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1 EINLEITUNG

Die Entdeckung neuer Ziel-Gene fir die Krebstherapie ist von groBer Bedeutung fiir die mo-
lekulare Krebsforschung. Vor allem eine Gruppe von Genen hat sich bislang als besonders
geeignet gezeigt fir solche sogenannten Gen spezifischen Therapien, weil sie direkt zellulare
Signalwege regulieren, die vor allem das Wachstum von Zellen steuern. Diese Familie der
Tyrosinkinasen (TK) umfasst mehrere hundert Gene, die je nach ihrer Funktion in Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTK) und Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen (NRTK) unterschieden werden.

1.1 Rezeptor-Tyrosinkinasen

RTKs sind Rezeptoren im Signalweg verschiedenster Wachstumsfaktoren. RTKs bestehen in
der Regel aus einer Cystein reichen extrazellularen Liganden bindenden Doméne, einem
lipophilen transmembranen Segment und einer intrazelluldren Tyrosinkinasedoméne, die das
eigentliche katalytisch aktive Zentrum des Rezeptors bildet (Abb. 7).
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Abb. 1: Schematischer Aufbau einer typischen RTK (Alberts et al. 2001)

RTKs stehen am Anfang einer ganzen Reihe verschiedener intrazellularer Signalwege, die fur
die Regulation von Zellwachstum und Proliferation, aber auch Zelltod (Apoptose) und somit
fir den Erhalt einer konstanten Zellmasse im Kérper verantwortlich sind. Einige dieser Sig-
nalwege sind in Abb. 2 dargestellt.
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Abb. 2: Signalwege der RTKs

Aufgrund ihrer besonderen Stellung in zellularen Signalwegen, die auf Zellwachstum und
Differenzierung abzielen, spielen RTKs eine wichtige Rolle fiir die Entstehung von Tumorer-
krankungen. Viele Tumoren zeigen eine abnorme Erhdhung (Uberexpression) der Rezeptor-
menge oder Veranderungen der katalytischen Aktivitdt der Rezeptoren, die zu einer gestei-
gerten Aktivierung der entsprechenden Signalswege und schlieBlich zum Tumorwachstum
fihren kénnen.

Insbesondere die membranstandigen RTKs haben sich als vielversprechende Therapieziele
gezeigt, da sie durch ihre exponierte Lokalisation in der Zellmembran besonders gut fir inhi-
bitorische Substanzen, wie z. B. Antikérper oder Ligandenanaloga, zuganglich sind. Tatséach-
lich zielen alle bisherigen Gen spezifischen Therapien auf Transmembran-RTKs.

Ein Paradebeispiel fir das Potential einer solchen Gen spezifischen Therapie ist die Trans-
membran-RTK HER2 (human epidermal growth factor receptor 2). HER2 gehdért zur Familie
der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren mit vier Mitgliedern (HER1, HER2, HERS,
HER4 (human epidermal growth factor receptor 1-4)), welche in Signaltransduktionskaskaden
involviert sind, die das Zellwachstum und die Zelldifferenzierung regulieren (Zaczek et al.



2005). Spezifische, aktivierende Liganden fir den HER2-Rezeptor konnten bislang nicht iden-
tifiziert werden. Allerdings kénnen sich HER2-Rezeptormolekiile gegenseitig durch Dimerisie-
rung autokatalytisch aktivieren. Voraussetzung hierfir ist eine unnatirlich hohe Rezeptordich-
te auf der Zellmembran. Eine solche starke Uberexpression des HER2-Rezeptors kann durch
bestimmte Veranderungen des ERBB2-Gens verursacht werden, das fir den HER2-Rezeptor
kodiert (Pegram et al. 2000). Bei diesen sogenannten Amplifikationen handelt es sich um
massive Vermehrungen der Genkopiezahl, die mikroskopisch entweder in Form von verlan-
gerten Chromosomen oder, seltener, als sogenannte ,double minutes® (benannt nach ihrer
charakteristischen Form eines ,doppelten Kommas*) sichtbar werden.

ERBB2-Amplifikationen sind von groBer Bedeutung fur die Biologie des Mammakarzinoms.
Etwa 20-30% dieser Tumoren sind durch eine Amplifikation auf Chromosom 17921 gekenn-
zeichnet (Pegram et al. 2000), die das ERBB2 (HER2)-Gen einschliepft. Die Amplifikation
resultiert meist in einem deutlich verlangerten Chromosom, da ein etwa 6-10 Millionen Ba-
senpaare groBer Bereich (Megabasen) bis zu hundertfach kopiert und aneinandergereiht
wird, der entsprechend viele ERBB2 Genkopien enthalt. Da alle diese Genkopien abgelesen
und in Protein translatiert werden, resultiert eine massive Uberexpression des HER2-Proteins
auf der Zelloberflache, die zur autokatalytischen Aktivierung des HER2-Signalweges fihrt.
Dieser Signalweg aktiviert die Expression von Genen, die das Zellwachstum stimulieren (Abb.
2). Die permanente Aktivierung des Signalweges durch die HER2-Genamplifikation verur-
sacht schlieBlich Uberproportionales und unkontrolliertes (Tumor-) Wachstum.

Mit der Entwicklung und Zulassung von Trastuzumab (Herceptin) zur Behandlung des meta-
stasierten Mammakarzinoms im Jahre 1998 ist es erstmals gelungen, die enormen Chancen
Gen spezifischer Therapien fir die Behandlung von Krebserkrankungen zu demonstrieren.
Herceptin ist ein monoklonaler Antikrper, der spezifisch den Transmembranrezeptor HER2
blockiert und so bei ERBB2-amplifizierten Mammakarzinomen den fur die Tumorzellen le-
benswichtigen Signalweg unterbricht (Pegram et al. 2000). In klinischen Versuchen konnte
gezeigt werden, dass durch Gabe von Herceptin zusatzlich zur Chemotherapie eine deutliche
Verlangerung des Lebens der Tumorpatientinnen erreicht werden konnte (Pegram et al.
2004). Erst kdrzlich (2005) wurde Herceptin auch zur adjuvanten Therapie nicht-
metastasierter Mammakarzinome zugelassen, wodurch das Uberleben weiter verbessert und
die Rezidivrate nach einer Operation um 50% gesenkt werden konnte (Piccart-Gebhart et al.
2005). Mit dem Epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR, epidermal growth factor re-
ceptor, HER1) und dem Stammzellrezeptor KIT (kitten) sind in den letzten Jahren zwei weite-
re wichtige TK-Rezeptoren als Therapieziele fiir Gen spezifische Medikamente zugelassen
worden (Lynch et al. 2004, Steinert et al. 2005). EGFR (HER1) ist ein naher molekularer
Verwandter des HER2-Rezeptors, die beide denselben Signalweg aktivieren (sieche Abb. 2).



Heute sind zwei EGFR-Inhibitoren zugelassen (Iressa, Tarceva), die bei Lungenkarzinomen
mit mutationsbedingter permanenter Aktivierung des EGFR eingesetzt werden (Buter und
Giaccone 2005), sowie ein inhibitorischer Antikérper (Rituximab) zur Therapie des Kolon-
Karzinoms (Giuliani und Colucci 2007).

Der Stammzellrezeptor KIT spielt eine zentrale Rolle bei der Entstehung von einer relativ sel-
tenen Tumorentitét, dem Gastrointestinalen Stromatumor (GIST). GISTs sind generell durch
Uber-expression des KIT-Rezeptors gekennzeichnet, wobei dieser in etwa 80-90% der Tumo-
ren Mutationen in den Exons 9, 11 und 13 aufweist. GISTs ohne KIT-Mutationen sind durch
Mutationen einer weiteren RTK, namlich des PDGFR (platelet derived growth factor receptor)
gekennzeichnet. Bei all diesen Mutationen in KIT und PDGFR handelt es sich wie beim
EGFR um aktivierende Mutationen innerhalb der katalytischen (ATP (Adenosin-Tyrosin-
Phosphat)-Bindungs-) Doméane. Auch hier ist ein spezifischer Inhibitor, Glivec, erfolgreich im
klinischen Einsatz (Siehl und Thiel 2007).

1.2 Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen

Die Aufgabe der NRTKs besteht in der Weiterleitung und Verstarkung von Reizen, die z. B.
von einer RTK aufgenommen wurden. NRTKs sind hauptséachlich im Zytoplasma lokalisiert,
allerdings koénnen einige durch Adaptermolekile auch an der Innenseite der Zellmembran
verankert oder in den Zellkern transloziert werden. Dieser ,Rekrutierungsschritt ist als eine
Form der Aktivierung zu verstehen, weil die Chance erhéht wird, direkt oder indirekt mit der
katalytischen Domane, z. B. einer Transmembran-RTK, in Kontakt zu treten und somit ein
Wachstumssignal weiterzuleiten. Ein typisches Beispiel fur eine solche NRTK ist das v-SRC
(viral-Schmidt-Ruppin-Carcinoma). V-SRC ist die mutierte Form des c-SRC (cellular-Schmidt-
Ruppin-Carcinoma), bei dem die C-terminalen Sequenzen der TK-Domane fehlen, die fir die
Hemmung der Kinaseaktivitat von SRC verantwortlich sind (Courtneidge 2001). SRC st
ebenso wie LCK (lymphocyte-specific protein tyrosine kinase), HCK (hematopoietic cell kina-
se), FYN (c-syn protooncogene), BLK (B lymphoid tyrosine kinase), LYN (tyrosine protein
kinase), FGR (Gardner Rasheed feline sarcoma viral oncogene homolog), YES (Yamaguchi
sarcoma viral oncogene homolog) und YRK (York, YES-related kinase) Mitglied der SRC,
einer Familie protoonkogener TKs (Cowan-Jacob 2006). Es sind zwei Isoformen bekannt,
jeweils bestehend aus den Doméanen SH3 (Src-homology-3-domain), SH2 (Src-homology-2-
domain) und einer Tyrosinkinasedomane (Abb. 3, Abb. 4).
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Abb. 3: Struktur einer typischen NRTK am Beispiel des c-SRC, Isoform 1 (Johns Hopkins University
and the Institute of Bioinformatics, 2005a)
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Abb. 4: Struktur einer typischen NRTK am Beispiel des c-SRC, Isoform 2 (Johns Hopkins University
and the Institute of Bioinformatics, 2005b)

SRC spielt eine wichtige Rolle im RTK-Signalweg, wo es die Signaltransduktion vom PDGFR
zu SHC (Src-homology-2-domain containing) katalysiert (Courtneidge 2001, Bowman et al.
2001). Aufgrund dieser Stellung relativ weit oben in der Signalkaskade kann man erwarten,
dass eine Mutation von c-SRC zu v-SRC &hnliche Folgen wie die permanente unnatirliche
Aktivierung von RTKs - z. B. EGFR - haben sollte.

1.3 Die Tyrosinkinasen BTK, ZAP70, HER3, HER4, JAK2: Potenzielle Therapieziele?

Die Bruton’s Tyrosinkinase (BTK), auch bekannt unter Agammaglobulinemia tyrosine kina-
se (ATK), B-cell progenitor kinase (BPK), Bruton agammaglobulinemia tyrosine kinase und
Tyrosine protein kinase BTK, ist ein Mitglied der TEC (translocated in extraskeletal chondro-
sarcoma)-Familie von NRTKs, welches in allen Zelltypen des hdmatopoetischen Systems (mit
Ausnahme von Plasmazellen und T-Lymphozyten) gefunden wurde (Smith et al. 1994).

BTK ist lokalisiert auf dem Chromosom Xqg21.33-g22, besitzt ein Molekulargewicht von 76
281 Da und besteht aus einer PH (pleckstrin homology)-, einer BTK-, einer SH3-, einer SH2-
und einer Tyrosinkinase-Doméane (Abb.5).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der molekularen Struktur von BTK (Johns Hopkins University and
the Institute of Bioinformatics, 2005¢)

BTK wird physiologisch in zahlreichen Normalgeweben exprimiert, eine pathologische Ex-
pression wurde in Brustdriisen-, Eierstock-, Endometrium-, Gebarmutterhals-, Vorsteherdri-
sen-, Hoden-, Lungen-, Magen-, Leber-, Bauchspeicheldriisen-, Schilddriisen-, Nieren- und
Harnblasenkarzinomen, kolorektalen Karzinomen, Malignen Karzinoiden, Gliomen, Lympho-
men und Melanomen gefunden.

Die bisher beschriebenen Funktionen dieses Gens beziehen sich in erster Linie auf die B-
Zellen, in denen die Aktivierung des B-Zell-Rezeptors (BCR, B-cell-receptor) zu einer rapiden
Rekrutierung von BTK zur Plasmamembran fihrt, wo die Kinase phosphoryliert und aktiviert
wird. BTK ist notwendig fur die normale Entwicklung der B-Zellen (Desiderio 1997) und ein
defektes BTK-Gen wurde identifiziert als Ausléser der X-gekoppelten Agammaglobulindmie
(XLA) beim Menschen, einer immunologischen Erkrankung, welche durch ein Defizit an zirku-
lierenden B-Zellen und Immunglobulinen aller Klassen charakterisiert ist (Bradley et al. 1994).
Bei der Maus fihren Mutationen im BTK-Gen zu der etwas milderen X-gekoppelten Immun-
defizienz (XID) (Thomas et al. 1993). Obwohl die genaue Rolle von BTK in diesen Signal-
transduktionswegen trotz einer wachsenden Menge an Daten immer noch nicht genau defi-
niert werden konnte, gibt es inzwischen Daten, die BTK eine wichtige Rolle in zellularen Pro-
zessen wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose in B-Zellen zusprechen (Satterthwaite
et al. 1998, Islam 2000, Gauld et al. 2002a, Gauld et al. 2002b).

Einige Studien deuten darauf hin, dass BTK eine bedeutende Rolle fiir die Progression von
Tumoren spielen kdnnte, indem es Umlagerungen des Aktin-Zytoskeletts katalysiert und so
die zellulare Motilitat und mdglicherweise Metastasierungsfahigkeit stimuliert (Vassilev und
Uckun 2004, Yao et al. 1999). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass BTK eine wichtige Rol-
le als Modulator des programmierten Zelltodes (Apoptose) zukommt, einem entscheidenden
Prozess bei der Entstehung von malignen Tumoren. BTK ist die erste Tyrosinkinase, flir die
eine duale Funktion in der Regulation von apoptotischen Prozessen beschrieben wurde (Va-
ssilev und Uckun 2004): In B-Zellen konnte gezeigt werden, dass BTK die durch Bestrahlung
induzierte Apoptose stimuliert, jedoch die FAS (TNF receptor superfamily, member 6)-
aktivierte Apoptose inhibiert (Vassilev und Uckun 2004). Die proapoptotische Wirkung von



BTK erfolgt, zumindest zum Teil, durch die Herunterregulation der antiapoptotischen Aktivitat
des STAT (Signaltransduktoren und Aktivatoren der Transkription)-3-Transkriptionsfaktors.
Auf der anderen Seite assoziiert BTK mit dem “Todesrezeptor” FAS und hindert so seine In-
teraktion mit FADD (fas associated protein with death domain). Die duale Rolle von BTK in
der Regulation der Apoptose kann besser verstanden werden, wenn man die verschiedenen
Signale in Betracht zieht, die die BTK-Familie von Kinasen transduzieren, darunter
proapoptotische Signale (z. B. p38MAPK (p38-mitogenaktivierte Proteinkinase)) sowie antia-
poptotische (wie z. B. AKT (Serin/Threonin-Kinase) und NF-KB (nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells)) (Satterthwaite et al. 1998, Islam 2000, Kawakami et al.
1997, Tan et al. 2001, Bajpai et al. 2000, Kitaura et al. 2000, Petro und Khan 2001, Petro et
al. 2000). Abhangig vom Gleichgewicht zwischen diesen Signalen kann die Resultante pro-
oder antiapoptotisch sein. Nach wie vor ist die Rolle von BTK fir die Tumorentstehung jedoch
eher schlecht untersucht. Dies ist insbesondere deshalb erstaunlich, weil ein BTK-
spezifischer Inhibitor (LFM-A13) bereits seit langerer Zeit entwickelt ist (Mahajan et al. 1999),
der jedoch bislang nur in Leukédmie-Zelllinien und Tiermodellen eingesetzt wurde (Vassilev
und Uckun 2004, Tibbles 2004, Uckun 2001, Uckun et al. 2001).

Die Zeta-Ketten-Assoziierte Proteinkinase (ZAP70), auch bekannt unter SRK (syk related
kinase) oder TZK (truncated ZAP kinase), ist ein Mitglied der Protein-Tyrosinkinase-Familie,
lokalisiert auf dem Chromosom 2g11-q13. Von ZAP70 sind zwei Isoformen bekannt; Isoform
1 besitzt ein Molekulargewicht von 69 872 Da und besteht aus zwei SH2- und einer Tyrosin-
kinase-Doméane A (Abb. 6).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der molekularen Struktur von ZAP70, Isoform 1 (Johns Hopkins
University and the Institute of Bioinformatics, 20050)

Isoform 2 hat ein Molekulargewicht von 35 647 Da und besteht lediglich aus einer Tyrosin-
kinase-Doméane (Abb. 7).
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Abb. 7: Schematische Darstellung der molekularen Struktur von ZAP70, Isoform 2 (Johns Hopkins
University and the Institute of Bioinformatics, 2005e)

ZAP70 wird physiologisch in T- und NK (Natirliche Killer)-Zellen exprimiert (Chan et al.
1992), eine pathologische Expression wurde in Leukdmien (Chronische Lymphatische Leu-
kamie (CLL)) gefunden (Marjanovic et al. 2008). ZAP70 spielt eine entscheidende Rolle bei
der Entwicklung von T-Zellen und der Funktion des T-Zell-Rezeptors (T-cell receptor (TCR)).
Die Interaktion des TCR mit einer Antigen prasentierenden Zelle fihrt zur T-Zell-Aktivierung.
Die intrazellulare Tyrosinkinase LCK wird aktiviert und phosphoryliert die intrazellularen Teile
des CD (cluster of differentiation)3-Komplexes, die sogenannten ITAM's (immunoreceptor
tyrosine-based activation motif). ZAP70 bindet Gber die Tandem-SH2-Doméne an die doppelt
phosphorylierten ITAM's der CD3-Zeta-Kette. Daraufhin erfolgt die Phosphorylierung von
LAT (linker of activated T-cells), einem Transmembranprotein. LAT dient vielen weiteren Sig-
nalproteinen als Bindungsstelle.

ZAP70 ist letztendlich notwendig fir die regelrechte Transkription von Genprodukten, die zur
normalen T-Zell-Differenzierung, deren Proliferation und Zytokinsekretion fihrt. Defekte im
ZAP70-Gen fuhren zur T-Zell-lmmundefizienz. So wurde beispielsweise bei Patienten mit
Selektivem T-Zell-Defekt (STD) eine Mutation im ZAP70-Gen identifiziert, die zu einem Aktivi-
tatsverlust der Kinase fuhrt und autosomal rezessiv vererbt wird (Arpaia et al. 1994). Periphe-
re CD4(+)-Zellen zeigen hierbei keine Proliferation auf Mitogene beziehungsweise bei Stimu-
lation mit Anti-CD3-Antikérper (Roifman et al. 1989).

Bei der Maus fuhren Mutationen im ZAP70-Gen zu einer veranderten Signaltransduktion am
TCR mit Schwellenédnderung bei der T-Zell-Selektion. Dies fihrt zu einer Verschiebung des
T-Zell-Repertoires in Richtung selbstreaktiver T-Zellen. Fir diese Mutation homozygoten
Mause, vor allem weibliche, erkranken an chronischer Arthritis mit Veranderung subchondra-
ler Knochen, Gelenkdislokation und Osteoporose (Sakaguchi et al. 2003).

Es wird berichtet, dass die Abwesenheit von ZAP70 beim Menschen zu einem schweren Im-
mundefekt flhrt, charakterisiert durch vélliges Fehlen von CD8(+)-T-Zellen und TCR-
unempfindlichen reifen CD4(+)-T-Zellen (Elder et al. 1994).

Die Expression von ZAP70 in B-Zellen kann weiterhin als prognostischer Marker bei der Iden-
tifizierung verschiedener Formen der CLL verwendet werden. Wird beispielsweise bei der



aggressiven Form der CLL ein unmutiertes Gen des IgV(H) (variable Region der schweren
Kette des Immunglobulins (heavy chains, H; Variable Doméane, V)) und ZAP70 exprimiert, so
wird bei der indolenten Form ein mutiertes Gen des IgV(H) exprimiert bei Mangel an ZAP70.
Folglich ist die Prasenz eines unmutierten Gens des IgV(H) streng assoziiert mit der Expres-
sion von ZAP70. Die ZAP70-Expression kann daher als einfache und zuverldssige Alternative
fir die Identifikation von Mutationen in IgV(H) eingesetzt werden und damit als Pradikator far
die Behandlung der CLL dienen (Rassenti et al. 2004).

Das v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3 (avian) (human epi-
dermal growth factor receptor 3, HER3), auch bekannt unter ERBB-3 oder c-ERBBS, ist ein
Mitglied der EGFR-Familie der RTKs, welches auf Chromosom 1213 lokalisiert ist. Von
HERS3 sind zwei Isoformen beschrieben. Isoform 1 (Abb. 8) wird auch ERBB-3-Isoform-1-
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Abb. 8: Schematische Darstellung der molekularen Struktur von HERS3, Isoform 1 (Johns Hopkins Uni-

Precursor genannt und hat ein Molekulargewicht von 148 098 Da.
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versity and the Institute of Bioinformatics, 2005f)

Isoform 2 (Abb. 9) ist auch bekannt unter ERBB-3-Isoform-S-Precursor und hat ein Moleku-
largewicht von 20 136 Da. Zudem wurde eine Reihe von alternierenden Splicevarianten be-
schrieben, die flr weitere verschiedene Isoformen kodieren (Tokita et al. 2001).

Abb. 9: Schematische Darstellung der molekularen Struktur von HERS3, Isoform 2 (Johns Hopkins Uni-
versity and the Institute of Bioinformatics, 20059)

Die Aktivierung von HERS3 erfolgt durch extrazellulare Liganden (vor allem HERS ist ein mem-
branstéandiges Polypeptid mit einer Neuregulin bindenden Doméne (Rezeptor fiir Heregulin
(NRG1)) (Carraway et al. 1994) aber ohne eigene aktive Kinase-Doméne). Somit kann HER3
nur Uber Heterodimere mit anderen EGFR-Familienmitgliedern mit Kinaseaktivitat wirken.
Diese Heterodimerisierung mit nachfolgender Phosphorylierung von ERBB1, ERBB2 oder



ERBB4 fuhrt zur Aktivierung von Signalwegen, die letztendlich zur Proliferation oder Differen-
zierung von Zellen fihren. Ein wichtiger Signalweg, in den HERS involviert ist, ist der Inter-
leukin-6-Signalweg. Es wird berichtet, dass die Uberexpression von ERBB3 mit Tumorgenese
assoziiert ist, ebenso, dass die Amplifikation beziehungsweise Uberexpression von HER3 in
zahlreichen humanen Krebszellen, einschlieflich Zellen von Harnblasen- (Rajkumar et al.
1996), Vorsteherdriisen-, und Brustdrisenkrebs gefunden wurde (Sithanandam 2008). Nach-
gewiesen wurde die Expression von HER3 ebenfalls in Gewebe aus Gebarmutterhals-, En-
dometrium-, Eierstock-, Bauchspeicheldriisen-, Leber-, Lungen-, Vorsteherdriisen-, Nieren-,
Haut-, Magen-, Hoden-, Schilddriisen- und Urothelkarzinomen, kolorektalen Karzinomen,
Karzinomen im Bereich von Kopf und Nacken, Malignen Karzinoiden, Gliomen und Melano-
men. In Studien zeigte sich, dass eine erhéhte Expression von HER3 bei Harnblasenkrebs
mit einem besseren Uberleben korreliert (Memon et al. 2004).

Das v-erb-a erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 4 (avian) (human epider-
mal growth factor receptor 4, HER4), auch bekannt unter ERBB4, ist ebenso wie HER3 ein

Mitglied der Typ1-RTK-Familie und der EGFR-Subfamilie, welches auf Chromosom 2q33.3-
34 lokalisiert ist. Ebenso wie bei HER3 wurden fur HER4 zwei Isoformen beschrieben. Isof-

orm 1 (Abb. 10) hat ein Molekulargewicht von 146 808 Da.

Abb. 10: Schematische Darstellung der molekularen Struktur von HER4, Isoform 1 (Johns Hopkins

Tyr _Kinase

University and the Institute of Bioinformatics, 2005h)

Isoform 2 (Abb. 17), auch bekannt unter dem Namen Isoform JM-a/CVT-2, hat ein Molekular-
gewicht von 145 198 Da.

TYr _Kinase

Abb. 11: Schematische Darstellung der molekularen Struktur von HER4, Isoform 2 (Johns Hopkins
University and the Institute of Bioinformatics, 2005i)
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Das HER4-Gen kodiert fir ein Single-pass-Typ1-Membranprotein mit multiplen Cystein rei-
chen Doménen, einer Transmembrandomane, einer Tyrosinkinasedomane, einer Phos-
phatidylinositol-3-Kinase-Bindungsstelle und einem PDZ (Dlg homologous region (DHR))-
Doméne-Bindungsmotiv.

Die Aktivierung von HER4 erfolgt durch Bindung spezifischer Liganden der Heregulin-/ Neu-
regulin-Familie (Plowman et al. 1993). Aktiviertes HER4 flhrt zur Dimerisierung mit anderen
Mitgliedern der EGFR-Subfamilie und letztendlich zur Induktion einer Vielzahl von Zellantwor-
ten, einschlieflich Mitogenese und Differenzierung. Eine Reihe von Studien hat die Rolle von
HER4 im gesunden Gewebe untersucht. So scheint HER4 eine besondere Rolle im Gehirn zu
spielen. Bei der Untersuchung von postmortal gewonnenen Gewebeanteilen aus prafronta-
lem Kortex von Schizophreniepatienten wurde gezeigt, dass eine im Vergleich zu Kontrollen
signifikant erhdéhte NRG1-induzierte Aktivierung von ERBB4 vorlag. Gewebe von Schizo-
phreniepatienten zeigten Anstiege in ERBB4-PSD95-Interaktionen (Hahn et al. 2006). Weite-
re Studien legen die Vermutung nahe, dass NRG1 und ERBB4 Komponenten eines biologi-
schen Signalwegs bei Schizophrenie darstellen, vermutlich durch Beeinflussung neuronaler
Migration, resultierend in einer Anderung der kortikalen Verbindungsfahigkeit (Silberberg et
al. 2006). Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass Knock-out-Mause besondere Entwick-
lungsfehler aufweisen. ERBB4(-/-)-Mauseembryonen entwickelten Ggll. trigeminale und geni-
culate/cochleovestibulare, die gegeneinander ausgetauscht waren und axonale Missprojekti-
onen zeigten. Diese morphologischen Veranderungen korrelierten mit aberranter Migration
einer Subpopulation kranialer neuronaler Kammzellen. Mit Hilfe von Transplantationsexperi-
menten konnte gezeigt werden, dass neuronale Kammzellen nur von ihrem normalen Signal-
weg abweichen, wenn sie in Embryomutanten transplantiert werden. Die ERBB4-
SignalUbertragung ist demnach, innerhalb definierter Milieubedingungen, notwendig fir die
exakte Migration neuronaler Kammzellen (Gassmann et al. 1995, Golding et al. 2000). Mause
mit Deletion im ERBB4-Gen zeigten im ZNS zellulare Desorganisation der subventrikulédren
Zone und im rostralen Migrationssystem sowie veranderte Verteilung und Differenzierung der
olfaktorischen Interneurone. ERBB4 wird demnach eine entscheidende Rolle bei der Migrati-
on von Neuroblasten entlang des rostralen Migrationssystems und der olfaktorischen inter-
neuronalen Platzierung zugewiesen (Anton et al. 2004).

Eine Rolle von HER4 wird auch fir die Entstehung maligner Tumoren diskutiert. Allerdings
wird HER4 - im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der HER-Familie - vor allem mit An-
tiproliferations- und Differenzierungssignalen in Verbindung gebracht (Feng et al. 2007, Sar-
tor et al. 2001). Dementsprechend sind die bisherigen Studien zu HER4 in Tumoren oft wi-
dersprichlich. Im Mammakarzinom wird die HER4-Expression meist mit gut differenzierten
ER (estrogen receptor)-positiven Tumoren und einer guten Prognose assoziiert (Pawlowski et
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al. 2000, Suo et al. 2002, Witton et al. 2003), wahrend andere Studien die HER4-Expression
mit einer unglnstigen Prognose assoziieren (Lodge et al. 2003, Bieche et al. 2003).

Die Janus-Kinase 2 (JAK2), auch bekannt unter Tyrosin protein kinase 2, ist ein Mitglied der
JAK-Familie, einer Unterfamilie von intrazellularen NRTKs, der auch JAK1, JAK3 und TYK2
(Tyrosinkinase 2) angehdren (Yamaoka et al. 2004).

JAK?2 ist lokalisiert auf Chromosom 9p24 und besitzt ein Molekulargewicht von 131 kDa. Das
JAK2-Gen kodiert fir ein aus 1132 Aminosauren bestehendes Protein, dessen Sequenzen zu
95% mit denen der Ratte und des Schweins Ubereinstimmen (Saltzman et al. 1998). JAK2
setzt sich aus den Doméanen JH1-7 (Janus homologe Doménen 1-7) zusammen (Abb. 12).

I8 :

h,
= |H7 m— JHE ;;al:H JH3 = JHZ2 = JH1
-
.
.

Abb. 12: Schematische Darstellung der molekularen Struktur von JAK2 Johns Hopkins University and
the Institute of Bioinformatics, Bangalore, India (2005k)

JH1 bildet das Carboxyl-Ende von JAK2 und ist eine Kinasedomane. Sie beinhaltet konser-
vierte Tyrosine, die typischen Charakteristika der TKs, und verleiht JAK2 seine enzymatische
Aktivitat. Eine Phosphorylierung dieser dualen Tyrosine bewirkt eine Konformationsanderung
von JAK2 und erleichtert die Substratbindung. JH2 ist eine Pseudokinasedoméane. Sie ist wird
bendtigt fir eine normale Kinase- bzw. Enzymaktivitat. Es ist méglich, dass JH2 an der Regu-
lation der JH1-Aktivitat beteiligt ist. Die beiden JH3- und JH4-Doméanen weisen Homologien
mit SH2-Doménen auf. JH4-JH7 bilden das Amino-Ende von JAK2. Sie sind bekannt unter
dem Namen FERM (4.1-Protein (Four-point-one), Ezrin, Radixin, Moesin)-Domane, die eben-
falls in der FAK (fokale Adhé&sionskinase)-Familie gefunden wurde. Sie spielt eine Rolle bei
der Assoziation von Januskinasen mit Zytokinrezeptoren und anderen Kinasen. Durch Bin-
dung an den Prolaktin-Rezeptor (PRLR) wird JAK2 aktiviert und tyrosinphosphoryliert
(Campbell und Green 2005, Campbell et al. 2005). Die aktivierte Form von JAK2 dient der
Weiterleitung eines intrazellularen Signals durch Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, den
STATs. Diese STATs dissoziieren vom Rezeptor und dimerisieren, wandern in den Zellkern
und regulieren dort die Transkription bestimmter Gene (Leonard 2001, Imada 2000). Da ver-
schiedene Mitglieder der Zytokinrezeptor-Familien (Typ 1 und 2) selbst keine Kinaseaktivitat
besitzen, bendtigen sie die JAK-Familie, um nachgeschaltete Proteine ihres Signalweges zu
phosphorylieren und damit zu aktivieren (lhle 1994, Haan et al. 2008).
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Aktivierende Mutationen im JAK2-Gen wurden in Zusammenhang mit verschiedenen myelo-
proliferativen Erkrankungen (z. B. Idiopathische Myelofibrose) beschrieben (Kralovics et al.
2005a, Kralovics et al. 2005b, Kralovics et al. 2005c). Eine Fusion der Gene JAK2 und TEL
(TEL-oncogene, ets variant gene 6 (ETV6)), TEL-JAK2, bzw. JAK2 und PCM1 (pericentriolar
material 1) wurde bei Leukadmie-Patienten gefunden (Lacronique et al. 1997, Reiter et al.
2005). Weitere Mutationen von JAK2 weisen einen Zusammenhang auf mit der Essentiellen
Thrombocythaemie, der Polycythaemia vera und einigen myeloproliferativen Erkrankungen.
Es liegt nahe, dass diese Mutation, eine Guanin zu Tyrosin-Transversion im JAK2-Gen, die
zum Austausch von Valin zu Phenylalanin an der Position 617 (V617F-Mutation) (JH2-
Domane) fihrt, die Sensitivitat hamatopoetischer Zellen fiir Wachstumsfaktoren wie Erythro-
poetin und Thrombopoetin erhdht (Gakovic et al. 2008). Die Haufigkeit dieser V617F-Mutation
liegt, laut Studie, unter den Patienten mit Polycythaemia vera bei 65%, unter Patienten mit
Idiopathischer Myelofibrose bei 57% und unter Patienten mit Essentieller Thrombocythaemie
bei 23% (Kralovics und Skoda 2005, Kralovics et al. 2005a, Kralovics et al. 2005b). Fir die
V617F-Mutation-positive  Patienten  zeigten niedrigere  Erythropoetin- und Ferritin-
Serumkonzentrationen als Mutations-negative. Es wurde untersucht, dass die Mutations-
positiven Patienten in der Therapie sensitiver auf Hydroxyurea (aber nicht auf Anagrelide)
reagierten als Patienten ohne JAK2-Mutation (Campbell und Green 2005, Campbell et al.
2005). Weitere Mutationen, wie der Austausch von Lysin durch Leucin an Position 539 im
Exon 12 des JAK2-Gens, sowie drei andere JAK2-Exon12-Mutationen, wurden in Verbindung
gebracht mit einer isolierten Erythrozytose und pathologischer Knochenmarksmorphologie
sowie in einigen Fallen mit reduzierten Erythropoetin-Spiegeln (Scott et al. 2007a, Scott et al.
2007b). Mit AG490 und SD-1008 sind Inhibitoren gegen JAK2 entwickelt worden, die sich zur
Tumortherapie eignen kénnten. So konnte in einer kirzlich publizierten Studie gezeigt wer-
den, dass SD-1008 bei Zelllinien aus Ovarialkarzinomen eine erhéhte Sensitivitat fir die
Chemotherapie verursacht (Duan et al. 2007).
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1.4 Zelllinien als Modellsysteme fiir die Tumortherapie

Die bisherigen Beispiele illustrieren die besondere Bedeutung der RTK flr die moderne Gen
spezifische Tumortherapie. Gemessen an der Tatsache, dass mehrere hundert RTKs bislang
nur unzureichend untersucht sind, eréffnet sich hier ein weites und vielversprechendes For-
schungsfeld fir neue Therapieziele. Fir die Validierung der funktionellen und biologischen
Relevanz von Genveranderungen sind Zelllinienexperimente das Mittel der Wahl. Durch ge-
zielte Uberexpression oder Herabregulierung sowie durch experimentelle Mutagenese kann
der Einfluss z. B. einer bestimmten RTK auf relevante Funktionen der Zelle - Wachstum, Tei-
lungsrate, Apoptoserate, Motilitat, oder Invasivitat - untersucht werden. Genauso kénnen ge-
rade bei RTKs die Wirkung neuer, inhibitorischer Medikamente zunachst an Zelllinien getes-
tet werden, ehe aufwandigere und nicht zuletzt teure Tierexperimente oder sogar riskante

klinische Versuche mit Testpersonen durchgefihrt werden.

Eine wesentliche Voraussetzung flir den Erfolg solcher Experimente ist die Wahl geeigneter
Zelllinien. Vor allem sollte der Status (Vorhandensein und Starke der Expression, eventuelle
Mutationen) des Testproteins oder -gens geklart sein. Fir ein optimales Experiment sollten
mehrere Zelllinien benutzt werden, einschlieBlich solcher mit unterschiedlichem Expressions-
niveau ebenso auch negative Zelllinien. Letztere kénnen als Kontrolle dienen, aber auch, um
das Zielprotein experimentell durch Transfektion mit geeigneten Expressionsvektoren kontrol-

liert zu exprimieren.

1.5 Gewebe-Mikroarrays von Zelllinien

Die Selektion geeigneter Zelllinien ist ein aufwandiger und teurer Prozess, missen doch alle
in Frage kommenden Zelllinien zunachst gesammelt, angezogen, in Kultur gehalten und
schlieBlich molekularbiologisch analysiert werden. Hier wéare es wiinschenswert, eine ,Gewe-
bebank” aus kultivierten Zellen von mdglichst vielen Zelllinien zur Verfigung zu haben, die
dann mit geeigneten Methoden untersucht werden kdnnen. Als optimales Verfahren hierfar
bietet sich die Gewebe-Mikroarray (Tissue Microarray, TMA)-Technologie an (Kononen et al.
1998). Die TMA-Technologie erlaubt es, bis zu tausend verschiedene Gewebeproben auf
einen Objekttrager aufzubringen und gleichzeitig zu analysieren. Das Verfahren ist im Ab-
schnitt 2.3 (Material und Methoden) detailliert beschrieben. Obwohl urspriinglich fiir Formalin-
fixierte, Paraffin-eingebettete Gewebeproben entwickelt, kénnen auch andere Zellmaterialien,

wie z. B. Zellen aus Kulturen, in einen TMA eingebracht werden, wenn sie zunachst in einen
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Paraffinblock eingegossen werden (Simon et al. 2002). Ein TMA, der mdglichst alle existie-
renden humanen Zelllinien repréasentiert, ware ein optimales Werkzeug, um schnell Zelllinien
mit geeignetem Expressionsprofil fir funktionelle Studien zu identifizieren. Durch die syn-
chrone und somit hochgradig standardisierte Analyse aller Zelllinien kénnten auch vergleich-
bare, quantitative Aussagen Uber die Expression des Zielproteins erhalten werden.

1.6 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines Projektes zur Erstellung eines solchen Zelllinien-TMA's.
Uber 140 verschiedene Zelllinien konnten gesammelt werden. Die Ziele dieser Arbeit waren,
einen Teil dieser Zelllinien zu kultivieren und in einen TMA einzubringen, geeignete Immun-
histochemieprotokolle fur die Analyse des TMA's zu erarbeiten und mittels Immunhistoche-
mie (IHC) Zelllinien zu identifizieren, die als Modellsysteme zur weiteren Erforschung der Ty-
rosinkinasen BTK, ZAP70, HER3, HER4 und JAK2 dienen kénnen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Zelllinien

Die in der Arbeit verwendeten Zelllinien stammen aus dem Laboratory of the Government
Chemist (LGC-Promochem), der American tissue culture collection (ATCC), der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), der European Collection of
Cell Cultures (ECACC), der Interlab Cell Line Collection (ICLC), dem National Cancer Institu-
te (NCI-60, Liste von 60 verschiedenen humanen Krebszelllinien), von Novartis sowie vom
Biochemischen Institut der Universitat Regensburg. Es handelt sich Gberwiegend um humane
Zelllinien, daneben wurden ebenso solche vom Rind (bos taurus), Affen (african green; cer-
copithecus aethiops) und von der Ratte (rattus norvegicus) verwendet.

Bei den Zelllinien handelt es sich um Tumor-, Nicht-Tumor- als auch um praneoplastische
Zellen. Diese entstammen verschiedenen Organen wie Knochenmark, Gehirn, Gebarmutter-
hals, Dickdarm, Niere, Lunge, Brustdriise, Muskel, Eierstock, Bauchspeicheldrise, Blut, Haut,
Schilddriise und Harnblase. Detaillierte Angaben zu den einzelnen Zelllinien sind nachfolgend
tabellarisch aufgelistet.

Tab. 1: Zelllinien

Array | Zelllinie ATCC- DSMz- Herkunfts-Gewebe

Koor- Nummer Nummer

dinate

1a HCT-116 CCL-247 ACC 581 Dickdarm, kolorektales Adenokar-
zinom

1b HCT-15 CCL-225 ACC 357 Dickdarm, kolorektales Adenokar-
zinom, Duke's Typ C

1c Hep-G2 HB-8065 ACC 180 Leber, hepatozellulares Karzinom

1e HT-29 HTB-38 ACC 299 Dickdarm, kolorektales Adenokarzi-
nom

1h IGROV 1 Eierstock, Zystadenokarzinom

1i K-562 CCL-243 ACC 10 Knochenmark, Lymphoblast, Chroni-
sche Myeloische Leukamie
(Ursprung: Pleuraerguss)
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Array | Zelllinie ATCC- DSMz- Herkunfts-Gewebe
Koor- Nummer Nummer
dinate
1k LOX-IMVI Haut, malignes amelanotisches Me-
lanom
(Ursprung: Lymphknoten)
11 MCF7 HTB-22 ACC 115 Brustdriise, Adenokarzinom
(Ursprung: Pleuraerguss)
im MDA-MB-231 | HTB-26 Brustdrliise, Adenokarzinom
(Ursprung: Pleuraerguss)
1n NCI-H226 CRL-5826 Lunge, squamdses Karzinom, Meso-
(H226) theliom
(Ursprung: Pleuraerguss)
10 NCI-H460 HTB-177 Lunge, groBzelliges Karzinom
(H460) (Ursprung: Pleuraerguss)
1p PC-3 CRL-1435 ACC 465 Vorsteherdrise, Adenokarzinom,
Grad IV
(Ursprung: Knochenmark)
1r RPMI 8226 CCL-155 ACC 402 Lymphatisches Gewebe, B-
Lymphozyt, multiples Myelom
(Ursprung: peripheres Blut)
2a RXF 393 Niere, klarzelliges Karzinom
2b SF 268 Gehirn, anaplastisches Astrozytom
2e SK-MEL-2 HTB-68 Haut, malignes Melanom
(Ursprung: Haut vom Oberschenkel)
2f SK-MEL-28 HTB-72 Haut, malignes Melanom
29 SK-MEL-5 HTB-70 Haut, malignes Melanom
(Ursprung: axillarer Lymphknoten)
2h SK-OV-3 HTB-77 Eierstock, Adenokarzinom
(SKOV 3) (Ursprung: Aszites)
2i SN-12-C Niere, Karzinom
2k SNB-19 ACC 325 Gehirn, Glioblastom, links parie-

tookzipital
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Array | Zelllinie ATCC- DSMz- Herkunfts-Gewebe
Koor- Nummer Nummer
dinate
2 SW-620 CCL-227 Dickdarm, kolorektales Adenokarzi-
(SW620) nom, Duke's Typ C
(Ursprung: Lymphknoten)
2m T-47D HTB-133 Brustdrise, duktales Karzinom
(Ursprung: Pleuraerguss)
2n TK 10 Niere, Karzinom
20 U 251 Gehirn, Glioblastom
2p UACC 257 Haut, malignes Melanom
2q UACC 62 Haut, malignes Melanom
2r A-549 CCL-185 ACC 107 Lunge, Nicht-kleinzelliges Karzinom
3a MDA-MB- HTB-129 Haut, malignes Melanom
435S (Ursprung: Pleuraerguss),
zuvor beschrieben als duktales Kar-
zinom der Brustdriise
3b MOLT-4 CRL-1582 ACC 362 Peripheres Blut, T-Lymphoblast,
Akute Lymphoblastische Leukamie
3c NCI-H23 CRL-5800 Lunge, Nicht-kleinzelliges Adenokar-
(H23) zinom
3d NCI-H322-M | CRL-5806 Lunge, Nicht-kleinzelliges Karzinom
3e NCI-H522 CRL-5810 Lunge, Nicht-kleinzelliges Adenokar-
(H522) zinom, Stadium 2
3f OVCAR-3 HTB-161 Eierstock, Adenokarzinom
(Ursprung: Aszites)
39 OVCAR-4 Eierstock, Adenokarzinom
3h OVCAR-5 Eierstock, Adenokarzinom
3i OVCAR-8 Eierstock, Adenokarzinom
3k SF 295 Gehirn, Glioblastom
3l SF 539 Gehirn, Glioblastom
3m SNB-75 Gehirn, Astrozytom
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Array | Zelllinie ATCC- DSMz- Herkunfts-Gewebe

Koor- Nummer Nummer

dinate

3n SR CRL-2262 Lymphatisches Gewebe, gropzelli-
ges immunoblastisches Lymphom
(Ursprung: Pleuraerguss)

30 Uo 31 Niere, Karzinom

3p 786-O CRL-1932 Niere, klarzelliges Karzinom

(786-0)

3q A-498 HTB-44 ACC 55 Niere, Karzinom

3r ACHN CRL-1611 Niere, Adenokarzinom
(Ursprung: Pleuraerguss)

4a BT-549 HTB-122 Brustdrise, duktales Karzinom
(Ursprung: Lymphknoten)

4b CakKi-1 HTB-46 Niere, klarzelliges Karzinom
(Ursprung: Haut)

4c CCRF-CEM |CCL-119 ACC 240 Peripheres Blut, T-Lymphoblast,

(CCRF CEM) Akute Lymphoblastische Leukamie

4d COLO-205 CCL-222 Dickdarm, kolorektales Adenokarzi-
nom, Duke's Typ D
(Ursprung: Aszites)

4e EKVX Lunge, Nicht-kleinzelliges Karzinom

4f HCC 2998 Dickdarm, kolorektales Adenokarzi-
nom

49 HOP 62 Lunge, Nicht-kleinzelliges Karzinom

4h HOP 92 Lunge, Nicht-kleinzelliges Karzinom

4i Hs 578T HTB-126 Brustdrise, duktales Karzinom

4k KM 12 Dickdarm, kolorektales Adenokarzi-
nom

41 M 14 Haut, amelanotisches Melanom

4m Malme-3M HTB-64 Haut, malignes Melanom
(Ursprung: Lunge)

4n KRIB Knochen, Osteosarkom

40 T98G CRL-1690 Gehirn, Glioblastom
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Array | Zelllinie ATCC- DSMz- Herkunfts-Gewebe

Koor- Nummer Nummer

dinate

4p U-343 MG Gehirn, Glioblastom

4q LN-401 Gehirn, Glioblastom

4r LN-229 CRL-2611 Gehirn, Glioblastom, rechts frontaler
parietookzipitaler Kortex

5a BS 149 Knochenmark, aplastische Anamie

5b MEL-HO ACC 62 Haut, malignes Melanom

5c COLO-849 ACC 216 Haut, malignes Melanom
(Ursprung: axillarer Lymphknoten
rechts)

5d ECV-304 ACC 310 Harnblase, Karzinom
(Ursprung: Nabelschnur eines Neu-
geborenen)

5e CakKi-2 HTB-47 ACC 54 Niere, klarzelliges Karzinom

5f RT-112 RT-112 D21 |ACC 418 Harnblase, Transitionalzellkarzinom,
Grad Il

59 293 CRL-1573 ACC 305 Niere, fetal, transformiert durch A-

(HEK-293) denovirus 5 DNS
5h A-375 CRL-1619 Haut, malignes Melanom
(A375)

5i MRC-5 CCL-171 Lunge, Fibroblast, normal

5k SM Haut, malignes Melanom

51 BT-474 HTB-20 ACC 64 Brustdrise, duktales Karzinom

5m EYA 2 Brustdriise, Karzinom

5n SJCRH30 CRL-2061 Muskel, Rhabdomyosarkom

(RC13; RMS (Ursprung: Knochenmark)
13; SURH30)

50 IM-9 CCL-159 ACC 117 Lymphatisches Gewebe, B-
Lymphoblast, Multiples Myelom,
transformiert durch EBV
(Ursprung: peripheres Blut)

5p VM-CUB 1 ACC 400 Harnblase, Transitionalzellkarzinom

5q HelLa CCL-2 ACC 57 Gebarmutterhals, Adenokarzinom
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Array | Zelllinie ATCC- DSMz- Herkunfts-Gewebe

Koor- Nummer Nummer

dinate

5r HaCaT Haut, Keratinozyt, normal

6a KU-19-19 ACC 395 Harnblase, Transitionalzellkarzinom,
Grad Ill

6b GAMG ACC 242 Gehirn, Glioblastom

6c IGR-1 ACC 236 Haut, malignes Melanom
(Ursprung: inguinaler Lymphknoten)

6d CRL 7930 CRL-7930 Harnblase, Karzinom

6e A-172 CRL-1620 Gehirn, Glioblastom

(A172)

6f COS-1 CRL-1650 ACC 63 Niere, Fibroblast, transformiert durch
eine origin-fehlerhafte Mutante von
SV-40

69 Hs766T HTB-134 Bauchspeicheldriise, Karzinom
(Ursprung: Lymphknoten)

6h HUT 12 Bindegewebe, Fibrosarkom

6i HUVEC Nabelschnurvene, Endothel, normal

6k IMR-90 CCL-186 Lunge, Fibroblast, normal

6l U-138 MG HTB-16 ACC 291 Gehirn, Glioblastom

6m U-87 MG HTB-14 Gehirn, Glioblastom

6n WSS-1 CRL-2029 Niere, transformiert durch Adenovi-

(WS-1) rus 5 DNS

60 Hs68 CRL-1635 Haut, Vorhaut, Aspartoacylase-
Mangel, mdgliche Canavan-
Erkrankung

6p MCF 10A CRL-10317 Brustdrlse, fibrozystische Masto-
pathie

6q RT-112 RT-112 D21 |ACC 418 Harnblase, Transitionalzellkarzinom,
Grad Il

6r MDA-HER 2 Brustdrise, Adenokarzinom

7a MDA-NEO Brustdrise, Adenokarzinom
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Array | Zelllinie ATCC- DSMz- Herkunfts-Gewebe
Koor- Nummer Nummer
dinate
7b CAL-62 ACC 448 Schilddrise, anaplastisches Karzi-
nom
7c DBTRG- CRL-2020 ACC 359 Gehirn, Glioblastom
05MG
7d HBL-100 HTB-124 Brustdrise, normal
(Ursprung: frihe Muttermilch)
7e HT-1080 CCL-121 ACC 315 Bindegewebe, Fibrosarkom
7f LN-405 ACC 189 Gehirn, Glioblastom
79 MDA-MB-453 |HTB-131 ACC 65 Brustdriise, Karzinom
(Ursprung: Perikarderguss)
7h NCI-H82 HTB-175 ACC 556 Lunge, kleinzelliges Karzinom
(H82) (Ursprung: Pleuraerguss)
7i CRO-AP3 ACC 275 Lymphatisches Gewebe, B-Zell-
Lymphom
7k SW-548 Dickdarm, kolorektales Adenokarzi-
nom
71 A-431 CRL-2592 ACC 91 Haut, epidermoides Karzinom
7m CRO-AP2 ACC 48 Lymphatisches Gewebe, B-Zell-
Lymphom
(Ursprung: Pleuraerguss)
n BHT-101 ACC 279 Schilddrise, anaplastisches papilla-
res Schilddrisenkarzinom
(Ursprung: Lymphknoten)
70 BT 747 Brustdrlse, duktales Karzinom
7P A-172 CRL-1620 Gehirn, Glioblastom
(A172)
79 S-117 ACC 266 Schilddriise, Sarkom
7r CRO-AP5 ACC 215 Lymphatisches Gewebe, B-Zell-
Lymphom
(Ursprung: Pleuraerguss)
8a B-CPAP ACC 273 Schilddrise, papillares Karzinom
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Array | Zelllinie ATCC- DSMz- Herkunfts-Gewebe
Koor- Nummer Nummer
dinate
8b BIO-1-1 experimentelle Zelllinie, Friedrich
Miescher Institut, Basel
8¢c HCT-8 CCL-244 Dickdarm, kolorektales Adenokarzi-
(HRT-18) nom, ileozdkal
8d SU-DHL-6 CRL-2959 |ACC572 Lymphatisches Gewebe, B-Zell-Non-
Hodgkin-Lymphom
(Ursprung: Aszites)
8e MDA-MB- Haut, malignes Melanom
435 (Ursprung: Pleuraerguss),
(MD 435) zuvor beschrieben als duktales Kar-
zinom der Brustdriise
8f OCI-LY-19 ACC 528 Lymphatisches Gewebe, B-Zell-Non-
Hodgkin-Lymphom
(Ursprung: Knochenmark)
89 ZR-75-1 CRL-1500 Brustdriise, duktales Karzinom
(Ursprung: Aszites)
8h ML-1 ACC 464 Schilddrise, follikuldares Karzinom
8i BT-474 HTB-20 ACC 64 Brustdrlse, duktales Karzinom
8k 8305C ACC 133 Schilddriise, Karzinom
8l NCI-H510A |HTB-184 ACC 568 Lunge, kleinzelliges Karzinom
(H510A; (Ursprung: Nebenniere)
NCI-H510)
8m SU-DHL-4 ACC 495 Lymphatisches Gewebe, B-Zell-Non-
Hodgkin-Lymphom
(Ursprung: Aszites)
8n ONCO-DG-1 ACC 507 Schilddrise, oxyphiles papillares
Karzinom
80 MDA-MB- HTB-129 Haut, malignes Melanom
435S (Ursprung: Pleuraerguss),
zuvor beschrieben als duktales Kar-
zinom der Brustdriise
8p A-498 HTB-44 ACC 55 Niere, Karzinom
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Array | Zelllinie ATCC- DSMz- Herkunfts-Gewebe
Koor- Nummer Nummer
dinate
8q HT-1376 CRL-1472 ACC 397 Harnblase, Transitionalzellkarzinom,
Grad Ill
8r Caco-2 HTB-37 ACC 169 Dickdarm, kolorektales Adenokarzi-
nom
9a SK-CO-1 HTB-39 Dickdarm, kolorektales Adenokarzi-
nom
(Ursprung: Aszites)
9b HT-29 HTB-38 ACC 299 Dickdarm, kolorektales Adenokarzi-
nom
9¢c Sa0sS-2 HTB-85 ACC 243 Knochen, Osteosarkom
ad SW-480 CCL-228 ACC 313 Dickdarm, kolorektales Adenokarzi-
(SW480) nom, Duke’'s Typ B, Grad IV
9e 786-O CRL-1932 Niere, klarzelliges Karzinom
(786-0)
of KARPAS- ACC 545 Lymphatisches Gewebe, B-Zell-Non-
1106P Hodgkin-Lymphom
(Ursprung: Pleuraerguss)
99 MDA-MB- HTB-128 Brustdriise, Adenokarzinom
415 (Ursprung: Pleuraerguss)
9h 8505C ACC 219 Schilddrise, papillares Adenokarzi-
nom
9i DLD-1 CCL-221 ACC 278 Dickdarm, kolorektales
Adenokarzinom, Duke's Typ C
9k HCT-8 CCL-244 Dickdarm, kolorektales Adenokarzi-
(HRT-18) nom, ileozdkal
9l SW-403 CCL-230 ACC 294 Dickdarm, kolorektales Adenokarzi-
(SW403) nom, Duke’'s Typ C, Grad llI
9m T-47D HTB-133 Brustdrise, duktales Karzinom

(Ursprung: Pleuraerguss)
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2.2 Herstellung der Zelllinienpellets

2.2.1 Kultivierung der Zellen

Die in den Kryo-Tubes gefrorenen Zellen werden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Zusam-
men mit 10ml Optimem (Dimethylsulfoxid-Medium (DMSO), N&hrlésung mit Fetalem Kalber-
serum und Penicillin/Streptomycin) werden sie in eine 75cm? Kulturflasche gegeben. Die Kul-
turflasche wird anschlieBend bei 37°C und 40% CO. inkubiert. Nach wenigen Tagen begin-
nen die Zellen sich zu teilen. Je nach Zelllinie wachsen sie adharent oder in Suspension. Die
meisten Zellen missen alle zwei bis drei Tage mit frischem Medium versorgt werden. Hierzu
wird Optimem im Wasserbad auf 37°C erwarmt. Das alte, verbrauchte Medium wird mittels
Vakuumpumpe abgesaugt. 10ml frisches, erwarmtes Optimem wird in die Kulturflasche pipet-
tiert. Diese wird nun erneut inkubiert. Der Vorgang wird so oft wiederholt, bis die Zelldichte
70-90% erreicht hat.

2.2.2 Splitten der Zellen

Optimem und Trypsin-Lésung werden im Wasserbad auf 37°C erwarmt. Mittels Vakuumpum-
pe wird das alte, verbrauchte Medium abgesaugt. 5ml Trypsin-L6sung werden senkrecht in
die stehende Flasche pipettiert. Durch Abkippen und leichtes Schwenken wird der Zellrasen
kurz gespult. Das Trypsin wird sofort wieder abgesaugt. Danach werden 2ml Trypsin hinzu-
gegeben. Durch leichtes Schwenken soll der gesamte Zellrasen gleichmassig bedeckt sein.
Nach wenigen Minuten I6sen sich die Zellen vom Boden. Durch Zugabe von 8ml Optimem in
die Kulturflasche wird das Trypsin neutralisiert. Mehrmaliges Auf- und Abpipettieren der Flis-
sigkeit dient der Durchmischung der Zellen. Je nach Grad der Verdinnung wird die Zellsus-
pension auf unterschiedlich viele neue Kulturflaschen verteilt. Mit Optimem werden diese auf
10ml Gesamtinhalt aufgefullt. Die Flaschen werden danach im Inkubator aufbewahrt.

2.2.3 Ernte der Zellen

Zum Ablésen der Zellen bedient man sich dem gleichen Prozedere wie beim Splitten. Der
Inhalt einer Kulturflasche wird ziigig eingefroren. Der Inhalt der Ubrigen wird zusammenge-
schittet und bei 4°C und 1000 RPM 10 Minuten in der Kihlzentrifuge zentrifugiert. Mit der
Vakuumpumpe wird der Uberstand abgesaugt. Am Boden des Tube bleibt ein Zellpellet zu-
rick. In das Tube werden nun 10ml PBS (Phosphate Buffered Saline) gegeben. Durch Auf-
und Abpipettieren 18st sich das Pellet auf. Das Tube wird erneut bei 4°C und 1000 RPM 10
Minuten zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Zuletzt werden 10ml Formalin hinzupipet-
tiert, um eine Resuspension der Zellen des Pellets zu verhindern.
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2.2.4 Einfrieren der Zellen

Fanf beschriftete Kryo-Tubes werden in Eis vorgekuhlt. Die Zellen einer Kulturflasche werden
wie beim oben genannten Splitten vom Boden gelést. Das Trypsin wird durch Zugabe von
Optimem neutralisiert. Der Inhalt der Flasche wird bei 4°C und 1000 RPM 10 Minuten in der
Kiihlzentrifuge zentrifugiert. Mit der Vakuumpumpe wird der Uberstand abgesaugt. Am Boden
des Tube bleibt ein Zellpellet zurtick. Dieses Pellet wird anschlieBend in 10ml PBS aufgeldst
und nochmals bei 4°C und 1000 RPM 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird verwor-
fen. Nach Zugabe von 7,5ml DMSO 20%-Gefriermedium wird das Pellet durch mehrmaliges
Auf- und Abpipettieren geldst. Die Zellen sollen nun gleichméagig verteilt sein. Die Zellsuspen-
sion wird zligig in die Kryo-Tubes a 2ml pipettiert. Die Zellen kénnen nun entweder direkt fi-
xiert und pelletiert (siehe 2.2.5), oder zur spateren Verwendung zunéchst eingefroren werden.
Dazu werden die Tubes sofort nach dem Beflllen im Eisschrank vorgekihlt und nach ca. 24
Stunden zur Langzeit-Lagerung in einen - 80°C Kiihlschrank Uberfihrt.

2.2.5 Fixierung und Einbettung der Zelllinien in Paraffin

Die Zellen aus etwa funf T75 Kulturflaschen werden in einem 50ml Flacon-Réhrchen gesam-
melt und bei 1000g 5 Minuten zentrifugiert. Das Medium wird abgegossen und die Zellen vor-
sichtig in PBS zweimal gewaschen. Wenn sich das Pellet 16st, wird bei 1000g 5 Minuten zent-
rifugiert. PBS wird abgegossen und das Tube mit 4% gepuffertem Formalin aufgefillt. Die
Zellen werden fir etwa 24 Stunden im Fixativ gelassen. AnschlieBend wird das Formalin ab-
gegossen und das Pellet in eine Zytospin-Kassette Gberfihrt (Histocom AG, Zug, CH: Zy-
toblock Praparate System). Eventuell muss das Pellet vorsichtig aus dem Tube gel6st wer-
den. Die Kassette wird in 70% Ethanol gegeben. Das Pellett kann so flr langere Zeit (z. B.
Uber Nacht) gelagert werden, ehe mit der Einbettung fortgefahren wird. AnschlieBend wird
das Pellet in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert (je eine Minute 80%, 96%, 100%
Ethanol) und mit Paraffin ausgegossen. Das fertige Paraffinbléckchen mit dem Zellkulturpellet

kann nun, wie unten beschrieben, zur Herstellung eines Gewebearrays benutzt werden.
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2.3 TMA-Herstellung

Das Tumorarray-Verfahren erlaubt das Einbringen von bis zu tausend Gewebezylindern
(Durchmesser 0,6mm) von histologisch definierten Regionen verschiedener Tumoren in einen
einzigen Paraffinblock. Die Funktionsweise des ,Arrayers® ist in Abb. 13 dargestellt.

Abb. 13: Tumor-Array-Herstellung. Das Instrument besteht aus einem dinnen, an der Spitze geschérf-
ten Hohlzylinder (innerer Durchmesser ca. 600 um), welcher in einem X-Y-Achsen-Prézisionsgerét
gehalten wird. Ein genau in den Hohlzylinder passender Stahldraht ermdéglicht das AusstoBen von
Gewebestlicken in vorgefertigte Lécher im Empféngerblock (Tumor-Array), die mit einem analogen
Instrument (duBerer Durchmesser ca. 600 um) vorgefertigt wurden. Ein verstellbarer "Eindring-
Stopper"” sichert eine konstante Ldnge von Zylindern und vorgefertigten Léchern im Empféangerblock.
Bis zu tausend Gewebezylinder kénnen in einen 20 x 40 mm messenden Empfdnger-Paraffinblock
eingebracht werden.
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Abb. 15: Gewebe-Array-Stanzgerét. Detailaufnahme. Kernstiick der Konstruktion sind ein an der Spitze
geschdrfter Hohlzylinder und ein Bohrer. Der Bohrer hat einen Durchmesser von 0,6mm. Dieser wird
ausschlieBlich zum Stanzen von Léchern in die Empféngerblécke verwendet. Der Hohlzylinder dient
dem Ausstanzen von Tumorgewebestiicken aus Spenderblécken und dem Einbringen dieser Zylinder
in den Empfangerblock.
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2.4 Zelllinien-TMA

Der fertige Zelllinen-TMA ist in Abb. 16 dargestellt. Alle Zelllinien konnten in einen einzigen
TMA-Block eingebracht werden. Alle Zelllinien kénnen Uber die Koordinaten (siehe Tab. 1)
identifiziert werden. Abb. 17 zeigt eine weitere Vergréferung eines Zelllinien-Spots.
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Abb. 16: Zelllinien-TMA. Die schematische Darstellung zeigt die Array-Koordinaten jeder Zelllinie sowie
den Typ des Ursprungsgewebes als Farbcode. Mitte: Ein 4um-Schnitt des TMA wurde auf einen Stan-
dard-Objektrdger zur Mikroskopie aufgezogen und immunhistochemisch mit einem Antikérper gegen
BTK gefarbt. Die VergréBerung zeigt den Spot der Zelllinie MDA-MB-415.
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Abb. 17: Zelllinien-TMA. Hématoxilin-Eosin Farbung. Links: Zwei Spots (0,6mm Durchmesser). Die
VergréBerung (40x) zeigt einzelne Zellen. Die Zellkerne sind an der dunkelblauen Féarbung erkennbar,
das Zytoplasma ist rot gefarbt.

2.5 Inmunhistochemie (IHC)

Far die immunhistochemische Untersuchung der TMAs wurden die folgenden Antikérper,
Vorbehandlungen und Verdiinnungen (siehe Tab. 2) mit dem untenstehenden allgemeinen
IHC-Protokoll verwendet.

Die optimale Vorbehandlung und Verdlinnung wurde fir jeden Antikdrper separat etabliert.
Hierzu wurden die Gewebeschnitte (Zelllinienpellets) mit unterschiedlichen Temperaturen und
z. T. Uberdruck (Autoclav 120°C, Dampfkochtopf 105°C, Mikrowelle 100 °C) sowie mit Puffern
unterschiedlicher pH-Werte (pH2-pH9) vorbehandelt. Das Protokoll wurde als optimal ange-
sehen, wenn die Farbung in dem erwarteten Zellkompartiment (Membran, Zytoplasma, Zell-
kern) mit maximaler Intensitét, aber méglichst geringer Hintergrundférbung erfolgte. Die TMA-
Schnitte wurden vorgangig deparaffiniert und, wie in Tab. 2 aufgefihrt, vorbehandelt. Als
Chromogen wurde Diaminobenzidin (Vecta Stain Elite ABC, Vector) verwendet. Die Intensitét
der Farbung wurde semiquantitativ entsprechend einem Score von 0 bis 3+ fiir jede Zelllinie
geschatzt. Zusatzlich wurde die intrazellulare Lokalisation der Immunfarbung (membrands,

zytoplasmatisch, nuklear) notiert.
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Tab. 2: Verwendete Antikérper und Gewebevorbehandlung

Protein | Antikorper Klon Verdinnung | Vorbehandlung

HER3 | DAKO M7297 DAK-H3-IC | 1:100 Autoclav, 5min, pH 9.0

HER4 | Neo Markers Polyklonal 1:300 Pronase 15min bei 37°C
RB-9045-PO

BTK Cell Signalling Tech- | Polyklonal 1:50 Dampfkochtopf, 30min, pH
nology, #3532 9.0

ZAP70 | Upstate Biotechnolo- | Monoklonal | 1:12000 Autoclav, 5min, pH 9.0
gy, 2F3.2, #16-211

JAK2 Upstate Biotechnolo- | Polyklonal 1:4050 Autoclav, 5min, pH 7.8
)%
#06-255

Allgemeines IHC-Protokoll:

a) Vorbereitung der Objekttrager:
- Objektitrager mit Gewebeschnitten mindestens 1h in Xylol bei Raumtemperatur in-
kubieren
- Bewassern in absteigender Alkoholreihe: je 1min 100%, 90%, 80%, 70%; dann in
H,O
- Objektitrager in TBS-Puffer (TRIS Buffered Saline, pH 7,5) 5min spllen

b) Vorbehandlung des Gewebes / der Zellen:
- Objekttrager geman Tab. 2 fir die entsprechenden Antikdrper vorbehandeln

- Objekttrager in TBS-Puffer 5min spllen

c) Peroxidase-Block:
- Objekttrager 10min in 3% H,0,-Lésung (in Methanol) inkubieren
- Objekttrager in TBS-Puffer 2 x 5min spilen

d) Antikérper-Inkubation:
- Objektitrager mit 100-150ul in TBS vorverdiinntem Antikérper (siehe Tab. 2)
Uberschichten, 2h bei 30°C in feuchter Kammer inkubieren
- Objekttrager in TBS-Puffer 2 x 5min spilen

31




Mit EnVysion Polymer-HRP Konjugat* Gberschichten, 30min bei 30°C in feuchter
Kammer inkubieren

Objekttrager in TBS-Puffer 2 x 5min spiilen

e) Farbreaktion:

Objekttrager in destilliertem Wasser 2 x 5min sptilen

Objekttrager mit DAB-Chromogen (Liquid DAB DAKO K3468) Uiberschichten,
10min

bei Raumtemperatur inkubieren

Objekttrager in destilliertem Wasser 5min sptilen

Objekttrager in Haemalaun-Lésung 1min gegenférben

Objekttrager in Leitungswasser blauen

Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe: je 1min 70%, 80%, 90%, 100%; dann in
Xylol geben

Eindeckeln mit Eukit

* fir Maus-Antikérper DAKO K4001, fiir Kaninchen-Antikérper DAKO K4003 einsetzen
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3 ERGEBNISSE

3.1 Auswertbarkeit des Zelllinien-Arrays

Von den 133 verschiedenen Zelllinien des Arrays konnten je nach Analyse zwischen 121
(90,98%) und 126 (94,74%) ausgewertet werden. Bei jeder Analyse konnten einige Zelllinien
nicht ausgewertet werden, weil die Zellen wahrend der Immunfarbung vom Objekttrager ab-
gelést wurden. Dabei handelte es ich jedoch nicht immer um dieselben Spots. So konnten far
BTK nicht die Zelllinien A-549, EYA 2, GAMG, HelLa, MCF 10A, T98G und TK 10 analysiert
werden. Fir HER4 nicht auswertbar waren die Zelllinien KRIB und TK 10, fir ZAP70 die Zell-
linien KM 12 und T98G sowie fur JAK2 die Zelllinien IM-9, MCF 10A und T98G. Bei allen
Analysen waren die Zelllinien 8505C, CRO-AP5, DBTRG-05MG, Hs68, OVCAR-8 nicht aus-

wertbar.

3.2BTK

BTK zeigte eine membrandse Farbung, die mit der bekannten intrazelluldaren Lokalisation
vereinbar ist. Das BTK-Expressionsniveau konnte in 121 Zelllinien bestimmt werden. Bei 12
weiteren Zelllinien des Arrays waren die Zellen wahrend der IHC-Analyse vom Objekttrager
abgeschwommen und konnten so nicht analysiert werden. Alle 29 Zelllinien mit positiver BTK-
Anfarbung sind in Tab. 3 dargestellt. Die haufigsten Ursprungsgewebe von positiven Zelllinien
waren Brustdrise (n=6/15), Haut (n=5/18), B-Zell-Lymphome (n=4/10), Niere (n=4/12) und
Dickdarm (n=3/14). Die starkste BTK-Expression wurde in den Zellinien MDA-MB-415
(Brustdriise, Adenokarzinom), SK-CO-1 (Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom) und NCI-
H23 (Lunge, nicht-kleinzelliges Karzinom) gefunden. Beispiele von BTK-exprimierenden Zell-
linien sind in Abb. 18 dargestellt.

Tab. 3: Zelllinien mit BTK-Expression

Zelllinie Ursprungsgewebe BTK
IHC-Resultat
MDA-NEO Brustdriise, Adenoarzinom 1+
MDA-HER 2 Brustdriise, Adenokarzinom 1+
MDA-MB-415 Brustdrliise, Adenokarzinom 3+
(Ursprung: Pleuraerguss)
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Zelllinie Ursprungsgewebe BTK
IHC-Resultat
BT 747 Brustdrlse, duktales Karzinom 1+
ZR-75-1 Brustdrlse, duktales Karzinom 2+
(Ursprung: Aszites)
T-47D Brustdrlse, duktales Karzinom 1+
(Ursprung: Pleuraerguss)
Caco-2 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 2+
SK-CO-1 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 3+
(Ursprung: Aszites)
COLO-205 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, 2+
Duke's Typ D
(Ursprung: Aszites)
BIO-1-1 experimentelle Zelllinie, Friedrich Mie- 1+
scher Institut, Basel
ECV-304 Harnblase, Karzinom 1+
(Ursprung: Nabelschnur eines Neugebo-
renen)
A-431 Haut, epidermoides Karzinom 2+
MDA-MB-435S Haut, malignes Melanom 1+
(Ursprung: Pleuraerguss),
zuvor beschrieben als duktales Karzinom
der Brustdrise
SM Haut, malignes Melanom 2+
MDA-MB-435 Haut, malignes Melanom 1+
(Ursprung: Pleuraerguss),
zuvor beschrieben als duktales Karzinom
der Brustdrise
SK-MEL-2 Haut, malignes Melanom 2+
(Ursprung: Haut vom Oberschenkel)
NCI-H23 Lunge, nicht-kleinzelliges Karzinom 3+
NCI-H226 Lunge, squamdses Karzinom, Mesotheli- | 1+

om

(Ursprung: Pleuraerguss)
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Zelllinie Ursprungsgewebe BTK
IHC-Resultat

CRO-AP2 Lymphatisches Gewebe, B-Zell- 1+
Lymphom
(Ursprung: Pleuraerguss)

SU-DHL-4 Lymphatisches Gewebe, B-Zell-Non- 1+
Hodgkin-Lymphom
(Ursprung: Aszites)

SU-DHL-6 Lymphatisches Gewebe, B-Zell-Non- 1+
Hodgkin-Lymphom
(Ursprung: Aszites)

KARPAS-1106P Lymphatisches Gewebe, B-Zell-Non- 1+
Hodgkin-Lymphom
(Ursprung: Pleuraerguss)

SJCRH30 Muskel, Rhabdomyosarkom 1+
(Ursprung: Knochenmark)

HUVEC Nabelschnurvene, Endothel, normal 1+

293 Niere, fetal, transformiert durch Adenovi- | 1+
rus 5 DNS

COS-1 Niere, Fibroblast, transformiert durch 1+
eine origin-fehlerhafte Mutante von SV-
40

A-498 Niere, Karzinom 1+

WSS-1 Niere, transformiert durch Adenovirus 5 1+
DNS

ONCO-DG-1 Schilddrise, oxyphiles papillares Karzi- 2+

nom

35




Abb. 18: Beispiele fiir BTK-Immunfarbungen. a) MDA-MB-415 (3+, starke membrandse Farbung), b)
NCI-H23 (3+, starke membrandse Farbung), c) NCI-H226 (1+, schwache, meist zytoplasmatische Fér-
bung), d) RXF 393 (negativ, ohne nachweisbare BTK-Positivitat)

3.3 ZAP70

Die ZAP70 Farbung war wider erwarten zytoplasmatisch. Die teils starke zytoplasmatische
Koexpression rihrt vermutlich von endozytierten Membranfragmenten und/oder Vorstufen
des Proteins wahrend der Synthese her. Diese Farbung Uberlagerte die Membranfarbung und
erschwerte die Auswertung. Das ZAP70-Expressionsniveau konnte in 126 Zelllinien bestimmt
werden. Bei sieben weiteren Zelllinien des Arrays waren die Zellen wahrend der IHC-Analyse
vom Objekttrager abgeschwommen und konnten so nicht analysiert werden. Alle 69 Zelllinien
mit positiver ZAP70-Anfarbung sind in Tab. 4 dargestellt.

Die haufigsten Ursprungsgewebe von positiven Zelllinien waren Brustdrise (n=11/15), Haut

(n=11/18), Gehirn (n=9/16), Niere (n=7/12) und Dickdarm (n=7/14). Die starkste ZAP70-
Expression wurde in der Zelllinie SR (Lymphatisches Gewebe, grofzelliges immunoblasti-
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sches Lymphom) gefunden. Beispiele von ZAP70-exprimierenden Zelllinien sind in Abb. 19

dargestellt.

Tab. 4: Zelllinien mit ZAP70-Expression

Zelllinie Ursprungsgewebe ZAP70
IHC-Resultat

Hs766T Bauchspeicheldriise, Karzinom 1+
(Ursprung: Lymphknoten)

HT-1080 Bindegewebe, Fibrosarkom 1+

MDA-NEO Brustdriise, Adenokarzinom 2+

MCF7 Brustdriise, Adenokarzinom 2+
(Ursprung: Pleuraerguss)

MDA-MB-415 Brustdriise, Adenokarzinom 2+
(Ursprung: Pleuraerguss)

BT-474 Brustdrlse, duktales Karzinom 1+

BT 747 Brustdrlse, duktales Karzinom 2+

Hs 578T Brustdrise, duktales Karzinom 1+

ZR-75-1 Brustdrlse, duktales Karzinom 1+
(Ursprung: Aszites)

BT-549 Brustdrise, duktales Karzinom 1+
(Ursprung: Lymphknoten)

T-47D Brustdrlse, duktales Karzinom 2+
(Ursprung: Pleuraerguss)

MDA-MB-453 Brustdriise, Karzinom 1+
(Ursprung: Perikarderguss)

HBL-100 Brustdriise, normal 1+
(Ursprung: frihe Muttermilch)

HCC 2998 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 1+

HCT-116 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 1+

HT-29 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 1+

SW-480 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, 1+

Duke's Typ B, Grad IV
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Zelllinie Ursprungsgewebe ZAP70
IHC-Resultat
SW-620 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, 1+
Duke's Typ C
(Ursprung: Lymphknoten)
SW-403 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, 1+
Duke's Typ C, Grad lll
COLO-205 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, 1+
Duke's Typ D
(Ursprung: Aszites)
IGROV 1 Eierstock, Zystadenokarzinom 1+
SF 268 Gehirn, anaplastisches Astrozytom 1+
SNB-75 Gehirn, Astrozytom 2+
LN-405 Gehirn, Glioblastom 1+
A-172 Gehirn, Glioblastom 1+
GAMG Gehirn, Glioblastom 1+
LN 401 Gehirn, Glioblastom 1+
U 251 Gehirn, Glioblastom 1+
SF 539 Gehirn, Glioblastom 2+
SNB-19 Gehirn, Glioblastom, links parietookzipi- | 1+
tal
ECV-304 Harnblase, Karzinom 1+
(Ursprung: Nabelschnur eines Neugebo-
renen)
RT-112 Harnblase, Transitionalzellkarzinom, 1+
Grad Il
A-431 Haut, epidermoides Karzinom 2+
A-375 Haut, malignes Melanom 1+
SK-MEL-28 Haut, malignes Melanom 1+
UACC 257 Haut, malignes Melanom 1+
UACC 62 Haut, malignes Melanom 1+
MEL-HO Haut, malignes Melanom 1+
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Zelllinie Ursprungsgewebe ZAP70
IHC-Resultat
MDA-MB-435S Haut, malignes Melanom 1+
(Ursprung: Pleuraerguss),
zuvor beschrieben als duktales Karzinom
der Brustdrise
MDA-MB-435 Haut, malignes Melanom 1+
(Ursprung: Pleuraerguss),
zuvor beschrieben als duktales Karzinom
der Brustdrise
COLO-849 Haut, malignes Melanom 2+
(Ursprung: axillarer Lymphknoten rechts)
SK-MEL-2 Haut, malignes Melanom 2+
(Ursprung: Haut vom Oberschenkel)
Malme-3M Haut, malignes Melanom 1+
(Ursprung: Lunge)
Sa0sS-2 Knochen, Osteosarkom 1+
BS 149 Knochenmark, aplastische Anamie 2+
Hep-G2 Leber, hepatozellulares Karzinom 1+
A-549 Lunge, Adenokarzinom 1+
NCI-H460 Lunge, groBzelliges Karzinom 2+
(Ursprung: Pleuraerguss)
NCI-H82 Lunge, kleinzelliges Karzinom 1+
(Ursprung: Pleuraerguss)
NCI-H23 Lunge, Nicht-kleinzelliges Adenokarzi- 2+
nom
EKVX Lunge, Nicht-kleinzelliges Karzinom 2+
NCI-H322-M Lunge, Nicht-kleinzelliges Karzinom 1+
RPMI 8226 Lymphatisches Gewebe, B-Lymphozyt, 2+
multiples Myelom
(Ursprung: peripheres Blut)
CRO-AP3 Lymphatisches Gewebe, B-Zell- 1+

Lymphom
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Zelllinie Ursprungsgewebe ZAP70
IHC-Resultat
CRO-AP2 Lymphatisches Gewebe, B-Zell- 1+
Lymphom
(Ursprung: Pleuraerguss)
SU-DHL-6 Lymphatisches Gewebe, B-Zell-Non- 1+
Hodgkin-Lymphom
(Ursprung: Aszites)
KARPAS-1106P Lymphatisches Gewebe, B-Zell-Non- 1+
Hodgkin-Lymphom
(Ursprung: Pleuraerguss)
SR Lymphatisches Gewebe, gropzelliges 3+
immunoblastisches Lymphom
(Ursprung: Pleuraerguss)
HUVEC Nabelschnurvene, Endothel, normal 1+
ACHN Niere, Adenokarzinom 1+
(Ursprung: Pleuraerguss)
293 Niere, fetal, transformiert durch Adenovi- | 1+
rus 5 DNS
A-498 Niere, Karzinom 2+
TK 10 Niere, Karzinom 2+
CakKi-2 Niere, klarzelliges Karzinom 2+
RXF 393 Niere, klarzelliges Karzinom 1+
CakKi-1 Niere, klarzelliges Karzinom 2+
(Ursprung: Haut)
MOLT-4 Peripheres Blut, T-Lymphoblast, Akute 1+
Lymphoblastische Leukamie
8305C Schilddrise, Karzinom 2+
ONCO-DG-1 Schilddrise, oxyphiles papillares Karzi- 1+

nom
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Abb. 19: Beispiele fir ZAP70-Immunfdrbungen. a) SR (3+, starke zytoplasmatische Farbung mit teils
membrandser Koexpression), b) SNB-75 (2+, médBige zytoplasmatische Farbung), c) A-549 (1+,
schwache zytoplasmatische Farbung), d) NCI-H460 (2+, maBige zytoplasmatische und membrandse
Féarbung)

3.4 HER3

Eine HER3-Expression wurde mit dem ausgewahlten Antikérper bei der Analyse des Zellli-
nien-TMAs nicht gefunden.

3.5 HER4

HER4 zeigte wie erwartet ein membrandses Expressionsmuster. Eine schwache bis modera-
te zytoplasmatische Koexpression wurde in den meisten Zelllinien gefunden. Das HER4-
Expressionsniveau konnte in 126 Zelllinien bestimmt werden. Bei sieben weiteren Zelllinien
des Arrays waren die Zellen wahrend der IHC-Analyse vom Obijekttrager abgeschwommen
und konnten so nicht analysiert werden. Alle 48 Zelllinien mit positiver HER4-Anféarbung sind
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in Tab. 5 dargestellt. Die haufigsten Ursprungsgewebe von positiven Zelllinien waren Dick-
darm (n=12/14), Brustdriise (n=10/15), Eierstock (n=4/7), Niere (n=5/12) und Lunge (n=5/13).
Die starkste HER4-Expression wurde in den Zelllinien Hs766T (Bauchspeicheldriise, Karzi-
nom), MCF7 (Brustdriise, Adenokarzinom), BT 747 (Brustdrise, duktales Karzinom) und EYA
2 (Brustdrise, Karzinom), HCC 2998, HCT-116, SW-480, SW-620, SW-403 und COLO-205
(jeweils Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom), OVCAR-5 und OVCAR-3 (jeweils Eierstock,
Adenokarzinom), VM-CUB 1 und RT-112 (jeweils Harnblase, Transitionalzellkarzinom), Hep-
G2 (Leber, hepatozellulares Karzinom), NCI-H322-M (Lunge, Nicht-kleinzelliges Karzinom),
UO 31 (Niere, Karzinom) und ML-1 (Schilddrise, follikulares Karzinom) gefunden. Beispiele
von HER4-exprimierenden Zelllinien sind in Abb. 20 dargestellt.

Tab. 5: Zelllinien mit HER4-Expression

Zelllinie Ursprungsgewebe HER4
IHC-Resultat
Hs766T Bauchspeicheldriise, Karzinom 3+

(Ursprung: Lymphknoten)

MDA-HER 2 Brustdriise, Adenokarzinom 2+

MDA-NEO Brustdriise, Adenokarzinom 1+

MCF7 Brustdriise, Adenokarzinom 3+
(Ursprung: Pleuraerguss)

MDA-MB-231 Brustdriise, Adenokarzinom 2+
(Ursprung: Pleuraerguss)

MDA-MB-415 Brustdriise, Adenokarzinom 2+
(Ursprung: Pleuraerguss)

BT 747 Brustdrlse, duktales Karzinom 3+

BT-474 Brustdrlse, duktales Karzinom 2+

ZR-75-1 Brustdrlse, duktales Karzinom 2+

(Ursprung: Aszites)

T-47D Brustdriise, duktales Karzinom 2+
(Ursprung: Pleuraerguss)

EYA 2 Brustdrise, Karzinom 3+
DLD-1 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, 1+
Duke's Typ C
HCC 2998 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 3+
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Zelllinie Ursprungsgewebe HER4
IHC-Resultat

HCT-116 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 3+

HT-29 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 2+

SW-548 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 1+

SK-CO-1 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 1+
(Ursprung: Aszites)

SW-480 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, 3+
Duke's Typ B, Grad IV

HCT-15 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, 2+
Duke's Typ C

SW-620 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, 3+
Duke's Typ C
(Ursprung: Lymphknoten)

SW-403 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, 3+
Duke's Typ C, Grad lll

COLO-205 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, 3+
Duke's Typ D
(Ursprung: Aszites)

HCT-8 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, 2+
ileozokal

OVCAR-5 Eierstock, Adenokarzinom 3+

OVCAR-4 Eierstock, Adenokarzinom 2+

OVCAR-3 Eierstock, Adenokarzinom 3+
(Ursprung: Aszites)

SK-OV-3 Eierstock, Adenokarzinom 2+
(Ursprung: Aszites)

IGROV 1 Eierstock, Zystadenokarzinom 2+

Hela Gebarmutterhals, Adenokarzinom 1+

VM-CUB 1 Harnblase, Transitionalzellkarzinom 3+

RT-112 Harnblase, Transitionalzellkarzinom, 3+
Grad Il

KU-19-19 Harnblase, Transitionalzellkarzinom, 2+
Grad Ill

HaCaT Haut, Keratinozyt, normal 2+
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Zelllinie Ursprungsgewebe HER4
IHC-Resultat
MDA-MB-435S Haut, malignes Melanom 2+
(Ursprung: Pleuraerguss),
zuvor beschrieben als duktales Karzinom
der Brustdrise
Hep-G2 Leber, hepatozellulares Karzinom 3+
NCI-H460 Lunge, groBzelliges Karzinom 2+
(Ursprung: Pleuraerguss)
A-549 Lunge, Nicht-kleinzelliges Karzinom 1+
NCI-H322-M Lunge, Nicht-kleinzelliges Karzinom 3+
HOP 62 Lunge, Nicht-kleinzelliges Karzinom 2+
NCI-H226 Lunge, squamdses Karzinom, Meso- 2+
theliom
(Ursprung: Pleuraerguss)
SU-DHL-4 Lymphatisches Gewebe, B-Zell-Non- 1+
Hodgkin-Lymphom
(Ursprung: Aszites)
ACHN Niere, Adenokarzinom 2+
(Ursprung: Pleuraerguss)
Uo 31 Niere, Karzinom 3+
A-498 Niere, Karzinom 2+
CakKi-2 Niere, klarzelliges Karzinom 1+
CakKi-1 Niere, klarzelliges Karzinom 1+
(Ursprung: Haut)
BHT-101 Schilddriise, anaplastisches papillares 1+
Schilddrisenkarzinom
(Ursprung: Lymphknoten)
ML-1 Schilddriise, follikuldres Karzinom 3+
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Abb. 20: Beispiele fir HER4-Immunfdrbungen. a) SK-MEL-5 (negativ, ohne nachweisbare HER4-
Positivitat), b) ACHN (2+, méBige zytoplasmatische und membrandse Farbung), c) OVCAR-5 (3+,
starke membrandése Farbung), d) A-549 (1+, schwache, meist zytoplasmatische Férbung)

3.6 JAK2

Die JAK2-Farbung war entsprechend der Funktion des Proteins (Transkriptionsfaktor) im
Zellkern. Mindestens eine schwache Expression wurde in praktisch allen (n=121/125) aus-
wertbaren Zelllinien des Arrays gefunden. Einzig die Zelllinien NCI-H522 (Lunge, Nicht-
kleinzelliges Adenokarzinom), OVCAR-3 (Eierstock, Adenokarzinom), ACHN (Niere, Adeno-
karzinom) und BS 149 (Knochenmark, aplastische Anédmie) zeigten keine detektierbare Ex-
pression. Beispiele fur JAK2-Expression sind in Abb. 21 dargestellt.
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Tab. 6: Zelllinien mit JAK2-Expression

Zelllinie Ursprungsgewebe JAK2
IHC-Resultat

Hs766T Bauchspeicheldriise, Karzinom 1+
(Ursprung: Lymphknoten)

HT-1080 Bindegewebe, Fibrosarkom 1+

HUT 12 Bindegewebe, Fibrosarkom 2+

MDA-HER 2 Brustdrliise, Adenokarzinom 3+

MDA-NEO Brustdriise, Adenokarzinom 2+

MDA-MB-415 Brustdriise, Adenokarzinom 2+
(Ursprung: Pleuraerguss)

MCF7 Brustdrliise, Adenokarzinom 3+
(Ursprung: Pleuraerguss)

MDA-MB-231 Brustdriise, Adenokarzinom 2+
(Ursprung: Pleuraerguss)

BT-474 Brustdrlse, duktales Karzinom 3+

BT 747 Brustdrlse, duktales Karzinom 3+

Hs 578T Brustdrlse, duktales Karzinom 2+

ZR-75-1 Brustdrlse, duktales Karzinom 2+
(Ursprung: Aszites)

BT-549 Brustdrlse, duktales Karzinom 2+
(Ursprung: Lymphknoten)

T-47D Brustdrlse, duktales Karzinom 2+
(Ursprung: Pleuraerguss)

EYA 2 Brustdriise, Karzinom 2+

MDA-MB-453 Brustdriise, Karzinom 1+
(Ursprung: Perikarderguss)

HBL-100 Brustdriise, normal 1+
(Ursprung: frihe Muttermilch)

DLD-1 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, |2+
Duke's Typ C

HT-29 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 3+

KM 12 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 3+

Caco-2 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 2+
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Zelllinie Ursprungsgewebe JAK2
IHC-Resultat

HCC 2998 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 2+

HCT-116 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 2+

SW-548 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 2+

SK-CO-1 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom 2+
(Ursprung: Aszites)

SW-480 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, |2+
Duke's Typ B, Grad IV

HCT-15 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, |2+
Duke's Typ C

SW-620 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, |2+
Duke's Typ C
(Ursprung: Lymphknoten)

SW-403 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, |2+
Duke's Typ C, Grad lll

COLO-205 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, |2+
Duke's Typ D
(Ursprung: Aszites)

HCT-8 Dickdarm, kolorektales Adenokarzinom, |2+
ileozokal

OVCAR-4 Eierstock, Adenokarzinom 2+

OVCAR-5 Eierstock, Adenokarzinom 1+

SK-OV-3 Eierstock, Adenokarzinom 1+
(Ursprung: Aszites)

IGROV 1 Eierstock, Zystadenokarzinom 2+

BIO-1-1 experimentelle Zelllinie, Friedrich Mie- 3+
scher Institut, Basel

Hela Gebarmutterhals, Adenokarzinom 1+

SF 268 Gehirn, anaplastisches Astrozytom 1+

SNB-75 Gehirn, Astrozytom 2+

LN-405 Gehirn, Glioblastom 2+

A-172 Gehirn, Glioblastom 2+

U-138 MG Gehirn, Glioblastom 2+

U 251 Gehirn, Glioblastom 2+
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Zelllinie Ursprungsgewebe JAK2
IHC-Resultat

GAMG Gehirn, Glioblastom 1+

U-87 MG Gehirn, Glioblastom 2+

SF 539 Gehirn, Glioblastom 3+

SF 295 Gehirn, Glioblastom 2+

U-343 MG Gehirn, Glioblastom 3+

LN-401 Gehirn, Glioblastom 2+

SNB-19 Gehirn, Glioblastom, links parietookzipi- | 2+
tal

LN-229 Gehirn, Glioblastom, rechts frontaler 2+
parietookzipitaler Kortex

CRL 7930 Harnblase, Karzinom 1+

ECV-304 Harnblase, Karzinom 2+
(Ursprung: Nabelschnur eines Neugebo-
renen)

VM-CUB 1 Harnblase, Transitionalzellkarzinom 2+

RT-112 Harnblase, Transitionalzellkarzinom, 2+
Grad Il

HT-1376 Harnblase, Transitionalzellkarzinom, 1+
Grad llI

KU-19-19 Harnblase, Transitionalzellkarzinom, 2+
Grad llI

M 14 Haut, amelanotisches Melanom 1+

A-431 Haut, epidermoides Karzinom 3+

HaCaT Haut, Keratinozyt, normal 1+

LOX-IMVI Haut, malignes amelanotisches Mela- 2+
nom
(Ursprung: Lymphknoten)

SK-MEL-28 Haut, malignes Melanom 3+

A-375 Haut, malignes Melanom 2+

UACC 257 Haut, malignes Melanom 2+

UACC 62 Haut, malignes Melanom 2+

MEL-HO Haut, malignes Melanom 2+

SM Haut, malignes Melanom 1+
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Zelllinie Ursprungsgewebe JAK2
IHC-Resultat
MDA-MB-435S Haut, malignes Melanom 2+
(Ursprung: Pleuraerguss),
zuvor beschrieben als duktales Karzinom
der Brustdrise
MDA-MB-435 Haut, malignes Melanom 1+
(Ursprung: Pleuraerguss),
zuvor beschrieben als duktales Karzinom
der Brustdrise
COLO-849 Haut, malignes Melanom 2+
(Ursprung: axillarer Lymphknoten rechts)
SK-MEL-5 Haut, malignes Melanom 1+
(Ursprung: axillarer Lymphknoten)
SK-MEL-2 Haut, malignes Melanom 1+
(Ursprung: Haut vom Oberschenkel)
IGR-1 Haut, malignes Melanom 2+
(Ursprung: inguinalem Lymphknoten)
Malme-3M Haut, malignes Melanom 1+
(Ursprung: Lunge)
Sa0sS-2 Knochen, Osteosarkom 3+
KRIB Knochen, Osteosarkom 1+
K-562 Knochenmark, Lymphoblast, Chronische | 1+
Myeloische Leukamie
(Ursprung: Pleuraerguss)
Hep-G2 Leber, hepatozellulares Karzinom 2+
IMR-90 Lunge, Fibroblast, normal 2+
MRC-5 Lunge, Fibroblast, normal 2+
NCI-H460 Lunge, groBzelliges Karzinom 1+
(Ursprung: Pleuraerguss)
NCI-H510A Lunge, kleinzelliges Karzinom 1+
(Ursprung: Nebenniere)
NCI-H82 Lunge, kleinzelliges Karzinom 2+

(Ursprung: Pleuraerguss)
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Zelllinie Ursprungsgewebe JAK2
IHC-Resultat
NCI-H23 Lunge, Nicht-kleinzelliges Adenokarzi- 1+
nom
A-549 Lunge, Nicht-kleinzelliges Karzinom 3+
EKVX Lunge, Nicht-kleinzelliges Karzinom 3+
HOP 62 Lunge, Nicht-kleinzelliges Karzinom 2+
HOP 92 Lunge, Nicht-kleinzelliges Karzinom 2+
NCI-H322-M Lunge, Nicht-kleinzelliges Karzinom 1+
NCI-H226 Lunge, squamdses Karzinom, Mesothe- | 1+
liom
(Ursprung: Pleuraerguss)
RPMI 8226 Lymphatisches Gewebe, B-Lymphozyt, 3+
multiples Myelom
(Ursprung: peripheres Blut)
CRO-AP3 Lymphatisches Gewebe, B-Zell- 3+
Lymphom
CRO-AP2 Lymphatisches Gewebe, B-Zell- 1+
Lymphom
(Ursprung: Pleuraerguss)
SU-DHL-4 Lymphatisches Gewebe, B-Zell-Non- 2+
Hodgkin-Lymphom
(Ursprung: Aszites)
SU-DHL-6 Lymphatisches Gewebe, B-Zell-Non- 2+
Hodgkin-Lymphom
(Ursprung: Aszites)
OCI-LY-19 Lymphatisches Gewebe, B-Zell-Non- 2+
Hodgkin-Lymphom
(Ursprung: Knochenmark)
KARPAS-1106P Lymphatisches Gewebe, B-Zell-Non- 2+
Hodgkin-Lymphom
(Ursprung: Pleuraerguss)
SR Lymphatisches Gewebe, gropzelliges 1+

immunoblastisches Lymphom
(Ursprung: Pleuraerguss)
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Zelllinie Ursprungsgewebe JAK2
IHC-Resultat

SJCRH30 Muskel, Rhabdomyosarkom 2+
(Ursprung: Knochenmark)

HUVEC Nabelschnurvene, Endothel, normal 1+

293 Niere, fetal, transformiert durch Adenovi- | 1+
rus 5 DNS

COS-1 Niere, Fibroblast, transformiert durch 2+
eine origin-fehlerhafte Mutante von SV-
40

TK 10 Niere, Karzinom 2+

Uo 31 Niere, Karzinom 2+

A-498 Niere, Karzinom 1+

SN-12-C Niere, Karzinom 1+

786-O Niere, klarzelliges Karzinom 2+

CakKi-2 Niere, klarzelliges Karzinom 3+

RXF 393 Niere, klarzelliges Karzinom 1+

CakKi-1 Niere, klarzelliges Karzinom 1+
(Ursprung: Haut)

WSS-1 Niere, transformiert durch Adenovirus 5 | 1+
DNS

MOLT-4 Peripheres Blut, T-Lymphoblast, Akute 1+
Lymphoblastische Leukamie

CCRF-CEM Peripheres Blut, T-Lymphoblast, Akute 1+
Lymphoblastische Leukamie

CAL-62 Schilddrise, anaplastisches Karzinom 3+

BHT-101 Schilddriise, anaplastisches papillares 2+
Karzinom
(Ursprung: Lymphknoten)

ML-1 Schilddrise, follikuldares Karzinom 2+

8305C Schilddriise, Karzinom 3+

ONCO-DG-1 Schilddrise, oxyphiles papillares Karzi- | 2+
nom

B-CPAP Schilddrise, papillares Karzinom 2+

S-117 Schilddrise, Sarkom 3+
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Zelllinie Ursprungsgewebe JAK2
IHC-Resultat

PC-3 Vorsteherdriise, Adenokarzinom, Grad 1+
\Y
(Ursprung: Knochenmark)

Abb. 21: Beispiele flir JAK2-Immunférbungen. a) A-549 (3+, starke Kernfdrbung), b) ACHN (negativ,
ohne nachweisbare JAK2-Positivitdt), c) MDA-NEO (2+, méaBige Kernfdrbung), d) MDA-MB-453 (1+,
schwache Kernférbung)
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4 DISKUSSION

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Verfahren entwickelt, um ein Gewebe-
Mikroarray (,Tissue Microarray“, TMA) mit Zellen aus Zellkulturen herzustellen. Dieser TMA
wurde anschlieBend mittels Immunhistochemie auf die Expression der Tyrosin- und Nicht-
Tyrosinkinasen BTK, JAK2, HER3, HER4 und ZAP70 untersucht.

Das gewahlte Verfahren der Formalinfixierung und einfachen Zentrifugation zur Pelletierung
der Zellen hat sich als duBerst erfolgreich flir den gewlinschten Zweck der Studie erwiesen.
Nach der Paraffineinbettung konnten die Zellen problemlos mit demselben Arrayer gestanzt
werden, die auch zur Herstellung konventioneller Gewebearrays benutzt werden. Ein wesent-
licher Unterschied zwischen kultivierten Zellen und Zellen im Gewebeverband ist, dass Zellen
in Kultur in der Regel keine extrazellulare Matrix oder einen festen Zellverband ausbilden, der
mit einem Gewebeverband von Kdrperzellen vergleichbar ware. Somit besteht bei der Ent-
nahme eines Stanzzylinders aus einem Zellpellet grundsétzlich die Gefahr, dass die Zellen
nur schlecht auf dem Objekttrager haften, insbesondere wenn wahrend der immunhistoche-
mischen Farbungen die Zellen mit Lésungsmittel und Enzymen in Kontakt kommen. Durch
das Tape-System konnte jedoch erfolgreich verhindert werden, dass sich eine gréBere An-
zahl von Zellen aus den ,Gewebespots” |6st. Tatsachlich hat sich der Standard-Durchmesser
von 0,6 mm je Zell-Spot als mehr als ausreichend erwiesen, um eine hohe Auswertbarkeit
(90,14 - 93,66% der Spots) des TMAs zu gewahrleisten. So waren auf der geringen Flache
von 1,13mm? in der Regel etwa 500 Zellen vorhanden.

Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen Zellen im Gewebeverband und Zellen aus Kultur
ist, dass kultivierte Zellen Klone mit identischen genetischen Eigenschaften darstellen. Selbst
in den wenigen Féllen, in denen sich die Mehrzahl der Zellen eines Zelllinienspots wahrend
der immunhistochemischen Experimente abgeldst hatten, waren immer noch zumindest eini-
ge Zellen vorhanden, die dann eine erfolgreiche Analyse der Expression des jeweiligen Ziel-
proteins in der entsprechenden Zelllinie erlaubten. In konventionellen Gewebe-Arrays ist die
Auswertbarkeit aus diesem Grunde eher etwas geringer (70-80%). Hier ist in der Regel der
Tumorzellgehalt im Spot deutlich kleiner als 100%, so dass durch das Abschwimmen selbst
schon von Teilen des Gewebespots der Tumor unter Umsténden vollstédndig verloren geht
und der Spot somit nicht mehr auswertbar ist.

Mit Ausnahme von HERS konnten fir jedes der im Rahmen dieser Studie untersuchten Prote-
ine mehrere Zelllinien gefunden werden, die das jeweilige Protein in unterschiedlicher Menge

exprimierten. Dabei war die Expression in keinem Fall nur auf Zelllinien eines bestimmten
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Ursprungsgewebes beschrankt. Dieses Ergebnis deutet nicht nur auf eine wichtige biologi-
sche Rolle von TKs flir unterschiedlichste Zelltypen hin, sondern gibt auch Hinweise auf Tu-
mortypen, in denen eine veranderte Expression dieser Molekile von biologischer Relevanz
sein kénnte. So wurde eine starke Expression des Tyrosinkinase-Rezeptors BTK interessan-
terweise nicht nur, wie zu erwarten, in Zelllinien von B-Zell-Lymphomen, sondern Uberra-
schenderweise auch in mehreren Zelllinien von Brustdriisen-, Dickdarm-, Lungen- und Nie-
renkarzinomen gefunden. Wéahrend die Rolle von BTK in lymphatischen Geweben in lber
150 Studien untersucht worden ist - z. B. in Zusammenhang mit der Gentherapie bei XLA
(Moreau et al. 2008), der Rolle von BTK bei der Entwicklung von B-Zellen und deren Signal-
wegen (Desiderio 1997) oder der Regulation von B-Zell-Rezeptor vermittelter Antigen-
Prozessierung und Prasentation durch Kontrolle der Aktin-Zytoskelett-Dynamik in B-Zellen
(Sharma und Song 2009) - sind bisher keine speziellen Studien tber die BTK-Expression in
soliden Tumoren durchgefiihrt worden. Sollte sich in den genannten Tumortypen eine mégli-
che Rolle von BTK ergeben, so kdnnten die in dieser Studie identifizierten Zelllinien als Mo-
dellsysteme flir die Untersuchung von BTK-spezifischen Inhibitoren wie z. B. LFM-A13 in
Tumorsystemen eingesetzt werden.

Ahnliches gilt auch fiir ZAP70. Ein erhéhtes Expressionsniveau der Tyrosinkinase ZAP70
wird in der Literatur hauptséchlich in Zusammenhang mit der Funktionsweise des T-Zell-
Rezeptors gebracht. Ein Gendefekt von ZAP70 fiihrt zu Immundefekten sowie verschiedenen
Formen der CLL. Die Beteiligung von ZAP70 im lymphatischen System lasst vermuten, dass
sich eine vermehrte Expression auf Zellen der lymphatischen Reihe beschranken wirde, be-
ziehungsweise auf Zellen, die verschiedene Oberflachenrezeptoren wie CD4 oder CD8 besit-
zen. Tatsachlich konnte in dieser Studie auch eine starke Expression von ZAP70 in lymphati-
schem Gewebe gefunden werden. Eine Expression von ZAP70 war allerdings auch sehr hu-
fig in Zelllinien von Haut- (11/18 Zelllinien positiv), Brustdriisen- (11/15 Zelllinien positiv), Ge-
hirn- (9/16 Zelllinien positiv) und Nierenkarzinomen (7/12 Zelllinien positiv). Wahrend die Be-
teiligung von ZAP70 an der Regulierung der Funktionsweise lymphatischen Gewebes sehr
gut untersucht ist (Admirand et al. 2004), finden sich in der Literatur keine Hinweise auf eine
Rolle von ZAP70 z. B. bei Brustdriisen- oder Nierenkarzinomen. Es wéare daher durchaus
interessant, auch ZAP70 in diesen Tumortypen naher zu untersuchen.

Als einziges der untersuchten Proteine zeigte der Transkriptionsfaktor JAK2 in praktisch allen
Zelllinien eine moderate bis starke Expression. Dies deutet darauf hin, dass JAK2 eine
ubiquitédre Funktion in zumindest vielen Gewebetypen haben sollte. Tatsachlich zeigen Ex-
pressionsanalysen von JAK2, dass es in vielen humanen Normalgeweben exprimiert sein
kann, z. B. im Herzen, im Gehirn oder in der Lunge und der Niere (Saltzman et al. 1998). Bei
der Entwicklung von neuen potenziellen Anti-Tumormedikamenten wie z. B. den JAK2 Inhibi-
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toren AG490 und SD-1008 sollte daher nicht auBer Acht gelassen werden, dass es zu erheb-
lichen Nebenwirkungen kommen kénnte. Die Auswirkungen einer solchen Therapie je nach
Expressionsniveau oder Aktivierungszustand von JAK2 kénnte am Zellkulturmodell simuliert
werden.

Der Zellkultur-TMA bietet hierbei optimale Voraussetzungen flr die Selektion geeigneter Zell-
linien. Die gleichzeitige Analyse aller verschiedener Zelllinien unter exakt denselben experi-
mentellen Bedingungen ist praktisch nur an einem Array mdglich. Wirde man dieselbe An-
zahl von Zelllinien konventionell analysieren, d. h. an mehreren Tagen hintereinander, ware
damit zu rechnen, dass kleinere bis mittlere Unterschiede im JAK2 Expressionsniveau auf-
grund von experimentellen Schwankungen nicht sicher gefunden werden kénnten. Gerade
solche feinen Unterschiede kdénnten aber flr die Entwicklung einer Therapie gegen ein
ubiquitar exprimiertes Gen von besonderer Bedeutung sein, um ein optimales therapeuti-
sches Fenster definieren zu kdnnen.

Urséchlich fir die Entstehung von Krebserkrankungen, welche mit JAK2 in Verbindung ge-
bracht werden, ist die Mutante dieser NRTK. Laut James et al. und Baxter et al. ist die Ex-
pression der V617F-Mutante mit der Entstehung von Polycythaemia vera, essentieller
Thrombocythaemie und idiopathischer Myelofibrose in Verbindung zu bringen und kann da-
her auch in hdmatopoetischen Stammzellen bei myeloproliferativen Erkrankungen vermehrt
nachgewiesen werden (James et al. 2005, Baxter et al. 2005).

Laut James et al. sind hierbei in den hdmatopoetischen Stammzellen die Proportionen von
mutierter und unmutierter NRTK zugunsten der V617F-Mutante deutlich verschoben (James
et al. 2005). Die Inhibition des mutierten JAK2 wirde, so Vainchenker et al., die spontane
Proliferation und Differenzierung der Erythroblasten von Polycythaemia vera blockieren
(Vainchenker et al. 2009). Demnach ware zu diskutieren, selektiv die mutierte Form von
Jak2, Jak2-V617F, als Target fur Inhibitoren in Erwagung zu ziehen.

Als einzige der untersuchten TKs war HERS in allen Zelllinien negativ. Dieser Befund ist inso-
fern schwierig zu interpretieren, als dass kein Kontrollgewebe mit zuverlassiger hoher HERS-
Expression gefunden werden konnte. Es ist also nicht auszuschlieBen, dass die experimen-
tellen Bedingungen (z. B. Antikérperkonzentration, Gewebevorbehandlung) nicht geeignet
waren, um HER3 immunhistochemisch sicher nachzuweisen. Alternativ kann vermutet wer-
den, dass zwar viele Zelllinien HER3 exprimieren, aber mdglicherweise nur in so geringem
MaBe, dass es unterhalb der Sensitivitdtsgrenze der IHC lag. Fur diese Hypothese spricht,
dass HERS-Expression in der Literatur in mehreren Zelllinien mit anderen Methoden be-
schrieben worden ist. So konnte man im Human Protein Atlas bei einer Analyse von 47
Krebszelllinien eine schwache bis mittelstarke Expression in den Zelllinien NB 4, LP 1, PC-3,
HaCaT, WM 115 und HEK-293 nachweisen. Von diesen Zelllinien waren PC-3, HaCaT und
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HEK-293 ebenfalls auf dem Zelllinien-TMA vertreten. Es ist also davon auszugehen, dass der
in dieser Studie verwendete Antikérper nicht geeignet war, um zuverlassig das HER3-
Expressionsniveau der verschiedenen Zelllinien zu bestimmen.

In der Literatur wurde der Nachweis einer Uberexpression von HER3 mit Hilfe des monoklo-
nalen Antikérpers Phospho-HERS/ErbB3 (Tyr1289) Rabbit beschrieben.

Eine starke Expression konnte z. B. nach Sithanandam et al. in finf von sieben Adenokarzi-
nomen der Lunge nachgewiesen werden, hierunter in den Zelllinien H441 und H1373 (Sitha-
nandam et al. 2003).

Ebenso wird in der Literatur eine Expression in Karzinomen der Haut (Wimmer et al. 2008),
im Gastrointestinaltrakt (Hayashi et al. 2008) sowie in der Brustdrise (Dina Yassin et al.
2003) beschrieben. Bei diesem Hintergrund ware es interessant, die in dieser Arbeit verwen-
deten Zelllinien mit Hilfe des beschriebenen Antikérpers auf die Expression von HER3 zu
untersuchen.

Far die HER3-verwandte Rezeptor-Tyrosinkinase HER4 konnten hingegen zahlreiche Zellli-
nien mit starker Expression gefunden werden. Fir die Spezifitdt der Immunfarbung spricht
nicht nur, dass die Farbung an der Zellmembran - wie fir ein Transmembranmolekdl zu er-
warten - lokalisiert ist, sondern auch, dass der HER4-Status in vielen Zelllinien bereits durch
publizierte Daten bekannt und (ibereinstimmend war. So zeigten in Ubereinstimmung mit den
Studien von Pontén und Uhlen z. B. die Zelllinien Hep-G2, MCF7 und HaCaT eine starke bis
moderate HER4-Expression, wahrend die Zelllinie U 251 auch in der vorliegenden Studie als
HER4-negativ gewertet wurde (Pontén und Uhlen 2008).

Die HER4-Daten sind insbesondere in Zusammenhang mit dem Expressionsstatus von ande-
ren Mitgliedern der Familie der EGFR interessant. So werden im Rahmen von parallel durch-
gefihrten Analysen auch der Expressions- und Genkopiezahlstatus von HER1 (EGFR) und
HER2 untersucht. Diese Daten kénnen dann benutzt werden, um eine molekulare Datenbank
der Zelllinien dieses Arrays aufzubauen. Mit jedem weiteren untersuchten Marker entsteht so
ein immer praziseres Bild des Expressionsmusters der verschiedenen Zelllinien. Es wird also
in Zukunft méglich sein, Zelllinien nicht nur aufgrund eines einzelnen Markers, sondern viel-
mehr wegen eines speziellen Expressionsprofils auszuwéhlen.

So kdnnte es z. B. interessant sein, Zelllinien mit HERZ—Uberexpression mit unterschiedlichen
EGFR-Veranderungen (keine, wenig oder starke Expression, Mutationen) zu definieren, um
die Wirkung von neuen Medikamenten zu testen, die auf mehr als einen molekularen Faktor
wirken. Ein Beispiel hierfir wéare der kombiniete HER2/EGFR-Inhibitor Lapatinib
(Tykerb/Tyverb). So konnte in den bisherigen klinischen Studien nicht zweifelsfrei belegt wer-
den, unter welchen (molekularen) Bedingungen das Medikament optimal wirkt. Untersuchun-
gen an Zelllinien mit unterschiedlichem HER2/EGFR-Status, die an dem in dieser Studie her-
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gestellten TMA leicht identifiziert werden kénnen, kdnnten dazu beitragen, die molekularen
Mechanismen, die das Ansprechen auf eine solche Therapie beeinflussen, besser verstehen
zu kénnen.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit der bisher grdBte existierende Zellli-
nien-Array mit Ober hundert verschiedenen humanen Tumorzelllinien generiert werden. Die
immunhistochemischen Analysen belegen, dass der TMA geeignet ist, um in kiirzester Zeit
unter hochgradig standardisierten Bedingungen molekulare Daten von einer Vielzahl von Zell-
linien erheben zu kdnnen. Der TMA ermdglicht so die rasche Selektion von Zelllinien mit be-
stimmten molekularen Eigenschaften und somit eine massive Beschleunigung von translatio-
nellen Studien.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Viele Tyrosinkinasen spielen eine wichtige Rolle bei der Tumorentstehung und —progression
und gelten als vielversprechende Kandidaten fir Anti-Tumor-Therapien.

Ziel der Studie war es, die Expression der Tyrosinkinasen BTK, ZAP70, HER3, HER4 und
JAK2 immunhistochemisch in einer groBen Anzahl von Tumorzelllinien zu bestimmen, um
einen ,Katalog® von Zelllinien mit bekannten Expressionsstatus fiir zukinftige funktionelle
Analysen zu erstellen.

Im Rahmen dieser Studie wurden 133 verschiedene Zelllinien fir die Herstellung eines Ge-
webe-Mikroarrays (Tissue Microarray, TMA) gesammelt. Bei den Zelllinien handelt es sich um
Tumor-, Nicht-Tumor- als auch um préaneoplastische Zellen aus Bauchspeicheldrise (n=1),
Bindegewebe (n=2), Brustdriise (n=15), Dickdarm (n=14), Eierstock (n=6), Gebarmutterhals
(n=1), Gehirn (n=16), Harnblase (n=6), Haut (n=18), Knochen (n=2), Knochenmark (n=2),
Leber (n=1), Lunge (n=13), Lymphatischem Gewebe (n=10), Muskel (n=1), Nabelschnurvene
(n=1), Niere (n=12), peripherem Blut (n=2), Schilddriise (n=8), Prostata (n=1) und einer expe-
rimentellen Zelllinie.

Die Zelllinien wurden kultiviert und in einen Zelllinien-TMA eingebracht. Immunhistoche-
mieprotokolle fir die Analyse des TMAs wurden fir Antikérper gegen jede der flnf Tyrosin-
kinasen etabliert, um Schnitte des TMAs auf die Expression der o. g. Tyrosinkinasen zu un-
tersuchen. Fir jede Zelllinie wurde die Intensitat der Farbung entsprechend einem Score von
0 bis 3+ geschatzt.

Geeignete Immunhistochemieprotokolle konnten fir BTK, ZAP70, HER4 und JAK2 etabliert
werden. Fir HER3 konnte nicht mit Sicherheit ein Protokoll etabliert werden, weil kein Gewe-
be mit bekannter Positivitat vorhanden war.

Expression von BTK wurde in 29/121 (23,97%), von ZAP70 in 69/126 (54,76%), von HER4 in
48/126 (38,10%) und von JAK2 in 121/125 (96,80%) Zelllinien gefunden. Alle Zelllinien waren
negativ fur HERS. Es ist zu vermuten, dass der verwendete Antikérper nicht geeignet war fir
die Immunhistochemie im Formalin-fixierten Material. BTK-Expression wurde Uberra-
schenderweise nicht nur in lymphatischen Zelllinien (z. B. CRO-AP2, SU-DHL-4, SU-DHL-6
und KARPAS-1106P), sondern auch in mehreren Zelllinien von Brustdriisenkarzinomen
(40%), Karzinomen der Haut (27,78%), der Nieren (33,33%) und des Dickdarm (21,43%) ge-
funden. Ahnliches galt fiir ZAP70: Auch hier wurde neben der erwarteten Expression in lym-
phatischen Zelllinien (z. B. RPMI 8226, CRO-AP3, CRO-AP2, SU-DHL-6, KARPAS-1106P
und SR) auch haufig Expression in Zelllinien von Brustdrisenkarzinomen (73,33%) und Nie-
renkarzinomen (58,33%) detektiert. HER4-Expression wurde in 38,10% der Zelllinien detek-
tiert, am haufigsten in Karzinomen von Dickdarm (85,71%), Brustdrise (66,67%) Eierstock
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(66,67%), Lunge (38,46%) und Niere (41,67%). Eine positive Immunreaktion fur JAK2 fand
sich in praktisch allen Zelllinien, was darauf deutet, dass JAK2 eine ubiquitdre Funktion in
zumindest vielen Gewebetypen haben kdnnte.

Zusammenfassend konnte am Beispiel der Tyrosinkinasen BTK, JAK2, HER4 und ZAP70
gezeigt werden, dass Zelllinien geeignet sind, um TMAs herzustellen, die dann z. B. mit Im-
munhistochemie sehr schnell und unter hochgradig standardisierten Bedingungen analysiert
werden kénnen. Auf diese Weise kdnnen auch geringere Expressionsunterschiede zwischen
verschiedenen Zelllinien sicher detektiert werden. Die in dieser Studie gewonnen Daten und
der hergestellte TMA dienen als Grundlage einer molekularen Datenbank, durch die rasch
Zelllinien mit bestimmten Eigenschaften gefunden werden kénnen. Diese Datenbank kann in
Form eines ,molekularen Kataloges“ genutzt werden, um Zelllinien mit bestimmten Eigen-

schaften fur weiterflihrende, z. B. funktionelle Analysen zu selektieren.
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