederum eine hohere Strahlensensibilitét

hervorruft.

1.2.3 Wirkung der kombinierten Radiochemotherapie
Die kombinierte Therapie aus Bestrahlung mit 60-75 Gy (Bestrahlung des

Primartumors und des Lymphabflussgebietes) und zusétzlicher Gabe von
Cisplatin (6 mg/d) gilt heutzutage als Standardtherapie in der Behandlung von
SCCHN (Lefebvre 2005).

Cisplatin-Schéaden entstehen durch die Bildung von Platin-DNA-Addukten oder
Cross-Links mit der DNA (s. Kapp 1.2.1), wogegen strahleninduzierte Schaden
neben  DNA-Doppelstrangbriichen  (DSB: doublestrand breaks) auch
Einzelstrangbriiche (SSB: single-strand breaks), Basenschaden und alkali-labile-
Stellen umfassen (s. Kapp 1.2.2).

Bei der Kombination der beiden Therapien kommt es geh&auft zu Cisplatin- und
strahlenbedingten DNA-Schéaden in enger rdumlicher Né&he, die einer Reparatur
weniger zuganglich sind (Rave-Frank et al. 2002).


http://annonc.oxfordjournals.org/search?author1=J.-L.+Lefebvre&sortspec=date&submit=Submit
http://annonc.oxfordjournals.org/search?author1=J.-L.+Lefebvre&sortspec=date&submit=Submit

Durch die Behandlung mit einem Zytostatikum wie Cisplatin kann eine
Radiosensibilisierung der Zellen erreicht werden. Dadurch wird der Einsatz einer
simultanen Radiochemotherapie besonders effektiv und fiihrt zu einer deutlich
hoheren lokalen Tumorkontrolle und damit zu besseren Uberlebensraten. Des
Weiteren werden durch die synergistische Wirkung von Cisplatin und einer
Radiotherapie eine kirzere Behandlungsdauer und eine Reduktion von
Mikrometastasen erreicht. Allerdings ist bei der kombinierten Therapie auch ein
erhdhtes Nebenwirkungsrisiko durch das vermehrte Ansprechen der Zellen, vor
allem der schweren Akutnebenwirkungen, zu erwarten (Schmoll et al. 1997;
Bernier et al. 2004; Palacios et al. 2013).

Insgesamt ergibt sich hieraus eine im Vergleich zu der alleinigen Radiotherapie
bei der kombinierten Therapie eine deutliche Verbesserung der lokoregionalen
Kontrolle sowie des krankheitsfreien Uberlebens, jedoch keine oder eine nur
schwache Verbesserung des Gesamtuberlebens (Bernier et al. 2004; Cooper et al.
2004; Huguenin et al. 2004).

Interessanterweise weisen Patienten, die eine Radiochemotherapie erhalten und
mit hochgradigen Nebenwirkungen darauf reagieren, eine bessere Prognose als
Patienten mit schwachen unerwiinschten Anwendungswirkungen auf, da die
Wirkung der Therapie auf das gesunde Gewebe der auf das Tumorgewebe
entspricht (Wolff et al. 2010; Wolff et al. 2011a).

1.3 Chemokinliganden und Chemokinrezeptoren

Chemokine stellen eine Untergruppe der Zytokine dar. Sie sind Kkleine
Signalproteine, die aus 75-125 Aminosduren bestehen und eine Molmasse
zwischen 8 bis 14 kDa aufweisen. Inzwischen konnten tber 50 Chemokinliganden
nachgewiesen werden, die an Uber 20 verschiedene Rezeptoren binden (Zlotnik
und Yoshie 2012).

Durch einen Konzentrationsgradienten der Chemokine kénnen Zellbewegungen,
die so genannte Chemotaxis, ausgeldst werden, weswegen Chemokine eine starke
Beteiligung an der Organentwicklung, Angiogenese und der Migration von

Immunzellen innehaben (Siegenthaler und Blum 2006; Gerber et al. 2009).
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Die Bildung der Chemokine erfolgt hauptsachlich durch die gleichen Zellen, auf

die sie spater auch wirken, also Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten,

Keratinozyten, Endothelzellen, Thrombozyten, T-Zellen, Stromazellen,

neutrophile Granulozyten und dendritische Zellen. Die Chemokine werden durch

die Anzahl und die Position der Cysteinreste am Aminoterminus unterteilt. Dabei

kdnnen vier Familien unterschieden werden:

- CC-Familie: die ersten beiden Cysteine liegen direkt hintereinander

- CXC-Familie: zwischen den ersten beiden Cysteinen liegt eine andere
Aminoséure

- CX3C-Familie: zwischen den ersten beiden Cysteinen liegen drei andere
Aminoséuren

- C-Familie: es liegt nur ein Cysteinrest am Aminoterminus vor (Zlotnik und
Yoshie 2012).

Bei den ersten drei Chemokin-Familien liegen jeweils zwei, bei der vierten nur

eine Disulfidbriicke vor. Parallel zu den Chemokin-Liganden werden auch die

Rezeptoren in gleicher Weise eingeteilt.

Des Weiteren kann zwischen inflammatorischen (induzierbaren) und

homdostatischen (konstitutive) Chemokinen unterschieden werden und einer

zusatzlichen Gruppe, bei der die Chemokine keiner der oben genannten Gruppen

zugeordnet werden konnten, haufig aber beide Eigenschaften aufweisen (Zlotnik

und Yoshie 2012).



Tab. 3: Chemokinrezeptoren mit bindenden Liganden

11

Rezeptor | Ligand Rezeptor | Ligand
CXCR1 CXCL6, CXCLS8 CCR1 CCL3, CCL3L1, CCLS5, CCL7,
CCLS8, CCL13, CCL14, CCL15,
CCL16, CCL16, CCL23
CXCR2 CXCL1, CXCL2, CXCL3, CCR2 CCL2, CCL7,CCLS8, CCL13,
CXCL5, CXCL6, CXCL7, CCL16
CXCL8
CXCR3 CXCL9, CXCL10,CXCL11 CCR3 CCL5, CCL7, CCLS8, CCL11,
CCL13, CCL15, CCL24,
CCL26, CCL28
CXCR4 CXCL12 CCR4 CCL17,CCL21
CXCR5 CXCL13 CCR5 CCL3, CCL3L1, CCL4,
CCL4L1, CCL5, CCL8
CXCR6 CXCL16 CCR6 CCL20
CXCR7 CXCL11, CXCL12 CCR7 CCL19, CCL21
XCR1 XCL1, XCL2 CCRS8 CCL1
CX3CR1 | CX3CL1 CCR9 CCL25
CCR10 CCL27,CCL28

(Zlotnik und Yoshie 2012)

1.3.1 Chemokinwirkung auf Zellen in vivo
Inflammatorische Chemokine werden bei Entziindungen starker exprimiert und

unterstiitzen das Einwandern von Lymphozyten in die Lymphknoten, wéhrend die
Gruppe der homoostatischen Chemokine bei der Erhaltung und der Entwicklung
von Gewebe regulierend eingreifen. Zusétzlich zu der Funktion als
Lymphozytenaktivatoren spielen Chemokine eine wichtige Rolle bei Wachstum
und Differenzierung von Lymphozyten (Hedrick und Zlotnik 1996), der T-Zell-
Entwicklung, Tumorwachstum und —metastasierung sowie der Angiogenese
(Rossi und Zlotnik 2000; Zlotnik 2006a).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Zytokinen der CC- und der
CXC-Familie untersucht, wobei die Chemokine der CC-Familie vor allem auf
Neutrophile und T-Zellen, die der CXC-Familie auf Monozyten, Eosinophile,

Basophile und T-Zellen wirken.
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Die Wirkung der Chemokine wird Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
vermittelt. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind 7-transmembrandre Rezeptoren,
d.h. sie besitzen eine intrazelluldare Doméne, an der sich GTP-bindende Proteine,
die sog. G-Proteine, befinden und eine extrazellulire Doméne, an der das
Chemokin als Ligand binden kann. Kommt es zur Bindung eines Liganden an den
Rezeptor werden verschiedene Schritte eingeleitet.

Das G-Protein besteht aus drei Untereinheiten (o, p und y), wobei die
a-Untereinheit Guanosindiphosphat (GDP) und Guanosintriphosphat (GTP)
binden kann. Im inaktiven Zustand, also bei fehlender Ligandenbindung, ist GDP
an die o-Untereinheit gebunden. Bei der Bindung eines Chemokins wird das
gebundene GDP durch das energiereichere GTP ersetzt, woraufhin das
heterotrimere G-Protein in eine a-Untereinheit und eine By-Untereinheit
dissoziiert. Durch die gebildeten Untereinheiten, die als Second Messenger
dienen, werden weitere Proteine beeinflusst. Phospholipase C (PLC) wird
aktiviert und spaltet die Phosphatidylinositol(4,5)Bisphosphonate (PIP2) in zwei
Second Messenger: Diacylglycerol (DAG) und Inositoltriphosphat (IP3). DAG
aktiviert wiederum Proteinkinase C (PKC), wéhrend IP3 die Freisetzung von
Calcium aus intrazellularen Speichern triggert. Diese Vorgange lésen ihrerseits
wieder verschiedene Signalkaskaden aus, die letztendlich zu Reaktionen wie
Chemotaxis, Degranulation und Zelladhdsion fihren.

Nach einer gewissen Zeit wird das an die a-Untereinheit gebundene GTP durch
dessen intrinsische GTPase-Aktivitat zu GDP und Phosphat gespalten, wodurch es
zu einer erneuten Zusammenlagerung der o- mit der By-Untereinheit kommt und
die Signalkaskade dadurch beendet wird (Mellado et al. 2001; Shahrara et al.
2003; Soriano et al. 2003; Wong und Fish 2003).

1.3.2 Chemokinwirkung auf SCCHN
Da Chemokine u.a. an der Zellbewegung beteiligt sind, lag die Idee nahe, dass

Chemokine Einfluss auf die Metastasierung, Wachstum und Neoangiogenese von
Tumoren haben konnten. Verschiedenste Studien wurden daraufhin angefertigt,
und es konnte festgestellt werden, dass Tumorzellen eine bestimmte Chemokin-/
Chemokinrezeptorexpression, die von der physiologischen Expression abweicht,

aufweisen. Dieses spezielle Expressionsmuster konnte Hinweise auf die
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Schnelligkeit des Wachstums und den Metastasierungsweg des Primartumors
geben (Kakinuma und Hwang 2006; Zlotnik 2006b; Raman et al. 2007).

Bei SCCHN konnten v.a. inflammatorische Chemokine nachgewiesen werden, die
wiederum eine Beteiligung an Wachstum und Uberleben sowie an einer
verénderten Empfindlichkeit gegenliber Zytostatika haben (Wang et al. 2009).

In dieser Arbeit wurden Chemokine und Chemokinrezeptoren untersucht, die sich
bereits in friiheren Arbeiten als relevant fir Wachstum, Metastasierung und
Prognose von SCCHN herausgestellt haben (Abiko et al. 2003; Almofti et al.
2004; Delilbasi et al. 2004; Wang et al. 2005a; Ishikawa et al. 2006; Miyazaki et
al. 2006; Muller et al. 2006; Tsuzuki et al. 2006; Yeudall und Miyazaki 2007;
Chang et al. 2008; Ferreira et al. 2008; Khademi 2008; Oliveira-Neto et al. 2008;
Tan et al. 2008; Wang et al. 2008; Wen et al. 2008; Michiels et al. 2009) und
weiterhin eine Verdnderung ihrer Expression nach Radio- bzw. Chemotherapie
festgestellt werden konnte (Moriconi et al. 2008, Wolff et al. 2011b). Diese

werden nun im Folgenden genauer erldutert:

CXCR4 und CXCL12

Insbesondere  CXCR4 mit seinem Liganden CXCL12 spielt bei der
Tumorstreuung, bei Tumorwachstum und —differenzierung eine wichtige Rolle
(Raman et al. 2007; Lugade et al. 2008). CXCL12 ist besonders stark in Lunge,
Leber, Knochenmark und vor allem Lymphknoten exprimiert. Alle genannten
Strukturen sind auch typische Metastasierungsorte fiir die verschiedensten
Krebsarten (Zlotnik 2006b), wobei insbesondere CXCR4 mit seinem Liganden
CXCL12 die Metastasierung von SCCHN zu foérdern scheinen (Almofti et al.
2004; Samara et al. 2004; Ishikawa et al. 2006). Bei Tumoren an der Zunge
konnten Delilbasi et al. eine starke Beteiligung von CXCR4 insbesondere bei der
Streuung in Lymphknoten beobachten (Delilbasi et al. 2004). Wahrend bei
gesunder Schleimhaut im HNO-Bereich keine oder eine nur leichte Expression
von CXCR4 nachgewiesen werden konnte, wurde bei dem Primartumor sowie
den Lymphknotenmetastasen eine deutlich stérkere Expression von CXCR4 und
CXCL12 festgestellt (Delibasi et al. 2004, Oliveira-Neto et al. 2008).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ishikawa%20T%22%5BAuthor%5D
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CXCR1 und CXCL1 und CXCL3

Eine CXCL1-Expression bei SCCHN konnte von Michiels et al. nachgewiesen
werden (Michiels et al. 2009). CXCL1 und CXCL3 sind besonders stark an der
Neoangiogense beteiligt und somit notwendig fiir das Tumorwachstum (Raman et
al. 2007).

Der zugehorige Rezeptor CXCR1 ist in letzter Zeit zunehmend bei diversen
anderen Krebsarten erforscht worden. Eine erhdhte CXCR1-Expression ist bei
Patienten mit Pankreas-Karzinom und papilldren Schilddriisen-Karzinom mit
erhohter lymphatischen Metastasierung und erniedrigtem Gesamtuberleben
assoziiert. (Chen et al. 2014; Tang et al. 2014). Ebenso beim Nierenzellkarzinom,
Malignem Melanom und Magen-Karzinom konnte ein Einfluss von CXCR1 auf
den Tumorprogress beobachtet werden (Singh et al. 2009; Giuliano et al. 2014; Li
et al. 2014). Bei Li et al. konnten durch eine gezielte CXCR1-Blockade beim
hepatozellularen Karzinom die Nebenwirkungen einer Cisplatin-Therapie
verringert und gleichzeitig die Therapieffektivitat gesteigert werden (Li et al.
2015). Bisher gibt es nur wenige Daten von CXCR1 bei SCCHN, weswegen nun
gepruft werden soll, welchen Einfluss CXCR1 auf SCCHN austibt.

CCR6 und CCL20

CCL20 konnte als Reaktion auf bakterielle Infektionen im Mund-Rachen-Raum
vermehrt exprimiert werden und somit auch in die Tumorregulation von SCCHN
eingreifen und damit eine Rolle bei schlechter Mundhygiene als Risikofaktor fur
SCCHN spielen (Abiko et al. 2003). Des Weiteren konnte nachgewiesen werden,
dass die CCL20-Expression mit fortschreitendem Tumorstatus ansteigt und damit
die Prognose fur den Patienten verschlechtert (Chang et al. 2008). Fur den
zugehorige Rezeptor CCR6 konnte eine Herabregulierung bei Metastasierung von
SCCHN festgestellt werden (Wang et al. 2004).

CCR7

Wie beschrieben (Kap. 1.3.1), werden bestimmte Chemokinrezeptoren konstitutiv
von Lymphknoten exprimiert. Exakt diese Rezeptoren konnten auch in SCCHN
nachgewiesen werden, wobei CCR7 besonders stark exprimiert wurde (Muller et
al. 2006; Raman et al. 2007).
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Vor allem die CCR7-Akivierung durch CCL19 und CCL21 korreliert stark mit
Tumorwachstum, weswegen laut Wang et al. eine CCR7-Blockade die
Zytostatika-Resistenz von Tumorzellen herabsetzen kodnnte und somit neue
Therapieansdtze ermdglicht wirden (Wang et al. 2008). Eine starke CCR7-
Expression korreliert aullerdem direkt mit einer erhohten Rezidivrate,
Lymphknotenmetastasen und einer deutlich eingeschrankten Lebenserwartung
durch den Tumor (Tsuzuki et al. 2006).

Des Weiteren konnte von Wang et al. eine Herabregulierung der CCRG6-
Expression und eine Hochregulation der CCR7-Expression in Metastasen sowie
im Tumorgewebe nachgewiesen werden (Wang et al. 2004). Diese
Hochregulierung von CCR7 fuhrt zu einer Auslésung von invasiven und

wachstumsfordernder Prozesse im Tumorgewebe (Wang et al. 2005b).

Tab. 4: Untersuchte Chemokine und Chemokinrezeptoren

Chemokine | Synonyme Vollstandiger Name Rezeptor | Gene

CCL20 MIP3-a, LARC, macrophage inflammatory CCR6 Scya20
Exodus-1, Ckp11 protein 3 alpha

CXCL1 GROa, SCYBI, growth-related oncogene CXCR1, 2 | Scybl
GRO1, NAP-3 alpha

CXCL3 GROy, SCYB3, growth-related oncogene CXCR1, 2 | Scyb3
GRO3, MIP-2p3 gamma

CXCL12 SDF-1, SCYB12, stromal cell-derived factor 1 | CXCR4 Scyb12

PBSF

CCR7

(Wolff et al. 2011b)
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1.4 Ziel der Untersuchung

Fast die Hélfte aller Patienten mit SCCHN erleidet einen Rickfall (Brockstein
2011) und trotz aller erreichten Fortschritte betragt die mittlere Uberlebenszeit bei
fortgeschrittenen SCCHN nur 23 Monate (Hauswald et al. 2011), weswegen eine
Suche nach weiteren Therapieoptionen unerlasslich ist.

Eine Veranderung der Expression der Chemokinliganden durch Bestrahlung
konnte in verschiedensten Studien nachgewiesen werden (Johnston et al. 2002;
Linard et al. 2004; Mdller und Meineke 2007; Gremy et al. 2008; Lugade et al.
2008; Matsumura et al. 2008; Moriconi et al. 2008; Ao et al. 2009; Facoetti et al.
2009; Sanzari et al. 2009; Mihaescu et al. 2010), wahrend eine Verénderung der
Expression der Chemokinrezeptoren bislang in nur wenigen Studien untersucht
wurde (Johnston et al. 2002; Malik et al. 2010). Im Hinblick auf die Verdnderung
der Expression bestimmter Chemokine und ihrer Rezeptoren in verschiedenen
Zelllinien in konnten von Wolff et al. Ergebnisse bezlglich einer alleinigen
Radiotherapie erbracht werden (Wolff et al. 2011b). Ausgehend von diesen
Ergebnissen soll das primére Ziel der vorliegenden Arbeit sein, die Genexpression
bei menschlichen SCCHN-Zellen in vitro unter der kombinierten
Radiochemotherapie zu analysieren. Als sekundares Ziel soll geklart werden,
welchen Einfluss die kombinierte Therapie auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit

der Tumorzellen hat.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellen
Bei den Versuchsreihen wurden nur Zelllinien untersucht, die die entsprechenden Chemokine

konstitutiv exprimieren.

Tab. 5: Zelllinien und Herkunft

Zelllinie Erhalten von Né&hrlésung Herkunft

BHY DSMZ! DMEM SCC (Tiefer Alveolus)
BW-225 RT-Gottingen? DMEM+HAMSsF12 1:1 SCC (Oropharynx)

DF-19 RT-Géttingen? DMEM Dermale Fibroblasten
FaDuDD RT-Dresden® DMEM SCC (Pharynx)

GR-145-1 RT-Gottingen? DMEM+HAMSsF12 1:1 SCC (Oropharynx)
GR-145-11 | RT-Gotingen? DMEM+HAMSsF12 1:1 SCC (Oropharynx)

HaCat DKFZz* DMEM Epidermale Keratinozyten
ZMK-1 RT-Gottingen? DMEM+HAMSsF12 1:1 SCC (Oropharynx)

1. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig,

2.

Deutschland

Universitatsmedizin  Gottingen, Abteilung Strahlentherapie und Radioonkologie,
Gottingen, Deutschland

Zentrum fir Radioonkologie, medizinische Strahlenforschung in der Onkologie,
OncoRay, medizinische Fakultdt Cal-Gustav-Carus, Technische Universitat Dresden,
Deutschland

Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg, Deutschland

2.1.2 Medien, Puffer und Losungen

Die verwendeten Medien, Puffer und Lésungen sind nachfolgend aufgefiihrt und wurden mit
zweifach destilliertem Wasser angesetzt und sterilfiltriert.

Tab. 6: Medien, Puffer und Losungen

Cisplatin P4394 Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland

CAS-Nr.: 15663-27-1
EC-Nr.: 239-733-8

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland

Medium, ohne Phenolrot): Nutrient
Mixture F-12=1:1)
Katalog-Nr.: D2902

DMSO Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland
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EDTA Titriplex 11l Merck Darmstadt, Deutschland
Katalog-Nr.: 1.08418.0250

EGF

Ethanol 100% Merck Darmstadt, Deutschland
Ethanol 99,9% vergéllt DeRaSo Dassel-Lauenberg, Deutschland
Ethanolamin Biochrom AG Berlin, Deutschland
Fetales Kélber Serum, Biochrom AG Berlin, Deutschland
Katalog-Nr.: S0115

Glutamin Merck Darmstadt, Deutschland
HCI Merck Darmstadt, Deutschland
Hydrocortison

Insulin Sigma Taufkirchen, Deutschland
Artikel-Nr.: 1-6634

Kristallviolett Sigma Taufkirchen, Deutschland
Methanol Merck Darmstadt, Deutschland
Katalog-Nr.: 106009

NaCl 0,9% Braun Melsungen, Deutschland
Phosphoethanolamin Biochrom AG Berlin, Deutschland

PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Biochrom AG Berlin, Deutschland
Saline w/o Ca2+, w/o Mg2+, low

endotoxin)

RPMI (ohne Phenolrot) Biochrom Berlin, Deutschland
Katalog-Nr.: 1640

SDS Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland
SuperScript-11-Reverse Transkriptase Invitrogen Carlsbad, USA
SybrGreen® LTF Wasserburg, Deutschland
Trypanblau Solution 0,4% Sigma Aldrich | Steinheim, Deutschland
Trypsin Biochrom AG Berlin, Deutschland
Katalog-Nr.: L2103

Trypsin/EDTA solution Biochrom AG Berlin, Deutschland
Katalog-Nr.: L2153

2-Mercaptoethanol Merck Darmstadt, Deutschland

RPMI wurde zusatzlich mit Vitaminen und Aminosauren sowie Wachstumsfaktoren versetzt.

Das Nahrmedium DMEM enthalt essentielle und nicht essentielle Aminosauren

Die Nahrlésungen wurden im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt und vor Zugabe zu den Zellen

im Wasserbad auf 37 °C erwéarmt.
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Tab. 7: Primer
Gen Forward primer Reverse primer AL Quelle
523 323) (bp)
CCL20 TGCTGTACCAA | CGCACACAGAC |220 PrimerBank
GAGTTTGCTC AACTTTTTCTTT (http://pga.mgh.harvard.ed
u/primerbank/index.html)
CXCL1 |CTTGCCTCAATC | CCTTCTGGTCAG | 82 Bachmeier et al. (2008)
CTGCATC TTGGATTTG
CXCL3 | GCAGGGAATTC | GGTGCTCCCCTT | 172 Kato et al. (2009)
ACCTCAAGA GTTCAGTA
CXCL12 | GGTCGTGGTCG | CGGGCTACAAT | 174 Zhou et al. (2008)
TGCTGGT CTGAAGGG
CCR6 CTCCAGGCTATT | CACTGCCCAGA | 181 PrimerBank
TGTACCGATTG | ATGGGAGAG (http://pga.mgh.harvard.ed
u/primerbank/index.html)
CCR7 GGGCACAGCCT | CCACCACCAGC |82 Deutsch et al. (2008)
TCCTGTG ACGCTTT
CXCR1 | GCAGCTCCTACT | CATGTCCTCTTC |75 Deutsch et al. (2008)
GTTGGACACA AGTTTCAGCAA
CXCR4 | TACACCGAGGA | AGATGATGGAG | 112 PrimerBank
AATGGGCTCA TAGATGGTGGG (http://pga.mgh.harvard.ed
u/primerbank/index.html)
HPRT1 TGACACTGGCA | GGTCCTTTTCAC |93 Calcagno et al. (2006)
AAACAATGCA CAGCAAGCT
UBC CGGTGAACGCC | ATCTGCATTGTC | 123 Cicinnati et al. (2008)
GATGATTAT AAGTGACGA
2.1.4 Laborkits
Tab. 8: Laborkits
RNeasy Plus Mini Kit 250 Qiagen Hilden, Deutschland

Katalog-Nr: 74136



http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html
http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17999991
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19454720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18512766
http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html%29
http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html%29
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18561120
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18561120
http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html
http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16978418
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19036168

2.1.5 Gerate
Tab. 9: Geréte
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Airflow Sterile Werkbank Heraeus Hanau, Deutschland
Bio Photometer PC-online Eppendorf Hamburg, Deutschland
v1.00 Software + Gerat

Brutschrank, (37 °C, 5% Heraeus Hanau, Deutschland
CO2), CO2-Inkubator

Function Line BB16

Gefrierschrank -80 °C VIP Sanyo

Series

Mastercycler gradient Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Messzelle (LabelGuard™) Implen Minchen, Deutschland
Mikroskop Standard 18 Zeiss Oberkochen, Deutschland
Neubauer improved Marienfeld Lauda-Kdnigshofen,

Zahlkammer

Deutschland

PCR TagMan 7900 HAT
(SerienNR: 100325)

Applied Biosystems

Darmstadt, Deutschland

Pipettierhilfe Pipetboy accu

Integra Biosciences

Chur, Schweiz

Qiacube

Qiagen

Hilden, Deutschland

Reinstwassersystem Arium
611VF

Sartorius

Gottingen, Deutschland

Rontgenrohre Gulmay
Medical RS225

Gulmay medical Itd

UK

Sterile Werkbank, Lamin Air | Heraeus Hanau, Deutschland
Sterilisator Memmert Schwabach, Deutschland
Stereomikroskop Zeiss Gaottingen, Deutschland
stickstofftank Chronos messer Griesheim, Deutschland
Thermomixer comfort 5436 | Eppendorf Hamburg, Deutschland
Trockenschrank Memmert Schwalbach, Deutschland
Vortexer MS1 Minishaker IKA Taquara, Brasilien
Waage: TE Precison Balance | Sartorius AG Gattingen, Deutschland
TE 612

Warmebad GFL Burgwedel, Deutschland
Zentrifuge Megafuge 1.0R, Heraeus Hanau, Deutschland
Katalog-Nr. 75003060

Zentrifuge ministar VWR Darmstadt, Deutschland

2.1.6 Zubehor
Tab. 10: Zubehor

10-ml-Rdohren, Sarstedt Numbrecht, Deutschland
Nr.: 62.554.205

50-ml-Réhren, Sarstedt Nimbrecht, Deutschland
Nr.: 62.547.004

8er Cups, optically clear Sarstedt Numbrecht, Deutschland
8er Deckel, optically clear Sarstedt Numbrecht, Deutschland
Combitips: 1 ml, 0,5 ml und 0,1 ml Eppendorf AG | Hamburg, Deutschland
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CryoRohrchen

Nunc

Deckglaser,
Artikel-Nr. 3700000

LO-Laboroptik
GmbH

Friedrichsdorf,
Deutschland

E-Cups safe-lock: 1,5 ml und 2,0 ml Eppendorf AG | Hamburg, Deutschland
Eppendorfpipette 100-1000 pl mit Spitzen Eppendorf AG | Hamburg, Deutschland
Eppendorfpipette 20-200 pl mit Spitzen Eppendorf AG | Hamburg, Deutschland
Eppendorf safe-lock-tubes 0,5 ml Eppendorf AG | Hamburg, Deutschland
Bestell-Nr. 0030121023
Eppendorf safe-lock-tubes 2,0 ml Eppendorf AG | Hamburg, Deutschland
Bestell-Nr. 0030120094
Falcon Rohrchen: 15 ml Greiner Bio- | Frickenhausen,

One Deutschland
Falcon Rohrchen: 50 ml Sarstedt Nimbrecht, Deutschland
Filtertips: 1000 pl Qiagen Hilden, Deutschland
Gewebekulturflaschen: 25 cm?, 40 ml mit Nunc Roskilde,
Filterkappen, Dénemark
Nr.: 152094
Gewebekulturflaschen: 75 cm?, 250 ml mit Greiner Bio- | Frickenhausen,
Filterkappen, One Deutschland
Nr. 658175
Kodan® Tinktur forte farblos, Schilke & Norderstedt, Deutschland
Artikel-Nr.: 104005 Mayr GmbH
Kryoroéhrchen 2 ml, Schiitt Gottingen, Deutschland
Nr.: 9401233
Obijekttréager, Waldemar Braunschweig,
Artikel-Nr.: VA11310004FKB Knittel GmbH | Deutschland
Optically clear adhesive seal sheets Thermos UK

scientific
Parafilm pechiney plastic packaging Greiner Bio- | Frickenhausen,

One Deutschland
Pasteur-Pipetten, Brand Wertheim, Deutschland
Katalog-Nr.: 747715
PCR 384 well plate Thermo UK
TF-0384 scientific
Pipetten steril: 2 ml, 10 ml und 25 ml Sarstedt Nurmbrecht, Deutschland
Pipettenspitze: 200 pl Sarstedt Nirmbrecht, Deutschland
RNase Zap R2020250 ml Sigma
Rotor adapters Qiagen Hilden, Deutschland
Sample Tube RB: 2 ml, Qiagen Hilden, Deutschland

Katalog-Nr.: 990381
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Shaker adapter Microzentrifugen Tubes: 2 mi Qiagen Hilden, Deutschland
Sterilfilter Filtropur L 0.2 LS, Sarstedt Numbrecht, Deutschland
Bestell-Nr.: 83.1827.001

Sterilfilter Minisart 2000, Sartorius Gottingen

Nr.: 17805

Zihlkammer Neubauer improved: 0,0025 mm? | Brand Wertheim, Deutschland
2.1.7 Software

Tab. 11: Software

Statistica, Version 2013 StatSoft (Europe) GmbH Hamburg, Deutschland
Word, Version 2013 Microsoft Redmond, USA

Excel, Version 2013 Microsoft Redmond, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturen und Zellhaltung
Um die Zellen in Kultur zu halten, wurden sie in 25- bzw. 75-cm?-Gewebekulturflaschen bei

37 °C im Brutschrank in einer 5%-Kohlenstoffdioxid-Atmosphare inkubiert.

Jegliches Arbeiten mit den Zellen wurde unter dem Airflow steril durchgefiihrt um eine
Kontamination der Kulturen zu vermeiden.

Dabei wurden fur die Zelllinien ZMK-1, GR-145-1 und -Il sowie fur BW-225 eine
Né&hrlosung aus 450 ml RPMI und DMEM mit einem 1:1-Verhaltnis, FKS, Glutamin, Insulin,
Hydrocortison, EGF, Ethanolamin und Phosphoethanolamin benutzt.

Fur die Zelllinien BHY, FaDuDD und HaCat wurde eine Nahrlosung aus DMEM, FKS und
Glutamin und fir die Fibroblasten DF-19 wurde eine Nahrldsung, bestehend aus DMEM und
nicht aktiviertem FKS, hergestellt.

2.2.2 Ausimpfen von Zellkulturen
Beim Umsetzen der Zellen zur Erhaltungskultur wurde zunéchst die Nahrldsung aus der

Gewebekulturflasche mit den Zellen vorsichtig entfernt und dann die Zellen gespdlt. Dabei
wurde 2 ml PBS zu den Zellen gegeben, dieses kurz ber den Zellrasen geschwenkt und
danach wieder entfernt. Dieser Vorgang wurde ein zweites Mal wiederholt und danach das
restliche PBS mit der Pipette aufgenommen und verworfen. Dieser VVorgang ist wichtig, um
Né&hrldsungsreste vollstandig zu entfernen, da es sonst zu einer Inaktivierung des Trypsins
durch das in dem N&hrmedium enthaltene FKS gekommen ware. Dies wurde bei allen
Zelllinien aufRer bei der Linie HaCat identisch durchgefiihrt.

Bei der Zellreihe HaCat wurde nach dem AbgieRen der Nahrlosung die Flasche mit 2 ml
EDTA gespilt und dann wiederum mit 2 ml EDTA fur zwei bis drei Minuten bei 37 °C
inkubiert. Nach dieser Zeit wurde das EDTA abgeleert und die restliche Flussigkeit mit der
Pipette abgenommen.

Bei allen Zellreihen wurde nach Entfernung des PBS bzw. des EDTAs 2 ml Trypsin in EDTA
in PBS zum Ablosen der adharent wachsenden Zellen vom Flaschengrund in die Flasche
pipettiert. Unter dem Mikroskop wurde die vollstandige Abldsung der Zellen kontrolliert, die
Wirkung des Trypsins mit 10 ml der jeweiligen Nahrlésung neutralisiert und die
Zellsuspension mit einer 2-ml-Pipette vorsichtig durchmischt, um eine Vereinzelung der

Zellen zu erwirken. Danach wurde mit Hilfe zweier Neubauer-Zahlkammern der Mittelwert
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der vitalen Zellen ausgezéhlt. Dabei entspricht die Zellzahl aus zwei ausgezahlten Quadraten
die Anzahl der Zellen x 10* in 1 ml Zellsuspension.

Daraufhin wurden die Zellsuspension auf 10* verdinnt und von dieser verdiinnten
Stammlésung 0,25 ml und 0,5 ml in je eine 25-cm?-Gewebekulturflasche mit je 5 ml auf
37 °C erwérmte Nahrlosung gegeben. Diese wurden wiederum im Brutschrank bei 37 °C
gelagert.

2.2.3 Auftauen und Einfrieren von Zellen
Die in flussigen Stickstoff eingefrorenen Kryoréhrchen mit den aufzutauenden Zellen wurden

vorsichtig in das 37 °C warme Wasserbad gehalten und leicht bewegt. Sobald sich ein
Flussigkeitsfilm zwischen der Ampullenwand und dem Eisblock gebildet hatte, wurde dieser
sofort in die mit 5 ml der zu den Zellen gehorigen Nahrlésung vorbereitete
Gewebekulturflasche geschiittet. Danach wurde die Gewebekulturflasche leicht geschwenkt,
um ein moglichst schnelles Auflésen des Eisblocks zu gewéhrleisten. Nach zwei bis drei
Stunden Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen unter dem Mikroskop kontrolliert und,
sobald sich zwei Drittel der Zellen an den Boden der Flasche angeheftet hatten, der Uberstand
in eine neue Flasche gegeben. Zu der Flasche mit den bereits angehefteten Zellen wurde
wiederum 5 ml der jeweiligen Nahrldsung pipettiert; bei der Flasche mit den Zellen aus dem
Uberstand wurde die Nahrlosung nach 24 h gewechselt.

Zum Einfrieren der Zellen wurde zundchst die zugehdrige Nahrlésung der Zelllinien mit 8 %
DMSO versetzt und auf Eis gelagert. Das DMSO soll ein Platzen der Zellen beim Einfrieren
verhindern, indem es die Bildung von Kristallen hemmt.

Wie beim Aufteilen der Zellen wurden die Gewebekulturflaschen mit den Zellen zunachst mit
PBS bzw. EDTA (HaCat) zweimal gespult und dann, wie oben beschrieben, mit Trypsin von
der Flaschenunterseite geldst. In einer Neubauer-Zahlkammer wurde die Anzahl der Zellen
ausgezahlt und die Zellsuspension bei 1200 upm fiir zehn Minuten abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde nach dem Zentrifugieren verworfen und das Réhrchen mit dem Zellpellet
wurde fur zwei Minuten aufs Eis gestellt. Danach wurde zu dem Pellet in dem Ro6hrchen
langsam so viel von der kalt gestellten N&hrlosung mit 8% DMSO gegeben, bis die
Zellkonzentration 500.000 bis 2 Millionen Zellen pro ml betrug. Danach wurde die
Zellsuspension gemischt und in die vorher im Eisschrank kalt gelagerten, sterilisierten
Kryoréhrchen gefillt. Diese wurden sofort nach dem Befillen geschlossen und in einem

gefltterten, vorher ebenfalls gekihlten Umschlag fur zwei bis drei Stunden bei -20 °C



25

eingefroren; Uber Nacht wurden die Proben im Flussigstickstoffbehélter in der Gasphase und
danach in der flissigen Phase bis zum né&chsten Gebrauch aufbewahrt.

2.2.4 Bestrahlungsaufbau und -technik

Zur Bestrahlung der ausgeimpften Zellen wurde eine Rontgenrohre der Firma Gulmay
benutzt. Diese arbeitet mit einer Rohrenspannung von 200 kV und einer Stromstérke von

20 mA. Die eingesetzte Bestrahlungsdosis ist bei den jeweiligen Versuchen angegeben.

2.2.5 Koloniebildungsversuche
Um die Reaktion der verschiedenen Zelllinien auf die kombinierte Radio- und Chemotherapie

im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung darzustellen, wurden sogenannte Dosis-Effekt-
Kurven (Syn.: Uberlebenskurven, Colony forming assays, Koloniebildungstests)
durchgefihrt. Eine bestimmte Anzahl an Zellen wurden 24 Stunden vor der Bestrahlung
ausgeimpft. Dabei wurden folgende Zellzahlen fur die Beimpfung der Flaschen eingesetzt,

waobei pro Versuch fur jede Bestrahlungsdosis zwei Flaschen genommen wurden:

Tab. 12: Ausgeimpfte Zellzahl pro Flasche

Bestrahlung [Gy] 0 1 2 3 4 6
Ausgeimpfte Zellzahl fur 500 | 500 | 1000 | 1500 | 2000 | 3000
DF-19, GR146 |, GR145 1I

Ausgeimpfte Zellzahl fur 1000 | 1000 | 2000 | 3000 | 4000 | 6000
HaCat, ZMK-1, BW-225, FaDuDD

Bei der Zelllinie BHY war trotz Einsatz hoherer Zellzahlen keine Koloniebildung zu
beobachten.

Die Zellen wurden von der Erhaltungskultur, wie in Kap. 2.2.2 beschrieben, mit Trypsin vom
Flaschenboden gel6st, gezahlt, verdinnt und die jeweilige Zellzahl mit jeweils 5 ml der
zugehorigen Nahrlésungen in die Gewebekulturflaschen pipettiert. Es wurden pro
Bestrahlungszeitpunkt zwei Flaschen mit der oben genannten Zellzahl beimpft und fir
22 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Zeit wurde bei der Hélfte der Flaschen jeweils
2,5 mM in PBS gel6stes Cisplatin in die N&hrlésung gegeben. Danach wurden die Flaschen
flr weitere zwei Stunden inkubiert. Danach, also 24 Stunden nach Ausimpfung der Zellen,

wurden alle Flaschen mit der jeweiligen Dosis bestrahlt (s. Tab. 12). Sofort nach der
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Bestrahlung wurde die N&hrldsung bei allen Flaschen erneuert, um ein Weiterwirken des
Cisplatins zu verhindern bzw. eine Vergleichbarkeit der Koloniebildung zu gewahrleisten.
Nach der Behandlung der Zellen wurden die Flaschen bei 37 °C inkubiert und das
Né&hrmedium spétestens alle drei Tage gewechselt.

Nach sieben bis zehn Tagen wurden die Zellen mit je 4 ml 70% igem Alkohol fir 20 Minuten
fixiert. Danach wurde der Alkohol abgeschittet und die Flaschen im Trockenschrank bei
50 °C getrocknet. AnschlieBend wurden die Kolonien mit Kristallviolett angefarbt. Dafir
wurde fiir eine Flasche eine Losung aus 1 ml absolutem Alkohol, 4 ml destilliertem Wasser
und 0,025 ml Kristalviolett-Ldsung hergestellt. Die Farbeldsung wurde vorsichtig auf den
Flaschenboden gegeben und fur 20 Minuten inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Flaschen
zweimal mit Wasser gespilt und anschlieBend im Wéarmeschrank bei 50 °C getrocknet.

Die nun angefarbten und fixierten Kolonien wurden unter dem Stereomikroskop auf einer
angefertigten Schablone ausgezéhlt. Dabei wurden alle Kolonien, die aus 50 Zellen oder mehr
bestehen als Klon gewertet und in die Uberlebenskurven einbezogen. Alle Versuche wurden
mehrmals wiederholt, sodass fir jeden Messpunkt wenigstens zwolf Messungen durchgefihrt

wurden.

2.2.6 Statistische Auswertung der Koloniebildungsversuche
Im Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit werden die Daten der Koloniebildungsversuche

dargestellt. Dazu wurden die ausgezahlten Kolonien auf die Anzahl der zuvor ausgeimpften
Zellen bezogen. Aus diesen Werten wurde der Mittelwert sowie die Standardabweichung
ermittelt und halblogarithmisch als Funktion der Strahlendosis in einem Diagramm
dargestellt. Dies geschah fur die Proben mit alleiniger Radiotherapie sowie fur die Proben mit
kombinierter Radiochemotherapie.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels t-Test. Ein p-Wert von kleiner 0,05 wurde dabei

als signifikant angenommen.

2.2.7 Zellkulturansatze fur RNA-Analytik
Um cDNA fir die Messung der Genexpression mittels Real-time PCR zu gewinnen, musste

zundachst die RNA der behandelten Zellen extrahiert werden.

Um den alleinigen Effekt der Chemotherapie mit Cisplatin beziehungsweise den Effekt der
kombinierten Strahlen- und Chemotherapie darzustellen, wurden zunéchst eine Million Zellen
in 5 ml der jeweiligen Nahrldsung in Gewebekulturflaschen ausgebracht. Es wurden pro

Zelllinie je neun Flaschen mit je einer Million Zellen angesetzt und nach 22 h Inkubation bei
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37 °C wurde in alle Flaschen 2,5 mM Cisplatin gegeben. Nach weiterer Inkubation fir 2 h bei
37 °C wurden sechs dieser Ansatze mit 2 Gray bestrahlt, drei dienten als Kontrollen.
Unmittelbar nach erfolgter Bestrahlung wurde die Nahrlésung in allen neun Proben
gewechselt, um die Einwirkzeit des Cisplatins zu beenden. Die bestrahlten Proben wurden
dann entweder flr 1, 3, 6, 12, 24 oder 48 h weiter bei 37 °C inkubiert. Diese Zeitpunkte hatten
sich in der Vorarbeit von Wolff et al. als relevant herausgestellt. Fir die drei Kontroll-Ansétze
ohne Bestrahlung wurden Inkubationszeiten von 0, 24 und 48 h gewahlt (Wolff et al. 2011b).

Nach dem Wechseln der Nahrlésung wurde sofort mit der Aufarbeitung der Zellen begonnen.

Nach Ende der definierten Inkubationszeiten wurden RNA aus den Zellen geerntet, um den
Expressionszustand interessierender Kandidatengene zu messen. Dazu wurde zundchst der
Uberstand von den Zellen abgenommen und die am Boden der Kulturflasche haftenden Zellen
mit 1,5 ml Trypsin abgeldst. Nach sieben Minuten Inkubation wurden 7 ml Nahrlésung zur
Neutralisierung des Trypsins zugegeben. Diese Zellsuspension wurde nun in ein 15 ml-
Rohrchen uberfuhrt. Die Gewebekulturflasche wurde mit 5 ml PBS ausgespult und zur
Zellsuspension im Roéhrchen gegeben. Die Zellen wurden 10 min bei 1500 upm
abzentrifugiert. Nach dieser ersten Zentrifugation wurde der Uberstand im Rohrchen
verworfen, anschlieRend die Zellen, die sich im Pellet befanden, mit 5 ml PBS vorsichtig
aufgewirbelt und dann erneut fiir 10 min bei 1500 upm abzentrifugiert. Dieser Schritt wurde
zweimal durchgefuhrt, um mdégliche andere Zusétze zu entfernen.

Danach wurde der Uberstand mit der Pipette abgenommen und 350 pl RLT-Puffer aus dem
RNeasy Mini Plus Kit der Firma Qiagen mit 1%-Mercaptoethanol zu dem Zellpellet
pipettiert. Nach funf Minuten mit geschlossenem Deckel wurde die Suspension kréftig mit der
Pipette gemischt, in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal Gberflhrt und nach zwei Minuten bei -80 °C

eingefroren.

2.2.8 Isolierung von RNA
Die Isolierung von RNA erfolgte unter RNase freien Bedingungen, um eine enzymatische

Degradation der RNA zu vermeiden. Dazu wurden konsequent RNase-freie Reagenzien und
Plastikmaterialien verwendet. Die bei -80 °C gelagerten Proben wurden langsam auf Eis
aufgetaut. Mit Hilfe des RNeasy Plus mini Kit (Fa. Qiagen) und dem QiaCUBE-Roboter
erfolgte die RNA-Isolation nach dem Herstellerprotokoll. Nach der RNA-Isolation wurde die
RNA-Konzentration mit einem Biophotometer (Fa. Eppendorf) bei 260 nm
spektrophotometrisch gemessen, dabei wurde eine Messzelle (LabelGuard™, Fa. Implen), die

fur den Mikroliter-Bereich konzipiert wurde, verwendet.
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Zur Abschétzung der Reinheit der RNA bzw. einer Verunreinigung mit Proteinen wurde ein
Quotient aus OD260/OD2go gebildet. Dabei liegt das Absorptionsmaximum fur Nukleinsduren
bei 260 nm; flr Proteine bei 280 nm. Eine gute Qualitat der RNA-Probe liegt bei einem

Quotient zwischen 1,8 und 2,2 vor. Die isolierte RNA wurde wieder bei -80 °C gelagert.

2.2.9 Umschreiben von RNA zu cDNA
Um die Genexpression der verschiedenen Chemokine und deren Rezeptoren zu messen,

musste die isolierte RNA zu cDNA umgeschrieben werden. Auch das Umschreiben der RNA
geschah unter RNase-freien Kautelen. Der Arbeitsplatz wurde mit RNase-Zap, einer RNase-
inaktivierenden L6sung, behandelt. Zunachst wurde 1 pg Gesamt-RNA mit 2 ng (0,1 units)
eines Random-Primers aus sechs Basenpaaren jedweder Basenkombination versetzt. Diese
Primer wurden verwendet um in der Probe vorhandene RNA in cDNA umzuschreiben.

Das Volumen aus RNA und Random-Primer wurde mit RNAse-freiem Wasser auf 18,5 pl
erganzt. Danach wurde die Platte abzentrifugiert und im Thermocycler platziert, in dem die
RNA fir 10 min bei 72 °C denaturiert wurde; danach wurde die Platte sofort auf Eis gelegt.
Dadurch wurde die Primer-Anlagerung gegenlber der Ausbildung von RNA-
Tertidrstrukturen begunstigt.

Jeweils 11,75 pl des vorbereiteten Mastermix, bestehend aus den in Tab. 13 aufgefiihrten
Bestandteilen, wurden zu der denaturierten RNA gegeben. Danach wurde die Platte erneut im
Cycler platziert und 60 min bei 42 °C zur reversen Transkription inkubiert.

Letztendlich wurden die Proben mit TE-Puffer auf 2 ng/ml cDNA (bezogen auf die
Konzentration der eingesetzten RNA) eingestellt und bei -20 °C gelagert. Mit diesen Proben

wurden die quantitativen Real-time PCR-Messungen durchgefihrt.

Tab. 13: Zusammensetzung des Mastermix zum Umschreiben von RNA zu cDNA

Inhaltsstoffe fiir 1 Probe (ul)
5XRT-Puffer 6,0

0.1 MDTT 2,5

Wasser, RNAse-frei 1,5

10 mM dNTPs 1,0

RNAse Inhibitor 0,5
SuperScript-11-Reverse Transkriptase 0,25

11,75
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2.2.10 Messung der cDNA mittels Real-time PCR
Bei der Real-time PCR wird die Zunahme von durch Primerpaare definierten

Sequenzbereichen wéhrend der Elongationszyklen gemessen. In meinen Messungen habe ich
als Nachweisreagenz den Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green verwendet. Dieses zeigt praktisch
nur bei Einlagerung in doppelstrangige DNA ein Signal, welches proportional zur Menge der
amplifizierten Produkte ist.

Die Auswertung erfolgt in einem Bereich mit linearer Beziehung zwischen der Zahl der PCR-
Zyklen und der logarithmisch aufgetragenen Signalstarke. Fir alle zu vergleichenden Proben
wird ein einheitlicher Signalstarke-Wert definiert. Fir das Erreichen dieses Wertes wird fir
jede Probe die Anzahl der nétigen PCR-Zyklen, der so genannte Ct-Wert (cycle threshold),
bestimmt. Je mehr RNA-Transkripte eines Gens urspringlich in der Probe vorhanden waren,
desto kleiner ist Ct-Wert und umgekehrt.

Bei der Verwendung von SYBR-Green als Nachweisreagenz beruht die Spezifitat der Real-
time PCR einzig auf dem jeweiligen Primerpaar. Dazu wurde die Eindeutigkeit der
Amplifikation tber ein Agarosegel kontrolliert. Weiterhin musste die Amplifikationseffizienz
eines Primerpaares mindestens 90% betragen. Diese Qualitatskontrollen waren bereits in den
experimentellen Versuchen von Wolff et al. durchgefthrt worden (Wolff et al. 2011b).

Die Real-time PCR erfolgte immer in Doppelbestimmung mit 7 pl eines Reaktionsmixes und
3 pl der cDNA-Probe. Der Reaktionsmix bestand — mit Ausnahme des Nachweises fiir die
CCR7-Transkripte — aus 1,8 pl RNAse-freiem Wasser, 0,2 pl des jeweiligen Primerpaares in
einer 1:10 Verdinnung und 5 pl eines SYBR-Green-haltigen Mastermixes. Fir das Gen
CCR7 wurde folgende Zusammensetzung gewahlt: 5 pul Mastermix, 1 pl eines kommerziellen
Primerpaares (Fa. Qiagen) und 1 pl RNAse-freies Wasser. Aus Grunden der besseren
Vergleichbarkeit wurden fur jedes Gen alle Proben zusammen auf einer Platte pipettiert. Nach
Beflllung wurde die Platte mit einer Fluoreszenzlicht-durchlassigen Folie (optically clear)
fest verschlossen, damit die Proben wahrend der Messung nicht verdampfen und die Platte
wiederum bei 1000 upm abzentrifugiert. AbschlieBend wurde die Platte im Messgerat
TagMan 7900HT (Fa. Applied Biosystems) platziert, wobei folgende Zyklen durchlaufen
wurden: 2 min bei 95 °C zur initialen Aktivierung der durch Antikorper geblockten
Polymerase. Danach wurden 45 beziehungsweise bei zu erwartenden hoéheren Ct-Werten
55 Zyklen durchlaufen, um die gewiinschte DNA-Sequenz, die 50 — 150 Basenpaare umfasst,
zu vervielfaltigen. Diese Zyklen setzten sich aus 15s Denaturierung bei 95 °C, 20s

Primeranlagerung bei 60 °C und 40 s Kettenverldngerung bei 72 °C zusammen.
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Wahrend dem letzten Schritt, dem Schritt der Elongation, erfolgte jeweils die
Fluoreszenzdetektion. Bei der abschlielenden Messung der Schmelzkurve wurden die Proben
fir 15 s auf 95 °C erhitzt, dann fir 15 s auf 60 °C heruntergekihlt und anschlieBend langsam
(minimale ramp rate: 2%) wieder auf 95 °C gebracht. Dabei wurde wieder die Signalstarke
des SYBR-Green-Fluoreszenzfarbstoffes gemessen. Damit wurde die Spezifitat der Reaktion
fiir jede Probe Uberpruft. Zur Uberpriifung des Reaktionsmixes wurde auf jeder Messplatte
eine Eichgerade mit stets demselben Pool aus cDNA mitgefihrt.

Nach Austestung, welche Chemokinliganden und -rezeptoren in den Zelllinien BHY, BW-
225, DF-19, FaDuDD, GR-146-1, GR-145-11, HaCat und ZMK-1 nennenswert exprimiert sind
(Wolff et al. 2011b) wurde die Expression folgender Gene in meiner Studie untersucht (Tab
14).

Tab. 14: Untersuchte Chemokine und Chemokinrezeptoren

Chemokinrezeptor Chemokinliganden
CXCR4 CXCL12

CXCR1 CXCL1 und CXCL3
CCR6 CCL20

CXCR4 CXCL12

CCRY

Unter der kombinierten Radiochemotherapie kam es bei einigen Zelllinien zum starken
Zellsterben, wodurch auch die Menge an RNA stark abfiel. Es wurden Ct-Werte bis maximal
45 Zyklen beriicksichtigt, sofern die Schmelzkurve noch auf das gewiinschte spezifische
Produkt schlief3en lieR3.

Des Weiteren wurde die Expressionsstarke von HPRT1, TBP und TUBB als Referenzgene
gemessen und aus diesen drei ein gewichtetes Mittel gebildet, worauf dann der

Expressionszustand jedes der Zielgene bezogen wurde.

2.2.11 Statistische Auswertung der Genexpression
Die im Ergebnisteil aufgefiihrten Diagramme zeigen nun die jeweiligen Zelllinien und deren

Expression der Chemokine unter Radiochemotherapie im zeitlichen Verlauf. Alle gemessenen
Werte wurden auf die Werte der oben genannten Referenzgene normiert.
Eine Anderung der Expression eines Gens wurde als signifikant angesehen, wenn eine

Veranderung der Expression um den Faktor zwei festgestellt werden konnte.
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3. Ergebnisse
3.1 Cisplatin-Effekte

In diesem Kapitel wird nun der Cisplatin-Effekt der verschiedenen Zellreihen im Vergleich zu
den unbehandelten Kontrollen im Koloniebildungsversuch dargestelit.
Eine signifikante Veranderung des Uberlebens wurde mit gepaarten T-Test bestimmt und in

den folgenden Grafiken mit Sternen gekennzeichnet.

3.1.1 Cisplatin-Effekt im Koloniebildungsversuch
Betrachtet man den reinen Cisplatin-Effekt auf die verschiedenen Zellreihen erkennt man,

dass die Zelllinien unterschiedlich stark auf die Behandlung mit Cisplatin reagieren. Dabei
wurde der Wert 1 als Uberleben der Zellreihen ohne Therapie festgelegt. Bei allen Zellreihen
wurde eine deutliche Verringerung der Zellkolonien erkennbar, die sich als signifikant
darstellte. Die Normalgewebszellreihen HaCat und DF-19 zeigten dabei die geringste
Reaktion auf die Cisplatin-Therapie; bei den Tumorzellreihen FaDuDD und ZMK-1 war das

Uberleben am deutlichsten vermindert.

Cisplatin-Effekt
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Abb. 3: Darstellung der Cisplatin-Wirkung auf das Koloniebildungsverhalten

Wirkung von Cisplatin (2,5 mM) auf die verschiedenen Zellreihen nach zweisttindiger Inkubation,
Ausimpfung und Bebriitung der Zellen

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Tab. 15: Relatives Uberleben der Zellen nach alleiniger Cisplatin-Therapie

Kontrolle |SD-Kontrolle |Cisplatin | SD-Cisplatin | t-Wert p-Wert
BW-225 |1,000 0,222 0,358 0,181 5,903 | 0,0001027
DF-19 1,000 1,066 0,676 0,842 4,593 0,0007741
FaDuDD |1,000 0,765 0,262 0,309 5,547 0,0001735
GR-145-1 |1,000 0,189 0,650 0,360 5,516 | 0,0001819
GR-145-11 1,000 0,466 0,565 0,309 7,727 | 0,0000091
HaCat 1,000 0,464 0,673 0,297 4,929 | 0,0004501
ZMK-1 1,000 0,368 0,248 0,158 11,297 | 0,0000002

Kontrolle: relatives mittleres Uberleben der Kontrolle, SD-Kontrolle: Standardabweichung des
Uberlebens der Kontrolle, Cisplatin: relatives mittleres Uberleben der Zellen nach zweistiindiger
Inkubation mit 2,5 mM Cisplatin, SD-Cisplatin: Standardabweichung des Uberlebens der Zellen nach
zweistlindiger Inkubation mit 2,5 mM Cisplatin

3.1.2 Cisplatin-Effekt auf die Genexpression
Im folgenden Kapitel werden die Wirkungen der Cisplatin-Therapie auf die Genexpression

dargestellt. Wie in Kap. 2.2.10 erklart, stellt der Zeitpunkt 0 h den Zeitpunkt der Bestrahlung
dar, zu diesem Zeitpunkt erfolgte bereits die zweistiindige Inkubation mit 2,5 mM Cisplatin.
Bei den folgenden Darstellungen entspricht also der Zeitpunkt O h der ersten aufgearbeiteten
Probe. Eine Veranderung dieses Wertes ist dementsprechend als Effekt der Cisplatin-Therapie
im Vergleich zur unbehandelten Probe zu verstehen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der unterschiedlichen Chemokinexpressionen der
verschiedenen Zellreihen dargestellt.

3.1.2.1 CXCR4- und CXCL12-Expression

CXCR4

CXCR4 wurde nach alleiniger Cisplatin-Therapie von den Zelllinien ZMK-1, FaDuDD und
BW-225 exprimiert. Bei allen drei Zellreihen konnte eine signifikante Expressionssteigerung
auf z.T. Uber das 10-fache des Normwertes beobachtet werden. Bei BW-225 konnte zudem
eine Zunahme der Expression mit fortschreitender Zeit festgestellt werden, wahrend bei
ZMK-1 eine tendenziell gegenldufige Expression zu beobachten war. Bei der Zelllinie
FaDuDD konnte zunéachst eine Zunahme der Expression, nach 24 h eine leichte Abnahme und
nach 48 h wieder ein erneuter Anstieg der Expression dargestellt werden. Jedoch blieb auch

bei dieser Zelllinie die Expression die gesamte Zeit tiber der der Kontrollgruppe.
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Abb. 4: Expression von CXCR4 bei der Zelllinie BW-225 unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fuir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 5: Expression von CXCR4 bei der Zelllinie FaDuDD unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 6: Expression von CXCR4 bei der Zelllinie ZMK-1 unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fuir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

CXCL12

Auch CXCL12 wurde von drei Zelllinien unter alleiniger Cisplatin-Behandlung exprimiert.
Bei der Zelllinie DF-19 kam es zur keiner signifikanten Expressionsédnderung; bei GR-145-1
und BW-225 war jeweils der Oh-Wert signifikant verschieden, wobei es bei GR-145-1 zu einer
Expressionssteigerung und bei BW-225 zu einer Expressionsminderung kam. Eine zeitliche
Dynamik war weder bei DF-19 noch bei BW-225 zu finden.
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Abb. 7: Expression von CXCL12 bei der Zelllinie BW-225 unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 *“ der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fuir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 8: Expression von CXCL12 bei der Zelllinie DF-19 unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1" der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 9: Expression von CXCL12 bei der Zelllinie GR-145-1 unter Cisplatin-Therapie
Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1" der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fuir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

3.1.2.2 CXCR1-, CXCL1- und CXCL3-Expression

CXCR1
Die Expression von CXCR1 unter Behandlung mit Cisplatin konnte bei keiner Zelllinie

gemessen werden.

CXCL1

CXCL1 wird von allen Zelllinien auf3er von ZMK-1 exprimiert. Bei den Zelllinien HaCat und
BW-225 ist eine signifikante Expressionssteigerung im zeitlichen Verlauf zunehmend
erkennbar. Bei den Zelllinien DF-19, BHY, GR-145-1 und FaDuDD ist ebenfalls eine
signifikante Steigerung der Expression von CXCL1 zu beobachten, die bei diesen Zellreihen
jedoch parabelférmig verlauft und ihren Hohepunkt bei 24 h zeigt. GR-145-11 zeigt wie die
anderen Zelllinien eine Expressionssteigerung, jedoch zeigt diese uber den zeitlichen Verlauf

eine zundchst verminderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
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Abb. 10: Expression von CXCL1 bei der Zelllinie BHY unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1" der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 11: Expression von CXCL1 bei der Zelllinie BW-225 unter Cisplatin-Therapie
Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 * der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 12: Expression von CXCL1 bei der Zelllinie DF-19 unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1" der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 13: Expression von CXCL1 bei der Zelllinie FaDuDD unter Cisplatin-Therapie
Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 * der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 14: Expression von CXCL1 bei der Zelllinie GR-145-1 unter Cisplatin-Therapie
Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1" der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 15: Expression von CXCL1 bei der Zelllinie GR-145-11 unter Cisplatin-Therapie
Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 ** der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 16: Expression von CXCL1 bei der Zelllinie HaCat unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1" der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fuir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

CXCL3

Die Expression von CXCL3 erfolgte von drei Zelllinien, wobei die Expression bei den Linien
BHY und FaDuDD jeweils nur zu einem Zeitpunkt gemessen werden konnte. Diese
Expression ist bei der Zelllinie FaDuDD nicht signifikant verandert, wahrend der Wert bei
BHY den Wert der unbehandelten Kontrolle um ein 15-faches tbersteigt.

Bei der Zellreihe ZMK-1 konnte die CXCL3-Expression zu allen drei Zeitpunkten gemessen
werden, wo sie sich signifikant erhoht gegeniiber der der unbehandelten Kontrollen zeigte und
ihren Hohepunkt nach 24 h hatte.
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Abb. 17: Expression von CXCL3 bei der Zelllinie BHY unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fuir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 18: Expression von CXCL3 bei der Zelllinie FaDuDD unter Cisplatin-Therapie
Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1" der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 19: Expression von CXCL3 bei der Zelllinie ZMK-1 unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fuir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

3.1.2.3 CCRG6- und CCL20-Expression

CCR6

Die Expression des Chemokinrezeptors CCR6 erfolgte von den Zelllinien BHY und GR-145-
Il. Bei beiden Zelllinien war die Expression signifikant erniedrigt, Uber eine zeitliche

Dynamik lasst sich aufgrund der unvollstandigen Messzeitpunkte jedoch nichts aussagen.
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Abb. 20: Expression von CCR6 bei der Zelllinie BHY unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1" der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fuir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

CCR6 - GR-145-11
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Abb. 21: Expression von CCR6 bei der Zelllinie GR-145-11 unter Cisplatin-Therapie
Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 “ der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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CCL20

CCL20 wurde von allen Zelllinien unter Cisplatinbehandlung exprimiert. Uberwiegend
konnte dabei eine z.T. deutliche Zunahme der CCL20-Expression beobachtet werden. Bei den
Zelllinien BHY und DF-19 konnte nur eine Tendenz zur Anderung festgestellt werden, die
nicht signifikant war. Die Ergebnisse der tbrigen Zellreihen zeigen Abb. 23 und 25-29. Dabei
zeigten HaCat und ZMK-1 uiber alle Zeitpunkte hinweg eine signifikante Uberexpression. In
FaDuDD, GR-145-1 und GR-145-11 war die Expression nur zu einem Zeitpunkt signifikant
erhoht.

CCL20 - BHY
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Abb. 22: Expression von CCL20 bei der Zelllinie BHY unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1" der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 23: Expression von CCL20 bei der Zelllinie BW-225 unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fuir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

CCL20 - DF-19

CP 24h | n.a.

1

0,

1 10 100 1000
relative Expression

Abb. 24: Expression von CCL20 bei der Zelllinie DF-19 unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1" der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 25: Expression von CCL20 bei der Zelllinie FaDuDD unter Cisplatin-Therapie
Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 *“ der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fuir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

CCL20 - GR-145-1
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Abb. 26: Expression von CCL20 bei der Zelllinie GR-145-1 unter Cisplatin-Therapie
Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1" der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 27: Expression von CCL20 bei der Zelllinie GR-145-11 unter Cisplatin-Therapie
Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 *“ der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fuir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

CCL20 - HaCat
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Abb. 28: Expression von CCL20 bei der Zelllinie HaCat unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1" der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 29: Expression von CCL20 bei der Zelllinie ZMK-1 unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 *“ der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fuir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

3.1.2.4 CCR7-Expression

48

CCR7 wurde von den Tumorzelllinien BHY und ZMK-1 und von den Normalgewebe-

Zelllinien HaCat und DF-19 exprimiert. Bei der Zelllinie HaCat konnte durch die Cisplatin-

Therapie eine deutliche Expressionsminderung beobachtet werden. Im zeitlichen Verlauf

steigt die Expression von CCR7 bei HaCat zwar wieder an, bleibt aber zu allen Zeitpunkten

signifikant erniedrigt. Die Expression von CCR7 verlauft bei der anderen Normalgewebe-

Zelllinie DF-19 beziglich der Dynamik tber die Zeit gegenlaufig zu der von HaCat; es

kommt zu einer signifikanten Expressionsminderung nach 48 h. Bei BHY und kommt es erst

nach 48 h zu einer signifikanten Expressionssteigerung. ZMK-1 zeigt eine signifikante

Expressionssteigerung nach 48 h, jedoch ist hier keine Aussage Uber eine zeitliche Dynamik

moglich.
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Abb. 30: Expression von CCR7 bei der Zelllinie BHY unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1" der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fuir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

CCR7 - DF-19
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Abb. 31: Expression von CCR7 bei der Zelllinie DF-19 unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 *“ der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Abb. 32: Expression von CCR7 bei der Zelllinie HaCat unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 *“ der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fuir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h = Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt O (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

CCR7 - ZMK-1
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Abb. 33: Expression von CCR7 bei der Zelllinie ZMK-1 unter Cisplatin-Therapie

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Dabei entspricht der Wert ,, 1 *“ der Expression der unbehandelten Kontrolle.

Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie aufgetragen.
CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

0 h, 24 h, 48 h .= Extrahierung der RNA zum Zeitpunkt 0 (zwei Stunden nach Inkubation mit
Cisplatin), 24 und 48 Stunden spater

* Signifikant verénderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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3.2 Einfluss der Radiochemotherapie auf das Koloniebildungsverhalten

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Koloniebildungstests dargestellt. Wie in
Kap. 2.2.5 beschrieben, wurden hierzu die Halfte der Proben mit Cisplatin vorbehandelt und
anschlieBend alle Proben mit zunehmender Dosis bestrahlt. Die anschlieRend tberlebenden
Kolonien wurden ausgezahlt und grafisch dargestellt

Alle Zelllinien weisen eine verringerte Koloniebildung nach kombinierter Therapie im

Vergleich zur alleinigen Radiotherapie auf. Diese stellte sich als signifikant dar.

3.2.1 Koloniebildungsversuch BHY
Die Zelllinie BHY bildete keine Kolonien, die Anfertigung einer Koloniebildungskurve war

nicht méglich.
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3.2.2 Koloniebildungsversuch BW-225

Bei der kombinierten Strahlentherapie erkennt man bei BW-225 eine verminderte
Koloniebildung durch die Chemotherapie sowie eine verminderte Koloniebildung durch die

zunehmende Strahlendosis.

Uberlebenskurve - BW-225
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Abb. 34: Koloniebildungstest BW-225

Ordinate: Logarithmische Darstellung des relativen Uberlebens der zuvor ausgeimpften Zellen mit
bzw. ohne vorherige Cisplatin-Therapie. Abszisse: Dosis in Gray. Normierung auf die unbehandelte
Kontrolle.

Tab. 16: Werte der Koloniebildungstests von BW-225

Dosis [Gy] | Kontrolle | SD-Kontrolle | Cisplatin | SD-Cisplatin |t-Wert | p-Wert
0 1,000 0,222 0,358 0,181 5,903 |0,00010
1 0,603 0,119 0,218 0,121 5,868 |0,00011
2 0,410 0,142 0,147 0,045 5,007 |0,00040
3 0,263 0,084 0,109 0,020 5,506 |0,00018
4 0,137 0,033 0,090 0,013 4,346 |0,00116
6 0,088 0,023 0,049 0,010 5,736 |0,00013

Kontrolle= Mittelwert des Uberlebens Zellen mit alleiniger Radiotherapie

SD-Kontrolle = Standardabweichung des Uberlebens der Zellen mit alleiniger Radiotherapie
Cisplatin = Mittelwert des Uberlebens der Zellen mit kombinierter Radiochemotherapie

SD-Cisplatin = Standardabweichung des Uberlebens der Zellen mit kombinierter Radiochemotherapie
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3.2.3 Koloniebildungsversuch DF-19

Bei der Normalgewebslinie DF-19 zeigt sich ein geringerer Cisplatin-Effekt, die Unterschiede
der kombinierten Therapie und zur alleinigen Radiotherapie sind hier geringer ausgepragt als

bei den Tumorzellreihen.

Uberlebenskurve - DF-19
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Abb. 35: Koloniebildungstest DF-19

Ordinate: Logarithmische Darstellung des relativen Uberlebens der zuvor ausgeimpften Zellen mit
bzw. ohne vorherige Cisplatin-Therapie. Abszisse: Dosis in Gray. Normierung auf die unbehandelte
Kontrolle.

Tab. 17: Werte der Koloniebildungstests von DF-19

Dosis [Gy] | Kontrolle |SD-Kontrolle |Cisplatin | SD-Cisplatin | t-Wert | p-Wert

0 1,000 1,066 0,676 0,842 4,593 0,000774
1 0,620 0,662 0,246 0,291 3,425 0,005674
2 0,220 0,178 0,132 0,122 4,783 0,000568
3 0,147 0,094 0,075 0,066 5,112 0,000337
4 0,099 0,065 0,065 0,049 4,901 0,000471
6 0,052 0,026 0,030 0,012 4,868 0,000496

Kontrolle= Mittelwert des Uberlebens Zellen mit alleiniger Radiotherapie

SD-Kontrolle = Standardabweichung des Uberlebens der Zellen mit alleiniger Radiotherapie
Cisplatin = Mittelwert des Uberlebens der Zellen mit kombinierter Radiochemotherapie

SD-Cisplatin = Standardabweichung des Uberlebens der Zellen mit kombinierter Radiochemotherapie
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3.2.4 Koloniebildungsversuch FaDuDD

Bei der Zelllinie FaDuDD zeigen sich insbesondere bei der kombinierten Therapie hohe
Variabilitdten der Koloniebildung. Trotzdem zeigen sich auch hier anndhernd parallel

verlaufende Trendlinien der verschiedenen Therapien.

Uberlebenskurve - FaDuDD
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Abb. 36: Koloniebildungstest FaDuDD

Ordinate: Logarithmische Darstellung des relativen Uberlebens der zuvor ausgeimpften Zellen mit
bzw. ohne vorherige Cisplatin-Therapie. Abszisse: Dosis in Gray. Normierung auf die unbehandelte
Kontrolle.

Tab. 18: Werte der Koloniebildungstests von FaDuDD

Dosis [Gy] | Kontrolle | SD-Kontrolle | Cisplatin | SD-Cisplatin |t-Wert p-Wert

0 1,000 0,765 0,262 0,309 5,547 0,000174
1 0,703 0,625 0,107 0,124 3,984 0,002145
2 0,848 0,743 0,111 0,122 4,057 0,001893
3 0,407 0,195 0,049 0,052 7,893 0,000007
4 0,436 0,282 0,046 0,052 5,662 0,000146
6 0,253 0,146 0,025 0,026 6,201 0,000067

Kontrolle= Mittelwert des Uberlebens Zellen mit alleiniger Radiotherapie

SD-Kontrolle = Standardabweichung des Uberlebens der Zellen mit alleiniger Radiotherapie
Cisplatin = Mittelwert des Uberlebens der Zellen mit kombinierter Radiochemotherapie

SD-Cisplatin = Standardabweichung des Uberlebens der Zellen mit kombinierter Radiochemotherapie
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3.2.5 Koloniebildungsversuch GR-145-1

Bei GR-145-1 ist der Unterschied zwischen den Trendlinien der Radiochemotherapie und
Strahlentherapie weniger ausgepragt als bei anderen Zellreihen, da die Cisplatin-Therapie

einen vergleichsweise geringen Effekt auf die Koloniebildung ausmacht.

Uberlebenskurve - GR-145-1
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Abb. 37: Koloniebildungstest GR-145-1

Ordinate: Logarithmische Darstellung des relativen Uberlebens der zuvor ausgeimpften Zellen mit
bzw. ohne vorherige Cisplatin-Therapie. Abszisse: Dosis in Gray. Normierung auf die unbehandelte
Kontrolle.

Tab. 19: Werte der Koloniebildungstests von GR-145-1

Dosis [Gy] | Kontrolle | SD-Kontrolle | Cisplatin | SD-Cisplatin |t-Wert p-Wert

0 1,000 0,189 0,650 0,360 5,516 0,000182
1 0,728 0,285 0,450 0,235 7,023 0,000022
2 0,664 0,255 0,378 0,273 6,497 0,000044
3 0,619 0,223 0,409 0,257 8,928 0,000002
4 0,489 0,175 0,296 0,172 6,173 0,000070
6 0,307 0,130 0,165 0,065 6,887 0,000026

Kontrolle= Mittelwert des Uberlebens Zellen mit alleiniger Radiotherapie

SD-Kontrolle = Standardabweichung des Uberlebens der Zellen mit alleiniger Radiotherapie
Cisplatin = Mittelwert des Uberlebens der Zellen mit kombinierter Radiochemotherapie

SD-Cisplatin = Standardabweichung des Uberlebens der Zellen mit kombinierter Radiochemotherapie
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3.2.6 Koloniebildungsversuch GR-145-11

Bei der Zellreihe GR-145-11 zeigt sich bereits durch die Cisplatin-Therapie eine Halbierung
der Koloniebildung. Die um circa die Halfte verminderte Koloniebildung ist bei allen

Strahlendosen zu beobachten.

Uberlebenskurve - GR-145-11
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Abb. 38: Koloniebildungstest GR-145-11

Ordinate: Logarithmische Darstellung des relativen Uberlebens der zuvor ausgeimpften Zellen mit
bzw. ohne vorherige Cisplatin-Therapie. Abszisse: Dosis in Gray. Normierung auf die unbehandelte
Kontrolle.

Tab. 20: Werte der Koloniebildungstests von GR-145-11

Dosis [Gy] | Kontrolle | SD-Kontrolle | Cisplatin | SD-Cisplatin |t-Wert p-Wert

0 1,000 0,466 0,565 0,309 7,727 0,000009
1 0,728 0,475 0,380 0,206 4,326 0,001202
2 0,649 0,413 0,349 0,255 5,497 0,000187
3 0,414 0,259 0,208 0,155 6,024 0,000086
4 0,321 0,276 0,174 0,138 3,643 0,003865
6 0,156 0,140 0,072 0,062 3,486 0,005092

Kontrolle= Mittelwert des Uberlebens Zellen mit alleiniger Radiotherapie

SD-Kontrolle = Standardabweichung des Uberlebens der Zellen mit alleiniger Radiotherapie
Cisplatin = Mittelwert des Uberlebens der Zellen mit kombinierter Radiochemotherapie

SD-Cisplatin = Standardabweichung des Uberlebens der Zellen mit kombinierter Radiochemotherapie
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3.2.7 Koloniebildungsversuch HaCat

Einen im Vergleich nur sehr geringen Effekt der Cisplatin-Therapie ist bei der Zelllinie HaCat
zu beobachten. Bei der Normalgewebslinie ist zusétzlich auch der Effekt der Strahlentherapie

und der kombinierten Radiochemotherapie geringer als bei den Tumorzellreihen.

Uberlebenskurve - HaCat
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Abb. 39: Koloniebildungstest HaCat

Ordinate: Logarithmische Darstellung des relativen Uberlebens der zuvor ausgeimpften Zellen mit
bzw. ohne vorherige Cisplatin-Therapie. Abszisse: Dosis in Gray. Normierung auf die unbehandelte
Kontrolle.

Tab. 21 Werte der Koloniebildungstests von HaCat

Dosis [Gy] | Kontrolle | SD-Kontrolle | Cisplatin | SD-Cisplatin |t-Wert p-Wert

0 1,000 0,464 0,673 0,297 4,929 0,000450
1 0,829 0,526 0,389 0,173 4,228 0,001417
2 0,781 0,517 0,555 0,475 8,042 0,000006
3 0,614 0,359 0,391 0,247 5,455 0,000199
4 0,579 0,393 0,253 0,213 4,540 0,000843
6 0,354 0,256 0,229 0,227 7,441 0,000013

Kontrolle= Mittelwert des Uberlebens Zellen mit alleiniger Radiotherapie

SD-Kontrolle = Standardabweichung des Uberlebens der Zellen mit alleiniger Radiotherapie
Cisplatin = Mittelwert des Uberlebens der Zellen mit kombinierter Radiochemotherapie

SD-Cisplatin = Standardabweichung des Uberlebens der Zellen mit kombinierter Radiochemotherapie
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3.2.8 Koloniebildungsversuch ZMK-1

Einen sehr ausgepréagten Unterschied zwischen Radiotherapie und Radiochemotherapie I&sst
sich bei der Zellreihe ZMK-1 nachweisen. Die Chemotherapie bewirkt bereits eine deutliche
Reduktion der Koloniebildung der unbestrahlten Kontrollen. Dieser Effekt wird jedoch nicht

durch die zuséatzliche Strahlendosis verstarkt.

Uberlebenskurve - ZMK-1

10

{ ................ e, ®Kontrolle
o1 L | e, e @ ® Cisplatin

relatives Uberleben
-+

Dosis [Gy]

Abb. 40: Koloniebildungstest ZMK-1

Ordinate: Logarithmische Darstellung des relativen Uberlebens der zuvor ausgeimpften Zellen mit
bzw. ohne vorherige Cisplatin-Therapie. Abszisse: Dosis in Gray. Normierung auf die unbehandelte
Kontrolle.

Tab. 22: Werte der Koloniebildungstests von ZMK-1

Dosis [Gy] | Kontrolle |SD-Kontrolle | Cisplatin | SD-Cisplatin | t-Wert p-Wert

0 1,000 0,368 0,248 0,158 11,297 0,0000002
1 0,703 0,318 0,174 0,139 9,776 0,0000009
2 0,552 0,244 0,150 0,127 11,595 0,0000002
3 0,397 0,168 0,091 0,073 10,723 0,0000004
4 0,325 0,171 0,091 0,076 7,822 0,0000081
6 0,166 0,147 0,034 0,021 3,324 0,0067811

Kontrolle= Mittelwert des Uberlebens Zellen mit alleiniger Radiotherapie

SD-Kontrolle = Standardabweichung des Uberlebens der Zellen mit alleiniger Radiotherapie
Cisplatin = Mittelwert des Uberlebens der Zellen mit kombinierter Radiochemotherapie

SD-Cisplatin = Standardabweichung des Uberlebens der Zellen mit kombinierter Radiochemotherapie
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3.3 Expression der Chemokinliganden und -rezeptoren unter

Radiochemotherapie
Die Effekte der alleinigen Radiotherapie wurden bereits von Wolff et al. beschrieben (Wolff
et al. 2011b). Die folgenden Diagramme beleuchten nun die Auswirkungen der kombinierten
Radiochemotherapie im Vergleich zu der alleinigen Radiotherapie. Alle Werte wurden zu
diesem Zwecke bereits auf die Kontrollproben, die weder Radio- noch Chemotherapie
erhalten haben, bezogen. Es handelt sich also um relative Expressionsdaten, welche auf der

Abszisse aufgetragen sind.

Auf der Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte der Messung und die jeweilige Therapie
aufgetragen. Im direkten Vergleich sind dabei immer die Werte der alleinigen Radiotherapie
(grau gefarbte Balken) gegeniiber der kombinierten Radiochemotherapie (schwarz gefarbte
Balken) aufgetragen. Eine Markierung der Balken mit einer Klammer zeigt dabei eine
signifikant  unterschiedliche  Expression der Radiotherapie im  Vergleich  zur
Radiochemotherapie an.

Auf der Abszisse ist die relative Expression des jeweilig gemessenen Gens aufgetragen. Ein
Wert von 1 bedeutet dabei eine Expression, die der Expression der unbehandelten Proben

entspricht gleicht.

3.3.1 CXCR4- und CXCL12-Expression
CXCR4

Die Steigerung der Expression, die bei der isolierten Chemotherapie fir CXCR4 beobachtbar
war, lasst sich ebenfalls bei der kombinierten Radiochemotherapie feststellen. Allerdings wird
dieser Chemokinrezeptor nur von den drei Zelllinien BW-225, FaDuDD und ZMK-1
exprimiert. Bei allen drei Zellreihen ist eine deutliche Expressionssteigerung gegentber den
unbehandelten Kontrollen zu sehen.

Bei der Zellreihe ZMK-1 findet sich zu allen Zeitpunkten eine signifikante
Expressionssteigerung von CXCR4 (Abb. 43). Bei der Ziellinie FaDuDD findet sich — mit
Ausnahme des 3-Stunden-Wertes — ebenfalls eine signifikante Mehrexpression. Bei BW-225
findet sich eine Expressionssteigerung nach 24 und 28 Stunden. Auffallig ist eine signifikante

Verminderung der Expression nach drei Stunden.
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Abb. 41: Darstellung der Expression von CXCR4 bei der Zelllinie BW-225

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 0 6h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 42: Darstellung der Expression von CXCR4 bei der Zelllinie FaDuDD

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 43: Darstellung der Expression von CXCR4 bei der Zelllinie ZMK-1

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT

CXCL12

Auch CXCL12 wurde nur von drei Zelllinien exprimiert. Wahrend bei GR-145-1 die
Expression stérker als die der unbehandelten Kontrollen war, blieb die Expression von
CXCL12 bei BW-225 und DF-19 unter der der Kontrollen. Im zeitlichen Verlauf blieb die
Expression wie auch schon bei der alleinigen Chemotherapie relativ konstant.

Im Vergleich zur alleinigen Radiotherapie wurde die Expression durch die kombinierte
Therapie bei BW-225 und DF-19 herabgesetzt, wahrend die Expression von CXCL12 durch
die Radiochemotherapie bei GR-145-1 deutlich gesteigert wurde.
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Abb. 44: Darstellung der Expression von CXCL12 bei der Zelllinie BW-225

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 45: Darstellung der Expression von CXCL12 bei der Zelllinie DF-19

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 46: Darstellung der Expression von CXCL12 bei der Zelllinie GR-145-1

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT

3.3.2 CXCR1-, CXCL1- und CXCL3-Expression
CXCR1

CXCR1 wurde von der Zelllinie HaCat exprimiert. Diese Werte lagen signifikant unter denen
der unbehandelten Kontrollen. Im zeitlichen Verlauf sowie im Vergleich mit den nur mit

Radiotherapie behandelten Proben konnten keine klaren Tendenzen beobachtet werden.
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Abb. 47: Darstellung der Expression von CXCR1 bei der Zelllinie HaCat

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT

CXCL1

CXCL1 wurde von den Tumorzelllinien BHY, BW-225, FaDuDD, GR-145-1 und GR-145-11
sowie den Normalgewebslinien HaCat und DF-19 exprimiert.

Bei GR-145-11 ist CXCL1 zu allen Zeitpunkten signifikant Uberexprimiert (Abb. 53).
Ahnliches gilt fir GR-145-1. Hier ist jedoch ein leichter Abfall der Expression uber die Zeit
zu beobachten. Tendenziell kann eine Mehrexpression auch fir BHY und bei der Zellreihe
HaCat fur vier von sechs Zeitpunkten festgestellt werden.

Bei der Zelllinie BW-225 finden sich gegensétzliche Ergebnisse; zunachst ist eine signifikante
Minderexpression von CXCL1 an den Zeitpunkten 1 h, 3 h und 12 h zu beobachten, bei den

Zeitpunkten 24 h und 48 h zeigt sich jedoch eine signifikante Mehrexpression.
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Im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen war die Expression durch die kombinierte
Radiochemotherapie nicht signifikant abgeschwacht teilweise jedoch stark erhoht. Bei
folgenden Zelllinien konnte keine Expressionsanderung im zeitlichen Verlauf deutlich
werden: BHY, DF-19, GR-145-11 und HaCat. Bei den Zellreihen BW-225 und FaDuDD
konnte Uber die Zeit eine Expressionssteigerung, bei der Zelllinie GR-145-1 konnte eine
Expressionsminderung beobachtet werden.

Die kombinierte Radiochemotherapie bewirkte im Vergleich zur alleinigen Radiotherapie eine
vermehrte Expression von CXCL1. Vor allem bei der Messung nach 24 bis 48 Stunden ist

eine starkere Expression zu beobachten.
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Abb. 48: Darstellung der Expression von CXCL1 bei der Zelllinie BHY

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT



66

CXCLI1 - BW-225

2Gy 0lh *
2Gy CP 0lh *

2Gy 03h *
2Gy CP 03h *

2Gy 06h
2Gy CP 06h

2Gy 12h *
2Gy CP 12h *

2Gy 24h ]
2Gy CP 24h *
2Gy 48h
2Gy CP_48h ol
0.1 1 10
relative Expression

Abb. 49: Darstellung der Expression von CXCL1 bei der Zelllinie BW-225

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 50: Darstellung der Expression von CXCL1 bei der Zelllinie DF-19

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 51: Darstellung der Expression von CXCL1 bei der Zelllinie FaDuDD

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 52: Darstellung der Expression von CXCL1 bei der Zelllinie GR-145-1

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 53: Darstellung der Expression von CXCL1 bei der Zelllinie GR-145-11

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 54: Darstellung der Expression von CXCL1 bei der Zelllinie HaCat

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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CXCL3

Die Expression von CXCL3 erfolgte von den Zelllinien BHY, DF-19, FaDuDD, GR-145-I,
GR-145-11, HaCat und ZMK-1, jedoch konnten nur an den wenigstens Zeitpunkten eine
signifikante Menge an cDNA nachgewiesen werden. Bei allen mit Radiochemotherapie
behandelten Proben lagen die gemessenen Werte deutlich tber denen der unbehandelten
Kontrollen sowie Uber den Werten der Proben, die mit alleiniger Radiotherapie behandelt
wurden. Die kombinierte Radiochemotherapie flihrte also zu einer Steigerung der Expression
an CXCL3, die sowohl bei Tumorzellen als auch bei physiologischen Zellreihen zu

beobachten war.
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Abb. 55: Darstellung der Expression von CXCL3 bei der Zelllinie BHY

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fuir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 56: Darstellung der Expression von CXCL3 bei der Zelllinie DF-19

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 57: Darstellung der Expression von CXCL3 bei der Zelllinie FaDuDD

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 58: Darstellung der Expression von CXCL3 bei der Zelllinie GR-145-1

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 59: Darstellung der Expression von CXCL3 bei der Zelllinie GR-145-11

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT



72

CXCL3 - HaCat

2Gy 01h |
2Gy CP 0lh |D.a.

2Gy 03h I
2Gy CP03h |n.a.

2Gy 06h I
2Gy CP06h |n.a.

2Gy 12h
2Gy CP_12h |n.a.

2Gy 24h
2Gy_CP 24h «]
2Gy 48h
2Gy_CP_48h «]
0.1 1 10 100 1000

relative Expression

Abb. 60: Darstellung der Expression von CXCL3 bei der Zelllinie HaCat

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 61: Darstellung der Expression von CXCL3 bei der Zelllinie ZMK-1

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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3.3.3 CCR6- und CCL20-Expression
CCR6

CCR6 wurde von BHY zu allen Zeitpunkten exprimiert, Dabei zeigte sich im Vergleich zu
den unbehandelten Kontrollen sowie den mit alleiniger Radiotherapie behandelten Zellen eine
deutliche Abnahme der Genexpression durch die kombinierte Radiochemotherapie. Ebenso
konnte eine leichte Abnahme im zeitlichen Verlauf beobachtet werden.

Bei der Zelllinie GR-145-11 konnten nur Werte nach 24 und 48 Stunden gemessen werden.
Diese lagen, wie bereits die Werte der alleinigen Radiotherapie deutlich unter der Expression

der unbehandelten Kontrollen.

CCR6 - BHY

2Gy 0lh
2Gy CP 0lh

2Gy 03h
2Gy CP 03h

2Gy 06h
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2Gy 12h
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2Gy 48h
2Gy CP 48h

10
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Abb. 62: Darstellung der Expression von CCR6 bei der Zelllinie BHY

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fiir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 63: Darstellung der Expression von CCR6 bei der Zelllinie GR-145-11

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT

CCL20

Die Expression von CCL20 konnte bei allen Zelllinien nachgewiesen werden. Die
Expressionsstarke lag bei fast allen Zelllinien auf dem Niveau der unbehandelten Kontrollen,
nur die Zellreihe ZMK-1 zeigte einen signifikanten Anstieg der Expression um bis zu das
Hundertfache der Ausgangswerte.

Wahrend bei den Zellreihen BHY, BW-225, DF-19, GR-145-1 und HaCat eine Abnahme der
Expression im zeitlichen Verlauf zu beobachten war, die bei allen Zellreihen aufRer HaCat
auch unter die Expression der unbehandelten Kontrollen abfiel, konnte bei der Zelllinien
FaDuDD, GR-145-11 und ZMK-1 keine deutliche Zu- oder Abnahme der Expression
beobachtet werden.

Im Vergleich zur alleinigen Radiotherapie konnte bei BHY und GR-145-1 keine signifikante
Anderung der Genexpression durch die kombinierte Radiochemotherapie festgestellt werden;
bei den Zelllinien FaDuDD, GR-145-11, HaCat und ZMK-1 bewirkte die Radiochemotherapie
eine Expressionssteigerung, bei DF-19 eine Abnahme der Expression von CCL20 im

Vergleich zur alleinigen Radiotherapie.
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Abb. 64: Darstellung der Expression von CCL20 bei der Zelllinie BHY

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 65: Darstellung der Expression von CCL20 bei der Zelllinie BW-225

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 66: Darstellung der Expression von CCL20 bei der Zelllinie DF-19

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 67: Darstellung der Expression von CCL20 bei der Zelllinie FaDuDD

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 68: Darstellung der Expression von CCL20 bei der Zelllinie GR-145-1

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 69: Darstellung der Expression von CCL20 bei der Zelllinie GR-145-11

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 70: Darstellung der Expression von CCL20 bei der Zelllinie HaCat

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 71: Darstellung der Expression von CCL20 bei der Zelllinie ZMK-1

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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3.3.4 CCRY7
CCR7 wurde von BHY, DF-19, HaCat und ZMK-1 exprimiert. Die Expression blieb im

Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen meist schwécher, im Vergleich zu den Proben mit
alleiniger Radiotherapie konnte keine signifikante Expressionsanderung beobachtet werden.

Eine klare zeitliche Dynamik kann ebenfalls nicht festgestellt werden.
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Abb. 72: Darstellung der Expression von CCR7 bei der Zelllinie BHY

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fuir zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 73: Darstellung der Expression von CCR7 bei der Zelllinie DF-19

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 74: Darstellung der Expression von CCR7 bei der Zelllinie HaCat

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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Abb. 75: Darstellung der Expression von CCR7 bei der Zelllinie ZMK-1

Auf der Abszisse ist die relative Expression des Gens, bezogen auf die unbehandelten Kontrollen
dargestellt. Auf die Ordinate sind die verschiedenen Zeitpunkte mit der jeweiligen Therapie
aufgetragen. Die Werte der alleinigen Radiotherapie sind der Arbeit von Wolff (Wolff et al. 2011b)
entnommen und in der Grafik hell dargestellt.

2 Gy = Bestrahlung der Zellen mit 2 Gray

CP = Behandlung und Inkubation fur zwei Stunden der Zellen mit Cisplatin

01 h, 03 h, 06 h, usw. = Extrahierung der RNA 01, 03, 06, usw. Stunden nach Bestrahlung

* Signifikant veranderte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

] Signifikanter Unterschied der Expression von RT im Vergleich zur RCT
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4. Diskussion

Im folgenden Kapitel werden nun die Ergebnisse aus Kap. 3 diskutiert und in einen
wissenschaftlichen Zusammenhang gestellt.

Wie in Kap. 1.3.2 beschrieben, wurden in dieser Arbeit Chemokinliganden und —rezeptoren
untersucht, die sich bereits bei SCCHN als relevant dargestellt haben. Der Messung einer
veranderten Expression unter kombinierter Radiochemotherapie, die ein Standardverfahren
bei SCCHN st (Lefebvre 2005; Siddiqui et al. 2011), wurde bisher wenig Beachtung
geschenkt. Aufgrund der immer noch schlechten Prognose bei SCCHN (Hauswald et al.
2011) ist es besonders wichtig, moglichst umfangreich (ber Einflisse, die auf die
Tumorzellen wirken, Bescheid zu wissen. Nur mit diesem Wissen kann eine
Weiterentwicklung der Therapie von SCCHN, aber auch eine bessere Einschatzung der
Prognose erfolgen.

Einen Baustein hierzu soll vorliegende Arbeit beitragen.

4.1 Cisplatin-Effekt

4.1.1 Cisplatin-Effekt im Koloniebildungsversuch
Bei alleiniger Therapie mit Cisplatin konnte in den Koloniebildungsversuchen bei allen

Zellreihen ein signifikant vermindertes Uberleben beobachtet werden.

Den geringsten Einfluss auf das Zelliiberleben hatte Cisplatin bei den Normalgewebslinien
HaCat und DF-19. Besonders stark zeigte sich der Effekt von Cisplatin auf die
Tumorzellreihen BW-225, FaDuDD und ZMK-1. Hierbei war die Koloniebildungsrate z. T.
bis um 75% gegentiber der unbehandelten Kontrolle erniedrigt.

Aufgrund der bei den Tumorzellen bereits verdnderten DNA und meist eingeschranktem
Reparatursystem konnen die durch die Cisplatin-Therapie entstehenden Schéden nicht mehr
ausgeglichen werden, und die Zelle muss den programmierten Zelltod einleiten. Im Gegensatz
dazu weisen die gesunden Gewebsreihen ein intaktes Reparatursystem auf und kénnen so die
durch die Chemotherapie ausgeldsten Schaden besser kompensieren. Hierdurch sind auch die
ebenfalls im Vergleich zu anderen Chemotherapeutika eher geringen Nebenwirkungen bei
einer Therapie mit Cisplatin zu erklaren (Wolff et al. 2009).

Jedoch zeigten sich bei den Tumorzellreihen BHY, GR-145-1 und GR-145-11 ein nur
moderates Ansprechen auf die Cisplatin-Therapie, was sich auch in den individuell

unterschiedlichen Ansprechraten der Patienten mit SCCHN deckt.
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Zum Teil wurden besonders groRe Standardabweichungen beobachtet. Ein moglicher Grund
konnte die hohe Teilungsgeschwindigkeit der Zelllinien sein, die bei langerer Inkubation der
Zellen zu einem erhéhten Vorkommen an Kolonien fuhrte. Des Weiteren zeigten die Zellen
ein zum Teil recht flachiges Wachstum, so dass eine Isolierung der einzelnen Kolonien sich

zeitweise recht schwierig gestaltete.

4.1.2 Cisplatin-Effekt auf die Genexpression
Primdres Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Cisplatin auf die Genexpression

verschiedener, auch in Tumoren vorkommender Chemokinliganden und —rezeptoren zu
untersuchen. Die Auswahl bezieht sich auf die Arbeit von Wolff et al. (Wolff et al. 2011b).
Die Ergebnisse der Messung der einzelnen Expressionen der Chemokinliganden und

—rezeptoren sollen hier nun in wissenschaftlichen Kontext diskutiert werden.

4.1.2.1 CXCR4- und CXCL12-Expression
Wie in Kap. 1.3.2 bereits erlautert, spielen CXCR4 und sein Ligand CXCL12 eine wichtige

Rolle bei Tumorwachstum und Metastasierung (Raman et al. 2007; Lugade et al. 2008).

In dieser Arbeit konnte bei den exprimierenden Zelllinien BW-225, FaDuDD und ZMK-1 die
CXCR4-Expression bei singuldrer Cisplatin-Therapie beobachtet werden. Das zeitliche
Muster dieser Expression unterschied sich dabei zwischen den genannten Zellreihen, jedoch
war die Expression zu jedem Zeitpunkt signifikant gegentber der unbehandelten Kontrolle
erhoht.

Eine Uberexpression von CXCR4 unter Chemotherapie wurde bereits in mehreren Studien
beschrieben. Diese geht haufig mit einem schlechten Therapieansprechen einher (Sison et al.
2013). Urséchlich fir eine vermehrte Expression kann jedoch auch eine zu gering gewahlte
Dosierung der eingesetzten Chemotherapie sein (Koishi et al. 2006).

Ubertragen auf diese Untersuchung miisste somit die nachgewiesene Mehrexpression von
CXCR4 mit einem schlechten Ansprechen der Zellen auf die Cisplatin-Gabe im
Koloniebildungsversuch einhergehen. Dies war jedoch nicht der Fall. Es scheinen somit
weitere Einflussfaktoren im Rahmen der Cisplatin-Therapie zu existieren, die ein gutes

Ansprechen dieser Zellen auf die Chemotherapie-Gabe bewirken.
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Im Gegensatz dazu zeigte sich die Expression des Liganden CXCL12, die bei den Zelllinien
BW-225 und DF-19 gemessen werden konnte, tendenziell vermindert. Die Studienlage zu
CXCL12 ist aktuell nicht eindeutig (s. Kap 4.2.2.1). Da es sich bei BW-225 und DF-19
zudem sowohl um eine Tumor- als auch um eine Normalzelllinie handelt, ist eine biologische

Bedeutung der CXCL12-Expression aus diesen Experimenten nicht ableitbar.

4.1.2.2 CXCR1-, CXCL1- und CXCL3-Expression
Der Einfluss von CXCL1, CXCL3 und CXCR1 auf das Verhalten von Zellen ist vielfaltig.

Unter der Behandlung mit Cisplatin konnte CXCR1 bei keiner Zellreihe nachgewiesen
werden. Auch bei der kombinierten Radiochemotherapie, wie sie in dieser Arbeit untersucht
wurde, war hierzu passend eine deutliche Expressionsminderung nachweisbar. Andere
Studien zeigten dies auch fir eine isolierte Radiotherapie (Wolff et al. 2011b).

Bei besonders aggressiv. wachsenden Tumoren wie bspw. dem Pankreas-Karzinom ist
bekannt, dass eine vermehrte CXCR1-Expression mit einem erhdhten Metastasierungsrisiko
verbunden ist (Chen et al. 2014); ebenso ist hiermit eine erhdhte Mortalitat verbunden. Das
Ausbleiben der CXCR1-Expression bei den hier untersuchten Zellreihen kann somit als
mdoglicher Préadiktor fiir ein gutes Ansprechen wie auch ein erniedrigtes Metastasierungsrisiko
unter Therapie verstanden werden.

Im Gegensatz dazu kann CXCL1 bei allen Zellreihen auler ZMK-1 nachgewiesen werden. In
allen Zellreihen zeigten sich hierbei unterschiedliche zeitliche Dynamiken, jedoch liel3 sich
bei jeder Zellreine an mindestens einem Zeitpunkt eine signifikante Uberexpression von
CXCL1 beobachten. Ahnlich wurde dies bereits von Seignez et al. in vivo beobachtet
(Seignez et al. 2014). Eine Therapie mit platinhaltigen Zytostatika fiihrte in dieser Studie zu
einer Uberexpression von CXCL1, was zu einer vermehrten Immigration von neutrophilen
Granulozyten flihrte. Dies wurde im Sinne einer zelluldren Regeneration gedeutet. Auch
andere Autoren sehen in einer in vivo gesteigerten Expression von CXCLL1 eine Einleitung
verschiedener Reparaturvorgange. Dies soll somit zum Zellerhalt beitragen (Acharyya et al.
2012).

Beim am gleichen Rezeptor bindenden Liganden CXCL3 zeigte sich in dieser Arbeit ein
gleichsinniges Verhalten. Es zeigen sich vermehrte Expressionen bei den Tumorzellreihen
BHY und ZMK-1. Durch die gleiche Rezeptoraffinitat von CXCL1 und CXCL3 scheinen die
Ergebnisse im gleichen, wie bereits oben beschriebenen, biologischen Kontext zu stehen. Der
Zellerhalt scheint hier im Mittelpunkt zu stehen.
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4.1.2.3 CCR6- und CCL20-Expression

Die Expression von CCR6 erfolgte von den Zellreihen BHY und GR-145-11, bei diesen
jedoch nicht zu allen Zeitpunkten. Bei den gemessenen Zeitpunkten zeigte sich die Expression
signifikant vermindert im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.

CCL20 hingegen wurde von allen Zelllinien exprimiert. Dabei zeigte sich bei der isolierten
Cisplatin-Therapie bei der Zelllinie BW-225 eine verminderte Expression, bei allen anderen
Zellreihen eine tendenziell vermehrte Expression von CCL20. Bei DF-19, FaDuDD,
GR-145-1 und ZMK-1 konnte Uber den zeitlichen Verlauf eine abnehmende Expression
beobachtet werden. Eine Expressionssteigerung unter platinhaltiger Chemotherapie konnte
bereits bei Rubie et al. nachgewiesen werden (Rubie et al. 2011). Die Autoren dieser Studie
betrachteten diese Expressionssteigerung als temporéren Effekt, der von ihnen als Ausdruck
einer Stressreaktion gewertet wurde. Die hier gezeigten Ergebnisse kdnnen somit im Rahmen
einer Stressreaktion der Zellen auf die Therapie mit Cisplatin gewertet werden.

Mrizak et al. konnten beim Nasopharynx-Karzinom Verbindungen zu einer veranderten T-
Zell-Aktivitat belegen (Mrizak et al. 2014). Beim Cervix-Karzinom gibt es zudem Belege,
dass eine CCR6/CCL20-Expression mit einer T-Zell-Migration in Tumorgewebe einhergeht
(Yu et al. 2015). Beim hepatozelluldren Karzinom scheint hingegen eine verdnderte
CCR6/CCL20-Expression mit einer erhohten GefaBinfiltration und Metastasenbildung
einherzugehen (Du et al. 2014).

Letztlich bleibt die pathophysiologische Bedeutung von CCR6/CCL20 fir die hier
untersuchten Zellreihen ungeklart, weitere Untersuchungen scheinen hier insbesondere in

Hinblick auf die hier erwahnte T-Zell-Interaktion sinnvoll.

4.1.2.4 CCR7-Expression

Eine Expression von CCR7 konnte bei BHY, DF-19, HaCat und ZMK nachgewiesen werden.
Bei der alleinigen Chemotherapie zeigte sich bei BHY eine verstarkte Expression. Bei HaCat
und ZMK konnte man bei alleiniger Chemotherapie einen Anstieg der Expression nach 24
und 48 Stunden beobachten.

Wie in Kap. 1.3.2 beschrieben, korreliert eine hohe CCR7-Expression mit einer hohen
Rezidivrate, Lymphknotenmetastasen, Tumorprogress und eingeschrankter Lebenserwartung
(Wang et al. 2005a; Tsuzuki et al. 2006). Ubertragen auf diese Versuche konnte die
Expressionssteigerung von CCR7 als Stressreaktion auf die Therapie verstanden werden,

wobei die Zelle unter Chemotherapie versucht, dem Zellzerfall entgegenzuwirken.
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Dementsprechend geht eine erhohte CCR7-Expression mit einer schlechteren Prognose einher
(Mburu et al. 2012).

4.2 Einfluss der Radiochemotherapie

Nachdem nun ausfthrlich die alleinigen Einfliisse von Cisplatin dargestellt wurden, sollen im

Folgenden die Effekte einer kombinierten Radiochemotherapie diskutiert werden.

4.2.1 Einfluss der Radiochemotherapie auf die Koloniebildungsversuche
In den Koloniebildungsversuchen wurde das Zelluberleben unter kombinierter

Radiochemotherapie beobachtet. Dabei konnte, wie in Kap. 4.1.1 bei allen Zellreihen ein
signifikanter Unterschied der Koloniebildung zwischen der unbehandelten Kontrolle und der
Cisplatin-Therapie dargestellt werden.

Mit zunehmender Strahlendosis zeigt sich ein vermindertes Uberleben der Zellen. Der
zytotoxische Effekt von Cisplatin wurde durch die Bestrahlung additiv verstarkt. Die
berechneten Trendlinien von den mit Radiochemotherapie behandelten Proben und den
ausschlieBlich bestrahlten Proben verliefen nahezu parallel. Somit ist unter den gewahlten
Bedingungen bei den hier verwandten Zelllinien die dem Cisplatin zugeschriebene
Radiosensibilisierung nicht zu beobachten. Das ausbleibende Sensitizing kann auf einer nur
maRigen intrazelluldren Sauerstoffkonzentration beruhen (Rave-Frénk et al. 2002). Die
Sauerstoffkonzentration in der Zelle ist besonders wichtig um das Radiosensitizing zu
ermdoglichen (s. Kap. 1.2.3). Da die Kolonien - auBer beim Nahrmediumswechsel - vollstandig
mit dem Nahrmedium bedeckt wurden, konnten die Zellen somit einem zu geringen
Sauerstoffgehalt ausgesetzt worden sein. Dies konnte eine erniedrigte intrazellulére
Sauerstoffkonzentration zur Folge haben, was wiederrum das ausbleibende Radiosensitzing
erklaren konnte.

Bei der Zelllinie BHY konnte keine Koloniebildung beobachtet werden, weswegen auf die
Anfertigung einer Uberlebenskurve verzichtet werden musste. Griinde hierfiir konnen in einer
mangelhaften Anhaftung der Zellen am Flaschenboden liegen. Hierdurch kdnnte es einerseits
zur erschwerten Koloniebildung kommen; andererseits konnte die Anfarbung der Kolonien

durch die verminderte Anheftung erschwert werden.
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4.2.2 Einfluss der Radiochemotherapie auf die Genexpression

4.2.2.1 CXCR4- und CXCL12-Expression

CXCR4 wurde von den drei Zellreihen BW-225, FaDuDD und ZMK-1 exprimiert. Hierbei
konnte bei FaDuDD und ZMK-1 eine signifikante Expressionssteigerung im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle und der alleinigen Radiotherapie beobachtet werden. Eine deutliche
zeitliche Dynamik ist bei diesen Zellreihen nicht erkennbar. Bei der Tumorzellreihe BW-225
zeigte sich nach drei und sechs Stunden zundchst eine verminderte Expression, nach 24 und
48 Stunden jedoch eine signifikante Mehrexpression. Eine Mehrexpression wird von den
Zellen bei Hypoxie eingeleitet. Hierdurch soll die Angiogenese angeregt und eine verbesserte
Sauerstoffzufuhr gewahrleistet werden (Gu et al. 2015; Shakir et al. 2015).

Dass eine Mehrexpression von CXCR4 unter Radiochemotherapie mit einer schlechteren
Prognose einhergeht, konnte von Koishi et al. nachgewiesen werden (Koishi et al. 2006).
Hierflr wurden nach neoadjuvanter Radiochemotherapie die Expressionen fir CXCR4 bei
Patienten mit Oesophagus-Tumoren gemessen. Patienten mit erhdhten CXCR4-Expressionen
hatten ein hoheres Risiko flr ein Tumorrezidiv sowie ein vermindertes Gesamtuberleben. Ein
ahnliches Ergebnis zeigte sich ebenso bei Patienten mit Glioblastom. Nach kombinierter
Radiochemotherapie korrelierte eine vermehrte CXCR4-Expression mit einem erhdhten
Rezidivrisiko (Tabouret et al. 2015).

Ein hoheres Rezidiv- und Metastasenrisiko konnte somit auch fur die Zellreihen BW-225,
FaDuDD und ZMK-1 postuliert werden.

CXCL12 wurde von den Zelllinien BW-225, DF-19 und GR-145-1 exprimiert. Hierbei zeigte
sich bei den Zelllinien BW-225 und DF-19 eine tendenziell verminderte CXCL12-
Expression. Dies deckt sich mit der oben genannten Studie der CXCR4-Expression bei
kombiniert behandelten Glioblastomen; auch hier war die CXCL12-Expression vermindert
(Tabouret et al. 2015).

Aber auch fir eine Uberexpression von CXCL12 unter kombinierter Radiochemotherapie
finden sich Belege; hier insbesondere fiir das fortgeschrittene Rektum-Karzinom (Tamas et al.
2015). Eine Mehrexpression konnte in dieser Arbeit fur die Zelllinie GR-145-1 nachgewiesen
werden.

Die Mehrexpression von CXCL12 bei GR-145-1 im Vergleich zur verminderten Expression
bei BW-225 und DF-19 sollte hier somit nicht als Fehlmessung eingeordnet werden; vielmehr

ist sie ein Ausdruck der unterschiedlichen Strahlenreaktion der untersuchten Zellreihen.
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Das alleinige Messen einer CXCL12-Expression kann somit keine eindeutige Aussage
beziglich des Tumorprogresses oder Therapieansprechens liefern. Hier sind weitere

Subgruppen-Analysen notwendig.

4.2.2.2 CXCR1-, CXCL1- und CXCL3-Expression

CXCR1 konnte nur bei der Zelllinie HaCat unter kombinierter Radiochemotherapie gemessen
werden, wobei auch hierbei nicht an allen Zeitpunkten eine Expression nachgewiesen werden
konnte. Die Expression, die messbar war, zeigte sich im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle bei allen gemessenen Werten signifikant erniedrigt.

Im Vergleich zur alleinigen Radiotherapie zeigt sich eine verminderte Expression von
CXCR1 zu den Zeitpunkten 01 h und 03 h. Zu den Zeitpunkten 06 h und 12 h befindet sich
die Expression auf einem &hnlichen Niveau.

Auch bei alleiniger Radiotherapie konnten Wolff et al. die Expression von CXCR1 nur bei
HaCat nachweisen (Wolff et al. 2011b).

Dadurch sind auch die fehlenden Werte erklarbar; ein zu hoher Ct-Wert in der PCR wird als
nicht verlasslich angesehen und somit kénnen sehr geringe Mengen RNA nicht nachgewiesen
werden.

Aufgrund des ebenfalls fehlenden Nachweises von CXCR1 bei den unbehandelten Kontrollen
der anderen Zellreihen muss davon ausgegangen werden, dass CXCR1 von den gepriften
Zellreihen nicht exprimiert wird.

Insbesondere fihrt auch die kombinierte Radiochemotherapie nicht zu einer CXCR1-

Expression. CXCR1 scheint somit fir die hier untersuchten Zellreihen bedeutungslos.

CXCL1 und CXCL3 wurden im Gegensatz zu CXCR1 von den meisten Zellreihen exprimiert
(s. Kap. 3.3.2). Bei beiden gemessenen Liganden zeigte sich eine deutliche Mehrexpression
im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen sowie zur isolierten Radiotherapie. Die
Ergebnisse sind deckungsgleich zur isolierten Cisplatintherapie.

Damit konnte in dieser Arbeit erstmals das Verhalten der beiden Chemokine unter
kombinierter Radiochemotherapie dargestellt werden.

Wie schon in Kap. 4.1.3.2 bereits diskutiert, konnte sich bei der Mehrexpression von CXCL1

und CXCL3 um einen Mechanismus zum Zellerhalt handeln.
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4.2.2.3 CCR6- und CCL20-Expression

In der vorliegenden Arbeit konnte die Expression von CCR6 nur bei der Zelllinie BHY zu
allen Zeitpunkten nachgewiesen werden. Im Gegensatz zur alleinigen Radiotherapie, bei der
die Expression der unbehandelten Kontrolle entsprach oder dartber lag, war die Expression
bei der kombinierten Radiochemotherapie signifikant erniedrigt.

Ebenso zeigte sich bei GR-145-11 die Expression zu den messbaren Zeitpunkten signifikant
erniedrigt.

Bei kolorektalen Karzinomen und Gliomen konnte nachgewiesen werden, dass eine
Uberexpression von CCR6 mit einer schlechteren Prognose einhergeht (Wang et al. 2012; Liu
et al. 2014). Eine Verbesserung des Gesamtiberlebens von Patienten mit SCCHN kdnnte
somit in Verbindung mit einem durch die Radiochemotherapie erniedrigten CCR6-Spiegel
gebracht werden. Eine kombinierte Radiochemotherapie konnte sich somit fir einige

Subklassen der SCCHN als prognostisch glinstig erweisen.

Bei der Messung von CCL20 unter Radiochemotherapie konnten unterschiedliche
Expressionsmuster beobachtet werden. Im Vergleich zur alleinigen Radiotherapie sind diese
variablen Expressionsmuster der kombinierten Radiochemotherapie sehr ahnlich.

Bekannt ist, dass ein Tumorprogress durch eine Radiotherapie bzw. eine Radiochemotherapie
aufgehalten werden kann (s. Kap. 1.2.2 und Kap. 1.2.3). Ein relevanter Unterschied zwischen
der Auswirkung der beiden Therapieoptionen auf die CCL20-Expression scheint nicht zu
bestehen.

Wang et al. beschrieben, dass durch die Stimulation mit CCL20 beim kolorektalen Karzinom
eine erhdhte Expression von CCR6 erreicht werden konnte (Wang et al. 2014). Dies kdnnte
einen Erklarungsansatz der erhthten CCL20-Expression bieten. Die Zelle versucht die
verringerte CCR6-Expression durch ein Mehrangebot an CCL20 zu kompensieren.

Ein anderer Erklarungsansatz konnten weitere, in dieser Arbeit nicht gemessene, Botenstoffe
sein. In einer friheren Arbeit konnte eine Expressionssteigerung von CCL20 durch
proinflammatorische  Zytokine wie Interleukin-lbeta und Tumornekrosefaktor-alpha
nachgewiesen werden (Wu et al. 2007). In diesem Zusammenhang sei hier nochmals auf das
Kap. 4.1.3.3 verwiesen; die dort beschriebene T-Zell-Aktivitat kdnnte im Rahmen der
proinflammatorischen Reaktion verstanden werden. Hier ist eine weitere Erforschung

wiinschenswert.
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4.2.2.4 CCR7-Expression

CCR7 wurde von vier Zellreihen exprimiert. Bei der Normalgewebszelllinie HaCat zeigte
sich eine signifikante Minderexpression von CCR7 gegeniber der unbehandelten Kontrolle
und der alleinigen Radiotherapie. Im Vergleich zur alleinigen Radiotherapie zeigte sich die
CCR7-Expression von BHY, DF-19 und ZMK1 tendenziell erniedrigt, bezuglich der
unbehandelten Kontrolle konnte keine grofReren Expressionsverdnderungen beobachtet
werden.

Dieses Ergebnis deckt sich mit den bereits bekannten Eigenschaften von CCR7. Eine CCR7-
Uberexpression begiinstigt in vivo die Ausbildung von Metastasen (Wang et al. 2004; Mburu
et al. 2012). Durch die Behandlung mit Radiochemotherapie bei SCCHN wird die
Metastasierungswahrscheinlichkeit verringert (Hanna et al. 2004; Qian et al. 2014);
ausblickend kann eine weitere SCCHN Subgruppenanalyse bezilglich CCR7 zudem auch
Aufschluss Uber Metastasierungswahrscheinlichkeiten bieten. Die klinische Bedeutung einer

solchen Analyse sollte evaluiert werden.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde das Verhalten der Expression von Chemokinliganden und
—rezeptoren bei SCCHN unter Chemotherapie und kombinierter Radiochemotherapie
untersucht.

Ziel dieser Untersuchung war es, ein besseres Verstandnis fur die auf den Tumor

einwirkenden Einflisse zu erlangen und deren Verhalten unter Therapie zu beschreiben.

Die Erhebung der Ergebnisse erfolgte durch die Anfertigung von Koloniebildungsversuchen
von SCCHN- und Normalgewebszelllinien. Des Weiteren wurde die Genexpression von
verschiedenen Chemokinliganden und -rezeptoren derselben Zellreihen mittels Real-time
PCR gemessen. Bei beiden Untersuchungsmethoden wurde dabei die singulére
Chemotherapie mit der kombinierten Radiochemotherapie verglichen. Zusatzlich erfolgte der

Vergleich mit der alleinigen Radiotherapie.

Durch die Therapie mit Cisplatin zeigte sich das Uberleben aller Zellreihen signifikant im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle vermindert. Bei den Normalgewebszelllinien war

dieser Effekt jedoch weit weniger stark ausgepragt als bei den Tumorzellen.

In den Koloniebildungsversuchen zeigte sich ein additiver Effekt der kombinierten

Radiochemotherapie; eine Radiosensibilisierung konnte nicht nachgewiesen werden.

Eine Verstarkung der Expressionsveranderung der Chemokinrezeptoren und ihrer Liganden
konnte durch die kombinierte Radiochemotherapie im Vergleich zur alleinigen Radiotherapie

in den meisten Fallen beobachtet werden.

Eine Mehrexpression unter Chemotherapie und Radiochemotherapie konnte bei CCL20
aufgezeigt werden. Dies kdnnte im Rahmen eines temporéaren Effektes, einer Kompensation
bei CCR6-Minderexpression oder aber im Rahmen einer erhéhten T-Zell-Migration
vorkommen. Eine verminderte CCR6-Expression korreliert mit einer Prognoseverbesserung

durch die Radiochemotherapie.

Ein gegensatzliches Verhalten unter den verschiedenen Therapieformen konnte bei CCR7

dargestellt werden. Unter der Chemotherapie kam es zu einer vermehrten CCR7-Expression,



92

unter Radiotherapie und kombinierter Radiochemotherapie eher zu einer verminderten
Expression. Eine verminderte Metastasierungswahrscheinlichkeit durch die kombinierte

Radiochemotherapie kann postuliert werden.

Bei dem Chemokinrezeptor CXCR4 konnte eine Uberexpression unter der Therapie
nachgewiesen werden. Dies konnte flr ein schlechtes Therapieansprechen der Zellen sprechen
oder aber als Ausdruck einer zellularen Hypoxie mit Versuch der Neoangiogenese gedeutet
werden. Eine vermehrte Expression von CXCR4 geht jedoch generell mit einer schlechten
Prognose einher. Im Gegensatz hierzu konnte flr den zugehdrigen Liganden CXCL12 keine

eindeutige Expressionsanderung nachgewiesen werden.

Eine Mehrexpression von CXCL1 und CXCL3 unter isolierter Chemotherapie und
kombinierter Radiochemotherapie konnte als Ausdruck einer zelluldren Regeneration
gedeutet werden, welche dem Zellerhalt dienen soll. Der zugehorige Rezeptor CXCR1 konnte

hingegen nur sehr vereinzelt nachgewiesen werden.

Das unterschiedliche Verhalten der Chemokinliganden und ihrer Rezeptoren stellt erneut die
Vielschichtigkeit des Themas dar.
Es werden sicherlich noch weitere Forschungen nétig sein, um die Auswirkungen von

Chemokinen besser zu verstehen und ihre Wirkung im Klinischen Alltag zu nutzen.
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