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Einleitung

. Einleitung

Etwa 3-5% aller Hauttumore sind maligne Melanome. Trotz der geringen Anzahl ist
dieser Tumor fur die meisten Todesfalle innerhalb der Hauttumore verantwortlich. Dies
hat sich trotz vieler Neuerungen sowohl in der Friherkennung, wobei hier besonders
die 2008 eingefuhrten Screening-Untersuchungen als Leistung der gesetzlichen
Krankenkassen anzufiihren sind, als auch in der Therapie, besonders im Bereich der
targeted therapy bei BRAF-mutierten Melanomzellen sowie im Bereich der
Immuntherapie mit CTLA-4- und PD-1-Antikorpern, bislang noch nicht grundlegend
veréndert. Einer der Hauptgriinde dafir ist sicherlich, dass das maligne Melanom zu
einer, im Vergleich zu anderen Hautkrebsarten wie beispielsweise dem
Basalzellkarzinom, frihen Metastasierung neigt. Auch wenn mit diesen genannten
neuen Therapiemethoden bereits wesentliche Fortschritte in der Therapierbarkeit und
vor allem auch der Uberlebensrate vieler betroffener Patienten erreicht werden
konnten, so besteht doch weiterhin die Problematik, dass nur bestimmte
Patientenkollektive auf die Therapie ansprechen oder es aufgrund von Resistenzen
nach voribergehender Verbesserung wieder zu einer drastischen Verschlechterung
des Zustandes dieser Patienten kommt. Dies ist vor allem mit der Art der Mutation der
Melanomzelllinie assoziiert, wobei hier Mutationen in Genen bestimmter Signalwege

eine besonders grol3e Rolle spielen.

Als ein wichtiger Signalweg im malignen Melanom ist hier besonders der
RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg zu nennen. Uber die Hélfte aller Melanome tragt eine
Mutation im BRAF V600E (ca. 50%) oder NRAS-Gen (ca.15%), weshalb dieser
Signalweg im Fokus vieler Forschungen lag. Deshalb existieren speziell fir die BRAF-
mutierten Melanome bereits Medikamente wie beispielsweise Vemurafenib, die BRAF
spezifisch inhibieren. Problematisch ist allerdings auch hier, dass nur Patienten mit
einer BRAF-mutierten Melanomzelllinie auf die Therapie ansprechen, sowie, dass sich
haufig Resistenzen entwickeln, weshalb diese Medikamente nicht als Monotherapie
empfohlen werden. Dies wiederum zeigt, dass weiterhin ein grof3er Bedarf besteht, die
Signalwege innerhalb des malignen Melanoms sowie deren Verkntpfungen genauer

zu erforschen.

Ein bereits bekannter und erforschter Signalweg in anderen Malignomen ist der
Hedgehog-Signalweg. Benannt nach der Form, welche die Fliegenlarven der
1



Einleitung

Fruchtfliegenart Drosophila melanogaster bei Mutation des Hedgehog-Genes
aufweisen, wurde dieser erstmals von Frau Professor Christiane Nusslein-Volhard und
Herrn Professor Eric F. Wieschaus beschrieben. Er spielt sowohl in der
Embryonalentwicklung, also auch in der Karzinomentstehung eine wichtige Rolle.
Besonders gut untersucht ist er unter anderem im Zusammenhang mit dem
Basalzellkarzinom. Es konnten auch Zusammenhange zu der Entstehung vieler
weiterer Malignome wie Gehirn- und Lungentumoren hergestellt werden. FiUr das
fortgeschrittene oder metastasierte Basalzellkarzinom wurde mit Vismodegib 2013

erstmals ein spezifischer Inhibitor dieses Signalweges zugelassen.

Ein Zusammenhang dieses Hedgehog-Signalweges mit dem Wachstum des malignen
Melanoms wurde bereits in einigen Studien untersucht, wobei mehrfach ein mdglicher
Zusammenhang diskutiert wurde. Besonders hervorzuheben ist hier, dass eine
maogliche Korrelation zwischen dem vermehrten Auftreten von Komponenten des
Hedgehog-Signalweges und einer schlechteren Prognose hergestellt wurde, wodurch
dieser sowohl im Hinblick auf die Einschatzung der Prognose als auch auf die Therapie

eine wichtige Rolle spielen kdnnte.

Ziel dieser Arbeit ist es, herauszufinden, ob sich das Ansprechen der
Melanomzelllinien auf den Inhibitor des Hedgehog-Signalweges, Vismodegib,
zwischen BRAF-, NRAS- und BRAF-/NRAS-Wildtyp-Melanomzelllinien unterscheidet
und somit, ob eine direkte Korrelation zwischen diesen beiden Signalwegen

vorherrscht.
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2. Literaturdiskussion

2.1 Das maligne Melanom

Das maligne Melanom, umgangssprachlich auch der schwarze Hautkrebs genannt,
gehort zu den aggressivsten malignen Hauterkrankungen mit hoher regionaler und
Fernmetastasierungsrate [1]. Dies macht das maligne Melanom im Gegensatz zu
vielen anderen Hautkrebsarten so gefahrlich und fihrt dazu, dass es trotz seiner im
Vergleich zu anderen Hautkrebsarten niedrigen Inzidenz die mit Abstand hoéchste
Mortalitat besitzt [2-4].

Trotz verbesserter Vorsorge und Therapiemethoden steigt die Inzidenz weiter an [5].
Im Jahr 2014 war das maligne Melanom der Haut sowohl bei den Mannern als auch
bei den Frauen auf Platz 5 der haufigsten Tumorentitaten aller Krebsneuerkrankungen
des Jahres in Deutschland (ausgenommen: Nicht-melanotischer Hautkrebs) [4].
Ausgenommen der epithelialen Hauttumore zeigt kein anderer solider Tumor einen
Anstieg der Inzidenz in dem Mal3e, wie es in den letzten Jahrzehnten bei dem malignen

Melanom der Fall war [6].

Dabei lag die geschatzte Zahl der Neuerkrankungen 2014 in Deutschland mit 10.910
bei den Mannern und 10.310 bei den Frauen im Geschlechtervergleich bei den
Mannern minimal héher [4]. ZurlickzufUhren ist dies auf verschiedene Aspekte, unter
anderem auf die verminderte Anwendung von Sonnenschutz wie Sonnencreme im
Vergleich zu Frauen, auf eine seltenere Uberpriifung der Haut, aber auch auf
biologische Unterschiede der Melanome [7, 8].

Dieses Verhéltnis ist in etwa auch bei den Melanom-assoziierten Todesféallen im Jahr
2014 in Deutschland erkennbar: Hier lag die Anzahl der Sterbefalle bei den Mannern
bei 1.804 und bei den Frauen bei 1.270 [4].

Vor allem in den ersten Jahren nach der Einfuhrung des Hautkrebs-Screenings als
Leistung der gesetzlichen Krankenkassen 2008 liel3 sich ein sprunghafter Anstieg der
Erkrankungsraten verzeichnen, der héchstwahrscheinlich zu gro3en Teilen auf die
frihere Diagnosestellung durch die Vorsorgeuntersuchungen zuriickzufthren ist [9,
10]. Daflr spricht auch, dass im Vergleich vor allem die Inzidenz kleiner Melanome

(Tis, T1) zugenommen hat [9, 10]. Als weitere Grinde fir den Anstieg der

3
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Erkrankungsraten werden die demographische Alterung der Gesellschaft und die
Veréanderung der Freizeitgewohnheiten wie das vermehrte Braunen in der Sonne und
der Besuch von Solarien angenommen, wobei besonders haufiger Sonnenbrand als
grol3er Risikofaktor gilt [7, 9, 11, 12].

Durch eine hohe Dosis an ultravioletter Strahlung bedingt, welche vor allem fur
hellhautige Menschen gefahrlich ist, kommt es zu einer malignen Transformation von

Melanozyten und somit im Weiteren zur Entstehung eines malignen Melanoms [12].

In Versuchen mit Mausen konnte gezeigt werden, dass sowohl UVB als auch UVA mit
der Entstehung von Melanomen assoziiert sind, aber auch andere Risikofaktoren wie
familiare genetische Pradisposition eine Rolle spielen [11]. Durch diese Entwicklung
der vermehrten Sonnenexposition hat sich auch die Lokalisation des malignen
Melanoms verandert: Immer haufiger werden Melanome auch an Stellen gefunden, an

denen sie fruher im Normalfall nicht auftraten.

Nichtsdestotrotz kbnnen auch positive Entwicklungen in Bezug auf die Therapie und
vor allem auch die Prognose der Patienten verzeichnet werden: Aufgrund der haufig
frihen Detektion des Melanoms konnen viele L&sionen bereits in einem Fruhstadium
therapiert werden, was mit einer sehr guten Prognose einhergeht [13]. Aber auch fur
das inoperable metastasierte Melanom konnten neue Entwicklungen die
Uberlebensrate signifikant steigern: Lag friher die mediane Uberlebensdauer
zwischen acht und zwolf Monaten, so liegt sie mittlerweile dank neuer Entwicklungen
wie Checkpoint-Inhibitoren bei Uber 24 Monaten [14]. Erfreulicherweise ist auch die
Sterblichkeit im Gegensatz zur Inzidenz in den letzten Jahrzehnten kaum angestiegen,
allerdings auch nicht zuriickgegangen [2, 9]. Dementsprechend konnen eine
langfristige Kontrolle und Beschwerdefreiheit fur viele Patienten vor allem mit

Metastasen trotz dieser positiven Tendenzen haufig nicht erreicht werden.
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2.2 Therapie des malignen Melanoms

Im Januar 2017 erschien die 8. Fassung der AJCC-Klassifikation, welche laut der S3-
Leitlinie ,Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Melanoms* auch ,Standard fur die
histopathologische Befundung des malignen Melanoms* [6] sein soll. Die Uberarbeitete
Form beinhaltet nun eine wesentlich feinere Einteilung auch innerhalb der einzelnen
Klassifikationsnummern, welche eine wichtige Rolle fur die Therapieentscheidung

spielen.

Besteht der begrindete Verdacht auf ein malignes Melanom, wird primar eine
komplette Exzision mit kleinem Sicherheitsabstand empfohlen, um einerseits die
histologische Begutachtung des Gesamttumors zu ermoéglichen, andererseits aber das
spatere Auffinden des Wachterlymphknotens nicht zu erschweren [6, 15, 16]. Dies
dient vor allem der Diagnose des malignen Melanoms, sowie der T-Klassifikation des
Tumors und gibt einen Anhaltspunkt, inwiefern eine weitere Behandlung, z.B. eine
Lymphknotenentfernung, notwendig ist [17, 18]. Im Regelfall wird zur kurativen
Intervention ein Sicherheitsabstand von 1-2cm je nach GroRe und Ausbreitung des
Primartumors (Stadium pT1,pT2 sowie Tumordicke nach Breslow <1-2mm: 1lcm,
Stadium pT3,pT4 und Tumordicke nach Breslow 2,01->4,00mm: 2cm) mit einer
Exzision bis in das subkutane Fettgewebe empfohlen [6, 19, 20]. Sowohl Patienten mit
einem kleinen Befund (T1), als auch besonders in friihen Stadien mit einem schnellen

Behandlungsbeginn scheinen eine bessere Prognose zu haben [21].

Unabhangig von Gr6Re und anderen Faktoren ist ein histologisches Staging sowie
eine Ganzkoérperuntersuchung obligat. Zudem ist ab Stadium Ib eine Lymphknoten-
Sonographie sowie gegebenenfalls zusatzlich eine Bestimmung des Tumormarkers
S100B empfehlenswert [6, 22, 23]. Eine Wachterlymphknotenbiopsie sollte ab einer
Tumordicke von 1,0mm oder bei diinneren malignen Melanomen mit Risikofaktoren
wie Ulzerationen, erh6hte Mitoserate oder einem jungen Alter durchgefihrt werden [6,
24]. Sie ist ein wichtiger prognostischer Faktor, da ein positiver Wachterlymphknoten
mit einer signifikant schlechteren Prognose korreliert [25-27]. In diesem Fall kann eine
therapeutische Lymphknotenadenektomie besonders bei groRem Metastasen-

durchmesser sinnvoll sein [25, 28].
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Ab Stadium [IC und hoéher werden zudem weiterfihrende Untersuchungen wie
Schnittbildgebungen empfohlen. Primar ist immer eine R0O-Resektion anzustreben,
wenn diese allerdings nicht erreichbar ist und auch mit einer Nachresektion nicht

erreichbar wére, ist der Einsatz von anderen lokalen TherapiemalRnahmen angeraten

[6]

Bei nicht RO-resezierbaren Melanomen, besonders Lentigo-maligna-Melanomen mit
ungunstiger Lage, oder bei inoperablen R1 und R2-Melanomen besteht die Mdglichkeit
einer Radiotherapie [29, 30]. Als adjuvante MaRnahme wird diese bei drei befallenen
Lymphknoten, Kapseldurchbruch, einer Lymphknotenmetastase >3cm oder einem

lymphogenen Rezidiv angeraten [6, 31].

Eine weitere mogliche adjuvante Therapie ab Stadium IIA ist die Interferon-alpha-
Therapie [32, 33]. Eine Interferon-alpha-Therapie kann grof3tenteils Uber indirekt
immunmodulierende Effekte zu einem verlangerten rezidivfreien Uberleben fiihren,
sowie einen geringen, aber signifikanten Einfluss auf das Gesamtiuberleben haben [6,
34].

Ab Stadium Il sollte je nach genetischem Profil des Tumors eine anti-PD1-Antikorper-
Therapie oder bei einer V600E- oder V600K-Mutation eine Therapie mit einem BRAF-
und einem MEK-Inhibitor angeboten werden [6, 35, 36]. Bei PD-1 handelt es sich um
einen Immun-Checkpoint, welcher besonders auf aktivierten T-Zellen exprimiert wird
und bei Bindung des Liganden PD-L, der sich unter anderem auf Tumorzellen befinden
kann, die T-Zell-Aktivierung unterdrtickt [37]. Durch die Expression des PD-Liganden
haben Tumore die Mdglichkeit, die Immunantwort herunterzuregulieren und somit eine
Immunsuppression in der Umgebung des Tumors hervorzurufen [38]. Eine Therapie
mit einem monoklonalen PD-1-Antikdrper wie Nivolumab und Pembrolizumab
verhindert diese Interaktion, wodurch bei adjuvanter Gabe ein langeres
progressionsfreies Uberleben und bei alleiniger Gabe ein verlangertes medianes
Gesamtuberleben sowie Stand 2019 bereits ein verbessertes 3-Jahres-
Gesamtuberleben im Vergleich zu Dacarbazin festgestellt werden konnte [35, 39]. Da
der RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg Gegenstand dieser Arbeit ist, wird im

nachfolgenden Abschnitt naher darauf eingegangen.
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2.2.1 Der RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg

Bei dem RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg handelt es sich um einen MAP-Kinase-Weg,
bei dem ein extrazellulares Signal durch eine Kaskade von Signalen intrazellular bis in
den Zellkern weitergeleitet wird [40]. Dieser wird auch ERK (extracellular signal-
regulated kinase)-Kaskade genannt. Die Aktivierung hat Einfluss auf die
Zellproliferation und das Zelluberleben sowie das Zellwachstum und die
Differenzierung [41, 42]. In den Fokus der Forschungen ist dieser Signalweg vor allem
geraten, da er stark mit der Entstehung von Tumoren wie dem malignen Melanom
assoziiert ist [43]. Circa 50-70% aller malignen Melanome bei Kaukasiern weisen eine
Mutation im BRAF auf, sowie circa 15(-30%) im NRAS [43, 44]. Damit sind Uber zwei
Drittel der Melanome in ihrer Entstehung mit diesem Signhalweg assoziiert, weshalb
dieser bei der Therapie einen erfolgsversprechenden Angriffspunkt darstellt.

Ein MAP-Kinase-Signalweg ist allgemein aus drei Bausteinen aufgebaut: Eine MAP-
Kinase-Kinase-Kinase (MAP3K), eine MAP-Kinase-Kinase (MAP2K) und eine MAP-
Kinase (MAPK) [40]. MAP-Kinase steht dabei fur mitogen-activated-protein Kinase
[40]. In diesem Fall handelt es sich bei der MAP3K um RAF, bei der MAP2K um MEK
und bei der MAPK um ERK [45]. Der Signalweg kann durch verschiedene Substanzen
aktiviert werden, wie beispielsweise durch Wachstumsfaktoren oder Hormone.
Typischerweise stellt eine Rezeptortyrosinkinase wie beispielsweise EGFR die
Verbindung zwischen dem Extra- und dem Intrazellularraum dar [40]. Die
phosphorylierten Tyrosinreste einer aktivierten Rezeptortyrosinkinase dienen nun
intrazellular als Andockstelle fur Grb2 (groth-factor-receptor-bound-protein), welches
mit seiner SH2-Domane mit diesen phosphorylierten Tyrosinresten interagiert [46]. Die
SH3-Domaéane des Grb2 hingegen kann mit dem SOS (son of sevenless)-Protein in
Interaktion treten [46]. Bei SOS handelt es sich um einen GTP-Austauschfaktor
(Guanine nucleotide exchange factor (GEF)), welcher bei dem G-Protein RAS einen
Austausch von GDP zu GTP induziert [45]. Dadurch wird das inaktive RAS in seine
aktive, GTP-gebundene Form Uberfiihrt [46]. Bei RAS handelt es sich um eine kleine
GTPase, welche als molekularer Schalter agiert [47]. Es existieren drei Isoformen von
RAS: HRAS, NRAS und KRAS [48]. Wahrend NRAS-Mutationen in malignen
Melanomen keine Seltenheit sind, werden Mutationen in HRAS und KRAS kaum

beschrieben [43]. KRAS-Mutationen treten allgemein in Tumoren allerdings sogar
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haufiger als NRAS-Mutationen auf und sind unter anderem in den fur viele Todesfalle

verantwortlichen Tumoren der Lunge, des Darms und des Pankreas zu finden [41, 49].

RAS ist Plasmamembran-gebundenes Protein, welches allerdings auch auf
intrazellularen Membranen wie dem Golgi-Apparat oder dem endoplasmatischen
Retikulum vorkommt [48]. Die Plasmamembranbindung geschieht durch

Isoprenylierung [50].

Das aktivierte RAS ist in der Lage mit RAF Uber die RAS-binding-Domain (RBD) von
RAF zu interagieren. Dabei ist hochstwahrscheinlich nicht die Interaktion selbst,
sondern die dadurch bedingte Lageveranderung von RAF an die Plasmamembran der
entscheidende Faktor [42]. Bei RAF handelt es sich um die erste Kinase im MAP-
Kinase-Weg. Es existieren 3 Formen: ARAF, BRAF und CRAF (auch RAF-1) [48].
Besonders die BRAF-Form ist dabei vergleichsweise haufig mutiert, wobei in bis zu
90% der Falle eine Mutation in V600OE im Aktivierungssegment der Kinase betroffen

ist, wo es zu einer Substitution von Valin zu Glutaminsaure kommt [41, 51].

Ohne Aktivierung durch RAS liegt das inaktive RAF in einem autoinhibierten Zustand
vor, bei dem die N-terminale Region die katalytische Doméane unterdrickt [52]. Durch
die Bindung von RAS wird neben der Lokationsverdnderung eine Dimerisierung
induziert, wobei sowohl Homo- als auch Heterodimere entstehen kénnen [52]. Dieser
Schritt ist essenziell fir einen physiologischen Ablauf des Signalweges [53].
Beachtenswert ist hier, dass Heterodimere eine hohere Kinaseaktivitat zeigen als
Homodimere [54]. Fur die katalytische Aktivierung von RAF muss dieses an 3 Stellen

phosphoryliert werden [52].

Der MAP-Kinase-Weg ist eingebettet in ein Gerust aus Proteinen (Scaffold Proteins),
die RAF mit den weiteren Komponenten des Signalweges verbinden [52]. Zu diesen
Gerustproteinen gehdren CNK, SUR-8, B-arrestin, paxillin, MORG1, AKAP13 und
IQGAP1 [52].

Ein wichtiges Protein ist auch der Kinase suppressor of RAS (KSR), Uber dessen Rolle
in der Literatur unterschiedliche Auffassungen herrschen und die noch nicht
abschlieBend geklart ist. Einige Autoren sind der Meinung, dass es sich um ein
Scaffold Protein handelt, welches den Ablauf des Signalweges vereinfacht, aber

hdchstwahrscheinlich fur diesen nicht zwingend notwendig ist [55]. Andere Autoren
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vertreten die Auffassung, dass KSR nicht alleine eine passive Geristfunktion ausibt,
sondern aktiv die katalytische Aktivitat von RAF steigert [50]. Vielfach belegt ist jedoch,
dass es eine wichtige Rolle innerhalb des Signalweges spielt [45, 56, 57]. Es existieren
zwei Formen in menschlichen Zellen (KSR1 & KSR2), welche beide eine starke
sequentielle Homologie zu RAF aufweisen [42].

Das aktivierte und dimerisierte RAF ist in der Lage, beide Formen von MEK (MEK1
und MEK2) zu phosphorylieren und damit zu aktivieren [58]. Hierzu bildet es
gemeinsam mit MEK und KSR einen Komplex, wobei es Hinweise gibt, dass sowohl
RAF als auch MEK stimulierend auf diesen Schritt einwirken konnen [56, 57]. Das
aktivierte MEK ist seinerseits in der Lage wiederum tber Phosphorylierung ERK1 und
ERK2 zu aktivieren [41]. ERK selbst ist in der Lage mit verschiedensten Proteinen wie
beispielsweise zytoplasmatischen, nukledren, Membran- oder auch Signalproteinen
zu interagieren, wodurch ein breit gefachertes Wirkungsspektrum von ERK entsteht
und ERK multiple unterschiedliche zellulare Antworten hervorrufen kann [59]. Unal et
al. listen im Jahre 2017 659 direkte ERK-Targets, insgesamt sogar tiber 2500 [59]. Als
wichtige Targets werden beispielsweise der Zellzyklus, die Apoptose, TGF-beta
signalling, PI3K-Akt signalling, Ras signalling, FoxO signalling, Focal adh., ErbB
signalling, MAPK signalling, mTOR signalling und Insulin signalling genannt [59].
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Rezeptortyrosinkinase

Grb2 RAS
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Abb. 1: Schematisch vereinfachte Darstellung des RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweges, modifiziert nach
Montagut und Settleman [40]

Aufgrund dieser vielfaltigen Auswirkungen auf unterschiedlichste Proteine ist es nicht
verwunderlich, dass der ERK-Signalweg eine wichtige Rolle innerhalb der Zelle spielt
und deshalb einer der am besten untersuchten Signalwege ist. Die Kinasen der RAF-
Familie waren unter den Ersten, die vor Gber 30 Jahren als Onkoproteine beschrieben
worden sind [52]. Nachdem deutlich wurde, dass dieser Signalweg in vielen
Tumorarten Uberaktiviert ist, wurde er als Ziel von targeted therapies und die

entsprechende Entwicklung von Checkpoint-Inhibitoren interessant [41].

Dabei war RAS das erste Protein, welches in den Fokus der Forschungen geriet, da
Mutationen in diesem Gen mit 33% aller menschlichen Krebsformen assoziiert sind,
wobei KRAS mit ca. 21,6% Mutationen in allen menschlichen Krebsformen die am
haufigsten mutierte Isoform von RAS ist, gefolgt von NRAS (8%) und HRAS (3,3%)
[49]. Durch die Mutation bleibt GTP lange gebunden und RAS somit fast dauerhaft
aktiviert [41, 60].

Aufgrund von Studien, die auf eine hohe Affinitat von RAS zu GTP und fehlende

allosterische Regulierungsstellen, an die die kleinen Inhibitormolekule binden kdnnten,

10



Literaturdiskussion

hinwiesen, waren Forschungen, die RAS direkt anzielten, zunachst nicht von Erfolg
gekront [60]. Versuche, die Farnesylierung von RAS mit Farnesyltransferase-
Inhibitoren (FTIs) zu unterbinden, waren aufgrund der Modifikation einer
Geranylgeranyltransferase bei RAS (abgesehen von HRAS) wenig erfolgreich [61, 62].
Es bestehen allerdings Hinweise darauf, dass eine Modifikation der FTIs bessere
Erfolge bei KRAS bringen konnte [62]. Spatere Studien fokussierten das Prenyl-
bindende Protein PDE-delta (Phosphodiesterase 6, Untereinheit Delta), welches die
Bindung von RAS an die Zellmembran unterstiutzt [63]. In diesem Zuge entdeckte
Molekule sind in der Lage mit diesem Protein zu interferieren, wodurch in Labortests

die Aktivierung verhindert und die Lokalisation von KRAS verandert wird [64].

Eine weitere Moglichkeit ist das Anzielen des SOS-RAS-Komplexes. Da SOS fir den
Austausch von GDP zu GTP bei RAS und damit fir dessen Aktivierung verantwortlich
ist, soll die Interaktion dieser beiden Molekile verhindert werden [65]. Aufgrund der
geringen GroflRe der Bindungsstelle ist allerdings die Affinitat zum Erreichen von
klinisch relevanten Ergebnissen noch zu verbessern [41]. Vielversprechend erscheint
das selektive Anzielen von der Cystein-Mutation im Codon 12, wodurch ganz
spezifisch RAS(G12C) angesteuert werden kann [66]. Zur Klinisch bestatigten

effektiven Inhibition von RAS besteht allerdings weiterhin Forschungsbedarf.

Im Gegensatz dazu existieren fir RAF bereits klinisch erprobte und zugelassene
Inhibitoren. Das wichtigste Target ist dabei BRAF, da es sich bei diesem um die am
haufigsten mutierte Isoform im malignen Melanom handelt [43]. Fast immer findet sich
dabei eine Mutation in V600OE (74-90%), seltener in V600K (16-29%) [43, 51]. BRAF
besitzt eine hohe basale Aktivitat, wodurch bereits eine Mutation ausreichend ist, um
dieses in ein starkes Onkogen zu konvertieren [67]. Deshalb begann man nach dieser
Erkenntnis mit der Entwicklung von spezifischen BRAF(V600E)-Inhibitoren. Der erste
RAF-Inhibitor, dessen Phase-3-Ergebnisse bei metastasiertem Melanom positiv
ausfielen und welcher darauffolgend zugelassen wurde, war Vemurafenib, kurz darauf
gefolgt von Dabrafenib [41]. Anders als zunachst aufgrund von in vitro-Ergebnissen
angenommen wirken beide in vivo hauptsachlich nur auf BRAF(V600E)-Mutationen,
nicht aber gleichermalR3en auch auf BRAF-Wildtyp oder CRAF [68].

Auch wenn die Inhibitoren in vivo gute Ergebnisse zeigen, bestehen zwei grof3e
Probleme: Zum einen musste man feststellen, dass es bei der Gabe von diesen bei
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einigen Patienten zu einer paradoxen Aktivierung des MAPK-Signalweges kam, sowie
zum anderen, dass sich Resistenzen entwickelten, wodurch die Inhibitoren unwirksam

wurden.

Wahrend zwar das progressionsfreie Uberleben der Patienten im Vergleich zu einer
Therapie mit Dacarbazin verlangert war, kam es doch trotz der primaren Regression
im weiteren Verlauf zu einem Fortschreiten des Tumorwachstums [69, 70]. Dies
scheint auf unterschiedliche Ursachen zuriickzufihren zu sein: Die MAPK-
Reaktivierung beispielsweise durch weitere Mutationen oder alternatives Splicen, die
Hochregulierung anderer Signalwege wie des PI3K/PTEN/AKT-Signalweges und die

Tumorheterogenitat werden dabei als wichtige Faktoren beschrieben [70, 71].

Die paradoxe Aktivierung des RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweges durch einen BRAF-
Inhibitor manifestiert sich in BRAF-Wildtyp-Zellen [72]. Bei einigen Patienten wurde
das Wachstum von kutanen Plattenepithelkarzinomen und Keratoakanthomen unter
der Gabe von BRAF-Inhibitoren beobachtet, in weiteren Studien auch Wachstum von
anderen Krebsarten wie der RAS-mutierten Leukamie [71, 73]. Aufgrund der hohen
Inzidenz von RAS-Mutationen in diesen Tumorformen wurde deshalb vermutet, dass
durch die Inhibitorgabe das Wachstum von Tumoren, welche eine RAS-Mutation
aufweisen, beschleunigt wird [43, 71]. Neuste Entwicklungen von ,paradox-breaking
inhibitors® sollen nicht zu dieser Aktivierung fihren und auch eine mégliche Alternative

bei BRAF-Inhibitor-resistenten Tumoren darstellen [71, 74].

Eine bereits bestehende Therapieoption ist die Kombination eines BRAF-Inhibitors mit
einem MEK-Inhibitor. MEK selbst zeigt selten Mutationen, stellt aber als RAS und RAF
nachgelagertes Enzym einen mdglichen Angriffspunkt dar [41, 75]. Auch hier
existieren bereits mehrere zugelassene Medikamente wie Trametinib und Cobimetinib,
die in Kombination mit einem RAF-Inhibitor eine signifikante Verbesserung des
Uberlebens der Patienten zeigen konnten [76, 77]. Trotz dieser Fortschritte bleibt auch
bei dieser Therapie die Problematik der Resistenzbildung, sowie der teilweise starken

Nebenwirkungen bestehen [71].

Auch das letzte Enzym des Signalweges, ERK, ist bereits in den Fokus der Forschung
in Bezug auf die Entwicklung von Inhibitoren gelangt. Zurzeit existiert noch kein
zugelassener ERK-Inhibitor. Einige Studien zeigen allerdings bereits Ergebnisse, die

auf einen Benefit hinweisen [78, 79].
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2.3 Der Hedgehog-Signalweg

Der Genlocus Hedgehog (Hh) wurde erstmals 1980 von Frau Professor Christiane
Nusslein-Volhard und Herrn Professor Eric F. Wieschaus beschrieben [80].
Namensgebend ist dabei das Erscheinungsbild der Larve der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster, die bei Mutation des Hedgehog-Genes ein stacheldhnliches Aussehen
aufweist [81].

Der Hedgehog-Signalweg spielt eine essenzielle Rolle in der Embryonalentwicklung
und beeinflusst viele wichtige Ablaufe wie die Organogenese, die Polaritat des
Organismus und die Regulation von Stammzellen [82, 83]. In adulten Zellen ist dieser
Signalweg zumeist inaktiv, er ist allerdings ein wichtiger Faktor fur die Gewebe-
Homobostase und kann bei der Wundheilung aktiviert werden [84]. Bei
unphysiologischer dauerhafter Aktivierung fuhrt er hingegen zur Entstehung und zum
Wachstum einer Vielzahl von Tumoren. Meist sind diese entweder durch eine Mutation
von Ptch oder Smo bedingt, wie es haufig bei Basalzellkarzinomen oder
Medulloblastomen der Fall ist, oder durch eine ligandenabhangige Aktivierung, welche
beispielsweise zu Tumoren des Gastrointestinaltraktes oder der Lunge fihren kann
[85-88].

Zur Aktivierung des Signalweges sind drei Proteine entscheidend: der Hedgehog-
Ligand (Hh), Patched (Ptch) und Smoothened (Smo) [89]. Anders als bei Drosophila
melanogaster wurden in Wirbeltieren nicht nur ein, sondern drei Mitglieder der
Hedgehog-Familie entdeckt: Sonic Hedgehog (Shh), Desert Hedgehog (Dhh) und
Indian Hedgehog (Ihh), welche alle drei den Hedgehog-Signalweg aktivieren kénnen
und teilweise in den gleichen, aber teilweise auch in unterschiedlichen Geweben
vorkommen [90]. Wahrend Shh, die bisher am besten untersuchte Form, hauptsachlich
fur die Zelltypspezifikation im Nervensystem sowie die Extremitatenentwicklung
zustandig ist, spielt das ihm &ahnliche Ihh eine wichtige Rolle in der skelettalen
Entwicklung [82]. Dhh kommt hingegen hauptsachlich in den Gonaden vor [91]. Alle
drei Formen kdnnen sowohl autokrin als auch parakrin wirken [83]. Eine wichtige
Organelle fur den Signalweg stellt dabei das primare Zilium dar [92]. Nachfolgende
Ausfiihrung bezieht sich soweit bereits bekannt auf den Ablauf des Signalweges in
Saugetieren, welcher sich in manchen Aspekten von dem der Drosophila

unterschiedet.
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Bei Abwesenheit des Hedgehog-Liganden liegt der Signalweg in einem inaktiven
Zustand vor, wahrend dem es zu einer Akkumulation des zwdlfgliedrigen
Transmembranproteins Patched 1 (Ptchl) in und um das primére Zilium kommt [93].
Ptchl inhibiert in diesem Zustand Smoothened (Smo), ein siebengliedriges Protein,
welches zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehort [82, 94]. Ptch
existiert in zwei Formen, Ptchl und das teilweise strukturell homologe Ptch2, wobei
Ptchl der Hauptregulator von Smo zu sein scheint [95]. Die beiden inhibitorischen
Proteine suppressor of fused (SUFU) und die Proteinkinase A (PKA) fiihren in diesem
Zustand zu einer Einschrankung der Transkriptionsaktivitat der Zinkfingerproteine der
Gli-Familie, welche durch partielle Proteolyse zu Repressoren (Gli-R) werden und die
Transkription ihrer Zielgene im Nucleus unterdricken [96]. Ohne diese inhibitorische

Wirkung von Ptch ware Smo und somit der Signalweg dauerhaft aktiv.
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Abb. 2: Schematisch vereinfachte Darstellung des Hedgehog-Signalweges bei Abwesenheit des

O

Nucleus

Hedgehog-Liganden modifiziert nach Scales und Sauvage [97]

Bevor eine Aktivierung des Hedgehog-Signalweges Uber einen Hedgehog-Liganden
stattfinden kann, muss dieser zunachst aktiviert und freigesetzt werden [81]. In diesem
Zuge geschehen der Translation folgend einige Prozessierungsschritte, zu denen eine
Spaltung des Molekuls, die Modifikation mit Cholesterol und das Anhangen einer

14



Literaturdiskussion

Palmitinsaureeinheit durch die Hedgehog-Acyltransferase (Skinny Hedgehog
homology in humans) gehdren [98-100]. Dadurch entsteht ein vollstandig aktives
Hedgehog-Signalmolekil. Nach der Freisetzung kann es sowohl in der Néhe als auch

in der Entfernung wirken.

Es existieren zwei Wege zur Aktivierung des Signalweges: Erstens der kanonische,
Liganden-abhéngige oder Rezeptor-induzierte, und zweitens der nicht-kanonische,

Liganden-unabhangige Weg [101] .

Der kanonische Signalweg beginnt mit der Bindung des Hedgehog-Liganden an das
Transmembranprotein Patched und die daraus folgende Inaktivierung von Ptch [82].
Infolgedessen kommt es zu einer Abwanderung von Ptch aus dem primaren Zilium
und darauffolgend zu einer Einwanderung des nun nicht weiter inhibierten Smo [93].
Bei dieser Lokationsanderung scheint es sich um einen wichtigen Schritt zur
Aktivierung des Signalweges zu handeln [102]. Smo seinerseits leitet das Signal weiter
und wirkt als Antagonist auf SUFU und PKA [96]. Dies wiederum hat Einfluss auf die
Gli-Proteine, von denen drei verschiedene, namlich Glil, Gli2 und Gli3, bekannt sind
[103]. Glil ist, anders als zunachst erwartet, nicht essenziell fur den Ablauf des
Signalweges und wirkt hauptsachlich als Aktivator im Sinne eines positiven Feedback-
loops, welcher das erhaltene Hedgehog-Signal amplifiziert [96, 104]. Gli2 und Gli3
hingegen sind die primaren Mediatoren und kénnen in 3 verschiedenen Formen
vorkommen: Zunachst als Repressoren (GIiR), zu denen sie in Abwesenheit des
Hedgehog-Liganden proteolytisch verandert werden, zweitens als inaktive
Transkriptionsfaktoren in voller Lange, sowie drittens als Transkriptionsaktivatoren
(GliA) in voller Lange [105]. Studien fanden allerdings heraus, dass Gli2 priméar als
Transkriptionsaktivator wirkt, wohingegen GIli3 vorrangig eine Repressorfunktion
ausibt [105]. Smo verhindert die Proteolyse der Gli-Proteine durch die Proteinkinase
A, wodurch das nun vorhandene GIiA in den Nucleus wandern und die Transkription
der Zielgene aktivieren kann [106]. Der Hedgehog-Signalweg ist in der Lage, eine
Vielzahl von Genen zu aktivieren, zu denen sowohl Gene gehdren, welche universell
in der Mehrheit der Zellen aktiviert werden, als auch Gene, welche nur in spezifischen
Kontexten angesteuert werden [105]. Zu den wichtigen Zielen z&hlen unter anderem
Ptchl, Ptch2 und auch das Hedgehog-interacting-protein (Hhip), welche im Sinne
eines negativen Feedback loops den Signalweg inhibieren, sowie das aktivierend
wirkende Glil [107]. Der Hedgehog-Signalweg wirkt allerdings auch auf viele weitere
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Prozesse wie den Zellzyklus (iber CCND2, CCNE1), die Zellproliferation (tUber
MYCN), die Apoptose (Uber BCL2) und auch auf den Wnt-Signalweg [107].

Primares Zilium

Mucleus

Abb. 3: Schematische vereinfachte Darstellung des Hedgehog-Signalweges bei Anwesenheit des

Hedgehog-Liganden modifiziert nach Scales und Sauvage [97]

Neben der klassischen Route vom Liganden ausgehend tber Ptch und Smo zu Gili,
dem kanonischen Signalweg, haufen sich Evidenzen zu weiteren Aktivierungs- und
Funktionsmechanismen, welche von diesem klassischen Weg abweichen und als
nicht-kanonischer Signalweg zusammengefasst werden [108]. Die genauen
Definitionen variieren je nach Autor. Jenkins geht von drei méglichen Szenarien aus:
Erstens die Involvierung von Hedgehog-Signalweg-Komponenten, aber ohne
Einbeziehung von Gli-vermittelter Transkription, zweitens die direkte Interaktion einer
Komponente mit anderen Signalwegen, und drittens atypische Interaktion der
Komponenten untereinander, was beispielsweise beim Uberspringen der Fall wére
[108]. Gonnissen et al. fassen den nicht-kanonischen Weg als entweder Liganden- und
von der Gli-vermittelten Transkription unabhéngige Signalwegaktivierung, ausgelost
durch Ptch (Typ I) oder Smo (Typ Il), oder als Ptch/Smo-unabhangige Aktivierung
durch direkte Stimulation der Gli-Proteine zusammen [109]. Zu einer Vielzahl dieser

maoglichen nicht-kanonischen Aktivierungsmaoglichkeiten existieren bereits Studien,
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wobei diese besonders deshalb einen hohen Stellenwert besitzen, da sie einen
Einfluss auf in den Hedgehog-Signalweg eingreifende Medikamente haben kénnen.
Smo-unabhéngige Gli-Aktivierung beispielsweise kann dazu flihren, dass Smo-

Antagonisten in ihrer Wirksamkeit herabgesetzt werden [106].

Dies ist vor allem deshalb von Bedeutung, da Smo-Antagonisten eine Therapieoption
bei dem fortgeschrittenen Basalzellkarzinom darstellen, da bei diesem der Hedgehog-
Signalweg Uber das physiologische Mal3 hinaus aktiviert ist. Seit der Entdeckung des
Zusammenhangs des Hedgehog-Signalweges mit der Entstehung von
Basalzellkarzinomen sind mittlerweile eine Vielzahl von Tumoren bekannt, die mit
einem deregulierten Hedgehog-Signalweg assoziiert sind. Dazu gehdren unter
anderem Gehirntumore wie das Medulloblastom [110], Tumore des
Gastrointestinaltraktes wie Magen- und Lebertumore [87, 111] Prostatakarzinome
[112] sowie das kleinzellige Lungenkarzinom [88], wobei auch bei diesen teilweise
bereits Studien zur Wirksamkeit eines Hedgehog-Inhibitors stattgefunden haben [113,
114].

Erstmalig wurde 2012 durch die FDA und 2013 durch die EMA der Smo-Antagonist
Vismodegib als Medikament zur Behandlung des fortgeschrittenen oder
metastasierten Basalzellkarzinoms zugelassen. Bereits friher war ein Smo-
Antagonist, das naturlich vorkommende Alkaloid Cyclopamin, durch ein vermehrtes
Auftreten von Lammern mit einem zyklopischen Auge in den 1950er Jahren bekannt
geworden [115]. Erst spéater wurde allerdings die genaue Wirkweise sowie die zur
Verwendung als Medikament schlecht einzustufenden Eigenschaften wie die
schlechte Wasserl6slichkeit deutlich [116]. Deshalb wurden neue, ,small-molecule®
Inhibitoren wie Vismodegib und Sonidegib entwickelt, welche Smo und damit den
Hedgehog-Signalweg ahnlich wie Cyclopamin inhibieren, aber durch eine ganzlich
andere Struktur bessere pharmakologische Eigenschaften aufweisen [117, 118]. Da
Uber zwei Drittel aller sporadischen Basalzellkarzinome eine Ptch-Mutation sowie circa
10% eine Mutation von Smo aufweisen, ist es theoretisch moglich, mit Smo-
Antagonisten die Uberwiegende Mehrheit dieser Tumore anzuzielen [119, 120].

Problematisch ist allerdings die Resistenzentwicklung, welche den Zusatznutzen von
Vismodegib stark einschrankt: Zum einen besteht in manchen Féllen eine priméare
Resistenz. Jacobsen et al. geben in einer gepoolten Analyse einen gewichteten
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Mittelwert der Ansprechrate von 62,1% an [121]. Eine mdgliche Ursache fir die
primare Resistenz kann beispielsweise eine Smo-Mutation sein, durch die das
Erreichen der Bindungsstelle fur Vismodegib erschwert wird [122]. Zum anderen
entwickeln Basalzellkarzinome nach primarem Ansprechen teilweise eine sekundére
Resistenz. Auch hier stehen Mutationen in Smo oder Ptch unter Verdacht, diese
auszuldsen, sowie eine Ubermalige Aktivierung von Signhalwegkomponenten, die Smo

nachgeschaltet sind (beispielsweise Gli2) [123, 124].

Eine grolR3e Rolle in der Resistenzentwicklung wird auch der nicht-kanonischen
Signalwegaktivierung zugesprochen [125]. Die Beziehungen zu anderen Signalwegen
haben dabei einen hohen Stellenwert. Auch zum bereits beschriebenen
RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg bestehen Verbindungen: An den Gli-Proteinen wurde
beispielsweise eine Andockstelle fir ERK2 entdeckt [126].

Eine Verbindung der beiden Signalwege scheint auch in die entgegengesetzte
Richtung zu existieren: Faido-Flores et al. beispielsweise konnten zeigen, dass
Vemurafenib-resistente Melanomzellen durch eine Blockade der Gli-
Transkriptionsfaktoren wieder auf Vemurafenib ansprachen [127]. Zudem wurde in
einer Studie von Jalili et al. nachgewiesen, dass das Wachstum von Melanomen in
vitro und in vivo durch die Hemmung des Hedgehog-Signalweges mit einem
smoothened-Antagonisten reduziert werden kann [128]. Des Weiteren konnte
festgestellt werden, dass GLI1 in BRAF-mutierten Melanomzelllinien starker exprimiert
wurde als in BRAF-Wildtyp-Zelllinien und der Einsatz eines BRAF-Inhibitors die
Expression von GLI1 verringerte, was die Hypothese beziglich der gegenseitigen
Beeinflussung der beiden Signalwege untermauert. Trotz dieses beobachteten
Zusammenhangs mit der BRAF-Mutation wurde ein Ansprechen auf den smoothened-
Inhibitor sowohl bei BRAF-mutierten Zellen als auch bei BRAF-Wildtyp-Zellen ermittelt
[128]. Anders verhielt es sich in einer Studie von O’Reilly et al.: Auch hier wurde
nachgewiesen, dass eine Inhibition des Zellwachstums durch eine Hedgehog-
Blockade mdglich ist, allerdings vorwiegend bei BRAF-mutierten Zellen und besonders
bei moderater SMO und GLI2 Expression [129]. Besonders anzumerken ist hier, dass
bei Melanompatienten auch ein Zusammenhang zwischen erhféhten Spiegeln an
Hedgehog-Signalweg-Komponenten und einer schlechteren Uberlebensrate
aufgezeigt wurde [129]. Eine genauere Untersuchung zu dem Zusammenhang dieser
beiden Signalwege erscheint vor diesem Hintergrund sinnvoll.
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2.4 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Zusammenhang zwischen dem
RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg sowie dem Hedgehog-Signalweg zu untersuchen.
Hierzu sollte das Ansprechverhalten unterschiedlich mutierter Zelllinien auf einen

spezifischen Hedgehog-Signalweg-Inhibitor analysiert werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zellmaterial

Fur die Versuche wurden neun Zelllinien humaner maligner Melanome verwendet:

e BRAF-mutierte Zelllinien:

Name Nummer Erworben bei:
Ma-Mel-19 CVCL_A156 Hautklinik Mainz
Ma-Mel-59a CVCL_A194 Hautklinik Mainz
A375 ATCC CRL-1619 ATCC

Tab.1l: Verwendete Zelllinien (BRAF-mutiert)

¢ NRAS-mutierte Zelllinien:

Name Nummer Erworben bei:
MM415 100923 Sigma-Aldrich/
Lot-Nr: 13510610S Cell Bank Australia
MM127 10092314-1VL / Sigma-Aldrich /
Lot-Nr: 13440210G Cell Bank Australia
UKRV-Mel-15a CVCL_A713 Hautklinik Mainz
Ma-Mel-5 CVCL_A118 Hautklinik Mainz

Tab.2: Verwendete Zelllinien (NRAS-mutiert)

o Wildtyp-Zelllinien (BRAF-/NRAS-Wildtyp):

Name Nummer Erworben bei:
Hs.895.T ATCC CRL-7637 ATCC
Ma-Mel-15 CVCL_A151 Hautklinik Mainz

Tab. 3: verwendete Zelllinien (Wildtyp)
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3.1.2 Verwendete Medien, Chemikalien und Medikamente

Name Hersteller Verwendung fur

RPMI 1640 SIGMA Zellkultur, MTT
gibco

RPMI 1640 phenolrotfrei gibco Zellkultur, MTT

Medium DMEM ATCC Zellkultur, MTT

Accutase Solution SIGMA Zellkultur

Dulbecco's phosphate buffered SIGMA Zellkultur, Versuche

saline

GDC-0449 (Vismodegib) Sellekchem Zellkultur Tag 2

DMSO SIGMA Zur Losung von GDC-

0449

Thiazolyl Blue Tetrazolium SIGMA Fur MTT-Ansatz

Bromide

MTT eigener Ansatz MTT-Versuch

Isopropylalkohol GMP

Hedinger

MTT-Lysepuffer

Salzsaure 2N

PanReac Applichem
ITW Reagents

MTT-Lysepuffer

RNEasy Mini-Kit Qiagen RNA-Extraktion

RPE-Puffer Qiagen

RLT-Puffer Qiagen

RW1-Puffer Qiagen

RNAse free DNAse Set Qiagen

Alkohol Honeywell

Beta-Mercaptoethanol SIGMA

RNAse free Water Quiagen RNA-Extraktion,
cDNA, PCR

iScrypt cDNA Synthesis Kit BioRad cDNA

iISYBR BioRad PCR

Tab. 4: Verwendete Medien, Medikamente und Chemikalien
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3.1.3 verwendete Gerate

Name

Hersteller

Beschreibung

Heraeus Fresco21 centrifuge

Thermo Scientific

Zentrifuge klein

Megafuge 16 centrifuge

Thermo Scientific

Zentrifuge grof3

Cellometer Auto T4 Nexcelom Zellzahler
BioScience

Cellometer Cell counting Nexcelom Zahlplatten

chambers

HERA Safe Heraeus Werkbank

Cellstar 6-well Zellkulturplatte Greiner Bio-One Well-Platten

Genesys 20 Thermo Spectronic | Spektrometer

Light-duty Tissue wipers VWR Tlcher

Pipetman Classic Gilson Pipette manuell
Accu-Jet pro Brand Pipette elektrisch
PCR-Workstation pro peglab PCR-Werkbank
Hardshell PCR plates BioRad PCR-Platten

CFX Connect BioRad PCR-Maschine
Nanodrop Spectrophotometer peglab Nanodrop
Nanodrop One Thermo-Scientific Nanodrop

Leica DMIL LEICA Mikroskop
Einmal-Klivetten PMMA Brand Messzylinder MTT
R553 Heraeus Kulturschrank

Zellkulturflasche 550ml Cellstar

Greiner Bio-One

Kulturflaschen

Zellkulturflasche 250ml Cellstar

Greiner Bio-One

Kulturflaschen

BOSCH Kuhlschrank
Standard analog shaker VWR Gyrator

LIEBHERR Gefrierschrank
Cellstar Tubes 50ml Greiner Bio-One Tube
Eppendorf Safe-Lock Tube Eppendorf Tube
peqSTAR Thermocycler peglab cDNA-Gerét

Tab. 5: Verwendete Gerate
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3.1.4 verwendete Software

Name Version Hersteller

CFX-Manager 3.1.1517.0823 BioRad

SPSS Statistics 23.0.0.3 IBM

Office Excel 2016 16.0.11328.20492 Microsoft

Office Word 2016 16.0.11328.20492 Microsoft

Office Power Point 2016 16.0.11929.20436 Microsoft

Cellometer Auto Counter 3.3.3 Nexcelom Bioscience
LLC

NanoDrop One 1.4.2 Thermo-Scientific

Tab. 6: Verwendete Software

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultivierung

Die Zellkultivierung geschah abhangig von der Zelllinie mit verschiedenen Medien. Fir
die Zelllinien MM127 und MM415 wurde ein RPMI 1640-Medium zusammen mit 25mM
Hepes, 50ml fetalem Kalberserum (10%) und 5ml L-Glutamin (1%) angesetzt. Fur die
Zelllinie Ma-Mel-15 wurde ein RPMI-Medium ohne Phenolrot in Kombination mit 50ml
fetalem Kalberserum (10%) und 5ml L-Glutamin (1%) genutzt, ebenso fur Ma-Mel-5,
UKRV-Mel-15a, Ma-Mel-59a und Ma-Mel-19 mit zuséatzlicher Zugabe von Penicillin-
Streptomycin-Neomycin (1%). Die Zelllinien A375 und Hs.895.T wurden in DMEM mit
10% fetalem Ké&lberserum kultiviert.

Die Zellen wurden in Kulturflaschen mit der jeweils passenden Menge Medium
Uberfiihrt und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO: kultiviert. Bei einer Konfluenz von
ca. 80% wurden die Zellen auf neue Kulturflaschen gesplittet. Daftr wurden sie
zunéchst unter dem Mikroskop kontrolliert. Zum Splitten wurde das Medium verworfen
und die Kulturflaschen je nach Grél3e mit 7 oder 10ml PBS Waschpuffer gewaschen.
Nach der Zugabe von 4ml bzw. bei gro3eren Flaschen 6ml Accutase erfolgte eine
Inkubation von funf Minuten im Brutschrank. Es erfolgte daraufhin eine Kontrolle unter
dem Mikroskop, ob die Zellen geldst sind. Nach dieser Kontrolle wurden die Zellen auf

neue Kulturflaschen mit frischem Medium aufgeteilt.
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3.2.2 Versuchsablauf
Fur die Zellversuche wurden je drei Tage angesetzt:

e 1. Tag: Ansetzen der definierten Zellzahl
e 2. Tag: Zugabe des Medikamentes
e 3. Tag: Auswertung MTT, PCR

1. Tag

Am ersten Tag erfolgte das Ansetzen der Zellen. Hierzu wurde zunachst das Medium
verworfen und die Zellen wurden mit dem Phosphat-Waschpuffer gewaschen. Es
wurden 4ml Accutase hinzugegeben und die Zellen wurden fur funf Minuten im
Brutschrank inkubiert. Nach der Kontrolle, ob die Zellen ordnungsgemal gelost sind,
wurden sie zusammen mit 10ml frischem Medium aufgenommen und in
Zentrifugierrdhrchen tberfuhrt. Nach dem Zentrifugieren bei 1100 Umdrehungen fir
funf Minuten erfolgte das Verwerfen des Uberstandes und das Losen der Zellen in
10ml frischem Medium. Daraufthin wurde mit dem Cellometer die Zellzahl pro Milliliter
bestimmt. Daraus wurde die benétigte Menge des Zellansatzes fir 100.000 Zellen
berechnet. Diese wurde dann zusammen mit je 2ml des passenden Mediums auf jedes
Well von drei 6-Well-Platten verteilt, sodass final jedes Well 2ml Medium und 100.000
Zellen enthielt.

2. Tag

Nach 24 Stunden wurden allen Wells die Zusatze bzw. Medikamente hinzugegeben.
Dabei wurde zunachst bei allen drei 6-Well-Platten das Medium von der Seite her
abpipettiert und jedes Well vorsichtig mit 2ml Phosphat-Waschpuffer gewaschen. Es
erfolgte die Herstellung der Stammldsung von Vismodegib aus 5mg Vismodegib geldst
in 1,1868mI DMSO.

Auf die erste 6-Well-Platte wurde in drei Wells jeweils 2ml Medium gegeben
(Kontrollgruppe) und in drei Wells je 2ml Medium mit 40uM Vismodegib. Diese

Konzentration hatte sich in vorherigen Versuchen als optimal erwiesen.
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| |
| |
| |

Vismode Vismode Vismode
gib gib gib

Abb. 4: Anordnung der Ansatze der ersten 6-Well-Platte (fir PCR)

In der zweiten und dritten 6-Well-Platte wurde jeweils ein Well mit 12ul DMSO und 2ml
Medium befullt, wahrend die verbleibenden finf Wells der ersten Platte nur mit Medium

(Kontrolle) und die verbleibenden fiinf Wells der zweiten Platte mit Medium und je
40uM Vismodegib geflllt wurden.

Abb. 5: Anordnung der Ansatze der zweiten 6-Well-Platte (fir MTT-Test)
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+ + +
Vismode Vismode Vismode
gib gib gib
+ +
Vismode Vismode
gib gib

Abb. 6: Anordnung der Ansétze der dritten 6-Well-Platte (fir MTT-Test)

Alle Platten wurden nach dem Ansetzen wieder zurtick in den Brutschrank gestellt.

3. Tag

Am dritten Tag wurden die Auswertungen durchgefiihrt. Die Well-Platten wurden
zunéchst unter dem Mikroskop kontrolliert und danach abhangig von dem
durchgefuhrten Test behandelt.

3.2.3 MTT-Assay

Der MTT-Test dient zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat und der Viabilitat der
Zellen. Man kann somit mit diesem Test herausfinden, inwiefern bestimmte
Medikamente Einfluss auf die Viabilitat der Zellen nehmen. Hierzu wird 3-[4,5-
Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT) verwendet. Dieses ist ein
wasserloslicher, membrangéngiger, gelblicher Stoff, der durch mitochondriale
Dehydrogenasen lebender Zellen zu Formazan reduziert wird, welches sich als
wasserunldslich und stark blau darstellt. Formazan ist kristallin und kann die Zelle nicht
wieder verlassen. Durch die Lyse der Zellen mithilfe eines Lysepuffers aus Isopropanol
und Salzsaure werden diese Kristalle freigesetzt und der Farbstoff kann nun
fotometrisch bei 570nm gemessen werden. Dabei besteht eine Proportionalitat

zwischen der Menge an Formazan-Kristallen und der Anzahl der vitalen Zellen.
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Der MTT-Test wurde mit der zweiten und dritten 6-Well-Platte durchgefiihrt. Dazu
wurde zu jedem Well 200ul MTT hinzu pipettiert. Es folgte eine Inkubationszeit von

vier Stunden bei 37°C im Brutschrank.

Nach dieser Inkubationszeit erfolgte das Verwerfen des Uberstandes beider 6-Well-
Platten sowie das vorsichtige Waschen der Wells mit 1ml Phosphat-Waschpuffer. Je
Well wurden 2ml Lysepuffer aus Isopropanol und HCI hinzugegeben. Es folgte ein 30-

minttiges Lysieren bei Raumtemperatur.

Die Messung erfolgte mithilfe des Fotometers bei 570nm. Eine Messung geschah
zunachst mit einer mit 2ml Lysepuffer gefullten Kirette, um den Leerwert zu definieren.
Die weiteren Messungen aller Anséatze wurden dementsprechend auch mit je 2ml

Ansatz pro Kurette durchgefuhrt.

3.2.4 Polymerasekettenreaktion (real-time quantitative PCR)

Die Polymerasekettenreaktion dient zur Vervielfaltigung bestimmter DNA-Sequenzen,
die durch den gezielten Einsatz bestimmter Primer definiert werden. Dabei ist auch
bereits die Vervielfaltigung sehr kleiner Mengen DNA mdglich. Der Ablauf ist dabei wie
folgt: Zunachst wird die doppelstrangige DNA auf 94°C erhitzt, was zur Denaturierung
und somit zur Trennung der beiden Strdnge (ber das Losen der
Wasserstoffbriickenbindungen fuhrt. Als zweiter Schritt erfolgt das Annealing. Dabei
wird der Versuchsansatz schnell auf zumeist zwischen 55-65°C (abhangig von der
optimalen Schmelztemperatur der Primer) abgekuhlt, um zu verhindern, dass sich die
Strange wieder zusammenlagern, und um die komplementare Anlagerung der im
Uberschuss vorhandenen Primer zu ermdglichen. Die Anlagerung der Primer erfolgt
am 3‘-Ende. Von dort beginnend kommt es dann im nachsten Schritt zur Elongation.
Bei der optimalen Arbeitstemperatur der thermostabilen DNA-Polymerase (meist bei
ca. 72°C) synthetisiert diese von dem Primer ausgehend aus den auch im Ansatz
enthaltenen Nukleotiden (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) einen komplementaren Strang.
Dies fiuhrt somit zur Verdopplung der DNA-Menge. Wéahrend des Prozesses werden
meistens ca. 20-50 dieser Zyklen durchlaufen, wahrend derer sich die Anzahl der

Strange exponentiell erhoht.

Eine real-time Polymerase chain reaction ist eine neuere Form der PCR. Die

Besonderheit bei dieser Methode liegt darin, dass die DNA nicht nur vervielfaltigt,
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sondern auch gleichzeitig in Echtzeit quantifiziert wird. Somit wird die Notwendigkeit
von weiteren Nachweisen z.B. mittels Gel-Elektrophorese Uberflissig. Der Nachweis
erfolgt mit Hilfe der Zugabe von Farbstoffen wie SYBR-Green. Hierbei werden die
Fluoreszenzsignale wahrend der exponentiellen Phase gemessen und die DNA
quantifiziert. Dabei verhalten sich die Fluoreszenz und die Menge an amplifizierten
DNA-Fragmenten proportional zueinander. In dem Versuch soll nachgewiesen
werden, inwiefern und in welchem MalRe bestimmte Gene exprimiert werden, um

Ruckschlusse auf den Effekt der Vismodegibzugabe ziehen zu kénnen.

3.2.4.1 RNA-Extraktion
Fur die PCR wurde die erste Well-Platte genutzt. Hier wurde zunachst der Uberstand

abpipettiert. Dann wurden die Wells mit PBS gewaschen, mit RLT/B-Mercaptoethanol
lysiert und das entstandene Lysat auf eine Schredderséule pipettiert. Nach dem
Zentrifugieren fur zwei Minuten bei 13.000 Umdrehungen wurde die Saule verworfen
und 70 prozentiges Ethanol hinzugefugt und gemischt. Dem Aufpipettieren des
Lysates auf eine RNase Saule folgte das Zentrifugieren bei 10.000 Umdrehungen fir
15 Sekunden. Das Eluat wurde verworfen, 350ul RW 1 Puffer auf die Saule pipettiert
und bei 10.000 Umdrehungen 15 Sekunden zentrifugiert. Auf das erneute Verwerfen
des Eluats folgte das Hinzupipettieren von 78ul Dnase-Gemisch, welches frisch aus
10ul Dnase | stock solution und 70ul RDD Puffer angesetzt worden war. Nach einer
Ruhezeit von 15 Minuten bei Raumtemperatur wurden 350ul RW 1 Puffer auf die Saule
pipettiert und das Ganze bei 10.000 Umdrehungen fur 15 Sekunden zentrifugiert. Nach
dem Verwerfen des Eluats folgte das Aufpipettieren von 500ul RPE Puffer sowie das
Zentrifugieren fur 15 Sekunden bei 10.000 Umdrehungen. Das Eluat wurde verworfen
und es wurden erneut 500ul RPE Puffer hinzu pipettiert, woraufhin bei 13.000
Umdrehungen fur zwei Minuten zentrifugiert wurde. Die Séule wurde nun eine Minute
bei 10.000 Umdrehungen zentrifugiert. Daraufhin wurde die nun trockene Sé&ule in ein
Eppendorf tube uberfihrt und 30ul RNA free H20 hinzugegeben. Nach dem

Zentrifugieren von einer Minute bei 10.000 Umdrehungen wurde die Saule verworfen.
3.2.4.2 Messung der RNA

Die Messung der RNA erfolgte mithilfe des Nanodrops. Nach bestimmten des Blanks
mit RNase freiem Wasser wurde jede Probe zunachst gevortext und darauffolgend

1,5ul je Probe zur Messung aufpipettiert.
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3.2.4.3 Umschreiben von RNA in cDNA

Zunachst erfolgte die Berechnung der bendétigten Probenmenge. Als Einsatz wurden
150ng RNA gewahlt. Nacheinander wurden die berechnete Menge des RNAse freien
Wassers sowie der jeweiligen RNA-Probe in die Tubes pipettiert, sodass nach diesem
Schritt in jedem Rohrchen 15pl vorlagen. Daraufhin erfolgte das Ansetzen des
Mastermixes, pro Ansatz bestehend aus 4l iScript 5x sowie 1ul Reverse
Transkriptase der Firma BioRad. Diese 5ul wurden zu dem RNAse freien Wasser und
der RNA hinzupipettiert, sodass sich final 20ul in jedem Tube befanden. Es erfolgte
das Umschreiben mithilfe des Thermocyclers der Firma Peqglab nach

vorprogrammiertem Protokoll.
3.2.4.4 Polymerasekettenreaktion

Fur die PCR wird nach Festlegung des Belegungsplanes der PCR-Platte fur jeden
genutzten Primer ein Eppendorf Tube bereitgestellt. Genutzt wurden Primer fir BRAF,
NRAS, MEK, ERK1, ERK2, Actin und GAPDH. Abhangig von der pro Primerpaar
vorgesehenen Anzahl an zu beflllenden Wells wurde in diesem Tube die passende
Menge Mastermix vorgelegt. Fur die Herstellung des Mastermixes fir ein Primerpaar
wurden nacheinander 5ul RNA-freies Wasser, 1ul Primer sense, 1ul Primer antisense
und 11ul iISYBR in das Tube pipettiert. Auf Eis gelagert wurden dann die Wells der
PCR-Platte jeweils mit 18ul des passenden Mastermixes und 2ul der zu
untersuchenden cDNA gefullt. Nach vollstandiger Befillung wurde die Platte mit einer
Klebefolie verschlossen und die PCR gestartet.

Gen Primer sense Primer antisense

BRAF tgc gtt tcc tgt cca ctg aa cga ctg cca act tct cac ct
NRAS aac tgg cca aga gtt acg gg gca gag gtg tgt ttg tgc tg

MEK gag agc ctc aca gca tct cg gcc ggc aaa atc cac ttc tt
ERK1 act cca aag ccc ttg acc tg ctt cag ccg ctc ctt agg ta

ERK2 tct gta ggc tgc att ctg gc gat gtc tga gca cgt cca gt

Tab. 7: Verwendete Primer
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4. Ergebnisse

4.1. MTT-Test

4.1.1 Messwerte insgesamt

Die Messwerte wurden mittels der oben genannten Methodik erhoben. Der Vergleich

der Versuchsreihen zeigte homogene und reproduzierbare Ergebnisse.

4.1.2 Vergleich der medikamentosen Therapie mit der Kontrollgruppe bei
NRAS-mutierten Zellen

2,5
2,0+

1,5+

b

0,0 i

T I I I | ] I |
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Abb.7: Boxplots fur die vier NRAS-mutierten Zelllinien Ma-Mel-5, UKRV-Mel-15a, MM415 und MM127,
jeweils Vismodegibgruppe (rot) im Vergleich zur Kontrollgruppe (K, griin), signifikante Unterschiede
zwischen der Kontroll- und der Vismodegibgruppe der jeweiligen Zelllinie sind mit einem orangenen

Balken dargestellt

Es wurden fir alle vier NRAS-mutierten Zelllinien (Ma-Mel-5, UKRV-Mel-15a, MM415
und MM127) signifikante Unterschiede innerhalb der Zellreihen zwischen der
unbehandelten Kontrollgruppe und der mit Vismodegib behandelten Gruppe

festgestellt. Alle Zellreihen zeigten in der Kontrollgruppe eine erhdhte Viabilitat im
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Vergleich zur medikamentenbehandelten Gruppe. Besonders stark scheint der Effekt
bei MM127 zu sein, bei dem es sich zudem um ein statistisch hochsignifikantes
Testergebnis handelt (p<0,01). Eine statistisch hohe Signifikanz zeigen auch die
Zelllinien UKRV-Mel-15a (p<0,01) und Ma-Mel-5 (p<0,01), wohingegen die Ergebnisse
der Zelllinie MM415 nur knapp signifikant sind (p<0,05).

4.1.3 Vergleich der medikamentosen Therapie mit der Kontrollgruppe bei
BRAF-mutierten Zellen
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Abb. 8: Boxplots fur die drei BRAF-mutierten Zelllinien Ma-Mel-19, Ma-Mel-59a und A375, jeweils
Vismodegibgruppe (rot) im Vergleich zur Kontrollgruppe (K, griin), signifikante Unterschiede zwischen
der Kontroll- und der Vismodegibgruppe der jeweiligen Zelllinie sind mit einem orangenen Balken

dargestellt

Die zwei BRAF-mutierten Zelllinien Ma-Mel-19 und Ma-Mel-59a zeigen unter
Vismodegibbehandlung im Vergleich zur unbehandelten Gruppe eine verminderte
Viabilitat. Zudem sind die Testergebnisse beider Zelllinien hochsignifikant (p<0,01).

Anders verhalt es sich mit der auch BRAF-mutierten Zelllinie A375: Hier liegt zwar kein
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signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Vismodegibgruppe vor
(p=0,079), allerdings zeigt sich dennoch ein leichter Trend in dieselbe Richtung, da
auch bei dieser Zelllinie die Kontrollgruppe eine etwas hdhere Viabilitat zeigt. Die
Zugabe von Vismodegib zeigt somit nur bei zwei der drei getesteten BRAF-mutierten

Zelllinien eine signifikant niedrigere Viabilitat.

4.1.4 Vergleich der medikamentdsen Therapie mit der Kontrollgruppe bei
Wildtyp-Zellen
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Abb. 9: Boxplots fir die zwei Wildtyp-Zelllinien HS.895.T und Ma-Mel-15a, jeweils Vismodegibgruppe
(rot) im Vergleich zur Kontrollgruppe (K, grin)

Die Wildtyp-Zelllinie HS.895.T zeigt weder einen deutlichen Unterschied hinsichtlich
der der Viabilitat zwischen den Vergleichsgruppen, noch hat dieser Unterschied
statistische Signifikanz (p=0,426). Ein Effekt von Vismodegib auf diese Zelllinie ist
somit bei diesem Versuch nicht festzustellen. Im Vergleich dazu zeigt die Wildtyp-

Zelllinie Ma-Mel-15a zwar eine leicht erhtéhte Viabilitdt bei der Kontrollgruppe,
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allerdings ist auch diese nicht signifikant (p=0,089). Somit existiert bei beiden
Wildtypzelllinien kein signifikanter Unterschied zwischen der

medikamentenbehandelten und der unbehandelten Gruppe.

4.1.5 Vergleich der NRAS-mutierten, BRAF-mutierten und Wildtyp-

Zelllinien

Die NRAS-Mutanten zeigen mit statistisch signifikanten Unterschieden bei vier der vier
getesteten Zelllinien das hochste Ansprechen. Bei den BRAF-mutierten Zelllinien kann
ein signifikantes Ergebnis bei zwei der drei getesteten Zelllinien festgestellt werden,

wohingegen die Ergebnisse beider Wildtyp-Zelllinien nicht signifikant sind.
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4.2 Auswertung der PCR

Mittels der PCR war es mdglich, die getesteten Gene BRAF, NRAS, MEK, ERK1 und
ERK2 bei allen Zelllinien nachzuweisen. Im Folgenden werden die Zelllinien nach
Mutation sortiert und die Gene dem Ablauf des Signalweges entsprechend

nacheinander behandelt.

4.2.1 Vergleich der medikamentosen Therapie mit der Kontrollgruppe bei
NRAS-mutierten Zellen

4.2.1.1 BRAF und NRAS

Relati ve Normalized Expression
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Abb. 10: Genanalyse fir BRAF und NRAS bei der Zelllinie MM415; Kontrollgruppe (K, griin) im Vergleich

zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)
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Abb. 11: Genanalyse fiir BRAF und NRAS bei der Zelllinie MM127; Kontrollgruppe (K, griin) im Vergleich

zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)
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Abb. 12: Genanalyse fir BRAF und NRAS bei der Zelllinie UKRV-Mel-15a (UKRV); Kontrollgruppe (K,
grin) im Vergleich zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)
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Abb. 13: Genanalyse fur BRAF und NRAS bei der Zelllinie Ma-Mel-5; Kontrollgruppe (K, griin) im
Vergleich zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)

Die Gene BRAF und NRAS konnten beide bei allen vier NRAS-mutierten Zelllinien
amplifiziert werden. Eine verminderte Expression von BRAF und NRAS bei der
vismodegibbehandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte allein bei der
Zelllinie Ma-Mel-5 nachgewiesen werden. Alle weiteren Zelllinien hingegen zeigten
eine Tendenz zur vermehrten Expression von BRAF und NRAS in der

Vismodegibgruppe.
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4.2.1.2 MEK
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Abb. 14: Genanalyse fir MEK bei der Zelllinie MM415; Kontrollgruppe (K, grin) im Vergleich zur
vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)
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Abb. 15: Genanalyse fur MEK bei der Zelllinie MM127; Kontrollgruppe (K, grin) im Vergleich zur
vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)
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Abb. 16: Genanalyse fur MEK bei der Zelllinie UKRV-Mel-15a (UKRV); Kontrollgruppe (K, grin) im
Vergleich zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)
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Abb. 17: Genanalyse fur MEK bei der Zelllinie Ma-Mel-5; Kontrollgruppe (K, grin) im Vergleich zur
vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)

Auch das Enzym MEK konnte bei allen vier Zelllinien nachgewiesen werden. Hier
zeigte nur die Zelllinie MM415 eine deutliche und reproduzierbare verminderte
Expression von MEK bei der vismodegibbehandelten Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Alle weiteren Zelllinien zeigten entweder eine relativ ahnliche
Expression, beispielsweise MM127, oder sogar eine leicht erhdhte Expression von
MEK, wie bei Ma-Mel-5 zu erkennen ist.
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4.2.1.3 ERK 1 und ERK 2
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Abb. 18: Genanalyse fir ERK1 und ERK2 bei der Zelllinie MM415; Kontrollgruppe (K, griin) im Vergleich

zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)
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Abb. 19: Genanalyse fur ERK1 und ERK2 bei der Zelllinie MM127; Kontrollgruppe (K, grin) im Vergleich

zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)
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Abb. 20: Genanalyse fur ERK1 und ERK2 bei der Zelllinie UKRV-Mel-15a (UKRV); Kontrollgruppe (K,

grin) im Vergleich zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)
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Abb. 21: Genanalyse fir ERK1 und EKR2 bei der Zelllinie Ma-Mel-5; Kontrollgruppe (K, griin) im
Vergleich zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)

Sowohl ERK1 als auch ERK2 konnten bei allen vier Zelllinien nachgewiesen werden.
Im Vergleich zu den anderen, ERK1 und ERK2 vorgeschalteten Bestandteilen des
Signalweges, zeichnet sich hier ein deutlicheres Bild ab. Bei der Zelllinie MM415 zeigte
sich in allen Versuchsdurchlaufen eine verminderte Expression sowohl von ERK1 als
auch von ERK2 bei der Vismodegibgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ein
ahnliches Bild zeigt sich auch bei MM127: abgesehen von einer Abweichung bei ERK1
wurde auch hier eine verminderte Expression von ERK1 und ERK2 bei der
vismodegibbehandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen.

UKRV-Mel-15a und Ma-Mel-5 zeigen sich allerdings erneut nicht eindeutig: Zwar ist
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bei UKRV-Mel-15a bei ERK1 und bei Ma-Mel-5 bei ERK2 eine Tendenz zu einer
verminderten Expression bei der Vismodegibgruppe zu erkennen, bei dem jeweils

anderen Enzym zeigt sich allerdings eher eine gegenteilige Tendenz.
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4.2.2 Vergleich der medikamentdsen Therapie mit der Kontrollgruppe bei
BRAF-mutierten Zellen

4.2.2.1 BRAF und NRAS
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Abb. 22: Genanalyse fir BRAF und NRAS bei der Zelllinie Ma-Mel-19; Kontrollgruppe (K, griin) im

Vergleich zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)
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Abb. 23: Genanalyse fir BRAF und NRAS bei der Zelllinie Ma-Mel-59; Kontrollgruppe (K, griin) im
Vergleich zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)
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Abb. 24: Genanalyse fir BRAF und NRAS bei der Zelllinie A375; Kontrollgruppe (K, griin) im Vergleich

zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)

BRAF und NRAS konnten auch bei den drei Zelllinien Ma-Mel-19, Ma-Mel-59 und A375
amplifiziert werden. Alle drei Zelllinien zeigen tendenziell eine vermehrte Expression
von BRAF bei der Vismodegibgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Gleiches kann
auch bei der Zelllinie Ma-Mel-59 fur NRAS nachgewiesen werden. Bei Ma-Mel-19 und
A375 zeigt sich eher eine Tendenz zur verminderten Expression von NRAS bei der

vismodegibbehandelten Gruppe.

4.2.2.2 MEK
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Abb. 25: Genanalyse fir MEK bei der Zelllinie Ma-Mel-19; Kontrollgruppe (K, grun) im Vergleich zur
vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)
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Relati ve Normalized Expression
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Abb. 26: Genanalyse fir MEK bei der Zelllinie Ma-Mel-59; Kontrollgruppe (K, grun) im Vergleich zur
vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)
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Abb. 27: Genanalyse fur MEK bei der Zelllinie A375; Kontrollgruppe (K, griin) im Vergleich zur
vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)

Der Nachweis von MEK gelang bei allen drei Zelllinien. Die Zelllinien Ma-Mel-19 und
Ma-Mel-59 zeigen eine deutliche, reproduzierbare geringere Expression von MEK bei
der Vismodegibgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. A375 zeigt hingegen eine
Tendenz zu einer vermehrten Expression von MEK bei der vismodegibbehandelten
Gruppe.
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4.2.2.3ERK 1und ERK 2
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Abb. 28: Genanalyse fir ERK1 und ERK2 bei der Zelllinie Ma-Mel-19; Kontrollgruppe (K, griin) im
Vergleich zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)
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Abb. 29: Genanalyse fur ERK1 und ERK2 bei der Zelllinie Ma-Mel-59; Kontrollgruppe (K, grin) im

Vergleich zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)
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Abb. 30: Genanalyse fir ERK1 und ERK2 bei der Zelllinie A375; Kontrollgruppe (K, griin) im Vergleich

zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)

Die Zelllinie Ma-Mel-19 zeigt bei ERK1 und ERK2 ein &hnliches Bild wie bei MEK: Auch
hier lasst sich eine reproduzierbare verminderte Expression der beiden Enzyme bei
der Vismodegibgruppe erkennen. Ma-Mel-59 hingegen zeigt tendenziell eine erhdhte
Expression von ERK1 bei der Vismodegibgruppe und bei ERK2 eine vergleichbare
Expression bei der vismodegibbehandelten Gruppe und der Kontrollgruppe. Bei der
Zelllinie A375 konnte eine verminderte Expression von ERK1 und auch eine
tendenziell verminderte Expression von ERK2 bei der Vismodegibgruppe im Vergleich

zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden.
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4.2.3 Vergleich der medikamentdsen Therapie mit der Kontrollgruppe bei
Wildtyp-Zellen

4.2.3.1 BRAF und NRAS
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Abb. 31: Genanalyse fur BRAF und NRAS bei der Zelllinie HS.895.T; Kontrollgruppe (K, griin) im

Vergleich zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)

35 - . .
c 301
o ]
2
£ 25
o
=
w -+
- 2.0 ]
o
H
E 15 ]
5
=
E 10 1
£
" ﬁ _
oo 1 [ ﬁﬁ:— ﬁ , T[]
T T
BRAF MNRAS
Target

||:- 1 Ma-Mel-15 K — 1 Ma-Mek15Y o 2 Ma-MeH15 K o 2 Ma-Mel-15Y o 3 Mae-MeH5 K o 3 Ma-MeH15 W |

Abb. 32: Genanalyse fur BRAF und NRAS bei der Zelllinie Ma-Mel-15; Kontrollgruppe (K, griin) im
Vergleich zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)

Bei der Wildtyp-Zelllinie HS.895.T wurden sowohl BRAF als auch NRAS in der
Vismodegibgruppe vermindert exprimiert. Die Zelllinie Ma-Mel-15 hingegen zeigt ein
eher inhomogenes Bild mit einer tendenziell verminderten Expression von BRAF in der
Vismodegibgruppe und einer eher ahnlichen Expression von NRAS in der Vismodegib-
und der Kontrollgruppe.
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4.2.3.2 MEK
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Abb. 33: Genanalyse fir MEK bei der Zelllinie HS.895.T; Kontrollgruppe (K, griin) im Vergleich zur
vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)
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Abb. 34: Genanalyse fir MEK bei der Zelllinie Ma-Mel-15; Kontrollgruppe (K, grin) im Vergleich zur
vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)

MEK konnte bei beiden Zelllinien nachgewiesen werden. Beide Zelllinien zeigen
tendenziell eine vermehrte Expression von MEK in der vismodegibbehandelten

Gruppe.
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4.2.3.3ERK 1 und ERK 2
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Abb. 35: Genanalyse fir EKR1 und ERK2 bei der Zelllinie HS.895.T; Kontrollgruppe (K, griin) im
Vergleich zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)

Relati ve Normalized Expression

I Eiﬂ ﬂﬁﬁﬂﬁﬂ

ERK1 ERKZ
Target
[ 1 Ma-Mel-15 K = 1 Ma-Mel-15V o 2 Ma-MeH15 K o 2 Ma-Mel-15V o 5 Ma-Mel-15 K o 3 Ma-Meki5V |

Abb. 36: Genanalyse fur ERK1 und ERK2 bei der Zelllinie Ma-Mel-15; Kontrollgruppe (K, grin) im

Vergleich zur vismodegibbehandelten Gruppe (V, rot)

Bei ERK1 konnte fir die Zelllinie HS.895.T eine tendenziell verminderte Expression in
der Vismodegibgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Bei
ERK1 und ERK2 bei der Zelllinie Ma-Mel-15 sowie bei ERK2 bei der Zelllinie HS.895.T
zeigt sich eine vermehrte Expression in der Vismodegibgruppe.
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4.2.4 Vergleich der NRAS-mutierten, BRAF-mutierten und Wildtyp-

Zelllinien

Die Zugabe von Vismodegib zu den BRAF- und NRAS-mutierten Zelllinien fihrte,
abgesehen von Ma-Mel-5, zu einer erhdhten Expression von BRAF. Eine Zugabe zu
den Wildtyp-Zelllinien hingegen fiihrte tendenziell zu einer niedrigeren Expression von
BRAF.

Bei NRAS zeigte sich bei den NRAS-mutierten Zelllinien ein &hnliches Bild: Auch hier
zeigte nur Ma-Mel-5 eine verminderte Expression bei Vismodegibzugabe. Bei den
BRAF-mutierten Zelllinien hingegen zeigten zwei der drei tendenziell ein Ansprechen

auf Vismodegib, bei den Wildtyp-Zelllinien eine von zwei Zelllinien.

MEK wurde durch Zugabe von Vismodegib in der Gruppe der NRAS-mutierten
Zelllinien nur von einer der vier Zelllinien tendenziell vermindert exprimiert, in der
Gruppe der BRAF-mutierten Zelllinien von zwei der drei Zelllinien und in den Wildtyp-

Zelllinien eher erhohnt.

Fur ERK1 und ERK2 konnte bei den NRAS-mutierten Zelllinien bei je drei der vier
Zelllinien eine tendenziell verminderte Expression in der Vismodegibgruppe
festgestellt werden, bei den BRAF-mutierten Zelllinien bei zwei der drei Zelllinien. Bei
den Wildtyp-Zelllinien zeigte nur eine Zelllinie bei ERK1 tendenziell eine verminderte

Expression, bei ERK2 keine der beiden.

Somit erscheint es so, als ob Vismodegib bei den Wildtyp-Zelllinien tendenziell eher
die Expression von den Proteinen, die am Anfang des Signalweges stehen,
vermindert, bei den BRAF- und NRAS-mutierten Zelllinien hingegen die Expression

der Proteine am Ende des Signalweges.
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5. Diskussion

Diese Arbeit hatte zum Ziel, den Zusammenhang zwischen dem RAS/RAF/MEK/ERK-
Sighalweg und dem Hedgehog-Signalweg im malignen Melanom zu untersuchen.
Dabei war vor allem von Interesse, inwiefern sich die Reaktionen auf die Behandlung
mit Vismodegib zwischen den NRAS-, BRAF-mutierten und Wildtyp-Zelllinien
unterscheiden. Untersucht wurden in dem Zusammenhang die Zellviabilitat und die
Expression der verschiedenen Bestandteile des RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweges im
Vergleich zwischen Kontrollgruppe und vismodegibbehandelter Gruppe in jeder

Zelllinie.

5.1 Beeinflussung der Viabilitdit der Melanomzellen durch einen
Hedgehog-Inhibitor

Neben der quantitativen Auspragung der beteiligten Bestandteile des Signalweges
wurde untersucht, inwiefern sich die Zugabe von Vismodegib zu den Zelllinien direkt
auf die Viabilitat der Zellen auswirkt. Hier zeigte sich ein Unterschied in der Reaktion

der Zelllinien abh&angig von deren Mutation.

Alle vier untersuchten NRAS-mutierten Zelllinien zeigten eine signifikant verminderte
Viabilitét in der Vismodegibgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ein dhnliches Bild
konnte bei den BRAF-mutierten Zelllinien nachgewiesen werden: Hier zeigte nur eine
Zelllinie keine signifikant verminderte Viabilitat.

Ganz anders verhalt es sich mit den Wildtyp-Zelllinien: Bei diesen konnte beziiglich
ihrer Viabilitat kein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und Vismodegibgruppe

nachgewiesen werden.

Dies deckt sich grof3tenteils mit den Erkenntnissen aus anderen Studien. Zum einen
wurden in einigen Arbeiten bereits Nachweise daflr erbracht, dass die Hemmung des
Hedgehog-Signalweges zu einer verminderten Viabilitat von malignen Melanomzellen
fuhren kann. Geng et al. untersuchten unter anderem den Einfluss des SMO-
Antagonisten Cyclopamin auf murine maligne Melanomzellen und konnten feststellen,
dass es durch Cyclopamin zu einer verringerten Vaskularisierung und auch zu einer

verminderten Zellproliferation kam [130]. Eine Studie von Duan et al. kam bei der
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Untersuchung von uvealen Melanomzelllinien zu einem &hnlichen Ergebnis: Das auch
hier eingesetzte Cyclopamin fihrte auch in dieser Studie zu einer verringerten
Zellproliferation sowie zu einer verminderten Zellviabilitat und einer vermehrten
Apoptose [131]. In diesen Studien wurde der Einfluss eines Hedgehog-Signalweg-
Inhibitors allerdings ohne besonderes Augenmerk auf die Mutation der malignen
Melanomzellen untersucht beziehungsweise kein Unterschied herausgearbeitet.

Es existieren zum anderen aber auch einige Arbeiten, die spezifischer die typischen
Mutationen betrachten. In einer Studie von Stecca et al. wird neben allgemeinen
Effekten durch eine SMO-Hemmung, wie beispielweise proliferativem Arrest,
Tumorregression und verstarkter Apoptose, dargestellt, dass besonders RAS-
induzierte maligne Melanome auf den Hedgehog-Signalweg angewiesen sind [132].
Eine Inhibition des Hedgehog-Signalweges konnte sich daher besonders durch die
maogliche Interaktion mit RAS-mutierten Melanomen als sinnvoll erweisen. Diese
Hypothese deckt sich mit unseren Ergebnissen: Alle vier untersuchten NRAS-
mutierten Zelllinien zeigten eine signifikant verminderte Viabilitat bei der Zugabe von
Vismodegib im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Wahrend Jalili et al. nach Behandlung mit dem SMO-Inhibitor NVP-LDE-225 ein
Ansprechen sowohl von BRAF(V600E)-mutierte Zelllinien als auch von Wildtyp-
Zelllinien nachweisen konnten, konnten O’Reilly et al. durch eine SMO-Inhibition
neben verringertem Zellwachstum in vitro und in vivo Unterschiede beziglich des
Ansprechens zwischen den Zelllinien abhangig von deren Mutation feststellen [128,
129]. Es konnte eine antiproliferative Wirkung vor allem auf BRAF-mutierte, aber auch
auf NRAS-mutierte Zelllinien nachgewiesen werden, wohingegen der Inhibitor bei
BRAF-Wildtyp Zelllinien kaum einen Effekt erzielte [129]. Die Ergebnisse dieser Arbeit
decken sich somit mehr mit den Erkenntnissen der Arbeit von O’Reilly et al.: Keine der
untersuchten BRAF-Wildtyp-Zelllinien zeigte einen signifikanten Einfluss von
Vismodegib auf deren Viabilitdt, wohingegen neben den untersuchten NRAS-
mutierten Zelllinien auch zwei der drei untersuchten BRAF-mutierten Zelllinien eine
signifikant verminderte Viabilitat aufwiesen. Dies kénnte einerseits auf die Einwirkzeit
von Vismodegib zurickzufiihren sein: Duan et al. beschreibt beispielsweise einen
maximalen Einfluss auf die Viabilitdt nach drei Tagen [131]. Andererseits fanden
O’Reilly et al. einen Zusammenhang zwischen dem Ansprechen und der Expression
der Komponenten des Hedgehog-Signalweges: Dabei war der Effekt der Inhibition des

Hedgehog-Signalweges bei Zelllinien mit moderater Expression der Komponenten des
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Signalweges am besten, besonders eine erhdhte Expression fiihrte eher zur Resistenz
[129].

5.2 Beeinflussung der Proteine des RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweges
durch einen Hedgehog-Inhibitor im malignen Melanom

Mithilfe der PCR konnten die funf Proteine RAS, RAF, MEK, ERK1 und ERK2 sowohl
in der Kontrollgruppe als auch in der Vismodegibgruppe in allen untersuchten Zelllinien
nachgewiesen werden. Betrachtet man die Starke der Expression der einzelnen
Proteine, stellte diese sich als sowohl von dem nachzuweisenden Protein als auch von
der Zelllinie abhéangig dar.

Allgemein zeigte sich interessanterweise die Tendenz, dass sich die Expression nicht
nur zwischen, sondern auch innerhalb der verschiedenen Zelllinien abh&ngig von dem
nachzuweisenden Protein unterschiedlich verhielt. Es konnte festgestellt werden, dass
BRAF- und NRAS-mutierte Zelllinien unter Vismodegibeinwirkung eine tendenziell
vermehrte Amplifikation der frihen Bestandteile des Signalweges, vor allem BRAF
aber auch NRAS, zeigten, zum Ende des Signalweges hin allerdings das Gegenteil:
Beide Gruppen zeigten bei der tberwiegenden Mehrheit der Zelllinien (jeweils drei der
vier bzw. zwei der drei) eine tendenziell verminderte Expression von ERK1 und ERK2
in der Vismodegibgruppe.

Im Vergleich erkennt man bei den Wildtyp-Zelllinien eine gegenteilige Tendenz: Hier
konnte bei den frilhen Bestandteilen des Signalweges eher eine verminderte
Amplifikation von BRAF und teilweise auch NRAS unter Vismodegibeinwirkung
aufgezeigt werden, welche gegen Ende des Signalweges bei ERK in eine tendenziell

vermehrte Amplifikation umschwang.

Dies untersttitzt allgemein die Hypothese, dass ein Zusammenhang zwischen dem
Hedgehog-Signalweg und dem RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg besteht und es
maoglich ist, letzteren durch Inhibition von Komponenten des Hedgehog-Signalweges
zu beeinflussen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben zudem einen Hinweis darauf, dass diese
Beeinflussung scheinbar entweder nicht nur an einer Stelle des Signalweges
stattfinden kann oder an unterschiedlichen Stellen mdglicherweise unterschiedliche
Auswirkungen hat.
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Zudem ist auch hier zu erkennen, dass sich Wildtyp-Zelllinien bei
Vismodegibbehandlung anders verhalten als BRAF-/NRAS-mutierte Zelllinien, was
sich mit den Ergebnissen des MTT-Tests beziglich der Abh&ngigkeit der Viabilitat der
Zelllinien von deren Mutation deckt.

Aber auch die untersuchten BRAF- und NRAS-mutierten Zelllinien verhalten sich nicht
identisch: Wahrend zwar ein Grol3teil ein @hnliches Ansprechen aufweist, zeigen

vereinzelte Zelllinien abweichende Ergebnisse.

Dies kdnnte einerseits mit den bereits erwéhnten Ergebnissen aus der Studie von
O’Reilly et al. zusammenhéngen, die einen Zusammenhang zwischen der Expression
der Komponenten des Hedgehog-Signalweges und dem Ansprechen der Zellen auf
die Inhibition dessen sehen [129].

Ein weiterer Ansatzpunkt konnte sein, dass nicht in jeder Zelllinie der Hedgehog-
Signalweg durch Vismodegib in gleichem MaRe beeinflusst wird: Ahnlich der priméaren
Resistenz, die teilweise in den mit vismodegibbehandelten Basalzellkarzinomen
vorliegt, konnte auch hier das Problem in dem verminderten Ansprechen des

Hedgehog-Signalweges liegen [121, 122].

Bezugnehmend auf die Studienlage ist auRerdem davon auszugehen, dass nicht nur
die Mutationen der Komponenten des RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweges einen
Einfluss auf die Reaktion der Melanomzellen auf Vismodegib haben, sondern auch
andere Mutationen oder Signalwege einen wichtigen Faktor darstellen.

Zum einen weisen Melanomzellen im Normalfall nicht nur eine, sondern eine Vielzahl
von Mutationen auf, die sich positiv oder auch negativ auf das Ansprechen der Zelllinie
auf den Inhibitor auswirken kdnnten.

Zum anderen sind heute bereits eine groRe Zahl anderer Molekile und Signalwege
bekannt, auf die der Hedgehog-Signalweg Einfluss austiben kann. Ein Beispiel daftr
stellt der WNT-Signalweg dar. Dieser hat zum einen Funktionen in der Organogenese
und in der Stammzellregeneration, zum anderen konnte er in einigen Malignomen wie
beispielsweise colorektalen Tumoren nachgewiesen werden, wobei eine
Uberaktivierung des Wnt/B-catenin-Signalweges zur Progression des Tumors fiihrte

[133]. Zudem wurde bereits beschrieben, dass liber eine Verminderung von SMO auch
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Wnt herunterreguliert und somit die Tumorgenese unterdrickt werden kann [134].
Dabei scheint dem Wnt-Signalweg auch eine Rolle beim Wachstum und der
Metastasierung des malignen Melanoms zuzukommen [135].

Andererseits hat der Hedgehog-Signalweg auch Einfluss auf Proteine wie MYCN, ein
Protoonkogen, das sowohl in der Lage ist, Zellproliferation und Zellwachstum, als auch
die Apoptose voranzutreiben [136].

Dies sind nur zwei Beispiele aus der langen Liste von Targets des Hedgehog-
Signalweges, die aufzeigen, wie komplex das Zusammenspiel der vielen Signalwege
und Molekile ist und dass dementsprechend davon auszugehen ist, dass die

Beeinflussung eines Proteins auch eine Vielzahl von Effekten mit sich bringt.

5.3 Relevanz des Hedgehog-Signalweges fur das maligne Melanom

Die aktuelle Datenlage zusammen mit den Ergebnissen dieser Arbeit lasst vermuten,
dass die Beeinflussung des Hedgehog-Signalweges zumindest in bestimmten
Melanomzelllinien eine mégliche sinnvolle zuséatzliche Therapieoption darstellen kann,
auch wenn naturgemald vorher weitere in vitro und besonders auch in vivo Studien
vonndten sind, um das genaue Ausmal des Effektes darzustellen.

Sinnvoll wére es dabei sicherlich, ein genaues Augenmerk darauf zu legen, welche
Patientengruppen speziell von einer zusatzlichen Therapie mit einem Hedgehog-
Signalweg-Inhibitor profitieren wirden. Zwar konnten bereits einige Einflussfaktoren
auf das Ansprechen beziehungsweise die Resistenz dargelegt werden, allerdings
scheinen dies nicht die einzigen wichtigen Faktoren zu sein.

Neben diesem allgemeinen Einfluss der Inhibition des Hedgehog-Signalweges auf die
Melanomzellen, der das Potential birgt, direkt in die Viabilitat und Proliferation des
malignen Melanoms einzugreifen, zeichnen sich allerdings auch weitere mogliche
Therapieeffekte ab, von denen maoglicherweise eine groéf3ere Patientengruppe
profitieren kann. In einigen Studien wurde namlich neben den oben genannten
Ergebnissen auch ein Einfluss auf die Metastasierung festgestellt, welche immer noch
eines der gro3ten Probleme des malignen Melanoms darstellt. Gunarta et al. konnte
in seiner Studie eine dosisabhangige Verringerung der Invasionsaktivitat bei
Behandlung mit Cyclopamin sowie eine verringerte Anzahl an Lungenmetastasen bei

Gli-Knockdown-Mausen feststellen [137]. Andere Autoren kamen zu &hnlichen

54



Diskussion

Ergebnissen, auch Duan et al. konnten eine Verminderung der Migration feststellen
und Stecca et al. eine verringerte Anzahl an Lungenmetastasen [131, 132].

Der Hedgehog-Signalweg scheint damit zudem in die Tumorumgebung einzugreifen,
denn auch die Vaskularisierung und die Permeabilitat der Blutgefal3e scheinen durch
eine Inhibition verringert werden zu kénnen [130].

Eine sinnvolle Einsatzmdoglichkeit scheint auRerdem besonders eine Kombination mit
einem BRAF-Inhibitor wie Vemurafenib zu sein. Mehrere Studien konnten nachweisen,
dass der Einsatz eines Hedgehog-Signalweg-Inhibitors bei einer BRAF-Inhibitor-
Resistenz die Sensitivitdt gegentuber dem BRAF-Inhibitor wiederherstellen konnte
[127, 138, 139].

Nichtsdestotrotz erscheint es immer wieder so, dass nicht nur einzelne Faktoren,
sondern haufig eine Vielzahl von Molekilen und Signalwegen einen Einfluss
aufweisen, sodass besonders der Untersuchung der Zusammenhdnge der
unterschiedlichen Signalwege weiterhin ein grofRer Stellenwert in der Forschung

zugeteilt werden sollte.
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6. Zusammenfassung

Diese Arbeit hatte zum Ziel, zu untersuchen, inwiefern sich die Reaktionen von BRAF-
INRAS-mutierten Zelllinien und Wildtyp-Zelllinien auf die Gabe eines Hedgehog-
Signalweg-Inhibitors unterscheiden. Es wurde zum einen auf molekularer Ebene
mithilfe der PCR betrachtet, welchen Einfluss die Behandlung mit Vismodegib auf die
Komponenten des RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweges in den verschiedenen Zelllinien
aufweist. Zum anderen wurde untersucht, wie sich Vismodegib auf die Viabilitat der
unterschiedlichen Zelllinien auswirkt.

Es konnte mithilfe der PCR gezeigt werden, dass durch Vismodegibeinwirkung in den
BRAF- und NRAS-mutierten Zelllinien frihe Komponenten des Signalweges wie BRAF
tendenziell vermehrt, spate Elemente wie ERK hingegen tendenziell vermindert
exprimiert werden. Die Wildtyp-Zelllinien zeigten ein gegenteiliges Bild: Hier wurden
frihe Elemente tendenziell vermindert und spéate Elemente tendenziell vermehrt
amplifiziert. Die Ergebnisse zeigten sich zwar nicht fur alle Zelllinien einer Gruppe
identisch, allerdings folgte die Mehrheit der Zelllinien diesem Schema.

Auch hinsichtlich der Viabilitat zeigten die Wildtyp-Zelllinien eine von den BRAF- und
NRAS-mutierten Zelllinien differierende Reaktion: Wahrend nahezu alle BRAF- und
NRAS-mutierten  Zelllinien  eine  signifikant  verminderte  Viabilitat  der
vismodegibbehandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten, konnte bei
beiden untersuchten Wildtyp-Zelllinien keine signifikante Veranderung der Viabilitat
zwischen der Vismodegibgruppe und der Kontrollgruppe gefunden werden.

Somit zeigen die Wildtyp-Zelllinien sowohl beim MTT-Test als auch bei der PCR eine
von den beiden anderen Gruppen abweichende Reaktion.

Diese Erkenntnisse decken sich mit einigen anderen Studien, die einen
Zusammenhang zwischen der Wirkung einer Hemmung des Hedgehog-Signalweg und
dem Vorhanden- oder Nichtvorhandensein einer RAS- oder RAF-Mutation der
Melanomzelllinien untersucht haben.

Es erscheint allerdings so, dass nicht nur die NRAS- oder BRAF-Mutation der
Melanomzelllinie einen Einfluss hat, sondern auch weitere Faktoren beeinflussen,
inwiefern sich die Inhibition des Hedgehog-Signalweges auf die Zellen auswirkt. Dies
ist vor dem Hintergrund der Vielzahl der Targets des Hedgehog-Signalweges nicht
verwunderlich. Trotzdem stellt sich die Hemmung des Hedgehog-Signalweges als
Moglichkeit einer vielversprechenden zusatzlichen Therapie dar, die zwar
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hdchstwahrscheinlich nicht allein, aber in Kombination mit anderen Therapeutika
maoglicherweise das Potential besitzt, das Fortschreiten der Tumorerkrankung zu
vermindern. Dabei sollten zukinftige Studien die Zusammenhange der Signalwege
und der Einflussfaktoren auf die Reaktion der malignen Melanomzellen weiter

untersuchen.
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