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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Das Kolorektal-Karzinom

Unter dem Begriff des Kolorektal-Karzinoms, wird gemeinhin Krebs verstanden, der
Bereiche des Kolons und des Rektums betrifft. Diese Bereiche, auch Grimmdarm (Kolon) und
Mastdarm (Rektum) genannt, bilden zusammen mit dem Blinddarm (Caecum) den Dickdarm.
Das Kolon ist der grofite Teil des Dickdarms und wird wiederum in vier Teile untergliedert:
Colon ascendens, Colon transversum, Colon descendens und dem Colon sigmoideum, was
dem aufsteigenden, transversalen, absteigenden und S-formigem Abschnitt entspricht
(Abbildung 1). Im Wesentlichen ist der Dickdarm aus einer innen liegenden
Schleimhautschicht (Mucosa), einer anschliefenden Bindegewebsschicht (Submucosa), einer
mit Nerven durchzogenen Langs- und Ringmuskulatur (Muscularis) und der dufleren Tunica
serosa aufgebaut. Im Dickdarm werden hauptsidchlich Wasser und Salze aus den
unverdaulichen Bestandteilen der Nahrung resorbiert, die anschlieBend ausgeschieden werden
(Husmann, 2010). Karzinogene Verdnderungen treten mit 55% meist im Enddarm (=
Mastdarm und Analkanal) auf, gefolgt vom aufsteigenden (25%), transversalen (15%) und
absteigenden (5%) Kolon (Schmiegel, 2008). Sie werden, wenn sie aus der Mucosa

hervorgehen, als Adenokarzinome bezeichnet.
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Abbildung 1: Ubersicht iiber die Anatomie des menschlichen Dickdarms.

www.kolo-proktologie.de/Grundlagen/kolon.gif
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1.1.1. Inzidenz und Risikofaktoren

Mit einer jahrlichen, weltweiten Inzidenz von geschétzt einer Millionen ist Darmkrebs eine
sehr hdufige Krebserkrankung, bei der in den Industrieldndern pro Jahr etwa 30 neue Fille pro
100.000 Einwohner hinzukommen (Herold, 2012). In Deutschland treten
Kolorektalkarzinome nach dem Bronchialkarzinom am zweithdufigsten auf. Mit einem
Verhiltnis von etwa 60:40 sind hdufiger Méanner als Frauen betroffen. Aufgrund anfianglich
selten auftretender Symptome ist Darmkrebs heutzutage die zweithdufigste, krebsbedingte
Todesursache, an der etwa 30.000 Betroffene pro Jahr versterben.

Einer der wichtigsten Risikofaktoren ist dabei das Alter. So sind etwa 90% der an Darmkrebs
erkrankten Personen iiber 50 Jahre. Erkrankungen vor dem 40. Lebensjahr sind selten, der
Erkrankungsdurchschnitt liegt bei etwa 65 Lebensjahren. Ein weiterer wichtiger Risikofaktor
sind bei der Diagnose bereits bestehende Darmpolypen. Je hoher die Anzahl der Polypen,
desto wahrscheinlicher ist das Risiko einer Entartung. Etwa 90% aller kolorektalen
Karzinome entwickeln sich aus bereits vorhandenen Adenomen. Ein hohes Darmkrebsrisiko
besteht auch im Fall einer genetischen Pridispositionen, bei der genetische Vorbelastungen
mit einer dreifach hoheren Erkrankungswahrscheinlichkeit assoziiert sind. Weitere
Risikofaktoren sind nach Angaben des deutschen Krebsforschungszentrum und des deutschen
Instituts fiir Erndhrungsforschung eine fettreiche und ballaststoffarme Emédhrungen, der
Genuss von rotem Fleisch (Rindfleisch), sowie Ubergewicht, mangelnde Bewegung und

Rauchen.

1.1.2. Familidre Syndrome

Die Genese des Kolonkarzinoms ist in 65-85% aller Fille auf sporadische Mutationen
zuriickzufithren, 30% der Fille entstehen aufgrund von vererbten Pridispositionen
(Abbildung 2). Wie in Kapitel 1.1.1 bereits erwdhnt, besitzen Menschen mit diesen
hereditéren Veranlagungen ein deutlich hoheres Risiko an Darmkrebs zu erkranken. Obwohl
zahlreiche genetische Verdnderungen zu kolorektalen Karzinomen fithren konnen, sind
hauptsédchlich zwei Erkrankungen mit einem besonders hohen Entartungsrisiko assoziiert:
Familiire Adenomatdse Polyposis (FAP) und Hereditdres nicht-polyposes kolorektales

Karzinom (HNPCC).

11



Einleitung

Die FAP ist eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung, von der ca. 5-10 von 100.000
Personen betroffen sind (Herold, 2012). Charakterisiert wird FAP durch ein bereits in jungen
Jahren auftretendes, multiples Wachstum benigner Darmpolypen. Die Behandlung dieser
Erkrankung besteht im Wesentlichen aus der chirurgischen Entfernung des Dickdarms. Ist das
nicht der Fall, besteht ein nahezu 100%iges Risiko, dass ein oder mehrere Polypen zu
malignen Tumoren entarten. Im Schnitt sind Patienten mit FAP ca. 39 Jahre alt.

Bei der HNPCC handelt es sich ebenfalls um eine Erkrankung mit autosomal-dominanter
Vererbung, die jedoch, anders als die FAP, nicht mit multiplen, neoplastischen Darmpolypen
assoziiert ist. HNPCC ist laut der deutschen Krebshilfe die héufigste, erbliche
Darmkrebserkrankung und wird anhand der so genannten Amsterdam- Kriterien
diagnostiziert. Danach liegt HNPCC vor, wenn FAP ausgeschlossen werden kann, wenn
mindestens drei Familienangehdrige ersten Grades von Dickdarmkrebs betroffen sind und,
wenn ein Patient mit Kolorektalkarzinom zudem jilinger als 50 Jahre ist.
Molekularpathologisch gesehen kommt es bei der HNPCC aufgrund von Defekten im DNA-
Reparatursystem zur Bildung maligner Tumoren, die sowohl meist im Colon ascendens, als
auch in vollig anderen Organen auftreten konnen (Gebédrmutter, Eierstocke, Magen, Harn-
oder Gallenwege). Im Gegensatz zur FAP wird in Deutschland eine prophylaktische
Kolektomie nicht empfohlen (Schmiegel, 2008). Im Schnitt sind Patienten mit HNPCC ca. 45
Jahre alt.

Haufigkeitsverteilung der Karzinogenese des Abbildung 2: Hiufigkeiten

Kolonkarzinoms der Karzinogenese des
kolorektalen Karzinoms. Zu

durchschnittlich 65 - 85%

entstehen Kolonkarzinome

M Sporadisch
{Durchschnittsrisiko) 65-85%

B Hereditdr 10-30% .
i sporadisch, zu 30%

HNPCE 5-8% aufgrund familidrer
Hiufung, 5-8% durch die
Vererbung von HNPCC
bzw. 1% von FAP (Nach
Lynch, 1996).

EFAP 1%

“ Seltene Syndrome 0,1%
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1.1.3. Klassische Prognosefaktoren

Bei Tumoren lassen sich im Allgemeinen benigne und maligne Dignititen unterscheiden, von
denen die benignen, oder auch gutartigen Tumoren durch langsames Wachstum und gute
Differenzierung gekennzeichnet sind. Diese Tumoren verdringen das umliegende Gewebe,
lassen sich jedoch klar abgrenzen und somit meist leicht entfernen. Maligne Tumoren, die
gemeinhin als Krebs bezeichnet werden, zeichnen sich hingegen meist durch schnelles und
aggressives Wachstum gepaart mit einem niedrigen Differenzierungsgrad aus. Per Definition
infiltrieren und zerstéren sie umliegendes Gewebe und bilden hdufig Metastasen, die sich
iiber das Blut oder die Lymphe im Korper ausbreiten konnen. Systematisch werden maligne
Tumoren nach ihrem Entstehungsort untergliedert. Beispielsweise bezeichnet man maligne
Neoplasmen des Epithels als Karzinome und mesenchymale Tumoren als Sarkome (Krams et
al., 2010).

Das System zur Einteilung von Tumoren unterschiedlicher Malignitéitsgrade in allgemein
giiltige Stadien wurde erstmals vom Franzosen Pierre Denoix ein-, und seither von der
Internationalen Vereinigung gegen Krebs (UICC) weitergefiihrt. Es handelt sich hierbei um
eine Klassifikation, die auf statistischen Auswertungen basiert und es erlaubt, die

Tumorerkrankung bestimmten Kriterien zuzuordnen (Wittekind, 2010):

T(umor): Ausdehnung des Primértumors (Ort und GroB3e)
N(ode): fehlender oder vorhandener Befall von Lymphknoten

M(etastasis): Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen

Durch Verwendung von Ziffern hinter den obigen Kategorien kann die Ausdehnung der
Tumoren zudem genauer eingegrenzt werden. Moglich sind T0-4, NO-2 und MO-1, wobei
steigende Zahlen grofere Tumoren bzw. zunehmender Lymphknotenbefall oder
Fernmetastasen bedeuten. Bei einer nachgestellten Null ist kein Befall nachweisbar.

Zusitzlich werden Aussagen iiber den Differenzierungsgrad zur weiteren Charakterisierung
des Tumors getroffen. Im Allgemeinen gilt, dass je differenzierter der jeweilige Tumor, desto
eher dhnelt er dem umliegenden Gewebe, und ist dann meist mit einer besseren

Uberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert. Das Grading G1 steht hierbei fiir eine gute
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Differenzierung, die bis zu G3 immer weiter abnimmt. Beim Kolonkarzinom beschreibt G4

nicht differenzierte, medulldre Tumoren (Ubersicht in Desch, 2005).

1.2. Molekulare Mechanismen der Tumorentstehung und Progression
1.2.1. Die Adenom- Karzinom- Sequenz

Zum tiberwiegenden Teil entsteht Dickdarmkrebs in einem mehrstufigen Prozess, der in dem
so genannten Modell der Adenom- Karzinom- Sequenz (Abbildung 3) zusammengefasst wird.
Dieses beschreibt den histopathologischen Ubergang von normaler Mucosa bis hin zum
Karzinom. Anhand von Untersuchungen an FAP- Patientenmaterial verband Vogelstein et al.
dieses Modell erstmals mit genetischen Verdanderungen, die an einer Karzinogenese beteiligt
sind. Initial hierfiir ist meist eine Mutation im Tumorsuppressorgen APC (adenomatous
polyposis coli), das ein Enzym codiert, das unter anderem an der Regulation von
Transkriptionsfaktoren beteiligt ist. Als Folge davon entsteht ein hyperproliferierendes
Adenom, in dem es mit zunehmender Progression zu einer Akkumulation von somatischen
Mutationen kommt. Diese betreffen Gene, wie beispielsweise das Protoonkogen KRAS
(Kirsten rat sarcoma), das mutiert den bereits bestehenden, hyperproliferierenden Effekt noch
verstirkt. Der Ubergang vom Adenom zum Karzinom geht dann hiufig mit einer Mutation
des Tumorsuppressorgens 7P53 (tumor protein p53) einher. Mutationen in p53 kdnnen zum

Funktionsverlust und somit zu einer Deregulation des Zellzyklus fiithren.

5 mm
wﬂ@mi‘.(:, e
LUMEN 'ﬁ\\ "'-J\,. 5cm
2 Bz
= mm -> 5.; W 5".::{?‘ - Py ¥
%_—:r ] -It_ _s;Cl.‘" "r'i;eé_i\ xx;:_;_, ) <
; el = T AR =
SR mm;gr‘{ﬂi &3*1@@@ RS %ﬁm ) Cﬁﬁﬁ _ (A
MUSCULARIS MUCOSA | | | o o Eﬁk )
NORMALE MUCOSA ADENOM IM ADENOM IM CARCINOM
FRUHSTADIUM SPATSTADIUM

Abbildung 3: Modell der Adenom- Karzinom- Sequenz nach Vogelstein.

http:/www.charite.de/idz/ag_hanski/hintergrund.htm
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1.2.2. Serrated neoplastic pathway

Nach dem Modell der Adenom- Karzinom- Sequenz werden klassischerweise nur
adenomatdse Polypen mit einer kolorektalen Karzinogenese in Verbindung gebracht. Anders
als bisher angenommen konnte jedoch in den letzten Jahrzehnten gezeigt werden, dass auch
gezackte (serrated), hyperplastische Polypen in ihrer traditionellen und ungestielten Form
tumorprogressives Potential besitzen. Diese Entdeckung fiihrte nicht nur zu Anderungen der
klinischen Praxis, sondern auch zu einer Neubewertung der molekularen Hintergriinde der
kolorektalen Tumorgenese. Wie zuvor beschrieben (Kapitel, 1.2.1) ist die konventionelle
Karzinogenese tiberwiegend durch genetische Aberrationen charakterisiert. Im serrated
neoplastic pathway finden sich hauptsichlich KRAS- und BRAF- Mutationen, Inhibierung der
Apoptose, DNA- Hypermethylierungen und Mikrosatelliteninstabilitdten (Mékinen, 2010).
Mutationen in BRAF treten laut einer Studie von O’Brien et al. bei serrated- Polypen
besonders hdufig auf und sind nach Di Nicolantonio et al. oft mit einer Methylierungen des
MIhI — Promotors (mutL homolog 1) assoziiert, so dass es auch in sporadischen Tumoren zu
einem Funktionsverlust im DNA- Mismatch- Reparatursystem kommen kann (O’Brien, 2006;
Di Nicolantonio, 2008). Diese Gendefekte resultieren in einer fehlerhaften DNA-Replikation,
die in kurzen, repetitiven Sequenzen, den Mikrosatelliten besonders héufig auftritt (Hanski,

2000).

1.2.3. Die Signaltransduktion iiber MAPK und PI3K

Als Signaltransduktion oder auch Signaliibermittlung wird im Allgemeinen die Weitergabe
dulerer biochemischer oder physiologischer Reize auf eine Zelle verstanden. Je nach Signal
werden so unterschiedliche Rezeptoren stimuliert, die wiederum Signalkaskaden zur
Regulation diverser zellulirer Prozesse, wie z.B. Zellwachstum, Differenzierung und
Apoptose, auslosen. Da Verdnderungen in der Signalweitergabe durchaus tumorprogressive
Auswirkungen haben konnen, gewinnen die Untersuchungen der Signalwege, sowie die
Identifizierung ihrer spezifischen Regulatoren zunehmend an Bedeutung. Im Folgenden wird
ein kurzer Uberblick iiber die in dieser Arbeit niher untersuchten Signalwege, sowie deren

Regulation gegeben.
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1.2.3.1. Aufbau und Funktion von Rezeptor- Tyrosinkinasen

Egfr (epidermal growth factor receptor, Herl, ErbB1) gehort zusammen mit drei Homologen
(Her2-4, ErbB2-4) zur Familie der membrangebundenen ErbB- Rezeptor- Tyrosinkinasen, die
alle eine konservierte Ligand- Bindedoméne beinhalten. Es handelt sich hierbei um
Glykoproteine, also um Molekiile mit kovalent gebundenen Sacharidresten. Sie verfligen iiber
eine extrazellulire Doméne, die der Erkennung der Signalmolekiile dient (fiir ErbB2 kein
spezifischer Ligand bekannt), einer helikalen Transmembranregion und einer intrazelluldren
Tyrosinkinasedomédne mit anschlieBender Autophosphorylierungsregion (Abbildung 4). Das
EGFR- Gen ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 7 lokalisiert (7p11.2), umfasst 30 Exone
und codiert fiir ein ungeféhr 170kDa gro3es Protein.

Wird Egfr durch Bindung eines Liganden aktiviert, kommt es zu einer Dimerisierung, bei der
sich sowohl zwei gleiche (Homo-), als auch zwei ungleiche Monomere (Heterodimer)
verbinden konnen (Ubersicht in Yarden, 2005). Die daraus resultierende Aktivierung der
Kinasedoméne fithrt zur Autophosphorylierung von Egfr, dem initialen Schritt der
Signalweiterleitung. Als Folge davon findet beispielsweise die kaskadenartige Aktivierung
des MAPK- Signalweges statt, wodurch die Zelle mit Wachstum bzw. Proliferation auf den
duBeren Einfluss reagiert.

Bisher sind 13 Liganden bekannt, von denen drei ausschlielich an Egfr und drei zusétzlich
an ErbB4 binden kénnen (Ubersicht in Citri, 2006). Wihrend EGF (epidermal growth factor)
in vielen Korperfliissigkeiten gefunden werden kann, zeigen die Liganden TGFa
(transforming growth factor alpha), Amphiregulin, B-Cellulin, Epiregulin und HB-EGF

(heparin-binding EGF) organ- bzw. stadienspezifische Expressionsprofile.
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1.2.3.2. Der MAPK- Signalweg

In den letzten Jahrzehnten konnte gezeigt werden, dass Verdnderungen in Genen, wie z.B.
KRAS und BRAF in der Karzinogenese des kolorektalen Karzinoms eine besondere
Bedeutung zukommt (Ubersicht in Hanahan und Weinberg, 2011). Da diese Molekiile fiir die
Signalweiterleitung iiber den MAPK-Signalweg eine wichtige Rolle spielen, soll dieser im
Nachfolgenden genauer erkléart werden.

Der Name MAPK-Signalweg leitet sich von den mitogen-aktivierten Protein- Kinasen
(MAPK) ab, die in Kaskaden Signale innerhalb einer Zelle weiterleiten. Im Einzelnen wird
durch ein phosphoryliertes Egfr zundchst Grb2 (growth factor receptor-binding protein 2)
aktiviert (Abbildung 5). Dieses interagiert mit Sos (Son of sevenless), welches seinerseits
Kras stimuliert. Kras ist eine kleine GTPase, also ein Enzym, das durch Hydrolyse ein
Guanosintriphosphat (GTP) in Guanosindiphosphat (GDP) und ein freies Phosphat spaltet. In
seiner aktiven Form dient Kras der Aktivierung von Braf (v-raf murine sarcoma) einer Serin/

Threonin- Kinase, die wiederum ein Phosphat auf die nachfolgenden Kinasen Mekl und 2
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iibertragt. Letztlich werden dadurch Erkl und 2 aktiviert, die in den Nukleus translozieren
und dort Einfluss auf Transkriptionsfaktoren ausiiben.

Im Allgemeinen erfolgt nach einer aktivierenden Stimulation die Signalweitergabe
charakteristischerweise iiber Phosphorylierungsreaktionen einer MAP- Kinase Kinase Kinase
(MAP3K) auf eine MAP- Kinase Kinase (MAP2K) und schlieBlich auf eine MAP- Kinase
(MAPK), die dann in den Kern transloziert um auf nukledre Transkriptionsfaktoren
einzuwirken (Ubersicht in Roux, 2004 und Roberts, 2007). Es sind vier dieser Signalkaskaden
bekannt, von denen drei durch Stress induziert werden. Sie umfassen die Enzyme p38, Jnk1-3
(c-Jun amino-terminal kinases 1-3) und Erk5 (extracellular signal-regulated kinase 5). Die
hier untersuchte ras/raf-MEK-ERK-Signalkaskade wird iiber Signale, die aufgrund eines
aktiven Egfr bestehen induziert und hat dann Einfluss auf das Wachstum, die Proliferation

und die Differenzierung einer Zelle.

Abbildung 5: schematische Darstellung der MAPK- Signalweiterleitung in einer Zelle. GF=
Wachstumsfaktor, RTKs= Rezeptortyrosinkinasen, P= Phosphat. Links: Hauptkomponenten des ras/raf-
MAPK-ERK- Signalweges. Rechts: allgemeine Aktivierung der MAPK- Signaltransduktion.
http://www.bioscience.org/2006/v11/af/1849/fig3.jpg
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1.2.3.3. Der PI3K/AKT- Signalweg

Der zweite, in dieser Arbeit ndher untersuchte Signalweg ist der hauptsdchlich an der
Proliferation und der Inhibierung der Apoptose beteiligte PI3K/AKT- Signalweg.
Entscheidend fiir diesen Signalweg ist hierbei ein Enzym aus der Familie der Lipidkinasen,
die so genannte Phosphoinositide 3-kinase (Pi3k). Ihre Induktion konnte bereits Mitte der
1980er- Jahre mit onkogener Genaktivitiit in Polyoma- Viren verkniipft werden (Ubersicht in
Paez, 2003). In menschlichen Tumoren, also auch im kolorektalen Karzinom, gehen
Aberrationen von PI3K meist mit einer konstitutiven Aktivierung der Kinase und somit mit
einem gesteigerten onkogenen Potential einher.

Pi3k ist als Lipidkinase der Klasse | klassifiziert, was bedeutet, dass seine Aktivierung
Liganden-abhéngig ist und zum Beispiel durch die Rezeptor-Tyrosin-Kinasen erfolgen kann.
Wird Egfr aktiviert, entsteht dadurch ein phosphorylierter Tyrosinrest, der als
Anlagerungsstelle der regulatorischen Untereinheit von Pi3k (p85) fungiert. Dadurch
induziert, kommt es zur Translokation der katalytischen Untereinheit p110 (Pik3ca) und zur
Komplexbildung des Heterodimers (McCubrey, 2006). Alternativ dazu kann es auch zu einer
Aktivierung von Pi3k iiber das Kras- Molekiil des MAPK- Signalweges kommen. Das aktive
Pi3k- Enzym - im Nachfolgenden als PIK3CA bezeichnet - katalysiert daraufhin die
Phosphorylierung von Pip2 (phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate) zu Pip3
(phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate). Das fiihrt dazu, dass Akt (v-akt murine thymoma
viral oncogene homolog) entweder direkt oder indirekt {iber Pdk1 (pyruvate dehydrogenase
kinase isoform 1) aktiviert und zur Zellmembran rekrutiert wird. Akt ist, wie Braf, eine Serin/
Threonin- Kinase, die in diesem Fall mit einer direkten Regulation zahlreicher, zelluldrer
Prozesse assoziiert ist. So hat phosphoryliertes Akt beispielsweise Einfluss auf die
Tetramerisierung von p53, was wiederum mit einer Regulation des Zellzyklusarrests bzw. der
Apoptose einhergeht. Deregulationen von PIK3CA treten in Kolonkarzinomen zu etwa 20%
auf (Sartore- Bianchi, 2009).

Eine weiteres wichtiges, regulatorisches Molekiil dieses Signalweges ist das Enzym Pten
(Phosphatase homologue to tensin). Pten ist eine Phosphatase, die durch die Inaktivierung von
Pip3 zu Pip2 eine tumorsuppressive Wirkung ausiibt. Aberrationen von Pten sind im
kolorektalen Karzinom hdufig, gehen meist mit einem Funktionsverlust einher und werden

dann mit besonders aggressivem Wachstum assoziiert (Sawai, 2008).
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1.2.4. Rolle der Signalmolekiile im Kolonkarzinom
1.2.4.1. EGFR

Eine unkontrollierte Aktivierung von EGFR findet bei epithelialen Tumoren durch bisher vier
bekannte Mechanismen statt. Beispielsweise geht eine autokrine Stimulationen der
Ligandenexpression bei Kopf- und Halstumoren mit einer verschlechterten
Uberlebenswahrscheinlichkeit einher (Ubersicht in Yarden, 2005). Mutationen von EGFR
flihren bei Hirntumoren zu einer Inhibierung des proteasomalen Egfr- Abbaus. In
Mammakarzinomen findet man eine Koexpression von HER2, durch die besonders stabile
Egfr/Her2- Heterodimere gebildet werden, die nur langsam wieder voneinander dissoziieren.
Im Kolonkarzinom findet man zu 60-80% Uberexpressionen von EGFR, die laut Salomon et
al. eher in differenzierten als undifferenzierten Tumoren auftreten (Salomon, 2008). Patienten
mit metastasierenden, kolorektalen Karzinomen (mCRC) und tiberexpremiertem Egfr sind mit
Tumorprogression und einer schlechteren Uberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert (Goldstein,
2001). Je nach zugrunde liegender Studie ist diese Uberexpression zu 6-51% auf eine
Amplifikation des zugehorigen Gens zuriickzufiihren (Ubersicht in Heinemann, 2009).
Mutationen von EGFR sind im kolorektalen Karzinom eher selten (Barber, 2004). Autokrine
Stimulationen, also eine gleichzeitige Deregulation in der Expression zugehdriger Liganden

ist im Kolonkarzinom beispielsweise fiir TGFa. bekannt (Ubersicht in Higashiyama, 2008).

1.2.4.2. KRAS

KRAS ist ein Mitglied der Familie der Protoonkogene, die kleine G- Proteine kodieren. Das
Gen ist auf Chromosom 12p12.1 lokalisiert und wird in zwei alternative Transkripte
umgeschrieben, aus denen entsprechend zwei Proteinisoformen hervorgehen. In einem
speziellen Prozess der post-translationalen Modifikation wird das Kras- Protein letztlich
stabilisiert und an der Zellmembran verankert. Dies geschieht aufgrund einer Farnesylierung,
bei der durch das kovalente Anheften eines Terpen-Rests an den c-Terminus von Kras ein
hydrophober Bereich entsteht. Wie zuvor beschrieben, ist Kras ein wichtiger Bestandteil der
Signalweiterleitung, da es mit Sos und Braf interagiert. Dabei kommt es durch Sos zu einer
Bindung von GTP an Kras, was dadurch seine Konformation &ndert. Diese ,,aktive*

Konformation bindet dann hoch affin an Braf und fiihrt somit zu dessen Aktivierung. In
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gesunden Zellen setzt Kras nach seiner Interaktion das gebundene GTP in GDP um und ist
somit wieder inaktiviert. In 40 % aller sporadischen Kolonkarzinome liegt Kras, aufgrund von
nur einer Punktmutation, dauerhaft aktiviert vor. Diese Punktmutation betrifft zu 90 % die
Codone 12 oder 13, kdnnen vereinzelt aber auch in Codon 61 bzw. 146 gefunden werden.
Codon 12 und 13 codieren je fiir ein Glycin, das fiir Codon 12 in 70 % aller Falle und fiir
Codon 13 in 30 % der Fille ausgetauscht ist. Dabei findet man in Codon 12 héufig
Transitionen von G zu A, also ein Austausch von Glycin zu Valin. In Codon 13 kann meist
eine Substitution von Glycin zu Asparaginsiure gefunden werden (Ubersicht in Heinemann,
2009). Diese Mutationen resultieren in dauerhafter Inaktivierung der katalytischen Doméne
des Proteins, was bereits in den 1990er Jahren in zahlreichen Studien mit einer schlechteren
Prognose in Zusammenhang gebracht wurde (Suchy, 1992; Moerkerk, 1994; Lee, 1996). In
einer grofen Studie von Andreyev et al. konnte gezeigt werden, dass bestimmte KRAS-
Mutationen des Codons 12 (p.G12V) bei Patienten mit metastasierenden Tumorstadien
prognostisch besonders ungiinstig sind. Diese Korrelation von p.G12V- KRAS- Mutationen
und verminderter Uberlebenswahrscheinlichkeit wurde fiir Patienten mit lokal,

fortgeschrittenen Tumoren nicht gefunden (Andreyev, 2001).

1.2.4.3. BRAF

Wie zuvor erwihnt (Kapitel 1.2.3.2), ist B-raf eine Serin/Threonin- Kinase, die zusammen mit
A-raf und C-raf zur Familie der raf/mil-Kinasen zusammengefasst wird. Das auf Chromosom
7q34 gelegene Gen codiert ein 766 Aminosduren grofles Enzym, das als Effektor von u.a.
Kras im MAPK- Signalweg involviert ist. In Kolorektalkarzinomen ist Braf zu ca. 13 %
mutiert. In 90 % aller gefundenen Mutationen handelt es sich um eine Transversion von Valin
zu Glutamat innerhalb des Codons 600, wodurch eine 500-fach hohere Kinaseaktivitit
erreicht wird (Seth, 2009). Dadurch kommt es zu stindiger Signalweitergabe innerhalb des
MAPK- Signalweges. Prognostisch gesehen spielen BRAF- Mutationen im
Kolorektalkarzinom eine wichtige Rolle: So wird mit der typischen Mutation in Exon 15 eine
verschlechterte Uberlebenswahrscheinlichkeit und eine proximal auftretende Karzinogenese
assoziiert (Ogino, 2012). Yokota et al. fanden in 60 % aller Félle mit BRAF Mutationen

histologisch nur gering differenzierte oder aber muzindse Tumoren. Insgesamt gilt eine
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Mutation in BRAF als negativer Prognosemarker, obwohl auch gegensitzliche Erkenntnisse
existieren. Mutationen von KRAS und BRAF schlieflen sich nahezu gegenseitig aus (Barault,

2008).

1.2.4.4. PIK3CA

Das Gen PIK3CA codiert fiir die katalytische Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-kinase
(PI3K), die als Klasse I- Lipidkinase die Konversion von Pip2 zu Pip3 katalysiert (siche
Kapitel 1.2.3.3). PIK3CA ist auf Chromosom 3q26.3 lokalisiert, umfasst 21 Exone und wird
in ein etwa 1000 Aminosduren grofles Molekiil translatiert. Dieses Molekiil besitzt sowohl
eine N-terminale Bindedoméne fiir eines der drei verschiedenen, regulatorischen
Untereinheiten (p85, p55 und p50), als auch eine Binde- und Kinasedoméne. Durch eine
Heterodimerisierung zweier Untereinheiten entsteht das funktionelle Enzym. Da PIK3CA
wichtiger Bestandteil im gleichnamigen Signalweg und in der damit verbundenen
Apoptoseinhibierung oder Angiogenesestimulation ist, hat ein zum Onkogen mutiertes
PIK3CA groBlen Einfluss auf diese nachgeschalteten Mechanismen. Dabei treten vererbte und
somatische Verdnderungen mit etwa 32% gleichhdufig auf, werden im Fall einer somatische
Mutationen hauptsdchlich mit Auswirkungen auf die helikale und im Fall einer vererbten
Verinderung meist mit der Kinase- Domine assoziiert (Ubersicht in Samuels, 2010).
Verdnderungen in den Exonen 9 und 20 gelten dabei als hdufig, wobei Punktmutationen in
beiden, Deletionen nur in Exon 20 nachweisbar sind. In der Korrelation wird eine PIK3CA-
Mutation mit einer schlechteren Therapie- Prognose assoziiert (Barault, 2008). Dariiber
hinaus zeigten Ogino et al., dass eine Nebenstimulation iiber ein mutiertes KRAS sich
nachteilig auf den Einsatz von PI3K- Inhibitoren auswirkt, so dass der KRAS- Status zur
Bestimmung einer Prognose mit erfasst werden sollte (Ogino, 2009). Jhawer et al. und
Sartore-Bianchi et al. zeigten, dass Mutationen von P/K3CA mit Resistenz gegeniiber einer

anti-EGFR- Antikorpertherapie assoziiert sind (Jhawer, 2008; Sartore-Bianchi, 2009).
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1.2.4.5. TP53

Das Tumorsuppressorgen 7P53 (tumor protein 53), auch als Wachter des Genoms bekannt, ist
zwar nicht direkt in die MAPK- bzw. PI3K- Signalwege involviert, besitzt jedoch grofien
Einfluss auf zahlreiche zelluldre Prozesse, wie die Regulation des Zellzyklus, der Apoptose
und der DNA- Reparatur. In dieser Arbeit soll die targeted therapy untersucht werden, bei der
neben anti-EGFR-Antikdrpern auch Zytostatika verwendet werden. Da diese Einfluss auf
zelluldre Prozesse haben konnen und die Rolle von 7P53 fiir einen Erfolg in der gerichteten
Therapie bisher unklar ist, soll sein Status fiir das in-vitro Modell charakterisiert werden.

Aus klinischen Untersuchungen von Oden-Gangloff et al. geht beispielsweise hervor, dass
eine Cetuximab/Irinotecan- basierte Kombinationsbehandlung bei Patienten mit mCRC und
KRAS™ eine Mutationen in 7P53 mit einer Verdopplung der progressionsfreien Zeit
einhergeht (Oden-Gangloff, 2009). Bei Patienten mit KRAS™" besitzen Mutationen von 7P53
jedoch offenbar keinen Einfluss auf eine solche Therapie. Aus anderen Studien geht hervor,
dass gerade Tumoren mit 7P53%- Status auf eine Behandlung mit dem Zytostatikum
Irinotecan sensitiv reagieren (Ubersicht in Weekes, 2009).

TP53 ist auf Chromosom 17p13.1 lokalisiert, wird in ein 11 Exone umfassendes Transkript
abgelesen, aus dem das 53kDa- groBle Protein entsteht. Normalerweise wird p5S3 basal
expremiert und bildet im Fall von zellulirem Stress Tetramere, die iiber ionische
Wechselwirkungen eine Verbindung mit spezifischen DNA- Stellen eingehen. Ohne duf3ere
Reize denaturiert die instabile Core- Domédne des Enzyms innerhalb von 5 — 20 Minuten
(Suad und Rozenberg, 2009). Mutationen in 7P53 sind in invasiven Tumoren hdufig und
betreffen zu 30% sechs ,,Hot Spots* in genau dieser Core- Doméne. Im Kolonkarzinom treten
zu 40-50% Mutationen in den Codonen 175, 245, 248, 273 und 282 von TP53 auf, wobei sie
hdufiger in spéten, als in frilhen Adenomen gefunden werden (Liu, 2006). Hauptsidchlich
handelt es sich bei diesen Mutationen echer um Transversionen als um Transitionen, die
gleichzeitig mit einer distalen Tumorlokalisation in Verbindung gebracht werden (Ubersicht in
Naccarati, 2012). Die Folge dieser Verdnderungen ist fast immer der Verlust der
tumorsuppressiven Funktion, so dass die Zelle beispielsweise trotz fehlerhafter DNA- Replika
im Zellzyklus nicht arretiert und in Apoptose iibergeht, sondern weiterhin proliferiert

(Bhonde, 2006).
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1.3. Klassische Behandlungskonzepte

Die klassische Behandlung des kolorektalen Karzinoms beinhaltet die chirurgische Resektion,
die Radiotherapie und die Chemotherapie. Nach der Tumorresektion ist eine weiterfithrende

Behandlung abhiangig vom Fortschritt der Erkrankung.

1.3.1. Chirurgische Resektion

Unabhidngig vom jeweiligen Stadium erfolgt bei der Behandlung kolorektaler Tumoren
iiblicherweise zundchst eine Operation (National Cancer Institute). Dabei kénnen sowohl
einzelne Polypen (Polypektomie), als auch ganze Bereiche des Darms (Kolektomie) resektiert
werden. Zur Erhaltung der Darmfunktion kommt es je nach GroBe und Lokalisation des
entfernten Abschnitts anschlieBend entweder zu einer Darmanastomose (Verbinden der
Endstiicke von Diinndarm und Mastdarm) oder zum Einsatz eines Colostoma (kiinstlicher
Darmausgang). Patienten mit CRC- Tumoren werden wéhrend einer Operation ebenfalls

benachbarte Lymphknoten oder Teile anderer, befallener Organe entfernt.

1.3.2. Bestrahlung

Eine Bestrahlung, auch Radiotherapie genannt, wird aufgrund der Erreichbarkeit nur bei
rektalen, nicht aber bei Kolon- Karzinomen angewandt. Dabei gibt es zwei verschiedene
Moglichkeiten der Behandlung, die sich in ihrem Wirkmechanismus unterscheiden. Zum
einen werden Tumorzellen mit Hilfe ionisierender Rontgenstrahlen hochenergetischen
Photonen ausgesetzt (externe Radiotherapie). Zum anderen fiihrt der Einsatz radioaktiver
Substanzen zu einer punktuellen Strahlenfreisetzung im oder direkt neben dem zu
behandelnden Tumor (interne Radiotherapie). In beiden Fillen werden durch diese
elektromagnetischen Strahlen letztlich DNA- Strangbriiche herbeigefiihrt, die eine Tumorzelle
an der Mitose bzw. an der Inhibierung der Apoptose hindert. Bei der Behandlung des Rektum-
Karzinoms wird diese Art der Therapie vor allem bei T3-4 Tumoren mit oder ohne
Lymphknotenbefall angewandt (Krebsinformationsdienst des DKFZ). Dabei konnen
unterschiedliche Ziele verfolgt werden. Entweder erfolgt eine neoadjuvante (vor der

Operation), den Tumor verkleinernde, oder aber eine adjuvante (nach der Operation)

24



Einleitung

Bestrahlung. Haufig werden Rektumkarzinome auch mit einer Kombination von Bestrahlung
und Chemotherapie, mit der so genannten Radiochemotherapie, behandelt. Diese Behandlung
verbessert bei 66% (statt 38%) der Patienten mit primédren, nicht resektierbaren
Rektumkarzinomen die krankheitsfreie Zeit in der 5-Jahres- Uberlebenswahrscheinlichkeit

(Frykholm, 2001).

1.3.3. Chemotherapie

Die Chemotherapie wird meist adjuvant, also im Anschluss an eine Operation und in der
Regel bei Patienten mit lokal fortgeschrittenen bzw. metastasierenden Kolonkarzinomen
angewendet. Abhéngig vom Erkrankungsstadium gibt es zwei Arten der Verabreichung. Bei
einer systemischen Chemotherapie werden die Medikamente intravends injiziert und verteilen
sich dann iiber den Blutkreislauf im Koérper. Werden die Medikamente gezielt in bestimmte
Organe injiziert, spricht man von einer regionalen Chemotherapie. Eine Chemotherapie kann
kurativ und palliativ angewendet werden und basiert beim Kolonkarzinom auf der
Verabreichung der Medikamente 5-Fluoruracil (5-FU) und Folinsdure. 5-FU fungiert dabei als
Antimetabolit der Nukleinsduren Cytosin und Thymidin und wird wéihrend der DNA-
Replikation an ihrer Stelle eingebaut. Durch den zusdtzlichen Einsatz der Folinsdure, die
durch Bindung an das Enzym Thymidilat-Synthase die Biosynthese von dTMP (desoxy-
Thymidinmonophosphat) verringert, wird diese zytostatische Wirkung noch verstérkt. Bei
Patienten mit mCRC fiihrte eine Behandlung mit dieser Therapieform zu einer signifikanten
Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens (9 vs. 6,2 Monate; Gramont, 2000).
Heutzutage werden 5-FU und Folinsdure mit weiteren Zytostatika kombiniert, was zu einer
um 21-24 Monate gesteigerten Uberlebenswahrscheinlichkeit bei den Patienten fiihrt:
Oxaliplatin, als Metallkomplex, bindet dabei an nukleophile Bereiche der DNA, wodurch eine
riumliche Verinderung ihrer Struktur herbeigefiihrt wird. Diese Anderungen treten sowohl
innerhalb eines DNA-Stranges, als auch zwischen beiden Strangen auf und verhindern in
beiden Fillen die Replikation und Transkription (Sheeff, 1999). Dies resultiert in der
Inhibierung der Proliferation und des Zellwachstums. Bei der Behandlung mit Oxaliplatin
zusammen mit 5-FU und Folinsdure, was auch FOLFOX- Schema genannt wird, fiihrten die

verbesserten Uberlebenswahrscheinlichkeiten bei Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren
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ohne Fernmetastasen dazu, dass diese Therapie mit zu den heutigen Standards zahlt (André,
2009). Das Akronym FOLFIRI steht fiir die Anwendung einer Kombination der Medikamente
Irinotecan, 5-FU und Folinsdure. Obwohl Patienten mit fortgeschrittenen CRC- Tumoren und
Fernmetastasen ebenfalls vom FOLFOX-Regime profitieren, hat sich das FOLFIRI-
Behandlungschema fiir diese Patienten durchgesetzt (Saltz, 2001; Douillard, 2010; Colucci,
2005). Eine Kombination aus FOLFOX und FOLFIRI, genannt FOLFOXIRI, verbessert die
Uberlebenszeiten von Patienten mit fortgeschrittenen CRC- Tumoren und Fernmetastasen

zusitzlich (Falcone, 2007).

1.3.3.1. [Irinotecan

Irinotecan (Camptosar®, CPT-11) ist ein von Pfizer hergestelltes, halbsynthetisches Derivat
des in Pflanzen natiirlich vorkommenden Alkaloids Camptothecin. Irinotecan hemmt das
Enzym Topoisomerase I, deren Aufgabe in der Entspannung negativ bzw. positiv
superspiralisierter DNA liegt. Wahrend der DNA- Replikation verursacht sie normalerweise
Einzelstrangbriiche in einem der komplementdren Strange, wodurch die Superspiralisierung
relaxiert wird. Bindet Irinotecan an den Topoisomerase- DNA- Komplex wird dieser
stabilisiert und es kommt zu einer Inhibierung der folgenden Religation des Strangs. Dies
filhrt zu einem irreversiblen Doppelstrangbruch und somit zum Abbruch der Replikation
(Ubersicht in Rothenberg, 1997). Zusitzlich zum Zellzyklusstop hat Irinotecan auch
Auswirkung auf die Induktion der Apoptose (Bras-Gongalves, 2000). Als so genannte Prodrug
liegt Irinotecan zundchst in einer wenig aktiven Form vor, die durch Abspaltung der
Bipiperidincarboxylat-Gruppe in das 1000-fach aktivere SN-38 metabolisiert wird. Diese
Reaktion erfolgt in der Leber und unter dem Einfluss der Carboxylesterase (Marquardt, 2011).
Die Wirksamkeit von Irinotecan auf mCRC-Tumoren wurde erstmals in zwei europdischen
Studien beschrieben, in denen eine Verabreichung von Irinotecan nach gescheiterter
Primirbehandlung mit 5-Fluoruracil (5-FU) zu einem lingeren Uberleben bei gleichzeitiger
Verbesserung der Lebensqualitdt fiihrte (Cunningham, 1998; Rougier, 1998). Doch auch bei
Primédrbehandlung der metastasierenden Kolonkarzinome fiihrte eine

Kombinationsbehandlung von Irinotecan mit 5-FU im Gegensatz zur Behandlung mit 5-FU
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allein zu signifikanten Verbesserungen in Bezug auf die Ansprechrate, und die mittlere

Uberlebenszeit (Ubersicht in Vanhoefer, 2001).

1.4. EGFR- targeted therapy des Kolonkarzinoms

Bisher konnte durch den Einsatz von 5-FU und Folinsdure das mittlere Uberleben von
Patienten mit mCRC von 6 auf 12 Monate verdoppelt werden. Mit Hilfe der Regime
FOLFIRI und FOLFOX wurden diese mittlere Lebenserwartung zusétzlich um 2-4 Monate
gesteigert (Ubersicht in Meyerhardt und Mayer, 2005). Dennoch zeigt eine 5- Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 12 % bei Patienten mit metastasierenden CRC- Tumoren,
dass die Erfolge der Chemotherapie begrenzt sind. Um die Behandlung iiber die klassischen
Therapien hinaus zu verbessern, wurden daher neue Konzepte entwickelt, um gezielt gegen
bestimmte, mit der Tumorprogression assoziierte Strukturen vorzugehen: die targeted therapy.
Da im Kolonkarzinom, wie zuvor beschrieben (Kapitel 1.2.3), der EGFR- Signalweg eine
wichtige Rolle spielt, werden bei dieser Therapie monoklonale Antikérper eingesetzt, die
gezielt gegen EGFR gerichtet sind: Cetuximab und Panitumumab. Diese Antikorper sollen die
EGFR-Signalweitergabe inhibieren, sind beide von der FDA (U.S. Food and Drug
Administration) zugelassen und wurden bereits bei Patienten mit metastasierenden
Kolonkarzinomen (mCRC) allein oder in Kombination mit Chemotherapeutika eingesetzt.
Insgesamt konnte dabei gezeigt werden, dass Patienten mit mCRC durch diese Therapieform
von einer um zusitzlich 4 Monate gesteigerten Uberlebenszeit profitieren (Ubersicht in

Meyerhardt und Mayer, 2005).
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1.4.1. Cetuximab

Cetuximab (Erbitux®, Cmab) ist ein monoklonaler Antikorper, der urspriinglich von der Firma
ImClone produziert wurde. Er bindet hoch affin an Egfr und ist aus zwei Epitopen aufgebaut:
Einer Antigen-bindenden Fab-Region (Fragment antigen binding) murinen Ursprungs und
einem menschlichen IgGi- Immunglobulin. Cmab ist also ein chimérer Antikorper, dessen
konstanter Teil von allen Immunglobulinen (IgGi4) am haufigsten ADCC- und am
zweithdufigsten Komplement- vermittelte Immunantworten auslost (Azeredo da Silveira,
2002).

Die ADCC (antibody dependent cellular cytotoxicity = antikdrperabhéngige, zellvermittelte
Zytotoxizitét) bezeichnet dabei eine humane Immunreaktion, bei der pathogene Zielzellen mit
IgG- Antikorpern markiert werden. Durch die darauf folgende Bindung natiirlicher
Killerzellen (NK) kommt es zur Sekretion und zum Eindringen von apoptose-induzierenden
Molekiilen in die Zielzelle.

Das Komplementsystem beschreibt hingegen eine komplexe, durch neun Glykoproteine
vermittelte Immunantwort, die schlieBlich zur Lyse der Zielzelle fithrt. Dabei resultiert die
Bindung des Proteins C1 an IgG bzw. IgM- Antikdrper in einer Reihe von proteolytischen
Spaltungen und anschlieBenden Komplexbildungen der involvierten Proteine C2-9.
SchlieBlich entsteht ein Membranangriffskomplex, der durch Porenbildung den Verlust der
Osmoregulation der Zielzelle einleitet (Janeway, 2002).

Bei Einfilhrung von Cmab wurde zunichst angenommen, dass seine Wirkung mit dem Grad
der Egfr- Expression zusammenhédngt. In Studien an Patienten mit metastasierenden
Kolonkarzinomen fand man jedoch, dass auch Patienten mit Egfr- negativen Tumoren auf
eine Cmab- Monotherapie ansprachen (Ubersicht in Kruser, 2010). Es zeigte sich vielmehr,
dass eine Mutation von KRAS mit einer schlechten Priadiktion korreliert. In einer Studie von
Bardelli und Siena et al. konnte gezeigt werden, dass eine Monotherapie mit Cmab bei
Patienten mit mCRC und KRAS™ gegeniiber Patienten mit KRAS™!- Tumoren eine
Verdopplung der progressionsfreien Zeit bewirkt (Ubersicht in Bardelli und Siena, 2010).
Doch auch von den Patienten mit mCRC und KRASY! profitieren nur 40-50% von einer anti-
EGFR- Monotherapie, so dass weitere Resistenzmechanismen existieren miissen. In diesem

Zusammenhang wurde in einer Studie von Sartore-Bianchi et al. die Anwesenheit von zwei
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oder mehr Aberrationen in den EGFR- downstream- Genen KRAS, BRAF, PIK3CA und PTEN

mit Resistenz auf die anti-EGFR-Antikorpertherapie assoziiert.

1.4.2. Panitumumab

Panitumumab (Vectibix®, Pmab) ist ein so genannter voll humanisierter, monoklonaler

Antikdrper, der von der Firma Amgen hergestellt wird. Hierbei macht man sich das Modell
der XenoMaus zu Nutze. XenoM4iuse sind transgene Tiere, deren Genloci der leichten und

schweren Antikorper-Ketten mit den humanen Immunglobulinen ausgetauscht wurden
(Ubersicht in Kim, 2008). AnschlieBend stellen diese Tiere humane Antikdrper her, die in der
klinischen Anwendung wesentlich weniger Immunreaktionen im Menschen ausldsen.

Wie Cmab, ist auch Pmab aus den zwei Epitopen Fab und Fc (Fragment constant) aufgebaut.
Das Antigen- bindende Epitop ist im Unterschied zu Cmab jedoch human und besitzt laut
Jakobovits et al. eine 5-200fach hohere Affinitdt fiir Egfr, als die natiirlichen Liganden
(Jakobovits, 2007). Das konstante Epitop ist im Gegensatz zu Cmab ein Immunglobulin Go,
welches aufgrund seiner spezifischen Eigenschaft in Bezug auf die ADCC- oder die
Komplement- vermittelte Immunantwort gewdhlt wurde. Diese sind laut Stroh et al. in-vitro
zu vernachldssigen, in der Klinik existieren jedoch sowohl positive als auch negative Aspekte
(Stroh, 2010). Zum einen wird das Risiko einer Egfr- Erkennung in Normalgeweben und ein
schneller Abbau von Pmab an Tumorzellen minimiert. Zum anderen verringern sich die
Immunreaktionen an Antikorper- markierten Tumorzellen. Bei klinischer Anwendung findet
man eine Uberlagerung dieser Aspekte.

Die fiir Pmab zur Verfiigung stehenden Daten zur Rolle von EGFR und KRAS in der Pmab-
Monotherapie sind denen von Cmab sehr dhnlich und zeigen in Bezug auf eine Egft-
Expression keinen eindeutigen und in Bezug auf eine KRAS- Mutation einen signifikant
negativen Zusammenhang (Hecht, 2010). Neben diesen Verdnderungen sind auch hier
Mutationen der Gene BRAF, PIK3CA und PTEN fiir eine Therapie- Resistenz verantwortlich
(Sartore-Bianchi, 2009). Wihrend der Funktionsgewinn von BRAF und PIK3CA, sowie der
Funktionsverlust von PTEN negative Pridiktionsmarker sind, konnte fiir den Arg521Lys-
Polymorphismus in EGFR keine Korrelation gefunden werden (Ubersicht in Bardelli und
Siena, 2010). Doch auch, wenn weniger Aberrationen gefunden werden, bleibt eine ca.

50%ige Wahrscheinlichkeit, dass eine Monotherapie nicht erfolgreich verlduft. Daher soll im
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Nachfolgenden genauer auf die molekularen Mechanismen einer anti-EGFR-

Antikdrpertherapie eingegangen werden.

1.4.3. Wirkmechanismus der anti-EGFR-Antikorper

Bisher profitiert nur eine Minderheit der Patienten mit mCRC von einer zusitzlichen anti-
EGFR- Antikorpertherapie, so dass der Frage nach den molekularen Mechanismen, die mit
einem Therapieerfolg einhergehen eine besondere Bedeutung zukommt. Obwohl die
Wirkweise der anti-EGFR- Antikorper bis heute nicht vollstdndig verstanden ist, konnten in
mehreren Untersuchungen bereits folgende Mechanismen herausgearbeitet werden:

Pmab und Cmab binden mit einer bis zu 200-fach hoheren Affinitit an Egfr als die
natlirlichen Liganden (Jakobovits, 2007). Normalerweise resultiert die Bindung eines
Liganden in der EGF- Rezeptordimerisierung, wodurch eine anschlieBende
Autophosphorylierung zur Initiation der Signaltransduktion fiihrt (Abbildung 6). Die Bindung
eines der anti-EGFR- Antikorper an Egfr verhindert hingegen diese Dimerisierung, so dass
keine Aktivierung von Egfr erfolgt (Ubersicht in You, 2011). Vielmehr fiihrt diese Bindung zu
einer Internalisierung des Komplexes ins Zellinnere (Ubersicht in Keating, 2010). Als Folge
davon kommt es zur Inhibierung der Signalweitergabe und somit zu einer negativen
Regulation der Proliferation und des Uberlebens einer Tumorzelle.

In Bezug auf die Proliferation wirken Aberrationen in den EGFR- downstream- Genen KRAS,
BRAF, PIK3CA und PTEN dieser Inhibierung entgegen und konnten in der Klinik bereits
mehrfach mit einem schlechteren Ansprechen oder einer niedrigeren
Uberlebenswahrscheinlichkeit nach Antikdrper- Monotherapie assoziiert werden (Di
Nicolantonio, 2008; Monzon, 2009). Dabei spielt — wie zuvor erwihnt (Kapitel 1.4.1) — die
Anzahl der Mutationen in diesen Genen in Bezug auf einen Therapieerfolg eine Rolle:
Patienten, deren Tumoren zwei oder mehr Aberrationen aufweisen, profitieren in keinem Fall
von einer Panitumumab- bzw. Cetuximab-Therapie (Sartore-Bianchi, 2009). Diese Ergebnisse
wurden durch in-vitro Untersuchungen von Jhawer et al. zusdtzlich bestétigt (Jhawer, 2008).
In Bezug auf das Uberleben einer Tumorzelle zeigen Studien, dass eine Pmab- bzw. Cmab-
Monotherapie im GO/G1- Zellzyklusarrest resultiert, was wiederum auch zu Apoptose fithren

kann (Wu, 2008).
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Eine Kombinationsbehandlung mit monoklonalen Antikdrpern und einer Chemotherapie
fiihrte in diversen Studien nahezu zu gleichen Ergebnissen. Durch den zusétzlichen Einsatz
von Pmab oder Cmab zu Irinotecan und in Abhédngigkeit vom KRAS™- Mutationsstatus weist
ein verlingertes, progressionsfreies Uberleben und eine gesteigerte Response- Rate bei
Patienten mit mCRC auf einen Therapieerfolg hin (Douillard, 2010; You, 2011). Patienten mit
mCRC und KRAS™! sind in jedem Fall von einer Kombinationsbehandlung benachteiligt
(Liévre, 2006). Uber die molekularen Mechanismen, die dariiber hinaus bei einer
Kombinationstherapie des kolorektalen Karzinoms von Bedeutung sind, und welchen Einfluss

eine Behandlung auf Zellzyklus und Apoptose genau hat, ist bisher nicht bekannt.

- %MII-EGFR mAbs
e @ & o

Proliferation

Metastasis Angiogenesis

Abbildung 6: Ubersicht iiber die Wirkung der monoklonalen Antikérper (mAb) auf Egfr. Durch Bindung

der mAb’s wird die Dimerisierung verhindert und so die Signalkaskaden inhibiert (Ubersicht in You,
2011).
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1.5. Ziele der Arbeit

Trotz moderner Polychemotherapie konnte die Uberlebensdauer bei Patienten mit
metastasierenden, kolorektalen Karzinomen (mCRC) bisher nur auf etwa 21-24 Monate
gesteigert werden. Der Einsatz der gegen EGFR gerichteten Antikorper Panitumumab und
Cetuximab in der so genannten targeted therapy bei Patienten mit mCRC- Tumoren verspricht
eine weitere Steigerung der Uberlebenszeiten. Klinische Studien zeigen jedoch, dass offenbar
nur eine Minderheit der Patienten mit mCRC von dieser zusdtzlichen Therapieoption
profitiert. Bisher ist der Nachweis einer aktivierenden Mutation in KRAS als negativer
Pradiktionsmarker etabliert, obwohl auch etwa 72% der Patienten mit KRAS™'- Tumoren nicht
auf eine targeted therapy ansprechen. Da scheinbar weitere Mediatoren des EGFR-
Signalwegs eine wichtige Rolle fiir die Sensitivitit der Tumoren gegeniiber der targeted
therapy spielen, kommt der Identifikation zuverlédssiger, pradiktiver Marker eine grofle

Bedeutung zu.

Ziel dieser Arbeit ist daher die Identifizierung dieser Markergene, sowie ihrer funktionellen
Rolle fiir die Sensitivitdt der Tumoren gegeniiber der anti-EGFR- Antikérperbehandlung.
Insbesondere soll dabei der Frage nachgegangen werden, welche Markergen- Konstellationen
mit additiven bzw. synergistischen Effekten einhergehen und sich daher fiir die prédikative

Diagnostik eignen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt dieser Arbeit resultiert in der Tatsache, dass in der Klinik die
anti-EGFR- Antikorper meist in Kombination mit Chemotherapeutika eingesetzt werden,
obwohl bis heute nicht ausreichend geklért ist, welche Mechanismen den Erfolg einer solchen
Kombinationstherapie bedingen. Daher soll nach Bestimmung der Wirkmechanismen in
Monotherapie zusitzlich untersucht werden, welche Zellzyklus- und Apoptosemechanismen
fiir die Strategie der Kombinationstherapie von Bedeutung sind. Anhand des so erhaltenen in-
vitro Modells soll schlieBlich identifiziert werden, welche zelluliren Mechanismen und
welche der EGFR-Signalwege in eine synergistische, additive oder auch antagonistische

Wachstumsinhibierung durch die anti-EGFR- Antikorpertherapie involviert sind.
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2. Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1. Chemikalien

-Mercaptoethanol

10% FCS
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
2-Propanol
Acrylamid/Bisacrylamid-Losung
Agarose

Ammoniumpersulfat

Aqua bidest.

Avidin

Biotin

Bradford-Reagenz
Bromphenolblau

BSA/ Rinderserumalbumin
Chemiluminescent Substrate Enhancer
Chemiluminescent Substrate
Chloroform: Trichlormethan
Cetuximab/ Erbitux

Citratpuffer

Complete

DAPI Counterstain

DEPC-H:0

Diaminobenzidin

DMSO

DNeasy® Blood & Tissue Kit
DTT: Dithiothreitol

(Merck)

(Sigma)

(Sigma)

(Merck)

(Biozym)

Seakem LE (BMA Rockland USA)
(Merck)

destilliertes Wasser

1 Hithnereiweif3, 100 ml Wasser
(Sigma)

(BioRad)

(Sigma)

(PAA)

(Invitrogen)

(Invitrogen)

(Merck)

(Merck)

(Merck)

(Roche)

(Abbott/Vysis)
Diethylpyrocarbonat 1:1000 in Aqua
dest.

(DCS)

(Sigma)

(Qiagen)

(Merck)
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Ethanol

Ethidiumbromid

First strand cDNA synthesis Kit
Fixogum

Formaldehyd

Formamid: Methanamid

GBX

genRES® MPX-2 und MPX-3 Kit
Glycerin

Glycin

Héamalaun

HCI
IEF-Puffer

Irinotecan/ Camptosar 40 mg
Isopropanol

Laemmli-Puffer

L-Glutamin

Marker @X

Marker Page Ruler™ Plus Prestained Ladder
Methanol

NaCl

Natriumcarbonat

Non fat dry milk
Panitumumab/ Vectibix
PBS

PCR Master Mix
PCR-Wasser

Penicillin/Streptomycin

(Merck)

(Roth)

(Fermentas)

(Marabu)

(Merck)

(Roth)

(Sigma)

(Serac)

(Merck)

(Sigma)

1 g Hidmatoxylin in 1000ml Aqua dest,
0.2 g Natriumjodat, 50 g Kalialaun,

5 g Chloralhydrat, 0.1g Zitronenséure
(Merck)

8M Urea, 1 g CHAPS, 100 ml Wasser,
Bromphenolblau

(Pfizer Pharma)

(Merck)

15 g Tris-base, 72 g Glycin, 5 g SDS,
500 ml Wasser

(Invitrogen)

(Eurogentec)

(Fermentas)

(Merck)

(Merck)

(Merck)

(BioRad)

(Amgen)

(Gibco)

(Fermentas)

DNA freies Wasser

(Gibco)
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Phosphatase Inhibitor Cocktail 2
Ponceau-Losung

Proteinase K

QuantiTect SYBR Green

RNase A

RPMI Medium

Salpetersdure

SDS

SDS-Ladepuffer

Sheath Fluid

SSC

First Strand cDNA Synthesis Kit
TBE-Puffer

TBS-Puffer

TEMED: N°, N’, N’, N’-Tetramethylendiamin

TE-Pufter
Tertidrreagenz

Transferpufter

Tris/HCl

Triton X-100

Trizol

Trypanblau

Trypsin/EDTA- Losung

Tween

Vectashield
VenorGeM-Mykoplasmen-Detektionskit
Wasch-Puffer

Xylol

(Sigma)

(Sigma)

(Merck)

(Qiagen)

(Roche)

(Invitrogen)

(Merck)

(Sigma)

(Sigma)

(Partec)

(Roche)

(Fermentas)

450 mM Trisborat; 10 mM EDTA pH 8.0
pH 7.9, 0,5 M Tris, 1,5 M NaCl
(Sigma)

Tris/EDTA

(ScyTek)

233 mM Glycin; 31 mM Tris; 25% (V/V)
MeOH

(Sigma)

(Merck)

(Sigma)

(Merck)

(Invitrogen)

(Sigma)

(Vector lab.)

(Minerva Biolabs)

(Roche)

(Merck)
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2.1.2. Materialien

Falconrdhrchen

Filmkassette

GelBond PAG Film

Kryotubes

Kiihlbox

Neubauer-Kammer
Nitrocellulose Transfermembranen
Objekttrager

PCR-Platten inkl. Verschlussfolie
Pipettenspitzen

Reaktionsgefilie

Skalpell

Whatman-Papier
Zellkulturflaschen T25
Zellkulturflaschen T75
Zellkulturplatten

Zellschaber

2.1.3. Gerite

Autoklav
Heizblock

Waage

Pipetten

Greiner

3M

Cambrex

Nunc

VWR

Optik Labor

Schleicher & Schiill
Marienfeld, Engelbrecht
BioRad

Starlab

Biozym, Eppendorf, Sarstedt
Feather

BioRad

Greiner

Greiner

Biochrom (TPP)

Biochrom

Systec (Wettenberg)

Haep Labor Consult HBT-2132
Grant UBD 2

Grant BTD

Eppendorf Thermomixer Comfort
Sartorius BP 310 S

Kern 440-33

Mettler PM 3000

Eppendorf Research
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Vortexer

Zentrifuge

Inkubator

Riittler

Power Pack

Gelkammern

Sterilbank

Photometer

Kiihlschrianke
Mikroskop

Mikrowelle
Magnetriihrer

PCR

pH- Meter
Vakuumabsauger

Taumelrollenmischer

Tiefkihltruhe -80 °C

Scientific Industries Vortex — Genie 2

IKA MS 2 Minishaker

Hettich Rotina 35 R

Eppendorf Minispin

Heraeus Biofuge Primo R
Sprout Minizentrifuge

Hettich Mikro 20

Hettich Mirko 22R

Heraeus T6

Thermo Scientific Hera Cell 240

New Brunswick Scientific Innova 2000

BioRad Power Pack 3000
Biometra Power Pack P 25
BioRad Mini Trans-Blot Cell
BioRad Mini Protean 3 Cell
Biometra gel

Thermo Scientific Hera Safe
Eppendorf Bio Photometer
BioRad Microplate Reader 680
Liebherr AG (Bulle, Schweiz)
Olympus CK 2

Zeiss Axioskop 2 plus HAL 100
Zeiss LSMS510

AEG Micromat

Welabo Framo M20/1
Biometra T personal Combi
BioRad iCycler mit Kamera IQ 5
Eppendorf Master Cycler
Schott CG 522

Vacuubrand BVC 21

CATRM 5

Hettich (Tuttlingen)
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Durchflusszytometer
UV-Transilluminator
Sonifiziergerét

Eismaschine

Partec Cyflow

Biometra BioDoc Analyse

Bandelin Sonopuls HD 70 mit UW 70
Castelimac F100
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2.2. Methoden
2.2.1. Zellkultur
2.2.1.1. Kultivierung von Zellkulturen

Alle Arbeiten wurden mit den in Tabelle 1 aufgelisteten Zelllinien und unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Das zur Kultivierung verwendete Ndhrmedium bestand aus RPMI
1640, versetzt mit 2 mM L-Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin und 10% fotalem
Kilberserum (FCS). Alle Zelllinien wachsen adhérent in T25 Zellkulturflaschen und wurden
ab einer Konfluenz von mindestens 5% in einem Verhiltnis von 1:2 bis 1:10 passagiert.
Hierfiir wird, nach dem Verwerfen des Mediums, einmalig mit gepufferter Salzlosung (PBS)
gewaschen. AnschlieBend werden die Zellen mit 0.05%iger Trypsin/EDTA-Losung geldst, in
ein neues Gefaf iiberfithrt und in humider Umgebung des Inkubators bei 37 °C und 5% CO»-
Begasung weiterkultiviert. Jede, der oben aufgefiihrten Kolonkarzinom- Zelllinie wurde
mittels einer DNA- Fingerprint- Analyse mit dem genRES® MPX-2 und MPX-3 Kit von

Serac auf ihre Identitit hin gepriift.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Kolonkarzinom— Zelllinien
(DSMZ = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, ECACC = European Collection
of Cell Cultures)

Zelllinie Herkunft

CACO2 Chirurgie, Miinster 8’2003
Colo205 Chirurgie, Miinster 12’2009
Colo206F Chirurgie, Miinster 12’2009
Colo320 DSMZ 12°2009

IDLD1 Chirurgie, Miinster 12°2009
IHCA7 ECACC 12’2009

HCT116 Hofstadter, Regensburg 3’2003
IHCT15 Hofstadter, Regensburg 3°2003
IHT29P Chirurgie, Miinster 8’2003
IKM12C Chirurgie, Miinster 8’2003
LOVO Hofstadter, Regensburg 3°2003
SW403 DSMZ 12°2009

SW48 Hofstadter, Regensburg 3°2003
SW480 Hofstidter, Regensburg 3°2003
SW948 DSMZ 01°2010
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2.2.1.2. FEinfrieren und Auftauen der Zellkulturen

Zur langfristigen Lagerung der Zellkulturen wurden zunidchst drei bis vier moglichst
konfluent bewachsene T75 Zellkulturflaschen bendtigt. Nach Entfernen des Mediums und
zweimaligem Waschen mit PBS werden die Zellen mit 0.05% Trypsin/EDTA gelost und in ein
mit Nédhrmedium gefiilltes Falconrdhrchen iberfithrt. Es folgt ein 10 min
Zentrifugationsschritt bei 1500 Umdrehungen pro Minute (rpm) und Raumtemperatur (RT).
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl Zellsuspension im Verhéltnis 1:20 mit 0.2%iger
Trypanblau-Losung versetzt und mit Hilfe einer Neubauerkammer gezéhlt. Je nach Zelllinie
wurden drei bzw. sechs Millionen Zellen zusammen mit 50% RPMI1640 Medium, 40% FCS
und 10% DMSO in einem Kryotube in fliissigem Stickstoff eingefroren.

Vor dem Auftauen der Zellen sollten 15 ml Falconr6hrchen mit 5 ml Medium vorbereitet
werden. Das hierfiir verwendete Kulturmedium ist, wie bereits erwédhnt, eine
Zusammensetzung aus RPMI 1640 Medium, 2 mM L-Glutamin, 10%igem FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin. Aufgrund der Zytotoxizitit von DMSO ab 0 °C werden die Zellen
nun schnellstmoglich aufgetaut und in das vorbereitete Falconréhrchen iiberfiihrt. Nach 5 min
Zentrifugation bei 1500 rpm und RT wird der Uberstand verworfen und das Zellpellet mit 1
ml Medium resuspendiert. Nach Uberfiihrung in eine T25 Zellkulturflasche wurden die Zellen

dann mit angedrehtem Deckel zur Kultivierung in den Inkubator gestellt.

2.2.1.3. Mpykoplasmen — Kontrolle

StandardméfBig wurde nach erstmaliger Kultivierung mit ca. 80%iger Konfluenz ein
Mykoplasmentest durchgefiihrt. Hierfiir wird ein Teil des Ndhrmediums fiir 10 min bei 95 °C
denaturiert und anschlieBend nach den Anweisungen des VenorGeM-Mykoplasmen-
Detektionskit (Minerva Biolabs) getestet. Nur Zellen ohne Kontamination werden
weiterkultiviert. Um die Qualitit der Untersuchungen zu gewihrleisten wurde dieser Test je

nach Dauer der Kultivierung einer Zelllinie im Turnus von 3 Monaten wiederholt.
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2.2.1.4. Anfertigung eines Zelllinien — Array

Fiir jede der 15 Zelllinien wurden zundchst Zellkulturen in sechs T75 Zellkulturflaschen
herangezogen. Nach Entnahme des Mediums und 1 x Waschen mit PBS wurden die Zellen
mittels eines Zellschabers und 1 ml 4% Formalin in ein 1.5 ml Reaktionsgefal} iiberfiihrt.
Nach einer Zentrifugation von 10min bei 1500rpm und RT wird das Zellsediment mindestens
48 h in 4% Formalin belassen. AnschlieBend wird das Pellet mit einem Spatel in ein
Filterpapier gebracht und in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. Es folgt die
Einbettung der Zellen in fliissigem Paraffin, welches nach vollstindigem Erhérten mit einer
Stanzmaschine (Beecher Instruments) bearbeitet werden kann. Auf diese Weise konnten 2 mm

Stanzen jeder Zelllinie auf einem Paraffinblock zusammengefasst werden.

2.2.2. Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1. DNA Isolierung

Um eine ausreichende Menge an DNA zu erhalten, sollte eine moglichst konfluent
bewachsene T25 Zellkulturflasche vorliegen, die bereits 1 x mit PBS gewaschen wurde. Es
kann sich hierbei um eine frische oder eine bei -80 °C eingefrorene Flasche handeln. Zunéichst
werden die Zellen mit einem Schaber mechanisch abgelost und in ein 1.5 ml Reaktionsgefal3
tiberfiihrt, in dem sich 200 pl PBS befinden. Nach Smin Zentrifugation bei 300 g und RT wird
der Uberstand verworfen und das Pellet erneut mit 200 pl PBS resuspendiert. Nach Zugabe
von 20 pul Proteinase K und 4 pul RNase A (100 mg/ml) wird 2 min inkubiert und anschlieBend
nach dem Herstellerprotokoll des Qiagen DNeasy® Blood & Tissue Kit weiter verfahren. Die
Elution der DNA erfolgt mit 100 pl dH>O. Zur Konzentrationsbestimmung wurden 2 pl DNA
auf 100 pl TE-Puffer verdiinnt und an einem Photometer bei 260 nm gegen den TE Leerwert
gemessen. Zur Uberpriifung der Reinheit ist darauf zu achten, dass sich Quotient der
optischen Dichten bei 260 nm und bei 280 nm zwischen 1.8 und 2 befindet. Die Lagerung der
DNA erfolgt bei 4 °C im Dunkeln.
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2.2.2.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der Vervielfdltigung
spezifischer Gene oder auch Transkripte und wurde erstmals in den spiten 1980er Jahren von
Mullis et al. beschriecben (Mullis, 1987). Heute ist diese Methode, die auf drei sich
wiederholenden Schritten beruht, lingst etabliert.

Nach einer Denaturierung des DNA-Doppelstrangs bei 95 °C binden Primer in der
Annealingphase spezifisch an die DNA. Mit Hilfe von Nukleotidtriphosphate (dINTP’s) und
einer hitzebestindigen DNA-Polymerase werden bei einer Temperatur von 72 °C nun
komplementidre DNA-Stringe elongiert. Mit jeder Wiederholung dieses Vorgangs kann dabei
die Anzahl der Amplifikate exponentiell ansteigen. In dieser Arbeit wurde standardméfig mit
einem PCR Master Mix (Fermentas), bestehend aus 0.05 U/ul Tag DNA Polymerase,
Reaktionspuffer, 0.4 mM jedes ANTP’s und 4 mM MgCl, amplifiziert (Abbildung 7).

1x Reaktionsansatz (25 pl Programm ,,55-35%
PCR Master Mix (2X)  12.5 pl Schritt °C | Zeit ZyKlus
Forward primer (10 M) 1 ul initiale Denaturierung | 95 2min 1x
Denaturierung 95 30s
Reverse primer (10 uM) 1 pl
Annealing 55 30s 35x
dH20 8.5 ul ] ]
Extension 72 | 1min/kb
Template DNA (1 pg) 2l finale Extension 72 10min Ix

Abbildung 7: Links: Zusammensetzung eines einfachen PCR- Reaktionsansatzes. Rechts: verwendetes

PCR-Programm

Auf diese Weise wurden mit den unten aufgelisteten Oligonukleotiden PCR-Produkte fiir die
Gene KRAS, BRAF, TP53, EGFR und PIK3CA vervielfiltigt (Tabelle 2). AnschlieBend
wurden die jeweiligen Amplifikate mittels Agarose- Gelelektrophorese auf Qualitdt und
GroBe tiberpriift. Hierfiir werden 1.6 g Agarose mit 80 ml 1x TBE-Puffer vermischt und in
einer Mikrowelle erhitzt. Nach Abkiihlung auf unter 65 °C werden 5 pl Ethidiumbromid (10
mg/ml, EtBr) hinzugegeben und die Fliissigkeit nach kurzem Schwenken in einen dafiir

vorbereiteten Schlitten mit Taschenkamm eingefiillt. Nach vollstindigem Aushérten des
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2%igen Gels wird dieses mit 2 ul Marker und je einem Gemisch aus Probe und GBX im

Verhiltnis 1:5 beladen. Innerhalb einer halben Stunde und 90 V Spannung ndhern sich die

negativ geladenen DNA-Fragmente der Anode an, wobei sie abhidngig von ihrer Gro3e mehr

oder weniger stark von der Gel- Matrix aufgehalten werden. Eine Detektion der Amplifikate

erfolgt durch EtBr, welches sowohl mit doppelstrangiger DNA interkaliert, als auch UV-

Bereich emittiert.

Tabelle 2: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide der Gene KRAS, BRAF, TP53, EGFR und PIK3CA.

Gen Abschnitt Primer
Exon 2 forward: 5-AGGCCTGCTGAAAATGACTGAA-3’
Xon reverse: 5'-AAAGAATGGTCCTGCACCAG-3’
KRAS Exon 3 forward: 5’-GGATTCCTACAGGAAGCAAGT-3’
Xon reverse: 5'-TGGCAAATACACAAAGAAAGC-3’
Exon 4 forward: 5’-AGACACAAAACAGGCTCAGGA-3’
Xon reverse: 5'-AAGAAGCAATGCCCTCTCAA-3'
forward: 5-TGCTTGCTCTGATAGGAAAATG-3’
BRAF Exon 15 reverse: 5-AGCCTCAATTCTTACCATCCA-3’
Exon 4 forward: 5-GTCCTCTGACTGCTCTTTTCACCCATCTAC-3'
Xon reverse: 5'-GGGATACGGCCAGGCATTGAAGTCTC-3’
Exon 5 forward: 5-CTTGTGCCCTGACTTTCAACTCTGTCTC-3’
xon reverse: 5'-TGGGCAACCAGCCCTGTCGTCTCTCCA-3’
P53 Exor 6 forward: 5-CCAGGCCTCTGATTCCTCACTGATTGCTC-3'
Xon reverse: 5'-GCCACTGACAACCACCCTTAACCCCTC-3'
Exon 7 forward: 5-GCCTCATCTTGGGCCTGTGTTATCTCC-3'
Xon reverse: 5'-GGCCAGTGTGCAGGGTGGCAAGTGGCTC-3'
Exon 8 forward: 5-GTAGGACCTGATTTCCTTACTGCCTCTTGC-3'
Xon reverse: 5'-ATAACTGCACCCTTGGTCTCCTCCACCGC-3’
E 18 forward: 5-TCCAAATGAGCTGGCAAGTG-3’
Xon reverse: 5'-TCCCAAACACTCAGTGAAACAAA-3’
forward: 5’-GTGCATCGCTGGTAACATCC-3'
EGFR Exon 19 reverse: 5-TGTGGAGATGAGCAGGGTCT-3’
Exon 21 forward: 5-GCTCAGAGCCTGGCATGAA-3’
Xon reverse: 5'-CATCCTCCCCTGCATGTGT-3’
E 9 forward: 5-GACAAAGAACAGCTCAAAGCA-3’
Xon reverse: 5-ACATGCTGAGATCAGCCAAA-3’
PIK3CA ; ;
o 20 forward: 5’-ATGATGCTTGGCTCTGGAAT-3
Xon reverse: 5'-GCATGCTGTTTAATTGTGTGG-3’
forward = DNA- Bindestelle in Leserichtung der Taq- Polymerase, reverse = Bindestelle

am

komplementiren DNA- Strang mit entgegengesetzter Leserichtung. Zur Erhohung der Spezifitit und

Funktionalitit der Primer wurden mindestens 19 Oligonukleotide mit hohen GC-Gehalt hergestellt.
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2.2.2.3. Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden nach der Methode von Sanger im biologisch- medizinischen
Forschungszentrum der Universitidt Diisseldorf (BMFZ) durchgefiihrt. Hierzu wurden
ausreichende Mengen der PCR-Produkte (10-20 ng/pl) und Primer (10 uM) aliquotiert und an
das BMFZ versendet.

Die entstandenen Elektropherogramme wurden anschlieBend mit den jeweils zum Gen

passenden Referenzsequenzen verglichen.

2.2.2.4. RNA Isolierung

Die Isolierung der RNA beginnt mit der Zugabe von 1 ml Trizol in zuvor mit PBS
gewaschene, zu 100 % bewachsene T25 Zellkulturflaschen. Nach kurzem Schwenken 16sen
sich die Zellen bereits vom Boden der Zellkulturflasche, sodass sie in ein 1.5 ml
Reaktionsgefdll {liberfiihrt werden konnen. AnschlieBend werden 200 upl Chloroform
zugegeben und solange gevortext, bis sich das klare Chloroform mit dem pinkfarbenen Trizol
vollstindig vermengt hat. Nach dem Zentrifugieren fiir 15 min bei 12000 rpm und 4 °C sind
drei Phasen im Reaktionsgefdll deutlich erkennbar. Die obere, klare Phase, die die RNA
enthdlt, wird nun moglichst vollstindig abpipettiert, mit 500 pl eiskaltem Isopropanol
vermengt und iiber Nacht bei -20 °C fillen gelassen. Am folgenden Tag wird nach 10min
Zentrifugieren bei 12000 rpm und 4 °C der Uberstand verworfen und das Pellet in eiskaltem,
70%igem Ethanol resuspendiert. Nach 5 min Zentrifugation bei 7500 rpm und 4 °C
wiederholt sich der Waschschritt mit Ethanol. Nach restlosem Entfernen des Uberstandes
trocknet das Pellet mindestens 15 min unter dem Abzug. Je nach Pelletgrofle wird mit 30-50
ul DEPC-Wasser resuspendiert, und das Reaktionsgefdll anschliefend fiir 10 min bei 70 °C
erhitzt. Eine Lagerung erfolgt bei -80 °C. Wie bei isolierter DNA wird auch hier die
Konzentration am Photometer bestimmt. Zur Qualitdtskontrolle sollten im 1.5 %igen

Agarosegel zwei charakteristische RNA-Banden, 28 S und 18 S, detektierbar sein.
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2.2.2.5. ¢DNA Synthese

Um RNA in cDNA umzuschreiben, wird die gewonnene RNA zundchst auf eine
Konzentration von 1 pg/10 pl verdiinnt. Mit Hilfe der reversen Transkriptase MMuLV wird
aus der als Einzelstrang vorliegenden RNA eine doppelstrangige cDNA synthetisiert. Fiir die
Synthese wird Primer ODT 18 verwendet und entsprechend des Protokolls des First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas) verfahren. cDNA wird bei -20 °C gelagert und je nach

Versuch im Verhéltnis 1:10 bis 1:20 verdiinnt.

2.2.2.6. quantitative Echtzeit- PCR (qRT-PCR)

Diese PCR unterscheidet sich im Wesentlichen durch die Art der Messung von einer Endzeit-
PCR (Kapitel 2.2.2.2.). Wird bei einer Endzeit-PCR iiblicherweise nach Beendigung des
PCR-Programms das amplifizierte Produkt kontrolliert, ist es hier moglich wihrend des
Programmablaufs die Vervielfiltigung eines bestimmten cDNA-Fragmentes zu untersuchen.
Dies wird durch den Farbstoff SYBR Green® (Qiagen) ermdglicht, der mit der kleinen
Furche doppelstrangiger cDNA assoziiert wird. Gebundener Farbstoff emittiert Licht der
Wellenldnge 520 nm mit sehr viel hoherer Intensitét als ungebundener Farbstoff. So werden
zu Beginn der PCR keine oder nur sehr geringe Emissionen gemessen, da nur eine kleine
Menge cDNA im Ansatz vorhanden ist. Je grofler die Menge an cDNA im Reaktionsansatz
mit jedem Zyklus wird, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass SYBR Green gebunden
vorliegt. Ab einem fiir jede Probe und jedes Zielgen spezifischen Punkt steigt die Fluoreszenz
dann exponentiell mit der Anzahl der amplifizierten cDNA. Es ergibt sich ein spezifischer
Wert, der genau den Zyklus angibt, an dem die Emission erstmals die Hintergrundstrahlung
ibertrifft: der Ct-Wert. Nach 45 Zyklen ist schlielich die stationdre Phase erreicht, in der sich
Komponenten des Reaktionsansatzes sterisch behindern oder aber aufgebraucht sind. Im
Anschluss beginnt die Messung der Schmelzkurve, bei der schrittweise die Temperatur von 72
°C bis 95 °C erhoht wird. Je nach Probe schmelzen hier bei einer spezifischen Temperatur die
DNA- Doppelstrange zu Einzelstrangen auf. Fiir diese Arbeit wurde ausschlieBlich das Quanti

Tect SYBR Green PCR Kit (Qiagen) nach unten aufgelistetem Pipettierschema und
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Programm verwendet (Abbildung 8). Die Auswertung erfolgte nach der ACt-Methode, bei der

stets ein Referenzgen zum Vergleich mitgefiihrt wird.

1x Reaktionsansatz (20 ul)

Programm ,.Standard gRT-PCR*

Quanti Tect SYBR Green Mix 10 pl Schritt

Sense Primer (10 pM)

Antisense Primer (10 pl)

dH>O

cDNA (1:20 verdiinnt)

°C  [Zeit Zyklus

0.5 ul /Aktivierung Polymerase 95 | 15min 1x

Denaturierung 94 20s
0.5 ul

/Annealing 55 30s 45x
Sul

[Extension 72 30s
4 ul )

Schmelzkurve (72-95°C) |[je 0.5| 30s 47x

Abbildung 8: Links: Zusammensetzung eines einfachen PCR- Reaktionsansatzes. Rechts: verwendetes

PCR-Programm

Insgesamt wurden mit dieser Methode Transkripte von EGFR und sechs Egfr- Liganden

bestimmt (Tabelle 3). Zur Auswertung wurden jeweils die mittleren Ct-Werte mit denen von

Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) ins Verhiltnis gesetzt (ACt- Methode).

Tabelle 3: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide von EGFR und sechs Egfr- Liganden.

EGFR forward: 5-CACCACGTACCAGATGGATG-3
reverse: 5-AGCCGTGATCTGTCACCAC-3’
IAmphiregulin forward: 5’-AAGCGTGAACCATTTTCTGG-3’
reverse: 5’-AGCCAGGTATTTGTGGTTCG-3’
B-Cellulin forward: 5'-TGGGAATTCCACCAGAAGTC-3'
reverse: 5’-TCTCACACCTTGCTCCAATG-3’
Epiregulin forward: 5-CGTGTGGCTCAAGTGTCAAT-3’
reverse: 5’-TGGAACCGACGACTGTGATA-3’
EGF forward: 5-CAGGGAAGATGACCACCACT-3
reverse: 5-CAGTTCCCACCACTTCAGGT-3’
HeparinBinding_EGF forward: 5-GGTGGTGCTGAAGCTCTTTC-3’
reverse: 5-GCTTGTGGCTTGGAGGATAA-3’
TGF «a forward: 5-TGTGTCTGCCATTCTGGGTA-3’
reverse: 5’-GACCTGGCAGCAGTGTATCA-3’
GAPDH forward: 5-GAGTCCACTGGCGTCTTCA-3’
reverse: 5-GGGGTGCTAAGCAGTTGGT-3

forward = cDNA- Bindestelle in Leserichtung der Polymerase, reverse = Bindestelle am komplementiren

cDNA- Strang mit entgegengesetzter Leserichtung. Zur Erhohung der Spezifitit und Funktionalitiit der

Primer wurden exoniibergreifende Oligonukleotide mit hohen GC-Gehalt hergestellt.
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2.2.2.7. Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH)

In diesem zytogenetischen Verfahren werden paraffin- eingebettete Proben mit einer Zielgen
spezifischen, fluoreszenzmarkierten DNA-Sonde untersucht. Durch Bindung dieser Sonde
kann mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops das Zielgen lokalisiert werden. Gleichzeitig wird
die Anzahl der Genkopien sowie strukturelle Chromosomenaberrationen detektiert.

In dieser Arbeit wurde das fiir die Diagnostik zugelassene ZytoLight Spec EGFR/CEN 7 Dual
Color Probe (Zytovision) verwendet. Dieses Kit enthélt eine mit ZyGreen griin markierte
Sonde, die gegen Sequenzen des EGFR-Gens gerichtet sind. Als Referenz wird ZyOrange
benutzt, das mit alpha- Satelliten Sequenzen des Zentromers von Chromosom 7 assoziiert ist.
Die Methode beginnt zunidchst mit dem Entfernen des Paraffins vom Zelllinien-Array. Dies
wird nach einem 10 min Backvorgang bei 70 °C mit Hilfe einer absteigenden Alkoholreihe
erreicht. Nach 2 kurzen Waschschritten mit dH>O wird mit vorgewarmter FISH Pretreatment
Solution Citric I fiir 15 min bei 98 °C inkubiert. Nach sofortigem Spiilen mit dH>O und kurzer
Trocknung wird anschlieend eine Pepsin Solution tropfenweise zugegeben. Nach viereinhalb
Minuten Inkubation bei 37 °C in einer Feuchtekammer erfolgen erneut Waschschritte mit 2 x
SSC Solution und dH2O. AnschlieBend werden die Schnitte mit einer aufsteigenden
Alkoholreihe dehydriert. Nach vollstindiger Trocknung werden 10 pl der Dual Color Probe
auf den Objekttriager pipettiert, der dann luftblasenfrei mit einen Deckglas abgedeckt wird.
Nach der Versiegelung mit Fixogum, erfolgt die Denaturierung der DNA-Stringe bei 75 °C
und fir 10 min. Die Hybridisierungsreaktion erfolgt dann {iber Nacht bei 37 °C in einer
Feuchtekammer. Am zweiten Tag werden zundchst Fixogum und Deckglas wieder entfernt,
und mit 1 x WashBuffer A und ddH2O gewaschen. AnschlieBend werden 30 ul DAPI/Antifade
Solution aufgetragen, der Objekttrager erneut mit einem Deckglas abgedeckt und fiir 15 min
lichtgeschiitzt inkubiert. Nach Entfernen tiberschiissiger DAPI-Losung mit Filterpapier, kann
der Schnitt unter dem Mikroskop ausgewertet werden. Es wurden standardmiBig je 100
Zellen der Interphase begutachtet und deren Auszéhlungen gemittelt. Eine Lagerung erfolgt
bei 4 °C und im Dunkeln.
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2.2.3. Proteinbiochemische Methoden
2.2.3.1. Proteinisolation

Zur Isolierung der Proteine wurden je nach Zelllinie eine entsprechende Zellmenge entweder in
6-well Platten oder in T25 Zellkulturflaschen herangezogen. Nach zweimaligem Waschen mit
PBS, wird IEF-Puffer (Puffer zur isoelektrischen Fokussierung) zu 50 pl in jedes well bzw. zu
100 ul in eine T25 Flasche zugegeben und anschlieend 15min auf Eis inkubiert. IEF- Puffer
besteht aus 8 M Urea (Sigma), 1% CHAPS (Sigma), Bromphenolblau (Sigma), dH20, 1 x
Complete Mini (Roche) und 0.01% Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 (Sigma) und wird vor
jeder Isolierung frisch hergestellt. Nach der Inkubation wird mit Hilfe eines Zellschabers und
einer Pipette moglichst viel Zell-Puffer-Gemisch in ein 1.5 ml Reaktionsgefal3 tibertragen.
Auf Eis werden alle Proben fiir einige Sekunden dem Ultraschall ausgesetzt, wodurch ein
Aufschluss der Zellen erreicht wird. Anschliefend wird fiir 10 min bei 4 °C und 12.000 g
zentrifugiert. Der entstandene Uberstand, der die Proteine enthilt, wird vom Zelltriimmer-

Pellet getrennt und bei -80 °C in 100 pl Aliquots eingefroren.

2.2.3.2. Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden zundchst die Proteine auf Eis aufgetaut.
Unter Verwendung des Biorad Quick Start Bradford Dye Reagent wird nach dem unten
dargestellten Schema eine Messreihe pipettiert und an einem Microplate-Reader gemessen
(Tabelle 4). Hierbei beruht das Prinzip darauf, dass der Farbstoff der Bradford-Reagenz durch
Bindung an Proteine von rot zu blau wechselt (Bradford, 1976). Je hoher die
Proteinkonzentration in einer Probe, desto bldulicher erscheint sie. Durch die Messung bei
einer Wellenldnge von 570 nm kann dann mit Hilfe des mitgefiihrten Standards die
Konzentration jeder Probe bestimmt werden. In dieser Arbeit wurden fiir jede Probe zweimal
200 pl Ansatz zusammen mit einer Standardreihe in eine 96-well Platte pipettiert, gemischt

und anschlieflend die mittlere Konzentration berechnet.
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Tabelle 4: Pipettierschema zur Erstellung einer Bradford- Reihe

Lysispuffer | BSA-Losung Protein-
Aq. Dest. Bradford-R
q[m]es (IEF-Puffer) | (50 ulml) | Or[m] CABNZ] Bxtrakt
[ul] [ud] [ul]
Leerwert 798 2 0 200 0
Standard
773 2 25 200 0
1.25 pg/ml
t
2 ;mfg/rril 748 2 50 200 0
?tirgliirld 698 2 100 200 0
Standard
o o] 598 2 200 200 0
pg/m
f;afl‘;tfl 498 2 300 200 0
ggaﬁ(glirfl 398 2 400 200 0
Probe 798 2 0 200 2

Aq. Dest. = destilliertes Wasser, IEF = Isoelektrische Fokussierung, BSA = Rinderserum- Albumin

2.2.3.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zum isoelektrischen Auftrennen von Proteinen mit Hilfe eines Polyacrylamidgels ist zunichst
wichtig, dass die Gel- Zusammensetzung an das zu detektierende Protein angepasst wird.
Beim Nachweis kleiner Proteine sollten beispielsweise hochprozentige Gele mit dichter
Struktur verwendet werden, da sich dann auch kleine Fragmente eher langsam der Anode
ndhern. Analog wurden zum Auftrennen groBer Proteine niedrig- prozentige Trenngele
hergestellt (Tabelle 5).

Nach Aushértung des entsprechenden Trenngels wird mit einem Sammelgel liberschichtet.
Das Sammelgel enthélt den Probenkamm und dient der Verdichtung der Proben, bevor sie
dann distinkt in das Trenngel einlaufen. Ist auch dieses vollstindig ausgehértet, wird es
zusammen mit 1 x Laemmli-Puffer in die Mini-PROTEAN-3-cell Apparatur gebracht, mit

PageRuler™ Plus Prestained Protein Langenstandard und den Proben beladen. Diese wurden
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zuvor mittels IEF-Puffer auf 50 pg/ml verdiinnt und mit 4 x SDS-Ladepuffer im Verhéltnis
1:5 gemischt. Dieser SDS-Ladepuffer resultiert in gleichméBig negativ geladenen Proteinen,
die durch eine anschlieBende Inkubation fiir 10 min bei 95 °C denaturieren. Dadurch wird
gewihrleistet, dass sich die Proteine nur aufgrund ihrer GroBe nicht aber aufgrund ihrer
Ladung auftrennen. Die anschlieBende Gelelektrophorese fand bei 130 mV statt und wurde

nach 1 h 20 min beendet.

Tabelle S: Pipettierschema zur Erstellung von Polyacrylamidgelen.

Substanz Trenngel (ul) Sammelgel (ul)
75% | 10% | 12.5% | 15% 4.95 %
Aqua bidest. 3550 | 2716.5 | 1882.5 | 1050 1380
IM Tris/HCI pH 8.8 3750 | 3750 | 3750 | 3750 -
IM Tris/HCI pH 6.8 - - - - 250
Acrylamid 30%/0.8% 2500 | 3333 | 4167 | 5000 330
10% SDS 100 100 100 100 20
10% APS 100 100 100 100 20
Temed 6.65 | 6.65 6.65 | 6.65 2

bidest, = zweifach destilliert, Tris = Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, HCI = Hydrogenchlorid, SDS =
sodium dodecyl sulfat, APS = Ammoniumpersulfat, Temed = N, N, N¢, N¢, - Tetramethylethylendiamin

2.2.3.4. Western Blot

Fiir den Transfer der im Gel aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran gibt es
zwel Moglichkeiten, die beide in dieser Arbeit Verwendung fanden.

Bei einem semi-dry Blot erfolgt der elektrophoretische Transfer der Proteine von Gel auf
Membran mit Hilfe von Flichenelektroden eines Elektroblotters. Aufgrund der Anordnung
der Pole wurde im Elektroblotter in folgender Reihenfolge aufgebaut: zwei Whatman-Papiere,
Membran, Gel und wiederum zwei Whatman-Papiere. Bei einer Spannung von 130 mA und
unter Kiithlung mit Eis wird fiir 45 min geblottet.

Bei einem Nass Blot wird innerhalb einer speziellen Gelkassette in folgender Reihenfolge
geschichtet: ein Faservlies, zwei Whatman-Papiere, Gel, Membran, zwei Whatman-Papiere
und wiederum ein Faservlies. Anschlieend wird die Gelkassette nach den Vorgaben des

Herstellers verschlossen und in die Mini Trans-Blot Cell Spannungskammer gestellt. Nach
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Befiillung mit Transferpuffer, der aus 233 mM Glycin, 31 mM Tris, 25% (V/V) MeOH

besteht, erfolgt der Transfer unter stindiger Kiithlung fiir 1 h 30 min bei 200 mA.

2.2.3.5. Immundetektion

Zur Uberpriifung des Transfers kann zum einen der vollstindige Ubertrag des
Léngenstandards dienen, zum anderen kann die Membran fiir wenige Minuten mit einer
Ponceau-Farbelosung (0.1% Ponceau in 5%iger Essigsdure) inkubiert werden. Hierdurch
werden alle sich auf der Membran befindlichen Proteine reversibel gefarbt. Zusétzlich werden
fehlerhafte Stellen sichtbar gemacht.

Nach dem die Ponceau-Losung mit destilliertem Wasser entfernt wurde, folgt eine einstiindige
Inkubation mit einer 1% Blocking-Losung. Sie besteht aus 3% Trockenmilchpulver, 1% BSA
gelost in 1 x TBS und dient der Absittigung unspezifischer Antikorperbindungen.
AnschlieBend wird bei stindiger Bewegung und 4 °C iiber Nacht mit einem der folgenden

Primérantikdrper inkubiert (Tabelle 6).

Tabelle 6: Auflistung der Primiirantikorper und deren Verwendung.

Primérantikorper Verdiinnung [Inkubationsliisung

anti-aTubulin 1:5000  [0.5% Blocking-Losung

anti-AKT 1:1000 5% w/v BSA in 1xTBS mit 0.1% Tween-20

anti-phosphoAKT 1:2000 5% w/v BSA in 1xTBS mit 0.1% Tween-20

anti-EGFR 1:1000 5% w/v BSA in 1xTBS mit 0.1% Tween-20

anti-phosphoEGFR 1:1000 5% w/v BSA in 1xTBS mit 0.1% Tween-20

anti-ErbB2 1:1000  [0.5% Blocking-Ldsung

anti-GAPDH 1:5000  [0.5% Blocking-Losung

anti-MAPK 1:1000 5% w/v BSA in 1xTBS mit 0.1% Tween-20

anti-phosphoMAPK 1:2000 5% w/v BSA in 1xTBS mit 0.1% Tween-20

anti-p53 1:1000  [0.5% Blocking-Losung

anti-PARP 1:1000 5% w/v Trockenmilch in 1xTBS mit 0.1%
Tween-20

anti-pTEN 1:1000 5% w/v BSA in 1xTBS mit 0.1% Tween-20

Je nach Antikérper wurden spezifische Inkubationslosungen angesetzt und der Antikoérper in der

angegebenen Konzentration zugefiihrt. BSA = Rinderserum Albumin, TBS = Tris buffered saline
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Am folgenden Tag wird mit zwei aufeinanderfolgenden 15 min Waschschritten in 1xTBST (1
x TBS mit 0.1% Tween-20) begonnen. AnschlieBend wird 30 min mit einer 1% Blocking-
Losung geblockt. Unter stdndiger Bewegung folgt eine einstiindige Inkubation im Dunkeln
und bei RT mit einem Sekundirantikorper. In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich der goat-
anti-rabbit- bzw. der goat-anti-mouse-Antikérper (Pierce) in einer Verdiinnung von 1:5000
verwendet. Diese Sekundérantikdrper sind horse reddish peroxidase (HRP)-gekoppelt und
binden unspezifisch an Primérantikorper aus der Gattung Kaninchen bzw. Maus. Nach zwei
erneuten Waschschritten mit 1 x TBST wird letztlich mit Hilfe des Lumi-Light Western
Blotting Substrate Kit eine Reaktion ausgelost, bei der das Enzym HRP mit Luminol oxidiert.
Die dabei entstehenden Lichtemissionen werden mittels eines Rontgenfilms festgehalten

(Abbildung 7).

NH
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NH
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Chemilumineszenz Reaktion

Abbildung 7: Prinzip der indirekten Immundetektion. Das Ziel- Protein wird spezifisch durch den
primiren Antikorper gebunden und verdringt somit die unspezifische Bindung der Absittigung. Der
sekundiire Antikorper bindet unspezifisch an die Primiirantikorper und katalysiert durch das gekoppelte

Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) die Chemolumineszenzreaktion.

2.2.3.6. Immunhistologie

Zum immunhistochemischen Anfarben von Proteinen werden von dem hergestellten
Zelllinien-Array (Kapitel 2.2.1.4.) mit Hilfe eines Mikrotoms mehrere 2 um diinne Schnitte

angefertigt, die dann fiir 10 min bei 100 °C auf Objekttrager gebacken werden. Zur
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Entfernung des Paraffins durchlaufen diese Schnitte anschlieBend eine absteigende
Alkoholreihe. Die Detektion des Proteins findet schlieBlich nach der géngigen Strept-Avidin-
Biotin-Methode statt (Alldinger, 2007). Hierbei werden mit Hilfe von Avidin zunéchst
endogene Biotine abgesittigt. AnschlieBend werden spezifische Primérantikorper zur
Antigen-Erkennung eingesetzt, an die ein Sekunddrantikorper assoziiert. Die mehrfache
Biotinylisierung dieses Antikorpers flihrt zur Bindung von markiertem Streptavidin, welches
das zugegebene Chromogen 3’3-Diaminobenzidin (DAB) in eine sichtbare, briunliche
Firbung umsetzt (Abbildung 8). Ublicherweise erfolgt eine Gegenfirbung der Zellkerne mit

Héamalaun-Losung.

biotinylated secondary Abblldung 8: schematische

avidin o biotin
(0] antibody

(9]
K o

streptavidin

Darstellung der Immunhistochemie
nach Strept-Avidin-Biotin-
Methode. Nach spezifischer
Bindung des Primirantikérpers an
das Zielprotein erfolgt die
unspezifische Bindung eines
biotinysilierten
Sekundérantikoérpers. Durch
Bindung von Streptavidin und dem
anschliefenden Umsatz von DAB
wird das Zielprotein schliefilich
detektierbar. (Quelle:

http://media.wilev.com/

CurrentProtocols/NS/ns0212/

ns0212-fig-0002-1-full.jpg)

Durch ein 15 min Kochen in Citratpuffer pH 6 wurden die Quervernetzungen des Paraffins
auf den bereits gebackenen Objekttragern geldst. Nach 10 min Behandlung mit H>O»> werden
mittels Avidin 15 min lang die Bindungsstellen des endogen vorkommenden Biotins blockiert.
Nach dem Waschen mit Wasser folgen die Schritte 15 min Inkubation mit Biotin, Waschung
mit 0.03% TritonX- 100-Losung und 30 min Inkubation mit Primdrantikorper Nach erneuter
Waschung wird fiir jeweils 15 min Sekundérantikdrper und Tertidirreagenz inkubiert Nach

weiteren Waschschritten mit Wasser und 0.03% TritonX-100- Losung wird fiir 10 min mit
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DAB behandelt. Nach dem Spiilen mit Wasser folgt fiir 7min die Inkubation in Hdmalaun-
Losung, mit der aufgrund ihrer Affinitdt zu Nukleinsduren die Zellkerne blau gefirbt werden.
AnschlieBend wird wieder gespiilt, dann werden die Objekttriger in einer aufsteigenden
Alkoholreihe getrocknet und schlieflich versiegelt. Fiir diese Arbeit wurden Préparate der
Kolonkarzinom-Zelllinien mit den unten aufgelisteten Antikdrpern gefarbt (Tabelle 7). Die
Auswertung erfolgte am Olympus CK 2 Mikroskop unter Verwendung der Immunreaktiver

Score (IRS)-Methode (Remmele und Stegner, 1987).

Tabelle 7: Auflistung der zur immunhistochemischen Untersuchungen verwendeten Primérantikorper

Antikorper Verdiinnung Bezugsquelle
anti-EGFR 1:1 DakoCytomation
anti-ErbB2 1:250 DakoCytomation
anti-MLH]1 1:240 BD Pharmingen
anti-MSH?2 1:80 Oncogene Research
anti-MSH6 1:600 BD Bioscience
anti-PMS2 1:300 BD Pharmingen
anti-pTEN 1:100 Cell Signaling

2.2.4. Funktionelle Untersuchungen

2.2.4.1. Inkubation mit Panitumumab, Cetuximab und Irinotecan

Fiir die funktionellen Untersuchungen wurden die Medikamente Panitumumab, Cetuximab
und Irinotecan eingesetzt. Sowohl die monoklonalen Antikorper, als auch Irinotecan werden
gebrauchsfertig in Kochsalzlosung geliefert und je nach Versuchsaufbau unter sterilen
Bedingungen mit Ndhrmedium verdiinnt. Eine Inkubation mit einem bzw. einer Kombination
der Medikamente erfolgt hierbei stets 24 h nach Aussiedlung der Zellen.

Zur Ermittlung der optimalen Konzentration der beiden anti-EGFR-Antikérper Pmab und
Cmab, bei der eine moglichst geringe Dosis einen hohen Effekt erzielt, wurden folgende
Konzentrationen eingesetzt: 0.01 pg/ml; 0.1 pg/ml; 1 pg/ml; 10 pg/ml und 100 pg/ml. Fiir
Irinotecan wurden folgende Konzentrationen verwendet: 100 nM, 300 nM, 1 uM, 3 uM, 10
uM, 30 uM, 100 uM. AnschlieBend wurden fiir die Kombinationsexperimente 10 pg/ml Pmab

und Cmab, sowie 5 uM Irinotecan benutzt.
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2.2.4.2. Inkubation mit EGF

Human epidermal growth factor (hEGF, EGF) wird in Pulverform geliefert. Mit Hilfe von
sterilem PBS wurde eine Stocklosung mit 50 pg/ml hergestellt, die abhdngig vom Experiment
auf die gewiinschte Konzentration verdiinnt wird. Zur Verdiinnung wurde hierfiir Medium
ohne weitere Zusitze verwendet. Eine Behandlung mit EGF erfolgte zunichst mit 0.3 nM;
3nM und 30nM, im Kombinationsversuch mit Pmab und Cmab wurden dann 10 nM

herangezogen.

2.2.4.3. Immunfluoreszenz

Ahnlich der Immundetektion (Kapitel 2.2.3.5.) handelt es sich bei der Immunfluoreszenz
ebenfalls um eine indirekte Methode des Proteinnachweises. Es binden spezifische Antikorper
an das gesuchte Protein, die wiederum von gegen den primir Antikorper gerichteten
Sekundédrantikdrpern erkannt werden. Ein wesentlicher Unterschied besteht darin, dass statt
eines Chemolumineszenz-katalysierenden Enzyms direkt ein emittierender
Fluoreszenzfarbstoff an den Sekundirantikdrper gebunden ist. Ein weiterer Unterschied liegt
in der strukturerhaltenden Fixierung lebender Zellen, durch die eine Aussage zur Lokalisation
des gesuchten Proteins in der Zelle ermdglicht wird.

Zunichst wurden eine an die jeweilige Zelllinie angepasste Zellzahl in eine 6-well Platte
ausgesiedelt, die dann fiir 24 h bei 37 °C und 5% CO:-Begasung inkubiert. In jedes well
dieser Platte wurde zuvor je ein mit 70% Ethanol sterilisiertes Deckgldschen gebracht. Am
nichsten Tag wird zu den Zeitpunkten 6 h, 2 h, 45 min, 15 min und 5 min je mit 1 pul Pmab
behandelt, was einer Konzentration von 10 pg/ml entspricht. Smin nach der letzten Pmab-
Zugabe wird das Medium abgenommen, 2 x mit PBS gewaschen und fiir 30 min 3.7%ige
Formaldehydldsung zugegeben. AnschlieBend werden die durch Formaldehyd fixierten Zellen
fiir 5 min mit 0.1 M Glycin-L6sung von iiberschiissigen Aldehyden befreit. Es folgt eine 1min
Inkubation mit 0.1% Triton-X-100- Losung, was dazu fiihrt, dass die Zellmembranen
permeabilisiert werden. Nach 3 x Waschen mit PBS wird mittels einer 1%igen BSA/PBS-
Losung 30 min geblockt. Nach einem kurzen Spiilschritt mit PBS wird das Deckgldschen mit
der Oberseite nach unten auf 20 pl Antikdrper-Blocking-Losung gelegt. Mit dieser Losung,
bestehend aus 1% BSA/PBS und einem Alexa Fluor® 555 konjugierten anti-EGFR-
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Antikorper in der Verdiinnung 1:50, wird eine Stunde im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend
wird 5 x mit PBS gewaschen und fiir eine Stunde mit dem Sekundirantikdrper goat-anti-
human-FITC in der Verdiinnung 1:50 inkubiert. Nach erneuten 5 Waschschritten mit PBS
wird fiir 15 min mit 10 pl gebrauchsfertigem Dapi II inkubiert und schlieBlich mit Hilfe von
Vectashield und Nagellack die Deckglaschen auf Objekttragern versiegelt.

2.2.4.4. Zytotoxizititsassay

Zum Nachweis einer Zytotoxizitdt wird hier das gelbe, wasserldsliche Tetrazoliumsalz 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) verwendet. Nach Zugabe von
MTT zu einer Zellkultur erfolgt in lebenden Zellen die Aufnahme und anschlieBend die
Spaltung des Farbstoffes am aktiven Mitochondrium (Bernas, 2002). In dieser
Reduktionsreaktion entsteht blaues, wasserunlosliches Formazansalz, dessen Extinktion bei
570nm an einem Photometer gemessen wird. Bei einer hohen optischen Dichte kann aufgrund
des direkten Zusammenhangs auf eine hohe Vitalitit der Zellen geschlossen werden und
umgekehrt (Mosmann, 1983).

Zunichst werden abhdngig vom Experiment 7500- 25.000 Zellen pro well einer 96-well Platte
ausgesiedelt und iiber Nacht bei 37 °C und 5% CO»>-Begasung inkubiert. Am Folgetag wird
die gewiinschte Konzentration jedes Medikamentes in Medium angesetzt und im Verhéltnis
1:1 mit dem in der Platte vorhandenen Medium gemischt. Nach 72 Stunden Inkubation
werden in jedes well 20 ul MTT (5 mg/ml) pipettiert und zuriick in den Inkubator gestellt.
Nach 4 Stunden wird das Medium mit einer Vakuumpumpe abgesaugt, wobei darauf geachtet
wird nicht den Boden zu beriihren. Nach Zugabe von 200 pul DMSO Iosen sich die blauen
Formazankristalle, so dass deren Extinktion schlieBlich gemessen werden kann. Alle Werte

wurden flinf- bis sechsfach und in drei unabhéngigen Experimenten bestimmit.
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2.2.4.5. Durchflusszytometrische Analyse des Zellzyklus

Als Durchflusszytometrie wird ein Messverfahren bezeichnet, das einzelne Zellen nach ihren
Eigenschaften sortiert. Hierbei werden die Zellen durch eine Mikrokanal-Kapillare vereinzelt
und passieren anschlieBend einen Laserstrahl. Dieser wird je nach Form, Farbung und
Struktur einer jeden Zelle unterbrochen, abgelenkt, gestreut und/oder abgeschwicht. Alle
diese Effekte werden mit Hilfe eines Detektors erfasst und als quantitative Messwerte
dargestellt.

Bei einer Analyse des Zellzyklus werden folgende Komponenten ndher betrachtet: Das
Vorwirtsstreulicht (forward Scatter, FSC) steigt mit dem Volumen der passierende Zelle und
ist daher ein MaB fiir die Grofe einer Zelle. Mit einem ansteigenden Seitwértsstreulicht (side
Scatter, SSC) kann auf zunehmende Granularitit einer Zelle geschlossen werden (Abbildung
9). Der Fluoreszenzlaser 3 (FL3) eignet sich fiir die Messung des Farbstoffs Propidiumiodid
(PI), da er ein Absorptionsmaximum bei 675 nm besitzt. Durch eine Interkalation von PI mit
DNA- Doppelstringen stehen die Fluoreszenz- Emissionen hierbei in direktem
Zusammenhang zum DNA-Gehalt der gemessenen Zelle. Abhédngig von der jeweiligen Phase,
dic eine Zelle wihrend der Mitose durchlauft, befindet sich eine unterschiedliche Anzahl von
Chromosomensitzen in der Zelle. Ist eine Zelle beispielsweise in der G2/M-Phase des
Zellzyklus, besitzt sie einen zweifachen Chromosomensatz (4n) und ldsst sich aufgrund der

intensiveren PI-Strahlung klar von den anderen Phasen abgrenzen.
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Abbildung 9: schematische Darstellung der Grundlagen einer Durchflusszytometrie. Wiihrend eine Zelle
den Laserstrahl passiert, treten Streuung auf, die mit Hilfe der Detektoren in quantitative Messwerte

umgewandelt werden. (Quelle: www.med4you.at)

Die Versuchsdurchfiihrung beginnt mit der Aussiedlung von 1 Mio. Zellen in T25
Zellkulturflaschen. Nach Inkubation fiir 24 h bei 37 °C und 5% CO»>-Begasung wird am
folgenden Tag Medium mit 1 pg/ml Pmab, 1 uM Irinotecan oder ihrer Kombination
vermischt, und gegen das vorhandene Medium ausgetauscht. Nach erneuter Inkubation bei 37
°C und 5% CO»-Begasung fiir 48 h wird das Medium einer jeden T25 Zellkulturflasche
zusammen mit den zugehorigen Zellen gesammelt und fiir 10 min bei 250 g zentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen und die Zellen mit 1 ml kalten PBS in ein 1.5 ml
Eppendorfreaktionsgefdfl iiberfiihrt. AnschlieBend wird noch zweimal mit PBS gewaschen.
Nach Resuspension des Zellpellets in 200 pl PBS wird mit 1 ml 70%igen Ethanol bei 4 °C
tiber Nacht fixiert. SchlieBlich wird das Ethanol vorsichtig entfernt, einmal mit PBS
gewaschen und fiir 20 min bei RT mit 500 pl PI-Féarbelosung (50 pg/ml PI, 200 pg/ml RNase
A in PBS) inkubiert. Zum Messen wird in einem 3.5 ml Rohrchen 400 pl gefirbte

Zellsuspension im Verhiltnis 1:1 mit PBS vermischt.
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2.2.4.6. Statistik
2.2.4.6.1. Chi%- Test und Student’s t- Test

Der Chi2- Test (X?) dient der Uberpriifung einer Hiufigkeitsverteilung von nominal skalierten
Parametern. Mit Hilfe der entsprechenden Windows Excel- Funktion wurde ermittelt, in wie
weit die beobachteten Werte denen der Erwartung entsprechen. Als Ergebnis erhédlt man einen
p- Wert, der die Signifikanz zur Abhingigkeit bzw. Unabhédngigkeit der getesteten Variablen
wiedergibt. Als signifikant wurden Werte von p < 0.05 eingestuft.

Der Student’s t- Test wird verwendet um einen Unterschied zwischen metrischen und
normalverteilten Messwerten (Stichproben) zweier Gruppen (Grundgesamtheiten) zu
bestimmen. Auch hier ist das Ergebnis ein p- Wert, der ab p < 0.05 eine signifikante

Abweichung zur Nullhypothese darstellt.

2.2.4.6.2.  Berechnung von synergistischen Effekten

Zur Berechnung von synergistischen oder antagonistischen Effekten bei einer
kombinatorischen Behandlung mit den monoklonalen Antikorpern und Irinotecan wurde die
urspriinglich von Berenbaum et. al. etablierte Berechnung konzentrationsadditiver Effekte
herangezogen (Berenbaum, 1978). Hierbei werden die Konzentrationen der
Kombinationsbehandlung je mit denen der Einzelbehandlung ins Verhéltnis gesetzt und

letztlich addiert (Abbildung 10).

cp c
+ =1

Ecxp Ecx1

Abbildung 10: Formel zur Berechnung des Kombinationsindex (CI). Ein CI <1 wird als Synergismus
definiert, CI =1 zeigt additive Effekte, CI > 1 steht fiir Antagonismus. cp und c¢1 = Konzentrationen der
Kombinationsbehandlung mit Pmab- und Irinotecan, Ecypund Ecy; = Konzentrationen der
Einzelbehandlung, bei der derselbe Effekt erzielt wird.
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3. Ergebnisse

3.1. Konstitutionelle Aktivierung des EGFR- Signalwegs in Kolonkarzinom —

Zelllinien

Die deregulierte Aktivierung des EGFR- Signalwegs stellt ein wichtiges Ereignis fiir die
Entstehung und Progression des kolorektalen Karzinoms dar, so dass sich die Inhibierung des
Signalwegs als Rationale fiir eine zielgerichtete Therapie anbietet. Die Mechanismen der
Aktivierung erfolgen entweder durch eine Deregulation von EGFR selbst oder durch
Veranderungen bei einem der Downstream- Molekiile. In dieser Arbeit sollen die Effekte, die
eine solche Aktivierung in Bezug auf die Signalweitergabe, die Proliferation und den
Zellzyklus besitzt, untersucht werden. Mit diesen gewonnenen Daten soll dann ermittelt
werden, welcher Einfluss sich daraus auf eine Sensitivitit gegeniiber der anti-EGFR-

Antikdrpertherapie ergibt.

3.1.1. Identitdtsbestimmung des Zelllinienkollektivs

Um zunidchst die Identitdt der hier verwendeten Zelllinien zu bestdtigen und eventuelle
Kreuzkontaminationen auszuschliefen, wurde DNA einer jeden Zelllinie isoliert und in
Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Rechtsmedizin (HHU, Diisseldorf) genetisch analysiert.
Mit Hilfe des Multiplex PCR- Systems wurden fiir jede Zelllinie insgesamt 14 verschiedene
short tandem repeat (STR)- Marker amplifiziert und iiber eine Fragmentldngenanalyse
typisiert. Die ermittelten Allelmuster wurden untereinander und mit den Angaben der
Bezugsquelle verglichen (Tabelle 8).

Es kann gezeigt werden, dass sich fast alle Zelllinien individuell unterscheiden und — sofern
vorhanden — mit den Daten der Bezugsquelle iibereinstimmen. Bei den sehr @hnlichen
Zelllinien Colo205 und Colo206F, sowie DLD1 und HCTI15 handelt es sich um

unterschiedliche Tumoren des gleichen Patienten.

60



Ergebnisse

Tabelle 8: DNA- Fingerprint - Analyse der 15 Kolon- Zelllinien.

02313
cell line | AMY WA SE33 | THOM1 [D21511|DBS1179(DAS1358] FGA | DI1BSSET [D195433] TPOX 165539 DESS818 g
CaCO2 [ XX (XY)]| 15-18 21 ] 30 12 14 19 12 135 2-11 12-13 12 30
30.2-33.
Colo 205 X 15 18 89 2 9-14 16 21-23 12 13-14 1 1213 1013 | 1718
Calo 206 30.2-33.
F X 15 18 -9 2 0-14 16 23 12 13-14 11 12-13 10-13 | 17-18
Caolo 320 X 15-18 28.2 9 33.2 13 17 20 15 16.2 2-3 11-12 12 18-25
DLD 1 EA 18-19 (18272 703 |29322 15 17 22 1117 | 14-186 a-11 12-13 13 17-25
26-28.2
HCAT X 14-16 [17-27.2 6-7 -20.2 11-14 15-18 23 1318 | 12-13 B-10 10-11 | 9-11-12 16
HCT 15| XY 18-19 (18-272) 703 |29-322 i5 17 22 1117 | 14-16 7932 12-13 13 17-25
12-13
HCT 18| X0 (XY | 17-22 -26.2 8- 29-30 14 12-18 18-23 | 16-17 12 ag-a [ 1113 10-11 16
HT29 P XX 17-19 21 6-0 29-20 10-16 15-17 | 20-22 13 14 29 1112 1112 19-23
EMAZc MM 16-17 [22-26-27| 9.3 27-34 2 11-12-13 14 20-22 13 11-14 11-12 1 10-16 | 22-24
11-12
LOVO XY 17-18 (192284 9.3 29-31.2 10 14-17 18-200 | 1318 | 1415 | 8(8-9) | 912 [{11-12-13)}] 17-18
SW 48 M 1B-20 [15-23.2) &-0.3 28-11 13-14 14-15 20 13 14 g 11-12 10-14 19-27
SW 403 X 14-18 [25.3-30.3 -] 28-20 1114 15 19 7 i7-18.2 a9 10-12 i 24
SW 480 X 16 |19.2-30.3 -] 30-30.2 13 15 24 13 13 11 13 13 17-24
SW 948 X 16-18 (252203 603 J352-20) 12-14 16 24 19 13-15 g-11 11-12 i1 17-24

Fiir jede Zelllinie wurden 14 Markergene ausgewertet. Die Zahlen bezeichnen die Grofien der gefundenen
Markergen- Kopien. X und Y sind Marker zur Geschlechtsbestimmung. Bei Abweichungen sind die
Angaben der Bezugsquelle blau dargestellt. Grau hinterlegte Zeilen weisen dhnliche, genetische Profile

aus.

3.1.2. Deregulation des EGF- Rezeptors

In anderen malignen Tumoren gibt es hauptsdchlich vier mogliche Verdnderungen von EGFR,
die mit einer Fehlregulation in der Signaltransduktion in Zusammenhang stehen (Kapitel
1.2.4.1): Mutationen, Genamplifikationen, erhohte Koexpressionen anderer ErbB- Mitglieder
sowie autokrine Stimulationen. Zur Bestimmung der Deregulationen von EGFR im Kollektiv
der 15 Zelllinien wird im Folgenden gezielt auf alle vier Fehlregulationsmechanismen

eingegangen.

3.1.2.1. EGFR- Mutationsstatus

Mutationen in EGFR betreffen im kolorektalen Karzinom meist die Exone 18, 19 und 21, die
fiir die intrazelluldre Tyrosinkinase- Doméne codieren. Somit filihrt eine Mutation in EGFR
entweder zu einer konstitutiven Aktivierung nachgeschalteter Signalwege oder zum
Funktionsverlust von Egfr. Daraus konnen sich nicht nur Fehlregulationen in der
Signalweitergabe, sondern auch Verdnderungen im Zellzyklus bzw. in der Sensitivitit

gegeniiber einer Antikorpertherapie ergeben. Daher wurde mittels DNA — Amplifikation und
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Sequenzierung der Status von EGFR im Set der 15 Kolonkarzinom- Zelllinien bestimmit.
Zusitzlich wurde Exon 13 untersucht, da sich hier hdufig ein Polymorphismus in Codon 521
findet (Arg521Lys).

Insgesamt konnten Mutationen in EGFR lediglich bei SW48 festgestellt werden, filir acht

Zelllinien wurde der bekannte Polymorphismus Arg521Lys detektiert (Tabelle 9).

Tabelle 9: EGFR- Mutationsanalyse in 15 Kolonkarzinom- Zelllinien.

Colo | Colo | Colo HCT HHT 20 wian kewanadewaanlewaasl

CaCol2 05 |zo6F | 3z0 DLD-1 |HCA-T 118 HCT 15 P KM12c|LOVO | W48 B .n'udDEESh-‘ISCI.,._ Wikda|
GlyT19

EGFRExon  wr Jwr | wr [ wr | wr | wr | wr | wr | wr | wr | wr |32 |l wr | wr | owr

18-21 Tyr1016

| His ! | !

1 599 5 [ & o1 B I 1 [ 1

| EGFR Exc_\n 3 |Arg52 W WT Arg521 |[Arg521|Ara521 WT Arg52 1 |Arg521 WT ArgG21 WT WT WT |Arg521

(Polymorphismus| Lvs Lys Lys Lys Lys Lys Lys | Lys |

WT = Wildtyp- Status fiir EGFR

3.1.2.2. Genetische Aberrationen von EGFR

Um auf EGFR- Genamplifikationen zu untersuchen, wurde im Kollektiv der Kolonkarzinom-
Zelllinien die Methode der FISH (Kapitel 2.2.2.7.) durchgefiihrt. Diese Methode erlaubt es,
die sich auf Chromosom 7 befindlichen Gene EGFR, sowie den Zentromerbereich als
Referenz durch spezifische Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig zu detektieren. So konnen
Aussagen {iiber die Anzahl der Genkopien und iiber vorhandene, strukturelle
Chromosomenaberrationen getroffen werden. In Abbildung 11 ist die Detektion von EGFR
exemplarisch fiir die Zelllinie CaCO2 dargestellt. Es zeigt sich, dass in diesem Fall vier
Signale sowohl fiir EGFR, als auch fiir die zugehorige Referenz in einem Zellkern vorhanden

sind. Das heif3t CaCO2 ist fiir den hier untersuchten Bereich von Chromosom 7 tetraploid.

a) CaCO2 EGFR-FISH b) CaCO2 DAPI

Abbildung 11: FISH fiir EGFR in
der Zelllinie CaCO2. Es wurden
EGFR (griin), der Zentromerbereich
von Chromosom 7 (rot) und die
Zellkerne (blau) angefirbt. Die
Aufnahme wurde mittels
Fluoreszenzmikroskop in 400 facher

Vergroflerung gemacht.

62



Ergebnisse

Tabelle 10 zeigt nun die Ergebnisse der FISH am Kollektiv der Kolonkarzinom- Zelllinien.
Fiir 10 der 15 Zelllinien wurden diploide Signale fiir Chromosom 7 detektiert, drei Linien
zeigen triploide Bereiche und CaCO2 als einzige Zelllinie einen tetraploiden Bereich fiir

Chromosom 7.

Tabelle 10: Ergebnisse der EGFR- FISH bei Kolonkarzinom- Zelllinien.

Colo Colo Colo HCT HCT
CaCo2 205 206 F 320 DLD-1 HCA-7 116 15 HT 29 P KM12¢c LOvVO Swa4s SW403 Swa480 SWo48

EGFR (EGFR-
signals/control
-signals) 4/4 33 3/3 22 22 2/2 22 212 3/3 22 2/2 212 2/2 - 2/2

Es werden die ermittelten EGFR- Signale mit den jeweiligen Kontrollsignalen angegeben.

3.1.2.3. Expressionsstatus von EGFR

Eine Deregulation des EGFR- Signalweges kann grundsitzlich auch durch eine
Uberexpression von EGFR selbst oder von ERBB2 als moglichem Partner fiir die

Dimerbildung erfolgen. Dies soll im Nachfolgenden néher untersucht werden.

3.1.2.3.1. EGFR- mRNA- Expression

Zur Bestimmung einer solchen Uberexpression wurde mit Hilfe der quantitativen, realtime-
PCR (Kapitel 2.2.2.6.) das RNA- Level von EGFR in den 15 Zelllinien untersucht. Die
relative mRNA-Expression wurde anhand der ACt- Methode bestimmt, wobei die
Expressionen von GAPDH als interne und die Expression einer RNA- Mischung aus
epithelialen und nicht-epithelialen Tumor-Zelllinien als externe Referenz verwendet wurde.
Fiir die EGFR- Transkripte aller Zelllinien ergeben sich ACt- Werte im Mittel von 15,69
(Abbildung 12). Die geringste, relative Expression findet sich fiir Colo 320. Unter Annahme
einer Verdopplung pro Zyklus ist sie um das ca. 8- fache geringer als der Durchschnitt und
sogar um das etwa 64- fache niedriger als bei SW48 und LOVO, den Zelllinien mit den
hochsten Expressionen. Schlielich féllt bei der Betrachtung der Ergebnisse auf, dass trotz der

zwel Substitutionen des EGFR-Gens in SW48 ein hohes Level an mRNA detektierbar ist.
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Abbildung 12: relative Expression der EGFR-mRNA in den Kolonkarzinom- Zelllinien. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardabweichungen von drei unabhéingigen Experimenten einer quantitativen qRT-

PCR. Als Referenz wurde GAPDH verwendet.

3.1.2.3.2.  Egfr- und ErbB2- Proteinexpression mittels Immunoblot

Zusitzlich zur mRNA- Quantifizierung wurde die Expression von EGFR auch auf
Proteinebene mittels Immunoblot bestimmt, wobei gleichzeitig auch die Expression von
ErbB2, dem wichtigsten Heterodimerisierungspartner von Egfr, gemessen wurde. Die
densitometrische Auswertung erfolgte unter Verwendung von Gapdh als Referenz. Fiir 14 der
15 Zelllinien konnte Egfr- Protein nachgewiesen werden, welches fiir HCA7 und SW403
besonders stark und fiir SW48 und SW480 eher schwach expremiert wird (Abbildung 13a)).
Nur bei Colo320 ist kein Egfr detektierbar.

ErbB2 konnte in allen Zelllinien ohne Ausnahme nachgewiesen werden (Abbildung 13b)).
Dabei wurden fiir DLDI1, KMI12¢c und SW403 hohe und fiir CaCO2 geringere
Bandenintensititen gefunden.

Mogliche Ursachen fiir eine fehlende Proteinexpression trotz mRNA- Expression konnen
beispielsweise eine fehlerhafte mRNA-Reifung oder auch nonsense- Mutationen innerhalb

des codierenden Bereichs sein. Um das Ergebnis, dass kein Egfr in Colo320 detektierbar ist,
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zu verifizieren, wurde im Nachfolgenden die komplette EGFR-cDNA folgender Zelllinien
sequenziert: CaCO?2, als EGFR"'- Kontrolle; SW48, die in EGFR mutiert ist und natiirlich
Col0320. Im Vergleich zu den Kontroll- Zelllinien wurden keine Mutationen in der EGFR-
¢DNA von Colo320 gefunden (nicht dargestellt).
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Abbildung 13: Links: Detektion der Proteinexpression fiir a) Egfr und b) ErbB2 im Panel der 15
Kolonkarzinom-Zelllinien. Als Qualitéits- und Ladekontrolle wurde zusitzlich die Gapdh-Expression

bestimmt. Rechts: Densitometrische Auswertung der Bandenintensititen in Relation zur Referenz.

3.1.2.3.3.  Egfr- Proteinexpression mittels Immunhistologie

Zusidtzlich zu den Immunoblots wurden immunhistologische Untersuchungen an
Schnittpréparaten der Zelllinien durchgefiihrt. Zum Einen konnte so die zuvor detektierte
Expression bestitigt werden, zum Anderen bekam man Aufschluss iiber die zelluldren
Lokalisationen der Proteine. Zu diesem Zweck wurden Zelllinienarrays mit spezifischen
Antikorpern gegen Egfr und ErbB2 gefarbt und mit Hilfe der semiquantitativen IRS- Methode
ausgewertet (Kapitel 2.2.3.6.). Abbildung 14 und 15 zeigen exemplarisch die
zytoplasmatische Férbung von Egfr und ErbB2 fiir fiinf Zelllinien mit der zugehorigen
Gegenfarbung der Zellkerne mit Hdmalaun- Losung. Die Ergebnisse der Proteinférbungen
finden sich in Tabelle 11. Dort geben die Werte 1+, 2+ und 3+ die Intensitéten der Féarbungen

in Bezug auf die mitgefiihrten Kontrollen wider. Ein Strich bedeutet keine Farbung. Darunter
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bezeichnen Werte von 0 bis 100 den prozentualen Anteil der geférbten Zellen innerhalb des

Untersuchungsmaterials. Nicht auswertbare Proben sind ebenfalls gekennzeichnet.

Egfr konnte in 11 Zelllinien mit zytoplasmatischer Lokalisation detektiert werden. Dabei

zeigten sich meist schwache bis moderate Intensitéten, die mit Prozentwerten von 30-80%

eine sehr unterschiedliche Verteilung aufweisen. Drei Zelllinien weisen keine Farbungen auf

(Col0320, SW480 und SW948). Fiir ErbB2 stehen fiir acht Zelllinien Daten zur Verfiigung,

alle mit moderaten zytoplasmatischen Féarbungen und homogenen Verteilungen zwischen

65-98% .
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Abbildung 14: immunhistologische Firbung von Egfr an den Zelllinien DLD1, LOVO, KM12¢ und
Col0320 (von links nach rechts). DLD, LOVO und KM12c zeigen eine zytoplasmatische Lokalisation
unterschiedlicher Intensititen. In Colo320 konnte EGFR nicht nachgewiesen werden. (Abbildung 400-

fach vergrofiert).

Abbildung 15: immunhistologische Férbung
von ErbB2 an der Zelllinie SW48. Es zeigt sich
eine zytoplasmatische Lokalisation moderater
Intensitit, die fiir alle Zelllinien nachweisbar
war. (Abbildung links:
400fach vergrofiert).

100 fach, rechts:

Tabelle 11: semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Untersuchung.

Colo

Colo

Colo

HCT

CaCoZ DLD-1 | HCA-T HCT 15 |HT 29 P| KM12c | LOVO | SWwa2 | SWal3d | SW4B0D | SWa4e
208 06 F 20 118
Egfr Intensita 1+ 1+ 1+ 2+ 2+ 2+ nA. 2+ 1+ 2+ 1+ 2+ -
Prozent 40 50 30 0 a0 50 T0 n.A. 80 50 a0 a5 ] T 4]
Intensitd 2+ n.A. nA. nA. nA. nA. 2+ 1+ 2+ 1+ 1+ 2+ nA. i+ nA.
ErbB2
Prozent 85 n.A. nA nA A, ni. an ag a2 o Fiv] Fiv] nAL a5 n.A.

-, 1+, 2+ und 3+

bezeichnen steigende Firbungsintensititen, die Werte

0-100 geben die prozentuale

Verteilung wider. n.A.= nicht auswertbar, *= nukleiire Lokalisation, **= zytoplasmatische Lokalisation,

*¥¥%= zytoplasmatisch granulir, ****= Firbung in Kern und Zytoplasma.

66



Ergebnisse

3.1.2.4. Ermittlung der autokrinen Stimulation

Nach Bestimmung des Mutationsstatus, der genetischen Aberrationen und der Expression von
EGFR und ERBB2 im Kollektiv der 15 Kolonkarzinom- Zelllinien wurde bisher Folgendes
gefunden: Mutationen in EGFR wurden nur in einer Zelllinie (SW48) detektiert.
Amplifikationen sind nicht vorhanden; stattdessen weisen einige Zelllinien ein triploides
(Colo205, Colo206F und HT29P) bzw. ein tetraploides Signal von Chromosom 7 (CaCO2)
auf. Alle Zelllinien zeigen EGFR- mRNA-Expressionen, die sich jedoch nicht signifikant von
der mRNA- Expression anderer Gewebetypen unterscheiden. Die Proteinexpressionen von
Egfr und ErbB2 sind in fast allen Zelllinien erkennbar, wobei fiir Colo320 kein Egfr
detektierbar ist.

Um EGFR abschlieend fiir das Zelllinienkollektiv zu charakterisieren, wird nachfolgend auf
die Expression spezifischer Liganden und somit auf eine eventuell vorhandene, autokrine
Stimulation eingegangen.

Zunéchst wurden 7 Zelllinien ausgewihlt und deren mRNA- Expressionen der Egfr- Liganden
Amphiregulin, B-cellulin, Epiregulin, EGF, heparin-binding EGF und TGFa bestimmt. In
jeder Zelllinie konnte mRNA eines jeden Liganden nachgewiesen werden, wobei sich
teilweise unterschiedliche Expressionsmuster zeigten (Abbildung 16). Die niedrigsten
Expressionen wurden hierbei mit einem mittleren Wert von 10.85 fiir EGF und 11.11 fiir
TGFa gefunden. Die Expression von Amphiregulin ist in Bezug auf diese Werte um den
Faktor 3000 hoher. Die Liganden B-cellulin, Epiregulin und heparin-binding EGF zeigen in
den Kolonkarzinom- Zelllinien moderate Expressionen die gegeniiber der EGF- Expression
im Mittel 17-fach hoher sind.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass in jeder Zelllinie eine Transkription der wichtigen
Egfr- Liganden stattfindet, sollte nun der Einfluss dieser Liganden auf die Egft-
Proteinexpression ermittelt werden. Hierzu wurden Zellen liber einen Zeitraum von 10 min
bzw. 24 h mit 10 nM EGF behandelt und die Ergebnisse mit Gapdh als Referenz in Abbildung
17 dargestellt. AuBBer bei Colo320 (sieche Kapitel 3.1.2.3.2.) konnte in jeder Zelllinie eine
Expression fiir Egfr nachgewiesen werden. Diese Expression ist - aufler fiir Colo205 -
gegeniiber der Referenz sehr hoch, insgesamt aber sowohl fiir hEgf- behandelte, als auch -

unbehandelte Proben sehr homogen.
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Betrachtet man die phosphorylierte Form des Egfr zeigen flinf der sieben Zelllinien nach 10

min Behandlung zur Kontrolle sehr hohe Bandenintensitdten. Im Fall von HCT116 wurde in

der Probe mit 24 h Behandlung das hochste pEgfr- Level detektiert. Fiir Colo320 konnte

pEgfr nicht nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass im Hinblick auf die nachfolgenden Behandlungsexperimente

mit sowohl monoklonalen Antikdrpern, als auch mit Zytostatika auf moglichst viele Faktoren

eingegangen werden muss, um eine verldssliche Aussage zu einem Therapieerfolg machen zu

konnen.
mRNA- Expression der EGFR Liganden ——
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m R-Cellulin

2500 W Epiregulin
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Abbildung 16: In 7 Zelllinien wurde die relative mRNA- Expression von sechs Egfr- Liganden gemessen.

Alle Werte wurden gegen GAPDH normiert. Angegeben sind jeweils der Mittelwert und die

Standardabweichungen von drei unabhiingigen Experimenten. Zur Uberpriifung der Spezifikation der

einzelnen Amplifikate wurde zusétzlich eine Schmelzkurven- Analyse durchgefiihrt.
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Abbildung 17: Detektion der Proteinexpression fiir Egfr (oben), und pEgfr (unten) nach Zugabe von 10
nM Egf fiir 10 min bzw. 24 Stunden in 7 Kolonkarzinom-Zelllinien. Als Qualitits- und Ladekontrolle

wurde zusitzlich die Gapdh-Expression bestimmt.
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3.1.3. Deregulation der Downstream — Gene

In der Tumorgenese des kolorektalen Karzinoms spielen neben EGFR und ERBB2 auch die
downstream- Mediatoren KRAS, BRAF, PIK3CA und PTEN eine wichtige Rolle bei der
Weiterleitung wachstums- und proliferationsstimulierender Signale (Kapitel 1.2.3. und 1.2.4.).
Mutationen in den Genen KRAS, BRAF und/oder PIK3CA fithren beispielsweise zu
Deregulationen in der Signaltransduktion, die nicht nur das Wachstum und die Proliferation,
sondern auch die Wirkung einer Antikorpertherapie beeinflussen konnten. Daher wurde

nachfolgend der Status dieser Gene im Kollektiv der 15 Zelllinien bestimmt.

3.1.3.1. Mutationsstatus von KRAS, BRAF und PIK3CA

Mutationen in einem dieser Gene treten beim kolorektalen Karzinom in KRAS meist in den
Exonen 2-4, in BRAF in Exon 15, sowie in PIK3CA in den Exonen 9 und 20 auf und sind
dann hiufig mit einer schlechteren Uberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert. Im Fall von
KRAS beispielsweise fiihrt eine Punktmutation in Codon 12 oder 13 zu einer konstitutiven
Inaktivierung der katalytischen Funktion, die wiederum in einer dauerhaften
Signalweiterleitung resultiert. Mutationen in mehreren dieser Gene gelten als zusitzliche
negative Prognosemarker.

Exemplarisch zeigt Abbildung 18 die Sequenzierergebnisse der Zelllinien HCT116 und
SW48. Die Untersuchungen aller 15 Zelllinien auf Mutationen in KRAS, BRAF und PIK3CA
sind in Tabelle 12 dargestellt. Sieben Zelllinien tragen KRAS- Mutationen, vier in Codon 13,
zwei in Codon 12 und eine in Codon 61. Fiir BRAF konnte in drei Zelllinien eine Substitution
in Codon 600 nachgewiesen werden, wobei auffiel, dass Mutationen in KRAS und BRAF
niemals gemeinsam auftraten. Vier Zelllinien zeigten Mutationen fiir PIK3CA. Somit ergeben
sich Mutationsraten von 46% fiir KRAS, 20% fiir BRAF und 26% fiir PIK3CA fiir das

ausgewdhlte Zelllinien- Kollektiv.
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(rechts). Fiir HCT116 ist ein hemizygoter Basenaustausch deutlich erkennbar (Markierung). SW48 besitzt
Wildtyp- Status.

Tabelle 12: Mutationsanalyse fiir KRAS, BRAF und PIK3CA in 15 Kolonkarzinom- Zelllinien.

Colo 206| Colo
ICaCo2Calo 205 F 320 | DLD-1 |HCA-THCT 116 | HCT 15 |HT 29 P| KM12c | LOVO | SW48 | SW403 | SW480 | SWo48
Gly13 Gly13 Gly13 Gly13 Gly12 | Gly12 | Glus1
KRAS | WT WT WT WT Asp WT Asp Asp WT WT Asp WT Val Val Leu
Valgdd | Val&eod Val&od
BRAF | WT Glu Glu WT WT WT WT WT Glu WT WT WT WT WT WT
Glu545
Lys
Asp549 His1047 Prod49 Glus42
PIKICA] WT WT WT WT Asn WT Arg WT Thr WT WT WT WT WT Lys

WT = Wildtyp- Status

3.1.3.2. Expressionsstatus von Pten

Pten ist ein wichtiger Regulator bei der Signalweiterleitung iiber den MAPK- bzw. PI3K/
AKT- Weg, der als Antagonist zu PIK3CA die Initiation der Signaltransduktion beeinflusst.
Veranderungen in diesem Enzym sind im kolorektalen Karzinom haufig und werden dann mit
Tumorprogression assoziiert. Welche Rolle die Expression von Pten auf das Ansprechen der

anti-EGFR- Antikorpertherapie besitzt, ist unklar.

3.1.3.2.1.  Proteinexpression mittels Immunoblot

Die Proteinexpression von Pten ist gegen die Referenz Gapdh in Abbildung 19 dargestellt.
Eine Expression des Tumorsuppressorgens Pten ist in fast allen kolorektalen Zelllinien
detektierbar. Dabei zeigen geringe Schwankungen eine relativ homogene Expression. Fiir

KM12c, als einzige Ausnahme, wurde keine Pten- Expression gefunden.
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densitometrische Auswertung von PTEN
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Abbildung 19: Links: Detektion der Proteinexpression fiir Pten im Kollektiv der 15 Kolonkarzinom-
Zelllinien. Als Qualitits- und Ladekontrolle wurde zusétzlich die Gapdh-Expression bestimmt. Rechts:

Densitometrische Auswertung der Bandenintensitiiten in Relation zur Referenz.

3.1.3.2.2.  Proteinexpression mittels Immunhistologie

Zusitzlich zur Detektion der Proteinexpression mittels Immunoblot konnte durch eine
immunhistochemische Analyse die Lokalisation von Pten in der Zelle bestimmt werden
(Tabelle 13).

Pten konnte in 13 Zelllinien nachgewiesen werden (HCT116 nicht auswertbar). Dabei zeigten
sich iiberwiegend homogene Verteilungen, die sich jedoch sowohl in ihrer Farbintensitit, als
auch in ihrer Lokalisation deutlich unterscheiden. In fiinf Zelllinien ist Pten ausschlielich
nukledr detektierbar, sechs Linien weisen nukledre und zytoplasmatische Férbungen auf, in
einer Zelllinie konnte Pten nur zytoplasmatisch nachgewiesen werden. In KM12c war Pten

nicht nachweisbar (Abbildung 20).

lr@wl TV
&‘M

Abbildung 20: immunhistologische Farbung von Pten an den Zelllinien KM12¢, SW948, HT29P und
SW48 (von links nach rechts). In KM12¢ war Pten nicht nachweisbar. SW948 zeigt eine zytoplasmatische
Lokalisation. HT29P weist Fiarbungen des Zytoplasmas und des Nukleus auf. Fiir SW48 wurde eine
nukleire Lokalisation detektiert (Abbildung 400-fach vergrofert).
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Tabelle 13: semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Untersuchung.

CaCoz | oo | Gole [ Lole [pinyg|nHear | FCT [HoT s [HT 20 P| kmize | Lovo | swas | sweoa | swaso | swods

205 206 F 320 116
Pten Intansita) 2+ 3+ 3+ 1+ 2+ 2+ nA, 2+ 2+ - 1+ 2+ 2+ 2+ 1+
Prozent | 98**** a8 100" 80 g5ttt | gptt nA, o+ | 100%*** 0 ) g5+ 100* 60 100"

-, 1+, 2+ und 3+ bezeichnen steigende Firbungsintensititen, die Werte 0-100 geben die prozentuale
Verteilung wider. n.A.= nicht auswertbar, *= nukleire Lokalisation, **= zytoplasmatische Lokalisation,

***= zytoplasmatisch granulir, ****= Firbung in Kern und Zytoplasma.

3.1.3.3. Korrelation von Mutations- und Expressionsstatus

Zusammenfassend wurden in Bezug auf den KRAS-, BRAF- und PIK3CA- Mutationsstatus in
sieben Zelllinien KRAS-, in drei Zelllinien BRAF- und in vier Zelllinien PIK3CA- Mutationen
gefunden. Expressionen von Pten sind nur fiir KM12c nicht detektierbar.

Werden diese Informationen in Relation zu den Status von EGFR und ErbB2 betrachtet,
konnten fiir einige Konstellationen statistische Signifikanzen ermittelt werden. Dazu wurden
die Zelllinien nach ihren Mutationen gruppiert und auf die relativen Expressionen des
jeweiligen Proteins bezogen (Tabelle 14). So zeigten beispielsweise Zelllinien mit BRAF-
Mutationen gegeniiber denen mit Wildtyp- Status eine signifikant verénderte
Proteinexpression fiir Pten (p= 0.01). Signifikante Zusammenhéinge finden sich auch fiir
PIK3CA- Mutation und der Expression von ErbB2 (p= 0.05).

Bei Korrelation der transkriptionellen und translationalen EGFR- Expressionen untereinander
wurde ein p- Wert von 0.67 ermittelt, indem fiir das Zelllinienkollektiv zwischen niedrigen
bzw. hohen Expressionen separiert wurde (Chi2-Test gemessen an der mittleren Expression).
In Bezug auf den Arg521Lys- Polymorphismus in EGFR wurde ein p-Wert von 0.21 fiir die
Zelllinien mit EGFR- Wildtypstatus zu den Zelllinien mit diesem Polymorphismus ermittelt.
Somit besteht kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Mutationsstatus

und der mRNA- bzw. Proteinexpression, als auch unter den Expressionen selbst.
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Tabelle 14: Statistische Auswertung zur Korrelation von Expressions- und Mutationsstatus.

p-Wert
t-Test EGFR ErbB2 PTEN
KRAS 0,36 0,11 0,46
BRAF 0,29 0,23 0,01
KRAS/BRAF 0,19 0,26 0,06
TP53 0,23 0,21 0,18
PIK3CA 0,32 0,05 0,38

Mit Hilfe des Student’s t-Test wurden alle Zelllinien nach den ermittelten Mutationen fiir KRAS, BRAF
und PIK3CA gruppiert, und anschliefend mit den relativen Proteinexpressionen auf Signifikanz hin

gepriift. Ein p-Wert < 0.05 gilt als signifikante Abweichung.

3.2. Funktionelle Untersuchungen zur Wirkung von anti-EGFR- Antikorpern

Nach Bestimmung der konstitutionellen Aberrationen im EGFR- Signalweg im Kollektiv der
Kolonkarzinom- Zelllinien kann nun mit den funktionellen Analysen zu einer gezielten
Antikorpertherapie begonnen werden. Zu diesem Zweck sollen die Auswirkungen einer
Behandlung mit den monoklonalen anti-EGFR-Antikorpern Panitumumab (Pmab) und
Cetuximab (Cmab) allein, oder in Kombination mit dem Zytostatikum Irinotecan auf die 15
Zelllinien bestimmt werden. Ziel der Arbeit ist, durch die Erkenntnisse dieser in-vitro Studie,
eine optimierte Behandlung der in der Klinik bereits angewendeten Antikorpertherapie zu

ermoglichen.

3.2.1. Effektivitat einer anti-EGFR-Antikorperbehandlung bei Zelllinien des
Kolonkarzinoms
3.2.1.1. Wirkungsspektrum der anti-EGFR-Antikérper

3.2.1.1.1.  Dosis - Wirkungs - Bezichung

In der Klinik wird Pmab zu 6 mg pro kg Korpergewicht dosiert, was etwa einer minimalen
Pmab- Plasmakonzentration von 50 pg/ml entspricht. In Studien an Kolonkarzinom-
Zelllinien wurden bereits bei Konzentration von 10 pg/ml wachstumsinhibierende Effekte der

Behandlung detektiert.
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Um zunichst fiir die zwei anti-EGFR-Antikorper Pmab und Cmab in vitro eine Dosis-
Wirkungs- Beziehung zu ermitteln, wurden mit Hilfe des Zellproliferationsassays die
Wachstumsinhibierungen nach Zugabe unterschiedlicher Antikdrperkonzentrationen
bestimmt. Abhdngig vom Mutationsstatus wurden zwei KRAS/BRAFY- Zelllinien, eine
KRAS™- Zelllinie und eine BRAF™!- Zelllinie gewéhlt und mit Pmab- bzw. Cmab-
Konzentrationen im Bereich von 0.01 pg/ml bis 100 pg/ml inkubiert. Die Auswirkungen
dieser Behandlung auf die Zellvitalitét sind in Abbildung 21 dargestellt.

Es zeigte sich, dass eine Behandlung mit Pmab bzw. Cmab in jeder Zelllinie zu einer
geringeren Zellvitalitdt fiihrt. Diese liegt fiir HCA7 bereits bei der geringsten Konzentrationen
(0.01 pg/ml) bei 20%. Mit steigender Konzentration nimmt dieser Effekt dann fiir Pmab mehr
und fiir Cmab weniger stark zu, so dass bei 100 pg/ml Wachstumsinhibierungen von 63%
(Pmab) und 48% (Cmab) gemessen werden. In den anderen Zelllinien sind die Effekte mit
einer maximalen Wachstumsinhibierung von 16% geringer.

Fir weiterfiilhrende Experimente wurden, wenn nicht anders angegeben, anti-EGFR-
Antikdrper- Konzentrationen von 10 pg/ml verwendet, da diese die niedrigsten Dosen mit den

groBten Effekten darstellen.
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Abbildung 21: Auswirkung der anti-EGFR-Antikérper- Behandlung auf die Zellvitalitit von vier
Kolonkarzinom- Zelllinien. Es wurde mit verschiedenen Konzentrationen fiir 48 h behandelt, und die

Wirkung mit Hilfe des Farbstoffs MTT photometrisch gemessen.

3.2.1.1.2. Bedeutung von KRAS und BRAF fiir die anti- EGFR- Antikorpertherapie

Um den Zusammenhang zwischen einem Therapieansprechen und der Rolle von KRAS und
BRAF fiir die Signalweiterleitung zu untersuchen, wurde nachfolgend fiir alle 15 Zelllinien

ein Proliferationsassay mit der anti-EGFR-Antikorpern durchgefiihrt.
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Die Ergebnisse sind sortiert nach dem KRAS- und BRAF- Mutationsstatus in Abbildung 22
dargestellt. Fiir jedes Experiment (2 x Pmab und 2 x Cmab), fiir das mit Hilfe eines Student’s
t-Test gegeniiber der Kontrolle eine signifikante Wachstumsinhibierung ermittelt werden
konnte, wurde zur Veranschaulichung ein Stern gesetzt.

Fiir Zelllinien mit Mutationen in BRAF wurden grundsitzlich keine signifikanten
Proliferationsédnderungen gefunden.

Bei den Zelllinien mit KRAS/BRAF¥'- Status zeigen nur drei der fiinf Zelllinien signifikante
Wachstumsinhibierungen von bis zu 65% (CaCO2). Betrachtet man in diesen Zelllinien neben
der Inhibierung zusitzlich ihren Expressionstatus, zeigen genau die Linien die entweder fiir
Egfr (Colo320) oder fiir Pten (KMI12c) keine Expression aufwiesen, als einzige keine
signifikanten Wachstumsanderungen.

In der Gruppe der KRAS™ - Zelllinien zeigen nur drei der sieben Zelllinien, dass sie nicht auf
eine Antikorperbehandlung ansprechen. Vier der sieben Zelllinien wiesen hingegen
signifikante Wachstumsinhibierungen von bis zu 24% auf. Betrachtet man zusétzlich die
subtypischen Verdnderungen von KRAS zeigen nur die KRAS™!- Zelllinien signifikante
Inhibierungen, bei denen die Codon 13- Substitution von Glycin zu Asparaginsidure gefunden
wurde. Fiir die Zelllinien mit Mutationen des Codon 12 bzw. 61 ist keine signifikante

Wachstumsinhibierung erkennbar.

Sensitivitit fiir Panitumumab und Cetuximab

450.00 I t T KRAS mut T BRAF mut-———|

400.00

350.00
; 300.00 M unbeh.
% ’ W Pmab
3 25000 0 Cmab
R

200.00 |

150.00

100.00

Zelllinien

Abbildung 22: Sensitivitit der 15 Kolonkarzinom- Zelllinien auf die Behandlung mit einem der anti-
EGFR-Antikorper fiir 48 Stunden und bei einer Konzentration von 10 pg/ml. Die Zellvitalitiiten wurden
in fiinffacher Messung photometrisch bestimmt und mit einer Kontrolle zum Zeitpunkt 0 normiert. *=
Signifikante Wachstumsinhibierung einer Versuchsreihe, **= Signifikante Wachstumsinhibierung aller

Versuchsreihen.
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3.2.1.1.3.  Bedeutung des Mutationsstatus auf die Wachstumsinhibierung

Um im Nachfolgenden die Effekte einer Antikorper- Therapie in Bezug auf die individuellen
Eigenschaften einer jeden Zelllinie zu bestimmen, wurden die Zelllinien, die in den vier
unabhéngigen Experimenten (2 x Pmab, 2 x Cmab) signifikante Wachstumsinhibierungen
zeigten, als sensitiv definiert. Alle anderen Zelllinien werden als resistent klassifiziert.

Tabelle 15 zeigt zundchst keine signifikanten Korrelationen im Vergleich zwischen dem
Mutationsstatus der Gene EGFR, KRAS, BRAF und PIK3CA und der Sensitivitit der
Zelllinien auf die Behandlung mit einem EGFR- Antikorper. In Bezug auf BRAF' zeigt sich
mit einem p- Wert von 0.07 jedoch ein Tendenz (Chi?- Test). Die Korrelation des EGFR Exon
13- Polymorphismus (R521K) mit dem Ansprechen auf eine anti-EGFR-
Antikorperbehandlung zeigte ebenfalls keine signifikanten Wachstumsénderungen (Chi?- Test;
p=0.19).

Tabelle 15: Korrelation von Sensitivitit der 15 Kolonkarzinom- Zelllinien gegeniiber der anti-EGFR-

Antikérperbehandlung und dem Mutationsstatus (Chi2-Test).

Chi?-Test
Zielgen Status sensitiv resistent p- Wert

KRAS wt 3 5 0.45
mut 4 3

BRAF wit 7 5 0.07
mut 0 3

KRAS/BRAF wt 3 2 0.46
mut 4 6

PIK3CA wt 5 6 0.88
mut 2 2

EGFR Ex13 Lys > Lys 2 5 0.19
Lys > Arg 5 3

Zelllinien mit signifikanten Wachstumsinhibierungen wurden als sensitiv, alle anderen als resistent
Klassifiziert. Ex = Exon, wt = Wildtypstatus fiir das jeweilige Gen, mut = mutiert, Lys = Lysin, Arg =

Arginin.
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3.2.1.1.4.  Spezifitit der anti-EGFR-Antikorper

Zusiatzlich zum Wirkmechanismus der anti-EGFR-Antikorper wurde mit Hilfe der
Immunfluoreszenz- Farbung untersucht, ob Pmab und Egfr spezifisch interagieren. Um dies
und den darauffolgenden Internalisierungsmechanismus zu bestdtigen, wurden acht
Kolonkarzinom- Zelllinien mit Pmab zu fiinf verschiedenen Zeitpunkten behandelt.
Abbildung 23a zeigt CaCO2, die stellvertretend fiir alle acht Zelllinien (auer Colo320) die
gefundenen Resultate widerspiegelt. Im Gegensatz zu der unbehandelten Kontrolle sind in
den Behandlungen gro3e Mengen an Pmab detektierbar, die deutlich mit der Lokalisation von
Egfr iibereinstimmen. Bereits nach 5 min Pmab- Behandlung ist eine Internalisierung des
EGF-Rezeptors erkennbar, bei gleichzeitiger Kolokalisation mit Pmab. Betrachtet man die
verschiedenen Zeitpunkte genauer, zeigt sich bei einigen Zellen eine durch die Behandlung
hervorgerufene Anderung der Morphologie. Sind die Zellmembranen nach S-miniitiger
Behandlung noch sehr distinkt, zeigen sich in den spéteren Zeitpunkten auch diffuse
Zytoplasmen. Fiir die Zelllinie Colo320 konnte das Fehlen des Egfr-Proteins wiederum
bestétigt werden. Zu keinem Behandlungszeitpunkt ist Egfr bzw. an Egfr gebundenes Pmab
detektierbar (Abbildung 23b).

CaCO?2 - unbehandelt

CaCO2 - 5 min Pmab

77



Ergebnisse

CaCO2 - 15 min Pmab_ ‘ _ CaCO2 - 45 min Pmab

CaCQO2 -2 h Pmab

Abbildung 23a: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Zelllinie CaCO2. Pmab wurde mittels anti-
human-FITC- Antikorper griin gefirbt, EGFR erscheint rot, die Zellkerne sind in blau dargestellt.

Col0320 - unbehandelt Co0l0320 - 5 min Pmab
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Co0l0320 - 15 min Pmab Co0l0320 - 45 min Pmab

Abbildung 23b: konfokale Laserscan- Aufnahme der Egfr negativen Zelllinie Colo320. Die Zellkerne sind
blau dargestellt. Aufler einer leichten Hintergrundstrahlung sind keine Signale fiir Egfr und Pmab

detektierbar.

3.2.1.2. Modulation der Wirksamkeit der anti-EGFR-Behandlung durch EGF

Mit Hilfe der Co-Lokalisationsstudien (Kapitel 3.2.1.1.4) konnte gezeigt werden, dass Pmab
in EGFR- expremierenden Zelllinien an diesen Rezeptor bindet, der dadurch in das Zelllumen
internalisiert wird. Nun soll gekldrt werden, ob die Wirksamkeit von Pmab abhéingig vom
Liganden EGF ist. Hierzu wurden sieben Zelllinien mit unterschiedlichem Mutationsstatus
zundchst mit 10 nM EGF vorstimuliert. Anschlieend erfolgte eine Behandlung mit Pmab

bzw. Cmab (Abbildung 24).
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Dabei konnte gezeigt werden, dass in den meisten der hier untersuchten Zelllinien eine
Stimulation mit EGF nicht mit gesteigerter Proliferation einhergeht. Lediglich fiir HCA7, eine
KRAS/BRAF™'- Zelllinie, wurde eine Wachstumssteigerung von 42% gefunden. Fiir die
Monobehandlung mit den anti-EGFR- Antikorpern zeigten sich tendenziell gleiche
Zellvitalititen wie in Kapitel 3.2.1.1.2. So wurden im Fall einer Wachstumsidnderung
insgesamt inhibierende Effekte gefunden, die fiir die Zelllinien CaCO2 und HCA7 am
deutlichsten erkennbar sind. In der Kombinationsbehandlung mit anti-EGFR- Antikérper und

EGF sind keine signifikant verdnderten Wachstumsverhalten zu erkennen.

Wachstumstimulierung EGF
175
10nM EGF
1pg/ml Pmab
140 1pg/ml Cmab
EGF+ Pmab
— l EGF+ Cmab
g T
= o5 an T T
g
K|
2 70
i
35
0
CaCO2 Colo205 Colo320 HCAT HCT116 HT29P Lovo
Zelllinien

Abbildung 24: Wachstumsverhalten von 7 Kolonkarzinom- Zelllinien nach Stimulation mit EGF allein
bzw. in Kombination mit den monoklonalen Antikérpern Pmab und Cmab. Es wurden folgende
Konzentrationen eingesetzt: 10 nM EGF, 1 pg/ml Pmab oder 1 pg/ml Cmab. Alle Werte sind mit einer

unbehandelten Kontrolle ins Verhéltnis gesetzt.
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3.2.2. Modulation der anti-EGFR-Behandlung durch Zytostatika
3.2.2.1. Wirkungsspektrum des Zytostatikums Irinotecan

In der Klinik sprechen nur ca. 10-20% der Patienten mit metastasierenden, kolorektalen
Karzinomen (mCRC) auf eine Monotherapie mit Pmab bzw. Cmab an, so dass diese Therapie
hiufig in Kombination mit vorangegangener bzw. gleichzeitiger Chemotherapie kombiniert
wird (Bardelli und Siena, 2010). Eines dieser Chemotherapeutika ist Irinotecan, dass als
Bestandteil des FOLFIRI- Regimes in Kombination mit Pmab bei mCRC- Patienten mit
KRAS™ zu einer signifikanten Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens fiihrt (Peeters,
2010). Dabei ist der genaue Wirkmechanismus von Irinotecan in Kombination mit Pmab bzw.

Cmab weitestgehend unbekannt.

3.2.2.1.1.  Dosis - Wirkungs - Bezichung

Zur Bestimmung des Wirkspektrums von Irinotecan fiir die Behandlung von Kolonzelllinien
wurden zunichst Konzentrationen von 0.1 pM bis 100 uM hergestellt und fiir 48 Stunden an
drei KRAS/BRAF¥'- Zelllinien; an drei Zelllinien mit KRAS™¢ und an zwei Zelllinien mit
BRAF™ getestet.

Fiir alle untersuchten Zelllinien kann bei den niedrigsten Irinotecan- Konzentrationen (0.1
uM-1 uM) keine deutliche Abnahme der Vitalitit detektiert werden (Abbildung 25). Ab einer
Konzentration von 3uM zeigen vier Zelllinien eine um 9-18% verminderte Vitalitét, bei zwei
Linien sind kaum Verdnderungen erkennbar. Zwei Zelllinien reagieren sogar zunédchst mit
einer um 4% erhohten Zellvitalitdt. Ab einer Dosis von 10 uM Irinotecan kann fiir fast alle
Zelllinien eine Reduktion in der Vitalitdt nachgewiesen werden (8-27%). Nur fiir KM12c
werden keine zytotoxischen Effekte gefunden. Wird die Konzentration weiterhin gesteigert,
erreichen alle Zelllinien zwischen 30 uM und 100 pM mit einer Zellvitalitit von unter 50%
ihre letalen Konzentrationen. Aus diesen Griinden wurden nachfolgend Irinotecan-
Konzentrationen von 5 pM verwendet. Eine Korrelation zwischen dem KRAS/BRAF-

Mutationsstatus und einem zytotoxischem Verhalten ist nicht erkennbar.
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Dosis und Wirkung won Irinctecan
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Abbildung 25: Behandlung von acht Kolonkarzinom- Zelllinien mit Irinotecan. Es wurde fiir 48 h mit

verschiedenen Konzentrationen behandelt und die Zellvitalitit mit Hilfe des Farbstoffs MTT

photometrisch gemessen.

3.2.2.1.2. Bestimmung der Zytotoxizitét

Um die Sensitivitdt aller 15 Zelllinien fiir Irinotecan zu erfassen, wurde anschlieBend in zwei
unabhingigen Experimenten iiber 48 Stunden mit Irinotecan behandelt und die Ergebnisse mit
einer mitgefiihrten, unbehandelten Kontrolle ins Verhéltnis gesetzt (Abbildung 26).

Insgesamt konnten fiir nahezu jede Zelllinie signifikante, zytotoxische Effekte gegeniiber der
Kontrolle in mindestens einer Versuchsreihe ermittelt werden. KM12c¢ bildet hierbei die
Ausnahme, da sie als einzige Zelllinie mit einer gesteigerten Proliferation auf eine
Irinotecanbehandlung reagiert. Besonders hoch ist die Zytotoxizitét fiir die Zelllinie SW48,

bei HCA7 finden sich keine wesentlichen Wachstumsidnderungen.
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Sensitivitat fiir Irinotecan
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Abbildung 26: Sensitivitit der 15 Kolonkarzinom- Zelllinien auf die Behandlung mit Irinotecan fiir 48
Stunden und bei einer Konzentration von 5 pM. Die Zellvitalititen wurden in fiinffacher Messung
photometrisch bestimmt und mit einer Kontrolle normiert. *= Signifikante Zytotoxizitit einer

Versuchsreihe, **= Signifikante Zytotoxizitit beider Versuchsreihen.

In Bezug auf das Ansprechen auf eine Irinotecan- Behandlung wurden die Zelllinien
nachfolgend in eine sensitive und eine resistente Gruppe eingeteilt (Tabelle 16). Dabei
wurden Zelllinien mit signifikanten Ergebnissen in mindestens einer Versuchsreihe als
sensitiv, und solche mit weniger starken Verédnderungen als resistent klassifiziert. Fiir die
Gruppe der KRAS™ ergeben sich so sieben sensitive und eine resistente Zelllinie, fiir die im
Zusammenhang mit den sieben sensitiven KRAS™ - Zelllinie ein p-Wert von 0.33 errechnet
wurde. Betrachtet man den BRAF- Status konnen von 12 Zelllinien mit Wildtyp- Status elf als
sensitiv und eine als resistent bezeichnet werden. Von den BRAF™u- Zelllinien reagieren alle
drei sensitiv (Chi?- Test, p=0.60). Fasst man den KRAS- und den BRAF- Status zusammen
gibt der mittels Chi?- Test berechnete p-Wert von 0.14 das Verhéltnis der funf Linien mit
Wildtyp- Status (vier sensitiv und eine resistent) zu den zehn mutierten Linien (zehn sensitiv
und keine resistent) wider. Mit p-Werten von 0.53 fiir PIK3CA und 0.30 fiir den EGFR Exon
13 Polymorphismus konnen keine signifikanten Korrelationen aufgezeigt werden, da jedem

Parameter sensitive und resistente Zelllinien zugeordnet wurden.
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Tabelle 16: Klassifikation der 15 Kolonkarzinom- Zelllinien in Bezug auf ihr Ansprechen auf die

Behandlung mit Irinotecan.

Chi2-Test
Zielgen Status sensitiv resistent p- Wert

KRAS wt 7 1 0.33
mut 7 0

BRAF wt 1 1 0.60
mut 3 0

KRAS/BRAF wt 4 1 0.14
mut 10 0

PIK3CA wt 10 1 0.53
mut 4 0

EGFR Ex13 Lys > Lys 7 1 0.30
Lys > Arg 8 0

Zelllinien mit signifikanten Wachstumsinhibierungen wurden als sensitiv, alle anderen als resistent
klassifiziert. Ex = Exon, wt = Wildtypstatus fiir das jeweilige Gen, mut = mutiert, Lys = Lysin, Arg =

Arginin.

3.2.2.2. Effekte der Kombinationsbehandlung auf molekularer Ebene
3.2.2.2.1.  Anderung der Egfr - Proteinexpression

Da Egfr die direkte Zielstruktur von Pmab und Cmab ist, sollten nachfolgend die
Auswirkungen einer anti-EGFR- Antikorperbehandlung auf die Egfr- Proteinexpression
untersucht werden. Dazu wurden zur kombinatorischen Behandlung mit Pmab/Cmab und
Irinotecan auch Versuche zu den jeweiligen Medikamenten in Monobehandlung durchgefiihrt.
Eine Expression fiir Egfr wurde in sechs von sieben untersuchten Kolonkarzinom- Zelllinien
gefunden (Abbildung 27). Wie zuvor (Kapitel 3.1.2.3.2.) konnte kein Egfr in Colo320
nachgewiesen werden.

Fiir die Wirkung der einzelnen Medikamente oder auch deren Kombinationen auf die Egft-
Expression kann Folgendes erkannt werden: CaCO2 ist die einzige Zelllinie, bei der nach

Behandlung mit Pmab/Cmab und Irinotecan keine Egfr-Expression mehr detektierbar ist.
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Diese ist fiir die Kombinationsbehandlung mit Pmab bei HCA7 ebenfalls stark herabgesetzt.
Bei LOVO resultiert eine Behandlung mit Irinotecan in einer schwachen Egfr-
Bandenintensitit. Bei HT29P zeigt sich nach Kombinationsbehandlung mit Cmab eine hohe
Egfr-Expression. Fiir alle anderen Zelllinien sind keine einheitlichen Muster in der Egft-
Expression erkennbar.

Egfr in seiner phosphorylierten Form (pEgfr) wurde in vier von sieben Zelllinien detektiert.
Insgesamt ist diese Expression schwach und zeigt nur fir HCT116 Ausnahmen: Nach
Behandlung aus der Kombination mit Cmab und Irinotecan war mehr pEgfr-Protein
detektierbar.

Bezogen auf den KRAS/BRAF- Mutationsstatus zeigen die KRAS/BRAF™'- Zelllinien (CaCO2
und HCA7) deutlich erniedrigte Egfr-Expressionen nach einer Kombinationsbehandlung. Fiir
die Zelllinien mit Mutationen in KRAS (HCT116, LOVO) oder BRAF (Colo205, HT29P)

kann keine generelle Aussage getroffen werden.

Colo320 Colo320

Pmab {10pg/ml} -+ - -+ - Pmab (10pgml} - + - + - - -
Cmab (10pgiml) - - + - - 4 Cmab (10pgiml) - - - - + - +
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g
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Abbildung 27: Detektion der Proteine Egfr (links) und pEgfr (rechts) an sieben Kolonkarzinom-
Zelllinien. Nach 24-stiindiger Inkubation mit Pmab, Cmab, Irinotecan, sowie deren Kombinationen wurde
Gesamtprotein isoliert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Als Referenz wurde Gapdh und eine Egfr-

iiberexpremierende Positivkontrolle verwendet.
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3.2.2.2.2.  Die Bedeutung einer anti-EGFR-Antikorpertherapie fiir Kolonkarzinome mit
Mikrosatelliten- Instabilitét

Defekte im DNA mismatch- Reparatursystem zeigen sich auf molekularer Ebene hiufig durch
eine Mikrosatelliten- Instabilitdt (MSI). Es ist bekannt, dass Patienten mit MSI- Tumoren
hiufig eine bessere Prognose in Bezug auf das Uberleben haben, obwohl sie meist nicht von
einer Chemotherapie profitieren (Vilar, 2008). Ob dies auch fiir eine Behandlung mit anti-
EGFR- Antikorpern zutrifft, soll im Folgenden néher untersucht werden.

Hierzu wird zundchst Braf genauer betrachtet, da diese Kinase nicht nur wichtiger Bestandteil
der Signaltransduktion ist, sondern im Fall einer Mutation auch mit Defekten im DNA-
Reparatursystem assoziiert ist. Mutationen von Braf finden sich im kolorektalen Karzinom zu
ca. 13% und fiithren beispielsweise auch zu einer Methylierung des Mlh1- Promotors. Mlh1 ist
zusammen mit Msh2, Msh6 und Pms2 fiir die Korrektur von Fehlern bei der DNA-
Replikation zustdndig, die in den kurzen, repetitiven Mikrosatelliten besonders hdufig
stattfinden und zu Insertionen oder Deletionen in diesen Sequenzen fiihren.

Im Nachfolgenden wurde das Kollektiv der Zelllinien auf die Expression der oben genannten
Reparaturenzyme untersucht. Dabei sind in sechs Zelllinien (43%) keine Expressionen fiir
mindestens ein Reparaturenzym (Tabelle 17). Fiinf dieser Zelllinien wurden nach den
Ergebnissen aus Kapitel 3.2.1.1.2. als sensitiv fiir eine anti-EGFR-Antikorpertherapie
klassifiziert. Bei Betrachtung der Ergebnisse in Bezug auf den BRAF- Mutationsstatus zeigt
sich, dass alle drei Zelllinien mit einer Mutation in BRAF alle untersuchten Reparaturenzyme

expremieren.

Tabelle 17: semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Untersuchung.

CaCo2 |Colo 205 COIOFEOS Colo 320/ DLD-1 HCA-7 |HCT 116 | HCT 15 | HT29 P | KM12¢c LOVO SWag | SW403 | SWo48
Mih Intensitat 3+ 2+ 3+ 3+ 3+ - - 3+ 3+ - 3+ - 2+ 2+
Prozent 99 99 95 99 99 4] 0 100 100 0 99 4] 99 99
Msh2 Intensitat 3+ 3+ 3+ 3+ 1+ 2+ 3+ 2+ 3+ 3+ 1+ 3+ 3+ 3+
Prozent 99 100 100 100 50 99 100 100 99 98 T0** 100 100 100
Msh Intensitét 3+ 3+ 3+ 3+ = 3+ 3+ = 3+ 3+ 2+ 3+ 3+ 3+
Prozent 100 100 100 100 4] 100 100 0 100 100 21 99 100 100
Pms2 Intensitat 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ - - 3+ 3+ 1+ 3+ - 3+ 3+
Prozent 98 100 100 100 100 4] 0 99 99 50** 99 4] 95 80

-, 1+, 2+ und 3+ bezeichnen steigende Férbungsintensititen, die Werte 0-100 geben die prozentuale
Verteilung wider. *=nukleéire Lokalisation, **= zytoplasmatische Lokalisation, ***= zytoplasmatisch
granulir, ****= Firbung in Kern und Zytoplasma, rot = keine bzw. geringe Expression des jeweiligen

Proteins.
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3.2.2.2.3.  Einfluss der Behandlung auf den MAPK- Signalweg

Neben den direkten Auswirkungen der anti-EGFR-Antikdrpertherapie auf EGFR selbst, kann
eine Behandlung mit Pmab bzw. Cmab die Expression der Effektoren des MAPK- Signalwegs
beeinflussen. Daher soll in diesem Kapitel untersucht werden, ob eine Antikorperbehandlung
Anderungen in der Expression der Map1- Kinase (MapK) hervorruft.

In Abbildung 28 sind die Verdanderungen in der MapK- Expression nach Behandlung mit
Pmab und/oder Irinotecan fiir neun Zelllinien dargestellt. Insgesamt konnten in allen
Zelllinien Effekte einer Pmab- und/oder Irinotecan- Behandlung auf die pMapK- Expression
nachgewiesen werden. Beide Isoformen der MapK werden jedoch weder durch eine
Behandlung mit Pmab, noch mit Irinotecan beeinflusst.

Fiir die aktive Form pMapK zeigten sich folgende Anderungen in der Expression: Wihrend
fiir sieben Zelllinien pMapK nachgewiesen werden konnte, war es fiir zwei Linien nicht bzw.
fast nicht mehr detektierbar (CaCO2, Colo320). Eine Behandlung mit Pmab hat in den
meisten Zelllinien (5 aus 9) eine schwéchere pMapK- Expression zur Folge, die durch die

Kombination mit Irinotecan meist (5 aus 9) keine weiteren Anderungen hervorruft.
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Abbildung 28: Detektion der Proteinexpression fiir p44/p42-MapK (links) bzw. phospho-p44/p42-MapK
(rechts) an neun Kolonkarzinom- Zelllinien. Die Extraktion der Proteine erfolgte nach Behandlung der
Zellen mit 10 pg/ml Pmab, 20 uM Irinotecan oder deren Kombination. Als Referenz wurde oTubulin

verwendet.
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3.2.2.2.4.  Auswirkung der Behandlung auf den PI3K/AKT- Signalweg

Da eine Stimulation von Egfr auch Auswirkungen auf die Signalweitergabe iiber den PI3K/
AKT- Weg haben kann, wurde nun untersucht, inwieweit eine Antikorper-/Zytostatika-
Behandlung die Aktivierung bzw. Expression der zentralen Kinase Akt beeinflusst (Abbildung
29).

Fiir alle Zelllinien konnte eine Akt- und eine pAkt- Proteinexpression nachgewiesen werden,
die je nach Zelllinie und Behandlung unterschiedlich beeinflusst wird.

In den meisten Zelllinien zeigten sich grofBtenteils Akt- Expressionen, die unabhédngig von
einer Behandlung etwa gleich stark erscheinen. Fiir zwei Zelllinien sind jedoch
Expressionsédnderungen zu erkennen. Fiir SW403 ist eine deutlich intensivere Bande nach
Irinotecanbehandlung und im Gegensatz zur Kontrolle sichtbar. Fiir SW48 ist Akt gerade nach
dieser Behandlung eher schwach expremiert.

Phosphoryliertes Akt konnte ebenfalls in jeder untersuchten Zelllinie detektiert werden, im
Fall von HCT116 und HT29P jedoch sehr schwach. Insgesamt sind fiir fiinf Zelllinien nach
Pmab- Behandlung hohere Bandenintensititen fiir pAkt erkennbar, in zwei Zelllinien zeigen
sich keine Verdnderungen und zwei Zelllinien weisen weniger pAkt auf. Nach einer
Monobehandlung mit Irinotecan konnte in fast allen Zelllinien eine unverdnderte bzw.
geringere pAkt- Expression detektiert werden, die im Fall von SW403 besonders deutlich
ausgepragt ist. Nur bei SW48 findet man hierfiir hohere Bandenintensitdten. Eine Behandlung
mit Pmab und Irinotecan hat im Gegensatz zur Pmab-Monobehandlung in sechs Zelllinien
keine zusitzliche Expressionsdnderung zur Folge. Zwei Zelllinien zeigen zusitzlich
verringerte und eine Zelllinie erhdhte pAkt- Expressionen nach einer

Kombinationsbehandlung.
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Abbildung 29: Detektion der Proteinexpression fiir Akt (links) bzw. phospho-Akt (rechts) an neun

Kolonkarzinom- Zelllinien. Die Extraktion der Proteine erfolgte nach Behandlung der Zellen mit 10 pg/ml

Pmab, 20 pM Irinotecan oder deren Kombination. Als Referenz wurde Gapdh verwendet.

3.2.2.2.5. Die Rolle von p53 fiir die targeted therapy

Laut einer Studie von Oden-Gangloff et al. fiihrt eine Behandlung mit einer Kombination aus
anti-EGFR-Antikorper und Irinotecan bei Patienten mit mCRC zu einer Verldngerung der
progressionsfreien Zeit, wenn eine Mutation in p53 vorliegt (Oden-Gangloft, 2009). Im
Nachfolgenden wird daher untersucht, ob sich diese Ergebnisse auf Zelllinienebene bestitigen
lassen.

Das Tumorsuppressorgen p53 ist unter Anderem an der Regulation des Zellzyklus, des
Zellwachstums und der Apoptose beteiligt und komplexerweise mit der Signalweiterleitung
tiber den MAPK- und den PI3K-Weg assoziiert.

Mit Hilfe des Western Blots wurden in neun Zelllinien die Auswirkungen einer Behandlung
mit Pmab und/oder Irinotecan auf die p53- Proteinexpression untersucht (Abbildung 30 links).
AuBler fiir CaCO2 konnte p53 in jeder Zelllinie detektiert werden. Dabei waren in sechs
Zelllinien geringe bis moderate und in zwei Zelllinien hohe p53- Expressionslevel
nachweisbar. Eine Zelllinie wies ein verdndertes Laufverhalten auf.

Um dieses zu erkldren, wurden fiir alle 9 Zelllinien die Exone 4-8 des 7P53- Gens auf

vorhandene Mutationen untersucht (Abbildung 30 rechts). Exemplarisch dazu sind die
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Sequenzen des 7P53 Exon 4 fiir die Zelllinien Colo 205 und SW403 (Abbildung 31). Vier
Zelllinien wiesen einen p53 Wildtyp- Status auf. Von vier Zelllinien mit p53™ wurden fiir
zwei Punkt- und fiir zwei nonsense-Mutationen gefunden. Das verdnderte Laufverhalten von
HCAT7 lasst sich durch eine detektierte Deletion erkldren.

Bei Korrelation der p53- Expression mit dem p53- Mutationsstatus zeigt sich, dass alle
Zelllinien ohne bzw. mit geringer bis moderater Expression entweder p53 Wildtyp-Status oder
aber nonsense Mutationen besitzen. Zelllinien mit Punktmutationen zeigen eine hohe p53-
Expression.

Bei der Behandlung mit Pmab konnten gegeniiber der unbehandelten Kontrolle in allen
Zelllinien keine Anderung in der p53- Proteinexpression gefunden werden. Fiir die
Behandlung mit Irinotecan zeigten sich in fiinf Zelllinien erh6hte p53- Expressionslevel, drei
Linien weisen keine Anderungen auf. Nach Behandlung mit Pmab und Irinotecan in
Kombination ist in vier Zelllinien mehr p53 detektierbar, die restlichen Zelllinien expremieren

p53 unverindert.
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Pmab (10pgiml) % £ . P o ) = B el SW 4B WT
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Abbildung 30: Links: Detektion der p53- Proteinexpression in 9 der 15 Kolonkarzinom- Zelllinien. Die
Extraktion der Proteine erfolgte nach Behandlung der Zellen mit 10pg/ml Pmab, 20uM Irinotecan
oder deren Kombination. Als Referenz diente Gapdh. Als Positiv-Kontrolle (K+) wurde die Zelllinie
A431 verwendet. Rechts: Mutationsanalyse von TP53 in den Kolonkarzinom- Zelllinien. Die grau

markierten Zelllinien finden sich in der linken Abbildung wieder.
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Abbildung 31: Sequenzen zu 7P53 Exon 4 der Kolonkarzinom- Zelllinien SW 403 (links) und Colo 205
(rechts). Fiir SW 403 ist ein homozygoter Basenaustausch deutlich erkennbar (Markierung). Colo 205
besitzt Wildtyp- Status.

3.2.2.2.6. Zusammenfassung zur Proteinexpressionsanderung nach anti-EGFR-
AntikOrpertherapie

Zur besseren Ubersicht werden die Ergebnisse des Kapitels 3.2.2.2 abschlieBend
zusammengefasst. Hierzu wurden die neun untersuchten Zelllinien nach ihrem jeweiligen
KRAS/BRAF- Mutationsstatus und ihrer Proteinexpressionsdnderung nach Pmab-Behandlung
aufgelistet (Tabelle 18).

Obwohl eine Behandlung mit Pmab meist keine einheitlichen Expressionsdnderungen in den
Zelllinien zur Folge hat, lassen sich in der Korrelation mit dem KRAS/BRAF-Mutationsstatus
jedoch Muster erkennen. KRAS/BRAF™- Zelllinien expremieren nach Pmab-Behandlung eher
weniger Egfr und pEgfr und meist mehr pAkt. In Zelllinien mit KRAS oder BRAF-
Mutationen findet sich nach Pmab- Behandlung héufig eine erhdhte Expression fiir Egfr und
pEgfr und eine verringerte Expression fiir pMapk. Fiir die Expressionen von MapK, Akt und
p53 konnen keine Verdnderungen durch eine Behandlung nachgewiesen werden.

Behandelt man nun zusétzlich mit Irinotecan zeigen sich fiir den meisten Zelllinien und
Proteinexpressionen keine Anderungen. Lediglich die Expression von p53 ist durch eine

Zugabe von Irinotecan in vier Zelllinien erhoht.
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Tabelle 18: zusammenfassende Darstellung der Proteinexpressionsinderungen nach Pmab-Behandlung.

Proteinexpression nach Behandlung mit Pmab

Mut. Status Zelllinie

CaCO2
Colo320

KRAS/BRAFWE

KRASmMut

BRAFmut

Rot= geringere Expression nach Behandlung, griin= hoéhere Expression nach Behandlung, grau=
unverinderte Expression nach Behandlung, - = nicht detektierbar, k.A.= keine Angabe, Farbverlauf=

Expressionsinderung nach zusétzlicher Behandlung mit Irinotecan.

3.2.2.3. Einfluss der anti-EGFR-Behandlung auf den Zellzyklus

Da die Aktivierung von Egfr den initialen Schritt der Signalweiterleitung darstellt und da
diese wiederum mit einer Wachstumsstimulation assoziiert ist, werden im Folgenden die
Effekte einer Behandlung auf den Zellzyklus untersucht.

Im Laufe eines Zellzyklus verdoppelt sich der DNA-Gehalt einer Zelle um anschlieend in
der Mitose auf beide Tochterzellen verteilt zu werden. Die Analyse des Zellzyklus basiert
daher auf dem DNA- Gehalt, der durch Interkalation des Farbstoffs Propidiumiodid (PI) mit

der DNA im Durchflusszytometer gemessen wird.

3.2.2.3.1.  Bestimmung der Panitumumab- Dosis

Es ist bekannt, dass die Bindung von Pmab an Egfr nicht nur mit verminderter
Signalweitergabe, sondern auch mit Auswirkungen auf die GO/G1- Zellzyklusphase assoziiert
ist (Ubersicht in Bareschino, 2008). Um diesen G1/S- Arrest nach Pmab- Behandlung in den
Zelllinien des kolorektalen Karzinoms nachzuweisen, wurden zundchst Vorversuche mit der

sensitiven Zelllinie CaCO2 durchgefiihrt.
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Bereits bei Behandlung mit der geringsten Pmab-Konzentration (1 pg/ml) befinden sich
gegeniiber der unbehandelten Kontrolle ca. 11% mehr Zellen in der GO/G1- Phase (Abbildung
32). Bei Verwendung von 10 pg/ml Pmab kann der G1/S- Arrest um weitere 5% auf
insgesamt 16% gesteigert werden. Durch eine weitere Steigerung der Pmab-Konzentration
(100 pg/ml) konnte keine weitere Verstirkung dieses Effekts auf den Zellzyklus mehr
beobachtet werden. Apoptotische Zellen, die anhand der prd G0/G1- Phase dargestellt werden,
sind auch bei Behandlung mit der hchsten Pmab-Konzentration kaum zu detektieren (unbeh:
6%, Pmab 100 pg/ml: 6,53%).

Nachfolgend wurde eine Pmab- Konzentration von 10 pg/ml fiir alle weiteren

durchflusszytometrischen Analysen verwendet.
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Abbildung 32 Oben: Darstellung der durchflusszytometrischen Messung des Zellzyklus der Zelllinie
CaCO2. Von links oben nach rechts unten: unbehandelte Kontrolle, Behandlung mit 1 pg/ml Pmab,
Behandlung mit 10 pg/ml Pmab, Behandlung mit 100 pg/ml Pmab. Unten: Auswertung des in

Doppelbestimmung gemessenen Experiments. FL3 = Fluoreszenzsemmissionskanal 3.
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3.2.2.3.2. Bestimmung der Irinotecan- Dosis

Zur Ermittlung einer Dosis- Wirkungsbeziehung des Zytostatikum Irinotecan fiir die
Zellzyklusanalysen wurde die Zelllinie SW48 gewihlt, da diese im Zytotoxizitdtsassay
(Kapitel 3.2.2.1.2.) sensitiv auf eine Behandlung mit Irinotecan reagierte. Es wurden die
Konzentrationen 1 puM, 2 uM und 5 puM fiir eine Behandlungsdauer von 48 Stunden getestet
(Abbildung 33).

Bereits in der geringsten Irinotecan- Konzentration erhoht sich die relative Zellzahl der pra
G0/G1- Phase von 3.42% auf 13.51%, was einer starken Erhohung apoptotischer Zellen
entspricht. Die Zellzahl der GO/G1- Phase ist um ca. 50% niedriger, die der Zellen in der S-
Phase um ca. 4% herabgesetzt. Die um 16% hohere Zellzahl der G2/M- Phase weist auf einen
Arrest in dieser Phase hin. Diese Effekte konnen bei Behandlung mit 2 uM Irinotecan nicht
weiter gesteigert werden. Die Behandlung mit 5 uM Irinotecan fiihrt zu stark zytotoxischen
Effekten: Wihrend sich die Zahl der Zellen in prd GO/G1 auf ca. 22% erhoht, befinden sich
nur noch ca. 10% der Zellen in GO/G1. Die relative Zellzahl der S-Phase ist von 13% auf 5%
deutlich reduziert. 55% (gegeniiber 32%) der Zellen sind in der G2/M- Phase arretiert.
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Abbildung 33 oben: Darstellung der durchflusszytometrischen Messung des Zellzyklus der Zelllinie
SW48. Von links oben nach rechts unten: unbehandelte Kontrolle, Behandlung mit 1 pM Irinotecan,
Behandlung mit 2 uM Irinotecan, Behandlung mit 5 pM Irinotecan. Unten: Auswertung des in

Doppelbestimmung gemessenen Experiments. FL3 = Fluoreszenzsemmissionskanal 3.

3.2.2.3.3.  Induktion der Apoptose

Die Apoptose ist durch einen kontrollierten Ablauf charakterisiert und beschreibt den Prozess
einer Zelle den programmierten Zelltod einzugehen (Siewert, 2005). Sie kann auf
verschiedene Weisen ausgelost werden, bei denen der Abbau einer Zelle letztlich durch
entsprechende Enzyme katalysiert wird.

Im vorangegangenen Kapitel 3.2.2.3.2 konnte durch eine Behandlung der Zelllinie SW48 mit
Irinotecan ein Anstieg der Zellzahl in prd GO/G1 beobachtet werden. Um die Induktion der
Apoptose durch Irinotecanbehandlung néher zu bestimmen, wurden die Auswirkungen einer

solchen Behandlung auf die Spaltung von Parp hin untersucht.
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Parp ist ein Surrogatmarker, der in gesunden Zellen an der DNA-Reparatur beteiligt ist.
Befindet sich die Zelle in Apoptose kommt es - durch Caspase 3 induziert - zur Spaltung von
Parp. Dabei wird das 116 kDA groBe Enzym in eine 89 kDA und eine 24 kDA Untereinheit
aufgespalten (Till et al., 2008).

Abbildung 34 zeigt, dass das ungeschnittene Parp in allen Zelllinien detektierbar ist.
Wihrend das 89 kDa- Spaltprodukt von Parp nur in drei Zelllinien gefunden wurde, ist das 24
kDa- Produkt in jeder Probe erkennbar.

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle konnte fiir vier Zelllinien eine Induktion der
Apoptose gezeigt werden, da hier eine stirkere Parp- Spaltung nach Behandlung mit
Irinotecan nachweisbar war. In den restlichen Zelllinien ist kein Unterschied in der Parp-

Spaltung zwischen Kontrolle und Behandlung erkennbar.

[cac02|[Calo205{Calo32 HCAT [HCT116|[HT29P| LOvO
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Abbildung 34: Auswirkungen der Behandlung mit Irinotecan auf die Spaltung von Parp in 7
Kolonkarzinom- Zelllinien. Die Pfeile zeigen die jeweiligen Spaltprodukte bei 116 kDa, 89 kDa und 24
kDa. rot = Zelllinien, bei denen Apoptoseinduktion nachweisbar ist. Zur Qualititssicherung wurde

oTubulin als Positiv- und Ladekontrolle mitgefiihrt.

3.2.23.4. Effekte der Kombinationsbehandlung auf den Zellzyklus

Bisher konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit Pmab einen Arrest in der GO/G1-
Phase des Zellzyklus zur Folge hat. Eine Behandlung mit Irinotecan fiihrt in einigen Zelllinien
zu einer Induktion der Apoptose. Im Folgenden soll nun genauer untersucht werden, welche
Auswirkungen eine Behandlung mit Pmab auf die Apoptoseinduktion hat beziehungsweise,

wie eine Irinotecanbehandlung den G1/S- Arrest beeinflusst.
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In Abbildung 35 sind exemplarisch die Messungen der Zelllinien HCA7 und SW48
dargestellt. Bei HCA7 zeigt sich, dass eine kombinatorische Behandlung gegeniiber der
Monobehandlung keinen zusitzlichen Effekt auf den Zellzyklus ausiibt. Bei SW48 hingegen
liegt die Zellzahl in der prd GO/G1- Phase hoher als bei den Monobehandlungen, diese
Anderungen sind jedoch nicht signifikant (Student‘s t- Test, p= 0.43 fiir Pmab bzw. p= 0.19
fir Irinotecan).

Bei beiden Linien fiihrt eine Behandlung mit Pmab zu einem nicht signifikanten Anstieg der
Zellzahl in GO/G1. Eine Irinotecanbehandlung resultiert fiir HCA7 - wie zuvor (Kapitel
3.2.2.3.3.) - nicht in einer Induktion der Apoptose. Fiir SW48 ist eine Apoptoseinduktion
deutlich erkennbar. Bei einer Kombinationsbehandlung sind in beiden Zelllinien und im
Vergleich zur Pmab- bzw. Irinotecan- Monobehandlung meist geringere Zellzahlen fiir die

Zellzyklusphase GO/G1 erkennbar.
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Abbildung 35: Darstellung der durchflusszytometrischen Messung des Zellzyklus der Zelllinien HCA7
(links) und SW48 (rechts). Je von links oben nach rechts unten: unbehandelte Kontrolle, mit 10 pg/ml
Pmab behandelte Zellen, mit 1 pM Irinotecan behandelte Zellen, Kombinationsbehandlung mit Pmab und

Irinotecan.

Zur Betrachtung aller neun Zelllinien wurden die Messungen von zwei Versuchsreihen fiir die
prd GO/G1-, die GO/G1- und die G2/M- Phase des Zellzyklus gemittelt (Abbildung 36).

Es konnte gezeigt werden, dass drei Zelllinien auf eine Behandlung mit Irinotecan Apoptose
induzieren. Dies wurde ebenfalls flir fiinf Linien nach einer Kombinationsbehandlung
beobachtet.

Ein Zellzyklusarrest in G1/S war nach Pmab- Behandlung in einer Zelllinie (CaCO2)

nachweisbar. Fiir die Irinotecan- Monobehandlung war kein Arrest in G1/S detektierbar,
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jedoch zeigte sich fir fiinf Linien ein G2/M- Arrest. Fiir die Kombinationsbehandlung
konnten keine Verdnderungen im Vergleich zur Pmab- bzw. Irinotecan- Monobehandlung
detektiert werden.

Im Zusammenhang mit dem KRAS/BRAF- Mutationsstatus und den Behandlungseftekten auf
die Apoptose und den Zellzyklus zeigt sich kein einheitliches Muster. Von den drei Zelllinien,
die auf eine Behandlung mit Irinotecan mit Apoptose reagieren, ist je eine KRAS/BRAF™,
KRAS™t oder BRAF™t. Die Induktion der Apoptose wurde nach einer
Kombinationsbehandlung in zwei Zelllinien mit KRAS/BRAF™, in zwei mit KRAS™* und in
einer mit BRAF™" detektiert. Ein G1/S- Zellzyklusarrest nach Pmab- Behandlung wurde in
einer KRAS/BRAF™'- Zelllinie beobachtet, ein G2/M- Arrest nach Irinotecanbehandlung zeigt
sich in einer KRAS/BRAFY'-, in zwei KRAS™! - und in zwei BRAF™ - Zelllinien.
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Abbildung 36: Auswertung der Zellzyklusphasen pria G0/G1, G0/G1 und G2/M (von oben nach unten) von
neun Zelllinien. Es wurde in Doppelbestimmung gemessen und gegen die Kontrolle dargestellt (rote

Linie).

3.2.2.4. Wirkspektrum der targeted therapy auf Zelllinien des Kolonkarzinoms

In der vorangegangenen Zellzyklusanalyse (Kapitel 3.2.2.3) wurde gezeigt, dass bei
Behandlung mit Pmab, Irinotecan bzw. deren Kombination sowohl Zelllinien mit, als auch
Zelllinien ohne Verdnderungen in der prd GO/G1 bzw. G0/G1- Phase des Zellzyklus gefunden
werden. Um zu kléren, ob sich die Effekte einer Kombinationsbehandlung synergistisch
verstiarken oder aber antagonistisch entgegenwirken, werden nachfolgend die Sensitivititen
aller 15 Zelllinien auf eine Kombinationsbehandlung bestimmt.

In Abbildung 37 sind die Ergebnisse der Mono-, als auch der Kombinationsbehandlungen
eines anti- EGFR- Antikorpers, sowie des Zytostatikums Irinotecan dargestellt. Alle Zelllinien
auller KM12c¢ zeigen eine Wachstumsinhibierung nach Pmab- Behandlung, die fiir sieben
Linien signifikant ist (siche auch Kapitel 3.2.1.1.2). Nach einer Irinotecan- Monobehandlung
wurden fiir alle Zelllinien hohe zytotoxische Effekte gefunden (Ausnahme: KM12c). Eine
zusétzliche Applikation der anti-EGFR-Antikorper zur Irinotecanbehandlung fiihrt in keiner

der Zelllinien jedoch zu einer zusitzlichen signifikanten Wachstumsinhibierung.
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Abbildung 37: Sensitivitit der 15 Kolonkarzinom- Zelllinien auf die Behandlung mit Pmab, Irinotecan

und deren Kombinationen. Uber einen Zeitraum von 48 Stunden wurden die Zellvitalititen in fiinffacher

Messung photometrisch bestimmt und mit einer Kontrolle normiert. *= Signifikante

Wachstumsinhibierung.

Zur Auswertung dieser Beobachtungen, wurde mit Hilfe der Formel nach Berenbaum der

Kombinationsindex (CI) fiir jede Zelllinie ermittelt (siche Methoden 2.2.4.7.2). In Tabelle 19

sind die Ergebnisse fiir alle 15 Zelllinien geordnet nach den Mutationsstatus fiir KRAS/BRAF

dargestellt. Sowohl fiir die Therapie mit Pmab und Irinotecan, als auch fiir die Kombination

mit Cmab kdnnen keine synergistischen Effekte nachgewiesen werden.

Tabelle 19: Kombinationsindizes (CI) fiir die Kombinationsbehandlung mit anti-EGFR- Antikérper und

Irinotecan.
Cl Pmab/ |Cl Cmab/
Mut. Status Zelllinie Irinotecan |Irinotecan
CaCO02 1,73 1,61
Colo320 1,28 1,31
KRAS/BRAFwt |HCA7 1,54 1,38
KM12¢ 1,55 1,62
SW48 1,38 1,28
DLD1 1,34 1,46
HCT15 1,44 1,33
HCT116 1,38 1,36
KRASmut LOVO 1,31 1,28
SW403 1,76 1,67
SW480 1,60 1,53
SW9o48 1,33 1,50
Colo205 1,37 1,17
BRAFmut Colo206F 1,36 1,34
HT29P 1,34 1,30

Die Werte wurden durch die Abhiingigkeiten der Einzel-, bzw. kombinatorischen Behandlungseffekte

berechnet. mut=Mutation, wt=Wildtyp- Status
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4. Diskussion

Im letzten Jahrzehnt haben klinische Studien gezeigt, dass zumindest bei einem Teil der
Patienten mit metastasierten, kolorektalen Karzinomen (mCRC) eine gezielte Behandlung mit
spezifischen Antikorpern, die gegen den epidermal growth factor receptor (EGFR) gerichtet
sind, mit einer signifikanten Verlingerung des Uberlebens einhergeht (Ubersicht in Linardou,
2008; Normanno, 2009). Mutationsanalysen am KRAS- Gen - einem wichtigen intrazelluldren
Signalmolekiil downstream von EGFR - wiesen in spiteren Studien darauf hin, dass jedoch
nur bei Patienten, deren Tumor keine Mutation in KRAS aufweist, eine solche Verbesserung
des klinischen Verlaufs durch die anti-EGFR Therapie zu erwarten ist (Ubersicht in Monzon,
2009). Daher sind zur Zeit nach den Zulassungsbestimmungen der therapeutischen Antikorper
Panitumumab (Vectibix®) und Cetuximab (Erbitux®) Patienten mit KRAS- mutierten
Tumoren generell von einer anti-EGFR Behandlung ausgeschlossen.

In einer neueren Meta-Analyse an 579 CRC- Patienten, die mit Cetuximab behandelt wurden,
zeigte sich aber, dass Patienten mit einer p.G13D Mutation in KRAS ein signifikant lingeres
progressionsfreies Uberleben im Vergleich zu den Patienten dessen Tumoren durch KRAS-
Mutationen in Codon 12 charakterisiert sind (De Roock, 2010). Diese Ergebnisse werfen die
Frage auf, ob die Gruppe von Patienten mit KRAS p.G13D mutierten Tumoren
moglicherweise doch erfolgreich mit anti-EGFR- Antikérpern behandelt werden kénnen, und
daher von der Zulassungsbeschrinkung ausgenommen werden sollten.

Zusitzlich bleibt die Frage, warum nur ein Teil der KRASY- Tumoren auf eine anti-EGFR
Behandlung anspricht, das hei3t, welche zusitzlichen Faktoren bei der Pradiktion des Erfolgs
einer anti-EGFR targeted therapy aufer KRAS noch eine wichtige Rolle spielen.

Daher wurde im ersten Teil dieser Arbeit die Bedeutung von Mutationen im KRAS- Gen und
weiteren Veridnderungen im EGFR- Signalweg fiir die Effizienz einer anti-EGFR-

Antikorperbehandlung bei CRC-Tumorzellen in vitro untersucht.
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4.1. Bedeutung der konstitutiven Aktivierung des EGFR-Signalweges fiir die
Wirksamkeit von anti-EGFR-Antikorpern

4.1.1. Anti-EGFR-Sensitivitit in Abhdngigkeit von KRAS-Status

Im Kolonkarzinom sind Mutationen im KRAS- Gen in Codon 12 (26%) und Codon 13 (9%)
besonders haufig (Andreyev, 2001), wihrend Mutationen in Codon 61 (1.4- 2.7%) und Codon
146 (0.4-4.1%) nur in einer Minderheit der Tumoren auftreten (Edkins, 2006; Loupakis,
2009). In den Untersuchungen des Zelllinien- Kollektivs konnten in 46% der Zelllinien
Mutationen in KRAS gefunden werden, von denen vier Codon 13 (26%), zwei Codon 12
(13%) und eine Codon 61 (6%) betreffen. Aberrationen in Codon 146 wurden nicht gefunden.
Damit weist das hier verwendete Zelllinien- Kollektiv im Vergleich zur klinischen Situation
einen deutlich erhdhten Anteil an p.G13D mutierten Tumoren auf.

Bei Behandlung der Zelllinien mit den anti-EGFR- Antikorpern zeigten insgesamt 63% der
KRASY- Zelllinien resistentes Wachstumsverhalten, wihrend 43% der KRAS™ - Zelllinien
sensitiv fiir die anti-EGFR- Antikorperbehandlung waren.

Damit ldsst sich zunéchst - im Gegensatz zu den oben genannten klinischen Studien - aus den
hier durchgefiihrten in-vitro Behandlungsexperimenten kein direkter Zusammenhang
zwischen dem KRAS- Mutationsstatus und der Sensitivitdt gegeniiber einer anti-EGFR-
Therapie ableiten. Da aber das Spektrum der Mutationen bei den Zelllinien ebenfalls von der
klinischen Situation abweicht, weisen diese Daten bereits daraufhin, dass die Art der Mutation

im KRAS- Gen wichtig fiir das Ansprechen der Tumorzellen auf die anti-EGFR- Therapie ist.

4.1.2. Bedeutung des Subtyps der KRAS-Mutation fiir anti-EGFR-Sensitivitét

Mutationen in Codon 12 oder 13 beeinflussen die intrinsische GTPase- Aktivitit des Kras-
Proteins, was den Wechsel zwischen dem GTP-gebundenen aktiven Status zum GDP-
gebundenen inaktiven Status verhindert. Jedoch demonstrierten Analysen der rdumlichen
Proteinstruktur in der Mitte der 80er- Jahre bereits, dass der Glycinrest an Position 12
kritischer fiir die korrekte Konformation von Kras ist als das benachbarte Glycin an Position
13 (Barbacid, 1987). Auch funktionelle Analysen, bei denen NIH3T3- Zellen mit
verschiedenen Kras- Varianten transfiziert wurden, resultierten in einem aggressiveren

Phénotyp in Zellen mit transformierten KRAS Codon 12- Mutationen im Vergleich zu Zellen,
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die Codon 13 Mutationen erwarben (Guerrero, 2000). Dariiber hinaus waren in einer
klinischen Studie von 194 fortlaufenden kolorektalen Karzinom- Fillen Codon 13 mutierte
Tumoren signifikant weniger aggressiv als Tumoren mit Codon 12 Mutationen in Bezug auf
ihr Potential lokale und entfernte Metastasen zu generieren (Finkelstein, 1993). Zum
biologischen Stellenwert von KRAS ist damit ausreichend beschrieben, dass Mutationen in
Codon 13 insgesamt mit besseren Prognosen einhergehen, als Mutationen in Codon 12.

Auch die Ergebnisse zum Zelllinien- Kollektiv stiitzen die zuvor beschriebenen
Beobachtungen: Wihrend die Wachstumskinetik aller Zelllinien mit p.G13D- Mutationen
durch eine anti-EGFR- Antikorperbehandlung signifikant reduziert werden konnte, sprach
keine der Zelllinien mit Mutationen in entweder Codon 12 oder in Codon 61 auf Cetuximab

und Panitumumab an.

4.1.3. Bedeutung weiterer Aberrationen im EGFR-Signalweg fiir anti-EGFR-
Sensitivitit

4.1.3.1. EGFR

Im Gegensatz zum Mutationsstatus von KRAS konnten die bisher vorliegenden Studien zum
Expressionslevel von EGFR keine pridiktive Bedeutung dieses Parameters fiir den Einsatz
von therapeutischen anti-EGFR- Antikorpern aufzeigen. In Analogie zur Expression von
ErbB2/Her2 in Trastuzumab- sensitiven Brustkrebszellen wurde initial erwartet, dass die
Expression von EGFR einen niitzlichen Pridiktor fiir das Ansprechen von CRC- Zellen auf
die anti-EGFR- Antikorper darstellt. Diese These wurde von pri-klinischen Experimenten
unterstiitzt, bei denen das Ansprechen von verschiedenen Tumorzelllinien auf Panitumumab
im Xenograft Maus- Modell direkt mit dem EGFR- Expressionslevel korrelierte (Yang, 2001).
Daher war eine positive immunhistochemische EGFR- Firbung der Tumorzellen bei
Einfilhrung der anti-EGFR Therapie im kolorektalen Karzinom obligatorisch fiir die
Beteiligung der Patienten an diesen Studien. Trotzdem zeigten spitere klinische
Untersuchungen ein signifikantes Ansprechen der Tumoren auf die anti-EGFR- Antikorper
auch bei Patienten, deren Tumoren negativ fiir EGFR waren (Chung, 2005; Lenz, 2000).
Diese unerwarteten Ergebnisse konnten teilweise durch unterschiedliche Protokolle bei der
EGFR- Immunhistochemie inklusive der Fixierungsmethode oder der Lagerzeit der
Gewebeproben erklirt werden (Atkins, 2004; Lenz, 2006). Zusitzlich wurde in verschiedenen

Studien eine Heterogenitiit zwischen den Primértumorproben und den korrespondierenden
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Metastasen beobachtet, die gezeigt hat, dass eine fehlende EGFR- Firbung in Primértumoren
nicht eine Expression von EGFR in den korrespondierenden Metastasen ausschlieB3t, die ja
das eigentliche Ziel der anti-EGFR Therapie darstellen.

Daher stellt der immunhistochemisch bestimmte EGFR- Expressionsstatus zur Zeit keine
verldssliche Methode dar, ein Ansprechen auf die anti-EGFR targeted therapy zu
prognostizieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten jedoch, dass die einzige Zelllinie ohne
nachweisbare Expression des Egfr- Proteins fiir die anti-EGFR Behandlung insensitiv war.
Somit wird die urspriingliche Hypothese unterstiitzt, dass die Anwesenheit der eigentlichen
Zielstrukturen wichtig fiir die funktionelle anti- Tumor- Aktivitédt der anti-EGFR- Antikorper

ist.

4.1.3.1.1.  EGFR- Mutationsstatus, Amplifikation, Polymorphismus, und Liganden

Neben der Expression von EGFR wurden auch weitere funktionelle Verdnderungen, wie
Genmutation und Amplifikation, das Auftreten von Polymorphismen oder die Expression
verschiedener EGFR- Liganden beziiglich ihrer Bedeutung bei der anti-EGFR- Therapie

untersucht.

Mutationen von EGFR treten laut einer Studie von Krasinskas et al. in kolorektalen
Karzinomen cher selten auf (Krasinskas, 2011). Auch im Kollektiv der Zelllinien wurden
lediglich in einer Zelllinie Mutationen in EGFR gefunden. In den Behandlungsexperimenten
zeigte diese Zelllinie eine erhohte Sensitivitdt gegeniiber dem anti-EGFR- Antikorper, wobei
die gefundenen Mutationen in Codon 719 und 1016 die Tyrosinkinase- bzw. die
Autophosphorylierungsdomédne von Egfr betreffen. Dies entspricht den Beobachtungen von
Yarden et al., nach denen Mutationen in nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen sowohl mit
einer gesteigerten Tyrosinkinase- Aktivitdt, aber auch mit erhohter Sensitivitit gegeniiber TK-

Inhibitoren assoziiert sind (Yarden, 2005).

Zur Bedeutung von EGFR- Amplifikationen fiir einen targeted therapy- Erfolg gibt es in
kolorektalen Karzinomen sehr unterschiedliche Aussagen. Wiahrend Laurent-Puig et al.
zeigten, dass etwa 20% der Patienten mit amplifiziertem EGFR von einer Behandlung mit

anti-EGFR- Antikdrpern in Bezug auf eine progressionsfreie bzw. gesamte Uberlebenszeit
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profitieren, wurden in einer anderen Studie bei chemo-refraktiren Kolonkarzinomen in iiber
50% der Falle EGFR-Amplifikationen gefunden, die jedoch nicht mit erhohter EGFR-
Expression einhergehen (Laurent-Puig, 2009; Shia, 2005; Cappuzzo, 2008). Da im Zelllinien-
Kollektiv keine Amplifikationen fiir EGFR gefunden wurden, kdnnen keine Aussagen zur
Bedeutung von EGFR- Amplifikationen fiir die in vitro- Sensitivitdt einer Antikorpertherapie

getroffen werden.

Polymorphismen in EGFR, im speziellen der R521K- Polymorphismus innerhalb der
extrazelluliren EGF- Bindedomine, ist nach Gongalves et al. in der Klinik mit einem
besserem Therapieansprechen bei Cmab- Behandlung assoziiert (Gongalves, 2008). Dieser
tritt nach einer Studie von Sobti et al. an 150 Personen zu etwa 48% auf. Im Kollektiv der
Zelllinien spiegelt ein Prozentsatz von 53% also in etwa die Allelfrequenz der Bevdlkerung
wider (Sobti, 2012). Eine erhohte Sensitivitdt gegeniiber einer Antikorpertherapie konnte
jedoch nicht festgestellt werden, was dafiir spricht, dass andere Effekte von groBerer

Bedeutung fiir einen Therapieerfolg sind.

AbschlieBend wurde die Expression der Egfr- Liganden Amphiregulin, -cellulin, Epiregulin,
EGF, heparin-binding EGF und TGFa untersucht. Dabei wurden Expressionen aller Liganden
nachgewiesen. Insbesondere zeigte sich fiir Amphiregulin, dass Zelllinien, die fiir die
Behandlung mit anti-EGFR- Antikérpern sensitiv sind, signifikant hdhere Expressionen
aufweisen als resistente Zelllinien (Student‘s t-Test; p=0.04). Die Expressionslevel der
anderen Liganden waren in diesem Zusammenhang nicht signifikant. Diese hohen
Expressionen von Amphiregulin sind nach den Beobachtungen von Khambata-Ford et al. bei
Behandlung mit einer anti-EGFR- Monotherapie bei Patienten mit mCRC mit einem besseren

Krankheitsverlauf assoziiert (Khambata-Ford, 2007).

4.1.3.2. RAS/RAF/MAP-Kinase Pathway

Im Kapitel 4.1.1. wurde eine Resistenz gegeniiber einer anti-EGFR- Behandlung bei fiinf von
acht Zelllinien beobachtet, obwohl diese Wildtyp- Status fiir KRAS aufweisen. Weitere

Untersuchungen dieser Zelllinien zeigten, dass drei dieser fiinf Zelllinien durch Mutationen in
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BRAF charakterisiert sind. Nach dem derzeitigen Konzept der EGFR- Signalweiterleitung
fiihren Mutationen in der Serin/Threonin- Kinase BRAF zu einer unkontrollierten Aktivierung
des EGFR-KRAS-BRAF Signalwegs (Ikenoue, 2003), was sich wahrscheinlich auch auf
downstream- Molekiile, wie MAPK auswirkt und somit das resistente Wachstumsverhalten
dieser Zelllinien erkldren konnte. Umgekehrt wiesen keine der sensitiven Zelllinien
Aberrationen in BRAF auf.

Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass Mutationen von BRAF und KRAS sich im

untersuchten Kollektiv gegenseitig ausschlieen (Rajagopalan, 2002).

4.1.3.3. PI3K/PTEN/AKT- Pathway

Die EGFR-PI3K-PTEN-AKT- Signalkaskade ist ein zweiter wichtiger Weg der
Signaliibermittlung, von dem in dieser Arbeit zundchst PTEN und PI3K ndher untersucht
wurden. Immerhin zeigen mehrere klinische und pré-klinische Studien, dass zum Beispiel der
Verlust der PTEN- Expression fiir ein Nichtansprechen auf eine anti-EGFR- Behandlung in
CRC pradiktiv ist (Bardelli und Siena, 2010; Jhawer, 2008; Tejpar, 2010).

4.13.3.1. PTEN

Pten ist eine Phosphatase, die das Molekiil Pip3 dephosphoryliert und so die
Signalweiterleitung {iber den PI3K- Weg reguliert (Ubersicht in Katso, 2001). Inaktivierungen
in diesem Tumorsuppressorgen resultieren meist im Funktionsverlust und stellen die hiufigste
Ursache einer deregulierten PI3K- Signalisierung dar (Courtney, 2010). Eine solche
Inaktivierung wurde in Form einer Pten™!- Expression in dieser Arbeit fiir lediglich eine
Zelllinie gefunden. Ahnlich der Egfrnull- Zelllinie zeigte auch diese trotz ihres KRAS/BRAF™-
Status resistentes Wachstumsverhalten nach einer Antikdrperbehandlung. Dies kann durch die
Studien von Katso et al. erklart werden, nach denen Verdnderungen von PTEN in zahlreichen
Tumorentititen mit dereguliertem Zellwachstum und mit gesteigerter Tumorprogression in
Verbindung gebracht werden (Katso, 2001). Nach Sawai et al. sind gerade beim
Kolonkarzinom PTEN™!- Tumoren mit besonders aggressivem Wachstum und kiirzerem

Uberleben assoziiert (Sawai, 2008). Bei Behandlung von Patienten mit PTEN™!-Tumoren mit
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anti-EGFR-Antikérpern konnte in zwei unabhingigen Studien sogar eine negative
Auswirkung in Bezug auf das Uberleben festgestellt werden (Laurent-Puig, 2009, Sartore-
Bianchi, 2009). In der Zusammenfassung mit den Ergebnissen dieser Arbeit stellt das Fehlen
der PTEN- Expression fiir die Therapie mit anti-EGFR- Antikdrpern offenbar einen negativen

pradiktiven Marker dar.

4.13.3.2. PIK3CA

Mutationen in PIK3CA fiithren hiufig zu einer konstitutiven Aktivierung dieser Kinase und
zeigen bei zahlreichen Tumorentititen, wie Brust-, Leber-, und Lungenkrebs sowohl in vitro
als auch in vivo ein gesteigertes, onkogenes Potential. Im Zelllinien- Kollektiv wurden
insgesamt in 26% der Félle PIK3CA- Mutationen gefunden, was in etwa mit der fiir das
kolorektale Karzinom bekannten Haufigkeit von 20% iibereinstimmt. Von diesen Mutationen
betrafen drei das Exon 9 und eine das Exon 20, was zu Verdnderungen in der helikalen bzw.
katalytischen Proteindoméne fiithrt. Am hdufigsten finden dabei Austausche von Arginin zu
Lysin in Codon 542 bzw. 545 des Exon 9 und von Histidin zu Arginin in Codon 1047 des
Exon 20 statt (Courtney, 2010).

Bei Behandlung mit anti-EGFR-Antikorpern werden Tumoren mit PIK3CA™" in der Klinik
generell mit einer signifikant kiirzeren progressionsfreien Zeit in Verbindung gebracht
(Sartore-Bianchi, 2009). Nach Ashraf et al. sind nur Fille mit einer Exon 20- Mutation mit
resistentem Wachstumsverhalten assoziiert (Ashraf, 2012). Diese Beobachtungen stehen im
Widerspruch zu den Ergebnissen dieser Arbeit, nach denen die Zelllinie mit einer Mutation in
Exon 20 sensitiv fiir die Antikorperbehandlung ist. Dies weist eher auf eine Unabhéngigkeit
zwischen den Mutationen der katalytischen Pik3ca- Proteindoméne und einer Sensitivitit zur
Antikorpertherapie hin, was wiederum fiir eine Beeinflussung der Signalweitergabe
downstream von Pik3ca spricht. Zelllinien mit Mutationen von P/K3CA Exon 9 zeigen,
dhnlich den Beobachtungen von Ashraf et al. sowohl resistentes, als auch sensitives
Wachstumsverhalten nach einer Antikorperbehandlung (Ashraf, 2012). Zusammenfassend
zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit keine konkrete Korrelation zwischen dem PIK3CA-

Mutationsstatus und der Sensitivitdt der Antikorpertherapie.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sogar KRAS- mutierte kolorektalen
Karzinomzellen von einer anti-EGFR- Behandlung profitieren konnen, wenn die Mutation das
Codon 13 des KRAS-Gens betrifft. Andererseits konnen KRAS/BRAF*- Tumorzellen
insensitiv auf eine anti-EGFR- Behandlung sein, wenn kein funktionelles PTEN oder EGFR
vorhanden ist. PIK3CA hat keine signifikante Bedeutung.

4.1.3.4. Kombinationen von genetischen Aberrationen im EGFR- Signalweg

Zur Bedeutung mehrerer Genaberrationen fiir den Erfolg einer anti- EGFR-
Antikorpertherapie zeigt eine Studie von Sartore- Bianchi et al., dass Tumoren mit
Veranderungen in zwei oder mehreren der Gene PIK3CA, KRAS, BRAF und PTEN in keinem
Fall von einer anti-EGFR- Antikorpertherapie profitieren (Sartore-Bianchi, 2009).

Obwohl alle Zelllinien mit Mutationen in PIK3CA, ebenfalls entweder in KRAS oder BRAF
mutiert waren, konnten die Beobachtungen seiner Arbeitsgruppe im vitro- Modells nicht
bestdtigt werden. Vom Kollektiv der Zelllinien besitzen vier Linien zwei oder mehr
Mutationen in oben genannten Genen, von denen zwei als resistent und zwei als sensitiv fiir
eine anti-EGFR- Antikorperbehandlung gelten. Bei den resistenten Linien handelt es sich um
eine im KRAS- Codon 12 und um eine BRAF mutierte Zelllinie, bei denen unklar bleibt, ob
die Resistenz aufgrund nur einer oder aber beider Mutationen besteht. Da beide sensitiven
Zelllinien eine p.G13D KRAS- Mutation zeigen, konnte dieser Behandlungseffekt eine

Beeinflussungen durch ein mutiertes PIK3CA {iberlagern.

4.1.3.5. Weitere mogliche prddiktive Marker

Zur Identifizierung weiterer moglicher priadiktiver Marker wurde schlieBlich der Status des
DNA-Mismatch-Reparatursystems gepriift, da Defekte in diesem System hdufig mit einer
Mikrosatelliten- Instabilitit und besseren Uberlebens- Prognosen assoziiert sind (Vilar, 2008).
Andererseits gelten Defekte im mismatch- Reparatursystem (mismatchdef) als Kontraindikator
fiir eine Chemotherapie. Das bedeutet, dass Patienten mit mismatchd¢’- Tumoren hiufig keine

andere Therapieoption auBler der Chirurgie zur Verfiigung steht. Eine Korrelation zwischen
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der mismatchdef- Tumoren und einem Ansprechen auf eine anti-EGFR- Antikorpertherapie
wiirde diesen Patienten eine weitere Form der Behandlung ermdglichen.

In dieser Arbeit konnte in vitro gezeigt werden, dass in 6 von 14 Fillen (43 %) die
Expressionen von mindestens einem, im mismatch- Reparatursystem relevanten, Protein
fehlen. Interessanterweise waren 5 dieser 6 Zelllinien sensitiv fiir eine Behandlung mit anti-
EGFR- Antikoérpern. Obwohl der Erfolg einer anti-EGFR- Antikorpertherapie eindeutiger
iiber den Status von KRAS und PTEN erfasst werden kann, spricht - nach den Beobachtungen
dieser Arbeit - also nichts gegen eine anti-EGFR- Antikorperbehandlung bei Patienten mit

mismatchdef- Tumoren.

4.2. Wirkmechanismus von anti-EGFR-Antikorpern bei Kolonkarzinom-
Zelllinien

Nachdem im ersten Teil dieser Arbeit potentielle pradiktive, molekulargenetische Marker fiir
die anti- EGFR- Antikorpertherapie herausgearbeitet wurden, sollte nun im zweiten Teil
untersucht werden, iiber welche Mechanismen diese Gene zur Sensitivitdt bzw. Resistenz der
Tumorzellen beitragen. Von zentraler Bedeutung ist hier insbesondere der Einfluss der
Antikorperbehandlung auf die Signalweiterleitung innerhalb des EGFR-Signalwegs, um

letztlich die Folgen dieser Beeinflussung auf Zellzyklus und Apoptose zu ermitteln.

4.2.1. Wechselwirkung der anti-EGFR-Antikorper mit EGFR

Wihrend Egfr- Liganden durch die Bindung an die extrazelluldre Ligandenbindungsdoméne
von Egfr eine Dimerisierung mit einem weiteren Mitglied der Rezeptortyrosinkinasen (RTK)
einleiten, ist zur Wechselwirkung der anti-EGFR-Antikorper bekannt, dass sie mit sehr hoher
Affinitdt an die extrazelluldre Dimerisierungsdomédne von Egfr binden und somit die
Interaktion mit einer weiteren RTK verhindern (You, 2011). Durch konfokale Laser-
Mikroskopie konnte hier fiir alle Zelllinien gezeigt werden, dass nach spezifischer Bindung
der anti-EGFR- Antikorper an EGFR in allen Féllen eine Internalisierung des Antikorper-

Rezeptor- Komplexes in das Zellinnere folgt. Diese Internalisierung nach einer
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Antikorperbehandlung fiihrt aber nur bei 33% der Zelllinien zu einer Reduktion der Egfr-
Expression. Diese Reduktion wurde genau in den Zelllinien detektiert, die fiir KRAS und
BRAF Wildtyp- Status besitzen. In allen Zelllinien mit Mutationen fiir KRAS oder BRAF
wurde eher mehr Egfr nach der Antikdrperbehandlung gefunden (67%). Die Tatsache, dass in
allen EGFR- expremierenden Zelllinien eine Internalisierung beobachtet werden konnte,
jedoch nur in KRAS/BRAF™'- Tumorzelllinien eine niedrigere Egfr- Expression gefunden
wurde, deutet darauf hin, dass Mutationen in KRAS bzw. BRAF sowohl die EGFR-
Expression, als auch das Recycling bzw. den Abbau des Egfr-Antikérperkomplexes

beeinflussen.

4.2.2. Auswirkung der anti-EGFR-Behandlung auf EGFR downstream- Gene
4.2.2.1. RAS/RAF/MAPK

Obwohl wenig tliber den Einfluss von MapK (Erk), einem wichtigen downstream- Effektor
des RAS/RAF/MAP- Signalweges, auf die Effizienz einer anti-EGFR- Antikdrperbehandlung
bekannt ist, wurde eine Aktivierung von MapK bereits mit einer Expressionsreduktion des
Zellzyklusinhibitors p27 assoziiert (Kress, 2010). In diesem Zusammenhang konnte fiir das
Zelllinien- Kollektiv gezeigt werden, dass nach einer Antikdrperbehandlung die Aktivierung
von MapK durch Phosphorylierung in 77% der Fille reduziert wird. Interessanterweise findet
sich in diesen, meist KRAS- bzw. BRAF-mutierten, Tumorzellen keine Korrelation zur Egfr-
Expression nach Antikorperbehandlung, was darauf schlieBen ldsst, dass die Effekte der
KRAS- bzw. BRAF- Mutationen die Abhingigkeit zu EGFR {iberlagern.

Im Zusammenhang mit den Ergebnissen von Yeh et al. konnte zusitzlich gezeigt werden, dass
der BRAF- Mutationsstatus zwar mit einer MapK- Aktivierung korreliert, jedoch in vitro kein
direkter Zusammenhang zwischen einer BRAF- Inhibierung und der Aktivierung von MapK
gefunden wurde (Yeh, 2009). Auch im hier untersuchten Zelllinienkollektiv kann dadurch
erklirt werden, dass eine anti-EGFR- Antikorperbehandlung zwar eine Inhibierung von MapK
zur Folge hat, jedoch aufgrund der Mutation in BRAF ein resistentes Wachstumsverhalten in

diesen Zellen zu finden ist.
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4.2.2.2. PI3K/PTEN/AKT

Der PI3K/PTEN/AKT- Signalweg ist eine weitere, wichtige Kaskade bei der Weiterleitung
von Signalen, die durch die Egfr- Dimerisierung ausgeldst werden. Beispielsweise beeinflusst
die Aktivierung von Akt iiber PIK3CA, Pip3 und oder Pdk1 zahlreiche zelluldre Prozesse, wie
das Wachstum oder aber die Inhibierung der Apoptose (Soung, 2006). In dieser Arbeit wurde
daher untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der anti-EGFR- Antikorpertherapie und
einer Aktivierung bzw. Inhibierung von Akt besteht (Abbildung 38). Im Kollektiv der
Zelllinien konnte dabei in 56% der Fille eine Aktivierung von Akt nachgewiesen werden, in
22% wurde eine Inhibierung von Akt detektiert und in 22% zeigte sich keine Anderung.
Obwohl fiir die Zelllinien, die eine Inhibierung von Akt aufwiesen gleichzeitig ein resistentes
Wachstumsverhalten nach einer anti-EGFR- Antikorperbehandlung nachgewiesen wurde,
zeigte die Mehrheit der Zelllinien eine solche Korrelation nicht. Dies weist zum Einen auf
eine mogliche Stimulation von Akt durch weitere Signale hin, vor allem aber zeigt sich die

sehr komplexe Funktionsweise von Akt auf diverse Mechanismen in der Zelle.

Cetuximab/panitumumab Abbildung 38: Schema zur
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4.2.3. Zellzyklus und Apoptose

Die untersuchten Gene aus dem EGFR-RAS-RAF und dem EGFR-PTEN-AKT- Signalweg,
fiir die in dieser Arbeit bereits eine wertvolle Funktion als pradiktive molekulare Marker bei
der anti-EGFR- Therapie herausgestellt werden konnte, besitzen dariiber hinaus allgemein
wichtige regulatorische Funktionen bei der Zellzyklus- und Apoptose- Kontrolle. Daher
wurde im Folgenden untersucht, inwieweit der Zellzyklus- und Apoptosemechanismen bei der

Wachstumsinhibierung unter Behandlung mit anti-EGFR- Antikorper involviert sind.

Zu diesem Zweck wurde zunéchst zytometrisch und durch Nachweis der PARP- Spaltung
bestimmt, ob eine Behandlung mit anti-EGFR-Antikorper im Kollektiv der Zelllinien zu einer
Induktion der Apoptose fiihrt. Dies konnte fiir 55% der Zelllinien nachgewiesen werden.
Dabei fiel auf, dass fiir alle die Zelllinien Apoptose nachweisbar war, die geringe p53-
Proteinexpressionen aufwiesen. Da die p53- Expression im Falle der Tumorzelllinien nicht
von einer anti-EGFR- Antikorperbehandlung beeinflusst wird, ergibt sich aus diesen
Untersuchungen jedoch kein Hinweis auf eine direkte Beteiligung von p53 an der
Apoptoseinduktion.

Eine signifikante Zunahme der Zellen in der GO/G1- Phase als Folge eines Zellzyklusarrest
nach Antikérper- Behandlung wurde in lediglich einer Zelllinie nachgewiesen. Die Tatsache,
dass diese Zelllinie besonders sensitiv gegeniiber der anti- EGFR- Antikérperbehandlung war,
spiegelt im Wesentlichen die Beobachtungen von Jhawer et al. wider, nach denen eine
Behandlung mit Cetuximab nur in sensitiven Zelllinien zu einem GO/G1- Arrest fiihrte
(Jhawer, 2008). Insgesamt zeigen diese Untersuchungen, dass fiir die beobachtete Reduktion
der Zellvitalitdt unter Antikorperbehandlung je nach Zelllinie sowohl eine Beeinflussung des

Zellzyklus als auch Apoptoseinduktion eine funktionelle Bedeutung besitzen konnen.

4.3. Wirkung und Wirkmechanismus einer Kombinationstherapie von anti-
EGFR-Antikérpern und Irinotecan beim CRC

Die kurative Behandlung fortgeschrittener, kolorektaler Karzinome (CRC) beinhaltet neben
der chirurgischen Resektion immer auch eine systemische Chemotherapie. In den 90er Jahren

betrug dabei die 5-Jahres- Uberlebenswahrscheinlichkeit trotz des Einsatzes von 5-
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Fluoruracil (5FU) und Folinsdure 5-8%. Deutliche Fortschritte bei der Chemotherapie
konnten u.a. durch den zusétzlichen Einsatz des Topoisomerase I- Hemmers Irinotecan erzielt
werden. Bereits der Einsatz von Irinotecan allein fithrte in vivo zu einer signifikanten
Reduktion des Tumorwachstums, zur Induktion der Apoptose und/oder zu einem Arrest des
Zellzyklus (Bras-Gongalves, 2000; Fioravanti, 2009). Durch eine Kombinationstherapie aus
Irinotecan, 5FU und Folinsdure sind mittlerweile beim fortgeschrittenen CRC mittlere
Uberlebenswahrscheinlichkeiten von 21-24 Monaten moglich geworden (Meyerhardt &
Mayer, 2005).

Nun stellt sich die Frage, ob eine zusitzliche Applikation der anti-EGFR- Antikorper zu dieser
Therapieform zu einer zusitzlich verbesserten Uberlebenswahrscheinlichkeit fiihrt. Dies
konnte in mehreren Studien gezeigt werden. So wurde bei Keating et al. beobachtet, dass das
progressionsfreie Uberleben bei Patienten mit KRAS™- Tumoren durch den zusitzlichen
Einsatz von Pmab signifikant gesteigert werden kann (Keating, 2010).

Die in dieser Arbeit verwendete Kombinationstherapie aus anti-EGFR- Antikérper und
Irinotecan fiihrte nach der EPIC- Studie von Sobrero et al. bei Patienten mit CRC- Tumoren
gegeniiber der Irinotecan- Monobehandlung zu einem um 2 Monate gesteigerten

progressionsfreiem Uberleben (Sobrero, 2008).

Ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit war daher die Uberpriifung der Wirksamkeit der
Antikorper- Irinotecan- Kombinationstherapie im in vitro- Modell, wobei gleichzeitig die
Bedeutung der fiir die Antikorper- Monotherapie relevanten priadiktiven Marker validiert

werden sollte.

4.3.1. Zytostatische Effekte einer anti-EGFR/Irinotecan- Kombinationstherapie

Zum Vergleich der Auswirkung einer Kombinationstherapie auf das Kollektiv der Zelllinien
wurde zundchst die Wirkung von Irinotecan in der Monobehandlung bestimmt: Es zeigte sich
eine signifikant reduzierte Zellvitalitdt nach Irinotecan- Behandlung in allen bis auf einer
Zelllinie (Kapitel 3.2.2.1.2). Eine Monobehandlung mit anti-EGFR-Antikorper in
Parallelversuchen fiihrte in sieben Zelllinien zu einer signifikanten Wachstumsinhibierung

(Kapitel 4.1.1).
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Entgegen der klinischen Beobachtungen, dass eine zusitzliche Applikation von anti- EGFR-
Antikdrper zu Irinotecan zu verlingerten Uberlebenszeiten fiihrt, zeigte eine
Kombinationsbehandlung im Kollektiv der Zelllinien jedoch keinen zusdtzlichen

wachstumsinhibierenden Effekt.

Dieses Ergebnis ist unerwartet und verdeutlicht, dass in vivo offenbar zusitzliche Faktoren fiir
die Effektivitit der Kombinationstherapie eine Rolle spielen miissen. Grundsitzliche
Unterschiede zwischen dem hier verwendeten in vitro- Modell und der Situation in vivo
liegen zum Einen in einer moglichen Wechselwirkung der Antikorper- markierten
Tumorzellen mit dem Immunsystem des Patienten: So kann es z.B. bei der ADCC-
Immunreaktionen (antibody dependent cellular cytotoxicity = antikdrperabhingige,
zellvermittelte Zytotoxizitdt) nach Markierung der pathogenen Zielzellen mit IgG-
Antikorpern zur Aktivierung natiirlicher Killerzellen kommen, was schlieBlich zum

Eindringen von apoptose-induzierenden Molekiilen in die Zielzelle fiihrt (Stroh, 2010).

Zum Anderen wird Irinotecan in vivo in der Leber zu SN-38 metabolisiert, das etwa 1000-
fach aktiver auf Tumorzellen einwirkt (Mathijssen, 2001). Dies konnte den Effekt der anti-

EGFR- Antikérperbehandlung tiberlagern.

Ein weiterer wichtiger Unterschied zwischen den klinischen Gegebenheiten und dem hier
verwendeten in vitro- Modell kénnte mit einer Resistenzentwicklung bei der zum Teil
monatelangen Behandlung der Patienten in Zusammenhang stehen. Wéhrend die anti-EGFR-
Antikorperbehandlung oft bei sogar mehrfach vorbehandelten Patienten mit Chemotherapie-
resistenten Tumoren durchgefiihrt wird, waren die Tumorzellen im in vitro- Modell jedoch
zuvor unbehandelt und somit sensitiv fiir den Einsatz des Chemotherapeutikums Irinotecan.
Dies konnte zum Einen bedeuten, dass der zytotoxische Effekt der Irinotecanbehandlung die
Wirkung der anti- EGFR- Antikdrper iiberlagert. Zum Anderen konnte die Wirksamkeit der
Antikorperbehandlung bei Patienten auf eine erneute Sensitivierung Chemotherapie-

resistenter Tumoren hinweisen.

Eine Aussage zur Bedeutung potentieller Marker der gezielten Antikdrpertherapie kann hier
im in vitro- Modell nicht getroffen werden, da kein zusétzlicher Effekt der anti-EGFR-

Antikorper zur Behandlung mit Irinotecan beobachtet wurde.

114



Diskussion

4.3.2. Wechselseitige Beeinflussung von Zellzyklus und Apoptose durch eine
anti-EGFR/Irinotecan- Kombinationstherapie

Um zu klaren, warum die zusitzliche Applikation von anti-EGFR- Antikorper zur
Irinotecanbehandlung in vitro keine zusitzliche Wachstumsinhibierung zeigt, wurden die
Effekte dieser Kombinationsbehandlung insbesondere auf den Zellzyklus und die
Apoptoseinduktion untersucht, da beide Prozesse fiir die zytostatische Wirkung von
Irinotecan von Bedeutung sind.

Einen der wichtigsten molekularen Regulatoren von Zellzyklus und Apoptose stellt das
Tumorsuppressorprotein pS3 dar, weswegen es in der Literatur schon ofter als pradiktiver
Marker fiir eine Irinotecan- Behandlung diskutiert wurde (Weekes, 2009). Wihrend in den
Untersuchungen von Weekes et al. keine Korrelation zwischen einer Irinotecanbehandlung
und dem Status von p53 in vivo gefunden wurde, konnte dies im in vitro- Modell beobachtet
werden (Bhonde, 2006). Hier zeigte sich, dass kolorektale Tumorzellen mit 7P53"t durch eine
Irinotecanbehandlung im Zellzyklus arretieren, wihrend es in 7P53™“- Zelllinien durch
Irinotecan zur Induktion der Apoptose kommit.

Im Kollektiv der Zelllinien wurde daher zunédchst der 7P53- Mutationsstatus erfasst: 45% der
Zelllinien wiesen TP53%'- und 55% TP53™u- Status auf. Unter den 7P53™" wurden sechs
Linien mit missense- Mutationen, zwei Linien mit nonsense- Mutationen und zwei Linien mit
out of frame- Deletionen gefunden.

Eine Behandlung mit einer anti-EGFR- Antikorper/Irinotecan- Kombinationstherapie
resultierte nur bei den Zelllinien in einer Induktion der Apoptose, die entweder einen 7P53"'-
Status oder aber 7P53- Nonsense- Mutationen bzw. Deletionen aufwiesen. Auch ein
Zellzyklusarrest nach einer Kombinationsbehandlung wurde iiberwiegend in Zelllinien mit
verkiirzten p53- Varianten gefunden (einzige Ausnahme: HT29P). Diese Beobachtung zeigt
zusammen mit den Ergebnissen von Bhonde et al., dass eine Kombinationsbehandlung in
TP53%- Zelllinien oder aber in Zelllinien mit verkiirzten p53-Varianten (Nonsense-
Mutationen und Deletionen) zu einer Induktion der Apoptose und/oder zum Zellzyklusarrest
fithren kann.

Im Zusammenhang mit den Beobachtungen der klinischen Studie von Oden-Gangloff et al.,
nach der die Behandlung mit einer Kombination aus anti-EGFR- Antikérper und

Chemotherapeutika insbesondere bei Patienten mit 7P53™- Tumoren zu einer Verldngerung
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des progressionsfreien Uberlebens fiihrt, weisen die Daten dieser Arbeit darauf hin, dass dies
nicht aufgrund von synergistischen Effekten der anti-EGFR- Antikérper und Irinotecan
resultiert (Oden-Gangloff, 2009). Sind die Tumoren jedoch resistent, zeigt sich, dass eine
zusitzliche Applikation mit anti-EGFR- Antikdrper zu einer Sensitivierung der Tumoren
gegeniiber der Chemotherapie fithren kann. Der Mechanismus zur Uberwindung einer

Therapie- Resistenz miisste jedoch noch weiter untersucht werden.
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5. Zusammenfassung

Bei der Therapie des metastasierten, kolorektalen Karzinoms (mCRC) gewinnt die
spezifische, gegen den epidermal growth factor receptor (EGFR) gerichtete Behandlung als
Ergénzung zur klassischen Chemotherapie zunehmend an Bedeutung. Sie basiert auf der
gezielten Blockierung des in Kolonkarzinomen héufig iiberexpremierten EGF- Rezeptors, was
auch mit einer Inhibierung seiner downstream- Signalmolekiile und der damit verbundenen
Zellteilung einhergeht. In klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass der Einsatz der
monoklonalen Antikdrper Panitumumab (Pmab) und Cetuximab (Cmab) bei einem Teil der
Patienten mit mCRC zu einer signifikanten Verbesserung der Uberlebenszeiten fiihrt. Da die
Mehrheit der Patienten jedoch nicht von dieser Therapie profitiert, kommt der Frage nach
molekularen Resistenz- Mechanismen und der damit verbundenen Identifizierung von
pradiktiven Markergenen eine besondere Bedeutung zu.

Ziel dieser Arbeit war daher die Bedeutung von Aberrationen des EGFR- Signalwegs fiir die
Wirksamkeit der anti-EGFR- Antikorpertherapie zu bestimmen. Daher sollten zum Einen
Markergene identifiziert werden, die Vorhersagen eines Erfolgs einer solchen Therapie
gestatten. Zum Anderen sollten die Wirk- Mechanismen der therapeutischen Antikorper in
Mono- und in Kombinationsbehandlung mit Chemotherapeutika bestimmt werden, um so eine
evidenz- basierte Optimierung der Therapie zu ermoglichen.

Zur Rolle der Markergene fiir die Antikorpertherapie zeigte sich in dem hier verwendeten in
vitro-Modell, dass Mutationen in KRAS und BRAF mit einer fehlenden Wirksamkeit der anti-
EGFR targeted therapy assoziiert sind. Eine wichtige Ausnahme stellen KRAS- Mutationen
des Subtyps p.G13D dar; hier weist das signifikant reduzierte Zellwachstum nach einer
Antikorpertherapie darauf hin, dass Patienten mit KRAS p.G13D- Tumoren von dieser
Therapie- Option durchaus profitieren konnen. Fiir Tumorzellen mit KRAS/BRAF™ - Status
konnte herausgestellt werden, dass die fehlende Expressionen von Pten oder Egfr einen
Behandlungserfolg negativ beeinflussen. Auf der anderen Seite sind offenbar Tumorzellen mit
einem Defekt im DNA- Mismatch- Reparatursystem besonders sensitiv gegeniiber einer anti-
EGFR- Antikorpertherapie.

Die Untersuchung zum Wirkmechanismus der anti- EGFR Antikorper zeigte, dass die primére
Wechselwirkung zwischen Antikdrper und Egfr in allen EGFR expremierenden Zelllinien zur

Internalisierung des Antikorper- Rezeptor- Komplexes in die Zelle fiihrt. Dies war jedoch nur
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dann mit einer Expressions- Reduktion von EGFR selbst sowie den wichtigen downstream-
Mediatoren MapK und Akt verbunden, wenn KRAS und BRAF mit Wildtyp- Status
vorliegen.

Eine Kombinationstherapie aus anti-EGFR- Antikorper und Irinotecan fiihrte im Gegensatz zu
den Beobachtungen aus der Klinik in der Zellkultur nicht zu synergistischen
Behandlungseffekten, so dass das hier verwendete in vitro- Modell zur Untersuchung dieses
komplexen Mechanismus offenbar nicht geeignet ist. Das Ausbleiben der synergistischen
Behandlungseffekte legt vielmehr die Hypothese nah, dass die im klinischen Setting
beobachteten positiven Effekte der Kombinationstherapie auf Interaktionen mit dem
Immunsystem oder der Uberwindung der Resistenz der Tumorzellen gegen eine alleinige
Irinotecan- Therapie zuriickzufiihren ist.

Damit konnten anhand des hier verwendeten in vitro- Modells wichtige Aspekte fiir die
Priadiktion und die Optimierung der anti-EGFR targeted therapy beim kolorektalen Karzinom

erarbeitet werden.

Summary

For the treatment of metastatic, colorectal cancer (mCRC), the addition of agents targeting the
epidermal growth factor receptor (EGFR) is increasingly gaining in importance. These
therapeutical strategies are based on the specific blockage of the EGF receptor which is
frequently overexpressed in colorectal cancer leading to the inhibition of downstream
signaling and cell division. In clinical studies on chemo-refractory mCRC patients the use of
monoclonal antibody Panitumumab (Pmab) and Cetuximab (Cmab) has shown to further
increase the overall survival time. Since the majority of patients does not benefit from this
therapy the molecular mechanisms of resistance and the identification of predictive marker
genes are of particular importance.

Therefore the major goal of this thesis was to define the impact of molecular alterations in the
EGFR pathway on the efficiacy of anti-EGFR antibody treatment. For this purpose marker
genes that predict the success of such a therapy should be identified. In addition, the

molecular and cellular mechanisms of therapeutic antibodies for the treatment of tumor cells -
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alone or in combination with chemotherapeutics - should be illucidated to supply evidences
for the further development of this therapeutic strategy.

Using a cell culture in vitro model, mutations in KRAS or BRAF could be shown to serve as
reliable markers of EGFR- targeted therapy failure in CRC. Subtype analysis of KRAS
revealed mutation p.G13D to represent an important exception; the significantly reduced cell
growth by antibody therapy indicates that patients with KRAS p.G13D tumors are likely to
benefit from this therapy option.

For tumor cells with KRAS/BRAF™' status these studies highlighted that a missing expression
of Pten or Egfr affect the success of the treatment in a negative way. On the other hand tumor
cells with a malfunction in the DNA mismatch repair system appear particularly sensitive to
the anti-EGFR antibody therapy.

Investigations on the mechanism of action of anti-EGFR antibody showed that the primary
interaction between antibody and Egfr resulted in an internalisation of the antibody-receptor
complex into the cell. However this was only leading to a reduction of expression of EGFR
and the EGFR-downstream molecules MapK and Akt, if KRAS and BRAF had wildtype
status.

In contrast to clinical observations, the combination of anti-EGFR antibody with Irinotecan
did not result in a synergistic treatment effect in cell culture so that the in vitro model used
here is probably not eligible for the investigation of this complex mechanism. However, the
absence of synergistic treatment effects suggests the hypothesis that the positive effects of the
combination therapy observed in the clinical setting are due to interactions of the antibody-
coated cells with the immune system or due to overcoming resistence of tumor cells against
the Irinotecan mono therapy.

Taken together based on a cell culture in vitro model this work supplies important aspects for
the prediction of the efficiency of the anti-EGFR antibody therapy in colorectal carcinoma

and may help to design clinical studies to further optimize this treatment strategy.
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II1. Abkiirzungsverzeichnis

%
(v/v)
(wW/v)

°C

5-FU

ADCC

APS
Arg

bp
BSA
bzw.
cDNA
CEN7
CHAPS
CI

cm
CO2

Ct
DAB
DAPI
ddH>O
DEPC
dH20
DMSO
DNA

Prozent

(volume/volume)

(weight/volume)

kleiner (als)

grofer (als)

Grad Celsius

Mikromolar

5- Fluorouracil

Valin

antibody-dependent, cell-mediated cytotoxicity,
Antikorperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitit
Ammoniumperoxidsulfat

Arginin

Basenpaar

bovine serum albumin, Rinderserumalbumin
beziehungsweise

copyDNA

fluoreszenzmarkierte Sonde fiir das Zentromer von Chromosom 7
3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat
Kombinationsindex

Zentimeter

Kohlendioxid

Cycle-Treshold

3’3-Diaminobenzidin
4',6-Diamidin-2-phenylindol

bidestilliertes Wasser

Diethylpyrocarbonat

destilliertes Wasser

Dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinsdure
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dNTP
DSMZ
ECACC
EDTA

et al.
EtBr
FACS
FCS
FDA
FISH
FITC
FL3
FSC

g

G
GO0/G1-Phase
G2/M-Phase
GAPDH
GDP
G-Protein
GTP

h

H>0;
HCl
HHU
HRP
IgG

inkl.

IRS

kb

kDA

Lys

Nukleotidtriphosphat

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
European Collection of Cell Cultures
Ethylendiamintetraessigsaure

et alteres (lat.: und andere)

Etidiumbromid

fluorescence activated cell sorting

fotales Kélberserum

Food and Drug Administration (U.S.)
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Fluoreszeinisothiozyanat

Fluoreszenzkanal 3

forward scatter

Gramm

Glycin

Inter-bzw. Wachstumsphase des Zellzyklus
Wachstums- und Teilungsphase des Zellzyklus
Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Guanosindiphophat

GTP-bindendes Protein

Guanosintriphophat

Stunden

Wasserstoffperoxid

Salzsdure

Heinrich-Heine-Universitét

horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase
Immunglobulin G

inklusive

Immunreaktiver Score

Kilobase

Kilodalton

Lysin
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mA
mAb
mCRC
mg
min
Mio.

ml

mM
mRNA
MTT
mut
mV
NaCl
ng

nm

nM
NMD
ODT- Primer
p

PBS
PCR
pH

PI

pra

Pro

p-Wert

qRT-PCR
RNA

Molar

Quadratmeter

Milliamper

monoclonal antibody, monoklonaler Antikdrper
metastasiertes kolorektales Karzinom
Milligramm

Minuten

Millionen

Milliliter

Millimeter

Millimolar

messenger ribonucleic acid
3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
mutiert

Millivolt

Natriumchlorid

Nanogramm

Nanometer

Nanomolar

Nonsense-mediated mRNA decay
Oligo-dT-Primer, Oligonukleotid aus desoxy- Thymidin
kurzer Arm eines Chromosoms
phosphatgepufferte Salzlosung

Polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
potentia hydrogenium

Propidiumiodid

vor

Prolin

Signifikanzwert

langer Arm eines Chromosoms

quantitative Real-Time Polymerase chain reaction

Ribonucleic acid, Ribonukleinsdure
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SDS
SDS-PAGE
siRNA
SN-38
S-Phase

SSC

STR

SYBR Green

TBS
Taq
TEMED

Tris

u.a.
UICC
uv

wt
Xg
Xn
z.B.
ng
ul

rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
Zellkulturmedium benannt nach dem Roswell Park Memorial Institute
Raumtemperatur

Real-Time Polymerase chain reaction

Sekunden

Svedberg- Konstante

siche unten

sodium dodecyl sulfate

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
small interfering RNA

aktiver Metabolit von Irinotecan

Synthese-Phase des Zellzyklus

Saline-sodium citrate buffer

short tandem repeat
N',N'-dimethyl-N-[4-[(E)-(3-methyl-1,3-benzothiazol-2
ylidene)methyl]-1-phenylquinolin-1-ium-2-yl]-N-propylpropane-1,3-
diamine

Tris bufferd saline

Thermus aquaticus

N, N, N¢, N¢, - Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Units, Einheiten

unter anderem

Union for International Cancer Control

Ultraviolett

Volt

Wildtyp- Status

x-fache Erdbeschleunigung

x-facher Chromosomensatz

zum Beispiel

Mikrogramm

Mikroliter
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pm

Mikrometer
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