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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Tumorigenese

Der normale Zellzyklus ist Regulationsmechanismen unterworfen, die ein
Gleichgewicht zwischen Zellneubildung, Differenzierung und Zelluntergang
erhalten. Extrazellluldare Signale wie Hormone, Wachstumsfaktoren, Zytokine und
Differenzierungsfaktoren werden an spezifische Rezeptoren der Zelle gebunden,
wodurch Uber eine Signalkaskade die Zelle eine Aktivierung fiir spezifische
Funktionen bzw. einen Stimulus zur Proliferation erfahrt. Bei tumordsen
Veranderungen sind die Regulatoren und Rezeptoren an den Zellen verandert, d.h.
vermindert oder verstarkt. Durch Mutationen der Zellzyklusregulatoren kommt es
zu einer Entkopplung der Wachstumskontrolle. Die Folge ist, dass
Proliferationssignale und damit Zellvermehrungen im Vordergrund stehen.
Weiterhin entkommen Tumorzellen durch genetische und molekulare

Veranderungen dem programmierten Zelltod, wodurch diese unsterblich werden

(1).

1.2. Molekulare Ursachen der Tumorentstehung

Auf der molekularen Ebene handelt es sich bei einer Mutation um eine Veranderung
der Abfolge von Nukleinbasen im genetischen Material. Dabei gibt es verschiedene
Mutationstypen: Punktmutation, Deletion und Insertion. Wird bei einer
Punktmutation eine Base der DNA gegen eine andere ausgetauscht, so nennt man
diesen Vorgang Substitution. Geschieht dieser Austausch in einer codierenden
Region und bewirkt den Einbau einer abweichenden Aminosaure, flihrt dieses zu
einem veranderten Protein. Flr codierende Sequenzen kann man die Substitution
in folgende Kategorien einteilen: die nonsense—Mutation (sinnentstellende
Mutation), sie codiert flir einen Stopp der Translation, weiterhin die missense-
Mutation (sinnverandernde Mutation, ‘gain of function’), bei ihr wird eine andere
Aminosaure codiert und letztendlich die silent-Mutation (stille Mutation), bei dieser
wird die gleiche Aminosaure codiert. Man spricht in diesem Fall auch von einem

Polymorphismus. Schlimmer verlaufen kann eine Punktmutation, wenn eine Base




Einleitung

komplett wegfallt oder eine neue hinzukommt. Hierbei verliert das Leseraster hinter
der Mutation seinen urspriinglichen Sinn, da es nach links oder rechts verschoben
wird (frameshift). Dies hat zur Folge, dass das translatierte Protein spater eine vollig
andere Struktur aufweist. Seine urspriingliche Funktion geht dabei meist verloren.
Bei einer Deletion handelt es sich um den Verlust einer Base. Die nachfolgenden
Basen rlicken gegen die Leserichtung auf, was das Leseraster der nachfolgenden
Codons in eben diese Richtung verschiebt. Bei der Insertion handelt es sich um den

Zugewinn einer Base. Die nachfolgenden Basen riicken in Leserichtung auf (2) (3).

Eine ganze Reihe von Noxen sind in der Lage, DNA-Schaden zu induzieren und
werden daher als Mutagene bezeichnet. Solche Mutagene sind z.B. chemische
Substanzen, welche in der Lage sind sich in die DNA einzulagern, wodurch deren
einwandfreie Replikation nicht mehr gewahrleistet ist. Aullerdem gehort
energiereiche Strahlung dazu, die einerseits direkte Schaden der DNA verursachen
kann, indem z.B. radioaktive Strahlung direkt den DNA-Strang trifft und einen
Doppelstrangbruch verursacht oder eine Veranderung einzelner Nukleotide.
Andererseits kann energiereiche Strahlung auch indirekte Strahlenschaden an der
DNA verursachen, wenn der Strahl nicht die DNA direkt trifft, sondern
Wassermolekiile, wodurch freie Radikale entstehen, die wiederum das Erbgut
schadigen. AuBBerdem gibt es verschiedene Viren, die in der Lage sind, das Erbgut
ihrer Wirtszelle so zu verandern, dass wachstumsregulierende Gene verstarkt oder

vermindert werden, wodurch es zur Entstehung von Tumoren kommen kann (2).

Solche wachstumsregulierenden Gene nennt man allgemein Onkogene und
Tumorsuppressorgene. Dabei sind Onkogene eigentlich normale Gene, die in jeder
Zelle vorkommen und flir Proteine codieren, die Wachstum, Teilung und
Differenzierung einer Zelle kontrollieren und steuern. Durch Mutation kann es zu
einer permanenten onkogenen Aktivierung der zur Proliferation bendtigten
Signalwege und infolgedessen zu unkontrolliertem Wachstum der entarteten Zelle
kommen (3). Im Gegensatz dazu stehen die Tumorsuppressorgene. Sie codieren fir

Proteine, die den Onkogenen entgegenwirken und somit das Wachstum hemmen.
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In Tumoren sind viele Tumorsuppressoren durch Mutation inaktiviert. Bereits eine
einzige Punktmutation kann zur Inaktivierung eines Tumorsuppressor-Proteins
ausreichen. Mittlerweile ist eine ganze Reihe von Tummorsuppressoren bekannt.
Eines der Wichtigsten ist das p53, welches zwei Hauptwirkungen hat, zum Einen
den Zellzyklus-Arrest, zum Anderen die Einleitung der Apoptose der Zelle, welches
bei Funktionsverlust von p53 in Tumorzellen inaktiviert ist (2). Somit ist p53 ein
grundlegender Faktor, der zur genetischen Instabilitat fihren kann. Schon seit
langerem deuten zahlreiche Befunde darauf hin, dass die genetische Instabilitat
eine der zentralen molekularpathologischen Eigenschaften der Krebszelle ist, die
nicht nur fir die Entstehung, sondern auch fiir den weiteren raschen Progress des
neoplastischen Wachstums verantwortlich ist (4) (5). Dabei lassen sich
Manifestationen dieser genetischen Instabilitdit der Tumorzellen sowohl auf
chromosomaler als auch auf DNA-Ebene nachweisen. Auf chromosomaler Ebene
fuhrt eine Storung der Chromosomenverteilung auf die Tochterzellen zu
Aneuploidie, die flr eine gesteigerte Mutabilitdit der aneuploiden Zellen
verantwortlich gemacht wird (6) (7). Des Weiteren kann es zu Deletionen oder
Amplifikationen von Chromosomenabschnitten kommen. Auf DNA-Ebene ist neben
Punktmutation, Deletion und Veranderungen des Methylierungsstatus der DNA
insbesondere das Phanomen der Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) zu erwahnen,
welchem Veranderungen im Bereich sogenannter DNA-Reparaturgene zugrunde

liegen.

1.3. Tyrosinkinasen

Eine Vielzahl von Prozessen, die an Invasion, Progression und Metastasierung von
malignen Tumoren beteiligt sind, wird durch Signalmolekiile, wie z.B.
Wachstumsfaktoren, Gber Bindung an spezifische Rezeptoren und nachfolgender
Aktivierung von Signalkaskaden vermittelt. Eine wichtige Familie von
Wachstumsfaktor-Rezeptoren sind die Tyrosinkinase-Rezeptoren (TKR). Sie besitzen
neben der extrazellularen Bindungsdomane und dem transmembranésen Teil eine
intrazelluldre Kinase-Domadne, die eine Tyrosin-Phosphorylierung katalysiert und

damit wesentliche Bedeutung bei der intrazelluldren Signallibertragung hat. Viele
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Tyrosinkinaserezeptoren sind potentielle Onkogene, weil es durch eine
unkontrollierte Aktivierung zu einer gesteigerten Tyrosinkinaseaktivitdit kommen
kann, welche dann zu unkontrolliertem Zellwachstum, zur malignen Entartung und

in der weiteren Folge zur Tumorprogression fihrt (1) (8).

Diese Signalkaskade wird zunachst durch die Bindung des Wachstumsfaktors
(Ligand), z.B. TGFa / EGF, an den spezifischen Rezeptor, z.B. den EGF-Rezeptor
(EGFR), initiiert. Nachfolgend der Tyrosin-Phosphorylierung werden Ras-Proteine
gebunden bzw. aktiviert. Dieses kann verschiedene Pathways (downstream), so z.B.

den RAS/RAF-MAP-Kinase-Signalweg oder den PI3K/AKT-Signalweg, regulieren (9).
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Abb. 1: Modell der EGFR-abhdngigen Signaltransduktion: Liganden-induzierte Dimerisierung fiihrt Gber
Autophosphorylierung zur Aktivierung des EGFR. Uber die Adaptorproteine GRB2 und SOS und das GTP-
bindende Protein RAS wird die MAPK-Kaskade aktiviert. Die PI3K-PKB/AKT-Kaskade stellt einen zweiten
Hauptsignalweg dar. Durch Aktivierung der PI3K und Bildung von Phosphatidyl-Inositol-3-Phosphat (PIP3)
wird PKB/AKT an die Zellmembran rekrutiert und phosphoryliert. PKB/AKT moduliert dann die Aktivitat
einer Vielzahl von Proteinen (10).

Zur Tumorigenese kommt es dann, wenn im Rahmen der Signalkaskade eine oder

mehrere Mutationen auftreten, die durch das Reparatursystem der Normalzelle

unbemerkt bleiben und es damit zu unkontrolliertem Zellwachstum kommt.

Die Mutation kann sich auf verschiedene Ebenen auswirken. Sie kann z.B. den

Liganden (Uberexpression) oder den Rezeptor (onkogene, ligandenunabhingige
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Aktivierung) betreffen, aber auch zu Veranderungen im Bereich der zytoplasmatisch
ablaufenden Signalkaskade fuhren. Ein Beispiel sind die RAS/RAF-Proteine, die oft
durch Mutationen onkogen aktiviert werden kdnnen (11) (12). Allen Auswirkungen
der Mutationen ist gemeinsam, dass die Signaltransduktion in Richtung Zellkern in
der betroffenen Zelle verstarkt ablauft. Dies fuhrt in der Folge zur Proliferation und

zum Uberleben von transformierten Zellen (9) (13).

1.3.1. EGF-Rezeptor

Der EGF-Rezeptor (epidermal growth factor receptor) gehort, wie bereits erwahnt,
zu den membranstandigen Rezeptorproteinkinasen. Synonym verwendet wird die
Bezeichnung HER1 und ErbB1, die zur Familie der ErbB-Membran-Rezeptoren
gehort. Weitere EGF-Membranrezeptoren werden als HER2, HER3 und HER4 bzw. als
ErbB2 bis ErbB4 bezeichnet.

LIGANDEN

Abb. 2: EGF-Rezeptoren 1-4: Ubersicht tiber HER, die weiteren gebriuchlichen Bezeichnungen fiir
diese Rezeptoren und die Liganden, die an diese Rezeptoren binden. Besonderheit bei HER3:
Tyrosinkinase-Doméne funktioniert nicht. Bedeutung der Abkiirzungen: EGF: epidermal growth
factor, TGF-a: transforming growth factor-a, HB-EGF: Heparin bindender EGF-ahnlicher Faktor, NRG:
Neuregulin, eine Klasse von EGF-adhnlichen Liganden, die primdr an HER3 und HER4 binden. Vier
Typen, NRG1- NRG4, sind bekannt (14).

Die Rezeptor-Tyrosinkinasen der ErbB-Familie sind eng in die Wachstumskontrolle
von humanen Zellen einbezogen. In normalen Zellen werden sie durch
Wachstumsfaktoren Uber parakrine und juxtakrine Mechanismen aktiviert. Als
bedeutender kritischer Schritt in der neoplastischen Progression werden die ErbB-

Rezeptor-Tyrosinkinasen in Karzinomzellen Teil eines autokrinen
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Wachstumsregulationskreislaufs, welcher zusatzlich die ErbB spezifischen
Wachstumsfaktor-Liganden wie EGF, TGF-a oder Heregulin (HRG) einbezieht (15).
Obwohl die Plasmamembran-Komponenten der ErbB-Rezeptoren eins bis vier als
transmembrane 170 bis 200kDa groe Glykoproteine wichtige Gemeinsamkeiten
besitzen, erfiillt jede ErbB-Spezies innerhalb des ErbB-Rezeptor-Tyrosinkinase-
Netzwerks eine spezifische Funktion (16) (17) (18) (19) (20) (21). ErbB1 und ErbB4
sind vollstaindige Rezeptoren mit einer Liganden-Bindungsstelle in der
extrazellularen NH2-Komponente und einer Tyrosinkinase-Domane in der
zytoplasmatischen COOH-terminalen Komponente des Molekiils. Durch Assoziation
mit einem Liganden, wie z.B. EGF oder TGFaq, bildet der Rezeptor ein Homodimer
bzw. ein Heterodimer mit anderen ErbB-Rezeptoren. Dabei werden durch
Autophosphorylierungsprozesse an Tyrosinresten auf der zytosolischen Seite eine

Reihe von Signalkaskaden initiiert (22) (23) (24) (25).

growth factor
molecules

<]>@
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)

Abb. 3: Rezeptordimerisation nach Ligandenbindung (26)

ErbB2 (HER2/Neu) reprasentiert einen konstant aktiven Rezeptor, welcher keine
Liganden-Bindungsstelle besitzt. ErbB3 teilt sich die Ligandenspezifitaiten mit ErbB4,
besitzt aber keine Tyrosinkinase-Aktivitat. Daher sind ErbB2 und ErbB3 als wichtige
Modulatoren der zellularen Antwort auf Wachstumsfaktoren durch
Heterodimerisierung mit ErbB1 und ErbB4 zu verstehen (16) (17) (18) (19) (20) (22)
(23) (24) (25).
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Die wichtigsten beiden Signalwege, die durch EGFR eingeleitet werden, sind der
bekannte RAS/RAF-MAP-Kinase-Signalweg sowie der PI3K/AKT-Signalweg, wie in
Abbildung 1 bereits dargestellt. Des Weiteren findet eine Aktivierung von STAT3/5
und Proteinkinase C statt. Das so weitergereichte Signal stimuliert letztendlich das
Zellwachstum, verhindert den apoptotischen Zelltod und tragt somit zur

Transformation der Zelle bei.

In humanen Tumoren sind vor allem Veranderungen von HER1 (EGFR) und HER2
bekannt. Wahrend bei EGFR insbesondere aktivierende Mutationen klinisch relevant
sind (z.B. in Lungenkarzinomen) (27) fallt der HER2 durch eine massive
Uberexpression aufgrund einer starken Vermehrung der Genkopiezahl

(=Amplifikation) auf (z.B. in Mamma- und Magenkarzinomen) (28) (29) (30).

Aber nicht nur der EGF-Rezeptor kann an der Entstehung von Tumoren beteiligt
sein, auch andere Rezeptoren tragen zur Tumorigenese bei. So z.B. der KIT-Rezeptor
und der PDGF-Rezeptor (PDGFR), die eine bedeutende Rolle bei der Genese von
gastrointestinalen Stromatumoren, kurz GIST, spielen. Sie gehdren beide zu den
Typ-lll-Rezeptor-Tyrosinkinasen, welche durch die Anwesenheit von filnf
immunglobulin-ahnlichen Domdnen in der extrazellularen Region sowie eine
Kinase-Insert-Sequenz zwischen der proximalen TK1- (Tyrosinkinase) und distalen

TK2-Domane gekennzeichnet sind (31) (32) (33).
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Abb. 4: Grundsditzlicher Aufbau des KIT- und PDGFR-
A-Rezeptors

Es bestehen beide aus einer extrazellularen Domane, einer die Membran
durchspannenden Domane sowie aus einer intrazellularen Kinase-Domane, die sich
wiederum in zwei Abschnitte teilt. Ein Abschnitt ist essentiell zur Bindung von ATP
und der andere Abschnitt bewerkstelligt den Transfer einer Phosphatgruppe und
somit einhergehend die Aktivierung der Kinase-Domane. Exon9 des KIT-Gens
codiert fir die extrazellulare Domane, die die Rezeptordimerisierung einleitet.
Exon11 des KIT-Gens und Exon12 des PDGFR-Gens codieren fir die
juxtamembrandse Domane. Die ATP-Bindungs-Domane von KIT und PDGFR werden
von Exon13 und 14 und entsprechend die Phosphotransferase-Domane von Exon17

und 18 codiert (31) (32) (33).

1.3.2. KIT-Rezeptor

KIT (synonym: cellular KIT bzw. c-KIT) wurde zunachst als virales Homolog v-KIT 1986
von Besmer und Mitarbeitern (34) im HZ4- (Hardy-Zuckerman4) Katzensarkomvirus
nachgewiesen, wodurch die Bezeichnung KIT, das fiir kitten (deutsch: Katzchen)

steht, zustande kommt (35).
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Das 1987 entdeckte zellulare KIT (21 Exons) (36), lokalisiert auf Chromosom 4(q11-
21) (37) (38), kodiert fur die Rezeptor-Tyrosinkinase KIT. Dessen Ligand ist ein
hamatopoetisches Zytokin, der sogenannte Stammzellfaktor (SCF), welcher 1990
identifiziert wurde. Folglich wird fiir den Rezeptor KIT, der ein Glykoprotein mit
einem Molekulargewicht von 145 000 Dalton darstellt (36), synonym der Begriff
Stammzellfaktor-Rezeptor (SCFR) verwendet (39) (40).

Der Ligand SCF, der in zwei Isoformen, einer I6slichen und einer
membrangebundenen Form, vorliegt (41), ist auch unter den Bezeichnungen KIT-
Ligand, Mastzell-Wachstumsfaktor und ’steel factor’ bekannt (33). Die ersten drei
aminoterminalen Ig-ahnlichen KIT-Domanen sind an der extrazelluldren
Ligandenbindung beteiligt, wahrend die vierte Ig-ahnliche Domane, wie bereits
1993 in den Arbeiten von Blechman und Lev postuliert, fir die

Rezeptordimerisierung verantwortlich ist (42) (43) (44) (45).

Die ligandeninduzierte Aktivierung von KIT fiuhrt intrazelluldar durch die Interaktion
mit  verschiedenen Enzymen und Adapterproteinen Uber multiple
Signaltransduktionswege (Abb. 5), wie das PI3K/AKT-System, das JAK/STAT-System,
die RAS/RAF-MAP-Kinase-Kaskade oder Mitglieder der Src-Familie, zu einer
Zellproliferation bzw. Apoptosehemmung (33) (46), wobei das Phosphatidylinositol-
3-Kinase (PI3K)/AKT-System und die RAS/RAF-MAP-Kinase-Kaskade die beiden
Hauptsignalwege darstellen (Abb.5) (47).
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Abb. 5: KIT-Pathway: Vereinfachte Darstellung der Signaltransduktionswege. Die Aktivierung des KIT-
Rezeptors erfolgt durch Bindung des dimeren Stammzellfaktors mit der Folge der Homodimerisation von
zwei KIT-Molekiilen. Mit den einhergehenden Konformitatsanderungen des KIT-Rezeptors kommt es dann
zu einer Aktivierung der KIT-Kinase-Domane, so dass intrazellulér Phosphorylierungen ablaufen, die
ihrerseits wiederum dazu beitragen, dass intrazelluldr verschiedene Signalproteine, wie z.B. das PI3K, am
KIT-Rezeptor binden kdnnen und somit die verschiedenen Signalkaskaden in Richtung Zellproliferation,
Apoptose und Differenzierung einleiten kénnen.

Zum Vorkommen von KIT lasst sich feststellen, dass es in einer Vielzahl von
Zelltypen exprimiert wird, einschlieBlich hamatopoetischer Stamm- und
Vorlauferzellen (48) (49), Keimzellen, Melanozyten (50), Mastzellen (51) (52),
interstitieller Cajal-Zellen (ICC), bestimmter epithelialer Basalzellen, Untergruppen
von zerebelliren Neuronen (53) sowie einiger embryonaler und fetaler
Endothelzellen (54), in deren Entwicklung, Differenzierung und Funktion es eine
wichtige Rolle einnimmt (33). Mit Ausnahme der reifen Mastzellen, Melanozyten
und Cajalzellen sowie einiger Subpopulationen von Megakaryozyten und
Monozyten (41) geht jedoch die physiologische KIT-Expression im Laufe der

Zelldifferenzierung verloren (33).

Dariliber hinaus findet sich KIT auch in unterschiedlicher Expressionsstarke bei einer
Vielzahl von Tumortypen, wie zB. bei kleinzelligen Bronchialkarzinomen,
Melanomen, adenoid-zystischen Karzinomen sowie bei gastrointestinalen

Stromatumoren (GIST) (35) (55).
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Bei Letzteren sind ca. 95% KIT-positiv. Entscheidend fir die Pathogenese scheint
jedoch nicht der Nachweis von KIT per se zu sein, sondern eine aktivierende (‘gain
of function®) Mutation im Rezeptor, die auf Proteinebene durch Zusammenlagerung
zweier transmembrandser Kinasen zu einem Homodimer zu einer kontinuierlichen
ligandenunabhangigen Aktivitat der Tyrosinkinase flihrt. Diese ‘gain of function’-
Mutation liegt bei KIT-positiven GIST’s zu 80 bis 85% vor. In einer Studie (322 GIST’s)
von Corless et al ergaben sich folgende Mutationsereignisse im KIT-Gen: Am
haufigsten im Exon11 (66,1%), seltener in den Exons9 (13%), 13 (1,2%) oder 17
(0,6%) (56).

Bemerkenswert ist, dass GIST’s aufgrund der verschiedenen Mutationen in
Untergruppen eingeteilt werden kdnnen, die es sogar erlauben, Aussagen sowohl
Uber die Lage als auch Uber die Prognose zu machen. So sind GIST’s mit einer
aktivierenden Mutation im PDGF-Rezeptor haufig im Magen lokalisiert, wohingegen
sich KIT-positive GIST’s eher im Dinndarm manifestieren konnen (57). Weiterhin
haben GIST’s mit Mutation im Exon11 des KIT-Rezeptors hdufiger eine bessere
Prognose als GIST’s mit Mutationen im Exon9 des KIT-Rezeptors. Zudem kann man
Aussagen dariber treffen, ob die Behandlung mit Imatinib (Glivec) sinnvoll ist, denn
GIST’s mit Exon11 Mutationen sprechen auf Imatinib bis zu 80% an, hingegen
reduziert sich die Ansprechrate bei GIST's mit Exon9 Mutation auf bis zu 50%.
GIST’s, die keine Mutation in vorher genannten Exons des KIT-Gens aufweisen, sind

resistent gegenuber der Behandlung mit Imatinib.
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exon B,8:
AML,GIST

leukemia
seminomas

Abb. 6: KIT-Rezeptor mit seinen hdufigsten
Mutationen (26)

Die Entwicklung von sekundaren Resistenzen gegenliber Imatinib bei der
Behandlung treten in 40% der Falle auf und sind darin begriindet, dass weitere

Mutationen auftreten, die durch Imatinib nicht therapiert werden kénnen (58).

1.3.3. PDGF-Rezeptor

Der Wachstumsfaktor-Rezeptor PDGFR (platelet derived growth factor receptor)
existiert in zwei Isoformen: PDGFR-a und PDGFR-(. Er wird durch die beiden Gene
PDGFR-A (23 Exone) auf Chromosom 4q12 respektive PDGFR-B auf Chromosom
5931-g32 codiert. Nach Abspaltung der Signalpeptide umfasst PDGFR-a 1063
Aminosduren (170 kDa) und PDGFR-f 1067 Aminosauren (190 kDa) (59). Die
Aktivierung des Rezeptors erfolgt Uber die extrazellulare Bindung eines dimeren
PDGF-Liganden (60), der im Jahre 1974 von Kohler und Lipton als wesentliche
mitogene Komponente (61) von, wie sich spater herausstellte, hauptsachlich
mesenchymalen Zellen identifiziert wurde (62). Mittlerweile sind flr die Familie der
PDGF finf Isoformen bekannt, die sich Uber Disulfidbriickenbildung aus vier
verschiedenen Polypeptidketten zusammensetzen, und zwar PDGF-AA, PDGF-AB,
PDGF-BB, PDGF-CC und PDGF-DD (63). Wéhrend die Isoformen A und B sowohl
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Homo- als auch Heterodimere ausbilden kdnnen, existieren fiir C und D lediglich

Homodimere.

Die verschiedenen Interaktionsmdglichkeiten zwischen den PDGF-Isoformen und
den Rezeptor-Untereinheiten bilden die Basis fur differenzierte PDGF-Isoform-
spezifische Signaltransduktionswege und Funktionen (62) (64). Das PDGF/PDGFR-
System stellt einen zentralen Regulator der Migration und Proliferation von Zellen
mesenchymalen Ursprungs, einschlieBlich glatter Muskelzellen, Fibroblasten und
Gliazellen, dar. Es ist an aktiven Umbauprozessen des Stiitz- und Bindegewebes
beteiligt, indem es die Produktion von Komponenten der extrazelluldren Matrix wie
Kollagen, Fibronektin, Proteoglykan, Hyaluronsaure sowie der Kollagenase reguliert
und beeinfluBt. Zudem reguliert es verschiedene andere wichtige physiologische
Zellprozesse wie Chemotaxis, Uberleben, Apoptose oder Transformation in vitro.
Wahrend der Embryogenese obliegt ihm eine essentielle Funktion bezliglich der
adaquaten Entwicklung einzelner Organe (z.B. Niere, Gehirn) bzw. Organsysteme
(z.B. kardiovaskulares System), und im reifen Organismus kommt ihm eine wichtige
Bedeutung im Rahmen der Wundheilung, Angiogenese, Gefalstonusregulation

sowie von Entziindungsprozessen zu (62) (64) (65).

Weiterhin scheint PDGFR auch eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von
Tumorerkrankungen wie z.B. GIST zu spielen. Bei der Untersuchung der
gastrointestinalen Stromatumoren, die den Wildtyp des KIT-Gens exprimieren,
haben sich verschiedene Mutationen an zwei Exons des PDGFR-A gezeigt. Zum
Einen im Bereich des Exons12, das fiir die juxtamembrandse Domane codiert, und
zum Anderen im Bereich des Exons18, welches fir das aktive Zentrum (activation
loop) codiert. Es hat sich durch Versuche an Hamstern herausgestellt, dass der
PDGF-Rezeptor trotz der Abwesenheit von entsprechenden Liganden (PDGF) in
phosphorylierter Form vorliegt und damit einhergehend onkogene Wirkung zeigt

(65).

Die Morphologie der PDGFR-positiven GIST’s zeigt sich in seiner Histologie eher
epitheloid. Zudem sind offenbar viele von ihnen KIT-negativ bzw. exprimieren KIT

nur in einem geringen Mal3e gleichzeitig mit PDGFR. Die Signalkaskaden, die bei
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PDGFR-positiven GIST’s ablaufen, sind von denen KIT-positiver GIST’s nicht zu
unterscheiden, so dass die PDGFR-Mutation in der Tumorigenese die KIT-Mutation
ersetzen konnte. Gleichzeitig ist auszuschlielen, dass simultan eine PDGFR-
Mutation mit einer KIT-Mutation vorliegt. Wie haufig nun eine PDGFR-Mutation
vorliegt, ist von Studie zu Studie unterschiedlich. Hirota et al stellten beispielsweise
fest, dass fiinf von acht GIST's, die den Wildtyp des KIT-Gens exprimieren,
Mutationen im Bereich des PDGFR-A aufweisen (66) (67) (68) (66).

1.4. Tyrosinkinasen als Therapieziele

Um das wachstumsférdernde Verhalten von Tumoren zu unterbinden, wurden
mehrere Strategien entwickelt, die in verschiedene Rezeptor-Signalwege eingreifen.
Diese Signalwege bieten sich wegen ihrer Bedeutung in der Regulation von
Proliferation, Transformation, Invasivitit und Uberleben bei verschiedenen
malignen Tumoren als Ziel fir eine therapeutische Intervention an. Wobei
besonders RAS- und RAF-Proteinkinasen und deren (ibergeordnete Rezeptor-
Tyrosinkinasen als Zielstrukturen fur die Entwicklung von neuen Therapien attraktiv
sind. So zielen auch alle zur Zeit gangigen genspezifischen Therapien auf

Tyrosinkinasen ab (69) (70).

Diese als ‘targeted therapy’ bezeichnete Form der Behandlung vereint im Vergleich
zu den bisherigen Therapiemaoglichkeiten in sich gleich mehrere Vorteile. Wie der
Name schon andeutet, handelt es sich um eine zielgerichtete Therapie, bei der die
Medikamente gegen ganz bestimmte Gene, die mutierten Gene, wirken sollen. So
besteht der Vorteil vor Behandlungsbeginn zu wissen, welche Patienten auf das
Medikament ansprechen werden, zudem treten im Vergleich zur Chemotherapie
deutlich weniger Nebenwirkungen auf (71). Dies ist darin begriindet, dass die
Chemotherapeutika ungezielt alle sich schnell teilenden Zellen angreifen und damit
auch gesunde Zellen zugrunde gehen, wohingegen die Medikamente der ‘targeted
therapy™ speziell nur Zellen mit entsprechender Mutation, also tumordse Zellen,
zugrunde gehen lassen. Es hat in den vergangenen Jahren schon mehrere

Einsatzgebiete fiir solche Medikamente gegeben.
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Zu den erfolgreichsten Prinzipien gehort dabei die Zuhilfenahme von spezifischen
Antikorpern, sogenannte ‘biologicals’, zu denen als bekanntestes Medikament das
Herceptin gehort. Ein weiteres ist das Erbitux (Cetuximab). Sie zeichnen sich
dadurch aus, dass sie besonders nebenwirkungsarm in der Anwendung am
Patienten sind, jedoch sind sie sehr aufwendig in der Entwicklung. Ein anderer
Ansatz ist die Anwendung von sogenannten ‘small molecules’. Dabei handelt es
sich um kleine Molekiile, die in verschiedene Signalkaskaden eingreifen konnen. Zu
dieser Stoffklasse gehdren unter anderem Iressa (Gefitinib), Tarceva (Erlotinib) und
Glivec (Imatinib), die in der Entwicklung geringere Aufwendungen beddrfen, aber
gleichzeitig ein grofReres Nebenwirkungsspektrum aufweisen, das allerdings

keinesfalls mit dem von Chemotherapeutika zu vergleichen ist.

1.4.1. ’Biologicals’ am Beispiel von Herceptin und Erbitux

Herceptin, welches auch unter dem Namen Trastuzumab bekannt ist, ist eines der
ersten Medikamente dieser Art. Es wurde im Jahre 1998 in den USA von der FDA
und im Jahr 2000 in der Europdischen Union zundchst nur fiir Patientinnen mit

metastasiertem Brustkrebs zugelassen (72).

Die europadische Zulassungsbehérde EMEA genehmigte 2006 den erweiterten
Einsatz dieses Medikaments. Damit kommt es nun auch den Patientinnen im
Frihstadium zu Gute, bei denen der Tumor den Marker HER2 iberexprimiert. Dazu
gehdren immerhin 20% bis 30% der an Brustkrebs erkrankten Patientinnen.
Besonders auffallig bei diesen Patientinnen ist, dass die Krebserkrankung meist
aggressiver als bei Patientinnen ohne HER2-Uberexpression auf den Tumorzellen
verlauft. Zudem ist bei ihnen die krankheitsfreie Uberlebenszeit deutlich verkiirzt

(73).

Das Medikament Herceptin ist ein rekombinanter, humanisierter (95% humane
Proteine), monoklonaler Antikorper. Er bindet selektiv an die extrazellulare Doméane
des "human epidermal growth factor receptors® (HER2). Damit einhergehend
kommt es intrazellular zur raschen Aktivierung der PTEN-Lipid-Phosphatase, welche
ihrerseits den Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase-Pathway (PI3K) herunterreguliert. Das

permanente Wachstum und die Teilung der HER2-liberexprimierenden Krebszelle
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werden damit blockiert. Darliber hinaus stimuliert der Einsatz des HER2-Antikorpers
eine zellvermittelte Toxizitat (ADCC: ‘antibody dependent cell mediated

cytotoxicity’), die zur Vernichtung der Tumorzelle fihrt (74).

Die Therapie mit Trastuzumab kann in unterschiedlicher Weise erfolgen, was
verschiedene Studien belegen. Trastuzumab kann sowohl als adjuvante als auch als
neoadjuvante Therapie zum Einsatz kommen, wobei der groBte Erfolg in
Kombination mit anderen Chemotherapeutika, wie z.B. Anthrazyklinen, erzielt
werden kann. Diese Kombinationstherapie birgt im Vergleich zu den anderen
Therapieformen jedoch auch ein besonders hohes Risiko, einen Herzschaden zu

erleiden (75).

Die Zahlen sprechen dabei fiir sich: Die Kombination von Anthrazyklinen und
Cyclophosphamiden mit Trastuzumab bewirkt eine Kardiotoxizitat von 27%, wobei
auch asymptomatische Herzleiden einbezogen werden. Wird Trastuzumab allein
mit Paclitaxel kombiniert, resultiert eine Kardiotoxizitat von 13%. Als Monotherapie
angewendet, verursacht Trastuzumab im Vergleich nur zu 4,7% ein Herzleiden.
Allerdings sind 4,7% ein nicht zu vernachlassigender Wert. Die Kardiotoxizitat ist aus
diesem Grunde die schwerwiegendste Nebenwirkung des Herceptins. Deshalb
bedarf es auch einer griindlichen Auswahl der Patientinnen, die Herceptin erhalten

sollen (76).

Bei der Anwendung von Herceptin haben sich, besonders bei der Monotherapie,
Misserfolge in der Behandlung des Mammakarzinoms ergeben. Es hat sich gezeigt,
dass nach erfolgreichem Einsatz des Medikaments in einem folgenden Intervall
Resistenzen auftreten kdnnen, die das Medikament unwirksam werden lassen. Der
Grund hierfur ist, dass weitere Mutationen auftreten, die vom Medikament nicht
erreicht werden kénnen. Im Fall des Herceptins tritt die Mutation im Bereich der
PTEN-Funktion auf, so dass erneut der PI3K/AKT-Signalweg heraufreguliert wird und
damit ein Rezidiv bewirkt (74).

Ein weiteres Medikament aus der Gruppe der ‘biologicals’ ist das Cetuximab, das
auf dem Markt als Erbitux gehandelt wird. Es ist ein therapeutischer monoklonaler

Antikorper vom Typ IgG1, welches spezifisch an die extrazellulare Domane des EGF-
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Rezeptors bindet. Durch diese Bindung werden die Aktivierung des Rezeptors und
die nachgeschalteten Signalkaskaden gehemmt, wodurch sowohl die Invasion der
Tumorzellen in gesundes Nachbargewebe als auch die Ausbreitung der Tumore in
neue Korperregionen vermindert werden. Dartiber hinaus wird angenommen, dass
es die Fahigkeit der Tumorzellen, die durch Chemo- und Strahlentherapie
verursachten Schaden zu reparieren, verringert sowie die Ausbildung neuer
BlutgefaBBe in den Tumoren herabsetzt, was zu einer generellen Hemmung des
Tumorwachstums zu flihren scheint (77). Nach einer Serie erfolgreicher klinischer
Studien wurde Cetuximab 2003 in den USA, und im Jahre 2004 auch in der
Europdischen Gemeinschaft zur Behandlung von Kolorektalkarzinomen zugelassen,
und zwar als Mittel in Fallen, bei denen eine Irinotecan-haltige zytostatische

Chemotherapie versagt hat (78).

Die Anwendung von Cetuximab am Patienten erweist sich als relativ
nebenwirkungsarm. Als haufigste Nebenwirkung tritt dabei ein akneartiger
Hautausschlag auf, der wiederum mit einem guten Ansprechen auf die Therapie zu
korrelieren scheint. Bei etwa 5% aller Patienten konnen unter der Behandlung mit

Cetuximab Uberempfindlichkeitsreaktionen auftreten (77).

Fir die Kombinationsbehandlung mit Irinotecan bei Patienten mit EGFR-
exprimierendem metastasierendem Kolorektalkarzinom, die auf eine vorherige
Irinotecan-haltige Therapie nicht mehr ansprachen, liegt die Zulassung in 58
Landern, darunter China, Europdische Union, Lichtenstein, Schweiz und USA, vor. In
44 Landern ist es in Kombination mit einer Strahlentherapie fiir die Behandlung von
lokal fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinomen des Kopfes und Halses (SCCHN)
zugelassen, unter anderem in der Europaischen Union, der Schweiz und der USA. In
Argentinien, Chile, Israel, Mexiko, den Philippinen und den USA ist Cetuximab auch
als Monotherapie bei Patienten mit rezidivierenden und/oder metastasierenden
Plattenepithelkarzinomen des Kopfes und Halses zugelassen, die auf eine vorherige

Chemotherapie nicht mehr angesprochen haben (78) (79) (80).
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1.4.2. ’“Small molecules’ am Beispiel von Iressa, Tarceva und Glivec

Ein Beispiel aus der Gruppe der ‘small molecules’ ist das Medikament Iressa
(Gefitinib/ZD1839). Es ist ein besonders bioverfligbares Medikament, welches bei
NSCLC-Patienten ('non small cell lung cancer’-Patienten) eingesetzt wird. Es kommt
speziell in der EGFR-Signalkaskade zu einer kompetitiven Hemmung an der ATP-
Bindungsstelle, SO dass die intrazellulare Tyrosinkinase keine
Autophosphorylierungen vornehmen kann und damit die nachfolgende
Signalkaskade nicht mehr ablaufen kann. Zu den Nebenwirkungen gehdren unter

anderem Hautausschlag und vor allem gastrointestinale Beschwerden (81).

. Wachstumsfaktoren
(EGF und/oderTGF)

extra -

zelluldr

Zellmembrah :’i;:lr:in{-m EO ('a m
intra - ‘ ‘
zellulir ’:‘-

Abb. 3 C:

Abb. 7: Wirkungsweise von Iressa: Hemmung der Proliferation (Zellvermehrung), Hemmung der
Angiogenese (Ausbildung von Blutgefaen, um dem Tumor das Wachstum zu ermdglichen),
Hemmung der Metastasierung (Ausbreitung des Tumors in andere Korpergewebe, Organe),
Forderung der Apoptose (programmierter (normaler) Zelltod) (82)

Es hat sich auch bei diesem Medikament gezeigt, dass nach erfolgreichem Einsatz in
einem folgenden Intervall Resistenzen auftreten koénnen und somit die
Medikamente unwirksam werden. Der Grund hierfir ist, dass sekundar Mutationen
auftreten, die vom Medikament nicht erreicht werden kdnnen. Bei der Behandlung
des Lungenkarzinoms mit Iressa kommt die Resistenz entweder durch eine

sekundare EGFR-Mutation oder K-RAS-Mutation zustande (83).
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Tarceva (Erlotinib/OSI-774), das ebenfalls bei Patienten mit NSCLC zum Einsatz
kommt, gehort wie auch das Medikament Iressa zu den “small molecules’. Tarceva
hemmt bei der EGFR-Signallibertragung die Tyrosinkinase-Aktivitat innerhalb der
Zelle, was zu einer Blockade des Tumorzellwachstums flihren kann. Sehr haufige
Nebenwirkungen sind Ausschlag zu 75% und Durchfdlle zu 54%. Haufige
Nebenwirkungen sind auch gastrointestinale Blutungen, Leberfunktionsstérungen

und Keratitis (Hornhautentziindungen) (84) (85).

Abb. 8: Wirkungsweise von Tarceva: Tarceva hemmt die Phosphorylierung der intrazelluléren
Tyrosinkinasebereiche und kann daher jede Art der hier gezeigten HER1-Aktivierung
ausloschen (86)

Auch das Medikament Glivec (Imatinib mesylate) ist in die Gruppe der “small
molecules™ einzuordnen. Dabei ist es vielseitig einsetzbar. Es wird zur Behandlung
der verschiedenen Phasen der chronischen myeloischen Leukdamie (CML)
eingesetzt. Zudem ist es Ende 2001 auch zur Therapie KIT (CD117)-positiver nicht
resezierbarer und/oder metastasierter gastrointestinaler Stromatumoren (GIST) bei
Erwachsenen zugelassen worden. Fiir die betroffenen Patienten mit
fortgeschrittenem GIST anderte sich die Prognose ihrer Erkrankung schlagartig zum

Positiven (87) (88).

Wie bereits erwahnt sind 95% aller gastrointestinalen Stromatumoren KIT (CD117)-
positiv. Damit ist es moglich, GIST diagnostisch gegenliber anderen Tumoren
abzugrenzen. Dies erfolgt liber immunhistochemische Farbung von CD117, welches

als Oberflachenantigen auf der extrazellularen Domane des KIT-Rezeptors zu finden
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ist. Nicht alle KIT-positiven Tumoren sprechen auf die Behandlung mit Glivec an. Es
gibt verschiedene Faktoren, die die Wirksamkeit des Medikaments beeinflussen.
Dazu gehoren die Prasenz einer KIT-Mutation sowie dessen Typ (89) (90) (91). So
beherbergen zirka 80% bis 85% der KIT-positiven GIST's eine aktivierende Mutation
(‘gain of function®) (56). Weiterhin sind die Ansprechraten auf Glivec bei GIST’s mit
Mutationen im Exon11 des KIT-Rezeptors besonders hoch, wohingegen sich bei
Mutationen in anderen Exons des KIT-Rezeptors (Exon9, 13) sowie auch in anderen
Rezeptoren, wie zB. den PDGF-Rezeptor-A, schon deutlich niedrigere

Ansprechraten ergeben (89) (90).

Der Wirkmechanismus von Glivec besteht im Allgemeinen in der kompetitiven und
selektiven Blockade der ATP-Bindungsstelle spezifischer Tyrosinkinasen. Bei der
CML speziell wird z.B. das Fusionsprotein Bcr-Abl geblockt. Beim gastrointestinalen
Stromatumor wird vorwiegend die Tyrosinkinase des KIT-Rezeptors, im speziellen
diejenigen mit Mutationen im Exon11, gehemmt und zu einem kleinen Teil auch die
des PDGF-Rezeptors-A mit Mutationen im Bereich des Exons18. Insgesamt wird
durch diese Blockade die Ubertragung eines Phosphatrests auf das Substrat
verhindert, womit die nachfolgende Signalkaskade nicht mehr ablaufen kann (88)
(90). Glivec wird im Allgemeinen gut vertragen. Zu den unerwiinschten
Nebenwirkungen zihlen Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall, Muskelschmerzen
(Myalgie), Muskelkrampfe, Hautrétungen, erhohte Leberwerte
(Transaminasenanstieg), Schwellungen (Odeme) und Hautverdnderungen.
Weiterhin kann es zu Blutbildveranderungen wie Neutro- und Thrombozytopenien

kommen (92).

In klinischen Studien ergab sich durch die Behandlung mit Glivec eine Erfolgsrate
mit Riickgang des Tumors von 50%, bei den Ubrigen stagnierte das Wachstum der
Tumore. Allerdings traten auch bei diesem Medikament zirka 18 bis 26 Monate nach
Therapiebeginn gehauft Resistenzen auf (93). Dabei sind verschiedene
Resistenzmechanismen bei fortgeschrittenen GIST’s bekannt. Neben Mutationen in
bestimmten Domé&nen der Kinase, hat man auch eine zwei- bis vierfache KIT-
Uberexpression beobachtet oder aber den Stopp der Expression, also einen

kompletten Targetverlust, der von verstdrkten alternativen Tyrosinkinase-Pathways
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begleitet wurde (94). Deshalb unterliegt Glivec einer standigen Weiterentwicklung,

es liegt bereits in der dritten Generation vor.

Dariiber hinaus laufen derzeit klinische Studien mit Patienten, die eine systemische
Progression aufweisen und zusatzlich zu Glivec Substanzen erhalten, die zu einem
spateren Zeitpunkt in die Signalkaskade eingreifen. Dazu zdhlt das
Rapamycinderivat RAD001, welches als mTOR-Inhibitor (PI3K/AKT-Signalkaskade)
einen direkten Antitumor- und Antiangiogeneseeffekt zeigt, sowie der
Staurosporinabkdmmling PKC412, der unter anderem konventionelle PKC-
Isoformen hemmt. Alternativ zu Glivec konnte bei diesen Patienten kiinftig auch der
Wirkstoff SU11248 eingesetzt werden, der mehrere Tyrosinkinasen, darunter auch

KIT, hemmt (95).

Wie am Beispiel von Glivec und den anderen Medikamenten deutlich wird, erfordert
die Ausbildung von Resistenzen immer wieder die Weiter- bzw. Neuentwicklung
von Medikamenten, um vorauszusehen, warum es zu den Resistenzen kommen
kann und einen differenzierteren Einsatz der Medikamente zu ermdoglichen. Um
Erkenntnisse flir diese genaueren Einsatzmaoglichkeiten zu erlangen, ist es sinnvoll,
diese an humanen Tumor-Zelllinien zu ergriinden, dessen Mutationsstatus bekannt
ist und somit genaueste Aussagen Uber die verschiedenen Wirkungsweisen und

dessen mogliche Resistenzmechanismen treffen kann.

1.5. Zelllinien als Modellsysteme

Als Zellkultur wird die Kultivierung tierischer oder pflanzlicher Zellen in einem
Nahrmedium auBerhalb des Organismus bezeichnet. Zelllinien sind Zellen einer
Gewebeart, die sich im Lauf dieser Zellkultur unbegrenzt fortpflanzen konnen. Es
werden sowohl immortalisierte (unsterbliche) Zelllinien als auch primare Zellen
kultiviert (Primarkultur). Als Primarkultur bezeichnet man eine nicht immortalisierte
Zellkultur, die direkt aus einem Gewebe gewonnen wurde. Zellkulturen finden
breite Verwendung in der biologischen und medizinischen Forschung, Entwicklung

und Produktion.
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Vorteile der Zelllinien sind ihre leichte Verfligbarkeit bei geringem Kostenaufwand,
zudem ist die Forschung an Zellkulturen ethisch vertretbar, denn sie reduziert

Tierversuche und Probandenstudien.

Dabei muss aber eine Zelllinie bestimmte Bedingungen erfiillen, z.B. will man die
Wirksamkeit eines neuen Medikaments untersuchen, das z.B. eine Resistenz gegen
Glivec Uberwinden soll, muss dieses auch an einer entsprechenden Glivec-
resistenten Zelllinie getestet werden. Davon gibt es allerdings nur wenige, der
Grund dafiir ist aber wahrscheinlich der allgemein schlechte Untersuchungszustand
der vorhandenen Zelllinien. Wiinschenwert ware es, den Status moglichst aller zur
Zeit verfigbaren Zelllinien, zumindest hinsichtlich der verfligbaren genspezifischen

Therapien (z.B. der TRK-Inhibitoren), zu kennen (96) (97).

Es wdre somit beispielsweise  mdoglich, direkt den Erfolg von
Kombinationstherapeutika an ausgewahlten Zelllinien, die mehrere Mutationen
gleichzeitig in verschiedenen Genen aufweisen, wie z.B. eine EGFR-Mutation in

Kombination mit einer KIT-Mutation, zu testen.
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1.6. Fragestellung

Zelllinien  sind  wichtige  Werkzeuge fiur die Erforschung zelluldrer
Regulationsmechanismen. Als nachteilig gilt allerdings, dass viele Zelllinien eine
gewisse Diskrepanz zum Ursprungsgewebe zeigen. So haben zahlreiche
Untersuchungen an humanen Tumorzelllinien gezeigt, dass oftmals ein
sunphysiologisch” hoher Grad an genetischer Instabilitdit vorliegt und
Tumorzelllinien daher in der Regel viel mehr genetische Veranderungen zeigen als

ihre klinischen ,Vorlaufer”-Tumoren.

Eine mogliche Ursache hierfiir kdnnte sein, dass Zelllinien typischerweise aus weit
fortgeschrittenen Tumoren etabliert werden, in denen bereits eine
Uberdurchschnittlich hohe Zahl von chromosomalen Veranderungen akkumuliert
worden ist. Alternativ ware es aber auch denkbar, dass Zelllinien besonders anfallig
fur die Akkumulation von Mutationen sind, z.B. durch einen besonderen
Selektionsdruck wahrend der Kultivierung in oftmals korperfremden Medien in
Verbindung mit einer unphysiologisch hohen Anzahl von Zellzyklen und

Kulturpassagen.

Das Ziel dieser Arbeit war es daher abzuschdtzen, wie ,klnstlich” Zelllinien von
humanen Tumoren tatsachlich sind. Dazu sollte untersucht werden, ob bestimmte
Mutationen, die nur von einigen wenigen klinischen Tumorentitaten bekannt sind,
tatsachlich nur in den erwarteten Zelllinien (d.h. in Zelllinien von Tumortypen, die
urspriinglich diese Mutation zeigen) auftreten, oder ob auch Zelllinien aus anderen
Tumortypen im Laufe ihrer weiteren Entwicklung solche ,Indikatormutationen”

akquirieren kdnnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden 57 humane Zelllinien verwendet, die in Tabelle 1

aufgefiihrt sind. Dabei sind aus der Tabelle genauere Details zu den Zelllinien

ersichtlich. Dazu gehoren u.a. die Gewebeart, die Tumorentitit sowie die

Kurzbezeichnung der Zelllinie. All diese Zelllinien wurden auf gleiche Weise

untersucht (siehe dazu Abschnitt 2.2.)

‘ Organ ‘ Zelllinien Herkunftsgewebe
Kolon DLD-I kolorektales Adenokarzinom, Duke’s Typ C
Kolon COLO 320 DM kolorektales Adenokarzinom
Kolon HCT-8 kolorektales Adenokarzinom
Kolon COLO 201 kolorektales Adenokarzinom
Kolon SK-CO-1 kolorektales Adenokarzinom (stammend aus Aszites)
Kolon SW-620 epithelial; kolorektales Adenokarzinom, Duke’s Typ C
Kolon HT 29 kolorektales Adenokarzinom
Kolon HCT-15 kolorektales Adenokarzinom, Duke’s Typ C
Kolon COLO 205 Adenokarzinom, Duke’s Typ D (stammend aus Aszites)
Kolon HCT-116 kolorektales Adenokarzinom
Leber HEP G2 hepatozelluldres Karzinom
Ovar OVCAR-3 Adenokarzinom, (stammend von Aszites)
Ovar OVCAR-4 Adenokarzinom
Ovar OVCAR-5 Adenokarzinom
Ovar OVCAR-8 Adenokarzinom
Ovar 0C-2 Adenokarzinom
Knochenmark | K-562 Leukamie (stammend aus Pleuraerguss)
Knochenmark | HL-60 (TB) promyelotische Leukdmie
Haut SK-MEL-28 malignes Melanom
Haut MEL-HO malignes amelanotisches Melanom (stammend aus
Lymphknoten)
Haut IGR-1 malignes Melanom (stammend aus inguinalem
Lymphknoten)
Haut A 431 Epidermis; epidermoides Karzinom
Haut HACAT malignes Melanom
Haut A-375 malignes Melanom

24




Material und Methoden

Organ Zelllinien Herkunftsgewebe

Brust ZR-75- Karzinom (stammend aus Aszites)

Brust HBL-100 Brustdrise

Brust BT 549 Brustdriise; duktales Karzinom (stammend aus
Lymphknoten)

Brust HS-578T Brustdrise; duktales Karzinom

Brust MCF 7 Brustdriise, Adenokarzinom (stammend aus
Pleuraerguss)

Brust MDA-MB-435 Brustdrise; duktales Karzinom

Brust MDA-NEO Brustdriise; Adenokarzinom

Lunge NCI-H23 Nicht-kleinzelliges Adenokarzinom

Lunge NCI-H226 Nicht-kleinzelliges Karzinom

Lunge NCI-H322M Nicht-kleinzelliges Karzinom

Lunge NCI-H522 Nicht-kleinzelliges Adenokarzinom

Niere CAKI-2 Klarzellkarzinom

Niere 293 transformiert durch Adenovirus 5 DNS

Niere 786-0 Adenokarzinom

Gehirn T98G multiformes Glioblastom

Gehirn SNB-19 links parietookzipital; Glioblastom

Gehirn GaMG Glioblastom

Gehirn DBTRG-05MG Gliazelle; multiformes Glioblastom

Gehirn U-343MG Glioblastom

Gehirn 172 Glioblastom

Knochen SAOS-2 Osteosarkom

Harnwege ECV 304 Harnblasenkarzinom

Harnwege J-82 Harnblase; Transitionalzellkarzinom

Harnwege SCABER Harnblase, squam. Zellkarzinom

Harnwege 5637 Harnblasenkarzinom

Harnwege TCC-SUP Harnblase; Transitionalzellkarzinom

Harnwege RT-112 Harnblase; Transitionalzellkarzinom; Grad Il

Gebarmutter HELA Zervixkarzinom

Schilddrise ONCO-DG- oxyphiles papilldres Karzinom

Schilddrise CAL-62 anaplastisches Karzinom

Schilddrise ML-1 follikuldres Karzinom

Schilddriise B-CPAP Schilddriisenkarzinom

Schilddriise 8505C Schilddriisenkarzinom

Tab. 1: Verwendete Zelllinien
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2.2. Sequenzierung
2.2.1. DNA-Isolation

Bei der Isolierung genomischer DNA aus Geweben ist der essentiellste Schritt der
proteolytische Abbau der Zellproteine durch Proteinase K. Einfache
Phenolextraktion der DNA zur Abtrennung samtlicher Proteine wiirde in diesem Fall
nicht ausreichen. Zudem ist die genomische DNA sehr komplex mit Histonen oder
histondhnlichen Proteinen verpackt, deren Struktur durch Phenolisierung nicht
vollstandig aufgebrochen werden kann (98). Da ein vollstandiger Proteinase-Verdau
des Gewebes als entscheidend fiir die DNA-Ausbeute gesehen wird, wurde der
Proteinase-Verdau solange durchgefiihrt bis die Losung klar war, erschien sie noch
tribe, wurde die Inkubation unter Proteinase K-Zugabe um einen weiteren Tag
verlangert. Um eine mdglichst hohe Ausbeute an hochmolekularer DNA zu erhalten
und eine unnoétige Scherung der DNA zu vermeiden, wurde der gesamte

Extraktionsprozess so schonend wie moglich durchgefiihrt.
Laborprotokoll: DNA-Extraktion aus Gewebe mit QI Aamp DNA Mini Kit

® Je nach GroRe der Gewebsstiicke 1 bis 4 Schnitte a 10um in ein 2ml Reaktionsgefal3 geben

® 1.200ul Xylol zum Entparaffinieren auf die Schnitte pipettieren, vortexen und 10 Minuten
bei Raumtemperatur stehen lassen, dann 5 Minuten bei 13.200U/min zentrifugieren,
Uberstand vorsichtig in  ein geeignetes Abfallgefil pipettieren  (Xylol st
gesundheitsschadlich und muss gesondert entsorgt werden)

® diesen Schritt wiederholen

® 1.200ul EtOH zu dem Pellet pipettieren, vortexen und 5 Minuten bei 13.200 U/min
zentrifugieren, Uberstand vorsichtig in ein geeignetes AbfallgefaB pipettieren (Xylolreste)

® diesen Schritt wiederholen
® Pellet mit gedffnetem Deckel 15 Minuten bei 37°C trocknen

® Pellet in 180wl ATL-Puffer resuspensieren und 20ul Proteinase K dazugeben, vortexen und
1-3 Stunden bei 56°C inkubieren (alle 20 Minuten vortexen) oder tber Nacht inkubieren

® kurz zentrifugieren, 200ul AL-Puffer dazugeben, 15 Sekunden pulse-vortexen und 10
Minuten bei 70°C inkubieren

®  kurz zentrifugieren, 200ul EtOH dazugeben, pulse-vortexen und wieder kurz zentrifugieren
® alles auf einen QlAamp Filter pipettieren und 1 Minute bei 8.000U/min zentrifugieren

® Filter in ein neues Reaktionsgefadl3 setzen, 500ul AW1-Puffer auf den Filter geben und 1
Minute bei 8.000U/min zentrifugieren

® Filter wieder in ein neues Reaktionsgefdll setzen, 5001l AW2-Puffer auf den Filter geben
und 3 Minuten bei 13.200U/min zentrifugieren

® Flussigkeit verwerfen und den Filter 1 Minute bei 13.200U/min trocken zentrifugieren
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® Filter in ein sauberes 1,5ml Reaktionsgefal3 setzen, 200ul AE-Puffer auf den Filter geben, 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubieren und anschlieBend 1 Minute bei 8.000U/min
zentrifugieren

®  DNA mittels Nano Drop messen und evtl. den vorherigen Schritt wiederholen

®  DNA kurzfristig bei 4°C lagern ansonsten bei -20°C lagern

QlAamp:  QIAGEN Catalog no.51304 (50)
Xylol: z.B. 2,51 Fa Sds 0750021
EtOH: z.B. 2,51 Ethanol Fa. J.T.Baker 8006

2.2.2. PCRund Primersets

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (‘polymerase chain reaction’), kurz PCR genannt,
ist eines der etabliertesten Verfahren zur Vervielfdltigung von DNA. Dieses
Verfahren findet seit seinen Anfangen im Jahre 1985 eine grof3e Anwendungsbreite
mit standiger Weiterentwicklung in der modernen Molekularbiologie. Das einfache
Prinzip ermdglicht eine rasche und effiziente Vervielfaltigung der DNA, welche dann
zu Forschungs- und diagnostischen Zwecken genutzt werden kann. Die Vorgange
bei der Vervielfaltigung einer Nukleinsaure mittels PCR dhneln dem Reaktionsablauf
der natirlichen Replikation. Dabei synthetisiert eine DNA-Polymerase, ausgehend
von Startermolekilen, einen neuen DNA-Strang an einer einzelstrangigen
Nukleinsaure-Matrize, der Template-DNA. Bei der PCR werden als Starter-Molekile
synthetische DNA-Oligonukleotide (Primer) verwendet, die an die Template-DNA
hybridisieren. Von deren 3'-Ende aus synthetisiert eine hitzestabile DNA-
Polymerase den neuen DNA-Doppelstrang. Durch die Wahl eines gegenlaufig
orientierten Oligonukleotid-Primerpaares kann gezielt die DNA-Sequenz zwischen
den beiden Primern vervielfaltigt werden. Das entscheidende Prinzip der PCR ist die
zyklische Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte, wodurch die Matrize
exponentiell amplifiziert wird. Das Grundprinzip beinhaltet somit drei sich immer

wiederholende Schritte:
1. Denaturierungsschritt

Im Denaturierungsschritt erfolgt die Trennung des DNA-Doppelstrangs in zwei
Einzelstrange, welches bereits bei einer Temperatur von 70°C beginnt und auf
eine Temperatur von 94°C gesteigert wird. Einerseits leiden unter den hohen

Temperaturen alle Komponenten, die Polymerase denaturiert, die Nukleotide
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zerfallen und DNA sowie Primer werden depuriniert. Andererseits muss auf
Grund der komplexen hochmolekularen Struktur der DNA die Temperatur so
hoch gefahren werden, damit auch bei GC-reichen DNA-Fragmenten eine
Denaturierung erfolgen kann. Deshalb hdlt man diese Phase so kurz wie

moglich, aber so lange wie nétig (99).
2. Annealingschritt

Nun erfolgt die Primer-Hybridisierung an die einzelstrangige DNA, dazu muss
der Reaktionsansatz auf eine durch den Primer festgelegte Temperatur
abgeklhlt werden. Die Anlagerung des Primers an den Einzelstrang der

Zielsequenz bestimmt entscheidend die Spezifitat der PCR (99).
3. Elongationsschritt

Jetzt wird die Temperatur auf 72°C erhoht. Diese Temperatur stellt ein
Aktivitatsoptimum des verwendeten Enzyms der Tag-DNA-Polymerase dar.
Diese hitzestabile DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus wird verwendet, da
sie die kontinuierliche Durchfihrung der PCR-Zyklen ohne Enzymzugabe
erlaubt. Sie gewahrleistet somit die schnelle Bindung der Oligonukleotide an
den komplementaren DNA-Strang. Die Elongationszeit soll an die Lange des zu
erwartenden Produkts angepasst sein. Ist die Zeit zu kurz, kann die Polymerase
die Verknipfung nicht beenden, genauso fiihrt eine zu lange Zeit zu
unerwiinschten Ergebnissen. Ublicherweise rechnet man mit einer halben bis
ganzen Minute je kb Lange. Wenn man Tag-Polymerase verwendet, rechnet

man mit zwei Minuten je kb Lange (99).

Laborprotokoll: PCR

® die Konzentration der durch die Extraktion gewonnenen DNA, wird zundchst im Nano Drop
gemessen (Werte siehe Tabelle 7)

® um gleiche Konzentrationen der Ausgangs-DNA zu schaffen, werden alle Lésungen auf
einen DNA-Gehalt von 20ng/ul eingestellt

® fiir eine optimale Ausbeute wird ein DNA-Einsatz von 60ng/ul gewahlt

® die Ansatze beinhalten folgende Komponenten: HPLC-Wasser, Puffer (MgCl,), dNTP's
(2pmol), Primermix forward/reverse (2,5pmol) (Primersets siehe Tabelle 2) und Tag-
Polymerase (Ampli Taq Gold with Gene Amp)
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Die folgenden Angaben gelten fiir 25ul Ansatze (3ul extrahierte DNA-Losung + 22ul

Mastermix). Der Mastermix setzt sich, wie aus Tabelle 2 zu ersehen, zusammen.

‘Mastermix ‘ 5x | 6x | 9x ‘ 12x ‘ 15x | 18x | 21x ‘ 24x ‘ 27x ‘ 30x | 34x | 37x |
H,O fiir 3ul DNA | 81.5 | 98 147 | 196 | 245 | 935 | 342 | 391 | 439 | 489 | 554 | 603
10x Taq-Puffer 12.5 15 [ 225 | 30 | 375 | 45 |525| 60 | 675 | 75 85 | 925
2mM dNTP's 10 12 18 24 30 36 42 48 54 60 68 74
Primermix 5 6 9 12 15 18 21 24 27 30 34 37
Tag-Polymerase 1 12 | 1.8 | 24 3 36 | 42 | 48 | 54 6 68 | 74

Tab. 2: Ansatzreihe fir verwendete PCR-Anséatze

® die Gesamtmenge der einzelnen zu pipettierenden Losungen ergibt sich aus der Anzahl
durchgefiihrter PCR-Reaktionen

® den Mastermix kurz vortexen, jeweils 22ul Mastermix in sterile Tubes vorgeben

® jeweils 3ul DNA-L6sung zupipettieren, die Rohrchen verschlieBen und in das PCR-Gerat
stellen

® die Ansdtze mit dem Programm der nachfolgenden Tabelle fahren lassen

Schritt Zeit Temperatur
1. Aktivierung der Taq 10min 94°C
2. Denaturierung 15sec 94°C
3. Annealing 10sec jeweilige Primertemperatur (siehe unten)
4. Elongation 20sec 72°C
5. Schlussreaktion 3min 72°C
6. Durchlauf Ende (hold
urchlauf Ende (hold) hold 4°C

ein Zyklus beinhaltet die Schritte 2., 3. und 4. ‘

‘ Gen | Exon Annealing-Temp. | Zyklen ‘
EGFR | 18 58°C 50
19 58°C 50
20 58°C 50
21 56°C 50
KIT 9 55°C 50
1 55°C 50
13 55°C 50
PDGFR | 12 55°C 60
18 61°C 60

Tab. 3: PCR-Programme
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Verwendetes PCR-Gerat:

Bio Rad PTC-100

Modell: PTC-1196 rev: FA
Rating: 100-200 VAC 50-60Hz350watts
Fuses: 4.50A momentary (2) 4.0A 250V

Bei den Primern sollten folgende Parameter beachtet werden: Schmelztemperatur,
3"-Enden, Nukleotidzusammensetzung und -verteilung und
Primer/Primerwechselwirkung. Die Primer sollten weder stabile Sekundarstrukturen
noch Dimere bilden kénnen, deshalb miissen Komplementaritaten innerhalb eines
Primers und zwischen den Primern vermieden werden. Sie sollten dieselbe
Schmelztemperatur besitzen. Fiir die sequenzspezifische Hybridisierung der Primer
an die Template-DNA muss eine geeignete Temperatur, die Annealing-Temperatur,
gewahlt werden. Als Schmelztemperatur wird dabei diejenige Temperatur
bezeichnet, bei der die betrachteten DNA-Molekile zu 50% denaturiert sind, also
einzelstrangig vorliegen. Die Schmelztemperatur (T.) eines DNA-Doppelstrangs bis
zu einer GroBe von etwa 25bp kann anndherungsweise anhand der
Zusammensetzung aus GC- und AT-Paaren berechnet werden. Der Beitrag eines GC-

Paares zur Schmelztemperatur betragt etwa 4°C, der eines AT-Paares 2°C.

Vereinfachte Formel zur Berechnung von Tp,: Ty = 2°C x (A+T) + 4°C x (G+C) (100).

Exon Bezeichnung Sequenz (5->3") | Annealing-Temp. |
EGFR18 forward TGG CACTGCTTT CCAGCATG 58°C
EGFR18 reverse TCC CCA CCA GAC CAT GAG AG 58°C
EGFR19 forward GCA GCA TGT GGC ACC ATC TC 58°C
EGFR19 reverse GAG GTT CAG AGC CAT GGA CC 58°C
EGFR20 forward CTT CTG GCC ACC ATG CGA AG 58°C
EGFR20 reverse CCTTATCTCCCCTCCCCGTA 58°C
EGFR21 forward CTT CTT CCC ATG ATG ATCTGT C 56°C
EGFR21 reverse GGA AAATGCTGG CTG ACCTA 56°C
c-KIT9 forward TCC TAG AGT AAG CCA GGG CTT 50°C
c-KIT9 reverse TGG TAG ACA GAG CCT AAA CAT CC 50°C
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Exon Bezeichnung Sequenz (5->3") Annealing-Temp.
cKIT11 forward CCA GAG TGC TCT AAT GACTG 50°C
c-KIT11 reverse AGC CCCTGT TTC ATA CTG AC 50°C
c-KIT13 forward GCT TGA CAT CAG TTT GCC AG 50°C
c-KIT13 reverse AAA GGC AGC TTG GAC ACG GCT TTA 50°C
PDGFR12 | forward ATG TGG AGT GAA CGT TGT TGG 55°C
PDGFR12 | reverse CTA GTT CTT ACT AAG CACAAG C 55°C
PDGFR18 | forward CAG GGG TGA TGC TAT TCA GC 61°C
PDGFR18 | reverse GAT TAA AGT GAA GGA GGA TGA GCC 61°C

Tab. 4: Verwendete PCR-Primer
2.2.3. Nachweis der PCR-Produkte

Der Nachweis der PCR-Produkte erfolgt mittels Agarosegelelektrophorese. Dies ist
ein einfaches und effizientes Verfahren, welches eine visuelle Uberpriifung tiber den
Erfolg der zuvor gelaufenen PCR ermdglicht. Mit ihr ermittelt man, ob lberhaupt
das gewiinschte DNA-Fragment vervielfadltigt wurde und vor allem in welcher
Menge es vorliegt, so dass im weiteren Verlauf bei der ersten Fallung gleiche
Mengen des PCR-Produkts eingesetzt werden kénnen. Durch das Auftragen eines
Markers lasst sich zudem die Lange des Fragments abschatzen und damit auch
eingrenzen, ob es sich wirklich um das gewiinschte Fragment handelt. Zuletzt dient
es vor allem in der Diagnostik dazu, verschieden lange Fragmente voneinander zu

trennen und zu identifizieren.

Das Prinzip dieser Methode besteht darin, dass das PCR-Produkt, welches in eine
Tasche des Agarosegels pipettiert wird, entsprechend seiner Lange durch Anlegen
einer Spannung aufgetrennt wird. Die Detektion wird ermdglicht durch das im
Agarosegel enthaltene Ethidiumbromid, denn dieses interkaliert zwischen den
Basen der Nukleinsauren. Nach Anregung durch UV-Licht erscheint der
Ethidiumbromid-Nukleinsaure-Komplex im sichtbaren Bereich als Bande. Aufgrund
seiner interkalierenden Eigenschaften ist dieser Farbstoff ein starkes Mutagen und
entsprechende VorsichtsmaBBnahmen sind im Umgang bzw. bei der Entsorgung

benutzter Gele zu treffen.
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Laborprotokoll: Gelelektrophorese

es werden 7ul pro PCR-Ansatz mit 1ul Loadingpuffer des Promega 50bp Sets gemischt und
mittels Gelelektrophorese (1,6%-iges Agarosegel in 1XTAE-Puffer) analysiert

die Herstellung des Gels erfolgt, indem man 1,6g Agarosepulver zusammen mit 100ml
1XTAE-Puffer in der Mikrowelle aufkochen lasst

anschlieBend werden 3l Ethidiumbromid zugegeben und das fliissige Gel in ein ‘Gel-Tray
gegossen und ein Kamm platziert

nach der Aushartung wird der Kamm entfernt und das Gel in eine mit 1XTAE-Puffer gefiillte
Gelkammer Gberfiihrt

die mit Loadingpuffer gemischten PCR-Proben werden in die Geltaschen pipettiert, sowie
auch der DNA-Langenmarker (Promega 50bp)

die Elektrophorese lauft 25 Minuten bei 110Volt

die anschlieBende Analyse erfolgt mit dem Computerprogramm DC/DeVisionG (Decon
Science Tec GmbH). Das Bild wird ausgedruckt und dem Protokoll beigefiigt (siehe dazu
Abbildung 9).

EGFR Exon20 c-KIT Exon11 PDGFR Exon12

Abb. 9: Beispiele einer PCR-Produkt-Analyse: Mit einem Elektrophoresegel fiir EGFR, KIT und PDGFR

2.2.4.

Ethanolprazipitation der Nukleinsduren

Die Ethanolprazipitation ist die gebrauchlichste Methode zur Aufreinigung und

Konzentrierung der DNA. In Gegenwart monovalenter Kationen bildet die DNA in

Ethanol einen unl6slichen Niederschlag, der durch Zentrifugation isoliert wird. Die

monovalenten Kationen werden durch das Natriumacetat bereitgestellt.

Laborprotokoll: 1. Alkoholfdllung

in ein 1,5ml Reaktionsgefdl werden 17,5ul 3M Natriumacetat (NaAC) pH 5,5 gegeben
hierzu werden 180ul HPLC-Wasser zupipettiert

nun wird entsprechend der Starke der Banden auf dem Agarosegel 2ul und bei schwachen
Banden bis zu 5ul des PCR-Produkts hinzu gegeben

anschlieBend wird 500ul 2,5x100% Ethanol dazu pipettiert

das Gesamtvolumen von 700ul wird mittels Vortexen und einmal Giberkopfhalten gemischt
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® danach bei 14.000U/min bei 4°C 20 Minuten zentrifugieren und den Uberstand absaugen
(Vakuumpumpe)

® beigedffnetem Tube das DNA-Pellet unter dem Abzug trocknen lassen
2.2.5. Sequenzierreaktion

Die DNA-Sequenzierung nach Sanger et al (1977) wird auch als Kettenabbruch- oder
Didesoxynukleotidverfahren bezeichnet. Es handelt sich um eine enzymatische
Methode, bei der die zu analysierende DNA als Matrize fiir die Synthese neuer DNA-
Fragmente mit Hilfe einer DNA-Polymerase dient. Die DNA wird zuerst in eine
einzelstrangige Form Uberfiihrt. Diese Matrizen-DNA wird mit einem
Oligonukleotid, dem Sequenzierprimer, hybridisiert. Ausgehend von diesem Primer
erfolgt die Synthese des zur Matrize komplementaren Strangs. Abhdngig von den
an das System gestellten Anforderungen (Schnelligkeit, Sensitivitdt, Genauigkeit,
Thermostabilitdt) kdnnen dabei verschiedene, speziell fiir die DNA-Sequenzierung
optimierte DNA-Polymerasen  eingesetzt werden. Das Prinzip  der

Sequenzierreaktion ist in jedem Fall identisch.

Die DNA-Synthese wird parallel in vier MikroreaktionsgefaBen durchgefiihrt. Jedes
Gefald enthalt Matrizen-DNA, Primer, Enzym, alle vier 2-
Desoxynukleotidtriphosphate (dNTP’s) und zusatzlich jeweils ein 2'-, 3'-
Didesoxynukleotidtriphosphat (ddNTP’s: ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). In jedem
der vier ReaktionsgefaBBe laufen nun gleichzeitig zahlreiche Primerverlangerungen
ab. Das Enzym akzeptiert dabei sowohl die dNTP’s als auch das jeweilige ddNTP als
Substrat zur Kettenverlangerung. Wird ein ddNTP eingebaut, stoppt die Reaktion
sofort (Kettenabbruch), denn auf Grund der fehlenden 3*-Hydroxygruppe kann kein
weiteres Nukleotid angefligt werden. Man erhdlt damit in jedem der vier
Reaktionsansatze eine Mischung an DNA-Fragmenten unterschiedlichster
Kettenlangen. Das 5°-Ende eines jeden Fragments wird vom Sequenzierprimer
gebildet, wahrend das 3'-Ende aus dem fiir jeden Reaktionsansatz spezifischen
Didesoxynukleotid besteht. Zur spateren Analyse wird jeder neusynthetisierte DNA-
Strang entweder radioaktiv oder mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Da
mittlerweile Reagenzien zur Verfligung stehen, die es erlauben, jedes der vier

ddNTP’s mit einem unterschiedlichen Fluorophor markiert in die Synthese
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einzusetzen, kann die Sequenzierreaktion auch in einer Eintopfreaktion
durchgefiihrt und das Reaktionsprodukt nach Auftrennen in nur einer Gelspur mit

einem auf die vier Farbstoffe adaptierten laseroptischen System detektiert werden.

2.2.6. ’'Cycle sequencing’

Die Anwendung von thermostabilen DNA-Polymerasen ermdglicht in der DNA-
Sequenzierung, analog zur PCR, die gleichzeitige Amplifikation und Sequenzierung.
Dieses Verfahren wird ‘cycle sequencing’ genannt. Im Gegensatz zur PCR befindet
sich in der Reaktion nur ein Primer, es wird also lediglich linear und nicht
exponentiell amplifiziert. In einer Mixtur aus DNA-Matrizen, Primer, thermostabiler
Polymerase und einem dNTP/ddNTP-Gemisch wird ein thermisches Profil,
bestehend aus Primerdenaturierung, Primer-Hybridisierung und DNA-Synthese
etwa 30 mal durchlaufen, quasi eine Sequenzierungsreaktion 30 mal wiederholt.

Entsprechend grof3 ist die Menge der produzierten Sequenzierungsfragmente (98).
Laborprotokoll: “cycle sequencing’

® die ReaktionsgefdBe mit den getrockneten Pellets mit 11l HPLC-Wasser versetzen

® dazu gibt man zu den entsprechenden Tubes (forward oder reverse) 1ul des zugehérigen
Primers

® auf niedriger Stufe vortexen damit sich das Pellet [6st
® indie vorbereiteten Stripes 6l Puffer und 2ul ‘Big Dye™ hinzu pipettieren

® aus den gevortexten Reaktionsgefdlen wird nun das Gesamtvolumen von 12ul nach
griindlichem Mischen in die Stripes liberpipettiert

® die Stripes gibt man in den Thermocycler und startet das cycle sequencing-Programm

® die leeren ReaktionsgefdaRe werden aufbewahrt

(Big Dye Terminator V 1.1 cycle sequencing Kit)

Danach erfolgt noch einmal eine Aufreinigung der DNA, diese entspricht der 1.

Alkoholféllung siehe 2.2.4. Ethanolprazipitation der Nukleinsauren.
Laborprotokoll: 2. Alkoholfallung

® in das aufbewahrte Reaktionsgefal3 werden 10ul 3M Natriumacetat (NaAC) gegeben
® hierzu werden 70ul HPLC-Wasser zupipettiert

® nun wird der ‘cycle sequencing’-Ansatz von 20ul in das Reaktionsgefal liberpipettiert und
250ul 2,5xEthanol dazu pipettiert
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® das Gesamtvolumen von 350ul wird mittels Vortexen und einmal tiberkopfhalten gemischt

® danach bei 14.000U/min bei 4°C 20 Minuten zentrifugieren und den Uberstand absaugen
(Vakuumpumpe)

® beigedffnetem Tube das DNA-Pellet unter dem Abzug trocknen lassen
2.2.7. Detektion der Sequenz

Die Detektion von Fluorophor markierten DNA-Fragmenten erfolgt direkt im Gel
nach Aktivierung mit einem Laser innerhalb einer Kapillare. Die detektierten Signale
werden computerunterstiitzt direkt in die Sequenz umgewandelt. Die Vorteile bei
Verwendung einer Kapillare sind die bessere Automatisierbarkeit, kleineres
Probenvolumen und geringere Kosten pro Probenlauf. Hinzu kommt, dass bei der
Elektrophorese auf Grund des hohen Oberflachen- zu Volumenverhaltnisses die
entstehende Warme viel besser abgeleitet wird. Daher konnen hohere Feldstarken
verwendet werden, was die Elektrophorese verkirzt. Wahrend bei der
Elektrophorese im flachen Gel bei Laufzeiten zwischen sechs und 18 Stunden im
Schnitt zwischen 60 und 1.200 Nukleotide gelesen werden kénnen, kommt man mit
der Kapillare bei Laufzeiten von ein bis vier Stunden auf Leselangen von 500 bis 900
Nukleotiden. Der Nachteil, dass in einer Kapillare nur eine Probe bzw. ein
Reaktionsansatz aufgetrennt werden kann, wird dadurch ausgeglichen, dass
Kapillarblindel mit acht bis maximal 6x64 Kapillaren verwendet werden. Da das
Sequenziergerat in der Lage ist, die vier verschiedenen Fluorophore gleichzeitig zu
detektieren, bedeutet dieses, dass in der Sequenzierreaktion unterschiedliche
Fluoreszenzmarkierungen in jeder der vier Kettenabbruchreaktionen eingebracht
und alle vier Ansatze anschlieBend in einer Spur bzw. einer Kapillare aufgetrennt

werden (‘four-label’, ‘single-lane approach™) (99).
Laborprotokoll: ‘sequencing’

® die aufbewahrten ReaktionsgefdBe mit den getrockneten DNA-Pellets werden mit 35l
Formamid versetzt und gemischt

® dann wird das Gesamtvolumen in die Mikrotiterplatten Gberpipettiert

® die Mikrotiterplatten werden in das Sequenziergerat gestellt, Gber Nacht lduft nun die
Sequenzieranalyse

Verwendetes Sequenziergerat: AB Applied Biosystems Hitachi
3100 Genetic Analyzer
ABI Prism (Serial No.: 1476-016)
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2.2.8. Auswertung der Sequenzen

Alle Sequenzen wurden ausgedruckt und mit einer Referenzsequenzvorlage
verglichen. Die Sequenzvorlagen wurden aus einer offentlichen Datenbank
(National Center of Biotechnology Information, kurz NCBI, Genbank,
www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez) bezogen. Die entsprechenden Referenzsequenz-

Identifikationsnummern sind in Tabelle 5 gelistet.

Gen Referenzsequenz-ldentifikationsnummern
EGFR EGFR NM 005228

PDGFR PDGFR NM 006206

KIT KIT NM 0002222

Tab. 5: Referenzsequenz-ldentifikationsnummern

Die Mutationsanalyse pro Zelllinie wurde an zwei separat angesetzten PCR-
Reaktionen durchgefiihrt. Um eventuell auftretende Artefakte, wie z.B. falsche von
der Tag-Polymerase verursachte Mutationen zu identifizieren, wird pro Exon die

erste Probe vorwarts, die zweite Probe rlickwarts sequenziert.
Als nicht mutiert wird gewertet, wenn:

® beide Exonsequenzen der Sequenzvorlage entsprechen
® nur eine Sequenz analysierbar ist und keine Mutation zeigt

® eine Sequenz mutiert ist, jedoch keine Mutation in der anderen Sequenz auftritt
(entspricht Artefakt)

Als mutiert wird gewertet, wenn:

® beide Exonsequenzen an derselben Stelle dieselbe Mutation aufweisen

® als homozygote Mutation wird gewertet, wenn nur ein ‘peak’ auf gleicher Hohe wie die
umliegenden “peaks’ vorliegt und klar die ausgetauschte Base zu erkennen ist

® als heterozygote Mutation wird gewertet, wenn zwei gleichhohe ‘peaks” vorliegen, die aber
insgesamt nur die halbe Hohe der umliegenden “peaks” erreichen
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Anhand der Codontabelle (siehe Tabelle 6) wurde dann der Aminosaurenaustausch

ermittelt.
Zweite Position des Codons
T C A G
T
TTT |Phe |[F] |TCT |Ser [[S] |TAT |Tyr |[Y] |TGT |Cys |[C]
C
T TTC |Phe |[F] |TCC |Ser [[S] |TAC |Tyr |[Y] |TGC |Cys |[C]
A
TTA |Leu |[L] |TCA |Ser |[S] |TAA |[Ter |[end] |TGA |Ter |[end]
G
TTG |Leu [[L] |TCG |Ser |[S] |TAG |Ter |[end] |TGG |Trp |[W]
) T
CTT |Leu |[L] |CCT |Pro [[P] |CAT |His |[H] CGT |Arg |[[R]
. C
C CTC |Leu |[L] JCCC |Pro [[P] |CAC |His |[H] CGC |Arg |[[R]
A
%’ CTA |Leu [[L] |CCA |Pro |[P] |CAA |GIn |[Q] CGA |Arg |IR] O
S =
S G | >
9 CTG |Leu |[L] |CCG |Pro |[P] |CAG |GIn [[Q] |CGG |Arg |[R] 2.
£ :
o 5
= T a
2 ATT |lle |[I1 |ACT |Thr |[T] |AAT [Asn |[N] |AGT |Ser [I[S] @
: A
|4 C
w A ATC [lle [l JACC |Thr [[T] |AAC |Asn |[N] AGC |Ser |[[S] 3
A
ATA [lle (1 |ACA |Thr |[T] |AAA |Lys |[K] AGA |Arg |[[R]
G
ATG |Met |[M] |ACG |Thr [[T] |AAG |Lys [IK] AGG |Arg |[[R]
T
GTT |Val |[V] |GCT |Ala |[A] |GAT |Asp |[D] GGT |Gly [[G]
C
G GTC |Val |[V] |GCC |Ala |[A] |GAC |Asp |[D] GGC |Gly [[G]
A
GTA |Val |[V] |GCA |Ala [[A] |GAA |Glu |[E] GGA |Gly |[G]
G
GTG (Val [[V] |GCG |Ala |[A] |GAG |Glu |[E] GGG |Gly |[G]

Tab. 6: Codontabelle zur Darstellung der zugehérigen Aminosauren
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Als nicht analysierbar gilt, wenn:

® trotz eingeleiteter MaBBnahmen kein PCR-Produkt erhalten wird
® keine Sequenz erhalten wird

Die Sequenzierung wird wiederholt, wenn:

® trotz ausreichender PCR-Produktmenge keine Sequenz erhalten wird

® cine Mutation in einem PCR-Produkt auftritt, bei dem zweiten PCR-Produkt keine Sequenz
(trotz ausreichender Produktmenge) erhalten wird
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3. Ergebnisse

3.1. Mutationsanalysen
3.1.1. Verwendetes Zelllinien-Material

Das verwendete Zelllinien-Material wurde, wie bereits beschrieben, durch
Extraktion aus dem Ursprungsgewebe gewonnen. Fir die Erstellung eines
aussagekraftigen Mutationsstatus ist es von groBer Bedeutung Zelllinien mit einem
hohen Reinheitsgrad und einer ausreichend hohen DNA-Konzentration
auszuwadhlen. Qualitativ hochwertige DNA, die zur Sequenzierung geeignet war,
konnte in der vorliegenden Arbeit aus 57 Zelllinien gewonnen werden. Die
Konzentrationen der extrahierten DNA variierten je nach Zelllinie. Die DNA-

Konzentrationen der verwendetetn Zelllinien sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Organ Zelllinien Datum DNA ng/ul ratio
Kolon DLD-1 01.02.2006 572,6 1,99
Kolon COLO 320DM 26.01.2006 146,6 1,9
Kolon HCT-8 14.02.2006 745,5 2,01
Kolon COLO 201 27.01.2006 683,8 1,9
Kolon SK-CO-1 12.03.2006 384,7 1,99
Kolon SW-620 28.06.2006 5241 2
Kolon HAT 29 14.05.2006 692,2 2,03
Kolon HCT-15 22.12.2005 380,2 2,06
Kolon COLO 205 18.03.2006 333 1,92
Kolon HCT-116 27.04.2006 4004 1,99
Leber HEP G2 28.04.2006 92,1 1,98
Ovar OVCAR-3 09.12.2005 418,5 2,05
Ovar OVCAR-4 20.12.2005 59.5 1,93
Ovar OVCAR-5 15.12.2005 77,4 2,07
Ovar OVCAR-8 25.11.2005 140,8 1,99
Ovar 0C-2 08.12.2005 107,9 2,03
Knochenmark K562 12.01.2006 114,2 2,02
Knochenmark HL-60 (TB) 16.02.2006 262 1,98
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Organ Zelllinien Datum DNA ng/ul ratio
Haut SK-MEL-28 15.07.2006 6,4 2,29
Haut MEL-HO 09.05.2006 65,9 2,02
Haut IGR-1 25.05.2006 52,3 1,82
Haut A 431 28.06.2006 47,3 1,98
Haut HACAT 25.05.2006 32,9 2,04
Haut A375 03.05.2006 64 2,06
Brust ZR-75-1 07.06.2006 40.9 2,11
Brust HBL-100 02.03.2006 258,2 2,03
Brust BT 549 06.05.2006 12,3 2
Brust HS-578T 05.04.2006 334 2,23
Brust MCF-7 05.04.2006 259,9 2,03
Brust MDA-MB 435 04.05.2006 178,5 1,99
Brust MDA-NEO 26.04.2006 483,2 2,08
Lunge NCI-H23 04.03.2006 155,8 1,92
Lunge NCI-H226 15.06.2006 10,5 1,79
Lunge NCI-H322M 04.03.2006 398,3 2,03
Lunge NCI-H522 13.04.2006 48,1 2,01
Niere CAKI-2 13.07.2006 39,3 2,05
Niere 293 06.04.2006 972,6 2,18
Niere 786-0 11.05.2006 10,4 2,24
Gehirn T98G 28.04.2006 49,5 1,94
Gehirn SNB-19 28.06.2006 20,7 1,99
Gehirn GaMG 28.06.2006 48,7 2,18
Gehirn DBTRG-05MG 18.05.2006 106,7 1,99
Gehirn U-343MG 12.07.2006 18,4 2,04
Gehirn 172 21.07.2006 7,5 1,75
Knochen SAOS-2 09.07.2006 36,6 1,92
Harnwege ECV 304 12.04.2006 138,7 2,06
Harnwege J-82 08.06.2006 62,6 2
Harnwege SCABER 15.07.2006 34,3 1,94
Harnwege 5637 03.02.2006 103,6 1,98
Harnwege TCC-SUP 27.04.2006 23,1 1,88
Harnwege RT-112 26.05.2006 152,8 2,01
Gebarmutter HELA 15.02.2006 56,4 2,06
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Organ Zelllinien Datum DNA ng/ul ratio
Schilddriise ONCO-DG-I 13.07.2006 18.5 1.97
Schilddriise CAL-62 12.04.2006 100,6 2,06
Schilddriise ML-1 24.06.2006 40,5 1,97
Schilddrise B-CPAP 10.04.2006 243,6 2,02
Schilddrise 8505C 01.06.2005 71,8 2,01

Tab. 7: DNA-Konzentrationen der Zelllinien-Extrakte

3.1.2. Ubersicht der gesamten Zelllinien fiir EGFR-Untersuchung

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht tber die Zelllinien, welche auf EGFR-
Mutationen gepriift wurden. Untersucht wurden vier Exons von EGFR, darunter

Exon18, 19, 20 und 21, die allesamt fiir die Tyrosinkinase-Domane codieren.

Es wurde neben verschiedenen Polymorphismen auch eine Mutation festgestellt.

Organ Zelllinien EGFR18 EGFR19 EGFR20 EGFR21
Kolon DLD-I X X Q 787 het X
Kolon COLO 320 DM X X Q 787 het X
Kolon HCT-8 X X Q 787 het X
Kolon COLO 201 X X Q 787 het X
Kolon SK-CO-1 X X Q 787 hom X
Kolon SW-620 X X Q 787 het X
Kolon HT 29 X X Q 787 het X
Kolon HCT-15 X X Q 787 het X
Kolon COLO 205 X X X X
Kolon HCT-116 X X Q 787 hom X
Leber HEP G2 X X Q 787 het X
Ovar OVCAR-3 X X Q 787 hom X
Ovar OVCAR-4 X X Q 787 het X
Ovar OVCAR-5 X X Q 787 hom X
Ovar OVCAR-8 X X Q 787 hom X
Ovar 0C-2 X X X X
Knochenmark | K-562 X X Q 787 het X
Knochenmark | HL-60 (TB) X X Q787 hom X
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Organ Zelllinien EGFR18 EGFR19 EGFR20 EGFR21
Haut SK-MEL-28 X P753Shom | Q787 hom X
Haut MEL-HO X X Q 787 het X
Haut IGR-1 X X Q 787 het X
Haut A 431 X X Q 787 hom X
Haut HACAT X X Q 787 het X
Haut A-375 X X Q 787 het X
Brust ZR-75-1 X X Q 787 hom X
Brust HBL-100 X X Q 787 het X
Brust BT 549 X X Q 787 het X
Brust HS-578T X X Q 787 het X
Brust MCF 7 X X Q 787 hom X
Brust MDA-MB-435 X X Q 787 hom X
Brust MDA-NEO X X Q 787 hom X
Lunge NCI-H23 X X Q 787 het X
Lunge NCI-H226 X X Q 787 hom X
Lunge NCI-H322M X X Q 787 het X
Lunge NCI-H522 X X Q 787 het X
Niere CAKI-2 X X Q787 hom X
Niere 293 X X Q 787 hom X
Niere 786-0 X X Q 787 het X
Gehirn T98G X X Q 787 het X
Gehirn SNB-19 X X Q 787 het X
Gehirn GaMG X X Q 787 het X
Gehirn DBTRG-05MG X X Q 787 het X
Gehirn U-343MG X X X X
Gehirn 172 X X Q 787 het R 836 het
Knochen SAOS-2 X X X X
Harnwege ECV 304 X X Q 787 hom X
Harnwege J-82 X X Q 787 het X
Harnwege SCABER X X X X
Harnwege 5637 X X X R 836 het
Harnwege TCC-SUP X X Q787 hom X
Harnwege RT-112 X X X X
Gebarmutter | HELA X X Q 787 het X

42




Ergebnisse

Organ Zelllinien EGFR18 EGFR19 EGFR20 EGFR21
Schilddrise ONCO-DG- X X Q 787 het X
Schilddrise CAL-62 X X Q 787 hom X
Schilddrise ML-1 X X Q 787 het X
Schilddrise B-CPAP X X X X
Schilddrise 8505C X X X X
Mutation Polymorphismus | X = keine Mutation hom = homozygot
het = hereozygot

Tab. 8: Ubersicht der gesamten Zelllinien fiir EGFR-Untersuchung

CATCTT CGAAAGC (AACAAGGAAA
11 121 131

Abb. 10: Sequenzausschnitt: SK-Mel-28 EGFR19 forward P753S
Codon 753 CCG mutiert zu TCG

TETTGGC TTT CGAAGATGT T GC. T
51 61

Abb. 11: Sequenzausschnitt: SK-Mel-28 EGFR19 reverse P753S
3.1.3. Ubersicht der gesamten Zelllinien fiir PDGFR- und KIT-Untersuchung

Die folgende Tabelle zeigt alle auf KIT- und PDGFR-Mutationen gepriiften Zelllinien.
Untersucht wurden drei Exons des KIT-Gens, darunter Exon9, 11 und 13 sowie zwei
Exons des PDGFR-Gens darunter Exon12 und 18. Dabei codiert KIT Exon9 fiir die

extrazelluldare Domane, die die Rezeptordimerisierung einleitet. Exon11 des KIT-
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Gens und Exon12 des PDGFR-Gens codieren fir die juxtamembrandse Domane. Die
ATP-Bindungs-Domane von KIT und PDGFR werden von Exon13 und 14 und
entsprechend die Phosphotransferase-Domane von Exon17 und 18 codiert. Es
haben sich neben zwei verschiedenen PDGFR-Polymorphismen keine Mutationen

im KIT- und PDGFR-Gen feststellen lassen.

Organ Zelllinien PDGFR12 | PDGFR18 | c-KIT9 | c-KIT11 | c-KIT13 |
Kolon DLD-I P 567 hom X X X X
Kolon COLO 320 DM P 567 hom X X X X
Kolon HCT-8 P 567 hom X X X X
Kolon COLO 201 P 567 hom X X X X
Kolon SK-CO-1 P 567 hom | V824 hom X X X
Kolon SW-620 P 567 hom | V824 hom X X X
Kolon HT 29 P 567 hom X X X X
Kolon HCT-15 P 567 hom X X X X
Kolon COLO 205 P 567 hom | V824 hom X X X
Kolon HCT-116 P 567 hom X X X X
Leber HEP G2 P567hom| V824hom | X | X | X
Ovar OVCAR-3 P 567 hom X X X X
Ovar OVCAR-4 P 567 hom X X X X
Ovar OVCAR-5 P 567 hom X X X X
Ovar OVCAR-8 P 567 hom | V824 hom X X X
Ovar 0C-2 P 567 hom | V824 hom X X X
Knochenmark | K-562 P 567 hom X X X X
Knochenmark | HL-60 (TB) P 567 hom X X X X
Haut SK-MEL-28 P 567 hom X X X X
Haut MEL-HO P 567 hom | V824 hom X X X
Haut IGR-1 P 567 hom X X X X
Haut A 431 P 567 hom X X X X
Haut HACAT P 567 hom X X X X
Haut A-375 P 567 hom X X X X
Brust ZR-75-1 P 567 hom | V824 hom X X X
Brust HBL-100 P 567 hom X X X X
Brust BT 549 P 567 hom X X X X
Brust HS-578T P 567 hom X X X X
Brust MCF 7 P 567 hom X X X X
Brust MDA-MB-435 P 567 hom X X X X
Brust MDA-NEO P 567 hom X X X X
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Organ Zelllinien PDGFR12 | PDGFR18 | c-KIT9 | c-KIT11 | c-KIT13 |
Lunge NCI-H23 P 567 hom X X X X
Lunge NCI-H226 P 567 hom X X X X
Lunge NCI-H322M P 567 hom X X X X
Lunge NCI-H522 P 567 hom X X X X
Niere CAKI-2 P 567 hom X X X X
Niere 293 P 567 hom X X X X
Niere 786-0 P 567 hom X X X X
Gehirn T98G P 567 hom X X X X
Gehirn SNB-19 P 567 hom X X X X
Gehirn GaMG P 567 hom X X X X
Gehirn DBTRG-05MG P 567 hom X X X X
Gehirn U-343MG P 567 hom | V824 hom X X X
Gehirn 172 P 567 hom X X X X
Knochen SAOS-2 P 567 hom x | x| x X
Harnwege ECV 304 P 567 hom X X X X
Harnwege J-82 P 567 hom X X X X
Harnwege SCABER P 567 hom | V824 hom X X X
Harnwege 5637 P 567 hom X X X X
Harnwege TCC-SUP P 567 hom X X X X
Harnwege RT-112 P 567 hom X X X X
Gebarmutter | HELA P567hom | V824hom | X | X X
Schilddriise ONCO-DG-I P 567 hom X X X X
Schilddriise CAL-62 P 567 hom X X X X
Schilddriise ML-1 P 567 hom | V824 hom X X X
Schilddrise B-CPAP P 567 hom X X X X
Schilddrise 8505C P 567 hom | V824 hom X X X
Mutation Polymorphismus | X = keine Mutation hom = homozygot
het = heterozygot

Tab. 9: Ubersicht der gesamten Zelllinien fiir PDGFR- und KIT-Untersuchung
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4., Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden 57 gebrduchliche Zelllinien von humanen
Tumoren auf Mutationen von EGFR, KIT und PDGFR untersucht. Dabei vertreten die
untersuchten Zelllinien viele verschiedene Gewebetypen, einschliel3lich Kolon,
Leber, Ovar, Knochenmark, Haut, Brust, Lunge, Niere, Gehirn, Knochen, Harnwege,
Gebarmutter und die Schilddriise, um ein breit gefachertes Gewebespektrum
abzudecken. Mutationen, die zu einem Aminosdureaustausch fihren, wurden
lediglich in einer dieser Zelllinien gefunden. Dieses Ergebnis gibt somit keine
Anhaltspunkte fiir ein generell gehduftes Auftreten dieser therapierelevanten

Mutationen in Zelllinien.

Die einzige detektierte Mutation wurde in der 1976 etablierten Melanomzelllinie SK-
Mel-28 gefunden (101). Dieselbe Mutation wurde auch von lkediobi et al im Jahr
2006 beschrieben (102). Da es dauBlerst unwahrscheinlich ist, dass der von Ikediobi
untersuchte Klon der Zelllinie nur rein zufallig im Laufe der letzten 30 Jahre dieselbe
Mutation erfahren hat wie der Klon in der vorliegenden Arbeit, muss die Mutation
bereits seit geraumer Zeit sehr wahrscheinlich sogar seit der Etablierung der
Zelllinie vorhanden sein. In einer parallel zu der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten Studie wurde die Zelllinie SK-MEL-28 auch auf weitere
Genveranderungen untersucht. Hier fand sich eine Mutation des
Tumorsuppressorgens p53 (L145R) (103). P53-Mutationen gelten als Verursacher fir
genetische Instabilitat, da die Kontrolle tiber wichtige DNA-Reparaturmechanismen
verloren gehen. Dass die EGFR-Mutation dennoch Uber die Jahrzehnte in der
Zelllinie erhalten geblieben ist, lasst darauf schliel3en, dass sie eine besondere Rolle
fur die Zelllinie spielt und einen Selektionsvorteil darstellt. Daher ware die Zelllinie
SK-Mel-28 vermutlich sehr gut geeignet, um die Wirkung inhibitorischer Substanzen
gegen den EGF-Rezeptor zu untersuchen. Von bedeutendem Interesse ware es zu
ermitteln, in welchem Mal solche EGFR-Mutationen auch klinisch in Melanomen
relevant sind. Es ist bisher nur eine Studie bekannt, die 165 Melanome von
Schwarzafrikanern auf EGFR-Mutationen untersucht hat. Dabei konnten allerdings

keine Mutationen detektiert werden (104).
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EGFR-Mutationen sind bisher nur von wenigen weiteren Zelllinien bekannt, die
allerdings nicht in dem von mir untersuchten Zelllinien-Repertoire vorhanden
waren. Allerdings wurde auch erst in jlingster Zeit (siehe Tabelle 10) mit der Suche
nach EGFR-Mutationen begonnen, so dass zu erwarten ist, dass noch weitere
Zelllinien mit Mutationen gefunden werden. Zu den bekanntesten zahlen z.B. die
Myelom-Zelllinie RPMI8226 (Typ T7511) (102) sowie einige NSCLC-Zelllinien, u.a. die
Zelllinien NCI-H3255, NCI-H1975, PC-9, DFCILU-011, NCI-H1650 (105) (106). Eine

Auflistung der Zelllinien mit ihren EGFR-Mutationen ist in Tabelle 10 zu finden.

Tumortyp |Zelllinie EGFR-Mutation Autor ‘ Jahr ‘ Quelle
Myelom RPMI8226 Typ T7511 Ikediobi 2006 (102)
NSCLC PC-9 del E746_A750 Jackman 2006 (106)
NSCLC DFCILU-011 del L747_E749 Jackman 2006 (106)
NSCLC NCI-H1650 del E746-A750 Shimamura | 2005 (105)
NSCLC NCI-H3255 L858R Shimamura |2005 (105)
NSCLC NCI-H1975 L858R + T790M Shimamura | 2005 (105)

Tab. 10: Zelllinien mit EGFR-Mutation

Ebenso wie fir die Melanomzelllinie SK-MEL-28 ist es unerwartet eine EGFR-
Mutation in einer Myelom-Zelllinie zu finden, weil auch hier keine EGFR-Mutationen
bekannt sind. EGFR-Mutationen sind heute vor allem in Lungenkarzinomen klinisch
von Bedeutung, da nur Tumore mit aktivierenden Mutationen von Anti-EGFR-
Therapien profitieren kdnnen (71). Nur ausnahmsweise sind EGFR-Mutationen auch
in Nicht-Lungentumoren identifiziert worden. Dazu zahlen z.B. SCCHN’s (107) und
Thymome (108). Hierbei handelt es sich wie bei den Lungentumoren um
Mutationen in den Exons18-21, die zu einer permanenten Aktivierung des EGFR-
Signalwegs fiihren. Die Therapie dieser Tumortypen mit EGFR-Inhibitoren wird zur

Zeit in klinischen Studien bei SCCHN (Phase II/Ill-Studie) gepriift (109).

Die EGFR-Mutationen, die in Zelllinien gefunden werden, unterscheiden sich nicht
wesentlich von denen in den Primdrtumoren. So zahlen die Exon19-Deletion mit
53% (18/34), die haufig die Region E746-A750 umfasst (110), sowie die
Punktmutation L858R in EGFR21 mit 26% (9/34) zu den haufigsten EGFR-
Mutationen in NSCLC-Patienten, wie es auch die Studie von Sequist et al bestatigt:

Von 89 untersuchten NSCLC-Patienten weisen insgesamt 34 Patienten (35%) eine
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EGFR-Mutation auf, wobei wiederum davon die Exon19-Deletion und die
Punktmutation L858R zusammen etwa 79% ausmachen. Weitere haufige
Mutationen in Primartumoren sind: Exon20-Insertionen, T790M/L858R, G719A, und
L861Q (111).

Diese Mutationen treten offensichtlich auch in Zelllinen auf, wie es aus Tabelle 10
ersichtlich ist. So wird z.B. die haufige Mutation L858R in der Zelllinie NCI-H3255 und
auch in NCI-H1975 gefunden, wobei bei letzterer gleichzeitig eine T790M-Mutation
vorliegt. Genauso sind in Zelllinien auch Deletionen bekannt, beispielsweise in PC-9
(del E746_A750), DFCILU-011 (del L747_E749) und NCI-H1650 (del E746-A750) (105)
(106). Dies deutet darauf hin, dass EGFR-mutierte Zelllinien als Modellsysteme fur

Tumore genutzt werden kénnen.

Mutationen im KIT- oder im PDGFR-Gen wurden in der vorliegenden Studie nicht
detektiert. Die Daten bestdtigen daher die Hypothese, dass diese Veranderungen
exklusiv in gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) vorkommen. Zelllinien von
GIST-Tumoren waren in dem untersuchten Zelllinien-Repertoire jedoch nicht

vorhanden.

Zurzeit sind etwa neun Zelllinien von GIST bekannt. Alle (100%) diese Zelllinien
enthalten auch tatsachlich Mutationen im KIT-Gen. Die Mutationen in diesen
Zelllinien sind identisch mit denen, die auch in klinischen Tumoren gefunden
werden. Dies ist im Falle der GIST-Zelllinien nahezu selbstverstandlich, sind diese
Zelllinien doch bewusst aus klinischen GIST-Tumoren hergestellt worden, um
Modellsysteme zur Erforschung der Wirkung von Tyrosinkinase-Inhibitoren zu
erhalten. So finden sich in den GIST-Zelllinien die typischen ‘in-frame’-Deletionen
und Punktmutationen in den Exons9 und 11, die auch in den klinischen Tumoren

am haufigsten auftauchen (siehe dazu Tabelle 11).

Zudem konnen in den Zelllinien auch sekundare Mutationen gefunden werden, die
zur Resistenz gegen die Anti-KIT-Therapie fiihren. Diese Mutationen sind
typischerweise erst unter der Therapie entstanden bzw. herausselektiert. So

berichten z.B. Tamborini et al von einem Patienten mit fortgeschrittenem GIST, der
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unter der Anti-KIT-Therapie eine Sekundarmutation ausbildete. Dabei handelt es

sich um eine Substitution im KIT-Gen, Exon14 T670I (112).

Zelllinie Priméare Mutation Sekundédre Mutation ‘Autor ‘Jahr ‘Quelle ‘
GIST430 Exon11 16-bd del. (560-576) | Exon13 V654A Fletcher [2005 [(113)
GIST48 Exon11 V560D Exon17 D820A Fletcher [2005 [(113)
GIST62 Exon11 K552-558T Fletcher |2005 |(113)
GIST522 Exon11 4-bp del. (554-558) Fletcher [2005 |[(113)
GIST882 Exon13 K642E Fletcher |2005 [(113)
GIST-KUL-1 |Exon9 dupAY502-503 Fletcher [2005 [(113)
GIST-KUL-2 |Exon9 dupAY502-503 Exon13 V654A Fletcher |2005 [(113)
GIST-T1 Exon11 57-bp del. Jin 2006 |[(114)

Tab. 11: Zelllinien mit KIT-Mutation

GIST-Zelllinien mit PDGFR-Mutationen sind nicht verfligbar. Dies mag vor allem
daran liegen, dass PDGFR-Mutationen nur in etwa 7,1% (23/322) der GIST
vorkommen (56). In Anbetracht der Seltenheit von GIST, nur etwa 800 bis 1.200
Neuerkrankungen pro Jahr in der BRD, also etwa 100 Mal seltener als Brust- oder
Prostatakrebs, (115) und der Schwierigkeiten, erfolgreich Zelllinien zu generieren,
nur etwa jeder zehn bis 100ste Versuch ist erfolgreich, erstaunt das Fehlen von

PDGFR-mutierten Zelllinien jedoch nicht.

Allerdings sind KIT-Mutationen auch in geringem Mal3e von anderen Tumortypen
bekannt. Dazu zdhlen Melanome (116), Osteosarkome (‘Ewing Sarcome’) 2,6%
(2/71) (117), und ein Thymuskarzinom mit einer missense-Mutation (L576P) im KIT-
Gen in Exon11 (108). Von diesen drei Tumortypen waren jeweils sechs
Melanomzelllinien und eine Osteosarkomzelllinie in dem von mir untersuchten
Zelllinien-Repertoire vorhanden. Da in diesen Zelllinien keine KIT-Mutationen
gefunden worden sind, ergeben sich auch hier keine Anhaltspunkte fiir eine

unerwartete ,unphysiologische” Akkumulation von PDGFR-Mutationen in Zelllinien.

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass Mutationen von EGFR, KIT und PDGFR
selten in humanen Tumorzelllinien auftreten. Dies mag in erster Linie daran liegen,
dass die Mutationen auch in klinischen Tumoren selten sind und Zelllinien

letztendlich aus den klinischen Tumoren generiert worden sind. Wenn Mutationen
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in den Zelllinien vorliegen, handelt es sich daher auch um dieselben, die

typischerweise auch in den klinischen Tumoren gefunden werden.

Ebenso spiegelt die Haufigkeit der EGFR-Mutationen in den verschiedenen
Zelllinientypen bzw. Ursprungsgeweben der Zelllinien die Pravalenz in den
klinischen Tumoren wieder. So werden EGFR-Mutationen vor allem in Zelllinien von
Lungentumoren gefunden, Tumortypen, die auch klinisch EGFR-Mutationen

aufweisen konnen (27) (105) (106) (118) (119).

In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch in 56 von 57 Zelllinien das Vorliegen von
EGFR-, KIT- und PDGFR-Mutationen mit Sicherheit ausgeschlossen werden.
Anhaltspunkte fiir eine kiinstliche Anhaufung von Mutationen ergeben sich somit

in dieser Studie nicht.
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5. Zusammenfassung

Zelllinienexperimente stellen eine wichtige Basis flir (Tumor-)zellbiologische
Experimente dar. Allerdings wird haufig vermutet, dass viele Zelllinien sich durch
die fortgesetzte Kultivierung in einem ,korperfremden” Medium bereits weit von
den urspriinglichen Eigenschaften des Gewebes entfernt haben und daher nicht

mehr uneingeschrankt reprasentativ fiir die Biologie des Ursprungsgewebes sind.

Mutationen bestimmter Gene werden praktisch nur in einigen wenigen klinischen
Tumoren gefunden. Dazu zdhlen EGFR-Mutationen (epidermal growth factor
receptor) bei nicht-kleinzelligen Lungentumoren, sowie PDGFR-Mutationen
(platelet derived growth factor receptor) und KIT-Mutationen (kitten) bei
gastrointastinalen Stromatumoren (GIST). Das Vorliegen dieser Mutationen kann
somit als ein MaB fir die ,Urspringlichkeit” einer Zelllinie hinsichtlich des

Ausgangsgewebes angesehen werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, Mutationen der Tyrosinkinase-
Rezeptoren EGFR, KIT und PDGFR von 57 humanen Zelllinien aus verschiedenen
Ursprungsgeweben aufzunehmen. Dazu wurde DNA aus Zelllinien isoliert und mit
spezifischen Primersets flir die Exons18, 19, 20, 21 (EGFR), 9, 11, 13 (KIT) und 12, 18
(PDGFR) sequenziert.

Es zeigte sich, dass kaum unerwartete Mutationen der untersuchten Gene in
Zelllinien untypischer Ursprungsgewebe gefunden wurden. Dabei konnte in nur
einer Zelllinie, der Melanom-Zelllinie SK-MEL-28, eine aktivierende homozygote
Mutation P753S im Exon19 detektiert werden. Fir alle anderen Zelllinien wurden

Wildtyp-Sequenzen bestimmt.

Diese Studie zeigt daher nicht nur, dass Mutationen von aktuellen
Therapiezielgenen wie EGFR, PDGFR und KIT selten in humanen Zelllinien auftreten,
sondern identifiziert gleichzeitig 56 Zelllinien mit EGFR-, KIT- und PDGFR-Wildtyp-
Status. Diese Zelllinien kénnten z.B. genutzt werden, um die Wirkung von Anti-
EGFR- oder Anti-KIT-Medikamenten in Tumoren ohne aktivierende Mutationen zu

testen.
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