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1 Einleitung

1.1 Tyrosinkinasen

Die Protein-Tyrosinkinasen besitzen im Organismus eine Bedeutung bei der Regulation von
Wachstum, Differenzierung, Adhidsion, Motilitdt und Zelltod. Es handelt sich bei diesen
Proteinen um Phosphotransferasen, die als Akzeptor Hydroxylgruppen von Tyrosin-Resten in
Substrat-Proteinen phosphorylieren. Zwei Klassen von Tyrosinkinasen lassen sich
unterscheiden. Die Rezeptor-Tyrosinkinasen sind Transmembran-Proteine, die im
extrazelluliren Bereich eine Liganden-Bindungsdomine besitzen und intrazelluldr eine
Tyrosinkinase-Region aufweisen. Ligandenbindung induziert bei vielen dieser Rezeptoren
eine Dimerisierung oder Oligomerisierung, welche zur Konformationsdnderung in der
cytoplasmatischen = Tyrosinkinase-Region fithrt. In der Folge kommt es zur
Autophosphorylierung der Rezeptoren und zur Auslosung intrazelluldrer Signalwege. Die
bisher achtundfiinfzig identifizierten humanen Rezeptor-Tyrosinkinasen sind aufgrund von
Sequenzhomologien in der Kinase-Domine in zwanzig Subfamilien eingeteilt (Robinson et
al., 2000). Viele Wachstumsfaktoren, Differenzierungsfaktoren und Hormone vermitteln ihre
Effekte iiber Rezeptor-Tyrosinkinasen.

Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen sind cytoplasmatische Proteine, die zum Teil an
Transmembran-Rezeptoren binden und auf diese Weise extrazelluldre Signale vermitteln
(Abb. 1). Andere cytoplasmatische Tyrosinkinasen werden durch Adhésion, Calcium-Influx
oder durch Zell-Zyklus-assoziierte Signale aktiviert, ohne das eine unmittelbare Verbindung
zu Transmembran-Rezeptoren nachgewiesen ist. Im menschlichen Genom sind
zweiunddreiflig Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen identifiziert, die sich in zehn Subfamilien
gliedern (Robinson et al., 2000).

Bei Rezeptor- und Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen induziert deren Aktivierung eine Kaskade
von Phosphorylierungen (Abb. 1). Dazu gehdren Autophosphorylierung und
Phosphorylierung  cytoplasmatischer ~ Substrate. Die  Phosphorylierung spezifischer
Tyrosinreste ermoglicht die Bindung von Proteinen mit SH2- und PTB-Dominen. Dies
resultiert wiederum in der Aktivierung weiterer Proteine, deren Signale in den Zellkern
iibermittelt werden und die Expression spezifischer Gene induzieren. Ausserdem wird die
Produktion von Second Messenger-Molekiilen ausgelost, die der Signalverstarkung dienen.
Wichtige Regulatoren der Signaltransduktion sind Phosphotyrosin-Phosphatasen mit SH2-
Dominen. Sie interagieren mit mit den Tyrosinkinase-Rezeptoren, dephosphorylieren

Tyrosinreste und sind somit an der Regulation mitogener Signale beteiligt.
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Abb. 1: Prinzip der Signaltransduktion, ausgeldst durch Tyrosinkinasen.

1.2 Durch Rezeptor-Tyrosinkinasen ausgeldste Signalwege

Die meisten Tyrosinreste, die nach der Aktivierung autophosphoryliert werden, sind in der
nicht-katalytischen Region des Rezeptors lokalisiert (Schlessinger, 2000). Daran binden
unterschiedliche Signalproteine, von denen einige eine enzymatische Aktivitit besitzen. Dazu
gehort eine grosse Familie von Proteinen mit SH2-Doménen wie SRC-Kinasen (PTK-
Aktivitdat), SHP2 (Phosphatase-Aktivitdt) oder PLC-y (Phospholipase-C-Aktivitit). Andere
Proteine mit SH2- oder SH3-Doménen dienen lediglich als Adapter (z. B. GRB2, NCK, CRK,
SHC). Sie vermitteln Bindungen zu Proteinen, die in die Signaltransduktion involviert sind.
Einige Adaptor-Proteine besitzen PTB-Dominen, die fiir die komplexe Formation mit einer
Reihe von Rezeptoren verantwortlich sind. Zu diesen Proteinen gehort z.B. SHC, welches
auBBerdem mit seiner SH2-Doméne an aktivierte Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) bindet und
so wiederum das Protein GRB2 koppelt. Als Folge wird die MAP-Kinase-Kaskade aktiviert.
In Abbildung 2 sind die wichtigsten Signalwege, die durch Rezeptor-Tyrosinkinasen
ausgelost werden konnen, zusammengefasst. Alle bekannten RTK's stimulieren den

Austausch von GTP zu GDP durch Ras. Dieses wird mdglich, wenn das Adapter-Protein



GRB2 mit seiner SH2-Doméne an einen phospho-Tyrosinrest (pTyr-Rest) bindet, mit der
SH3-Doméne den Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor Sos bindet, und diesen somit in
rdumliche Ndhe des Membran-assoziierten Ras bringt. Ras wiederum interagiert mit einigen
Effektor-Proteinen wie Raf, Cdc42 und PI-3 Kinase (PI3K). Raf aktiviert den MAPK-

Signalweg, welcher zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren fiihrt.
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Abb. 2: Signalwege, die durch aktivierte Rezeptor-Tyrosinkinasen ausgeldst werden.

Die Phosphorylierung spezifischer Tyrosinreste im Rezeptor hat die Bindung und Aktivierung
von PLC-y zur Folge. Dies fiihrt zur Hydrolyse von Phosphatidyl-4,5-bisphosphat (Ptd-
Ins(4,5)P>) und es entstehen Diacylglycerol (DAG) und Inositol-(1,4,5)-trisphosphat (Ins
(1,4,5)P3). DAG wirkt als Second Messenger und wirkt spezifisch auf die Proteinkinase C,
die unterschiedliche Proteine an Threonin- und Serinseitenketten phosphoryliert. Ins(1,4,5)P;

hat ebenfalls Second Messenger-Funktion und bewirkt eine Erhohung der intrazelluldren

Ca2* -Konzentration.
PI3-Kinase (PI3K) bildet ebenfalls einen Komplex mit pTyr-Resten aktivierter RTK's. Dies
fiihrt zur Produktion der Second-Messenger Ptd-Ins(3,4)P, und Ptd-Ins(3,4,5)P;. Ptd-

Ins(3,4,5)P; vermittelt die Membranlokalisation von Signalproteinen wie PDKI und



PKB/Akt, was fiir deren Aktivierung notwendig ist. Die Aktivierung von PKB fiihrt zur
Phosphorylierung von BAD, wodurch Apoptose inhibiert wird. AuBerdem wird der
Transkriptionsfaktor FKHR1 und und die Glycogen Synthase Kinase-3 (GSK3) aktiviert.

1.3 Tyrosinkinasen und ihre Bedeutung bei der Onkogenese

Tyrosinkinasen spielen eine zentrale Rolle bei der malignen Transformation. Viele von ihnen
gehdren zu Protoonkogenen, die durch aktivierende Mutationen zu Onkogenen werden und
zur neoplastischen Transformation der Zelle beitragen. Entdeckt wurden die Onkogene
zunéchst in Retroviren. 1970 wurde erstmals postuliert, dass im Genom des Rous-Sarkom-
Virus, welches in Hiithnern die Bildung von Sarkomen ausldst, ein Gen enthalten ist, dass
Zellen transformieren kann (Duesberg et al., 1970). Dieses Gen wurde Src (Abkiirzung fiir
Sarcoma) genannt. Das Genprodukt ist die Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase SRC. Es konnte
gezeigt werden, dass dieses Gen auch in normalen Hiithnerzellen vorkommt. Dies wies darauf
hin, dass nicht die Existenz des Gens, sondern Mutationen oder Verdnderungen in der
Expression fiir das onkogene Potential verantwortlich sind. Das Gen selbst wird in diesem
Fall als Protoonkogen, die transformierende Form als Onkogen bezeichnet. In menschlichen
Tumoren konnten bisher keine Mutationen in Mitgliedern der SRC-Kinase-Familie
nachgewiesen werden.

Genetische Verdnderungen in Protoonkogenen, die fiir Rezeptoren mit Tyrosinkinase-
Aktivitdt codieren, sind hiufig bei der Entartung von Zellen involviert (Tabelle 1).
Amplifikationen, Uberexpression, oder somatische Mutationen resultieren in einer hoheren
Rezeptoraktivitit, was zum Kontrollverlust der unter normalen Umstdnden fein regulierten

Proteinphosphorylierung in den Zellen fiihrt.

Tabelle 1: Onkogene, die fiir Rezeptor-Tyrosinkinasen kodieren

Gen Genprodukt Genetische Literatur
Verianderungen in
menschlichen Tumoren
ERBB EGF-Rezeptor Amplifikation Collins et al., 1993
ERBB-2 ERBB-2 Amplifikation Gullick et al., 1990
PDFGR | PDGF-Rezeptor Rekombination Golub et al., 1994
RET RET Rekombination/ Takahashi et al., 1985
Punktmutation Mulligan et al., 1993
MET MET Amplifikation Fischer et al., 1995
TRK NGF-Rezeptor Rekombination Greco et al., 1992




Es sind viele onkogene Mutationen fiir Rezeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivitdt beschrieben,
bei denen als Konsequenz eine konstitutive Dimerisierung und Aktivierung zur

Transformation der Zellen fiihrt (Rodrigues et al., 1994).

1.4 Das RET-Protoonkogen und sein Genprodukt

Das RET-Gen ist auf Chromosom 10q11.2 lokalisiert und besteht aus 21 Exons (Takahashi et
al., 1988). Es codiert fiir einen Tyrosinkinase-Rezeptor (Abb. 3) der in der extrazelluldren
Domine neben der Ligandenbindungsregion eine Cadherin-dhnliche Sequenz und eine
cysteinreiche Region besitzt. Die Cadherin-dhnliche Sequenz bindet Ca®-Ionen, was fiir den
Transport des Proteins zur Zellmembran (van Weering et al., 1998) und zur Aktivierung durch
den Liganden von Bedeutung ist (Nozaki et al., 1998). Die Cysteinreste der cysteinreichen
Region erlauben die Bildung intramolekularer und intermolekularer Disulfidbriicken und sind
so an der Ausbildung der Struktur des Rezeptors sowie an der Signaliibertragung beteiligt. An
die cysteinreiche Region schlieft sich die Transmembran-Doméne an. Intrazellulér besitzt der
RET-Rezeptor zwei Tyrosinkinase-Doménen, die von einer Kinase-Insert-Region
voneinander getrennt sind (Pasini et al., 1997). Durch alternatives Spleilen am 3’-Ende
entstehen drei Isoformen, die als RETS51 (long isoform), RET43 (intermediate isoform) and
RET9 (short isoform) bezeichnet werden (Myers et al., 1995). Es sind zwei Proteinprodukte
von 150 kDa und 170 kDa bekannt, die posttranskriptionell aus einem 120 kD-Protein durch
unterschiedliche Glykosylsierung entstehen (Chew et al., 1995). Das 150 kD-Protein ist im
endoplasmatischen Retikulum lokalisiert und erscheint nach Prozessierung als 170 kD-

Protein in der Zellmembran (Asai et al., 1995).
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AbD. 3: Schematische Darstellung des RET-Gens, der daraus resultierenden mRNA und des Genproduktes. LBD:
Ligandenbindungs-Doméne, CD: Cadherindhnliche-Sequenz, Cys-R: Cysteinreiche Region, TMD:
Transmembrandoméne, TK1: Tyrosinkinase-Doméne 1, TK2: Tyrosinkinase-Doméne 2



Das RET-Gen wurde durch einen klassischen Transfektions-Assay als Onkogen identifiziert
(Takahashi et al., 1985). Es sind einige Mutationen beschrieben, die mit der Entwicklung von
drei autosomal dominant vererbbaren Krebserkrankungen assoziiert sind. Diese stellen sich
als Subtypen der multiplen endokrinen Neoplasie Typ 2 (MEN 2) dar (Eng et al., 1996)
(Tabelle 1). Die MEN 2-assoziierten Mutationen verwandeln RET in ein dominant
transformierendes Gen. Es ist das erstbeschriebene dominant wirkende Onkogen mit

transformierender Funktion bei einem erblichen Tumorleiden (Wagener, 1996).

1.5 Die gewebespezifische Expression des RET-Rezeptors

In Maiuseembryonen wird RET im sich entwickelndem zentralen und peripheren
Nervensystem, sowie im sich entwickelndem Nierengewebe exprimiert (Pachnis et al., 1993;
Avantaggiato et al., 1994). Experimente mit Knockout-Méusen zeigten, dass der Verlust
beider RET-Allele eine Dysplasie der Nieren und ein Fehlen der Darmganglien zur Folge hat
(Schuchardt et al., 1994). Die Méuse sterben in der neonatalen Phase. Interessanterweise sind
die C-Zellen der Schildriise und des Nebennierenmarks normal entwickelt. Im Menschen wird
das RET-Protein im gesunden Gewebe des Nebennierenmarks, der C-Zellen sowie im
Nervengewebe exprimiert (Nakamura et al., 1994). Auch in Tumoren, die sich von den Zellen
des Neuroektoderms ableiten, wird der RET-Rezeptor exprimiert. Dazu gehdren neben den
medulldren Schilddriisenkarzinomen und den Phdochromozytomen auch die Neuroblastome

(Santoro et al., 1990; Ikeda et al., 1990).

1.6 Aktivierung des RET-Rezeptors

Die funktionellen Liganden des RET-Rezeptors gehoren zu den neurotrophischen Faktoren
der Glial cell-line Derived Neurotrophic Factor (GDNF)-Familie. Dazu gehéren GDNF,
Neurturin, Artemin und Persiphin (Durbec et al., 1996; Creedon et al., 1997, Baloh et al.,
1998, Lindahl et al., 2001). Diese Faktoren vermitteln als Dimere Signale in den Zellkern.
Dies geschieht liber die Bildung von Multirezeptorkomplexen (Abb. 4), die zwei RET-
Rezeptoren und zwei GPI-verankerte Korezeptoren einschlieen (Treanor et al., 1996). Als
Korezeptoren sind GFR-a1(Jing et al., 1996), GFR-a2 (Baloh et al., 1997), GFR-a3 (Worby
et al.; 1998) und GFR-a4 (Lindahl et al., 2001) bekannt. Die unterschiedlichen Korezeptoren
vermitteln die Bindung der Liganden GDNF, Neurturin, Artemin und Persephin mit

unterschiedlichen Affinitaten.
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Abb. 4: Darstellung der an der Ausbildung des RET-aktivierenden Multirezeptorkomplexes beteiligten
Komponenten

Wihrend GDNF eine hohe Affinitit zu GFR-al besitzt und mit geringer Affinitdt an GFR-
o2 und GFR-04 bindet, ist flir Neurturin eine hohe Affinitit zu GFR-a2 und eine geringere
Affinitdit zu GFR-al und GFR-a4 gezeigt (Scott et al., 2001). Artemin bindet mit grosser
Affinitdt an GFR-a3 und mit niedriger Affinitdt an die anderern Korezeptoren. Fiir Persiphin
konnte bisher nur eine Bindung an GFR-a4 nachgewiesen werden (Milbrandt et al., 1998,
Scott et al., 2001). Fir GDNF und Neurturin ist gezeigt, dass die Auslésung von
intrazelluldren Signalwegen durch die Bildung des Multirezeptorkomplexes aus Liganden,
Korezeptoren und RET-Rezeptoren Calcium-abhédngig ist (Nozaki et al., 1998). Neuere
Untersuchungen zeigen, dass die Ca®"-Ionen fiir die Bindung des GDNF/Korezeptor-
Komplexes an den RET-Rezeptor essentiell sind (Anders et al., 2001). Die Cadherin-dhnliche
Sequenz in der extrazelluliren Domine des RET-Rezeptors ist fir die Ca’"-Bindung
verantwortlich. Der aktivierte RET-Rezeptor 16st nachweislich unterschiedliche Signalwege

unabhingig voneinander aus.



1.7 Signaltransduktion des RET-Rezeptors

Die cytoplasmatische Domidne des RET-Rezeptors (Long Isoform) enthdlt achtzehn
Tyrosinreste (Jhiang et al., 2000).
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Abb. 5: Zusammenfassung der durch den Multirezeptorkomplex ausgeldsten Signalwege. Die Aktivierung der
hier blau dargestellten Komponenten wurde direkt in unterschiedlichen Zellinien nachgewiesen.

Davon befinden sich zwei in der juxtamembranen Region (Tyr 660 und Tyr 687), vier in der
TK1-Doméne (Tyr 752, Tyr 791, Tyr 806 und Tyr809), einer in der Kinase-Insert-Region
(Tyr 826), sechs in der TK2-Doméne (Tyr 864, Tyr 900, Tyr 905, Tyr 928, Tyr 952 und Tyr
981), sowie fiinf in der C-terminalen Region (Tyr 1015, Tyr 1029, Tyr 1062, Tyr 1090 und
Tyr 1096). Bei der Short Isoform des Rezeptors fehlen die Tyrosinreste Tyr 1090 und Tyr
1096. Die Tyrosinreste im C-Terminus sind im aktivierten Zustand Bindungsdominen fiir
PLC-y (pTyr 1015), SHC (pTyr 1062) und GRB2 (pTyr 1090 und pTyr 1096). Das SHC-
Protein interagiert nach Autophosphorylierung des Tyrosinrestes 1062 (Y1062) im RET-
Protein (Asai et al., 1996) iiber seine Phosphotyrosin-Bindestelle (PTB) sowie iiber seine
SH2-Doméne mit der intrazelluldren Tyrosinkinase (Lorenzo et al., 1997). pTyr 905 bindet
Grb10. Abbildung 5 zeigt die bisher beschriebenen Signalwege, die durch den aktivierten

RET-Rezeptor nachgewiesen wurden. Dabei sind die Untersuchungen in verschiedenen



Zellinien durchgefiihrt worden. Es wurde die Ras-vermittelte Aktivierung von ERK2 (Santoro
et al., 1994; van Weering et al., 1995), die Cdc42 vermittelte Aktivierung von JNK's
(Chiariello et al., 1998), sowie die Aktivierung der Phospholipase C-y (Santoro et al., 1994;
Borello et al 1996) und der PI3K und Akt (van Weering et al., 1997) nachgewiesen.

Die Isoformen RETS51 (L-Isoform) und RET9 (S-Isoform) weisen Unterschiede bei der
Bindung des SHC-Proteins auf (Lorenzo et al., 1997). Wéhrend bei RET9 SH2 und PTB an
der Y1062 Doméne binden, besitzt die RET51-Isoform fiir die SH2-Sequenz eine zusétzliche
Bindungsstelle. Dies hat zur Folge, dass SHC bei der Expression der L-Isoform durch héhere
Phosphorylierung stirker aktiviert wird. In vitro-Versuche weisen darauf hin, dass auch
beziiglich der Interaktion zwichen RET und GRB2 Unterschiede zwischen den beiden
Isoformen bestehen (Alberti et al., 1998). RETS51 tritt {iber die beiden Tyrosinreste 1090 und
1096 mit der cytoplasmatischen Kinasedomine direkt mit der SH2-Region des GRB2 in
Verbindung. RET9 besitzt diese beiden Reste nicht und es konnten auch keine anderen
GRB2-Bindungsstellen identifiziert werden. Die Assoziation mit RET erfolgt indirekt liber
das Adaptorprotein SHC.

1.8 Mutationen im RET-Protoonkogen und damit assoziierte
Krankheiten
Keimbahnmutationen, bei denen heterozygote Missense-, Nonsense-, Frameshiftmutationen,
Splice-Site-Deletionen und Rearrangements zur Geninaktivierung fiihren, sind fiir die
Hirschsprung-Krankheit (HSCR) beschrieben (Mak et al., 1996). Sie ist durch eine neonatale
Gastrointestinal-Obstruktion, das Auftreten eines Megacolon und durch eine Aganglionose im
Dickdarm charakterisiert
Somatische Rearrangements, bei denen die cytoplasmatische Domine des Rezeptors mit
einem nicht verwandten Genabschnitt rekombiniert ist, treten in papilldren
Schilddriisenkarzinomen (PTC, Papillary Thyroid Carcinoma) auf (Grieco et al., 1990). Die
resultierenden Fusionsproteine sind im Cytoplasma lokalisiert und die RET-Tyrosinkinase ist
konstitutiv aktiviert (Borello et al., 1994).
Keimbahnmutationen, bei denen heterozygote Missense-Mutationen im RE7-Gen zur
konstitutiven Aktivierung des Rezeptors bzw. zu einer Anderung der Tyrosinkinase-Aktivitiit
fiihren, sind mit der autosomal dominant vererbaren Multiplen Endokrinen Neoplasie Typ 2

assoziiert (Mulligan et al.,, 1993). MEN 2A ist durch das Auftreten medullédrer



Schildriisenkarzinome (in ca. 95 % der Fille), Phdochromozytomen (in ca. 50 % der Fille)

und primdren Hyperparathyroidismus (in ca. 20 % der Félle) charakterisiert (Abb.6).

— MNebenachilddnizerzellen

C-Zell-Hyperplasie/K arzinome

‘Phﬁo chrom oz ytome
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Abb. 6: Endokrine Organe, die bei der MEN 2A betroffen sind.

Bei MEN 2B (Abb. 7) treten neben medulldren Schildriisenkarzinomen (in allen Féllen), und
Phiochromozytomen (in ca. 50 % der Fille) auch mukosale Neurome (in allen Fillen) und
Ganglioneuromatosen (in ca. 40 % der Fille) auf (Morrison and Nevin, 1996). Das C-
Zellkarzinom dieses Subtyps stellt die aggressivste Form mit schlechter Prognose dar.

Beim Familiary Medullary Thyroid Carcinoma (FMTC) stellt das medullédre
Schilddriisenkarzinom das einzige Symptom dar. In Tabelle 2 sind die MEN2/FMTC-
assoziierten Mutationen aufgefiihrt.

Bei MEN 2A wird in den meisten Féllen eins von fiinf Cysteincodons in Exon 10 oder Exon
11 durch eine Punktmutation in ein anderes Codon umgewandelt (siche Tabelle 2). Dieser
Bereich des Gens codiert fiir die cysteinreiche Doméne des Rezeptors. Die haufigste Mutation
betrifft das Codon 634 im Exon 11 mit 66% der Fille (Eng et al., 1996). Die TGC => CGC-
Mutation (Cys634Arg) tritt am hdufigsten auf (52,1%), gefolgt von der TAC- (Cys634Tyr,
26,9%) und GGC-Mutation (Cys634Gly, 9,5%). Die anderen Codons liegen an Position 609,
611, 618 und 620 in Exon 10. Einige Mutationen sind mit bestimmten Phénotypen der MEN
2A assoziiert (Eng et al., 1996/ Tabelle 2). Die Mutationen im Codon 634 sind neben dem

Auftreten des MTC mit Phdochromozytomen assoziiert, der Aminosdureaustausch ist dabei
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nicht von Bedeutung. Beim HPT ist ebenfalls eine Assoziation mit dem Codon 634

nachgewiesen, und zusétzlich eine Verbindung zwischen der Mutation C634R und HPT.

! Newrome auf der Zunge
{rur MEN ZE)

C-Zell-Hyperplasie/Karzinome

‘Phﬁn chromozytome

Gastrointestinale Ganglio-
new ot atosen (roar MEN2E)

Abb. 7: Endokrine Organe, die bei der MEN 2B betroffen sind.

Tabelle 2: Die hiiufigsten Mutationen im RET Protoonkogen und der damit korrelierte Phinotyp bei
|deutschen MEN 2 Familien
Exon | Codon | Lokalisation im Protein Aminosiureausstausch Phiinotyp Hiiufigkeit
10 609 Cys —> x' MEN 2A, FMTC
610 cysteinreiche Doméne Cys — x MEN 2A, FMTC 609 - 620
618 Cys = x MEN 2A, FMTC  [insgesamt
620 Cys = x MEN 2A, FMTC  [23%
11 634 cysteinreiche Domiine Cys > x MEN 2A 66%
13 [768 TK1-Domine Gln — Asp FMTC 1%
790 Leu — Phe MEN 2A, FMTC  |790 und 791
791 Tyr — Phe MEN 2A, FMTC  |insgesamt 8%
14 804 TK1-Doméne Val —» Leu FMTC 1%
— Met FMTC 1%
844 Arg > Leu FMTC 1%
15 883 TK2-Doméne Ala — Phe MEN 2B 5%
891 Ser — Ala FMTC 1%
16 918 TK2-Doméne Met — Thr MEN 2B 95%
16 [922 TK2-Doméne Ser — Tyr MEN 2B 5%

! nx" steht fiir die Umwandlung des Cysteins in eine beliebige andere Aminosdure
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MEN 2B liegt eine Mutation im Codon 918 in Exon 16 zugrunde. Eine Basensubstitution
(ATG => ACQ) fiihrt zum Austausch der Aminosdure Methionin in Threonin in der
Tyrosinkinasedoméne (Carlson et al., 1994). Die selten vorkommenden Mutationen

Ala883Phe und Ser922Tyr fiihren ebebfalls zum Phénotyp der MEN 2B.

Beim FMTC liegen die Mutationen hdufig im selben Bereich wie bei der MEN 2A (Mak et
al., 1996). Die am héufigsten mit dem FMTC assoziierte Mutation des Codons 634 ist der
Austausch von TGC zu TAC (Cys634Tyr) (Eng et al., 1996). Im Gegensatz zur MEN 2A
kommt es nur sehr selten zum Austausch von TGC zu CGC (Cys634Arg). Mutationen in
Exon 13 und Exon 14 sind ebenfalls fiir das FMTC nachgewiesen (Tabelle 2).
Basensubstitutionen in den Codons 790 und 791 des Exon 13 (Berndt et al., 1998) fiihren in
seltenen Fillen auch zur MEN 2A. In beiden Fillen wird die Aminosdure des Wildtyps in
Phenylalanin getauscht (Leu790Phe und Tyr791Phe). Auch bei einigen sporadischen MTC's
ist das RET-Gen involviert. 40 - 60 % der sporadischen medulldren Schilddriisenkarzinome
weisen eine somatische Mutation in Exon 13, 14, 15 oder 16 des RET-Gens auf. Dabei sind

die Mutationen im Exon 16 am hiufigsten.

1.9 Pathomechanismus der klassischen Mutationen

Fiir die Mutationen in der cysteinreichen Domine ist ligandenunabhéngige Dimerisierung des
Rezeptors durch die Ausbildung intermolekularer Disulfidbriicken nachgewiesen (Santoro et
al., 1995; Chappuis-Flament et al., 1998). Dies hat eine konstitutive Aktivierung des
Rezeptors zur Folge, die durch eine fortlaufende Autophosphorylierung zum Ausdruck
kommt. Auch die Mutationen der Cysteine 609, 611, 618 und 620 fiithren zur
ligandenunabhingigen Dimerisierung, doch ist aufgrund einer geringen Anzahl von
Rezeptoren in der Zellmembran die Menge an Homodimeren niedriger als bei der Mutation in
Codon 634 (Ito et al.1997). Offenbar korreliert die Expression des mutierten RET-Rezeptors
in der Plasma-Membran und die ligandenunabhinge Bildung und Aktivierung von RET-
Homodimeren mit der Position der Mutation. Diese ist damit ausschlaggebend fiir die Stirke
der Transformations-Aktivitit, eine hohere Transformations-Aktivitdt wiederum ist assoziiert
mit dem Auftreten des MEN 2A-Phénotypes mit Phdochromozytomen und pHPT. In einigen
Familien fiihren Mutationen in Codon 618 und 620 zu MEN 2A und der Hirschsprung-
Krankheit (HSCR) (Ponder and Smith, 1996). Nach Hypothese der Autoren wird die
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biologische Aktivitdt des Rezeptors durch eine niedrige Expression des 170 kDa-Proteins in
der Plasma-Membran derart geschwicht, dass wihrend der Embryogenese keine
Darmganglien gebildet werden und es zur Auspragung der Hirschsprung-Krankheit kommt. In
den C-Zellen reicht die Bildung von wenigen RET-Homodimeren jedoch aus, um
transformierend zu wirken.

Im Vergleich zu den MEN 2A/FMTC-assoziierten Mutationen fithren die MEN 2B
assoziierten Mutationen nicht zur ligandenunabhédngigen Dimerisierung (Santoro et al., 1995).
Der Pathomechanismus ist noch nicht vollstindig aufgekldrt. Es wurde gezeigt, dass die
Autophoshorylierung des Met918Thr-RET hoher ist als beim wt-RET, aber deutlich niedriger
als bei den Mutationen in Codon 634. Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, dass durch
die Mutation in Codon 918 die Phosphorylierung des Tyrosinrestes 1062 im Vergleich zur
MEN 2A-assoziierten Mutation in Codon 634 stérker ist (Salvatore et al., 2001) und es zu

einer verstirkten Aktivierung der PI3K kommt (Murakami et al., 1999).

1.10 Molekulare Diagnostik der MEN 2

In der Vergangenheit wurde zur frithzeitigen Erkennung des Ausbruchs der Krankheit in
betroffenen Familien ein biochemisches Screeningverfahren angewendet. Es basiert auf der
erhohten Pentagastrin-induzierten Stimulation von Calcitonin beim Vorliegen von C-Zell-
Hyperplasien und/oder medulldren Schilddriisenkarzinomen (Scheuba et al., 1999). Diesem
Test mufiten sich alle Mitglieder von MEN 2A-Familien in etwa 6 bis 12 monatigen Abstand
unterziehen.

In den letzten Jahren ist die molekulare Diagnostik fiir die Versorgung der MEN 2-Familien
ein essentielles Kriterium zum therapeutischen Vorgehen geworden. In jeder betroffenen
Familie wird heute zunéchst bei einem Indexpatient die Mutation im RET-Protoonkogen
ermittelt. Danach wird bei allen Verwandten das Vorliegen der Mutation {iberpriift. Die
Gentrager erkranken mit einer hohen Wahrscheinlichkeit an den Symptomen der MEN 2. Die
prasymtomatische Ermittlung des Gentrigerstatus ermoglicht als praventative Mallnahme eine
prophylaktische Thyreoidektomie, die im Alter von 5 - 6 Jahren empfohlen wird, bei der
MEN 2B hingegen schon im Sduglingsalter.

Die Molekulare Diagnostik der letzten Jahre hatte zur Folge, dass seltene MEN 2-assoziierte
Mutationen detektiert wurden. In dem Labor von Prof. Hoppner wurde eine neue Klasse von
MEN 2A-assoziierten Mutationen gefunden. Es handelt sich dabei um Duplikationen

einzelner Bereiche im Exon 11. Von besonderem Interesse ist, dass in diesen Fillen nicht ein
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Cysteinrest verlorengeht, sondern durch die Duplikation ein weiteres Cystein vorliegt. In einer
MEN2A-Familie mit dem medulldrem Schilddriisenkarzinom, priméren
Hyperparathyreoidismus und Phédochromozytom wurde eine 9bp-Duplikation (Codon 634,
635 und 636) nachgewiesen (Hoppner et al., 1997). Fiir eine Familie mit meduldren
Schilddriisekarzinom, einer ungewdhnlichen H&ufung von pHPT und dem Fehlen von
Phéochromozytomen ist eine 12 bp-Duplikation im Exon 11 nachgewiesen (Hoppner et al.,
1997). Die Insertion der duplizierten Sequenz erfolgt nicht im Leseraster, wodurch ein
zusdtzliches Histidincodon resultiert. Diese Art Mutationen sind offenbar selten, fithren aber
zu einem vergleichbaren Krankheitsbild wie die Punktmutationen in den Cysteincodons.

Auch die oben erwdhnten Mutationen in Codon 790 und 791 (Tabelle 2) wurden in der
Abteilung von Prof. Hoppner als MEN 2A/FMTC-assoziierte Mutationen detektiert (Berndt et
al., 1998). In Abbildung 8 sind zwei Stammbdume aus der der Publikation Berndt et al.
gezeigt. Beim Stammbaum A handelt es sich um eine Familie mit der Mutation Leu790Phe.

Es ist zu sehen, dass nicht alle Gentrdger auch klinische Symptome aufweisen.

1935

1972 19710 “qoi71 ‘19b4 ‘1966 191

BHS
Il X

S -

- ‘ Gentrager -

n.d. nicht bestimmt

1974

Abb. 8: Stammbaume von zwei Familien mit der Mutation Leu790Phe (Berndt et al., 1998).
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In Generation I z.B. sind bei einer Person MTC und Phidochromozytome vorhanden, wéhrend
beim zwei Jahre dlteren Bruder weder ein MTC noch Phiochromozytome auftreten. In der
zweiten Generation zeigen, bis auf eine Ausnahme, alle Gentrager klinische Symtome der
MEN 2A.

Beim Stammbaum B sind drei Generationen aufgefiihrt. Der Gentrdger aus der zweiten
Generation zeigt den Phinotyp des FMTC, die Familienmitglieder aus Generation I und III
weisen keine klinischen Symptome auf. Weitere Untersuchungen von betroffenen Familien
mit Mutationen in Exon 13 bestitigen den variablen Phénotyp, doch gibt es mehr Familien
mit FMTC. Des weiteren bestétigen sich die Aussagen der gezeigten Stammbdume insofern,
dass nach Thyroidektomie bei Kindern teilweise C-Zell-Hyperplasien oder C-Zellkarzinome
festgestellt werden, andererseits bei sehr viel élteren Gentrdgern keine Hinweise auf die

Auspragung der MEN 2A/FMTC-assoziierten klinischen Symtome vorhanden sind.

1.11 Ziel der Arbeit

Die Multiple endokrine Neoplasie Typ 2 (MEN2) und das Familidre medullédre
Schilddriisenkarzinom (FMTC) sind hereditire Krebserkrankungen, die autosomal dominant
vererbt werden. Mutationen im RET-Protoonkogen, einem Tyrosinkinase-Rezeptor, fithren zu
einer konstitutiven Aktivierung des Genprodukts durch ligandenunabhingige Dimerisierung
(MEN2A/FMTC) bzw. zu einer Anderung der Tyrosinkinase-Substratspezifitit des als
monomer aktiven Proteins (MEN2B).

1998 wurde von Berndt et al. ein neuer Hot Spot fiir Mutationen im RET-Protoonkogen
beschrieben, der mit FMTC und MEN2A assoziiert ist. Er liegt in der Tyrosinkinase-Doméne
TK1, die vom Exon 13 codiert wird. Betroffen sind die Codons 790 und 791, bei denen
Basensubstitutionen zum Austausch der Aminosduren Leucin bzw. Tyrosin in Phenylalanin
fiihren. Diese Mutationen sind inzwischen in iiber 40 Familien oder Einzelpatienten von der
Abteilung ,,Molekulare Diagnostik* unter Leitung von Prof. W. Hoppner nachgewiesen
worden. Das Alter, in dem die Krankheit diagnostiziert wird, variiert bei den Mutationen in
Exon 13 zwischen 21- und 64 Jahren. Offenbar fiihren diese Mutationen zu einer geringen
Penetranz. Aullerdem scheint der Phénotyp, der aus diesen Mutationen resultiert, im Hinblick
auf Manifestationsalter und Malignitdt der Tumore variabel zu sein.

Um die Frage nach der onkogenen Potenz dieser Mutationen in Exon 13 zu beantworten,
sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob in vitro ein Pathomechanismus nachweisbar ist.
AuBerdem sollte fiir die wihrend der molekularen Diagnostik detektieren Duplikationen in

Exon 11 die transformierende Aktivierung untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien und Gerate

2.1.1 Ver wendet e Chemi kal i en und Substrat| dsungen

Acrylamid / Bisacrylamid-Losung (Roth, Karlsruhe)
Agarose (Serva, Heidelberg)
Ammoniumpersulfat (Sigma, Steinheim)
Ampicillin (Life Technologies, Karlsruhe)

AMYV Reverse Transkriptase (Roche, Mannheim)
Aprotenin (Sigma)

Borsédure (Merck, Darmstadt)

Bromphenolblau (Merck)

Calciumchlorid (Sigma)

Chloroform (Merck)

DMSO (Merck)

DNA-Léngenstandard (Roche)

DTT (Sigma)

Dulbecco’s Minimum Essential Medium,Glucose 4,5 g/l (Life Technologies, Karlsruhe)
EDTA (Sigma)

Essigsdure (Merck)

Ethanol (Merck)

Ethidiumbromid (Fluka, Neu-Ulm)

FBS (Life Technologies)

Ficoll (Merck)

Gelantine (Sigma)

Geniticin 418 (Roche)

Glucose (Sigma)

Glycerol (Merck)

Glycin (Sigma)

HCL (Merck)

HEPES (Sigma)

Isopropanol (Merck)
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Kaliumchlorid (Merck)

Langenstandard 1kb (Roche)

LB-Agar (Life Technologies)

LB Broth Base (Life Technologies)

L- Glutamin (Life Technologies)

LOC-Medium (Life Technologies)
Magnesiumchlorid (Hybaid AGS, Heidelberg)
Magnesiumchlorid (Merck)

Marker VIII (Roche)

Minimum Essential Medium (Life Technologies)
MTT (Sigma)

NaAc (Perkin Elmer, Briissel)

Natriumfluorid (Sigma)

Natriumchlorid (Sigma)
Natriumhydrogenphosphat (Sigma)
Natriumhydroxid (Merck)

Natriumvanadat (Sigma)

Nicht essentielle Aminosduren (Life Technologies)
PBS-Puffer (Life Technologies)

Penicillin (Life Technologies)

PeqGOLD RNA Pur™ (Peqlab, Mannheim)
PMSF (Sigma)

Proteinstandard (BioRad, Miinchen)
Poly-HEMA (Sigma)

Ponceau (Sigma)

Probenpuffer nicht reduzierend (Roth, Karlsruhre)
Probenpuffer reduzierend (Roth)

Protein G-Agarose-Beads (Pierce, Rockford)
Proteinassay-Losung (BioRad)

Rainbow recombinant protein molecular marker (Amersham Pharmacia, Freiburg)
Reaktionspuffer Reverse Transkriptase (Roche)
Reaktionspuffer Taq Polymerase (Roche)

RPMI 1640 (Life Technologies)

SDS (Serva, Heidelberg)
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Stable Peroxidase Solution (Pierce)
Streptavidin-konjugierte Horseradish Peroxidase (Pierce)
Streptomycin (Life Technologies)

Sulfo-NHS-Biotin (Pierce)

SuperSignal West Pico Luminol/Enhancer Solution (Pierce)
Taq Polymerase (Roche)

TEMED (Sigma)

Tris (Sigma)

Triton X-100 (Merck)

Trypsin-EDTA-L6sung (Life Technologies)
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2.1.2 Ver wendet e Puffer

TE-Puffer
10 mM Tris-HCL; pH 7,5
1 mM EDTA

10x TBE-Puffer
0,89 M Tris
0,89 M Borsdure
0,02 M EDTA

Minipriparation Losung [
50 mM Glukose
10 mM EDTA
25 mM Tris/HCI pH 8,0

Minipraparation Losung 11
0,2 M NaOH
1% SDS

Probenpuffer
5 ml Glycerol

5 ml 1x TE-Puffer
0,25% Bromphenolblau
100ul 0,5 M EDTA; pH 8,0

Lysis-Puffer
100 ml ddH,O

10 % Glycerol

1 % Triton-X-100

1,5 mM MgCl,

50 mM HEPES pH 7,5
150 mM NacCl

1 mM EGTA

und LOsungen
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100 mM NaF1
10 mM NazHPO4

Elutionspuffer (10x)
1 M NaCl
0,025 M KCL
0,013 M CaCl,
0,2 M HEPES

Waschpuffer
10 ml 10x Elutionspuffer

10 % TritonX-100
10 g Glycerol

Trenngel-Puffer (4x)
1,5M Tris pH 8,8
0,4 % (w/v) SDS

Sammelgel-Puffer (4x)
0,5 M Tris pH 6,8
0,4 % (w/v) SDS

10 % APS
1 g Ammoniumpersulfat

10 ml ddH,O

Probenpuffer (4x)
250 mM Tris-HCl
8 % SDS
40 % Glycerol
0,004 % Bromphenolblau
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Tris-Glycerol-Elektrophorese-Puffer
0,125 M Tris pH 8,3
0,96 M Glycin
0,5 % SDS

Transferpuffer
25 mM Tris-HCl

192 mM Glycin

Ponceau S-FirbelGsung

0,5 % Ponceau S

1 % Essigsédure

TBS-Puffer
20 mM Tris-HCI1 pH 7,5
500 mM NacCl

NET-Puffer (10x)
1,5 M NaCl
50 mM EDTA
0,5 % Triton-X-100
2,5 % (w/v) Gelantine
0,5 M Tris-HCI pH 7,4

NIH 3T3-Zell-Medium

Dulbecco’s Minimum Essential Medium, Glucose 4,5 g/l
10% FBS
1% Penicillin

1% Streptavidin
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SK-N-MC-Zell-Medium

Minimum Essential Medium

10% FBS

1% Penicillin

1% Streptavidin

1% Nicht esssentielle Aminoséuren

1% L- Glutamin

TT-Zell-Medium
RPMI 1640
10% FBS
1% Penicillin
1% Streptavidin
1% L- Glutamin

Neuro 2A-Zell-Medium

Minimum Essential Medium

10% FBS

1% Penicilin

1% Streptavidin

1% Nicht esssentielle Aminoséuren

1% L- Glutamin

Calcium-enthaltenden PBS
1x PBS
1,8 mM CaCl,

2.1.3 Ver wendet e Anti kor per

e Anti-RET (C-19), polyklonal, Kaninchen-IgG, 200 pg/ml (Santa Cruz, CA/USA)
e Anti-RET (C-19), polyklonal, Ziege-IgG, 200 pg/ml (Santa Cruz)

e Anti-Phosphotyrosin (PY-99) polyklonal, Maus IgG, 200 pg/ml (Santa Cruz)

e Anti-GRB2; monoklonaler Maus-IgG; 250 pg/ml (Dianova, Hamburg)

e Anti-PLC-y; monoklonaler Maus-1gG; 250 pg/ml (Dianova)
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¢ Anti-Kanninchen-IgG-HRP-konjugiert, 400 pg/ml (Dianova)

¢ Anti-Maus-IgG HRP-konjugiert, 900 pg/ml (Dianova)

e Anti-Ziege-IgG HRP-konjugiert, 400 pg/ml (Dianova)

e Anti-GDNF, polyclonal, Schaf-Antikorper (Chemicon, CA/USA)

e Anti-Neurturin, polyclonaler Schaf-Antikérper (Chemicon)

2.1. 4 Zelllinien

In die Untersuchungen wurden folgende adhédrente Zellinien einbezogen:

Die Neuroblastom-Linie Neuro 2A (DSMZ, Braunschweig) wurde aus einem sporadischen
Tumor einer Albinomaus etabliert (Olmstedt et al., 1970). Die Zellen zeigen eine
Uberexpression des wt-RET-Rezeptors (Ikeda et al., 1990). Die Miusefibroblasten der Linie
NIH 3T3 (DSMZ, Braunschweig) (Andersson et al., 1979) stammen aus einem murinen
Embryo. Sie wachsen als Monolayer und sind kontaktinhibiert. Die Zellen dieser Linie
exprimieren keinen RET-Rezeptor.

Die TT-Zellen wurden aus einem medulldren Schilddriisenkarzinom isoliert (Baier et al.,
1990) und uns von Herrn Prof. Raue aus Heidelberg zur Verfiigung gestellt. Sie sind
heterozygot fiir die RET-Mutation C634W in Exon 11 (Santoro et al., 1995).

Die Zellen der humanen Linie SK-N-MC (DSMZ, Braunschweig) sind als supraorbitale
Metastasen eines Neuroblastoms beschrieben worden (Biedler et al., 1973). Jedoch geht man
heute aufgrund von genetischen und morphologischen Eigenschaften der Zellen davon aus,
dass ein Askin’s Tumor der urspriingliche Tumor war (Dunn et al., 1994). In der aktuellen
Literatur werden sie als Tumorzellen des Neuroepithels bezeichnet (van Weering et al., 1995).
Die humane Zelllinie KELLY (DSMZ, Braunschweig) stammt aus einem Patienten mit

Neuroblastom (Schwab et al., 1983). Die Zellen dieser Linie wachsen als Multilayer.
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2.1.5 Sonstige Materialien und Geréate

1 ml, 1,5 ml und 2 ml Reaktionsgefia3e (Eppendorf, Hamburg)
6-Well-Platten (Greiner)

15 ml und 50 ml ReaktionsgefaBe (Greiner)
24-Well-Platte (Greiner)

50 ml Kulturflaschen (Greiner)

250 ml Kulturflaschen (Greiner)

Autoklav (Gossner, Hamburg)

Brutschrank (Heraeus)
CO,-Wassermantel-Inkubator (Nuaire US Autoflow)
Drehrad (Reis)

Dreh-Schiittelapparat
Elektrophorese-Apparatur (Renner)
Elektroporator (BioRad, Miinchen)
Elisa-Reader (BioRad)

Rontgen-Film Entwicklungsgerit (Agfa)
Falcon Steril-Pipetten (Falcon)

Filtertubes 0,45 um (Millipore, Bedford)
Flachbett-Agarosegelkammer (MWG)
Gewebekulturschalen (Nunc)
Hamillton-Pipette

Kiihlzentrifuge (Eppendorf, Hamburg)
Magnetriihrer (Ikamag)

Microplate-Reader (BioRad, Miinchen)
Mikroskop (Wiloret, Wetzlar)
Mikrotiterplatte (Greiner)

Mikrowelle

Netzgerit flir Elektrophorese (BioRad)
Nitrocellulosemembran 0,45 pm (BioRad, Miinchen)
Petrischalen (Nunc)

Photometer (Pharmacia, Biotech)
Plastikrohren (Sarstedt, Niirnberg)
Rontgenfilme (Fuiji)

Schiittler (Melsungen AG)
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Sequencer (Abi Prism 377)

Sterilfilter (Millipore)

Thermocycler (Perkin Elmer)
Thermomixer (Eppendorf, Hamburg)
Tiefkiihl-Gefa3e (Nunc)

Trans-Blot Apparatur (BioRad, Miinchen)
UV-Leuchtisch (Biometra, Gottingen)
Wasserbad (GFL)
Videodokumentationsanlage
Whatman-Filterpapier (Schleicher und Schiill, Dassel)
Zellkulturbank (Heraeus Instruments)
Zellschaber (Greiner)

Zentrifuge (Heraeus Instruments)
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2.1.6 Ver wendete Kits

PCR-Mutagenese (Stratagene)
Komponenten:
PfuTurbo™ DNA-Polymerase (2,5 U/pl)
10x Reaktionspuffer
Dpn I Restriktionsenzym (10 U/ul)
Oligonukleotid-Kontroll-Primer 1 (34mer, 100 ng/ul )
Oligonukleotid-Kontroll-Primer 2 (34mer, 100 ng/ul )
PWhitescript™™ 4,5 kb Kontrollplasmid (5 ng/pl)
dNTP Mix
Epicurian Coli XL1-Blue superkompetente Zellen
pUC18 Kontroll-Plasmid (0,1 ng/pl in TE-Puffer)

Plasmid Maxi Kit (QIAGEN, Hilden)
Komponenten:
QIAGEN:-tip 500
Puffer P1
Puffer P2
Puffer P3
Puffer QBT
Puffer QC
Puffer QF
RNAse A

ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems,
CA, USA)
Komponenten:
Terminator Ready Reaction Mix
e A-Dye Terminator, markiert mit Dichloro(R6G)
e (C-Dye Terminator, markiert mit Dichloro(ROX)
e G-Dye Terminator, markiert mit Dichloro(R110)
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T-Dye Terminator, markiert mit Dichloro(TAMRA)
Deoxynukleosid-Triphosphate (dATP, dCTP, dITP, dUTP)
AmpliTaq DNA Polymerase, FS

MgCl,

Tris-HCL-Puffer, pH 9,0

pGEM-3Zf(+) DNA Kontroll-Template
-21 M13 Kontrollprimer

QIAGEN Selector Kit

Komponenten:

SuperFect Transfektionsreagenz

Effectene Transfektionsreagenz

Enhancer

Puffer EC
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2.2 Methoden des Ergebnisteils A

2.2.1 Mol ekul ar bi ol ogi sche Arbeiten

2.2.1.1 Generierung der mutierten cDNA

Zu Beginn der Arbeit stand die wt-cDNA der Short Isoform des RET kloniert in dem

eukaryotischen Expressionsvektor pPRC-CMV2 zur Verfligung. Aus vorherigen Arbeiten, die

von Boris Baur in der Arbeitsgruppe von Prof. W. Hoppner durchgefiihrt wurden, ist fiir die

im folgenden gezeigten Experimente die mutierte cDNA mit den Duplikationen von 9bp bzw.

12bp in Exon 11 des RET-Gens (Abb. 9) eingesetzt worden.

634 635 636
5' GCGACGAGCTGIGCCGCACG GTGATC3 Wildtyp Sequenz
Cys Arg Thr Val lle

5' GCGACGAGCTGTIGCCGCACG GTGATC3' mutierte Sequenz
TGCCGCACG duplizierte
Cys Arg Thr Sequenz

634 635 636
5' GCGACGAGCTGTGCC GCACGGTGATC 3 Wildtyp Sequenz
Cys Arg Thr Val Ile

5' GCGACGAGCTGTGCC GCACGGTGATC3' mutierte Sequenz

l/ l\‘ duplizierte
ACGAGCTGTGCC Sequenz
Cys Arg Thr Val lle

Abb. 9: Darstellung der Duplikationen in Exon 11 des RET-Protoonkogens.
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2.2.1.2 PCR-Mutagenese

Die Einfithrung der Mutationen L790F und Y791F wurde mittels des QuikChange'-Site-
Directed Mutagenesis Kit durchgefiihrt (Komponenten des Kits siehe 2.1.6). In Abbildung 10

ist das Prinzip dieser Methode schematisch dargestellt.

Denaturierung der Plasmide
und Annealing der mutagenen

Primer
) mutagene
Primer
. _ Amplifikation der
Die RET-cDNA im mutierten DNA durch
eukaryotischen PCR

Expressionsvektor

Transformation der
doppelstrangigen, nicht
geschlossenen DNA-

Nach der Transfor-
mation werden die
Plasmide in den

Bakterien Molekile Vertdc’lzlu dg;A
geschlossen parentalen -
Templates

Abb. 10: Prinzip der PCR-Mutagenese mittels QuikChange"™-Site-Directed Mutagenesis.

Folgende Primer wurden fiir die Amplifikation eingesetzt:

Forward-Primer fiir die Mutation im Codon 790 (die Base, die ausgetauscht wird, ist fett
dargestellt)

Mut790F:

5-CCACCCACATGTCATCAAATTTTATGGGGCCTGCAGCCAGG-3’
Reverse-Primer fiir die Mutation im Codon 790 (die Base, die ausgetauscht wird, ist fett
dargestellt)

Mut790R:

5’-CCTGGCTGCAGGCCCCATAAAATTTGATGACATGTGGGTGG-3"
Forward-Primer fiir die Mutation im Codon 791 (die Base, die ausgetauscht wird, ist fett
dargestellt)

Mut791F:
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5"-CCACCCACATGTCATCAAATTGTTTGGGGCCTGCAGCCAGG-3’
Reverse-Primer fiir die Mutation im Codon 791 (die Base, die ausgetauscht wird, ist fett
dargestellt)

Mut791R:

5’-CCTGGCTGCAGGCCCCAAACAATTTGATGACATGTGGGTGG-3’

Der 50ul PCR-Ansatz enthielt S5ul Reaktions Puffer, 2ul dNTP’s, 75ng DNA-Template und
jeweils 250ng der entsprechenden Primer. Der Ansatz wurde mit ddH,O auf 49ul aufgefiillt
und mit 1pl PfuTurbo™-Polymerase versetzt. In einem Thermocycler wurde das gesamte

Plasmid amplifiziert (Tabelle 3)

Tabelle 3: PCR-Programm fiir die Mutagenese:

Temperatur Dauer Zyklen
95°C 30 Sekunden 1

95°C 30 Sekunden

55°C 1 Minute 12
68°C 18 Minuten

2.2.1.3 Uberpriifung des Amplifikates mittels Flachbett — Elektrophorese

Zur Uberpriifung des Amplifikates wurden jeweils 10ul des PCR-Ansatzes in 5ul Ladepuffer
aufgenommen und auf ein 1% Agarosegel aufgetragen. Das Gel lief bei 80 V fiir eine Stunde
in einer Flachbett-Agarosegelkammer mit 1x TBE-Puffer. Nach dem Lauf wurden die
Fragmente auf einem UV-Leuchttisch iiberpriift. Die GroBe der Amplifikate wurde mit einem
1kb Léngenstandard verglichen.

Giellen des Agarosegels:

0,5g Agarose wurden mit 50ml 1x TBE-Puffer versetzt und in der Mikrowelle erhitzt, bis sich
die gesamte Agarose gelost hatte und keine Schlieren mehr sichtbar waren. In die auf 50°C
abgekiihlte Losung wurde 1ul Ethidiumbromid gegeben und durch Schwenken mit der

Losung gemischt. Dann wurde das Gel in einem Gief3stand mit zwei Kdmmen gegossen.
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2.2.1.4 Verdau des Amplifikates mit Dpn I

Die Plasmid-DNA aus dem Mutagenese-Ansatz wurde mit 1ul (10U/ul) des
Restriktionsenzyms Dpn 1 versetzt, das spezifisch die methylierte parenterale DNA verdaut.
Die amplifizierte, mutationstragende DNA wird somit nicht geschnitten und auf diese Weise
selektioniert. Das Gemisch aus PCR-Ansatz und Enzym wurde 60 min. bei 37°C im

Thermomixer inkubiert.

2.2.1.5 Fillung der DNA aus den PCR-Ansiitzen

Die DNA in den verbliebenden 40ul des PCR-Ansatzes wurde mittels einer Ethanol-Fillung
gefillt.

Dazu wurde der Ansatz mit 4ul 3M NaAc und 100ul 96%igem Ethanol versetzt und
anschliefend gewhirlt. Nach der Lagerung bei -20°C fiir den Zeitraum von 30 Minuten,
wurde der Ansatz 25 Minuten bei 13.000rpm zentrifugiert Der Uberstand wurde dekantiert
und das DNA-Pellet mit 250ul 70%igem Ethanol gewaschen, indem es kurz gewhirlt und
erneut fiir 5 Minuten bei 13.000rpm zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde erneut
dekantiert und das Pellet luftgetrocknet. AbschlieBend wurde die DNA in 4ul ddH,0

aufgenommen.

2.2.1.6 Gielien von LB-Agarplatten

32g LB-Agar wurden in 11 ddH,O auf dem Magnetriihrer gelost und anschlieBend fiir 15
Minuten autoklaviert. Nach dem Abkiihlen der Fliissigkeit auf 50°C wurden 50 mg steril
filtriertes Ampicillin hinzugefiigt. Dann wurden jeweils 20ml in eine Pertrischale gegeben

und bei 4°C gelagert.

2.2.1.7 Transformation

Die gefillte Plasmid-DNA aus der Mutagenese-PCR wurde fiir die Transformation von
Epicurian Coli XL1-Blue superkompetenten Zellen verwendet.

Dazu wurden die bei -80°C gelagerten Bakterien langsam auf Eis aufgetaut und in 50pul
aliquotiert, was einer Anzahl von ca. 5x 10° entspricht. In jedes Aliquot wurden die gesamten
4 pl des gefillten Ansatzes pipettiert. Nachdem die Bakterien vorsichtig mit der DNA
vermischt wurden, folgte eine 30 miniitige Inkubation auf Eis. Zur Transformation wurden die
E. coli in einem Thermomixer fiir 1 Minute bei 42°C inkubiert und anschliefend sofort fiir 2

Minuten auf Eis gestellt. Jeweils 500 pl auf 42°C erwiarmtes LOC-Medium wurde zu den

31



Ansitzen gegeben, die anschlieBend 60 Minuten bei 37°C unter kriaftigem Schiitteln inkubiert
wurden. 100 - 200ul des jeweiligen Ansatzes wurden auf ampicillinhaltigen LB-Agarplatten

ausplattiert. Im Brutschrank wurden die Platten fiir 16 Stunden bei 37°C inkubiert.

2.2.1.8 Ansetzen von LB-Medium

5 g LB Broth Base wurden in 250ml ddH,O aufgenommen. Nach 15 miniitigen autoklavieren

kiihlte das Medium auf 50°C ab, bevor es mit 12,5 mg Ampicillin versetzt wurde.

2.2.1.9 Minipriparation der Plasmide

Von den iiber Nacht inkubierten Agarplatten wurden einzelne Klone mit jeweils einer sterilen
Pipettenspritze entnommen und jeder Klon in 2 ml LB-Medium bei 37°C iiber Nacht im
Wasserbad unter Schiitteln inkubiert. Jeweils 1,5 ml der {iber Nacht gewachsenen
Bakterienkultur wurden in ein gekiihltes, steriles Reaktionsgefd3-Gefdl tiberfiihrt und dann
bei 4°C und 6.000 rpm fiir 2 Minuten zentrifugiert. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis.
Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet in 100ul Losung I resuspendiert. Nach dem
whirlen wurden dann 200ul frisch angesetzte Losung II und 200ul Chloroform zugefiigt.
Nach 1 Minute Inkubation des Gemisches auf Eis wurden 150ul 3M NaAc einpipettiert, und
der Ansatz wurde gemixt. Es folgte eine Zentrifugation von 10 Minuten bei 14.000 rpm und
4°C. Nach erfolgter Zentrifugation zeigte sich ein Dreiphasenprodukt. Die oberste, wissrige
Phase mit der Plasmid-DNA wurde vorsichtig in ein neues Reaktionsgefdf3 tiberfiihrt. Daran
schloB sich eine standardisierte DNA-Féllung an. 2 Volumina 96% Ethanol und 1/10
Volumen 3M NaAc wurden dafiir zu der wissrigen Phase pipettiert, gewhirlt und bei 14.000
rpm und 4°C fiir 12 Minuten zentrifugiert. Das entstandene DNA-Pellet wurde 2-fach mit 500
pl 70%igem Ethanol gewaschen und anschliessend luftgetrocknet. Das so aufgereinigte

Produkt wurde in 60ul ddH,O aufgenommen und bei -20°C gelagert.

2.2.1.10 Kontrollverdau der Miniprap-DNA

Von den jeweiligen Minipréparationen wurden 10ul DNA fiir den Verdau eingesetzt. Dazu
wurden pro Minipriaparation 2ul Puffer B, 0,5ul RNAseA und 0,5ul Restriktionsenzym
BamHI gemischt und mit 7ul ddH,O auf 10ul aufgefiillt. Nach dem Zusetzen der DNA wurde
der gesamte Ansatz fiir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde das entstandene

Produkt auf einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt und mit einem Léangenstandard verglichen.
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2.2.1.11 Messen der DNA-Konzentration aus der Minipriparation

Von jeder Miniprdparation wurden jeweils 2ul mit 98ul ddH,O gemischt und anschlieBend

bei 280 nm im Photometer gemessen.

2.2.1.12 Uberpriifung der DNA-Sequenz der Plasmide

Zur Uberpriifung der eingefiihrten Mutation und dem AusschluB von nicht erwiinschten
Mutationen wurden die gesamte RET-cDNA im Vektor sequenziert. Dazu wurden in den
Sequenz-Ansatz 1,5 - 2,0ug DNA-Template, 0,3ul DMSO und 2ul BigDye Sequenzierungs-
Mix (siehe 2.1.6) einpipettiert und das Volumen mit ddH,O auf 20 pl aufgefiillt. Danach
erfolgte die Amplifikation der DNA-Fragmente auf einem Thermocycler mit Hilfe folgender
Zyklen:

Temperatur Dauer Zyklen
96°C 1 Minute 1

95°C 10 Sekunden

50°C 5 Sekunden 30
60°C 4 Minuten

Die Produkte wurden auf einem automatischen Sequenzer sequenziert.

2.2.1.13 Maxipriparation

Die Maxipréiparation der DNA wurde mit dem Qiagen Plasmid Purification Kit (siehe 2.1.6)
durchgefiihrt. Dazu wurden Klone von einer frisch ausgestrichenen LB-Agarplatte
entnommen und in 3 ml LB-Medium fiir 8 Stunden im Wasserbad bei 37°C unter Schiitteln
inkubiert. AnschlieBend wurden von dieser Starterkultur 300-500ul in 100 ml LB-Medium
gegeben und erneut fiir 12-16 Stunden unter Schiitteln bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Aus
dieser Bakterienkultur wurden die E. coli Bakterien geerntet, indem das Medium bei 6000rpm
und 4°C fiir 15 Minuten zentrifugiert wurde. Das entstandene Bakterienpellet wurde in 10 ml
Puffer 1 resuspendiert und mit 10 ml Puffer 2 versetzt. Das Bakterien-Puffer-Gemisch wurde
vorsichtig, aber griindlich gemixt und dann fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden 10 ml gekiihlter Puffer 3 hinzugegeben, griindlich vermischt und fiir 20
Minuten auf Eis inkubiert. Das Zelllysat wurde bei 13.000 rpm und 4°C fiir 30 Minuten

zentrifugiert und der Uberstand mit den Plasmiden in ein sauberes GefiB iiberfiihrt. Es
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erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fiir 15 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C. Pro Klon
wurde ein Filter mit 10 ml Puffer QBT equilibriert und anschlieBend der Uberstand auf den
Filter gegeben. Die Fliissigkeit floB durch den Filter, wobei die Plasmide im Filter
zuriickgehalten wurden. Zweimal wurde der Filter mit jeweils 30 ml Puffer QC gewaschen,
bevor die DNA mit 15 ml Puffer QF eluiert wurde. Es folgte die Prézipitation der DNA mit
10,5 ml Isopropanol, durch Mischen und sofortiges Zentrifugieren bei 13.000 rpm und 4°C
fiir 15 Minuten. Das DNA-Pellet wurde mit 5 ml 70%igem Ethanol gewaschen, der Uberstand
iiber dem Pellet wurde vorsichtig dekantiert und die DNA luftgetrocknet, bevor sie in 60ul 10

mM Tris/HCI, pH 8,5 aufgenommen und bei -20°C gelagert wurde.

2.2.2 Zel | kul turtechni k

2.2.2.1 Kulturbedingungen

Die Zellen wurden in 50 ml und 250 ml Zellkulturflaschen bei 37°C und 7,5% CO,
Beimischung im Brutschrank in Kultur gehalten. Die Zellkulturarbeiten wurden an einer
sterilen Gewebekulturbank durchgefiihrt. Die Medien wurden bei 4°C aufbewahrt und vor
dem Gebrauch im Wasserbad auf 37°C erwédrmt. Das Medium wurde alle 4 Tage gewechselt.
Waren die Zellen in einer 250 ml Kulturflasche konfluent gewachsen, wurden sie mit 5 ml
PBS gewaschen und mit 3 ml 1x Trypsin-EDTA versetzt. Wahrend die Zellen fiir 2-3
Minuten im Brutschrank inkubierten, 10sten sie sich vom Flaschenboden. Zur Inhibition der
Trypsin-Wirkung wurde auf die abgelosten Zellen 10 ml Medium pipettiert. Die
Zellsuspension wurde dann bis zu 9/10 verworfen, und auf den verbleibenden Rest wurden 12
ml frisches Medium gegeben. Wuchsen die Zellen in 50 ml Kulturflaschen, wurden folgende
Volumina eingesetzt: 3 ml PBS, 1 ml Trypsin-EDTA, 3ml Medium zur Inhibition des
Trypsins und 5 ml Medium auf die in der Flasche verbleibenden Zellen. Die Kulturflaschen

wurden mit leicht gedffneten Verschlull in den Brutschrank gestellt.

2.2.2.2 Stabile Transfektion der NIH3T3-Zellen mittels Elektroporation

Zur stabilen Transfektion wurden konfluent gewachsene Zellen benutzt. Die Zellen wurden
mit 3 ml Trypsin-EDTA behandelt. Nach 3 Minuten waren die Zellen vom Flaschenboden
gelost und wurden in 10 ml Medium aufgenommen. Sie wurden 4 Minuten bei 1200 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in 400pul

Dulbecco’s Medium resuspendiert und anschlieBend in eine Elektroporationskiivette
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iiberfiihrt. Nachdem 25ug DNA zupipettiert und die Suspension mit einer Pipette gemischt
worden war, wurde die Kiivette verschlossen und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die
Elektroporation erfolgte bei 250 mV/ 960 C. Danach wurden die Zellen in ein mit 10 ml
Medium gefiilltes 15 ml Gefal} tiberfiihrt, vorsichtig mit dem Medium gemischt, und jeweils

5 ml in eine 50 ml Flasche transferiert. Nach 48 Stunden wurde mit der Selektion begonnen.

2.2.2.3 Selektion von stabil transfizierten Zellen

Die transfizierten Zellen wurden mittels Geniticin 418 (G418) selektioniert, da der
verwendete Expressionsvektor das Resistenzgen filir diese Substanz triagt. Dazu wurde zwei
Tage nach der Transfektion frisches Medium, das mit 1,2 mg/ml G418 versetzt war, auf die
Zellen gegeben. Nach vier Tagen erfolgte der Wechsel des Mediums, wobei das frisch
zugegebene Medium ebenfalls mit G418 versetzt war. Die nach 8§ Tagen noch lebenden

Zellen wurden dann fiir die Aufzucht von Klonen benutzt.

2.2.2.4 Aufzucht von Zell-Klonen

Dazu wurden die Zellen mittels Trypsin-EDTA aus der 50 ml-Zellkulturflasche bzw. einem
Well der 6-Well-Platte gelost und in 5 ml Medium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde
in ein steriles 15 ml Gefal {berfiihrt. Jeweils 8-10 pl der Suspension wurden in
Gewebekulturschalen, die mit 10 ml Selektionsmedium gefiillt waren, pipettiert und
vorsichtig gemischt. Nach 4 Tagen wurde das Medium gewechselt. Nachdem einzelne
Zellklone, eindeutig von einander abgrenzbar, gewachsen waren, wurden diese mittels einer
sterilen Pipettenspitze durch vorsichtiges mechanisches Ablésen und Ansaugen aufgenommen
und in jeweils ein Well einer 24-Well-Platte iiberfiihrt. Pro Well wurde 1 ml Medium
zugegeben. Nachdem die Zellklone darin konfluent gewachsen waren, wurden sie mit PBS
gewaschen und mit 3 Tropfen Trypsin-EDTA abglost. Die abgelosten Zellen wurden in 1 ml
Medium aufgenommen und in eine 50 ml Zellkulturflasche, die mit 5 ml Medium gefiillt
wurde, transferiert. Nachdem sie in diesen Flaschen konfluent gewachsen waren, wurden sie
in zwei 250 ml Flaschen tiberfiihrt. Die Zellen der einen Flasche wurde fiir die weitere

Aufzucht in Kultur gehalten, die Zellen der anderen Flasche wurden eingefroren.
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2.2.2.5 Einfrieren der Zell-Klone

Die Zellen wurden nach der Trypsinierung in ein 15 ml Gefédl} iiberfithrt und 5 Minuten bei
1200 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Zell-Pellet wurde in 1 ml Medium mit 20 % FBS und
10% DMSO aufgenommen und in einem Tietkiihl-Tube bei —20°C eingefroren. Nach 24
Stunden wurde das Tube in einen — 80°C Gefrierschrank tiberfiihrt.

2.2.2.6 Kultivierung der Zellklone zur Uberpriifung der Expression des RET-Proteins

Zum tberpriifen der Expression von RET wurden Zellen eines Klons in ein Well einer 6-
Well-Platte ausgesét. Die Zellen wurden mit 3 ml des entsprechenden Mediums gefiittert und
im Brutschrank bei 37°C gehalten. Am Tag vor der Lyse der Zellen wurden diese mit jeweils

1 ml frischem Medium pro Well geflittert.

2.2.2.7 Kultivierung der Zellklone fiir die Immunprizipitation

Pro Klon wurden drei 6-Well-Platten zur Aufzucht der Zellen verwandt. Die Zellen wurden

am Tag vor der Ernte mit 1 ml FBS-freien Medium gefiittert.

2.2.2.8 Zelllyse

Waren die Zellen in den 6-Wells subkonfluent gewachsen, wurden sie lysiert. Alle
Arbeitsschritte wurden auf Eis ausgeflihrt. Zunidchst wurde das Medium von den Zellen
entfernt und die Zellen pro Well mit 1 ml kaltem 1x PBS +NaVO; gewaschen. Nach kurzem
Schwenken wurde das PBS entfernt. Dann wurden die Zellen mit jeweils 200ul kaltem
Lysepuffer fiir 10 Minuten inkubiert. Die lysierten Zellen wurden mit einem Zellschaber vom

Boden der Schalen abgestrichen und mit einer sterilen Pipette in ein 2 ml Eppendorf Gefal3

uberfiihrt.

2.2.3 Pr ot ei nchem sche Anal ysen

2.2.3.1 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde als Doppelbestimmung fiir die jeweiligen Lysate und einem
Proteinstandard mit 4, 8, 12 und 16 pg BSA/100 pl durchgefiihrt. Fiir die Lysate wurden
dafiir 700ul ddH,O, fiir die Standards 600ul, in ein Probenréhrchen vorgelegt. In jedes
Probenrohrchen wurden 100ul 0,5M NaOH gegeben. Sul Zelllysat wurden in die Rohrchen
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pipettiert und anschlieBend wurde zu alle Proben 200ul Farbreagenz gegeben. Der gesamte
Ansatz wurde griindlich gewhirlt und jeweils 2x 340ul in eine Vertiefung einer 96-Well-Platte
pipettiert. Die Extinktion wurde bei 595 nm im ELISA-Reader gemessen.

2.2.3.2 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Fiir die Uberpriifung der RET-Expression dienten 6,5%ige SDS-Polyacrylamidgele zur
Auftrennung der Proteine. Das Gel hatte die Malle: 1,5 mm x 150 mm x 200 mm. Zunichst
wurden Glasplatten und Spacer mit ddH,O und Ethanol gereinigt. Die Spacer wurden
zwischen den Glasplatten platziert und die Apparatur mittels Klammern und einem
Gummiband so abgedichtet, dass die Polyacrylamid-Losung nicht auslaufen konnte. Als

erstes wurde ein Trenngel gegossen, das folgende Zusammensetzung hatte:

6,5 ml Polyacrylamid-Losung
7,5 ml Trenngelpuffer
14,2 ml ddH,0O

Diese Substanzen wurden griindlich in einem Becherglas gemischt, bevor die restlichen
Bestandteile hinzugefiigt wurden.

1,5 ml Glycerol

265 pl 10%iges Ammoniumpersulfat

50 ul TEMED

Nach erneutem Mischen wurde die Fliissigkeit mit einer 10 ml Pipette zwischen die
Glasplatten pipettiert und anschlieend mit 1 ml ddH,O {tiberschichtet. Das Trenngel benotigte
ca. 1 Stunde, um bei Raumtemperatur zu polymerisieren. Dann wurde das Wasser sorgfaltig

entfernt und das Sammelgel mit folgender Zusammensetzung vorbereitet:
1,7 ml Polyacrylamid-Lésung
2,5 ml Sammelgelpuffer

5,7 ml ddH,O

Die Bestandteile wurden gemischt und dann mit Ammoniumpersulfat und TEMED versetzt.
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150 pl 10% Ammoniumpersulfat
30 ul TEMED

Nachdem die Losung iiber das Trenngel pipettiert worden war, wurde sofort ein Kamm mit
12, 18 oder 24 Taschen zwischen die Glasplatten luftblasenfrei in das Sammelgel geschoben.
Nach ca. 90 Minuten konnte der Kamm gezogen werden. Die Taschen wurden mit dem
Elektrophorese-Puffer von Gelresten befreit und das Gel in die Elektrophoresekammer

eingespannt. Beide Puffereservoire wurden mit 1x Glycin-Elektrophorese-Puffer gefiillt.

2.2.3.3 Probenvorbereitung fiir Untersuchungen unter reduzierenden bzw. nicht-
reduziereden Bedingungen

Pro zu tiberpriifendem Klon wurde ein 1,5 ml Gefal3 beschriftet. Der reduzierende bzw. nicht-
reduzierende Probenpuffer wurde 5 Minuten auf 95°C erhitzt und jeweils 10ul in jedes Gefdl3
vorgelegt. Die fiir jeden Klon equivalente Proteinmenge von 70 pg wurde in die Gefal3e
pipettiert und mit dem Probenpuffer gemischt. Wihrend die Proben fiir 2 Minuten im
Thermomixer auf 95°C erhitzt wurden, sind 10pl Rainbow™™-Marker zur Uberpriifung der
Molekulargewichte mit 30 pul ddH,O und 10 ul Probenpuffer versetzt und ebenfalls auf 95°C
erhitzt worden. AnschlieBend wurden die Proben mit einer Hamilton-Pipette in die Taschen

des Gels pipettiert. Dies lief bei Raumtemperatur fiir ca. 18 Stunden bei 60 V.

2.2.3.4 Western Blot

Nach dem Lauf des Gels wurden die aufgetrennten Proteine mittels eines Transfer-
Sandwiches auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Das Filterpapier, die
Nitrocellulose-Membran und die Schwamme fiir das Transfer-Sandwich wurden 15 Minuten
im Transferpuffer inkubiert. Das Gel wurde aus der Gelkammer genommen und ebenfalls 15
min im Transferpuffer dquilibriert. Fiir das Sandwich wurden ein Schwamm und zwei
Filterpapiere aufeinander gelegt. Dann wurde die Membran ohne Luftblasen auf das
Filterpapier gelegt und mit Transferpuffer feucht gehalten. Das Gel wurde vorsichtig auf ein
Stiick Filterpapier transferiert und langsam auf die Membran gerollt. Die Luftblasen zwischen
Gel und Membran wurden entfernt und zwei Filterpapiere auf das Gel gelegt. Darauf kam der
zweite Schwamm und das Sandwich wurde in die Tank-Blot Kammer gestellt. Diese wurde

mit Transferpuffer gefiillt und der Blot fiir 4 Stunden bei 50 V durchgefiihrt.
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2.2.3.5 Ponceau S-Firbung

Zur Uberpriifung des Transfers wurde die Membran fiir 5 Minuten mit 1x TBS gewaschen
und 3 Minuten in Ponceau-Ldésung inkubiert. Daran anschliefend wurde die Ponceau-Losung
entfernt, und die Membran wurde so lange mit ddH,O gewaschen, bis die Protein-Banden

sichtbar waren.

2.2.3.6 Detektion des RET-Proteins

Zur Verhinderung von unspezifischen Bindungen des Antikorpers an die Membran, wurde
diese fiir 1 Stunde in 1x NET-Puffer geschwenkt. Danach wurde der NET-Puffer verworfen
und die Membran mit dem RET-spezifischen Antikorper in der Verdiinnung von 1:1000 in 1x
NET-Puffer iiber Nacht unter Schwenken bei 4°C inkubiert. Nachdem die Antikorper-Losung
von der Membran entfernt wurde, folgten vier Waschschritte fiir 10 Minuten mit jeweils
frischem 1x NET-Puffer. Dann wurde die Membran mit dem HRP-konjugierten Sekundér-
Antikoérper in der Verdiinnung von 1:15.000 in 1x NET-Puffer fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur und unter Schwenken inkubiert. Die Sekundér-Antikérper-Losung wurde
verworfen und die Membran erneut 4x 10 Minuten mit 1x NET-Puffer gewaschen. Danach
wurde der restliche NET-Puffer mit 1x TBS abgespiilt und die Membran fiir 1 Minute mit
einem Detektionslosungs-Gemisch aus 3 ml Enhancer-Lésung und 3 ml Peroxid-Losung
bedeckt. Die iiberschiissige Detektionslosung wurde griindlich abgetropft und die Membran
ziigig in eine Klarsichtfolie gelegt, die dann in einer Rontgenkassette lichtgeschiitzt verwahrt
worden ist. In der Rontgenkassette wurden Rontgenfilme fiir unterschiedliche Zeiten belichtet

und dann in einem Entwicklungsgerit entwickelt.

2.2.3.7 Immunprizipitation des RET-Rezeptors

Fiir die Immunprézipitation wurden im Falle der Detektion von RET 800 pg, fir die
Detektion von Phosphotyrosin 2,5 mg, fiir die Detektion von PLC-y 1,0 mg und fiir die
Detektion von GRB2 5 mg Protein pro Klon eingesetzt. Alle Proteinlysate wurden dann mit 5
ul des RET-Antikorpers iiber Nacht inkubiert. Daflir wurden die Reaktionsgefd3e in einen
Dreh-Schiittelapparat eingespannt, der bei 4°C im Kiihlraum lief.
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2.2.3.8 Waschen der Protein-G-Agarose Beads und Inkubation mit Antikorper-
Proteinkomplex

Bevor die RET-Protein-Antikorper-Komplexe mit ProteinG-Agarose-Beads inkubiert werden
konnten, muflten die Beads gewaschen werden. Dazu wurden 100 ml Waschpuffer angesetzt
und auf Eis gekiihlt. 40ul der Beads wurden pro Ansatz abgemessen und in ein steriles
Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Die Agarose-Beads wurden jeweils mit 1 ml Waschpuffer tliberlegt,
kurz gewhirlt und dann bei 4000 rpm und 4°C fiir 1 Minute zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abpipettiert und der Waschvorgang noch 2x wiederholt. Nach dem letzten
Waschschritt wurden die Beads erneut mit Waschpuffer aufgefiillt und kraftig gewhirlt. Die
Suspension wurde gleichmiBig auf vorbereitete neue Reaktionsgefdle aufgeteilt. Diese sind
dann 1 Minute bei 4000 rpm und 4°C zentrifugiert worden. Der Uberstand ist sorgfiltig
entfernt worden und die Zelllysate mit den RET-Protein-Antikorper-Komplexen wurden auf
die Beads pipettiert. Dieses Gemisch wurde fiir 4 Stunden im Kiihlraum in dem Dreh-

Schiittelapparat inkubiert.

2.2.3.9 Waschen der Komplexe und Entfernung der Agarose-Beads

Nach vierstiindiger Inkubation wurde der Waschvorgang dreimal wiederholt. Nach dem
letzten Waschschritt wurde der gesamte Waschpuffer so weit wie moglich entfernt und
jeweils 25ul Laemmli-Puffer zugegeben. Zur Trennung der Proteine von den Beads wurden
die Proben 30 Minuten unter krédftigem Schiitteln bei 37°C im Thermomixer inkubiert.
Danach wurden die Ansédtze 1 min bei 4° C und 4000 rpm zentrifugiert und auf ein Filter-
Tube iiberfiihrt. Diese wurden 5 min bei 4° C und 2000 rpm und danach 1 min bei 4000 rpm
zentrifugiert. Die Filter wurden verworfen und die Probe fiir 5 min bei 95° C im Heizblock

inkubiert. Danach wurden die Proben in die Geltaschen pipettiert.

2.2.3.10 SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

Fiir die Auftrennung der Proteine aus der Immunprizipitation wurden 8%ige und 12%ige
SDS-Polyacrylamidgele benutzt. Die Elektrophorese sowie der Western Blot wurden wie

unter 2.2.3.2 und 2.2.3.4 beschrieben durchgefiihrt.
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8% Polyacrylamidgel

12% Polyacrylamidgel

8 ml Acrylamid

12 ml Acrylamid

7,5 ml Trenngelpuffer

7,5 ml Trenngelpuffer

12,7 ml ddH,O

8,7 ml ddH,O

1,5 ml Glycerol

1,5 ml Glycerol

265 pl 10% APS

265 pl 10% APS

50 pl TEMED

50 ul TEMED

2.2.3.11 Immunologische Detektion

Fiir die Detektion der p-Tyr-Proteine auf der Membran diente als 1. Antikérper ein Maus-
Anti-Phosphotyrosin-Antikdrper in der Verdiinnung 1:1000. Der Antikorper gegen PLC-y
wurde in einer Verdiinnung von 1:250 und der Antikérper gegen das Protein GRB2 in der
Verdiinnung 1:5000 eingesetzt. Alle {librigen Schritte wurden wie auf Seite 41 beschrieben

durchgefiihrt.

2.2.3.12 Biotinylierung des membranstindigen RET Proteins

Subkonfluente Kulturen der transfizierten Zellklone wurden mit 1 ml PBS gewaschen und mit
nicht-membrangédngigen Sulfo-NHS-Biotin (0,5 mg/ml) in Calcium-enthaltenden PBS fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen
und mit 2 ml Medium iiberschichtet. Nach 2 Stunden wurden die Zellen wie oben beschrieben

lysiert und eine Immunpréizipitation mit dem RET-Antikérper durchgefiihrt.

2.2.3.13 Detektion des biotinylierten RET-Proteins

Die Proteine wurden wie oben beschrieben in der Elektrophorese getrennt und ein Western
Blot durchgefiihrt. Fiir die Detektion wurde jedoch kein Antikorper eingesetzt, sondern HRP-
konjugiertes Streptavidin, welches eine hohe Affinitdt zu Biotin hat. Mit dem ECL-System

konnten dann die in der Zellmembran verankerten RET-Rezeptoren sichtbar gemacht werden.
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2.2. 4 Transf or mati onsassays

2.2.4.1 Priparation der Poly-HEMA-Zellkulturplatten

Poly-HEMA ist ein Agens, welches zur Oberfiachenbeschichtung eingesetzt wird, um die
Adhésion von Zellen zu verhindern. In den Transformations-Assays wurde es in einer
Konzentration von 5 mg/ml in 95%igem Ethanol aufgenommen und iiber Nacht im
Wasserbad bei 37°C gelost. 50 pl der Losung wurden in jedes Well einer 96-Well-
Zellkulturplatte pipettiert und diese Platte 7 Tage im Inkubator bei 37°C getrocknet.

2.2.4.2 Messung des Zellwachstums auf Poly-HEMA-beschichteter Oberfliche

Die Zellen wurden in einem Volumen von 150 pul Medium ohne Phenol-Rot mit einer Dichte
von 2500 Zellen pro Well mit einer MultiPette in die Zellkulturplatten gegeben. Nach vier
Tagen erfolgte ein Mediumwechsel, nach sechs Tagen wurden 15 pl MTT (5 pg/pl in PBS) in
jedes Well gegeben und 4 Stunden bei 37°C inkubiert. MTT ist ein wasserlosliches
Tertrazoliumsalz, welches sich in Losung gelb farbt. Gelostes MTT verwandelt sich in blaue
Kristalle, wenn der Tetrazoliumring durch Dehydrogenase-Enzyme gespalten wird. Je mehr
Zellen im Well gewachsen sind, desto intensiver ist die Bildung der Kristalle. Die wéihrend
der 4 Stunden entstandenen Kristalle wurden mit 100 pul SDS-Lésung (20% SDS in 10 mM
HCL) gelost und die OD nach 24 Stunden bei 595 nm gemessen.

2.2.4.3 Proliferations-Assay mit nicht-beschichteten 96-Well-Zellkulturplatten

Der Versuch wurde wie in 2.2.4.2 (Parallel-Ansatz zur Messung des Zellwachstums auf Poly-
HEMA-beschichteter Oberfliche) durchgefiihrt, nur wurden nicht-beschichtete 96-Well-

Platten verwendet.

2.2.4.4 Soft Agar

Die Soft-Agar-Experimente wurden in 6-Well-Platten durchgefiihrt. 5000 Zellen wurden in
1,0 ml Medium mit 0,3% Agar aufgenommen und auf eine 2,5 ml Medium-Schicht mit 0,5%
Agar gegeben. Nach 14 Tagen wurden die Kolonien mit 0,4 ml MTT (5 mg/ml PBS) gefarbt.
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2.3 Methoden des Ergebnisteil B

2.3.1 Ver wendung von Dat enbanken

2.3.1.1 Sequenzvergleiche mit der Biology WorkBench

Zunéchst wurden aus dem NCBI Sequence Viewer die mRNA-Sequenzen der codierenden

Regionen sowie die Aminosiure-Sequenzen heruntergeladen. Dies wurde fiir folgende Gene

durchgefiihrt:
Gen Spezies Accession-Nr.

RET Mus musculus NM 009050
Homo sapiens XM 005899
Danio rerio AF 007949
Drosophila melanogaster | AF 322652

VEGFR Homo sapiens AF 063657

FGFR Homo sapiens NM 000604

INSR Homo sapiens XM 048346

TRKA Homo sapiens NM 002529

Daraufthin wurden die Aminosdure-Sequenzen in den eingerichteten Account der Biology

WorkBench (http://workbench.sdsc.edu/) unter ,,Protein Tools, Add Sequences eingegeben

und mit dem Programm CLUSTALW ein Alignement erstellt.

2.3.1.2 Erstellen eines dreidimensionalen Modells der RET-Tyrosinkinase

Das dreidimensionale Modell des intrazelluliren Anteils des RET-Rezeptors wurde {iber den
Internetanbieter ~ Swiss-Modell  (http://expasy.hcuge.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html)
errechnet. Als Grundlage diente dafiir die Wildtyp-Sequenz des Proteins. Diese Sequenz
wurde automatisch mit Sequenzen anderer Tyrosinkinase-Rezeptoren verglichen, die eine
hohe Homologie zur intrazelluldiren Domédne des RET-Rezeptors haben und deren Kristall-
Struktur schon untersucht wurde. Dazu gehorten unter anderem die verschiedenen
Fibroblasten-Wachstums-Faktor-Rezeptoren (FGFR) und der Insulin-Rezeptor. Diese
bekannten dreidimensionalen Strukturen wurden als Template fiir das RET-Modell verwendet

und mit dem Swiss-PdbViewer dargestellt.
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2.3.2 Mol ekul ar bi ol ogi sche Arbeiten

2.3.2.1 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung wurde mit 1 x 10° Zellen, die in einer 250 ml Zellkulturflasche
gewachsen waren, durchgefiihrt. Zunédchst wurde das Ndhrmedium entnommen und die Zellen
mit 5 ml PBS gewaschen. Anschliessend wurden die Zellen mit 3 ml peqGOLD RNA Pure
vom Flaschenboden gelost und lysiert. Die lysierten Zellen wurden auf zwei 2 ml
Reaktionsgefidfie verteilt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In jedes Gefall wurden
200 pl Chloroform hinzugegeben und 15 Sekunden gewhirlt. Nach 10 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur wurde 5 Minuten bei 12.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die obere, wéssrige
Phase wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl3 iiberfithrt und 700 pl Isopropanol zugegeben.
Dieser Ansatz wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschliessend 10 min bei
12.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das RNA-Pellet
zweimal mit 1 ml 75%igem Ethanol, welches mit DEPC-behandeltem Wasser verdiinnt war,
gewaschen. Nach kurzem Trocknen des Pellets wurde es in 50 pl DEPC-behandeltem ddH,O

aufgenommen und bei -20°C eingefroren.

2.3.2.2 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde mit AMV-Reverser Transkriptase durchgefiihrt. Um
Kontaminationen durch genomische DNA auszuschliessen, wurde fiir die isolierte RNA ein
Ansatz ohne Reverse Transkriptase durchgefiihrt. Pro Ansatz wurden 10 pl RNA, 5 pl RT-
Puffer, 2 ul DTT (10 mM in DEPC-behandeltem ddH,0), 4 ul ANTP’s (1,25 mmol/l) sowie 4
pl Oligo dT’s 25 pmol/pl) in ein 1,5 ml Reaktionsgefd gegeben. Nach sorgfiltigem Mischen
und kurzer Zentrifugation wurden 2 ul der Reversen Transkriptae zugegeben. Dieser Ansatz

wurde 1 Stunde bei 42°C in einem Thermoblock inkubiert und mit 75 ml ddH,O verdiinnt.

2.3.2.3 B-Aktin-Amplifikation

Die fiir die Amplifikation eingesetzten Primer flankieren ein Fragment von 294 bp im Exon 3
des B-Aktin-Gens (Nukleotide 2141-2435).

Primer:

Forward 5'-TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA-3’

Reverse 5'-CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG-3’

Die PCR-Reagenzien pro Ansatz wurden in folgenden Konzentrationen eingesetzt:
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Komponenten | Ausgangskonzentration Volumen
Taq-Puffer 10x 5,0 ul
dNTP’s 1,25 mmol/l 2,0 ul
Primer Forward |25 pmol/ul 2,0 ul
Primer Reverse |25 pmol/ul 2,0 ul
MgCl, 25 mmol/l 2,5 ul
Tag-Polymerase | 5U/ul 0,25 pl
cDNA 100 ng Xl
ddH,O add 50 pl

Die Amplifikation erfolgte im Thermocycler nach folgendem Programm

Temperatur | Zeit Anzahl der Zyklen
94°C 2min |1

95°C 1 min

55°C I min |35

72°C 1 min

72°C 10 min |1

Die Amplifikate wurden in einem 2%igen Agarose-Gel {iberpriift. Das Protokoll ist in 3.2.1.2

beschrieben. Als Langenstandard wurde der Marker VIII eingesetzt.

2.3.2.4 Uberpriifung der GFR-o. Expression

Fir die Amplifikation der Korezeptoren GFR-al und GFR-a2 wurden spezifische
Primerpaare, die durch ein Sequenz-Alignements mit dem Programm CLUSTALW erstellt
wurden (Siehe 2.3.1.1), eingesetzt.

Primer:

GFR-al Forward 5'-CTGGAGGCCAAGGATGAGTG-3’

GFR-al Reverse 5'-CTGACAATCTGCTGTTAACTGG-3’

GFR-02 Forward 5"-TGCCTCTTCTTCTTTCTAGACG-3’

GFR-02 Reverse 5'-TTGTTGGCCAGCATGGTGTTG-3’
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Fir GFR-a1 wird ein Amplifikat von 195 bp erwartet. Es besteht aus einem Teil des Exon 1
(Nukleotid 196-310) und aus den Nukleotiden 311-390 aus dem Exon 2. Das GFR-
o2—Amplifikat ist 218 bp groB3.
Die PCR’s wurden mit jeweils 100 ng der cDNA von TT-Zellen, SK-N-MC-Zellen und

Kelly-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden folgende Reaktionsbedingungen eingestellt:

Komponente Ausgangskonzentration Volumen Volumen
(GFR-al) (GFR-02)

Taq-Puffer 10x 5,0l 5,0 ul
dNTP’s 1,25 mmol/l 2,0 ul 2,0 ul
Primer Forward |25 pmol/ul 2,5l 2,5l
Primer Reverse |25 pmol/ul 2,5l 2,5l
DMSO - 0,5 ul
MgCl, 25 mmol/l 3,0 ud 2,0 ul
Tag-Polymerase | 5U/ul 0,25 ul 0,25 ul
cDNA 100 ng X X
ddH,O X ul (ad 50 pl) (X pl (ad 50 pl)

Die Amplfikation wurde mit den PCR-Programmen

GFR-a1 und GFR-02

Temperatur | Zeit Zyklen
94°C 2 min 1

95°C 1 min

60°C 1 min 35
72°C 1 min

72°C 10 min 1
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2.3.3 Pr ot ei nchem sche Anal ysen

2.3.3.1 Uberpriifung der Expression von GDNF und NTN

Die Uberpriifung der RET-Liganden-Expression erfolgte mittels Western Blot mit
spezifischen = Antikdrpern gegen die beiden Proteine. Zundchst wurde eine
Immunprézipitation, wie sie unter 2.2.3.7 beschrieben ist, durchgefiihrt. Daflir wurden nach
erfolgter Proteinbestimmung (siche 2.2.3.1) 3 mg Gesamtprotein der Zelllinien TT-Zellen,
SK-N-MC und Kelly eingesetzt und 1,5 pul des GDNF- bzw. des NTN-Antikdrpers verwendet.
Die SDS-PAGE wurde wie in 2.2.3.2 beschrieben durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurden
jeweils 100 ng des rekombinanten Proteins mit auf das 12%ige Polyacrylamid-Gel gegeben.
Der Transfer der Proteine wurde wie in 2.2.3.4 beschrieben durchgefiihrt. Der Primaér-
Antikorper (siehe 2.1.3) wurde in einer Verdiinnung von 1:3.000 auf die Nitrozellulose-
Membran gegeben, der Sekundér-Antikdper (siehe 2.1.3) wurde 1:25.000 verdiinnt. Die

Expositionszeit lag bei einer Minute.

2.3.4 Zel | kul tur - Techni ken

2.3.4.1 Stabile Transfektion der SK-N-MC-Zellen mittels Lipofektion

Fiir die Transfektion der SK-N-MC-Zellen wurde das SuperFect-Reagenz aus dem Selector-
Kit von QIAGEN (siehe 2.1.6) verwendet. Dazu wurden die Zellen zunichst in 6-Well-Platten
mit 2x 10° Zellen pro Well subkultiviert. Nach 24h waren die Zellen zu 40% konfluent
gewachsen und somit fiir die Transfektion einsetzbar. Fiir den Transfektions-Mastermix
wurden 133 pl Medium ohne FBS mit 1 pg Plasmid-DNA gemischt. Dieser Ansatz wurde fiir
5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und kurz zentrifugiert. Im folgenden wurden 8 ul
Superfect-Reagenz zugegeben und 5x mit der Pipette gemischt. Wahrend der 10-miniitigen
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Zellen in der 6-Well-Platte mit 1 ml PBS
gewaschen. Nach den 10 Minuten wurden auf den Transfektions-Mastermix 600 pl Medium
ohne FBS gegeben, 2x mit der Pipette gemischt und vorsichtig auf die Zellen gegeben. Die
Platten wurden fiir 3 Stunden in den CO,-Inkubator gestellt und anschliessend 2x mit 1 ml
PBS gewaschen. Es wurden 2 ml Medium mit FBS auf die Zellen gegeben und nach 48
Stunden mit der Selektion begonnen. Die Selektion, die Aufzucht von Zellklonen, das
Screening sowie die Protein-Analysen wurden wie im Ergebnisteil A fiir die NIH3T3-Klone

beschrieben, durchgefiihrt.
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2.3.4.2 Erstellen einer Wachstumskurve

Um die Proliferation der transfizierten Zellklone zu Untersuchen, wurden sechs 96-Well
Platten mit 2000 Zellen in 100 pul Medium pro Well pripariert. Fiir jeden Klon waren sechs
Wells vorgesehen. Alle 24 Stunden wurde auf eine 96-Well Platte 10 ul MTT (5 pg/ul in
PBS) pro Well gegeben und vier Stunden bei 37°C inkubiert. Anschliessend wurden 100 pl
SDS-Losung (20% SDS in 10 mM HCL) in jedes Well gegeben und nach 24 Stunden die OD
bei 595 nm im ELISA-Reader gemessen.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisteil A: Untersuchungen =zur Aktivierung des RET
Rezeptors in der Mausefibroblasten-Zelllinie NIH 3T3

3.1.1 Sequenzi erung der mutierten Region in Exon 13 im
Vergl ei ch zur w - Sequenz.

Die fiir die folgenden Untersuchungen eingefiigten intrazelluliren Mutationen wurden auf

ihre korrekte Sequenz liberpriift (Abb. 11).

789 790 | 791 | 792
Asn | Leu | Tyr | Gly

AAAITTGITATIG GG
200 210

A.
789 | 790 | 791 792
Asn | Phe | Tyr| Gly
A A 6 T TCIT ATIG GG
B.
789 (790 | 791 | 792
Asn | Leu | Phe| Gly
AAAITTGIT TTIG GG
| 180
C.

Abb. 11: Sequenzanalyse der klonierten RET cDNA nach der Plasmid Mini-Préparation mit dem ABI Prism 377
Sequencer. A: wt-Sequenz der Codons 789 — 792 in Exon 13 des RET-Protoonkogens. B: Sequenz der
eingefiigten Mutation im Codon 790. C: Sequenz der eingefiigten Mutation im Codon 791 in Exon 13 des RET-
Protoonkogens
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Abbildung 11A zeigt die wt-Sequenz der Codons 789 bis 792, die flir die Aminosduren
Asparagin, Leucin, Tyrosin und Glycin kodieren. Durch Basensubstitution wird bei der
Mutation in Codon 790 (Abb. 11B) die dritte Base von einem Guanin zu einem Cytosin. Dies
hat zur Folge, das aus dem Codon fiir Leucin (TTG) ein Phenylalanin (TTC) wird. Durch die
Mutation in Codon 791 (Abb. 11C) wird die zweite Base von einem Adenin zu einem
Thymin, so dass aus dem Codon fiir Tyrosin ein Phenylalanin wird.

Fiir die in dem eukaryotischen Expressionsvektor pR CMV2 klonierte cDNA wurden weitere
Mutationen ausgeschlossen und fiir die Transfektion der NIH 3T3-Zellen verwendet. Die
Transfektionen mit den Duplikationen in Exon 11 wurden mit der schon vorhandenen und
durch Sequenzanalysen kontrollierten klonierten cDNA durchgefiihrt (siche Methoden des
Ergebnisteils A, 2.2.1.1). Mit den daraus enstammenden positiven Zellklonen wurden die

weiteren Untersuchungen durchgefiihrt.

3.1.2 Uber pr tf ung der |igandenunabhangi gen Di neri si erung

des RET-Rezeptors mt den ei ngeflgten Mitationen.

Fiir den Austausch des Cystein 634 in eine andere Aminosidure wurde gezeigt, dass diese
Mutation zu einer ligandenunabhingigen Dimerisierung des RET-Rezeptors fiihrt, die auf die
Bildung intermolekularer Disulfidbriicken zuriickzufiihren ist. Die TT-Zellen tragen
heterozygot die Mutation Cys634Trp. Im Western Blot mit Lysaten der TT-Zellen unter nicht-
reduzierenden Bedingungen kann man mit einem spezifischen Antikorper gegen das RET-
Protein das Dimer als 300 kDa-Bande sichtbar machen (Abb. 12A, Spur 1). Als Monomer
kommt der RET-Rezeptor als 150 kDa - und als 170 kDa-Protein vor. Dabei ist das 150 kDa-
Protein die nicht-prozessierte Form aus dem endoplasmatischen Retikulum und das 170 kDa-
Protein der in der Membran verankerte Rezeptor. Die 9bp-Duplikation (Abb. 12A, Spur 2)
und die 12bp duplizierte Sequenz (Abb. 12A, Spur 3) haben ebenfalls eine
ligandenunabhéngige Dimerisierung zur Folge, wihrend der wt-Rezeptor ausschliesslich die
RET- Monomere zeigt (Abb. 12A, Spur 4). Es ist zu beobachten, dass die RET-Proteine der
transfizierten Maiusefibroblasten im Vergleich zu denen der TT-Zellen ein hdoheres
Molekulargewicht aufweisen. Dies ist moglicherweise auf eine unterschiedliche
Glykosylierung zuriickzufiihren.

Um zu tberpriifen, ob die Dimerisierung der RET-Rezeptoren mit den Mutationen in der

extrazelluldren cysteinreichen Region auf die Bildung intermolekularer Disulfidbriicken
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zuriickzufiihren ist, wurden Western Blots unter reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt
(Abb. 12B). Wie in der Literatur beschrieben, zeigt das RET-Protein aus den TT-Zellen unter
diesen Bedingungen kein Dimer bei 300 kDa mehr, lediglich die monomeren Formen sind
detektierbar (Abb. 12B, Spur 1). Fiir das Protein mit den drei zusétzlichen Aminosduren aus
der 9bp-Duplikation (Abb. 12B, Spur 2) und fiir das Protein mit den zusédtzlichen
Aminosduren aus der 12bp-Duplikation (Abb. 12B, Spur 3) ist unter reduzierenden

Bedingungen ebenfalls kein Dimer nachweisbar.

A.

- 300

.. o =170
e a— - 150

1: TT-Zellen (Cys634Trp)

2: +9bp-transfizierte NIH3T3-Zellen
3: +12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen
4: wt-transfizierte NIH3T3-Zellen

170
=150

1: TT-Zellen (Cys634Trp)
2: +9bp-transfizierte NIH3T3-Zellen
3: +12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen
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g o w —=300

d=u

1: +9bp-transfizierte NIH3T3-Zellen

2: wt-transfizierte NIH3T3-Zellen

3: Tyr791Phe-transfizierte NIH3T3-Zellen
4: Leu 790Phe-transfizierte NIH3T3-Zellen

-« 170
- 150

Abb. 12: Untersuchungen zur ligandenunabhéngigen Dimerisierung des in den Méusefibroblasten der Linie
NIH3T3 exprimierten RET-Rezeptoren mittels Western Blot-Analyse. A: Vergleich der Mutationen in Exon 11
in der extrazelluldiren Doméne des Rezeptors mit dem wt-Rezeptor unter nicht reduzierenden Bedingungen. B:
Western Blot unter reduzierenden Bedingungen. C: Vergleich der Mutationen in Exon 13 in der intrazelluldren
Domiéne des Rezeptors mit dem wt-Rezeptor und der +9bp-Duplikation in Exon 11 mittels Westen Blot unter
nicht reduzierenden Bedingungen.

Die Mutationen in den Codons 790 und 791 liegen in der intrazelluldren Tyrosinkinase-
Doméne. In der Abbildung 12C sind die RET-Proteine Leu790Phe (Abb. 12C, Spur 4) und
Tyr791Phe (Abb. 12C, Spur 3) im Vergleich zum wt-Rezeptor (Abb. 12C, Spur 2) und dem
Protein der 9bp-Duplikation gezeigt (Abb. 12C, Spur 1). Die Mutationen in Exon 13 fiihren
demnach nicht zu einer ligandenunabhidngigen Dimerisierung, was aus der fehlenden 300
kDa-Bande zu schliessen ist. Sie zeigen wie das wt-RET lediglich die monomeren Formen bei

150 kDa- und 170 kDa.

3.1.3 Uber pr iif ung der |i gandenunabhangi gen Phosphoryl i erung
der Tyrosinreste in der Kinase-Domane des RET-Rezeptors bei
den Mutationen in der extrazellul a&ren Donméne

Die Tyrosinkinase-Aktivitit des RET-Rezeptors wird durch die Phosphorylierung von
Tyrosinresten nach der Komplex-Bildung von Liganden, Korezeptoren und dem Rezeptor
ausgelost. Fiir die klassischen Mutationen in Codon 634 ist gezeigt, dass die aus der Mutation

resultierende Dimerisierung auch ohne Stimulation durch Liganden zur konstitutiven
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Aktivierung des Rezeptors fiihrt. Um diesen Mechanismus fiir die in dieser Arbeit
behandelten Mutationen zu untersuchen, wurden mit den prézipitierten RET-Proteinen
Western Blots durchgefiihrt und die Proteine mit einem Antikorper gegen phosphoryliertes
Tyrosin detektiert (Abb. 13B). Gleichzeitig wurden die RET-Proteine aus dem gleichen Lysat
wie fur die pTyr-Detektion mit dem RET-spezifischen Antikorper detektiert (Abb. 13A), um
die Expression der einzelnen Zellklone zu vergleichen und um die RET-Signale mit dem

Signal fiir pTyr in direkten Zusammenhang zu bringen.

A B

kDa

1 2 3 4 5
| - 170
-« 150

: Vektor-transfizierte NIH3T3-Zellen

: +9bp-transfizierte NIH3T3-Zellen

: +12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen (Klon2)
: +12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen (Klonl)
: wt-transfizierte NIH3T3-Zellen

N A W -

Abb. 13: Untersuchungen zur ligandenunabhéngigen Aktivierung der Tyrosinkinase durch Phosphorylierung der
Tyrosinreste in der intrazelluldren Kinase-Domédne des RET-Rezeptors in den transfizierten Méusefibroblasten.
A: Immunprézipitation und Detektion mit einem RET-spezifischen Antikdrper. B: Immunprézipitation mit Anti-
RET und Detektion mit Anti-pTyr.

Wie in Abbildung 13A zu sehen, ist das Ausmal} der RET-Expression zwischen den einzelnen
Klonen unterschiedlich. Schwankungen eines einzelnen Zellklons {iber mehrere Passagen
konnten in den NIH3T3-Zellen nicht beobachtet werden. Fiir die Untersuchungen der
Tyrosinkinase-Aktivierung durch die Duplikationen in Exon 11 wurde ein stark
exprimierender wt-Klon (Abb. 13A, Spur 5) mit einem schwach exprimierenden +12bp-Klon
(Abb. 13A, Spur 4) verglichen. Obwohl der +12bp-Rezeptor wesentlich schwécher exprimiert
wird als der wt-Rezeptor, zeigt er ein deutlich stirkeres pTyr-Signal der 170 kDa-Bande
(Abb. 13B, Spur 5 und Spur 4). Da fiir die Untersuchungen der 9bp-Duplikation nur stark
exprimierende Klone zur Verfligung standen, wurde diese Mutation (Abb. 13A, Spur 2) mit
einem stark exprimierenden +12bp-Klon (Abb. 13A, Spur 3) verglichen. Fiir das +9bp-RET
sowie fiir das +12bp-RET ist eine deutliche ligandenunabhédngige Phosphorylierung der
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Tyrosinreste des 170 kDa-Proteins zu sehen (Abb. 13B, Spur2 und Spur 3). Im Vergleich ist
das Signal des wt-Proteins deutlich schwiécher. Als Negativkontrolle wurde ein Vektor-
transfizierter Klon verwendet (Abb. 13, Spur 1).

Die Tatsache, dass auch der wt-Rezeptor ein pTyr-Signal zeigt, ist darin begriindet, dass
einige Tyrosinreste des nicht-aktivierten RET-Proteins phosphoryliert sind und dieser Effekt
vermutlich durch die Uberexpression noch verstirkt wird. Dies basiert wahrscheinlich auf
spontaner Dimerisierung, die jedoch nicht stabil ist. Irritierend ist das starke pTyr-Signal des
150 kDa-Monomers beim wt-Rezeptor sowie bei dem mutierten RET, da diese Form des
Proteins nicht in der Zellmembran verankert ist, sondern als nicht prozessiertes Protein im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert ist. Eine mogliche Erkldrung wire, dass als
Folge der RET-Uberexpression auch die 150 kDa-Form im ER phosphoryliert wird. Um
dieses zu iiberpriifen, wurde neben den TT-Zellen und dem schwach exprimierenden +12bp-
Klon die murinen Neuroblastom-Zellinie Neuro 2A untersucht. Diese Linie zeigt eine
Uberexpression des wt-RET. In Abbildung 14 ist die Expression des RET-Proteins sowie die
Tyr-Phosphorylierung der 150 kDa- und 170 kDa gezeigt. Bei dem RET-Rezeptor der TT-
Zellen ist nur ein sehr schwaches pTyr-Signal der 150 kDa-Bande zu sehen (Abb. 14 [IP:
RET/ WB: pTyr], Spur 1), obwohl von diesem Monomer eine grossere Menge vorhanden ist,

als von der 170 kDa-Form (Abb. 14 [IP: RET/ WB: RET], Spur 1).

1 2 3 kDa

WBRET . - 150
1 2 3
IP: RET
WB:pTyr =170
: - 150
1: TT-Zellen

2: +12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen
3: Neuro 2A-Zellen( Neuroblastom-Zelllinie der Maus-RET Uberexpression)

Abb. 14: Vergleich der pTyr-Signale von 150 kDa- und 170 kDa-RET
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Das 170 kDa-Protein, welches in der Membran lokalisiert ist, zeigt dagegen ein starkes pTyr-
Signal. Auch der durch die Uberexpression (Abb. 14 [IP: RET/ WB: RET], Spur 3) spontan
aktivierte wt-RET-Rezeptor der Neuro-2A-Zellen zeigt nur ein schwaches pTyr-Signal der
150 kDa-Form und eine sehr starke Phosphorylierung des 170 kDa-Protein (Abb. 14 [IP:
RET/ WB: pTyr], Spur 3). Bei dem +12bp-Rezeptor der transfizierten NIH 3T3-Zellen ist das
150 kDa-Protein dagegen sogar etwas stirker phosphoryliert als das 170 kDa-
Membranprotein (Abb. 14, Spur 2). Diese Ergebnisse machten es notwendig, den Transport

des 150 kDa-Proteins zur Zellmembran zu {iberpriifen.

3.1. 4 Unt er suchung der in der Zell menbran vorhandenen RET-

Mononer e

Die vor der Zelllyse, im extrazelluldren Bereich biotinylierten Membranproteine, sowie die
nicht-biotinylierten cytoplasmatischen Proteine wurden fiir die Immunpréizipitation mit dem
RET-spezifischen Antikérper eingesetzt. Untersucht wurden die stark exprimierenden
Zellklone mit der +9bp-Mutation (Abb. 15, Spur 2) und der +12bp-Duplikation (Abb. 15,
Spur 3), ein schwach exprimierender wt-Klon (Abb. 15, Spur 4), sowie die TT-Zellen (Abb.
15, Spur 1) und die Vektor-transfizierten Zellen als Kontrollen.

1 2 3 4 5  ypa

1: TT-Zellen
- - =170 2: +9bp-transfizierte NIH3T3-Zellen
Ll - - 150 3: +12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen

4: wt-transfizierte NIH3T3-Zellen
5: Vektor-transfizierte NIH3T3-Zellen

Abb. 15: Uberpriifung der in der Zellmembran vorhandenen RET-Proteine durch Biotinylierung der
extrazelluldren Doméne. Immunprézipitation des RET-Proteins und Detektion mit Anti-RET.

In Abbildung 16 sind im Gegensatz zur Abbildung 15 nur die biotinylierten RET-Proteine zu
sehen, da die Detektion mit HRP-konjugierten Streptavidin durchgefiihrt wurde.

Bei den TT-Zellen ist lediglich die 170 kDa-Bande zu sehen (Abb. 16, Spur 2). Somit ist das
150 kDa-Protein nicht biotinyliert, was im Riickschluss bedeutet, dass es nicht in der
Zellmembran vorkommt. Auch die transfizierten Zellklone mit der 9bp-Duplikation (Abb. 16,
Spur 3), der +12bp-Mutation (Abb. 16, Spur 4) und dem wt-RET (Abb. 16, Spur 5) zeigen
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kein Signal bei 150 kDa. Die 170 kDa-Bande entspricht im Verhiltnis der in Abbildung 15
dargestellten Expression des Proteins. Die Vektor-transfizierten Mausefibroblasten (Abb. 16,
Spur 6) sowie die Negativkontrollen der stark RET exprimierenden Zellklone mit und ohne
Biotinylierung vor der Zelllyse (Abb. 16, Spur 7 und Spur 8) zeigen weder ein Signal bei 170
kDa noch eines bei 150 kDa.

Durch diese Experimente konnte ausgeschlossen werden, dass bei den transfizierten
iiberexprimierenden Zellklonen das 150 kDa RET-Monomer in die Zellmembran transportiert
wird. Das 170 kDa-Protein ist in der Membran vorhanden und kann im folgenden zum

Vergleich der pTyr-Signale verwendet werden.

1 2 3 4 5 6 7 8

a

".-1 <170
160 »* *

Molekulargewichts-Marker
: TT-Zellen
: +9bp-transfizierte NIH3T3-Zellen
: +12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen
: wt-transfizierte NIH3T3-Zellen
: Vektor-transfizierte NIH3T3-Zellen
: +9bp-transfizierte NIH3T3-Zellen ohne Biotin-Markierung
: +12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen ohne Biotin-Markierung

R 1NN AW =

Abb. 16: Immunprézipitation des RET-Proteins und Detektion mit HRP-konjugierten Streptavidin

3.1.5 Uber pr tf ung der | i gandenunabhangi gen Tyr -
Phosphoryl i erung der RET-Tyrosinkinase bei den Mtationen in

der intrazell ul & en Donmane

Wie in Abbildung 12C gezeigt, kommt es durch die Mutationen in Exon 13 nicht zu einer
ligandenunabhidngigen Dimerisierung des RET-Rezeptors. Zur Untersuchung der
intrazelluldren Tyrosinkinase-Aktivitit wurde fiir jede Mutation ein schwach und ein stark
exprimierender Zellklon verwendet (Abb. 17A). Als Positivkontrollen wurden unterschiedlich

stark exprimierende +12bp-Klone verwendet (Abb. 17A, Spur 6 und Spur 7), fiir die eine
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ligandenunabhédngige Tyrosinkinase-Aktivierung in Abbildung 13B gezeigt ist. Vergleicht
man die pTyr-Signale der schwach exprimierenden Klone +12bp (Abb. 17B, Spur 7),
Tyr791Phe (Abb. 17B, Spur 2) und Leu790Phe (Abb. 17B, Spur 4), ist die 170 kDa-
Signalstiarke der Mutation in Codon 791 deutlich schwécher als bei der +12bp-Mutation,
wiéhrend bei der Leu790Phe-Mutation ein dhnlich starkes pTyr-Signal zu erkennen ist. Der
wt-Klon (Abb. 17A, Spur 5) exprimiert deutlich mehr RET als die schwach exprimierenden
Klone mit den Mutationen +12bp (Abb. 17A, Spur 7) und Leu790Phe (Abb. 17A, Spur 4).
Das pTyr-Signal der wt-170 kDa-Bande (Abb. 17B, Spur 5) ist im Verhiltnis zur Expression
des Proteins niedriger als beim +12bp-RET und Leu790Phe-RET.

A: IP: RET
WB:RET . = ~= 170
- i - 150

1 2 3 4 5 6 7 ypa
B: IP: RET .
WB: pT
Pyt ’ e 170

: Tyr791Phe-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon2 )
: Tyr791Phe-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon1 )
: Leu790Phe-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon2 )
: Leu790Phe-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon1 )
: wt-transfizierte NIH3T3-Zellen

: +12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon2 )

: +12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klonl )

NN A WN -

Abb. 17: Untersuchungen zur Phosphorylierung der RET-Kinase mit Mutationen in der intrazelluldren TK1-
Doméne. A: Immunprézipitation des RET-Proteins und Detektion mit Anti-RET. B: Immunprézipitation des
RET-Proteins und Detektion mit Anti-pTyr.
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Im Vergleich des stirker exprimierenden Tyr791Phe-Klons (Abb. 17A, Spur 1) mit dem wt-
Rezeptor ist im Verhiltnis keine Erhohung des pTyr-Signals bei dem mutierten 170 kDa-RET
(Abb. 17B, Spur 1 und Spur 5) zu detektieren. Zwar ist das 791er-Signal etwas stirker, aber
das 170 kDa-Monomer wird in diesen Zellen auch etwas stiarker exprimiert (Abb. 17A, Spur 1
und Spur 5). Diese Daten weisen darauf hin, das die Tyrosinkinase durch die Mutation in
Codon 791 nicht ohne Stimulierung durch die Liganden aktiviert wird, die Mutation in Codon
790 dagegen zu einer Autophosphorylierung der Tyrosinkinase fiihrt. Bestdtigt wird dieses
durch die stark exprimierenden Leu790Phe- (Abb. 17A, Spur 4) und +12bp-Klone (Abb. 17A,
Spur 6). Die Mutation in Exon 13 fiihrt wie die Mutation in der extrazelluliren Doméne zu

einer starken Aktivierung der Tyrosinkinase.

3.1.6 Unt er suchung der koprazipitierten Phosphotyrosin-
Pr ot ei ne

Bei der Immunprézipitation des RET-Rezeptors werden alle assoziierten Proteine ebenfalls
prazipitiert und wihrend der SDS-PAGE der Grof3e nach getrennt. Bei den koprézipitierten
Proteinen handelt es sich um Adapterproteine, die nach der Aktivierung der Tyrosinkinase an
den Rezeptor binden und die Auslésung der intrazelluliren Signalwege bewirken. Einige
dieser Proteine besitzen Tyrosinreste, die durch die Bindung ebenfalls phosphoryliert werden.
Bei den stark exprimierenden Zellklonen ist die Menge dieser phosphorylierten Proteine hoch
genug fiir die Detektion mit dem pTyr-Antikorper. Abbildung 6A zeigt die Expression der fiir
den Vergleich verwendeten Klone. Der Leu790Phe-Klon 2 (Abb. 18, Spur 1) exprimiert
dhnlich viel RET wie Klon 2 mit der +12bp-Mutation (Abb. 18, Spur 2). Das pTyr-Muster der
beiden Mutationen zeigt Unterschiede. Insbesondere bei ca. 45 kDa ist bei dem +12bp-RET
(Abb. 18, Spur 2) eine starke pTyr-Bande zu sehen, die bei dem Leu790Phe-Klon (Abb. 18,
Spur 1) nur schwach zu sehen ist. Die pTyr-Bande bei ca. 115 kDa ist dagegen bei der
Mutation in Codon 790 stirker als bei der +12bp-Mutation. Auch bei den extrazelluldren
Mutationen untereinander gibt es Unterschiede in dem pTyr-Muster. Die in der Expression
vergleichbaren Klone +12bp Klon 4 (Abb. 18, Spur 3) und +9bp (Abb. 18, Spur 4)
unterscheiden sich bei ca. 45 kDa und 80 kDa in der Starke der pTyr-Signale.

In Abbildung 19 sind die pTyr-Muster bei niedrigerer Expositionszeit und im Vergleich mit
den TT-Zellen dargestellt. Die Unterschiede zwischen der +9bp- (Abb. 19, Spur 2) und
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+12bp-Mutation (Abb. 19, Spur 1) im Bereich 45 kDa und 80 kDa sind deutlich zu erkennen.
Wie im Vergleich mit den Leu790Phe-transfizierten Zellen ist bei dem +12bp-Klon das pTyr-
Signal bei 45 kDa wesentlich stérker als bei dem +9bp-Klon.

A.
1 2 3 4
kDa
IP: RET . 170
WB:RET - 150
5 kDa
IP: RET
WB:pTyr

e o w250

e 160

e o w105

e o w5

o o w50

1: Leu 790Phe-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon 2)
2: +12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon 2)

3: +12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon 4)

4: +9bp-transfizierte NIH3T3-Zellen

5: Rainbow Marker

Abb. 18: Vergleich der pTyr-Signale von RET- koprézipitierten Proteinen
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IP: RET
WB:pTyr

e o =105

° o w75

o

. “ -o o<-50

1: +12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon 2)
2: +9bp-transfizierte NIH3T3-Zellen

3: TT-Zellen

4: Rainbow Marker

Abb. 19: RET-koprézipitierte pTyr-Proteine bei stark exprimierenden NIH3T3-Klonen im Vergleich zu den TT-
Zellen. Expositionszeit: 30 Sekunden.

Dagegen ist das pTyr-Signal bei ca. 80 kDa bei dem +9bp-Klon stérker als bei der +12bp-
Mutation. Interessant ist der Unterschied zwischen den transfizierten Méusefibroblasten und
den TT-Zellen. Insgesamt sind die pTyr-Signale der koprézipitierten Proteine deutlich
intensiver als bei den transfizierten Zellen. Zwischen 50 kDa und ca. 65 kDa konnen drei
pTyr-Proteine detektiert werden. Bei ca. 80 kDa ist ein sehr starkes pTyr-Signal zu erkennen
und bei ca 100 kDa eine schwache pTyr-Bande, die bei den transfizierten Zellen nicht

erscheint.
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3.1.7 Bi ndung von GRB2 an den RET- Rezeptor

GRB2 ist ein Adapter-Protein des RET-Rezeptors. Die fiir diese Arbeit verwendete Short-
Isoform des RET-Proteins bindet GRB2 nicht direkt, sondern iiber das Adapter-Protein SHC.
Diese Bindung an den RET-Rezeptor ist nur mit stark exprimierenden Klonen moglich, da
eine hohe Menge RET vorhanden sein muss, damit die koprazipitierten GRB2-Molekiile
detektiert werden konnen. In Abbildung 20A ist die Expression des RET-Proteins der TT-
Zellen (Abb. 20A, Spur 1; IP:RET/WB:RET) dargestellt, sowie das koprézipitierte GRB2
(Abb. 20A, Spur 1; IP:RET/WB:GRB2). Die nativen NIH3T3-Zellen (Abb. 20, Spur 2)
exprimieren kein RET und zeigen ein sehr schwaches GRB2-Signal. Dies ldsst darauf
schliessen, dass GRB2 eine geringe Affinitdit zu den Agarose-Beads hat, bei der
Probenaufbereitung geldst wird und mit auf das Gel aufgetragen wird.

Die Bindung von GRB2 an den RET-Rezeptor mit der Leu790Phe-Mutation (Abb. 20B, Spur
1) ist im Vergleich zur +9bp-Mutation (Abb. 20B, Spur 2) schwécher. Die Vektor-
transfizierten Zellen zeigen dhnlich wie die nativen NIH 3T3-Zellen (Abb. 20B, Spur 3) ein
sehr schwaches GRB2-Signal. Der Vergleich der GRB2-Koprézipitation zwischen
Leu790Phe-RET und +12bp-RET zeigt hingegen ein stirkeres GRB2-Signal bei den der
Leu790Phe-Mutation (Abb. 20C).

A.

1 2 kDa
IP: RET

WB:RET - 170
- —=150

1 2
IP: RET
WB:GRB2 — - 24
1: TT-Zellen

2: NIH3T3-Zellen
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1 2 3 4 Kba
IP: RET

-+ 170
v SRR I

IP: RET
WB:GRB2

1: Leu790Phe-transfizierte Zellen
2: +9bp-transfizierte Zellen

3: Vektor-transfizierte Zellen

4: NIH3T3-Zellen

C.
1 2 kDa
IP: RET 170
WB:RET
- 150
1 2
IP: RET
WB:GRB2 - - 24

1: Leu790Phe-transfizierte Zellen
2: +12bp-transfizierte Zellen

Abb. 20: Vergleich der RET-Koprazipitation von GRB2 an die mutierten Rezeptoren stark exprimierender
NIH3T3-Klone. A: Bindung von GRB2 an den RET-Rezeptor der TT-Zellen. B: Vergleich der GRB2-Bindung
an den RET-Rezeptors zwischen Leu790Phe- und +9bp-transfizierten Zellen. C: Vergleich der GRB2-Bindung
an den RET-Rezeptors zwischen Leu790Phe- und +12bp-transfizierten Zellen.
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3.1.8 Bi ndung von PLC-y an den RET-Rezeptor

PLC-y wird an den aktivierten RET-Rezeptor gebunden. In Abbildung 21 ist die
Kopriézipitation von PLC-y fiir die stark exprimierenden Klone +9bp- (Abb. 21, Spur 1),
+12bp Klon 2 (Abb. 21, Spur 2) und Leu790Phe Klon 2 (Abb. 21, Spur 3) gezeigt.

Es sind keine deutlichen Unterschiede zwischen den Bindungen an den RET-Rezeptor in
diesen stark exprimierenden Zellklonen zu erkennen. Zwar ist das PLC-y Signal bei der +9bp-
Mutation (Abb. 21, Spur 2; [P:RET/WB: PLC-y) stirker als bei der 12bp-Duplikation (Abb.
21, Spur 2; IP:RET/WB:PLC-y), doch ist auch die RET-Expression der +9bp-Zellen hoher
(Abb. 21, Spur 2; IP:RET/WB: PLC-y) als bei den +12bp-Zellen (Abb. 21, Spur 3;
IP:RET/WB:RET). Beim Vergleich von +9bp-RET (Abb. 21, Spur 2; IP:RET/WB:RET) und
Leu790Phe-RET (Abb. 21, Spur 4; IP:RET/WB:RET) ist zu erkennen, dass die Expression
von +9bp etwas niedriger ist als bei Leu790Phe. Das Signal der koprézipitierten PLC-y ist
dagegen bei +9bp stérker (Abb. 21, Spur 2; IP:RET/WB: PLC-y) als bei Leu790Phe (Abb. 21,
Spur 4; IP:RET/WB:PLC-y). Die Negativkontrolle der Vektor-transfizierten Zellen (Abb. 21,
Spur 1; IP:RET/WB:RET) zeigt ein schwaches PLC-y Signal.

1 2 3 4
kDa

IP: RET

WBRET —_—== -
<.

IP: RET
WB: PLC-y — e — g ]5()

1: Vektor-transfizierte NIH3T3-Zellen

2: +9bp-transfizierte NIH3T3-Zellen
3:+12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen Klon 2

4: Leu790Phe-transfizierte NIH3T3-Zellen Klon 2

Abb. 21: Koprizipitation von PLC-y bei der Immunprizipitation des RET-Proteins.
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3.1.9 Ver &nderung der Morphol ogie transfizierter NIH 3T3-
Zel l en

Abb. 22: Native NIH3T3-Zellen, B. wt-transfizierte NIH3T3-Zellen, C. +9bp-transfizierte NIH3T3-Zellen, D.
+12bp-transfizierte NIH 3T3-Zellen (Klon 2), E. Leu790Phe-transfizierte NIH3T3-Zellen (Klon 2), F:
Tyr791Phe-transfizierte NIH3T3-Zellen (Klon 2)

64



Die nativen NIH3T3-Zellen besitzen eine fiir Fibroblasten typische Morphologie (Abb. 22A),
die sich nach der Transfektion mit der wt-RET cDNA (Abb. 22B) nicht wesentlich dndert.
Wie schon in meiner Diplomarbeit gezeigt, fiihrt die Transfektion mit der +9bp cDNA zur
Auspragung der transformierten Morphologie von Mausefibroblasten (Abb. 22C). Diese ist
durch die Bildung von Zell-Clustern und durch spindelférmige Zellen charakterisiert. Die
+12bp-RET exprimierenden Zellen (Abb. 22D) bilden ebenfalls Zell-Cluster, doch sind diese
kleiner und nicht in so grosser Anzahl wie bei den +9bp-RET exprimierenden Zellen. Auch
die Spindelform der Zellen ist bei der +12bp-Mutation nicht so deutlich ausgeprigt. Die
Leu790Phe- (Abb. 22E) und Tyr791Phe-transfizierten NIH3T3-Zellen (Abb. 22F) bilden
keine Cluster. Statt dessen wachsen sie nicht so abgerundet wie die nativen Zellen und
entwickeln Zellausldaufer. Diese verleiht Thnen ein Nervenzell-dhnliches aussehen. Bei den

Leu790Phe-transfizierten Zellen ist dieser Phénotyp starker ausgeprégt.

3.1.10 Uber pr tf ung der transformn erenden Ei genschaften der
RET- Mut at i onen i m Pol y- HEMA- Assay

Transformierte Zellen verlieren die Eigenschaft des substratabhingigen Wachstums. Diese
Fahigkeit der Proliferation ohne feste Anheftung dient als in vitro-Indikator fiir
Tumorgenizitat. Fir NIH 3T3-Zellen ist gezeigt, dass sie nach der Transfektion mit
Protoonkogenen die Eigenschaft erlangen, auf Poly-HEMA beschichteten Oberflichen zu
wachsen (Fukazawa et al., 1995). Werden 96-Well-Zellkulturplatten mit Poly-HEMA
beschichtet, kann man mit diesen Platten ein Mikroplate-Assay zur Quantifizierung
substratabhéngigen Wachstums durchfiihren. In Abbildung 23 ist die RET-Expression der fiir
den Transformationsassay eingesetzten Zellklone gezeigt. Fiir wt-RET (Abb. 23, Spur 1 und
Spur 2), +12bp-RET (Abb. 23, Spur 3 und Spur 4), Tyr791Phe-RET (Abb. 23, Spur 5 und
Spur 6) sowie fiir Leu790Phe-RET (Abb. 23, Spur 7) wurden die schwach exprimierenden
Klone eingesetzt, die fiir die Uberpriifung der ligandenunabhingigen Aktivierung der
Tyrosinkinase dienten. AuBlerdem wurden die stark exprimierenden Klone mit den
Mutationen Leu790Phe (Abb. 23, Spur 8), +9bp (Abb. 23, Spur 9) und +12bp (Abb. 23, Spur
10) in dem Transformationsassay untersucht, die in Abschnitt 6 fiir die Untersuchungen
koprazipitierter Phosphotyrosin-Proteine, in Abschnitt 7 auf die Bindung von GRB2 und in
Abschnitt 8 auf die Koprizipitation von PLC-y iiberpriift wurden.
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IP: RET
WB: RET

L

wt-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon 1)
wt-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon 2 )

: +12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon 1)

: +12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon 3 )

: Tyr791Phe-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon 1)
: Tyr791Phe-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon 2 )
: Leu790Phe-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon 1)
: Leu790Phe-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon 2 )
: +9bp-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon 1)

: +12bp-transfizierte NIH3T3-Zellen ( Klon 2 )

Abb. 23: Expression des RET-Rezeptors bei den fiir den Poly-HEMA-Assay eingesetzten Zellklone.
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Abb. 24: Proliferation der transfizierten Zellklone in unbeschichteten 96-Well-Platten
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Wie im Methodenteil beschrieben (s. 2.2.4.3), wurde ein Proliferations-Assay mit nicht-
beschichteten 96-Well-Zellkulturplatten durchgefiihrt (Abb. 24). Aus den Werten der OD bei
595 nm nach Loésung der MTT-Kristalle ist zu erkennen, dass das Wachstum der einzelnen
Klone sehr unterschiedlich ist. Die Vektor-transfizierten Zellen zeigen im Vergleich zu den
nativen NIH 3T3-Zellen eine hohere Proliferation (Abb. 24, Séule 2 und Sdule 3). Dies ist
jedoch keine regelméBige Konsequenz, die durch die Prozedur der Transfektion erfolgt. Dies
wird durch den Vergleich mit den RET7-transfizierten Méusefibroblasten deutlich. Die wt-
transfizierten Zellen des Klons wtK1 Proliferation (Abb. 24, Sdule 4) zeigen eine niedrigere
Proliferation als die Vektor-transfizierten Zellen. Der wt-Klon wtK2 (Abb. 24, Saule 5), der
eine hohere RET-Expression als wtK1 aufweist (Abb. 24, Spur 1 und Spur 2), zeigt eine

niedrigere Proliferation als der Klon wtK1.
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Abb. 25: Wachstum der Zellklone in Poly-HEMA beschichteten 96-Well-Platten.

Dass die Menge des RET-Proteins nicht direkt mit der Proliferationsrate der transfizierten
Zellen korreliert, ist an dem Wachstumder +12bp-Klone zu erkennen. Die anndhernd gleich
exprimierenden Klone 12K1 (Abb. 24, Siule 6) und 12K3 (Abb. 24, Siule 7) unterscheiden
sich in der Proliferation. Die sehr stark exprimierenden Zellen des Klons 12K3 (Abb. 24,
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Sdule 13) zeigen ein niedrigeres Wachstum als die Vektor-transfizierten Zellen. Die
Proliferation der beiden Tyr791Phe-Klone (Abb. 24, Sdule 8 und Saule 9) unterscheidet sich
nicht sehr voneinander und das Wachstum der Leu790Phe-transfizierten Zellen ist ebenfalls
dhnlich (Abb. 24, Sdule 10 und Sdule 11). Das Wachstum der dhnlich stark exprimierenden
Klone 790K2 (Abb. 24, Séule 11), 9K1 (Abb. 24, Saule 12) und 12K2 (Abb. 24, Séule 13) ist
sehr unterschiedlich.

Die Untersuchungen mit Poly-HEMA beschichteten Zellkulturplatten zeigten, dass die
nativen NIH 3T3-Zellen ein geringe Féhigkeit zum substratunabhidngigen Wachstum
aufweisen (Abb. 25, Sdule 2). Bei den Vektor-transfizierten Zellen erhoht sich diese Fahigkeit
(Abb. 25, Sédule 3), bei den wt-transfizierten Zellen veringert sich dagegen das Wachstum
beim Klon wtK1 (Abb. 25, Siule 4) und bei dem hoher exprimierenden Klon wtK2 (Abb. 25,
Saule 5). Die in der Expression mit wtK1 zu vergleichenden 12K1-Zellen (Abb. 25, Saule 6)
zeigen ein hoheres Wachstum, der ebenfalls in dieser Menge exprimierende Klon 12K3 (Abb.
25, Séule 7) zeigt im Vergleich zu 12K1 nur ein wenig geringeres Wachstum auf der Poly-
HEMA beschichteten Oberfliche. Bei den Zellen mit Tyr791Phe-RET (Abb. 25, Sdule 8 und
Saule 9) und Leu790Phe-RET (Abb. 25, Sdule 10 und Sdule 11) verringert sich die Fahigkeit
zum substratunabhédngigen Wachstum im Vergleich zu den +12bp-Klonen (Abb. 25, Saule 6
und Saule 7) und nihert sich den Werten der wt-transfizierten Klone an (Abb. 25, Siule 4 und
Sédule 5). Der Vergleich zwischen den stark exprimierenden Klonen 790 K2 (Abb. 25, Saule
11), 9K1 (Abb. 25, Sdule 12) und 12K2 (Abb. 25, Sdule 13) zeigt fiir die +9bp-RET Zellen
ein sehr hohes Wachstum, welches den Wert der Vektor-transfizierten um ca. das zweifache
iibersteigt. Die 12K2-Zellen und die 790K2-Zellen besitzen dagegen kaum die Eigenschaft
auf den Poly-HEMA beschichteten Platten zu wachsen.

3.1.11 Sof t - Agar - Experi nment e
Bei den Soft-Agar-Experimenten konnte keine Bildung von Zell-Clustern bei den

transfizierten Méausefibroblasten detektiert werden.
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3.2 Ergebnisteil B: Charakterisierung der humanen
neuroektodermalen Tumorzelllinie SK-N-MC und der humanen
Neuroblastom-Zellinie Kelly zum Aufbau eines flir die
Untersuchung der seltenen RET-Mutationen geeigneten in-vitro-
Systems.

Ziel war, eine humane Zellinie mit neuroektodermalen Ursprung in Kultur zu nehmen, die
keinen RET-Rezeptor, jedoch die Korezeptoren GFR-al und GFR-a2 exprimiert, so dass
nach der Transfektion mit der RE7-cDNA die Stimulierung mit den RET-Liganden GDNF
und NTN durchgefiihrt werden kann. Aullerdem ist es notwendig, eine Kontroll-Zelllinie zu
untersuchen, die ebenfalls neuroektodermalen Ursprungs ist und den wt-RET-Rezeptor sowie
die Korezeptoren GFR-ot1 und GFR-a2 exprimiert, um auszuschliessen, dass die Effekte der
Stimulierung mit GDNF und NTN bei den transfizierten Zellen Artefakte durch Transfektion

und/oder Uberexpression des RET-Proteins darstellen.

3.2.1 Uber pr iif ung der RET- Expression bei SK-N-MC-Zellen und
Kel l'y-Zel |l en

Fiir die Untersuchung der RET-Expression wurde eine Immunprézipitation mit dem RET-
spezifischen Antikérper und anschliessende Detektion mit Anti-RET durchgefiihrt. Als
Positivkontrolle wurden die TT-Zellen verwendet (Abb.26, Spur 1).

1 2 3 kDa

IP: RET
WBRET s =170
- - 150
1: TT-Zellen

2: Kelly-Zellen
3: SK-N-MC-Zellen

Abb. 26: Expression des RET-Rezeptors in humanen Zellinien neuroektodermalen Ursprungs.
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Die Kelly-Zellen exprimieren das RET-Protein (Abb. 26 Spur 2), wéihrend fiir die SK-N-MC-
Zellen keine RET-Expression nachweisbar ist (Abb. 26, Spur 3).

3.2.2 Ver gl ei ch der Expression der RET-Li ganden GDNF und
NTN

In autokrinen Systemen werden die von Rezeptor- Liganden von den zu stimulierenden Zellen
selbst exprimiert und sezerniert. Fiir den Aufbau des in vitro-Systems zur Untersuchung der
RET-Mutationen ist es notwendig, die zu transfizierenden Zellen sowie die Kontroll-Zelllinie
auf die Expression der RET-Liganden zu untersuchen, um die Daten bei der Auswertung der

Ergebnisse vor und nach der Stimulierung zu beriicksichtigen.

A.
1 2 3 4 KDa
- 28
-« 18
- 15
1: TT-Zellen
2: Kelly-Zellen
3: SK-N-MC-Zellen
4: Rekombinantes GDNF (100ng)
B.

1 2 3 4
T o —
N -
. = '

1: TT-Zellen

2: Kelly-Zellen

3: SK-N-MC-Zellen

4: Rekombinantes NTN (100ng)

Abb. 27: A: Expression von GDNF in humanen Zelllinien neuroektodermalen Ursprungs. B: Expression von
NTN in humanen Zellen neuroektodermalen Ursprungs.
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In Abbildung 27A ist die Expression von GDNF dargestellt. Als Positivkontrolle wurde
rekombinantes GDNF verwendet (Abb. 27A, Spur 4). Die C-Zellkarzinomzellen der TT-
Zelllinie wurden ebenfalls untersucht, um den Vergleich mit Zellen herzustellen, bei denen
die beschriebenen aktivierenden RET-Mutationen zur Transformation fithren. Die TT-Zellen
exprimieren ein hohes Mall an GDNF (Abb. 27A, Spur 1), die Kelly-Zellen (Abb. 27A, Spur
2) sowie die SK-N-MC-Zellen (Abb. 27A, Spur 3) exprimieren deutlich weniger Protein des
RET-Liganden.

Auch bei der Expression von NTN (Abb. 27B) zeigt sich eine hohere Expression bei den TT-
Zellen (Abb. 27B, Spur 1) als bei Kelly-Zellen (Abb. 27B, Spur 2) und den SK-N-MC-Zellen
(Abb. 27B, Spur 3). Als Positivkontrolle diente rekombinantes NTN (Abb 27B, Spur 4).
Wihrend die Expression von GDNF in den Kelly-Zellen und SK-N-MC-Zellen dhnlich stark
ist (Abb. 27A, Spur 2 und Spur3), zeigen die SK-N-MC-Zellen eine héhere Expression von
NTN als die Kelly-Zellen (Abb. 27B, Spur 2 und Spur 3).

3.2.3 Ver gl ei ch der Expression der RET-Korezeptoren GFR-al
und GFR- a2

Die Expression der RET-Korezeptoren GFR-al und GFR-02 wurde mittels RT-PCR
iiberpriift. Die C-Zell-Karzinomlinie TT exprimiert den RET-Korezeptor GFR-al sehr stark
(Abb. 28, Spur 1), die Expression von GFR-a2 konnte in dieser Zelllinie nicht nachgewiesen
werden (Abb. 28, Spur 1). Die Kelly-Zellen zeigen ebenfalls eine starke GFR-o1-Expression,
GFR-a2 wird vergleichsweise schwach exprimiert (Abb. 28, Spur 2). Die SK-N-MC-Zellen
zeigen im Vergleich zu den Kelly-Zellen und den TT-Zellen ein umgekehrtes
Expressionsmuster der untersuchten RET-Korezeptoren (Abb. 28, Spur 3). GFR-a2 wird in
diesen Zellen stark exprimiert, wihrend fiir GFR-ol nur eine sehr schwache Expression

nachweisbar ist.

3.2.4 Uber pr tf ung der |igandenunabhangi gen Di neri si erung
der Mutationen in
Exon 13

Um sicher zu gehen, dass die Ergebnisse beziiglich der ligandenunabhéngigen Dimerisierung auf das humane

Zellsystem Ttbertragbar sind, wurden mit den Zelllysaten der wt-transfizierten SK-N-MC-Zellen, und der
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Mutationen +12bp, Leu790Phe und Tyr791Phe Western Blot-Analysen unter nicht reduzierenden Bedingungen
durchgefiihrt. Fiir diese Untersuchungen wurden schwach exprimierende Klone verwendet. Die Proteine des
wt-RET zeigen die monomeren Formen bei 150 kDa und 170 kDa (Abb. 29, Spur 1), wobei das 150 kDa
Monomer nur schwach zu sehen ist. Das RET der +12bp-Mutation zeigt ein Signal bei ca. 300 kDa (Abb. 29,
Spur 2), wahrend fiir das RET mit den Mutationen Leu790Phe und Tyr791Phe lediglich die Monomere

detektierbar sind (Abb. 29, Spur 3 und Spur 4).
3

1: TT-Zellen
2: Kelly-Zellen
3: SK-N-MC-Zellen

Abb. 28: Expression der RET-Korezeptoren RNA in humanen Zelllinien neuroektodermalen Ursprungs.

1: wt-transfizierte SK-N-MC-Zellen

2: +12bp-transfizierte SK-N-MC-Zellen

3: Leu790Phe-transfizierte SK-N-MC-Zellen
4: Tyr791Phe-transfizierte SK-N-MC-Zellen

Abb. 29: Untersuchungen zur ligandenunabhédngigen Dimerisierung des RET-Rezeptors in transfizierten SK-N-
MC-Zellen.
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3.2.5 Ver &nderung der Morphol ogie transfizierter SK-N MC
Zel l en

Abb. 30: A. Native SK-N-MC-Zellen, B. wt-transfizierte SK-N-MC-Zellen, C. +12bp-transfizierte SK-N-MC-
Zellen, D. Leu790Phe-transfizierte SK-N-MC-Zellen, E. Tyr791Phe-transfizierte SK-N-MC-Zellen
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Die nativen SK-N-MC-Zellen zeigen polygone Formen (Abb. 30A). Teilweise sind
Zellausldufer zu erkennen, welche den Zellen ein lidngliches Aussehen verleihen (ausgefiillte
Pfeile). Andere Zellausldufer sind eher sternenformig (nicht ausgefiillte Pfeile). Die Zellen
wachsen in Gruppen. wt-transfizierte Zellen wachsen in Gruppen weniger ausgeprigt (Abb.
30B). Es kommt statt dessen verstirkt zur Ausbildung von Zellauslidufen. Ahnlich sehen die
+12bp-transfizierten SK-N-MC-Zellen aus (Abb. 30C), nur ist bei diesen Zellen die
Ausbildung von Ausldufen noch intensiver. Die Leu790Phe- (Abb. 30D) und Tyr791Phe-
transfizierten Zellen (Abb. 30E) bilden im Gegensatz dazu kaum Zellausldufer.
Sternenformige Zellen sind nicht zu erkennen. Nur wenig langliche Zellen wachsen. Im

Vergleich zu den nativen Zellen ist das Gruppenwachstum stirker ausgepragt.

3.2.6 Vergl eich der Proliferation zwi schen transfi zi erten-

und nicht-transfizierten Zell en

Um zu tiiberpriifen, ob die Expression der mutierten RET-Rezeptoren Auswirkungen auf die
Proliferation der Zellen hat, wurden Wachstumskurven erstellt. In Abbildung 31A sind die
nativen SK-N-MC-Zellen im Vergleich zu zwei wt-transfizierten Klonen und zwei
Leu790Phe-transfizierten Klonen dargestellt. Das Wachstum dieser Zelllinie ist durch eine
lange lag-Phase (Anlaufphase) charakterisiert. Erst nach 120 Stunden geht das Wachstum in
die exponentielle Wachstumsphase iiber. Die wt-transfizierten Zellen zeigen das gleiche
Wachstumsprofil wie die nativen SK-N-MC-Zellen. Die OD 595 der beiden wt-transfizierten
Zellen und der nativen Zellen liegt nach 144 Stunden bei ca. 0,6. Die Zellen, welche mit der
Leu790Phe-cDNA transtfiziert worden sind, zeigen bis 120 Stunden ein dhnliches Wachstum
wie die wt-transfizierten Klone. Danach steigt die Wachstumsrate der Leu790Phe-
transfizierten Zellen jedoch deutlich steiler als bei wt-transfizierten Zellen und nativen SK-N-
MC-Zellen. Die OD liegt nach 144 Stunden bei 0,77 und ist somit um das ca. 1,28-fache
hoher als bei den wt-transfizierten Zellen. Beim Vergleich zwischen den wt-transfizierten
Zellen und Tyr791Phe-exprimierenden SK-N-MC-Zellen (Abb. 31B) stimmen die Ergebnisse
mit denen des vorherigen Vergleichs tiberein. Auch bei den beiden untersuchten Tyr791Phe-
transfizierten Klonen steigt die Wachstumsrate nach 120 Stunden steiler an als bei den beiden
wt-transfizierten Klonen und den nativen SK-N-MC-Zellen. Der OD 595-Wert liegt mit 0,78
nicht signifikant hoher als bei den Leu790Phe-transfizierten Zellen mit 0,77. Die +12bp-
exprimierenden Zellen zeigen im Vergeich zu den transfizierten Klonen mit Mutationen im

Exon 13 und mit den wt-transfizierten Zellen ein anderes Wachstumsprofil (Abb. 31C). Schon
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OD 595 nm

OD 595 nm

nach 72 Stunden ist zu sehen, dass die Proliferation langsamer verlduft. Nach 120 Stunden

wird das differente Wachstum deutlich. Wahrend, wie oben beschrieben, die wt-transfizierten

Zellen in die exponentielle Wachstumsphase {iibergehen, bleibt dies bei den +12bp-
exprimierenden Zellen aus. Fiir den 12b-Klon liegt die OD 595 nach 144 Stunden bei 0,45
und fiir den Klon 12d bei 0,35.
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Abb. 31: Proliferation der transfizierten SK-N-MC-Zellen im Vergleich zu den nativen Zellen.
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Die Wachstumsrate liegt bei 12b damit um das 0,75-fache niedriger als bei den wt-
transfizierten Klonen, bei 12d um das 0,58-fache niedriger. Abbildung 31D verdeutlicht die
Unterschiede im Wachstum zwischen den verschiedenen Mutationen. Es sind alle neun
Wachstumskurven {ibereinander dargestellt. Fiir die Klone mit den Mutationen in Exon 13
und den Klonen mit der 12bp-Duplikation sind charakteristische Verdnderungen in der
Proliferation im Vergleich zu den wt-transfizierten Klonen und den nativen SK-N-MC-Zellen

zu erkennen.

3.2.7 Sequenzver gl ei ch der RET- Am nosaur esequenzen

ver schi edener Spezies

Gezeigt ist das Alignement der RET-Rezeptoren von Drosophila melanogaster, Danio rerio,
Mus musculus und Homo sapiens (Abb. 32). Die meisten Sequenzunterschiede sind in der
extrazelluliren Doméne zu dem Rezeptor von Drosophila melanogaster vorhanden.
Interessant ist der Vergleich der Cystein-Reste in der cysteinreichen Domine. Zwolf Cystein-
Reste sind in den Rezeptoren aller vier Spezies vorhanden. Cystein 630 und Cystein 634
werden bei Drosophila melanogaster durch Glutamin und Leucin ersetzt. In der
Tyrosinkinase-Doméne gibt es eine sehr hohe Sequenzhomologie zwischen den Spezies. Die
in dieser Arbeit untersuchten Reste Leucin 790 und Tyrosin 791 sind jeweils innerhalb von
drei Spezies konserviert. Leucin 790 ist im Rezeptor von Drosophila melanogaster, Mus
musculus und Homo sapiens vorhanden, Tyrosin 791 kommt in Danio rerio, Mus musculus
und Homo sapiens vor. Die beiden Reste sind flankiert von jeweils drei Aminosduren, die in

allen vier Spezies konserviert sind.

3.2.8 Sequenzver gl ei ch der Am nosaur esequenzen der Kinase-

Dondnen ver schi edener humaner Tyr osi nki nase- Rezept oren

Gezeigt ist das Alignement des RET-Rezeptors, des FGF-Rezeptors 1, des VEGF-Rezeptors,
des TRK-Rezeptors A und des Insulin-Rezeptors (Abb. 33). Hochkonserviert sind die
Sequenzen der ATP-Bindungsdomédne und der katalytischen Doméne. Auch in der
Aktivierungsdomédne und C-terminal derselben gibt es viele Sequenzhomologien zwischen
den hier aufgefiihrten Rezeptoren. Das Leucin 790 des RET-Rezeptors ist in drei der vier

weiteren Rezeptoren vorhanden. Der Tyrosin-Rest 791 des RET-Rezeptors ist an dieser Stelle
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einzigartig

in den verglichenen Rezeptoren, liegt jedoch direkt neben

hochkonservierten Glycin-Rest.
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I, Cadherin-Domndne
PEIFHQFRL CPNIZVAYRLLEGEGLPFLCANDELE DRE----- QEE
P EYHEHM CENISVRYSLIGEDELEPFLCDEDCLE DRE----- LLE
EPGALRHVRRFTHMEICPNYTI SYGVVAGISVEFAVDD 8T SELVVTAQVDRE- - - - - EEE

EPVLIGALNSPAARY LCPHVELEY 3LNAG- B8HFVLEONRLY TROTLDHDELNGLNARAG

YELVAVCTVH-A-AREEVVMVErEVIVYDEDD AP THPAGYDT VEF EDTWV
FVLEALCIVAGEP - ANEETYWTL AN DV VYDEDD S AR T HBGEEET VEF BTV
YYHLDIVCMVE-TERNLEEVFRELHVNIYDEDDNEEP-YVHNGITDTEDVLVEFDRSEGTVES
QLOARTITCTVELESRDORREFSRILDIFLLDRNDNGEPRLOES SSRFDFYLEQEPYFQADEER

TLRVEDADVVEAS=— Br-—-—--- LLPCDTWAQOTE L VEHWENE TSV DANGEFY
TLOVEDADVURAS-— NT-———-- LLgcDhawAQ TFRVEHAEIETL Y OV NN AW
TLFVYDRDTTEVYPTHOVONELYET-——-—— LMTHNLSWIENNFATIEHEFREERATFGN-—-V

GENVIYVDEDTLEANAHLVY AVHNDSHGLFRPDCHAYEADHTGRPFHTIVECOLRF BERNGY

PATVHDYRLVLNENLE L ZE-———— NETMOLAVLWVNDEDE OFE ---VLLLHFNVZVLFE
PATMHNYRLILNESLE L iE-——-—-— BRVLOLAVLWVNDEDE QR G-—-ILVLHFNVZVLE
RETVHEYRELELSQNLEVIE-—--—- QRBEFLLEZYLVNDTTFPZEFEG-——-—-TVLLHFHNVTVLE

FRETEY CWELEARDLTIVERVDAMBATANYVCYHINLEELHESEQCELPQALPLEAROHRIFE

VAIHLE-3TY3L3VERPARPFAQTIGEVCVENC QAR S GTINV Y LHI D GAN S - —-——-————
VT INLE-RAY 3FPVNERAR PY AQTGEVCVENCOER S GW3T N ELOP 3TN T-———————
VEPIRFSNVITY 3FTVEQRATTY 30T GEVCVENCORFRGIDVTYOLETIVDRNITAEAQSCYW
EREEFNGDEAGRELEFPTVDYDEDVAEVYRBAASNFRYVOPDSFLDLMRLESIR--FDIVE

T A GILEVHNDTREALRREPRCAELHYMV A QT 3RQAQAQLLV FEYWVA
A F GTLEVHNDTEALRRPECTELOY TV VAT DROTIREOT A 3LV FT3IT
AVELAQNEPNDNTGVLY VD TEVLERPECOELEY WV IAQE CONELOARTOLTY3FQCEADS
DELGAFGITATEIVEFVENEFOVLEEAPETIYFLNVTWID CORL3HVRVINVHLVHSZREPEN

ASTE-———— LOCAVIFERRLECE GLEGCPTERCEWROGH SEET BATCEPOTRTC
VolE————— EOCAVNERREPECE GLEOPTERCEWROEDSRGET ATCEPOTRTC
LETDEFPR---FPACAEERCQRGDCEATRGLGARPTERCOWROSGRDEST SERY ATCEPNLGETC
TRCELEVESRIQTCAQTIEY Q3O VRY CGLATGEEICOWREGENIAMFGTRY E3CVEPESRYC

FDGHCDYVVETQDINICEPQDCLEEIIVEE- - HERPCEPRGIFAG GTCHCFEEEERCEFCE
FDGHCDAVESRDANTICEPQDCLEADTIVEG- - HERCEROGIFAG GTCHCFEDEERCEFCE
POy CDATESENISICPODC33EATTIGG- - YER-DLYGIFAGHETCY CFEG-— - RCFCERD
FDHVCDEPLEELNPMACEODCTRAGRIVEGPHE SNENERGIYEAIGTCICE-DNGRCECAPL

einem
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C63
Transtnembran-Regon

hret =  D-=———————— e — ICDELCDELCHTVIAALY FEFIVEVLL B4

mret = = [m—m——mmmmmmm e m e BOGEPLODALCHTIITAA- LFSLITSILLAST

drret E-——mmmm e PEDDICHNDMCKETVIATGIILEFIVEVLLIEEY
dret EEFEMEEPRKRENETEAEPLLEGVRRGTEPFNQF LODPMLLGVLNAAGFECDRICMFFVIT
hret HOYHEFANEPET 3S3AEMTFEREAQAFEVAY S ARRFILDSMENOVEVDAFEILE-D
mret CHHHEHGHEPET ASAEMTFCREAQGFETAY S TREFSLDSTENQVEVDSFKIPE-D
drret FIHRYHETTEEPETAZARMTF ERPAQSYET 8V SANNVREASLD SMENQVATDTFETEE-D
dret PLLFVLLLLCLL TAQREMLOEELGEQIMTT S 2EQATL PE 3GaGDFATMPLQSGFRFESGD

ATP-Bindungs Dorréne TK -Datnane 1
hret EEWEFERENLVLGETL GEGEF GHVVEATAFHLEGPAGY TTVAVEMLEENASESELEDLL 2
mret EEWEFERENLVLGET GEGEF GEVVIATAFRLEGAGY TTVAVEXLEENASQIELEDLL S
drret EEWEFERENLVLGETVEEGEF SR ATAFRLEGRAGY TTVAVEMLEENASHIELREDLL S
dret AFWEFEREELQLDTVLGEGEFGQVLEGFATETAGLEGI TTVAVEMLERGENIVEYMALL
L790Y791 . .
I_I‘_I Kinase-Insett Dotréane
hret EFVLEOVNHPHYIEL Y GACSODGPLL LI VEYAEY G LE-FLEESREVEEGY LGS RN
mret EFNLLEOVNHPHYIEL Y GACSODGPLLLIVEYAEY GELRE-FLEDSRETGRAY VG RN
drret EFTLLEQVNHPHYIEMY GACSODGPLY LI VEYAEY G2 LENFLEE SREVGE SYMENDANEN
dret EFQLLOEVEHPNVIKL LEGACT S 8RAP L LI TEYARY G LESYILRL3RETRCAGVDFADG— —
TE -Dotnéne 2 Fatalytische Dorrdne
hret 280 LDHPDERALITMGD LT SFAWQT S0EMOY LAEMELVHRD LAARN T LVARGREMETI|[ZDF &
mret 280 LDHEDERVLIMGDLT SFAWQT SREMOY LARMELVHRD LAARN T LVARGREMET|ZDF
drret Sy LENEDERALTMGDLT SFAWQT SREMOY LAEMELVHRD LAARNVL VARSREMET 2DF &
dret ————-———- VEEVNVEMYVLTFAWOT CEGMAY L SELELVHRD LAARNVLLADGEICETSDF G
Altivierungs Domdne

hret LERDVYEED SYVERSQGRIPVENMATESLFDHIY TTOSD VWS F VL LWEI VT LEEHNEPYE G
mret LERDVYEED Y VERSKGRIPVENMATESLFDHIYTTOSD VWS F VL LWEI VT LEEHNEYE G
drret LERDVYEED SY VELSEGRIPVENMATIESLFDHIYTTOSD VWS F VL LWEIVTLEEHNEPYE G
dret LTRDVYEDDAY LERSRDREVEVENMAPE SLADHVY TSRS D VWS FSVLCWELITLEASPYE G
hret IFPERLFNLLETGHRMERPDNCSEEMY R LML OCWECEFPDERP VF A DI SEDLEFMMYVERRD
mret IFPERLFNLLETGHREMENPDNCEEEMY R LML OCWRCEEDEREP VF 2 DI SEDLEFMMVE SR
drret IAPERLFNLLETGYRMEKPENC TDEMYNLMLRCWECESDKRPTF 3D SEELEFMMYVESRD
dret IAPONLWSLLETGYRMDEPENC S EAVY SIVRTCWADEP NGRP SFEFLASEFEELLGHNAR
hret YLDLAASTESDSLIYDDELIEEETPLVDCHUNAPLERALE STWIENELY ZM 3D PNWE GE 3B
mret YLDLAASTESD LLYDDELIEEETPLVDCHUNAPLERSLESTWIENELY M 3D PNWEZE SF
drret YLDLALSTPADALLYDDSLIEEDTPLVDC SNAPLERTLESTWIENELY =M S¥YPNWEEESE
dret YIDLETHAVSNPLYCGDD SALITTELSEPESLOHLWSPPRIAYDIHDOAT SYDOSEEEME
hret VELTRADG= === —————— T FERYPHND VY AN —————————————————————— ——
mret VELTRADG= === —————— TETCFERYAND B VY AN ————————————————————————
drret VEFNRLDA—-—————————— THEPVFTRYAND B VY AN —————————————————————— ——
dret VT STAPPSYDLPRPLILDATANGOVLEYENDLRFPLNIPESSCTESY SHMT SEPPATTSLE
hret ———-———-——- WML S E 3 AR LMD P F DS ———mm———mm— mmm e m
mret = = o——————————- WMV S E S AR LMD T F DS ———mm—m—mm— mmm e —mm
drret =  ——-————--—- MWMALHSPARIVD TID S - ————————————————mm——————————— - ——
dret HYaVEVERGRIYVLDMTNESLIPDNLD SREFERHL SETI SFRF 33 LLNLSETEEV 2P GWQA

Abb. 32: Sequenzvergleich der RET-Rezeptoren von hRET: Homo sapiens, mRET: Mus musculus, drRET:
Danio rerio und dRET: Drosophila melanogaste. d: in allen aufgefiihrten Spezie konservierte Cystein-Reste
Farblegende: : konserviert in Mus musculus und Homo sapiens, : konserviert in Drosophila
melanogaster, Mus musculus und Homo sapiens, dunkelgriin: konserviert in Danio rerio, Mus musculus und
Homo sapiens, oliv: konserviert in Drosophila melanogaster, Danio rerio und Mus musculus, blau: konserviert
in allen vier Spezies.
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hRET

hFGFR1
hVEGFR
hTRER
hINSE

hRET

hFGFR1
hVEGFR
hTREA
hINSE

hRET

hFGFR1
hVEGFR
hTREA
hINSR

hRET

hFGFR1
hVEGFR
hTRER
hINZER

hRET

hFGFR1
hVEGFR
hTRER
hINSR

hRET

hFGFR1
hVEGFR
hTREA
hINSE

hRET

hFGFR1
hVGFR
hTRER
hINSE

ATP-Bindungs Dorréne TE -Dométe 1

WEFPRKNLVLGKTIGEGEFGKVVKATAFHLKGRAG——YTTVAVKMLKENASPSELRDLLS

WELPRDELVLGEPLGEGCFGUVVLAEAT GLDEDEPNRVTEVAVEMLESDATEEDLSDLIS
WEFAREFLELGEILGRGAF GEVVOASAF GIFKIP-——- CRTVAVEMLEEGA TASEYEATLMT
HHIERRDIVLEWELGEGAFGEVFLAECHNLLPEQD-— FMLVAVEALEEAS -ESARODFOR
WEVSREKITLLRELGQGSFGMVYEGHARD I TIKGEA—-ETRVAVETVNESASLEERIEFL N

L7o0Y7o1 Kinase-Inzert

EFHVLKQVN—HPHVIKLYGACSQDG—PLLLIVEYAKYGSLRGFLRFSR ————————————

EMEMMEM IGEHENI INLLGACTODG-PLYVIVEYASEGNLREYLQARR————————————
ELKILTH IGHHLNVVNLLGAC TEOGGP LMV IVEYCKY GNLSNYLESKRDLFFLNKDAAL H
EAELLTMLO-HOHIVREFFGVCTE-GRPLLMVFEYMRHEGDLNRFLRSHG————————————
EASVMEGFT-CHHEVVRLLGVVSE- QP TLVVMELMAHGDLESYLESLR————————————

Datméne
—————— EVGEGYLGS GGSRMSS—————————————————————————SLDHPDERALFMG
———————— PPGLE¥CY¥NPFHN-—-=—=——===————==——————————————PEEQL 33K
MEPEEEKMEFGLEOGEEPRLDSVTSSESFASSGFOEDKSLSDVEEEEDSDGFYEER ITME
———————— PDAKLLAGGEDVAP-———————————————————————————————GFLGLG
———————— PEAENNPGRP————=—=====—===——————————————— ————————DPPTLQ
TK -Dornane 2 Katalytische Doméne Altivierung: Dorméne

DLISFAWQISOGMOYLAEMKL Y HRDLAARNILVAEGRFMEIEDFGLEEDVEIEEDS ¥VERS

DLVECAYOVARGMEYLASKEC IHRDLAARNVLVTED NVMKIADFGLARD ITHHIDY YEETT
DLISYSFOVARGMEFLSSRKC IHRDLAARNILLSENNYVVEICDFGLARD ITENPD ¥VREG
CLLAVASOVALGM TLAGLHFWHRDLATENCLWGOELVVEIGDEGMIRD IT3TD T YRV GG
EMICMAAEIAD GMAYLNAKEFVHRDLAARNCMVAHD FTVEIGDFGMTRD ITETD ¥ YREGG

P+l

QGRIPVEWMALESLFDHI ¥TTOSDVIWI FEVLLWE IVILGGNPYPGIPPEFLFN-LLETGH

HGRLEVEMAPEALFDRI ¥ THOSDVIWS FGVLLWE IFTL GG PYPGVEVEELFE-LLEEGH

DTRLPLEWMAPESIFDEI Y3 TESDVINS FEVLLWE IFSL GG PYPGVOMDEDFCSELEEGM
RIMLEIFWMEPPES ILY¥REFTTESDVIWI FGVVLWE IFTEGROPWEQLINTEAID-CITQGR
KEGLLEVEWMAPESLEDGVFTTSSDMWI FEVVLWE ITSLAEQPYQGLINEQVLE-FVMDGG

RMERPDHCSEEMYRLMLQCWKQEPDKRPVFADISKDLEKMM?KRRJ ——————————————

EMDEPSNCTNEL ¥MMMED CWHAVESORP TFEQLVEDLDRIVAL TSNQE-———— ————————
FMRAPEYSTPE I¥QIMLD CWHRDPKERPRFAEL VEKLGDLLOANVOODGEDY IPINAILT
ELERPRACPPEVYAIMRG CWOREP QORHS IKDVHARL QAL AQAPP———————————————
¥LOQPDNCPERVTDLMRMCTWOFNPEMRPTFLE IVNLLEDDLHP 5 ————————————————

Abb. 33: Sequenzvergleich verschiedener humanen Rezeptor-Tyrosinkinasen. Farblegende: blau: in allen
verglichenen Rezeptoren vorhanden

79



3.2.9 Lokal i sati on der Miutati onen i m Exon 13 des RET-
Rezeptors

Bis heute sind mehrere intrazelluldire Mutationen im RET-Gen beschrieben, die mit dem

Auftreten der MEN 2 assoziiert sind. In Abbildung 34 ist ein Model der Kinase-Doméne des

RET-Rezeptors gezeigt.

Abb. 34: Modell der Tyrosinkinase-Domine des RET-Rezeptors

Farblegende: rot => 100 % Sequenzabweichung zu den fiir die Berechnung des Modells verwendeten Template-
Sequenzen, => Glycin-reiche Region Gly731-Gly736, => Tryptophan 717 und Glutaminsiure 718,

=> an der ATP-Bindung beteiligte Aminoséueren, pink => Leu790, lila => Tyr791, (A und B) =>
katalytische Domine und Aktivierungsdoméne; (C und D) => katalytische Domine, Aktivierungsdoméne

Tyr791 umgebende Aminosiuren (Leu724, Val725, Leu 726, Val755, Ala756, Leu757).
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Im Gegensatz zu der Mutation in Codon 918 (im Modell nicht farbig markiert) liegen die
Mutationen im Exon 13 nicht in der Aktivierungsdomine (weiss) des Rezeptors (Abb. 34A).
Vielmehr sind die beiden Mutationen Leu790Phe (pink) und Tyr791Phe (lila) nahe der ATP-
Bindungsregion (orange). Der Tyrosinrest 791 ragt dabei von der ATP-Bindungsdoméne weg.
Er ist von aliphatischen Aminosduren wie Valin, Leucin und Alanin umgeben (Abb. 343C,
Vergroflerung). Durch die Mutation Tyr791Phe verliert die aromatische Gruppe der Tyrosin-
Seitenkette die Hydroxylgruppe (Abb. 34D). Die Seitenkette des Leucin 790 ist in rdumlicher
Néhe zu Leucin 730 (orange) und zu Tryptophan 717 (gelb; Abb. 34A, VergroBerung). Die
Mutation Leu790Phe verdndert die Lage der drei Reste zueinander (Abb. 34B).
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4 Diskussion

Rezeptor-Tyrosinkinasen spielen eine Schliisselrolle in den zelluldren Signalprozessen.
Normalerweise ist ihre katalytische Aktivitit in Zellen unter strenger Kontrolle. Diese
Kontrolle besteht zum einen in der Expression von Liganden, Korezeptoren, dem Rezeptor
selbst, sowie der an der Signalkaskade beteiligten Proteine und der durch sie aktivierten
Transkriptionsfaktoren. Auch die Expression und Aktivitdt von deaktivierenden Phosphatasen
ist essentiell fiir die Regulation der intrazelluldren Tyrosinkinasen. Zum anderen ist die
Struktur des Rezeptors wesentlich an der Autoregulation der Kinasen beteiligt.
Kristallstrukturanalysen der Kinase-Domadnen vom Insulinrezeptor (IRK) (Hubbard et al.,
1994) und vom Fibroblast Growth Factor Receptor 1 (FGFRI1K) (Mohammadi et al., 1996)
gaben Aufschluf iiber die molekularen Mechanismen, die eine Autoinhibition der Kinase-
Aktivitdt durch Tyrosinreste in der Aktivierungsdomine bewirken. Die zwischen den RTK's
konservierte Sequenz Asp-Phe-Gly (DFG) (s. Abb. 33, Seite 81) verhindert im nicht-
aktivierten Insulinrezeptor die Bindung von ATP. In der FGFR1K interferiert die Sequenz mit
dem konservierten Prolin 663 (P+1) (s. Abb. 33, Seite 81) und inhibiert auf diese Weise die
Substratbindung. Phosphorylierung spezifischer Tyrosinreste in der Aktivierungsdoméne nach
der Ligandenbindung hebt diese Mechanismen der Autoregulation auf. Es folgen
Autophosphorylierung und Induktion der Signalkaskaden.

Die MEN 2B-assoziierte Mutation Met918Thr liegt in der Aktivierungsdomine der TK2-
Domine, fiinf Aminosduren von dem konservierten Prolin entfernt, welches bei dem FGF-
Rezeptor die Substratbindung beeinflusst. Das urspriingliche Methionin in Position 918 ist bei
den Rezeptor-Tyrosinkinasen konserviert (s. Abb. 33, Seite 81). Obwohl es durch den
Aminosdure-Austausch nicht zur ligandenunabhingigen Dimerisierung kommt, handelt es
sich um eine aktivierende Mutation (s. 1.9, Seite 14). In diesem Fall wird offensichtlich ein
autoregulatorischer Mechanismus ausser Kraft gesetzt und damit eine konstitutive
Aktivierung RET-spezifischer Signalwege ausgeldst.

Es gibt auch Beispiele fiir regulatorische Funktionen extrazellulirer Doméanen von RTK's.
Fiir die Stabilisierung des FGF:FGFR-Rezeptorkomplexes ist die Bindung von Heparin oder
Heparan-Sulfat-Proteoglykan (HSPG) notwendig (Spivak-Kroizman et al., 1994). Im
monomeren FGF-Rezeptor ist die Heparin-Bindungstelle durch intramolekulare Interaktionen
zwischen einer Ig-dhnlichen Doméne und einer Sequenz saurer Aminosduren verschlossen.
Dadurch wird verhindert, dass der Rezeptor durch HSPG allein, welches in der extrazelluliren

Matrix vorhanden ist, durch Dimerisierung aktiviert wird (Plotnikov et al., 1999). Der FGF-
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Rezeptor besitzt somit in der extrazelluliren Doméne, zusitzlich zu der Ligandenbindung,
eine autoregulatorische Funktion.

Mutationen im RET-Protoonkogen, die mit der MEN 2 assoziiert sind, betreffen bei der MEN
2A/FMTC zu iiber 66-75 % die extrazelluldre cysteinreiche Doméne (s. Tabelle 2, Seite 13).
Cysteinsubstitutionen haben eine ligandenunabhédngige Dimerisierung und konstitutive
Aktivierung der Tyrosinkinase zur Folge (Santoro et al., 1995). Die Dimerisierung ist auf die
Bildung intermolekularer Disulfidbriicken zuriickzufiihren. Es wird postuliert, dass der
fehlende Cysteinrest im nicht-mutierten Rezeptor an einer intramolekularen Disulfidbriicke
beteiligt ist, und durch die Substitution ein Cysteinrest ,.frei“ wird. Dieser geht eine
Disulfidbriickenbindung mit dem ,,freien” Cysteinrest eines anderen mutierten Rezeptors ein.
Somit hitte die Anzahl der Cysteinreste in der extrazelluliren Domédne des RET-Rezeptors
und die Bildung intrazelluldrer Disulfidbriicken eine autoregulatorische Funktion.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob es sich bei den sehr seltenen MEN 2A-
assoziierten Duplikationen in Exon 11 und bei den haufiger vorkommenden Mutationen in
Exon 13 des RET-Rezeptors um aktivierende Mutationen handelt. Dafiir wurden
eukaryotische Zelllinien transfiziert und die Auswirkungen unter zellbiologischen Aspekten,
wie Verdnderungen in der Morphologie, Wachstumsrate und Transformationseffizienz
untersucht. Ausserdem wurden Protein-Analysen zur Dimerisierung der Rezeptoren, der
Aktivierung der Tyrosinkinase, und den an den Rezeptor gebundenen Proteinen durchgefiihrt.
Fiir Vergleiche zu anderen Rezeptor-Tyrosinkinasen und zur Strukturanalyse wurden

geeignete Datenbanken verwendet.

Ein zusdtzliches Cystein in der cysteinreichen Domdine der extrazelluliren Region resultiert

in einer ligandenunabhdiingige Dimerisierung

Die Untersuchungen der RET-Mutationen wurden in dieser Arbeit zundchst in den
Mausefibroblasten der Linie NIH3T3 durchgefiihrt. Die Wahl des Zellsystems orientierte sich
an der Publikation von Santoro et al.,, 1995. In dieser Verdffentlichung wurden
Untersuchungen der Mutationen Cys634Arg und Met918Thr beschrieben.

Man geht davon aus, dass in normalen Zellen die Monomere von Rezeptor-Tyrosinkinasen im
Gleichgewicht mit spontan gebildeten Dimeren stehen (Schlessinger et al., 2000). Es ist nicht

auszuschliessen, dass durch die transfektionsbedingte Uberexpression eines Rezeptors dieses
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Gleichgewicht in Richtung Dimerbildung verschoben wird. Dies wire eine Konsequenz aus
der raumlichen Ndhe der Rezeptoren in der Zellmembran.

Das wt-RET in den transfizierten Zellen zeigt keine dimere Form im Western Blot unter
nicht-reduzierenden Bedingungen (s. Abb. 12, Seiten 53/54). Trotz der durch die Transfektion
bedingten Uberexpression ist beim wt-RET mit den gewihlten Methoden keine Dimerbildung
nachweisbar. Crosslinking-Experimente mit Disuccinimidyl Suberat (DSS) zeigen im
Western Blot geringe Dimerbildung fiir das wt-RET (Hennige et al., 2000).

Fiir die 9bp-Duplikation habe ich schon im Rahmen meiner Diplomarbeit zeigen kénnen, dass
es durch die Mutation zur ligandenunabhédngigen Dimerisierung kommt. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten  Experimente  zeigten, dass auch die 12bp-Duplikation eine
ligandenunabhingige Dimerisierung zu Folge hat (s. Abb. 12, Seite 53).

Somit sind die gezeigten Ergebnisse der Nachweis dafiir, dass ein zusétzliches Cystein in der
extrazelluldren cysteinreichen Domédne ligandenunabhingige Dimerisierung des RET-
Rezeptors verusacht (Arlt et al., 2000). In Abbildung 35 ist dargestellt, wie die beschriebenen
Mutationen in Exon 11 die Aminoséure-Sequenz nahe der Transmembran-Region verdandern.
Im Vergleich zum wt-RET ist allen Mutationen eine divergente Anordung der Cysteinreste
gemeinsam. Im Fall der Substitution und der Duplikationen kommt noch eine Verdnderung
der Anzahl von Cysteinresten hinzu. In beiden Féllen entsteht eine ungerade Zahl von
Cysteinen in der cysteinreichen Region.

Neben der klassischen Cystein-Substitution und den in dieser Arbeit untersuchten
Duplikationen ist eine 6bp-Deletion (Bongarzone et al., 1999) aufgefiihrt (A6-RET), die

ebenfalls zur ligandenunabhéngigen Dimerisierung fiihrt.

Cys
Cys Asp
Asp Glu
Glu Leu
Cys Cys Leu Cys
Asp Asp Cys His
Glu Glu Cys Arg Glu
Leu Leu ASp Thr Leu
Codon 634 s Arg Cys Cys Cys
Arg Arg Arg Arg Arg
Thr Thr Thr Thr Thr
F: |
Plasmamembran Val Val Val Val Val
Tle Tle Tla Ile Ile
wt-RET C634R A6-RET +9bp-RET +12bp-RET

RET

Abb. 35: Schematische Darstellung der Aminoséure-Sequenz des RET-Rezeptors nahe der Plasmamembran
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Die Autoren vermuten, dass sich die Cystein-Reste 634 und 630 zu nahe kommen, um
intramolekulare Disulfidbriicken zu bilden, und dadurch eine Bildung intermolekularer
Disulfidbriicken begiinstigt wird. Offensichtlich sind also die Anzahl und die Anordnung der
Cysteine entscheidend an der autoregulatorischen Funktion der cysteinreichen Domine
beteiligt.

Interessant ist der Vergleich der konservierten Cysteinreste zwischen den Spezies Drosophila
melanogaster, Danio rerio, Mus musculus und Homo sapiens (Abb. 32, Seite 79/80). Es zeigt
sich, dass die Cysteine 630 und 634 in dem RET-Rezeptor von Drosophila melanogaster nicht
vorkommen. Stattdessen besitzt das Protein in diesem Bereich eine Aminosdure-Sequenz, die
die Cysteinreiche Region von der Transmembran-Region entfernt. Die restlichen Cysteine der
cysteinreichen Region sind zwischen den hier aufgefiihrten Spezies hochkonserviert. In jedem
Fall handelt es sich immer um eine gerade Anzahl von Cysteinen. Dies unterstiitzt die
Vermutung, dass die Cysteinreste dieser Region intramolekulare Disulfidbriicken bilden. Eine
Verdnderung der Anzahl derart, dass eine ungerade Zahl von Cysteinresten vorhanden ist,

kann die Bildung von intermolekularen Disulfidbriicken begiinstigen.

Die Dimerbildung ist auf intermolekulare Disulfidbriicken zuriickzufiihren

Mit Ausnahme des Insulinrezeptors sind alle beschriebenen RTK's als Monomere in der
Zellmembran verankert. Die Dimerisierung dieser Rezeptoren wird durch Ligandenbindung
ausgelost. Beim RET-Rezeptor sind zusitzlich GPI-verankerte Korezeptoren notwendig,
welche die Ligandenbindung vermitteln (s. Abb. 4, Seite 9). Dieser komplexe
Aktivierungsmechanismus weist auf eine sehr fein abgestimmte Kontrolle der RET-
Aktivierung hin. Ob die Bildung des Multirezeptor-Komplexes zu intermolekularen
Disulfidbriicken zwischen zwei RET-Proteinen fiihrt, die das Dimer stabilisieren und die
Konformationsdanderung der intrazelluldren Kinase-Doméne bewirkt, ist nicht bekannt.

Die Cysteinsubstitutionen haben eine Bildung intermolekularer Disulfidbriicken zur Folge
(Santoro et al., 1995, Chappuis-Flament et al.,1998), offensichtlich ohne dass dafiir ein
Multirezeptorkomplex notwendig ist. Auch die Dimerisierung der mutierten RET-Rezeptoren
mit den zusétzlichen Cysteinresten basiert auf der Bildung intermolekularer Disulfidbriicken
(s. Abb. 12B, Seite 53). Durch diesen Mechanismus ist eine Kontrolle der Aktivierung durch

Liganden und Korezeptoren vermutlich nicht mehr mdglich. Es ist jedoch nicht
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ausgeschlossen, dass die Expression der Komponenten des Multirezeptor-Komplexes das
Ausmal} der Dimerbildung modulieren.

In vivo liegen diese Mutationen heterozygot in den Zellen vor, die RET-Korezeptoren
exprimieren. Moglicherweise hat die Koexpression des wt-Rezeptors und die Expression von
Liganden und Korezeptoren in den von der MEN 2 betroffenen Organen einen Einfluss auf
das Ausmall der Aktivierung der mutierten Rezeptoren. In transgenen Maiusen mit der
Mutation Cys634Arg konnte gezeigt werden, dass nicht alle Gewebe, deren Zellen den RET-
Rezeptor exprimieren, Tumore bilden (Kawai et al., 2000). Der Unterschied zu den
tumorbildenden Geweben ist bei den untersuchten Méusen eine hohe Expression der
Korezeptoren und keine nachweisbare Dimerisierung der mutierten RET-Rezeptoren. Diese
Ergebnisse suggerieren, dass die RET-Korezeptoren die mutationsbedingte Dimerisierung
regulieren konnen. Auch in COS-Zellen konnte gezeigt werden, dass die Expression von
GFRa-Rezeptoren die Tyrosin-Phosphorylierung iiberexprimierter RET-Proteine negativ
moduliert (Trupp et al., 1998).

Auch die in dieser Arbeit gezeigte ligandenunabhédngige Dimerisierung durch Bildung von
intermolekularen Disulfidbriicken wird mdglicherweise in vivo von der Expression der RET-
Korezeptoren beeinflusst. Dies wire eine mdogliche Erklarung dafiir, dass nicht alle drei

Organe mit der gleichen Haufigkeit betroffen sind.

Die MEN 2A/FMTC-assoziierten Mutationen Leu790Phe und Tyr791Phe in Exon 13

resultieren nicht in einer ligandenunabhdiingigen Dimerisierung

Beim MEN 2-Subtyp FMTC gibt es ausser der Schilddriise keine anderen Organe, die von
Neoplasien betroffen sind (s. 1.8, Seite 12). Die beschriebenen Mutationen in Exon 13 und
Exon 14 sind eher mit dem Phédnotyp des FMTC assoziiert (s. Tabelle 2, Seite 13). Die
Penetranz der Mutationen Leu790Phe und Tyr791Phe ist (laut der klinischen Daten) sehr
variabel (Berndt et al., 1998). Dies ist ebenfalls fiir die Mutationen im Codon 804 beschrieben
(Frohnauer et al., 2001). Fiir die Mutation Val804Leu wurde gezeigt, dass es nicht zur
ligandenunabhéngigen Dimerisierung kommt, jedoch eine Autophosphorylierung ausgelost
wird (Pasini et al., 1997). Die Phosphorylierung der Tyrosinreste ist bei dieser Mutation fiir
die Long-Isoform des RET-Rezeptors stérker als fiir die Short Isoform.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass die Mutationen Leu790Phe

und Tyr791Phe keine ligandenunabhidngige Dimerisierung verursachen (Abb. 12C, Seite 54).
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Dies war zu erwarten, da die bisher untersuchten Mutationen in Codon 918 und 804 in der
intrazelluldren TK1- und TK2-Doméne ebenfalls keine Dimerisierung zur Folge haben. Fiir
diese Mutationen konnte jedoch eine aktivierende Wirkung nachgewiesen werden. Deshalb

wurde die Autophosphorylierung der mutierten Rezeptoren untersucht.

Die Duplikationen in Exon 11 fiihren zu einer erhéhten Phosphorylierung der Tyrosinreste

im Protein

Die Phosphorylierung von Tyrosinresten erfolgt bei den RTK's nach der Bindung von
Liganden und der dadurch induzierten Dimerisierung (s. Abb. 1, Seite 4). Dadurch wird die
intrinsische katalytische Aktivitdt stimuliert (Hanks et al., 1991) und Bindungsstellen fiir
Signalproteine werden generiert (Pawson, 1995). Das Ausmal} der Tyrosin-Phosphorylierung
wird deshalb als Indikator fiir die Kinase-Aktivitit verwendet.

Fiir die 12bp-Duplikation konnte in dieser Arbeit der eindeutige Nachweis erbracht werden,
dass der Rezeptor stirker phosphoryliert wird als der wt-Rezeptor (s. Abb. 13, Seite 55).
Dafiir wurden die Proteine eines sehr schwach exprimierenden +12bp-Klons mit denen eines
starker exprimierenden wt-Klons verglichen. Bei dem +12bp-Klon ist, trotz der niedrigeren
Expression, ein wesentlich stirkeres pTyr-Signal zu erkennen als beim wt-RET.

Die Untersuchungen der +9bp-Mutation gestalteten sich etwas schwieriger, da lediglich stark
exprimierende Klone nach der Selektion gewonnen werden konnten. wt-RET-exprimierende
Klone mit dhnlich starker Expression gab es keine. Aus diesem Grund wurde ein +12 bp-Klon
mit hoher Expression fiir den Vergleich mit der +9bp-Mutation eingesetzt (s. Abb. 13A, Seite
55). Es zeigte sich bei beiden Mutationen eine sehr starke Phosphorylierung der Tyrosinreste
(s. Abb. 13B, Seite 55). Da fiir den +12bp-Rezeptor eine eindeutige Aktivierung durch die
Mutation gezeigt wurde, und das RET mit der +9bp-Mutation in Abbildung 13B eine &hnlich
hohe Phosphorylierung wie das +12bp-RET zeigt, kann man davon ausgehen, dass es sich um

eine aktivierende Mutation handelt.
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Rezeptoren mit den Mutationen in Codon 790 und Codon 791 zeigen Unterschiede in der

Phosphorylierung von Tyrosinresten

Da die in dieser Arbeit untersuchten Mutationen in Exon 13 keine ligandenunabhingige
Dimerisierung verursachen und die Mutationen in vivo eine geringere Penetranz als die
extrazelluliren MEN2A/FMTC-assoziierten Mutationen haben, stellte sich die Frage, ob eine
erhohte Rezeptoraktivitit nachweisbar ist. Es wurden gering exprimierende Klone mit den
Mutationen Leu790Phe und Tyr791Phe mit einem ebenfalls niedrig exprimierenden +12bp-
Klon und einem hoher exprimierenden wt-Klon verglichen (s. Abb. 17A, Seite 59). Es stellte
sich heraus, dass die Mutation in Codon 790, im Vergleich zum wt-RET ein stirkeres pTyr-
Signal zeigt (s. Abb. 17B, Seite 59). Die Aktivierung durch Autophosphorylierung ist dhnlich
stark wie bei den +12bp-Rezeptoren. Im Gegensatz dazu zeigt das RET mit der Mutation in
Codon 791 im Vergleich zum wt-RET keine Aktivierung durch Autophosphorylierung.
Dieses Ergebnis ist iiberraschend, da die beiden Codons nebeneinanderliegen und ein
dhnlicher Pathomechanismus wahrscheinlich ist.

Das Tyrosin in Position 791 ist eine potentielle Autophosphorylierungsstelle, wurde als solche
jedoch nicht beschrieben. Durch das im Vergleich zur Mutation Leu790Phe schwache pTyr-
Signal der Mutation Tyr791Phe wird suggeriert, dass unter normalen Bedingungen das Tyr
791 selbst phosphoryliert wird oder zumindest eine regulatorische Funktion bei der
Autophosphorylierung hat. Aminosduren, die an der Regulation der Kinase-Aktivitit beteiligt
sind, sind in der Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen meist konserviert. Der
Sequenzvergleich unter den vier Mitgliedern dieser Proteinfamilie zeigt jedoch, dass der
RET-Rezeptor als einziger ein Tyrosin an Position 791 hat (s. Abb. 33, Seite 81). Bei drei der
vier aufgefithrten Rezeptoren ist ein Leucin an dieser Position, bei einem die Aminosdure
Phenylalanin. Das weist darauf hin, dass das Tyr791 im RET-Rezeptor nicht zu den
Tyrosinresten innerhalb der Rezeptor-Tyrosinkinasen gehort, die durch Autophosphorylierung
eine Funktion bei der Regulierung der Kinase-Aktivitit erwerben. Das Leucin 790 ist in vier
der fiinf gezeigten Tyrosinkinase-Doménen vorhanden. Demnach ist es stirker konserviert als
das Tyrosin 791. Hochkonserviert ist das Glycin 792.

Der Sequenzvergleich des RET-Rezeptors zwischen verschiedenen Spezies (Abb. 32, Seite
80) zeigt, dass dem RET-Protein von Drosophila melanogaster das Tyrosin 791 fehlt.
Stattdessen ist ein Leucin an dieser Stelle. Das Leucin 790 ist bei Mus musculus durch ein
Methionin ersetzt. Beide Aminosduren sind von konservierten Resten flankiert. Die Tatsache,

dass beide Reste (Leu790 und Tyr791) nicht bei allen in dieser Arbeit aufgefiihrten Spezies
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vorhanden sind, bestétigt die Vermutung, dass sie keine essentiellen reaktiven Funktionen in
der TK1-Domine iibernehmen. Das schliesst nicht gleichzeitig aus, dass die in dieser Arbeit
untersuchten Mutationen Auswirkungen auf die Aktivitdt des Rezeptors haben. Wie oben
erwdhnt, konnen auch strukturelle Elemente im Rezeptor regulatorische Funktionen

ubernehmen.

Die Aminosduren Leucin 790 und Tyrosin 791 haben Einfluss auf die N-Terminale

Struktur des RET-Rezeptors

Die Tyrosinkinase des RET-Rezeptors besitzt zwei Kinase-Domédnen (TK1 und TK2), die
durch eine Kinase-Insert-Region voneinander getrennt sind (s. Abb. 32, Seite 80). Wéhrend in
der TK1-Doméne die ATP-Bindungsdoméne lokalisiert ist, befinden sich in der TK2-Domaéne
die katalytische Doméne und die Aktivierungsdoméne (Pasini et al., 1997). Die Codons 790
und 791 liegen in der TK1-Doméne. Fiir den FGF-Rezeptor ist gezeigt, dass die Aminosdure
Leucin 547 (L), welche dem Leucin 790 des RET-Rezeptors entspricht s. Abb. 33, Seite 81),
zusammen mit dem Lysin 536 (K) (im RET Lysin 780) gegen das konservierte Tryptophan
471 (W) (Tryptophan 717 im RET) gerichtet ist (Mohammadi et al., 1996). Die konservierten
Aminosduren Tryptophan 471 und und Glutaminsdure 472 (E) sind beim FGF-Rezeptor fiir
die strukturelle Stabilisierung im N-terminalen Teil des intrazelluliren Bereichs von
Bedeutung und scheinen die Grenze zwischen juxtamembraner Region und Tyrosinkinase-
Domine zu markieren. Das Modell der Tyrosinkinase-Doméne des RET-Rezeptors (Abb. 34,
Seite 82) zeigt, dass die Seitenkette des Leucin790 an das Tryptophan 717 heranragt. In
Anlehnung zu den Untersuchungen des FGF-Rezeptors ist anzunehmen, dass diese
Assoziation fiir die Struktur im N-terminalen Teil des RET-Rezeptors von Bedeutung ist. Das
Modell zeigt ausserdem, dass durch die Faltung des Proteins eine rdumliche Nihe des Leucin
790 zum Leucin 730 entsteht. Im FGF-Rezeptor entspricht Leucin 730 dem Leucin 484,
welches mit dem Adeninring des ATP’s Wechselwirkungen eingeht (Mohammadi et al.,
1996). Ist diese Wechselwirkung auf den RET-Rezeptor iibertragbar, hat die Mutation
Leu790Phe moglicherweise Auswirkungen auf die ATP-Bindung.

Die Seitenkette des Tyrosin 791 ragt von dem Tryptophan 717 und Leucin 730 weg (Abb.
34C, Seite 82) und ist gegen die aliphatischen Reste der Codons 724-726 und 755-557
gerichtet. Die durch die Mutation fehlende HydroxIgruppe des aromatischen Rings am

Tyrosin hat moglicherweise Auswirkungen auf die Wechselwirkungen der flankierenden
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Aminosduren. Es ist ebenfalls moglich, dass die Hydroxyylgruppe des Tyr791 im wt-Rezeptor
an einer Wasserstoffbriickenbindung beteiligt ist. In diesem Fall wéren strukturelle
Veridnderungen in dieser Region wahrscheinlich. Somit ist anzunehmen, dass die Mutationen
in Codon 790 und 791 Auswirkungen auf diese Struktur des N-terminalen Bereichs der
intrazelluldiren Region haben, die wiederum die Aktivierung der Tyrosinkinase des RET-

Rezeptors beeinflussen.

Die Bindung von pTyr-Proteinen an den RET-Rezeptor unterscheidet sich bei den

untersuchten Mutationen

In die Untersuchungen der wéahrend der Immunprézipitation koprazipitierten Proteine wurden
die Mutationen +9bp-, +12bp und Leu790Phe mit einbezogen. Fiir die Mutation Tyr791Phe
war kein Klon vorhanden, der soviel RET exprimierte, dass die koprizipitierten Proteine
detektiert werden konnten. Bei den Analysen der Tyrosinphosphorylierung des RET-
Rezeptors fiel auf, dass auch pTyr-Signale unterhalb von 150 kDa detektiert wurden (s.
Ergebnisteil A, Seiten 55-59). Bei der pTyr-Bande von 150 kDa ist nicht auszuschliessen,
dass es sich um PLC-y handelt. Diese bindet an den aktivierten RET-Rezeptor und wird an
spezifischen Tyrosinresten phosphoryliert. Moglicherweise iiberlagern sich die Signale der
150 kDa-Bande des RET s und die der PLC-y Bande.

Unterhalb der 150 kDa-Bande sind Unterschiede im pTyr-Muster zwischen den untersuchten
Mutationen zu erkennen (s. Abb. 18, Seite 61 und Abb. 19, Seite 62). Demnach binden an den
Rezeptor mit der Mutation Leu790Phe im Vergleich zu den extrazelluliren Mutationen wenig
Proteine mit phosphorylierten Tyrosinresten. Die pTyr-Signale, die detektiert wurden, sind bis
auf eine Ausnahme schwicher, als bei dem in der RET-Expression dhnlich starken +12bp-
Klon. Letzterer zeigt im Bereich 45 kDa bis 75 kDa deutlich stirkere pTyr-Signale als der
Klon mit der Leu790Phe-Mutation. pTyr-Banden, die zusdtzlich erscheinen oder
verschwinden, sind bei diesen beiden Mutationen nicht zu erkennen.

Die Unterschiede zwischen den beiden Duplikationen im Exon 11 sind ebenfalls deutlich
(Abb. 19, Seite 62). Insbesondere bei ca. 45 kDa ist das pTyr-Signal bei der +12bp-Mutation
wesentlich stirker als bei der +9bp-Mutation. Die Signale im Bereich 45 kDa bis ca. 65 kDa
sind bei der +12bp-Mutation insgesamt stidrker. Hingegen ist bei der +9bp-Mutation das
Signal bei ca 80 kDa stérker.
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Die phosphorylierten Proteine wurden nicht identifiziert. Es wire spekulativ, die Signale
anhand ihres Molekulargewichts RET-bindenden Proteinen zuzuordnen und zu diskutieren.
Dennoch ist deutlich, dass die hier untersuchten Mutationen im RET-Protoonkogen, trotz
dhnlicher Intensitidt der Autophosphorylierung, Unterschiede bei den koprézipitierten pTyr-
Proteinen zeigen. Die Ergebnisse der divergenten Koprizipitation von pTyr-Proteinen geben
einen Hinweis darauf, dass die beiden Mutationen unterschiedliche Auswirkungen auf
intrazelluldre Vorginge haben. Von besonderem Interesse ist dies beziiglich der Unterschiede
der mit den Mutationen assoziierten klinischen Phadnotypen. Wie in 1.10 (Seite 16)
beschrieben, ist der Phianotyp der +12bp-Familie durch eine ungewdhnliche Haufung von
pHPT und dem Fehlen von Phdochromozytomen charakterisiert (Hoppner et al., 1997). Die
9bp-Duplikation hingegen fiihrt zum Vollbild der MEN 2A (Hoppner et al., 1998).

Es ist nicht ausszuschliessen, dass der Rezeptor mit der +12bp-Mutation durch
charakteristische Aktivierung in den Epithelkorperchen der Nebenschilddriise Substrate zur
Verfiigung hat, die umgesetzt oder aktiviert werden. Auf diese Weise konnte der héufig
auftretende pHPT ausgeldst werden.

Auch bei der Leu790Phe-Mutation ist die geringe Koprizipitation im Zusammenhang mit der
durch klinische Daten suggerierten varriablen Penetranz eine interessante Beobachtung. Fiir
detailierte Aussagen miissten diese Ergebnisse jedoch nidher untersucht werden. Die Identitit
der koprizipitierten pTyr-Proteine sollte gekldrt werden, und die Ergebnisse sollten in
anderen Zelllinien reproduzierbar sein. Zunéchst kann die Untersuchung von koprazipitierten

Adapterproteinen Aufschluss auf eine divergente Aktivierung bringen.

Die Rezeptoren mit verschiedenen Mutationen unterscheiden sich in der Bindung von

GRB2

GRB?2 ist ein wichtiges Bindeglied zwischen Tyrosinkinasen und RAS (s Abb. 5, Seite 10).
Als GRB2-Bindestellen im RET-Rezeptor sind pTyr 1090 und pTyr 1096 identifiziert worden
(Alberti et al., 1998). Beide sind in der Short Isoform, mit der die Untersuchungen dieser
Arbeit durchgefiihrt wurden, nicht vorhanden. Die Bindung von GRB2 wird bei der Short
Isoform iiber eine Komplexbildung von RET, SHC und GRB2 vermittelt (Ohiwa et al., 1997).
Fir diese Komplexbildung ist die Bindung von SHC {iber die SH2-Domine an den
phosphorylierten Tyrosinrest 1062 notwendig. SHC wird bei diesem Vorgang ebenfalls an

spezifischen Tyrosinresten phosphoryliert, so dass es als Bindungsprotein fiir die SH2-
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Domine von GRB2 dient. Fiir die Short-Isoform des RET-Rezeptors gilt deshalb, dass eine
Koprizipitation des GRB2 ebenfalls ein MaB fiir die Bindung von SHC mittels der SH2-
Domine ist. Eine Alternative wire die Bindung von SHC iiber die PTB-Doméne (Arighi et
al., 1997).

In dieser Arbeit wurde die Koprizipitation von GRB2 zwischen stark exprimierenden Klonen
der Mutationen +9bp-, +12bp- und Leu790Phe untersucht. Der Vergleich zwischen +9bp-
RET und Leu790Phe-RET zeigt, dass die 9bp-Duplikation eine stirkere Bindung von GRB2
zur Folge hat als die Basensubstitution in Codon 790 (s. Abb. 20B, Seite 64). Im Gegensatz
dazu zeigt die die 12bp-Duplikation eine niedrigere Koprizipitation von GRB2 im Vergleich
zur Mutation in Codon 790 (s. Abb. 20C, Seite 64).

Kiirzlich wurde gezeigt, dass das Insulinrezeptor Substrat-1 (IRS-1) mit SHC um die Bindung
an pTyr 1062 im RET-Rezeptor konkurriert (Melillo et al., 2001). IRS-1 wiederum dient als
Bindungsprotein flir die regulatorische Untereinheit der PI3-Kinase. Die alternative Bindung
von SHC und IRS-1 konnte die Aktivierung unterschiedlicher intrazelluldrer Signalwege
modulieren und somit die biologische Antwort auf die RET-Aktivierung beeinflussen.

Die in dieser Arbeit gezeigte unterschiedliche Koprazipitation von GRB2 suggeriert eine
unterschiedliche Bindung von SHC mittels der SH2-Doméne. Neben der oben erwéhnten
alternativen Bindung von SHC {iber die PTB-Doméne konnte auch eine bevorzugte Bindung
von IRS-1 an pTyr 1062 die geringe Koprézipitation von GRB2 beim +12bp-RET
verursachen. Moglicherweise korreliert bei den hier untersuchten Zellklonen die

unterschiedliche GRB2-Bindung mit einer Verschiebung der aktivierten Signalwege.

Extrazelluliire und intrazelluliire Mutationen fiihren zu charakteristischen Verdinderungen

der Zell-Morphologie

Fiir die Transfektion der Linie NIH3T3 mit der RET cDNA der Mutationen Cys634Arg und
Met918Thr ist ein transformierender Phanotyp der exprimierenden Zellen beschrieben (Xing
et al., 1996). Fiir die 9bp-Duplikation wurde schon in meiner Diplomarbeit gezeigt, dass die
Zellen diesen transformierenden Phédnotyp mit Zell-Clustern und spindelformigen Zellen
zeigen. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Intensitdt der Auspriagung dieses
Phénotypes bei der +12bp-Mutation geringer ist (s. Abb. 22, Seite 66), jedoch auch die

Bildung von Zell-Clustern beobachtet werden kann.
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Die Zellen, die RET mit den intrazelluliren Mutationen Leu790Phe und Tyr791Phe
exprimieren, bilden keine Zell-Cluster, verdndern ihre Morphologie jedoch in
charakteristischer Art und Weise (s. Abb. 22 E und F, Seite 66). Sie sind abgeflacht und
zeigen teiweise eine Nervenzell-dhnliche Morphologie. Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass
durch den Rezeptor mit den hier untersuchten Mutationen in der TK1-Doméne spezifische

Signale tibermittelt werden.

Eine transformierende Wirkung lisst sich nur fiir die +9bp-transfizierten Zellen eindeutig

nachweisen

Unterschiedliche Wachstumsparameter verdndern sich, wenn eine normale Zellkulturlinie
transformiert. Regulatorische Mechanismen, welche die Zellteilung einschrinken, gehen
verloren. Die transformierten Zellen verlieren die Eigenschaft des substratabhingigen
Wachstums. Obwohl die molekularen Mechanismen, die diesen Kontrollverlust verursachen,
nicht im einzelnen bekannt sind, ist die Proliferation ohne feste Adhésion ein wichtiger in
vitro-Indikator fiir Tumorgenizitit (Shin et al., 1975). Die am héaufigsten angewendete
Methode, substratunabhidngiges Wachstum nachzuweisen, ist die Koloniebildung in Soft
Agar. Die Auswertung solcher Untersuchungen gestaltet sich schwierig, da die Grdsse der
Kolonien nicht beriicksichtigt werden kann und lediglich die Anzahl der Kolonien als Maf3
der Transformationseffizienz eines Protoonkogens dient. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Soft Agar-Experimente zeigten fiir keine der untersuchten Mutationen Koloniebildungen.

Fiir die Untersuchungen wurden die Zellklone, die bisher bei den Proteinanalysen eingesetzt
worden sind, verwendet. Fiir die +9bp-Mutation wurde von einer mit uns kooperierenden
Arbeitsgruppe eine Koloniebildung nachgewiesen (Hennige et al., 2000). Dies weist darauf
hin, dass es sich um eine transformierende Mutation handelt. Da in dieser Arbeit dasselbe
Protokoll fiir die Soft Agar-Experimente angewendet wurde, wie bei der Arbeitsgruppe in
Tiibingen, ist es unwahrscheinlich, dass die nicht erfolgte Koloniebildung auf methodische
Komplikationen zuriickzufiihren ist. Vielmehr besteht die Moglichkeit, dass unterschiedliche
Passagen von nativen NIH3T3-Zellen fiir die Transfektionen eingesetzt wurden. Dies konnte
Auswirkungen auf die molekulare Basis der untersuchten Zellen haben, die in dem einen Fall
eine Koloniebildung durch transformierende Gene moglich machen, in dem anderen Fall

nicht.
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In dem quantitativen Transformationsassay mit Poly-HEMA beschichteten 96-Well-Platten
konnte die transformierende Eigenschaft der +9bp-Mutation im Rahmen dieser Arbeit
nachgewiesen werden. Poly-HEMA ist ein anti-adhdsives Polymer, welches zunichst fiir
Untersuchungen zu Zusammenhingen zwischen Zell-Form und Wachstumskontrolle
eingesetzt wurde (Folkman et al., 1978). Transformierte Zellen besitzen die Eigenschaft, auf
Poly-HEMA beschichteten Oberflichen zu wachsen. Dies wurde zur Entwicklung eines
quantitaviven Transformationsassays genutzt (Fukazawa et al., 1995). In dieser Arbeit wurde
dieser Assay eingesetzt, um die transformierende Wirkung der hier untersuchten Mutationen
zu tuberpriifen (s. 3.1.10, Seite 67). Wieder wurden die selben Klone, mit denen die
Proteinanalysen durchgefiihrt wurden, verwendet. Parallel zu den Wachstumsversuchen
wurde die Expression des RET-Rezeptors detektiert (Abb. 23, Seite 68). Im Vergleich zu den
vorherigen Versuchen ist kaum eine Verdnderung beziiglich der RET-Mengen zu erkennen.
Lediglich der schwach exprimierende Klon 1 mit der Leu790Phe-Mutation zeigt in diesem
Blot ein kaum zu erkennendes Signal.

Das Wachstum auf unbeschichteter Oberfliche zeigt hohe Schwankungen zwischen den
einzelnen Klonen (Abb. 24, Seite 68). Eine Korrelation zwischen Mutation und Wachstum ist
dabei nicht zu erkennen. Auch einen Zusammenhang zwischen der Menge des exprimierten
RET und dem Zellwachstum gibt es nicht.

Die Fiahigkeit auf Poly-HEMA-beschichteter Oberfliche zu wachsen, ist nur bei den +9bp-
transfizierten Zellen deutlich ausgepragt (Abb. 25, Seite 69). Demnach handelt es sich um
eine transformierende Mutation. Dies bestétigt die Ergebnisse der Soft-Agar-Experimente der
Tiibinger Arbeitsgruppe. Erstaunlich ist, dass die +12bp-Klone nicht eine &hnliche
Proliferation auf der behandelten Oberfliche zeigen, da fiir diese Mutation, wie fiir die 9bp-
Duplikation, in dieser Arbeit eine ligandenunabhéngige Dimerisierung gezeigt werden konnte.
Auch eine im Vergleich zu dem wt-Rezeptor erhohte Phosphorylierung der Tyrosinreste ist
eindeutig  nachgewiesen worden. Beides sind charakteristische  Eigenschaften
ligandenunabhingiger aktivierter RET-Rezeptoren und sind fiir die Cysteinsubstitutionen
nachgewiesen. Andererseits wurde schon diskutiert, dass das pTyr-Muster der koprézipitierten
Proteine sich bei den beiden Mutationen unterscheidet, die SHC-vermittelte GRB2-Bindung
bei der +12bp-Mutation schwicher ist und der Phénotyp der transfizierten Zellen weniger
Zell-Cluster und spindelformige Zellen zeigt. Daraus kann man den Riickschluss ziehen, dass
es Unterschiede in der durch die Mutationen +9bp und +12bp ausgeldsten zelluldren Antwort
gibt, was moglicherweise Auswirkungen auf die Transformationseffizienz hat.

Moglicherweise sind die Bedingungen des Poly-HEMA-Assays zu stringent, um die
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transformierende Wirkung der 12bp-Duplikation zu zeigen. Auch fiir die Mutationen
Leu790Phe und Tyr791Phe konnte keine transformierende Wirkung in den NIH3T3-Zellen

nachgewiesen werden.

Beurteilung des gewiihlten in vitro-Modells

Die erste aktivierte Form des RET-Gens wurde aus transformierten NIH3T3-Zellen isoliert,
die mit cDNA’s aus einem humanen T-Zell-Lymphom transfiziert wurden (Takahashi et al.,
1985). Es handelte sich um ein durch Rearrangement entstandenes Fusionsprodukt, wie es
hiufig in papilliren Schilddriisenkarzinomen gefunden wird. Die Untersuchungen zum
Pathomechanismus der spéter entdeckten MEN 2-assoziierten Mutationen wurden zunichst
ebenfalls in NIH3T3-Zellen durchgefiihrt (Santoro et al., 1995). Mechanismen, wie die
ligandenunabhéngige Dimerisierung, konnen in diesem Zellsystem gut untersucht werden, da
keine spezifischen Proteine aus der Zelle einen Einfluss nehmen. In Bezug auf die Auslosung
intrazelluldrer Signalwege hat sich gezeigt, dass die Ergebnisse zum Teil einander
widersprechen. Santoro et al. zeigten, dass in Mausefibroblasten eine RET-abhédngige RAS-
Aktivierung nachweisbar ist, jedoch keine ERK2-Aktivierung detektiert werden kann. Auch
eine Aktivierung der PI3-Kinase konnte nicht nachgewiesen werden. Diese Untersuchungen
wurden allerdings mit einem Chimir-Protein aus der extrazelluldren Region des EGF-
Rezeptors und der intrazelluldiren Domine des RET durchgefiihrt. Das hatte den Vorteil, dass
ohne Kenntnisse liber den RET-Liganden Stimulierungen mit EGF durchgefiihrt werden
konnten. Melillo et al. konnten dagegen zeigen, dass aktiviertes RET in NIH3T3-Zellen den
PI3-Kinase-Signalweg induzieren kann. Hennige et al. zeigten, dass der ERK2-Signalweg
durch die 9bp-Duplikation aktiviert wird.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente bestéitigen, dass ligandenunabhingige
Dimerisierung in dem gewdhlten Zellsystem verlédsslich nachgewiesen werden kann (Arlt et
al., 2000). Auch die Ergebnisse zur Autophosphorylierung und zu den koprézipitierten
Proteinen sind auswertbar. Es erwies sich allerdings als schwierig, den Pathomechanismus der
offensichtlich schwach aktivierenden Mutation in den Codons 790 und 791 genauer zu
untersuchen. Da keine eindeutige onkogene Potenz der Mutation selbst nachweisbar ist, sind
vermutlich modulierende Faktoren von Bedeutung. Dafiir kommen z.B. die RET-
Korezeptoren GFR-a 1-4 und die Stimulierung durch die Liganden in Frage. Von grosser
Bedeutung sind die in der Zelle vorhandenen Proteine fiir die durch RET ausgeldsten

Signalwege. Da der RET-Rezeptor gewebespezifisch exprimiert wird (s. 1.5, Seite 8) ist nicht
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davon auszugehen, dass Mausefibroblasten die Komponenten, die bei der Signaltransduktion
durch Mutationen moduliert werden konnen, exprimieren. Fiir die Untersuchungen der
Mutationen in Codon 790 und Codon 791 ist es deshalb wichtig, ein humanes Zellsystem zu
finden, in dem der RET-Rezeptor normalerweise exprimiert wird. Um Verdnderungen der
Signaltransduktion nach der Stimulierung durch die Liganden zu detektieren, miissen in dem
Zellsystem ebenfalls die RET-Korezeptoren exprimiert werden.

In der Literatur ist beschrieben, dass RET wihrend der Vertebraten-Embryogenese in nicht
differenzierten neuroektodermalen Vorlduferzellen des ventralen Neuralrohres sowie in
wandernden Zellen der Neuralleiste und deren postmitotischen Derivaten exprimiert wird
(Pachnis et al., 1993; Avantaggiato et al., 1994; Schuchardt et al., 1995; Tsuzuki et al., 1995).
Die C-Zellen entstehen aus solchen Zellen. Somit liegt es nahe, die Pathomechanismen der
RET-Mutationen in Zelllinien zu untersuchen, die aus der Neuralleiste stammen. Die
Schwierigkeit liegt darin, geeignete Zellen zu finden, die endogen kein RET exprimieren. Das
ist fiir die Zelllinie SK-N-MC beschrieben (van Weering et al., 1995). Auch die durch RET
aktivierten Signalwege sind in diesen Zellen zum Teil untersucht worden. Der ERK2- und der
PI3K-Signalweg werden durch den aktivierten RET-Rezeptor initiiert. Was die Zellen fiir die
Untersuchungen der Pathomechanismen seltener MEN 2-Mutationen interessant macht, ist die
Tatsache, dass die Aktivierung der Signalwege ERK2 und PI3K durch RET charakteristische
Verinderungen der Zell-Morphologie und des Wachstumsverhaltens zur Folge hat
(Puijenbroek et al., 1997; van Weering et al., 1997). Die Aktivierung der ERK?2 fiihrt zu
einem divergenten Verbreiten der normalerweise in Verbdnden wachsenden SK-N-MC-
Zellen. Durch den aktivierten PI3K-Signalweg wird die Lamellipodia-Formation induziert. In
neuronalen Zellen ist dies ein essentielles Ereignis in der Neuritogenese. Somit besitzen diese

Zellen Indikatoren fur aktiviertes RET.

Die RET-transfizierten SN-N-MC-Zellen bilden ein autokrines System

Um die Ergebnisse beziiglich der RET-Aktivierung durch die seltenen Mutationen auswerten
zu konnen, war es notwendig, die Expression der RET-Liganden GDNF und Neurturin sowie
der Korezeptoren GFR-al und GFR-02 in den SK-N-MC-Zellen zu {berpriifen (s.
Ergebnisteil B, Seiten 71-74). Parallel dazu wurden auch die C-Zell-Karzinomlinie der TT-
Zellen und die Neuroblastomzelllinie Kelly auf die Expression der fiir den

Multirezeptorkomplex notwendigen Komponenten untersucht. Es zeigte sich, dass die drei
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Zelllinien eine divergente Ausstattung der Liganden und Korezeptoren aufweisen. Der RET-
Rezeptor wird, wie schon gezeigt, von den TT-Zellen exprimiert. Die Kelly-Zellen
exprimieren ebenfalls den RET-Rezeptor (s. Abb. 26, Seite 71). Wie in der Literatur
beschrieben, ist bei den SK-N-MC-Zellen keine RET-Expression nachweisbar. Die
Ergebnisse der TT-Zellen zeigen, dass RET, GFR-al und GDNF ein autokrines System
bilden (s. Abb. 26-28, Seiten 71-74), vorausgesetzt GDNF wird sekretiert. Da die Expression
von GFR-a2 nicht nachweisbar ist, wird moglicherweise auch eine Aktivierung durch
Neurturin iiber GFR-al vermittelt. Die Expression von GFR-a3 und GFR-04 ist in dieser
Arbeit nicht untersucht worden. Es ist nicht auszuschliessen, dass eine Aktivierung durch
Neurturin iiber GFR-04 vermittelt wird. Auch die Kelly-Zellen bilden mit der Expression
aller fiinf untersuchten Komponenten ein autokrines System. Im Gegensatz dazu fehlt den
SK-N-MC-Zellen der RET-Rezeptor. Es ist gezeigt, dass GDNF auch in Abwesenheit von
RET in der Lage ist, Signale in die Zelle zu vermitteln (Trupp et al., 1999). In
immortalisierten neuronalen Vorlduferzellen, die kein RET, jedoch GFR-a’s hoch
exprimieren, stimuliert GDNF die Kinase-Aktivitit der GFR-ol-assoziierten SRC-like-
Kinase. Ausserdem wird die Phosphorylierung des cAMP-Response-Element-Binding-
Proteins (CREB), die Aufregulierung der c-fos mRNA und das Uberleben der Zellen
beeinflusst. Der RAS/ERK-Signalweg wird nicht aktiviert. Somit ist nicht auszuschliessen,
dass es bei den SK-N-MC-Zellen eine autokrine Schleife ohne den RET-Rezeptor gibt.
Werden die SK-N-MC-Zellen mit der RET cDNA transfiziert, ist eine Aktivierung der RET-
assoziierten Signalwege, wahrscheinlich auch iiber einen autokrinen Mechanismus moglich.
GFR-al und GFR-a2 (s. Abb. 28, Seite 74) wiirden die Stimulierung der RET-

exprimierenden Zellen mit den exprimierten Liganden GDNF und Neurturin vermitteln.

Die Morphologie der SK-N-MC-Zellen wird durch die Transfektion mit dem RET-Rezeptor

verdindert

Der Vergleich zwischen den nativen SK-N-MC-Zellen und den wt-transfizierten Zellen (s.
Abb. 30, Seite 75) zeigt, dass es zu einer morphologischen Verdnderung kommt, wie sie fiir
die Expression von aktivierten RET beschrieben ist (Puijenbroek et al., 1997; van Weering et
al., 1997). Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass der RET-Rezeptor tatsdchlich, wie oben
vermutet, durch die von den SK-N-MC-Zellen exprimierten Liganden stimuliert wird.

Moglicherweise sind auch neurotrophische Faktoren im FBS des Néhr-Mediums enthalten,
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die eine Stimulierung der RET-Rezeptoren auslésen konnen. In jedem Fall ist davon
auszugehen, dass in dem gewihlten Zellsystem die Expression des RET-Rezeptors und dessen
Stimulierung zur Induktion der intrazelluldren Signalwege fiihrt, die die gezeigte Verdnderung
der Zellmorphologie zur Folge hat. Dieser Effekt verstarkt sich, wenn das RET-Protein mit
der 12bp-Duplikation exprimiert wird. Offensichtlich bewirkt die ligandenunabhéngige
Dimerisierung des mutierten Rezeptors (s. Abb. 29, Seite 74) eine Verstirkung der RET-
vermittelten Signale. Moglicherweise ist die Dimerbildung durch intermolekulare
Disulfidbriicken bei der +12bp-Mutation stabiler als der Multirezeptor-Komplex aus
Liganden, Korezeptoren und RET-Rezeptoren.

Die Ergebnisse der Untersuchungen in den Maiusefibroblasten der Linie NIH3T3 (s.
Ergebnisteil A, Seite 52-70) zeigten, dass die 12bp-Duplikation im Vergleich zu der 9bp-
Duplikation und der Mutation Leu790Phe zu einem divergenten Muster an koprézipitierten
pTyr-Proteinen, sowie einer geringeren Bindung von GRB2 fiihrt. Der Phénotyp der
transfizierten Zellen ist eventuell auf eine fiir die 12bp-Mutation charakteristische Induktion
von Signalwegen zuriickzuftihren. Dieser Phinotyp &dussert sich in einer Morphologie, die
differenzierender Nervenzellen dhnlich ist (s Abb. 30C, Seite 75).

SK-N-MC-Zellen, die RET-Rezeptoren mit den Mutationen Leu790Phe und Tyr791Phe
exprimieren, zeigen eine charakteristische Verdnderung der Morphologie (s. Abb. 30D und
30E). Diese ist der +12bp-RET-exprimierender Zellen entgegengesetzt. Die Zellen verbreiten
sich nicht so wie die wt-transfizierten und die +12bp-transfizierten Zellen, sondern wachsen
in Verbianden. Diese sind sogar stirker ausgeprédgt als bei den nativen SK-N-MC-Zellen.
Interessant ist, dass sich auch bei den transfizierten NIH3T3-Zellen die Morphologie der
Zellen mit Leu790Phe- und Tyr791Phe-RET im Vergleich zu den Zellen mit +9bp- und
+12bp-RET auf charakteristische Weise verdnderte (Abb. 22, Seite 66). In den
Maiusefibroblasten fithren die extrazelluldren Mutationen zum Wachstum in Verbianden, so
dass Zell-Cluster enstehen, wihrend die intrazelluldren Mutationen ein Verbreiten der Zellen
zur Folge haben. Diese Ergebnisse lassen darauf schliessen, dass die Basensubstitutionen in

Codon 790 und Codon 791 in den verwendeten Zelllinien spezifische Signalwege induzieren.
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Die transfizierten SK-N-MC-Zellen zeigen Mutations-spezifische Verinderungen der

Wachstumsraten

Werden SK-N-MC-Zellen mit einem chimidren RET-Protein transfiziert, welches die
extrazellulire Doméne des EGF-Rezeptors und die intrazelluldre Kinase-Doméne des RET-
Rezeptors besitzt, wird die Proliferation durch Stimulierung dieser Zellen mit EGF inhibiert
(Puijenbroek et al., 1997). Da fiir die stimulierten Rezeptoren eine erhohte
Autophosphorylierung nachgewiesen wurde, und die nicht-transfizierten Zellen keine
Inhibierung der Proliferation zeigen, kann man davon ausgehen, dass dieser Effekt durch die
aktivierte RET-Kinase ausgelost wird.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass +12bp-RET im Vergleich zum wt-RET ebenfalls
zu einer geringeren Wachstumsrate der SK-N-MC-Zellen fiihrt (s. Abb. 31C, Seite 77).
Gemeinsam mit den Ergebnissen beziiglich der Zell-Morphologie zeigt dieses Ergebnis, dass
die 12bp-Duplikation eine aktivierende Mutation ist.

Die Mutationen in Codon 790 und 791 fiihren zu einer erhéhten Proliferation (s.Abb. 31A und
31B, Seite 77). Diese wird erst deutlich, nachdem die Zellen 120 Stunden in Kultur sind. Da
fiir beide Mutationen jeweils zwei Klone untersucht wurden, ist es unwahrscheinlich, dass es
sich um einen durch die Transfektion hervorgerufenen Effekt handelt. Vielmehr bestitigt
dieses Ergebnis, dass ein spezifisch induzierter Mechanismus eine Verdnderung der

biologischen Eigenschaften der Zellen zur Folge hat.

Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Duplikationen in Exon 11 des RET-Protoonkogen, die in
einem zusétzlichen Cysteinrest nahe der Transmembran-Region resultieren, eine
ligandenunabhingige Dimerisierung zur Folge haben. Diese fiihrt zur Autophosphorylierung
des Rezeptors und im Fall der 9bp-Duplikation konnte eine transformierende Wirkung in
NIH3T3-Zellen nachgewiesen werden. Fiir die 12bp-Duplikation konnte in SK-N-MC-Zellen
gezeigt werden, dass sie die typischen phénotypischen Indikatoren fiir aktiviertes RET
auspragen.

Diese Mutationen sind bisher filir jeweils eine Familie beschrieben. Wieviele Mutationen

dieser Art weltweit im Rahmen der molekularen Diagnostik fiir die MEN 2 detektiert wurden,
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ist nicht bekannt. Fiir betroffene Familien ist das Ergebnis insofern von Bedeutung, dass
Gentragern eine prophylaktische Thyreoidektomie empfohlen werden kann.

Die in dieser Arbeit untersuchten Mutationen in Exon 13 gehdren zu den selteneren nicht-
Cystein RET-Mutationen, die in der intrazelluliren Doméne des RET-Rezeptors liegen. In
dem Labor von Prof. W. Hoppner wurden bis heute 26 Familien mit der Mutation Leu790Phe,
22 Familien mit der Mutation Tyr791Phe und 14 Familien mit der hier nicht untersuchten
Mutation in Codon 804 gefunden. Zur Zeit ist eine Studie in Vorbereitung, die
Genotyp/Phianotyp-Korrelationen bei diesen Familien untersuchen soll. Eine Studie aus
Frankreich zeigt, dass in 47 untersuchten Familien mit FMTC 59,5% nicht-Cystein-
Mutationen aufweisen (Niccoli-Sire et al., 2001). Vier dieser Familien haben eine Mutation in
Codon 790. Mutationen in Codon 791 sind nicht aufgefiihrt. 43,4% der FMTC-Familien
zeigen Cysteinsubstitutionen in Exon 10. Im Vergleich zu den Gentriagern der Mutationen in
Exon 10, liegt bei den Gentrdagern mit nicht-Cystein-Mutationen das Alter in dem ein MTC
diagnostiziert wird, hoher. Die Autoren zeigen, dass das spdtere Auftreten von C-Zell-
Hyperplasien oder Karzinomen nicht immer mit einer milderen Form einhergeht. Dagegen ist
in vitro fiir die Mutationen in den Codons 768, 804 und 891 gezeigt, dass diese Mutationen
eine schwichere Transformationseffizienz und onkogene Aktivierung haben als Mutationen in
den Codons 634, 918 und 883 (Pasini et al., 1997; Iwashita et al., 1999).

Die bisher gesammelten, nicht eindeutigen Daten zur Genotyp/Phénotyp-Korrelation fiihren
zu einer Unsicherheit bei der humangenetischen Beratung der betroffenen Familien, da die
prophylaktische Thyreoidektomie oder das Alter, indem sie durchgefiihrt werden soll, nicht
eindeutig empfohlen werden kann. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse zu den
Mutationen Leu790Phe und Tyr791Phe zeigen, das in vitro keine ligandenunabhéngige
Aktivierung nachweisbar ist, wie sie fiir die extrazelluliren Mutationen gezeigt ist. Dennoch
wird deutlich, das RET-Rezeptoren, welche diese Mutationen tragen, zellbiologische
Verdnderungen hervorrufen. Diese unterscheiden sich eindeutig von den durch den wt-
Rezeptor ausgelosten Verdnderungen. Da dies in zwei unterschiedlichen Zellsystemen gezeigt
wurde, ist davon auszugehen, dass es sich um signifikante Mutations-spezifische
Zellantworten handelt. Diese Tatsache sollte in Zukunft bei der Diskussion iiber eine
prophylaktische =~ Thyreoidektomie  betroffener = Gentrdger  beriicksichtigt  werden.
Dariiberhinaus ist mit den in dieser Arbeit generierten Zellsystemen eine detailierte

Untersuchung der Pathomechanismen moglich.
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5 Abkiirzungsverzeichnis

AMV
APS
Arg (R)
ARTN
Asp
ATP

cAMP
cDNA
CMV
CRK
Cys (C)

dd
DAC
DEPC
DMSO
DNA
dNTP
DTT

ECL
E. coli
EDTA
EGF
ERK

FBS
FGFR
FMTC

GDNF
GDP
GFR
Glu
GPI
GRB 2
GTP

HCL
HEPES
His

Adenin

Aviam Myeloblastoma Virus
Ammoniumpersulfat
Arginin

Artemin

Asparagin
Adenosintriphosphat

Basenpaare

Cytosin

Cyklisches Adenosinmonophosphat
komplementidre DNA

Cytomegalovirus

Cell division cycle 2-Related protein Kinase
Cystein

doppelt destilliert
Diacylglycerol
Diethylpyrocarbonat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleic acid
Desoxynukleosidtriphosphat
Dithiothreitol

Enhanced Chemiluminecent
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat

Epidermal Growth Factor
Extracellular Signal-Regulated Kinase

Fetal Bovine Serum
Fibroblast Growth Factor Receptor
Familial Medullary Thyroid Carcinoma

Guanin

Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor
Guanosin-Diphosphat

Growth Factor Receptor

Glutaninsdure

Glykolysiertes Phosphatidyl-Inositol
Growth factor Receptor Bound protein 2
Guanosin-Triphosphat

Salzsdure
Hydroxyethylpiperazinethansulfat
Histidin
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HRP
HSCR

Ile
INSR
1P
IRK

JINK

kb
kDa

LB
Leu (L)

MAPK
MEN
Met
MgC12
mRNA
MTC
MTT

NaAc
NaCl
NaF
NaOH
NaVO3
NCBI
NIH3T3
NTN

OD

PAGE
PBS
PCR
PDK 1
Phe
pHPT
PI3K
PKB
PKC
PLC-y
PMSF
Poly-HEMA
PSPN
PTB
PTK

pTyr (pY)

Horseradish Peroxidase
Hirschsprung-Krankheit

Isoleucin
Insulinrezeptor
Immunprézipitation
Insulinrezeptor-Kinase

c-jun aminoterminal kinase

Kilobasen
Kilodalton

Luria Bertani
Leucin

Mitogen Activated Protein Kinase
Multiple Endocrine Neoplasia
Methionin

Magnesiumchlorid

messenger (Boten)-RNA

Medullary Thyroid Carcinoma
3-(4,5-Dimethyltetrazolium Bromid)

Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumflourid

Natriumhydroxid

Natrium-Metavanadat

National Center for Biotechnology Information
murine Fibroblasten

Neurturin

Optische Dichte bei einer Wellenldnge von x nm

Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphat Buffered Saline solution
Polymerase Chain Reaction
Pyrovat Dehydrogenase Kinase Isoenzym 1
Phenylalanin

primérer Hyperparathyreoidismus
Phosphatidylinositol-3-Kinase
Protein Kinase B

Protein Kinase C

Phospholipase C-y
Phenylmethansulfonylfluorid

Poly (2-Hydroxyethyl Metacrylate)
Persephin

Phosphotyrosine Binding Site
Phosphotyrosin-Kinase
Phosphotyrosin
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RET
rpm
RT
RTK

SDS
SH2
SHP 2
Sos

Src
SRE

Thr
TBE
TBS

TE
TEMED
TK
TRKA
Tris

Tyr (Y)

uv

V7

Val
VEGFR

wt

Rearranged Transforming
Rates Per Minute
Raumtemperatur
Rezeptor-Tyrosinkinase

Sodiumdodecylsulfat

Src Homology region 2
SH2-Phosphatase 2

Son Of Sevenless protein homolog
Sarcoma

Serum Response Element

Thymin

Threonin

Tris/Borat/EDTA-Puffer

Tris Buffered Saline solution
Tris/EDTA-Puffer
N’,N’,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tyrosinkinase

TRK1 transforming tyrosine kinase protein
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tyrosin

Einheiten (Units)
Ultraviolett

NIH 3T3 mit Vektor ohne RET-cDNA transfiziert
Valin
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor

Wildtyp
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6 Glossar

Assay

Elektroporation

Kit

Lipofektion

Mutagenese

Polymerase Chain Raction (PCR)

Primer

Screening

Template

Transfektion

Well

Western Blot

Test/Untersuchung.

Methode zur Transfektion, bei der Zellen in
Gegenwart von Plasmid-DNA kurzzeitig einer
hohen Spannung ausgesetzt werden. Dadurch wird
die Zellmembran vorlibergehend fiir DNA
durchléssig.

Kompletter Satz von Reagenzien zur Durchfiihrung
einer bestimmten Methode.

Liposomen-vermittelter Gentransfer, bei der die
DNA in Lipidschichten eingekapselt wird. Die
Liposomen verschmelzem mit der Zellmembran und
die DNA gelangt in die Zelle.

Gezielter Austausch von Nukleotiden in der DNA.

Methode, mit der DNA-Molekiile in vitro
amplifiziert werden konnen.

Kurze, einzelstrangige Oligonukleotide, deren 3’-
OH-Gruppen als Startpunkte fiir DNA-Polymerasen
dienen.

,Durchsieben“. In dem hier verwendetem
Zusammenhang ist die Suche nach RET-
exprimierenden Zell-Klonen gemeint.

Matrize, Vorlage. A: Der Nukleinsdurestrang, von
dem wihrend der Replikation bzw. Transkription
eine Kopie hergestellt wird. B. Aminoséure-
Sequenzen, die zur Berechnung des RET-3D-
Modells dienten.

Verfahren, bei dem Fremd-DNA in den Zellkern von
eukaryotischen Zellen transferiert wird.

Vertiefung in einer Zellkulturplatte.
Verfahren, bei dem Proteine aus einem
Polyacrylamidgel auf eine Membran iibertragen und

anschliessend mit Antikdrpern detektiert werden
konnen.
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