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1 EINLEITUNG



1.1 Onkologie

1.1.1 Maligne Tumorerkrankungen

Maligne Neoplasien sind nach Herz-Kreislauferkrankungen die zweithdufigste Todesursache in
Deutschland. Im Jahr 2011 lag der prozentuale Anteil der durch Neoplasien verursachten Todesféalle
bei 26,8 %. Bosartige Neubildungen waren die bedeutendste Todesursache im mittleren Lebensalter.
Im Jahr 2011 starben daran insgesamt 221 591 Personen. Bei Mannern waren bosartige Tumoren der
Verdauungsorgane (38 531 Verstorbene) und der Atmungsorgane (31 293 Verstorbene), bei Frauen
hingegen bosartige Neoplasien der Verdauungsorgane (31694 Verstorbene) und der Brustdriise
(17 815 Verstorbene) die haufigsten Krebsarten [1].

Die Bildung von Tumoren kann in allen Bereichen des Korpers durch unkontrolliertes Zellwachstum
erfolgen. Tumoren werden nach ihrer Dignitat in benigne (gutartige) und maligne (bosartige)
eingeteilt. Benigne Tumoren sind gut differenziert und in der Regel durch ein langsames Wachstum
charakterisiert. Sie sind von einer Bindegewebskapsel umgeben und infiltrieren nicht in
Nachbarorgane. Im Gegensatz zu den malignen Tumoren weisen die meisten benignen Tumoren eine
epitheliale Struktur mit intakten Zell-Zell-Adhé&sionen auf. Maligne epitheliale Tumoren, auch
Karzinome genannt, bestehen aus undifferenzierten Zellen. Sie zeigen ein destruktives und infiltratives
Wachstum. Viele maligne Tumorzellen weisen vergroRerte Zellkerne sowie eine erhéhte Anzahl an
Zellkernen pro Zelle auf. Ein duBerst wichtiges Charakteristikum von malignen Zellen ist deren
Invasivitat und ihre Fahigkeit zu metastasieren. Die Einteilung von benignen Tumoren erfolgt nach
deren Herkunft in Adenome (Tumoren des Driisengewebes), Fibrome (Tumoren des Bindegewebes),
Lipome (Tumoren des Fettgewebes) sowie Myome (Tumoren der Muskulatur). Auch maligne
Tumoren werden nach deren Herkunft in Angiosarkome (maligne Tumoren der Blutgefalie),
Karzinome (maligne Tumoren epithelialer Herkunft), Leukosen (maligne Tumoren der blutbildenden
Organe), Liposarkome (maligne Tumoren des Fettgewebes), Lymphome (maligne Tumoren des
lymphatischen Gewebes), Myosarkome (Muskelzellsarkome) und Sarkome (maligne Tumoren des

Binde- und Stutzgewebes) eingeteilt [2].

1.1.2 Tumorgenese

Die Transformation einer gesunden Zelle in eine Tumorzelle ist bedingt durch mehrere zeitlich
aufeinander folgende Einzelereignisse. Diese Einzelereignisse reflektieren genetische Alterationen, die
die progressive Transformation von normalen Zellen in maligne Derivate fordern [3-5]. Die
Karzinogenese wird in drei Hauptstufen eingeteilt: die Initiation, die Latenzphase/Promotion, und die

Progression.



Die Initiation erfolgt durch Mutationen in Genen, die fur die Zellteilung oder den Zellzyklus wichtig
sind, z.B. Tumorsuppressorgene. Diese Mutationen werden durch unterschiedliche Karzinogene wie
UV-Strahlung, Viren, genetische Pradispositionen oder kanzerogene Stoffe verursacht. Wéhrend der
Latenzphase bzw. Promotion wird die Zelle durch Wachstumsfaktoren zur Teilung stimuliert.
Sogenannte nicht genotoxische Kanzerogene oder Hormone kodnnen Ausloser fir diesen
Wachstumsreiz sein, durch den die proliferierende Zelle ihre Mutationen an Tochterzellen weitergibt.
Wahrend der Progression findet durch weitere Mutationen in Tumorsuppressorgenen und verstérkte
Umwandlung von Protoonkogenen in Onkogene die maligne Transformation statt. Dadurch ist die
Zelle unsterblich und proliferiert stark, wodurch es zu einer Anhdaufung von malignen Tumorzellen
kommt. Diese entdifferenzieren sich und sind zur Invasion und folgender Metastasierung fahig [6, 7].
Die Ursachen fiir die Entstehung eines Tumors sind, wie oben bereits erwéhnt, vielfaltig, u.a. tragen
Mutationen bedingt durch UV-Strahlung oder Viren ebenso wie genetische Pradispositionen und der
Kontakt mit kanzerogenen Stoffen zur Tumorentstehung bei. Die im Jahre 1979 aufgestellte second hit
Hypothese besagt, dass ein Mutationsereignis eines Tumorsuppressorgens auf einem Allel nicht zur
Transformation von Zellen ausreicht, sondern solche Gene auch auf dem zweiten Allel verandert sein
mussen, wodurch die Zellen ihre Heterozygotie verlieren [8].

Hanahan und Weinberg fassten im Jahre 2000 die Vielfalt von zellphysiologischen Verénderungen,
die flr die Progression von malignen Zellen verantwortlich sind, in Form von sechs Merkmalen
zusammen. Zu diesen sechs Merkmalen von Krebs zdhlen die Unabhéngigkeit von Wachstums-
signalen, die Insensitivitdt gegenuber wachstumshemmenden Signalen, das Umgehen der Apoptose,
ein unbegrenztes Teilungspotential, sowie die Fahigkeit zur Angiogenese und zur Invasion und
Metastasierung [3].

Nicht alleine zellphysiologische Einflusse haben einen Einfluss auf die Entstehung eines Karzinoms.
Die Forschung der vergangenen Jahre zeigte, dass weitere bisher nicht berticksichtigte Mechanismen,
wie z.B. die Tumormikroumgebung, eine grolRe Rolle bei der Progression von Karzinomen spielen.
Hanahan und Weinberg erganzten deswegen ihre definierten Merkmale von Krebs um vier weitere
Kennzeichen. Zwei dieser Faktoren tragen zur Erleichterung der Entstehung und Progression von
Karzinomen bei: die Reprogrammierung des zelluldren Energiemetabolismus um das Zellwachstum
und die Progression zu unterstitzen und die Fahigkeit einem Angriff des Immunsystems
auszuweichen. Aulerdem wurden zwei Merkmale ergdnzt, die den Erwerb der urspriinglichen
Merkmale fir Krebszellen ermdglichen: Genominstabilitditen und Mutationen sowie der
Entziindungsstatus von pramalignen Lé&sionen, wodurch das Immunsystem die Tumorprogression
unterstitzt [9].



1.1.3 Metastasierung

Wie schon beschrieben, ist die Progression von Karzinomen ein mehrstufiger Prozess bei dem aus
Tumorzellen lokalisierter Primar-Tumoren sekundére Metastasen gebildet werden. Metastasen sind fiir
ca. 90 % der Todesfalle von Patienten mit soliden Tumoren verantwortlich. Um Metastasen bilden zu
kénnen, missen die Zellen des Primartumors u.a. dazu fahig sein, die epitheliale Zellmatrix zu
transmigrieren (siehe Kapitel 1.2) [10]. Die Metastasierung erfordert mehrere Schritte: Der erste
Schritt der sogenannten metastatischen Kaskade ist das Loslosen von Karzinomzellen aus einem
epithelialen Verband, meist bedingt durch den Verlust von Cadherinen. Durch die Proteolyse der
extrazelluldaren Matrix (ECM) und die verstérkte Fortbewegung maligner Zellen kommt es zur
Intravasation maligner Zellen ins Blut- und Lymphsystem, der sogenannten hamatogenen bzw.
lymphogenen Metastasierung. Nach der Adhé&sion der malignen Zellen an das Epithel eines
Metastasierungsorgans verlassen sie das GefaRsystem (Extravasation) und invadieren in das Zielorgan,
in dem sie anschlieBend proliferieren. Erreichen die Metastasen eine GréRe von ca. 1 mm?, reicht die
Versorgung mit Sauerstoff und nutritiven Substanzen nicht mehr aus. Nachfolgend wird durch
Neoangiogenese die weitere Versorgung mit Nahrstoffen fir die Progression der Metastase
sichergestellt [11, 12].

1.2 Migration und Invasion

Die Zellmigration ist Voraussetzung flr viele physiologische Prozesse wie die Morphogenese,
Wundheilung, Immunabwehr, ebenso wie flr pathologische Prozesse [13], wie Tumorinvasion und
Metastasierung. Der Bewegungsapparat von Tumorzellen unterscheidet sich von dem normaler Zellen
v.a. durch die gestorte Antwort auf Stoppsignale, wie Adhdrenzfaktoren. Nachdem Tumorzellen aus
dem primaren Zellverband geldst werden, bleiben sie standig in Bewegung, um sich durch effektive
Migration im Korper verteilen zu kénnen [14]. Aus diesem Grund stellt die Motilitat ein auRerst

interessantes Ziel flr Tumortherapien dar [10, 15].

1.2.1 Migration

Die Bewegung ist ein komplexer Prozess biophysikalischer VVorgange. Vereinfacht kann die Migration
durch vier Phasen beschrieben werden: gerichtete Streckung der Membran mit Ausbildung von
Lamellipodien, Stabilisierung durch Adhasion der Zelle an die Matrix, Zytoskelett-Reorganisation und
transzelluldre Kontraktion sowie das Loslosen und Hinterherziehen des Zellkdrpers. Durch die

Wiederholung dieser Ereignisse erfolgt die Fortbewegung der Zelle [16].



Regeneration A

Abbildung 1: Skizzierung der Zellmigration in sechs Schritten: (1) Abtasten durch Filopodien; (2)
Ausdehnen des Zellkérpers; (3) Anheftung an die Matrix; (4) durch Stressfasern ausgeldste Kontraktion des
Zellkorpers; (5) Loslosen des hinteren Zellteils; (6) Regeneration der Komponenten der Adhésion und der
Signalweiterleitung. Modifiziert nach [17].

Die Beweglichkeit von Zellen wird durch intrinsische und extrinsische Faktoren bestimmt. Intrinsisch
wird die Bewegung durch das Aktinzytoskelett geregelt, wohingegen extrinsische Faktoren wie
Konzentrationsgradienten fur die Gerichtetheit der Bewegung von Zellen verantwortlich sind. Besteht
ein Konzentrationsgradient, so spricht man von Chemotaxis, ist ein Konzentrationsgleichgewicht der
chemotaktisch wirksamen Substanzen vorhanden, handelt es sich um ungerichtete, zufallige
chemokinetische Bewegungen [18].

Molekular wird die Motilitdt von Zellen durch unterschiedliche Signalwege, wie den EGFR-
Signalweg, Integrine und durch Adhé&sionsrezeptoren kontrolliert. Motilitatsférdernde Chemokine und
Wachstumsfaktoren induzieren und erhalten die Migration durch promigratorische Signaltransduktion
Uber Phosphatidylinositol 3" Kinase (PI3K-), RAC- und RHO-Signalwege. Die Aktivierung des
EGFR-Signalwegs fuhrt zu erhoéhter Zellmotilitdt [10, 19, 20]. Die Integrin-unterstutzte Motilitat
ermoglicht die Tumorinvasion; Wachstumsfaktor- und Zytokin-induzierte Motilitdt unterstitzt sie
[10].

Nicht nur die Invasion ist abhéngig von der Motilitat, sondern auch die Metastasierung. In Mamma-
karzinomen von Ratten konnte gezeigt werden, dass sich Zellen von Tumoren mit hohen
Metastasierungsraten mit deutlich hoherer Geschwindigkeit bewegen, also motiler sind, als solche von

Tumoren mit niedrigen Metastasierungsraten [21].



Es werden drei Arten der zellularen Fortbewegung unterschieden: amoboide Migration, mesenchymale
Migration und kollektive Bewegung von epithelialen Gewebeverbénden. Die amgdboide Migration
entspricht einem Gleiten der Zelle durch das Gewebe. Trifft die Zelle auf Hindernisse, verformt sie
sich und gleitet weiter. Bei dieser Art der Migration werden kaum affine Kontakte mit ECM-
Bestandteilen geknupft. Bei der mesenchymalen Migration binden Zellen an Bestandteile des
Bindegewebes. Durch die Bindung kommt es zu Spannungen, die auf das Aktinzytoskelett wirken,
wodurch die Bewegung zustande kommt. Die kollektive Bewegung in epithelialen Gewebsverbanden

wird von Karzinomzellen bevorzugt, da der Verband u.a. Schutz vor Apoptose bietet [22].

1.2.2 Invasion

Um invadieren zu konnen, muss eine Subpopulation von Tumorzellen bestimmte Fahigkeiten
aufweisen. Dazu gehort, die ECM zu erkennen und diese durch proteolytische Degradation zu
modifizieren. Zudem mdssen die Zellen aktiv durch den Matrix-Raum migrieren um schlieBlich an
einer ektopischen, aber angrenzenden Stelle zu proliferieren [23].

Die Degradation der ECM durch Tumorzellen ist Voraussetzung fiir die Invasion. Es gibt zwei
unterschiedliche zellulare Mechanismen, die die Invasion und Migration durch die ECM ermdglichen:
der zellulare Katabolismus der ECM durch enzymatische Spaltung der ECM-Komponenten Kollagen,
Fibronektin und Proteoglykan, sowie eine zellular-physikalische Neuordnung und Umorientierung des
Kollagens durch von Zellen ausgeltste Zugkraften [24, 25].

In einer Studie mit Magenkarzinomen wurde gezeigt, dass eine EGFR-Uberexpression mit der
Invasion korreliert. So wiesen 38 von 130 fortgeschrittenen invasiven Tumoren eine Uberexpression
von EGFR auf, wohingegen keiner der 26 nicht-invasiven Tumoren im Friihstadium eine EGFR-

Uberexpression aufwies [26].



1.3 Magenkarzinom

1.3.1 Epidemiologie

Das Magenkarzinom ist mit geschatzten 989.000 Neuerkrankungen im Jahr 2008 nach Lungen-,
Mamma- und Kolorektalkarzinomen unabhéngig vom Geschlecht die vierthaufigste Tumorerkrankung
weltweit. Somit sind, bei einer Gesamtzahl an Tumorneuerkrankungen von 12,7 Millionen, 7,8 % aller
Tumorneuerkrankungen Magenkarzinome (Abbildung 2). Die meisten der Magenkarzinomfélle treten
in Entwicklungslandern und Ost-Asien auf. Zu den Hochrisikogebieten zahlen China und Japan,
Osteuropa und Gebiete in Zentral- und Stidamerika. Im Gegensatz dazu sind die Inzidenzraten in
Stdasien, Nord- und Ostafrika, Nordamerika, Australien und Neuseeland sehr niedrig. Die
altersstandardisierten Inzidenzraten sind bei Mannern ungeféhr doppelt so hoch wie bei Frauen [27,
28]. In Deutschland stand das Magenkarzinom im Jahre 2008 an sechster (Mé&nner) bzw. achter
(Frauen) Stelle der Krebsneuerkrankungen mit einer Gesamt-Inzidenz von ca. 16.000 Fallen. Davon
traten 9.210 bei Mé&nnern und 6.660 bei Frauen auf [29].

Inzidenz Mortalitat
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34,8% 10,9 % 343%
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Abbildung 2: Inzidenz und Mortalitatsraten. Die Diagramme zeigen die geschatzte Prozentzahl an Krebs-
erkrankungen sowie die geschatzte Anzahl krebsbedingter Todesféalle. Die Prozentangaben beziehen sich auf
beide Geschlechter sowie alle Altersstufen weltweit. Das Magenkarzinom ist die vierthdufigste Krebserkrankung
und steht an zweiter Stelle der krebsbedingten Todesursachen weltweit (Modifiziert nach GLOBOCAN 2008).

Obwohl die Inzidenz-Raten seit ungefédhr 30 Jahren abnehmen, gehdrt das Magenkarzinom immer
noch zu den hdufig auftretenden tumorbedingten Todesursachen. Weltweit gesehen steht das
Magenkarzinom sowohl bei Frauen als auch bei Mannern mit insgesamt 738.000 Fallen an zweiter
Stelle der krebsbedingten Todesursachen [27]. Das mittlere Erkrankungsalter betragt in Deutschland
bei Ménnern 71 und bei Frauen 76 Jahre [29].



Da Magenkarzinome meist in einem spaten Stadium diagnostiziert werden, sind die Uberlebensraten
im Vergleich zu anderen Karzinomen gering. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate beim
fortgeschrittenen metastasierenden Magenkarzinom liegt unter 10 % [30].

1.3.2 Atiologie

1.3.2.1 Risikofaktoren

Es gibt verschiedene Risikofaktoren, die mdglicherweise zur Entstehung eines Magenkarzinoms
beitragen. Dazu gehoren erndhrungs-, umwelt- und krankheitsbedingte sowie hereditare Risiko-
faktoren. In unterschiedlichen epidemiologischen Studien wurde gezeigt, dass die Erndhrung einen
Einfluss auf die Entstehung von Magenkarzinomen haben kann, u.a. wird der Verzehr von stark
gepokelten, gesalzenen und geréucherten Lebensmitteln sowie Alkoholkonsum als mogliche Ursachen
genannt [31-33]. Durch unausgewogene und ungesunde Erndhrung kann es zu einer Entziindung der
Magenschleimhaut, chronisch atrophischer Gastritis und schlie3lich zu Magengeschwiiren kommen,
die als Vorstufen des Magenkarzinoms diskutiert werden. Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass
bestimmte Krankheiten wie chronisches Sodbrennen oder die gastrodsophageale Refluxkrankheit das
Risiko fir Tumoren im gastrodsophagealen Bereich erhéhen. Weitere Risikofaktoren sind u.a.
Rauchen und das Bakterium Helicobacter pylori (H. pylori) [29].

H. pylori ist ein gramnegatives gebogenes Stdbchen, das den Magen besiedelt. Das Bakterium,
aufgrund seiner Ahnlichkeit zu Campylobacter anfangs Campylobacter pyloris genannt, wurde in den
1980er Jahren entdeckt und mit dem Auftreten von Gastritis assoziiert [34, 35]. H. pylori ist
verantwortlich fur unterschiedliche Magenerkrankungen wie Magengeschwire und Gastritis, auf deren
Basis Adenokarzinome entstehen konnen. Die International Agency for Research on Cancer (IARC)
stufte H. pylori im Jahr 1996 als Kanzerogen der Stufe 1 ein [36]. Sechzehn Jahre spater bestatigte die
IARC die damalige Einteilung von H. pylori als Kanzerogen der Stufe 1 durch nachgewiesene
Karzinogenitdt von chronischen Infektionen mit H. pylori beim distalen Magenkarzinom und
indolenten (low-grade) B-Zell MALT (Mucosa Associated Lymphoid Tissue) Magenlymphom [37]. ES
wurde gezeigt, dass H. pylori phénotypische Veranderungen induziert, die in einem schrittweisen
Prozess, dem sogenannten ,,Correa-Modell“, von einer H. pylori-induzierten Gastritis bis hin zur
Ausbildung eines Adenokarzinoms voranschreiten konnen: H. pylori-induzierte Gastritis, chronisch
atrophische Gastritis, intestinale Metaplasie, Dysplasie und schlieBlich die Entwicklung von
Magenkarzinomen, v.a. des invasiven Typs [38, 39]. Durch die verénderte Magenséuresekretion und
einen erhohten pH-Wert im Magen, bedingt durch Gastritis und Atrophie, kommt es zu einer
Veranderung der Magenflora, wodurch sich anaerobe Bakterien im Magen ansiedeln kdnnen. Diese

Bakterien produzieren aktive Reduktasen, die Nitrat aus der Nahrung in Nitrit umwandeln, welches



wiederum mit Aminen, Amiden und Harnstoff karzinogene N-Nitroseverbindungen produzieren kann
[32, 40].

Mehr als die Halfte der Weltbevélkerung ist mit H. pylori infiziert, ein Grofteil davon in
Entwicklungslandern. H. pylori siedelt sich im Magen an und heftet sich dort an das mukosale Epithel.
Erfolgt keine antibakterielle Behandlung, bleibt die Infektion lebenslang bestehen [41, 42]. Die durch
H. pylori bedingten Magenkarzinomfélle werden auf 60 - 70% aller Magenkarzinome geschatzt [43].
H. pylori besitzt einige Virulenzkomponenten, eine der wichtigsten und best untersuchten ist die
Zytotoxin-assoziierte  Gen-Pathogenitatsinsel (cagPAI) und deren Virulenzfaktor Zytotoxin-
assoziiertes Gen A (CagA). CagA wird durch das Bakterium in die Epithelzellen des Wirts injiziert.
Uber Tyrosinphosphorylierungen durch Src-Kinasen des Wirts kann das Protein aktiviert werden.
Phosphoryliertes CagA beeinflusst Uiber Zielmolekile des Wirts unterschiedliche zellulare Antworten,

die zur Entwicklung von Karzinomen beitragen kénnen [41, 44, 45].

1.3.2.2 Genetische Pradisposition und molekulare Alterationen

Ungefahr 5-10 % der Magenkarzinome weisen einen hereditaren familidren Hintergrund auf [38, 46,
47]. Von hereditdren Magenkarzinomen sind insbesondere Familien mit Keimbahnmutationen in
folgenden Genen betroffen: STK11 (Serin-Threonin Protein-Kinase 11, Peutz-Jeghers-Syndrom) [48,
49], TP53 (Tumorsupressorgen 53, Li-Fraumeni-Syndrom) [48, 50] und BRCA2 (Breast Cancer Gene
2) [48, 51].

Mutationen im E-Cadherin-Gen CDH1 treten sowohl als Keimbahnmutationen als auch als somatische
Mutationen beim diffusen Magenkarzinom auf [48, 52]. Keimbahnmutationen in CDH1 wurden
erstmals in einer neuseeldndischen Familie, in der schon in friihen Jahren diffuse Magenkarzinome
auftraten, nachgewiesen [52]. Durch diese Keimbahnmutationen kommt es zu einer autosomal
dominanten Pradisposition flr Magenkarzinome, die als hereditary diffuse gastric carcinoma (HDGC)
bezeichnet wird [53, 54].

Neben CDH1-Mutationen sind weitere Keimbahnmutationen fir die Karzinogenese im Magen
verantwortlich. Keimbahnmutationen der Mismatch Repair Gene hMLH1 oder hMSH2 fiihren zum
HNPCC- (hereditary nonpolyposis colorectal cancer) Syndrom, bei dem Magenkarzinome des
intestinalen Typs manifestiert sein kénnen [47]. Personen mit familidrer adenomattéser Polyposis
(FAP; verursacht durch Keimbahnmutation von adenomatous polyposis coli, APC) haben ebenso ein
erhéhtes Risiko an Magenkarzinomen zu erkranken [49, 55].

Ungefdhr 90 - 95 % aller Magenkarzinome treten sporadisch auf. Die Karzinogenese wird durch
unterschiedliche molekulare Mechanismen beeinflusst. Hierzu zéhlen Mutationen, Amplifikationen
und Uberexpression typischer Gene und Proteine. Besonders haufig von Alterationen betroffen sind

Onkogene, Tumorsuppressorgene, Zelladhdsionsmolekile, Zellzyklusregulatoren, Wachstumsfaktoren
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und Zytokine. AulRerdem kann die genetische Instabilitdt und die Aktivierung des Telomerase-Gens
zur Karzinogenese im Magen beitragen [32, 38, 56, 57].

Zur Entstehung des diffusen und andererseits des intestinalen Typs tragen unterschiedliche genetische
Alterationen bei. Bei gut differenzierten Tumoren des intestinalen Typs fordern Mutationen in p53 und
K-ras die Ausbildung eines Adenoms, im weiteren Verlauf treten verstarkt APC-, p53- und c-Met-
(Hepatozyten Wachstumsfaktor Rezeptor Onkogen) Mutationen auf, die zur Entstehung eines frihen
Karzinoms beitragen. Amplifikationen von c-erbB2 und Uberexpression von EGFR wurden v.a. bei
der Metastasierung beobachtet. Cadherin-Verluste, sowie Amplifikationen von K-sam und c-Met
treten v.a. bei Tumoren des diffusen Typs auf [58, 59]. Abbildung 3 zeigt eine Zusammenfassung
molekularer Verénderungen des diffusen und intestinalen Magenkarzinoms geordnet nach der

Reihenfolge ihres Auftretens in den einzelnen Tumorstadien.

Diffuser Typ Intestinaler Typ

Normale Magenmukosa

MSI-H (0-6%) MSI-H (0-6%)

CDH1 Mutation (41-50%) Metaplasie

| p53 Mutation (25-63%)
K-ras Mutation (10%)

p53 Mutation (0-33%) (Adenom)
\lf APC Mutation (40-60%)
\ c-Met Amplifikation (19%)
Frihes Karzinom
\l/ \L B-Catenin Mutation (27%)
N-Cadherin Uberexpression (43%) Karzi
EGFR Uberexpression (25-30%) izl
. ifi i 0,
K-sam Amplifikation (33%) ‘l’ ‘l/ c-erbB2 Amplifikation (20%)

E-Cadherin Reduktion (60%)
EGFR Uberexpression (14-50%)

c-Met Amplifikation (39%)
Metastasen

Abbildung 3: Genetische Alterationen des Magenkarzinoms. Die molekularen Anderungen unterscheiden
sich in den beiden histologischen Typen des Magenkarzinoms nach Laurén. Die Verdnderungen - Mutation,
Amplifikation und Uberexpression - sind nach ihrem Auftreten in den jeweiligen Stadien der Tumorgenese
geordnet. Die angegebenen Prozentsétze stellen die Haufigkeit der jeweiligen Verdnderung dar. Abkirzungen:
APC, adenomatous polyposis coli; c-erbB2, v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homologue 2; c-
Met, MET Proto-Onkogen; EGFR, epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor; K-ras, v-Kiras2 Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homologue; K-sam kodiert fiir Fibroblasten Wachstumsfaktor Rezeptor 2; MSI-H, hohe
Mikrosatelliten Instabilitat; p53, Tumorprotein p53. Modifiziert nach [59].
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1.3.3 Pathologie und Klassifizierung

Der Magen besteht anatomisch aus flnf Abschnitten: dem Mageneingang (Pars cardiaca) mit dem
Magenmund (Ostium cardiacum) am Ubergang des Osophagus, dem Magengrund (Fundus ventriculi),
dem Magenkorper (Corpus ventriculi), dem Vorraum (Antrum) und dem Pfortner (Pylorus)
(Abbildung 4).

Im Magen treten vor allem Adenokarzinome auf. Hauptsachlich kommen diese proximal (cardia) und
distal (non-cardia) vor. Mesenchymale Tumoren, primdre Lymphome und Karzinoide treten im

Magen seltener auf (Roder et al., 1998).

Osophagus

Fundus

Kardia

kl. Kurvatur

Korpus

gr. Kurvatur
Antrum
Pylorus

Duodenum

Abbildung 4: Antomie des Magens. Der Magen befindet sich im Gastrointestinaltrakt zwischen Osophagus und
Duodenum. Er wird in funf anatomisch und histologisch differenzierte Bereiche eingeteilt: Kardia, Fundus,
Korpus, Antrum und Pylorus. Die Abbildung wurde von Dr. L. Bauer zur Verfugung gestellt. (©Lukas Bauer,
2013)

Magenkarzinome kdnnen nach makroskopischen und histologischen Aspekten eingeteilt werden.
Neben der UICC- (Union internationale contre le cancer) Einteilung, die durch die TNM-
Klassifikation definiert wird, gibt es weitere makroskopische (Borrmann-Klassifikation) und
histologische Kilassifikationen (Klassifikation nach Laurén, WHO- (World Health Organization)
Klassifikation).

Die TNM-Klassifikation stuft Karzinome nach deren Fortschritt in unterschiedliche Stadien ein, dabei
steht T fir die GrolRe des Primartumors (TX, Tis, TO-T4), N fir das Vorkommen von regionalen
Lymphknotenmetastasen (NX, NO-N3) und M fur das Vorhandensein von Fernmetastasen (MX, MO,
M1). Anhand dieser international standardisierten Einstufung eines Tumors wird oft die weitere
Therapie firr den Patienten bestimmt [32].

Die sogenannte Borrmann-Klassifikation bezieht sich auf makroskopisch sichtbare Eigenschaften und

teilt Tumoren in vier Typen ein. Dabei sind Magentumoren vom Typ 1 polypése und gut abgrenzbare
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Tumoren, aus welchen sich Typ 2 Tumoren entwickeln kénnen. Diese sind durch Ulzerationen und
scharf begrenzte Rander charakterisiert. Typ 3 Tumoren hingegen weisen keine gut begrenzten
Rénder, aber Ulzerationen auf. Nicht ulzerierte Tumoren mit unscharfem Rand werden als Typ 4
Tumoren bezeichnet [40].

Neben dieser makroskopischen Kilassifikation nach Borrmann gibt es weitere Maoglichkeiten,
Magentumoren histologisch einzuteilen, wie z.B. Grad der Differenzierung, Wachstumsstruktur oder
auch die unterschiedliche Adhésivitat der Tumorzellen. Die WHO-KIassifikation unterteilt Karzinome
nach deren Wachstumsstruktur in tubulédre, papillare und muzinése Adenokarzinome sowie in
Siegelringzellkarzinome [32].

Eine weitere histologische Klassifikation von Magenkarzinomen ist die Klassifikation nach Laurén,
bei der Tumoren nach dem Adhé&sions- und Wachstumsverhalten der Tumorzellen differenziert
werden. Dabei werden Magenkarzinome in Karzinome des diffusen und des intestinalen Typs
eingeteilt. AuBerdem wird eine Mischform der beiden Typen beschrieben. Ein Magentumor des
intestinalen Typs wéchst polypds innerhalb einer Driisenstruktur, wobei die Tumorzellen einen hohen
Differenzierungsgrad aufweisen. Der diffuse Typ hingegen ist ein nur schwach begrenzter Tumor, der
infiltrativ in die Magenwand wéchst und stark metastasiert. Die Zellen des diffusen Typs sind wenig
differenziert. Patienten mit einem Magenkarzinom des intestinalen Typs haben eine bessere Prognose
als diejenigen, die an einem diffusen Magenkarzinom erkrankt sind. Eine spezielle Untergruppe des

diffusen Typs stellt das Siegelringzellkarzinom dar [60, 61].

1.3.4 Therapie

Die Diagnose vieler Magenkarzinomfalle wird erst bei lokal fortgeschrittener Erkrankung und damit
héaufig bereits vorhandener Metastasierung gestellt. Durch diese spate Diagnose liegt die 5-Jahres-
Uberlebensrate bei Patienten auch nach vollstandiger Resektion bei ca. 25 % [62, 63]. Nur die
komplette Resektion des Magenkarzinoms in einem frihen Stadium stellt eine Mdglichkeit der
kurativen Behandlung dar [64]. Bei Patienten mit Metastasen filhren Chemotherapien zu einem nur
maRigen Effekt, selbst bei Kombination mit Strahlentherapie [49]. Die (berwiegend eingesetzte
Behandlungsform bei Magenkarzinomen ist die chirurgische Therapie, die die Resektion des
Priméartumors mit zusétzlicher Kontrolle der Lymphknoten im Hinblick auf Metastasen, beinhaltet. Da
ein Grofteil der Magenkarzinome erst in einem spaten Stadium diagnostiziert wird, sind die
chirurgischen Maglichkeiten, u.a. aufgrund der Metastasierung, begrenzt. So kann bei vielen Patienten
keine kurative Therapie mehr erfolgen, sondern es wird eine palliative Therapie durchgefiihrt [62, 65].
Um die Prognosen fir Patienten mit lokal fortgeschrittenen Magenkarzinomen zu verbessern, wurden
in den letzten Jahren viele klinische Studien mit unterschiedlichen Ansétzen durchgefuhrt. Viele

Studien mit neoadjuvanter Chemotherapie zeigten akzeptable Toxizitaten fir die Patienten und zudem
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keine erhOhten postoperativen Sterberaten. Zusétzliche positive Effekte waren die Reduktion der
TumorgroRe und ein Anstieg des progressionsfreien sowie des Gesamt-Uberlebens der Patienten [66-
68]. Durch eine Kombinationstherapie mit den Zytostatika Cisplatin und 5-Fluorouracil (5-FU) konnte
eine signifikante Verbesserung der Uberlebensraten erzielt werden [69, 70]. Diese Kombinations-
therapie wird deshalb haufig bei der Behandlung von Magenkarzinomen eingesetzt und gilt als
Standardtherapie, wenn auch nur 25 - 40 % der Patienten auf die Therapie ansprechen [69, 71-73].

Zusétzlich zur Therapie mit Zytostatika werden neuartige Therapieansitze, sogenannte gezielte
molekulare Therapien (molecular targeted therapies), eingesetzt. Diese greifen an individuellen
tumorassoziierten Signalwegen an [74]. Der monoklonale Antikérper Trastuzumab (Herceptin®), der
gegen die Rezeptortyrosinkinase (RTK) ErbB2 gerichtet ist, wurde in einer Phase Il Studie (ToGA-
Studie) in Kombination mit Chemotherapie bei Patienten mit inoperablen lokal fortgeschrittenen,
rezidivierenden und/oder metastasierenden ErbB2-positiven Magenkarzinomen eingesetzt. Patienten,
die zusatzlich Trastuzumab verabreicht bekamen, wiesen ein signifikant langeres Uberleben (13,8
Monate vs. 11,1 Monate) auf als Patienten, die ausschlielich mit Chemotherapie behandelt wurden
[75, 76]. Trastuzumab ist seit 2010 von der Europdischen Arzneimittelagentur EMA fir die
Erstlinienbehandlung des metastasierten ErbB2-positiven Magenkarzinoms und des Adenokarzinoms
des gastroosophagealen Ubergangs fir die Behandlung von fortgeschrittenen, metastasierenden
Magenkarzinomen bei Patienten, die eine Proteiniiberexpression oder eine Genamplifikation von
ErbB2 aufweisen, zugelassen [66, 75, 77]. Ein weiterer monoklonaler Antikorper, Cetuximab
(Erbitux®), der gegen die RTK EGFR gerichtet ist, wurde in mehreren Phase Il Studien als
vielversprechend eingestuft; eine Phase Il Studie allerdings zeigte keinen zusétzlichen Nutzen von

Cetuximab mit Chemotherapie im Vergleich zur alleinigen Chemotherapie [78] (siehe auch 1.4.4.1).
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1.4 Der epidermale Wachstumsfaktor Rezeptor

1.4.1 Die Familie der ErbB-Rezeptoren

Der epidermale Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR) ist eines von vier Mitgliedern der Familie der
ErbB-Rezeptoren. Zu den ErbB-Rezeptoren gehdren neben EGFR (ErbB1/Herl), auch ErbB2 (Her2),
ErbB3 (Her3) und ErbB4 (Her4). Diese Rezeptoren sind Transmembranproteine mit intrinsischer
Tyrosinkinaseaktivitait und zéhlen zu den Typ-1-Rezeptor-Tyrosinkinasen. Die einkettigen
allosterischen Zelloberflachen-Molekiile sind strukturell sehr @hnlich und bestehen aus drei Doménen:
einer extrazelluldaren Ligandenbindedomane, einer hydrophoben Transmembran-Helix, die fir die
Verankerung des Rezeptors in der Zellmembran verantwortlich ist, und einer zytoplasmatischen
Tyrosinkinase, die unterschiedliche Autophosphorylierungsstellen besitzt. EGFR hat ein
Molekulargewicht von 170 kDa. Die Sequenzidentitét innerhalb der ErbB-Familie variiert zwischen
37 % fir EGFR und ErbB3 und 49 % fur EGFR und ErbB2 [79]. Eine Aktivierung der ErbB-
Rezeptoren erfolgt durch die Bindung von Liganden, einer darauffolgenden Homo- oder
Heterodimerisierung der Rezeptoren und der anschlieBenden Autophosphorylierung der Tyrosinketten
der zytoplasmatischen Doméne. Liganden, die fir die Aktivierung verantwortlich sind, werden
autokrin oder parakrin sezerniert.

EGFR und ErbB4 sind funktionelle Rezeptoren, wohingegen ErbB2 und ErbB3 nicht fir sich alleine
stehend funktionell sind, da ErbB2 keine Liganden binden kann und ErbB3 eine inaktive
Tyrosinkinase-Doméne besitzt. Dadurch sind diese Rezeptoren fur die Aktivierung auf Hetero-
dimerisierung mit anderen Mitgliedern der ErbB-Familie angewiesen [80]. Durch die aktivierte
Konformation von ErbB2, die kristallographisch der Konformation eines ligandengebundenen
Rezeptors dhnelt, ist ErbB2 zur Dimerisierung fahig [81].

Die Liganden der ErbB-Familie kénnen in drei Gruppen eingeteilt werden: Der epidermale
Wachstumsfaktor (epidermal growth factor; EGF), der transformierende Wachstumsfaktor-o
(transforming growth factor-o; TGF-o) und Amphiregulin (AREG) binden spezifisch an EGFR. Die
zweite Gruppe bindet sowohl an EGFR als auch an ErbB4. Dazu gehodren Betacellulin (BTC),
Heparin-bindender EGF-&hnlicher Wachstumsfaktor (heparin-binding EGF-like growth factor; HB-
EGF) und Epiregulin (EREG). Die Neureguline (NRGs) bilden die dritte Gruppe, die in zwei
Untergruppen gegliedert werden kann: NRG1 und NRG2 binden an ErbB3 und ErbB4, NRG3 und
NRG4 binden nur an ErbB4. Keiner der bekannten Liganden bindet an ErbB2 [82, 83]. Epigen, das
eine deutlich geringere Affinitat als die anderen Liganden aufweist, bindet an EGFR, ErbB3 und
ErbB4 in der Anwesenheit von ErbB2 [84]. EGFR geht bevorzugt eine Homodimerisierung mit EGFR
sowie Heterodimerisierungen mit ErbB2 und ErbB3, jedoch selten mit ErbB4, ein [85].

In nicht-karzinogenen Fibroblasten reicht die Expression von EGFR von 40.000 bis 100.000

Rezeptoren pro Zelle [86]. In vielen Tumoren wird EGFR hingegen stark tiberexprimiert [87].
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Abbildung 5: Die Mitglieder der ErbB-Familie und deren Liganden. EGFR und ErbB4 sind vollstandig
funktionelle Rezeptoren. Fur ErbB2 wurden bisher noch keine Liganden identifiziert und ErbB3 weist eine
inaktive Kinase auf [88, 89].

1.4.2 Die Aktivierung des EGFR

Die extrazelluldare Doméne besteht aus vier Subdoménen (1, 11, 111, IV), von denen die Doménen | und
Il fir die Ligandenbindung verantwortlich sind [90-92]. Durch die Ligandenbindung erfolgt eine
strukturelle Verdnderung der Subdomane Il, in der durch eine Dimerisierungsschleife die Rezeptor-
dimerisierung ermdglicht wird. Bei Ligandenabwesenheit verweilt der Rezeptor durch intramolekulare
Interaktionen der Subdoméanen Il und IV im nicht gestreckten Status und kann somit nicht
dimerisieren [79, 93, 94].

Die Dimerisierung von Rezeptoren fihrt durch Autophosphorylierungen zur Aktivierung der
Tyrosinkinasen in der intrazellularen Doméne [79, 85].

Phosphoryliertes Tyrosin dient als Bindestelle fur mehrere Adaptor- und Signalmolekdle, die Gber
Phosphotyrosinbindedomdanen (phosphotyrosine binding domains; PTBs) und SH2-Doménen (Src-
homology 2 domains) zur Aktivierung von nachgeschalteten Signalwegen flihren [82, 85, 89]. Es sind
20 Phosphotyrosinenden als spezifische Bindestellen fur mehr als 100 mit dem EGFR interagierende

Proteine identifiziert, die jeweils spezifische Signalwege regulieren [95].
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Die effektive Menge an Rezeptoren auf der Membranoberflache wird durch die intrazelluldre
Produktion, den Umsatz von Rezeptoren an der Membranoberfléche und die Kompartimentierung von
Rezeptoren innerhalb der Membran reguliert. Sind keine Liganden vorhanden, so wird die Anzahl
unstimulierter Rezeptoren durch Produktion und fortlaufendes Recycling der Rezeptoren reguliert.
Nach Stimulation der Rezeptoren fiihrt die ligandenabhéngige Internalisierung der Rezeptoren
entweder zur Wiederverwertung oder zum Abbau. Dieser Schritt hangt von der Art des Rezeptors, der
Ligandenkonzentration und/oder der engmaschigen rdumlichen Kontrolle durch Rezeptoren und
Endozytose-Mechanismen ab [96].

Nach Aktivierung durch Ligandenbindung wird EGFR funf- bis zehnfach schneller internalisiert und
degradiert als in inaktivem Zustand. Die Geschwindigkeit der Internalisierung von ErbB2, ErbB3 und
ErbB4 dagegen ist unabhéngig von einer Ligandenbindung [97-99].

Die Reduktion des Signals wird in erster Linie durch die transkriptionsunabhangige Endozytose des
Rezeptor-Liganden-Komplexes tber Clathrin-umhillte Einsttilpungen der Zellmembran erreicht [96,
98, 100].

Durch unterschiedliche Signalwege wird der Rezeptor entweder recycelt und zurtick an die
Zellmembran transportiert oder durch Ubiquitinierung fur die lysosomale Degradation markiert.
Andere Mechanismen zur Reduktion des ligandeninduzierten EGFR-Signals sind Dephosphory-
lierung, Ligandenabbau oder Kinaseninhibierung [98].

Uber die Abspaltung der Ektodomane, das sogenannte ectodomain shedding, bei der die Liganden
proteolytisch von der Membran gespalten werden, erfolgt die Freisetzung loslicher Liganden. Die
Liganden kdnnen dann auf autokrine, parakrine oder juxtakrine Weise auf die Zellen wirken [90, 101].
Neben den l6slichen Liganden ist auch ein juxtakriner Mechanismus bekannt, bei dem
membranstandige Liganden die Rezeptoren von Nachbarzellen aktivieren konnen [90, 102].
Unterschiedliche biochemische Eigenschaften der Liganden, wie Rezeptoraffinitait und Rezeptor-
bindungsspezifitat, wirken sich auf die Signalstarke und die Dauer des Signals aus. Ein weiterer
Einflussfaktor auf die Liganden-Rezeptor-Interaktion ist die pH-Sensibilitat [103]. EGF induziert die
Degradierung des EGFR, wohingegen AREG, EREG und TGF-a das Recycling des Rezeptors
induzieren [104, 105].

Neben der ligandenabh&ngigen Aktivierung der ErbB-Rezeptoren sind auch ligandenunabhédngige
Aktivierungen moglich. Beispielsweise kann eine konstitutive Aktivierung der Rezeptoren durch
Mutationen oder strukturelle Verdnderungen, wie sie oft bei malignen Tumoren vorkommen,
vorliegen [106, 107]. AuRerdem ist bekannt, dass eine Uberexpression des Urokinase-Typ
Plasminogen-aktivierenden Rezeptors (uPAR) iiber eine Interaktion mit aSB1-Integrin den EGFR
aktiviert [108].



17

Aktivierung Inhibierung

E Cetuximab %

Motilitat Proliferation Uberleben Invasion Metastasierung Angiogenese

Abbildung 6: Aktivierung und Inhibierung des EGFR. EGFR ist ein Transmembranprotein, das aus drei
Doménen besteht: einer extrazellularen Doméne, einer Transmembran-Doméne sowie einer intrazelluldren
Tyrosinkinase-Doméne. Die extrazellulare Doméne besteht aus vier Subdoménen, von denen die Subdomanen |
und 111 fir die Ligandenbindung verantwortlich sind. Die Bindung von Liganden, wie EGF, fiihrt anschlie}end
zur Rezeptor-Dimerisierung, Autophosphorylierung und somit zur Aktivierung nachgeschalteter Signalwege, die
u.a. in die Motilitat und Proliferation der Zellen involviert sind. Der monoklonale Antikérper Cetuximab bindet
an die Subdomane 111 der extrazelluldaren Doméne und besetzt dadurch die Ligandenbindestelle. Dadurch werden
die Dimerisierung und die nachfolgende Autophosphorylierung gehemmt. Modifiziert nach [89, 109].

1.4.3 EGFR und dessen nachgeschaltete Signalwege

Durch EGFR wird eine Vielzahl von nachgeschalteten Signalwegen reguliert. Die Induktion dieser
nachgeschalteten Signalwege héngt von den Liganden, den Dimerisierungspartnern und den Signal-
molekdlen, die an die unterschiedlichen Autophosphorylierungsstellen der zytoplasmatischen Doméne
des EGFR binden, ab. Durch die Vielzahl der Signalwege werden verschiedene biologische Prozesse
wie Proliferation, Differenzierung, Migration und Apoptose reguliert [82, 85, 110].

Die drei best untersuchten nachgeschalteten Signalwege der ErbB-Rezeptoren sind der Ras-MAPK-
(Ras-mitogen-activated protein kinase) Signalweg, der PI3K-PKB/AKT- (Phosphatidylinositol 3
Kinase - Protein Kinase B) Signalweg sowie der PLCy-PKC- (Phosphoinositid-Phospholipase C y -
Protein Kinase C) Signalweg.
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1.4.3.1 Ras-MAPK-Signalweg
Die Aktivierung des Ras-MAPK-Signalweges kann durch alle ErbB-Liganden und -Rezeptoren

erfolgen. Diese erfolgt entweder direkt Uber SH2-vermittelte Rekrutierung des Wachstumsfaktor-
gebundenen Proteins 2 (growth factor receptor-bound protein 2; GRB2) oder indirekt Uber die PTB-
vermittelte Bindung des SHC- (Src homology and collagen protein) Adaptors. Der GRB2-assoziierte
Guanin-Nukleotid Austauschfaktor Sos (Son of Sevenless) aktiviert anschlieBend Ras Uber den
Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) mit Guanosintriphosphat (GTP). Aktiviertes Ras bindet
dann an die Raf Kinase, wodurch diese aktiviert wird und ihrerseits eine Kinasen-Kaskade aktiviert.
Die Phosphorylierung und dadurch bedingte Aktivierung von Serinresten von MEK1/2 (MAPKK) und
Tyrosin- und Threoninresten von Erk1/2 (extracellular signal-regulated kinase; MAPK) fihrt
schlieflich zur Aktivierung verschiedener Zytoplasma- und Zytoskelett-Proteine, wie die MAPK-
aktivierten Proteinkinasen und die ribosomale p70-S6 Kinase, sowie zur Translokation von MAPK in
den Nukleus, wodurch eine Vielzahl an Transkriptionsfaktoren aktiviert wird [111-113].

1.4.3.2 PI3K-PBK/AKT-Signalweg

Die ErbB-Rezeptoren aktivieren PI3K, wodurch die Bildung von Phosphatidylinositol-3,4,5-
Triphosphats (PIP3) induziert wird. PIP3 wiederum aktiviert AKT, welches sowohl zytoplasmatische
als auch nukledre Funktionen hat. Die ErbB-Rezeptoren stimulieren den PI3K-Signalweg auf
unterschiedliche Weisen. So binden EGFR und ErbB2 indirekt an p85, die regulatorische Untereinheit
von PI3K, wohingegen ErbB3 und ErbB4 direkte Bindestellen besitzen [111, 114]. AKT fordert das
Zelluberleben und blockiert die Apoptose, unter anderem durch die Hemmung des proapoptotischen
BAD (BCL2 Antagonist des Zelltodes), der Procaspase 9 und der Transkriptionsfaktoren Forkhead-
Box-Proteine (FOXO) [111, 115]

1.4.3.3 PLCy-PKC-Signalweg

PLCy kann iber SH2-vermittelte Bindung an aktivierte EGFR- und ErbB2-Rezeptoren an die
Membran rekrutiert werden. PLCy hydrolysiert Phosphatidylinositol 4,5-Biphosphat in die Sekundér-
transporter Diacylglycerol (DAG) und Inositol Trisphosphat (IP3). Eine IP3-Bindung an Rezeptoren
des endoplasmatischen Retikulums fuhrt zur Calciumfreisetzung und somit zu erhéhter intrazelluldrer
Calciumkonzentration, wodurch unterschiedliche Calcium-abhdngige Enzyme aktiviert werden. DAG
dient als Cofaktor fir die PKC, die ihrerseits zur Zellzyklus-Progression, zur Transformation,
Differenzierung und Apoptose fihrt [111, 116].
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1.4.4 Der EGFR und Tumorerkrankungen

Ziel der onkologischen Forschung ist es, u.a. die Proliferation und Metastasierung von Tumorzellen zu
hemmen, aber die Funktion normaler Zellen zu erhalten. Um dies zu erreichen, ist es notwendig die
Signalwege, die fur die Tumorentstehung von Bedeutung sind, zu analysieren [87].

Der EGFR ist in unterschiedliche Signalwege involviert. Darunter befinden sich die Regulation von
Zellproliferation, Motilitat, Apoptose, Invasion und Angiogenese [89, 117]. Eine Uberexpression oder
Amplifikation des EGFR wird h&aufig in Karzinomen nachgewiesen [118]. Eine hohe EGFR-
Expression in Patienten ist haufig mit fortgeschrittenem Tumorstadium, kiirzerem Uberleben,
Resistenz gegenuiber Standardtherapien wie hormoneller Therapie, Chemotherapie oder Bestrahlung,
und teilweise mit schlechter Prognose assoziiert [119-121].

Eine verstirkte EGFR-Expression kann neben Uberexpression und Amplifikationen auch durch
erhohte Ligandenproduktion, Heterodimerisierung und Interaktion mit heterologen Rezeptorsystemen,
eine fehlerhafte EGFR-Herunterregulierung oder durch EGFR-Mutationen verursacht werden [89].
Eine Interaktion kann mit unterschiedlichen Rezeptoren und Signalwegen erfolgen, hierzu zéhlen u.a.
die WNT/B-Catenin-, Notch-, TNFo/IKK/NF-kB- Signalwege [122] sowie Integrine, E-Cadherin [89]
und der hepatozellulare Wachstumsfaktorrezeptor (c-MET) [123, 124].

Es gibt hauptséchlich zwei Vorgehensweisen, den EGFR-Signalweg im Patienten zu hemmen:
einerseits werden monoklonale Antikérper (mAK) eingesetzt, die an der extrazellularen Doméane des
EGFR mit den Liganden um die Bindedoméane kompetitieren, anderseits gibt es small-molecule EGFR
Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI), die intrazellular mit Adenosintriphosphat (ATP) um die Bindung an
den Rezeptor kompetitieren und dadurch die Autophosphorylierung und die Aktivierung
nachgeschalteter Signalwege blockieren. Monoklonale Antikorper gegen den EGFR sind
Cetuximab/Erbitux® (siehe auch Kapitel 1.5) und Panitumumab/Vectibix®, TKI sind Gefitinib/Iressa®,

Erlotinib/Tarceva® und Lapatinib/Tyverb® [117, 119, 125].

1.4.4.1 EGFR Inaktivierung durch den monoklonalen Antikdrper Cetuximab
Cetuximab/Erbitux® ist ein rekombinanter chimédrer (Mensch/Maus) monoklonaler Antikérper, der
spezifisch an die extrazellulare Doméane des humanen EGFR bindet, wodurch die Bindung der
Liganden inhibiert wird. Es kann somit keine Phosphorylierung und Induktion nachgeschalteter
Signalwege erfolgen. Der 152 kDa groRe Antikorper besteht aus vier Polypeptidketten, je zwei
identischen schweren und leichten Ketten, die durch kovalente und nicht kovalente Bindungen
zusammengehalten werden [126, 127].

Die spezifische Bindung an die extrazellulare Doméne des EGFR erfolgt sowohl bei Tumorzellen als
auch normalen Zellen [126]. Die Bindung von Cetuximab an EGFR weist eine 50fach hohere Affinitat
auf als die von EGF an den Rezeptor [109]. Cetuximab bindet an die Subdoméne Ill der

extrazellularen Doméne, wodurch die Bindestellen (Subdoméanen | und IIl) fir die natirlichen
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Liganden blockiert werden. Zusétzlich blockiert Cetuximab sterisch die Konformationsanderung des
geschlossenen EGFR-Monomers in die gestreckte, zur Dimerisierung kompetente Form [109].
Cetuximab ist in Kombination mit Chemotherapeutika seit 2003 fur die Behandlung von
metastasierenden Kolonkarzinomen sowie seit 2006 fur die Behandlung von Kopf- und Halstumoren
von der amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) zugelassen. Die European Medicines
Agency (EMA) hat in den Jahren 2004 und 2008 Cetuximab fur diese Indikationen ebenfalls
zugelassen. In der Européischen Union ist die Zulassung auf Kolonkarzinompatienten, die nicht auf
eine Irinotecan-haltige Chemotherapie angesprochen haben und die zusatzlich ein K-ras Wildtyp
(WT)-Gen aufweisen, beschrankt. Im Dezember 2013 erweiterte die EMA die Indikation von Erbitux®
auf die Behandlung von Patienten mit metastasiertem Kolorektalkarzinom vom RAS-WT [128].
Cetuximab wird in der Klinik nach einer anfanglichen Einmaldosis von 400 mg/m? Kérperoberflache
einmal pro Woche mit einer Konzentration von 250 mg/m? verabreicht [126, 129].

Mehrere klinische Phase Il Studien wiesen auf ein Ansprechen von Magenkarzinompatienten auf
Cetuximab hin. In diesen Studien wurde Cetuximab in Kombination mit unterschiedlichen
Chemotherapeutika verabreicht. Die Gesamt-Ansprechraten bei Patienten mit Kombinationstherapien
lagen um 41 - 65 % hdéher als bei Patienten mit alleiniger Chemotherapiebehandlung. Die Toxizitat der
Chemotherapien wurde durch die Zugabe von Cetuximab nicht beeinflusst [130-135].

In einer internationalen Phase Il Studie (EXPAND, Erbitux® in combination with Xeloda and
cisplatin in advanced esophago-gastric cancer) wurden 904 Patienten in 164 Zentren von 2008 bis
2010 mit einer Kombinationstherapie bestehend aus Capecitabin (Xeloda®), Cisplatin und Cetuximab
behandelt. In diesem Studienkollektiv konnte kein zusétzlicher Nutzen durch die additive Gabe von
Cetuximab im Vergleich zu einer Behandlung mit Chemotherapie alleine in der Erstlinientherapie bei

fortgeschrittenen Magenkarzinomen detektiert werden [78].
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1.5 E-Cadherin

1.5.1 Zelladhasionsmolekdle

Veranderungen in der Zell-Zell- sowie der Zell-Matrix-Adhasion von Tumorzellen sind wichtig flr die
Progression von Tumoren. Neben der Vermittlung intrazellularer Wechselwirkungen sowie von Zell-
Matrix-Interaktionen, kénnen Zelladhasionsmolekiile die Progression von Tumoren auch direkt Uber
die Signaltransduktion modulieren [136].

Zelladhasionsmolekiile werden in vier Hauptgruppen eingeteilt: Cadherine, Immunglobulin-dhnliche
Proteine, Integrine und Selektine. Sie bestimmen die Interaktion zwischen Zellen und unterstiitzen
dadurch die interzelluldare Kommunikation sowie die mechanische Stabilitat durch die Ausbildung von
adherens junctions, tight junctions, gap junctions sowie Desmosomen [137-139].

1.5.2 Cadherine

Bei der embryonalen Morphogenese, der Organisation des Zytoskeletts, der Migration und der
Gewebe-Integritat tbernehmen Cadherine wichtige strukturelle Aufgaben und beeinflussen ebenso die
Zellmaotilitéat, die Proliferation und die Genexpression tber die Regulation von Signalwegen wie den
EGFR-Signalweg [140].

Cadherine sind Ca®*-abhangige Zelladhasionsmolekiile und umfassen eine Superfamilie mit iiber 350
Mitgliedern [141]. Die Cadherin-Superfamilie ist definiert durch die charakteristischen 110
Aminosduren umfassenden Domadnen in der Ektodomdne des Proteins und deren Sensitivitét
gegenuber Calcium [142]. Die Homologie und Anzahl dieser extrazellularen Cadherin (EC) Doméanen
bestimmt die Unterteilung der Cadherin-Superfamilie in Subfamilien [143]. Die Subfamilien lassen
sich einteilen in die klassischen Cadherine, die die wichtigsten Mediatoren der Calcium-abhangigen
Zell-Zell-Adhésion darstellen, die nicht-klassischen Cadherine, die desmosomale Cadherine
beinhalten, sowie eine groRe Subfamilie von Protocadherinen [136].

Klassische Cadherine sind Glykoproteine mit einer N-terminalen extrazellularen Doméne
(Ektodomane), einer Singlepass-Transmembrandomédne und einer C-terminalen intrazelluléren
Doméne. Sie werden in finf Mitglieder unterteilt: E- (epitheliale), N- (neurale), P- (plazentale), VE-
(vaskulédr endotheliale) und R- (retinale) Cadherine. E-Cadherin ist das best untersuchte Cadherin und
gilt als Prototyp der klassischen Cadherine. Calcium ist essentiell fir die Adhé&sionsfunktion der
Cadherine, schiitzt vor dem Abbau des Proteins durch Proteasen [144, 145] und ist notig fur die

Faltung und Stabilitat der extrazellularen Domane [146].
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1.5.2.1 Cadherin-vermittelte Zelladh&sion

Cadherine sind homophile Zelladhdsionsmolekile, d.h. die extrazellularen Doménen von gleichen
Cadherintypen interagieren. Die Peptidsequenz Histidin-Alanin-Valin (HAV) innerhalb der N-
terminalen extrazellularen Domaéne ist fiir die adhasive Bindung an ein identisches Cadherin-Monomer
verantwortlich. Strukturelle Untersuchungen haben gezeigt, dass Monomere in der Plasmamembran
Dimere und Oligomere bilden [147], der genaue Mechanismus der Interaktion wird jedoch noch
kontrovers diskutiert. In einzelnen Fallen wurden auch heterotype Bindungen zwischen Cadherinen
beobachtet [148]. Cadherine bilden nach der Dimerisierung eine Zipper-artige Struktur, die eine starke
Adhasion zwischen den Zellen unterstitzt (Abbildung 7). Cadherine sind mit vielen intrazelluldaren
Molekdlen, die die intrazellulare Signalweiterleitung fordern und die Organisation des Aktin-
zytoskeletts modulieren, verknipft [149].

1.5.3 E-Cadherin

Wie bereits erwahnt, ist der Prototyp der klassischen Cadherine das E-Cadherin mit einem
Molekulargewicht von 120 kDa. Es wurde erstmals in den frihen 1980er Jahren durch verschiedene
Autoren in unterschiedlichen Spezies beschrieben [150-154].

E-Cadherin ist neben a-, B- und y-Catenin ein Hauptbestandteil der adherens junctions. a-, - und y-
Catenine fungieren als Gerlstproteine fir E-Cadherin, wodurch dessen C-terminaler Teil der
zytoplasmatischen Domdne mit dem Aktinfilament Netzwerk interagiert. E-Cadherin bindet an
B-Catenin oder y-Catenin, welche tiber a-Catenin mit dem Aktinzytoskelett verbunden werden [155,
156]. Zusétzlich bindet p120-Catenin an die Juxtamembran-Region von E-Cadherin und stabilisiert die
Zell-Zell-Adhésion [157].

1.5.3.1 E-Cadherin-Signaling

Neben der Funktion der Zell-Zell-Adh&sion kann E-Cadherin auch die Signaltransduktion
unterschiedlicher Signalwege modulieren [149]. E-Cadherin interagiert mit RTKs, u.a. mit EGFR
[158], dem vaskuldaren endothelialen Wachstumsfaktor Rezeptor 2 (VEGFR2), dem Fibroblasten
Wachstumsfaktor Rezeptor (FGFR) und MET und ist in der Lage, deren Aktivitat und Lokalisation zu
beeinflussen. AuRRerdem kann E-Cadherin die Signalweiterleitung durch Interaktion mit intrazellularen
Signalkaskadepartnern, wie Kinasen oder Phosphatasen und durch Interaktion mit Adaptorproteinen
beeinflussen [149, 159, 160].
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Abbildung 7: E-Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Adhéasion. E-Cadherin-Molekiile interagieren durch ein Reil3-
verschlussprinzip. Das Histidin-Alanin-Valin (HAV) Motiv interagiert dabei mit einem E-Cadherin Molekiil
einer benachbarten Zelle. Der zytoplasmatische Kern Komplex (CCC), der aus a-Catenin, p-Catenin, y-Catenin
und p120 Catenin besteht, verbindet E-Cadherin-Homodimere mit dem Aktinzytoskelett. Modifiziert nach [136].

1.5.3.2 Einfluss von E-Cadherin auf den EGFR-Signalweg

Die Interaktion von RTKs mit E-Cadherin ist bidirektional. So konnen verschiedene RTKs die
E-Cadherin-abhangige Adhasion inhibieren, andererseits kann E-Cadherin auch die Aktivierung von
RTKs wie EGFR und MET durch Reduktion der Rezeptorbeweglichkeit oder der Liganden-
Bindungsaffinitat hemmen [159, 161].

Das Zusammenspiel von EGFR und E-Cadherin erfolgt Uber die extrazellulare Doméne von
E-Cadherin und ist unabhingig von B-Catenin und pl120-Catenin [159, 161], obwohl B-Catenin die
Interaktion von E-Cadherin und dem EGFR vermitteln kann [158].

Wie bereits erwahnt, wirkt sich die Interaktion von EGFR und E-Cadherin bidirektional auf die
nachfolgenden Signalwege aus. Einerseits wurde gezeigt, dass E-Cadherin Gber EGFR die MAPK
aktivieren kann [162], die PI3K-abhangige Aktivierung von AKT bewirkt [163] und Uber intra-
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zellulare Phosphorylierungen im Adhasionskomplex den EGFR und dadurch die Signalweiterleitung
Uber MAPK aktivieren kann [164]. Andererseits kann E-Cadherin die Bindung von EGF an den EGFR
und damit die Aktivierung des EGFR inhibieren [159]. AuRerdem kann der Adh&sionskomplex durch
die Aktivierung des EGFR zerstort werden, was zur Endozytose von E-Cadherin fiihrt [165].

1.5.3.3 Die Rolle von E-Cadherin in der Tumorgenese

In verschiedenen Tumorarten, wie dem Nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC), dem
Kolonkarzinom oder dem Urothelkarzinom, wurde gezeigt, dass die Expression von E-Cadherin fir
das Ansprechen auf die antiproliferative Wirkung von Cetuximab notig ist [166-169]. In
Magenkarzinom-Zelllinien wurden Mutationen im E-Cadherin-Gen CDH1 mit der Resistenz
gegenuber Cetuximab assoziiert [170]. Im Mausmodell wurde gezeigt, dass E-Cadherin bei der
Transition vom Adenom zum Karzinom eine bedeutende Rolle spielt [171].

Die Auflosung der Zell-Zell-Adhéasion durch die Zerstérung des Cadherin-Catenin-Komplexes oder
der Verlust der E-Cadherin-Funktion kénnen Uber die Induktion einer epithelialen mesenchymalen
Transition (EMT) zur Metastasierung von Tumorzellen fiihren [165]. Der Verlust oder die
Herunterregulation von E-Cadherin wird oft mit Tumorinvasion und Metastasierung assoziiert [171-

176], weswegen E-Cadherin als Tumor- und Invasionssuppressor beschrieben wurde [172, 173].

1.5.3.4 E-Cadherin Mutationen beim Magenkarzinom

Somatische E-Cadherin-Mutationen werden als die am haufigsten auftretenden Mutationen in diffusen
Magenkarzinomen gesehen. Es wurde gezeigt, dass Mutationen in CDH1 in ca. 50 % der diffusen
Magenkarzinome vorkommen. Diese inaktivierenden Mutationen liegen vor allem in sogenannten
Hotspot-Regionen, im Fall des CDH1 auf den Exons 8-10 und verursachen u.a. in-frame Deletionen
[176-178]. Die meisten Mutationen betreffen die Calciumbindestellen auf der extrazellularen Doméane
und fuhren im Zellkulturmodell zu reduzierter Adhésion und verstarkter zellularer Motilitat [177, 179-
182], ebenso wie zu verminderter tumorsuppressiver Funktion [183].

Wie bereits erwadhnt, wurde der funktionelle Verlust von CDH1 mit einer Pradisposition fur das
diffuse Magenkarzinom assoziiert [52]. Inaktivierende Keimbahnmutationen in CDH1 charakterisieren

das hereditére diffuse Magenkarzinom [54].
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1.6 Ziel der vorliegenden Arbeit

EGFR ist ein zentraler Regulator der Zellproliferation und Zellmigration und stellt aufgrund seiner
tumorspezifischen Uberexpression beim Magenkarzinom eine ideale Zielstruktur fir eine selektive
Tumorintervention dar. Inhibitoren des EGFR sind bereits fir die Behandlung von Tumorpatienten
zugelassen. Bisher fehlen jedoch weitgehend verlassliche Parameter, die das Ansprechen der Patienten
auf die Therapie vorhersagen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung des EGFR-Signalwegs fur Tumorzellmigration und
Tumortherapie im Zellkultursystem analysiert. Es sollte das therapeutische Ansprechen auf

Cetuximab, einen gegen den EGFR-gerichteten monoklonalen Antikdrper, untersucht werden.

Im ersten Teil der Arbeit sollte ein Panel von funf Magenkarzinom-Zelllinien umfassend hinsichtlich
der Expression und Aktivierung von Signalkomponenten des EGFR-Signalwegs charakterisiert
werden, um die Wirkung des therapeutischen Antikorpers zu beurteilen. Neben der Sensitivitats-
bestimmung auf Proliferationsebene wurde das therapeutische Ansprechen auf phanotypischer Ebene
auch Uber Motilitatsanalysen untersucht. Mittels Genexpressionsanalyse, die durch einen
Verbundpartner durchgefiihrt wurde, wurden therapierelevante Gene identifiziert, deren Expression in
weiteren Projekten gehemmt werden kann, um deren Rolle bei der Regulation der Zellbeweglichkeit

und bei der Tumortherapie zu validieren.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten unterschiedliche Biomarker untersucht werden, die das Ansprechen
auf eine Cetuximab-Therapie in Magenkarzinom-Zelllinien, vorhersagen kénnten.

Es sollten Molekdile, die mit dem EGFR-Signalweg assoziiert sind auf ihre Tauglichkeit als Biomarker
analysiert werden. AuRerdem sollten in dieser Arbeit weitere potentielle Biomarker analysiert werden,
die zur Vorhersage der Cetuximab-Sensitivitdt von Magenkarzinom-Zelllinien beitragen sollen.
Hierbei sollte einerseits auf die in dem Projekt durchgefuhrten Genexpressionsanalysen
zuruickgegriffen werden. Andererseits sollte das Zelladh&sionsmolekiil E-Cadherin, ein durch Literatur
und Vorarbeiten der Arbeitsgruppe préselektierter potentieller Biomarker der Cetuximab-Sensitivitat,

untersucht werden.
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MATERIAL

2.1 Zellen

2.1.1 Eukaryotische Zelllinien
AGS, #89090402

AZ521, TKG 0185
HGC-27, RCB 0500
Hs746T, HTB-135™

KATOIII, #86093004
LMSU, RCB 1062
MKN1, RCB 1003
MKN28

MKN45

2.1.2 Bakterienzellen
One Shot® TOP10 E. coli Zellen

ECACC (European Collection of Cell Cultures)/
Sigma-Aldrich, Steinheim

Cell Bank, Riken BioResource Center, Koyadai, Japan
Cell Bank, Riken BioResource Center Koyadai, Japan
ATCC (American Type Culture Collection)/

LGC Standards GmbH, Wesel

ECACC /Sigma-Aldrich, Steinheim

Cell Bank, Riken BioResource Center Koyadai, Japan
Cell Bank, Riken BioResource Center Koyadai, Japan
Dr. V. Wacheck, Institut fur klinische Pharmakologie,
Medizinische Universitat Wien, 04/2007

Prof. M. Ebert, Il. Medizinische Abteilung, Klinikum

rechts der Isar, Miinchen

Life Technologies GmbH, Darmstadt

2.2 Medien und weitere Losungen fur die Zellkultur

DMEM + GlutaMAX™-|, # 31966
DMSO (Dimethylsulfoxid), steril
Dulbecco’s PBS (1x) mit Ca**/ Mg*,
# H15-002

Dulbecco’s PBS (1x) ohne Ca**/ Mg*,
# H15-001

Fotales Kélber Serum (FKS; Sera Plus)
L-Glutamin (200 mM)

MEM, # M4655

Nutrient Mixture F-10 HAM, # N6908
OptiMEM (#31985)

Gibco/Life Technologies GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
PAA, Pasching, Osterreich

PAA, Pasching, Osterreich

PAN Biotech, Aidenbach
Gibco/Life Technologies GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco/Life Technologies GmbH, Darmstadt



Penicillin/Streptomycin

(Penicillin 5.000 1U/ml, Streptomycin 5.000 pg/ml)
RPMI 1640, # 21875

Trypsin-EDTA (1x), # 11-004

Versen

2.3 Antikorper
Akt Antibody, # 9272

Anti-Rabbit Antibody, HRP-linked IgG
(H&L), #7074

ECL™ Peroxidase labeled anti-mouse,

# NA931

FAK, # 610088

Human 1gG1 Kappa-LE/AF, Isotyp 1gG1,
#SBA-0151K-14

MET Antibody, # 3127

Monoclonal Anti-a-Tubulin Clone DM1A,
# T-9026

Monoclonal Anti-p-Actin antibody, # A1978
p44/42 MAP Kinase Antibody, # 9102
Phospho-Akt (S473) Antibody, # 9271S
Phospho-p44/42 MAP Kinase
(T202/Y204) Antibody, # 9101S
Phospho-Pyk2 (Y402) Antibody, # 3291
Phosphpo-MET (Y 1234/1235) XP™ (D26)
Rabbit mAb, # 3077

Purified Mouse Anti-E-Cadherin, # 610182
Purified Mouse anti-FAK (pY397) MADb,
#611723

Pyk2 Antibody, # 3292

Rabbit pAb Anti-EGF Receptor pY'%®
phosphospecific antibody, # 44788G

PAA, Pasching, Osterreich

Gibco/Life Technologies GmbH, Darmstadt
PAA, Pasching, Osterreich
Gibco/Life Technologies GmbH, Darmstadt

Cell Signaling/New England Biolabs (NEB),
Frankfurt a.M.
Cell Signaling/NEB, Frankfurt a.M.

GE Healthcare/VWR, Ismaning

BD Biosciences, Heidelberg
Southern Biotech/Biozol, Eching

Cell Signaling/NEB, Frankfurt a.M.
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

Cell Signaling/NEB, Frankfurt a.M.
Cell Signaling/NEB, Frankfurt a.M.
Cell Signaling/NEB, Frankfurt a.M.

Cell Signaling/NEB, Frankfurt a.M.
Cell Signaling/NEB, Frankfurt a.M.

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Cell Signaling/NEB, Frankfurt a.M.

Invitrogen/Life Technologies GmbH, Darmstadt
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2.4 Allgemeine Chemikalien und Ldsungen

Acrylamid/Bisacrylamid Losung (40 %)
Agarose

Ammoniumchlorid
Ammoniumperoxidsulfat (APS)
Bromphenolblau

Calciumchlorid

Coomassie Brilliant Blau R-250
p-Cumarséure, # C9008

DMSO (Dimethylsulfoxid)

4" ,6-Diamidin-2"-phenylindol-dihydrochlorid

(DAPI)

Essigséure p.a., 100 %

Ethanol p.a., 100 %
Ethidiumbromid

Glycerol, 99 % (v/v)

Glycerin, 87 %

Glycin p.a., 99 %
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-
N"-2-ethansulfonsaure (HEPES)
4-Hydroxy-Zimtsaure
Isopropanol
Kaliumdihydrogenphosphat-Trihydrat
Kaliumchlorid

Luminol, # A8511

LB (Lennox L) Agar
Magermilchpulver
Magnesiumsulfat
Magnesiumchlorid
2-Mercaptoethanol, > 98 %
Methanol

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumcitrat-Dihydrat

Natriumfluorid

BioRad, Minchen

Biozym Scientific, Hess. Oldendorf
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Serva Elecrophoresis, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim

Serva Elecrophoresis, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Amresco, Solon, Ohio, USA
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen/Life Technologies GmbH, Darmstadt
Fluka Biochemika, Deisenhofen
Fluka Biochemika, Deisenhofen
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim



Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Natronlauge

20 % Natriumdodecylsulfat (SDS) Ldsung
Natriumorthovanadat

Natriumphosphat
Natriumpyrophosphatdecahydrat
Phenylmethylsulfonylfluorid

Ponceau S

Salzséure

Stickstoff, flussig

TEMED (Tetramethylethylendiamin)
Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)
Triton X-100

TWEEN®20

Wasser (H,0) p.a.

Wasserstoffperoxid

2.4.1 Groélkenmarker
Proteinmarker Precision Plus Protein™

Standards Dual Color

Proteinmarker peqGOLD Protein-Marker V

DNA Marker HAE 111

2.4.2 Medikamente und Inhibitoren

5-Flurouracil
Cetuximab, Erbitux®m™
Cisplatin Teva®
PF431396

2.4.3 Enzyme
AmpliTag Gold®

Restriktionsenzyme Xhol und Nhel-HF
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Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Linde, Munchen

BioRad, Minchen

USB Europa, Staufen
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

BioRad, Miinchen

PegLab Biotechnologie, Erlangen
Fermentas, St. Leon-Rot

medac, Uber Apotheke des MRI, Miinchen
Merck KGaA, uber Apotheke des MRI, Minchen
Teva, Uber Apotheke des MRI, Miinchen

Pfizer uber Sigma-Aldrich, Steinheim

Applied Biosystems/Life Technologies GmbH,
Darmstadt
NEB, Frankfurt a.M.
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2.4.4 Proteine

Aprotinin Sigma-Aldrich, Steinheim
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, Steinheim
Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) Sigma-Aldrich, Steinheim
Leupeptin Sigma-Aldrich, Steinheim
Kollagen Typ |, #354236 BD Biosciences, Heidelberg
Fibronektin, #F1141 Sigma-Aldrich, Steinheim
2.4.5 Plasmide

wt-EcadEGFP Margit Fuchs [180]
Leerplasmid Margit Fuchs [180]

2.5 Kommerzielle Analysesysteme und vorgefertigte Losungen
mirVana™ miRNA Isolation Kit, # AM1560  Ambion, Darmstadt

zusétzlich benétigt:

Phenol/Chloroform, # AM9720 Ambion, Darmstadt

Ethanol (100%) Merck KGaA, Darmstadt
Baseline-ZERO™ DNase, # DB0711K EPICENTRE®, Hess. Oldendorf
Pipettenspitzen fir RNA Analysen Molecular BioProducts ART®
RiboLock #E00382 Fermentas, St. Leon-Rot
Amersham ECL Advance Western GE Healthcare/VWR, Ismaning
Blotting Detection Kit, #RPN2135

Amersham ECL Plus Western Blotting GE Healthcare/VWR, Ismaning
Detection Reagents, #RPN2132

CASYton® Innovatis, Reutlingen

Cell Proliferation Kit Il (XTT), #11465015001 Roche Diagnostics, Mannheim
Proteaseinhibitor Tabletten Complete Mini Roche Diagnostics, Mannheim
Protein Assay Dye Reagent Concentrate BioRad, Munchen
Protein-Standard 1l (1,48 mg BSA/ml) BioRad, Minchen

T-Per® Proteinextraktionspuffer ThermoScientific, Schwerte
Vectashield® Mounting Medium Vector Laboratories, Burlingame, USA

WST-1 Cell Proliferation Kit, #11644807001 Roche Diagnostics, Mannheim
FlexiTube Gene Solution siRNA, ID: 999 Qiagen, Hilden
AllStars Cell Death Control siRNA, #1027298 Qiagen, Hilden



Negativkontroll-siRNA, #1027280

Taq PCR Kit, #E5000S

peqGOLD XChange Plasmid Midi Kit
Puffer 4

6x DNA Loading Dye

Lipofectamine 2000, #11668
ChemMate™ Peroxidase-Blocking Solution,
#S 2023

Amersham ECL Plus Western Blotting
Detection Reagents, #RPN2132

Amersham ECL Advance Western Blotting
Detection Kit, #RPN2135

Restore™ Western Blot Stripping Buffer,

# 21059

SYPRO-Ruby Protein Blot Stain, #S-11791

2.6 Puffer und L6sungen

Qiagen, Hilden

NEB, Frankfurt a.M.

PegLab Biotechnologie, Erlangen
NEB, Frankfurt a.M.

Thermo Fisher Scientific, Schwerte
Life Technologies GmbH, Darmstadt
DAKO, Hamburg

GE Healthcare/VWR, Ismaning

GE Healthcare/VWR, Ismaning

Thermo Fisher Scientific, Schwerte

Invitrogen/Life Technologies GmbH, Darmstadt

Falls nicht anders angegeben wurden die Puffer bei Raumtemperatur (RT) gelagert.

2.6.1 Puffer fur Zellaufschluss

10x L-CAM Puffer 149 mM NacCl
47 mM KCI
7 mM MgSO,
12 mM CacCl,
10 mM Hepes pH 7,4

1x L-CAM Puffer 10 % (v/v) 10x L-CAM Puffer

1% (v/v) Triton X-100
2 mM PMSF

2 mM NazVO,

19,05 pg/ml Aprotinin

20 pg/ml Leupeptin
10 mM Na,P,0; x 10H,0
10 mM NaF

1x L-CAM Puffer wurde vor jedem Gebrauch frisch hergestellt und bis zum Einsatz auf Eis gelagert.
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2.6.2 Puffer fur SDS-PAGE

5x Laemmli Puffer
Nach [184]

10x SDS Laufpuffer

1x SDS Laufpuffer

312,5 mM Tris

10 % (w/v) SDS

45 % (w/v) Glycerol

0,04 % (w/v) Bromphenolblau
28 % (v/v) 2-Mercaptoethanol
Lagerung bei 4 °C, aliquotiert

250 mM Tris
1,92 M Glycin
0,5% (v/v) SDS
> pH 8,8

100ml 10x SDS Laufpuffer
ad 1000 ml H,0O

2.6.3 Puffer und Losungen fur Western Blot Analyse

10x Transfer Puffer

1x Transfer Puffer

250 mM Tris
1,92 M Glycin
0,2 % (v/v) SDS

100 ml 10x Transfer Puffer
200 ml Methanol
ad 1000 ml H,0
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10x TBS 500 mM Tris
1,5 M NaCl
2 pHT73

1x TBS-T 100 ml 10x TBS

1 ml TWEEN®20
ad 1000 ml H,0

Blockpuffer 5 % Milchpulver in 1x TBS-T gel6st

Tabelle 1: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngelen (7,5 % AA, 10,0 % AA, 125 % AA).
Verwendete Abkurzungen: AA/BIs: Acrylamid/Bisacrylamid; APS: Ammoniumperoxidsulfat; SDS: Natrium-
dodecylsulfat; TEMED: N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin)

Sammelgel Trenngel Trenngel Trenngel
7,5 % AA 10,0 % AA 12,5 % AA
H,O 3,05 ml 8,3 ml 7,35 ml 6,4 ml
0,5 M Tris, pH 6,8 1,25 ml - - -
1 M Tris, pH 8,8 - 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml
40 % AA/Bis 630 pl 2,8 ml 3,75 ml 4,7 ml
20 % SDS 25 ul 75 ul 75 ul 75 ul
10 % APS 40 pl 90 pl 90 pl 90 pl
TEMED 4 ul gul 9 ul 9 ul

Tabelle 2: Antikorper, die in Western Blot Analysen verwendet wurden. Auferdem sind die Hersteller,
Bestellnummer, deren Molekulargewicht, die eingesetzte Verdinnung, und die entsprechenden
Sekundérantikdrper gelistet. (CS: Cell Signaling, BD: Becton, Dickinson and Company)

Primar-AK Molekular- Verdinnung In Sekundar-AK
gewicht (kDa)

a-Tubulin 50 1:10000 5% Milch-TBS-T Maus

Sigma, # T 9026

AKT 60 1:2000 5% BSA-TBS-T Kanninchen

CS, #9272

PAKT (Ser 473) 60 1:2000 5% BSA-TBS-T Kanninchen

CS, #9271

B-Aktin 42 1:5000 5% Milch-TBS-T Maus

Sigma, # A1978

E-Cadherin 120 1:5000 5% Milch-TBS-T Maus

BD, # 610182

EGFR 175 1:1000 5% Milch-TBS-T Kanninchen

CS, #2232

PEGFR Y1068 185 1:2000 5% Milch-TBS-T Kanninchen
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Invitrogen, # 44788G
FAK

BD, # 610088
pFAK

BD, #611723
MAPK

CS, #9102
pMAPK

CS, #9101

MET

CS, #3127

PMET

CS, #3077

Pyk2

CS, #3292

pPyk2

CS, 3291
Anti-Rabbit
Antibody, HRP-
linked 1gG (H&L)
CS, #7074

ECL™ Peroxidase
labeled anti-mouse
BD, # NA931

125
116
125
116
44
42
44
42
170 (proMET)
145
145

116

116

1:1000 5% Milch-TBS-T
1:1000 5% Milch-TBS-T
1:2000 5% Milch-TBS-T
1:2000 5% Milch-TBS-T
1:1000 5% BSA-TBS-T
1:1000 5% BSA-TBS-T
1:2000 5% Milch-TBS-T
1:2000 5% Milch-TBS-T
1:2000 TBS-T

1:10000 5% Milch-TBS-T

Maus

Maus

Kanninchen

Kanninchen

Maus

Kanninchen

Kanninchen

Kanninchen

2.6.4 Chemilumineszenz-Substrat (ECL)

Ldsung 1:

Ldsung 2:

2,5 mM Luminol

400 pM Cumarinsaure
100 mM Tris-HCI pH 8,6
in H,0

0,15 % (v/v) H,0,
100 mM Tris-HCI pH 8,6
in Hzo

Bei 4 °C lagern, direkt vor Gebrauch Ldsung 1 und Ldsung 2 im Verhéltnis 1:1 mischen



2.6.5 Puffer und Gel-Zusammensetzung fir Agarose-Gelelektrophorese

10x TBE Puffer

1x TBE Puffer

Invitrogen/Life Technologies, Darmstadt

100 ml 10x TBE Puffer

10 Tropfen Ethidiumbromid
ad 1000 ml H,O

1,5 %iges Agarosegel

1,5 g Agarose

100 ml 1x TBE Puffer
0,1 pg/ml Ethidiumbromid

2.7 Verbrauchsmaterial

Amersham Hybond-P PVDF Membrane
Plastik fur Zellkultur

Biocoat™ Matrigel™ Invasion Chamber,
#354480

Biocoat® Cell Culture Inserts, #354578
Alphanumerical Black-on-White 96-Well
Einmal-Filterhalter Minisart®

Glasboden Zellkultur Schalen, #P35G-0-14-C

CASY Cups

Rontgenfilme: Amersham Hyperfilm™ECL

Rontgenfilme: Fuji Super RX
Nitrozellulose Membran BA85, 0,2 um
Cryovial PK/100 Cryocaps
Deckglaser

Kuvetten

Objekttrager

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR-Reaktionsgefalie (0,5 ml, 0,2 ml)
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen, gestopft
Reaktionsgefale (2,0 ml)
Reaktionsgefale (1,5 ml)

GE Healthcare
Biochrom, Berlin
BD Biosciences

BD Biosciences

IBS Integra, Fernwald
Sartorius Stedim, Gottingen
MatTek Corporation, Ashland, USA
Roche Diagnostics, Mannheim
GE Healthcare/VWR, Ismaning
Hartenstein, Wirzburg
Schleicher & Schuell, Dassel
Roth, Karlsruhe
ThermoScientific, Schwerte
Hartenstein, Wirzburg

ThermoScientific, Schwerte
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Pechiney Plastic Packaging Company, Chicago/USA

Hartenstein, Wirzburg
Biozym, Oldendorf

Fisher Scientific, Schwerte
Biozym, Oldendorf
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Numbrecht
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Serologische Pipetten (2, 5, 10, 25, 50 ml)
Skalpellklingen

Whatman-Filterpapier

Zellschaber

Zentrifugenrohrchen (50 ml)

Zentrifugenréhrchen (15 ml)

2.8 Gerate
Spektrophotometer NanoDrop ND1000

Eismaschine

Entwicklermaschine SRx-101A

Expert Plus Photometer
Gelelektrophoresekammer Mini Sub Cell
Kippschittler 3D Rocking Plattform
Kihltruhe Ultra Low Freezer
Kihlzentrifuge 4K15

Laborwaage

Lichtmikroskop Labovert FS
Mikroskopiesysteme:
Fluoreszenzmikroskop Axio Observer Al
mit Quecksilberdampflampe HBO100
sowie Kamera AxioCam HRm

Axiovert Laser Scanning Microscope

LSM 510 mit PNF 20x/0.4 PH2 Linsen und

Helium-Neon Laser (543 nm)

Mini PROTEAN® 3 Cell System

Mini Trans-Blot Cell System
PCR-Gerat Primus 96Plus
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 135
Photosystem Eagle Eye II

pH-Meter (pH 211)

Pipetten Eppendorf Research

(10, 100, 1000 )

Pipette Pipetman (20, 100, 200, 1000 pl)

BD Biosciences, Heidelberg

Sapphire, Pocasset, USA

Schleicher & Schuell, Dassel
Biochrom, Berlin

Sarstedt, Nimbrecht und

BD Biosciences, Heidelberg

Orange Scientific/NeoLab, Heidelberg

PegLab Biotechnologie, Erlangen
Scotsman Ice, Vernon Hills, USA
Konica Minolta, Langenhagen
Asys, Eugendorf, Osterreich
BioRad, Minchen

Stuard Scientific, Oregon, USA
Sanyo, Minchen

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sartorius-Stedim, Gottingen
Leitz, Wetzlar

Zeiss AG, Jena

Zeiss AG, Jena

BioRad, Minchen

BioRad, Minchen

MWG-Biotech, Ebersberg

Carl Zeiss AG, Jena

Stratagene, La Jolla, USA

HANNA Instruments, Woonsocket, USA
Eppendorf, Hamburg

Gilson, Middleton, USA



Pipetus-akku Pipettierhilfe
Spannungsquelle Power Pac 300
Sterilwerkbank Hera Safe Zellkulturhaube
UV-Spektrometer Ultraspec 200

UV/Vis Spektrophotometer DU® 530
Wasserbad

Zellinkubator Heracell 240i

Zellzéhlgerat Casyl TT

Zentrifuge 5415D

Zentrifuge 5417R

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
BioRad, Minchen

Kendro, Hanau

Amersham, Braunschweig
Beckman, Fullerton, USA

GFL, Burgwedel
ThermoScientific, Wesel

Schérfe Systems, Reutlingen
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

2.9 Computerprogramme und Datenbanken

AxioVision Rel. 4.8
Adobe Photoshop
Adobe Illustrator
CMCT-0.2
COSMIC Datenbank

EndNote X4

IBM SPSS Statistics 21.0
ImageJ 14.2q

Microsoft Office 2010

LSM Image Browser 4.2.0.102

Scion Image Software

Zeiss AG, Jena

Adobe Systems, San Jose, USA
Adobe Systems, San Jose, USA
SCCH, Hagenberg, Osterreich

The Wellcome Trust Sanger Institute, Hinxton,

England
Thomson Reuters, Carlsbad, USA
SPSS Inc., Chicago, USA

National Institutes of Health, Bethesda, USA

Microsoft, Redmond, USA
Zeiss AG, Jena
Scion Corporation, Frederick, USA
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METHODEN

2.10 Zellbiologische Methoden

2.10.1 Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurde mit acht Magenkarzinom-Zelllinien gearbeitet: AGS, AZ521,
Hs746T, KATOIIIl, LMSU, MKN1, MKN28 und MKNA45. Die Zellen wurden von unterschiedlichen
Zellbanken bezogen oder von den unter 2.1.1 genannten Instituten erhalten. Diese Magenkarzinom-
Zelllinien wurden im Institut durch die Bestdtigung Zelllinien-spezifischer Genmutationen durch
direkte Sequenzanalysen oder durch short tandem repeat profiling mittels Cell ID™ System von
Promega validiert [170, 185].

Die Zelllinien wurden entsprechend ihres Motilitatsverhaltens oder der E-Cadherin-Positivitat in zwei
Gruppen eingeteilt und in unterschiedlichen Projekten eingesetzt: Die erste Gruppe bestand aus den
Zelllinien AGS, AZ521, Hs746T, LMSU und MKN1. Diese Zelllinien wurden in Bezug auf ihre
Motilitat und den durch Behandlung induzierten molekularen Anderungen analysiert. Die zweite
Gruppe von Zelllinien - MKN28, MKN45 und KATOIII - exprimiert E-Cadherin und ist somit fiir die
Untersuchung des Einflusses von E-Cadherin auf molekulare Therapien mit Cetuximab geeignet.

Die Zelllinie AGS wurde aus einem diffusen Adenokarzinom des Magens einer 54-jahrigen
Kaukasierin isoliert. Die Patientin hatte vor der Entnahme keinerlei Therapie erhalten [186]. Die AGS
Zelllinie hat eine KRAS-Mutation in Exon 2 (c.35G>A, p.G12D), eine Mutation in PIK3CA
(c.1357G>A, p.E453K) sowie eine CDH1-Mutation in Exon 12 (c.1733_1734insC; p.G579fs*9)
[187].

AZ521 Zellen sind als epithelartige Zellen, aus dem Magenkarzinom eines japanischen Patienten
stammend, beschrieben [188]. Es gibt Hinweise darauf, dass diese Zelllinie urspriinglich aus einem
Duodenumkarzinom stammt. AZ521 Zellen weisen dasselbe DNA-Profil wie die Duodenumkarzinom-
Zelllinie HUTu80 auf und scheint eine von HuTu80 stammende Sublinie zu sein [189].

Hs746T Zellen wurden aus einer Metastase im Bein eines 74-jahrigen Kaukasiers, der an einem
Magenkarzinom litt, im Jahre 1973 isoliert und kultiviert. Die Histologie des Primartumors ist
unbekannt [190].

Die LMSU Zelllinie stammt aus einer Lymphknotenmetastase einer 27-jahrigen Japanerin, die an
einem Magenkarzinom erkrankt war [191]. Fir diese Zelllinie ist bisher kaum Literatur verfligbar.
MKNL1 Zellen wurden aus einer Lymphknotenmetastase eines 74-jahrigen Japaners isoliert, der an
einem adenosquamdsen Karzinom des Magens litt. Sie gelten aufgrund ihres Ursprungs als schlecht
differenzierte Zellen [192]. Diese Zelllinie hat Mutationen in FBXW7 (¢.1393C>T, p.R465C), PIK3CA
(c.1633G>A, p.E545K) und TP53 (c.428T>C, p.V143A) [187].
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KATOIII Zellen wurden aus einem Pleuraerguss eines 55-jahrigen ménnlichen Patienten mit diffusem
Siegelringzell-Karzinom entnommen und kultiviert [190, 193, 194].

Die Zelllinie MKN28 stammt aus einer Lymphknoten-Metastase einer 70-jahrigen Patientin, die an
einem moderat differenzierten tubuléaren Adenokarzinom des intestinalen Typs erkrankt war [192]. Die
MKN28 Zelllinie weist eine TP53-Mutation in Exon 7 (¢.751A>C; p.1251L) auf. Bisher wurden keine
Mutationen in CDH1 beschrieben, weswegen in dieser Arbeit davon ausgegangen wird, dass MKN28
Zellen ein funktionelles WT E-Cadherin exprimieren.

MKN45 Zellen wurden aus einer Lebermetastase einer 62-jahrigen Frau mit einem schwach
differenzierten Adenokarzinom des Magens, klassifiziert als diffuser Typ, entnommen [192, 195]. Die
Zelllinie MKN45 weist eine Mutation von CDHL1 in Exon 6 auf (c.821_832del12, p.G274_P277del),
wahrend KATOIIIl Zellen eine Mutation von CDH1 in Exon 7 (c.1008G>A, p.E336E) zeigen [187,
196].

2.10.2 Kultivieren und Passagieren

Die Zellen wurden in geeigneten Zellkulturmedien bei 37 °C und einer Atmosphare von 5 % CO, und
95 % relativer Luftfeuchte kultiviert und abhéngig von der Konfluenz alle drei bis vier Tage
passagiert. Alle Medien und Losungen, die in der Zellkultur verwendet wurden, wurden auf 37 °C
erwarmt. Fur das Passagieren wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA abgel6st.
Hierbei komplexiert der Chelatkomplexbildner EDTA zweiwertige lonen, u.a. Mg* und Ca*, die fir
die Zelladhasion durch Membranproteine wichtig sind. Durch die proteolytische Wirkung von Trypsin
werden Zelladhdsionsmolekile angegriffen. Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von Medium
gestoppt. Die Zellsuspension wurde zur Subkultivierung oder Zellzahlbestimmung flr weitere
Versuche verwendet. Die Zellzahl wurde mithilfe des Zellzahlers Casyl (Scharfe System) oder einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Um morphologische und genetische Verénderungen der Zellen zu vermeiden, wurden die Zellen
maximal 25-fach passagiert. AnschlieBend wurden kryokonservierte Zellen einer niedrigen Passagen-
zahl aufgetaut und in Kultur genommen.

AGS, MKN1, MKN28, MKN45 und KATOIIl Zellen wurden in RPMI-Medium, AZ521 Zellen in
MEM-Medium, Hs746T Zellen in DMEM-Medium und LMSU Zellen in Ham F10-Medium kultiviert
(siehe Tabelle 3).
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Tabelle 3: Verwendete Zellkultur-Medien und deren Zusammensetzung

Medium Zusammensetzung Zelllinien
DMEM DMEM + GlutaMAX™-| Hs746T
[+] 4,5 g/L D-Glucose [+] Pyruvate
+10 % FKS

+ 0,5 % Penicillin/Streptomycin

MEM MEM AZ521
+10 % FKS
+ 0,5 % Penicillin/Streptomycin

HAM F-10 Nutrient Mixture F-10 HAM LMSU
+10 % FKS
+ 0,5 % Penicillin/Streptomycin

RPMI RPMI 1640 [+] L-Glutamine AGS
+ 2 mM Glutamin KATOIII
+10 % FKS MKN1
+ 0,5 % Penicillin/Streptomycin MKN28
MKN45

2.10.3 Kryo-Konservierung

Da bei Zellen, die lange in Kultur gehalten werden, die Mdglichkeit von genetischen und
morphologischen Veranderungen besteht, wurden Aliquots der Zelllinien bei niedriger Passagenzahl
in flussigem Stickstoff kryokonserviert. In kryokonservierten Zellen ist der Metabolismus gehemmt,
wodurch das Altern der Zellen verhindert wird. Durch das Hinzufigen von DMSO werden
Gefrierschaden an den Zellen wahrend der Kryokonservierung verhindert.

Nachdem die Zellen von der Zellkulturplatte abgelést wurden, wurde die Zellsuspension auf 1x10°
Zellen/ml eingestellt. In Kryoréhrchen wurden je 100 pul Medium (20 % FKS) und 100 ul DMSO
vorgelegt und schlie3lich 1 ml der Zellsuspension hinzugegeben. Die Kryordhrchen wurden sofort auf
Eis und anschlieRend iiber Nacht (UN) auf -20 °C gestellt. Ab dem folgenden Tag wurden die Zellen
in Flussigstickstoff (-196 °C) gelagert.

Um Zellen frisch in Kultur zu nehmen, wurden kryokonservierte Zellen bei 37 °C im Wasserbad
aufgetaut und mit vorgewdrmtem Medium in ein Reagenzgefal uUberfihrt. Die Zellsuspension wurde
anschlieRend 3 min bei 300 g sedimentiert. Der Uberstand, in dem sich das zellschadigende DMSO
befindet, wurde abgesaugt, das Zellsediment in frischem Medium resuspendiert und in eine
Zellkulturflasche zur Kultivierung Uberfiihrt. Sobald die Zellen eine Konfluenz von 90 % erreicht

hatten, wurde untersucht, ob diese frei von Mykoplasmen sind (siehe 2.10.4).
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2.10.4 Mykoplasmentest — Mykoplasmen-PCR nach TaKaRa

Mykoplasmen sind Prokaryoten mit einer GroRe von ca. 0,1 - 2,0 um. Sie passen sich optimal an ihren
Wirt an. Dadurch ist die Gefahr grof3, dass sie Uber lange Zeit unbeachtet in Zellkulturen leben. Sie
kénnen dabei in den Zellmetabolismus eingreifen oder zelluldre Signalweiterleitungen storen,
wodurch experimentelle Messungen beeinflusst werden kénnen. Aus diesen Grlinden ist es wichtig, in
Zellkulturen von Anfang an die Abwesenheit von Mykoplasmen zu bestétigen.

Hierzu wurde eine nested-Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) nach dem Protokoll von TaKaRa [197]
durchgefuhrt.

Es wurden 100 pl Zellkulturiberstand abgenommen und 5 min bei 95 °C erhitzt. Um Zelltrimmer zu
entfernen, wurde die Probe 5 s bei 13 000 rpm zentrifugiert. Vom Uberstand wurde 1 pl in der PCR
eingesetzt.

Fur die PCR wurde das Tag PCR Kit von NEB verwendet. Die Reagenzien-Zusammensetzung fur
die PCR ist Tabelle 4 zu entnehmen. Neben den Proben wurden auch jeweils Positiv- und Negativ-
kontrollen mitgefuhrt.

Tabelle 4: Zusammensetzung des Mastermix fuir die Mykoplasmen-PCR

Reagenz Menge in pl pro Reaktion Endkonzentration in PCR

(aus Taq PCR Kit, NEB)

10x Buffer 5,0 10 mM Tris-HCI (pH 8,3)
50 mM KClI
1,5 mM MgCl,

dNTP Mix 1,0 200 uM

Primer Mix | bzw. 11 2,0 0,8 uM

Taq Polymerase 0,5 1,25 Units

Probe 1,0

Agqua dest. 40,5

Tabelle 5: Programme fur die Amplifizierung méglicher Mykoplasmen

Myko-PCR1 Myko-PCR2

4 min | 94 °C 4dmin |94°C

30s 94 °C 30s 94 °C

2min | 55°C | 35 Zyklen 2min | 55°C | 30 Zyklen
Imin | 72°C Imin | 72°C

7min | 72°C 7min | 72°C

00 10 °C 00 10 °C

Fur den zweiten PCR-Lauf wurde als Probe 1 pl des PCR-Produktes des ersten PCR-Laufes verwendet

und der Primer-Mix Il (siehe Tabelle 5) eingesetzt. Auflerdem wurde eine weitere Negativkontrolle
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mitgefihrt. Das fur die zweite PCR verwendete Programm ist dem des ersten Laufes aquivalent,
allerdings wurden nur 30 Zyklen durchgefthrt.

Um eventuelle mykoplasmatische DNA-Fragmente sichtbar zu machen, wurden die PCR-Produkte der
zweiten PCR mit Auftragspuffer gemischt, auf ein Agarosegel aufgetragen und bei 120 V fir 30 min
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Als DNA-GroRenstandard wurde der Quick-Load 2-Log DNA
Ladder verwendet. Die Detektion erfolgte unter ultraviolettem (UV) Licht.

In Tabelle 6 und Tabelle 7 sind die Mykoplasmenstamme und deren Produktlangen, die mithilfe der

verwendeten Primer nachgewiesen werden konnen, aufgelistet.

Tabelle 6: Sequenzen der Primer fiir den Nachweis von Mykoplasmen [197]

Anteile fur
Primerbezeichnung Sequenz 5’ 23’ Primer-Mix

Primer-Mix 1
Myco-Fw1l ACA CCATGG GAG CTG GTAAT 2 Teile
Myco-Fwlt ACA CCATGG GAGTTG GTA AT 2 Teile
Myco-Revl CTT CAT CGA CTT TCA GAC CCA AGG CAT 1 Teil
Myco-Rev1tt CTT CTT CGACTT TCA GAC CCA AGG CAT 1 Teil
Myco-Revlcat CCT CAT CGA CTT TCA GAC CCA AGG CAT 1 Teil
Myco-Revlac CTT CAT CGA CTT CCA GAC CCA AGG CAT 1 Teil

Primer-Mix2
Myco-Fw2 GTT CTT TGA AAACTG AAT 1 Teil
Myco-Fw2a ATT CTT TGA AAA CTG AAT 1 Teil
Myco-Fw2cc GCT CTT TCA AAA CTG AAT 1 Teil
Myco-Rev?2 GCATCC ACC AAAAACTCT 1 Teil
Myco-Rev2ca GCATCC ACC ACAAACTCT 1 Teil
Myco-Rev2at GCATCC ACC AAATACTCT 1 Teil

Tabelle 7: Produktlange der durch die PCR nachweisbaren Mykoplasmenstamme

Mycoplasmenstamm Produktléange der nested PCR (bp)
M. hyopneumoniae 237

M. neurolyticum 196

M. fermentans 195

M. hyorhinis 211

M. orale 179

M. arthritidis 157

M. salivarium 151

M. hominis 147, 148

M. arginini 145
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2.10.5 Transfektion

Die Transfektion ist eine Methode, mit der u.a. DNA in die Zelle transferiert werden kann. Es gibt
unterschiedliche Transfektionsmethoden, in diesem Projekt wurden siRNA (small-inhibiting RNA)
sowie ein DNA-Plasmid in Verbindung mit kationischen Liposomen in die Zellen eingeschleust.
Zellen kénnen sowohl transient als auch stabil transfiziert werden. In stabil transfizierten Zellen wird
die DNA ins Genom integriert. Die Etablierung einer stabilen Zelllinie nimmt gewdéhnlich mehrere
Monate in Anspruch. Transient transfizierte Konstrukte werden hingegen nach wenigen Tagen in der
Zelle katabolisiert.

In dieser Arbeit wurde die Expression von E-Cadherin in MKN28 Zellen transient mit siRNA
Konstrukten gehemmt, um den Effekt von E-Cadherin zu untersuchen. KATOII und MKN45 Zellen
wurden transient mit einem WT-kodierenden Plasmid (wt-EcadEGFP) [180] transfiziert. Die
verwendete siRNA gegen E-Cadherin FlexiTube GeneSolution siRNA wurde uber Qiagen bezogen,
das Plasmid wt-EcadEGFP sowie das zur Transfektionskontrolle verwendete Leerplasmid wurde von
Margit Fuchs [180] konstruiert.

Fur die Transfektion wurden die Zellen (Zellzahl abhéngig von Zelllinien und Schalen-GroRe, siehe
Tabelle 8) ausgelegt, nach 24 h wurde das Medium abgenommen und Medium ohne Antibiotika
zugeflgt, da Antibiotika einen negativen Einfluss auf die Transfektion haben kénnen.

Als Transfektionsreagenz wurde Lipofectamine 2000° nach Herstellerangaben verwendet. Das
Transfektionsreagenz und die Oligomere (DNA bzw. siRNA) wurden jeweils in OptiMEM verdiinnt,
anschlielfend gemischt, 20 min bei RT inkubiert und schlielflich die Oligomer-Transfektionsreagenz-
Komplexe auf die Zellen gegeben. 6 h nach der Transfektion wurde frisches Medium auf die Zellen
gegeben und die Zellen abhéngig vom Experiment stimuliert.

Um den Einfluss der bei der Transfektion verwendeten Substanzen zu Uberprifen, wurden bei den
Versuchen jeweils unterschiedliche Negativ-Kontrollen mitgefihrt:  Medium, Opti-MEM®,
Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000® sowie eine Negativkontroll-siRNA bzw. ein Leerplasmid.
In  Vorversuchen wurden die optimalen Transfektionsbedingungen etabliert und die
Transfektionseffizienz der Zellen bestimmt. Dazu wurde die Positivkontrolle AllStars Cell Death

Control siRNA verwendet. Die Anzahl vitaler Zellen wurde mittels Proliferationstest bestimmit.

Tabelle 8: Transfektionsbedingungen der Zelllinien MKN28, MKN45 und KATOIII. Die Angaben
beziehen sich auf eine Vertiefung einer 6-Well-Platte mit einer Wachstumsflache von 900 mm?.

Zelllinie Zellzahl Konzentration des  Transfektions- Transfiziertes Konstrukt
Transfektans dauer

MKN28 1,0 x 10° Zellen 70 pmol 96 h siRNA gegen E-Cadherin

MKN45 1,3x 10° Zellen 6 pg 48 h wt-EcadEGFP

KATOIII 1,3 x10° Zellen 6 ug 24 h wt-EcadEGFP
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2.11 Molekularbiologische Methoden

2.11.1 Isolierung von RNA und mikroRNA aus Magenkarzinom-Zelllinien

Zur Gewinnung von Informationen iiber Anderungen auf Transkriptomebene der Zelllinien AGS,
Hs746T, LMSU und MKN1 durch EGF- und/oder Cetuximab-Behandlungen, wurden Gesamt-RNA
und mikroRNA (miRNA) isoliert. Anschlieend wurde die Genexpression der isolierten RNA/miRNA
Proben mittels SuperSAGE Analyse (siehe 3.4.1) durch unseren Kooperationspartner GenXPro GmbH
untersucht. Die Auswertung der Daten erfolgte durch drei unserer Kooperationspartner: GenXPro
GmbH, Biomax Informatics AG und Viscovery Software GmbH.

Es gibt hauptsachlich zwei unterschiedliche Methoden um RNA aus biologischen Proben zu isolieren:
die chemische Extraktion (organische Extraktion) und die Immobilisation auf Glas (Festphasen-
Extraktion). Nach Angaben des Herstellers kombiniert das mirVana™ Isolation Kit von Ambion
(#AM1560) die Vorteile beider Methoden, und somit eignet es sich sowohl zur Isolation von Gesamt-
RNA als auch miRNA. In dieser Arbeit wurde fir die Isolation von miRNA und RNA das mirVana™
Isolation Kit nach Herstellerangaben verwendet.

Fiir die Isolation der RNA/MiRNA wurden 3 x 10° Zellen in Vollmedium (FKS-haltiges Medium) in
beschichteten 150 mm Zellkulturschalen ausgelegt. Die Beschichtung war fir AGS, Hs746T und
MKNL1 Zellen: 100 pg/ml Kollagen und fur AZ521 und LMSU Zellen: 10 pg/ml Fibronektin. Zwei
Stunden nach der Zellaussaat wurden die Zellen folgendermalRen behandelt: unbehandelt, 5 ng/mi
EGF, 5 ng/ml EGF und 1 pg/ml Cetuximab oder 1 pg/ml Cetuximab. Die Stimulation bzw. Inhibition
erfolgte flir jede Behandlungsbedingung fir je 1, 3 und 5 min, sowie fiir 4 h. AnschlieBend wurden die
Zellkulturplatten auf Eis gestellt und zweimal mit PBS gewaschen, um Medienrlickstande zu
beseitigen. Die Zellen wurden mit 600 pl Lysis/Binding Buffer mithilfe eines Schabers von der Platte
geldst und lysiert. Die Zellsuspension (900 ul) wurde in ein 2 ml Reaktionsgefal? tberfiihrt und zur
vollstdndigen Lyse kréaftig gevortext. AnschlieBend wurden 90 ul miRNA Homogenate Additive
zugeben, gevortext und 10 min auf Eis inkubiert. Durch die Zugabe des Lysepuffers und des miRNA
Homogenate Additive wurden die Proben denaturiert, die RNA stabilisiert und RNasen inaktiviert.

Fur die Extraktion wurden 900 pl Phenol:Chloroform auf die Lysatsuspension gegeben, 60 s gevortext
und anschlieBend 5 min mit 10 000 g bei RT zentrifugiert. AnschlieBend wurde die obere wassrige
Phase in ein neues Reaktionsgefal gegeben. Dadurch wurden die meisten tbrigen Zellbestandteile,
auch DNA, entfernt. Die wéssrige Phase wurde mit 1/3 vol Ethanol (100 %) gemischt, auf S&ulchen
gegeben und 15 s bei 10 000 g zentrifugiert. Die Zugabe von 1/3 vol Ethanol bewirkte, dass die groRen
RNAs auf dem Glasfaser-Filter immobilisiert wurden, wahrend sich die kleinen RNAs im Filtrat
sammelten. Um die kleinen RNAs aus dem Filtrat zu isolieren, wurde dieses mit 2/3 vol Ethanol
(100 %) gemischt und auf frische Sdulchen gegeben. Bei erneutem Zentrifugieren wurden nun die
kleinen RNAs in den Glasfaser-Filtern immobilisiert. Mit den S&ulchen der RNA und der miRNA

wurde nun parallel weitergearbeitet. Es folgten drei Waschschritte, fur den ersten wurden 700 pl
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miRNA Wash Solution 1, fur den zweiten und dritten je 500 pl Wash Solution 2/3 auf die S&ulchen
gegeben und jeweils 15 s bei 10 000 g zentrifugiert. Um den kompletten Waschpuffer zu entfernen,
wurden die Sdulen nochmals ohne weitere Zugabe zentrifugiert (1 min, 10 000 g, RT), bevor
schlieBlich die RNA und miRNA mit je 100 pl auf 95 °C vorgewérmter Elutionslosung mit geringer
lonenkonzentration eluiert wurde (Zentrifugation fiir 30 s bei 10 000 g). Die Filtrate, die die RNA und
miRNA enthielten, wurden bei -20 °C aufbewahrt.

Eventuelle DNA-Ruckstande und verbleibende RNase-Aktivitat in den Proben wurden durch einen
DNase-Verdau und einen RNase-Inhibitor beseitigt. Die RNA- und miRNA-Filtrate wurden mit dem
RNase-Inhibitor RiboLock und mit Baseline-Zero DNase nach Herstellerangaben behandelt. Es
wurden pro 100 pl RNA- bzw. miRNA- Suspension 2,5 ul Ribolock, 11,8 ul 10x DNase-Zero-Buffer
und 5,9 ul DNase Zero zugefiigt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Durch 11,8 ul 10x Baseline DNase-
Zero-Stop-Solution wurde die DNase bei 65 °C fiir 10 min inaktiviert. Die Reinheit der RNA wurde
durch GenXPro GmbH untersucht und bestatigt.
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2.12 Proteinchemische Methoden

2.12.1 Protein-Extraktion aus Magenkarzinom-Zelllinien

Zur Herstellung von Proteinlysaten aus Magenkarzinom-Zelllinien wurden 5,0 x 10° - 1,2 x 10° Zellen
in 100 mm Zellkulturschalen ausgesat. Nach 4 bis 6 h wurde das Medium erneuert und die Zellen UN
im Brutschrank inkubiert. Sollten die Zellen vor der Stimulation gehungert werden, wurden sie 6 h
nach der Aussaat zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend in Hungermedium (Medium ohne
FKS) UN inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen gegebenenfalls stimuliert und
anschlieRend lysiert.

Die Lyse erfolgte auf Eis. Die Zellen wurden zweifach mit kaltem PBS gewaschen und mit 80 - 150 pl
L-CAM Lysepuffer versetzt. Mithilfe eines Zellschabers wurden die lysierten Zellen abgekratzt und in
ein 1,5 ml Reaktionsgefal tberfuhrt. Nach kréaftigem Vortexen und zehnmindtiger Inkubation auf Eis
wurden die Zelltrimmer bei 12 000 rpm und 4 °C fir 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde bis
zur folgenden Proteinanalyse und Bestimmung der Proteinkonzentration bei -80 °C gelagert.

2.12.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben wurde nach Bradford [198] durchgefiihrt. Diese
spektroskopische Methode basiert auf dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G-250, dessen
maximale Absorption sich durch die Bindung von Proteinen von 465 nm zu 595 nm verschiebt. Dieser
Ubergang kann photometrisch bestimmt und die Proteinkonzentrationen mithilfe einer Standardkurve
(Standardkonzentration 1,48 mg BSA/ml) ermittelt werden.

Das Bradford-Reagenz Protein Assay Dye Reagent Concentrate wurde 1:5 mit Wasser verdinnt. Die
Standardkurve wurde mit einem Protein Standard von BioRad hergestellt. Die Proben wurden mit dem
verdlnnten Bradford-Reagenz 1:200 verdiinnt und die Absorption bei 595 nm mithilfe eines UV/VIS
Spektrophotometers gemessen. Die Proteinkonzentrationen der Zelllysat-Proben wurden anhand der

Standardkurve ermittelt.

2.12.3 SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)
Proteine konnen anhand ihres molekularen Gewichts in einem elektrischen Feld aufgetrennt werden.
SDS bindet an Proteine, wobei die gebundene Menge an SDS proportional zu der GroRe des Proteins
ist. Durch das stark negativ geladene SDS ist eine Auftrennung bezogen auf die ProteingroRe in einem
elektrischen Feld ohne Stdérung durch die Ladung der Aminosauren maoglich.

Die Proben wurden mit Ladepuffer (Laemmlipuffer) verdiinnt, gut gemischt und 5 min bei 95 °C
denaturiert. Danach wurden die Proben sofort auf Eis gestellt und anschlielend in die Taschen des

Gels pipettiert.
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Es wurden 1,5 mm starke Acrylamid (AA)-Gele verwendet, die aus Sammel- und Trenngel bestehen.
Die Proteine wurden durch SDS-PAGE in der Mini Trans-Blot Cell System Kammer von BioRad mit
1x SDS-Laufpuffer bei 110 V fir 75 min aufgetrennt. Als Proteinmarker wurden Precision Plus
Protein™ Standards Dual Color von BioRad sowie peqGOLD Protein Marker V von PeglLab

verwendet.

2.12.4 Transfer der Proteine auf Membranen (Western Blot)

Die Proteine wurden im Nassblot-Verfahren von einem Gel auf PVDF- oder Nitrozelluose-
Membranen Ubertragen. Der Aufbau des Blots erfolgte gemaR Herstellerangaben. Die verwendeten
Filterpapiere, Filze und die Nitrozellulose-Membranen wurden zuvor in 1x Blot-Puffer aquilibriert,

PVDF-Membranen wurden in Methanol aktiviert.

2.12.5 Immunchemische Detektion der Proteine

Fur die Detektion gesuchter Proteine werden spezifische Antikdrper verwendet. Nach der Inkubation
der Membran mit dem Priméarantikorper, der spezifisch an das gesuchte Protein bindet, wird die
Membran mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper inkubiert. Dieser bindet an den
Primarantikorper. Das zugegebene Substrat wird durch eine Chemilumineszenz-Reaktion durch die
Peroxidase umgesetzt und die daraus resultierende Lumineszenz kann mithilfe von Rdntgenfilmen
detektiert werden.

Unspezifische Bindestellen der Membran wurden mit Blockpuffer geblockt. Nach 2 h wurde der
tberschissige Blockpuffer mit TBS-T abgewaschen (3 x 10 min) und die Membran mit Primar-
antikorper (verwendete Antikorper und deren eingesetzte Verdiinnungen siehe Tabelle 2) UN bei 4 °C
inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Uberschiissigen Primérantikdrper mit TBS-T von der Membran
abgewaschen und diese mit Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrpern fir 60 min bei RT inkubiert.
Nichtgebundene Sekundérantikorper wurden vor der chemilumineszenten Detektion mit TBS-T
abgewaschen.

Die Membran wurde anschlieRend mit einem Chemilumineszenzsubstrat (ECL-Ldsung) wenige
Sekunden inkubiert. Die Detektion der Banden erfolgte mit RoOntgenfilmen, die mit Hilfe der

Entwicklermaschine SRx-101A entwickelt wurden.
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2.12.6 Quantitative Auswertung der Proteinstarke

Die densitometrische Auswertung der Proteinbanden erfolgte mithilfe der Programme Scion Image
und Image J. Bei jedem Versuch wurde zusatzlich ein house-keeping-Protein (a-Tubulin, B-Aktin oder
GAPDH) mitgefihrt. Diese Ladekontrollen wurden zur Normalisierung der Daten verwendet. Fir die
Auswertung darf die Schwarze der Banden nicht im geséttigten Bereich sein, um eine Auswertung im

linearen Bereich zu gewahrleisten.

2.12.7 Rehybridisieren von Membranen

Membranen wurden teilweise zweifach flr die Detektion von Proteinen verwendet. Daflir wurden sie
in TBS-T gewaschen (3 x 10 min) und 15 min in Restore™ Western Blot Stripping Buffer inkubiert,
der die Bindung des Primarantikorpers an das Protein 16st. Nach wiederholtem Waschen in TBS-T
wurden die Membranen entwickelt, um zu tberprifen, ob eventuelle Rickstdnde auf der Membran
vorhanden sind. War die Hybridisierung erfolgreich, wurde die ECL-L6sung in TBS-T abgewaschen

und erneut die immunchemische Detektion von Proteinen durchgefihrt.
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2.13 Immunchemische Methoden

2.13.1 Indirekte Immunfluoreszenz

Zur Lokalisation von Proteinen in Zellen, wurde eine Immunfluoreszenz-Mikroskopie durchgefiihrt.
Im Gegensatz zur direkten Immunfluoreszenz, bei der fluorochromierte Primérantikorper verwendet
werden, werden bei der hier eingesetzten indirekten Immunfluoreszenz Kombinationen aus Primar-
und fluorochrommarkiertem Sekundarantikdrper eingesetzt. Da mehrere Sekundarantikdrper an einen
Primarantikorper binden konnen, resultiert bei der indirekten Immunfluoreszenz ein verstarktes Signal,
wodurch auch geringe Mengen an Proteinen detektiert werden konnen. In dieser Arbeit wurden
Antikorper, die mit Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) gekoppelt waren, eingesetzt. Dieses
Fluorochrom absorbiert Licht im UV-Bereich mit einem Absorptionsmaximum von 492 nm und einem
Emissionsmaximum von 520 nm und zeigt eine gelb-griine Farbung. Fir die Zellkernfarbung wurde
der Farbstoff 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) verwendet, dieser interkaliert bevorzugt mit
Adenin-Thymin (AT)-reichen Regionen der kleinen Furche. DAPI fluoresziert im sichtbaren Bereich
nach Anregung mit UV-Licht mit blauer Farbe (Absorptionsmaximum: 492 nm, Emissionsmaximum:
461 nm).

Es wurden 8 x 10* - 1 x 10° Zellen/Well auf ein steriles Deckglaschen in einer 6-Well-Platte ausgelegt.
Nach 48-stiindiger Inkubation wurden die Zellen zweifach mit PBS (mit Ca?*/Mg?") bei RT fiir jeweils
5 min gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zugabe von 1 ml eiskaltem Methanol pro
Well fixiert und permeabilisiert. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurden die Zellen dreimal je 5
min mit PBS (mit Ca’*/Mg®") gewaschen, bevor sie schlieBlich mit dem Primérantikorper (a-E-
Cadherin 8 pg/ml in PBS (mit Ca®*/Mg*)) bei 4 °C UN inkubiert wurden. Um einem Austrocknen
entgegen zu wirken, wurde die Antikorperldsung mit Parafilm bedeckt. Als Negativkontrolle wurde
PBS (mit Ca**/Mg?*) verwendet.

Am folgenden Tag wurden die tberschiissigen Primarantikdrper durch zweifaches Waschen (a 5 min)
mit PBS (mit Ca’*/Mg®") entfernt. AnschlieRend wurde der FITC-gekoppelte Sekundér-Antikérper
(7,5 pg/ml in PBS (mit Ca®*/Mg?")) und DAPI (20 pg/ml in PBS (mit Ca**/Mg?")) fiir die Kernfarbung
zugegeben und bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach 60 min wurde der restliche Farbstoff und
Sekundar-Antikorper durch zweimaliges Waschen a 5min mit dest. H,O entfernt. Um den
mechanischen Druck auf die Zellen zu minimieren und das Fluoreszenzsignal zu konservieren, wurde
zwischen Objekttrager und Deckglaschen Vectashield Mounting Medium gegeben. Die Deckglaschen
wurden mit der Zellseite nach unten auf mit Vectashield benetzte Objekttrdger gelegt und mit
handelstiblichem Nagellack fixiert. AbschlieBend wurden die Proben im Dunkeln bei RT getrocknet
und bei -20 °C gelagert. Die Dokumentation erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop Axio Observer
Al von Zeiss AG, die Bildanalyse mit der Software AxioVision Rel.4.8.
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2.14 Phanotypische Analysen

2.14.1 Bestimmung der Zellproliferation

Zur Bestimmung der Zellproliferation und Viabilitdt der Zelllinien nach Cetuximab-Behandlung
wurde die Cell Proliferation Kit Il (XTT) Analyse durchgefiihrt. Die Sensitivitat der Zellen gegeniiber
Cetuximab wurde vor und nach Behandlung mit verschiedenen Cetuximab-Konzentrationen bestimmt.
Der XTT-Zellproliferationstest basiert auf der Metabolisierung eines Tetrazoliumsalzes (2,3-Bis-(2-
Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilid Salz) in einen Formazanfarbstoff.
Diese Metabolisierung erfolgt durch mitochondriale Dehydrogenasen vitaler Zellen. Formazane sind
wasserloslich und die Intensitdten der Farbumschldge konnen mit einem ELISA-Reader quantitativ
bestimmt werden. Die Menge des Farbstoffes korreliert positiv mit der Anzahl vitaler Zellen.

Die Zellen (AGS: 800 Zellen/Well; Hs746T, LMSU: 2000 Zellen/Well; AZ521, MKN1: 3000
Zellen/Well) wurden in 96-Well-Platten ausgesat und bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. In die duReren
Vertiefungen der 96-Well-Platten wurde PBS als Verdunstungsschutz zugegeben. Nach 24 h wurde
eine Kontrollplatte (unbehandelte Zellen und Medienkontrolle zum Behandlungszeitpunkt 0) nach
Herstellerangaben gemessen. Fur die Messung wurden beim XTT-Test pro Well auf 100 pl
Gesamtvolumen 50 pl einer XTT:ECR (Elektronenkupplerreagenz)-Mischung (50:1) zugegeben und
nach 2 h die spektrophotometrische Absorption bei einer Wellenlange von 492 nm (XTT) und einer
Referenz-Wellenlange von 620 nm im ELISA-Reader gemessen.

Fur die Behandlung der Zellen wurde nach 24 h Cetuximab in die weiteren Platten in den
entsprechenden Konzentrationen gegeben. Fur Cetuximab-Sensitivitatsversuche wurden, neben einer
unbehandelten Kontrolle, 0,1; 1; 10; 100; 200 pg/ml Cetuximab fiir 48 h bzw. 24 h auf die Zellen
gegeben. Die Zellen wurden weitere 24 bzw. 48 h kultiviert bevor, wie zuvor beschrieben, XTT-ECR
zugegeben und nach entsprechender Inkubationszeit die Absorptionsintensitat gemessen wurde.

Um die Spezifitit der gemessenen Effekte zu bestétigen, wurden Wachstumskontrollen (8,48 mg/ml
NaCl; 1,88 mg/ml Na,HPO,*7H,0; 0,41 mg/ml NaH,PO,*H,0) und Isotypkontroll-Antikdrper
(IgG1x Isotyp) eingesetzt. AuBBerdem wurden unbehandelte Zellen und Medienkontrollen mitgefiihrt

um Proliferationseffekte zu bestimmen.
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2.14.2 Motilitatsanalyse

Fur die Bestimmung der Motilitdt und des Migrationsverhaltens der Magenkarzinom-Zelllinien
wurden Zeitraffer-Mikroskopien durchgefuhrt. Anhand dieser wurde der Anteil motiler Zellen und die
Geschwindigkeit der Zellen nach EGF- und/oder Cetuximab-Behandlung bestimmt.

Fur das Life-Cell-Imaging wurden unbeschichtete 35 mm Glasboden-KulturgefdBe mit 100 pg/ml
Kollagen Typ I fir 30 min bei 37 °C (fir AGS, Hs746T, MKNL1 Zellen) oder mit 10 pg/ml Fibronektin
fiir 90 min bei RT (fiir LMSU und AZ521 Zellen) beschichtet. Abhangig von der Zelllinie wurden die
Zellen in Konzentrationen von 1,7 - 3,0 x 10° Zellen pro beschichteter Schale in 10 % FKS-haltigem
Medium ausgesat. Eine Stunde nach der Aussaat wurde das Medium gewechselt und die Zellen mit
5 ng/ml EGF und/oder Cetuximab (0,05; 0,1; 1,0; 50,0 ug/ml) stimuliert. Die weitere Kultivierung
erfolgte in einer Mikroskop-gekoppelten Inkubationskammer bei 5% CO, und 37 °C. 2 h nach der
Aussaat wurden die Filmaufnahmen gestartet. Es wurden tber 7 h alle 3 min Phasenkontrast-Bilder
aufgenommen. Dazu wurden folgende zwei Mikroskope verwendet: Axiovert laser scanning
Mikroskop LSM 510 (Zeiss AG) mit PNF Linsen 20x/0.4 PH2 sowie ein Axio Observer A1 Mikroskop
mit 10x/0.3 Phl Linse.

Die Auswertung der Motilitat und Geschwindigkeit der Zellen erfolgte manuell mit der Software LSM
Image Browser von Zeiss AG.

Zellen, die den Bereich, den sie bei Start des Films mit dem Zellkdrper ausfillten, wahrend der
Filmdauer von 7 h komplett verlieRen, wurden als motil definiert. Zur Bestimmung der Motilitét
wurde jeder einzelne Zellumriss zum Start-Zeitpunkt manuell eingezeichnet (Abbildung 8 B).

Die Geschwindigkeit einer Zelle wurde definiert als Quotient der Strecke, die eine einzelne Zelle
wahrend der Filmdauer in um zuriicklegt, und der Dauer des Films. Fir die Strecke wurde der Weg,
den jede einzelne Zelle zuriicklegt, manuell eingezeichnet (Abbildung 8 A).

Die Filme inklusive der Auswertungen zu Motilitat und Strecke wurden unserem Kooperationspartner

SCCH in Hagenberg zur Verfligung gestellt, um weitere Parameter zu analysieren.

Abbildung 8: Bestimmung der Parameter, die das Migrationsverhalten beschreiben. A) Geschwindigkeit
(Quotient aus Strecke und Zeit). B) Motilitat (Zellen, die das urspringliche durch die Zelle ausgefillte Gebiet
wahrend der Filmdauer von 7 h komplett verlassen).
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2.15 Statistische Auswertungen

Wenn nicht anders angegeben, wurde fur statistische Auswertungen IBM SPSS Statistics 21
verwendet. Nach Absprache mit Dr. Alexander Hapfelmeier (Institut fir Medizinische Statistik und
Epidemiologie, TU Mauinchen) wurden in der vorliegenden Arbeit folgende statistische Tests
verwendet:

Der Einstichproben t-Test wurde verwendet, wenn eine Variable gegen einen festen Wert getestet
wurde. Dies war der Fall, wenn unbehandelte Proben auf 100 % gesetzt wurden, um
interexperimentelle Schwankungen zu minimieren. Alle Werte, die auf die unbehandelte Probe
bezogen wurden, wurden durch den Einfachstichproben t-Test getestet.

Der Zweistichproben t-Test mit unabhangigen Variablen (Welch t-Test) wurde verwendet, wenn zwei
Variablen gegeneinander, im sogenannten paarweisen Vergleich, getestet wurden. Dieser Test ist nur
mdoglich, wenn Datensdtze mit Standardabweichungen (SD) aus mindestens drei unabhéngigen
Versuchen vorhanden sind.

Die Ergebnisse der durchschnittlichen Geschwindigkeit, bestimmt Uber Zeitraffer-Mikroskopie
Analysen wurden als Boxplots mit 25 % und 75 % Perzentilen, Minimum, Maximum und Median
dargestellt. Die entsprechenden p-Werte wurden mittels Mann-Whitney-U Test berechnet, da der
Datensatz keine Normalverteilung aufwies.

Signifikante Unterschiede bei der Motilitatsanalyse wurden mithilfe des Chi-Quadrat Tests bzw. des

exakten Tests nach Fisher bestimmt.



3 ERGEBNISSE
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3.1 Morphologie der Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurde mit acht Magenkarzinom-Zelllinien gearbeitet. Die Morphologie der
untersuchten Magenkarzinom-Zelllinien unterschied sich stark zwischen den einzelnen Zelllinien.
AGS Zellen sind epitheliale, adh&rent wachsende Zellen, die Kolonien mit nur schwacher Abgrenzung
bilden. Die Form dieser polygonalen Zellen ist leicht kantig. AZ521 Zellen haben epitheliale
Eigenschaften und wachsen adhdrent. Sie wachsen als mehrzipfelige Zellen und bilden kaum
Kolonien. Die Zelllinie Hs746T wadchst adhédrent. Die mehrzipfeligen und spindelférmigen Zellen
weisen unregelméBige Zellformen auf und wachsen einzeln, kaum in Kolonien. KATOIIl Zellen
wachsen spharisch und weisen ein heterogenes Wachstum auf: ca. 70 % der Zellen wachsen adhérent
und ca. 30 % in Suspension. Die kugeligen Zellen bilden lockere Kolonien. Ebenfalls ein adhérentes
Wachstum weisen die epithelartigen LMSU Zellen auf. Diese Zellen wachsen einzeln, ohne dichten
Zellverband und haben zylindrisch-spindelférmige Zellformen. MKN1 Zellen wachsen epithelial-
adharent. Die mehrzipfeligen Zellen bilden lockere und kaum begrenzte Kolonien. Die epithelialartige
und adharent wachsende Zelllinie MKN28 weist ein pflastersteinartiges Wachstum auf und bildet eng
gepackte, stark abgegrenzte Kolonien. Epitheliale MKN45 Zellen wachsen ebenfalls adhérent in
kugelférmigen und spindelformigen Zellformen. Sie bilden lockere traubenartige Kolonien.

Das in dieser Arbeit verwendete Panel an Zelllinien weist ein epitheliales und adhérentes Wachstum
auf, ein Teil der Zellen wdchst anteilig in Suspension. Aufnahmen aller acht Zelllinien mit ihren
unterschiedlichen Erscheinungsbildern sind in Abbildung 9 gezeigt.

Die acht Magenkarzinom-Zelllinien wurden in zwei Subgruppen eingeteilt. Im ersten Projekt wurden
AGS, AZ521, Hs746T, LMSU und MKN1 Zellen untersucht. Diese Zellen sind auf Matrix-
beschichteten Glasbodenschalchen kultivierbar und wurden in Bezug auf ihre Motilitat und die durch
Behandlung induzierten molekularen Anderungen analysiert. Die Magenkarzinom-Zelllinien MKN28,
MKN45 und KATOIII exprimieren E-Cadherin und wurden aus diesem Grund im zweiten Teil der
Arbeit fiir die Untersuchung des Einflusses von E-Cadherin auf molekulare Therapien mit Cetuximab

verwendet.



Abbildung 9: Morphologie der Magenkarzinom-Zelllinien A) AGS, B) AZ521, C) Hs746T, D) LMSU, E)
MKN1, F) MKN28, G) MKN45, H) KATOIII. Abgebildet sind Phasenkontrastmikroskop-Aufnahmen (Axio
Observer Al, 10x (oberes Bild) und 20x (unteres Bild) Objektiv) der Zellen unter Standard-
Kultivierungsbedingungen. Der MaRstabsbalken entspricht 100 pm.
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3.2 Proteomische Analysen

3.2.1 Analyse der Expression un