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Einleitung 1

| EINLEITUNG

Brustkrebs ist eine der haufigstenmorbedingtenTodesursacherder Frau
weltweit [1]. WahrendProliferation, £llwachstum und Apptose in gesunden
Zellen einer strengeiKontrolle unterliegen zeichnensich Tumorzellendurch
Stérungenim komplexen Netzwerk der Wachstumsregulatians [2]. Da
verschiedenelTumorzellen Uberaktive Rezeptorsysteme fir Wachstumsfaktoren
aufweisen [3], war ein wichtiges Forschungsziel der letzteahizehntedie
Entwicklung zielgerichteteherapistrakegien gegen diese Oberflachenproteine
[4]. So wurdenunter anderem fur die Behandlubgstimmter Mammatumoren
monoklonale Antikdrper gegernpezifischeRezeptorenauf der Zelloberflache
sowie Tyrosinkinaselnhibitoren fir die Blockade nachgeschalteter Signaleveg
entwickelt und erfolgreich in die Therapie eingef(iit So hilfreich diese neuen
Therapieansatze zunachst erscheinesrgibt sich Uber eian langeren
Behandlungszeitraunmsbesondere bei AnwenduimgForm eineMonotherapie
das Problem der Entwicklung vielfaltiger Ressteremechanismengegeniber
solchen Therapi@nsatzerjl]. Ursache hierflr ist die TatsacldgssTumorzellen
ein komplexes Systemalternativer mitogeneBignalwege besitzen So kdnnen
Tumorzellen bei Blockade spezifischer WachstumsfakiRezeptoren odeden
ihnen nachgeschalteten Mechanismmeih einer kompensatoris@n Aktivierung
redundanterSignaltransduktionswegeeagieren[5]. Ergénzt und erweitenird
dies durch verschiedene Interaktionsmaoglichkeitenterschiedlicher Rezeptor
Typen miteiner Vielzahlnachgeschalteter Mechanismié). Hieraus ergibt sich
die Forderung nach einer kombinierten Anwendung verschiegner
Antineoplastikadie durch Eingrifé in verschieden&igmaltransduktionswegder
Tumorzelle das Tumorwachstunuverlassig hemmen seft De Schlissel fur
eine effektiveTherape liegt in der Kenntnis irwelche Weisedie verschiedenen
Bestandteile @ier Kombinationstherapie Einfluss aufas Wachstumder

Tumorzellen durch Interaktion mittirmzellularen Signalmechanismeaehmen.

Haupteinsatzgebiet der Opieid als starke Analgetika ist neben der
Narkosepramedikationiel Behandlung starker Schmerzene Tumorschmerzen
[7-9]. Dariiber hinaus ist bekannt, dass Opioide neben ihréklassischen
analgetischenWirkung auf verschiedenste Weisauch in den Zellzyklus

eingreifen kbnnen, direkt odedurch Transaktivierung voWachstumsfakter
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Rezeptorel0, 11].

Ziel dieser Arbeitist es die spezifischvon Opioid-Rezeptoen \ermittelten
Effekte auf das Zellwachstum und edilnteaktion mit Wachstumsfakter
vermittelten Sigalwegen in einer Brustkrebszellliniendher zu untersuchen
Hierdurch sollen mdglichéVorteile oder Risiken einer therapiebegleitenden
Schmerzmedikation durch Opote bei Brustkrebspatientinndmesserbeurtelt

werdenkdnnen
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[l L ITERATURUBERSICHT

1. Opioide und Opioid-Rezeptoren

Opioide sind starke Angétikg die ihre Wirkung Uber gzifische Rezeptoren
vermitteln [9, 12]. Die erste isolierte Substanz dies@toffgruppe war das
Morphin. Seit Entdeckung dschmerzstillenden Wirkunged Alkaloids aus dem
Saft des Schlafmohns begann die Suche nach den Wirkecbanismen dieser
Stoffklassq13].

1.1 Opioid-Rezeptoren

Mit Hilfe radioaktiv markierteLiganden gelang e©pioid-Rezeptorenm Gehirn
nachzuweisen14, 15]. Bereits fruhzeitiggab es Hinweise auverschiedene
RezeptoiTypen, daNalorphindie Wirkunganderer Opioidén unterschiedlicen
Konzentrationeraufzuheben vermochfd 6, 17]. Anhand von Experimenten an
Hunden mit chronischen Schmerzeonnten 1976 drei verschiedene Typennvo
Opioid-Rezeptoren identifiziert werden: der,dera-u n d -®pigid-Rézeptor
[18, 19]. Es kamen kurz darauf dérOpioid-Rezeptor, als Bindungspartner der
Enkephalind20] u n d -@micid-R&zeptormit hohe Affinitat fir R-Endorphin
hinzu [21]. Parallel zur Suche nach den Rezeptoren wurdierBestrebungen
ihre natirlichenLiganden zu identifizierenvorangetrieben. Auf diesem Weg
konntendie Familien de Enkephalire, Dynorphire und Endomorphine sowie das
3-Endorphin identifiziert werdefiL3-15].

Allen Opioid-Rezeptoren gemeinsam ist, dass es sich um membrangabunde
Rezeptoren handeltderen spezifischeLiganden durch Opioid\ntagnisten
verdrangt werdeif9]. Der OpioidAntagonistNaloxon hebtdie Wirkung sowohl
endogenerals auch exogen zugefihrter Oipie auf Naloxon wirkt an allen
Opioid-Rezeptora antagonistischmit einer geringe Praferenz fur {Opioid
Rezeptorerf9]. In héheren Konzentrationen bindet Naloxon auch antdemd
dena-Opioid-Rezeptor Derurspriinglich entdeckté-Opioid-Rezeptor wird heute
nicht mehr zu den OpioiRezeptoren gerechnet, da seine Wirkung durch Naloxon
nicht antagonisierbar i419]. Die Reversibilitat der OpiokEffekte durch einen
Antagonisten gilt als pharmakologisches Kriteridiir eine OpioidRezeptor

vermittelteWirkung [22].



Literaturtibersicht 4

Einteilung der Opioid-Rezeptoren
Man unterscadet heutebeim Menscherdrei verschiedene Typetler Opioid-
Rezeptoren, den-pde n- utin d  dQGpioid-Rezeptor. Wspringlich wurden
diese nah ihrer Selektivitdt gegenuber bestimmten Opioiden typi$&dt So
zeichnen sich {Opioid-Rezeptoren durch eine hohe Affinitatu Mo r p hi n,
Opioid-Rezeptoren zu [Led]und [Met]-E n k e p h a | -Opioid-RReaegtoras
durch ihre hohe Affinitat zu &tocyclazocin auf24)]. Diese Einteilung wurde bald
darauf durchdie molekulare Klonierung der entsprechenden Geestatigt[25
28]. Die verschiedeen Typenassen sichveitehin pharmakologiscin Subtypen
unterteilen.Bislang konntenfir den humanenu-Opioid-Rezeptor drei (ul, p2,
e 3 ) ,denfi-Qpioid-Rezeptorzwei (U1, U2) und fir dere-Opioid-Rezeptor vier
Subtypen( &l alb, 9 2, t war@eh [24]. dretnderiafisgepragéen
strukturellen Ahnichkeit urterscleiden sich die drei OpioieRezeptoiTypen
insbesondere ithrer Selektivitdt gegentibemdogene und exogene Liganden
[29] sowie ihrer Expression in vexchiedenen GewebefB]. Neben ihrem
Vorkommen im zentralen und peripheren Nervensystevarden Opioid
Rezeptorenunter anderemauch in Immunzellen, Herzmuskelzellen und in

verschiedenen Tumorzellerchgewiesefl(].

Charakteristise fur Opioid-Rezeptorenist die Entwicklung von Tolerannach
langfrigiger Exposition gegentber Agonisten [13]. Wie andere G-Protein
(GuaninnukleotiebindendeProtein}gekoppelte Rezeptoren auch, wer@grioid-
Rezeptorennach ihrer Aktivierung vonder Plasmamebran in zytosolische
Kompartimente umverteilf9]. Die schnelle Desensibilisierung vo®pioid-
Rezeptoren nach ihrer Aktivierungird durch ihre Phosphorylierungund
nachfolgendeBindung an PArrestin eingeleitet[30]. Die Rezeptoremwerden so
von ihren assoziierterG-Proteiren abgekoppelind in Endosomen internalisiert.
In Abhéngigkeit von der Dauer der Rezeptoraktivierung kénnen die Rezeptoren
nachfolgend entweder dphosphoryligr und recycelt oder aber uber
Endolysosomen degradiert werded, 31]. W2 h r e-@pibid-KHezeptoremelativ
schnell degradiert werdenweisen sich p-Opioid-Rezeptoren durch ein
gesteigertes Recycling aus. ieS unterliegen somit einem geringeren
Sensitivitatsverlust gegenubdandristig einwirkendenLiganden. Humane o-
Opioid-Rezeptoren hingegen unterliegenitke Ligandenrabh&ngigerRegulation

[9, 32). Die Agonistinduzierte Desensilisierung wird als eine dddrsache fir
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die schnelleToleranzentwicklungangeseherDas Ausmald der Desensibilisierung
hangt dabei von debauer der Exposition und der intrinsischen Aktivitat des
Agonisten al§31].

Signaltransduktion tber G-Proteine

Opioid-Rezeptorengehdren zur Familie der -Broteirgekoppelta Rezeptoren
[13]. Diese Dbestedn aus dem extrazellularen Nrerminus, sieben
transmembranaren Domanen, die gleichzeitig drei extwad intrazellulare
Schleifen ausilden und einem intrazellularen €Terminus [29]. Die Opioid
Rezeptorenveiseneine Homologie vor60% au, wobei sich die Struktur der
transmembrandren Domanen und der intrazellul&ehleifen stark &hneln
Sequenzunterschiede bestehen vor alfeden extrazellularen Schleifesowieim
C- und NTeminus [29, 32]. Die extrazellularenDomanen sind an der
Ligandenbindungbeteiligi wahrend die intrazellulare®chleifen und der €
Terminus furdie Kopplung an &roteineverantwortlich sind33].

Die G-Proteine selbststellen heterotrimee Proteine dar, dieau s ei-ner U
Untereinheit und einem funktionellena-Bimer bestehen[34-36]. Di- e U
Untereinheit besitzt eineBindungsstelle fiir Guaninnukleotide und eine
intrinsische GTPaseFunktion fur die Hydrolyse von GTP zu GD®olange GDP
gebunden istkanndasC dDimer an dieU-Unterénheit binden. Die Bindung der

C dUntereinheit wiederum verstarite Fahigkeit der Kopplundes GProteins an

den Rezeptor. In deGDP-gebundenen Form ist dasR3otein inaktiv und fahig

an einen nichtaktivierten Rezeptoren zu bind€i86]. Nach Rezeptoraktivierung
dissoziiert GDP ab, woraufhinGTP mit hoher Affinitat gebunden wird, dieses

liegt in der Zelle in hohentUberschuss voDie GTRgebundena-Untereinheit
dissoziiert daraufhin ab und kann wie die freigesetbte@imere entsprechende
Effektorsysteme aktivieref85, 36]. Durch die Hydrolyse von GTP ZaDP wird

die Aktivierung dera-Untereinheitb e e n d e t -Unteréimheit ka&howieder
reassoziieren[36]. Die schematischeStruktur eines inaktiven G-Protein
gekoppelten Rezeptorsund die Ereignisse nach Aktivierung durch
Ligandenbindungverdenin Abbildung1 verdeutlicht.
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N-Terminus N-Terminus

2 \/

Zellmembran Zellmembran

C-Terminus e J C-Terminus

Aktivierung der Zielstrukturen

Abb.1 Schematische Struktur einesR®oteirgekoppelten OpioidRezeptors.

1) Inaktiver Rezptor mit assoziiertem ®rotein.2) Durch Ligandehindungaktivierter
Rezeptor, das ®rotein dissoziierabund kann in der Fge die intrazellularen Zielstrukturel
aktivieren

Welche Effektorwegedurch das @°rotein aktiviert werdenhand ab von der
Zusammendez u n g aus Sy &t wrpeUntereinkeien [34, 37).
Charakterisiert werden die verschiedenenedzinheiten unter anderem dhr
ihre Sensitivitdt gegeiber zweier bakterieller Toxine, dem Pertus$isxin
(PTX) aus Bordetella pertussisund dem Cholerdoxin (CTX) aus Vibrio
cholerae[38, 39]. Nach A t  dJatereinbleit lassen sich die-F3oteine in vier
Gruppen einteilen: EProteinesind CTX-sensitiv undumfassenls o d e gj-
Untereinleiten; Gi-Proteine bestehen aden PrX-sensitivenl; s-, U- oderPTX-
insensitivem  U-Untereinheiten Gq-Protene enthalten Uq/ll- oderi
Untereinheiten und Gj»-Proteine sind durch U u n d ;3-Ulitereinheiten
charakterisier{37-39]. Die Signaltransduktioh&ngtdartube hinausauchvon der
Ausstattung der k2 mit verschiedenen Effektorsystemeab [36]. Opioid-
Rezeptorerieiten ihre Information hauptsachlicurch Koppung an G- und Gg-
Proteine weiter [38]. Die analgetische Wirkung durch Opioid

Rezeptoraktivierung wird UbefTX-sensitive GProteine vermittelf7].

Klassische Effektorsysteme der OpioieRezeptoren
Zu den Ak | a s & iEffaktbreysteme der Opioid-Rezeptoren werden
Adenylylcyclase, Kalium(K*)-Kanaleund spannungsabhangig@alcium(C&")-
Kandle gezahlt Eine Aktivierung der Opioid-Rezeptorenresultiert in einer

Inhibition ~ spannungsabhangiger G&anale und  eing  Aktivierung

Ce
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hyperpolarisierendeK *-Kanale[13]. Die Regulationder Adenylylcyclaserfiihrt
zu nderungen i m intrazel-me$38eeger &Sigh
3",5"zyklisches Adenosin Monophosphat (CAMBY).

Adenylylcyclasen
CAMP st eines der wichtigsten Signalmolekile das in den Zellen von
Saugeeren und denMenscha durch Adenylylcyclasen synthetisiestrd [40].
Die Familie der Adenylylcyclaserbesteht au® membrangebundendaoformen
(AC1-9) und einer weiterebslichen Isoform, diesich in vielen Charakteristika
von den membrangebundenen Formen unterschpdde®?]. Die 9 Isoformen
besitzenein Molekulargavicht von 120150 kDa, das durch Glykosylierung
erhoht werden kannDie Adenylylcyclasenbestehen aus eime kurzen N
Terminus, zwei groReydrophilenzytoplasmatischen Schleifen (C1 und C2) und
zwei hydrophoben Abschnitten (M1 und M#)e von jeweils 6 Fasmamembran
durchspannensdeDoméanen gebildet werdefd0, 41]. Die katalytische Region
wird aus Teilen der beiden zytoplasmatischen Schleifen gebildet (Cla und C2a).
Das Substrat der Adenylylcyclasen ist an zweiwertinetallische Kationen wie
Magnesium (M§") oderMangan(Mn®*) gebundeneédenosintiphosphat ATP),
unter physiologischen Bedingungen ist es’M§TP [41].

Die Regulaion der Adenylylcyclasenerfolgt priméar Uberl-, -WUnd - Co
Untereinheiten der @®roteine gineweitere Modulation der Aktivitést aber auch
durch G£*/Calmodulin, Adenosinind durchdie Proteinkinase A (PKA) und C

(PKC) mdglich. Dariiber hinausverden alle Isoformen durch das Diterpen
ForskolinausColeus forskoliistimuliert[40, 41, 43]. Aufgrund ihrerSensitivitat
gegenuber den verschiedene Regulatoren konnen die 9 Isoformen in
verschiedene Gruppen eingeteilt werden. Die erste Gruppe kann durch
Ca’*/Calmodulin aktiviert werden und umfasstlie AC1, 3 und 8. De zweite
Gruppewird durchdie PKC phosphoryliert und stimuliert, ebensge durch die

C dUntereinheit der &°roteine.lhr gehoren dielsoformen2, 4 und 7 an. Die
dritte Gruppe umfasstlie AC5 und 6, die dutt niedrige C&-Konzentrationen
inhibiert werden. e vierte Gruppeschlie3lichwird durch die AC9 reprasentiert,

die weder durch Ganoch durchC dUntereinheiten der ®roteine regulierwird

[41]. Die U-Untereinhei der GProteinefiihrt immer zu einer Stimulatigreine
Inhibition durch die U-Untereinheiéen u n d ei ne Regul a-ti on du

Untereinheit ist dagegeabhangig von der jeweiligen ABoform[40]. Di e- C2
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Untereinheit kanmlurch Komplexierungl e e-Untéreinheitinhibitorisch wirken

aber auch selbsi N Anwe s entfdieiA€C2, 4vomndU 7 aktiviere
Untereinheiten inhibieredie AC1 undhabenkeinenEinfluss auf die Aktivitat der

AC3, 5, 6, 8 und 9. Die PKA-vermitteltePhosphorylierung der AC5 und 6 kann

als negativer Ruckkopplungsmechanismus verstanden werden, da diese
Proteinkinase cAMRabhangig isf41].

Der Effekt von Opioiden auf die intrazellulare cAMP Produktion hangt
maf3geblich von der Ausstattung einer Zelle waitschiedeneit-Proteinen und
Adenylylcyclas@ ab[38, 41]. Die Fahigkeit der OpioicRezeptorerdie PKC und
die intrazellularen C&-Konzentrationen zu regulieren ist zudem eine
Moglichkeit, indirekt Einfluss auf C&/Calmodulin oder PKGabhangige
AdenylylcyclaseSubtyen zu nehmerj29]. Die Reguation der intrazellularen
CAMP-Produktion wird als Marker fir die Funktion vo@pioid-Rezeptoen
herangezogerda de Desensibilisierung vo®pioid-Rezeptoren mitlem Verlust

derRegulation deAdenylylcyclasereinhegeht[23].

1.2 Liganden der Opioid-Rezeptoren

Endogene Liganden deDpioid-Rezeptoren sind Substanzen, die im Korper
synthetisiert werden und spezifisch an OpiBiezeptoren binder{8]. Die
natlrlichen Ligandenweisen eine bestimmte Selektivitatgegeniber den
verschiedean Rezeptoifypen ad, es handelt sich dabei jedoch nicht um eine
absolute Praferenz gegeniber einem bestimmten ReZemgiof9]. Daruber
hinaus wurden ifr die verscledenen Rezeptefypen jeweils hohspezifische
Liganden synthetisiert, die si¢hilweisedurch eine weitaus groRere Spezifitat als
die endogenen Liganden auszeichnBie Affinitat zu spezifische Liganden
dient unteranderem auch depharmakologischerCharakterisierung undier

Einteilung in dieRezeptofTypen und ihre Subtypdi 3.

Endogene Liganden
Endogene Igandenfir Opioid-Rezeptorenwerdenvor allemim zentralen und
peripheen Nervensystemgebildet Sie stellen wichtige Modulatoren des
Immunsystemsdar und beeinflusseendokring gastrintestinale und cardio
vaskulareFunktionen[8]. Zu den natirlichen Liganden gehirdie Enkephaline
([Met]- und[Leu]-Enkephalin), BEEndorphin und die Dynorphin@ und B).Pro-

Opiomelanocortin dienals Vorlaufersowohl fir BEndorphin,alsauch fir ACTH
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(Adrenocorticotropes Hormomnd MSH (Melanozyterstimulierendes Hormon)

-Endorphin bindet mitvergleichbarerAffinitdét an den g un d  dOpioid U
Rezeptor, dagegen nur m FQpioidgRezeptong.e r Af fi
[Met]- und [Leu}Enkephalin entstehen aus Proenkephalin und binden
insbesndere an ded-Opioid-Rezeptor Dynorphinbindetmit hoherAffinitat an

d e n-Opivsid-Rezeptor, mit geringereAffinitdt jedoch auch an die anderen

beiden OpioieRezeptorenund wird aus dem Vorlauf@rotein Prodynorphin
prozessier{9, 32]. In den 1990er Jahrewurdenschlie3lichdie Endomorphine
(Endomorphinal und Endomorphi2) beschrieben, dimit hoherAffinitat anden
p-Opioid-Rezeptor binden Fiur sie konnte bisher jedoch noch kein

Vorlauferproteindentifiziert werden[32, 44].

Morphin
Nach wie vor sind Morphin und andere Opioide Mittel der Wahl zur Behandlung
starker und chronischer Schmerzzustaride 8, 10]. Die Mehrzahl klinisch
relevanterOpioide stellerAgonistendesp-Opioid-Rezeptorgdar. Seit Mitte des
19. Jahrhunderts findet Morphin Anwendung als Anadkget, Sedativum und
Antitussivum [9]. Die analgetische Wirkung des Schlafmohns, aus dem das
Morphin gewonnen wirdist dagegen schon vor vielen hundert Jahrédiaiat
gewesen. Morphin ist eineder in Papaver somniferunenthaltenen Al&loide
[32]. Morphinist ein Agonist am pu n d-Opioid-Rezeptor mit Pr&renz flr den
p-Opioid-Rezeptor. @neben wirkt Morphinauch a m -Opioid-Rezeptor ks
Partialagonisf45].

Im Gegensatz zu anderen Liganden fihrt diktivierung van p-Opioid-
Rezeptoen durch Morphinnicht zu einer vermehrt@ Rezeptotinternalisierung
[46]. Der hochspezifische-@pioid-RezeptorAgonist DAMGO bedingt wie auch

viele endogene Opioideinevermeénrte Endozytose der Rezeptorgh 23, 32].

Synthetische Liganden
Fur alle drei OpioieRezeptorenwurde eine Vielzahl ahochaffinen, spezifischa
Liganden synthetisiert die auchzur Identifizierung und Charakterisierungder
verschiedenen RezeptBubtypengenutzt werdenDer p-Opioid-Rezeptorwird
durch eine hohe Bindungsaiffitat zu seinem synthetischen Enkephalinderivat
DAMGO, der U-Opioid-Rezeptor durch eine hohe Bindungsaffinitat dem
peptidergen Agonisten DPDPHENd der s-Opioid-Rezeptor durcheine hohe
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Affinitat zu den synthetischen Verbindungen 50,488 und U69,593
charakterisiertWéahrend U50,488 am1- und a2-Subtyperbindet, weistU69,593
eine hohe Selektivitat gegenuber detrSubtyp auf13].

1.3 Interaktionsmdglichkeiten mit anderen Rezeptorsystemen
Abgesehervon den Alassischei Signalwegensind Opioid-Rezeptorenin der
Lage Uber verschiedene intraund extrazellulareMechanismermit mitogenen
Signalwegen zu interagierefll]. Insbesondere durch Transaktivierung von
RezeptorTyrosinkinasen (RTK) kdnner®pioide mit verschiedene Mitogen
aktivierten Proten-Kinasen (MAPK) interferieren zu denen dieextrazellular
SignalreguliertenKinasen 1/2 (Erk1/2), die-&un NterminaleKinase und die
p38 Mitogenaktivierte Kinase gehorerZzudem ist ach einedirekte Regulation
durch GProteinrgekoppelte Rezeptorgheispielsweiséberb-Arrestin2 moglich
[29, 47]. Darlber hinaus kénnen Opioideichiber denSignal Transducer and
Activator of Transcription 5 (STAT5) und di€rotein Kinase B (PKB/Akt)
mitogene Signale vermitteln[11, 48]. In Abhangigkeit desuntersuchten
Zellsystems konnen Opioide sowotken Erk1l/2- als auch derAkt-Signalweg

aktivieren aler henmen[7].

Aufgrund dieser Mechanismen ergelséch fur Opioidevielfaltige Moglichkeiten
in mitogene Signaivege und in das Wachstusnerhaltenvon Tumorzllen

einzugreifen

2. ErbB Rezeptoren

Die ErbB Rezeptoren stelledie bedeutendst&amilie der Wachstumsfakter
Rezeptorerar, die zu den RezeptefyrosinKinasen (RTK)gezéahlt werderDie

vier Mitglieder werden al€rbB1, ErbB2, ErbB3 und ErbBdderalterndiv auch

als HER1, HER2, HER3 und HERMWezeichnef3, 49. Die ErbB Rezeptoren
werdenin Geweben mesenchymalend epdermalen Ursprungs exprimieuhd

sind fur die Regulation von Zellwachstum, Differenzierungd Apoptose
verantwortlich [50, 51]. Viele Tumorzellen weisen Abweichungen von der
natirlichen Austattung mit ErbB Rezeptoren auf und nutzene dpotenta
Wachstumssignale der ErbB Rezeptoren fur eine schnelle klonale Expgs@ion

Die Uberexpression und gesteigerte Aktivierung einzelner ErbB Rezeptoren

resultiert in einer ungehinderterProliferation Migration, Metastasrug und
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verminderter Apoptos¢3]. Insbesondereeadl ErbB1 und der ErbB2 werden

vielen verschiedenen Tunmallartentiberexprimier{51].

Die ErbB Rezeptoren zeichneich durch de Fahigkeit aus, in einer Zeleine
Vielzahl verschielener mitogener Signalwegektivieren zu kénner{49. In
welcher Weisedabei die Proliferation einezgs und die Apoptose andererseits
beeinflusst werderh&ngt vom Zelltyp, vonZellzyklus sowievon der Ausstitung
der Zellemit verschiedeneRezeptoen und Signavegenab[49]. Darlber hinaus
nehmen didbeteiligten Rezeptefypen und dren Liganden Einfluss auf die Art
der Signalweiterleitung50-52]. Insbesondere et ErbB2wird in verschiedenen
Mammakarzinomeils Resultat einer Genamplifikatidioerexprimiertund stellt
dadurch ein pradestiniertesAngriffsziel fur die Entwicklung spezifischer,

zielgerichteer Therapiestrategiedar[4, 53].

2.1 Struktureller Aufbau

Strukturell besteherErbB Rezeptoren audrei verschedenea Domanen Die
extrazellulare Domane ist zustandig fur die Ligandenbindung, Uber eine einzelne
TransMembranDomane werden die @nale an die intrazellulare Domeé
weitergeleitet.Diese beinhaltetlie TyrosinKinaseFunktion und vermittelt die
Signalweiterleitung arentsprechendatrazellulareAdapterproteing54]. Neben

der katalytischen Einheit tragt die intrazellulare Doméneh verschiedene

regulatorische Phosphorylierungsken[51, 54].

Obwohl die vier ErbB Rezeptoeilypen Uber einen gmeinsamenBauplan
verfligen weisen sie funktionell&/nterschiede in Bzug auf die Liganddxindung
und katalytische Aktivitaauf[52].

2.2 Liganden der ErbB Rezeptoren

Die endogeneriLiganden der ErbB Rezeptoren umfassba Neureguline #

(NRG1-4), die alternativauch alsHereguline (HRG)bezeichnet werderlnter

ihnen ist RG1mit denSplicevarimt en U, C1, C2 und C3 am b
[49]. HRG1 und HRG2 binden sowohl &bB3 als auch arkErbB4, HRG3 und

HRG4 dagegennur an ErbB4[51]. Der Epidermal growth factor (EGF), der
Transforming growttfactorU ( UG F  ebarinbindénde EGHike growth

factor (HB-EGF), Epiregulin(ER), Amphinregulin(AR) und BetacellulinBTC)

stellen LiganderdesErbB1 dar[49]. ER, BTCund HB-EGF kdnnen zusatzlich

auch an ErbB4 bindef6]. Fur ErbB2 ist derzeitnoch kein endogener Ligand
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bekannt[51]. Die Liganden der ErbB Rezeptoremerden aus Zellmembran
gebundenen Vorstufie durch Matrix-Metalloproteinasen (MM$&) enzymatisch
freigesetzt[4, 50]. Abbildung 2stellt die ErbB Rezepten und ihreendogenen

Ligandenschematisclar.

tor . HBEGE HRG 1 HRG 3
£e S HRG 2 HRG 4

ErbB1 ErbB2 ErbB3 ErbB4

Abb. 2ErbB Rezeptoren und ihre endogenen Liganden

Von links nach rechtsErbB1 mit seinen Liganden TGE , EGF, ARGFER C,
ErbB2, bisher ohne endogenen LiganderbB3 mit seinen Liganden HRGHhd HRG2 und
defekter TyrosirKinaseFunktion; ErbB4 mit seinen Liganden HR@1

2.3 Aktivierung und Deaktivierung

Nach Aktivierung vermittelnie ErbB Rezeptoren ihre SignalarchBildung von
Homo oder Heterodimerefbl]. Die Bildung einzelner Rezept@imereist von
verschiedenen Faktoren abhangiginerseits von der qualitativen und
quantitativen Ausstattung der Zellemit einzelnenErbB Rezeptoilypen und
deren Praferenz flrbestimmte Bindungspartner sowie anderseits v
aktivierenden Liganden [50]. Die Aktivierung eines ErbB Rezeptors durch
Ligandenbindungst schematiscim Abbildung3 dargestellt.
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1)

l

o Aktivierung
Abb. 3 Aktivierungder ErbB Rezeptoren Intrazelluldrer

Effektoren

1) Inaktiver Rezeptor2) Aktiviertes Rezefmrmonomer nach
Ligandenbindung3) Dimerisierung mit einem zweiten Erbl
RezeptortMonomer fihrt zur Aktivierung der Kinase
Funktion und ermdglicht die Aktivierung intrazelluléarer
Effektoren

Die Aktivierung eines Rezeptors durch Bindung eines Liganden fuhrt zu
Konformationséanderungen in der extrazellularen Doméne und ermdglicht so die
Dimerisierung mit einem Partn¢b4]. Die Dimeriserung fuhrt zur Aktivierung

der Rezeptoren durch Aute oder gegenseitige Phosphorylierunmit
anschlieBender Aktivierung der TyrosirKinaseFunktion [49]. Die
Phosphorylieung C-terminaler Tyrosinresteermdglicht zudem die Bindung
unterschiedlicheAdapterproteinewie dem GTRse activating ProteifGab) Ras

(von Rat sarcoma) und delsrc-homolaggy 2 (SH2 abgeleitet von der
Proteirkinase €Src) enthaltende Proteine Grb2 (Growth factor receptelbbound
protein 3 und Phospholipase & P L {59, b1]. Die Adapterproteine vermitteln
ihrerseits die Information an verschiedene mitogene Signadvdgie ErbB
Rezeptorenkdnnen MAP-Kinasen direkt Uber Grb2 oder indirekt Ubeatie
Phosphotyrosibindende Doma&ngPTB) des Shc-AdapterProteins aktivieren
[51]. Dariiber hinaus kodnnersie auch die PhosphoinosikB-Kinase Pi3K)
aktivieren[54]. Wahrend alle ErbB Rezeptoren in der Lage sind MARase
Wege zu aktivieren konnen ErbB3 und ErbB4direkt die regulatorischg85
Einheit der Pi3K binden undgo den AktSignalweg effizieninduzieren ErbB1

und ErbB2 dagegen kdénnen die Pi3K mutirekt aktiviere{50]. Alle mitogenen



Literaturtibersicht 14

Signalkaskaden mundem einer Aktivierung von Transkriptionsfaktoredie den
Zellzyklus regulieren50]. Die Variabilitat in der Zusammensetzung des ErbB
Netzwerksermoglicht derZelle eine hohe Adaptationsfahigkgegeniberden

verschiedensten autand parakrinen Einflissdb1].

Die Rezgtoraktivierung wird durciEndozytose und anschlieRenlysosomale
Degradation beendet, dabei wirdie Dauer der Signaltransduktionvom
aktivierenden Liganden unden amDimer beteiligten Rezeptérypenbestimmt
[50].

2.4 Besonderheitender einzelnen ErbB Rezeptoen

ErbB1l undErbB4 verfligensowohl Gber eine Bindungsstelle fligandenals
auch liber eine intakte TyrosikKinaseFunktion Im Unterschied dazaeichnen
sich ErbB2 und ErbB3 durch Besonderheiten [&1$. Fir ErbB2 konntebislang
kein endogener Ligand identifiziertwerden. Hne Liganderabhangige
Aktivierung dieses Rezeptors istomit nurnach Heterodimerisierungnoglich
[49]. Dennochgilt der ErbB2auf Grundseina speziellem Konformation und
seinerausgepragten katalytischen Aktivitals bevorzugter Bindungspartner fur
andereErbB Rezeptorer{50, 51]. Der ErbB3 weist eine durch Genmutation
entstandene defekte Tyrogfiinase auf und ist somit in der Signalweiterleitung
auf einen Bindungspartner mit intakter Kindagnktion angewieserj49]. Trotz
dieser Einschrankungen wird den ErbB2/ErbB3 Dimeren die hochste Signalstarke
zugeschriebefb0, 51].

3. Mitogene Signalwege der Zelle

Die Zelle hat ein groRBes Repertoiiateragierender Signalwegelie den
Zellzyklus regulieren Dazu gehoresowohl proliferativeals auchzytoprotektive
und antiapoptotische Signalwege. Daskomplexe Zusammenspiel dieser
Mechanismen bestimmt schlieBlich das Zellwachstum Auch unter
physiologischen Bedingungezxistiert eine Vielzahl alternativer Wegem die
Proliferation und das kkrleben der Zellen zkontrollieren. De Zelle wird so
anpassungsfahig gegenidber &aulReren Einflus§gn Die verschiedenen
redundanten Mechanismen werddterdings auctvon Tumorzellen ausgenutzt
um in erhohtem MaRe zu proliferierd®5]. Eine besondereRolle in der
Entstehung proliferativer Signaleird den MARKinasen zugewiesenDiese
umfassen didrk1l/2 JNK und p38Mitogen-aktivierte Kinasen [7]. Ein weiterer
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wichtiger Signalweg fuhrt Uber dieAkt, die neben der Vermittlung
zytoprotektiver Effekte auchProliferation, Zellwachstum undProteinsynthese
beeinflussen kanf2, 56|. Beide Signalwege kénnen durslerschiedendrRTKs
und GProteirgekoppelte Rezeptoren regulieverden undstellen somiteinen

maoglichen Angriffspunkfir die Interaktion mit Opioiden dét1, 57].

3.1 Erk1/2-Signalkaskade

Die Erk1l/2 werden durchextrazellulare Signale aktiviert undeiten die
Information Uber eine Aktiverung von Transkriptionsfaktoren an den Zellkern
weiter [58-60]. Im Gegensatz zu JNK undg-Mitogen aktivierten Kinasendie
hauptsachlich mit Entziindungsvorg@n in Verlindung gebracht werden, spielen
Erk1/2 einebedeutend®olle fur die Regulationvon Proliferation, Wactstum und
Differenzierung der Zelle [61]. Tumorzellen nutzen unteenderem einen
fehlregulierten Erkl/2Signalweg um schnelles Wachsturdurch gesteigerte
Proliferation zu erreichen Veranderungen im E@K2-Signalweg oderin

vorgeschalteten Systemsimd in Uber der Halfte aller Tumoren zu findég)].

Die Aktivierung von MAP-Kinasen erfolgt Uber eine Kaskade sequenzieller
Phosphorylierungsschritteund beginnt mit der Phosphorylierung der MAP
KinaseKinaseKinase (MAPKKK oder MEKK). Dese phosphorylierihrerseits
eine MAP-Kinase-Kinase (MAPKK oder MEK), die schlie3lickeine MAP-
Kinase, zum Beispiel die Erkl/aktiviert [63]. Die Erkl1/2 befindet sich im
inaktiven Zustad im Zytosol undkann nach Aktivierungentwederin den
Zellkern eiriretenund dort entsprechende Trdagptionsfaktoren aktiviereder
verschiedene zytosoliscizgelproteine arSerin/ThreonirResten phosphorylieren
[63, 64]. Die Signalibertragung wird durch Dephosphorylierungoder
Degradierung beend§s3]. Die Aktivierung deskErkl/2-Signalwegswird meist
durch RTKs UbeRasGTPasennduziert[65], kannaber auchntrazellulardurch
PLC erfolgen [51]. RasGTPasen aktivieren ihrerseits Raf (von rapidly
accelerated fibrosarcomader rat fibrosarcoma)das in der Signalkette als
MAPKKK fungiertunddie MEK aktiviert[60, 62, 64, 65].

G-Proteinrgekoppelte Rezeptoren konnen derkErkl/2-Signalweg entweder
indirekt Uberdie Transaktivierung von RezeptdiyrosinKinasen[58, 66, 67],
oderdirekt durch dieC dUntereinheit Uber eine Pi3ermittelte RasAktivierung
induzieren11].
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3.2 Akt -Signaltransduktion

Ein weiterer wichtiger mitogener Signalweg der Zelle ist Slignaltransduktion
uber Akt. Dieser Signalweg reguliert Zellwachstum, Proliferation und Apoptose
[56, 68]. Die Kontrolle der Ap@tose ist notig um die Zelle an aul3ere Einfllisse
anzupassemnd um defekte Zellen ausaortieren.Tumorzellenweisen haufig
eine pathologisch gesteigerte Akktivierung auf, die dem programmierten
Zelltod entgegenwirkt undineschnelleProliferation ermégtht[56].

Die Akt ist eineSerin/ThreonirKinase die in den drei verschiedenen Isoformen
Akt 1/ PKBU, Akt 2/ PKBGC [68h Der AkkSigRalwegiiiglo e x i s't
vor allem durchd e n A's e ¢ o n dPhospbatidylmositl-2 4,5friphosphat
(PIPs) initiilert, der Uber eine Pi3K-vermittelte Phosphorylierungaus
Phosphadidynositol4,5-bisphosphatPIP;) entstehi{51, 69]. PIP; rekrutiert die

Akt an die Zellmembran, wo diese durch Phosphorylierung aktiviert wird. Die
Akt aktiviert ihrerseits spezifische Zielstrukturenwie zum Beispl
Transkriptionsfaktoren und B@& Proteing(B-cell lymphoma2 Proteine) die fur

das Eintreten der Zelle in die Apoptose eine Rolle spig¢es) 69]. Die
verschiedenen Isoformen der PiBRi3K IA, 1B, Il und Ill) kdnnen sowohl durch
RezeptorTyrosinKinasen(Pi3K IA, Il) als auch durchd i e-Un€reinheit von
G-Proteingekoppelte RezeptorefiPi3K 1A und IB) aktiviert werden[69, 70].
Eine Mdglichkeit die AkiSignaltransduktion zu beendestellt die Phosphatase
PTEN (Phosphatase und Tensin homoldgy, die PIRdephosphorylierf56].

Der Akt-Signalweg kann Ubereine Aktivierung des mammalian Target of
Rapamycin(mTOR) das Zellwachstum und durch Interaktion mit MKhase
Signalwe@n die Proliferation beeinflussen. Ddsintreten de Zellen in den
progammierten £&lltod wird durch BlockadgroapoptotischeProteinewie Bcl-2

undandererApoptoseauslosendeMechanismemenemmt[56].

4. BT474 Zellen

BT474 Zellen wurden urspriinglich aus einem soliden, invasivemuctalen
Mammakarzinom einer 6{ahrigen Patientinisoliert [71, 72]. Diese Zellen
zeichnen sich insbesondere durch UberexpressinErbB2, als Folge einer
Genamplifikation aus [73, 74]. Etwa 2530% aller Mamakarzinome weisen
pathologisch erhdohte ErbB2 Konzentrationen[d@&f, die imZusammenhang mit

einem schnelle Fortschreiten der Tumerkrankung, einer erhohte
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Tumorzellproliferationund einem ungebremstefumorwachstunstehen 3]. Die
ErbB2 Uberexpressionkorreliert dariiber hinaus mit einem ehohten
Metastasieungsrisiko, einer schnelleren Resistenzentwicklung gegeniber
Chemotherapeutika einer schlechtere Prognose und einer hoheren
Ruckfallquote, wodurchsich ein Screening hsichtlich des ErbB2Statusals
prognostischer Marker etabliert hig, 49, 74]. Die Uberexpression desrbB2
macht die BT4#4 Zellen zu einem vigersprechenden Modell fur in vitro
Untersuchungen zur Entwicklung zielgerichteter antineoplastischer
Therapiestrategien[73]. Beispiele fur berats entwickelte zielgerichtete
Behandlungen sind die Anwendung monoklonaler Antikérper, die gegen spezielle
extrazellulare Strukturefiberexprimierter ErbBRezeptorengerichtetsind. Ein
solcher monoklonaler Antikérper istrastuzumab (Hercepffl), der an eine
extrazellulareDoméne des ErbB2bindet [55]. Eine weitere Mdglichkeit der
gerichteten Einflussnahnstelleninhibitorender KinaseAktivitat von RTKs day

ein Beispiel higfir ist Lapatinib(Tyverb®) [76]. BT474 Zellen weisen neben dem
Uberexprimierten ErbB2 aucphysiologische Konzentrationean ErbB1l und
ErbB3 und geringe Mengen an ErbB4 ERjf
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11 FRAGESTELLUNG

Die mitogenen Signalwege der Zellglie einerseitsfir Wachstum und
Proliferation, andererseits fur die Regulation des programmierten Zelltodes
verantwortlich sind, stellen ein komplexes Netzwerlar.d Tumorzellen
unterscleidensich von gesundeZellen insbesondere durch eine Deregulation der
Wachstumkontrolle. Eine mdogliche Ursache fir eine gesteigerte Proliferation
liegt in der UberexpressioreinzelnerErbB Rezeptaen, die gegenwartig einen
vielversprechenden Angriffspunkt fir die Entwicklusgezifischerielgerichteter
Therapieansatzéarstellen Opioid-Analgetika, die haufig zur Behandlung starker
Tumorschmerzen eingesetzt werden, kdnnen in neuronalen Zellen mit mitogenen
Signalkaskaden interfieren Das Ziel dieser Arbeist esdaher den Einfluss/on
Opioidenauf dasWachstungverhalten von Tumorzellemit einem deregulierten

ErbB Netzwerknaher zwntersuchen

Als Zellmodell wurden BT474 Mammakarzinomzellengewahlt die durch
Uberexpression & ErbB2und physiologische Konzentrationen an ErbB1 und
ErbB3 charakterisiert sind

Zunachstsoll die Frage geklart werdenb sich die ausgewéhlten BT474 Zellen
als Zellmodell fir die Untersuchung spezifisch durch Opioid-Rezeptoen
vermittelterEffekte auf daswachstunvon Tumorzellen eignen Hierzu wurde die
Expression und funktionelle Charakterisierung von endog&menid-Rezeptoren
in BT474 Zellen vorgenommen.

AnschlieRend wurde der Einfluss spezifisch durch p-Opioid-Rezeptoen
vermittelter Effekte af das Wachstumsverhaltamd die zu Grunde liegenden
Signalmechanismen in BT474 Zellantersucht

Schlief3lich soll die Zusammensetzung und Funktion des ErbB Rezeptor
Netzwerks als moglicher Angriffspunkt einehronischen MorphiBehandlung

bestimmt weden
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Vv MATERIAL UND METHODEN

1. Material

11 Gerate
Gerat Bezeichnung Hersteller
Brutschrank Modell 6000 Heraeuslanau)
Gefrierschrank Liebherr Premium LiebherrHausgerate

NoFrost Modell GNP
3666 Index 20F/001
-20°C

GmbH (Ochsenhausel

Gefrierschrank

-80°C

GFL (Gesellschatft fur
Labortechnik mbH,
Burgwedel)

Sterilbank

Laminar Flow. Modell
6.12 S

BDK Luft- und
Reinraumtechnik
GmbH (Sonnenbuhl
Genkingen

Wasserbad Zellkultur

Julabo 20B

Helmut Saur
(Reutlingen)

Zentrifuge

Minifuge

Heraeus (Hanau)

Zentrifuge

Micro Rapid/K

AndreasHettich
GmbH& Co.KG
(Tuttlingen)

Zentrifuge

Sorvall RC 6+

Thermo Scientific
(Waltham, USA)

Wasserbad

GLW (Gesellschaft fur
Laborbedarf mbH;
Wirzburg)

PCRCycler

T Professional BASIC

Biometra GmbH
(Gottingen)

Gelelektrophorsekammer

Easy Cast TM Modell

Owl, Seperation

far Bl SystemqRochester,
Agarosegelelektrophorese USA)
Anschlussgerat fur Biometra GmbH
Gelelektrophoresekamme (Gottingen)

Semidry Blotter

Multiphor Il

Pharmacia LKB

GelgieRRstand fur SD&ele

Bio-Rad Ldoratories
GmbH (Minchen)
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Gelelektrophoresekamme
fur SDSGelelektrophorese

Mini-Protean Il

Bio-RadLaboratories
GmbH (Minchen)

Anschlussgerat fir Semi
dry Blotter und
Gelelektrophoresekamme

Power supply, Modell
1000/500

Bio-Rad Laboratories
GmbH (MUnclen)

Video-Densitometer E.AS.Y. RH3 Herolab GmbH
(Wiesloch

Eismaschine AF 100 Scotsmarice Systems
FrimontS.P.A.
(Mailand, Italien)

Photometer Genesys 10S Wis Thermo Scientific

Spectrometer

(Waltham, USA)

ELISA-Reader

Tecan spectra

TecanGroup Ld.
(Mannedorf, Schweiz)

Autoklav Systec 2540 EL biomedisLaborservice
GmbH (Giel3en)

Sterilisator UL50 MemmertGmbH&
Co. KG(Schwaach)

Scintillationsmessystem | LS 6500 BeckmannrCoulter
(Krefeld)

Mikroskop Zellkultur Labovert Leitz (Wetzlar)

Microwelle 900& Grill SEVERIN
Elektrogerate GmbH
(Sundern)

Schiittler REAX 2000 HeidolphInstruments
GmbH& Co.KG
(Schwabach)

Thermomixer conmpact EppendoriHamburg)

Schuttler TPM-2 SarstedAG & Co.
(NUmbrecht)

Ruttelplatte Mini Rocking Platform | BiometraGmbH
(Gottingen)

Pipetten 1-10pl, 10-100pl, 100 | EppendoriHamburg)

1000y, 500-5000

UltraschallProcessor

Vibra Cel™

Sonics & Materials
Inc. (Danbury, USA)

Zellhomogenisator

Kinematic& 8/EU 9452
220V 50Hz

Bachofer (Reutlingen)
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1.2 Zellkultur

Verbr auchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Zellkulturflaschemit Vent
Schraubkappen 75/1%0n

TPP (Techno Plastic Products AG;
Trasadingen, Schweiz)

Zellkultur Schalerd 60/100mm

TPP (Trasadingen, Schweiz)

Zellkultur Testplatten 6/12/24/96

TPP’ (Trasadimen, Schweiz)

Zentrifugen Rohrchen
(PP/Polypropylen) 15/5tnl

TPP (Trasadingen, Schweiz)

Vakuum Filtrationssysteme 150l

TPP’ (Trasadingen, Schweiz)

Nuncimmuno plate F96 maxisorp

Nunc A/S (Roskilde, Danemark)

Deckglaser 24 32mm Carl Roth GmbH & ©. KG
(Karlsruhe)
Objekttrager 7& 26 mm Menzel Glase(Gerhard Menzel

GmbH, Braunschweig)

SafelLock Tubes 1,8,0ml

EppendorfHamburg)

MultiGuardTM Barrier Tips 110/10
100'100-1000pl

Sorenson BioScience, Inc.
(Salt Lake City, Utah, BA)

Serologische Pipetten 5/10/88

Josef Peske GmbH & Co. KG
(Aindlingen-Arnhofen)

Glaspasteurpipetten

Josef Peske GmbH & Co. KG
(Aindlingen-Arnhofen)

Par af i“Laborétdofim

Pechiney Plastic Packaging
(Chicago, IL., USA)

Zellen, Zellkulturmedien und Additive

Produkt

Hersteller

BT-474 Human Brest Carcinoma cell
line; Passagad2

CLS-Cell lines service (Eppelheim)

RPMI 1640

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach)
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DMEM

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach)

DMEH

Selbst hergestellt aus DMEM @ben)
und 2 mM Hepes (sunten)

Fetales Kalberserum (FKS)

PAA Laboratories GmbHKC0olbe

TrypsinEDTA solution 1x

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach)

Phosphagepufferte Kochalzlosung
(Phosphate buffered salineBS)

Selbst hergestellt (vgl. Pufferfjjr
Zellkultur steil filtriert

Penicillin/Streptomycin

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach)

Enrofloxacin

ICN Biomedicals Inc. (AurordJSA)

Heregulin31 (rhNRG-1-B/HRGR1,
Extracellular domain, recombinant
human; 377HB)

R&D SystemgMinneapolis, USA)

Epidermal Growth FactofrecEGF
human)

BachemAG (Bubendorf, Schweiz)

Insulin Solution, human
(Recombinant, insulin at Ig/mlin
25mM HEPES, pHB,2)

SigmaAldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen)

Morphin-HCI Merk Millipore GmbH
(Schwalbach/Ts.)
NaloxonHCI Merk Millipore GmbH
(Schwalbach/Ts.)
Gebrauchsfertige Losungen
Produkt Hersteller

First StranccDNA Synthesis Kit
#K1611

Fermenta$smbH (St. LeorRot)

peqGOLD TriFast”

PEQLAB Biotechnologie GmbH
(Erlangen)

AnnexinV-FITC Apoptosis Detection
KIT

Bender MedSystertis
(Lausen, Schwe)z

Cell Proliferation ELISA, BrdU
colorimetric

Roche Mannheim)

Trypan Blue Solutio®,4%

SigmaAldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen)
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Kristallviolett Art.1408
(C2sH30CINZACS)

Merk Millipore GmbH
(Schwalbach/Ts.)

Vecta Mount™ AQ Aqueous mounting
Medium

Vector Laboratories, Inc.
(Burlingame USA)

Complete Protease Inhibitor Mix

Roche(Mannheim)

Fluka AnalyticalPoly-L-lysine
hydrobromide 70°00A50°000

SigmaAldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen)

1.3

Verbrauchsmaterialien

Molekularbiologie, Proteinanalytik und Zytochemie

Produkt

Hersteller

SafelLock Tubes 1,5/2,6nl

Eppendorf (Hamburg)

PCREinzelgefalie mit angehangtem
Deckel 0,2ml (781300)

BrandGmbH & Co.KG (Wertheim)

Zahltubes Mini&

Zinsser AnalyticlGmbH
(Frankfurt am Main)

Microglasfilterpapiel(Glass
Mikrofibre Discs grade MGB)

Muntkell & Filtrak GmbH
(Barenstei

Pipettenspitzen-10/16100/1061000
pl

Josef Peske GmbH & Co. KG
(Aindling-Arnhofen)

Ampuwd Wasser fiir
Injektionszwecke und andere
Anwendingen (PCRH;0)

Fresenius Kabi AG (Bad Homburg)

EinmalkivetterPS halbmicro/1,6 ml

A. Hartenstein Gesellschaft fir Labo
und Medizintechnik mbHW(rzburg)

Schraubtube 1,5/2,0 MAPEX®
ScrewCap Microcentrigfugation
Tubes)

Josef Peske GmbH & Co. KG
(Aindling-Arnhofen)

Hyperfilm™ ECL Hyperperformance
chemiluminescence film

Amersham Biosciences UK Ltd.
(Buckinghamshire, UK)

Immobilon™ PVDF Membran
(Immobilon-P Transfer Membrane
0,45 um)

Merk Millipore GmbH
(Schwalbach/Ts.)

Electrode Paper NovablotKi&/500)
Filterpapier fur SemBlotting

GE Healthcare Bisscience AB
(Uppsala, Schweden)




Material und Methoden 24
Chemikalien
Produkt Abklrzung | Hersteller
AgaroseBasic AppliChem GmbH
(Darmstadt)
Protein Aagarose Thermo Scientific
(Waltham, USA)
Ammoniumgersulfat APS SigmaAldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen
Albumin, proteasefrei (bovin| BSA Carl Roth GmbH &Co. KG
(Karlsruhe)
Chloroform CHCl; Merk Millipore GmbH
(Schwalbacfhrs.)
Dimethylsulfoxid DMSO Carl Roth GmbH &Co. KG
(Karlsruhe)
Dithiobis-(succinimidyl DSP Thermo Scientific
propionat) (Waltham, USA)
Dithiotreitol DTT SigmaAldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen)
Dinatriumhydrogenphosphat Na;HPO, Merk Millipore GmbH
(Schwalbacfrs)
Essigsauranhydrid EAH SigmaAldrich Chemie GmbH
CaHeOs (Taufkirchen)
Ethylenglycotbis(l> EGTA SigmaAldrich Chemie GmbH
AminoethyletherN,N,N",N"- (Taufkirchen)
Tetraessigsaure
Ethidiumbromid EtBr SigmaAldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen)
Folin-Ciocalteau”$?henol Folin- SigmaAldrich Chemie GmbH
Reagenz Reagenz (Taufkirchen)
Formaldehyd37% CH,O SigmaAldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen)
3-Isobutyt1-Methylxanthin | IBMX SigmaAldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen)
Kupfer-Il-sulfat x 5 HO CuSQ Carl Roth GmbH &Co. KG
(Karlsruhe)
Kaliumchlorid KCI Carl Roth GmbH &Co. KG

(Karlsruhe)

Luminol
(3-Aminophtalhydrazid)

Fluka(Teil der SigmaAldrich
Chemie GmbHKTaufkirchen)
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Magnesiumchlorid MgCl, Carl Roth GmbH &Co. KG
(Karlsruhe)
Methanol MeOH Carl Roth GmbH &Co. KG
(Karlsruhe)
Natriumchlorid NacCl Calbiacchem (eil derMerk
Millipore GmbH;
Schwalbach/Ts.)
Natrium-Laurylsulfat SDS Carl Roth GmbH &Co. KG
(Karlsruhe)
N-(2-Hydroxyethyl) HEPES SigmaAldrich Chemie GmbH
piperazinN’-(2- (Taufkirchen)
Etansulfonsaure)
Phenylmethylsulfonyl PMSF SigmaAldrich Chemie GmbH
Fluorid (Taufkirchen)
Polyethylenglycol 6000 PEG Merk Millipore GmbH
(Schwalbacfrs)
PolyoxyethylerSorbitan Tween SigmaAldrich Chemie GmbH
Monolaurat (Tweefi 20) (Taufkirchen)
Salzsaure HCI Carl Roth GmbH &Co. KG
(Karlsruhe)
SDS ultra pug SDS Carl Roth GmbH &Co. KG
CHaNaOS (Karlsruhe)
Triethylamin TEA Carl Roth GmbH &Co. KG
(Karlsruhe)
TRIS Ultra Qualitat Tris Carl Roth GmbH &Co. KG
Tris-(hydroxymethy}- (Karlsruhe)
aminomethan CaHuNO;
Triton X 100 (C14H220(C, | Carl Roth GmbH &Co. KG
H4O)n) (Karlsruhe)
(n=9-10)
Tetramethylbenzamidin TMB SigmaAldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen)
N,N,N",N" - TEMED SigmaAldrich Chemie GmbH
Tetramethylethylendiamin (Taufkirchen)
Wasserstoffperoxid H20; Merk Millipore GmbH

(Schwalbach/Ts.)
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Puffer
Bezeichnung Abklrzung | Zusammensetzung
pH Wert
Phosphagepufferte PBS NaCl 140mM
Nkt PIV R
NapHPOy X 2 H,O 8mM
KH,PO: 1,5mM
Aq. Bidest.
Tris-AcetatEDTA-Puffer; TAE Tris 0,04M
LaupuferAgaices
Na'EDTA 0,001M
Aq. Bidest
Elektrophoresepuffe(SDS Tris 0,025M
Gelelektrophorese) Glycin 0.2M
SDS 0,003V
Aq. Bidest.
Tris1,25 M pH=6,8 Tris1,25 M
Ag. Bidest.
Trisl,5M pH=8,8 Trisl,5M
Ag. Bidest.
Tris 5mM pH=7,4 Tris 5mM
Aq. Bidest.
Tris-gepufferte . TBS/T Tris 0,025M
CoshalzGsun i TWEen | o | Naci0.19m
Tween) Tween200,1%
Ag. Bidest.
Tris-MagnesiumPuffer TM-Puffer Tris50mM
pH=7,4 MgCl, 5 mM
Aq. Bidest.
ResolvingPufer Strip-Puffer | NaH,PO, 0,1M
pH=2,0 Aq. Bidest.
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Homogenisierung®uffer

HB
pH=7,4

Tris5 mM
EGTA 1 mM
DTT 1 mM
Ag. Bidest.

Tris-Natrium-Puffer

TN-Puffer
pH=7,4

Tris 5mM
NaCl 100 mM
Aq. Bidest.

Coating Puffer (ELISA)

pH=9,4

NaCO3; 10 mM
NaHCG; 35 mM
Ag. Bidest.

Blocking Puffer (ELISA)

pH=6,0

Natriumacetat 0,05 M
BSA 1%
Ag. Bidest.

Assay Puffer (ELSA)

pH=6,0

Natriumacetat 0,05 M
BSA 5%
Aq. Bidest

Waschpuffer (ELISA)

pH=7,4

NaoHPO, 10 mM
NaH,PO; 10 mM
Tween200,1%

Substratlosung AELISA)

H,O,-Harnstoff 6,5 mM

NapoHPO, 130 mM
Citronensaure 49 mM
Aq. Bidest.

Substratlosung BELISA)

TMB (3,3,5,5

Tetraethylbenzidin) 2,08 mM

Citronensaure 49 mM
Aq. Bidest

KupfersulfatTartrat
Natriumcarbonat

CTC

CuSQ x5 H00,1%
Na'/K"- Tartrat0,2%
NaCOs; 10%

Ag. Bidest.
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Anodenpuffer | (Western pH=10,4 Tris 0,25M
Bloy MeOH 100m|
Aqg. Bidest.400 ml
Anodenpuffer Il (Western pH=10,4 Tris 0,025M
Bloy MeOH 100m|
Ag. Bidest.400 ml
Kathodenpuffer (Western pH=7,6 A-aminon-capronsaue 2,6
Bloy MeOH 100 ml
Aqg. Bidest. 400 ml

Gebrauchsfertige Losungen

Produkt

Hersteller

Pfu-DNA-Polymerase

FermentassmbH (St. LeorRot)

6 x DNA Loading Dye

Fermentas GmbH (St. LedRot)

dNTP Set 106nM Solutions

Fermentas GmbH (St. LedRot)

GeneRulel 100bp PlusDNA Ladder

Fermentas GmbH (St. LedRot)

Roti®-Safe GelStaimeadyto-use

Carl Roth GmbH &Co. KG
(Karlsruhe)

Roti®-Load1 Proteinauftragspuffer
reduzierend, & konz.

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe)

Rotiphores8 Gel 30 (37,5:1)
Gebrauchsfertigagasstabilisierte,
wassrige30% Acrylamidstammlésung
mit 0,8% Bisacrylamid im Verhaltnis
37,5:1

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe)

Rotiszint eco plus LSE
Universalcocktail

Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe)

Liganden, Stimmulatoren und Inhibitoren

Produkt

Hersteller

[PHIDAMGO (30-60 Ci/mmol)

PerkinElmer (Rodgau)

Forskolin

SigmaAldrich Chemie GmbH

(Taufkirchen)
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Wortmannin

Calbiochem(Teil derMerk Millipore
GmbH; Schwalbach/Ts.)

(-)-Epigallocatechin Gallate (EGCG)
#324880

Calbiochem(Teil derMerk Millipore
GmbH; Schwalbach/Ts.)

AG 825#121765

Calbiochem(Teil derMerk Millipore
GmbH; Schwalbach/Ts.)

AG 1478#658548

Calbiochem(Teil derMerk Millipore
GmbH; Schwalbach/Ts.)

DNA, Primer und Antikorper

DNA

Bezeichnung | Beschreibung Bezugsquelle

mMMOR Muriner u-Opioid-Receptor,| Dr. Lei Yu (University of
in pcDNA 3.1(+) Minneapolis, USA)

rDOR U-Opioid-Receptor der Dr. Graeme I. Bell (University
Ratte,in pcDNA 3.1(+) of Chicago, USA)

hKOR Hu ma n-@pioid-a Dr. Graeme |. Bell (University
Receptor irpcDNA 3.1() of Chicago, USA)

cDNA BT474 | komplementare DNA durch Eigene Herstellung (aunten)
reverse Transkripon der
RNA

Primer

Target Bezeichnung Hersteller

AC1 hAC_1for MWG Biotech AG(Ebersberg)
hAC_1rev

AC2 hAC_Zor MWG Biotech AG (Ebersberg)
hAC_2rev

AC3 hAC_Jor MWG Biotech AG (Ebersberg)
hAC_3ev

AC4 hAC _4for MWG Biotech AG (Ebersberg)
hAC_4rev

AC5 hAC_Sor MWG Biotech AG (Ebersberg)
hAC 5ev
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AC6 hAC_6or MWG Biotech AG (Ebersberg)
hAC_Gev
AC7 hAC_or MWG Biotech AG (Ebersberg)
hAC_Trev
ACS8 hAC_&or MWG Biotech AG (Ebersberg)
hAC_&ev
AC9 hAC_Yor MWG Biotech AG (Ebesberg)
hAC_9ev
MOR rhMORfwd metabion international  A(
hMORrev (Martinsried)
DOR mhDORfwd metabion international  A(
mhDORrev (Martinsried)
KOR hKORfwd metabion international  A(
hKORrev (Martinsried)
GAPDH GAPDH_fwd First Strand cDNA Synthes
GAPDH_ rev E(Sltt I_eoHlljetzrtr)nentas GmbH
Antikorper
Zielantigen Antikorper Bezeichnung | Hersteller
G2 Eigene Herstellung
GB Eigene Herstellung
GU Eigene Herstellung
GR Eigene Herstellung
quU Gramsch Laboratories
(Schwabhausen)
GyU Gramsch Laboratories
(Schwabhausen)
Gy3U Gramsch Laboratories
(Schwabhausen)
GyU Gramsch Labratories
(Schwabhausen)
ErbB1 EGF Receptor (D38B1) XF Cell Signalling
(R) Rabbit mAb #4267S | (New England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main)
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ErbB2 HERZ2/ErbB2 (29D8) Cell Signalling
Rabbit mAb#2165P (New England Biolab GmbH,
Frankfurt am Main)
ErbB3 HERS3/ErbB3 (1B2E) Cell Signalling
Rabbit mAb #4754S (New England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main)
ErbB4 ErbB-4 (C-18) se283, Lot | Santa Cruz Biotechnology Inc
#C0904 rabbit polyclonal | (Heidelberg)
IgG
Erk1/2 p44/42 MAPK (Erk1/2) Cell Signalling
Rabbit Ab #9102 (New England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main)
Phopho P-p44/42 MAPK Cell Signalling
Erk1/2 (T202N204) (20G11) (New EnglandBiolabs GmbH,
Thr202/Tyr204| Rabbit mAb #4376S Frankfurt am Main)
Akt Akt (pan) (40D4) Mouse | Cell Signalling
mMADb #2920S (New England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main)
PhospheAkt P-Akt (S473) Rabbit Ab Cell Signalling
Serd73 #9271S (New England Biolas GmbH,
er Frankfurt am Main)
PARP PARP (46D11) mAb #9532 Cell Signalling
(New England Biolabs GmbH,
Asp 214 Frankfurt am Main)
3-Tubulin BetaTubulin Antibody Cell Signalling
#2146 (New England Biolabs GmbH,
Frankfurtam Main)
MouseF. W402B 21575903 Arti Promega (Madison, USA)
Mouse IgG HRP Conjugate
RabbitF; Anti-rabbit IgGHRP-linked | Cell Signalling

Antibody #7074S

(New England Biolabs GmbH,
Frankfurt am Main)
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2. Methoden

2.1 Zellkultur

Wachstumsbedingungen

Standardwachstumsmedium:

RPMI

10% FKS

1001U/ml Penicillin

0,1 mg/ml Streptomycin

0,2% Enrofloxacin

= =2 =2 A4 A -2

0,02mg/ml Insulin

Sofern nicht anders beschrieb&rurden alle Medien und Zusétze vor Gebrauch

im Wasserbad auf eine Temperatur von 37°Caemt.

Die Kultivierung der BT474 Zellen erfolgte in oben beschriebenem
Wachstumsmeadm in Zellkulturflaschen mit Ventilationsdeckelund einer
Bodenflache von 7&n? bei 37°C und 5% C©im Brutschrank Das Medium
wurde alle 2 Taggewechselund die ZellenroutineméaRigalle 7 bis 10 Tage im
Verhaltnis 1:5 subkultiviert Hierfir wurde das Mediummittels eines
Vakuumsaugers abgenommen, die Zellen mitmb PBS gewaschen und
anschlieBend mit 2nl Trypsin/EDTA fir 2 Minuten im Brutschrank inkubiert.
Nach Stoppemler Reaktiordurch Zugabe vod0 ml Wachstumsmedium wurden
die Zellen resuspendiettnd mit frischem Wachstumsmedium verdinnt in die

neuen Zellkulturflaschen Uberfiihrt.

Fir die unterschiedlichen Versuche wurden didefetntwederauf Flaschen mit
100 cn? Bodenflache (Radioligandenbindunggerin Testplatten mi6 (Annexin
V-Farbung) 12 (Erk1/2- und AktStimulation) 24 (Kristallviolett-Assay cAMP-
Akkumulation) oder 96 Vertiefungen (BrdAssay umgesetzt und bis zu
Versuchsbeginim Brutschrankinkubiett. Die jeweils ausgesate Zellzaist den

Beschreibungen der einzelnen Versuzh@ntnehmen.
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MRNA Isolation und cDNA Synthese
Fur die Isolation vormRNA wurden Zellen aus einer Zellkulturflasche mit 75
cnt BodenflacheeingesetztDas Medium wurde abgesaudie Zellen mit 5ml
PBS gewaschennd anschlieBend mit 2nl TrypsinEDTA durch 2minltige
Inkubation im Brutshrank bei 37°C abgel6st. NackoSpen der Reaktion durch
Zugabe von 10nl Wachstumsmedium wurden die Zellen resuspendiert und in ein
50 ml ZentifugenRo6hrcheniberfuhrt. Nach 10ninutiger Zentrifugation bei 4°C
und300 x gwurde der Uberstand abgekippt. Die Isolationm&NA erfolgte mit
peqGOLD TriFast” nachProtokoll des Hersteller®as Zellpellet wurde in &l
Trifast aufgeldst nach 5minttiger Inkubation bei Rwurden1,6 ml Chloroform
zugefugt undfir 15 Sekundergeschuttelt Nach weiterer Inkubation von 10
Minuten bei R folgte ein Zentrifugationsschtivon 5 Minuten bei 4°C unéi20M®
X g, wodurch eine Phasentrennugigtrat Die nactolgend& Schritte fanden auf
Eis statt: Die obere wassrige Phase, welche didRNA enthalt wurde
abgenommen und in 181 SafeLock Tubes Uberfihrt. Preingesetztem nl
Trifast wuiden 0,5ml Isopropanol zugegebemd durchmehrmaligednvertiaen
der Re&tionsgefaRegemischt. Nach Ihindtiger Inkubation auf Eis folgte eine
Zentrifugation von 10 Minuten bei 4°C unt000 x g. Der Isopropanoliberstand
wurde abgekippt und es folgten zwei Waschschriteedenen das Pellet ja 1
ml 75% Ethanol durch vorten resuspendierind anschlie3end fur 10 iNuten
bei 4°C und12000x g akzentifugiert wurde. Das fir 10 Minuten an der Luft
getrocknetemRNA-Pellet wurde in PCR4,0 aufgenommendie Konzentration
bei Oarmm2photometrisch bestimmt undh Aliquots bis zur weiteren

Verwendung bei80°Cgelagert

Das Umschreiben denRNA in cDNA erfdgte mittels cDNA Synthesis Kitach

Herstellerprotokoll:

Ansatz jel .5 ml Reaktionsgefafn

1 Nukleasefreies Wasser 18

1 Reakionspuffer 5x (250mM Tris-HCI, pH=8,3,250mM KCI, 20 mM
MgCl,, 50mM DTT): 4 pl

1 dNTP Mix 10mM: 2 pl
1 Mult. Reverse Transkriptas2 pl (20 u/ul)
1 RNase Inhibitor Ribolock: ful (20 u/pl)
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 Primer Oligo(dT);g: 1 pl (L00uM; 0,5 ug/ul; 15A 260 u/ml)
1 mRNA (wie oben beschrieben isolier®ul (1 pg/pl)

Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei 37°C wurd&eiladktion durch
5-minttiges Erhitzen auf 70°C gestoppt. AnschlieBend wurde die Konzentration
der cDNAD e i am gh6tOmetrisch bestimmt und die Prolks bur weiteren
Verwendung bei20°C gelagert.

Préaparation von Zellmembranen

Zur Bestimmung der Rezeptoemge in BT474 Zellen wurde zun&chst
Zellmembranensoliert. Hierfir wurden @& Zellen in Zellkultuflaschenmit einer
Bodenflache von 106n? in Wachstumsmedium angeziichtet bis die gewiinschte
Konfluenz erreicht war. Das Medium wurde abgekippt und die Zellen ninl12
PBS gewaschen. Anschlie3end wurden ernemlli2alte PBSL6surg zugegeben
und die Zekn mit eirem Zellschaber von der Bodenflache gelost. Nach
grundlicher Resuspension wurden die Zellen in eimb@entrifugenRohrchen
Uberfuhrt und fur 10 Minuten bei 4°Gnd 300 x g zentrifugiert. Die folgenden
Arbeitsschritte wurden im Eisbad durchgefith Zuerst wurde dr Uberstand
abgekipp, das Zellpellet in 10nl Homogenisierungspuffer resuspendiert winel
Membranen mittels eineZellhomogenisatomhergestellt Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt von 10 Minuten bei 4°C uB@0 x g wurde der Ulkrstand

in ein frisches ZentrifugeRohrchen Gbdihrt und die Membranenfir 30
Minuten bei20000 x g und 4T pelletiert Der Uberstand wurdabgekippt und
das Membrarmellet im dicht verschlossenen Zentrifug®dhrchen bis zur

Weiterverarbeitung beR0°Ceingefroren.

Zellernte und Versuchsvorbereitung
Um die Zellen zu ernterwurde das Zellmedium mitteakuumswuger entfernt
und die Zellen mit 5ml PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen nmtl2
Trypsin/EDTAdissoziiert und’om Boden der Zellkulturflahe durch 2minttige
Inkubation im Brutschrank abgelost. Die Reaktion wurde mit a0
Wachstumsmedium gestoppt und die Zellen resuspendiert. AnschlieRend wurde
die Zelsuspension in ein 50nl ZentrifugerRdhrchentberfihrt und fir 10
Minuten bei300 x gund einer Temperatur von 4°C zentrife¢. Nach der

Zentrifugation wurde der Uberstand abgekippt und das ZellpelletihMedium
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resuspendiertEs wurde jeweils das Medium verwendet, in welches die Zellen
ausgesat werden solltedie Zellzahl wurdan einer NeubaueiZzahlkammer(1:1
in Trypanblay alsMittelwert ausmindestens 3 Zahlungendignmt

Um die Adharenz der Zellen zu Versuchsbeginn zu gewéhrleisten, wurden die
Zellen stets einen Tag vor Versuchsbeginn geerntet, gezahlt und auf
Zellkulturplatten aisgesat. Sofern nicht anders beschrieben, wurden die Zellen fir
die Versuche stets in einer Dichte von 1x10 Zellen/ml in
Standardwachstumsmediurmusgesat, dies entsprickien unten angegebenen

absoluten Zellzahlen prdertiefung

Plattentyp Zellzahl proVertiefung | Medium pro Vertiefung
Zellkultur Testplatten 6 | 4x10° 4ml

Zellkultur Testplatten 12 2x10° 2ml

Zellkultur Testplatten 24 1x10 1 ml

Zellkultur Testplatten 96 2,5x10 0,25ml

Folgten Versuchsansatze in denen die Zellen mit Wachstumsfakieremdelt
wurden enthielt das verwendete Medium alle oben genannten Inhaltssiedfe
Standardwachstumsmediummait Ausnahme won Insulin fir die Dauer der
VorbehandlungDas Medium inklusive aller Inhaltsstoffe, die fur den jeweiligen

Versuch zugegeben wden, wurde alle 2 Tage gewechselt.

Intrazellulare cAMP -Akkumulation
Zur Bestimmungder intrazellularen cAMPAkkumulation wurden dieZellen wie
oben beschrieben geerntet, gezéhlt umdder angegebenebichte aufeine
Zellkultur Testplatte mi24 Vertiefungenin je 1 ml Standardwachstumsmedium

pro Vertiefungausgesat.

Nach Anwachsen der Zellen tber Nacht wuedee Halfte der Plattenit Morphin

(10e M) behandel t, w2ahrend die andere H2If
wurde das Medium abgesaugt und zunéatis 0,1 mM IBMX in 0,5m|l DMEH
pro Vertiefunggewaschenbevor die Zellenmit Forskolin (1e M) , Fho(X s k o

€ M und Morphin (10e M) odeflin (IFeoM)s kwond MoerMiti n (10
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Naloxon (100e M,)jeweils gelostin 0,25 ml DMEH mit 0,1 mM IBMX pro
Plattenvertiefung stimuliert wurden Kontrollzellen bliebenunbehandelt Nach
einer B-mindtigen Inkubation bei 37°@n Wasserbadvurde die Platte in ein
Eisbad Uberfuhrt undie Reaktiondurch Zugabe vo®,75ml 50 mM HCI pro
Kavitat gestoppt Die Zellen wurden30 Minutenim Eisbad belasserum den
Ubertritt des intrazellularen cAMPs in den Uberstand zu ermiig.
Anschlielend wurde eine 10 Vorverdiunnung in Assayuffer in einer24er
Testplatteangesetzt und mi60 pl einer Mischung ausTEA und EAH (im
Verhdtnis 3:1) je Kavitat acetyliert. DieZellkulturplattenwurden anschliel3end
mit Parafilm verschlosserbei -20°C eingefroren oder direkt flir einen ELISA

verwendet.

Bestimmung des Zellwachstums
Far die Proliferationsversuche mit Wachstumsfaktared Morphn wurden die
Zellen wie oben beschrieben am Vortag gee¢rmgezahlt nd in derangegebenen
Zelldichte ausgesét. Fur die Dauer der Versuche wurdenedisprechenden
Substanzen in demunten aufgefiihrten Konzentration dem Versuchsmedium
zugesetzt. Die chronschen OpioieEffekte wurden nach einer -tagigen
Vorbehandlung der Zellen mit Morphin (L) evaluiert. Das Medium inklusive
Wachstumsfaktoren und Morphin wurdeweit nicht anders beschrieben alle 2
Tage erneuert Fur die Proliferationsversuche wurdeol§ende Konzentrationen

an Wachstumsfaktoren und Opioidezrwendet:

Wachstumsfaktoren Opioide
1 Heregulinf31: 40ng/ml 1 Morphin: 10 uM
1 EGF: 100ng/ml 1 Naloxon:100 uM

Zellwachstumsbestimmung mittels Kristallviolett -Assay
Um die Zellzahl nach Ablauf der Y®&uchsdauer zu bestimmewurden die
Zellkerne mittels Kristallviolettangefarbt Die Versuche wurden stets in 24
Testpatten durchgefiihrt. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen
anschlieBen@ x mit je 0,5ml PBS pro Kavitdigewaschen. Die Zellen waen
mit 0,25 ml Kristallviolett Gberschichtet und fir 15 Minuten bet Rkubiert.
Nach Ablauf dieser Zeit wurddie Farbelosungbgenommen und die Zellens

mit je 05 ml PBS pro Vertiefung von tberschissigem Farbstdblefreit Die
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Zellen wurden anschligend mite 025 ml 0,1 M Citronensaure fir 2 Stunden bei
Rt auf einer Ruttelplattdysiert und die Farbintensitat anschlieRend nach 1:10
Verdinnung mit Ag. Bidestphotometrischbei & 492 nm bestimmt.Um das
Zellwachstum wahrend destagigen Versuchszeg#gumszu erfasserwurden die

Versuchsergebnisse um die Zelldichte zu Versuchsbégimigiert.

Bestimmung der Proliferationsrate mit BrdU
Um das Proliferationsverhalten der BT474 Zellen infolge einer Behandlung mit
Wachstumsfaktoren und Opioiden zu ustehen wurde der BrdU-
Proliferationsasay gewahlt. Die Versuche wurden entsprechend den
Herstellerempfehlungen durchgefuhrt: Zunachst wurdierZellen geerntet und
auf eine 96er Teslkgite in Standardwachstumsmedium ausgeséat. Am Folgetag
wurde dieeine Halfte der Zellen mit Morphin behandelt, wahrend die andere
Halfte unbehandelt blieb. Nach 5 Tagen wurden die Zellen mit Here@lilumd
Morphin, verdunnt in einem Volumen vdhl ml Standardwachstumsmedium
ohne Insulin behandelt. Jeder Ansatz wurtte3fach-Bestimmung durchgefinhrt.
Zusatzlich wurde in jede Vertiefung der Platte 0 Markierungsreagenz
verdunnt in RPMI gegeben (Endkonzentrationud0 BrdU), bevor die Zellen fir
2 Stunden im Brutschrank inkubiert wurden. Anschlie3end wurde das Medium
entfernt und fir 30 Minuterbei Rtje 0,2 ml Fixationsldsungpro Kavitat der
Platte zugegebenNach Entfernen der Fixationslésung wurden die Zellen fur 90
Minuten mit 0,1 ml eineg antiBrdU-POD L&sunginkubiert. Nachdem die
Antikorperlosung entfernt wurde, waen die Zellen % gewaschenbevormit 0,1
ml Substratlésungpro Vertiefungbis zur Entwicklung der Farbreaktion inkubiert
wurde. Schliel3lich wurde die Fankensitatbei einer Wellenlange voa 405 nm
( Ref er e n z hm)photametrisetbedti@irat

Stimulation der Erk1/2 und Akt
Fur die Bestimmungler Aktivitat der Erk1/2und der Aktwurden die Zellen
geerntet, gezahlt und anschlieBenduf zwei 12er Testpatten in
Standardwachstumsmedium aesgt. Nachdem die Zellen Uber Nacht
angewachsen sindvurde eine Platte fir 5 Tage mit Morphin behandelt, die
zweite Platte blieb als Kontrolle unbehandelt. Nach 5 Tagen wurde das Medium
abgesaugt und jedeavitat der Plattzunachst mit Inl DMEH mit 0,1%BSA

gewaschenZur Stimulation wurde pro Vertiefungerneutje 0,5 ml DMEH mit
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0,1% BA und Heregulin31, EGF, Morphinund Naloxonwie bei den einzelnen
Versuchen angegeben, ztiggt. Die Zellenwurden anschli&endfir 5 Minuten
bei 37°C inkubiertNach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Platten direkt in
ein Eisbad Uberfihrdas Medium abgesaughd die Reaktion durchufligen von
0,5 ml Auftragspuffer (Roff-Load % verdinnt 1:4 inAg. Bidest) gestoppt.
Anschlie3end wurden die Platten mit Parafilexachlossebis zum Zeitpunkt der
WesternBlot-Analyse bet20°Cgelagert

Zur Aufklarung des Signalwegeater Erk1/2 undder Akt wurdendie Zdlen nach
dem Waschen in1 ml DMEH mit 0,1% BSAje Vertiefungmit verschiedenen
Proteininhibitoren fir30 Minuten vorinkubiert, bevor dieZellen wie oben
beschrieben mitwadstumsfaktoren und/oder Opiomé&ir 5 Minutenstimuliert

wurden.

Folgende Inhibitoren wurden eingesetzt:

Bezeichnung Inhibierte Zielstruktur Konzentration
AG1478 ErbB1 S5uM

AG825 ErbB2 50 pM
Wortmannin Pi3K 1uM

EGCG Matrix-Metalloproteinasen (MM$) 10 uM

Darstellung der Apoptosemit Annexin V/Propidiumiodid -Féarbung
Um den Effekt von Morphin auf daAuftreten von Apoptose zhestimmen
wurden die Zellenmit Hilfe eines Annexin V-FITC Apoptoss Detection KIT
angearbt Zuvor wurden dieZellen in 6er Zellkultur Testplattemit je einem
Poly-L-Lysin beschichtetenDeckglasin Standardwachstumsmedium ausgesat
Am folgenden Tag wurden di€ellen mit Morphin, Morphin und Naloxon,
Heregulinf31, Heregilin-1 mit Morphin sowie Heregulirf31 mit Morphinund
Naloxon vorbehandelt. Entsprechende Kontrollzellen blieben unbehandelt. Nach 5
Tagen Vorbehandlungurde das Mdium entferntdie Zellen 3x mit je 1ml PBS
gewaschen, bevor die Farbung nach AngabsrHsstellersiurchgefihrt wurde.
Dazu wurde rekombinantdsumanesAnnexin V/FITC 1:20 in Bindungspuffer
verdinnt und zu den Zellen ggben, gefolgt von einer dinutigen Inkubation
bei R in Dunkelheit.Nach dreimaligem \&schen der Zellen mit je k|l PBS
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wurden die Zellkerne mit 1:10 in Bindungspuffer verdiinntem Propidiumiodid
(Endkonzentration 1ug/ml) durch 16mindtige Inkubation bei Rangefarbt
Nachdem die Zellen erneutdmit PBS gewaschen wurdgiolgte die Fixation in
2% Formaldehyd(Formaldehyd37%, verdinnt in PBS) fur 30 Minuten. Zum
Schluss wurden die Zellemiederum3 x mit je 1 ml PBS gewaschen, bevor sie
mit einem TropfenVecta Mount™ auf Objektragerneingebettetwvurden. Die
Zellen wurden mittels konfo#ler Mikroskope unter Verwendung aes63x/1.4

Objektivs ausgewertetOlimmersion)

Bestimmung desPARP-Abbaus

Fur den Poly(ADP-ribose}Polymerase 1 (PARFAssay wurden die Zellen
geerntet, gezahlt unduf zwei 12er Testpatten in Standardwachstumsmedium
ausgesatAb demnachsten Morgen wde eine Plattdiir 5 Tagemit Morphin
behandelt, die zweite Platte blieb als Kontrolle unbehandelt. Nach 5 hWagde
das Medium entfernt, jede Vertiefungt 1 ml PBS gevaschen und den Zellen 2
ml Serumreduziertes Medium (Zusammensetzung sieimten zugefligt. Dem
Medium wurden Heregulin3l, Morphin und Naloxonalleine oder in
Kombination zugesetzider die Zellen lében als Kontrolle unbehandedlie so
behandelten Zellen wurden férStunden bei 37°C und 5% @{n Brutschrank
inkubiert bevor das Medim abgesaugt und die Reaktion mt5 ml
ProteinauftragspuffefRoti®-Load 1 1:4 verdiinntn Aqg. Bidest) pro Kavitat der
Platte gestoppt wurde. Did€’robenwurden bis zur Durchfihrung des Western

Blots mit Parafilm verschlossen b&d0°C aufbewahrt.

Das fir die PARRPBestimmungverwendeteMedium mit reduziertem Serumgehalt

setzte sich wie folgt zusammen:

Serumreduziertes Medium

A RPMI

A 0,5% FKS

A 1001U/ml Penicillin

A 0,1 mg/ml Streptomycin
A

0,2% Enrofloxacin
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2.2 Molekularbiologische, proteinanalytischeund zytochemische
Methoden

PolymeraseKettenreaktion und Gelelektrophorese

PolymeraseKettenreaktion

Die RT(Reverse Transkriptas@plymeraseettenreaktion (RT-PCR wurde
gewahlt um die Expression von Adenylylcyclasen (AC) und Opidtezeptoren
(OR) inBT474zubestimmen

Alle Primer wurden mit Hilfe des APubmed Primer designing tools
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primdslast) erstellt. Insbesondere wurde
darauf geachtet, dasdie amplifizierten Fragmente mindestens dimron
Uberspanen, um falsch positive Ergebnisse durch Amplifikation genomischer
DNA auszuschlie3en. Im Falle der Opidtezeptoren wurden zusatzlich Stellen
gewahlt, in denen diehumane cDNA mit der jeweiligen Positivkontrolle

(Maus/Rattehomolog ist

ZusammensetzuRCR Ansatz:

1 Primer:10 pmolje Vorwarts und Ruckwartsprimer

=

TemplatecDNA: 10ng (cDNA der BT474 Zellen oder PlasmaDNA der
entsprechendeRezeptoenals Positivkontrolle)

dNTP Mix: je0,2mM (Endkonzentration)
Pfu DNA Polymerasel,25u
Buffer 10 x mit 20mM MgSQOy: 5l

=2 =2 =/ =4

Nukleasefreies Wasser: ad jpl0

Als Negativkontrolle wurde ai Ansatz mit PR-H,O anstelledes Templates
angefetigt. Um die Integritat der verwendeten cDNA zu gewéahrlejstemdeein
Fragment deGlycelinaldehyd3-phosphaiDehydrogenase (GAPDHwelche als
Haushaltgenunabhéangig vom Zelltyp, Zellzyklusstadium und &uf3eren Einfliissen

konstitutiv exprimiert wirdamplifiziert

Das Programmde PCRReaktion setzte sichzusammenaus einer nitialen
Denaturerungsphase vo8 Minuten bei94°C, gefolg von 30-35 Zyklen jeweils
bestehend aus eineDenaturierung fir 30 Sekwnden bei 94°C, der

PrimeranlagerungAnnealing fur 30 Sekunderbei einer Temperatub°C unter
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der jeweiligen Schmelztemperatur des verwendeten PRaens wd der

Extensionsphase fi#15 Sekunden ber2°C. Die PCRReaktionschlossmit einer

5-minutigen Extensiorsphasebei 72°C ab. Die jeweilige Annealing Temperatur

(AT), sowie diegenaueAnzahl der Zyklen und die Sequenz der verwendeten

Primer sind der folgenden Tabelle zu enthnehmen:

Ziel Vorwarts Primer Ruckwarts Primer AT Zyklen

ACl1 | 5-CCGAGTTGGCATCAATG | 5-TCCTCAGTCACCTGGA | 56°C 35
TTGGG3 TTCTGG3

AC2 | 5-CAGCATCTCTTCAGACC | 5-CCGGAATGGAGGCAA | 57°C 30
TCGG3 ACATG-3

AC3 | 5-GAAGACAAGTCCGAGA | 5-TCTTCTACCACCTGAA | 57°C 30
GAGAGC-3’ TGTTGG3’

AC4 | 5-TCTCTCCAACTTCATCA | 5-ACACTGATGAGAGGC | 56°C 35
TCC3 AGAGACC-3’

AC5 | 5-ACAGGAGCACAACATC | 5-TGAAGAAGTCTATGG 58°C 30
AGCG-3 CGTTGGG3

AC6 | 5-TATGACCTACTGCTTGG | 5-TAGTAGAGTTCATCAT | 57°C 30
CGTCG3 TGCGGG3’

AC7 | 5-TGGTGCTCTTCAACCTC | 5-CTGTCTGGAGAGTGTA | 56°C 35
TCC3 AGCAGG3’

AC8 | 5-TCGGCTCTGGTCCTCAT | 5-GTTCTTCAAGGGTATC | 56°C 35
CAC-3’ GACTTG-3

AC9 | 5-GAGTTCGCCAAGGAGA | 5-TACAGGTAGGTCTTCA | 59°C 35
TGATGC-3’ TCTGGG3

MOR | 5-ATGAAGACTGCCACCA | 5-GAAGAGAGGATCCAG | 60°C 30
ACATCTAC-3’ TTGCAGAGC-3’

DOR | 5-GATGCGCTGGCCACCA | 5-GAACACGCAGATCTT 58°C 30
GCAGC3 GGTCAG3’

KOR | 5-ACATTGCCGTGTGCCAC | 5-TGCCACCACCACCAGG | 60°C 30
CCC3 ACCA-3’

GAP | 5-CAAGGTCATCCATGACA | 5-GTCCACCACCCTGTTG | 58°C 30

DH ACTTTG-3’ CTGTAG3

Gelelektrophorese

Im Anschluss an di&T-PCR folgte eine Gelelektrophoresen die amplifizerten

Fragmente anhand ihrer Gro3e aufzutrennen.
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Zusammensetzung des 1,5% Agarose:Gels

1 0,99 Agarose
1 50ml TAE-Laufpuffer

0 mehrmaliges Aufkochen in der Mikrowelle und Ersetzten der
Verdampfungsverlus mit Aq.Bidest.

1 0,4ug/ml EtBr

Die  Gelstruktur bildete sich durch Abkuhlen in einer Mink
Gelelektrophoresekammer ein  Kamm diente als Platzhalter fur die
ProbentascherDie aufzutragenderProbenwurden mit 6x DNA Loading Dye
verdunntunddavonjewsls 20 pl pro Geltasche aufgetragetur Bestimmung der
Fragmentlange wurde ein 100 Basenpahp) Marker verwendet Die
Gdektrophorese fand in einer Gelelektrophoresekamngefiillt mit TAE-
Laufpuffer, bei einer Stromstarke von 7MA fur 3045 Minuten satt. Die
Auswertung der amplifizierten Fragmen{Banden) erfolgte mit Hilfe eines

Video-Densitometesunter UV-Licht.

Proteinbestimmung nachLowry
Um die durch Radioligandenbindung bestimmte Rezeptormenge in Bezug zur
Menge an Membranproteigetzen zu kémen, wurde eine Proteinbestimmung

nach Lowry [77] durchgefiihrt. Die Testreagenzienetzten sich wie folgt

zusammen:
Lowry Reagenz:A Lowry ReagenB:
T 3mICTC 1 0,5ml Folin-Reagenz
1 3ml0,8M NaOH 1 25ml Ag. Bidest.
T 3ml10% SDS
1 3 ml Aqg. Bidest.

NachdemVorbereiten debendtigten_owry-Lésungerwurde eine Standardreihe
im Doppelansatmit definiertenProteinkonzentrationen von B5, 5, 7,5 und 10
pg/ 0,1 ml BSA in Ag. Bidesthergestellt Fir dieKonzentratiosbestimmungler
Probenwurdendie Membransuspensioneuf Eis angetauin 0,1 ml TM-Puffer

resuspendiert unim Doppelansatzeweils 3 und 5pul in 0,2 ml Ag. Bidest
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verdunnt Allen Anséatzen (Standardrein@®roben wurden 0,4 ml der LowryA-
Losung zugesetzt, gemischt und die Proben anschligi@erid Minuten bei R
inkubiert Im nachsterschritt wurde allen Anséatze®,2 ml der Lowry-B-Losung
zugefugt gemischt und die Probenfir weitere 30 Minuten im auf 37°C
vorgewarmten Wasserbadinkubiert Danach wurden die Proben in
Einmalkuvettentberfuhrt unddie Farbreaktionbei & =58 nm photometrisch
bestimmt Der Proteingehalivurdeanhand derStandardreihe ermittelt

Radioligandenbindung

Die Zellmembranen wurden ir0,1 ml TM-Puffer resuspendiert. Fir die
Radioligandenbindung an den-Q@pioid-Rezptor wurde[*H]DAMGO (30-60
Ci/mmol) eingesetzt und jeder Ansatz in Dreifachbestimmung defcingt. In
jedem2 ml Reaktionsgefavurde einAnsatz mit0,2 ml vorbereitet, bestehend
aus 160ul der in TM-Puffer resuspendierten Membran@mtsprechen®00 pg
Membranprotein) 20 pl DAMGO (1 pM) oder TMPuffer und 20 pl
[*HIDAMGO (entsprechend 15000 waty. Die Ansatze wurden gemischnd
anschlieend bis zulginstellendes Equilibriums fur 2 StundenibRt inkubiert.
Durch Zugabe vorje 1 ml eiskaltem Puffemwurde die Reaktion gestoppt und
ungebundene Liganden durch Filtration UBdasfaserfilter abetrennt Die Filter
wurden zuvor durch20-minttige Inkubation mit 0,1% PEG geblocki um
unspezifische Bindung zu veeiden Die Filter wurden nach Auftragen de
Proben nochweitere 2x mit je 1 ml TM-Puffer gespultin Zahflaschchen
uberfihrt und mit je 3 ml Scintillationsflissigeit getrdnkt Die
membrangebundendradioaktivitdt wurde nach 24stindiger Extraktionim
ScintillationsMesssystenbestimmt.Die speifische Bindung vor°*H]DAMGO
wurde aus der Differenz von Probhetrenen nuf*H]DAMGO zugesetzt waund
solchen, in denen unmarkiertdSAMGO zur Verdrdngang zugesetzt war,
berechnet Die maximale Bindungskapazitdt wurde mit Hilfe dspezifischen
Bindung (B), derDissoziationskonstan{&p) und der Ligandenkonzentrati¢bh)
berechnet Die Ligandenkonentration wurde flr jedes Experiment gesondert
bestimmt. Die kg fuir DAMGO am humanen tRezeptor betrdgli,4 nM [45].
Nach DeBlasi [78] kann die maximale BindungskapazitBmay) dann mit

folgender Formel berechnet werden:

Bmax= BO X [(L+K D)/L]
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Durch die zugetrige Lowry-Proteinbestimmung konnte die berechnete Anzahl

an Reeptoren in Bezug ziMenge an Membranprotegesetzt werden

Western Blot
Mit Hilfe des WesterrBlots wurden dieBT474 Zellen hinsichtlich ihre&ehaltes
an GProtein@ und ErbB Rezeptoren charakterisiesbwie die Aktivitat der
Erk1/2 und der Aktund dasAuftreten vonPARP-Abbauproduktenn den Zellen

bestimmt.
Proben

Detektion der GProteine

Zur Bestilmung der GProteinewurdenje 10 pg BT474 Membranproteim 10
ul Proteinauftragspuffer (RStiLoad 1) auf ein10% SDSPolyacrylamid Gel

aufgetragen.

Bestinmungder ErbB Rezepten

Fir den Western Blot wurdedie Zellen von3 Zellkulturflaschen mit einer
Bodenflache vorje 75 cn? verwendet Eine Flasche blieb unbehandelt, die zweite
wurde mit Morphin und die dritte mit Morphin und Naloxtir jeweils 5 Tage
behandeltDanach wurden Zellmembranen wie oben beschrieben isoliert und eine
Proteinbestimmung nach Lowry durchgefihius jedem Ansatz wurde eine
Menge entsprechend 2@ Membranprotein entnommen und im Eisbad mit je 1
ml eisgekiihltem Aceton fur 30 Miten geféllt. Nach einer Zentrifugen von 10
Minuten bei 4°C und6000 x g wurde derUberstand abgenommen das
Membrangllet kurz an der Luft getrockneind in 100 ul Proteirauftragspuffer
(Roti®-Load 1) aufgenommen. Eine Menge von 10 (entsprechend20 pg
Membranprotein) wurdi jede Geltascheines 8% SD&elsaufgetragen.

Erkl/2- und AktAktivitatsbestimmung sowitARRDegradation

Im Falle der Erk1/2 und AktAktivitdtsbestimmung und deEvaluation der
PARRDegradationwurden 10 pl derin Auftragspufer solubilisiertenZellen

eingesetzt

Probervorbereitung

Alle Proben wurdervor dem Auftragen auf das Gelerst 10 Sekunden mit

Ultraschall behandelt, dann fir 5 Minuten auf 95°C erhitzt und nach dem
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Abkuhlenfur 10 Minuten bei 4°C und 5000 x g zentdfart.

SDSPolyacrylamid Gele

10% Trenngel (fur 2 Gele): 8% Trenngel (fur 2 Gele):
A 5ml Rotiphoresg- Gel 30 A 4 ml Rotiphoresg- Gel 30
A 3,75ml 1,5M Tris-HCI A 3,75ml 1,5M Tris-HCI
A 0,15ml 10%SDS A 0,15ml 10%SDS
A 15ul TEMED A 15ul TEMED
A 75ul APS A 75l APS
A 6,1ml Ag. Bidest A 7,1ml Aqg. Bidest

Sammelgel (fir 2 Gele):

A 1,7ml Rotiphores&- Gel 30
1ml 1,25M Tris-HCI

0,1ml 10%SDS

20 ul TEMED

100ul APS

7 ml Ag. Bidest

o 3o Do I Do

Zunachst wurde das Trenngel in einer Gré3e von &m & eine MiniProtean I
Gelkamner gegossen und nach Auspolymerisierung mit einem Sarahwxy
Grolle 3 x 8cm uberschichtet. B Probenkamm diente als Platzhalter fur die
Auftragstaschen. Die Gele konnten anschlieRend tber Nacht im Kidhlraum bei

4°C vollstandig auspolymerisieren.

Gelelekrophorese

Ein Volumenvon 10pl je Probe wurde pro Geltasche aufgetragen. Verbleibende
Taschen wurden mit 101 Auftragspuffer beflllt. Die Gelelektrophorese nda in
einer mit Elektrophoresefifer gefullten Mini-Proteanll Gelelektrophorese
kammerbei 100 V fur 20 Minuten fir den Durchlauf der Proben durch das
Sammelgel und nachfolgerxi 200 V fur 30 Minuten fir die Auftrennung der
Praeine im Trenngel durchgefihrt.
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SemiDry Blotting

Die aufgetrennten Proteine wurden anschlieBend auf eine
Polyvinylidenfluorid(PVDF)}Membran transferiert Zwischen die befeuchteten
Graphitplattender BlotApparatur wurde ein Sandwich bestehend aws in
Anodenpuffer | getrankte Filterpapiera, 3 in Anodenpffer Il getrankte
Filterpapiera, der fir10 Minuten in Methanohktivierten PVDF-Membran, ém
Elektrophoresegalnd 9 in Kathodenpuffer getrankt&ilterpapier@ gelegt Der

Proteintransfefandbei einer Stromstarke von 0p8A/cn? fiir 2 Stunden statt.

Anschlieend wurden die Membrm fir 30 Minuten durch Inkubation mi
RotiBlock® (1:10 in Ag. Bidest) unter Schitteln bei geblockt um unspezifische

Antikdrperbndungenzu vermeiden

Proteindetektion

Die Proteinewurden anschlieRendnittels Antikérperreaktion detektiert. Daftr
wurden die Membranen zuerst Gber Nacht RrbteirspezifischenAntikdrpem
(je nach Experiment) in TB% Puffer mit 0,1% BSA verdinr{s. unten)ei 4°C
unter Schatteln inkubiert. Am Folgetag wurdech drainaligem Waschemit je
10 ml TBS/T Pufferfir 10 Minuten, der 2. Antikdrper (AntRabbitoder Antk
Mouse, je naeh erstem Antikdrpérverdinntin TBS/T mit 0,1%BSA zugegeben.
Bei den zweiten Antikdrpern handelt es sich @am MeerrettichPeroxidase
(HorseraddistPeroxidase/HRPyekoppelte Antikorper, dibeispielsweisanittels
Chemiluminszenz detektiert werden kdénnerNach 1stlindiger Inkubation mit
dem 2. Antikorper bei Rinter Ritteln folgten wieder 3 Waschschritteevor die

Bandenentwickeltwurden.

Der nachfolgenden Tabelle sind die verwendeten ersten und zweiten Antikorper

und die jewes eingesetzte Verdiinnung zu entnehmen:

Zielantigen Verdinnung
G2 1:5000
GilB 1:2000
GU 1:4000
GR 1:5000
Gg11U 1:2000
G1U 1:2000
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G13U 1:2000
G1U 1:2000
ErbB1 1:1000
ErbB2 1.1000
ErbB3 1:1000
ErbB4 1:1000
Erk1/2 1:2000
PhophoErk1/2(Thr202/Tyr204 1:2000
Akt 1:2000
PhospheAkt (Ser473 1:2000
PARP(Asp214) 1:1000
-Tubulin 1:4000
MouseF. 1:2000
RabbitF; 1:2000

Visualisierung der Banden mi€hemoluminiszenz

ECL(enhanced chemiluminescent&sung:

A 2,5mM Luminol in DMSO

A 400uM p-Cumarséaure in DMSO
A 100mM Tris-HCI

A 2,7mM 30% HO

A Aqg. Bidest ad 20ml

Die Membramen wurden fir 1 Minute in EGLO6sung inkubiert und die durch
Luminol-Aktivierung freigesetzte Energie auf einem Rontgenfilm sichtbar

gemacht. Die Beurteilung etfyte mittels Videodensitometer

Reinigung der Membanen von anheftendem Antikorper (Strippen)

Um vergleichbare Ergebnisse der Gesamtmenge an Erk1/2 und Akt in Relation
zur Menge an aktivierter, phosphoryliertBorm zu erhalten mussten beide
Formen anhand der gleichen étven bestimmt werden. Um an detur
Bestimmung der phosph&rkl/2 und phosphékt angefertigten Blots die

Gesamtmenge an Erkl/2 bzw. Akt mittels Inkubation mit spezifischen
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Antikdrpern detektieren zu kdénnemmussten die Membranerzuerst von
anhaftendenAntikérpern befreit werden. Das sogenandgtipperi der Bl ot
Memlraren wurde nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:

A 4x Waschen fiir jd5 Minuten mite 10ml Strip-Puffer

A 2x Waschen fiir je 10 Minuten mit je 18l Aqg. Bidest

A 10MinutenWaschen mit 16nl TBS/T

A 30MinutenInkubation mitRotiBlock® (1:10 in Aq. Bides)
Danach konnten die Membranen erneut mit einem spezifischen ersten Antikérper
uber Nacht bei 4°Cnter Shitteln inkubiert werden.

Enzyme-linked Immunosorbent Assay(ELISA)

Zur Bestimmung des cAMiGehaltes des Zelluberstandairde en Enzyme
linked Immunosorbent Assay (ELISAlurchgefuhrt. Der ELISA wurde in einer
96er Mikrotitierplatte durchgefiihrt, die zuvor mit einegegen KanincheigG
gerichtetenAntikdrper der Ziege der wiederum @ien gegercAMP gerichteten
Antikorperaus dem lanincherngebunden habeschichtetvurde Fur den Versuch
wurde eine Standardreilas absteigende ardinnungsreihe ausgehend \ener
10 uM cAMP-Standardlésun AssayPuffer angelegt und wie die ProbenQgl
ml in Dreifachbestimmung auf die Vertiefueiy der Platte wgetragen. Die
Proben wurden 10 in AssayPuffer verdinnt Zu denso beschickten Platten
wurde anschlieRend eaAMP-Peroxidasékonjugatgegeber(1:5000 verdinnt in
AssayPuffer), die Platten mit Parafilm verschlossend unter Shuitteln tei 4°C
Uber Nacht inkubiegr Am néchsten Tag wurde nach dreimaligem Wascehén
WaschPuffer die Substratldosung dePeroxidase (Substratlosung A und
Substratlosung B im Verhéltnis 1:0;15 ml pro Kavitat) zugegeben. Nach-5
mindtiger Inkubation bei Runta Schiitteln wurde die Reaktion durch Zugabe
von 50 ul 1 M HCI pro Vertiefung gest@pt, die Farbreaktion bed- 450 nm
photometrisch gemessen und anhand der Standaedldie Menge an cAMP

bestimmt.

Co-Immunprazipitation
Die in BT474 ZellenvorliegendenErbB RezeptoiDimere wurde durch Co-
Immunpraipitation identifiziert. Die BT474 Zellen wurden fir diesen Versuch in
Zellkulturflaschen mit einer Bodenflache von @%¢ angeziichtet und fiir 5 Tage

mit 10 uM Morphin behandelt Kontrollen blieben unbehandelt Die Zellen
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wurden3 x mit je 6 ml PBS gewaschen und anschlieBend mit Morghth uM)
oder Heregulif31 (40 ng/ml)fur 10 Minuten bei 37°C in RPMhit 0,1% BSA
stimuliert. Die Zellenwurdenin ein Eisbad tberfuhrt und erneuk 3nit 6 ml PBS
gewaschen, bevodie gebildeten ErbB Rezept@rimere durch ztindige
Inkubation mit 5mM DSP in PBSovalent vernetzivurden Die Reaktion wurde
durch Zugabe von .M Tris-HCI gestoppt und die Zellmembranen wie oben
beschriben isoliert. Diegebildeten Proteinkomplexe wued in TN-Puffer mit
1% Triton X 100, ImM PMSFund 4%Complete Protease Inhibitor Miir eine
Stunde bei 4°Golubilisiert AnschlieRend wurden die Proben 1:10 verdinnt und
fur 5 Minuten bei 10000 x g und 4°C zentrifugjeievor 2 ul Anti-ErbB1
Antikorpe (Verdiunnungl1:500 und 40pul Protein AAgarose(1:1) zugegeben
und die Proberfiiber Nachim Kuhlraum rotiertwurden.Am Folgetagwvurdendie
Proben5 x mit TN-Puffer mit 0,1% Triton X 10@nd 1 x mit 5 mM TrisHCI
gewaschen AnschlieRend wurden die Immunpazipitate in je 0,1 ml

Auftragspuffer aufgenommenndtberein 8% SDSGel aufgetennt

2.3 Datenauswertung

Alle Daten wurden als Mittelwerte mit Standartehler aller unabhangigen
Versuchsergebnissedargestellt. Signifikante Unterschiedewurden mittels
Students tTest ermittelt. Die abgebildeten Western Blots, &héografische
Darstellung des HKstallviolett-Tests sowie die konfokalen Aufnahmen sind

jeweils reprasentativ fir mindestens 3 unabhangige Versuche
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\ ERGEBNISSE

1. Charakterisierung der BT474 Zellen

Im ersten Schritt wurden di®T474 Zellen als Modell fur die Vermittlung
intrazellularer Signale nachakuter und chronischer MorphirBehandlung
charakterisiertZunachstwurdedie Expression endogen@pioid-Rezeptorerund
anschlieBendderen funktionelle Koppung an nachgeschalteteffektorwege

bestimmt

1.1 Endogene OpioidRezeptoren in BT474 Zellen

Die Ausstattung deBT474 Zellen mit endogenenOpioid-Rezeptorenwurde
mittels RT-PCR untersucht. Als Templatewurdenje 10 ng der BT474 cDNA
eingesetzt Als Positiviontrolle dienten die klonierten OpioiRezeptoren in
Plasmid pcDNA3.1 Als Negativkontrolle wurde eine Probe mit PCRH,0
anstelle der Template DNAngefertigt Die Integritat der verwendeten cDNA
wurde durch Amplifikation einegl96 bp (Basenpaarprof3en Fragmens der
GAPDH bestétigt Um die Grol3e degewonnenenFragmente zu bestimmen

wurde ein 100 bp Marker aufgetragen.

Abb. 4 NachweiendogeerOpioid-
Rezeptoren in BT474 Zellen.

Von links nach rechts: Marker 1@fp;
GAPDH: Bande bei 496p;
U-Opioid-Rezeptorkeine Bande bei cDNA der
+ + + + cDNA BT474 Zellm, Bande bei der Kontrollreaktion
(cn) mit PlasmieDNA bei 372bp;
9-Opioid-Rezeptor keine Bande bei BT474
cDNA, Bande bei Kontrollreaktion mit
PlasmidDNA bei 374bp;

€-Rezeptor positive Bande mit 29Bp sowohl
bei BT474 cDNAals auch bePlasmidDNA;
Negativkontrolle(PCRH0).

+
+
+
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Mittels RT-PCR konnten inBT474 Zellen nur Transkripte des p-Opioid-
Rezeptos, nicht aberdesU- oder a-Opioid-Rezeptos identifiziert werden(Abb.
4).



Ergebnisse 51

1.2 Bestimmung der Rezeptormengeurch Radioligandenbindung
Mittels Radioligandenbindung wurde die Mengker Membrargebundenen
endbgenen pOpioid-Rezeptoren kwimmt [*H]DAMGO diente in den Versuchen
als Radialgand. In Membranen von Kontrollzellen n€5 wurde eine
durchschnittliche Rezeptormenge von 16,19,7 fmol/mg Membranprotein
gemessenNach chronischer MorphiBehandlung (5 Tage, 1AM) nahm die
Rezetordichteum etwa 40%auf9,4° 3,4 fmol/mgMembranpreeinab (n=3)

1.3 Ausstattung der BT474 Zellen nmit G-Proteinen

Die Funktion der pOpioid-Rezeptorenwird Uber G-Proteine vermittelt. Aus
diesem Grund wurde die Anwesenheit verschieden&rdiinein Membran
Praparationen der BW4 Zellen mittels Western Blo untersucht Die
verschiedenen ®roteine wurden mittels spezifischer Antikdrper detektigig.
Positivkontrolle dienten ME-7 Zellen.

Abb.5 G-ProteinAusstattung der BT474
— Gjo2 == =] Gy11® Zellen.
Reprasentative Western Blots flieml
— - F
Gia3 o w=| Gyt Nachweis der @roteine Links MCF7
Zellen als Positivkontrollécn), rechts
- G.a e wm [ Gisa BT474 Zellen.
O O m
3 — 3
= 5
~ ~
£ =S

BT474 ZellenenthaltenGi- (G, GiUB) sowie Gs (GsU), G- (Ggi11U) und Gz
(G12UG13UG14U) Proteine (Abb.5). Daraus ergibt sich fiip-Opioid-Rezeptoren
die Mdoglichkeit, in BT474 Zellen verschiedene intrazellulare Effektoren wie AC
(Uber G), PLC (Uber @ und RheGTPasen (lber {zFamilie) zu regulieren
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1.4 Adenylylcyclasen als Effektorsysteme der OpiokRezeptoren

Um die Funktionalitat der endogenen@pioid-Rezeptorenn BT474 Zellenzu
bestimmen, wurde die Relgtion der intrazellularen cAMProduktion
untersuchtZuvor wurdedasVorhandenseiinzelner Adenylylcyclasésoformen

in BT474 Zellenmittels RT-PCR Uberpruft. Als Templatedienten 10ng der
BT474 cDNA. De verschiedenen Adenylylcyclatoformen wurden mittels
spezifische Primer amplifiziert Die Integritdit der cDNA wurde durch
Amplifikation eines 496 bp Fragments der GAPDH sichergestellt. Als
Negativkontrollediente ein Ansatz mitPCRH,0O anstelleder cDNA. Um die
Fragmentlangen zu bestimmewurde ein 100 bp Marker aufgetragebDie

Ergebnisse werden in Abbildutgdargstellt.

Abb. 6 Nachweis verschiedener
Aderylylcyclaselsoformenin BT474
Zellen.

Von links nach rechts: Marker 1@p;
GAPDH: spezifische Bande bei 486;
ACL1: spezifische Bande bei 14p;
AC2: spezifische Bande bei 32p;
AC3:spezifische Bande bei 259 bp;
AC4: spezifische Bande bei 3&;
AC5: spezifische Bande bei 3bp;
AC6, AC7:unspezifische Banden;
ACS8: spezifische Bande bei 195 bp;
AC9: spezifische Barelbei 32%p;
Negativkontrolle(PCRH,0).

15 Regulation derintrazellularen cAMP-Akkumulation

Die BT474 Zellerbesitzendie folgenden ACGlsoformen:1-5, 8 und9. Somit ist

in BT474 Zellen eine Regulation der intrazellularen cARkumulation durch
p-Opioid-Rezgtoren zu erwarten. Diese wurde fur einen Zeitraum von 15
Minuten in Anwesenheit voRorskolin (1 pM), Morphin (10uM) und Naloxon
(100puM) bestimmt
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Abb. 7 Regulationrder cAMPRAkkumulation in BT474 Zellen durch-@pioid-Rezeptoren.

In naiven ZellenEine 15minutige Stimulation mit 2tM Morphin fiihrt zu einem
signifikantenAbfall der intrazellularen cAMPMenge.Dieser Effekt wird durcii00uM
Naloxonaufgehoben

Nach chronischer MorphiBehandlungEine akute MorphifStimulation bewirkt eine
deutliche Abnahmeder intrazellularen cAMHProduktionim Vergleich zur Kontrolle. Dieser
Effekt wird gehemmuurch gleichzeitig Behandlung mit Naloxon.

Mittelwerte £ SEaus n=3unabhéngigen Vershen. ***: signifikant fir p<0,001;n.s.: nicht
signifikant

In Kontrollzellen fahrt die akute Aktivierung der p-Opioid-Rezeptorenmit
Morphin (10 uM) zu einer Reduktion decAMP-Produktionum 53%. Dieser
Effekt wird bei gleichzeitige Anwesenheit vorNaloxon (100uM) aufgehoben
Obwohl die chronische MorphiBehandlung der BT474 Zellen zu einer
Abnahme der tOpioid-Rezeptoren fuhrt (fRadioligandenbindungy bewirkt die
akute Stimulation mit Morphin auch idliesen Zelleneine Reduktion des
intrazellularen cAMPGehaltesum 48%, die wiederum durch Naloxon aufhebbar
ist. Diese Ergebnisse zeigen, daB$474 Zellen intakte endogene-Qpioid-
Rezeptoen tragen die auch nach einer chronischen MorpBehandlung voll
funktionsfahig sind Abb.7).

2. Interaktion von Opioiden mit dem Zellwachstum

Im Anschluss an den Nachweis funktionelleitOpioid-Rezeptoren in BT474
Zellen wurde eine mogliche BeeinflussungsdZellwachstums nach chronischer
Exposition der Zellen gegenibédorphin untersucht Mittels Kristallviolett-
Assay wurde das Zellwachstumach 5tagiger Behandlung der BT474 Zellemt
Morphin, Naloxon undlem Wachstumsfaktor Hereguiidl bestimmt
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Heregulin

+

Morphin - + +
Naloxon - - +

Abb. 8 Hemmung des Zellwachstums durch Morphin

Die Abbildung zeigt eine repréasentativefAahme der mit Kristallvioletjefarbten BT474
Zellennach 5tagiger Behandlung mit Opioiden und/odi&eregulinRlvor der Ly und
photometrischen AuswertunBie Vorbehandlung fiir 5 Tage erfolgte mit Heregfih,
Morphin, Morphin und Naloxon, Heregutil mit Morphin, Hereguli#81 mit Morphin und
Naloxon.

naiv Heregulin
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Abb. 9 Regulation des Wachstums der BT474 etethach BagigerBehandlung mit Opioiden
und/oder Heregulufd 1.

Naive Zellen Die Exposition der Zellen gegenubeiorphin (5 Tage, 1@M) fuhrt zu einer
leichtenReduktion der Zellzahl. ieser Effekiwird durch gleichzeitig@ehandlung mit 100
UM Naloxonaufgehoben

Heregulin31-vorbehandelte ZelleHeregulin31 (5Tage 40 ng/mljihrt zu einem deutlichen
Anstieg der Zellzahl im Migleich zu unbehandelten ZatileDie gleichzeitige Behandlung mit
Morphinhemmt diesen Anstieg.ddMorphin-vermittelteEffekt wird durch Naloxon
aufgehoben.

Mittelwerte + SE normalisiert awinbehandelte Kontrollen aus n=6 unabhangigen Versuct
**: signifikant fur p<0,005.
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Die chronischeBehandlungder BT474 Zellermit Morphin hemmtinsbesondere
bei gleichzeitigerAnwesenheit vorHeregulinl31 das ZellwachstunfAbb.8). In
naiven Zellen reduzierie chronischeBehandlungder Zellenmit Morphin das
Zellwachstumum 11% Wahrend die 5tagige Behandlung der Zellen mit
Heregulin31 das Zellwachstum um 47% stimuliertithrt die gleichzeitige
Inkubationder Zellenmit Morphin zu einer Reduktiodesdurch Heegulin31
stimuliertenWachstumaim 49% (Abb.9).

Die Aufhebung derMorphinvermittelten Hemmung desZellwachstumsdurch
Naloxon und dasAusbleiben vergleichbarer Effekte auf das Zellwachstum bei
Verwendung defaktiven Stereoisomex (+)-Morphin (Ergebnise nicht gezeigt)
weisen auf einendurch p-Opioid-Rezeptorenvermittelten Effekt hin und

schlieBen indirekte Effekte durch dikkalischen Struktur des Morphiasis

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass clienische Morphin
BehandlungdasWachstun der BT474 Zellerhemmt Die Wachstumshemmung
ist am deutlichstemusgepragbei gleichzeitiger Stimulation der Zellen mit dem

Wachstumsfaktor HereguhR1

3. Beeinflussung der Proliferation durch Opioide

Die Hemmung des Wachstums d8T474 Zellendurch Mophin-Behandlung
kann énerseitsdurch verminderte Proliferation der Zellen, andererseitsch
gegeigerte Apoptose entstehen Zunéchst wurde eine Regulation der
Zellproliferation durch Morphin  mittels Erk1/&ktivierung und BrdUY

Proliferationsssay bestimnt.

3.1 Aktivierung der Erk1/2 durch Opioide

p-Opioid-Rezeptoren kdnnen sowohl direkt als auch indirekdurch
Transaktivierung von RT& den mitogenen Erkl/2ignalweg induzierenAus
diesem Grund wurdeunédchst die Aktivierung der Erk1/2 nachmbnitiger
Stimulation der Zellen mit Morphin (1QM), Naloxon (100uM) und Heregulir

31 (40 ng/ml) mittels Western Blotbestimmt Die phosphorylierteForm der
Erk1/2 istdie aktivierteForm, die durch phosphderk1/2 speifische Antikdrper
detektiet werden kann Die Geamtmengealer Erk1/2 wurde anhand der gleichen
Blots mit einem parreaktivenErk1l/2Antikorper bestimmtDas Saulendiagramm

zeigtdie prozentuala Wertealler Versuchegbezogen auf Hereguhl stimulierte
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Kontrollzellen (100%).
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Abb. 10 Aktivierungder Erk1/2durch Opioide.

Oben:Reprasentative Western Blots fir die ErkPRosphorylierung.

Darstellung jewils der phosphoryliertefi2 und 44 kDdorm der Erk1/2 (phosphiark1/2),
sowie darunter deabsoluten Menge (Erk1/2) nackiinitiger Stimulation mit Morphin (10
KM) mit und ohne Naloxon (10@M) und/oder Heregul#id1 (40ng/ml).

Unten:Auswertung aller phosphirk1/2 Versuch; links: naive Zellerrechts: BT474
Zellen nach chronischer Morphinbehandlung; beide Diagramme zeigen von links nach
die Erk1/2Phosphorylierung in Kontrollzellen, nach StimulatiomauMorphin, Morphin
mit Naloxon, Heregulif31, Heregulid31 mit Morphin und Heregulif31 mit Morphin und
Naloxon.Datenaus n=8 (naiv) bzw. n=6 (chronistkorphin) unabhangigen Versuchen;
Mittelwerte + SE *: signifikant fir p<0,05

Die akute Stimulatian naiver BT474 Zellermit Morphin fihrt zu einemAnstieg
der basalenErk1/2 Phosphorylierungum 4%b. Dieser Effekt wird durch die

gleichzeitige Inkubation mit Naloxacsufgehoben

Die Stimulation naiver BT474 Zellen miteregulinf31fuhrt zu einem deutlicn
Anstieg der Erk1l/2Phosphorylierung der bei gleichzeitiger Behandlung mit
Morphin signifikant vermindert (17%)wird. Auch dieserMorphin-vermittelte

Effekt wird durchAnwesenheit vomNaloxonaufgehoben

Die chronischeMorphin-Behandlung (5rage,10 uM) bewirkt eine Erhéhung der
basalen Erkl1/Phosphorylierungum 56% im Vergleich zu naiven ZellenEin
Effekt auf die Erk1/2Aktivierung durch zusatzlichekute MorphirStimulation

wird dadurch maskiert HeregulinR1l fuhrt auch in chronisch Morphin
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behanddken BT474 Zellen zu einem deutlichen Anstieg der Erkl/2-
Phosphorylierung. Aders als in naiven Zellerfihrt jedoch die gleichzeitige
akute Stimulationmit Morphin zu einem zusétzlichen signifikanten Anstieg der
Erk1l/2-Phosphorylierungum 14% Auch dieser Effekt wird durch Naloxon
aufgehoberfAbb.10)

3.2 Bestimmungder Proliferationsrate mittels BrdU-Assay

Die Proliferationsrat@aiver und chronisch Morphinehandelter (3 age, 10uM)
BT474 Zellenwurde fir 2 Stunden in Anund Abwesenheit voMorphin (10
pMM) und HereguliA31 (40 ng/ml)mittels BrdU-Proliferationsassalgestimmt

naiv chronls_ch
175 - Morphin
=2 150
o 9
S 125
9o ¥
= = 100+
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B e 75
Heregulin + + + +
Morphin + + + +

Abb. 11 Einfluss eler MorphinBehandlung auf di€roliferationsrate der BT474 Zellen.

Links: naive Zellenrechts: chronisch Morphibhehandelte Zellengjwveils von links nach
rechts: 2stindige Inkubation ohne Zusatz, mit Morphin, mit HeregBtinund mit Morphin
und Heregulin-31.Die Datenwurdennormalisiert auf unbehandelte Kontrollzellen (100%)
Auswertung aller angefertigten BrdlkssaygMittelwerte £+ SE, n=6)

In naiven Zellen stimuliert Morphin im Vergleich zuKontrollzellen die
Proliferationum 16% Heregulirf31 fuhrt zu einer deutlichren Steigerung der
Proliferation, die durch gleichzeitige Behandlung mit Morphium 10%

vermindertwird.

In chronich Morphinbehandelte Zellen bleibt die basale Proliferationsrate
unveranderteine &ute Stimulation mit Morphin hat keinen weiteren Eidiss.
Die Stimulation der Zellproliferabn durch Heregulin31 ist im Vergleich zu
naiven Zellenum 16%vermindert Anders als in naive Zellen wird jedoch die

durch Heregulinf31 stimulierte Proliferationsrate durcgleichzeitige Behandlung
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mit Morphinzusatzlich um 10%esteiger{Abb.11)

4, Interaktion von M orphin mit dem Akt -Signalweg

Die Erh6éhung der Morphistimulierten Proliferationsrate und Erk1/2
Phosphorylierung nachhronische Morphin-Behandlung stehim Widerspruch
zur Hemmung des Wachstunder BT474 Zellen (KristallvioletAssay). Aus
diesem Grundvurde die Regulationdes AktSignalweges untersucht. Die Akt
Aktivierung vermittelt zytoprotektive Effektansbesonderelurchdie Hemmung
der Apoptosmte. Eine [Opioid-Rezeptor vermittelte Regulation des Akt-
Signalweg wurde wie fir die Erk1/2 durch 5minitige Stimulation von naiven
und chronish Morphinbehandelterzellen (5 Tage, 10uM)mit Morphin (10
puM), Naloxon (100uM) und HergulinR31 (40ng/ml) im Western Blotuntersucht
Es wurde sowohl die aktivierte phosphoryliertéorm der Akt als auch ihre

Gesamtmengmittelsspezfischer AntikGrperetektiert.

, chronisch
naiv Morphin
— — o — — - e e e iﬁ]spho-
—— e — - e A,
[=2]
c —
2 £ 150, 150+
= —=—
= ? 1254 1251
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Heregulin + o+ 4+ + O+ o+
Morphin + + o+ + + o+
Naloxon + +

Abb. 12 Phosphorylierungler Akt nach MorphisBehandlung

Oben Repiasentativer Western Blot der Akt (60&) nach Bminitiger AktStimulationmit
Morphin und Heregulif31in naiven (links) und chronisch Morphbrehandelten (rechts)
Zellen nach Zugabe der gekennzeichneten Opioide bzw. Heréfulim oberen Teil
abgebildet ist die aktivierte phosplgtierte Akt, daruntetist die Gesamtmenge an Akt
dargestellt

Unten:Auswertung aller Experimenten haiven Zellen (linke Seite) undramisch Morphin
behandelten Zellen (rechte Seite) nach Stimulatiorvtaiphin und Heregulifd 1
Mittelwerte £ SEaus n=4 unabhangigen Versuch@ferte normalisiert auf Heregnh31
stimulierte naive Zellen (100%)
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Wie Abbildung 12 zeigt, steigertHeregulin31 die basalePhosphorylierungler
Akt in naiven Zellenum 40% Die chronischeMorphin-Behandlung der BT474
Zellen fuhrt zu einem Anstiegder basalen undder durch Heregulifdl
stimulierten Akt-Phosphorylierung Eine akute Stimulation mit Morphin hat
dagegen weder in naiven, noch in chronisch Morbighandelten BT474 Zellen
Einfluss auf die AktAktivierung, unabhangig von einer Stimulaticturch

Heregulinf31.

Die Tatsache, dasdie chronischeMorphin-Behandlung der BT474 Zellen mit
einer erhohte Akt-Phosphorylierungeinhergeht,kann die im Kristallviolett-

Assaybeobachtetélemmung des Zellwachstumght erklaren.

5. Induktion der Apoptose duch Morphin

Neben @er verminderten Proliferatiolkann éne gesteigerte Apoptose ebenfalls
Ursachefir die beobachtetelemmung des Zellwachstums durch Opioide sein.
Um den Einfluss von Opioidenauf das Eintreten der BT4 Zellen in den
programmiertenZelltod zu bestimmenwurde enerseitsdie Degradationder
PARP bestimmt, andererseitwurde der Apoptosestatusmittels Annexin

V/PropidiumiodidFarbungdargestellt

5.1 PARP Degradation in BT474 Zellen

Der proteolytischeAbbau der Poly(ADP-ribose}Polymerase 1RARP)dient als
Marker der Apoptose.ln naiven und chronisch Morphibbehandelte Zellen

wurdeder Einfluss vorMorphin (10 uM) und/oder Heregulif81 (40 ng/ml) auf

die stressinduzierte Apoptose nackténdigem Serumentzudurch Bestimmung
der PARP-Degrad&on mittelsWestern Blotuntersucht
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naiv chronisch Morphin
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Morphin + + o+ + + o+
Naloxon + +

Abb. 13 Auftreten von PARPAbbauproduken nach OpioieBehandlung.

Repréasentativer Western Blot zur Bestimmuadieg PARPAbbaus

In naiven Zellen (links) und chronisch MorpHiehandelteZellen (rechts) jeweils nach 6
stundiger Inkubation milorphin urd Heregulin31in serumfreiem Medium.

PARP: 116 kDa (obere Bande), degradiertes PARKDa (untere Bande).

In naiven Zellen kann nacMorphin-Behandlung zwar ARP (116 kDa) nicht
jedochdas initialeAbbauproduki{89 kDa)detektiert werdenn Anwesenheit von
Heregulinr31dagegen trittiesesAbbauprodukin geringen Mengen auf

Nach chroniscler Morphin-Behandlung konnte inBT474 Zellen unabhangig von
der Behandlung eine vermehrte PARMDegradation im Vergleich zu
Kontrollzellen festgestellt werdenDie Apoptose wird am effektivsten bei
gleichzeitiger Anwesdreit von Morphin und Hereguhfll irduziert. Die
Verstarkung der durclieregulin3l induzierten poptose durch Morphin wird
bei gleichzeitige Inkubation mit NaloxonaufgehobenDieses Ergebnis stimmt
mit der Beobachtung Uberein, dass im Kristallviektsaydas Zellwachsturbei
simultaner Behandlungnit Morphin und HeregulifRl am starkstergehemmt
wurde(Abb. 13).

5.2 Annexin V/Propidiumiodid -Farbung

Die Annexin V/PropidiumiodidFarbung wurde durchgefuhmim die Induktion

der Apoptose inBT474 Zellen nach lwonischer OpioieBehandung (10 uM, 5

Tage) zubestatigen Annexin V bindet an Phosphatid@erin, das in frihen
Stadiender Apoptoseauf der Zelloberflache préasentiert wir@ropidiumiodid
kann den Zellkern nur dann anfarhewenn die Zell- und Kernmemban im

fortgeschritteneistadium des Zelltodesif diesen Farbstoff durchlassigrd.
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Annexin V Pl Merge

naiv

Morphin

Heregulin

Heregulin
+ Morphin

Heregulin
+ Morphin
+ Naloxon

Abb. 14 Induktion der Apoptos@ BT474 Zellendurch Morphin

Konfokale Aufnahma reprasentativeinnexinV/PropidiumiodidFarkungender BT474 Zellen.
Von oben nach unten: abgebildet sind Zellen, die ritdity), 5Tagemit 10 uM Morphin, 5Tage
mit 40 ng/ml Heregulin31, 5 Tagemit Morphin und Heregulif31 und5 Tage mit Morphin,
Heregulinf31und Naloxon (10uM) vorbehandelt wuden. Die linke Reihe zeigt die Annexift
FITC-Farbung (grin), in der mittleren Reihe ist die zugehorige Propidiumledlidung (rot) und
rechts eine Uerlagerung beider Aufnahmen abgebildztlken: 20 pum.

Abbildung 14 zeigt, dass naive Zellen kaum Annexih binden wéhrend
chronisch Morphirbehandelte Zellen sowohl eine deutlicAmlagerungvon
Annexin V an die Zellmembranals auch eine deutliche Einlagerung von
Propidiumiodid in den Zellkern aufweiseiies weist darauf hin, dass sich

vermehrt Zellen in fortgeschrittenen Apoptosestadien befinden.

Die Behandlungler Zellenmit Heregulir31fuhrt ebenfallszu einer deutliceren
Anfarbbarkeit durch Annexin V, jedoch nichtzu einer Einlagerung von
Propidiumiodid. Die Zellen befinden sich demnach vermehrt in frihen
Apoptosestadien
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Bei gleichzeitiger Behandlung der Zellen mit Morphin und Heregilinzeigen
die Zellen wieder zusatzlichePropidiumiodidEinlagerung als Hinweis der
Induktion fortgeschrittene Apoptosatadien Diese Ergebnissstimmen mit der
PARP-Degadation Uberein und zeigen, dasdorphin vor allem in Anwesenheit
von Heregulinrf31 eine ausgepragtapoptotische Wirkung beditDie Apoptose
Induktion durch Morphin ist durch gleichzeitige Inkubation mit Naloxon

aufhebbargdies spricht fur eine@pioid-Rezeptorvermittelten Effekt.

In BT474 Zellen gehen mit der Induktion der Apoptose aomrphologsche
Veranderungn der Zellen nach Behandlung mit Morphin und Hereguli$i
einher WahrendunbehandelteBT474 Zellen einepitheliales Erscheinungsbild
zeigen fuhrt die Morphin-Behandlungzu einem Abundender Zellen und zu
Ausbildung von Synzytien. Im Gegensatz dazu fuhrt die Behandlungit
Heregulinl31 zu einer Differenzierungder Zellen erkennbar durch das
Erscheimngsbild in Formeinzelner polygonaler Zellen mit Auslaufen. Die
Zugabe von Morphimebt diedurchHeregulir31 induzierte Differenzierunguf

und fuhrt wieder zum Abrunden der Zellen und zur Ausbildung von Synzytien.
Bei zusétzlicher Inkubatiomit Naloxonwerden die durch Morphin ausgelésten

morphologischen Veranderungerederumaufgehoben.

Die Ergebnisse der PARBestimmung und der AnnexiW-Farbungzeigen, dass
die Wachstumshemung durch chronische Mghin-Behandlungauf verstéarkte
Apoptose der BT474 Zellen nach chronischer Morg@mandlung

zurickzufuhrenst.

6. Durch chronische Morphin-Behandlung induzierte

Veranderungen im ErbB Signalwey

Die Veréanderungen in der-Opioid-Rezeptovermittelten Regulation der Erk:/2
sowie der AktAktivitdt nach chronischer MorphiBehandlung wurde mittels

verschiedeneaProteininhibitoreruntersucht

6.1 Untersuchung des Mechanismus der Erk1FAktivierung

Die Beteiligung der verschiedenen ErbB Re#meTypen undnachgeschalteter
Signalmolekile an der Weiterleitung rtogener Opioid-Signale wurde mittels
Western Blot untersucht. Die Erk1l/2Phosphorylierung nach -finttiger

Stimulation mit Heregulif31 wurde inBT474 Zellen ohne Vorbehandlung (naiv)
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und nachchroniscker Morphin-Behandung (5 Tage, 10uM) bestimmt Vor der
Stimulation wurden die Zellen eine halbe Stunde mit verschiedenen

Proteininhibitoren inkubiert.

naiv Chroms_‘:h Abb. 15 Auswirkungender
Morphin Inkubation mit
Proteninhibitorenauf die durch

— u-Opioid-Rezeptoren vermittelte
= = - Erk1/2-Phosphorylierung

Reprasentative Western Blots de
AG1478 Erk1l/2-Phosphorylierung nach
Inkubation mit verschiedenen
Proteininhibitoren. Naive (links)
AGB25 und chronisch Morphin
behandelte (rechts) BT47Zellen
Wort. nach Vobehandlungmit
folgenden Inhibitoren (von oben
nach unten):
EGCG Kontrolle ohne Inhibitor;
AG1478 (ErbB1 Inhibitor);
AG825 (ErbB2 Inhibito);
Wortmannin (Pi3K Inhibitor);
ERK1/2 -- m EGCG (Inhibitor der MMB);

Heregulin + + Gesamtmenge an Erk1/2.

phospho- -—q
ERK1/2 —

- = =

—_ S

I

Die Behandlung mit dem BB1 Inhibitor AGK78 flhrt zur wllstandigen
Hemmung der basalen und durch HeregulinBl stimulierten Erk1l/2
Phosphorylierung sowohl in naiveals auch in chronisch Morphibehandelten
Zellen. Die Vorinkubation mit AG82%ermindertdie Erk1l/2Phosphorylierung
dagegennur in chronisch Morphirbehandelten Zellen nach Stimulation mit
Heregulin31. Die Inhibition der Pi3K durch Wortmannin, sowie die Inhibition
der MatrixMetalloproteinasen durch EGCG resuitien einer verminderten
Erk1/2-Aktivierung in chronisch Morphiibehaneélten Zellen insbesondere nach
Stimulation durch Heregulif31 (Abb.15)

Die gewonneneriergebnisse implizieren, dass der ErbB1 esseritieltie basale
und durchHereguliln31 stimulierte Aktivierung der Erk1/2 sowohl in naivals
auch in chronisciMorphin-behandelten Zellerst. Der EriB2 dagegeriragt nur
in chronisch Morphirbehandelten Zellen nach Stimulatidarch Heregulirf31
zur Aktivierung der Erk1/2oei. Die Pi3K und die MatrixMetalloproteinasen sind
ausschlieRlicran der Aktivierung der Erkl/th chronisch Morphirbehandelten
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Zellen insbesondere nach Stimulatidurch Heregulif31 beteiligt.

6.2 Untersuchung des Mechanismus defkt -Aktivierung

Wie fur die Erkl1/2, wrde auch derdurch p-Opioid-Rezeptoen vermittelte
Mechanismus der AkAktivierung unter Anwendung verschiedener
Proteininhibitoren im Western Blot untersuchin BT474 Zellen ohne
Vorbehandlung (naiv) undachchroniscler OpioidBehandung (5 Tage, 1QuM
Morphin) wurde die Akt-Phosphorylierunghnach 5minutiger Stimulation durch
Hereguln-31 bestimmi nachdemverschiedené&Komponenten der Signalkaskade

durchProteininhibitorennaktiviertwurden

. chronisch
S Morphin

AG1478
phospho- -_.] - e | AG825
Akt

Wort.

- - = | EGCG
Akt — - "
Heregulin + -~

Abb. 16 Veranderungen in der Opieigrmittelten AktPhosphorylierung nach Vorinkubation
mit verschiedenen Proteininhibitoren.

Reprasentative Western Blots der A#tosphorylierung nach Inkubation mit verschiedenen
Proteininhibitwen. Naive (links) und chronisch MorphRbehandelte (rechts) BT474 Zellen
wurdenmit folgenden Inhibitoreworinkubiert(von oben nach unten): Kontrolle ohne Inhibito
AG1478 (ErbB1 Inhibitor); AG 825 (ErbB2 Inhibitor); Wortmannin (PI13K Inhibitor), EGCG
(Inhibitor der MatrixMetalloproteinasen); Gesamtmenge an Akt.

Die Behandlungder Zellenmit dem ErbB1 Inhibitor AG1478 fuhmvie bei der

Regulation der Erkl/Z2uch zu einer vollstandigedemmungder basalen und
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durch Heregulin31 stimuliertenAkt-Aktivierung. Die Inhibition desErbB2 mit

AG825 nimmt keinen Einfluss aufdie Phosphorylierungder Akt. Durch

Inhibition der Pi3K mit Wortmanninwird die Aktivierung der Akt dagegen
vollstandig unterbunden. DieHemmung derMatrix-Metalloproteinasendurch

EGCG fuhrt in naiven Zellen zu einer geringfugigehbnahme derdurch

Heregulin31 stimulierten AktAktivierung. In chronisch Morphisbehandelten
Zellen dagegefiihrt die Vorinkubation mit EGCQ@u ener deutlichen Reduktion
sowohl der basalen als auch der durchHeregulinf31 stimulierten Akt

PhosphorylierungAbb.16)

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass naiven und chronisch Morphin
behandelten BT474 Zellen digasale unddie durchHeregulir31 stimulierte
Aktivierung der Akt sowohl denErbB1 als auch diePi3K einschliefdt Im

Gegensatz zuhktivierung der Erk1/4st der ErbB2nicht an derAktivierung der
Akt beteiligt. Die Matrix-Metalloproteinasen spieldiir die Aktivierung der Akt

vor allemin chronisch Morphirbehandelten Zellen eirdeutend®olle.

7. Rolle des ErbB1 Rezeptors in der Erk1/2und Akt-
Aktivierung

Nachdem eineessentielleBeteiligung des ErbBl amler basalen undlurch

Heregulin31 stimuliertenErk1/2- und Akt-Aktivierung gezeigt wude, sollte die

Rolle des ErbBlnach direkter Aktivierung mit EGF im Western Blogstatigt
werden Durch Inhibition des ErbBZAG825) wurdefestgestelltobderErbB2 an

der Uber ErbB1 vermittelten Erk1/2-Aktivierung nach chronischer Morphin
Behandlungetiligt ist.
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Abb. 17 Erk1/2- und AktAktivierung nach Stimulatin mit dem ErbB1 Liganden EGF.

Abgebildet sind reprasentative Western Blots.

Linke Seite, oben: Phosptitrk1/2 in naiven und chronisch MorpHiehandelten BT474 Zellen
mit und ohne Inhibition des ErbB2 durch AG825, je mit und ohne Stimualdtioch den ErbB1
Liganden EGF; unten: Gesamtmenge aufgetragendr’2.

Rechte Seite, oben: Phosphkt in naiven und chronisch Morphinehandelten BT474 Zellen
mit und ohne Inhibition des ErbB2 Rezeptors durch AG825, je mit und ohne Stimulation dt
den ErbB1 Liganden EGF; unten: Gesamahgeder aufgetragenen Akt.

Die Regulation deErk1/2 nachStimulation mit EGFentspricht derjenigenach
Stimulation durch Hereguliil. Bei gleichzeitiger Inhibition des ErbB2 dhr
AG825 wird die basale Erkl/R&ktivierung ausschlief3lichn chronisch Mophin-
behandelten Zellen reduzieier ErbB2 istdahernur in chronisch Morphin

behandelten Zellen an deGFstimuliertan Erk1/2-Phosphorylierundpeteiligt

Die EGFstimulierte Akt-Phosphorylierung in naiven und chronisch Morphin
behandelten Zellen entsght defenigen nachStimulation durch Heregulif3l.
Auch hier istnachInhibition des ErbB2 durch AG825 keine Beeinflussung der
Akt-Aktivierung festzustelleifAbb.17)

Diese Ergebnisseeigen dass ok Stimulation der mitogenen Signalwege in
BT474 Zellen Uber den ErbBl vermittelt wird, unabhéngig von eiméralen
Aktivierung des ErbB1 mit EGF odeler Aktivierungdes ErbB3 mit Heregulin
31 Der ErbB2ist an derdurch ErbB1 induzierten Erk1/2Aktivierung nur in
chronisch Morphirbehandelten Zellebeteligt.
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8. Veranderungenin der relativen ErbB Rezeptor-Menge
und der Bildung von RezeptorHeterodimeren nach

chronischer Morphin-Behandlung

Um die Ursache fir die beobachtetémterschiede in der Erkl/2und Akt
Aktivierung zwischennaiven und chronisch Mphin-behandelten BT474 Zellen
naher zu bestimmen, wurden mogliche Veréanderungen auf Ebene der ErbB
Rezeptoren untersucht. RiFe Zusammensetzungon RezeptotDimeren grof3en
Einfluss auf die Aktivierung nachgeschalteter Signalwege und auf die
Signalintensiit besitz{ sollten zunéchstdie durch eine chroniscke Morphin-
Behandlungnduziertan Verdnderungeimn der Mengeder ErbB Rezeptoren in der
Zellmembran der BT474 Zellen bestimmverden. Anschlie3end wurde mittels
Co-lmmunprazipitation untersucht ob in naven und chronisch Morphin
behandelten Zellen vergleichbare Dimere fur die Signaltransduktion

verantwortlich sind.

8.1 Bestimmung der relativen der ErbB Rezeptor-Menge nach
chronischer Morphin-Behandlung

Mittels Westen Blomit Typ-spezifischen Antikorpermwurde die ErbB Rezepter

Mengein den Zellmembranen der BT474 mit und ohne chronische Morphin

Behandlungevaluiert Pro Geltaschevurden 20ug Membranprotein eingesetzt.

(> Tubulin wurde als Kontrolle fur diegleichméafRige Ladundger Proberauf das

Gelbenutzt

Blot:

~ & = | ErbB1 Abb. 18 Verdnderung in degrbB
RezeptotMenge nach chronischer
Morphin-Behandlung.

- & | ErbB2

Reprasentativer Western Blot der ErbB
RezeptosMengein BT474 Zellen ohne
o= #=| ErbB3 (naiv) undnachchronischer Morphin
Behandlung. Von oben nach unté&rbB1,
ErbB2, ErbB3, ErbB4, {Tubulin; jeweils
ErbB4 (von links nach rechts) Kontrolle ohne
Behandlungnachchronischer Morphin
Behandlung (1QuM) undnach
P Tubulin gleichzeitiger Behandlungit Morphin
und Naloxon(100puM) fur 5 Tage.

Chronisch
Morphin + o+
MNaloxon +
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Abbildung 18 zeigt, dassiedchronische MorphiBehandlung zu einer Zunahme
der relativen Menge aErbB1l und ErbB3flhrt, die ErbB2 RezepteDichte
dagegen nimmt ab. Der ErbB4 istir in geringen Mengem der Zellmembran
vorhanden und scheint durch eine chronischeMorphin-Behandung nicht
beeinflusstzu werden Die durch MorphirBehandlungnitiierten Veranderungen
sind Uberwiegedireversibel durch Naloxon. Dig Tubulin-Kontrolle bestatigt die
gleichméaRigBeladungdes Gels miMembranprotein.

8.2 Bestimmungder ErbB1-Heterodimere nach OpioidBehandlung

Die Versuche mitverschiedenenProteininhibitoren zeigen eine generelle
Beteiligung des ErbB&an der mitogenen Signaltransduktigkxus diesem Grund
wurde mittelsCo-lmmunprazipitationbestimmi welche RezeptoiHeterodmere
der ErbB1 in naiven und chronisch Morptiiehandelten Zellen mit und ohne
Stimulation durch Heregulifi1 eingeht Die Bestimmungder Dimere erfolgte im
Western Blot mit Typspezifischen Antikdrpern. Die Detektion desStiicks des
fur die Colmmunpréazipitation eingesetzten Antikorpers verifiziertadie
Verwendung gleichmafigeAntikorperkonzentratioen in den verschiedenen

Ansatzen.

Blot:

Abb. 19 Modulation der
! ! L ¥ ErbB1 Hetedimere mit ErbB1
Beteiligung nach chronischer

Opioid-Behandlung.

- h ErbB2 Repréaserdtiver Western Blot

. der tbelErbBlco
IP: ErbB1 prazipitiertenErbB Rezeptoren.
' o . ErbB3 Von oben nach untenD{mere

bestehend aus ErbB1+) ErbB1

ErbB2, ErbB3 in naiven und
chronisch Maophin
. . .' '.' F._r; behandelten Zellemit und
ohne Stimulation durch
Heregulinf31.

Heregulin +

+
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Eine Prazipitationin etwa gleichbleibendeMengen an ErbBlweist auf eine
erfolgreiche  Immunprépitation hin  Der ErbB3 liegt unter allen
Versuchskdingungenin Heterodimeren mitErbB1 vor. Der ErbB2bildet vor
allemnach chronischer MorphiBehandlundgHeterodimera mit ErbB1(Abb.19)
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Vi DISKUSSION

Trotz vermehrter Hinweise auf einemdégliche Beeinflssung verschiedener
Aspekte des Tumorwachstums durch Opiditl, sind die zuGrunde liegenden
Mechanismemochweitestgehend unbekaniie vorliegendeArbeit zeigt, dass
BT474 humane Mammakarzinogilen mit voll funktionsfahigenendogeneru-
Opioid-Rezeptoren ausgestattet siihe chronische MorphikBehandlunghrt

in diesen Zellen zu einer Hemmung des ErbB Rezepbhangigen
Zellwachstums durch grundlegende Veranderungen in der Ref#iptde und
HeterodimerisierungDiese Daten zeigen, dass Opioide nicht nur direkt oder
indirekt durch Transaktivierung der ErbB Rezeptoiremitogene Signalkaskaden
eingreifen,sonderrdariber hinaugualitative und quantitative Veranderungen auf
Ebene dr ErbB Rezeptorenhervorrufen konnen Die Regulation der ErbB
Rezeptoren durch Morphikonnte einen neuen Ansatzpunliieten, um die

Sensitivitat von Tumorzellen gegenlber zielgdreten Therapiestrategiezu

modulieren
1. BT474 als Zellnodell fir pu-Opioid-Rezepta vermittelte
Effekte

Die BT474 Zellen zeichnesichdurch die Ausstattunmit endogenen {Opioid-
Rezeptoreraus die auch nach chronischer Exposition gegeniber Morphin voll
funktionsfahig bleiben. Deeist besondersion Interesse, dBT474 Zellen ein
wichtiges Modell fur die Entwicklung zielgerichest Therapiestrategien fur
ErbB2-Uberexprimierende Mammatumorearstellen[75 und zur Behandlung
von Tumorschmerzeraufig Opioideeingesetzt werdef79, 80], insbesondere
Agonisten des p-Opioid-Rezeptos [9]. Allerdings zeichnet sich das hier
verwendeteMorphin durch einige Besonderheiten in Bezug auf Agonist
vermittelte Rezeptotinternalisierungaus da Morphin die Regulation des -u
Opioid-Rezeptors umgeh{31]. Andere Agonistendes |tOpioid-Rezeptors, wie
Fentanyl induzierendagegeneine schnelle Desensibilisierung und ki&m
dadurchabweichende Effekt@auf das Zellwachstum zeigd23]. Aus diesem
Grund sind diedurch Morphin-Behandlung erzielten Ergebnisse nicht auf alle
Agonisten degu-Opioid-Rezeptos Ubertragbar und es ware unter Umstanden

sinnvoll, &hnliche Versuchauchmit andererAgonisten deg-Opioid-Rezeptos
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durchzufiihren81].
2. Einfluss vonMorphin auf dasWachstum von BT474
Zellen

Das wichtigste Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist diemmung des
Wachstums der BT474 Mamakarzinomzellen durch MorphiDaraus ergibt sich
die potentielle Moglichkeit fur therapeutisch eingesetzte Opioide mit
antineoplastischen Behandlungsstrategarinterferieren. Diegenaue Kenntnis
der Regulation des d@lzyklus, insdbesondere des Wachstumsverhalteziaes
Tumors bildetdie Grundlage fir dieielgerichteteBehandlung von Tumoren mit

Abweichungen im ErbBrRezeptotvermittelten Zellwachstur{B2, 83).

Besonderes Augenmerk verdient die Tatsache, dlas#/achstumshemmungn
BT474 Zellendurch Morphinam deutlichsten bei gleichzeitiger Stimulatioit
dem Wachstumsfaktor HereguliRl ausgepragtist. Im Zellverband sind
verschiedenstéVachstumsfaktoren zugegd®3], die fir die physiologische
Funktion und Entwicklung der Zellen verantwortlich sifa. ist am Beispiel des
ErbBl ein paralleles Auftreten verschiedener Liganden durch,godoa und
juxtakrine  Freisetzung auch n gesunden Geweben wahrend der
Lungenentwicklung beschrieben[84]. ErbB RezeptorabhangigeTumorzellen
unterscheiden sich von gesunden Zellen durclbdiminanzspezifischeautokrin
produzierter Liganden [50, 85]. Hinweise auf eine parallele Hochregulation
ergeben sichauch aus der Korrelation der Uberexpression bestimmter ErbB
Rezeptoren mit einer Uberexpression ihrer aktivierenden Liganden in
verschiedenen Gewebeproben aus Tumoren der B8@t In verschiedenen
MelanomZelllinien konntedariiber hinausie korrespondierende Uberexpression
der ErbB1 Liganden mit einer Aktivitaitserhdhung verschiedener Matrix
Metalloproteinasen korreliert werdgss].

In den letzten Jahren wurden zunehmend StudienNachstumsbeeflussung
verschiedener Zellsysteme durch Morplgabliziert [11, 87]. Die Ergebnisse
dieser Studiersind allerdings sehr variabel undeichenvon proliferativen oder
antrapoptotischen Effekterj88-91] bis hin zu preapoptotischen oder anti
proliferativenEinfliissen[92-96]. Mogliche Ursacha flr diee unterschiedlichen
Resultate kinen in der Durchfihrung der Studien als in vitro und in vivo

Experimentesowiein der Verwendungverschiedener Zellsystenbegrindet sein
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Gerade die zellspezifische Ausstattumgit Rezeptoren und intrazellularen
Effektorwegen beeinflusst irhohem MalRe die Art der Zellreaktionauf
eingehende Signal¢87]. Zudem wurdenin den verschiedeneistudien zur
Wachstumsbeeinflussunvgn Tumorerdurch Morphin unterschiedlichdorphin-
Konzentrationen und verschiedemzhandlungsprotokolle verwendetiodurch
die Vergleichb&keit dieser Ergebnisse erschweitd [87]. Die Aussagefahigkeit
dieser Studien wirazudemdadurchweiter eingeschréanktassin den wenigsten
Fallen die durchMorphin-Behandlung beobachten Effekéendeutig aufdurch
Opioid-Rezeptoen vermittelte Mechanismen zurtickgefukrerdenkonnten[93].
Aus diesem Grund wurde furied vorliegendeArbeit ein Tumorzellsystem
ausgewaly, das voll funktionsfahigeendogene OpioiRezeptoren besitzt. Die
eindeutige Vermittlung der Wachstushseinflussenden Effektéber pOpioid-
Rezeptoren in BT474 Zellen nadhorphin-Behandlung wurde iden Versuchen
durch die Aufhebbarkeit mit Naloxon bestéatigt.

3. Regulation derBT474 Zellproliferation und A poptose
durch Morphin

Die Hemmung des Zellwachstums durch Morphin kann generell durch
Anderungen in der Zellproliferatiaimndbder der Apoptose vermitteerden. Die
Regulation der Proliferation durch Opioide schliel3t Aigivierung der Erk1/2
Signalkaskade eirin der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dss
akute Aktivierung von pOpioid-Rezeptoren durchMorphin in den Erk1/2
Signalweg eincgift. Die Ergebnisse waren jedoch auf den ersten Blick
widersprichlich.So stimulierte Morphin in naiven Zellen die basale Erk1/2
Phosphorylierung, wéhrend dielurch Heregulilnf31 stimulierte Aktivitat
gehemmt wurdeNach chronischer Morpm-Behandlungstieg die basalesowie

die durch Heregulin31l stimulierte Erkl/2Phosphorylierungan Morphin
steigerte demnachmi Gegensatz zu naiven Zelledie durch Heregulinf31
stimulierte Aktivierung der Erk1l/2n chronisch Morphirbehandelten Zellen
Grundsétzlichkdonnen Opioidedie Erk1/2 direktiiber Aktvierung der Pi3K, der
PLC, der $cundd u r c¢ h -Udterenhe@ider GProteine[97] oder indirektiber
Transregulation von RTKs aktivierdii1]. Die Unterschiede in ddsasalen und
der durch Heregulin31 stimulierten Erk1/2Aktivitdt zwischen naiven und

chronisch Morphirbehandelten Zellen weisen jedoch auf edluech p-Opioid-
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RezeptoenvermittelteBeeinflussungler ErbB Signalgebungn.

Die Regulation derZellproliferation durch Opioide stehim Einklang mit der
Aktivierung derErk1/2, da in chronisch Morphibehandelten Zellen didurch
Heregulinr31 stimulierte Proliferation gesteigentird, wahrend sie in naiven
Zellen gehemmt wi. Das fuhrt zu dem Schluss, datie akute Stimulatiorder
BT474 Zellenmit Opioidentberdie Erk1/2in die Zellproliferation eingreift. Die
Art der Regulation verandert sich jedoch nach chronischer Modtiandlung,
was auf grunddaliche Veranderungem ErbB Rezeptorabhangigen Wachstum
der BT474 Zellen hinweistDie durch akute Morphu$timulation induzierte
Erkl/2Phosphorylierung in unbehandelten Zellen mindet in einer gesteigerten
Zellproliferation. Die Abschwéachung dieses Effakt durch gleichzeige
Stimulation mit HeregulinBl ist auf eine vornehmlich af#poptotische
Signalgebung in unbehandelten Zellen durch HeredidiaurtickzufihrenDie
dagegen additiv proliferationssteigernden Effekten Opioiden inchronisch
Morphin-behandelten Zellenired ein Indiz fir die Verlagerung von einem anti

apoptotischen hin zu einem proliferativ2ellwachstum.

Die Steigerung dedurchHeregulin31 stimulierterErk1/2-Phosphorylierungind
der Proliferationsratein BT474 Zellen durch Morphin steht zundchst im
Widerspruch zur EHmmung des Zellwachstum&ine mogliche Erklarungierfar
ist, dassOpioide neben mitogenen auch Apoptasguzierende Signalwege
regulieren kdénnenlIn der Literatur wurden fir Morphin bisher verschiedene
Apoptoseauslosende  Mechanismen  inunterschiedlichen  Zellmodellen
beschrieben. Unter anderem dignaehrte Expression des Apoptefedernden
ProteinsBim, die Reduktion des aréipoptotisch wirkendeRroteinsBcl-2 [87]
sowie die Stabilisierung von p58§]. Gleichzeitigwerden fur Morphin jedoch
auch antiapoptotischeviechanismen in verschiedenen Zellmoglelbeschrieben,
die auf einer Aktivierung des Al&ignalweges beruhd®9]. In dervorliegende
Arbeit wurde eine paradoxe Hochregulation der Akktivitat durch die
chronische  MorphitBehandlung trotz gleichzeitiger Hemmung des
Zellwachstumdestgestetl Eine mégliche Ursache fir die Wachstumshemmung
bei gleichzeitiger Steigergn der Zellproliferation koénntedie Induktion
zuséatzlicher Apoptosefordernder Signalwege durch die chronische Morphin
Behandlungsein. Eine gegenteiligeRegulation von Erk1/2 und Aktvurde

kirzlich in Tumorzellen mit Pi3kabhangigemWachstumbeschriebenin denen
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eine regative Rickkopplung die Erk:Rktivierung zu Gunsten Akiermittelter
SurvivatEffekte vermindert[100. Eine Hochregulation der AkAktivitat durd
Morphin kénnte auch Uber eine Phosphorylierung der Pi3K durcha

Untereinheitervermittelt werderj97].

Die Hochregulation der Akt nach chronischer MorpBehandlung kann zudem
mit einer Veranderung des Signalcharakters egeteen. Neben anti
apoptotischersurvivatSignden kannAkt auchiiber die Regulation délykogen
Kinase3, der PhosphodiesterasgB, von mTOR (mammalian Target of
Rapamycin)und von Raf in die Proteinsynthesedas Zellwachstum unddie
Zellproliferation eingreifen[56]. EinevergleichbareHyperaktivierung der Akt ist
in verschiedenen Tumorarten beschrieben und hat ihre @rémthTumoren der
Brust haufig in einerHerabregulationdes Tumorsupressors PTEN, der unter
anderem auch die Al@ignaltransduktion terminie{]. Die Hochregulation der
Akt-Phosphorylierung in  BT474 Zellen kann demnach zur vermehrten
Proliferation beitragen und durch Wegfall der SunsSanale gleichzég

Apoptose ermdglichen.

Nachdem asgeschlossen werden konnte, dass Wachstuntsemmung der
BT474 Zellen durchMorphin auf einer direkten Hemmungproliferativer oder
antrapoptotischeiSignak beruht,konnte eine gesteigerte Apoptose als Ursache
fur das verminderte Zellwachstum identifiziert werdddie Apoptose war bei
gleichzeitiger Stimulation durch Heregu81 besonders stark ausgepragt.

4, Morphologische Veranderungen der BT474 Zellemurch
Behandlung mit Morphin und Heregulin-31

Bemerkenswert sin@guch diedurch chrorsche Behandlung mit Morphirund
Heregulin31 ausgeléstermorphologischen Veranderungen der BT474 Zellen.
Die Abrundung der Zellen nacNorphin-Behandlungoder nach gleichzeitiger
Behandlung mitMorphin und Heregulif31l kanndurch das grmehrte Eintreten
der Zellen in die Apoptose erklart werdg®1]. Diese Annahmnevird durchdie
vermehrteBindungvon AnnexinV andie Zellmembran Hegt Die Reversibilitat
der Opioid-induzierten morphologischenVeranderungen bei gleichzeitiger
Anwesenheit desAntagonistenNaloxon, verdeutlicht einendurch p-Opioid-

Rezeptoenvermittelten Effek{9].
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Nach Behandlung mit Heregulil zeichnen sich die Zellen durch
Differenzierungmekmale wie  polygonale  Z#korperform,  geringes
Kernvolumen im Vergleich zum Zytoplasniad Bildung von Zellauslauferaus
[102). Vergleichbare rmarphologische Verdnderungerunter anderem die
Ausbildung von Zellauslaufern, wurden irnverschiedenen Tumorzellen
einschlief3lich Brustkrebszelllinien nachExposition gegeiiber Heregulifdl
bereitsbeshrieben[103 104]. Diese Differenzierungdurch Heregulif31 konnte
mit aggressiveren Tumoreigenschafteme erfbhter Migrationsfahigkeit und
Metastasierungsbereitschaft sowie gesteigerter Invasivitdt der Tumorzellen
Verbindung gebracht werddi04]. Die Interaktion von Morphin mider durch
Heregulin31 induzierten Zelldifferenzierung konnte einen therapeutischen
Ansatzpunkt flr ditHemmungaggressivel umoreigenschaftebieten

5. Interaktion von Morphin mit dem ErbB Rezeptor-

Netzwerk

Die ErbB Rezeptorenntegrierenin gesunden Zellen eine Vielzahl autond
parakriner extrazellularer Signale und transferiafiesein die Zelle,die sich so
an die Wachstumsedingungen ihrer Unabung adaptieren kanfd]. Viele
Tumoren nutzen eine Hyperaktivierung ddsbB Netzwerksfir die schnelle

klonale Expansiof50Q].

Die am lesten erforschteAbweichung im ErbB RezeptoiSystem ist die
Uberexpressiordes ErbB2, die fiir unterschiedlichér'umoraten [105, darunter
auch verschiedeneFormen des Brustkrebs beschrieben ist[51]. Der
Uberexpression liegt in den meisten Fallen é&mmamplifikation zu Grundgr4].

Da 25-30%aller Mammatumoren eingberexpressiodesErbB2 aufweiser{75],

ist dieser Rezeptor es derHauptzieé fur die Entwicklung zielgerichteter
TumorTherapiestrategiefi73]. Derzeit sind verschiedene spezifisch gegen den
ErbB2 gerichtete Medikamente mit groRem Erfolg Einsatz[55). Ein grol3er
Nachteil ist jedoch dass Tumorzellen unter Therapie schnell verschiedene
Resistenzmechanismeaurch Aktivierung redundanter Signalwegatwickeln
konnen [73].

Als Ursache fur die Hemmung des Zellwachstums der BT474 Zellen durch
chronische Morphi#Behandlung konnten quantitative und qualitative

Veréanderungen im ErbBletzwerkidentifiziert werden. Die chronische Morphin
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Behandlung fuhrt zu einer Reaktivierung des ErhB# zu einer Verschiebung
der durch Heregulinf31 stimulierten Zellpliferation von einem ErbBErbB3-
hin zu einemErbB1ErbB2-abhéangigerMechanismusBemerkenswert istdass
der ErbB1 unter allen Versuchsbedingungen sowohl hinsiclitécAkt- alsauch
der Erk1/2Aktivierung essentiell istvohingegen deErbB2trotz Uberexpression
nur in chronisch Morphiioehandelten Zelledie Phosphorylierung der rK1/2
vermittelt Verstandlich wird die Bvorzugung des Erkl{3ignalweg durch
ErbB2-enthaltende Dimere auf Grund der Eigenschafdes ErbB2 den
Ras/Raf/Erkl/2Signalweg direkt Uber verschiedene Adapterproteineu
induzieren.Die Pi3K und somit Aktkann iber ErbB2dagegen nur indirekt
aktiviet werden [105 106]. Eine Reaktivierung des ErbB2 erklart auche d
verstarkte Erk1/2-Phosphorylierungnach chronischer MorphiBehandlung da
ErbB2-enthaltende Heteroaiere eine hohere Signalktivitat vermitteln als
ErbB1ErbB3 Dimere[53].

Um die ErbB3vermittelte Signaltransduktion nach chronischitorphin
Behandlung zu untersuchemurde die Erk1/2 und AktPhosphorylierung nach
Stimulation duch den ErbB3 Liganden Heregul$l bestimmtin naivenBT474
Zellen stimuliert Heregulinrf31 sowohlden Erk1/2- als auch derAkt-Signalweg
uber ErbB1ErbB3 Dimere Die Induktion der Erkl/ZPhosphorylierung durch
Heregulinl31 beruht in unbehandeit BT474 Zellen auf einer ErbB3
vermittelten Aktivierung und anschlieende Dimerisierung [52]. Eine
vergleichbareerk1/2-Aktivierung durchErbB3-induzierteTrangphosphorylierung
des ErbBl in ErbBHrbB3 Dimeren wurde bereits in andeen Studien
beschrieben unddliel3t die Bindung der Adaptengteine $ic und Grb2 eifil05
107). Trotz derdefekten KinaseAktivitat kann der ErbB3 in Heterodimeren durch
Transphosphorylierung unddirekte Bindung an die egulatorischen
Untereinheien der Pi3K einsehr effektiveAkt-Aktivierunginduzieren[50, 105.
Darlber himus kdonnen ErbBEfbB3 Heteodimeredie Akt auch indirekt Gber
eine ErbB1Grb2/Gabvermittelte CrossRegulationder Pi3K aktivieren [10§.
Unabhangig vom Regulationsmechanismus vermitteln die EEyBBB Dimere
eine effiziente Pi3Kvermittelte Akt-Signatransduktion[105. In unbehandelten
BT474 Zellenliegt der Fokis der mitogenen Signaltransduktieomit vermutlich

auf einer Aktvermittdten Generierung voBurvivatSignalen

In chronisch Morphirbehandelten Zellen wird d@urchHeregulinf31vermittelte
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Erk1l/2-Aktivierung von ErbB1ErbB2 Dimeren (dbernommenpDie durch
Heregulin31 stimulierte Erk1/2-Phosphorylierungist in chronisch Mophin-
behandelten Zellemon derFunktion membrangebundendMPs abhangigund
impliziert die Freisetzung eines endogenen Liganden dufelttodomain
shedding, der wiederum ErbBlErbB2 Dimere aktivieren kann.Eine
vergleichbare Reaktivierung des ErbB2 in &kuebszellen wurde nach
chronischer Behandlung mit Herceftiber eineADAM17-vermittelte und Akt
abhangige Freisetzung alternativer Liganden und Aktivierung redundanter

Signalwege beschrieb¢h09.

Die Abhangigkeitder durch Heregulin31 vermittelten ErbBHrbB2 Aktivitat
von der Pi3K konnte nur naclthronischer MorphisExposition, nicht aber in
naiven Zellenfestgestellt werdenEine Pi3K-vermittelte CrossAktivierung des
Erkl/2- Signalweges wurdeishe nur selten nachgewiesesin Zusammenhang
zur jeweils verwendeten Zellarund die zu Grunde liegenden Mechanismen
blieben ungeklart. Vorgeschlagen wurde reiMechanismus, bei dem ErbBa
Anwesenheit  geringer Konzentrationen von EGFIlike Liganden die
Adapterproteingsrb2 und Shan die Zellmembran rekrutieft10. Obwohl ene
vergleichbare CrossAktivierung der Erlk/2 durch Pi3K nicht restlos
ausgeschlossen werdekann weist die gleichzeitige Abhangigkeit der
ErbBlErbB2-vermittelten Erk1l/2Aktivierung von MMPs auf eine Pi3K-
abhéngigeFreisetzung EGHhnlicher Liganden durciectodomain sheddifig
hin. Ein derartige Mechanismus wird unterstiitzt durch die Tatsadassdie
Pi3K in Tumorzellen mit ErbB&abhangigem Wachstum in der Lage wirch

negative Ruckkopplungine kompensat@che Erk1l/2Aktivierung zu induzieren

[100.

Die durchHeregulirf31 vermittelte Aktivierung dekkt wird sowohl in naiven als
auch in chronisch Morphibehandelten Zellen Uber Pi3K vermittelennoch
bleibt die Fage in welcher Weise Hereguhfll eine Aktivierung der Akt in
chronisch Morphirbehandelten Zellen erméglichEs kann nichggelart werden
ob die Pi3Kdirekt Giber den pOpioid-Rezeptoroderindirekt Gber RTKs aktividr
wird und ob sich naive von chronisch Morphirbehandelte Zellen in diesem
Punkt unterscheidema der ErbB2 weden naivennoch in chronisch Morphin
behandelten Zelleman der Aktivierung der Akbeteiligt istliegt nahe, dass die
Akt-Aktivierung in beiden Fallerdurch ErbB1ErbB3 Dimere Uber dialirekte
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Bindung des ErbBan die Pi3K induziert wir@i105.

Die Abhangigkeit derErbBlErbB3-vermittelten Akt-Aktivierung in chronisch
Morphin-behandelten Zellen von MMRwiderspricht nichtder Freisetzung eines
ErbB1-bindenden Liganden durch Aectodomain sheddifig als Ursacheder
ErbB1ErbB2-Aktivierung. Ein solcher EGFlike Ligand wirde zusatzlich zu
ErbB1ErbB2 auch ErbBlErbB3 Dimereaktivieren.Eine Induktion nicht nur von
ErbB1ErbB2, sondern auch von ErbBErbB3 Dimeren ist fur den ErbBl
Liganden EGFbereits beschrieben[111, 112, der ErbB2 wird jedoch als
Dimerisierungspartner nhc EGFStimulation bevorzugi{112. Durch ErbB1
Liganden aktivierte ErbBErbB3 Dimerestellen die Minderheit daDies erklart
auch den weitaus groReren Einflussinktioneller MMPs auf die Erk1/2
Phosphorylierung als aufie Aktivierung der Akt.Der Ubergangler mitogenen
Signaltransduktion in chronischMorphin-behandelten Zellen von einem
ErbB1lErbB3- zu einemErbBVErbB2-abhangigen Mechanismusnnte durch
direkte Stimulationder BT474 Zellenmit dem ErbB1 Liganden EGF bestétigt
werden. In unbehandelten Zellenéknen sowohl EGF als auchHeregulirf31
ErbB1ErbB3 Dimere aktivierenin chronisch Morphirbehandelten Z&n kann
die im Uberschuss gewahlE&GFKonzentrationsowohl ErbB1ErbB3 als auch
ErbB1ErbB2 Dimeredurch AKivierung des ErbBlinduzierenund dadurch die
Erk1/2-Aktivierung und die AktAktivierung aufrecht erhaltefi11]].

Um die Morphinrinduzierten Veranderungn im ErbB Netzwerk genauer zu
definieren wurdendie relativenMengen der einzelnen ErbB Rezeplopen in
der Zelmembranvon BT474 Zellenbestimmt In der Tat liegenErbB1 und
ErbB3nachchroniscler Morphin-Behandlungn grél3erer Menge, ErbB2 dagegen
in geringerer Menge voDie Zunahmevon ErbB1 und ErbB3Xanndurcheine
Uber p-Opioid-Rezeptoen vermittelte Interndisierung der ErbB Rezeptoren
erklart werden Ein solcher Mechanismus wurdeereits als Ursache figine
persistierendeErk1/2Aktivierung duch Morphin beschrieben, digiber éne
Hemmung deErbB Degradatiordurch Herabregulation der E3biquitin-Ligase
c-Cbl vermittelt wird[113. Ob der Rezeptonachinternalisierung degradiert oder
durch Recyclingwieder an dieZelloberflachezurtckgefihrtwird, ist dartber
hinausvon der Art des aktivierenden Liganden abhangi@?. So wird der
ErbB1 nach Aktivierug durch TGFU ver mehr t recwate | t |, w @
Aktivierung durch EGF vermehrt degradigvird [105. Die Zunahme dekrbB1
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in Morphinbehandelten Zellerkdnnte durch pOpioid-Rezeptor induziertes
Aectodomain sheddingihn aumkin vrkerders et zung
Wachstumsfaktors eigffizienteres Recycling des ErbBiewirken Zudem wird

der ErbBlselbstnach AktivierungdurchEGF bei gleichzeitiger Anwesenheit des

ErbB2 vermehrt recycel{105. Der ErbB3 wird nach LigandeAktivierung

generell verstarkt recycelt, dartberhinaus begunstigt die Aktivierung mit

Neuregulinen wie Hereguli®l im Allgemeinendas RezepteRecycling[105.

Die gegensatzliche Herabregulation von ErbB2 kann ihre Ursache in vermehrter,
schnellerinternalisierungnach Aktivierung haben, wie sie typisch ist fur B2

Uberexprimierende Zelldi14).

Die Verlagerung dedurch Heregulinrf31 stimulierten Erk1/Signalgebung nach
chronischer MorphirBehandlung der BT474 Zellen von einem ErtdBbB3- zu
einem ErbBI1ErbB2-vermitteten Mechanismusaunterstreicht dighohe Plastizitat
des ErbB RezeptoiNetzwerk in Tumorzellen Eine mdgliche Regulation der
ErbB-vermittelten Signabenerierungwurde kirzlich in BT474 und SKBR3
Zellen beschriebenln diesen Arbeiten wurde nach einer Hemmuleg ErbB1
und ErbB2 eine Aufrechterhaltung des Wachstunwtirch Reaktivierung der
verbleibenden ErbB3 und ErbBtestgestellt[115. Damit einher ging eine
Verlagerung desvornehmlichErk1/2kontrolliertenWachstuns hin zu einem Akt
abhangigen Mechanismug116. Dies illustriert, dass Tumorzellen ihr
Wachstumsverhaltensehr schnell auf verschiedene aufl3ere Einflisse uber

individuelle Veranderungen im ErbB Netzwerk adaptieren kdnnen.

Die durch chronische MorphiBehandlung ausgelésten quantitativen
Verdnderungen auf Ebene der ErbB Rezeptorkdnnen auch das
Dimerisierungsverhalteteeinflussen50]. Dies spieglt sich in BT474 Zellen
durch das Auftreten von ErbBAmB2 Dimeren wider. Der Anstieg der basalen
Akt- und Erk1/2Aktivitdt nachchroniscker Morphin-Behandlungkdnnte zudem
durch eineabsolute Zunahme Signgebender Dimererklart werden.Obwohl
durch de Colmmunprazipiation nur ErbBlenthaltende Dimere nachgewiesen
wurden, kann das &fliegen von ErbBZrbB3 Dimerendurch dieessentielle
Abhangigkeit der Signaltransduktion vom ErbB1l in naiven und chronisch
Morphin-behandelten BT474 Zelleausgeschlossewerden Das Vorliegen von
ErbB1ErbB3 Dimerensowohl in uniehandelterals auch in chronisch Mphin-
behandelten Zelletasst zudem darauf schliel3estass in unbehandelten BT474
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Zellen trotz der Uberexpression des ErbB2 EibB3-abhangiges Wachstum
vorliegt[117].

Der genaue Mechanismus tber den Morphin die BeteiligungideelnenErbB
Rezeptoren an den Sigraahnsferierenden Dimeren beeinflygstuss nch naher
untersucht werden. Eine mogliche Erklarung ist eih@nganhaltende
inhibitorische  Signalgebung durch das Ausbleiben einer Rezeptor
Desengisierung die typisch fur Morphin am pOpioid-Rezeptor isf11§. So
kénnen durch Langzeitbehandlung mit Morphin kompensatorische Mechanismen
in der Signalweiterleitug induziert werdenwie sie inneuronalen Gewebéliir

die Ausbildung von Toleranz und Abhangigkeistearieben sinfi29].

6. Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit zeigtdassdie chronische Morphi#Behandlungin p-
Opioid-Rezeptortragenden BT474 Zellemu fundamentalerVerdnderungen im
ErbB RezeptoiNetzwerk fuhrt. Die komplexen Veranderungn umfassen die
Neuorganisation von Rezepibimeren und die Etablierungeines autokrinen
Feedback Mechanismuserdzu einer Trennum der Aktivierung derErk1/2 von

der AktSignalkaskde fuhrt.Aus den gewonnenen Ergebnissen kann gefolgert
werden, dass in naiven Zellen die Aktivierung des ErklBd des Akt
Signalweges durch den ErbB3 Liganden Hereglin Uber ErbBHrbB3
Heterodimere induziert wird. Aufgrund der Abhangigkeit der -Akt
Phosphorylierung von Pi3K scheint der ErbB3 in diesen Heterodimeren
vornehmlich die Aufgabe der Add&ktivierung zu Ubernehmen, wéahrend der
ErbB1 die Erkl/2Phosphorylierung vermittelt. In chronisch Morpiuiehandelten
Zellen bleibt die AktAktivierung weterhin ErbBt und Pi3kabhéngig. Da
zudemdie Stimulationmit Heregulirf31 nur Gber Beteiligung des ErbB3 mdglich
ist, muss die AkPhosphorylierung nach wie vor Uber ErbBMB3
Heterodimere vermittelt werden. Dariber hinaus stellt sich eine ErbB2
Abhanggkeit der durch Heregulin31 stimulierten Erk1/2-Aktivitat ein. Da
ErbB1ErbB2 Heterodimere jedoch nicht direkt durch Hereg@lin induziert
werden konnen und da die Aktivierung der Erk1l/2 in chronisch Morphin
behandelten Zellen abhéngig von Pi3K und déreisetzung von
Wachstumsfaktoren durch MMPist kann eine Stimulation der ErbBHrbB3

Heterodimere durch Heregu®Bil nur Uber eine autokrine Aktivierung von
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ErbB1lErbB2 Heterodimeremach Freisetzung eines E@GRnlichen Liganden
induziert werden Der vogeschlagene Regulatemechanismus wird in

Abbildung20 schematisch dargestellt.
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Abb. 20 Schematische Darstellung der vorgeschlagedarch chronische Morphin
Behandlung ausgés$ten Veranderungen in der EdvBrmittelten Signaltransduktion nach
Stimulationmit Heregulinf31.

Wahrend in aiven Zellen sowohl die Erk1/2ls auch die AkiAktivierung durch ErbB1/ErbB3
Dimere bewerkstelligt wird, findet in chronisch Morptiehandelten Zellen eine Tramyg der
beiden Signalwege statieregulinf31 stimuliert tbeErbB1/ErbB3 Dimere direkt nur noch die
Akt, wahrend die Erk1/2 durch einen Pi3K abhangigetokrinenMechanismus unter
Freisetzung eines ErbB1 Liganden von ErtiBbB2 Dimeren Ubernommaemird. Die
angegebenen Inhibitoren verdeutlicheme diese Hypotheseaua den verschieden Versuchen
geschlussfolgert wden kann

Die in der vorliegenden Arbeit aufgeklart@egulation des ErbB Netzwerks
konnteeine Erklarundur die Vielzahl unterschiedlicher Effeki®n Morphinauf

die Zellproliferation und die Induktion der Apoptose in unterschiedlichen
Zellsystemen bieten Die Beeinflussung des ErbB Netewks Uber eine
Aktivierung des pOpioid-Rezeptorskdnnte neue Aspektdlr die zielgerichtete
Tumortherapieaufzagen Die StabilisationErbB2-enthaltender Rezept®@imere
kbnnte zum Einen die Wirksamkeiton gegen ErbB2 gerichtatePharmaka
erhbhen und zum Anderen der Ausbildung von Resistenzmechanismen

entgegenwirken
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VII ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wird die Reglation des Wachstusm von EbB2-
uberexprimierenden BT474 humanen BrustkrebszellenhMorphin untersucht.
Voraussetzung hierfiist, dasan BT474 Zelenvoll funktionsfahige endogengu-
Opioid-Rezeptoren nachgewiesen werden konrnbea.chronische Exposin der
BT474 Zellengegeniber Morphiriihrt spezifischiber p-Opioid-Rezeptoen zu
einer Hemmungles Zellwachstums die in Anwesenheit deg/achstumsfaktar
Heregulin31 besonders ausgepramt. Die Hemmung des Zellwachstums
resultiert aus einer Induktioder Apoptose trotz gleichzeitigéktivierung des
mitogenen Erkl1/ZSignalwegsund der antiapoptotischenAkt-Signalkaskade
durch Morphin Diesedurchpu-Opioid-Rezeptoen vermittelten Veranderungam
Wachstumsverhalten der Zellbasieren auf eindReguldion desErbB Rezeptor
Netzwerks Insbesonderélihrt de chronische Exposition gegeniiber Morphin
eina Dissoziationder Erk1/2 von derAkt-Signalkaskadelurch quantitative und
qualitative Veranderungen der an dggnalgebenden Dieren beteiligten ErbB
Rezeptoren Wahrend in naiven BT474 Zellen beide Signalwegéer
ErbB1ErbB3 Dimere reguliert werden, kommt es nach chronischer Morphin
Behandlung zu einer Reaktivierung des ErbBater diesen Bedingungen wird
die Erk1l/2Aktivierung von ErbBlErbB2 Dimeen vermittelt, wahrend
ErbB1ErbB3 Dimere weiterhin den Ak®ignalweg kontrollieren. Die
Aktivierung derErbB1ErbB2 Dimere in chronisch Morphibehandelten Zellen
nach Stimulation mit denkrbB3 Liganden Heregulil wird durchein Pi3k-
und MMP-abhangiges Aectodomain sheddifig eines ErbBl-aktivierenden
Liganden vermittelt Die Ergebnisse zeigen, dass Opioischt nur dber
Transaktivierung von RTKs mitogene Signalwege beeinflussen, sondern
grundséatzlich auch direkdas Wachstumsverhalten von Tumorzelléber
komplexe durch p-Opioid-Rezeptoen vermittelte Veranderung im ErbB
Netzwerkregulieren kdnnenEin derartiges Eingreifen idas WachstumErbB-
abhangigeMumorzellen durch Morphinkénnte eien neuerAnsatzpunkt fur die
Steigerung der Wirksamkeitzielgerchteter Therapiesttegien und ok

Vermeidungvon Resistenentwicklungen darstelie
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VIl SUMMARY

In the present workthe interaction of chronic Morphine treatment witie ErbB
receptor signalling network in ErbB2 overexpressing BT474 human breast
carcinoma ell line is studied BT474 cells were shown to present fully funoab
endogenous 4opioid receptors at heir cell surface providing the abilityo
integrate external signals in intracellular respomesen after chronic Morphine
treatment. Despitéhe induction ofmitogenic Aktand Erk12 signalling, chronic
exposureof BT474 cells to Morphine enhances cell deaspecially wherthese
cells are simultaneously stimulated bythe growth factor Hereguhfil.
Furthermore, chronic activation of-gpioid recepbrs in BT474 cells triggers
complex changes in ceffrowth by interacting with the mitogenic ErbB receptor
network through rearrangement of involved ErbB recaptoonsequentlyErk1/2
becomes separatém Akt signalling.More precise stimulation withthe growth
factor HereguliA3l in untreated celleadsto activation of ErbBErbB3 dimers.
This induces both Akt anirk1/2 signalling, despite the overexpression of ErbB2
in this cell line. Chronic morphine treatment switches Erk1/2 activation to
ErbB1ErbB2 dimers, while ErbBHrbB3 dimes still promote Aktsignalling.
The reactivation of ErbB2 involved indimer formationis based on direct ErbB1
activation in ErbBIErbB2 through anEGFlike ligand released by ectodomain
shedding of membree-bound prectsors through MMB. This autocrinegedback
loop is dependento Pi3K activation by ErbBIErbB3 dimers which are
stimulated by HeregulinrR31 in cells under chronic Morphine treatment. The
complexregulationof mitogenic ErbB signalling networty Morphine n BT474
cells suggest that concomitant morphine treatment might enhance thevégnsiti
of targeted arttumour stategies orcould support toavoid the development of

resistance mechanisms
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durchpu-Opioid-Rezeptoenvermittelte Erk1/2
Phosphorylierung
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Abb.16 Veranderungen in der Opiciermittelten Akt S.64
Phosphorylierung nach Vorinkubation mit verschiedenen

Proteninhibitoren

Abb.17 Erkl/2 und AktAktivierung nach Stimulation mit dem ErbB. S.66
Liganden EGF

Abb.18 Veranderungn der ErbB RezepteMenge nach chronischer S.67
Morphin-Behandlung

Abb.19 Modulation deHeterodimere mit ErbBBeteiligung nach S.68
chronischer OpioiBehandlung

Abb.20 Schematische Darstellung der vorgeschlagenen, durch S.81

chronische MorphifBehandlung ausgeldsten Verandegen
in der ErbBvermittelten Signaltransduktion nach Stimulatiol
durch Heregulin3l
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