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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Charakterisierung und Kultivierung von Tumolhaglen mit Hilfe einer zweidimensionalen
(2D) Zellkultur gilt als Standardmethode in der I@®llogie. Dreidimensionale (3D) Modelle
gewinnen jedoch immer mehr an Bedeutung, da sie Tdiemorbiologie in Bezug auf
physiologisch relevante Zusammenhange bei der Temtgtehung und —progression besser
abbilden als eine herkdbmmliche 2D-Kultur. Die aofysHEMA beschichteten Zellkulturplatten
induzierten multizellularen Tumorspheroide reflekéin die Morphologie von avaskularen
Tumoren und Mikrometastasen. In der vorliegenderbeAr werden anhand von HERZ2-
uberexprimierenden Tumorzelllinien die Unterschieder HER2-Signalaktivierung und —
weiterleitung in 2D- und 3D-Kultur umfassend besehen. In 3D-Kultur konnte ohne Zugabe
von zusatzlichen Wachstumsfaktoren eine starkerBZHEhosphorylierung beobachtet werden.
Bei der Brusttumorlinie SKBR-3 bildet HER2 in 2D-Kur bevorzugt Heterodimere mit HERS,
wohingegen in Spheroiden HER2-Homodimere vorliegeiese Homodimere lokalisieren in
lipidreichen Mikrodomé&nen und beglnstigen die Alktiung des Ras-MAPK-Wegs, der die
Proliferation der Tumorzellen reguliert. Mit Hilfdes therapeutischen Antikorpers Trastuzumab,
der spezifisch fur HER2 ist, kann die Proliferatidar Zellen und die Phosphorylierung von
HER2 im 3D-System besser inhibiert werden. Zusétzkonnte in 3D eine Herunterregulierung
des HER2/HERS3 assoziierten PI3K-Akt-Signalwegs gawhiesen werden. Bei SKBR-3 war in
3D-Kultur neben der starkeren Phosphorylierung MoXPK auch die Aktivierung der Integrin
b4/Racl/PAK2-Signalkaskade zu beobachten.

Des Weiteren wurde im Rahmen dieser Arbeit in 3DuKulie Zelllinie SKBR-3 HR generiert,
die resistent gegen die Behandlung mit TrastuzuimetbDie Charakterisierung dieser Linie
zeigte eine verstarkte Expression von DARPP-32 (eide gesteigerte HER2/HERS3-
Heterodimerbildung, gefolgt von einer Hochregulregudes PI3K-Akt-Wegs. Das Gen flr
DARPP-32 liegt im ERBB2-Amplikon und liegt bei ve#l Brusttumorproben und —zelllinien
amplifiziert vor. Es konnte gezeigt werden, dass idduzierte Resistenz reversibel ist und die
erneut Trastuzumab responsiven Zellen eine schw&dbgression von DARPP-32 aufwiesen,
gefolgt von einer reduzierten Aktphosphorylierung.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hins dkes beschriebene 3D-Modell einigevivo
Aspekte des HER2-Signalmusters besser reflektiad deshalb als Basis fir die weitere
Aufklarung des Wirkmechanismus von Trastuzumab ehekann. AufRerdem kann dieses 3D-
System zur Identifizierung von neuen Zielmolekileherangezogen werden um
Therapiestrategien zu entwickeln, welche eine Bdhang der HER2-positiven
Patientenpopulation erlaubt, die bisher nur sulbogitiauf die Behandlung mit Trastuzumab
angesprochen haben.
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2 Einleitung

Weltweit ist einer von acht Todesfallen auf die farkkung an Krebs zurickzufuhren. In den
Industriestaaten stehen Krebserkrankungen, naclz-Hend Kreislauferkrankungen, an
Stelle der 2007 t"®ehaman weltweit die

Krebsneuerkrankungen auf ca. 12 Millionen (Americ@ancer Society, Atlanta, Georgia,

zweiter Todesursachen. Im Jahr

2007). Von den Uber 100 verschiedenen Krebsartehdie haufigsten Formen Lungenkrebs,
Brustkrebs, Darmkrebs und Prostatakrebs (Abb. 1).
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Abb. 1: Anzahl der geschatzten Krebsneuerkrankungenveltweit im Jahr 2007.Dargestellt ist die
Anzahl an geschatzten Erkrankten fur eine bestinknébsform (aus Global Cancer Facts & Figures
2007, American Cancer Society, Atlanta, Georgi®3}0

Es ist offensichtlich, dass es sich bei Krebs une éiul3erst heterogene Krankheit handelt
(Brafford und Herlyn, 2005). Die Heterogenitat gmk sich in der Tatsache wider, dass
Tumore einer Art sich auf molekularer und genegsdiebene unterscheiden. Beispielsweise
wurden anhand von Gen- und Proteinexpressionspnofilinf verschiedene Subtypen flr
Mammakarzinome beschrieben: luminal A, luminal Bagal-like“-Tumore, HER2-positive
Karzinome und ,triple negative“-Subtypen (invasiveduktales Karzinom, das weder
Progesteron- noch Estrogenrezeptor exprimiert ueithek HER2-Amplifikation aufweist)
(Sorlie et al., 2001; Perou et al., 2000).

Wood

Darmkrebspatienten auf Genmutationen. Die statlstisAnalyse ergab, dass im jeweiligen

und Kollegen verglichen unter anderem Tumdreno von mehreren
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Tumor die meisten der ca. 80 Mutationen als ehemls eingestuft werden koénnten,
wohingegen nur weniger als 15 Mutation als tatsélebl Risikofaktoren fur die Entstehung
und Progression eines Tumors in Frage kamen, dae dggnifikant in den meisten
Tumorproben nachweisbar waren (Wood et al., 20B3)ist jedoch anzunehmen, dass jede
einzelne Mutation dem Tumor einen gewissen Ubernisberteil sichert und das

Mutationsprofil eines Tumors letztendlich in sei@@samtheit betrachtet werden muss.

2.1 Tumorentstehung und —progression

Zellteilung, Differenzierung von Gewebetypen und offpse erfordern in hdheren
Eukaryoten prazise Regulationsmechanismen zwisdeenverschiedenen Zelltypen eines
Organismus. Fehlfunktionen dieses Systems aufgéufierer Einflisse oder genetischer
Defekte sind die Ursache einer Vielzahl von patgisichen Phanomenen, die zur Entstehung
von Krebs beitragen konnen. Jede normale Zelltgiketzt die Replikation der DNA voraus.
Statistisch gesehen betragt die Mutationsrate imamen somatischen Zellen 2x10
Mutationen pro Gen und Zellteilung (DeMars und Hel®72). Ein Grof3teil dieser
Mutationen entstehen spontan und sind auf endodeaktoren oder Prozesse, die zur
Schadigung der DNA fihren kdnnen, zurickzufihrem.Gegensatz dazu stehen exogene
Faktoren, die physikalischer (z.B. Strahlung), cisetrer oder biologischer Natur (z.B.
onkogene Viren) sind und ebenfalls zu zellulardiriBtgen fihren kénnen. Haufig sind diese
Veranderungen mit der konstitutiven Aktivierung vaellularen Onkogenen oder der
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen assoziias schlie3lich in der Ausbildung eines
Tumors resultiert (Couch, 1996). Zellulare Onkogeratstehen durch Mutation,
chromosomale Aberration oder Genamplifikation austd®nkogenen, die im Erbgut jeder
normalen Zelle vorhanden sind und Zellteilung unéllgoliferation kontrollieren. Die
Genprodukte von Onkogenen konnen in sechs Gruppengeteilt werden:
Transkriptionsfaktoren (z.B. Fos, Jun, Myc), Waahsifaktoren (z.B. EGF, TG#H,
Wachstumsfaktorrezeptoren (z.B. EGFR, VEGFR, KOhromatin modifizierende Faktoren
(Histonacetylasen), Apoptoseregulatoren (z.B. BCH2Fa) und Signalweiterleitunsproteine
(z.B. Akt, MAPK) (Croce, 2008; Hanahan und Weinh&@00).

Zu den Tumorsuppressoren zahlen Proteine, die édmyKlus und die Apoptose regulieren
und dadurch einer malignen Transformation von Zellentgegenwirken. Damit ein
Tumorsuppressor (z.B. p53, RB, PTEN) seine biotdgisFunktion verliert missen beide
Allele mutiert sein, wobei ein inaktiviertes Alleft in der Keimbahn vorliegt und das zweite

Allel durch somatische Mutation ausgeschaltet @&herr, 2004).
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Seit einiger Zeit gewinnen microRNAs in Zusammerhamt der Tumorentstehung immer
mehr an Bedeutung. MicroRNAs sind 19-25 Oligonutitkdange RNAs, die fur kein
spezifisches Genprodukt kodieren. Da microRNAs tiegadRegulatoren der Genexpression
sind, kébnnen Abweichungen in deren Expression zumdrgenese fuhren. Dies ist dann der
Fall, wenn microRNAs an der posttranskriptionell&egulation von Onkogenen oder
Tumorsuppressoren beteiligt sind (Zhang et al.,7200 et al., 2005). Johnson und Kollegen
konnten zeigen, dass die microRNA let-7 das Onkdgges reguliert und dass let-7 vor allem
in Lungentumoren verstarkt herunterreguliert ise hhibition der let-7 microRNA in HelLa
Zellen fuhrte zu einer gesteigerten Ras-Proteiresgion um ca. 70% (Johnson et al., 2005).
Die Tumorprogression beschreibt alle Prozesse wiasion und Metastasierung, die zur
Bildung eines Sekundartumors fihren. Mit zunehmei@&té3e eines Primartumors wird die
Diffusion von Sauerstoff, Nahrstoffen und Stoffwselprodukten erschwert (Folkman,
1990). Um einer Mangelversorgung entgegenzuwirkezemmieren Tumorzellen angiogene
Faktoren wie VEGF, FGF oder T@Fwas die Neubildung von BlutgefaRen bewirkt (Fexrra
und Kerbel, 2005; Woodhouse et al., 1997). Diesmyzéss ist im Allgemeinen als
Angiogenese bekannt. Neben der Versorgung mit Biekiten fordert die
Neovaskularisierung jedoch auch die Metastasieras bedeutet, dass Tumorzellen, die
sich aus dem Zellverband loslésen, tUber die Blmv.l.ymphwege in entfernte Gewebe und
Organe transportiert werden und dort Metastasebildes (Wyckoff et al., 2000). Einige
Krebsarten bilden Metastasen in ganz bestimmterar@my aus, so sind Metastasen bei
Brustkrebs haufig im Knochen, in der Leber, im Gehund in der Lunge zu finden.
Prostatakarzinome hingegen metastasieren vorwiegernthochen (Chambers et al., 2002).
Tumorzellen, die die Fahigkeit zur Metastasierurigngt haben, besitzen charakteristische
Eigenschaften: Sie missen den hamodynamischen k&&fien in den BlutgefalRen Stand
halten, die Fahigkeit zur Extravasation aus dendgfi@3en besitzen und die Eigenschaft aus
vereinzelten Zellen durch Proliferation neue Mikeiastasen auszubilden (MacDonald et al.,
2002).

Zusammengefasst besitzen Tumorzellen gegeniber atemmZellen einen selektiven
Uberlebensvorteil, der sich in folgenden Faktorenidenspiegelt: Apoptoseresistenz,
anhaltende Angiogenese, uneingeschrankte Proldarainvasion von Nachbargewebe und
Metastasierung, herabgesetzte Sensibilitdt gegeniiber wachstumshedemeFaktoren sowie
Unabhéangigkeit bzw. Sensibilisierung gegenuber Wtachsfaktoren (Hanahan und
Weinberg, 2000).
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2.21in vitro Tumormodelle

Bei der Tumorprogression und Metastasierung spigdt unmittelbare Umgebung von
malignen Zellen, neben der genetischen Instabilgite wichtige Rolle. Unter normalen
physiologischen Bedingungen besitzen Organe undeGewine dreidimensionale Struktur.
Epitheliale Gewebe besitzen eine polarisierte Zadphologie (apikal, basal, basolateral),
spezifizierte Zell-Zell-Kontakte (z.B. vermittelutth Cadherine oder Selektine) und werden
von der Basalmembran begrenzt (Johnson a RLWR,)20@4 Verhalten bzw. das Schicksal
von individuellen Zellen wird durch die Interaktiomt ihren direkten Nachbarzellen und der
sie umgebenden extrazellularen Matrix (ECM) bestiranmd kontrolliert (Barros et al., 1995;
Ingber, 2006; Jacobson et al., 1997; Locascio ui@oN2001). In der Summe bestimmen
diese Faktoren die Differenzierung, Apoptose, Readtion oder Invasion von Zellen. Diese
intakte und hochgradig organisierte Gewebearchitekst bei der Entstehung eines
epithelialen Tumors — einem sogenannten Karzinaerstort (Abb. 2) (Debnath und Brugge,
2005). Studien haben gezeigt, dass die Karzinoger#as Prozess ist, der in komplexen
Zellverbanden und Geweben stattfindet und nichhdividuellen Zellen (Liotta und Kohn,
2001; Kunz-Schughart und Knuechel, 2002). Vor diestintergrund ist es fiir Forscher auf
Dauer unerlasslich geeignete Tumormodelle sowiohVitro als auchn vivo- zu etablieren,
welche die unmittelbare Umgebung des Tumors mitzidihen.

Die meisten bisherigen Forschungsergebnisse imiddeder Tumorbiologie stiitzen sich auf
die Verwendung von Tumorzelllinien in der klassegtzweidimensionalen (2D) Zellkultur.
In den vergangenen Jahren hat jedoch die Etabfjlevon Protokollen fur die Generierung
von dreidimensionalen (3D) Zellkulturmodellen staidgenommen. Ein weiteres Hilfsmittel
fur das Studium der Tumorbiologie stellen Tiermdéslear. Hier werden Mausen oder Ratten
humane Tumorzellen appliziert und so ein Tumorwirhsnduziert (sogenannte Xenograft-
Modelle).
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Abb. 2: Uberblick tiber die Interaktion von Tumorzellen mit verschiedenen Zelltypen aus dem
benachbarten Stroma(nach Joyce, 2005).

2.2.1 Dreidimensionale, multizellulare Zellkulturmadelle

Dreidimensionale Zellkulturmodelle reflektieren di@ vivo Situation eines soliden,
avaskularen Tumors und die von Mikrometastasen reiglistischer als eine herkdbmmliche
zweidimensionale Zellkultur. Im Vergleich zur 2D-Kur erméglicht die 3D-Kultur sowohl
Zell-Zell- als auch Zell-Matrix-Kontakt und schaffo die Méglichkeit fir einen komplexeren
Signalaustausch zwischen den Zellen. Der StandTdehnik erlaubt eine reproduzierbare
Generierung von Spheroiden mit definierter Georaeftvascu und Kubbies, 2006; Kim,
2005). Multizellulare Spheroide spiegeln das Vodemsein von heterogenen
Zellpopulationen mit unterschiedlichem Phanotyp ewjd was bedeutet, dass sich
proliferierende Zellen nur in der Randzone des &ptie befinden, gefolgt von quieszenten
Zellen im mittleren Teil und nekrotischen Zellen Kern (Carlsson, 1977, Mueller-Klieser,
2000). Entsprechend ihrer Lage innerhalb des Spdwerweisen die Zellen dann ein
unterschiedliches Muster in der Stoffwechselakiiviund der Sauerstoffversorgung auf,
vergleichbar mit der Konstellation im Tumor. Die gfwdgung der einzelnen Zellschichten
hangt im Wesentlichen von der Gr6éRe und Morphologmv. der Kompaktheit der
Zellaggregate ab. (Mueller-Klieser, 2000). Abh#@ngion der Art des Tumors, kdnnen
nekrotische Zellenn vivo in einem Abstand von 50-250 um zu benachbartengBlaiien
auftreten. In Spheroiden kann ein exponentielleseWm bei einem Durchmesser von 50-

300 um beobachtet werden. Wenn Spheroide jedoeh&idlie von 1-4 mm im Durchmesser
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erreichen, sinkt die Wachstumsrate, da hier nigatumter physiologischen Bedingungen eine
Neovaskularisierung induziert werden kann (Gimbrenal., 1972).

Eine desorganisierte Zellarchitektur ist ein klaskes Merkmal eines soliden Tumarssivo
(Debnath et al., 2002). Tumorzellen wachsen suiostadhéngig, verlieren ihre Polaritat,
weisen unkoordinierte Zell-Zell-Verbindungen aufittelten oft deformierte Zellkerne und
sind im Fall von humanen Brustkarzinomzellen urgadiiichgénge auszubilden (Alford und
Tylor-Papadimitrou, 1996). Bissell, Brugge und legkn revolutionierten anhand ihrer
etablierten 3D-Modelle, basierend auf einer rekitmstten Basallamina, das Verstandnis fur
die Regulierung von normalen und tumorigenen Ze{Mnthuswamy et al., 2001; Nelson
und Bissel, 2005; Weaver et al., 2002).

Ein anspruchsvolleres und authentischeres Moddlt gie Ko-Kultivierung von Tumorzellen
mit Stromazellen wie Fibroblasten oder Endothedzelldar (O'Hare et al., 2001).
Tumorzellen tretenn vivo in direkten Kontakt mit Stromazellen und zuséatzlwerden
Tumore von Zellen des Immunsystems, beispielswidiakrophagen, infiltriert (Kalluri und
Zeisberg, 2006; Condeelis und Pollard, 2006). Diendrassoziierten Fibroblasten
(sogenannte TAFs) scheinen sich von denen aus fm@rm&@eweben signifikant zu
unterscheiden, da sie als hoch aktiviert geltemgleeEhsweise stark proliferieren und in
ihrem Phé&notyp mehr Myofibroblasten &hneln (Bhowmet al, 2004; Elenbaas und
Weinberg, 2001; Kalluri und Zeisberg, 2006). Muteparakriner Rickkopplungswege
scheinen diese tumorassoziierten Fibroblasten dasmofiwachstum und die
Tumorprogression zu stimulieren und zu unterstutEenwird vielfach diskutiert, ob diese
Art von Interaktion ein Schllisselmechanismus beiRtegression von Tumoren sein kdnnte.
Die Aufklarung dieser Interaktion liefert moglichexise neue Therapieansatze fir die
Behandlung von Krebs (Joyce, 2005; Albini und Spaao7).

2.2.2 Methoden zur Herstellung von 3D-Kulturenin vitro

Die Notwendigkeit flr innovative und physiologiscb&ellkulturmethoden, sowie die Suche
nach Alternativen zu kostspieligen Tiermodellen anflvendigenin vivo Studien haben dazu
gefuhrt, dass sich in den letzen 10 Jahren ein&zakkvon Methoden und Techniken zur
Generierung von 3D-Zellkulturmodellen entwickeltbka (Lee et al., 2008). Die am
haufigsten verwendeten Techniken zur Induktion wireidimensionalen Zellkulturen
basieren auf der spontanen Aggregation von Ze#lewje auf der Inkubation der Zellen in
Rotationsschuttlern oder in liquid overlay“-Kufen.

Bei der spontanen Zellaggregation macht man sichNuze, dass einige Tumorzellen dazu

neigen sich in Zellclustern zu organisieren, sobmfth verhindert, dass sie sich am Boden
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von Zellkulturgefallen anhaften kdnnen. Dies wirdrcdu das Beschichten von
Zellkulturplatten mit poly-Hydroxyethylmethacrylai@olyHEMA) erreicht, was zusatzlich
ein freies Schwimmen der Aggregate im Medium bew{@hosh et al., 2005; Valentinis et
al., 1998). Auch die Ausbildung von dreidimensi@maKo-Kulturen aus Tumorzellen mit
Fibroblasten ist auf polyHEMA beschichteten Zeltkgblatten moglich. Fibroblasten fordern
sogar die Zellaggregation bei Tumorzellen, die nhaxer nur beschrankt zur homotypischen
Aggregation fahig sind (eigene Beobachtungen). d&si ,liquid overlay“-Kulturen werden
Zellen auf Zellkulturplatten ausgesat, die zuvort Wgarose oder mit Komponenten der
extrazellularen Matrix (Kollagen, Fibrin, Laminiteschichtet wurden. Die von Bissell und
Kollegen etablierten Protokolle basieren auf dernémdung von Matrigel®, einem Extrakt
aus Maustumorzellen, der besonders reich an ECMgémenten ist und mit dem sich eine
Basallamina rekonstituieren lasst (Lee et al., 20Di€ induzierten Spheroide kdnnen auf den
ECM-Komponenten wachsen oder in diese eingebetéztien. Bei der Kultivierung von
Tumorzellen in Rotationsschuttlern vermeidet maenédlls den Zell-Substratkontakt, so dass
die Zellen als Konsequenz aggregieren (entwickelh \Sutherland et al., 1970). Die
Inkubation erfolgt so lange, bis sich Spheroidedeit gewtinschten Grél3e formiert haben.
Weitere Hilfsmittel, fir 3D-Kulturen, sind Mikrop@kel mit einer Gréf3e von 95-210 um, die
als Tragermatrix fungieren. Die Oberflache diesartiRel kann mit Dextran oder Kollagen
beschichtet sein, was ein Anhaften der Zellen shi&zen soll. Dieses Surrogat ist vor allem
bei Zellen hilfreich, bei denen mit den zuvor besbenen Technologien keine Aggregate
induziert werden konnen (Tang et al., 1994). Voeg&ite und biologisch abbaubare
Kollagengeruste werden ebenfalls als physikalis@téitzmatrix verwendet, in deren
Hohlrdumen sich Zellen anlagern und dreidimensmi&tukturen ausbilden kénnen (Tan et
al., 2001). Diese Art von Stutzmatrix findet auchnwendung bei derin vivo
Geweberegeneration (Saito et al., 2001).

Die Verwendung der jeweiligen Technologie hangtksteon der Fragestellung ab, die es zu
beantworten gilt. Nicht jede der zur Verfiigung stathen Methoden ist beispielsweise fir
Hochdurchsatzanalysen geeignet und meist bedarfatdiefolgende Analytik der Zellen einer
aufwendigen Aufarbeitung der Spheroide, wie belspieise das Herstellen einer

Einzelzellsuspension aus Spheroiden fur die Anaipi Durchflusszytometer.

2.2.3 Die biologische Bedeutung der 3D-Zellmodelle

Dreidimensionale Zellkulturmodelle haben sich flure dAufklarung von onkogenen
Signalwegen und der zellularen Aktivitdt von Onkoge zu einer effektiven Methode

entwickelt. Durch die Kultivierung von Zellen inneir gewebedhnlichen Umgebung kénnen
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Signalprozesse abgebildet werden, die @ineivo Situation besser reflektieren, als eine 2D-
Kultur.

Anhand einerin vitro 3D-Kultur kann zum Beispiel die Sensitivitdt vomnorzellen auf
zytotoxische Substanzen, dhnlich wie untevivo Bedingungen, abgebildet werden. Zellen
der Brusttumorlinie MDA-MB-231 wiesen bei der Beddamg mit Cisplatin in 3D einen
weitaus niedrigeren Wert fir die mittlere inhibismhe Konzentration (I§) auf als bei einer
Behandlung einer klassischen 2D-Kultur (Ohmorilgtl®98). Ohmori und Kollegen konnten
weiterhin zeigen, dass die Behandlung mit Cisplatur in der Spheroidkultur zur
Hochregulierung von TGBL mRNA und dem Protein geflhrt hat, was in Zusamraeg
mit Beobachtungen aus klinischen Daten steht, wiastesierende Tumore nach Behandlung
mit DNA-schadigenden Chemotherapeutika eine erhBkpgession und Sekretion von TGF-
b aufwiesen. Eine Studie in Zusammenhang mit Ap@passstenz in 2D- versus 3D-
Kulturen verdeutlichte, dass die Aktivierung vorelgrinb4 bei Brusstumorzellen, durch die
exogene Gabe der ECM-Komponente Laminin, in 3D Resistenz gegen Apoptose-
stimmulierende Faktoren (Trail, Tl fuhrte (Weaver et al., 2002).

Welches Potential unter anderem in den auf Matrgsierten Experiment steckt konnten
Muthuswamy und Kollegen eindrucksvoll beweisengimdsie die transformierende Aktivitat
von HER2 in rekonstituierten, azindésen 3D-Struktureon MCF-10A, einer nicht-
tumorogenen Brustepithelzelllinie, belegten (Muthamy et al., 2001). Die Aktivierung von
HERZ2 in etablierten, wachstumsarretierten und pgé&aten dreidimensionalen Azini flhrte
zur Reinitiierung der Zellproliferation und dem West einer polarisierten Organisation der
Zellen. AuBerdem kam es zur Anreicherung von peakfenden Zellen im Lumen der Azini,
was deutlich einem tumorogenen Phanotyp entspiiibses Modell erméglicht Einblicke in
die Mechanismen der frihen Tumorentstehungitro, wie sie mit einem herkémmlichen

zweidimensionalen Zellmodell nicht nachvollziehbard.

2.3 Die Rezeptortyrosinkinase HER2 — ein Protoonkam

HER2 (human epidermal growth factor receptor-2)égelkur Familie der HER-Rezeptoren
bzw. EGFR-Familie, zu denen unter anderem EGFR (HERER3 und HER4 zahlen. Die
Mitglieder der HER-Familie sind strukturell eng wendt und bestehen aus einer
extrazellularen Domane, einer Transmembranregiamer ekurzen Juxtamembrandomane,
gefolgt von der Kinasedomane und dem C-Terminus, riech Autophosphorylierung
spezifischer Tyrosinreste die Bindung von Adaptoi@ignalmolekilen und regulatorischen

Proteinen favorisiert (Hynes und Lane, 2005). DismdBng von Wachstumsfaktoren,
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sogenannten Liganden, fuhrt zur Homo- bzw. Hetenedisierung der Rezeptoren und
schlieB3lich zu deren Aktivierung durch Transphospherung (Heldin, 1995; Hubbard et al.,
1998). Zu den Liganden der EGFR-Familie zahlen EGBF , HB-EGF, Epi- und
Amphiregulin, Betacellulin sowie verschiedene Isofen der Heregulin/Neuregulin-Familie
(Hynes und Lane, 2005). Eine besondere Ausnhahnerhatb der HER-Familie stellen die
Rezeptoren HER2 und HER3 dar, da bisher noch kigiand fur HER?2 identifiziert werden
konnte (Klapper et al., 1999) und HERS3 keine isiisohe Kinaseaktivitat besitzt (Carraway
und Cantley, 1994). Als Konsequenz kann HER3 keioenodimere bilden und bendtigt
demnach einen Ko-Rezeptor aus der HER-Familie zdivi@rung. Im Vergleich dazu kann
HER?2 bei entsprechender Uberexpression jedoch ldantodimere ausbilden, die katalytisch
aktiv sind (Worthylake et al., 1999; Yarden unda&wsky, 2001)

Das ERBB2Protoonkogen (auch bekannt asu oder c-ErbB-2 ist auf dem Chromosom
17912 lokalisiert und kodiert fir ein Transmembrat@in mit einer Gré3e von 185 kDa.
Unter Normalbedingungen spielt HER2 eine wichtigeoll&k bei humanen
Entwicklungsprozessen. HER2 wurde im Nervensystmochen, Muskel, Haut, Lunge und
im Darmepithel von humanen Embryonen nachgewieSengsens et al., 1985; Quirke et al.,
1989). Studien haben gezeigt, dass ein NullallelHER2 bei Mausembryonen bereits vor
dem Entwicklungsstadium E11 letal ist (Lee etE95).

Auch nach der Geburt ist HER2 an der Regulation Bewstentwicklung und des
Brustwachstums beteiligt (Jones et al. 1996; Diuvstime and Richards, 1997).

Das kombinatorische Signalnetzwerk der HER-Molekiifgereinander, jedoch auch mit
anderen RTK, ermdglicht eine spezifische Aktivigguwon nachgeschalteten Signalwegen
und steuert dadurch zellularen Prozesse wie Pralifm, Uberleben und Motilitat der Zellen
(Abb. 3) (Wieduwilt und Moasser, 2008).
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Abb. 3: Vereinfachte Darstellung der von HERZ2-aktiverten Signalkaskaden. HER2 bildet
Homodimere oder Heterodimere mit anderen Mitgliaddgr HER-Familie. Die Heterodimerisierung
wird durch die Bindung von Liganden an HER1, HERIgroHER4 induziert (EGF, epidermal growth
factor; AR, amphiregulin; BTC, betacellulin; EPRyiregulin; HB-EGF, heparinbinding EGF; NRGs,
neuregulins; TGF, transforming growth factor). HER3 besitzt sechs Bindungsmotive fur die p85
Untereinheit von PI3K (Phosphatidylinositol 3-kieasDie Rekrutierung von PI3K an HER3 fluhrt zur
Aktivierung PI3K und konvertiert den sekundéaren éwtoff PIP2 (Phosphatidylinositol (4,5)
bisphosphat) in PIP3 (Phosphatidylinositol (3,4rfhosphat), woraus schlie3lich die Aktivierung
von PDK (Phosphatidylinositol-dependent kinase)ultest. PDK phosphoryliert Akt, was die
Aktivierung von apoptotischen Signalwegen inhibiend die Translation von Uberlebenswichtigen
Proteinen reguliert. Der Tumorsuppressor PTEN g¢phatase tensin homologue) kann den PI3K-
Akt-Weg inhibieren indem es PIP3 dephosphoryligkh HER2 kann PI3K nur mittels der
Adapterproteine Grb2 und GAB (Grb2-associated Ibigdirotein) binden. Die Homodimerisierung
von HER?2 fiihrt zur Rekrutierung der Adapterprote8ie und Grb2 und schlie3lich zur Aktivierung
von MAPK (mitogen activated protein kinase). DiesBignalweg steuert beispielsweise die
Zellproliferation und —differentierung. (nach Hynesd Lane, 2005)

2.3.1 HER2-vermittelte Onkogenese und Signaltransdiion

Das transformierende Potential von HER2 wurde existipei der systematischen Suche nach
Onkogenen in Ratten postuliert (Shih et al., 198dhechter et al., 1984). Die retrovirale
Transformation von humanen Brustepithelzellen mER2 fihrte zur Entstehung von
Brusttumoren in orthotopen Xenograftmodellen (Btagtdal., 2001).

Die Relevanz vorcRBB2als Protoonkogen wurde seitdem durch eine beabbtMenge an

klinischen Daten unterstiitzt. Die Uberexpressiors déER2-Proteins, basierend auf
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Genamplifikation oder transkriptioneller Fehlregida kann in  25-30% der Brust- und
Ovarialkrebspatientinnen beobachtet werden undekert mit einer schlechten Prognose in
Bezug auf Uberleben und Tumorprogression (Slamoal.et1987; Slamon et al., 1989).
Durchschnittlich kann bei Bursttumoren eilBRBB2Genamplifikation mit einer 25- bis 50-
fachen Kopienzahl de&RBB2Gens nachgewiesen werden und eine 40- bis 100-fache
Zunahme der HER2-Proteinexpression, was zu einerflabhenexpression von bis zu zwei
Millionen Rezeptoren fuhrt (Venter et al., 1987;llikamiemi et al., 1992). Kauraniemi und
Kollegen konnten in einer Studie mit 330 primareadtumorproben zeigen, dass das HER2-
Amplikon eine minimale Groéf3e von 280 kb besitzt, dass gleichzeitig weitere Gene
koamplifiziert sind (Kauraniemi et al., 2003). Ubdie Bedeutung bzw. Konsequenz der
koamplifizierten Gene (Abb. 4) ist noch verhaltnigsig wenig bekannt und bedarf daher

weiterer Untersuchungen (Kauraniemi et al., 2003).

PN.I.'HT
TCAP GRBT
Ld -
STARD3 C17o0rf37
—_— L]
CRK7 PPP1R1E EREB2 ZNFN1A3
—_— - — —
PPARBP NEUROD2Z FPERLD1
— 4 -
I + + + + * i
34.8 34.9 35.0 35.1 35.2 35.3 Mb
SYMBOL ALIAS BESCHREIBUNG Gene ID
PRAREP mediator complex subunit 1 (MED1) 5469
CRKF Cdc2-related kinase (CREKRS) 21755
NEURODZ Meurogenic differentiation 4761
FPP1R1B DARPP-32  |Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 1B 84152
STARDS ML MG 4 START domain containing 3 10945
TCAP Titin-cap (telethonin) 8557
PMMT FPhenylethanolamine M- methyltransferase 5409
PERLDM1 MGCATES  [perl-like domain containing 1 93210
ERBBZ2 HER2 v-grb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2 2064
C17 or f37 MGC14832 [Chromosome 17 open reading frame 37 84299
GREY Growth factar receptor-bound protein 7 2886
IMFM1AZ Zinc finger protein, subfarmily 1A, 3 (Aiolog) 22808

Abb. 4: Schematische Struktur des HER2-Amplikons bei humama Brustkrebs.
Zusammengefasst sind die Gene,ERBB2am Lokus 17g12-q21 umgeben und haufig koamplitizie
sind. Abhangig von der Krebsart variiert die Gridlgs Amplikons und kann zuséatzliche benachbarte
Gene enthalten. Die hier abgebildeten Gene reptigéeem die am haufigsten nachgewiesenen Gene
des HER2-Amplikons. (nach Moasser, 2007).

Es wird vermutet, dass dider2-Genamplifikation ein sehr frihes Ereignis in der
Brusttumorentstehung ist, da eine Amplifiaktion é&r in ca. 50% aller nicht-invasiven,
duktalen Karzinomein situ (ductales carcinoma in situ, DCIS), ein Subtypy dn
Frahkarzinom beschreibt, beobachtet werden kanm €Lial., 1992; Park et al., 2006). Eine
HER2-Uberexpression und -Amplifikation konnte aucheiner Subgruppe von Magen-,

Osophagus- und Endometriumkarzinomen, ebenfallemém schlechten Krankheitsverlauf
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assoziiert, nachgewiesen werden (Mimura et al. 528Mbrrison et al., 2006; Gravalos und
Jimeno, 2008).

Die Dimerisierung der verschiedenen HER-Molekltbrfizur Aktivierung verschiedenster
nachgeschalteter Signalwege. Die drei am bestemaldeaisierten Signalweiterleitungswege,
die durch die HER-Mitglieder induziert werden, siddr Ras-MAPK-Weg (Ras-mitogen
activated protein kinase-Weg), der PI3K-PKB/Akt-WegPhosphatidylinositol-3'-
kinase/Proteinkinase B) und der PLC-PKC-Weg (Pholgpdse C-Proteinkinase C-Weg)
(Schlessinger, 2000; Blume-Jensen und Hunter, 200&nzel et al., 2001). Welcher
Signalweg favorisiert wird, hangt vornehmlich voer Zusammensetzung des HER2-Dimers
ab. Die Heterodimerkomplexe aus HER2/HER3 sowie PfHER4 beglinstigen als Folge
der Bindung des Liganden Heregulin die Aktivierueps PI3K-PKB/Akt-Wegs. HER3 und
HER4 enthalten im C-terminalen Bereich sechs Raf#ikles Sequenzmotivs YXXM, was als
Bindungsmotiv fur die PI3K-SH2-Untereinheit dief@afraway et al., 1995; Soltoff et al.,
1996). Die Akt-Kinase, welche ein Schlisseleffekton PI3K ist, wird an den aktivierten
Rezeptor-PI3K-Komplex rekrutiert und reguliert dextu die Zellproliferation und das
Uberleben der Tumorzellen (Marmor et al., 2004).R2EHomodimere und EGFR/HER2
favorisieren die Signalweiterleitung Uber den Ra&R- oder PLC-PKC-Weg. HER2 und
EGFR besitzen im C-Terminus Sequenzmotive fir dieding von Adaptorproteinen wie
Grb-2 oder Shc, die eine Rekrutierung von Ras imden. Phospholipase C hingegen kann
direkt Gber ein SH2-Bindemotiv an den aktivierte®HR- bzw. HER2-Rezeptor binden
(Marmor et al., 2004). Die Aktivierung dieser Sitk@skaden resultiert schliel3lich in der
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie Fos, Jiyc oder Elk im Zellkern, welche die
Gene fur Zellproliferation, Zelladhasion oder Zéflerenzierung regulieren (Yarden und
Sliwkowski, 2001).

Des Weiteren gibt es Hinweise, dass HER2 mit amd@teerflachenrezeptoren assoziiert sein
kann, welche die nachgeschalteten Signalwege extspnd modifizieren. Als Beispiel wére
hier die Assoziation von HER2 mit Integrinrezeptorau nennen. Falcioni und Kollegen
konnten zeigen, dass in humanen Brustkarzinom-Q@wvatialkarzinomzelllinien HER2 mit
Integrinb4 undb1 prazipitiert werden kann (Falcioni et al., 19%in weiterse Indiz fur eine
Signalamplifikation von HER2 nach Komplexierung mintegrin b4 lieferten Guo und
Kollegen (Guo et al., 2006).
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2.3.2 Regulation der HER2-Aktivierung durch subzellilare Lokalisation
Neben der ligandenvermittelten Aktivierung der HERglieder, bzw. der HER2-

Aktivierung nach Homodimerisierung als Folge deretéixpression, gibt es noch weitere
Mechanismen, die die Aktivitdt der HER-Molekulesb#lussen kénnen.

Die subzellulare Lokalisation der Rezeptoren iné€tdae auf der Zelloberflache scheint einen
Einfluss auf den Aktivierungsgrad von HER2 und EGER haben (Couet et al., 1997;
Engelman et al., 1998). Caveolae sind Invaginatioder Zellmembran, die durch die
Strukturproteine Caveolin-1, -2 oder -3 stabilisieverden. Caveolae zéhlen zu einer
Subklasse der cholesterinreichen Mikrodoméanen amtfamembran und unterscheiden sich
von der Zusammensetzung der restlichen Zellmemdrwanh ihren Anteil an Cholesterin,
Sphingomyelin und Glykosphingolipiden (Simons undofre, 2000). Ein interessanter
Zusammenhang besteht zwischen der Expression veeola1l und der Regulation von
HER2. Verschiedene Studien haben gezeigt, dassEgmession von Caveolin-1 die
Kinaseaktivitat von HER2 reziprok reguliert (Sagataal., 2004; Engelmann et al., 1998;
Park et al., 2005). Betont wird dieser funktionelasammenhang vor allem durch die
Tatsache, dass Caveolin in verschiedenen Tumonzefll und humanen Tumoren
herunterreguliert ist und es deshalb als Tumorsgsar diskutiert wird (Razani et al., 2001).
Mineo und Kollegen konnten zeigen, dass EGFR naciBithdung seines Liganden EGF aus
den Caveolae migriert (Mineo et al., 1999). Zusamgeéasst kann man sagen, dass HER-
Rezeptoren, die in Caveolae lokalisieren, einedrigereren Aktivierungszustand besitzen.
Eine weitere Moglichkeit Rezeptoren auf der Zelidbehe zu bindeln stellen planare
lipidreiche Mikrodomanen dar, sogenannte ,lipidtsaf Auch sie enthalten Cholesterin,
Sphingomyelin und Glykosphingolipide (Allen et aR007). Sowohl planare lipidreiche
Mikrodoménen, als auch Caveolae zeichnen sich dhdaus, dass sie schwer Igslich in
herkdbmmlichen Detergenzien wie Triton X-100 sindaswdie Charakterisierung dieser
Strukturen erschwert (Simons und Toomre, 2000).

Im Gegensatz zu den relativ statischen Caveolaé@zbasplanare glykospingolipidreiche
Mikrodomé&nen eine gréfere Dynamik und konnen sialn gréf3eren Verbénden
zusammenschlieBen (Harder und Simons, 1997). MNadyKollegen konnten zeigen, dass
nach der Stimulation von SKBR3-Zellen mit dem Wachssfaktor EGF in serumfreien
Medium die GroRe der HER2-Cluster auf der ZelldBete deutlich zugenommen hat,
verbunden mit einer verstarkten Tyrosinkinaseaétivig der Rezeptoren (Nagy et al., 1999).
Es wird postuliert, dass die Organisation und Kotration der HER2-Rezeptoren in den

Lipidclustern stark mit der Rezeptoraktivierung fediert. Die Abhangigkeit der HER2-
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Aktivierung von der Lokalisation in Lipiddomanenrkadurch die Behandlung von Zellen
mit dem Gangliosidbiosyntheseinhibitor [D]-PDMP g&gt werden. Nach Zugabe des
Inhibitors kann eine Umverteilung von HER2 auf d&lloberflache beobachtet werden,
gefolgt von einer Abnahme der HER2-Kinaseaktivitdaich anschlielender Inkubation mit
exogenem Gangliosid GM3 konnte die Aktivierung vAER?2 erneut induziert werden

(Sottocornola et al., 2006).

Die Aktivierung der Rezeptoren innerhalb von pla@amarLipidclustern hat meist eine

Rekrutierung verschiedenster Signalmolekile, wiedrine oder zytoplasmatische Kinasen
zur Folge, so dass diese subzellularen Mikrodomaferichtungsgebende Signalplattformen

betrachtet werden kdnnen (Simons und Toomre, 2000).

2.3.3 Die spezifische Inhibition von HER2 mittels fastuzumab

Die Inhibition von Rezeptortyrosinkinasen mit klem chemischen Molekilen ist weit
verbreitet. In der Onkologie haben jedoch in dergaegenen zehn Jahren Inhibitoren auf der
Basis von Biomolekiilen, sogenannte therapeutisthi®itorische Antikérper, an Bedeutung
gewonnen. Ein grof3er Vorteil solcher therapeutischetikorper in der Krebstherapie ist,
dass sie entsprechende Antigene auf der Zellokbbdl&on Tumorzellen mit hoher selektiver
Spezifitdt binden kdnnen. Die Bindungsaffinitat &in bestimmtes Antigen kann dabei mit

der biologischen Wirksamkeit korreliert werden (€gr2006).

2.3.3.1 Wirkmechanismen von Trastuzumab

Trastuzumab (Herceptin®) ist ein therapeutischetik®nper, der spezifisch an HER2 bindet
und die Proliferation von Tumorzellen, die HER2 i@x@rimieren, hemmt (Carter et al.,

1992). Dieser Antikorper war der erste, der fur digezifische Therapie von HER2-
Uberexprimierendem, metastasierendem Brustkrebsdeomrzneimittelbehérde FDA (food

and drug administration) in den Vereinigten Stadi@®8 zugelassen wurde.

Trastuzumab ist ein rekombinanter humanisierter oklmmaler Antikérper der an die

Domaéne IV der extrazellularen Doméne von HER2 Hin@ho et al., 2003). Anhand

zahlreicherin vitro und in vivo Studien im vergangenen Jahrzehnt wurden versamede
Wirkmechanismen von Trastuzumab auf molekularer zeltularer Ebene beschrieben. So
verhindert die Bindung von Trastuzumab an HER?2 Aligivierung der nachgeschalteten
Signalwege von Ras/MAPK und PI3K/Akt (Nahta undezat 2007; Yakes et al., 2002). Ob
dieser Effekt aus einer Trastuzumab-vermittelteddzgtose von HER2 resultiert wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Interessant isissl Trastuzumab nicht die Dimerisierung von
HER2 mit anderen HER-Mitgliedern wie z.B. EGFR uhRE@ER3 blockieren kann. Das
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bedeutet, dass die Signalweiterleitung der Heteretk durch die Behandlung mit
Trastuzumab nicht blockiert werden kann, was sigsheiner geringeren Ansprechrate
widerspiegelt (Nahta und Esteva, 2007). HER2-Uhmiexerende Zellen, die in Gegenwart
von Trastuzumab inkubiert werden, weisen einenzykllusarrest in G1 auf. Begleitet wird
dieser Arrest von der Akkumulation von 6?7, einem Inhibitor fur Zyklin-abhangige
Kinasen wie Cdk2 (cyclin dependent kinase2).¥2nhibiert den Zyklin E/Cdk2-Komplex,
was einen Zellzyklusarrest in G1 bewirkt (Sliwkowsk al., 1999; Lane et al. 2000). Des
Weiteren gibt es Anzeichen dafir, dass Trastuzuaugh Angiogenese inhibieren kann. Die
Behandlung von murinen HER2-Uberexprimierenden Bragren mit dem inhibitorischen
Antikérper Trastuzumab hat eine verminderte Expoesson VEGF (vascular endothelial
growth factor), TGFRa (transforming growth factos), Ang-1 (angiopoietin-1) und PAI-1
(plasminogen activator inhibitor-1) zur Folge, diermalerweise an der Ausbildung von
BlutgefaRen beteiligt sind und eine Vaskularisigraies Tumors fordern (Izumi et al., 2002;
Wen et al., 2006).

Durch die Bindung von Trastuzumab an die extralu Doméne von HER2 wird die
enzymatische Abspaltung des extrazelluldaren Teds MER2 verhindert. Zusatzlich zum
HERZ2-Protein der GroRe 185 kDa kann in einigen fBuasoren auch ein 95 kDa grof3es
verkirztes zytoplasmatisches HER2-Fragment naclegewi werden, auch als p95HER2
bekannt (Christianson et al., 1998; Molina et 2001). Ergebnisse aurs vitro Studien mit
HER2-Uberexprimierenden Zelllinien weisen darauin, hidass die Metalloproteinase
ADAM10 scheinbar eine wichtige Rolle bei der Abspafj des extrazellularen Fragments
spielt (Liu et al., 2006). In diesem Zusammenhaoignken Ali und Kollegen zeigen, dass bei
62% von 307 Patientinnen mit metastasierendem Belss die Menge an im Blut
zirkulierendem extrazellularen HER2-Fragmenten nadmstuzumabbehandlung signifikant
abgenommen hat (Ali et al., 2008).

Eine hervorzuhebende Eigenschaft therapeutischetik®kper ist die Fahigkeit, das
Immunsystem mit Hilfe der antikbrperabhangigenvaginittelten Zytotoxizitat, kurz ADCC
(antibody-dependent cellular cytotoxicity), zu &ldren. Die zu den Lymphozyten zahlenden
NK-Zellen (natlrliche Killerzellen) exprimieren dét-gamma-Rezeptor, der die Fc-Domane
des Trastuzumab IgG1 bindet und dadurch eine NkeZelermittelte Lyse der Tumorzellen
induziert (Clynes 2000; Arnould et al., 2006). Désiteren zeigen klinische Daten, dass bei
Patienten mit erfolgreicher Trastuzumabtherapiee elhere in situ Infiltration mit
Leukozyten im Tumor nachgewiesen werden kann (Geretaal., 2004). Vor kurzem

konnten nun Musolino und Kollegen belegen, dasefan vom Genotyp Fc-gamma-Rllla-
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158 VIV eine viel bessere Ansprechrate auf die Bdhang mit Trastuzumab zeigten als

Patienten ohne diesen Fc-gamma-RezeptorvariantegMo et al., 2008).

2.3.3.2 Potentielle Resistenzmechanismen gegen Trasimab

Ein Groldteil der Patientinnen mit metastasierend@mstkrebs, die anfanglich auf die
Behandlung mit Trastuzumab angesprochen haben,emwdimnerhalb eines Jahres eine
Progression des Tumors auf (Slamon et al., 200EevR<t al., 2002). Man spricht in diesem
Fall von erworbener Trastuzumabresistenz. Dem dgdggnstehen Patientinnen, die ete
novo oder intrinsische Resistenz gegeniber einer dzasiab-Monotherapie aufweisen.
Diese Gruppe umfasst einen Anteil von ca. 66-88%Patientinnen mit metastasierendem
Brustkrebs (Baselga et al., 1996; Vogel et al., 2200Die Aufklarung dieser
Resistenzmechanismen konnte helfen die Therapie WBR2-Uberexprimierenden
Brustkrebspatientinnen zukiinftig spezifisch auf dmglividuellen molekularen Marker
abzustimmen um dadurch eine bessere Heilungsclzaneendglichen.

In der Literatur sind einige Mechanismen, basieranfin vitro Modellen, beschrieben, die
fur eine verminderte Ansprechrate von Trastuzumetantwortlich sein kdnnten. Auch gibt
es zu einigen Markern bereits Anhaltspunkte ausospektiven Analysen von humanen
Tumorproben aus klinischen Studien mit Trastuzumab.

Ein Zellmodell ist die Trastuzumab-resistente Bkredbszelllinie JIMT-1, die von Nagy und
Kollegen beschrieben ist. Die Linie stammt von eiRatientin, deren Tumor einger2-
Genamplifikation aufwies und die nicht auf die Betilang mit Trastuzumab angesprochen
hat (Nagy et al.,, 2005). Die Autoren postulieradtass die hohe Expression des
membranassoziierten Glykoproteins MUC-4 (Mucin-4s dEpitop fir die Bindung des
Antikorpers an HER2 maskiert, so dass die Zellesistent gegen die Behandlung mit
Trastuzumab sind.

Unter Punkt 2.3.2.1 wurde beschrieben, dass Trastalz die Abspaltung der extrazellularen
Doméane von HER2 verhindern kann. Neuere Studiegerejedoch, dass es im HER2-
Transkript innerhalb der zytoplasmatischen Doméamee alternative Moglichkeiten fur eine
Translationsinitiation gibt (Anido et al., 2006). ieD stabile Transfektion der
Brustkrebszelllinie T47D mit einem verkurzten HER@nstrukt flhrte in murinen
Xenograftmodellen zu einem starkeren Tumorwachstiam Vergleich zur parentalen
Zelllinie. In diesem Fall hatte die Behandlung de&re mit Trastuzumab keinen Einfluss auf
das Tumorwachstum, was das Potential dieser vadirzHER2-Variante als

Resistenzmechanismus gegen Trastuzumab unterstreich
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Die Fahigkeit der HER-Mitglieder untereinander basite Dimerkomplexe auszubilden
spiegelt die hohe Dynamik und Flexibilitdt diesezzBptoren wider. Die Vermutung liegt
deshalb nahe, dass die Dimerisierung mit andereefRertyrosinkinasen eine Mdglichkeit
darstellt den proliferationsinhibitorischen Effekbn Trastuzumab zu kompensieren. Die
Charakterisierung vonin vitro generierten Trastuzumab resistenten Zelllinierfelre
Hinweise, dass Rezeptortyrosinkinasen wie IGF-1Rr adMET eine wichtige Rolle als
alternative Dimerisierungspartner spielen konntdahta et al., 2005; Hsieh und Moasser,
2007). Ritter und Kollegen konnten eine erhdhterEggion und Phoshporylierung von EGFR
im Vergleich zur parentalen Zelllinie nachweisemmwie anteilig mehr HER2/EGFR-
Komplexe. Parallel dazu war auf mRNA Ebene die Egpion der Liganden EGF, T&F
heparin-binding EGF, und Heregulin hochregulierttéR et al., 2007).

Dass auch eine partielle Entkopplung der prolifersigetriebenen Signalwege von den
membranstandigen HER-Komplexen die Ursache einastlizumabresistenz sein kann
verdeutlichen Publikationen, die eine Uberaktivigrudes PI3K-Signalwegs diskutieren
(Nagata et al., 2004; Saal et al., 2005; Isakofélet2005; Berns et al., 2007). Im Fokus
stehen hierbei PTEN (phosphatase and tensin hojnaolog) die katalytische Untereinheit
pllita (PIK3CA) von PI3K. Der Tumorsuppressor PTEN depasyliert PIP3
(Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate) und fiegudadurch die Signalweiterleitung tber
den Akt-Weg negativ. Die retrospektive Analyse vb# Brusttumorproben ergab, dass
Patientinnen mit einem ,aktivierten* PI3K-Signalw@TEN herunterreguliert oder PIK3CA-
Mutant) nach Behandlung mit Trastuzumab signifikasghneller rezidiv wurden als
Patientinnen mit ,nicht-aktiviertem* PI3K-Signalw€¢BTEN hoch und PIK3CA wt) (Berns et
al., 2007).

Die Induktion von aktivierenden Mutationen bei HER2Brusttumoren nach Trastuzumab-

Behandlung ist bisher nicht bekannt.

2.4 Zielsetzung der Arbeit

Die Verwendung von zweidimensionalen Zellkultursysén gilt in der Zellbiologie als
Standardmethode fiir die Untersuchung von zellulanemd molekularbiologischen
Phanomenen auf Protein-, mMRNA- und DNA-Ebene. &4deblodellsystem weist jedoch
Limitationen auf, wenn physiologisch relevante fstgllungen wie Tumorentstehung, -
progression und Metastasierung analysiert werdem.zukinftig in der Onkologieforschung
Fragestellungen mdglichst gezielt bearbeiten zun&insind Zellmodelle, welche die

physiologischen Eigenschaften eines Tumors wideggbn, unerlasslich.
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Ziel dieser Arbeit war es deshalb, ein dreidimenales Zellkultursystem zu etablieren, das
die Ausbildung von avaskularen Spheroiden erlaltbiden Spheroiden soll ein Zell-Zell-
Kontakt zwischen den heterogenen Zellpopulationérere Zelllinie mdglich sein. Im
Vergleich zu anderen 3D-Kulturexperimenten sollkeime klonalen Zellaggregate induziert
werden, wie dies bei in Agarose eingebetteten daller Fall ist. Das 3D-Zellkultursystem
sollte unter anderem im Hochdurchsatztformat (9% 884-Napf-Platten Format) anwendbar
sein und eine einfache Analyse der Spheroide dlifi@egischer und biochemischer Ebene
gewahrleisten.

Anhand von HER?2-uUberexprimierenden Krebszelllinisollte das herkdmmliche 2D-
Zellkultursystem mit dem etablierten 3D-System liehggn werden. Der Fokus lag hierbei
auf der Charakterisierung von HER2, dessen Dinetisgspartnern und den assoziierten
Signalkaskaden. Mit Hilfe des therapeutischen Airplers Trastuzumab, der spezifisch an
HER?2 bindet, sollte Gberpruft werden, ob sich Usthrede in der Signalinhibition in den
beiden Zellkultursystemen ergeben.

Um Einblicke in die Resistenzentwicklung gegen @&ehandlung von Trastuzumab zu
bekommen, sollte im Rahmen dieser Arbeit eine Tmshab resistente SKBR3-Zelllinie mit
Hilfe des dreidimensionalen Zellkultursystems gererwerden. Anschlielend sollte die
Charakterisierung dieser resistenten Zelllinie zelfularer und molekularer Ebene erfolgen
und entsprechende Marker bei humanen Tumorproberpiilit werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von Tumorzellen in 2D- und 3DBZellkultur
3.1.1 Etablieren des SKBR-3 Spheroidmodels

3.1.1.1 SKBR-3 Zellen proliferieren in 3D-Kultur

Bei der Zelllinie SKBR-3 handelt es sich um ein@i®karzinomzelllinie, die HER2 aufgrund
einer genetischen Amplifikation tiberexprimiert {Fezeptoren/Zelle), nicht aber EGFR und
HER3 (Beerli et al., 1995). Die Inkubation von SKBRauf poly-HEMA beschichteten
Zellkulturplatten fuhrt zur spontanen Aggregatioer dZellen und zur Ausbildung von
dreidimensionalen Zellverb&nden. Diese Spheroitegm die physiologische Struktur eines
avaskularen Tumors bzw. von Metastasen wider, waengiglicherweise zu Beginn der
Tumorentstehung bzw. —ausbildung vorliegen.

SKBR-3-Zellen bilden auf poly-HEMA beschichteten atn Spheroide mit einem
Durchmesser von 100-400 pum aus, die frei im Zellkuhedium schwimmen (Abb. 5A, ohne
Trastuzumab). Die Morphologie der SKBR-3-Aggregdésst eine Einzelzellstruktur
erkennen und weist im Vergleich zu anderen Spherodtllen eine geringe Kompaktheit auf
(Abb. 5A) (lvascu and Kubbies, 2006).
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Abb. 5: Uberpriifen der Zellviabilitast und Prolifera tion von SKBR-3 in 3D-Kultur. A
Phasenkontrastaufnahme von SKBR-3 in 3D-Kultur. BKB wurden in einer poly-HEMA
beschichtete 96-Napfplatte fir 7 Tage jeweils obder in Gegenwart von 10 pg/ml Trastuzumab
inkubiert. FUr den Nachweis von nekrotischen Zellerrden die Zellaggregate anschlieRend mit 1
pg/ml Propidiumiodid gefarbt und im Mikroskop besiltt Der eingezeichnete MaRstab entspricht 100
pm. B Wachstumskurve einer SKBR-3 2D- und 3D-Zellkultdittels CellTiter Glo® Reagenz wurde
die Anzahl lebender Zellen, angegeben in relatiiehteinheiten, gemessen. Dargestellt ist jeweils
der Mittelwert aus funf Replikaten und die Standdnsleichung.
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Zuerst wurde die Proliferation der SKBR-3 Zellerf @oly-HEMA beschichteten Platten
untersucht. Aus einer exponentiell wachsenden dikllk wurden fir das 3D-Experiment 1,2
x 10* Zellen pro Napf auf einer poly-HEMA beschichte8iNapfplatte ausgeséat und fir den
2D-Ansatz 6 x 1dZellen pro Napf. Die Zahl der lebenden Zellen veurdittels CellTiter
Glo® zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt und &usehstumskurve erstellt. Mit Hilfe
des CellTiter Glo® Reagenz wird der ATP-Gehalt deflen bestimmt, der direkt mit der
Anzahl lebender Zellen korreliert. Wie in AbbildubB gezeigt wird, proliferieren die Zellen
in 3D-Kultur. Die Proliferationsrate ergab eine ®epplung der Zellzahl in 3D nach 3,7
Tagen und in 2D nach 2,4 Tagen. Die Verlangsamuag Zkllproliferation ist ein
charakteristisches Merkmal von Spheroiden (Suthdrld988; Ivascu und Kubbies, 2006).
Sie ist darauf zurlick zufiihren, dass in Sphero{@200-300 pm im Durchmesser) aufgrund
ihrer Kompaktheit und Geometrie nur noch die pesigh Zellen proliferieren (Hamilton,
1998).

3.1.1.2 Keine Induktion von Nekrose im Inneren dekZellaggregate

Spheroide und sehr kompakte Zellaggregate zeigee eharakteristische, konzentrische
Anordnung von heterogenen Zellpopulationen. ZureBpldmitte hin nimmt die Anzahl der
proliferierenden Zellen stark ab, so dass im Kemisinnekrotische Zellen akkumulieren
(Hamilton, 1998; Sutherland, 1988). Wie in AbbilduBA zu erkennen ist, entstehen nach
Inkubation von SKBR-3 Zellen auf poly-HEMA beschieten Platten Zellaggregate mit
einem Durchmesser von 100-400 um. Um zu uberpridbnsich innerhalb von 7 Tagen
nekrotische Bereiche im Kern der Zellaggregate dnmjd wurden die Zellen mit
Propidiumiodid (PI) gefarbt und im Fluoreszenzmgiop beurteilt. Innerhalb der
Inkubationsdauer von 7 Tagen konnten keine eindeRkpositiven Zellen im Inneren der
Speroide nachgewiesen werden, so dass die Anwasembe nekrotischen Zellen
ausgeschlossen werden konnte (Abb. 6A).

Da die Entstehung einer Nekrose auch auf eine nhashg&auerstoffversorgung im Kern von
Spheroidmodellen und Tumoren zurlckzufiihren idltespunachst die Sauerstoffversorgung
in den Spheroiden untersucht werden (Shweiki e1885).

Ein bekannter Hypoxiemarker zum Nachweis einergebrmen Sauerstoffversorgung ist der
Transkriptionsfaktor HIF-1 (Hypoxie-induzierbarealtor 1). HIF-1 ist im aktiven Zustand
ein Heterodimer, das sich aus einer HE=1ind der HIF-b-Untereinheit zusammensetzt
(Semenza, 2003). Um die Versorgung der Zellen raiteSstoff bei dem in dieser Arbeit

verwendeten 3D-Modell zu Uberprifen, wurde HB-{ierangezogen, da diese Untereinheit
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bei Hypoxie induziert wird (Rankin und Giaccia, 3)0SKBR-3 Zellen wurden fir 3 und 7
Tage in 3D inkubiert, um anschlieBend die HH-Expression im Western-Blot zu
Uberprifen. Zum Vergleich wurde das Zelllysat eisebkonfluenten 2D-Kultur analysiert.
Als Kontrolle fir die HIF-A Induktion unter hypoxischen Bedingungen wurde der
Eisenchelator 2°2"-Dipyridyl benutzt, der Sauefstaingel vortaduscht. Unter 2°2"-Dipyridyl
nimmt die HIF-la Expression stark zu (Abb. 6, Spurl). Dagegen kanwé&hrend einer
Inkubationsdauer von 7 Tagen zu keiner signifikanteduktion von HIF-& in den
Spheroider{Abb 6, Spur Y.

- W HIF-le

T T —— B-Aktin

Abb. 6: Western-Blot Analyse der HIF-la Expression in 2D- und 3D-Kultur bei SKBR-3.
SKBR-3 wurden in 96-Napfplatten in 2D und 3D inkebiUm Sauerstoffmangel vorzutduschen
wurden SKBR-3 in 3D fiir 4 h mit 50 pM 22 -Dipyrid{Spur 1) inkubiert. Als weitere Kontrolle
wurden die Zellen in 3D fir 7 d mit 10% DMSO (S@)rinkubiert. Mittels Nuclear Extract Kit von
Active Motif wurden die Kernproteine angereicheltie Kernfraktion und die zytoplasmatische
Fraktion wurden jeweils mit einem 4-12%-igen Polyéamid-Gel aufgetrennt. Die HIFat
Expression wurde in der Kernfraktion im WesterntBlberprift. Als Ladekontrolle diente-Aktin,
das in der zytoplasmatischen Fraktion nachgewiesene. Pro Spur wurden jeweils 30 pug Protein
aufgetragen.

Eine ausreichende Sauerstoffversorgung in den Spleer ist wahrend des gesamten

Inkubationszeitraums von 7 Tagen gewahrleistet.

3.1.2 Trastuzumab inhibiert die Zellproliferation bei SKBR-3 und SKOV-3 in 3D-
Kultur

Bei Trastuzumab handelt es sich um einen rekomi@nahumanisierten monoklonalen
Antikorper, der an die extrazellulare Doméane derdpeortyrosinkinase HER2 bindet und
dadurch die Aktivierung des Rezeptors inhibiert.r D&rof3teil der Experimente zur
Charakterisierung des inhibitorischen Effekts vorastuzumab auf die Zellproliferation
wurde in der klassischen 2D-Zellkultur durchgefifiudziak et al., 1989; Cuello et al.,
2001; Longva et al., 2005; Ginestier et al., 2007).
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In dieser Arbeit wurde der proliferationsinhibitche Effekt von Trastuzumab auf die
Krebszelllinien SKBR-3 (Brustkarzinomzelllinie) ur@8KOV-3 (Ovarialkarzinomzelllinie) in
2D- und 3D-Zellkultur in Gegenwart von 10% Serundwhne zusatzliche Stimulation mit
Wachstumsfaktoren untersucht. Beide Zelllinien erigeine genomischeERBB2
Amplifikation, die zur Uberexpression von HER?2 fiiHDie Proliferation von SKBR-3 und
SKOV-3 in 3D- Kultur wurde durch Trastuzumab, inh@mgigkeit von der Konzentration,
inhibiert (Abb. 7A). Nach Behandlung von SKBR-3 @ pg/ml Trastuzumab fir 7 Tage in
3D wurde die Zellviabilitdt zu 48 % inhibiert, waoigegen in 2D nur eine Inhibition von 16%
erreicht wurde (Abb. 7A). Ahnliche Ergebnisse wurdeei der Linie SKOV-3 beobachtet,
was zeigt, dass die Reduktion der Zellzahl in 3DtKunicht spezifisch fur SKBR-3 ist. Bei
SKOV-3 wurde in 3D eine Inhibition von 35 % und eisignifikant schwéchere Inhibition
von 8% in der klassischen 2D-Kultur gezeigt (Abl\).7Der proliferationsinhibitorische
Effekt von Trastuzumab wird auch durch die GroRegidlaggregate verdeutlicht, die nach
Behandlung viel kleiner sind (Abb. 7B). Die Sphemion SKOV-3 sind kompakter als die
von SKBR-3 Zellen und lassen keine definitivie Elzellstruktur auf der Spheroidoberflache
erkennen (Abb. 7B).

Die Farbung der SKBR-3 Zellen mit Hoechst 33348emi Vitalfarbstoff, nach 24 h, 3, 5 und
7 Tagen spiegelt wider, dass die Inhibition derlifen@tion nicht auf eine Subpopulation
beschrankt ist und Trastuzumab die Ausbildung velfegigregaten nicht beeintrachtigt (Abb.
7C).

Eine Induktion von Apoptose als Konsequenz dertlicasnab Behandlung bei SKBR-3 kann
ausgeschlossen werden, da die Farbung der Zellgajgrenit Pl nach 7 Tagen keine Hinweis
auf tote Zellen lieferte (Abb. 5A). Ebenso kanneeisiressinduzierte und somit erhéhte
Sensitivitat fur Trastuzumab im 3D-Modell ausgessben werden, da zuvor gezeigt wurde,
dass SKBR-3 Zellen in 3D-Kultur proliferieren (seef.1.1.1).
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Abb. 7: Trastuzumab inhibiert die Zellproliferation in 3D-Kultur und beeinflusst die
Zellaggregation nicht. SKBR-3 und SKOV-3 wurden als 2D- und 3D-Kultur iftkert. Fir die 2D-
Kultur wurden die Zellen, 24 h vor Behandlung mia3tuzumab, in unbeschichtete 96-Napfplatten
ausgesatA Dargestellt ist das Zellwachstum in Abhangigkeinwder Trastuzumab Konzentration.
Die Zellen wurden jeweils ohne und mit Trastuzumamwie mit einer entsprechenden
Isotypkontrollen (hlgG) und Pufferlosung, fur 6 (BK-3) und 7 (SKBR-3) Tage inkubiert. Die
Messung der Zellproliferation erfolgte mittels Qélér Glo®. Das linke Diagramm zeigt die
konzentrationsabhange Inhibition der Zellen und ahte Diagramm die Inkubation der Zellen in
Gegenwart von 10 pg/ml Trastuzumab, 10 pg/ml humalgyss und Puffer. Angegeben ist jeweils der
Mittelwert der relativen Lichteinheiten aus finf gikaten und die StandardabweichunB.
Phasenkontrastaufnahme von 2D- und 3D-Zellkulturach jeweils 6 (SKOV-3) und 7 (SKBR-3)
Tagen Inkubation. Der eingezeichnete Mal3stab entgpt00 um.C Fluoreszenzmikroskopische
Analyse der Zellaggregation von SKBR-3 in 3D-Kultiine und mit 10 pg/ml Trastuzumab. Die
Farbung der DNA erfolgte mit 10 pg/ml Hoechst 33342

3.1.3 Unterschiedliche Signalwegaktivierung in 3D-Kltur

3.1.3.1 Induktion der HER2-Phosphorylierung und Ancerung der assoziierten
Signalwege in 3D-Kultur

Um den Effekt der erhdhten Responsivitat auf Tmsgnaeb in 3D-Kultur zu verstehen,
wurden verschiedene Signalproteine im Umfeld desRBHRletzwerkes untersucht und
verglichen, ob sich deren Aktivierung in 3D andegestaltet als in 2D. Hierfir wurden
SKBR-3 fur 48 h in 2D- und 3D-Kultur inkubiert undie Zelllysate im Western-Blot
analysiert.

Besonders auffallig war die induzierte Phosphorylg des Tyrosinrests 1248 von HER2 in
3D-Kultur (Abb. 8A). Allein die Kultivierung der Z2ken auf poly-HEMA beschichteten
Platten und die in Folge eintretende Aggregatiomtfizu einer starkeren Aktivierung der
Rezeptortyrosinkinase HER2. Die Mitglieder der HE&milie EGFR und HER3 zeigten
ebenfalls eine starkere Phosphorylierung unter gDiyjungen, wobei EGFR eine Induktion
der Phosphorylierung von Y1173 und HER3 von Y12%8wes. Alle beschriebenen
Tyrosinreste befinden sich in der Autophosphorulieisdoméne der Rezeptoren (Downward
et al., 1984; Kim et al., 1994; Dankort et al., 2D0Tyrosin 1248 ist die wichtigste HER2-
Autophosphorylierungsstelle und aktiviert durch Rederung des Adapterproteins Shc den
Ras/Raf/MAPK Signalweg, der die Zellproliferaticeguliert (Kwon et al., 1997; Dankort et
al., 2001). Die Menge an exprimiertem HER2-Protah in beiden Zellkultursystemen
unverandert, so dass die erhdhte Aktivierung dezepers nicht auf eine Erhdhung der
Rezeptorexpression zuruckzufihren ist. HER3 zaigtvergleichbares Expressionsnivau in
beiden Systemen, im Gegensatz dazu ist die Expresgon EGFR in 3D deutlich
herunterreguliert. Die Inkubation der Zellen in @egart von 10 pg/ml Trastuzumab fihrte
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Abb. 8: HER2 und MEK1/2-MAPK sind in 3D-Kultur vers tarkt aktiviert und Akt ist
herunterreguliert. A Western-Blot Analyse von SKBR-3 und SKOV-3 in 2Dwdu3D-Zellkulturen.
Die Zellen wurden jeweils ohne und in Gegenwart ¥0rug/ml Trastuzumab fur 48 h inkubiert. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte mit einem 4-129ér Polyacrylamid-Gel. Als Ladekontrolle diente
b-Aktin. Pro Spur wurden jeweils 25 pg GesamtprotaifigetragenB Western-Blot-Analyse von
KPL-4, BT474 und Calu-3 in 2D- und 3D-Kultur. Dieellen wurden fir 48 h inkubiert und dann wie
unter 4A beschrieben analysie@. Phasenkontrastaufnahme von KPL-4, BT474 und Cahu-3D-
Kutlur. Die Morphologie der Spheroide wurde naciiagen beurteilt. Der eingezeichnete Mal3stab
entspricht 100 um.

zu einer signifikanten Abnahme des Phosphosigrail$iBR2 (Y1248) in 3D-Kultur und bei
HER3 (Y1298) in 3D- und 2D-Kultur (Abb. 8A).
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Die Homodimerisierung des HER2-Rezeptors bzw. deterbdimerisierung mit anderen
Mitgliedern der HER-Familie fiihrt zur Aktivierunged nachgeschalteten Sighalwege. Die
wichtigsten Signalwege, die von den HER-Rezeptaldiviert werden, sind der MAPK-Weg
und der PI3K/Akt-Weg, wobei die jeweiligen Signatyeecharakteristisch fur die jeweiligen
HER-Dimere sind (Yarden und Sliwkowski, 2001). Ununndie Unterschiede in der
Signalweiterleitung in 2D- und 3D-Kulturen zu ursiechen, wurde der Aktivierungsgrad der
Signalproteine Akt, MEK1/2 (MAPK Kinase) und MAPK44/42 MAPK, im weiteren Text
fortan als MAPK bezeichnet) im Western-Blot in Zelrakten analysiert.

Die SKBR-3 Zellen aus der 2D-Kultur zeigten einérisere Phosphorylierung und somit
Aktivierung von Akt am Serinrest 473 als die aus @&D-Kultur, bei gleicher Akt
Expressionsstarke (Abb. 8A). Im Gegensatz dazu MiBK1/2 und MAPK, gemessen an der
Phosphorylierung von S217/221 bei MEK1/2 und T2@®¥ bei MAPK, in der 3D-Kultur
starker aktiviert (Abb. 8A).

Bei der Ovarialkarzinomlinie SKOV-3 wurde ein atohies Aktivierungsmuster beobachtet.
Auch hier ist HER2 sowie MEK1/2 und MAPK in 3D dtér phosphoryliert (Abb. 8A). Im
Gegensatz dazu ist die Phosphorylierung von Aktlen 3D-Kultur auch herunterreguliert
(Abb. 8A).

Die Untersuchung drei weiterer HER2-Uberexprimidegn  Zelllinien
(Brustkarzinomzelllinien: KPL-4 und BT474; Lungemkamomzelllinie: Calu-3) ergab
ebenfalls eine erhdhte HER2 Phosphorylierung in\adglichen mit 2D (Abb. 8B). Auch die
Phosphorylierung von Akt war in 3D-Kultur heruntguliert (Abb. 8B). Eine starkere
Aktivierung von MAPK in 3D-Kultur konnte jedoch ritnachgewiesen werden (Abb. 8B).
KPL-4, BT474 und Calu-3 bilden auf poly-HEMA besgtdftieten Zellkulturplatten Spheroide

aus, die sich in ihrer Morphologie unterscheidebl{ A8C).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Inkubation voRZHlberexprimierenden Zellen in 3D
eine Aktivierung von HER2 induziert und zur Herunégulierung der Akt-Phosphoryierung
fuhrt. Der Effekt war unabhéngig vom Tumorzelltym. Fall von SKBR-3 und SKOV-3 wird
in 3D aul3erdem eine verstarkte Aktivierung des MEKMIAPK-Signalwegs beobachtet,

welche durch Trastuzumab inhibiert wird.

3.1.3.2 Aktivierung von Integrinb4 und Rac1l/PAK2 in 3D-Kultur

Integrine sind an der Regulation zahlreicher zatled Prozesse beteiligt, wie an der

Vermittlung des Zell-Zell-Kontakts, der Organisatides Zytoskeletts und der Aktivierung

intrazellularer Signalwege (Guo und Giancotti, 200&ine besondere Rolle bei der
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Tumorentstehung und Metastasierung scheint Intdgtiau spielen, da es in verschiedenen
Tumoren oft verstarkt aktiviert ist (Mercurio andlinovitz, 2001) und die Signalaktivierung
der Rezeptortyrosinkinasen HER2, EGFR und Met firdariotti et al., 2001; Trusolino et
al., 2001; Guo et al., 2006). Des Weiteren gibHasveise, dass Integrine den Rac/PAK-
Signalweg regulieren kdnnen, als Folge einer limegermittelten Rekrutierung des Rac
Proteins an die Zellmembran (Symons, 2000; delRszal., 2000). Rac ist dadurch in der
Lage, PAK, einen der am besten charakterisiertanEi@ktoren, zu aktivieren, was Einfluss
auf die Organisation des Zytoskeletts und die Zelifgration hat (Symons, 2000).

Um die Auswirkung der 3D-Kultur auf die Integrinakérung zu untersuchen, wurden
SKBR-3 Zellen in 2D und 3D kultiviert und die Phbspylierung von Integrib4, sowie die

der assoziierten Proteine Racl und PAK, untersucht.

Aus Abbildung 9 ist ersichtlich, dass die Inkubatiter SKBR-3 Zellen fiir 48 h in 3D-Kultur
eine Phosphorylierung des Tyrosinrestes 1526 Wegitim b4 induziert. Dies wurde durch
Trastuzumab nicht verhindert. Im Vergleich dazu rken in der 2D-Kultur kaum
phosphoryliertes Integrih4 nachgewiesen werden (Abb. 9). Bei anschlieReAdalyse des
assoziierten Racl/PAK-Signalwegs wurde gezeigts dRecl nur in 2D-Kultur eine starke
Phosphorylierung an Serin 71 aufweist (Abb. 9).

Dieser Serinrest kann von Akt phosphoryliert werded inaktiviert dadurch Racl (Kwon et
al., 2000). In 3D-Kultur war kaum eine inhibitoriec Phosphorylierung von Racl
nachweisbar, jedoch eine signifikante Phosphomytigrvon PAK2 an Serin 141, die ebenfalls
in Gegenwart von Trastuzumab stabil blieb (Abb. Serin 141 ist wichtig fur eine
vollstandige PAK2 Aktivierung und geht einher mérdzuvor beschriebenen Racl Aktivitat
(Jung und Traugh, 2005).

Diese Ergebnisse zeigen, dass sich die AnderungerSiginalakivierung nicht allein auf

HERZ2 und dessen assoziierte Signalkaskaden beg&eiman

28



Ergebnisse
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Trastuzumab

Integrin p4

— —— P-Integrin p4 Y1526

8:-= Rac1

— . — P-Rac1/cdc42 S71

e U e PAKA1

e | PAK2

— P-PAK1 S144
— | P-PAK2 5141
— e e c— [-Aktin

Abb. 9: Integrin b4 und PAK2 sind nur in 3D-Kultur aktiviert. Western-Blot Analyse von SKBR-
3 in 2D- und 3D-Kultur. Die Zellen wurden jeweilshre und in Gegenwart von 10 pg/mi
Trastuzumab fur 48 h inkubiert. Die Auftrennungr d&oteine erfolgte mit einem 4-12%-igen

Polyacrylamid-Gel. Als Ladekontrolle dienpeAktin. Pro Spur wurden jeweils 25 pg Gesamtprotein
aufgetragen.

3.1.3.3 Verringerte Assoziation von HER2/HER3-Hetavdimeren und unterschiedliche

Rekrutierung von Adapterproteinen in 3D

Um die Ursache fur die verstéarkte Aktivierung deER2-Rezeptors in 3D-Kultur und die
damit verbundenen Signalwege aufzuklaren, wurde #ienstitution des HER2-
Signalkomplexes mittels Koprazipitation von HERZ2 durden assoziierten Proteinen
untersucht. Gleichzeitig sollten die koprazipitgrtProteine Auskunft Uber die in 2D und 3D
aktivierten Signalwege geben. Hierfiir wurde HER2tets anti-ErbB2 Affibody Molecuf®
jeweils aus normierten Zelllysaten einer 2D- undeei 3D-Kultur prazipitiert und im
Western-Blot analysiert. Bei anti-ErbB2 Affibody Moulé® handelt es sich um hoch affines
und fur HER2 spezifisches Protein. An Agarose kgigu stellt es aufgrund seiner geringen
GroRe und hohen Stabilitdt eine nitzliche Alteneatzur klassischen Immunoprazipitation
dar. SKBR-3 Zellen wurden dazu unter den jeweilig@tturbedingungen fur 4, 8 und 24 h
ohne und in Gegenwart von Trastuzumab inkubiert.

In 3D-Kultur konnte wahrend der gesamten Inkubatieiine eine verringerte Assoziation von
HER2 mit dem Rezeptor HER3 im Vergleich zur herkdmoihen 2D-Zellkultur
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nachgewiesen werden (Abb. 10A). Die geringere MemgedER2/HER3-Heterodimeren in
3D-Kultur hat zugleich eine verringerte Koprazigda von PI3K zur Folge (Abb. 10A), da
HER3 aufgrund seiner C-terminalen  Sequenzbeschadfen als  bevorzugter
Interaktionspartner fiir PISK dient (Soltoff et, dl994; Kim et al., 1994).

Des Weiteren wurde in 3D eine signifikant hoherenlyeean den Adapterproteinen Grb2 und
Shc koprazipitiert (Abb. 10A). Beide Adapterproeinwerden uUber spezifische
Sequenzmotive direkt an den aktivierten HER2-Rewepkrutiert und aktivieren dadurch im
Anschluss den MAPK-Signalweg (Dankort et al., 2001)

Die Behandlung der Zellen mit 10 pg/ml Trastuzuntzdite keinen Einfluss auf die
verringerte HER2/HER3-Heterodimerisierung in 3D-Kul(Abb. 10A). Jedoch konnte im
Verlauf der Inkubation mit Trastuzumab eine sidgw@fite Abnahme an koprazipititerten
Adapterproteinen Shc und Grb2 nachgewiesen werdlien. (LOA). Diese Beobachtung stitzt
den zuvor beschriebenen Effekt, dass TrastzuzumaBDi-Kultur die Aktivierung von
MEK1/2 und MAPK inhibiert (Abb. 8A).

In 3D wurde sowohl ohne als auch in Gegenwart vi@sflizumab eine transiente Assoziation
des HER2-Rezeptors mit EGFR beobachtet, die nurb®t h nachweisbar war (Abb. 10A).
Die Menge an HER2 in den Zelllysaten wurde vor Heprazipitation im Western-Blot
Uberprift, um so zu gewahrleisten, dass in jederpefment gleiche Mengen an HER2
prazipitiert werden kénnen (Abb. 10B).

Zusammenfassend zeigte sich, dass HER2 in 3D-Kulamiger mit HER3 assoziiert als in

2D. Dafur wurden in 3D erhohte Mengen der MAPK-Amgiproteine Grb2 und Shc

kopréazipitiert.
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Abb. 10: In 3D-Kultur sind weniger HER2/HER3-Heterodimere nachweisbar.SKBR-3 wurden
wurden in 2D- und 3D-Kultur jeweils ohne und in ®@agiart von 10 pg/ml Trastuzumab fir 4, 8 und
24 h inkubiert. A Western-Blot Analyse der HER2-Prazipitate aus SKBRelllysaten. HER2 wurde
aus je 120 pg Gesamtzelllysat mittels 35 pl anbiERr Affibody Moleculé iiber Nacht prazipitiert.
Als Kontrolle (K) wurden 35 pl anti-ErbB2 AffibodMoleculé® in Lysepuffer inkubiert. Die
Auftrennung der Proteinprazipitate erfolgte mitesin 4-12%-igen Polyacrylamid-GeB Western-
Blot Analyse des Gesamtproteingehalt der normiefielilysate vor der HER2-Prézipitation. Hierzu
wurden 25 pg Gesamtprotein pro Spur auf ein 4-1@8s-iPolyacrylamid-Gel aufgetragen und die
Expression der Proteine HER2 umdktin Gberpriift.

3.1.4 Lokalisation von HER2 in GM1-angereicherten ipiddomanen in 3D

Die Dimerisierung von HER2 und die damit verbund@kévierung scheint maf3geblich Uber
die Lokalisation des Rezeptors, bzw. seiner Intewakpartner reguliert zu sein (Nagy et al.,
1999; Mocanu et al., 2005). Eine wichtige Funktion, Hinblick auf die Lokalisation von
HER2 auf der Zelloberflache, haben mdglicherwelsglasterinreiche Mikrodomamen (,lipid
rafts”) innerhalb der Zellmembran. Diese Membrandoen dienen als Signalplattformen auf
der Zelloberflache und bindeln Rezeptoren, wasAlltevierung der jeweiligen Rezeptoren,
sowie deren Signaltransduktion unterstitzt (zusang@isst in Simons und Toomre, 2000).
Bestandteil dieser lipidreichen Membrandoménen sBghingolipide und Cholesterin
(Simons und lkonen, 1997). Fur die Untersuchung ldgiddomanen ist vor allem GM1
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(Monosialogangliosid-1) von Bedeutung, ein Glycasghblipid, das die Untereinheit B von
Choleratoxin (CTX-B) binden kann und somit als Markfir GM1-angereicherte

Membrandomanen dient (Mocanu et al., 2005). Studigr2D-Kulturen haben gezeigt, dass
die Lokalisation von HER2 in GM1-angereicherten Meamdomanen bei SKBR-3 Zellen
sehr instabil ist, da HER2 nach dem Vernetzen déK-8 markierten Lipiddomanen

aulRerhalb der Membrandoméanen lokalisiert (Nagy Medeb, 2002; Nahta und Esteva,
2006).

Um die Assoziation von HER2 mit Lipiddomanen in BDKur zu Uberprifen wurden
SKBR-3 Zellen fur 24 h in 3D kultiviert und im Ansiass mit einem CTX-B Alexa 488-
Konjugat inkubiert. Zur besseren Visualisierung @3rX-B markierten Lipiddomanen im
Mikroskop wurden diese mit einen sekundaren Anpkdrgegen die Untereinheit B von

Choleratoxin vernetzt. Die Markierung des RezepktEER?2 erfolgte mit Trastuzumab.

I Lipiddominen l | HER2 | I Uberlagerung l | Fokus Zelloberfliche |

3D Kultur

2D Kultur

MafRstab 10 um Maf3stab 2 um

Abb. 11: HER2 ist in 3D-Kultur stabil mit GM1-angereicherten Lipiddomanen assoziiert.
Dargestellt ist die Analyse der GM1l-angereichertepiddoménen und HER2 im konfokalen
Lasermikroskop bei SKBR-3 in 2D- und 3D-Kultur. Um@M1-angereicherte Lipiddomanen
nachzuweisen, wurden die Zellen mit dem CT-B Ale488-Konjugat (grtn) inkubiert und
anschliefend mit Paraformaldehyd fixiert. HER2 weunchit Hilfe von Trastuzumab und dem
sekundaren Antikorper Alexa Fluor® 594 Ziege antirkin IgG nachgewiesen (rot) und im
konfokalen Lasermikroskop beurteilt. Die gelben delne in der Uberlagerung reprasentieren die
Kolokalisaton von HER2 und GM1-angereicherten Limichdnen. Der eingezeichnete Mal3stab
entspricht 10 um fiir die linken sechs Abbildunged @ um die beiden Einzelzellabbildungen rechts.
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Die Analyse im konfokalen Lasermikroskop ergab,sd&ER2 in 3D-Kultur in GM1-
angereicherten Lipiddomanen lokalisiert und aucbhnaer Vernetzung der Domanen eine
stabile Assoziation zeigt, im Gegensatz zur 2D-#u{Abb. 11).

Da die Zellen nicht mit Detergenz vorbehandelt vemdreprasentieren die Bilder (Abb. 11)
die Lokalisation von HER2 und GM1 auf der Zelloléche.

Dieses Experiment zeigt deutlich, dass HER2 in 3DuK eine stabilere Assoziation mit
GM1-angereicherten Lipiddomanen aufweist als inkdibur. Fir die 2D-Kultur konnten die

Ergebnisse aus der Literatur bestétigt werden.

3.1.5 Genexpressionsanalyse von SKBR-3 in 2D- unB-Xultur

Im Folgenden wurde eine vergleichende Genexpressiwaiyse von 2D- und 3D-Kulturen
durchgefuhrt. Bei der Analyse des Genexpressionwrautag der Fokus auf Genen, deren
Produkte unmittelbar in Zusammenhang mit Krebs estelind die potentiell an einer
Reorganisation der Zelloberflachenstruktur beteifigin konnten. Die Expressionsanalyse
erfolgte mit dem Affymetrix GenChfp Array HG-U133 Plus 2.0, der die Messung der
Expression aller bekannten Gene des humanen Geedaubt. Damit kénnen tber 47000
Transkripte und deren Varianten gemessen werden.
Fur die Erstellung des Profils wurde in Kooperatioih U. Bar aus den Zellen einer 2D- und
3D-Kultur total RNA isoliert, in cDNA Ubersetzt urtle Transkripte anschliel3end auf diesem
GenChif Array hybridisiert. Das Expressionsprofil der 2DHir reprasentiert die
Basislinie, auf deren Grundlage alle Anderungea sitih im Expressionsprofil der 3D-Kultur
ergeben, errechnet wurden. Die Unterschiede, dieais diesem 2D-3D-Vergleich ergeben,
werden durch sogenannte Anderungsfaktoren dartiesdelr Vergleich der hybridisierten
Transkripte aus den beiden unterschiedlichen Koddingungen ergab, basierend auf den
Filterkriterien (siehe Materialien und Methodengsd in 3D-Kultur die Expression von 163
Genen hochreguliert und die Expression von 80 Gaeemmterreguliert war.
Mit Hilfe der Software Ingenuity Pathways Analy§iBA) von Ingenuity Systems wurden die
aus der Affymetrix-Analyse erhaltenen Datenséatzeveoeet und abhéngig von ihrer
biologischen Relevanz verschiedenen Untergruppgeadnet. Die Software greift dabei auf
Informationen aus wissenschaftlichen Publikationemrick. Eine dieser Untergruppe
reprasentiert die Gene, die in irgendeiner FornZusammenhang mit Krebs stehen. Der
Datensatz enthalt 27 herunterregulierte Gene,rdidusammenhang mit Krebs stehen (Tab.
1).
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Tab. 1: Zusammenfassung der bei SKBR-3 in 3D-Kultur herunterregulierten und in
Zusammenhang mit Krebs stehenden Gené&/erglichen wurde die Genexpression von SKBR-3 in
2D- und 3D-Kultur mit Hilfe des Affymetrix GenCHipArray HG-U133 Plus 2.0. Die Anderungen in
der Genexpression wurden durch den Anderungsféaidschrieben. Mit Hilfe deBoftware Ingenuity
Pathways Analysis (IPA) wurden die regulierten Gersgschiedenen Gruppen mit definierter
biologischer Funktion zugeordnet.

Nr. Typ Symbol Name Anderungsfaktor Lokalisation Gen ID
1 ANKAT annexin Al 173 Plasmamembran 301
2 C200RF27  chromosome 20 open reading frame 27 -1,00 unbekannt 54976
3 CAV1 caveolin 1, caveolae protein, 22kDa -477 Plasmamembran 857
4 CDC37 cell division cycle 37 homolog (S. cerevisiae) -1.22 Zytoplasma 11140
5 CTNNAL1 catenin (cadherin-associated protein), alpha-like 1 172 Plasmamembran 8727
B DLEU1 deleted in lymphocytic leukemia, 1 -1.24 unbekannt 10301
7 HNRPDL heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like -1.06 Nukleus 9987
8 Andere ICAM3 intercellular adhesion molecule 3 -1,00 Plasmamembran 3385
9 IGFBFS insulin-like growth factor binding protein 5 179 Extracellular Space 3488

10 LYBD lymphocyte antigen 6 complex, locus D 117 Plasmamembran 8581

1 MT 1 metallothionein 1X -118 unbekannt 4501

12 NEDDS neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 9 -1.22 Nukleus 4739

13 PEG10 paternally expressed 10 -1.90 Nukleus 23089

14 STIP1 stress-induced-phosphoprotein 1 {Hsp70/MHsp90-organizing protein) -1.44 Iytoplasma 10963

15 TNFRSF12A  tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12A -1,18 Plasmamembran 51330

16 TPM1 tropomyosin 1 (alpha) 293 Zytoplasma 7168

17 CYP1A1 cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1 -2,36 Zytoplasma 1543

18 HMOX1 heme oxygenase (decycling) 1 -1,08 Zytoplasma 362

19 Enzym PLCE1 phospholipase C, epsilon 1 -207 Zytoplasma 51196

20 S0D2 superoxide dismutase 2, mitochondrial 113 Zytoplasma 6648

21 SQLE squalene epoxidase -1.07 Zytoplasma 6713

22 TGM1 transglutaminase 1 2128 Plasmamembran 7051

23 Wachstumsfaktor JAGT jagged 1 (Alagille syndrome) -151 extrazellular 182

24 PDGFA platelet-derived growth factor alpha polypeptide -1,08 extrazellular 5154

25 Transmembranrezsptor NRP1 neuropilin 1 -1,.20 Plasmamembran 8829

26 OLR1 oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1 -594 Plasmamembran 4973

27 Transporter ABCG2 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2 -154 Plasmamembran 9429

3.1.6 Die Expression von Caveolin-1 ist bei SKBRiB 3D-Kultur herunterreguliert

Mit Hilfe der I[PA-Software von Ingenuity Systems ngdan anschlieBend die 27
herunterregulierten Gene mit dem Signalnetzwerk M&R2 verglichen. Die Software greift
dabei auf alle publizierten Daten Uber HER2 zuriwokd ordnet die Ergebnisse der
Genexpressionsanalyse entsprechenden biologischéogrippen, z.B. Enzym oder
Wachstumsfaktor, zu. Dies lieferte den Hinweis,sdasischen HER2 und Caveolin-1 eine
indirekte Interaktion beschrieben ist.

Caveolin-1 zeigte in der Affymetrix-Analyse einenderungsfaktor von -4,77 (Tab. 1, Nr. 3).
Das bedeutet, dass in 3D-Kultur nur noch ca. 16% Caveolin-1 mRNA Menge im
Vergleich zur 2D-Kultur detektiert werden konntekbb. 12A). Eigene Literaturrecherchen
konnten diese Verknipfung bestatigen. Caveolin-I &n Strukturprotein, das
Homooligomere bzw. Heterooligomere mit Caveolin-2ddt und an der Ausbildung
sogenannter Caveolae beteiligt ist. Caveolae sinddinationen der Zellmembran und zahlen
zu einer Subklasse der cholesterinreichen Mikrodmnéder Plasmamembran (Simons und

Toomre, 2000). Sie enthalten Cholesterin und Glykoggolipide und sind involviert in
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Endozytose, Zelladhasion und Signaltransduktionugfcet al, 1997; Zhang et al, 2000;
Razani et al, 2001). Mehrere Studien haben gezdags Caveolin-1 eine Rolle bei der
Tumorentstehung spielt, da die Expression von dawv&oin humanen Tumorproben und in
onkogen transformierten Zellen stark reduzier{i&zani und Schlegel, 2001; Sagara et al.,
2004; Ravid et al., 2006).

Die Abnahme der Caveolin-1 mRNA Expression in 30tuwurde mit Hilfe der RT-PCR
Uberprift und konnte bestétigt werden. Die MengeCameolin-1 mRNA in der 3D-Kultur
war um den Faktor 4 niedriger als in der 2D-KulfDaten nicht gezeigt).

AnschlieRend wurde im Western-Blot untersucht ablairunterregulierte mRNA Menge mit
einer geringeren Proteinexpression von Caveolioftekert.

Caveolin-1 Protein war in den Zellextrakten der R@itur nachweisbar (Abb. 12B). Die
Menge anderte sich nicht durch die Behandlung ddéleZ mit Trastuzumab (Abb. 12B). In
3D-Kultur lag Caveolin-1, wie aus dem vielfach ggeren mRNA-Niveau ableitbar ist,
unterhalb der Nachweisgrenze (Abb. 12B).
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Trastuzumab
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—_— e Caveolin 1

S St wmme | [-AKEN

3D

Caveolin-1

Abb. 12: Caveolin-1 ist bei SKBR-3 in 3D-Kultur heunterreguliert. A Gezeigt ist die Caveolin-1
MRNA Expression in 2D- und 3D-Kultur bei SKBR-3.aiir wurde die total RNA aus den Zellen
isoliert, in cDNA transkribiert und die cRNA ansigfiend auf dem Affymetrix GenCHipArray HG-
U133 Plus 2.0. hybridisiert. Dargestellt ist jeweiler Mittelwert des Signhals aus der GenChip
Analyse aus drei Replikaten und die StandardabwaeigiB Western-Blot Analyse der Caveolin-1
Proteinexpression in 2D und 3D bei SKBR-3 ohne inn@egenwart von 10 pg/ml Trastuzumab. Die
Auftrennung der Proteine erfolgte mit einem 4-129ér Polyacrylamid-Gel. Als Ladekontrolle diente
b-Aktin. Pro Spur wurden 25 pug Gesamtprotein auggn.
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3.1.6.1 Vergleich der Caveolin-1 Expression in vechiedenen Krebszelllinien

Nachfolgend stellte sich die Frage, ob die vernitgg€aveolin-1 Expression bei SKBR-3 eine
Folge der 3D-Zellkultur ist, oder ein zellliniengifesches Phanomen widerspiegelt. Die
Caveolin-1 Expression wurde deshalb in vier wertdfeebszelllinien untersucht. Ausgewahit
wurde hierftir die Ovarialkrebszelllinien SKOV-3edHER2 stark Giberexprimiert und auf die
Behandlung mit Trastuzumahkin vitro anspricht (Abb. 7A) und KPL-4, eine
Brustkrebszelllinien, die ebenfalls stark HER2 @x@rimiert. Die Brustkrebszelllinie MDA-
MB-468 und die Epidermoidkrebszelllinie A431 Ubgemieren beide EGFR (Lin et al.,
2001). Die Zelllinien wurden jeweils in 2D- und 3Qdtur inkubiert und die Caveolin-1

Expression anschlieend im Western-Blot detektiert.

SKOV-3 e | Caveolin-1
- | 3 Aktin
MDA-MB-468 E Caveolin-1
El B-Aktin
KPL-4 S Caveolin-1
‘ B-Aktin
A431 +Matrigel « e | Caveolin-1
R— .

Abb. 13: Western-Blot Analyse der Caveolin-1 Expreson in 2D- und 3D-Kultur bei
verschiedenen Zelllinien.Die Zelllinien SKOV-3, MDA-MB-468, KPL-4 und A431 wden 48 h in
2D und 3D kultiviert. Bei der Zelllinie A431 konntke Ausbildung von Spheroiden nur in Gegenwart
von 0,3 pg/ul Matrigel induziert werden. Die Auftreing der Proteine erfolgte mit einem 4-12%-igen
Polyacrylamid-Gel. Als Ladekontrolle diertbeAktin. Pro Spur wurden bei SKOV-3 und A431 20 ug,
bei MDA-MB-468 30 ug und bei KPL-4 40 ug Gesamtpnotaufgetragen.

Bei den Linien SKOV-3 und MDA-MB-468 war in 3D elfalts eine reduzierte Caveolin-1
Expression nachweisbar, im Gegensatz zu KPL-4 u#81AAbb. 13). Dieses Experiment
zeigte, dass die Herunterregulierung von Caveolkeih 3D-Kultur spezifisches Phdnomen
ist, da KPL-4 und A431 unverandert Caveolin-1 experen. Es bleibt jedoch zu klaren,
welche Funktion Caveolin-1 in den jeweiligen Linieat.
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3.1.6.2 Die transiente Expression von Caveolin-1 BKBr3 hemmt die Zellaggregation in
3D-Kultur

Tumorzellen und onkongen transformierte Zellen tzesi die besondere Eigenschatft,
unabhangig von Zell-Zell-Kontakt oder Zell-Matrixeldtakt zu dberleben und zu
proliferieren (zusammengefasst bei Wang LH, 2004).

Die rekombinante Expression von Caveolin-1 in omkodgransformierten NIH 3T3 Zellen
sowie in T47D und MCF-7 Brusttumorzellen verhirdatass die Zellen in Soft-Agar
Experimenten Zellcluster ausbilden (Engelman etX897; Lee et al., 1998; Fiucci et al.,
2002). Dies bedeutet, dass Tumorzellen, die Cawdolilberexprimieren, die Fahigkeit
verlieren Zell-Matrix-unabhéngig zu wachsen. Fiuaed Kollegen diskutieren diesen Effekt
als Konsequenz einer reduzierten Onkogenaktivieinngbhéngigkeit von der Caveolin-1
Expression (Fiucci et al., 2002). Die reziproke &atgon von Caveolin-1 und HER2 konnte
mit MMTV-Neu (mouse mammary tumor virus-Neu) tragsgn Mausen bestatigt werden.
Die transgenen Tiere entwickeln Brusttumore aufdruter Uberexpression des HER2-
Rezeptors (Bouchard et al., 1989). Im Vergleiclden Kontrolltieren war in den Tieren, die
HERZ2 induzierte Brusttumore aufwiesen, keine Cauebl Expression mehr nachweisbar
(Engelman et al. 1998).

Um die Relevanz von Caveolin-1 bei SKBR-3 in 3D4ulzu untersuchen, wurden SKBR-3
Zellen in einer herkébmmlichen 2D-Kultur jeweils ma#inem Kontrollvektor und einem
Vektor, der Caveolin-1 kodiert, transient trangrziund fir 24 h inkubiert. Anschliel3end
wurden die Zellen auf poly-HEMA beschichtete Zeltkrplatten ausgesat und fir 48 h
inkubiert.

Im Western-Blot wurde die Expression von Caveolibdstatigt (Abb. 14B). Wie in
Abbildung 14A zu sehen ist, unterscheidet sich &-Phanotyp der Caveolin-1
Uberexprimierenden Zellen stark von dem in den Kibeixperimenten. Die transiente
Expression von Caveolin-1 in 3D-Kultur verhindeiie dAggregation der Zellen und die
Ausbildung von dreidimensionalen Zellverbanden.s Iéeiteren wurde beobachtet, dass die
Tyrosinphosphorylierung von HER2 in Anwesenheit ¥@awveolin-1 etwas schwacher ist als
bei den Kontrollansatzen (Abb. 14B).

Es besteht ein Zusammenhang zwischen der Ausbildom@ellaggregaten in 3D-Kultur und
dem Expressionsstatus von Caveolin-1 und eine deemtiundene Regulation der HER2-
Phosphorylierung. Allerdings kbnnen KPL-4, trotzv€alin-1 Expression in 3D-Kultur, auf
poly-HEMA beschichteten Zellkulturplatten Spheroalesbilden (Abb. 8C).
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Abb. 14: Die Uberexpression von Caveolin-1 in SKBR-verhindert die Aggregation der Zellen

in 3D-Kultur und interferiert mit der HER2-Phosphor ylierung. SKBR-3 wurden 24 h nach
Aussaat in 2D-Kultur jeweils mit 10 pg pcMV6-XL5-@olin-1 oder 10 pg Leervektor (Kontrolle)
transfiziert und fur 24 h inkubiert. Als Vergleiclienten unbehandelte SKBR-3 Zellen. AnschlieRend
wurden die Zellen mit Accutase von den Zellkultatpgn abgelost und in poly-HEMA beschichtete 6-
Napfplatten ausgesat und flr weitere 48 h inkubiért Phasenkontrastaufnahme der SKBR-3
Zellmorphologie nach 48 h Inkubation in 3D-Kultrer eingezeichnete Mafistab entspricht 100 um.
B Western-Blot Analyse der Expression von HER2, phosHER?2 und Caveolin-1. Die Auftrennung
der Proteine erfolgte mit einem 4-12%-igen Polykonyd-Gel. Als Ladekontrolle diente-Aktin. Pro
Spur wurden 25 pug Gesamtprotein aufgetragen.

3.1.6.4 Die Inhibition der Gangliosid-Biosynthesentterferiert mit der Phosphorylierung
von HER2 in 3D-Kultur

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dasseei@igne bzw. Proteine in 3D-Kultur
unterschiedlich exprimiert sind, unter anderem ©#rnel. Die Vermutung liegt nahe, dass
die Zellen in 3D-Kultur ihre Zelloberflache resttukieren, was schlief3lich eine gesteigerte
Onkogenaktivierung zur Folge haben kdnnte.

Wie unter 3.1.4 bereits gezeigt wurde, ist HERZh vermehrt mit GM1-angereicherten
Lipiddoméanen assoziiert. Um einen funktionellen ausenhang zwischen der HER2-
Lokalisation in Lipiddomanen und einer damit verdenen Rezeptoraktivierung herzustellen,
wurde die Biosynthese der Ganglioside mittels [¥go-1-Phenyl-2-decanoylamino-3-
morpholino-1-propanol  Hydrochlorid  ([D]-PDMP)  inhdst. [D]-PDMP, ein
Ceramidanalogon, ist ein gebrauchlicher Inhibitor er d UDP-Glukose
Ceramidglukosyltransferase um die Funktion von @asiglen zu untersuchen (Radin et al.,
1993).

SKBR-3 Zellen wurden in 2D-Kultur mit 5, 30 und 40 [D]-PDMP vorbehandelt und
anschlieend in 3D ausgesét. Die Inhibition derdgBasid-Biosynthese wurde exemplarisch
anhand der GM1 Expression auf der Zelloberflacrerpnift. Hierzu wurden SKBR-3 Zellen
nach Inkubation mit 40 uM [D]-PDMP mit CTX-B Alexd488 gefarbt und im FACS
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analysiert. Die Behandlung mit 40 uM [D]-PDMP inigitie die GM1 Expression auf der
Zelloberflache um 60% (Abb. 15A).
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Abb. 15: Die Inhibition der Gangliosid-Biosynthesebeeinflusst die Phosphorylierung von HER2.
SKBR-3 wurden 24 h nach Aussaat in 2D-Kultur mi886 und 40 uM [D]-PDMP versetzt und fir 4
Tage inkubiert. Als Vergleich dienten unbehand8lkBR-3 Zellen.A Analyse der GM1-Expression
im Durchflusszytometer. Nach 4 Tage Inkubation iegéhwart von 40 uM [D]-PDMP wurde
exemplarisch die Expression des Gangliosids GM1daufZelloberflache tGberprift. Hierfir wurden
die Zellen mit CT-B Alexa 488-Konjugat inkubiertmi Durchflusszytometer analysiert und die
Messung als Histogramm dargestellt (__unbehandalinbehandelt + CT-B Alexa 488, 40 uM
[D]-PDMP + CT-B Alexa 488)B Western-Blot Analyse der Expression von HER2, phosHER?2
und Caveolin-1. Im Anschluss an die Inkubation gg€nwart des Inhibitors [D]-PDMP in 2D-Kultur
wurden die Zellen mit Accutase von den Zellkultatfgn abgeltst und in poly-HEMA beschichtete 6-
Napfplatten ausgesat und fur weitere 24 h mit [DM®P inkubiert. Parallel wurden zu einem Ansatz,
der mit 40 uM [D]-PDMP inkubiert wurde, gleichzegjtil25 pM Gangliosid GM3 gegeben. Die
Proteine wurden mit einem 4-12%-igen Polyacryla@l-aufgetrennt und als Ladekontrolle diente
b-Aktin. Pro Spur wurden 25 pug Gesamtprotein aufggn.

Der Einfluss des Inhibitors auf die HER2-Phospherying wurde im Western Blot
analysiert. In Abb. 15B ist gezeigt, dass mit zumehder [D]-PDMP Konzentration das
Phosphosignal von HER2 abnimmt. Die Zugabe des li@asids GM3 (Monosialogangliosid-

3) wahrend der Inkubation in 3D fihrte zu einersté@kten Phosphorylierung von HER2
(Abb. 15B, Spur 6). Durch die Versorgung der Zelhaih exogenem GM3 wird die Depletion
der Ganglioside kompensiert, was die Phosphorylgrdes HER2 wiederherstellt. Dies
belegt den funktionellen Zusammenhang zwischen deezeptor HER2 und seiner
Assoziation mit lipidreichen Membrandomanen.

Die Caveolin-1 Expression wurde durch die Behargllumt [D]-PDMP nicht beeinflusst

(Abb. 15B).
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3.1.7 Vergleich der HER-Proteinkomplexe in 2D- un@D-Kultur

Die Ergebnisse aus der KoimmunoprazipitationsstadieHER?2 hatten gezeigt, dass in 3D-
Kultur kaum HERZ2/HER3-Heterodimere nachzuweisenewa(Abb. 10A). Des Weiteren
konnte eine vermehrte Lokalisation von HER2 in GMigereicherten Membrandoménen
gezeigt werden (Abb. 11) und eine Herunterregutigruon Caveolin-1 in 3D-Kultur (Abb.
12B). Das Fehlen von Caveolae-Strukturen auf ddloZerflache kdnnte die Homo- bzw.
Heterodimerisierung der HER-Rezeptoren entscheidm®influssen und schlie3lich auch
den Aktivierungsstatus von HER2.

Im Folgenden sollte deshalb untersucht werdenjatbdie HER2-Homodimerkomplexe und
die HER2/HER3-Komplexe einer SKBR-3 2D-Kultur im cosedichtegradienten anders
verhalten als in einer 3D-Zellkultur. Hierfir wurdédie gleichen Mengen an Zellen aus den
beiden unterschiedlichen Kulturbedingungen geenmet wie bei der Kopréazipitationsstudie
mit Hilfe von 1% Triton X-100, einem nicht-ionisalme Detergenz, lysiert. Nach
Zentrifugation wurden die normierten Zelllysate mithem linearen Sucrosedichtegradient (5-
30%) aufgetrennt.

Die Verwendung von Triton X-100 bei der Lyse vonl&e hat den Vorteil, dass Proteine
unter nahezu nativen Bedingungen gehalten werdennnéd® und so  flr
Koprazipitationsstudien zuganglich sind. Jedochtfdie Verwendung von 1% Triton X-100
bei 4°C zu keiner vollstdndigen Zelllyse im eigaittn Sinn, da vor allem dicht gepackte,
lipidreiche Subdomanen der Zellmembran nicht zuti@mgind fur das Detergenz und sich
dadurch ein detergenzléslicher und ein detergeslicher Anteil bildet (Brown und
London, 1998).

Die detergenzunléslichen bzw. —ldslichen Anteile dan 2D- und 3D-Zelllysaten wurden im
linearen Dichtegradient aufgetrennt. Die 12 gesalteme Fraktionen aus dem
Dichtegradienten wurden zusammen mit der Zelldeduis der Zelllyse im Western-Blot auf
ihren Gehalt an EGFR, HER2, HER3 und Caveolin-Ersouicht. Zum Vergleich wurden die
Proteine Lyn und CD71 nachgewiesen. Lyn ist einero3ipkinase die mit
detergenzunloslichen Membrandomanen assoziietndtCD71, ein Transferrinrezeptor, ist
mit dem detergenzldslichen Teil verknlpft.

Prinzipiell sind die Proteinkomplexe, die mit lipggchen Membrandoméanen assoziiert sind,
den Fraktionen 1 bis 7 zu zuordnen, da sie dieofiriX-100 unldslichen Komponenten
enthalten. CD71 diente hierbei als Markerprotemndién Ioslichen Anteil (Fraktionen 7-12 in
2D und 8-12 in 3D, Abb. 16).
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Besonders auffallig war die Tatsache, dass nurbatE&periment alle drei HER-Rezeptoren
in der Zelldebris nachzuweisen waren (Abb. 16, fioak,D"). Auch die Expression von
Caveolin-1 war erneut nur in der 2D-Kultur zu bediian (Abb. 16, Fraktion ,D*). Es war
zu erwarten, dass Caveolae aufgrund ihrer lipidecMembrandomé&nen schwer I6slich in
Triton X-100 sind und deshalb anteilig im Zelldebmiachweisbar waren.

Frakton | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 - D
 —————— o — - HER2 2D
i B = ¢8| HER3 2D

A — HER3 3D
ol ﬂ EGFR 2D
- — - - ' EGFR 3D
B |
‘ Caveolin-1 2D
Caveolin-1 3D
—— CcD71 2D
..... —-— cD71 3D
& Ly 2D
wme | Lyn 3D

Abb. 16: Auftrennung der HER-Komplexe mit Hilfe eines linearen Sucrosedichtegradienten.
Western-Blot Analyse der Fraktionen des linearecr&egradienten (5-30%) und der Zelldebris. Die
Bezeichnungen 1-12 beschreiben die Fraktionen degoSegradienten und D beschreibt die
Zelldebris.

Die Verteilung von HER2 in den Fraktionen 5 bis & der 3D-Kultur unterscheidet sich
nicht signifikant von dem Verteilungsmuster ein®-Rultur, doch scheint in den Fraktionen
10 bis 12 in 3D der HER2-Anteil etwas geringer (All6). HER3 ist ebenfalls in den
Fraktionen 6 bis 12 nachweisbar, jedoch ist deeAiain HER3 in den Fraktionen 6 und 7 in
der 3D-Kultur kaum nachweisbar bzw. sehr gering waidagert sich mehr in die Fraktionen
10-12 (Abb. 16). Auffallig ist die Menge an EGFRedn den Fraktionen 6 bis 8 in der 3D-
Kultur detektierbar sind, jedoch nicht in den 2lx&ronen (Abb. 16).
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Da der HER3-Anteil in den Fraktionen 6 und 7 desB3{periments geringer ist als in 2D,
kénnte dies bedeuten, dass weniger HER2/HER3-H#iteewe in den lipidreichen

Mikrodoménen vorliegen.

3.2 Generierung und Charakterisierung einer Trastuzmab resistenten SKBR-3

Linie in vitro

Trotz der initialen Therapieerfolge mit Trastuzumgtricht ein Grof3teil der behandelten
Patienten innerhalb eines Jahres nicht mehr aufB#ibandlung mit Trastuzumab an
(Cobleigh et al., 1999; Vogel et al., 2002). DienBedlung von sogenannten erworbenen oder
gegebenen Resistenzen wahrend einer Therapie daikologen vor eine grofe
Herausforderung. Momentan stehen keine verlasslighrischen Daten zur Verfigung, um
die Therapieerfolge mit Trastuzumab bei HER2-Ubgriexierenden Brustkrebspatientinnen
zu prognostizieren. Erste praklinische Daten &usvitro und in vivo Experimenten
beschreiben mdgliche Mechanismen, die an der Adishj einer Resistenz gegen
Trastuzumab beteiligt sein kdnnten (Nahta und Est@003; Suzuki und Toi, 2007). Die
Ergebnisse aus denin vitro Experimenten beruhen auf herkémmlichen 2D-
Zellkultursystemen. Um aber die Vorgange, bzw. derdnderungen im Tumor wéhrend
einer Therapie besser verstehen zu kénnen, sindh@tlle, welche die Physiologie des
Tumors adaquater reflektieren, unerlasslich.

Das in dieser Arbeit etablierte 3D-Modell zeigtrsfckante Unterschiede zur 2D-Zellkultur.
Daher sollte nun auch das Problem der Trastuzursigbeaz in diesem Modell untersucht

werden.

3.2.1 Generierung einer Trastuzumab resistenten SKIB-3 Linie in vitro

3.2.1.1 Selektion der Trastuzumab resistenten SKBR-Zellen in 3D-Kultur

Zur Generierung einer Trastuzumab resistenten SBRBRiie wurden die Tumorzellen auf
poly-HEMA beschichtete Zellkulturplatten ausgesatduin Gegenwart von 40 pg/ml
Trastuzumab wahrend eines Zeitraums von 8 WocHektemiert. Die Zellaggregate wurden
ein- bis zweimal pro Woche resuspendiert und iscfres Zellkulturmedium ausgesat. Die
nach 8 Wochen verbleibenden Zellen wurden zur Esipanin Zellkulturflaschen ausgesét
und permanent in Gegenwart von 10 pg/ml Trastuzukdtbviert. Diese Zelllinie wird
fortan als SKBR-3 HR (SKBR-Blerceptin_esisten) bezeichnet.

Ein Aliquot der SKBR-3 HR Linie wurde fur 4 Monabéne den Zusatz von Trastuzumab in
3D kultiviert, um zu uUberprifen ob es sich um einstabilen oder reversiblen

Resistenzmechanismus handelt. Zur Expansion wudienZellen im Anschluss an die
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Selektion ebenfalls in Zellkulturflaschen ausgesiiese Zelllinie wird im Folgenden als
SKBR-3 HR- bezeichnet.

Beide Zelllinien wurden gezielt aus dem verbleibamdellpool etabliert und nicht klonal
expandiert, um so besser die Heterogenitat einasofaiwiderzuspiegeln. Zudem vermeidet
man dadurch die Beschreibung von klonspezifischesidkenzmechanismen.

Zur Charakterisierung der Spheroidmorphologie wargaveils Wildtyp SKBR-3, SKBR-3
HR und SKBR-3 HR- Zellen in poly-HEMA beschicht€6-Napfplatten ausgeséat und fur 7
Tage inkubiert. Im Vergleich zu Wildtyp SKBR-3 elnginen die SKBR-3 HR Spheroide viel
kompakter und bilden kaum Satelliten um die Splier¢gAbb. 17A).

SKBR-3 wt
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Zeit [d]
Abb. 17: Vergleich der Zellmorphologie und Proliferation der Trastuzumab resistenten Linie
SKBR-3 HR mit der Wildtyplinie. A Phasenkontrastanalyse der Zellmorphologie von SRBR-
(Wildtyp), SKBR-3 HR (Trastuzumab resistent) undBF&3 HR- (revertierte, erneut Trastuzumab
responsive Linie). Die Zellen wurden flr 7 Tageeiner poly-HEMA beschichtete 96-Napfplatten
kultiviert. Der eingezeichnete MaRRstab entspridd® um.B Wachstumskurve von SKBR-3 wt und
SKBR-3 HR (Trastuzumab resistent). Mittels CellTiBlo® Reagenz wurde die Zellproliferation,
angegeben in relativen Lichteinheiten, gemessengd3tellt ist jeweils der Mittelwert aus funf
Replikaten und die Standardabweichung.
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Die mittlere GroRe der SKBR-3 HR Zellaggregatevistgleichbar mit denen der SKBR-3

Zellen. Auch die SKBR-3 HR- bilden sehr kompaktdlatggregate, jedoch neigen diese
Zellen wieder vermehrt dazu, kleine Satelliten um 8pheroide herum auszubilden (Abb.
17A).

In der Wachstumskurve in Abbildung 17B sieht masssddie Trastuzumab resistente Linie
SKBR-3 HR ein zur Ausgangslinie vergleichbares iRrationsverhalten aufweist. Trotz

gleicher Anzahl an ausgeséten Zellen wurde furSK8R-3 HR Zellen zum Zeitpunkt der

Aussaat ein hoheres Signal an relativen Lichtetehegemessen (Abb. 17B).

3.2.1.2 Induktion einer reversiblen Trastuzumabrestenz in 3D-Kultur

Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob difled tatsachlich resistent gegen die
Behandlung mit Trastuzumab waren. Die Zellen wuride@egenwart von 10, 20, 50 und 100
png/ml Trastuzumab in 96-Napfplatten flr 7 Tage bikat und anschlieRend die Proliferation
mittels CellTiter GI& analysiert.

Abbildung 18A zeigt deutlich, dass Trastuzumab abeh hoheren Konzentrationen die
Proliferation der Zellen nicht mehr inhibieren kamde Linie SKBR-3 HR kann somit als

Trastuzumab resistent betrachtet werden.

Im Gegensatz dazu sprechen die SKBR-3 HR-, died4fiMonate ohne Trastuzumab im
Medium kultiviert wurden, erneut auf die Behandlumgg dem therapeutischen Antikérper an
(Abb. 18B). Eine konzentrationsabhangige Inhibitdar Zellproliferation resultiert auch hier
in einer maximalen Proliferationsinhibition von 46%

Mit Hilfe des hier verwendeten 3D-Modells lassthsidemnach eine Trastuzumabresistenz

induzieren, die aber reversibel ist.
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Abb. 18: Trastuzumab inhibiert die Zellproliferation von SKBR-3 HR nicht, jedoch die von
SKBR-3 HR-. A Dargestellt ist das Zellwachstum der Trastuzumedistenten SKBR-3 HR in
Abhangigkeit von der Trastuzumab-Konzentration. DOfellen wurden in Gegenwart von
Trastuzumab, sowie mit einer entsprechenden Isotypélle (higG) fir 7 Tage inkubiert. Die
Messung der Zellproliferation erfolgte mittels Jaélér Glo®. Angegeben ist der Mittelwert der
relativen Lichteinheiten aus finf Replikaten und &tandardabweichunB. Konzentrationsabhéange
Inhibition von SKBR-3 HR- mit Trastuzumab nach 7g&a Inkubation. Angegeben ist der Mittelwert
der relativen Lichteinheiten aus funf Replikatenl @ie Standardabweichung.

3.2.2 Charakterisierung der Trastuzumab resistenterzZellinie SKBR-3 HR

3.2.2.1 Zunahme der HER2-Oberflachenexpression b8KBR-3 HR

Nagy und Kollegen beschrieben eine reduzierte Bigdaffinitat von Trastuzumab
gegenuber HER2 bei der Trastuzumab resistentetinkellIMT-1 (Nagy et al., 2005). Das
Glykoprotein Mucin-4 (MUC-4) maskiert den HER2-Rpim, so dass Trastuzumab das
Epitop nur mehr vermindert binden kann und der Rexedadurch nicht mehr inhibiert wird
(Nagy et al., 2005).

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob Trast@unoch immer an den HER2-Rezeptor
auf der Zelloberflache von SKBR-3 HR bindet.
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Abb. 19: SKBR-3 HR exprimieren mehr HER2 als die Widtyplinie SKBR-3. A SKBR-3, SKBR-

3 HR und SKBR-3 HR- wurden fiir 48 h in poly-HEMA dohichteten 6-Napfplatten inkubieA.
Bestimmung der HER2-Oberflachenexpression im Dluskfzytometer. Die HER2-Expression wurde
mittels Inkubation der Zellen mit 20 pg/ml Trastomb, gefolgt von der Inkubation mit einem
sekundaren, Alexa Fluor 488 konjugiertem, Ziegéldoman 1gG im Durchflusszytometer bestimmt.
Als Isotypkontrolle diente humanes IgB.Western-Blot Analyse der HER2-Expression bei SKBR-
und SKBR-3 HR. Die Proteine wurden mit einem 4-12%n Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und der
Nachweis von HER2 erfolgte mit einem Antikdrpert dee C-terminale Doméane von HER2 erkennt.
Als Ladekontrolle diente-Aktin. Pro Spur wurden 25 pg Gesamtprotein aufggn.

Fur die Uberpriifung der Antikdrperbindung wurdenBR&3 HR, SKBR-3 HR- und Wildtyp
Zellen mit 20 pg/ml Trastuzumab auf Eis inkubiendwnach Zugabe eines sekundéaren, mit
Alexa 488 konjugiertem, Antikdrper im Durchflussayieter analysiert. Die Trastuzumab
resistente Zelllinie SKBR-3 HR kann mehr Antikdrgenden als die Wildtyplinie SKBR-3
(Abb. 19A). Vergleicht man die Fluoreszenzintertsitiso erhoht sich das Signal bei der
resistenten Linie um 49%. Die revertierte Linie KB HR- hingegen weist im Vergleich
zur resistenten ein geringeres Fluoreszenzsignaf, anémlich nur 77% der
Fluoreszenzintensitdt von SKBR-3 HR (Abb. 19A).

Zusammengefasst bedeutet das, dass die Inkubagiodetlen fir 8 Wochen in Gegenwart
von Trastuzumab eine Zunahme der HER2-Oberflachmessgion induziert hat. Auf der
Zelloberflache stehen nun mehr HER2-Rezeptoren ¥Yerfligung, die aktiv die
nachgeschalteten Signalwege regulieren kdnnters Baisich hier um keine Selektion einer
Subpopulation handelt, die anfanglich schon mehRRIExprimierte, zeigt die Tatsache, dass
bei den SKBR-3 HR- Zellen eine geringere Menge aBRR auf der Zelloberflache
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nachweisbar war. Es scheint sich hier also tats#ichim einen Trastuzumab vermittelten
Effekt zu handeln.

Zusatzlich wurde die HER2-Expression im Gesamtgll im Western-Blot tberprift. Fur
den Nachweis wurde ein Detektionsantikbrper geg&R® benutzt, der den C-terminalen
Teil des Rezeptors erkennt. Anlass dafir gabeni@tudie ein vermehrtes Auftreten eines 95
kDa grol3en HER2-Fragments (p95HER?2) in humanentBimasren zeigten, das partiell auch
in einigen Zelllinien nanchweisbar war (Molina &t 2002; Anido et al., 2006; Saez et al.,
2006). Diese verkirzte, intrazellulare HER2-Vamanist membranassoziiert, besitzt
Kinaseaktivitat und bildet aktivierte Heterodimemkplexe mit dem Rezeptor HER3, jedoch
nicht mit EGFR (Molina et al., 2001; Xia et al.,@®0. Fur Trastuzumab ist dieses p95-
Fragment nicht zugénglich und kann somit auch rdelssen Kinaseaktivitat inhibieren.

Mit Hilfe der Western-Blot Analyse konnte gezeigengden, dass die Linie SKBR-3 HR
deutlich mehr HER2-Protein exprimiert als die WyjdtLinie (Abb. 19B). Eine p95HER2-
Variante, sowie andere C-terminale Fragmente, leanpgdoch nicht nachgewiesen werden
(Abb. 19B).

Um auszuschlie3en, dass durch die Selektion mgtdzamab Mutationen in HERZ2 induziert
wurden, oder dass eine Subpopulation, die eine em@tiForm des Rezeptors enthalt,
angereichert wurde, erfolgte die SequenzierungiBR2 (4624 bp). Dazu wurde die RNA
extrahiert, anschlieRend in cDNA transkribiert undtels PCR mit Fragment-spezifischen
Oligonukleotiden amplifiziert. Die aufgereinigten mplifikate wurden schlief3lich

sequenziert. Bei der Sequenzierung konnten keineativhen des HER2-Rezeptors
festgestellt werden, d.h. SKBR-3 HR Zellen exprimie ein erhfhtes Mal} an Wildtyp-

Rezeptor.

3.2.2.2 Genexpressionsanalyse von SKBR-3 HR und SREB in 3D-Kultur
Im Folgenden wurde eine vergleichende Genexpresaiatyse von SKBR-3 HR und SKBR-

3 durchgefuhrt. Ziel war es Gene zu identifizierdie, méglicherweise in Zusammenhang mit
einer Resistenz gegen Trastuzumab stehen kénnten.

Hierflr wurde in Zusammenarbeit mit U. Bér die t®R&IA aus den Spheroiden von SKBR-3
und SKBR-3 HR isoliert, in cDNA Ubersetzt und dieafiskripte anschlie3end mit Hilfe des
Affymetrix GenChif’ Array HG-U133 Plus 2.0 analysiert. Die Auswertutey Daten ergab,
dass bei der Zelllinie SKBR-3 HR im Vergleich zuiilétyp Linie die Expression von 790
Genen hochreguliert und die Expression von 654 G&eeunterreguliert war. Mit Hilfe der

Software Ingenuity Pathways Analysis von Ingen@tstems konnten die Gene spezifischen
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Clustern zugeordnet und beschrieben werden. Imd$-ta@gihier die Subgruppe, die alle Gene
filtert, welche in Zusammenhang mit Krebs stehemnVWden 790, deren Genprodukt
hochregulierten war, konnten demnach 121 Geneeisegi Cluster eingeordnet werden (Tab.
2).

3.2.2.3 ldentifizierung von DARPP-32 als potentiein Resistenzmarker

Ein detailierter Vergleich der 121 krebsassozirer@ene mit Literaturdaten in Bezug auf
HER2 lenkte die Aufmerksamkeit auf PPP1R1B (Tak\r2 87), auch bekannt als DARPP-
32 (dopamine and cyclic adenosine 3°,5"-monophosptegatated phosphoprotein Die
Menge an DARPP-32 war in den Trastuzumab resisiefgien mit einem Anderungsfaktor
von 40 signifikant erhoht (Tab. 2, Nr. 87). Dasehaissante an DARPP-32 ist, dass sich das
Gen sowohl bei humanen Brusttumorproben als auichastrointestinalen Adenokarzinomen
im HER2-Amplikon, in der Region 17g12-q21 befindetd dadurch auf genetischer Ebene
mit HER2 koamplifiziert ist (Kauraniemi und Kallie@mi, 2006; Magani et al., 2006). Da die
GroRe des HER2-Amplikons innerhalb der IndividuemwbZelllinien variieren kann, haben
Kauraniemi und Kollegen im Fall der Zelllinie SKBR-gezeigt, dass DARPP-32 hier
eindeutig in der Region 17912-g21 lokalisiert uming amplifiziert ist (Kauraniemi et al.,
2001).

Tab. 2: Zusammenfassung der bei SKBR-3 HR in 3D-K@lir hochregulierten und in
Zusammenhang mit Krebs stehenden Gené&/erglichen wurde die Genexpression von SKBR-3 und
SKBR-3 HR in 3D-Kultur mit Hilfe des Affymetrix Ge@hip® Array HG-U133 Plus 2.0. Mit Hilfe der
Software Ingenuity Pathways Analysis (IPA) wurdés égulierten Gene verschiedenen Gruppen mit
definierter biologischer Funktion zugeordnet.
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Typ Symbol Name Anderungsfaktor  Lokalisation Gene ID
1 CCND1 cyclin D1 1,01 Nukleus 595
2 LGALS8 lectin, galactoside-binding, soluble, 8 (galectin 8) 1,01 extrazellular 3964
3 S100A4 S100 calcium binding protein A4 1,06 Zytoplasma 6275
4 CD44 CD44 molecule (Indian blood group) 111 Plasmamembran 960
5 CD59 CD59 molecule, complement regulatory protein 1,11 Plasmamembran 966
6 CDCP1 CUB domain containing protein 1 1,13 Plasmamembran 64866
7 FHL2 four and a half LIM domains 2 1,15 Nukleus 2274
8 VASP vasodilator-stimulated phosphoprotein 1,15 Plasmamembran 7408
9 NOL3 nucleolar protein 3 (apoptosis repressor with CARD domain) 1,17 Nukleus 8996
10 IER3 immediate early response 3 1,21 Zytoplasma 8870
11 FTL ferritin, light polypeptide 124 Zytoplasma 2512
12 WASF2 WAS protein family, member 2 1,33 Zytoplasma 10163
13 MLF1 myeloid leukemia factor 1 134 Nukleus 4291
14 HRASLS3  HRAS-like suppressor 3 1,46 Nukleus 11145
15 MYO6 myosin VI 155 Zytoplasma 4646
16 MIB1 mindbomb homolog 1 (Drosophila) 1,62 unbekannt 57534
17 RBL2 retinoblastoma-like 2 (p130) 184 Nukleus 5934
18 MTBP Mdm2, transformed 3T3 cell double minute 2, p53 binding protein (mouse) binding protein, 104kDa 1,97 unbekannt 27085
19 TMEM97 transmembrane protein 97 2,10 extrazellular 27346
20 Andere TMSB4X thymosin, beta 4, X-linked 2,11 Zytoplasma 7114
21 LOC152485 hypothetical protein LOC152485 2,18 unbekannt 152485
22 RPL5 ribosomal protein L5 2,22 Zytoplasma 6125
23 TNFAIP8 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8 2,43 Zytoplasma 25816
24 CSTA cystatin A (stefin A) 2,54 Zytoplasma 1475
25 DDB2 damage-specific DNA binding protein 2, 48kDa 2,93 Nukleus 1643
26 DMD dystrophin (muscular dystrophy, Duchenne and Becker types) 2,99 Plasmamembran 1756
27 MLPH melanophilin 3,68 Zytoplasma 79083
28 EMP1 epithelial membrane protein 1 3,83 Plasmamembran 2012
29 SPRY4 sprouty homolog 4 (Drosophila) 3,95 Plasmamembran 81848
30 SIPAL signal-induced proliferation-associated gene 1 3,96 Zytoplasma 6494
31 LGALS1 lectin, galactoside-binding, soluble, 1 (galectin 1) 4,99 extrazellular 3956
32 SCIN scinderin 5,07 Zytoplasma 85477
33 ITGB2 integrin, beta 2 (complement component 3 receptor 3 and 4 subunit) 6,15 Plasmamembran 3689
34 ALCAM activated leukocyte cell adhesion molecule 6,30 Plasmamembran 214
35 CEACAMG6  carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6 (non-specific cross reacting antigen) 8,08 Plasmamembran 4680
36 PSCA prostate stem cell antigen 8,44 Plasmamembran 8000
37 ARHGDIB  Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) beta 9,52 Zytoplasma 397
38 PROM1 prominin 1 9,75 Plasmamembran 8842
39 MGP matrix Gla protein 295,59 extrazellulér 4256
40 PAPSS2 3-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 2 1,07 Zytoplasma 9060
41 PCYT1B phosphate cytidylyltransferase 1, choline, beta 118 Zytoplasma 9468
42 SDHC succinate dehydrogenase complex, subunit C, integral membrane protein, 15kDa 118 Zytoplasma 6391
43 IBRDC2 IBR domain containing 2 1,20 unbekannt 255488
44 GGT1 gamma-glutamyltransferase 1 1,22 Zytoplasma 2678
45 NQO1 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1 1,22 Zytoplasma 1728
46 PTGES prostaglandin E synthase 131 Zytoplasma 9536
47 GSS glutathione synthetase 1,34 Zytoplasma 2937
48 RNASEL 1 L (25 D t) 1,56 Zytoplasma 6041
49 MPI mannose phosphate isomerase 1,70 Zytoplasma 4351
50 GPX2 glutathione peroxidase 2 (gastrointestinal) 184 Zytoplasma 2877
51 GNAS GNAS complex locus 239 Plasmamembran 2778
52 GPX3 glutathione peroxidase 3 (plasma) 2,54 extrazellular 2878
53 GLUL glutamat monia ligase ( ine synthetase) 2,88 Zytoplasma 2752
54 Enzym CYP2J2 cytochrome P450, family 2, subfamily J, polypeptide 2 2,92 Zytoplasma 1573
55 RERG RAS-like, estrogen-regulated, growth inhibitor 3,06 Nukleus 85004
56 FUT3 f ase 3 3(4)-L-fu 1sferase, Lewis blood group) 3,92 Zytoplasma 2525
57 EHHADH enoyl-Coenzyme A, hydratase/3-hydroxyacyl Coenzyme A dehydrogenase 4,05 Zytoplasma 1962
58 GSTT1 glutathione S-transferase theta 1 4,17 Zytoplasma 2952
59 PLA2G2A phospholipase A2, group IIA (platelets, synovial fluid) 4,98 extrazellular 5320
60 AKR1C2 aldo-keto reductase family 1, member C2 7,48 Zytoplasma 1646
61 PRODH proline dehydrogenase (oxidase) 1 8,05 Zytoplasma 5625
62 AKR1C1 aldo-keto reductase family 1, member C1 10,14 Zytoplasma 1645
63 RNASE1L ribonuclease, RNase A family, 1 (pancreatic) 14,05 extrazellular 6035
64 TDO2 tryptophan 2,3-dioxygenase 14,32 Zytoplasma 6999
65 GLRX glutaredoxin (thioltransferase) 19,42 Zytoplasma 2745
66 PTGS1 prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase) 27,10 Zytoplasma 5742
67 GSTP1 glutathione S-transferase pi 29,27 Zytoplasma 2950
68 PLA2G4A phospholipase A2, group IVA (cytosolic, calcium-dependent) 48,76 Zytoplasma 5321
69 PTAFR platelet-activating factor receptor 1,12 Plasmamembran 5724
70 G-Protein gekoppelter Rezeptor PTGER4 prostaglandin E receptor 4 (subtype EP4) 1,49 Plasmamembran 5734
71 ADORA1 adenosine Al receptor 2,27 Plasmamembran 134
72 KISS1R KISS1 receptor 11,83 Plasmamembran 84634
73 Jonenkanal ITPR1 inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 1 7,42 Zytoplasma 3708
74 CLCA2 chloride channel, calcium activated, family member 2 22,00 Plasmamembran 9635
75 BCR breakpoint cluster region 119 Zytoplasma 613
76 PIK3CD phosphoinositide-3-kinase, catalytic, delta polypeptide 171 Zytoplasma 5293
77 Kinase PIK3R1 phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1 (p85 alpha) 2,44 Zytoplasma 5295
78 EPHA2 EPH receptor A2 2,67 Plasmamembran 1969
79 CDK6 cyclin-dependent kinase 6 6,38 Nukleus 1021
80 PLK2 polo-like kinase 2 (Drosophila) 8,15 Nukleus 10769
81 _Ligandenabhéngiger Kernrezeptor RARA retinoic acid receptor, alpha 3,98 Nukleus 5914
82 EPHX1 epoxide hydrolase 1, microsomal (xenobiotic) 1,12 Zytoplasma 2052
83 Peptidase CTSH cathepsin H 1,14 Zytoplasma 1512
84 CAPN1 calpain 1, (mu/l) large subunit 1,15 Zytoplasma 823
85 CAST. calpastatin 1,53 Zytoplasma 831
86 Phosphatase DUSP6 dual specificity phosphatase 6 18,34 Zytoplasma 1848
87 PPP1R1B _ protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 1B (dopamine and cAMP regulated phosphopr 40,01 Zytoplasma 84152
88 PBX1 pre-B-cell leukemia homeobox 1 1,01 Nukleus 5087
89 C190RF2  chromosome 19 open reading frame 2 111 Nukleus 8725
90 ID1 inhibitor of DNA binding 1, dominant negative helix-loop-helix protein 112 Nukleus 3397
91 FOXO3A forkhead box O3A 1,24 Nukleus 2309
92 AFF1 AF4/FMR2 family, member 1 1,27 Nukleus 4299
93 PCAF p300/CBP-associated factor 1,31 Nukleus 8850
94 BCL3 B-cell CLL/lymphoma 3 1,38 Nukleus 602
95 HTATIP2 HIV-1 Tat interactive protein 2, 30kDa 1,42 Nukleus 10553
96 BCL6 B-cell CLL/lymphoma 6 (zinc finger protein 51) 1,46 Nukleus 604
97 Transkriptionsregulator EID1 EP300 interacting inhibitor of differentiation 1 1,54 Nukleus 23741
98 KLF2 Kruppel-like factor 2 (lung) 1,58 Nukleus 10365
99 TOBL transducer of ERBB2, 1 1,59 Nukleus 10140
100 TFAP2A transcription factor AP-2 alpha (activating enhancer binding protein 2 alpha) 1,65 Nukleus 7020
101 PITX1 paired-like homeodomain transcription factor 1 3,62 Nukleus 5307
102 GATA3 GATA binding protein 3 8,17 Nukleus 2625
103 BHLHB2 basic helix-loop-helix domain containing, class B, 2 8,74 Nukleus 8553
104 HOXC10 homeobox C10 11,84 Nukleus 3226
105 SMARCA2  SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily a, member 26,49 Nukleus 6595
106 SOX9 SRY (sex determining region Y)-box 9 (campomelic dysplasia, autosomal sex-reversal) 27,52 Nukleus 6662
107 TNFRSF11A tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11a, NFKB activator 1,32 Plasmamembran 8792
108 Transmembranrezeptor CSF2RB colony stimulating factor 2 receptor, beta, low-affinity (granulocyte-macrophage) 2,39 Plasmamembran 1439
109 PTCH1 patched homolog 1 (Drosophila) 2,73 Plasmamembran 5727
110 LEPR leptin receptor 3,12 Pl mbran 3953
111 LDLR low density lipoprotein receptor (familial hypercholesterolemia) 167 Plasmamembran 3949
112 LCN2 lipocalin 2 (oncogene 24p3) 245 extrazellular 3934
113 ABCB1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1 275 Plasmamembran 5243
114 Transporter CRABP2 cellular retinoic acid binding protein 2 5,29 Zytoplasma 1382
115 SLC16A5 solute carrier family 16, member 5 (monocarboxylic acid transporter 6) 7.48 Plasmamembran 9121
116 APOD apolipoprotein D 14,46 extrazellular 347
117 FOLR1 folate receptor 1 (adult) 17,48 Plasmamembran 2348
118 Wachstumsfaktor PDGFB platelet-derived growth factor beta polypeptide (simian sarcoma viral (v-sis) oncogene homolog) 1,97 extrazellular 5155
119 EGF. epidermal growth factor (beta-urogastrone) 2,48 extrazellular 1950
120 Zytokin FAM3B family with sequence similarity 3, member B 20,05 extrazellular 54097
121 SCGB3A1 _ secretoglobin, family 3A, member 1 48,31 extrazellular 92304
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DARPP-32 ist ein 32 kDA grol3es, cytoplasmatischedeih. Die Beteiligung von DARPP-
32 an neuronalen Signalwegen, wie dem Dopaminsigitplim Gehirn, wurde bisher
ausfuhrlich erforscht (zusammengefasst in Reid.eP@07; Svenningsson et al., 2004). Eine
funktionelle Relevanz von DARPP-32 in Bezug auf Gienorentstehung wurde erstmals von
El-Rifai und Kollegen diskutiert (El-Rifai et aR002). Sie konnten in Magenkarzinomen die
Uberexpression von DARPP-32, sowie die der verkirForm t-DARPP, auf mRNA- und
Proteinebene nachweisen, jedoch nicht in normalagdviepithelzellen. t-DARPP mRNA ist
zwischen Exon 2 bis 7 komplementar zu DARPP-32 unterscheidet sich nur in der
Sequenz des ersten Exons. Mittlerweile konnte Eibnerexpression von DARPP-32 auch in
Adenokarzinomen der Brust, der Prostata und desrkKondchgewiesen werden (Wang et al.,
2005; Kauraniemi und Kallioniemi, 2006; Magani et 2006).

Die Hinweise aus der Literatur und die Tatsachasdiie DARPP-32 Expression bei den
Trastuzumab resistenten Zellen induziert werdemtenlenkte den Fokus in dieser Arbeit
weiter auf das Molekil DARPP-32 und seine Bedeutugigder Resistenzentwicklung gegen

Trastuzumab.

3.2.2.4 Uberpriifung der DARPP-32 Expression und Laklisation

Die DARPP-32 mRNA war in den Trastuzumab resistenfellen um den Faktor 40

hochreguliert (Tab. 2, Abb. 20A). In einem unabhgag Experiment sollte die DARPP-32
MRNA Expression mittels RT-PCR bestatigt werdereri#ll wurde erneut total mMRNA aus
Spheroiden isoliert, in cDNA Ubersetzt und mit sfizhen Oligonukleotiden ein DARPP-32

Fragment amplifiziert. Die qualitative Analyse deT-PCR ergab, dass in den SKBR-3 HR
die mMRNA Expression von DARPP-32 signifikant erhdfsr und bestéatigt somit das
Ergebnis der Affymetrix-Analyse (Abb. 20B). Paraltazu wurde die DARPP-32 mRNA

Expression in der revertierten Linie SKBR-3 HR-armsticht. Wie in Abbildung 20B gezeigt
ist nimmt die mRNA Expression nur geringfligig ab.

AnschlieBend wurde die DARPP-32 ProteinexpressioMiestern-Blot tberprift. Es zeigte
sich, dass die erhdohte mRNA Expression mit einernaBbme der DARPP-32

Proteinexpression korreliert (Abb. 20C). In derisente Linie SKBR-3 HR sind signifikante

Mengen an DARPP-32 und t-DARPP exprimiert (Abb. ROC
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Abb. 20: Uberpriifung der DARPP-32 Expression und Zéularen Lokalisation. A Gezeigt ist die
DARPP-32 mRNA Expression bei SKBR-3 wt und SKBRR H 3D-Kultur. Hierfir wurde die total
RNA aus den Zellen isoliert, in cDNA transkribiemd die cRNA anschlieRend auf dem Affymetrix
GenChif® Array HG-U133 Plus 2.0. hybridisiert. Dargestditjeweils der Mittelwert des Signals aus
der GenChip Analyse aus drei Replikaten und diedatalabweichungB Die relative DARPP-32
mMRNA Expression bei SKBR-3 HR und SKBR-3 HR- wugles den ,crossing points* der RT-PCR
Kurven berechnet und auf das ExpressionsniveaulSKBR-3 wt (100%) bezogen. Die Analyse der
DARPP-32 mRNA erfolgte mittels RT-PCR nach 48 htKigrung der Zellen in 3DC Western-Blot
Analyse der DARPP-32 Proteinexpression bei SKBR;3KBR-3 HR und SKBR-3 HR-. Die Zellen
wurden fir 48 h in 3D kultiviert. Die Auftrennunged Proteine erfolgte mit einem 4-12%-igen
Polyacrylamid-Gel. Als Ladekontrolle diente-Aktin. Pro Spur wurden 25 pg Gesamtprotein
aufgetragenD Fluoreszenzmikroskopische Analyse der subzelloldrekalisation von DARPP-32
(griin) bei SKBR-3 wt, SKBR-3 HR und SKBR-3 HR-. d&déckglaschen in 2D-Kultur ausgesat und
24 h inkubiert. Die DNA wurde mit 1 pg/ml DAPI gefé (blau). Der eingezeichnete Malistab
entspricht 20 pm.

Die DARPP-32 und t-DARPP Proteinexpression nimmuar revertierten Linie SKBR-3
HR- wieder ab (Abb. 20C). Demnach mussen die mRXpré&ssion von DARPP-32 und die
Proteinexpression in der Zelllinie SKBR-3 HR- unabgig reguliert sein, da zuvor in SKBR-
3 HR- die mRNA von DARPP-32 nachgewiesen werden ni@n(Abb. 20B). Die
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Herunterregulierung von DARPP-32 Protein in SKBR4R- weil3t darauf hin, dass das
Protein in Abhangigkeit von Trastuzumab regulieirdwDemnach kann auch ausgeschlossen

werden, dass eine Subpopulation an DARPP-32-exgranden Zellen selektioniert wurde.

Zusammengefasst kann man sagen, dass die genefisapifikation von DARPP-32in
SKBR-3 wt zu keiner Expression auf mRNA- und Pr¢biene fuhrt. Erst die Behandlung
der Zellen mit Trastuzumab Uber mehrere Wochen ziedu die mRNA- und

Proteinexpression.

Es ist bekannt, dass DARPP-32 im Gehirn mit eineih® von cytoplasmatischen und
membranassoziierten Zielmolekilen interagiert uredel reguliert (Greengard, 2001). Auch
in Tumorzellen und —geweben konnte die subzelluldokalisation von DARPP-32 im

Zytoplasma und an der Zellmembran nachgewiesenengffbihara et al., 2004; El-Rifai et
al., 2002). Um die Lokalisation von DARPP-32 in dear verwendeten SKBR-3 Linien zu
untersuchen, wurden die Zellen auf Objektragerrefix mit einem DARPP-32 spezifischen
Antikorper, der die C-terminale Domane von DARPPkeant, gefarbt und im

Fluoreszenzmikroskop analysiert. DARPP-32 konntelaitig in den SKBR-3 HR Zellen

nachgewiesen werden (Abb. 20D). Das Protein loleatiszorwiegend im Zytoplasma und
eine spezifische Membranassoziation konnte nichgelaitet werden. Aufgrund des
verwendeten Antikorpers konnten DARPP-32 und t-DRRfedoch nicht voneinander

unterschieden werden.

3.2.2.5 Aktivierung von HER2 und HERS3 in Trastuzumé resistenten SKBR-3 HR und

Zunahme der Akt-Kinase-Phosphorylierung

Die Affymetrixanalyse liefert zwar verlassliche Miaise auf die Expressionsmuster von
bestimmten Genen in der resistenten SKBR-3 HRel.ijigdoch gibt sie keinerlei Auskunft
Uber den Expressions- und Aktivierungszustand aerekpondierenden Proteine. Deshalb
wurde im Western-Blot das Phosphorylierungsmuseer HER-Familienmitglieder und der
wichtigsten assoziierten Signalweiterleitungswetgr, MAPK-Weg und der PI3K/Akt-Weg,
untersucht. Die verschiedenen Zelllinien wurdenund ohne 10 pg/ml Trastuzumab fiir 48 h
in 3D-Kultur inkubiert und die Zelllysate anschlefdl analysiert.

Die Zunahme der HER2-Expression in den Trastuzuneaistenten SKBR-3 HR konnte
erneut bestatigt werden (Abb. 21A). In Folge débaten HER2-Expression nimmt auch das
Phosphosignal des Tyrosinrests 1248 signifikantkamn aber durch die Behandlung mit

Trastuzumab  nachweisbar inhibiert werden (Abb. 21A)Das nach der
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Trastuzumabbehandlung verbleibende Phosphosighamis/ergleich jedoch immer noch
hoher als das Basissignal von Phospho-HER2 bei SBBRbb. 21A), so dass eine
Signalweiterleitung nach wie vor gegeben ist. Dezéptor HER3 ist in den SKBR3-HR
starker exprimiert und phosphoryliert als in derlddyiplinie (Abb. 21A). Mit Trastuzumab
andert sich der Grad der Phosphorylierung nichb(A&iA). Die Menge an exprimiertem und
aktiviertem EGFR andert sich in der resistentenelimcht (Abb. 21A). Im Vergleich dazu ist
die Expression von EGFR in der erneut responsiviare ISKBR-3 HR- hochreguliert und
korreliert mit einer erhdhten Phosphorylierung, dig Trastuzumab inhibiert wurde (Abb.
21A).

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass b&rasuzumab resistenten Linie SKBR-3
HR die Proteinexpression von HER2 und HER3 deuthcichreguliert ist. Ein Teil der
HER2-Rezeptoren wird scheinbar auch immer nochvastuzumab inhibiert, was durch die
reduzierte Phosphorylierung von HER2 gezeigt wuldie Prolfieration der Zellen wird
jedoch nicht durch die Behandlung von Trastuzumaeirtilusst. Dass der therapeutische

Antikorper an den Rezeptor HER2 binden kann, wineleits unter 3.2.2.1 gezeigt.

Nachfolgend wurden die nachgeschalteten Signalwege HER2 Uberprift. Das
Expressionsniveau von Akt ist bei allen Zellliniemveréndert (Abb. 21B). Im Vergleich dazu
ist die Phosphorylierung von Akt am Serinrest 4éB®KBR-3 HR stark erhéht (Abb. 21B).
Das Akt Phosphosignal nimmt in der responsivend . BKBR-3 HR- wieder ab (Abb. 21B).
Im Fall von SKBR-3 HR beeintrachtigt die Behandlunig Trastuzumab nicht die Starke des
Akt Phosphosignals, anders als bei SKBR-3 HR-, w deichte Abnahme des Signals
erkennbar ist (Abb. 21B).

Um festzustellen, ob die Aktivierung der Akt KinaiseRelation zu einer veranderten PI3-
Kinase Expression steht, wurde die regulatorischi&etginheit p85 der PI3K im Western-
Blot beurteilt. Wie Abbildung 21B zu entnehmen isbyreliert die erhdhte Expression von
PI3K p85 mit einer verstarkten Phosphorylierung védkt. Die Uberpriifung der
Genexpressionsdaten aus der Affymetrixanalyse eighuflerdem, dass die mRNA
Expression von p85 in den resistenten Zellen umkadator 2,44 hochreguliert ist (Tab. 2, Nr.
77). Das Genexpressionsprofil lieferte zudem denwdis, dass es keine abweichenden
Unterschiede in der mRNA Expression von EGFR, HER# HER3 gab (Daten nicht
gezeigt).
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Abb. 21: HER2 und HERS sowie der PI3K/Akt-Weg sindin der Trastuzumab resistenten Linie
SKBR-3 HR verstarkt aktiviert. SKBR-3 wt, SKBR-3 HR und SKBR-3 HR- wurden auf poly
HEMA beschichtete 6-Napfplatten ausgesat. Vor Aaisdar SKBR-3 HR in 3D-Kultur wurden die
Zellen passagiert und 48 h ohne Zusatz von Trastabun 2D vorinkubiert. AnschlieRend erfolgte
die Inkubation der Zellen in 3D fiir 48 h ohne und #® pg/ml Trastuzumab. Die Proteine wurden
mit einem 4-12%-igen Polyacrylamid-Gel aufgetrenfis Ladekontrolle dienté-Aktin. Pro Spur
wurden 25 pg Gesamtprotein aufgetragénWestern-Blot Analyse von HER2, HER3, EGFR und
deren deren Proteinphosphorylierurig). Western-Blot Analyse der nachgeschalteten Sigrgdwe
PI3K/Akt und MAPK, sowie Expression von DARPP-3ARPP und Bcl-2.

Bei der Phosphorylierung von MAPK waren keine Ustbiede festzustellen (Abb. 21B).
Alle Zelllinien reagieren auf die Behandlung mit i@/ml Trastuzumab mit einer Inhibition
des MAPK Phosphosignals (Abb. 21B).

Die Expression von DARPP-32 und t-DARPP wird dufiafastuzumab nicht beeinflusst
(Abb. 21B). Um den funktionellen Zusammenhang vohRPP-32 bzw. t-DARPP mit der
erhohten Phosphorylierung von Akt, wie Belkhiri uKallegen ihn bereits beschrieben
hatten, weiter zu analysieren, wurde schlie3liéhExpression des antiapoptotischen Faktors
Bcl-2 Uberprift (Belkhiri et al., 2008). Bcl-2 windur in den Zellen exprimiert, bei denen
auch DARPP-32 nachweisbar war (Abb. 21B). Die B&pression verandert sich jedoch
nicht in Abhangigkeit der DARPP-32 bzw. t-DARPP Eegsionsstarke (Abb. 21B).
Inwieweit Bcl-2 an der Ausbildung der TrastuzumabsRtenz beteiligt ist, bleibt jedoch
unklar.
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3.2.2.6 Die Zunahme der HER2/HER3-Heterodimere in flastuzumab resistenten
SKBR-3 HR fluhrt zur Rekrutierung von PI3K

Die Komplexitat des HER2-Signalnetzwerkes spiegath in der Tatsache wider, dass
prinzipiell alle HER-Familienmitglieder untereinardaktive Rezeptorkomplexe ausbilden
kénnen (Yarden und Sliwkowski, 2001). Diese Fldi#t und die Méglichkeit Dimere mit
anderen Rezeptortyrosinkinasen, wie c-Met oder 1RF-zu bilden wird mehrfach als
potentieller Mechanismus fir die Entstehung vonifReszen diskutiert (Engelman et al.,
2007; Nahta et al., 2005).

Es stellte sich deshalb die Frage, ob sich in destlizumab resistenten SKBR-3 HR die
Dimerisierungspartner von HER2 unterscheiden. UsesealiFragestellung zu beantworten,
wurde HER2 wurde mittels anti-ErbB2 Affibody Moldeli jeweils aus normierten
Zelllysaten der 3D-Kulturen von SKBR-3, SKBR-3 HRAUSKBR-3 HR- prazipitiert und im
Western-Blot analysiert. Die Zellen wurden jeweitst und ohne Trastuzumab fir 48 h

inkubiert.

Die Ergebnisse zeigen, dass bei den resisteneenZ8KBR-3 HR mehr HER3 koprazipitiert
werden konnte (Abb. 22A). EGFR hingegen wurde nurder Linie SKBR-3 HR-
kopréazipitiert (Abb. 22A). Die regulatorische Urdgarheit von PI3K p85 ist bei SKBR-3 HR
und SKBR-3 HR- starker mit HER2 assoziiert (AbbA22 Die Tatsache, dass bei SKBR-3
HR mehr HER3 und p85 mit HER2 koprazipitieren k@wine Erklarung fur die erhéhte Akt
Phosphorylierung liefern, wie sie in Abbildung 2bBchweisbar war. Die Behandlung mit
Trastuzumab hatte keinen Effekt auf die Assoziation HER3, EGFR und p85 mit HER2
(Abb. 22A).

AulRderdem konnte bei SKBR-3 HR eine siginifikanhé&@ Menge des Adapterproteins Shc
mit HER2 koprazipitiert werden (Abb. 22A). Trastazab flhrte zu einer Verringerung der
Shc Koprazipitation (Abb. 22A). Die Abnahme von Shach der Behandlung mit dem
therapeutischen Antikbper weist darauf hin, dagsMigPK-Signalweg in SKBR-3 HR von

Trastuzumab weiterhin inhibiert werden kann.
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Abb. 22: In der Trastuzumab resistenten Linie SKBR3 HR liegen vermehrt HER2/HER3-
Heterodimere in 3D-Kultur vor. SKBR-3 wt, SKBR-3 HR und SKBR-3 HR- wurden auf poly
HEMA beschichtete 6-Napfplatten ausgesat. Vor Aaisdar SKBR-3 HR in 3D-Kultur wurden die
Zellen passagiert und 48 h ohne Zusatz von Trastabun 2D vorinkubiert. Nach 48 h Inkubation
der Zellen ohne oder in Gegenwart von 10 pg/ml t{lrasnab wurden die Spheroide lysieft.
Western-Blot Analyse der HER2-Prazipitate aus SKBRw, SKBR-3 HR und SKBR-3 HR-
Zelllysaten. HER2 wurde aus je 120 pg Gesamtzelllysittels 35 pl anti-ErbB2 Affibody Molecule
Uber Nacht préazipitiert. Als Kontrolle (K) wurdes 3l anti-ErbB2 Affibody Molecul®in Lysepuffer
inkubiert. Die Auftrennung der Proteinpréazipitatéolgte mit einem 4-12%-igen Polyacrylamid-Gel.
B Western-Blot Analyse des Gesamtproteingehalt demmierten Zelllysate vor der HER2-
Préazipitation. Hierzu wurden 25 pg Gesamtproteim $pur auf ein 4-12%-igen Polyacrylamid-Gel
aufgetragen. Als Ladekontrolle dierteAktin.

Interessant war, dass DARPP-32 und geringe MengetBARPP als Koprazipitate von

HER2 nachweisbar waren (Abb. 22A). Die Behandlung frastuzumab hatte keine

Auswirkung auf die Assoziation der DARPP Proteiné HER2 (Abb. 22A). Die Menge an

kopréazipitiertem DARPP-32 bzw. t-DARPP nimmt imdéellen, die erneut auf Trastuzumab
ansprechen (SKBR-3 HR-), signifikant ab (Abb. 22A).

Abbildung 22B reprasentiert die Gesamtzelllysate der Prazipitation mit anti-ErbB2

Affibody Molecule®.

Zusammengefasst kann man sagen, dass in den Tnastbzresistenten Zellen bevorzugt
HER2/HER3-Heterodimere gebildet werden was in eimerstarkten Aktivierung des
PI3K/Akt-Signalwegs resultiert. Es ist nach wie voklar, wie DARPP-32 und t-DARPP mit
HER2 verknlpft sind, da bisher keine direkte Binglltan den Rezeptor HER2 publiziert

wurde.
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3.2.3 Untersuchung der DARPP-32 Proteinexpression humanen Tumorproben

3.2.3.1 DARPP-32 wird in humanen, HER2-positiven Tionoren exprimiert

Die Expression von DARPP-32 und t-DARPP in humanemoren wurde bereits mehrfach
beschrieben (Wang et al., 2005; Kauraniemi undig@kmi, 2006). Der Nachweis erfolgte
dabei anhand von IHC-Studien verschiedener mali@®wvebetypen sowie mittels mRNA-
und Proteinexpressionsprofilen (Beckler et al.,300

In dieser Arbeit wurde DARPP-32 bisher in einer RElhberxeprimierenden Zelllinie

untersucht. Im Folgenden sollte nun analysiert eerdb die DARPP-32 Expression in
humanen Tumorproben in Zusammenhang mit dem HERReSgionsniveau steht.

Um dies zu klaren, wurde die DARPP-32 und t-DARB#®rEssion in HER2-positiven und -
negativen humanen Tumorproben untersucht, die kamiefleerhaltlich waren. Uber die

genomische Amplifikation vorDARPP-32in der jeweiligen Tumorprobe waren keine
Angaben verfugbar. Der Grad der HER2-Expressiondewumit Hilfe des HercepTest™

(Dako) durchgefiihrt, einem semiquantitativen immuaozhemischen Nachweis fur die
Bestimmung der Uberexpression des HER2-Proteifdammakarzinom-Geweben, die fiir
die histologische Bewertung routineméaRig verarbeserden. Die Einstufung der HER2-
Expression erfolgt dann nach negativ (IntensitétFdgbreaktion: 0 und 1+), schwach positiv

(Intensitét der Farbreaktion: 2+) und stark podititensitat der Farbreaktion: 3+).

Tab.3: HER2-Expressionsstatus von Brustkarzinomprokn, klassifiziert mittels HercepTest™.
Die Uberexpression des HER2-Proteins im Mammakamain wird anhand einer
immunzytochemischen Analyse von Gewebeschnittetinbes. Die Intensitat der Farbreaktion O und
1+ wird allgemein als negativ eingestuft.

Tumorprobe | HER2-Status
16 0
17 1+
18 0
19 1+
20 1+
21 0
22 0

Die hier verwendeten Brusttumorproben 1-12 (AbbA)2Baben laut HercepTest™ eine
HER2-Expression von 3+ und die Proben 16-22 (AblB)23ne Expression von 0 bis 1+
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(Tab. 3) (Informtion des Lieferanten). Die Ovari@kinomproben 13-15 (Abb. 23B) wurden
nicht klassifiziert.

In Zusammenarbeit mit der Pathologieabteilung vaxchHe wurden Kryoschnitte angefertigt
und mit Hamalaun/Eosin-LAsung gefarbt, um das raspisiche Gewebe zu typisieren und um
es eindeutig vom partiell vorhandenen Normalgewehe unterscheiden. AnschlielRend
wurden aus den neoplastischen Bereichen der Tupitmema. 40-80 mg Gewebe entnommen,
das dann lysiert und fur die Analyse im WesterntBiafbereitet wurde. Zum Vergleich
wurde das Lysat der Trastuzumab resistenten LiKBBRS3 HR mit aufgetragen (HR, Abb.
23A u. B jeweils letzte Spur).

In den Tumorproben 2, 4, 5, 6, 7, 10, 11 und 1Alildung 23A und bei Probe 15 in
Abbildung 23B konnte die Expression von DARPP-32uimterschiedlichen Intensitaten
nachgewiesen werden. Bis auf Probe 10 exprimieueh alle Proben deutlich die verktrzte
Form t-DARPP (Abb. 23A). In Probe 2 konnte nur esehwache t-DARPP Expression
nachgewiesen werden.

Insgesamt konnte DARPP-32 oder t-DARPP in 9 von(2%%) humanen Tumorproben
nachgewiesen werden. Unklar ist weshalb in dend?rah) 8 und 10 im Western-Blot kein
oder nur ein schwaches HER2-Signal zu detektier@n éa alle Proben 1-12 zuvor als HER2
3+ eingestuft wurden.

Tendenziell kann man erkennen, dass DARPP-32 WWRPP meist nur in Tumorproben

nachweisbar waren, die auch HER2 exprimierten.
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Abb. 23: Western-Blot Analyse der DARPP-32 und t-DRPP Expression in humanen
Tumorproben. Gefrorenen humane Tumorproben wurden lysiert usdPdoteine mit einem 4-12%-
igen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Als Vergleiderde das Zelllysat der Trastuzumab resistenten
SKBR-HR (HR, jeweils letzte Spur). Als Ladekonteoltlienteb-Aktin. Pro Spur wurden 25 pg
Gesamtprotein aufgetragerA Analysiert wurden humane Brustkarzinomproben, dgttels
HercepTest™ als HER2 3+ eingestuft wurdBnAnalysiert wurden humane Ovarial- (13-15) und
Brustkarzinomproben (16-22). Der HER2-Status wurdsschlief3lich fir die Brustkarzinomproben
mittels HercepTest™ bestimmt (Tab. 3). Die Ovadatinomproben stammen von Patientinnen, die
keine Chemotherapie erhalten hatten und die Bristi@anproben von Patientinnen, die eine
Chemotherapie erhalten hatten.

3.2.3.2 Nachweis von DARPP-32 in mit Chemotherapdal behandelten humanen
Tumorproben

DARPP-32 und t-DARPP werden in der Literatur aldiggoptotisch wirkende Proteine
diskutiert (Belkhiri et al., 2005). In diesem Zusaenhang kam die Frage auf, ob DARPP-32
und t-DARPP als Folge einer Chemotherapie hochiegwerden, um dem Tumor so einen
gewissen Uberlebensvorteil zu verschaffen.

Um erste Hinweise auf diese Fragestellung zu bekemmwurden zehn Tumorproben von
Patientinnen untersucht, die mit oder ohne Chemapeaitika behandelt wurden. Drei

Patientinnen hatten keine Chemotherapie erhaltensigben wurden zuvor behandelt (Abb.
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23B). Zum Vergleich des DARPP Expressionsniveaud wie Trastuzumab resistente Linie
SBKR-3 HR verwendet.

Die Western-Blot Analyse hat gezeigt, dass in keither sieben, mit Chemotherapeutika
behandelten, Tumorproben DARPP-Protein nachweislaar (Abb. 23B). Die Probe einer

Patientin, die sich keiner Chemotherapie unterzdgste, war positiv fir DARPP-32 und t-

DARPP (Nr. 15, Abb. 23B).

Diese Daten liefern nur einen vagen Hinweis dafiass eine Chemotherapie nicht
gleichzeitig zu einer verstarkten Expression vorRPAR-32 fuhrt. Um eine generelle Aussage
zu treffen, missten mehr Tumore untersucht werdehauRerdem der Status der DARPP-32

Genamplifikation Uberprift werden.

3.2.4 Die Uberexpression von DARPP-32 und t-DARPR ISKBR-3 beeinflussen nicht
die Inhibition der Zellproliferation durch Trastuz umab

Um die Beteiligung von DARPP-32 und t-DARPP an Aasbildung einer Resistenz gegen
Trastuzumab ausfuhrlicher zu prufen, wurden jewdl8RPP-32, t-DARPP und die
Doppelmutante DARPP-32-T34A-T75A, sowie ein Kortrektorkonstrukt stabil in SKBR-3
transfiziert. Bei der Doppelmutante sind die beidachtigsten Phosphorylierungsstellen Thr
34 und Thr 75 mutiert. Belkhiri und Kollegen konmteeigen, dass Zellen, die diese
Doppelmutante Uberexpremierten, nicht mehr redisgggen Camptothecin waren und
Apoptose induziert werden konnte (Belkhiri et al.2005). Die beiden
Phosphorylierungsstellen kénnten demnach eineskhé Rolle bei der Entstehung der
Resistenz gegen Trastuzumab spielen und wurdemltdesiit untersucht.

Zunachst wurde das Zellwachstum der verschiedengrklpnalen Zelllinien in 3D-Kultur
Uberprift. Der Vergleich der jeweiligen Wachstumsiem zeigte kein unterschiedliches
Proliferationsverhalten (Abb. 24A). Erwahnenswstt dass die initialle relative Lichteinheit
bei SKBR-3 Wilttyp trotz gleicher Zellzahl deutli¢tdher war (Abb. 24A).

Im Western-Blot wurde die stabile Expression von RPP-32, t-DARPP und die der
Doppelmutante DARPP-32-T34A-T75A  nachgewiesen (Abl24B). Um die
Expressionsstarken zu vergleichen wurde das Lysatesistenten Linie SKBR-3 HR mit
aufgetragen. Die Expression der rekombinanten DARRReine war in allen stabilen Linien
schwacher als in SKBR-3 HR (Abb. 24B). Zudem fidig Uberexpression des Vollangen
DARPP-32 nicht automatisch zur Expression des t-BRRAbb. 24B).

Die Menge an HER2-Protein wird durch die Uberexsics von DARPP nicht beeinflusst
(Abb. 24B). Im Gegensatz dazu induziert die Uberession von DARPP-32 und t-DARPP
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in SKBR-3 eine verstarkte Phosphorylierung der Kiktase (Abb. 24B). Das Phosphosignal
ist jedoch schwécher als das bei SKBR-3 HR, was selhrscheinlich auf die niedrigere
DARPP-Expression zurlckzufuhren ist. Die Zellliniayelche die Doppelmutante
Uberexprimiert, zeigt im Vergleich zu der DARPP-@Ad t-DARPP Uberexprimierenden
Linie ein schwacheres Phosphorylierungssignal véih (Abb. 24B). Die Aktivierung von
Akt deutet darauf hin, dass die rekombinanten Rretia den Zellen funktionell sind.

Die Induktion des antiapoptotischen Faktors Bcléhrite durch die Uberexpression von
DARPP jedoch nicht beobachtet werden (Abb. 24B)vafuhatte Belkhiri und Kollegen
beschrieben, dass die Uberexpression von t-DARPBemMagenkarzinomlinie AGS zur
Expression von Bcl-2 fuhrt und die Zellen dadureteeerhdhte Apoptoseresistenz aufwiesen
(Belkhiri et al., 2008).

SchlieRlich wurde tiberpriift, ob die Uberexpressien DARPP-Proteine ausreicht, um eine
Resistenz gegen die Behandlung mit Trastuzumalmaduezieren. Die rekombinanten Linien
wurden dafir in 3D-Kultur mit 10 pg/ml Trastuzumadikubiert und die Proliferation der
Zellen nach 7 Tagen Uberprift.

Wie in Abbildung 25 ersichtlich ist, kann die Zetbtiferation der Linien, die DARPP-32 und
t-DARPP Uberxprimieren, immer noch mit Trastuzunmatibiert werden. Die Anzahl der
lebenden Zellen nach 7 Tagen Inkubation ist veclear mit der bei SKBR-3 Wildtyp und
der Kontrolllinie (Tab. 4).

61



relative Lichteinheiten

Ergebnisse

A B
X
£
<
3
e Fa FEL
x Tausend @ QQ Qg Q Q_Cb
S FSFL
180 o ¢ 9O 45
160 - —e—SKBR3wt - = e |4 DARPP-32
—&— Kontrolle — — t-DARPP
140 - +— DARPP-32 <
—>—tDARPP
120 4 —e— DARPP-32-T34A-T75A e s mo—s e e Her2
—e—SKBR3HR -—
100
80 ey e Akt
60 -
— — e D P-Akt S473
40 T
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Zeit [d] — Bcl-2
S s el w—- | 5 Akiin

Abb. 24: Die stabile Transfektion von DARPP-32 in RBR-3 induziert die Phosphorylierung
von Akt in 3D-Kultur. SKBR-3 wurden stabil, unter Selektion mit 0,7 mg&%#18, mitpcDNA3-
DARPP-32 pcDNA3-t-DARPPpcDNA3-DARPP-32-T34A-T75#ansfiziert. Als Kontrolle wurde ein
LeevektorkonstrukpcDNAS3transfiziert. A Dargestellt sind die Wachstumkurven der versciriede
rekombinanten Zelllinien, der Ausgangszelllinie SKB wt und der Trastuzumab resistenten Linie
SKBR-3 HR. Die Proliferation wurde mittels CellTit&lo® bestimmt. Jeder Zeitpunkt reprasentiert
den Mittelwert der relativen Lichteinheiten aus ffilReplikaten und die Standardabweichuiiy.
Western-Blot Analyse der stabil transfizierten DARBnien und SKBR-3 HR nach 48 h
Kultivierung in 3D. SKBR-3 HR wurden in Gegenwartrnv10 pg/ml Trastuzumab inkubiert. Die
Proteine wurden mit einem 4-12%-igen Polyacryla@il-aufgetrennt und als Ladekontrolle diente
b-Aktin. Pro Spur wurden 25 pug Gesamtprotein aufggn.

Dieses Experiment hat gezeigt, dass allein die é{peession von DARPP-32 oder t-DARPP
in SKBR-3 nicht ausreicht um eine Resistenz gegeastlizumab zu induzieren. Es darf
jedoch nicht aufRer Acht gelassen werden, dass daiag®l an Uberexprimiertem Protein
vergleichbar gering war.

Die Koexpression beider DARPP-Proteine wurde irmirgesonderten Experiment Gberprift,
jedoch dominierte in dieser rekombinanten Zelllidie t-DARPP Expression, weshalb diese

Zelllinie nicht fur weitere Analysen verwendet wendkonnte (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 25: Trastuzumab inhibiert die Zellproliferation der stabil transfizierten DARPP-Linien.
Uberpriift wurde der inhibitorische Effekt von Tramimab. Die mit den KonstruktgpcDNA3-
DARPP-32 pcDNA3-t-DARPP pcDNA3-DARPP-32-T34A-T75And pcDNA3 (Kontrolle) stabil
transfizierten SKBR-3, sowie die Wildtyplinie SKBRund die Trastuzumab resistente SKBR-3 HR
wurden in poly-HEMA beschichtete 96-Napfplattengasiit. Die Zellen wurden ohne (-) und mit (+)
von 10 pg/ml Trastuzumab, sowie mit 10 pg/ml humarigG (higG) fur 7 Tage inkubiert. Die
Zellproliferation wurde anschlie3end mittels CetFiGlo® bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert
der relativen Lichteinheiten aus finf Replikatenl @iie Standardabweichung.

Tab. 4: Ubersicht tber die Inhibition der Zellproliferation durch Trastuzumab in %. Die
Zellproliferation wurde mit dem CellTiter Glo® Remgg bestimmt. Die Inhibition der Proliferation
durch Trastuzumab wurde unter Einbezug der humaseiypkontrolle (higG) (entspricht 100%)
berechnet.

% Zellen nach
Trastuzumab
Behandlung (normiert auf
hlgG-Kontrolle)
SKBR-3 wt 55
Kontrolle 54
DARPP-32 48
t-DARPP 47
DARPP-32-T34A-T75A 52
SKBR-3 HR 96

3.2.5 Der duale Tyrosinkinaseinhibitor Lapatinib inhibiert die Proliferation der

Trastuzumab resistenten SKBR-3 HR

Eine alternative Strategie fur die Inhibition voreZRptortyrosinkinasen basiert auf der
Verwendung von synthetischen Tyrosinkinaseinhibeitor(TKIs), sogenannten ,small
molecules”. Die TKIs konkurrieren mit Adenosintrggphat (ATP) um die Bindung in der
ATP-Tasche der jeweiligen Rezeptortyrosinkinasee Katalytische Aktivitdt des Rezeptors
wird dadurch gehemmt und es kommt zu einer Intibitier nachgeschalteten intrazelluléren

Signalwege.
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Ein besonderer Tyrosinkinaseinhibitor stellt Lapatidar, da er spezifisch EGFR und HER2
inhibieren kann. Des Weiteren weisen Studien dataof dass Lapatinib Apoptose in
Trastuzumab refraktaren Zelllinien und Brusttumonasfuzieren kann (Johnston und Leary,
2006; Nahta et al., 2007).

Um zu prufen, ob Lapatinib die Zellproliferationrderastuzumab resistenten Linie SKBR-3
HR inhibiert, wurden die Zellen in Gegenwart vonphanib fur 3 Tage in 3D-Kultur
inkubiert. Die Zahl der lebenden Zellen wurde atie@@nd mit dem CellTiter Glo® Reagenz
bestimmt.

Abbildung 22A zeigt, dass der Tyrosinkinaseinhibit@patinib konzentrationsabhangig das
Wachstum der refraktaren Zellen SKBR-3 HR hemmit.

Der Effekt von Lapatinib auf die HERZ2-Phosphorylieg und die nachgeschalteten
Signalwege wurde im Western-Blot tGberpruft. Hiemiurden die Zellen in Gegenwart von 1
MM Lapatinib fur 24 h in 3D kultiviert.

Bereits nach 24 h Inkubation mit Lapatinib war Bigosphorylierung von HER2 und HER3
fast vollstandig inhibiert und ebenso die Phosplemyng von Akt und MAPK (Abb. 26B).
Die Expression von DARPP-32 wird durch Lapatinibiibeeinflusst (Abb. 26B).

Dieses Experiment zeigt, dass die Uberexpression DARPP keinen Einlfuss auf die

Inhibition der Zellproliferation mit Lapatinib hat.
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Abb. 26 Inhibition der Zellproliferation mit dem Ty rosinkinaseinhibitor Lapatinib. A Dargestellt
ist das Zellwachstum von SKBR-3 HR in 3D-Kultur iAbhéngigkeit von der Lapatinib
Konzentration. Die Zellen wurden jeweils ohne untllrapatinib fir 72 h inkubiert. Die Messung der
Zellproliferation erfolgte mittels CellTiter Glo®Angegeben ist jeweils der Mittelwert der relativen
Lichteinheiten aus funf Replikaten und die StandhveeichungB Western-Blot Analyse der Zellinie
SKBR-3 HR nach Inkubation der Zellen ohne und ig&wvart von 1 uM Lapatinib fir 24 h in 3D-
Kultur. Als Kontrolle wurden die Zellen in 0,1% DMSinkubiert. Die Proteine wurden mit einem 4-
12%-igen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Als Ladekolte dienteb-Aktin. Pro Spur wurden 25 pg
Gesamtprotein aufgetragen.
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4 Diskussion

4.1 dreidimensionale Zellkultur als verbessertem vitro Tumormodell

Ein Grof3teil der publizierten Ergebnisse in der duoologie ist auf die Verwendung von
herkdbmmlichen zweidimensionalen Zellkultursystemeuartickzufiihren. Diesen vitro
Experimente spiegeln jedoch kaum die physiologiscBedingungen eines Tumons vivo
wider, da die Tumorzellen nicht im Zellverband semd individuell analysiert werden.
Dreidimensionale Tumormodelle erlauben die Charaiegung von Tumorzellen als
Zellverband, in dem die Zellen untereinander komizieren und Stoffaustausch betreiben
kdnnen.

Das in dieser Arbeit verwendete 3D-Zellkultursystdraruht auf der Eigenschaft von
Tumorzellen substratunabhangig zu wachsen. Obwicht nlie gesamte Komplexitat eines
Tumors mit diesem 3D-System abgebildet werden kaoneignet es sich dennoch zur
Simulation von kleinen, proliferierenden, avasketamumorarealen und Mikrometastasen. Je
nach Zelllinie kbnnen Tumorzellen auf poly-HEMA bki&hteten Zellkulturplatten spontan
zu Spheroiden aggregieren. Die Morphologie der Bptie kann entweder sehr kompakte
Zellaggregate ohne definierte Einzelzellstruktur fweisen oder Zellaggregate mit
erkennbarer Einzelzellstruktur (Abb. 7B und 8C).

Im Vergleich zu in Agarose oder Matrigel eingebetteSpheroiden erlaubt diese Methode
eine schnelle und unkomplizierte Analyse der Ze#eh zellbiologischer und biochemischer
Ebene, da die Zellaggregate im Medium frei schwimmuad nicht durch aufwendige
Extraktionsprozesse aus einer Matrix isoliert warngissen (Lee et al., 2007).

Ein weiterer Vorteil dieser schnellen und einfaciMathode der Spheroidgenerierung auf
poly-HEMA beschichteten Platten ist, dass sie defllss von mechanischem Stress auf die
Zellen ausschliel3t, anders als bei Rotationssehiitdder nach dem Zentrifugieren der Zellen
in poly-HEMA beschichteten Platten (Sutherlandlgtl®79; lvascu und Kubbies, 2006).
Schwer definierbare Faktoren wie mechanischer $Stresizureichend definierte und
variierende Komponenten im Matrigel® und Agenziem 3pheroidextraktion kdnnten einen
Einfluss auf die Signalwege in den Tumorzellen aesi Mit der hier verwendeten Methode

kénnen diese Faktoren jedoch ausgeschlossen werden.

Ein maR3geblicher Unterschied beim Vergleich der 2ipd 3D-Kultur ergab sich bei der
Behandlung von SKBR-3 und SKOV-3 mit Trastuzumaig Proliferation der Zellen konnte

bei beiden Linien in Anwesenheit von Trastuzumab3iliSystem deutlich stérker inhibiert
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werden als in der 2D-Kultur (Abb. 7A). In Bezug adén inhibitorischen Effekt von
Trastuzumab auf HER2-Uberexprimierende Zelllinien AD-Kultur finden sich in der
Literatur unterschiedliche Ergebnisse. Der Effekt BKBR-3 variiert zwischen 20% und
50%, was hauptsachlich auf die unterschiedlichesgaAngsbedingungen zuriickzuflhren ist
(Hudziak et al., 1989; Lu et al., 2001; Cuello kt 2001). Eigene Daten zeigen, dass die
Inhibition der Proliferation stark von der Zellzadtbhangt (Daten nicht gezeigt). Da eine zu
geringe Zellzahl in den Experimenten Uberlappenfiekie aus Proliferationsinhibition und
Stressinduktion vermuten lasst, wurde in diesereArfiir die 2D- und 3D-Kultur bewusst
eine Zellzahl gewahlt, die eine Stressinduktionmaiden sollte. Hervorzuheben ist auch,
dass die Zellen in allen Experimenten kontinuiériic 10% fotalem Kéalberserum (FKS) und
ohne zuséatzliche HER-Liganden kultiviert wurden.

Die Daten aus dieser Arbeit weisen darauf hin, assbeschriebene 3D-Modell einigpe
vivo Aspekte des HER2-Signalmusters besser reflektretdeshalb als Basis fur die weitere
Aufklarung des Wirkmechanismus von Trastuzumab etiekann. Aul3erdem ermdoglicht

dieses 3D-Modell eine Hochdurchsatzanalyse von i@pten auf 384-Napfplatten.

4.2 Die Aktivierung von HER2-Homodimeren wird in 3D-Kultur beglnstigt

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigdemr dass die Inkubation von HER2
Uberexprimierenden Tumorzellen in 3D-Kultur eingngikante Phosphorylierung von HER2
am Tyrosinrest Y1248 induziert (Abb. 8A und B). BeePhosphorylierungsstelle ist eine der
beiden wichtigsten Autophosphorylierungsstellen wBR2 und verknlpft den aktivierten
Rezeptor mit dem Ras-Raf-MAPK-Signalweg, der dielifgration der Zellen reguliert
(Kwon et al., 1997; Dankort et al., 2001). Inteesgsrweise konnte bei allen 3D-Kultur
Experimenten eine Herunterregulierung der Akt-Phosgierung an S473 beobachtet
werden (Abb. 8A und B) und im Fall der Zelllinie’KBR-3 und SKOV-3 eine Aktivierung
des MEK-MAPK-Signalwegs. Die Ergebnisse aus den rEppitationsexperimenten mit
HER?2 koénnten eine mogliche Erklarung fur die vegerte Phosphorylierung von Akt liefern.
In 3D-Kultur waren HERZ2/HER3-Heterodimerkomplexeuka nachweisbar, was unter
anderem mit einer geringeren Assoziation der p8fetedmheit von PI3K korrelierte (Abb.
10A). Der PI3K/Akt Signalweg wird vorwiegend ubeER2/HER3-Heterodimere aktiviert.
HER3 enthélt im C-terminalen Bereich sechs Kopies 8equenzmotifs Tyr-X-X-Met, an
welche die p85 Untereinheit von PI3K binden (Sdletf al., 1994; Kim et al. 1994). Den
Rezeptoren EGFR und HER?2 fehlt dieses Sequenzni®ditoff et al., 1994). Aus diesem
Zusammenhang erschliel3t sich, dass die Herruntdieagng von Phospho-Akt in 3D-Kultur

das Ergebnis einer Umorganisierung der HER2-Dimar&D-Kultur ist. Die verstarkte
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Assoziation der Adapterproteine Shc und Grb2 miREBEN 3D-Ansatz stiitzt die Hypothese,
dass bei SKBR-3 in 3D-Kultur bevorzugt HER2-Homoedim gebildet werden (Abb. 10A).
Dass Zellen, die HER2 Uberexprimieren, eine ausggerund bevorzugte Aktivierung des
MAPK-Signalwegs aufweisen, konnte bereits gezeigirden (Ben-Levy et al., 1994;
Karunagaran et al.,, 1996). Die Rekrutierung der pheigoroteine Grb2 und Shc, beides
Aktivatoren des MAPK-Signalwegs, an den phosphertén Rezeptor HER2 fuhrt zu einer
gesteigerten Zellproliferation und gewahrleistes tltberleben der Tumorzellen (Dankort et
al., 2001; Timms et al., 2002; Slamon et al., 1989)

Welche Rolle die Koprazipitation von EGFR mit HER23D-Kultur spielt ist noch unklar.
Untersuchungen mit dem therapeutischen Antikérpatudmab (Erbitug), der die
Aktivierung von EGFR inhibiert, haben gezeigt, ddss Proliferation von SKBR-3 in 3D-
Kultur nicht inhibiert wird (Daten nicht gezeigiie Kopréazipitation von EGFR nimmt genau
nach 24h ab, einem Zeitraum, der den Vorgang déausaat und die Spheroidformation
beinhaltet. Eine Zunahme der EGFR-Liganden Expomesdionnte basierend auf den
Ergebnissen des Genexpressionsprofils (Daten geteigt) ausgeschlossen werden, so dass
EGFR im Rahmen des 3D-Modells keine tragende Railspielen scheint und nur transient
mit HER2 assoziiert ist.

Dass sich die HER2-Dimerisierungspartner in 3D-#ulinterscheiden kann auch aus den
Ergebnissen des linearen Sucrosedichtegradienigeladtet werden. Die Verschiebung des
Anteils an HER3 in der 3D-Kultur in Richtung desli@dhen Fraktionen zeigt, dass in den
Fraktionen 6-8 weniger HER3-Rezeptoren fir eineepiille Dimerisierung mit HER2 zur
Verfugung stehen (Abb. 16). Die Anwesenheit voné&adin-1 in der 2D-Kultur fuhrt zu einer
verstarkten Assoziation der HER-Rezeptoren mit rdetezunltslichen Membrandomanen,
die grof3tenteils in der Zelldebris nachweisbar gidbb. 16). Couet und Kollegen zeigten,
dass Caveolin-1 mit den Rezeptoren HER2 und EGkRZ&lllysaten der Zelllinie A431
kofraktioniert werden kann (Couet et al., 1997)r EGBFR konnten sie dariiber hinaus eine
direkte Interaktion mit Caveolin-1 nachweisen. DEr&énnte man folgern, dass Caveolin in
2D-Kultur die HER-Rezeptoren auf der Zelloberfladtisdelt und sie so mehr oder weniger
in einem unflexiblen Dimerisierungszustand halt, die Aktivierung von HER2 limitiert.

In den HER2-positiven Zelllinien BT474, KPL-4 un@alu-3 konnte eine stérkere
Phosphorylierung von MAPK nicht nachgewiesen wer@@bb. 8B) was jedoch nicht
ausschlief3t, dass ein anderer Vertreter der MAPHKHi als Zielmolekul in der HER2-

Signalkaskade dient.
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Nach Behandlung mit Trastuzumab konnte bei SKBR«® 8SKOV-3 im 3D-Experiment eine
Abnahme der HER2-, MEK1/2- und MAPK-Phosporylierurachgewiesen werden, was mit
einer verringerten Zellproliferation korreliertelf. 7B, 8A). Es gibt viele Diskussionen tber
den Effekt von Trastuzumab auf molekularer Ebenas wich in den unterschiedlichen
Ergebnissen in der Literatur widerspiegelt. Bespieise konnten Longva und Kollegen erst
durch die Zugabe des Liganden EGF eine deutlich®2HEhosphorylierung bei SKBR-3
nachweisen, die jedoch nach Behandlung mit Trastabunicht inhibiert werden konnte
(Longva et al., 2005). In Bezug auf die nachgesetert Signalkaskaden berichten sie nur
von einer Abnahme des Akt-Phosphosignals. Cuelld Kpllegen beschreiben, dass die
Gesamtproteinexpression von HER2 nach Inkubatioh Trastuzumab herunterreguliert
wurde und die Phosphorylierung von Akt abnimmthnhi@doch die von MAPK (Cuello et
al., 2001). Es gibt Hinweise, dass Trastuzumab irERBtUberexprimierenden
Brusttumorzellen parallel zum Akt-Weg auch den MABIgnalweg inhibieren kann (Yakes
et al., 2002; Dubska et al., 2005). Ein eindeutiyy@kmechanismus von Trastuzumab konnte
bisher jedoch noch nicht identifiziert werden.

Mit Hilfe des 3D-Modells wurde verdeutlicht, dassa3tuzumab den MAPK-Signhalweg
inhibiert, da die Inkubation mit dem Antikorper i8D-Kultur die Dissoziation der
Adapterproteine Shc und Grb2 von HER2 zur Folgeeh@ibb. 10A) und schlielich die
Abnahme des Phosphosignals bei MAPK (Abb. 8A). Biesvitro Ergebnisse beschreiben
den klinischen Nutzen von Trastuzumab viel besdardas Therapeutikum nur bei einer
Subpopulation von HER2-Uberexprimierenden Brustpakientinnen wirkt (Slamon et al.,
1989) und bekannt ist, dass Trastuzumab nur HERBddamere inhibieren kann (Nahta und
Esteva, 2007). Die Behandlung mit Trastuzumab lebet der Ovarialkarzinomlinie SKOV-
3 die Akt-Phosphorylierung in keinem der beidentlrdysteme beeinflussen, was sich mit
Daten aus der Literatur deckt (Longva et al., 20@Ehmal mehr zeigt dies, dass der
PI3K/Akt-Weg in Verbindung mit einer Trastuzumabhetlung bei HER2-
Uberexeprimierenden Tumorzellen mdglicherweise e@eé weniger tragende Rolle spielt,

als aufgrund von Ergebnissen mit einer 2D-Kultunwetet wird.

4.3 Die Bedeutung von Integrirb4 und Rac1/PAK2 in 3D-Kultur

Das hier beschriebene 3D-Modell erméglicht einei-Zell-Kontakt. Die Vermutung lag

deshalb nahe, dass sich méglicherweise auch Uhtedscin der Aktivierung von Proteinen

nachweisen lassen, die an der Zelladhasion betaiigl. Da das Adhasionsmolekil E-

cadherin in SKBR-3 aufgrund einer homozygoten DategroRerer Bereiche des Gens nicht

exprimiert ist (Van de Wetering et al., 2001), kdgr Fokus auf der Charaktersierung von
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Integrin b4. Unter anderem auch deshalb, weil es Hinweis¢, giiss Integrinb4 eine
wichtige Rolle bei der Tumorentstehung und Metastasg spielt (Mercurio und Rabinovitz,
2001). Interessanterweise liel3 sich nur in der 3D von SKBR-3 eine deutliche
Phosphorylierung von Integrilb4 am Tyrosinrest 1526 nachweisen (Abb. 9). Diese
Phosphorylierungsstelle kann das Adapterprotein &hautieren und nachgeschaltete
MAPK-Kaskasen aktivieren (Dans et al.,, 2001). Guml Kollegen konnten vor kurzem
nachweisen, dass Integiid entscheidend fur die Tumorzellproliferation insAmmenhang
mit einer HER2-Uberexpression ist und dass diestgkEnicht nur auf die Bindung von
ECM-Liganden an Integrinb4 beruht (Guo et al., 2006). Diese Studie hat auch
hervorgehoben, dass murine Brusttumore, die Wildtyegrin b4 Gberexprimierten eine
desintegrierte Gewebearchitektur aufwiesen, vesigker mit den auf poly-HEMA
induzierten Spheroiden. Dies steht im GegensatderuStudien von Weaver und Kollegen,
deren Fokus auf polarisierten 3D-Modellen liege diit Hilfe von Matrigel induziert werden
(Weaver et al., 2002). Eine Hypothese ware, dagsgiim b4 die Aktivierung von
Racl/PAK2 vermittelt, einem Signalweg, der in 3DHKiu den Akt-Weg kompensieren
konnte. Die Tatsache, dass im 3D-Modell die inbitisiche Phosphorylierung von Racl am
Serin 71 fehlt (Abb. 9) korreliert zudem eindeutigt der inaktivierten Akt-Kinase (Kwon et
al., 2000). Als Konsequenz ist PAK2 nur in 3D-Kulphosporyliert (Abb. 9).

In der Literatur gibt es Anhaltspunkte wonach didiierung von PAK die Expression bzw.
die Aktivitat von Mitgliedern der MAPK-Familie, wigg38 MAPK, ERK1 oder JNK,
regulieren kann (Lu et al., 1997). Friedland undllégen postulieren eine Integrib4
abhangige Aktivierung von Racl/PAK1 in humanen Brpghelzellen im 3D-Modell
(Friedland et al., 2007). Dieser Signalweg ist diig Expression des Transkriptionsfaktors
NF-kB verantwortlich und fihrt zu einer erhdhten Resigt gegeniber Apoptose
stimmulierenden Agenzien.

Da bekannt ist, dass die Mitglieder der PAK-Famitieverschiedene zellulare Prozesse wie
der Reorganisation des Zytoskeletts, der Zellmatiliund Proliferation involviert sind
(Bokoch, 2003), koénnte die Aktivierung dieses Sigre@s das Ergebnis einer veranderten
Zellmorphologie bzw. —organisation in der 3D-Kul@in. Diese Restrukturierung erméglicht

neue Signalplattformen, die in einer herkdmmlicB®aKultur nicht zur Verfigung stehen.
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4.4 Ist eine Reorganisation der Zelloberflache in[3-Kultur der Schlissel fur eine
Zunahme der HER2-Aktivierung?

Erste Hinweise auf eine veranderte Struktur dedoBelflache konnten in dieser Arbeit
anhand der Lokalisationsexperimente von HER2 in &dereicherten Lipiddomanen
abgeleitet werden. Frihere Studien haben gezeags dHER2 in 2D-Kultur mit GM1-
angereicherten Lipiddomanen initial kolokalisiekamn, jedoch nach der Quervernetzung mit
einem sekundédren Antikdrper gegen die UntereinBeiton Choleratoxin aus den GM1-
angereicherten Lipiddoméanen dissoziiert (Mocanal.e2005; Nagy et al., 2002). GM1 kann
sowohl Bestandteil von planaren Lipiddomanen alshawon Caveola sein (Simons und
Ikonen, 1997; Parton, 1994).

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten 3D-Modell bleiler Grof3teil von HER2 nach der
Vernetzung eindeutig mit den Lipiddomanen kolokafis (Abb. 11), wohingegen die
Ergebnisse flr die 2D-Kultur bestétigt werden kenntGML1 ist ein spezifischer Bestandteil
von lipidreichen Mikrodomé&nen und sowohl GM1 alswla GM3 kénnen die Homo- bzw.
Heterodimerisierung von HER2 regulieren (Nagy et 2002; Sottocornola et al., 2003).
Bisher konnte noch nicht eindeutig aufgeklart wardee Ganglioside die Dimerisierung von
HERZ2 modulieren. Postuliert wird, dass HER2 in d@iddomanen angereichert wird, was
die lokale Dichte der Rezeptoren erhdht und die Méteinlichkeit einer Homo- oder
Heterodimerisierung begtinstigt (Nagy et al., 20@&ttocornola et al., 2006). Welche
Schlisselfunktion Ganglioside in Zusammenhang it HER2-Aktivierung haben kénnen
hat die Behandlung der SKBR-3 Zellen mit den Gansigiinhibitor [D]-PDMP gezeigt. Die
Depletion der Ganglioside in 3D-Kultur fuhrte zahibition der HER2-Phosphorylierung, die
jedoch nach Zugabe von GM3 wieder hergestellt weidinte (Abb. 15B). Der Inhibitor
zerstort nicht die Organisation der Lipiddomanea beispielsweise die Cholesterinsynthese
nicht beeintrachtigt wird (Sottocornola et al., 800Welchen Einfluss Trastuzumab auf die
Lokalisation von HER2 in den GM1-angereicherteniddomanen hat ist noch unklar und
bedarf weiterer Experimente.

Eine wichtige Beobachtung in Bezug auf eine Zellbehenrestrukturierung in den
Spheroiden war auch die Herunterregulierung dee@lav1 Expression, sowohl auf mRNA-
als auch auf Proteinebene (Abb. 12 und 13). Akkkensubstratunabhéangige Kultivierung der
Zellen fihrte zu einem veranderten Genexpressiog@nuin den SKBR-3. Diese
Beobachtung gewinnt an Bedeutung wenn man die diaésa Betracht zieht, dass Caveolin-
1 in der Tumorbiologie als Tumorsuppressor diskutigird (Razani et al.,, 2001). Die

Untersuchungen von humanen Tumorproben und Tuntiomisn ergab, dass Caveolin-1 in
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den meisten Fallen nicht mehr nachweisbar war imigeh zu nicht-transformierten
Geweben und Zelllinien (Razani et al., 2001; Sagaid., 2004; Ravid et al., 2006). In vielen
Féallen korreliert der Verlust der Caveolin-1 Exmies mit mit einem aggressiven
Tumorwachstum und einer Metastasierung des TunBusgérmeister et al., 2008; Goetz et
al., 2008).

Auf molekularer Ebene ist Caveolin-1 an der Regmhatler Signaltransduktion beteiligt, da
es sowohin vitro als auchin vivoHER2 negativ reguliert (Engelman et al., 1998 kRaral.,
2005). Die Uberexpression von Caveolin-1 in 3D-Kulbeeinflusst die Ausbildung von
Spheroiden auf poly-HEMA beschichteten Platten firdt zu einer signifikanten Abnahme
der HER2-Phosphorylierung (Abb. 14). Das bedeuttdass Zellen die Caveolin-1
exprimieren nicht mehr substratunabhéngig prokfem konnen. Dem Tumor ermdglicht die
Herunterregulierung von Caveolin-1 eventuell eimestarkte Aktivierung von HER2, was
auch die Beobachtungen im Punkt 3.1.3.1 erklaremied(Abb. 8). Hinzu kommt, dass Podar
und Kollegen die Rekrutierung der katalytischen doginheit von PI3K an Caveolin-1
beschreiben, was zu einer Aktivierung des PISKMIdgs fuhrt (Podar et al., 2003). So
kbnnte der Verlust an Caveolin-1 auch fir die Hetewegulierung der Akt-
Phosphorylierung in dem hier untersuchten 3D-Modethntwortlich sein (Abb. 8A und B).
Tatsachlich jedoch gibt es auch HER2-UberexprimeeeZelllinien wie KPL-4 oder A431,
die keine Abnahme der Caveolin-1 Expression in 3gen (Abb. 13). Eine mdgliche
Erklarung dafir liefern Hinweise aus der Literatdie erlautern, dass der Umfang der
Caveolin-1 Herunterregulierung zwischen verschiedemumorarten variieren kann und oft
sehr stark an das Tumorstadium geknupft ist (Geetal., 2008). Des Weiteren scheint es
einen Zusammenhang zwischen der Caveolin-1 Expressnd der Behandlung mit
Zytostatika zu geben, da in humanen, zytostatikeierden Kolonkarzinomzellen eine
erhohte Expression von Caveolin-1 nachgewiesen emeikkbnnte (Lavie, Fiucci, 1998).
Mdoglicherweise kénnte dies eine Erklarung fur digteuschiedlichen Ansprechraten von
SKBR-3 auf Trastuzumab in 2D- und 3D-Kultur erklaf@bb. 7).

Zusammenfasst kann man sagen, dass die Ergebresser d\rbeit die Hypothese von
Caveolin-1 als wichtigen Modulator der HER2-Akt#titstitzen. Mit Hilfe des 3D-Modells
konnte ein Zusammenhang zwischen dem HER2-Aktiwigsatatus und der Reorganisation

der Zelloberflache hergestellt werden.
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Abb. 27: Modell zur Beschreibung der Zelloberflachenrestrukurierung in 3D-Kultur .
Verglichen mit einer 2D-Kultur existieren in ein8D-Kultur weniger Caveola-Strukturen, die eine
negative Regulation von HER2 begunstigen. Pardéeu fordern die planaren Lipiddoménen die
Akkumulation und Aktivierung von HER2-Homodimeredie von Trastuzumab inhibiert werden
kénnen. Es wird vermutet, das HER2/HER3-Heterodimbevorzugt in Caveola lokalisieren.
Dargestellt sind nur die Trastuzumab-Molekile, dénen inhibitorischen Effekt auf die
Zellproliferation austiben und nachgeschaltete Sigege blockieren kénnen.

Abbildung 27 beschreibt ein Modell, dass aufgrumd bleobachteten Ergebnisse postuliert
wurde. Das 3D-Modell reprasentiert eine geringerzahl an Caveola-Strukturen, so dass
vorwiegend planare Lipiddomanen vorliegen (Abb. .2Dje Herrunterregulierung von
Caveolin-1 in 3D-Kultur fuhrt zu einer stabilen lallsation der HER2-Rezeptoren in
lipidreichen Mikrodomé&nen und begunstigt so die lddimerisierung bzw. die Ausbildung
von groBeren HER2-Clustern und Phosphorylierung k&R2. Dies wiederum wirde auch
die erh6éhte Ansprechrate von Trastuzumab im 3D-Magt&laren, da Trastuzumab nur in
der Lage ist HER2-Homodimere zu inhibieren. Esisht eindeutig klar ob Trastuzumab die
Homodimerisierung von HER2 direkt inhibieren kamdglicherweise ist der Effekt von
Trastuzumab auf die Inhibition einer HER2-Cluststaldung zurickzufihren. In Abbildung
27 sind nur die Trastuzumab-Molekile eingezeichdiet,einen proliferationsinhibitorischen
Effekt auf die Zellen austiben und nachgeschaltepeavege inhibieren kénnen. Beztiglich
der HER2-Lokalisation in Caveola im 2D-Kulturmodeléiren noch weitere Untersuchungen
erforderlich, die eindeutig bestéatigen, dass vermétER2/HER3-Heterodimere in den
Caveola-Strukturen lokalisiert sind.
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4.5 Die Rolle von DARPP-32 und t-DARPP bei der Restenzentwicklung gegen
Trastuzumab

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in 3D-Kultur eine lliigke (SKBR-3 HR) generiert, die
resistent gegen die Behandlung von Trastuzumab Bei der anschliefienden
Charakterisierung dieser resistenten Linie konnie Hochregulierung von PPP1R1B
(DARPP-32) beobachtet werden (Tab. 2).

DARPP-32 zeichnet sich durch seine Funktion alsakén und Phosphataseinhibitor in
Abhangigkeit von seinem Phosphorylierungsstatus @wenningsson et al., 2004). Die
Phosphorylierung des Threoninrest 34 durch Proiefisle A (PKA) konvertiert DARPP-32
in einen potenten Inhibitor der Proteinphosphafad@P1), wohingegen die Phosphorylierung
des Threoninrest 75 mittels CDK5 (cyclin-dependenase 5) oder Cdc2 (cell division cycle
2) zur Inhibition der Proteinkinase A fuhrt (Hemmet al., 1984; Bibb et al., 1999). Diese
Eigenschaft und die Tatsache, dass DARPP-32en2Amplikon lokalisiert ist, lenkte den
Fokus in dieser Arbeit auf die Charakterisierungn vibARPP als potentiellen
Resistenzmechanismus fur Trastuzumab (Kauranieaii,2003).

Dariiberhinaus wurde die endogene DARPP Uberexpressi Bereich der Onkologie bisher
nur in humanen Tumorproben oder im vivo Resistenzmodellen identifiziert. In
Publikationen, welche potentielle Resistenzmechmagins gegen Trastuzumab in
herkdbmmlichen 2D-Kulturmodellen beschreiben, istRI?P-32 oder t-DARPP als méglicher
Resistenzmarker nicht erwahnt.

Eine funktionelle Relevanz von DARPP-32 in Bezud die Tumorentstehung diskutierten
2002 erstmals El-Rifai und Kollegen. Sie konnterMagenkarzinomen die Uberexpression
von DARPP-32, sowie die einer verkirzten Form nan&ARPP, auf mRNA- und
Proteinebene nachweisen, jedoch nicht in normalexgeviepithelzellen (El-Rifai et al.,
2002). Die t-DARPP mRNA ist zwischen den Exons & bikomplementar zu DARPP-32
und unterscheidet sich nur in der Sequenz des ner&égons. Aufgrund dieser
Sequenzeigenschaften fehlt t-DARPP die Phosphouylgsstelle Thr 34 (El-Rifai et al.,
2002). Mittlerweile konnte eine Uberexpression \RARPP-32 auch in Adenokarzinomen
der Brust, der Prostata und des Kolon aufgezeigteve (Wang et al. 2005; Magani et al.,
2006; Kauraniemi und Kallioniemi, 2006). Die bioische Funktion und die damit
verbundenen Signalwege in Bezug auf eine Krebs#miaty bzw. -progression sind jedoch
bisher kaum erforscht. Ein potentieller Mechanisineschreibt DARPP-32 und t-DARPP als
antiapoptotische Regulatoren, die Tumorzellen eigewissen Uberlebensvorteil in Bezug

auf die Behandlung mit Zytostatika verschaffen, Hiis zur Zytostatikaresistenz (Belkhiri et
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al., 2005). Vor kurzem konnten Belkhiri und Kollegeudem inin vitro Experimenten
zeigen, dass die Uberexpression von t-DARPP in reifleastuzumab resistenten
Brustkrebszelllinie zur Hochregulierung des anttptsch wirkenden Faktors Bcl-2 fiihrt,
welcher die Aktivierung der Enzyme Caspase-3 unsp@se-9 hemmt (Belkhiri et al., 2008).
Der Komplex aus t-DARPP, HER2 und HSP90 blockiemn &ffekt von Trastuzumab und t-
DARPP reguliert aulBerdem die Aktivitat von Akt umtl-2 in den resistenten Zellen
(Belkhiri et al., 2008). Kritisch zu bewerten ist diesem Fall jedoch, dass Belkhiri und
Kollegen die potentielle Rolle des VollangenproseiDARPP-32 in dieser Arbeit nicht
kommentieren. Ob es sich bei Belkhiri und Kollegerch um eine reversible Trastuzumab
Resistenz handelt bleibt offen. Eigene Daten zejgdoch, dass die resistenten Zellen nach
Inkubation ohne Trastuzumab im Medium nach einerwiggen Zeitraum wieder auf
Trastuzumab ansprechen (Abb. 18). Dies beweist diad die selektionierten Zellen nicht
von einer Subpopulation, die DARPP-32 uberexpritniableiten. Die Zellen scheinen die
Proteinexpression von DARPP-32 bzw. t-DARPP in Algigkeit von Trastuzumab zu
regulieren.

Fakt ist, dass sowohl DARPP-32 also auch t-DARPRIen untersuchten Tumorproben
nachgewiesen werden konnte (Abb. 23). Jedoch larekombinante Uberexpression der
Proteine in der parentalen Zelllinie SKBR-3 zu legiResistenz gegen Trastuzumab geflhrt
(Abb. 25). Vergleicht man die DARPP Expression&m dekombinanten Linien mit der in der
resistenten Zelllinie SKBR-3 HR, dann fallt aufsdadie rekombinanten Zelllinien DARPP
nur sehr schwach exprimieren und auch Bcl-2 nictitiziert werden konnte (Abb. 24). Die
Selektion von Zellklonen, die eine besonders hohetehexpression aufweisen, hatte
moglicherweise ein anderes Ergebnis erzielt. AuSardvurde DARPP-32 und t-DARPP
jeweils separat in den Zellen exprimiert, wohingedge resistente Linie SKBR-3 HR beide
Formen in hohem Mal} aufweist. Auch bei den humanenorproben waren bis auf zwei
Félle beide DARPP-Formen nachweisbar (Abb. 23).

Mit Hilfe des Tyrosinkinaseinhibitors Lapatinib kate gezeigt werden, dass es sich um
keinen generellen Resistenzmechanismus handelt 28)b Das Ergebnis deutet darauf hin,
dass die Zellen nach wie vor auf eine HER-vermét8ignalaktivierung angewiesen sind und
somit keine Entkopplung des Akt-Signalwegs, trotaRPPP Uberexpression, stattgefunden
hat.

Aufgrund der geringen Anzahl an Forschungsergebnissber den Zusammenhang der
DARPP-32 Expression und der Entstehung bzw. Pregmesines Tumors ist die genaue

Funktion des Proteins noch sehr unklar. Hinzu komdatss eine Studie von humanen
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Osophaguskarzinomen vor einiger Zeit darauf hinwilesss die Patienten, deren Tumor
DARPP-32 exprimierte, eine bessere Prognose hattesolche, deren Tumor negativ flr
DARPP-32 war (Ebihara et al.,, 2004). Um eine Ausséber die klinische Relevanz von
DARPP-32 und t-DARPP in Bezug auf die Ansprechrae der Behandlung von
Tumorpatienten mit Trastuzumab zu bekommen, waéretrogpektive Analysen von

klinischen Studienproben sehr hilfreich.

4.6 HER3 als Hauptmediator der Trastuzumab Resisten

Die Charakterisierung der HER-Rezeptortyrosinkinase der Trastuzumab resistenten
SKBR3-HR zeigte, dass im Vergleich zur parentalefilidie die Gesamtmenge an HER2
und HER3 Protein und deren Phosphorylierungsstatgenommen hatte (Abb. 21). Dass die
erhohte HER2-Expression mit einer Zunahme der HEREkile auf der Zelloberflache
korreliert, konnte im Durchflusszytometer nachgessie werden (Abb. 19). Bei der
nachfolgenden Analyse der assoziierten Signalweitengswege war eine verstarkte
Expression der regulatorischen Untereinheit p85RIAK und die Phosphorylierung von Akt
in der resistenten Linie zu beobachten (Abb. 21grkvipft man nun die Ergebnisse, so
stutzen diese zunehmend die Theorie, dass digaetsn Zellen offenbar aktiv den HER3-
vermittelten PI3K/Akt-Weg hochregulieren und somiiiglicherweise die Inhibition des
MAPK-Wegs kompensieren, was zu einer kontinuiedithProliferation der Trastuzumab
resistenten Zellen fuhrt. Bei der Behandlung dsistenten Zellen mit Trastuzumab wurde
eine leichte Abnahme des HER2-Phosphosignals bbhtdétagedoch keine Veranderung des
Phosphosignals bei HER3 und Akt (Abb. 21). Die phosylierung von MAPK konnte nach
wie vor durch Trastuzumab herunterreguliert werdeks ist allgemein bekannt, dass
Trastuzumab nur HER2-Homodimere inhibieren kanme Daten lassen vermuten, dass ein
Teil der HER2 Molekile noch als Homodimere vorliegderen Signalweiterleitung durch
Trastuzumab inhibiert werden kann. Parallel dazmikb es in den resistenten Zellen jedoch
vermehrt zur Ausbildung von HER2/HER3-Heterodimeravas schliel3lich die erhohte
Phosphorylierung  von Akt erklaren  konnte. Die Emsebe aus den
Koprazipitationsexpertimenten beweisen das Vorkommen HER2/HER3-Heterodimeren
in den resistenten SKBR3-HR, sowie eine direkte o&gdion von PI3K p85 mit
HER2/HER3 (Abb. 22). Da bei der Analyse des Genesgionsprofils keine verstarkte
Expression von Heregulin nachgewiesen werden konnteann von einer
ligandenunabhéngigen Aktivierung des HER2/HER3-Klexgs ausgegangen werden. Die
Flexibilitat der HER-Dimerisierungspartner und def@ynamik in der Signalweiterleitung
haben auch Sergina und Kollegen eindrucksvoll lresobn (Sergina et al.,, 2007). HERS3
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kann die Inhibition von HER2 durch einen Riuckkomgsmechanismus tber Akt puffern, so
dass die Tumorzellen den pro-apoptotischen Sigrdiaresmen einer Behandlung mit
HER2-TKIs entkommen kénnen. Die Analyse von HER2HNen Tumorbiopsien zeigte,
dass nach der Behandlung mit Lapatinib die MAPKdgphorylierung unterdriickt wurde
jedoch nicht die Akt Aktivierung (Spector et alQ(b). Das fuhrt zu der Annahme, dass eine
Inhibition von HER2 alleine nicht ausreicht um drroliferation der Tumorzellen zu
unterdriicken. Vielleicht steht diese Beobachtungusammenhang mit der Tatsache, dass
von den 25-30% HERZ2-positiven Brustkrebspatientinnar ein Teil auf die Therapie mit
Trastzuzumab anspricht (Vogel et al., 2001)

Die kurzlich veroffentlichten Daten einer klinisch&tudie, bei der Brustkrebspatientinnen
neoadjuvant mit Trastuzumab behandelt wurden, rhefelen Hinweis, dass der
Expressionsstatus von HER3 einen Einfluss die Aedpate des Tumors auf Trastuzumab
hat (Gianni et al., 2008). Die Bedeutung von HER3Biomarker bedarf weiterer klinischer
Studien, die eine signifikante Korrelation von Eegsion und Ansprechrate bestatigen.

Von einem evolutionsbiologischem Standpunkt ausrabbtet ist das Fehlen einer
Kinasedomane bei HER3 ein Vorteil. HER3 kann beispieise nicht durch klassische
Tyrosinkinaseinhibitoren inaktiviert werden, digatioch als Substrat von HER2 und EGFR
und wirkt als Gerustprotein fur die RekrutierungnvAdapter- und Signalmolekilen. Die
Entwicklung eines Inhibitors fur HERS3 stellt dedhakine Herausforderung fir die
pharmazeutische Industrie dar.

Eine Interaktion von HER2 mit IGF-1R oder MUC-4,engie in der Literatur als mogliche
Resistenzmechanismen beschrieben werden, koneiganen Kopréazipitationsexperimenten
(Daten nicht gezeigt) nicht nachgewiesen werdercéF8chiavi et al., 2002; Nahta et al.,
2005).

4.7 Genexpressionsprofile spiegeln Komplexitat défrastuzumab-Resistenz wider

Vergleicht man die Genexpressionsprofile der patent SKBR-3 Linie mit der resistenten
SKBR-3 HR, so stellt sich die Frage, ob tatséachéicheinziges Molekl fur die Entwicklung
einer Resistenz gegen Trastuzumab verantwortlich kann. Bei SKBR-3 HR war die
Expression von 790 Genen hochreguliert und die6®h Genen herunterreguliert (3.2.2.2).
Mit Hilfe einer Software wurden die Expressiondaian Bezug auf ihre Assoziation mit
Krebs und HER2 bewertet. Verschiedene Forschungstedaben umfassende und
genomweite Expressionsanalysen durchgefiihrt ungnpsiische Genexpressionssignaturen
definiert (Haibe-Kains et al., 2008). Beispielsveeloonnte anhand von Expressionsprofilen

und dem klinischen Therapieerfolg bei Brustkrehgpdinnen eine 70-Gen- (van’t Veer et al.,
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2002) und eine 76-Gen-Signatur formuliert werderady/ et al., 2005). Basierend auf dieser
Signatur konnten bereits groRere Gruppen an rigikea Brustkrebspatientinnen identifiziert
werden, die dementsprechend eine weniger aggre€dieenotherapie bekamen. Kritische
Stimmen jedoch weisen darauf hin, dass derartigma®iren nur fir eine Subpopulation
erfolgversprechend sind und noch keine breite Amuag finden (Haibe-Kains et al., 2008).
Ergebnisse wie diese verdeutlichen, dass hdchstselaginlich auch bei der Trastuzumab
resistenten Linie SKBR-3 HR nicht nur ein Proteine beispielsweise DARPP-32, fur die
Resistenz verantwortlich ist. Eventuell wirde einmultivariate Analyse von
Genexpressionsprofilen einer statistisch signifiearPatientenpopulation, die nicht oder nur
schwach auf Trastuzumab anspricht, einen tieferi@bliek in die komplexen Signalwege
ermoglichen. Eine sinnvolle Interpretation von Eegmionsdaten ist ohne Bioinformatik
schwer vorstellbar. Die fortschreitende Aufklarungn Signalwegen wird helfen die
erzeugten Datenmengen in Zukunft besser verstaimdeuten zu kdnnen.

Eine Verifizierung der Ergebnisse aus dem Genegprsprofil in SIRNA Experimenten war
leider nicht durchfuihrbar, da es nicht moglich war resistenten Zellen zu transfizieren. Hier
musste ein Ansatz basierend auf einer retrovir@tansduktion von shRNA gewahlt werden,
um mehr Einsicht in die funktionellen Zusammenhadge hoch- bzw. herunterregulierten
Gene bei SKBR-3 HR zu bekommen.

5 Ausblick

Die Ergebnisse aus dieser Doktorarbeit haben gezeilgss sich aufgrund der
unterschiedlichen Kulturbedingungen beachtliche eththiede in der Organisation der
Zelloberflache und der Aktivierung von Signalwegengeben. Das in dieser Arbeit
beschriebene 3D-Modell liefert Ergebnisse, die dem Hintergrund einer substrat- und
ECM-unabhéngigen Spheroidausbildung beruhen. Disthode stellt ein sehr einfaches
System dar Zell-Zell-Kontakt und die daraus resuitnden Signalkaskaden zu studieren. Ein
weitaus komplexeres Modellsystem stellen Kokultuaaa Tumorzellen und Fibroblasten dar.
Diesesin vitro Modell reflektiert die physiologische Umgebung esnTumors in der Tat
umfassender, ist jedoch gleichzeitig aufwendigett komplizierter in der Handhabung und
Interpretation.

Klar ist, dass die Etablierung der dreidimensionalellkultur in der Zellbiologie zukinftig
neue Einblicke in Tumorentstehung und- progres$igfiern wird und somit als Hilfsmittel
fur die Identifizierung von neuen Zielmolekilen der Krebstherapie dienen kann. Die

Adaption des 3D-Systems auf eine Hochdurchsatiplatt ermdglicht aul3erdem eine

77



Diskussion

schnelle und umfassende Analyse der Spheroideibligise bei Proliferationsexperimenten

oder siRNA Ansatzen.
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6 Materialien und Methoden

6.1 Materialien

6.1.1 Gerate

Begasungsbrutschrank Hera Cell 240
Casy TTC Zellzahlgerat
Elektrophoreseapparatur
Elektrophoresekammern

ELISA Plattenlesegerat Spectra Fluor Plus

Heraeus, Hanau
Schéarfe System, Reutling
Invitrogen GmbH, Katisr
Invitrogen GmbH, Karlgruh
TeCaailsheim

ELISA Plattenlesegerat Image Spectra Rainbow  TeCeailsheim

FACscan

Lumi-lmager

Fluoreszenzmikroskop Axiophot
Fluoreszenzmikroskop Axivert135
Heizbares Schuttelgeréat SH26
Kleinschittler Vortex Genie 2

Kuhlbare Tischzentrifuge Centrifuge 5417R
Lichtmikroskop Labovert

LightCycler® Instrument

MagNA Pure LC

Mikrotom

Multifuge 3 S-R

pH Meter inoLab

Pyramitom Modell11800
Slow-Scan-CCD-Kamera Typ TEM1010
Sterilwerkbank

Stromversorgungseinheit PowerEase 500
Trimmfrase TM 60

Waage Sartorius BP 2100

Wasserbad Precitherm PFV

6.1.2 Reagenzien

[D]-PDMP

Alexa Fluor ® 488 Lipid Raft Labeling Kit
anti-ErbB2 Affibody® Molecule (ab31892)

Becton Dikinson, San Jose, USA
Roche Diagnostics GimiMannheim
Zeiss, Jena
Zeiss, Jena
CAT, Staufen
Scientific Indusf, USA
Eppehddamburg
Leitz, Wetzlar
Roche Diagnostics Gimiannheim
Roche Diagnostics GihiMannheim
Leika, Bensheim
Heraeus, Hanau
WTW, Wien
LKB, Bromma, Schweden
Tietz TVIPS Gmi@duting
BDK, Reutlingen
InvitrageH, Karlsruhe
Reichert-Jung, Wien, Ostahnei
Sartorius AG, Gottingen

Clinicon International

Sigma-Aldrich, Steinheim
Molecall Probes, Eugene, USA
Abcam, USA
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Aprotinin

BCA-200 Protein Assay Kit
Bovines Serumalbumin Fraktion V
BSA Standard

Casyton-L6sung

CellTiter Glo®

DAPI

Dimethylsulfoxid (DMSO)

EDTA

EGTA

Ethanol (vergallt)

Ethanol absolut

Eukitt

Formaldehyd-Lsg.

FuGene6

G418

Gel/Mount™

Glycin

H,0,, 30 % (Perhydrol)
Hamatoxylin

Histomount

Lapatinib

Leupeptin

Lumi-LightPLUS Western Blotting Kit
MagNA Pure LC mRNA Isolation Kit |
Matrigel

Methanol

b-Mercaptoethanol
Natriumchlorid

NaOH

Natriumdesoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS), 10%
Natriumfluorid

Natrium-ortho-vanadat

Sigma-Aldrich, Steinheim
Pierce, Bonn
Roche DiagnodBosiH, Mannheim
Pierce, Bonn
Schéarfe-System, Reutlingen
Promega, USA
Roche Diagnostics GidbMannheim
Sigma-Aldrich, Steinimei
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roche Diagnostics GiinlMannheim
Merck, Darmstadt
Fluka, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Roche Diagnostics Gnith Mannheim
Roche Diagnostics Gnith Mannheim
Abcam, USA
Merck, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Shandon, Frankfurt
Roche Diagnostics GhlMannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche Diagries GmiH, Mannheim
Roche Diagnizst GmtH, Mannheim
BD Biosciences, Bedford MA
JT Barker & Sons Ltd.,UK
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biorad, Minchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
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Natriumpyrophosphat

Nonidet P40

NUuPAGE 4-12% Bis-Tris Gele
NuPAGE Antioxidant

NuPAGE LDS Probenpuffer
NuPAGE MES SDS Laufpuffer
OPTI-MEM

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Kaulse
Invitrogen GmbH, Kauvlse
GIBCO-BRL, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Penicillin (45 U/ml) Streptomycin (45 pg/ml) Sigrmddrich, Steinheim

Pepstatin
PMSF

Fluka, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Steinheim

Poly-HEMA (Poly (2-hydroxyehtyl methacrylate) Patysnces, Eppelheim

12% in Ethanol
Ponceau Red
Propidium lodid
Protein ladder
Qiashredder

RNA Amplification Kit SYBR Green |

RNase-free DNase Set
RNeasy Mini Kit (250)
Sucrose

Tris-HCI

Triton X-100
Trypan-Blau

Tween 20

Xylol

6.1.3 Standardpuffer
Eosin-Losung (1 %)
Hamalaun nach Mayer

Lysepuffer fur Zellen (pH 7,5)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Qiagen, Hilden

Roche Diagnast GmbH,

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roche Diagnostics GhtitMannheim
Roche Diagnostics GiiiMannheim
Roche Diagnostics GiipfMannheim

Merck, Darmstad

14.5 mM Eosin, 0.15% (vhgdssig

5.2 mM Citronensaure, 3.3 mM
Hamatoxylin, 1 mM Nal, 105 mM
KAI(S04)2x 12 HO, 302 mM Chloralhydrat

50 mM Tris/HCI, 1%M Natriumchlorid, 1%
(w/v) NP40, 0.5% (w/v) Natriumdesoxycholat, 1
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Lysepuffer fur Tumorproben (pH 7,5)

Lysepuffer fur IP (pH 7,5)

Permeations-/Blockierungspuffer

Poly-HEMA Lésung

Ponceau S Solution

Semi Dry Transferpuffer (pH 7,4)

TBS-T (pH 7,4)

Trastuzumab Puffer (pH 6,0)

Waschpuffer fur IP (pH 7,5)

mM EDTA, 2 mM Natriumorthovanadat, 10 mM
Natriumpyrophosphat, 100 mM Natriumfluorid,
1 pg/ml Aprotinin, 1 pg/ml Leupeptin, 10 pl/ml
gesattigte PMSF Lsg. (Ethanol)

50 mM Hepedq) @M Natriumchlorid, 1.5 mM
Magnesiumchlorid, 100 mM Natriumfluorid, 10
mM Natriumpyrophosphat, 1 mM EGTA, 10%
(w/v) Glycerol, 1% (v/v) Triton X-100, 10
pl/ml gesattigte PMSF Lsg. (Ethanol), 10
pg/ml Aprotinin, 2 mM NgVO,

50 mM Tris/HCI, 150 mN&triumchlorid, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 1% (w/v) Triton X-

100, 2 mM Natriumorthovanadat, 10 mM
Natriumpyrophosphat, 100 mM Natriumfluorid,
1 pg/ml Aprotinin, 1 pg/ml Leupeptin, 10 pl/ml
gesattigte PMSF-Lsg. (Ethanol)

1xPBS, 10 % FK$,%9 Triton X-100
4,2 ml Poly-(2-hydroxyehtyl
methacrylate) 12% in Ethanol, 5,0 mj®{ 90,8
ml Ethanol

0,1% (w/v) Ponceau S in 0,5%
(v/v)Essigsaure

50 mM Tris/HCO tnM Glycin, 0.04 % (v/v)
SDS, 20% (v/v) Methanol
10 mM Tris/HCI, 150 mM Natriumainid,

0,05% (v/v) Tween 20

5 mM Histidine, 60 riikhalose, 0,1
mg/ml Polysorbate 20

50 mM Tris/HCI, 150WhNatriumchlorid, 1
mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.5% (w/v) Triton X-
100, 2 mM Natiumorthovanadat, 10 mM
Natriumpyrophosphat, 100 mM Natriumfluorid,
1 pg/ml Aprotinin, 1 pg/ml Leupeptin, 10 pl/ml
gesattigte PMSF-Lsg. (Ethanol)
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Waschpuffer far IF

Zinklésung

6.1.4 Antikorper

1xPBS, 10 % FKS, 0,05 % Tik-100

3.5 mM Calciumacetat, 36.7 mM

Zinkchlorid, 27.2 mM Zinkacetat, 100 mM

Tris-HCI

Tab. 5: Ubersicht tiber die verwendeten Antikérper deren Bezugsquelle und Verdiinnung.

Antikérper Hersteller Katalognummer Verdinnung
Akt Cell Signaling 9272 1:500
Alexa 488 konjugiertes Ziege anti- )
Human 19G Molecular Probes A-11013 1:200
Alexa Fluor® 594 konjugiertes Ziege )
anti-Human IgG Molecular Probes A-11014 1:200
Bcl-2 BD Biosciences 610539 1:500
Caveolin-1 N-20 S.a“ta Cruz sc-894 1:250
Biotechnology
CD71 Santa Cruz sc-32272 1:500
DARPP-32 (H-62) Santa Cruz sc-11365 1:500
DARPP-32 EP721Y Epitomics 1711-1 1:100
EGFR Upstate 06-847 1:1000
Biotechnology
Grb2 Upstate 05-372 1:500
Biotechnology
HER2/neu Dako A0485 1:1000
HER3 Cell Signaling 4754 1:500
HIF-1a Cell signaling 3716 1:1000
Jackson Immuno siehe
Human 1gG Research 009-000-003 Experiment
. siehe
Kaninchen 1gG R&D AB-105-C Experiment
Integrin b4 (H-101) Santa Cruz sc-9090 1:500
Lyn Santa Cruz sc-15 1:500
MAPK Cell Signaling 9102 1:250
MEK1/2 Cell Signaling 9126 1:1000
PAK1 Cell Signaling 2602 1:1000
PAK2 Cell Signaling 2608 1:1000
Phospho-Akt S473 Cell Signaling 9271 1:500
Phospho-EGFR Y1173 Epitomics 1124-1 1:1000
phospho-HER2/neu Y1248 Biosource 44-900 1:1000
phospho-HER3 Y1289 Cell Signaling 4791 1:500
phospho-MAPK T202/Y204 Cell Signaling 9101 1:1000
Phospho-MEK1/2 S217/221 Cell Signaling 9121 1:500
Phospho-PAK1/2 S144/S141 Cell Signaling 2606 1:1000
PI3K Upstate 06-497 1:500
Biotechnology
P-Integrin b4 (Y1526) Abcam ab29044 1:250
P-PAK1 Ser144/PAK2Ser141 Cell Signaling 2461 1:1000
Racl chemicon MAB3735 1:1000
Shc BD Biosciences 610879 1:250
. . siehe
Trastuzumab Roche Diagnostics Experiment
Ziege anit-Maus 19G (H+L) Bio-Rad 170-6519 1:500
Peroxidase-gekoppelt
Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L) Bio-Rad 170-6515 1:500

Peroxidase-gekoppelt
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6.1.5 Oligonukleotide

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma MaialfMartinsried/Minchen) hergestellt.

Caveolin-1 FW 5’- AGA AAG AAG ATG GGG GAG GA -3
Caveolin-1REV 5'- AAA GTC CCC AAA GGC AGA AT -3
DARPP-32 FW 5- ACA GGG CAG GAC CCT AAG AT -3
DARPP-32 REV 5- AAG AGG TCT CTG CCAGTC CA -3
b-Aktin FW 5-TGC TTC TAG GCG GAC TAT GAC -3
b-Aktin REV 5-TGG CAA GGG ACT TCC TGT AAC-3’
6.1.6 Zellinien

Tab. 5: Ubersicht iber die verwendeten Tumorzellliten

Zelllinie Beschreibung Herkunft Medium
McCoy’s 5A
SKBR-3 Adenokarzinom — Brust ATCC (HTB-30) +10% FKS
+2 mM L-Glutamin
McCoy’s 5A
SKOV-3 Adenokarzinom — Ovar Roche, Nutley +10% FKS
+2 mM L-Glutamin
DMEM
KPL-4 Adenokarzinom — Brust Roche, Kamakura | +10% FKS
+2 mM L-Glutamin
BT474 ductales Adenokarzinom - ATCC (HTB-20) ngf)/(;ny(gA
Brust +2 mM L-Glutamin
. . . DMEM
A431 Epldermgldkarzmom - ATCC (CRL-1555) +10% EKS
aut +2 mM L-Glutamin
Eagle’s MEM
+10% FKS
Calu-3 Adenokarzinom - Lunge ATCC (HTB-55) +2 mM L-Glutamin
+ 1 mM Natriumpyruvat
+ 0,1 mM NEAA
MDA-MB- RPMI
Adenokarzinom - Brust ATCC (HTB-132) +10% FKS
468 +2 mM L-Glutamin
b McCoy’s 5A
Trastuzumab resistente o +10% FKS
SKBR-3HR | adenokarzinomzellinie -| S€IPStgeneriertim Rahmen 5 vy e itamin
Brust dieser Arbeit +45 U/ml Penicillin
+45 pg/ml Streptomycin
McCoy’s 5A
revertiere S +10% FKS
SKBR-3 HR- | adenokarzinomzellinie -| SElost generiertim Rahmen 57 o1 iamin
Brust dieser Arbeit +45 U/ml Penicillin
+45 pg/ml Streptomycin
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6.1.7 Zellkulturbedarf

6-, 24-, 96-Napfplatten

Accutase

DMEM

Eagle’s MEM

Einfrierrdhrchen, 1.8 ml

FBS

HEPES

L-Glutamin (200 mM)

McCoy's 5A

Na-Pyruvat

Non-essentiell amino acids NEAA
PBS

RPMI

Zellkulturflaschen, T25, T75, T175
Zellkulturplatten

Zellschaber

6.1.8 Verbrauchsmaterial

Criterion Size Blotting Papier
Eindeckglaser 24 x 60 mm
Einmalspritzen (1ml)
EppendorfgefalRe

FACS-RoOhrchen

LightCycler® Kapillaren

Nagellack

Nitorzellulose WesternBlotting Membran
Parafilm M

Pipetten und Pipettenspitzen

Safe Seal Tips Premium 2.5 -1000

Greiner, Frickenhausen
Corning Inc. Costar, Wiesbaden
PAA, Laboratories GmbH, Innsbruck
PAA, Laboratories GmbH, Innsbruck
PAN, Aidenbach
Nalgene, NY, USA
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Gibco-BRL, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Gibco-BRL, Karlsruhe
Gibco-BRL, Karlsruhe
Gibco-BRL, Kaulse
PAN, Aidenbach
PAA, Laboratories GmbH, Innsbruck
Greiner, lkaahausen
BD Falcon, Heidelberg

Corning Inc. Costar, Wiesbaden

Bio-Rad Laboratsr
Diagonal, Munster
Braun, Kronberg
Eppendorf, Hamburg
BD Falcon, Heidelberg
Roche Diagnostics Gmh#annheim
Astor, Zug, Schweiz
InvitrogémbH, Karlsruhe
American Nat. Can, Greenwiti§A
Eppendorf, Hamburg

Biozym, Hess Oldendorf

85



Materialien und Methoden

6.1.9 Hard- und Software
Die vorliegende Arbeit wurde mit der Software Misoft Word 2003 (Microsoft Corp.)

angefertigt. Die Bilder der Westernblots wurden det Software LumiAnalyst Version 3.1

digitalisiert. Die Weiterverarbeitung der Graphikerfolgte mit dem Programm Jasc Paint
Shop Pro 9.

Literatur- und Datenbankrecherchen wurden mit Hdis Internetservices des ,National
Center for Biotechnology Information* (http://wwwebi.nim.nih.gov/) durchgefiihrt. Die

Analyse der Genexpressionsdaten erfolgte mit déw8ce Ingenuity Pathway Analysis von

Ingenuity System.

6.2 Methoden
6.2.1 Zellbiologische Methoden

6.2.1.1 Zellkultur

Die verwendeten Tumorzellinien wurden im Brutschraei 37 °C, 5 % CO2-Gehalt und 95
% Luftfeuchtigkeit in mit 10 % FKS und 2 mM L-Glutén supplementierten Medium
kultiviert. In Tabelle 5 sind die verwendeten Medigen jeweiligen Zelllinien zugeordnet.
Die Trastuzumab resistente Zelllinie SKBR-3 HR udie@ Linie SKBR-3 HR- wurden
aulerdem in Gegenwart von 45 U/ml Penicillin undpgpml Streptomycin kultiviert. Die
adharent wachsenden Zellen wurden zweimal woclebngiassagiert, um eine konstante
subkonfluente Kultur (60-70% Zelldichte) zu erhaltéur Passagierung und Ernte adharenter
Zellkulturen wurde das Kulturmedium entfernt, dieellgn mit PBS gewaschen und
anschlielend mit Accutase fur 10 - 20 min bei 3TKubiert. Nachdem die abgeldsten
Zellen in der Flasche mehrmals resuspendiert wyrdeorden sie in eine neue
Zellkulturflasche eingeséat oder die Zellen wurdéteraativ fiir weitere Analysen pelletiert
(950 rpm, 5 min), 1x PBS gewaschen, in flissigeitkStoff schockgefroren und bis zu ihrer

Verwendung im -80 °C Gefrierschrank gelagert.

6.2.1.2 Herstellung von Spheroidkulturen (3D-Kultuen)

Fur die Oberflachenbeschichtung von 6- und 96-Nafifn wurde eine 0,5 %ige Poly-
HEMA Losung in Ethanol (95 %) hergestellt. In did&N@pfplatten wurden 3 ml und in die 96-
Napfplatten wurden 100 ul poly-HEMA Loésung pitpetti Die Platten wurden mit

geschlossenem Deckel anschlieBend 3-5 Tage bel 3n Trockenraum getrocknet und bei

RT im Dunkeln gelagert. Vor Benutzung der bescleiht Platten wurden diese mit PBS
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gewaschen. Entsprechend der Experimente wurdedetlen wie in Tabelle 6 beschrieben in
die Zellkulturplatten ausgesat.

Im Fall von A431 wurde zum Medium zuséatzlich Mgéli mit einer Endkonzentration von

0,3 ug/ul gegeben, um die Spheroidbildung zu ireheri. Bei Matrigel handelt es sich um
einen kommerziell erhaltlichen Extrakt von Proteirter Basallamina, die von dem murinen
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Tumor sekretiert werdenTab. 6 sind die Zellzahlen fir

die jeweiligen Linien zusammengefasst.

Die Morphologie der Spheroide wurde im Mikroskopidvert 135 (Zeiss, Jena) beurteilt und
fur Dokumentationszwecke wurden Bilder mittels GiAP K4 Kamera (Visitron Systems,

Munchen) aufgenommen und mit der Software MetaMovgnsion 7.0r3 analysiert. Die

Grol3e der Spheroide wurde mit einem KalibratorFlena Zeiss bestimmit.

Tab. 6: Ubersicht Uber die verwendeten Zellzahlenifr die Proliferations- und Western Blot-
Experimente

96-Napfplatte 6-Napfplatte 10 cm

Zelllinie Zellzahl /Napf Kulturschale
2D 3D 3D 2D

SKBR-3 6x10° 1.2x1d 2x10 5x10°
SKBR-3 HR 1.2x1d 2x10 5x10
SKBR-3 HR- 1.2x1d 2x10 5x10
SKOV-3 4x10’ 1.5x1d 2x10 5x10°
KPL-4 1.0x1d 2x10 5x10°
BT474 1.2x1d 2x10 5x10
A431 1.0x1d 2x10 5x10
Calu-3 1.2x1d 2x10 5x10°
MDA-MB-468 1.5x1d 2x10 5x1¢

6.2.1.3 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Zur Langzeitlagerung in flissigem Stickstoff wurddie Zellen geerntet, in ein 15 mL
Falcon-Rohrchen berfiihrt und 5 min bei 950 rpm é4ntC zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und das Zellpellet in 1-2 mL vkiigtem Einfriermedium (fotales
Kalberserum mit 7,5% DMSO) resuspendiert. Ansclelirel3wurde die Zellzahl bestimmt und

5x1¢ Zellen pro 1 mL Einfriermedium in ein Kryordhrchéberfiihrt. Diese wurden fiir ca.
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zwei Tage bei -80 °C gelagert und anschlieRendniane Flussigstickstofftank bei -196 °C

aufbewahrt.

6.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl und Generationszegtukaryotischer Zellen

Die Bestimmung der Zellkonzentration einer Einzk$zspension erfolgte nach geeigneter
Verdinnung in Casyton-Lésung unter Verwendung desyd TC Zellzahlgerats. Um das
vitro Wachstum einer Zellinie zu bestimmen, wurde diadgpationszeit G der Zellpopulation
mit folgender Formel bestimmt: G = t/n wobei t deittaum zwischen zwei Messungen und
n die Generationszahl ist; Die Generationszahlradimet sich dabei wie folgt: n = log N(t) —
log No/log 2; N(t) = Zellzahl zum Zeitpunkt t,J\ Zellzahl zu Beginn der Messung.

6.2.1.5 Bestimmung der Zellviabilitat

Zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen in eikeltur wurde das Zellviabilitatsreagenz
von Promega (CellTiter-Glo® Luminescent) verwend&ieser Test basiert auf der
Bestimmung des ATP-Gehalts aus stoffwechselaktiXelen, der direkt proportional zur
Anzahl der lebenden Zellen ist. Um die Zellvialfitzu Bestimmen wurde nach der
entsprechenden Inkubationszeit laut Hersteller kdireum Medium CellTiter-Glo im

Verhaltnis 1:1 pipettiert. Fir SKOV-3 wurde ein Waltnis von 1:1.2 gewahlt. Der Inhalt
wurde auf einem Schittler gemixt und die Spherodigch auf- und abpipettieren
resuspendiert und lysiert. Nach der Entfernung kofblasen wurde die Lumineszenz am

Spectrafluor Plus Plattenlesegrat gemessen.

6.2.1.6 Viabilitatsanalyse mittels Hoechst 33342

Eine weitere Methode zur Analyse der Viabilitdt vdellen, ist das Farben mit Hoechst
33342. Dabei handelt es sich um einen blau-flueeeszden Kontrastfarbstoff, der die
Zellwand lebender Zellen durchdringt und an doppitgige DNA bindet. Fur diese
Viabilititsmessung wurden wie zuvor beschrieberiedeauf poly-HEMA beschichtete 96-
Napfplatten ausgeséat und jeweils ohne und in Gegdrwen 10 p/ml Trastuzumab inkubiert.
Nach 24 h, 3 d, 5 d und 7 d erfolgte jeweils dieakre einer Platte. Dazu wurden Hoechst
33342 mit einer Endkonzentration von 1¢/mL zum Medium pipettiert und die Zellen fur
weitere 15 min im Brutschrank inkubiert. Die Lolsaltion der Hoechst 33342-positiven
Zellen wurde anschlieBend mit dem automatisiertemfdkalen Fluoreszenzmikroskop
ImageXpress®5000A (Molecular Devices) in 4facherrgréierung aufgenommen. Die
Aufnahme und Bearbeitung der Bilder erfolgte mit @eftware MetaXpress™ (Molecular

Devices).
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6.2.1.7 Nachweis von nekrotischen Zellen innerhaliber Spheroide

Zellen wurden wie zuvor beschrieben auf poly-HEMdsthichtete 96-Napfplatten ausgesét
und flir 7 Tage im Brutschrank inkubiert. Anschlie@evurde Propidiumiodid (PI) mit einer
Endkonzentration von 1 pg/ml zum Medium hinzupipett und die Spheroide wurden fir
weitere 10 min im Brutschrank inkubiert. Die Lolsaiion der Pl-positiven Zellen wurde

schlief3lich im Fluoreszenzmikroskop analysiert.

6.2.2 Immunzytochemie

6.2.2.1 Subzelluldre Lokalisation von Proteinen

Zur Untersuchung der subzellularen Lokalisation Poateinen wurden 4xf@ellen/Napf in
eine 12-Napfplatte auf Deckglaschen ausgeséat undh2#m Brutschrank inkubiert.
AnschlieBend wurde das Medium entfernt, 1x mit @igkn PBS gewaschen und die Zellen
anschlieBend fir 30 min mit 4% Formaldehyd in PBS8f &is fixiert. Um
temperaturabhangige Farbe-Artefakte zu vermeidemden auch alle weiteren Schritte auf
Eis und mit eisgekihlten Losungen durchgefuhrt.m\i&igation der Zellen wurde 2x mit PBS
gewaschen und fur 30 min mit Permeations-/Blockigspuffer inkubiert (PBS, 10 % FKS,
0,1 % Triton X-100). Nachfolgend wurden die perniksibrten Zellen 1x mit Waschpuffer
(PBS, 10 % FKS, 0,05 % Triton X-100) gewaschen €ind60 min bei RT auf einem
Schittler mit Primarantikorper (Verdinnung in Mediit0% FKS) inkubiert. Ungebundene
primére Antikdrpermolekile wurden nachfolgend ineewWaschschritten mit Waschpuffer
entfernt. AnschlieBend wurde fur 60 min mit sekurdé Antikbrper (Verdinnung in
Medium/10% FKS) inkubiert. Nach zwei Waschschntteit Waschpuffter wurden die
Zellkerne mit DAPI (2 g/ml) angeféarbt. Im Anschluss an zwei weitere Washhtte wurde
das Praparat in Gel/Mouft-Medium eingebettet und auf einem Objekttragerefixiwobei
das Deckglaschen an den Randern mit Nagellacktfixierde. Die Proben wurden bei -20 °C
im Dunkeln gelagert und innerhalb einer Woche nmiem Fluoreszenzmikroskop Axiophot
bei 100facher VergrélRerung analysiert. Die Bildgsalerfolgte analog zu 6.2.1.2.

6.2.2.2 Farben der lipidreichen Mikrodomanen

Fur die 2D-Kultur wurden 4xT0Zellen/Napf in eine 12-Napfplatte auf Deckglaschen

ausgesat und fur die 3D-Kultur wurden Zellen ankgioly-HEMA beschichtete 6-Napfplatte

ausgesat. Beide Anséatze wurden 24 h im Brutschiakbiert. Die Zellaggregate einer 6-

Napfplatte wurden vereinigt. Die Farbung der Limddnen erfolgte laut Hersteller (Alexa

Fluor ® 488 Lipid Raft Labeling Kit, Molecular Preb). Um temperaturabhangige Farbe-

Artefakte zu vermeiden, wurden auch alle weiterehriie auf Eis und mit eisgekihlten
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Ldsungen durchgefihrt. Im Anschluss wurden didefiemhit 3% Paraformaldehy fir 15 min
fixiert und zweimal mit 1xPBS gewaschen. Die Zellsarden mit 20 pg/ml Trastuzumab
(Verdinnung in Medium/10% FKS) fir 30 min inkubjedteimal mit 1XPBS gewaschen und
mit einem konjugierten Fluor® 594 sekundaren antivtdn 1gG Antikérper (Verdinnung in
Medium/10% FKS) fir weitere 30 min inkubiert. Nadnei Waschschritten mit 1xPBS
wurden die Zellkerne mit DAPI (1pug/ml) wahrend 1nngeféarbt. Im Anschluss an zwei
weitere Waschschritte wurde das Praparat in GelfidfuMedium eingebettet und auf einem
Objekttrager fixiert, wobei das Deckglaschen an Bé&mdern mit Nagellack fixiert wurde.
Die Proben wurden bei -20 °C im Dunkeln gelager intmerhalb einer Woche mit einem
konvokalen Fluoreszenzmikroskop (Leica TCS SP2jgestattet mit einem Argon und
HeNe-lonen Laser, analysiert. Alexa 488 wurde nmeeWellenlange von 488 nm angeregt
und das Emissionsspektrum wurde mit einem 495-550Bandpassfilter aufgenommen.
Alexa 594 wurde mit einer Wellenlange von 594 nigeaagt und das Emissionsspektrum mit
einem 600-670 nm Bandpassfilter detektiert. DiebBrowurden mit einem 100x Objektiv
(1.46 numerische Apertur) beurteilt. Mit Hilfe degica Confocal Software 6.0 wurden Bilder
der Grol3e 1024x1024 Pixel aufgenommen und mit dém&re MetaMorph Version 7.0r3
(Molecular Devices) verarbeitet. Die GrofRe der efelwurde mit der Kalibrierungssoftware

von MetaMorph bestimmt.

6.2.3 Durchflusszytofluorimetrie

6.2.3.1 HER2-Oberflachenexpression

Fir die Bestimmung der HER2-Oberflachenexpressiorden die Spheroide aus vier Napfen
eine 6-Napfplatte vereinigt und bei RT fir 5 min 880 rpm zentrifugiert. Das Zellsediment
wurde mit 1XxPBS (37°C) gewaschen und erneut zegigft. Anschlielend wurden die
Zellaggregate in 3 ml Accutase fur 30 min im Inkigbaesuspendiert und vorsichtig durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Demaurde die Zellsuspension bei 4°C fur
5 min bei 950 rpm zentrifugiert. Das Zellsedimentrde mit kalten 1xPBS gewaschen und
durch ein feinmaschiges Filternetz in ein FACS-RBBn (berfihrt. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Zellen fiir 30 min auf BEét 20 pg/ml Trastuzumab (Verdiinnung
in Medium/10% FKS) inkubiert, mit 1XPBS gewascherd dtr weitere 30 min mit dem

sekundéren, Alexa 488 konjugierten, Ziege Anti-HongG (Verdinnung in Medium/10%

FKS) inkubiert. Anschliel3end wurden die Zellen awai mit 1XPBS gewaschen, in 300 pl

Medium resuspendiert und mit dem FACSscan Durcbfiyiometer gemessen. Fir die
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Analyse wurden 10000 Zellen gemessen und zur Ausngrherangezogen (Cell Quest

Version 3.3 Software).

6.2.3.2 Bestimmung der GM1-Expression nach [D]-PDMBehandlung

Die Zellen wurden fir 4 Tage in Gegenwart von vieiesgenen Konzentrationen [D]-PDMP
in 2D-Kultur inkubiert. Um die Effizienz der Gang$iid-Biosynthese zu Uberprifen wurde
ein Teil der Zellen, die mit 40 uM [D]-PDMP inkubiewurden, fir die Bestimmung der
GM1-Expression im DurchflulRzytometer verwendet. rilie wurden die Zellen mittels

Accutase von den 10 cm Zellkulturplatten abgeldst mentrifugiert (4°C, 5 min, 950 rpm).
Die Farbung von GM1 erfolgte laut Hersteller (Aleximor ® 488 Lipid Raft Labeling Kit,

Molecular Probes). Anschlieend wurden die ZelteB00 pl Medium resuspendiert und mit
dem FACSscan Durchflusszytometer gemessen. FurAdeyse wurden 10000 Zellen

gemessen und zur Auswertung herangezogen.

6.2.4 Molekularbiologische Methoden
6.2.4.1 RNA-Isolierung

6.2.4.1.1 Extraktion von Gesamt-RNA

Fir die Gewinnung von Gesamt-RNA wurde das QiageeaRy Kit verwendet. Die gesamte
RNA-Aufreinigung wurde laut Herstellers bei Raumparatur durchgefihrt. Spheroide aus
einer 6-Napfplatte wurden vereinigt und zentrifugié950 rpm, 5 min), mit 1xPBS
gewaschen und in 4000 RLT-Puffer direkt lysiert. Fir die 2D-Kulturang#@ wurden die
Zellen direkt in den 10 cm Kulturschalen lysiertadd gewonnene Zellysat wurde mit
Qiashredder-Saulen durch Zentrifugation (13000 r@nmin) homogenisiert und das Eluat
mit 350 | 70 %igem Ethanol versetzt. AnschlieBend wurde ldenplette Ansatz in eine
RNA Extraktionssaule pipettiert und nicht gebunddBestandteile durch Zentrifugation
(13000 rpm, 2 min) entfernt. Die an das Saulenrratgebundene Gesamt-RNA wurde 1x
mit RW1 Waschpuffer (13000 rpm, 2 min) gereinigtrdel und anschlielend 2x mit 30D
bzw. 500 | RPE Puffer gewaschen (13000 rpm, 2 min). Die igegee RNA wurde
schlieBlich in 30 | RNase freiem H20 eluiert.

6.2.4.1.2 RNA-Quantifizierung

Die Bestimmung von RNA-Konzentrationen erfolgte rHitfe eines Spektralphotometers.
RNA kann bei 260 nm photometrisch quantifiziert ey, wobei zugrunde gelegt wird, dass
eine RNA-LOsung mit einer optischen Dichte (OD) vig@ eine Konzentration von 4@/mL

aufweist. Hierzu wurden Quarzkivetten mit eineri@aldicke von 10 mm verwendet. Nach
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Verdinnung der Proben im Verhaltnis von 1:20 mitaR&freiem Wasser, wurde das
Absorptionsmaximum  von  Nukleinsduren bei 260 nm tibest und die
Nukleinsdurekonzentration durch das verwendete rBnogpg nach folgender Formel
berechnet: RNA (ug/ml) = Olg x Verduinnungsfaktor x 40 pg/ml.

Zur Beurteilung des Reinheitsgrades wurde pardiklAbsorption des Proteinanteils in der
Probe gemessen (Absorptionsmaximum von Proteinen 280 nm). Der Quotient
0D,/ OD2go gilt als Mal? fur die Reinheit der RNA und solligigchen 1.8 und 2.1 liegen.

6.2.4.1.3 Semiquantitative RT-PCR

Die relative Expression von Caveolin-1, DARPP-32d uo-Aktin mRNA wurde mit
genspezifischen Primern (siehe 2.1.5) durch reveéraeskriptase PCR und Verwendung des
LightCycler® Gerats (Roche) bestimmt. Fur die RTRPReaktionen wurden pro Ansatz
gleiche Mengen Gesamt-RNA (300 ng) mit den Komptererdes RNA Amplification Kit
SYBR Green | (Roche) in ein Glaskapillaren pipettié-ir jede Reaktion wurden 7,3
Reaktionsmix (enthalt reverve Transkriptase, DNAyferase, NTPs und SYBR Green ),
9.2 | RNase freies Wasser, 1.3 Mn(OAc)2 (Endkonzentration: 3,25M) und je 0,5 |
forward and reverse Primer (Endkonzentration je W eingesetzt. Nach Zentrifugation
(3000 rpm, 5 sec) wurden die Glaskapillaren in Retor des LightCycler® Gerat eingesetzt
und das MeR3programm gestartet. Das optimierte Bnogr bestand aus einem RT Schritt
(Synthese genspezifischer cDNA; 20 min, 61 °C) ueidem PCR Schritt (DNA
Amplifikation mit 40 PCR-Zyklen: 1. Denaturierund 9C, 2. Primer-Annealing 58 °C, 3.
Elongation 72 °C).
Die Menge des synthetisierten PCR-Produkts wurdé jedem PCR-Zyklus durch Messung
der Fluoreszenzintensitat (Einbau von SYBR Green tloppelstrangige DNA) bei einer
Temperatur von 76 bzw. 82 °C bestimmt und so derPRR Verlauf aufgezeichnet
(Realtime PCR). Der Abschluss des Programms bild#te Schmelzpunktanalyse des
Reaktionsprodukts durch kontinuierliche Fluoresmeezsung bei Temperaturerh6hung von
40 °C auf 99 °C. In jeder PCR wurde eine Negatiwiale in Form einer KO-Probe
mitgefiihrt, um Kontamination der Chemikalien mit BiduszuschlieRen. Diese zeigten keine
nullwertdifferenten Extinktionen. Alle Proben wurdan Doppelansatz gemessen. Aus den
aufgezeichneten PCR-Kurven wurde mit Hilfe einesswaertungsprogramms der relative
Unterschied der mRNA Expression in verschiedenatér ermittelt. Dabei wurde fur jede
PCR-Kurve ein Schwellenwert bestimmt, der den Begiar exponentiellen Phase der PCR-
Reaktion festlegt. Die Zyklenzahl, bei der die PRRve in die exponentielle Phase tibergeht
(Crossing Point = cp) gibt Auskunft Uber den relativExpressionsunterschied der initial in
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den Proben vorhandenen spezifischen mMRNA Molekii®ie Berechnung der

Expressionsniveaus in % erfolgte nach folgendemitrrelative Expression = 100/%) %.

6.2.4.2 Erstellen von Genexpressionsprofilen

Die total-RNA-Isolierung, cDNA-Synthese, IVT in( vitro transcription) cCRNA-
Fragmentierung und die Hybridisierung auf dem Har@&@nome U133 Plus 2.0 Array der
Firma Affymetrix wurde von Ute Bar im Labor von Halit Burtscher anhand von
Standardprotokollen (siehe Dissertation von Matibrt, 2005) durchgefiihrt. Die Auswabhl
der Sequenzen basiert auf der Datenbank Unigeniehevgyeclusterte Gen- und mRNA-
Sequenzen enthalt. Aus diesen leitet der Affymeddgorithmus komplementére
Oligonukleotidsequenzen ab, die einerseits modlispezifisch fur das jeweilige Transkript
sind, andererseits mdglichst nah am 3-Ende liegdamit auch bei vorzeitigem
Kettenabbruch wéhrend der reversen Transkriptiah rene verlassliche Detektion moglich
ist. Der in allen beschriebenen Genexpressionsgwpeten verwendete Chiptyp HG-U133
Plus 2.0 reprasentiert 38500 annotierte Gene umibgdicht die Detektion von ca. 47000
Transkripten.
Das Ziel der Auswertung war es, einerseits mogdlicike durch die unterschiedlichen
Kulturbedingungen differenziell exprimierten Gene erfassen, also die Zahl der falsch
negativen Ergebnisse auf ein Minimum zu reduzieagwlererseits aber auch falsch positive
Ergebnisse zu vermeiden, indem nur verlasslichktetée Signale und robuste Anderungen
einbezogen werden. Die Datenauswertung erfolgtenwecht anders vermerkt, wie bei Hirt
M., 2005 beschrieben. Die erhaltenen Datensatzelemuin einem mehrstufigen Prozess
gefiltert, der im Folgenden kurz beschrieben wird:
- Filtern auf ausreichende Signalintensitat undaastiche Detektion: Aus Erfahrungswerten,
die aus einer Vielzahl von Chipexperimenten stamniief3 sich ableiten, dass Signale mit
einem Intensitatswert < 100 h&ufig nicht mehr vestléb detektiert werden. Diese Signale
wurden aus der Analyse ausgeschlossen. Aul3erdatmsitedem Call ein weiterer Parameter
zur Verfigung, der angibt, mit welcher Wahrschelmeit das detektierte Signal tatsachlich
auf der sequenzspezifischen Hybridisierung des geehien Transkripts beruht (qualitativer
Parameter). Nur Signale mit einem present Call vof,5 wurden in die Auswertung
aufgenommen.
- Filtern auf Homogenitat der Replikate: In jedererSuch wurden biologische Replikate
(Triplikate) angefertigt. Um Signalartefakte zu meiden wurde zunéchst jeder Chip einzeln
mit dem Mittelwert des Signals aus den Triplikategrglichen. Neben den Kriterien fir
Signal und Call wurde hierbei gefordert, dass ideja dieser Einzelvergleiche eine
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Veranderung der Signalhéhe entsprechend einem Angdsfaktor von 1 bzw. -1 vorlag,
also der Transkriptlevel auf das 2-fache angestiegier auf das 0,5fache reduziert war.
Beispiele zur Bedeutung des Anderungsfaktor:
+2  Signal liegt beim Dreifachen des Kontrollwerts
+1  Signal liegt beim Doppelten des Kontrollwerts

0 Signal entspricht exakt dem Kontrollwert
-1  Signal liegt bei der Halfte des Kontrollwerts

-2 Signal liegt beim Drittel des Kontrollwerts

6.2.4.3 Klonierung von pcDNA3-DARPP-32-Varianten

Die Klonierung der jeweiligen DARPP-32 Konstruktdoigte durch Ute Bar im Labor von
Helmut Burtscher bei Roche Diagnostics in Penzbg@tg. Matrize diente der DARPP-32
human cDNA-Klon (TC126726) von OriGene. Mittels P@Rrden verschiedene DARPP-32
Varianten amplifiziert. Die mutanten DARPP-Fragneenwurden mittels ,site-directed*
Mutagenese iiber PCR generiert. Uber eine Resmittipdrolyse mit den Enzymen Nhel und
BamHI wurde ein Teil der urspringlichen Polylinkegaenz aus denpcDNA3Vektor
entfernt. Die DARPP-Fragmente wurden anschliel3emnpcDNA3Vektor ligiert.

Uberblick tiber die verwendeten Konstrukte:

pcDNA3leerVektor, pcDNA3-DARPP-32 pcDNA3-t-DARPP pcDNA3-DARPP-T34A
pcDNA3-DARPP-T75/0cDNA3-DARPP-T34A-T75A

Der pcDNA3Vektor (Invitrogen) besitzt ein Resistenzgen fliedshycin, so dass eine

Selektion der transfizierten Zellen mit G418 durefidprt werden konnte.

6.2.4.4 Stabile Transfektion von Plasmiden mittelkipofektion

Bei der Lipofektion interagieren kationische Lipiddat der DNA und bilden aufgrund der
entgegengesetzten Ladungen stabile Komplexe, wetitireh Endozytose in die Zelle
aufgenommen werden.

Die Transfektion der Zellen erfolgte mit FuGeH&&Reagenz. Hierzu wurden 1xX1@ellen

am Vortag der Transfektion in 6-Napfplatten ausgelSér die Transfektion von Zellen in
einer Vertiefung einer 6-Napfplatte wurden 100 jnkes Reaktionsmixes, bestehend aus 1 pg
Plasmid-DNA, 3 pl FuGenéB-Reagenz und 96 pl Opti-MEM, angesetzt. In einem
ReaktionsgefaR wurde das vorgewarmte Opti-MEM \emgeund FuGené8' zupipettiert,
ohne hierbei die GefaBwand zu bertuhren. Nach kuiertexen und einer Inkubationsdauer

von 5 min bei RT, wurde die DNA zugegeben, nochrkalz gevortext und fir weitere 15
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min inkubiert. AnschlieBend wurde der Transfektamsatz tropfenweise auf die Zellen
gegeben, die Platte leicht geschwenkt und im Bhugsdk bei 37 °C inkubiert.

Um stabile Transfektanten zu selektionieren wur8éhsach der Transfektion das Medium
gewechselt und zum frischen Medium 0,7 mg/ml G4ib2upipettiert. Von da ab wurden die
Zellen immer in Gegenwart von 0,7 mg/ml G418 kgt

6.2.5 Proteinchemische Methoden

6.2.5.1 Gewinnung von Proteinextrakten aus Zellkuitr

Fur die Herstellung von Zelllysaten zum Proteinneeis wurden Spheroide aus einer 6-
Napfplatte auf Eis vereinigt und zentrifugiert (9%0n, 5 min, 4°C). Anschliel3end wurde das
Zellsediment mit kalten 1xPBS gewaschen, in ein daplprfgefald Gberfihrt und erneut
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen ung dallsediment in flissigen Stickstoff
schockgefroren. Beim Nachweis von Phosphoproteimarden die Zellen vor der Zellernte
zusatzlich fir 6 min mit 2 mM Natriurartho-Vanadat bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Nach dem Auftauen der Zellen wurden diese in 150-g0 Lyspuffer fir Western Blot
lysiert. FUr die 2D-Kulturanséatze wurden die Zeldarf Eis in kaltem 1xPBS gewaschen und
direkt in der Kulturschale bzw. in den -plattenraduZuhilfenahme eines Zellschabers, lysiert
(250 pl Lysepuffer/10 cm Kulturschale, 80-100 pkkpuffer/Vertiefung einer 6-Napfplatte).
Das 2D-Zelllysat wurde ebenfalls in ein Eppenddi@etiberfiihrt und schockgefroren. Die
Zelllysate wurden wahrend einer Inkubationszeit 80rmin auf Eis mehrmals resuspendiert
und anschliel3end die nicht solubilisierten Zellardteile durch Zentrifugation (13000 rpm,
10 min, 4°C) abgetrennt. Der proteinhaltige Uberdtavurde fur die Bestimmung der
Proteinkonzentration in ein frisches Eppendorfgaf@rfiihrt. Es wurde darauf geachtet, die

Proteinkonzentrationsbestimmung unmittelbar nachgee durchzufihren.

6.2.5.2 Gewinnung von Proteinextrakten aus humanehumorproben

Zur spezifischen Bestimmung der Tumorareale in cifris gefrorenen humanen
Tumorresektaten wurden Gewebsschnitte mit Hamdimanmt gefarbt und die Bereiche, die
Tumorzellen enthielten mit einem wasserfesten &tift dem Objekttrager markiert. Diese
Schnitte wurden verwendet um auf den gefrorenenelRaen die Tumorareale zu
identifizieren und 40-60 mg Tumorgewebe abzusawereiDie Tumorstiicke wurden bei der
Aufarbeitung bereits gut zerkleinert und in 50@p$epuffer fir Tumorproben 1h bei 4°C im
Schuttler inkubiert. AnschlieBend wurde das Tumgsdpuffer-Gemisch mit einer
abgeschnittenen blauen Pipettenspitze in ein @iG2vorgekiihltes Reaktionsgefal3, das

kleine Keramikkligelchen enthielt, Gberfuhrt MitndeMagNA Lyser Gerat wurden die
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Proben, im vorgekuhlten Rotorblock, bei einer Gesotigkeit von 6500 rpm fir 30 sec
bearbeitet und anschlieRend sofort ins Eisbad lifeste die Proben zu kihlen. Nach 2 min
wurden die Proben erneut mit dem MagNA Lyser betety@ min im Eisbad gekihlt und fr
10 min bei 14 000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Dereitand wurde vorsichtig abgenommen,
um eine Kontamination mit Gewebefett zu vermeideng in ein neues Eppendorfgefald

uberfuhrt. AnschlieRend wurde sofort der Gesamgmgehalt der Lysate bestimmit.

6.2.5.3 Gewinnung nukleérer Proteinextrakte

Nukledre Proteine wurden unter Verwendung des MNuckextract Kit von Active Motif
gewonnen. Nach Herstellerangaben wurden alle Hmielf@ndétigten Schritte auf Eis
durchgefuhrt. Spheroide wurden aus einer 6-Napéplatuf Eis vereinigt und zentrifugiert
(950 rpm, 5 min, 4°C). Die Zellen wurden in 1 mldBphataseinhibitor Loésung (1:20
verdinnt in kaltem 1xPBS) gewaschen und in ein Bgpdgefald Gberfihrt, zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Fir den Zellen aus demA@Batz wurde das Zellkulturmedium
abgesaugt und die Zellen in 5 ml Phosphataseimhilkitsung (1:20 verdinnt in kaltem
1xPBS) gewaschen. Unerwinschte Proteinmodifikatiofiroteolyse, Dephosphorylierung,
etc.) sollten durch diesen Schritt minimiert werd&e Zellen aus dem 2D-Experiment
wurden in 1 ml der Phosphataseinhibitor-Lsg. rmean Plastikschaber vorsichtig abgekratzt,
resuspendiert und die Loésung in ein vorgekdhltes @l ReaktionsgefalR Uberfuhrt,
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das ségliment wurde anschlieBend in 125
hypotonischer Lésung (1:10 in bidest Wasser verguresuspendiert und 15 min auf Eis
inkubiert. AnschlielRend wurden 5,25 Detergenz zugegeben und 10 sec gevortext, um die
Zellmembranen vollstandig aufzubrechen. Im nacldiotien Zentrifugationsschritt fir 30 sec
bei 14000 g und 4 °C konnten nun die im Uberstagidsgen zytoplasmatischen Proteine von
den pelletierten Zellkernen getrennt werden. DdePwurde in 20 | Lysepuffer mit 1 mM
DTT (1:1000) und Protease Inhibitorcocktail (1:1083uspendiert, 10 sec gevortext und 30
min auf einem Schiittler bei 4 °C inkubiert. Nachs#& Vortexen der Proben und 10 min
Zentrifugation bei 14000 g und 4 °C konnten dielaéken Proteine im Uberstand gewonnen
werden. Der Uberstand mit den gelésten zytoplascian Proteinen wurde fir die
Bestimmung des Proteingehalts verwendet und basiesaif den Ergebnisse wurde die

Normierung der Kernextrakte durchgefuhrt.
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6.2.5.4 Proteinquantifizierung von Zellextrakten

Die Bestimmung des Gesamtproteingehalts der Zetdysrfolgte mit dem BCA Protein
Assay Kit von Pierce. Dieser Test beruht auf deduRéon von C&" zu CU* durch Proteine

in alkalischer Losung (Biuret-Reaktion) und der dtohetrischen Detektion des violetten
Farbkomplexes von Ctiund Bicinchoninsaure (BCA). Dieser Chelatkomplex awei
Molekiilen BCA und einem Citlon zeigt eine starke Absorption bei 562 nm, dtiedr mit
steigender Proteinkonzentration zunimmt. Zur Quiargrung wurden die zelluldren
Proteinextrakte in einer Vertiefung einer 96-Napffg 1:20 verdunnt. Parallel dazu wurde
eine Konzentrationsreihe von 20-20@/ml mit BSA (Bovine Serum Albumin, Rinder-
Serumalbumin) hergestellt. Zur Herstellung des BHBCA™-Reagenzes wurden Reagenz
A, B und C des Test- Kits im Verhaltnis 25:24:1 esegfzt und jeweils 100L davon zur
Proteinlésung pipettiert. Das Ganze wurde bei RT3flisec geschuttelt und anschliel3end fur
30 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Odien erfolgte bei 562 nm und einer
Referenzwellenlange von 700 nm mit dem ELISA Plrdégegeréat Image Spectra Rainbow
(Tecan). Die Proteinbestimmung erfolgte jeweil®urblikaten.

Direkt im Anschluss an die Proteinbestimmung waordée Zelllysate mit dem jeweiligen
Lysepuffer normiert, mit 4xSDS Probenpuffer/2.8%ercaptoethanol versetzt und bei 96°C
fur 5 min gekocht. Nach dem Abkuhlen wurden dieb@roaliquotiert und bei -20°C gelagert.
Bevor die Proben fir die Gelelektorphorese verwemdegden, wurden sie erneut bei 96°C

fur 5 min aufgekocht.

6.2.5.5 Elektrophoretische Auftrennung von Proteine und Western Blot Analyse

Proteine wurden mittels SDS-PAGE auf einem 4-12 ehigNUPAGE Bis-Tris
Polyacrylamid- Gel aufgrund ihrer relativen Moledarhasse getrennt. Pro Geltasche wurden
gleiche Proteinmengen (25 oder 3@) auf das Gel geladen und die Proteine bei einer
konstanten Spannung von 180 V in MES-Laufpuffegatrennt. Als Grol3enstandard wurden
jeweils 5 pul BenchMark™ Pre-Stained Protein Laddeit aufs Gel aufgetragen. Die
elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden deait ,semi-dry blotting“-Methode auf
eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Dazu vamrdlas SDS Gel, zwei Lagen Whatman-
Papier und eine auf GelgroRe abgestimmte NitrdoskiMembran in  Semi-Dry
Transferpuffer vorinkubiert. Der Transfer der Pnote erfolgte in einer Semi-Dry-
Blotapparatur der Firma Bio-Rad. Auf die Anode @&otkammer wurden ein Filterpapier,
die Nitrozellulose-Membran, das Gel und ein weddrdterpapier luftblasenfrei geschichtet.

Danach wurde die Blot-Apparatur mit Kathode und Kkskcverschlossen und der
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Proteintransfer durch Anlegen einer konstanten Syag von 18 V fir 1 h durchgefihrt.
AnschlieBend wurde die Membran 2 min bei RT in RaoncS Solution inkubiert, um die
transferierten Proteinbanden sichtbar zu machenunmaéo den gleichmaRigen Transfer der
Proteine Uberprufen zu kénnen.

Fur die anschlieRende Immundetektion spezifischheteihe wurde das Lumi-LightPLUS
Western-Blotting Kit von Roche verwendet. Dazu veudie Membran nach dem Blotten
zunachst fur 1 h in Blockierungslosung (1 % BSA)Y ainem Schattler blockiert und
anschlieBend dber Nacht bei 4 °C mit dem priméarentikArper (Verdinnung in
Blockierungslosung) inkubiert. Am folgenden Tag deidie Membran dreimal fir 10 min in
TBS-T gewaschen und fir 2 h mit dem sekundéarenk@rger inkubiert. Nach weiteren drei
Waschschritten mit TBS-T wurde die Membran mit Ltloght Substrat benetzt und das bei
der Substratumsetzung auf der Membran emittiethtlbei verschiedenen Expositionszeiten

mit dem Lumi-Imager nachgewiesen.

6.2.5.6 Strippen von Membranen

Um gebundene Antikérper von der Nitrocellulose-Meanb zu entfernen, wurde diese
zundchst fir 1 h in TBS unter leichtem Schitteln Baumtemperatur gewaschen.
AnschlieRend erfolgte eine Inkubation der Membran & °C fir 30 min in Strip-Puffer
(TBS mit 1 % SDS) und nachfolgendem erneuten WamsdcheTBS fur 1 h. Bevor die
Membran erneut mit frischem Primérantikérper inlambiwerden konnte, wurde sie eine

Stunde in Blockierungslésung (1 % BSA) inkubiert.

6.2.6 Biochemische und histologische Methoden

6.2.6.1 Auftrennung von Proteinkomplexen mittels hearen Sucrosegradienten

Fur die Auftrennung im linearen Sucrosegradientemden Zellen aus 3D-Kultur (3,6x10
Zellen  drei 6-Napfplatten mit je 200.000 Zellen/Napf) udid-Kultur (3,6x106 Zellen

drei 15 cm Kulturplatten mit je 1,2x106 Zellen/Rédtgeerntet und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Fir die Zelllyse wurde der Lyseg@uffach Scottocornola et al. verwendet,
um die Ergebnisse mit denen der Publikation vecblEn zu kdnnen (Scottocornola et al,
2006). Wahrend der einstiindigen Lyse der Zelle60@ pl Lysepuffer auf Eis wurden die
Lysate mehrmals auf- und abpipettiert um eine ha@negLyse zu gewdhrleisten.
AnschieBend wurden die Proben zentrifugiert (1360®, 10 min, 4°C), der Uberstand
abgenommen und das Zellsediment zwei Mal mit 500Lydepuffer gewaschen, wobei
jeweils zentrifugiert (13000 rpm, 15 min, 4°C) uddr Uberstand verworfen wurde. Das

verbleibende Zellsediment wurde in 100 pl SDS-Pnpoéer aufgenommen, fir 10 min bei
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97°C gekocht, 30 sec gevortext und in flussigerskStoff schockgefroren. Dieser Vorgang
wurde drei Mal wiederholt. AnschlieBend wurden 20dgs homogenisierten Zellsediments
auf das Proteingel aufgetragen.

Parallel dazu wurde fiir das Zelllysat der Protelvadebestimmt und die Lysate normiert.

Die normierten Lysate wurden vorsichtig Ilufblasenfr auf den linearen
Sucrosedichtegradienten (5-30%) pipettiert (Endvan 2 ml) und anschliel3end fir 13 h bei
200.000xg bei 4°C zentrifugiert. Danach wurden jésMeraktionen mit einem Volumen von
360 pl gesammelt, sofort mit SDS-Probenpuffer wetsend bei 97°C gekocht. Auf das

Proteingel wurden jeweils 25 pl der einzelnen Raalgn aufgetragen.

6.2.6.2 Hamatoxylin- und Eosinfarung von Gewebsscitten

Die HE-Farbung der formalinfixierten Schnitte egdbl nach Standardprotokollen in
Zusammenarbeit mit den Mitarbeitern der Patholagiger Abteilung von Susanne Arbogast.
Bei der HE-Farbung werden die Zellkerne durch demnkarbstoff Hamatoxylin blau bis
violett und Cytoplasmabereiche mit dem sauren Xarfdrbstoff Eosin rosa bis rot angefarbt.
Dazu wurden entparaffinierte und rehydrierte Gewebritte, mit einer Dicke von 1-2 pm, in
spezielle Objekttragerstander einsortiert und meemit Hamalaun nach Mayer-Lésung (pH
3) geflllten Glaskuvette fur 20 min inkubiert. AhiefR3end wurden die Schnitte fir 15 min
unter flieBRendem Leitungswasser ,geblaut’, wobemidtbxylin durch Erhéhung des pH-
Wertes seine charakteristische blaue Farbe ausbBdeor und nachdem die Schnitte fir die
Zellplasmafarbung in 1 %iger Eosin-Losung (ca. In)neingelegt wurden, wurde nicht
gebundener Farbstoff kurz in Aqua dest. ausgewasclgchliel3lich wurden die
Gewebeschnitte in einer Alkoholreihe steigenderaktitkonzentration dehydriert (70 %
EtOH, 5 sec zur Differenzierung; 80 % und 90 % EtfOHje 30 sec, 2x 100 % EtOH fiir je 1
min und 2x Xylol fur je 5 min), die Objekttrager nitukitt Eindeckmedium beschichtet und
zum Schlufd mit Deckglasern eingedeckt.
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Phenylmethylsulfonylfluorid
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Abkirzungsverzeichnis

PolyHEMA  Poly2-hdroxyethyl methylacrylat

PTEN
Ras
RB

rev
RNA
RNase
rpm
RPMI
RT
RTK
RT-PCR
SDS
sec
Ser
SH2
Shc
shRNA
siRNA
SOS
T

t_

Tab
TAF
TBS
TBS-T
TGFa
TGFb
Thr
TKI
TNFa
Tris
Tyr

U

\Y

\Y

viv
VEGF
wiv

wit

Y

Phosphatase tensin homologue

rat sarcoma viral oncogene homolog
retinoblastoma

reverse

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute, engl. rounds per neinu
Akronym, hergeleitet von Roswell Park Menabinstitute
Raumtemperatur

Rezeptortyrosinkinase

reverse transcriptase-polymerase chairnioeac
sodium dodecyl sulfate

Sekunde

Serin

src-homology 2

src homology 2 domain-containing-adaptor fpmote
small hairpin

small interfering RNA

son of sevenless protein homolog

Thymin

truncated-

Tabelle
tumorassoziierter Fibroblast

tris-buffered saline

TBS + Tween20
transforming growth facta
transforming growth factob-

Threonin

Tyrosinkinaseinhibitor

tumor necrosis facta
2-Amino-2(hydroxymethyl)-1,3 propandiol
Tyrosin

Uracil

Volt
Valin (Einbuchstabencode flur Aminosauren)
Volumen pro Volumen

vascular endothelial growth factor

Gewicht pro Volumen

Wildtyp

Tyrosin (Einbuchstabencode fiir Aminosauren)
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