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EINLEITUNG 1

2 EINLEITUNG

Ein geordnetes Zusammenspiel aller Zellen und deren geregeltes Wachstum,
programmierter Tod und Erneuern sichern das Uberleben und die Gesunderhaltung eines
mehrzelligen Organismus. Das Wachstum und die Apoptose der Zellen werden vor allem
Uber Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) wie die HER-Rezeptoren (HER1-4) reguliert, welche
durch Wachstumsfaktoren stimuliert werden. Eine Stérung dieses Gleichgewichts von
Wachsen und Sterben einer Zelle in einem Organismus fiihrt zu unkontrolliertem
Zellwachstum und damit zur Tumorbildung. So ist dies unter anderem bei humanen SKBR3
Mammakarzinomzellen der Fall, welche den HER2-Rezeptor vermehrt aufweisen. Diese Art
von Tumoren, die auch als HER2-positiv bezeichnet werden und ca. 20% aller an Brustkrebs
erkrankten Menschen betreffen [1], gelten als besonders maligne. Denn sie gehen mit einer
sehr niedrigen und kurzen Uberlebensrate fiir die Patienten einher [1, 2]. In den letzten
Jahren konnten erfolgversprechende zielgerichtete Behandlungsstrategien entwickelt
werden, die eine Blockade der HER2—Rezeptoren bewirken und somit das Wachstum der
Tumoren hemmen. Einen solchen Ansatzpunkt stellt zum Beispiel der monoklonale
Antikorper gegen HER2, Trastuzumab (Herceptin®), dar. So vielversprechend dieser Ansatz
auch ist, so sprechen doch nur 26% aller Patienten auf Trastuzumab als Monotherapie und
40-60% auf eine Kombination von Trastuzumab mit anderen Chemotherapeutika an [3]. Alle
anderen Formen von Brustkrebs weisen primdre Resistenzen gegen diesen Wirkstoff auf.
Aber auch HER2-positive Zellen kdonnen im Verlauf einer Therapie sehr schnell eine
sekundare Resistenz ausbilden [3]. Ein vornehmliches Ziel in der klinischen Pharmakologie ist
es der Ausbildung sekundarer Resistenzen wahrend einer Tumortherapie entgegenzuwirken.
Hierbei kdnnen Opioide einen wichtigen Beitrag leisten. Opioidrezeptoren werden von einer
Reihe von Karzinomzellen exprimiert und greifen tber nicht-kanonische Signalwege in die
Wachstumsregulation ein. Sie besitzen in der Tat einen direkten Einfluss auf die
Signaltransduktion des HER-Rezeptor-Netzwerks [4]. Aus diesem Grund sollte in der
vorliegenden  Arbeit der  Einfluss einer langerfristigen Behandlung  von
Mammakarzinomzellen mit Opioiden auf das Zellwachstum, die Wirksamkeit von HER2-
basierten Therapiestrategien und die Ausbildung einer sekunddren Resistenz dagegen

untersucht werden.
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3 LITERATURUBERSICHT

3.1 Opioide und Opioidrezeptoren

Opioide sind seit der Antike bekannt fir ihre schmerzstillende und euphorisierende Wirkung.
So gewannen schon die alten Rémer, Griechen und Agypter den Milchsaft aus unreifen,
griinen Samenkapseln des Schlafmohns (Papaver somniferum). Das Opium enthalt 40
verschiedene Alkaloide, unter anderem Morphin und Codein und wurde flir medizinische
und kultische Zwecke eingesetzt. Heute kommt den Opioiden als potentesten uns zur
Verfiigung stehenden Analgetika zur Linderung starker Schmerzen vor allem in der
Tumorschmerztherapie sowie in der Narkosepramedikation eine grofe Bedeutung zu.
Aufgrund ihres Abhédngigkeitspotentials erfordert der Einsatz von Opioiden jedoch eine

griindliche Nutzen-Risiko-Abwagung [5].

3.1.1 Definition

Bei Opioiden handelt es sich um , Wirkstoffe, die ihre Wirkung durch Bindung an die Opioid-
Rezeptoren entfalten und durch Naloxon spezifisch antagonisiert werden” [6]. Sie lassen sich
anhand der Starke ihrer intrinsischen Aktivitadt, die sie am Rezeptor entfalten, einteilen in
volle Agonisten, partielle Agonisten und Antagonisten sowie in endogene, das heilst

naturlicherweise im Kérper vorkommende, und dem Koérper exogen zugefiihrte Opioide.

3.1.2 Einteilung der Opioidrezeptoren

Alle Opioide entfalten ihre Wirkung an Opioidrezeptoren (OR). Diese werden in allen
Geweben epithelialen Ursprungs exprimiert, wie den Nerven-, Immun-, Herzmuskel- und
einigen Karzinomzellen [7]. Momentan sind drei verschiedene OR-Typen bekannt: der 3-OR
(DOR, erstmals am Vas deferens der Maus entdeckt), der k-OR (KOR, benannt nach seiner
hohen Affinitat flr Ketocyclazocine) und der p-OR (MOR, hohe Affinitat fir Morphin), die
sich alle noch weiter in verschiedene Subtypen untergliedern lassen [8-10]. So kénnen
pharmakologisch &;, und 0, [11, 12], kja, K1, Kound w3 [13—-15] sowie py, 1 und

ys differenziert werden [16, 17].



LITERATURUBERSICHT 3

DOR, KOR und MOR unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Verteilung in unterschiedlichen
Geweben, ihrer Selektivitdt gegeniber verschiedenen Liganden und der durch sie
vermittelten Wirkungen [18, 19]. Generell kénnen alle Opioide an alle drei Rezeptortypen
binden, weisen konnen dabei aber deutliche Praferenzen fiir einen speziellen Rezeptor auf.
Opioidrezeptoren kénnen auch Homo- bzw. Heterooligomere bilden, was ihre Affinitat

gegeniber selektiver Agonisten und teilweise auch ihre Signalwege beeinflusst [20-23].

3.1.3 Aufbau und Struktur der Opioidrezeptoren

Opioidrezeptoren sind membranstandige Rezeptoren, die zur groflten Familie der
Oberflachenrezeptoren, namlich den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) gehdéren
[24, 25]. Es handelt sich um heptahelikale Transmembranproteine. Das bedeutet, sie
bestehen aus sieben in die Zellmembran eingebetteten Transmembrandomanen, die Gber
jeweils drei extra- und drei intrazelluldre Schleifen verbunden sind und einen extrazelluldaren
Amino (N)- sowie einen intrazelluldren Carboxyl (C)-Terminus besitzen [26]. Dabei fungieren
die extrazelluldren Schleifen als Ligandenbindungsdomane, die intrazelluldren als G-Protein-
bindende Einheit. Die drei Rezeptortypen 9, k, i (DOR, KOR, MOR) unterscheiden sich nur in
ihrer Aminosdauresequenz, vorzugsweise in den extrazelluldren Schleifen und im N- und C-

Terminus voneinander, wohingegen die Transmembrandomanen zu 70% identisch sind [27].

3.1.4 G-Protein-vermittelte Signaltransduktion

Guaninnukleotid-bindende-Proteine (G-Proteine) sind an der zytosolischen Seite der GPCRs
lokalisiert und gliedern sich in eine a-, B- und y-Untereinheit. Im inaktiven Zustand sind alle
drei Untereinheiten miteinander vereinigt, weshalb sie auch als heterotrimere Proteine
bezeichnet werden [28]. Dabei ist GDP an die a-Untereinheit gebunden. Infolge einer
Agonist-induzierten Konformationsanderung des G-Protein-gekoppelten Rezeptors, koppelt
das heterotrimere G-Protein an den GPCR und das GDP wird durch GTP ausgetauscht [29].
Daraufhin dissoziieren sowohl das Py-Dimer als auch die aktivierte a-Untereinheit ab,
konnen an Effektorproteine binden und so intrazelluldre Signalkaskaden in Gang setzen [30].

AnschlieBend wird GTP durch die intrinsische GTPase-Aktivitat der a-Untereinheit wieder zu
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GDP hydrolysiert, was dazu fihrt, dass das G-Protein eine erneute Konformationsdanderung
erfahrt. In Folge dieser reassoziiert die Py-Untereinheit mit der GDP-gebundenen a-
Untereinheit. Das G-Protein liegt nun wieder in einer fir den inaktiven Rezeptor
hochaffininen Konformation vor und kann erneut aktiviert werden. Aufgrund der Fahigkeit
eines GPCRs bis zu 10 G-Proteine gleichzeitig zu aktivieren, fungieren G-Proteine nicht nur
als Integratoren verschiedener extrazellularer Signale, sondern auch als Signalverstarker
[31]. Man unterscheidet mehrere Familien an G-Proteinen [32]. Sie werden unter anderem
nach der Fahigkeit ihrer a-Untereinheit die Adenylylcyclase zu regulieren eingeteilt in
hemmende (a;) und stimulierende (os) G-Proteine [29]. Opioidrezeptoren binden
vorzugsweise inhibitorische G-Proteine, kdnnen in Immunzellen aber auch Gq/11-Proteine

regulieren [27, 33].

3.1.5 Signaltransduktion iiber Opioidrezeptoren

Opioidrezeptoren kdonnen ihre Signale entweder Uber G-Protein-abhangige, oder auch Gber
G-Protein-unabhdngige, sogenannte nicht-kanonische Wege, vermitteln [34]. Ein schemati-

scher Uberblick ist in Abbildung 3-1: Opioidrezeptor-vermittelte Signalwege dargestellt.

Zu den G-Protein-abhangigen Mechanismen werden die SchlieBung spannungsabhangiger
Calciumkanile [35], die Offnung von Kaliumkanilen und die Signalweiterleitung tiber

Adenylylcyclasen gezahlt [36].

Uber G-Protein-unabhingige Signalwege kénnen Opioide unter anderem die extrazellulire
Signal-regulierten Kinasen 1 und 2 (Erk 1/2), die c-Jun N-terminale Kinase (JNK) und die

Proteinkinase B (PKB, Akt) regulieren [34, 37].

3.1.5.1 Adenylyicyclase

Die Regulation der Adenylylcyclase (Adenylatzyklase) stellt einen der bedeutendsten
Signalwege G-Protein-gekoppelter Rezeptoren dar. Uber die Bildung des sekundiren
Botenstoffs (second messenger) cAMP konnen vielfiltige zelluldre Mechanismen kontrolliert
werden. Adenylylcyclasen gehdren zur Gruppe der Lyasen, also der molekilspaltenden

Proteine, von denen beim Sauger derzeit 10 Isoenzyme bekannt sind (AC I-X) [36].
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Strukturell bestehen die in die Zellmembran eingebetteten Adenylylcyclasen aus zwei
transmembranen Domadnen mit je sechs alpha-Helices sowie zwei im Zytoplasma
lokalisierten  Cyclase-(Homologie)-Doméadnen. Durch Bindung der GTP-gekoppelten,
aktivierten a-Untereinheit eines Gs-Proteins an die Adenylylcyclase erfihrt diese eine
Konformationsanderung und setzt Adenosintriphosphat (ATP) zu  zyklischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP) um. cAMP kann dann entweder direkt als Botenstoff wirken
oder indirekt Giber Aktivierung anderer Proteine wie z.B. der Proteinkinase A (PKA). Der

Abbau von cAMP erfolgt Gber Phosphodiesterasen [37].

Proligand

.

MNP

Adenylylcyclase

AlFP cAMP

Akt Erk1/2

Abbildung 3-1: Opioidrezeptor-vermittelte Signalwege

Die Abbildung zeigt sowohl G-Protein-abhangige Signalwege der Opioidrezeptoren lber Kalium- und
Calciumkanale sowie die Hemmung der Adenylylcyclase, als auch G-Protein-unabhangige Signalwege:
Die Aktivierung der Akt und Erk1/2 sowie die Transaktivierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen Uber
Matrixmetalloproteasen (MMPs).

In neuronalen Zellen fiihrt die Aktivierung von Opioidrezeptoren uber inhibitorische G-
Proteine zu einer Hemmung der Adenylylcyclasen vom Typ |, V und VI und damit
verbundenen zu einem Abfall der intrazelluldaren cAMP Konzentration [38]. Im Gegensatz

dazu konnen Opioidrezeptoragonisten in nicht-neuronalen Zellen Uber freigesetzte By-
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Untereinheiten Adenylylcyclasen vom Typ Il und IV aktivieren und damit die cAMP-

Produktion steigern [38].

3.1.6 Desensibilisierung und Toleranz der Opioidrezeptoren

Die ladngerfristige Behandlung mit Opioiden flihrt zur Desensibilisierung der
Opioidrezeptoren und zur Ausbildung von Toleranz [39]. Das Ausmall der
Rezeptordesensibilisierung ist abhdngig vom Rezeptor-Typ und von Dauer, Konzentration
und intrinsischer Aktivitat der einwirkenden Agonisten. Die Desensibilisierung geht meist mit
einer Abnahme der Zahl der Rezeptoren einher und ist grundsatzlich reversibel [40]. Dieser
als Rezeptor-Internalisierung bezeichnete Prozess lauft folgendermaRen ab: [B-Arrestin
bindet an den durch Aktivierung phosphorylierten Rezeptor. Dort bedingt es, nachdem der
Rezeptor von seinem G-Protein abgekoppelt wurde, dessen Transport in kleine
Ausstililpungen der Zellmembran, die sogenannten ,clathrin-coated-pits“. Diese schniren
sich mit Hilfe von Dynamin ab und reifen im Zytosol zu Endosomen heran [41-44]. Hierin
wird der Rezeptor von seinem noch gebundenen Liganden getrennt, wieder
dephosphoryliert und recycelt. Diesen Vorgang nennt man Resensibilisierung [45]. Im Falle
einer langer andauernden oder sehr starken Aktivierung der Rezeptoren werden diese
jedoch nicht recycelt, sondern Uber Endolysosomen degradiert. Es kommt zur Rezeptor-
Downregulation [46]. Infolgedessen fallt die Zellantwort auf einen Opioidrezeptoragonisten
deutlich geringer aus oder unterbleibt ganzlich. Dieses Phanomen tragt zur Ausbildung von

Toleranz bei [34].

3.2 HER-Rezeptoren

3.2.1 Vorkommen

HER-Rezeptoren, auch ErbB-Rezeptoren genannt, sind Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren,
die in nahezu allen Geweben vorkommen [47] und bei der Differenzierung von Zellen, z.B.
wahrend der Embryonalentwicklung, eine herausragende Bedeutung haben [48]. Es sind vier
verschiedene HER-Rezeptoren beschrieben: HER1, der auch als HER1/neu, HER-1, ErbB1 oder
EGF-Rezeptor (epidermal growth factor receptor, EGFR) bezeichnet wird [49], HER2 (ErbB-2,
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HER-2, HER2/neu) [50, 51], HER3 (ErbB-3, HER-3, HER3/neu) [52] und HER4 (ErbB-4, HER-4,
HER4/neu) [53]. Bei einigen Tumorarten werden sie liberexprimiert und tragen zum klonalen
Wachstum bei. So liegt zum Beispiel der HER1 bei 40% [54] und HER3 bei 20% [55] aller
Brustkrebspatientinnen in erhéhter Menge vor. Die Uberexpression des HER2, wie sie bei 25
— 30% aller Mammakarzinome vorkommt [56], gilt als Zeichen flr eine besonders aggressive
Art von Brustkrebs. Denn sie fihrt zu einem schnelleren Voranschreiten der Erkrankung in
Verbindung mit einer erh6hten Metastasierungsrate und Proliferation und somit letztendlich

zu einer schlechteren Prognose fiir den Patienten [57].

3.2.2 Aufbau und Struktur

HER-Rezeptoren sind transmembrandre Glykoproteine mit Tyrosinkinaseaktivitat. Sie
bestehen aus einer extrazelluldren Liganden-bindenden-Doméane (4 Subdoménen), einem
signallbertragenden Transmembran-Segment und einer intrazelluldren Tyrosinkinase-
Untereinheit [47]. Dabei stellen HER1 und HER4 vollstdndige Rezeptoren dar, da sie sowohl
eine Ligandenbindungsstelle, als auch eine Tyrosinkinasefunktion besitzen. HER2 hingegen
verfugt lediglich Uber die Tyrosinkinase-Domdne, ihm fehlt die Liganden-bindende-
Untereinheit; bei HER3 verhalt es sich umgekehrt [56]. Er bindet Liganden, hat aber keine

Kinaseaktivitat .

3.2.3 Liganden
Fiir die einzelnen Rezeptoren sind folgende endogene Liganden bekannt:

An HER1 binden: Epidermal growth factor (EGF), Transforming growth factor-a (TGF-a),
Epiregulin (ER), Amphiregulin (AR), Betacellulin (BTC) und der Heparin-bindende EGF-like
growth factor (HB-EGF). Ein endogener Ligand fiir HER2 wurde bisher noch nicht entdeckt.
HER3 bindet Heregulin-1 und Heregulin-2 (Hrg-1 und Hrg-2). Fir HER4 fungieren die
Hereguline 1-4 (Neureguline) als Liganden, ebenso wie Epiregulin (ER), Betacellulin (BTC) und
der Heparin-bindende EGF-like growth factor (HB-EGF). Abbildung 3-2: HER Rezeptoren und

ihre endogenen Liganden.
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Abbildung 3-2: HER Rezeptoren und ihre endogenen Liganden.

Die Abbildung zeigt die drei Domanen der HER-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen: Die extrazelluldre
Liganden-bindende Domane, welche alle HER-Rezeptoren besitzen mit Ausnahme von HER2, die
Transmembran-Domane und die intrazellulare Tyrosinkinasedomane, die dem HER3 fehlt. Zudem
sind die Liganden der einzelnen HER-Rezeptoren dargestellt: Heregulin (Hrg) 1 und 2 binden an HER3
und HER 4. Heregulin (Hrg) 3 und 4 stellen spezifische Liganden fiir HER4 dar. Betacellulin (BTC),
Epiregulin (ER) und der Heparin-bindende EGF-like growth factor (HB-EGF) koppeln sowohl an HER4
als auch HER1. Epidermal growth factor (EGF), Amphiregulin (AR) und Transforming-growth-factor-a
(TGF-a) aktivieren spezifisch HER1.

3.2.4 Aktivierung

Durch die Bindung eines Liganden an die extrazellulare Domadne dndert der Rezeptor seine
Konformation und bildet Homo- und Heterodimere mit anderen HER-Rezeptoren [47].
Dadurch werden die Rezeptoren aktiviert und es kommt zur Autophosphorylierung bzw. zur
kreuzweisen Phosphorylierung, woraufhin Wachstumssignale Uber die intrazelluldre
Tyrosinkinase-Domane ins Zellinnere weitergeleitet werden [48, 58]. Daraufhin laufen vor

allem zwei Signalkaskaden ab: der PI3K/Akt- und der MAP-Kinase-Signalweg.

Heterodimere Rezeptoren besitzen eine deutlich starkere Signalaktivitat und somit hoheres
mitogenes Potential als Homodimere [48]. Dabei verfligen HER2/HER3-Dimere Uber eine
besonders hohe Aktivitdt [59-62]. HER2 stellt einen bevorzugten Dimerisierungspartner fir
alle anderen HER-Rezeptoren dar [63]. Zudem zeichnen sich HER2-enthaltende Komplexe

durch eine verstarkte Ligandenbindung, effektivere Signalweiterleitung und eine



LITERATURUBERSICHT 9

verminderte Rezeptor-Herabregulation aus [47, 64-66]. Die Aktivierung von HER-Rezeptoren

wird in Abbildung 3-3 schematisch dargestellt.

inaktives Rezepter aktiviertes Rezeptor- etivae R
Monomer nach ARtivES AeEppinl

Monomer ;
. Ligandenbindung Dimer

|

intrazellulare
Signalwege

Abbildung 3-3: Aktivierung von HER-Rezeptoren.

Durch Bindung eines passenden Liganden (im Bild als blau gefillter Kreis dargestellt) wird ein
inaktives HER-Rezeptor-Monomer phosphoryliert; durch Dimerisierung werden HER-Rezeptoren in
den vollstandig aktiven Zustand versetzt und leiten intrazelluldre Signalwege ein.

3.2.5 Induzierte Signalwege

Wachstumsfaktorrezeptoren regeln das Zellwachstum tber verschiedene proliferations- und
differenzierungsfordernde sowie anti-apoptotische Signalwege. Tumorzellen weisen durch
Uberproduktion von Liganden, Rezeptoren oder konstitutiv aktivierte Rezeptormutanten
oftmals eine gesteigerte Aktivitat dieser Signalwege auf, die ein beschleunigtes Wachstum

bedingt [67-69].

Die Spezifitit und Starke der (iber HER-Rezeptoren vermittelten intrazellularen
Signalkaskaden wird durch die beteiligten Rezeptoren, die Zusammensetzung der
Rezeptoroligomere und die jeweiligen Liganden bestimmt [48]. Dabei entscheidet das
Phosphorylierungsmuster individueller Rezeptor-Tyrosinkinasen dariiber, welcher Signalweg

eingeschlagen wird [70, 71].
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Die drei am besten charakterisierten HER-vermittelten Signalwege sind: der Ras/Raf/MAPK-,

der PI3K/Akt- und der PLC/PKC-Weg [72, 73]. Der Akt- und MAPK-Signalweg werden in

Abbildung 3-1 schematisch abgebildet.

ZELLMEMEBRAN

P- Akt

—
— | —
—
-..."";::
Uberleben Proliferation
S-Phase
NUCLEUS
—_—

Abbildung 3-4: HER-vermittelte Signalwege.

P- Erk1/2

\

Nach Ligandenbindung und damit einhergehender Phosphorylierung der HER-Rezeptoren kbnnen vor
allem zwei Signalwege aktiviert werden: der Ras/Raf/MAPK-Signalweg, der zur Phosphorylierung des
proliferationsférdernden Erk1/2-Weges fuhrt und der PI3K/Akt-Signalweg, lber welchen die
Apoptose gehemmt und somit das Uberleben gesteigert wird. PI3K wird entweder direkt durch
HER3,4-Rezeptoren oder indirekt Uber Ras aktiviert und setzt PIP, zu PIP; um, das die Akt
phosphoryliert. PTEN ist ein Gegenspieler zu PI3K und dephosphoryliert PIP;. Es wirkt so der Akt-

Aktivierung entgegen.
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3.2.5.1 MAP-Kinase-Signalweg

Es gibt eine ganze Reihe unterschiedlicher Mitogen-aktivierter Proteinkinasen (MAPK): die
p38-Mitogen-aktivierte Kinase, die Jun-N-terminale-Kinase (JNK) und die extrazellular-Signal-
regulierte Kinase 1 und 2 (Erk 1/2) [73]. Die beiden ersten werden auch als stressinduzierte
Proteinkinasen bezeichnet und sind vor allem bei Entziindungsvorgdangen des Korpers
beteiligt, wahrend die Erk1/2 eine bedeutende Rolle bei der Proliferation, Differenzierung
und Apoptose spielt. Sie liegt bei vielen Tumoren in einem hyperaktiven Zustand vor und
bedingt eine schnellere Zellteilung, ein gesteigertes Wachstum und einen verminderten

Zelltod.

Der MAPK-Signalweg kann durch alle HER-Rezeptoren und alle HER-Rezeptor-Liganden
aktiviert werden. Uber eine Reihe verschiedener Adapterproteine kommt es zu einer
Guaninnukleotid-vermittelten Aktivierung von Ras, welches daraufhin die Raf-Kinase (eine
MAP-Kinase-Kinase-Kinase) aktiviert. Dies |6st eine Kaskade sich selbst aktivierender MAP-
Kinasen aus, bis schlieRlich durch die MAP-Kinase-Kinase (MAPKK oder MEK) die extrazellular
Signal-regulierte Kinase Erk1/2 phosphoryliert wird. Erk 1/2 Gbertragt nun Phosphatgruppen
auf verschiedene zytoplasmatische und zytoskelettale Proteine. Zudem erfdhrt sie eine
Translokation in den Zellkern. Hier aktiviert sie Uber Transkriptionsfaktoren

proliferationssteigernde Gene und vermittelt so verstarktes Zellwachstum [47].

3.2.5.2 Akt-Signaltransduktion

Die Akt, auch Proteinkinase B (PKB), ist eine Serin-Threonin-Kinase, die ebenfalls haufig in
Tumorzellen Gberexprimiert vorliegt. Durch Hemmung proapoptotischer Proteine wirkt sie
dem programmierten Zelltod entgegen und steigert so das Uberleben der Zellen [74]. Ihre
Aktivierung erfolgt Uber PI3K und fdllt abhdngig von der Konstellation des jeweiligen
Rezeptordimers unterschiedlich stark aus: Wahrend HER1 und HER2 die PI3K indirekt tiber
Adapterproteine binden, koppeln HER3 und HER4 direkt an die regulatorische p85-
Untereinheit der PI3K [75].

Einen alternativen Weg stellt die Aktivierung von PI13K tber Ras dar.

PI3K phosphoryliert den second messenger Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) zu
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3), woraufhin die Akt an die Zellmembran
rekrutiert und dort phosphoryliert wird. AnschlieBend vermittelt die PKB ihr Signal an

Effektoren im Zytoplasma und wird in den Zellkern (Nucleus) transloziert, wo sie
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verschiedene Transkriptionsfaktoren beeinflusst: So bewirkt sie unter anderem eine
verminderte Expression eines Hemmstoffs der Cyclin-abhangigen Kinase, p27kip1, die mehr
Zellen in die Synthesephase des Zellzyklus eintreten lasst. AulRerdem vermittelt sie eine
erhohte Expression des Cyclin D1 und Uber die Aktivierung des mammalian Target of
Rapamycin (mTOR) eine gesteigerte Proteintranslation, die der Induktion der Apoptose
entgegenwirkt. Die Bedeutung der Akt in der Tumorigenese zeigt sich darin, dass das
Phosphatase-und-Tensin-Homologon (PTEN) — das PIP3 dephosphoryliert — in Tumorzellen

haufig inaktiv ist [76].

3.2.6 Beendigung des HER-Rezeptor-vermittelten Signals

3.2.6.1 Clathrin-vermittelte Internalisierung

HER-Rezeptoren werden ebenfalls wie die G-Protein-gekoppelten Opioidrezeptoren (iber
Clathrin-vermittelte Mechanismen von der Zelloberfliche entfernt. Auffallig ist dabei, dass
HER1/HER1-Homodimere groRtenteils Uber Lysosomen degradiert werden [64, 77],
wohingegen HER3-Rezeptoren im Wesentlichen recycelt werden [78]. Heterodimerisierung
mit HER2 vermindert die Endozytose und steigert das Recycling der Bindungspartner [79,

80].

3.2.6.2 c-Cbl-vermittelte Internalisierung

Einen weiteren Mechanismus der Deaktivierung stellt die Ubiquitinierung der Rezeptoren
durch c-Cbl dar. Uber diese werden bevorzugt HER1/HER1-Homodimere und in geringerem
MaRe auch HER2/HER1-Heterodimere einer lysosomalen Degradation zugefiihrt [81-84]. Im
Gegensatz dazu interagieren HER3 und HER4 nicht mit c-Cbl [83].

C-Cbl (cellular Casitas B-lineage Lymphoma) ist eine hochkonservierte, zytoplasmatische E3
Ubiquitin Ligase, die in allen Geweben exprimiert wird. Sie ist an der Regulation
verschiedener Signalproteine, unter anderem der Rezeptor-Tyrosinkinasen, beteiligt, indem
sie diese von der Zellmembran entfernt und so deren Signaltransduktion unterbricht [83].
Strukturell besteht c-Cbl aus einer N-terminalen Tyrosinkinase-bindenden Domane (TKB bzw.
PTB, Phosphotyrosinbinding Domain), einer Zink-bindenden RING Finger Domaéne, einer

prolinreichen Region und einer C-terminalen Ubiquitin-assoziierten Domane. Dies ist
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zusammen mit dem hohen Gehalt an Tyrosin und Serin ein typischer Aufbau fir ein

Adapterprotein.

Vor allem durch die Aktivierung des HER1- und in geringerem MalRe auch des HER2-
Rezeptors wird c-Cbl an die Zellmembran rekrutiert, bindet mit seiner PTB-Domadne an die
Rezeptoren und vermittelt die Ubiquitination tGber den RING Finger, welcher das Ubiquitin
ubertragt [83, 85, 86]. Dadurch wird der aktivierte, ubiquitinierte Rezeptorkomplex in
Clathrin-coated pits internalisiert, die letztendlich zu Endosomen heranreifen [83]. So
verpackt werden sie von c-Cbl und einigen Verbindungsproteinen entlang von Aktin- und
Tubulinstrukturen ins Zytosol verlagert [87-89]. Dort werden die internalisierten Rezeptoren

entweder recycelt oder aber lysosomal degradiert [83, 87].

Ein anderer Mechanismus der c-Cbl vermittelten Internalisierung und Degradation von
Rezeptor-Tyrosinkinasen lauft nicht Gber eine Ubiquitinierung, sondern Uber die direkte
Bindung von c-Cbl an das Adapter-Protein CIN85, welches Uber Endophiline fiir die

Invagination der Zellmembran zustandig ist [83].

Da einige Tumorzellen Mechanismen entwickeln, die c-Cbl hemmen, wird es als
Resistenzmarker bezeichnet. Insbesondere sind eine Dephosphorylierung und damit
einhergehende Deaktivierung des c-Cbl durch SHP1, eine Degradation nach Ubiquitinierung
durch die E3-Ligase AlIP4, eine Maskierung der Bindungsstelle am Rezeptor, ein niedriger
Phosphorylierungsstatus des Rezeptors oder eine Entfernung des c-Cbl durch andere

Proteine vom Rezeptor beschrieben [90].

3.3 Trastuzumab

3.3.1 Aufbau

Trastuzumab ist ein humanisierter, monoklonaler Antikorper, der gegen die extrazelluldre
Domadne des HER2 gerichtet ist. Er wird in Form des zugelassenen Arzneimittels Herceptin®
hdufig als adjuvante Therapie zu Chemotherapeutika eingesetzt, wenn mittels
Immunhistochemie das Vorliegen eines HER2-liberexprimierenden Mammakarzinoms, also
ein HER2-positiver Tumor, festgestellt wurde. Obwohl Vogel et al. Trastuzumab als gut

geeignetes Monotherapeutikum bei metastasierendem HER2-positiven Brustkrebs
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beschreiben [91], wird es heute meist nur noch in Kombination mit Zytostatika wie z.B.
Doxorubicin eingesetzt. In dieser Kombination fihrt es zu deutlich gesteigerten

Uberlebensraten und tumorfreien Intervallen bei den Patientinnen [92].

3.3.2 Wirkmechanismen

Zur Wirkungsweise von Trastuzumab werden verschiedene Mechanismen beschrieben und
diskutiert: Als erstes sind Internalisierung und Degradierung und letztendlich die
Herunterregulation des HER2-Rezeptors durch die Einwirkung des Trastuzumab zu nennen
[93]. Auch hemmt es den PI3K/Akt-Signalweg durch Aktivierung des Phosphatase und Tensin
Homologons (PTEN) [94]. Ebenso verhindert Trastuzumab {ber eine Inhibition der
Metalloproteasen die proteolytische Spaltung der extrazelluldaren 185 kDa schweren
Untereinheit des HER2-Rezeptors und damit die Entstehung eines dauerhaft aktivierten p95-
Fragments des Rezeptors [95]. Des Weiteren wird ein direkter Einfluss auf den Zellzyklus
beschrieben, indem der Antikérper einen G1-Arrest (iber die Hochregulation des Cyclin-
abhangige Kinase (CDK) Inhibitors p27kipl induziert [96]. Einen wichtigen Aspekt der
Trastuzumabwirkung stellen auch eine antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat

(ADCC) [97, 98] sowie eine Hemmung der Angiogenese [99] dar.

Uber all diese Mechanismen wirkt Trastuzumab antiproliferativ und proapoptotisch [100].

3.3.3 Resistenzmechanismen

Leider besitzen ca. 30 - 50% der Patientinnen mit HER2-positivem Brustkrebs eine Resistenz
gegen Trastuzumab de novo oder entwickeln eine sekunddre Resistenz wéahrend der
Therapie [101]. Die zugrunde liegenden Mechanismen kénnen vielfaltig sein und sind immer
noch Gegenstand aktueller Forschung. Hier soll nun in aller Kiirze ein Uberblick tiber die
Wichtigsten gegeben werden. Resistenzverursachende Veranderungen kdnnen auf Ebene
der Rezeptoren auftreten wie z. B. die vermehrte Bildung von HER1/HER1-Homo- sowie von
HER1/HER3-Heterodimeren [102], die kompensatorische Uberexpression des Insulin-like-
growth-factor-1 (IGF-1)-Rezeptors [103, 104] sowie die Bildung von Heterotrimeren aus

HER2, HER3 und IGF-1 [105], die Maskierung des HER2-Rezeptors durch das
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membranstandige Glykoprotein Mucin 4 (MUC4) [106, 107] oder die Entstehung eines
daueraktivierten p95HER2 Fragments. AuBerdem lassen sich Modulationen der Signalwege
finden. Beispielhaft hierflir sind der Funktionsverlust von PTEN [94], ein konstitutiv
aktivierter PI3K/Akt-Signalweg [101, 108, 109], die Herunterregulation des p27kipl [110]
sowie eine gesteigerte Aktivierung der zytosolischen Tyrosinkinase c-Src (cellular Sarcoma)

[1, 3].

3.3.4 Anwendungsbestimmungen beim Einsatz von Herceptin® zur

Therapie von Brustkrebs

Herceptin® ist zugelassen fiir die Behandlung von Frauen mit HER2-positivem Brustkrebs. Es
wird nach vorausgegangener Exzision des Tumors oder bei metastasierendem Brustkrebs als
adjuvante Therapie in Kombination mit oder nach einer Chemotherapie angewandt [111,
112]. Vogel et al. empfehlen den Antikdrper sogar als Monotherapie [91]. Die Verabreichung
erfolgt intravenos oder subkutan wahlweise in wochentlichem oder dreiwdchigem Abstand.

Die Behandlung erstreckt sich in der Regel tiber ein Jahr.

3.3.5 Nebenwirkungen

Als Nebenwirkungen werden eine reversible Herzinsuffizienz, Muskel-, Gelenk- und

Kopfschmerzen, Schwache und gastrointestinale Symptome beobachtet [113].

3.3.6 Weitere Moglichkeiten der Tumortherapie

Additiv und alternativ zur Trastuzumab-basierten Therapie von Brustkrebs kommen die
grof¥flachige Exzision des tumords veranderten Gewebes, Strahlen-, Chemo-,
Hormontherapien und andere zielgerichtete Tumortherapien zum Einsatz. Dazu gehoren die
Blockade von Ostrogenrezeptoren mit Tamoxifen und die Blockade der
Tyrosinkinasedomane von HER1 und HER2 durch den Tyrosinkinase-Inhibitor Lapatinib

(Tyverb” Tykerb®) [114].
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3.4 IGF-1-Rezeptor (Insulin-like-growth-factor Rezeptor 1)

Der Insulin-like-growth-factor Rezeptor 1 (IGF-1 Rezeptor, IGF1-R) ist eine Rezeptor-
Tyrosinkinase, die den IGF-1-Faktor (Insulin-like-growth factor 1, auch bekannt als
Somatomedin C) und mit niedriger Affinitdt auch Insulin sowie den IGF-2-Faktor bindet. Er
wird als ,Insulin-like“-growth factor bezeichnet, weil er dem Insulin sowohl in seiner
Struktur, als auch in seiner Funktion dhnelt [115]. Strukturell stellt der Rezeptor ein
Tetramer, bestehend aus zwei a- und zwei B-Ketten, dar. Dabei bilden die a-Ketten die
ligandenbindende Domane, wohingegen die B-Ketten als Tyrosinkinasedomane fungieren
(vgl. Abbildung 3-5). Nach Liganden-induzierter Aktivierung und Phosphorylierung des
Rezeptors phosphoryliert dieser unterschiedliche Substrate, vor allem das Insulin-Rezeptor-
Substrat 1 und 2 (IRS1/2), und tragt dadurch zur Regulation von Zellwachstum und Apoptose

bei [116, 117]. Dies geschieht hauptsachlich Gber zwei Signalwege:

Durch die Phosphorylierung von IRS1/2 wird die regulatorische Untereinheit von PI3K und
somit der PI3K/Akt-Signalweg aktiviert, was zu einer gesteigerten Proteinsynthese und
verminderten Apoptose fihrt. Zudem bedingt IRS1 Gber den Ras/Raf/MAPK-Signalweg ein
verstarktes Zellwachstum [118]. Der aktivierte Rezeptor und die durch ihn eingeleiteten
Signalwege sind in Abbildung 3-6 schematisch dargestellt. Natlrlicherweise ist der IGF-1-

Rezeptor in fast allen Geweben zu finden; bei einigen Tumoren liegt er (iberexprimiert vor.

extrazellulare, ligandenbindende
Domane

TTTTTTITIIITITIT - e

B B intrazellulare
Tyrosinkinasedomane

Abbildung 3-5: IGF-1-Rezeptor im inaktiven Zustand.

Der Insulin-like-growth-factor (IGF-1)-Rezeptor besteht aus zwei extrazellularen, ligandenbindenden
o-Ketten, einer Transmembrandomdne und zwei intrazelluldren B-Ketten, die als
Tyrosinkinasedomane fungieren.
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Abbildung 3-6: Aktivierter IGF-1-Rezeptor nach Ligandenbindung.

Durch Bindung eines Liganden, i.d.R. des Insulin-like-growth-factor 1 (IGF-1), kommt es zur
Phosphorylierung der Tyrosinkinasedomane. Daraufhin aktiviert der IGF-1-Rezeptor die Insulin-
Rezeptor-Substrate 1 und 2 (IRS1 und 2) und induziert dadurch Gber den PI3K/Akt-Signalweg eine
verminderte Apoptose bzw. Gber den Ras/Raf/Erk1/2-Signalweg eine gesteigerte Proliferation.

3.5 Moglichkeiten der Interaktion der beiden Rezeptorsysteme:
gemeinsame Signalwege

3.5.1 c-Src

c-Src gehort zur Familie der zytosolischen, nicht Rezeptor-gebundenen Tyrosinkinasen [87]
und wird in allen Geweben exprimiert [119]. Strukturell besteht sie aus einem
myristoylierten N-terminalen Rest zur Verankerung in der Zellmembran, der unique Domain,

die sich zwischen allen Src-Familienmitgliedern unterscheidet, der SH2 (Src homology 2) und
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SH3 Domane, die Protein-Protein-Interaktionen vermitteln, einem regulatorischen Linker
und der katalytisch aktiven SH1 Domane am C-Terminus [119, 120]. Nach Phosphorylierung
von Tyrosin 527 kommt es Uber dessen Bindung an SH2 zu einer Konformationdanderung
verbunden  mit Inaktivierung und  Herunterregulierung von c¢-Src.  Durch
Autophosphorylierung von Tyrosin 416 bindet dieses an SH3, wodurch c-Src in seine
aktivierte Konformation versetzt wird [121]. Normalerweise liegt c-Src in einem inaktiven
Zustand in der Zelle vor [122] und wird durch Rekrutierung an Proteine in Zellmembranen

aktiviert, wo es Signale liber Multiprotein Komplexe weitergibt [86].

C-Src zeigt unterschiedliche subzelluldare Lokalisationen. An die Zytoplasmamembran
rekrutiert ist es an mitogenen Signalen durch RTKs und GPCRs beteiligt sowie an der
Adhasion und Migration der Zellen und dem Zell-zu-Zell-Kontakt. An der Membran von
Zellorganellen wie Endosomen, Golgi-Apparat und mikrotubularen Strukturen und an der
Membran des Zellkerns hat es Einfluss auf die Regulation und den Transport in endosomalen

Membranen, die Modifikation von Proteinen und den Zellzyklus [122].

c-Src kann sowohl durch RTKs, als auch direkt durch GPCRs aktiviert werden [86, 123]. Es
stellt daher ein mogliches Verbindungsglied zwischen beiden Rezeptorsystemen dar. Seine
Aktivierung fuhrt in jedem Fall zur Stimulation der Proliferation und zur Hemmung der

Apoptose durch Aktivierung des PI3K/Akt- und MAP-Kinase-Signalwegs [3, 120, 124-126].

In  einigen Trastuzumab-resistenten Tumorzellen wurde zudem ein positiver
Feedbackmechanismus zwischen c-Src und HER1, HER2 und HER3 nachgewiesen [1].
AuRerdem tritt eine Uberexpression von c-Src hiufig zusammen mit einer Herabregulation

von PTEN auf, die durch eine gegenseitige Inaktivierung vermittelt wird [1].

In einigen Tumorarten wird c-Src in erhéhtem Mafle exprimiert oder aktiviert. Dies fuhrt
aufgrund seiner Beteiligung an der Regulation des Zytoskeletts und der Mitogenese zu einem

verstarkten Tumorwachstum [127].

Des Weiteren kann eine gesteigerte c-Src-Aktivitat in Tumorzellen die epithelial-

mesenchymale Transition (EMT) von Epithelzellen und somit die Zellmigration fordern [128].
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3.5.2 MAP-Kinase

Opioidrezeptoren konnen genau wie Rezeptor-Tyrosinkinasen die Erk1/2 aktivieren. Dies
geschieht entweder Uber eine indirekte Aktivierung von c-Src, welche die HER-Rezeptoren
phosphoryliert, oder (iber eine Aktivierung der Matrix-Metalloproteasen (MMPs). MMPs wie
z.B. die Cleaved Caspase setzen die Vorlduferproteine von HER-Rezeptorliganden aus der
Zellmembran frei und fihren so zu einem positiven Feedback-Mechanismus [129, 130] (vgl.

Abbildung 3-7).

Fraligand

&  Uigand )

MMP
RTK GCPR

Abbildung 3-7: Transaktivierung von HER-Rezeptoren iiber MMP.

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) wie z.B. Opioidrezeptoren kdnnen nach Agonistenbindung
Uber die Aktivierung von Matrixmetalloproteinasen (MMPs) Rezeptor-Tyrsosinkinasen (RTK) wie z.B.
HER-Rezeptoren transaktivieren, indem sie Vorstufen von HER-Liganden (Proligand) aus der
Zellmembran freisetzen, welche dann an HER-Rezeptoren binden.

Im Signaling des IGF-1-Rezeptor sind die Aktivierung der Erk1/2 sowie der Akt ebenfalls
fester Bestandteil. AuRerdem wurde Uber die Bildung von HER2/HER3/IGF-1-Heterotrimeren

bei Mammakarzinomzellen berichtet [105]



LITERATURUBERSICHT 20

3.5.3 Akt

Auch der PI3K/Akt-Signalweg wird von HER- und Opioid-Rezeptoren genutzt und kann somit
eine Interaktionsmoglichkeit beider Rezeptorsysteme darstellen. Dabei wird sowohl eine
direkte Aktivierung der PI3K durch die By-Untereinheit der G-Proteine nach Stimulation

durch Opioide, als auch eine indirekte Gber Transaktivierung von RTKs beschrieben [131].

3.5.4 Internalisierung iiber Clathrin

Beide Rezeptorarten kénnen Uber Clathrin-vermittelte Mechanismen internalisiert werden,

wodurch eine Interaktion auch auf dieser Ebene denkbar ist [33, 132].

3.6 SKBR3 Zellen

Bei SKBR3 Zellen handelt sich um epitheliale, hyperploide Tumorzellen, die als besonderes
Merkmal den HER2-Rezeptor Uberexprimieren und zudem k-Opioidrezeptoren enthalten
[133]. Sie wurden 1970 aus der Pleuralfliissigkeit einer 43-jahrigen Frau mit mammarem

Adenokarzinom isoliert.
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4 FRAGESTELLUNG

In friheren Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von HER2-lberexprimie-
renden Zellen mit Opioiden zu einer Hemmung des Zellwachstums fuhrt. Nun stellte sich die
Frage, ob diese Wachstumshemmung durch eine kombinierte Behandlung mit Opioiden und
einem gegen HER2 gerichteten Antikorper verstarkt wiirde und welche Verdanderungen dabei
auf Rezeptor- und Signalebene auftreten wiirden. AuRerdem sollte untersucht werden, ob
eine langfristige Opioidbehandlung die Resistenz gegentiber Trastuzumab verhindern
konnte. Zu diesem Zweck wurden SKBR3 Zellen, die HER2-Rezeptoren verstarkt exprimieren
und zudem Uber k-Opioidrezeptoren verflgen, Giber 6 Monate mit dem k-Agonisten U69,593
und dem HER2-Antikorper Trastuzumab behandelt. Anschlielend wurden sie hinsichtlich
ihres Phanotyps und Wachstumsverhaltens, der Regulation ihrer Rezeptor-Tyrosinkinasen
und Opioidrezeptoren sowie der assoziierten Signalmechanismen und typischer Marker fir
eine Trastuzumab-Resistenz charakterisiert. Die gewonnenen Ergebnisse wurden mit
Ursprungszellen (SKBR3-wt) und lediglich mit Trastuzumab oder U69,593 behandelten Zellen
(SKBR3-T und SKBR3-U) verglichen.
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5 MATERIAL UND METHODEN

51 Material

5.1.1 Gerite

Gerat Hersteller

Autoklav Systec 2540 EL

Biomedis Laborservice GmbH; GielRen

Brutschrank Heraeus BB6220

Heraeus Holding GmbH; Hanau

Brutschrank Heraeus Function Line BB16

Heraeus Holding GmbH; Hanau

Chemilumineszenz- und Fluoreszenzsystem Fusion

SL4 400. WL Viber Lourmat

Peqlab VWR International GmbH; Erlangen

Eismaschine AF 100

Scotsman ICE Systems Frimont S.P.A.; Mailand,

Italien

ELISA-Reader Tecan spectra

Tecan Group Ltd.; Mannedorf, Schweiz

Fluoreszenzmikroskop ZEISS LSM 510

Carl Zeiss AG, Oberkochen

FlUssigkeitsabsaugsystem BVCO1

Vacuubrand GmbH & Co. KG; Wertheim

Gefrierschrank -20°C

Liebherr Hausgerate GmbH; Ochsenhausen

Gefrierschrank -80°C

GFL (Gesellschaft fur Labortechnik mbH);

Burgwedel

Gelelektrophoresekammer- und Semi-dry Blot,

Power supply 1000/500

Bio-Rad Laboratories GmbH; Miinchen

Gelgiellstand und Elektrophoresesystem

Mini Protean® Tetra Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH; Miinchen

Mikroskop Labovert

Leitz; Wetzlar

pH-Meter WTW ph522

Wissenschaftl.-techn. Werkstatten; Weilheim

Photometer Genesys 10S UV-Vis Spectrometer

Thermo Fisher Scientific Inc.; Waltham, USA

Pipette Pipetus®

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co. KG;

Eberstadt

Pipetten 1-10, 10-100, 100-1000, 500-5000 pl

Eppendorf AG; Hamburg

Rittelplatte Mini Rocking Platform

Biometra GmbH; Gottingen

Schittler REAX 2000

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG;
Schwabach

Schittler TPM-2

Sarstedt AG & Co.; Nimbrecht

Scintillationsmesssystem LS 6500

Beckmann-Coulter; Krefeld

Semi-dry Blotter Multiphor I

Pharmacia LKB; Uppsala, Schweden
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Sterilbank Laminar Flow. Modell 6.12 S

BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH,;

Sonnenbihl-Genkingen

Sterilisator UL50

Memmert GmbH & Co. KG; Schwabach

Stickstoffbehalter Cryogenie GT40 IATA-BVT
N°1039/147

Air Liquide Kryotechnik GmbH; Disseldorf

Thermomixer compact

Eppendorf AG; Hamburg

Ultraschall Processor Vibra Cell™

Sonics & Materials Inc.; Danbury, USA

Vakuumpumpe VNC1

Vacuubrand GmbH & Co. KG; Wertheim

Vortex Genie 2™

Bender & Hobein AG; Zirich, Schweiz

Vortex Heidolph REAX 2000

Heidolph instruments GmbH & Co. KG;
Schwabach

Waage Mettler Feinwaage H54AR/9

Mettler Toledo GmbH; GieRen

Waage Sartorius excellence E200D

Sartorius GmbH; Gottingen

Wasserbad 3047

Kottermann Labortechnik; Ketze-Hanigsen

Wasserbad Julabo 20 B

Helmut Saur; Reutlingen

Zellhomogenisator Kinematica® 8/EU 9452

Bachofer; Reutlingen

Zentrifuge 1306

Hettich; Tuttlingen

Zentrifuge Micro Rapid/K

Andreas Hettich GmbH & Co. DG; Tuttlingen

Zentrifuge Minifuge

Heraeus Holding GmbH; Hanau

Zentrifuge Sorvall RC 6+

Thermo Fisher Scientific Inc.; Waltham, USA

5.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Deckglaser 24x 32 mm

Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

Einmalklivetten Halbmikro PS 1,6 ml

Kuhnle GmbH; Karlsruhe

Electrode Paper Novablot (PKG/500) Filterpapier

fiir Semi-Blotting

GE Healthcare Bio-Science AB; Uppsala,

Schweden

ELISA-Platte Nunc-Immuno Plate F96 Maxisorp

Nunc A/S; Roskilde, Danemark

Filterpipettenspitzen MultiGuardTM Barrier Tips
1-10/10-100/100-1000 pl

Sorenson BioScience, Inc.; Salt Lake City, USA
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Immobilon™ PVDF Membran (Immobilon-P

Transfer membrane 0,45 um)

Merck GmbH; Schwalbach

Mikroglasfilterpapier (Glass-Mikrofibre Discs
grade MGB)

Muntkell & Filtrak GmbH; Barenstein

Objekttrager 76 x 26 mm

Gerhard Menzel GmbH; Braunschweig

Parafilm ,,M“® Laboratory film

Pechiney Plastic Packaging; Chicago, IL., USA

Pipettenspitzen 1-10/10-100/100-1000 pl

Josef Peske GmbH & Co. KG; Aindling-Arnhofen

Safe-Lock Tubes 1,5/2,0 ml

Eppendorf AG; Hamburg

Schraubtube 1,5/2 ml (APEX® Screw-Cap

Micorcentrifugation Tubes)

Josef Peske GmbH & Co. KG; Aindling-Arnhofen

Serologische Pipetten 5/10/25 ml

Josef Peske GmbH & Co. KG; Aindling-Arnhofen

Vakuum Filtrationssysteme 150 ml

TPP®; Trasadingen, Schweiz

Zahltubes Minis®

Zinsser Analytic GmbH; Frankfurt am Main

Zellkultur Schalen @ 60/100 mm

TPP®; Trasadingen, Schweiz

Zellkultur Testplatten 6/12/24/96

TPP®; Trasadingen, Schweiz

Zellkulturflaschen mit Vent Schraubkappen
25/75 cm’

TPP®; Trasadingen, Schweiz

Zentrifugen Réhrchen PP 15/50 ml

TPP®; Trasadingen, Schweiz

5.1.3  Zellen, Zellkulturmedien und Additive

Produkt Abkiirzung

Hersteller

DMEM

Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Steinheim

Epidermal Growth Factor (rec EGF EGF

human)

Bachem AG; Bubendorf, Schweiz

Enrofloxacin

ICN Biomedicals Inc; Ohio USA

Fotales Kalberserum FKS

PAA Laboratories GmbH; Colbe

Forskolin For

Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Taufkirchen

Heregulin-B1 (rhNRG-1-B/HRG-B1, Heregulin

Extracellular domain, recombinant

human, 377-HB)

R&D Systems; Minneapolis, USA

3-Isobutyl-1-Methylxanthin IBMX

Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Taufkirchen

Insulin-like-Growth factor | human IGF-1

Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Taufkirchen

L-Glutamin Glut

PAN Biotech GmbH; Aidenbach
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McCoy’s 5a Medium Modified McCoy’s 5a Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Steinheim
Norbinaltorphimin NorBNI ATCC; Manassas USA

Trastuzumab Trast. Roche Pharma AG; Grenzach-Wyhlen
Trypsin-EDTA Trypsin PAN Biotech GmbH; Aidenbach

U69,593 ue9 Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Taufkirchen
uU50,488 uso0 Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Taufkirchen

5.1.4 Chemikalien und Lésungen

Produkt Abkiirzung Hersteller

Ammoniumpersulfat APS Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen

Bovines Serumalbumin BSA Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

Bromphenolblau (34,3,5/,5- Sigma-Aldrich Chemie GmbH;

Tetrabromophenolsulfonephthalein) Taufkirchen

Citronensaure Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

Complete Protease Inhibitor Mix Complete Roche Pharma AG; Grenzach-Wyhlen

p-Cumarsaure Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Steinheim

Dimetyhlsulfoxid DMSO Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

Dithiothreitol DTT Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen

Dinatriumhydrogenphosphat Na,HPO, Merck GmbH; Schwalbach

H>-Diprenorphin Perkin Elmer; Hamburg

e-Aminocapronsaure EACA Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen

Essigsaureanhydrid EAH Sigma Chemical co., St. Louis, USA

Ethylenglycol-bis(B-Aminoethylether)- EGTA Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
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N,N,N’,N’-Tetraessigsadure)

Taufkirchen

Folin-Ciocalteus’s Phenol Reagenz

Folin-Reagenz

Sigma-Aldrich Chemie GmbH;

Steinheim

Formaldehyd 37% CH,0 Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen

Glycerin ROTIPURAN® Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

Glycin Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-(2- HEPES Sigma-Aldrich Chemie GmbH;

Etansulfonsaure) Taufkirchen

Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, Merck GmbH; Schwalbach

Kalium-Natrium-Tartrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen

Kupfer-ll-sulfat x 5 H,0 CuSO, Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

Kaliumchlorid KCl Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

Kaliumdihydrogenphosphat reinst KH,PO, E. Merck, Darmstadt

Luminol (3-Aminophtalhydrazid) Fluka (Teil der Sigma-Aldrich Chemie
GmbH; Taufkirchen)

Poly-L-Lysin Hydrobromid 70000-15000 Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Steinheim

Kristallviolett KV Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

Magnesiumchlorid x 6 H,O MgCl, Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

Methanol MeOH Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

Natriumcarbonat NaCO; Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

Natriumchlorid NaCl Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

Natriumdeoxycholat Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen

Natriumdihydrogenphosphat NaH,PO, E. Merck; Darmstadt

Phalloidin Tetramethylrohodamine B

isothiocyanate

TRICT-Phalloidin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH;

Taufkirchen

Polyethylenglycol 6000

PEG

Merck GmbH; Schwalbach

Roti®-Block ready to use 10x

Konzentrat

Roti®-Block

Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)

Gebrauchsfertige, gasstabilisierte,

Rotiphorese®

Gel

Carl Roth GmbH Co.KG; Karlsruhe
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wassrige 30% Acrylamidstamm-L&sung

mit 0,8% Bisacrylamid im Verhaltnis

37,5:1

Salzsdure rauchend, 37% HCL Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

Sodiumdeoxycholate Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen

Sodiumdodecylsulfat SDS Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

N,N,N’,N’,-Tetramethylethylendiamin TEMED Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen

Tetramethylbenzamidin TMB Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Taufkirchen

TRIS Ultra Qualitat (Tris- Tris Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

(hydroxymethyl)-aminomethan)

Triton® X-100 reinst Triton® Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

Trypanblau 0,4% Sigma-Aldrich Chemie GmbH;
Steinheim

Tween® 20 Tween Carl Roth GmbH & Co. KG; Karlsruhe

Urea Merck GmbH; Schwalbach

Vectashield® Mounting Medium for Vector Laboratories, Inc.; California,

fluorescence USA

Wasserstoffperoxid 30% H,0, Merck GmbH; Schwalbach

5.1.5 Antikorper

5.1.5.1 Primdre Antikérper

Zielantigen Antikoérper Spezies Molekular-

gewicht

HER1 EGF Receptor (D38B1) XP (R) Kaninchen 175 kDa

HER2 HER2/ErbB2 (29D8) Rabbit mAb Kaninchen 185 kDa

HER3 HER3/ErbB3 (1B2E) Rabbit mAb Kaninchen 185 kDa

IGF-1 IGF-I Receptor beta Rabbit Ab Kaninchen 95 kDa

Akt Akt (pan) (40D4) Mouse mAb Maus 60 kDa

Erk1/2 P44/42 MAPK (Erk1/2) (137F5) Rabbit mAb Kaninchen 42/44 kDa

c-Src Src (32G6) Rabbit mAb Kaninchen 60 kDa
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Phospho-c-Src Phospho-Src (Tyr 527) Antibody Rabbit mAb Kaninchen 60 kDa
c-Cbl c-Cbl (D4E10) Rabbit mAb Kaninchen 120 kDa
PTEN PTEN (D4.3) XP (R) Rabbit mAb Kaninchen 55 kDa
Phospho-PTEN | P-PTEN (S380/T382/383) (44A7) Rabbit mAb Kaninchen 54 kDa
P27kipl p27kipl (D37H1)mAb Kaninchen 27 kDa
B-Tubulin Beta-Tubulin Rabbit Ab Kaninchen 55 kDa
cAMP Rabbit-anti-cAMP Kaninchen 0,3 kDa

Abgesehen vom Antikorper Rabbit-anti-cAMP, welcher am Institut hergestellt vorhanden
war, wurden alle anderen primaren Antikérper von Cell Signaling, New England Biolabs
GmbH, Frankfurt am Main bezogen. Fiir Western Blot Experimente wurden diese Antikérper

1:2.000 in TBS/T verdiinnt und mit 0,02% BSA stabilisiert.

5.1.5.2 Sekunddire Antikorper

Antikorper Hersteller

Anti-Mouse IgG HRP Conjugate 1mg/ml (W402B | Promega; Madison USA
20373203)

Anti-Rabbit IgG HRP Conjugate 1mg/ml (W401B Promega; Madison USA
29303402)

Goat-anti-Rabbit I1gG Eigene Herstellung

5.2 Methoden
5.2.1  Zellkultur, chronische Behandlung mit Herceptin® und U69,593

Samtliche Zellkultivierungsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen im Laminar Flow.

SKBR3 Zellen wurden von der American Type Culture Collection (ATCC) bezogen. Sie wurden
in Flaschen mit 75 cm? Bodenfliche und Ventilationsschraubdeckel in McCoy’s 5a Medium,
dem 10% hitzeinaktiviertes FKS (fotales Kalberserum), 100 IU/ml Penicillin, 0,1 mg/ml
Streptomycin, 4 mM L-Glutamin und 0,33% Enrofloxacin zugesetzt wurden, in einer wasser-
dampfgesattigten 5%igen CO,-Atmosphare bei 37°C kultiviert. Der Medienwechsel erfolgte
alle zwei Tage. Die Zellen wurden im Abstand von 7 — 10 Tagen, wenn sie zu mehr als 80%
konfluent waren, im Verhaltnis 1:3 und 1:2 gesplittet. Fir die Versuche zur cAMP-Akkumula-
tion, die Gewinnung von Proben fir den Western Blot bzw. den Nachweis des Wachstums im

KV-Test wurden sie auf 24- bzw. 12-Well-Platten ausgesat. Die Anzucht auf Cover Slips
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erfolgte in Platten mit sechs Vertiefungen. Zum Abldsen der adhdrent wachsenden Zellen
wurde das Medium abgesaugt, zwei Mal mit 37°C-warmem PBS (Phosphat-gepufferter Koch-
salzlésung) gewaschen und anschlieend mit 2 ml Trypsin-EDTA fir 1 — 2 Minuten im Brut-
schrank inkubiert. Sobald sich alle Zellen abgel6st hatten, wurde die Reaktion durch Zugabe

von 10 ml Kulturmedium gestoppt und die Zellsuspension in neue Flaschen verteilt.

Die Trastuzumab-resistente Zelllinie SKBR3-T wurde durch chronische Behandlung (iber
sechs Monate mit 20 pg/ml affinitatsgereinigtem Herceptin® [133] erzeugt. SKBR3-U Zellen
wurden lber den gleichen Zeitraum mit 20 ug/ml U69,593 behandelt. SKBR3-TU Zellen wur-

den in Gegenwart von 20 pg/ml Herceptin® und 1uM U69,593 kultiviert.

PBS:
140 mM NacCl
3 mM KCl
8 mM Na,HPO, x 2H,0
1,5 mM KH,PO,
Aqua bidest.; auf pH 7,4 eingestellt und steril filtriert

5.2.2 Einfrieren der Zellen

Uber den gesamten Behandlungszeitraum wurden in regelmaRigen Abstinden Riickstellpro-
ben verschiedener Passagen eingefroren. Dazu wurden die Zellen einer 75 cm®-Kulturflasche,
wenn sie sich in der logarithmischen Wachstumsphase befanden, 2 Mal mit je 2 ml PBS ge-
waschen und anschlieBend fiir ca. 2 min mit 2 ml Trypsin-EDTA bei 37°C im Brutschrank in-
kubiert. Der Verdau wurde durch Zugabe von 10 ml vollstandigem Kulturmedium gestoppt.
Es folgte eine zehnminiitige Zentrifugation bei 300 x g bei 4 °C. Nach Verwerfen des Uber-
stands wurden die Zellen in 3 ml kaltem Einfriermedium resuspendiert und in 2 vorgekiihlte
einfriergeeignete Eppendorfgefalle mit Schraubverschluss aliquotiert, die sofort reguliert auf

-80°C heruntergeklhlt und anschlieRend in flissigem Stickstoff bei — 196°C gelagert wurden.

Einfriermedium:
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20% FKS
10% DMSO (Dimethylsulfoxid)
100 1U/ml Penicillin
0,1 mg/ml Streptomycin
4 mM L-Glutamin
0,33% Enrofloxacin
McCoy’s 5a Medium

5.2.3 Auftauen der Zellen

Zum Auftauen wurden die Zellen aus dem fliissigem Stickstoff genommen und langsam in 10
ml eiskaltem McCoy’s 5a Medium resuspendiert. Nach einem 10-min(tigen Zentrifugations-
schritt bei 300 x g und 4°C wurden sie in eine 75 cm? Kulturflasche mit 20 ml vorgewarmtem

Medium (37°C) Gberfihrt und im Brutschrank inkubiert.

5.2.4  Zellzahlung

Nach Erreichen der gewiinschten Konfluenz, wurden die Zellen mit Trypsin abgel6st, in 10 ml
Medium aufgenommen und fir 10 min bei 300 x g und 4° C zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 10 ml warmem vollstandigem Kulturmedium sorgfaltig resuspendiert. Anschliefend
wurden 100 pl der Zellsuspension im Verhaltnis 1:2 mit Trypanblau gemischt und in einer

Neubauer Zahlkammer gezahlt.

5.3 KV-Test

Das Wachstum der verschiedenen Zelllinien wurde mit dem KV-Test (Kristallviolett-Test)
bestimmt. Mit der Substanz Kristallviolett werden Zellkerne angefarbt. Die Intensitat der
Farbe ist dabei direkt proportional zur Zelldichte. Es wurde folgendermalen vorgegangen:

10° bzw. 5 x 10* Zellen wurden in 12- und 24-Well-Platten mit vollstindigem Kulturmedium
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ausgesat. Nach 24 Stunden erfolgte ein zweimaliger Waschschritt mit PBS und anschlieRend
ein Wechsel auf serumfreies Medium (McCoy’s 5a, mit L-Glutamin, Penicillin, Streptomycin,
Enrofloxacin und 0,1% FKS). AnschlieRend wurden die Zellen fiir weitere drei Tage im CO,-
Inkubator kultiviert. Wahrend der gesamten Zeit waren Pharmaka nach folgendem Schema

zugegeben (Abbildung 5-1und Abbildung 5-2):

1 2 3 4

SKBR3-wt SKBR3-T SKBR3-TU | SKBR3-U

A
+T +T+U69 +U69

" SKBR3-wt SKBR3-T SKBR3-TU | SKBR3-U

SKBR3-wt | SKBR3-T SKBR3-TU | SKBR3-U
&

+T +T +T +T

Abbildung 5-1: Belegung einer 12-Well-Zellkulturplatte.

Die vier verschiedenen Zelllinien (SKBR3-wt, SKBR3-T, SKBR3-TU, SKBR3-U) wurden fiir 3 Tage entwe-
der ohne (-) oder mit Trastuzumab (T) und U69,593 (U69) inkubiert.

i | 2 3 4 5 6

SKBR3-wt SKBR3-T SKBR3-TU SKBR3-U
A
B SKBR3-wt SKBR3-T SKBR3-TU SKBR3-U

+T + +T 4T

SKBR3-wt SKBR3-T SKBR3-TU SKBR3-U
C

+T +UG9 +T +UG9 +T +UG9 +T +UG9

SKBR3-wt SKBR3-T SKBR3-TU SKBR3-U
D

+U69 +U69 +U69 +U69

Abbildung 5-2: Belegung einer 24-Well-Platte:

Die vier verschiedenen Zelllinien wurden wie dargestellt entweder ohne Pharmaka (-), mit
Trastuzumab (T) oder U69,593 (U69) fiir 3 Tage kultiviert.
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Zum Farben der Zellen wurde zuerst das Medium abgesaugt, 2 Mal mit 250 pl PBS
gewaschen, anschlieRend mit 250 ul Kristallviolett fiir 20 Minuten gefédrbt und erneut 5 — 6
Mal mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen durch Zugabe von 250 — 1250 ul 0,1 M
Zitronensaure fiir zwei Stunden auf dem Riittler aufgeldst. Jeweils 100 pl der Uberstinde
wurden in 96-Well-Platten pipettiert und nach eventueller Vorverdiinnung die Extinktion bei

A=492 nm gemessen.

Erstellung einer Sterbekurve

Durch die Erstellung einer Sterbekurve lasst sich die Sensitivitdt der Zelllinien gegen unter-
schiedliche Konzentrationen von Trastuzumab feststellen. Dazu wurden 5 x 10°
Zellen/Vertiefung in serumhaltigem Medium auf 24-Well-Platten ausgesat. Nach 4 Stunden
erfolgte der Wechsel auf serumfreies McCoy’s 5a Medium, dem ansteigende Konzentra-
tionen an Trastuzumab (0,15 bis 1,25 pg/ml) zugesetzt waren (Abbildung 5-3). 5 Tage spater
wurde wie oben beschrieben ein KV-Test durchgefiihrt. Zur prozentualen Auswertung der
Zellzahl wurde die gemessene Extinktion jeweils auf die Kontrolle der jeweiligen Zelllinie

normalisiert. Alle Experimente erfolgten in mindestens 3 unabhdngigen Versuchen, die

jeweils in Doppelbestimmung ausgefiihrt wurden.

0 0,156 0,313 0,625 1,25 pg/mlTrastuzumab

SKBR3-wt

SKBR3-T

SKBR3-TU

SKBR3-U

Abbildung 5-3: Plattenbelegung bei der Sterbekurve.
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Die vier Zelllinien (SKBR3-wt, SKBR3-T, SKBR3-TU, SKBR3-U) wurden mit ansteigenden
Konzentrationen von Trastuzumab von 0 — 1,25 pg/ml fiir 5 Tage kultiviert.

54 Proteinbestimmung nach Lowry
Es handelt sich um eine von Oliver Howe Lowry (1910 — 1996) entwickelte Methode zur

Bestimmung des Proteingehalts von Losungen [134].

Prinzip: In alkalischer Lésung bilden die in Proteinen enthaltenen Aminosduren Tyrosin und
Tryptophan mit Cu**-lonen einen Komplex. Dabei wird Cu?* zu Cu* reduziert. Diese reduzier-
ten Cu’-lonen reduzieren daraufhin ihrerseits das Folin-Phenol-Reagenz zu Molybdanblau.
Dessen Intensitat wird bei A=550 nm im Photometer gemessen und anhand einer vorher mit
definierten Proteingehalten erstellten Standardkurve der Proteingehalt der einzelnen

Proben ermittelt.

Reagenzien:

Zur Herstellung des Lowry A Reagenz wurden Sodiumdodecylsulfat (10% SDS), Kupfersulfat-
Tartrat-Natriumcarbonat (CTC), Natriumhydroxid (0,8 M NaOH) in Aqua bidest. zu gleichen
Teilen gemischt. Lowry B setzt sich aus Folin-Phenol-Reagenz und Aqua bidest. im Verhaltnis

1:6 zusammen.

CTC:
4 mM Kupfersulfat x 5 H,0
7 mM Kalium-Natrium-Tartrat
940 mM Natriumcarbonat
Agua bidest.

Tris-MgCl,-Puffer (TM-Puffer):

50 mM Tris

5 mM MgCl, (Magnesiumchlorid)

Aqua bidest., pH eingestellt auf 7,4
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Vorgehen:

Zuerst wurde durch Verdinnen einer BSA-Losung (bovines Serumalbumin; 100 pg/ml) mit
Aqua bidest. eine Standardkurve iber 0; 2,5; 5; 7,5 und 10 pg Protein/100 pl erstellt. Danach
wurden die in TM-Puffer aufgenommenen Membranpradparationen von SKBR3-wt, SKBR3-T,
SKBR3-TU, SKBR3-U (Verfahren der Membranprdparation in 5.5 beschrieben) auf Eis
angetaut, 5 pl von jeder Probe entnommen und jeweils in Doppelbestimmung 1:40 mit Aqua
bidest. verdiinnt. Sowohl zu den Standards als auch zu 100 ul der Proben wurden je 400 ul
Lowry A pipettiert, gemischt und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Hierauf
erfolgte die Zugabe von jeweils 200 ul Lowry B, ein erneutes Mischen und eine Inkubation
von 30 Minuten. Anschliefend wurden die Proben in Einmalklvetten Gberfihrt und die
Extinktion bei A=550 nm gemessen. Anhand der erstellten Standardkurve konnte der

Proteingehalt der Proben ermittelt werden.

5.5 Radioligandenbindung
Mittels Radioligandenbindung wurde die k-Opioidrezeptorendichte auf der Zelloberflache
ermittelt. Hierfir wurden Zellmembranen hergestellt und mit radioaktiv markierten und

nicht markierten Liganden inkubiert.

Zellernte:

Von allen vier Zelllinien wurden jeweils drei 75 cm?-Zellkulturflaschen mit einer Zelldichte
von mehr als 80% zwei Mal mit eiskaltem PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen
mit einem Zellschaber von der Bodenflache abgel6st, in 15 ml PBS aufgenommen und bei 4°
C bei 300 x g fir 10 min zentrifugiert. Das gewonnene Zellpellet wurde nach Verwerfen des

Uberstands bei — 80°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

Membranprdparation:

Zum Zweck der Radioligandenbindung wurden die geernteten Zellen (SKBR3-wt, -T,-TU, -U)
in jeweils 10 ml Homogenisierungspuffer (HB) aufgenommen, durch 10-sekindiges
Ultrathoraxen zerstort und intakte Zellen bzw. Zellkerne bei 4°C und 300 x g fiir 10 Minuten
abzentrifugiert. Die jetzt zusammen mit Zytoplasmabestandteilen im Uberstand befindlichen
Doppellipid-Zellmembranen wurden fiir 30 Minuten bei 4°C und 12.000 x g zentrifugiert. Das

gewonnene Pellet wurde anschliefend in 1 ml des mit dem Protease-Hemmer Complete™
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versetzten TM-Puffer aufgenommen. Die im TM-Puffer enthaltenen Magnesiumionen
stabilisieren den hochaffinen Rezeptorzustand. Die gesamten Membranpradparation wurde

stets auf Eis durchgefiihrt, um eine enzymatisch bedingte Proteolyse zu vermeiden.

Homogenisierungspuffer (HB -Puffer):

5mM Tris-HCI
1 mM EGTA (Ethylenglycol-bis(B-Aminoethylether)-N, N, N’, N‘-Tetraessigsaure)
1 mM DTT (Threo-1,4-Dimercapto-2,3-butandiol)

Aqua bidest., pH eingestellt auf 7,4

Bindung:

Durch Zugabe eines nicht-selektiven radioaktiv markierten Opioidantagonisten
(Diprenorphin) werden alle Opioidbindungsstellen an den Zellmembranen abgesattigt. Die
spezifische Bindung an k-Opioidrezeptoren wird in Anwesenheit eines Uberschusses von
U50,488 bestimmt, einem selektiven Agonisten an k;,-Opioidrezeptoren. Nach Einstellung
eines Gleichgewichts kann aus der emittierten Strahlung des radioaktiv markierten Liganden

die spezifische Bindung (Bg) nach folgender Formel berechnet werden:

Bo = Biotal - Buspeziﬁsch

Dabei handelt es sich bei By um die Bindung von triziiertem Diprenorphin in Abwesenheit
von U50,488 und bei Bynspesifisch Um die Bindung von triziiertem Diprenorphin in Anwesenheit

von U50,488.

Jeder Reaktionsversuch wurde in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Dabei enthielten die
ReaktionsgefaRe in 200 pul Gesamtvolumen insgesamt 160 pl Membransuspension in TM-
Puffer und 20 pl des radioaktiv markierten Liganden. Dazu wurden 20 pl U50,488 (10° M)
bzw. 20 ul TM-Puffer gegeben. Nach griindlichem Mischen wurden die Proben bei Raum-
temperatur bis zum Einstellen eines Aquilibriums fiir zwei Stunden inkubiert. AnschlieRend
wurden die Membranen mittels Zugabe von eiskaltem TM-Puffer Gber Glasfaserfilter
abgetrennt, bei denen vorher durch 15-minitige Inkubation in 0,1%iger Polyethylenglycol
(PEG) — Losung alle Bindungsstellen abgesattigt worden waren. Das Abwaschen der
ungebundenen Liganden erfolgte durch mehrmaliges Spilen mit einer Vakuum

Filtrationseinheit. Anschliefend wurden die an die Filter gebundenen Membranen in ein
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Zahlflaschchen Gberfihrt und zusammen mit 2 ml Scintillationsflissigkeit bis zur Messung

Uber Nacht geschiittelt.
Bestimmung der Rezeptorendichte (Bmax):

Die Rezeptorendichte (Bmay) kann bei einer Einpunktmessung nach der Formel von DeBlasi
[135] aus der spezifischen Bindung (Bg), der Radioligandenkonzentration (L) und der

Dissoziationskonstante des Radioliganden (Ky) folgendermaRen ermittelt werden:

K g+L
Bmax =Bo X —4=

Bmax = maximale Bindung
B, = spezifische Bindung bei L
L = Konzentration des Radioliganden

Ky = Dissoziationskonstante des Radioliganden

Uber die dazugehérige Proteinbestimmung nach Lowry konnte anschlieRend die Zahl der

Rezeptoren pro mg Membranprotein berechnet werden.

5.6 Western Blot

Zum Nachweis der HER-Rezeptoren und ausgewahlter Signalproteine ihrer nachgeschalteten
Systeme wie Akt, Erk 1/2, PTEN, p27kip1, c-Cbl und c-Src wurde der Western Blot benutzt.
Bei diesem Verfahren werden Proteine im Acrylamidgel elektrophoretisch ihrer GroRe nach
aufgetrennt. Nach Uberfiihrung der Proteine mittels Semi-Dry-Blot auf eine
Polyvinylmembran koénnen diese mit primaren Antikorpern, die gegen das Zielprotein
gerichtet sich, identifiziert werden. Die Bindung der primdren Antikorper wird durch
enzymgekoppelte sekundare Antikorper nachgewiesen, die ein entsprechendes Substrat

umsetzen.
Probengewinnung:

Es wurden jeweils 10° Zellen/Well auf einer Platte mit 12 bzw. 24 Vertiefungen in

vollstandigem Kulturmedium ausgesat. Sobald die gewlinschte Dichte von ca. 70% erreicht
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war, wurden die Zellen der 12-Well-Platte auf Eis Uberfihrt, 3 Mal mit je 2 ml PBS

gewaschen und in 250 ul Ripa-Puffer/Well aufgenommen.

AnschlieBend wurde der Proteingehalt im Lowry gemessen und jede Probe mit Ladepuffer

nach Laemmli [136] auf identische Proteinkonzentrationen eingestellt.

RIPA-Puffer (Radio Immunoprecipitation Assay):

50 mM Tris-HCL (pH 7,4)

150 mM NaCl

1mM EDTA

0,1% SDS

2% Sodium-dodecyl-cholat

Proteaseinhibitor: Complete™ 1/20 verdinnt

Phosphataseinhibitoren: 200 uM Natriumvanadat, Natriumfluorid 10 mM

Aqua bidest.

DDT-Sample Puffer nach Laemmli:

1ml 1,25 M Tris pH 6,8

2ml 25% Glycerin

2ml 10%iges SDS

1,2 ml Bromphenolblau

2ml 1 M DTT (DL-Dithiothreitolsolution)
13,3 ml Agua bidest.

Herstellung der Gele:

Die Auftrennung von Zellmembranen erfolgte im 8% Trenngel, die von Zellsolubililsaten im
10% Gel. Im GelgieRstand wurden zwei 10 x 5 cm grof3e Trenngele gegossen und, nachdem
sie mindestens 45 Minuten polymerisiert waren, mit einem Sammelgel Gberschichtet, in das
ein Kamm mit 15 Zacken als Platzhalter fiir die Proben eingefligt wurde. Nach der
vollstandigen Polymerisation in einer feuchten Kammer bei 4°C tber Nacht wurden der
Elektrophoresestand mit Elektrophoresepuffer befiillt, die Kimme entfernt und jeweils 10 pl

Probe bzw. Auftragspuffer pro Geltasche aufgetragen.
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10% Trenngel fir 2 Gele:

5ml 30% Rotiphorese® Gel

3,75 ml 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8

0,15 ml 10% SDS (Sodiumdodecylsulfat)
6 ml Agua bidest.

entgasen

0,015 ml TEMED

0,075 ml APS (Ammoniumpersulfat)

8% Trenngel fir 2 Gele

4 ml 30% Rotiphorese® Gel

3,75 ml 1,5 M Tris-HCl pH 8,8

0,15 ml 10% SDS (Sodiumdodecylsulfat)
7,1 ml Aqua bidest.

entgasen

0,015 ml TEMED

0,075 ml 10% APS (Ammoniumpersulfat)

Sammelgel fir 2 Gele:

1,7 ml 30% Rotiphorese® Gel

1ml 1,25 M Tris-HCl, pH 6,8

0,1 ml 10% SDS (Sodiumdodecylsulfat)
7 ml Agua bidest.

entgasen

0,02 ml TEMED

0,1 ml APS (Ammoniumpersulfat)

Elektrophoresepuffer:

25 mM Tris
200 mM Glycin
3mM SDS (Sodiumdodecylsulfat)

TBS/T-Puffer (Tris-gepufferte Kochsalzlésung mit Tween):

Aqua bidest.
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25 mM Tris
190 mM NaCl
0,1% Tween-20

Aqua bidest, auf pH 8,0 eingestellt

Elektrophorese:

Nach dem Auftragen der Proben wurden die Proteine in der puffergefillten
Elektrophoresekammer durch Anlegen einer Spannung von 100 V fir 20 min durch das

Sammelgel geleitet und anschlieBend fiir 40 min mit 200 V im Trenngel aufgetrennt.
Blotting:

AnschlieBend wurden die Proteine im Semi-dry-Blot mittels puffergetrankter Filterpapiere
auf eine vorher fiir 15 Minuten in Methanol aktivierte PVDF-Membran tbertragen. Der Blot
wurde zwischen zwei angefeuchteten Graphitplatten aufgebaut, und bestand aus 6 in
Anodenpuffer | und 3 in Anodenpuffer Il getrankten Filterpapieren, den aktivierten
Membranen, den Gelen und 9 in Kathodenpuffer getrdankten Filterpapieren. Nach Anlegen
einer Stromstarke von 0,8 mA/cm? fiir 2 Stunden wanderten die Proteine mit dem Puffer in

Richtung Anode und wurden auf der Polyvinyldifluorid-Transfermembran fixiert.

Anode |:

0,25 M Tris

20% MeOH (Methanol)
Aqua bidest.

Anode |l

0,025 M Tris

20% MeOH (Methanol)
Agua bidest.

Kathode:

2,68 €-Amino-n-Capronsaure
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20% ’ MeOH (Methanol)

’ Aqua bidest.

Blockieren, Antikérperinkubation und Detektion:

Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurden die nicht gesattigten Bindungsstellen
auf den Membranen durch Inkubation mit RotiBlock® (1:10 in Aqua bidest.) fir 30 Minuten
bei Raumtemperatur auf dem Schittler blockiert. AnschlieBend wurden die Membranen
Uber Nacht bei 4°C mit einem spezifisch gegen das Zielprotein gerichteten Antikérper
(1:2.000 in TBS/T mit 0,1% BSA) inkubiert, am nachsten Tag 4 Mal fiir je 15 Minuten mit
TBS/T gewaschen, fir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit einem sekundaren Meerrettich-
Peroxidase gekoppelten Antikorper (HRP/Horseraddish-Peroxidase) inkubiert und erneut
gewaschen. Das Sichtbarmachen der Proteinbanden erfolgte durch 1 — 2 minitige
Entwicklung in ECL-L6ésung (Enhanced ChemolLuminescence) und die anschliefende

Detektion der Lichtsignale im Fusion SL4 400, WL Viber Lourmat.
Entfernen anheftender Antikérper von der Membran:

Um das Expressionsmuster verschiedener Proteine direkt miteinander vergleichen zu
konnen, war es notwendig, die exakt gleichen Proben zu verwenden. So wurden die Gehalte
an Akt, phospho-Akt, Erk1/2 und phospho-Erk1/2 sowie zur Sicherung eines vergleichbaren
Gesamtproteingehalts auch B-Tubulin jeweils auf derselben Membran bestimmt. Dazu
musste diese zuerst von den noch anheftenden Antikérpern gereinigt werden: Die
Membranen wurden hierfiir unter Schiitteln 4 Mal fiir je 15 Minuten bei Raumtemperatur
und schlielllich ber Nacht bei 4°C mit je 20 ml Strip-Puffer gewaschen. AnschlieBend
wurden die Membranen zuerst zwei Mal fir je 10 Minuten mit 20 ml Aqua bidest. und
danach fir 20 Minuten mit 20 ml TBS/T gewaschen. Daran schloss sich eine 1-stiindige
Inkubation mit Roti®-Block (1:10 in Aqua bidest.) an, woraufhin die Membranen erneut mit

dem gewiinschten Antikérper inkubiert werden konnten.

Strip-Puffer:

100 mM ’ NaH,PO, (Natriumdihydrogenphosphat)

’ Aqua bidest., auf pH 2,0 eingestellt
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Die Auswertung der Banden erfolgte mit der Software ,,Imagel (Java-based image processing

program, National Institutes of Health, Bethesda, ML, USA.)“.

5.7 cCAMP-Bestimmung
Die Regulation der Adenylylcyclase durch k-Agonisten wurde durch Bestimmung der cAMP-
Produktion in intakten Zellen untersucht. Das gebildete cAMP wurde anschliefend mittels

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) gemessen.

Prinzip:

Ein ELISA ist ein sensitiver immunologischer Test, der auf dem Einsatz eines Enzym-
gekoppelten Antigens beruht, welches an alle nicht durch Probenantigen besetzte
Antikorperbindungsstellen bindet und ein chromogenes Substrat umsetzt. In diesem Fall
handelt es sich bei dem Enzym um die Meerrettich-Peroxidase. Das durch Spaltung des
Peroxids entstehende O," reagiert mit dem farblosen TMBH, zu blau gefarbtem TMB. Die
anschlielend messbare Extinktion ist umgekehrt proportional zur in den Zellen enthaltenen
Menge an cAMP: Je starker die Farbreaktion ausfallt, desto weniger cAMP war in den Zellen

enthalten und desto mehr Enzym-gekoppeltes cAMP konnte binden.
Intrazellulare cAMP-Akkumulation und Probengewinnung:

Zur Bestimmung der intrazelluldaren cAMP-Akkumulation wurden die Zellen in einer Dichte
von 10° Zellen/Well auf einer Zellkultur Testplatte mit 24 Vertiefungen ausgesit, wobei
jeweils vier Vertiefungen mit SKBR3-wt, -T, -TU und —U beflillt wurden. Die verschiedenen
Zelllinien wuchsen in vollstandigem Kulturmedium und ihrer gewohnten Trastuzumab- bzw.
U69,593-Konzentration fiir 3 Tage bei 37°C und 5% CO,. Sobald die gewiinschte Konfluenz
erreicht war, wurde das Medium abgesaugt und durch 500 pl hepesgepuffertes, serumfreies
DMEM-Medium (DMEH = DMEM mit 25 mM Hepes) ersetzt, in dem die Zellen fur 30
Minuten im 37°C-Wasserbad inkubiert wurden. Wahrenddessen wurden vier

unterschiedliche Loésungen vorbereitet:

a) DMEH mit 100 pM IBMX
b) DMEH mit 100 uM IBMX, 1 uM Forskolin
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c¢) DMEH mit 100 uM IBMX, 1 uM Forskolin, 1 uM U50,488
d) DMEH mit 100 uM IBMX, 1 uM Forskolin, 1 uM U50,488, 10 uM NorBNI

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium abgesaugt und auf Eis nach folgendem
Schema 250 pl der Substanzldsungen zupipettiert. Eine reprasentative Plattenbelegung ist in

Abbildung 5-4 dargestellt.

Nach 15-mindutiger Inkubation im 37°C warmen Wasserbad wurden die Platten auf Eis
gestellt und die Reaktion durch Zugabe von 1 ml 50 mM HCI pro Well gestoppt. Dadurch kam

es zu einer Lyse der Zellen, so dass cAMP in den Uberstand treten konnte.

SKBR3-wit

SKBR3-T

SKBR3-TU

SKBR3-U

- 1BMX IBMX IBMX IBMIX o
Forskolin Forskolin  Forskolin
50,488 US0.488
MorBNI

Abbildung 5-4: Plattenbelegung fiir die Bestimmung der cAMP-Akkumulation.

Die vier Zelllinien (SKBR3-wt, -T, -TU, -U) wurden jeweils in einer Reihe ausplattiert und fir 3 Tage
kultiviert. Das Medium wurde abgesaugt und die Bildung von cAMP in Anwesenheit der dargestellten
Substanzen bestimmt.

AnschlieBend wurden die Proben unter dem Abzug auf einem Rittler mit jeweils 25 pl eines
Triethylamin (TEA)-Essigsaureanhydrid (EAH)-Gemisches acetyliert, das drei Teile TEA und 1
Teil EAH enthielt. Die Proben wurden entweder bis zur weiteren Verwendung mit Parafilm
verschlossen bei — 20°C gelagert oder nach einer mindestens 30-minitigen Ruhezeit, in der

sich der Zelldetritus am Grund absetzen konnte, direkt flir den ELISA verwendet.

Durchfiihrung des ELISA:
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Zur Durchfiihrung des ELISAs wurden 96er Mikrotitrierplatten benutzt, welche mit einem am
Boden gebundenen sekundaren gegen Kaninchen-1gG gerichteten Antikorper aus der Ziege
und einem daran gebundenen primdren anti-cAMP-Antikérper aus dem Kaninchen
beschichtet waren. Als Standardreihe wurde eine absteigende Verdiinnungsreihe ausgehend
von 10 uM cAMP Losung (Standard | in Assaypuffer) hergestellt und acetyliert. Es wurden
jeweils 100 pl der Standards sowie der 1:4 mit dem 50 mM Acetatpuffer (Assaypuffer)
verdlinnten Probeniberstinde in Dreifachbestimmung eingesetzt. Nach Zugabe von 100 ul
cAMP-Peroxidase-Konjugat (1:5.000 verdiinnt in Assaypuffer) und dem Verschluss mit
Parafilm inkubierte die Platte rittelnd Uber Nacht bei 4°C. Es folgte ein neunmaliges
Waschen mit Waschpuffer, Trockenklopfen und die Zugabe von 150 pl Substratgemisch
(Substrat A und B im Verhéltnis 1:1). Sobald sich nach ca. 15-minitiger Inkubation ein
Farbumschlag zeigte, wurde die Farbreaktion mit 50 pl 1 M HCl/Vertiefung abgestoppt und
die Extinktion bei A=450 nm im Photometer gemessen. Anhand der Standardkurve lieB sich

die cAMP-Menge bestimmen.

Verwendete Puffer und Losungen:

Assaypuffer:

50 mM ‘ Natriumacetat

‘ Agua bidest., auf pH 6,0 eingestellt

Waschpuffer:

10 mM Phosphatpuffer

0,01% Tween-20

Aqua bidest., auf pH 7,4 eingestellt

Substratlosung:

Lésung A:
6,5 mM Wasserstoffperoxid-Harnstoff
130 mM Na,HPO, x 2 H,0
49 mM Citronensaure
Agua bidest.




MATERIAL UND METHODEN 44

Lésung B:

2,08 mM Tetramethylbenzidin (TMB)
40 ml DMSO

49 mM Citronensaure

960 ml Aqua bidest.

5.8 Annexin V-FITC / Propidium Jodid Farbung

Prinzip:

Die Einleitung der Apoptose wurde in den vier verschiedenen Zelllinien vergleichend mit
Hilfe der Annexin V-FITC / Propidium Jodid Farbung in der konfokalen Mikroskopie
dargestellt. Annexin V-FITC emittiert griine Fluoreszenz und zeigt friihe Apoptosestadien an,
indem es in geschadigten Zellen an Phosphatidyl-Serin auf der Zellmembran bindet.
Propidiumjodid hingegen kann nur durch die perforierte Membran toter Zellen in den Kern

gelangen, wo es mit der DNS interkaliert.
Durchfiihrung:

Von allen vier Zelllinien wurden Parallelansitze von jeweils 10° Zellen auf Poly-L-Lysin
beschichtete Deckglaschen (Cover Slips) in serumhaltigem Medium ausgesdt. Nach 24
Stunden wurde auf serumfreies Medium umgestellt. Ein Ansatz wurde fiir weitere 12 Tage in
Anwesenheit der fiir die chronische Vorbehandlung eingesetzten Konzentrationen von
Trastuzumab und U69,593, der andere ausschlieBlich in Anwesenheit von 20 pg/ml
Trastuzumab kultiviert. Die Cover-Slips wurden zwei Mal mit PBS gewaschen und
anschliefend fiir 10 Minuten in der Dunkelkammer mit je 200 ul Annexin V—FITC-LOsung
(1:20 in Bindungspuffer verdiinnt) inkubiert. Nach erneutem zweimaligem Waschen erfolgte
flr weitere 7 Minuten eine Inkubation mit 1:10 in Bindungspuffer verdiinntem Propidium
Jodid (Endkonzentration 1 pg/ml). Es schlossen sich ein weiterer Waschschritt und eine 30-
minitige Inkubation in 4%igem Paraformaldehyd zur Fixation der Zellen an. Daraufhin
wurden die Cover Slips in Vectashield® Mounting Medium auf Objekttragern mit der
Oberseite nach unten - ,upsite down” - eingebettet. Nach einer Nacht im Kihlschrank
erfolgte die Versiegelung mit Nagellack und die anschlieBende Betrachtung bei A=488 und

543 nm mit einem 63x/1.4 Objektiv im konfokalen Fluoreszenzmikroskop.
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Zur Ermittlung der Apoptoserate wurden mindestens 345 Zellen einer jeden Zelllinie

ausgezahlt und die prozentuale Apoptoserate bestimmt.

5.9 TRICT-Phalloidin-Farbung

Die Morphologie der Zellen wurde durch Anfirben des Zytoskeletts mit Phalloidin-

Tetramethylrhodamin B Isothiocyanat (TRICT-Phalloidin) dargestellt.
Durchfiihrung:

150.000 Zellen jeder Zelllinie wurden jeweils in Doppelbestimmung serumhaltig mit ihrer
gewohnten Trastuzumab- bzw. U69,593-Konzentration fir 2 Tage auf Poly-L-Lysin-
beschichteten Deckglaschen in 6-Well-Platten kultiviert. Daraufhin wurde das Medium
abgesaugt. Es folgte ein dreimaliger Waschschritt mit jeweils 2 ml PBS/Well und die
Inkubation mit 3ml/Well 2%igem Paraformaldehyd fur 30 min bei Raumtemperatur. Die so
fixierten Zellen wurden erneut 2 Mal mit 2ml/Well PBS gewaschen und durch 15-min(tige
Inkubation mit 2,5 ml/Well 0,2%ig in PBS geléstem Triton® bei Raumtemperatur fixiert.
AnschlieRend wurden sie mit 100 pl/Deckglaschen TRICT-Phalloidin-Losung fiir 45 min in der
Dunkelkammer angefarbt. Nach einem weiteren zweimaligen Waschschritt mit jeweils 2 ml
PBS/Well wurden die Cover Slips direkt mit Mounting Medium auf Objekttrager fixiert, die
Deckgldaschen mit Nagellack versiegelt und die Proben lichtgeschitzt im Kihlschrank

gelagert. Die Auswertung wurde im konfokalen Mikroskop bei A=540-545 nm durchgefiihrt.

5.10 Immunzytochemie
Durch Immunzytochemie ist es moglich, die subzelluldre Lokalisation eines Proteins mittels

eines Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikdrpers zu betrachten.
Durchfiihrung:

Die vier Zelllinien wurden in einer Konzentration von 2 x 10°-Zellen in vollstindigem
Kulturmedium mit ihren gewohnten Liganden auf Poly-L-Lysin-beschichteten Cover Slips in 6-
Well-Platten ausgesat. Nach zwei Tagen Wachstum wurde das Medium abgesaugt, die Zellen

drei Mal mit je 2 ml eiskaltem PBS gewaschen und auf Eis mit 2 ml 4%igem
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Paraformaldehyd/Kavitat fiir 1,5 Stunden fixiert. Nach einem dreimaligen Waschschritt mit
je 2 ml TBS, wurden 5 ml Blotto pro Vertiefung fir 30 Minuten zugegeben. Das darin
enthaltene Triton permeabilisiert die Zellen. Nach dreimaligem Waschen wurden die Zellen
entweder mit 100 pul pro Well c-Cbl Antikérper (1:100 in Blotto verdiinnt) oder 200 ul c-Src
Antikorper (1:50 in Blotto verdiinnt) fir 1 Stunde inkubiert. Daraufhin wurde 3 Mal mit je 2
ml TBS gewaschen und anschlieRend fiir eine weitere Stunde mit 100 pl/Well des
sekundéaren FITC-markierten gegen Kaninchen-IgG gerichteten Antikdrpers (1:400 in Blotto)
im Dunkeln inkubiert. Es schloss sich ein dreimaliger Waschschritt mit je 2 ml TBS an. Die
Cover Slips wurden mit Vectashield® Mounting Medium auf Objekttragern fixiert, iber Nacht

im Kihlschrank gelagert und anschlieend im Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

Verwendete Puffer und Losungen:

TBS:
20 mM Tris
0,9% NaCl
Aqua bidest., auf pH 7,4 eingestellt
Blotto:
0,1% BSA (bovines Serumalbumin)
0,1% Triton® X-100 (Octoxinol-9)

TBS

5.11 Statistische Auswertung
Die Daten wurden als Mittelwert (MW) + SEM der angegebenen Anzahl von Experimenten
dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Grundgesamt-

heiten wurden mittels T-Test oder ANOVA bestimmt.
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6 ERGEBNISSE

6.1 Generierung Opioid-toleranter und Trastuzumab-resistenter

SKBR3 Zelllinien
Humane SKBR3-Mammakarzinomzellen wurden fiir mindestens 6 Monate in Anwesenheit
von 20 pg/ml Trastuzumab, 1 pM U69,593 oder beider Pharmaka kultiviert. Die daraus
resultierenden Zellpopulationen sind an das Wachstum in Gegenwart hoher HER2-
Antikorper- bzw. Opioid-Konzentrationen adaptiert und werden mit SKBR3-T, SKBR3-U und
SKBR3-TU bezeichnet. Unbehandelte Zellen der Ausgangspassage wurden parallel dazu

weitergezogen und dienten als Kontrolle (Parentalzellen, SKBR3-wt).

Die erzeugten Zellpopulationen werden im Folgenden funktionell charakterisiert, wobei
besonderes Augenmerk auf moglichen Interaktionen zwischen dem Opioid- und RTK-System

bzw. auf Adaptationen auf Ebene der nachgeschalteten Signalwege gelegt wurde.

6.2 Charakterisierung der Zelllinien

6.2.1 Phanotyp

Zunachst wurde der Einfluss der 6-monatigen Behandlung der Zellen auf den Phanotyp
bestimmt. Zu diesem Zweck wurde das F-Aktin-Gerlist im Zytoskelett mit TRICT-Phalloidin

angefarbt und im konfokalen Lasermikroskop untersucht.

Kulturen parentaler SKBR3-wt Zellen enthalten Zellen unterschiedlicher GréBe und
Morphologie. Im Vergleich dazu weist die SKBR3-T Zelllinie Uberdurchschnittlich viele
langgestreckte Zellformen auf. Bei den 6 Monate in Anwesenheit des Opioids kultivierten
Zellen (SKBR3-U) werden dagegen vermehrt rundliche, bei SKBR3-TU Zellen dreieckige
Formen beobachtet (Abbildung 6-1). Allerdings enthalten alle vier Zelllinien auch geringe

Anteile aller anderen Zellformen.
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SKBR3-wt SKBR3-T SKBR3-TU SKBR3-U

Abbildung 6-1: Darstellung des Tubulingeriists der verschiedenen SKBR3 Zelllinien durch Phalloidin:

Je 1,5 x 10° Zellen/Well wurden in 6-Well-Platten ausgesat, fiir weitere 4 Tage in Anwesenheit der
entsprechenden Pharmaka kultiviert, mit TRICT-Phalloidin angefarbt und im konfokalen Mikroskop
betrachtet. Die Abbildung zeigt reprasentative Aufnahmen der verschiedenen SKBR3-Zelllinien.

6.2.2 Charakterisierung der Opioidrezeptoren

SKBR3 Zellen besitzen geringe Mengen an endogenen k-Opioidrezeptoren [133]. Um die
Anwesenheit funktionell aktiver k-Opioidrezeptoren in den chronisch behandelten Zelllinien
nachzuweisen, wurde die Rezeptordichte und die Kopplung der Rezeptoren an die

nachgeschalteten Signalmechanismen untersucht.

6.2.2.1 Radioligandenbindung

Die Dichte membranstandiger k-Opioidrezeptoren wurde in Radioligandenbindungsstudien
mit Hilfe des Opioidantagonisten >H-Diprenorphin bestimmt. Membranen der Parentalzellen
(SKBR3-wt) enthalten 40,86 + 11,3 fmol/mg Membranprotein k-Opioidrezeptoren. Die
chronische Behandlung der Zellen mit U69,593 (SKBR3-U) fiihrt zu einer signifikanten
Abnahme der Rezeptormenge um 52,9% (19,25 + 11,4 fmol/mg). Eine vergleichbare
Herabregulation der k-Opioidrezeptoren um ca. 61,4% (15,76 + 8,3 fmol/mg) ist auch in den
chronisch mit Trastuzumab und U69,593 behandelten Zellen (SKBR3-TU) zu beobachten.
Nach Behandlung der Zellen mit Trastuzumab (SKBR3-T) hingegen stieg die Rezeptormenge
um 16,5% an auf 47,61 + 11,3 fmol/mg. Die langerfristige Blockade des HER2-Rezeptors
besitzt demnach einen Einfluss auf die Dichte an k-Opioidrezeptoren, wahrend sie die
Herabregulation der k-Opioidrezeptoren in Anwesenheit von U69,593 nicht aufheben kann

(Abbildung 6-2).
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Abbildung 6-2: Regulation von k-Opioidrezeptoren (KOR) durch den HER2-Inibitor Trastuzumab und
U69,593.

Die spezifische Bindung des Radioliganden *H-Diprenorphin an k-Opioidrezeptoren wurde nach
Verdrangung mit dem «k-Opioidrezeptoragonisten U50,488 bestimmt und in fmol/mg
Membranprotein dargestellt. Im Vergleich zu unbehandelten SKBR3-wt-Zellen fiihrt die chronische
Behandlung mit dem Opiat U69,593 zu einer signifikanten Abnahme der Rezeptoren um 61,4%
(SKBR3-TU) bzw. 52,9% (SKBR3-U), wohingegen die Rezeptordichte nach Behandlung mit dem HER2-
Antikorper um 16,5% (SKBR3-T) ansteigt. Die Blockade des HER2-Rezeptors sensibilisiert demnach die
Zellen gegenliber der Wirkung von Opioiden. Dargestellt sind Mittelwert + SEM von n=4
unabhangigen Versuchen, jeweils durchgefiihrt in Doppelbestimmung. *** p < 0,001.

6.2.2.2 Regulation der Adenylyicyclase

Die funktionelle Kopplung der k-Opioidrezeptoren an ihre nachgeschalteten Signalwege
wurde durch die Regulation der intrazellularen cAMP-Konzentration untersucht. Zu diesem
Zweck wurde die Forskolin-stimulierte cAMP-Produktion in Anwesenheit des k-
Opioidrezeptoragonisten  U50,488 und des «k-Opioidrezeptorantagonisten  Nor-

Binaltorphimin (NorBNI) bestimmt.

Zunachst ist zu erkennen, dass die chronische Behandlung der Zellen mit Trastuzumab die
Stimulierbarkeit der Adenylylcyclasen mit Forskolin verstarkt. Im Gegensatz zu neuronalen
Zellen resultiert die akute Aktivierung des k-Opioidrezeptors in SKBR3-wt nicht in einer
Hemmung, sondern in einer Zunahme der intrazellularen cAMP Produktion. Nach

chronischer Behandlung der Zellen mit Trastuzumab (SKBR3-T) nimmt die Stimulierbarkeit
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der Adenylylcyclasen durch Opioide zu. In jedem Fall ist die durch Opioide vermittelte
Zunahme der cAMP-Produktion durch NorBNI aufhebbar. In SKBR3-TU und SKBR3-U Zellen
hingegen besitzt U50,488 keine Wirkung auf die cAMP-Produktion. Dies weist darauf hin,
dass die chronische Behandlung der Zellen mit U69,593 zu einer funktionellen
Desensibilisierung der k-Opioidrezeptoren, also einer Abkopplung von ihren G-Proteinen,
flihrt. Dagegen bedingt die chronische Blockade der HER2-Rezeptoren durch Trastuzumab
eine Sensibilisierung der k-Opioidrezeptoren, die sich in einer Zunahme ihrer funktionellen

Aktivitat duert (Abbildung 6-3).
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Abbildung 6-3: Regulation der cAMP-Akkumulation durch Opioide.

Die Bestimmung der cAMP-Akkumulation (pmol/min/Well) erfolgte nach 15-minutiger Stimulation
der k-Opioidrezeptoren in Anwesenheit von 1 uM Forskolin. In SKBR3-wt und SKBR3-T fiihrt die
Zugabe von U50,488 zu einem signifikanten Anstieg der cAMP-Produktion, der durch NorBNI wieder
aufhebbar ist. In Opioid-behandelten SKBR3-TU und SKBR3-U hingegen ist U50,488 wirkungslos. Die
chronische Exposition der Zellen gegentiber Opioiden fiihrt demnach zu einer Abkopplung des k-
Opioidrezeptors von seinen G-Proteinen.
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6.2.3  Charakterisierung des Zellwachstums

6.2.3.1 Kristallviolett Assay

Um den Einfluss von Trastuzumab und U69,593 auf das Zellwachstum zu erfassen, wurden
die einzelnen Zelllinien (10° Zellen/Well) auf eine 12-Well-Platte ausgesat und fiir 3 Tage in
Anwesenheit der jeweiligen Pharmaka kultiviert. Die Zelldichte wurde durch Anfarbung der
Nuklei mit Kristallviolett bestimmt. Es zeigt sich Folgendes: Die Behandlung der Zellen mit
Trastuzumab (SKBR3-T) fiihrt zu einer signifikanten Abnahme des Zellwachstums auf 76,0% *
5,42. Obwohl U69,593 (SKBR3-U) alleine keinen Einfluss auf das Zellwachstum besitzt
(100,4% + 14,94), verstarkt es die den inhibitorischen Effekt von Trastuzumab geringfiigig
(SKBR3-TU; 69,0% * 5,27;Abbildung 6-4).
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Abbildung 6-4: Bestimmung des Zellwachstums mittels Kristallviolett:

Die Zellen wurden fir 3 Tage unter serumfreien Bedingungen in Anwesenheit der jeweiligen
Pharmaka kultiviert und mit Kristallviolett angefarbt. Oben dargestellt sind die Mittelwerte + SEM
von n=4 unabhdngigen Experimenten. Die Daten wurden auf die Zelldichte der Parentalzellen
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normalisiert (100%). Darunter sind reprasentative Aufnahmen der angefarbten Zellen vor der
Auflésung und Freisetzung des Farbstoffes abgebildet. SKBR3-T weisen ein hochsignifikant geringeres
Zellwachstum als SKBR3-wt auf. Die gleichzeitige Behandlung mit U69,593 verstarkt die durch
Trastuzumab induzierte Wachstumshemmung geringfiigig (SKBR3-TU). ***; p< 0,001.

6.2.3.2 Apoptose

Die Hemmung des Zellwachstums in SKBR3-T und SKBR3-TU Zellen kann durch
Veranderungen in der Proliferation und/oder Apoptose verursacht werden. Nachdem bei der
Bestimmung der Zellproliferation mit BrdU keine Unterschiede zwischen den verschiedenen
Zelllinien zu beobachten waren, wurde die stressinduzierte Apoptose untersucht. Hierfir
wurden die Zellen 12 Tage unter serumfreien Bedingungen in Anwesenheit der jeweiligen
Pharmaka kultiviert. Zur Bestimmung des apoptotischen Effekts von Trastuzumab wurden
die Zellen gewaschen und fiir denselben Zeitraum mit Trastuzumab inkubiert. Die
verschiedenen Apoptosestadien wurden durch Anfirbung der Zellen mit Annexin V und

Propidiumjodid im konfokalen Mikroskop sichtbar gemacht.

Wie aus Abbildung 6-5 hervorgeht, enthalten die SKBR3-T und SKBR3-TU Zellpopulationen
apoptotische Zellen. Dabei sind etwa vergleichbare Anteile an frithen (griine Fluoreszenz)
und spédten (rote Fluoreszenz) Aopotosestadien vertreten. In Parentalzellen und SKBR3-U
Zellpopulationen sind hingegen kaum apoptotische Zellen zu beobachten. Dies bedeutet,
dass die chronische Exposition der Zellen gegenlber Trastuzumab die Apoptose stimuliert.
Die Co-Inkubation der Zellen mit U69,593 hat dagegen keinen Einfluss auf den apoptotischen
Effekt von Trastuzumab. Bestimmt man dagegen die akute Wirkung von Trastuzumab, so ist
dieses sowohl in Parentalzellen, als auch in mit U69,593 behandelten Zellpopulationen
(SKBR3-TU; SKBR3-U) in der Lage Apoptose zu induzieren. In den opioidbehandelten Zellen

treten dabei vermehrt spdte Apoptosestadien auf.
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Abbildung 6-5: Bestimmung der Apoptose mittels Annexin V/PI-Farbung.

Die Zellen wurden fir 12 Tage in serumfreiem Medium kultiviert und entweder in Anwesenheit der
fur die chronische Vorbehandlung der Zellen verwendeten Pharmaka (linke Seite; Gewohnte
Behandlung) oder von Trastuzumab alleine (rechte Seite; akut Trastuzumab) kultiviert. Die Zellen
wurden mit Annexin V (griine Fluoreszenz) und Propidiumjodid (PI; rote Fluoreszenz) angeféarbt.
Merge zeigt die Uberlagerung der beiden Fluoreszenzkanile. Die unbehandelten und chronisch mit
U69,593 behandelten Zellenpopulationen weisen kaum apoptotische Zellen auf. Dagegen enthalten
die mit Trastuzumab behandelten Zelllinien (SKBR3-T, SKBR3—TU) apoptotische Zellen. Nach akuter
Zugabe von Trastuzumab sind in allen Zellpopulationen apoptotische Zellen zu erkennen. Aufgrund
des erhohten Anteils der rot fluoreszierenden Zellen scheint die Apoptose in den mit U69,593
vorbehandelten Zellen weiter fortgeschritten zu sein.

Die Apoptoserate wurde durch Auszahlen fluoreszierender Zellen/Gesichtsfeld quantifiziert.
Pro Zelllinie wurden 345 bis 431 Zellen in 5 bis 16 Gesichtsfeldern ausgezdhlt, wobei
samtliche Apoptosestadien beriicksichtigt wurden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6-6
dargestellt. Wahrend die Co-Inkubation der Zellen mit U69,593 nicht in der Lage ist, den
Anstieg der Trastuzumab-induzierten basalen Apoptoserate aufzuheben, verhindert diese

die Entstehung einer sekundaren Resistenz gegentliber Trastuzumab.
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Abbildung 6-6: Quantifizierung der Apoptose in SKBR3 Zellen.

Der Anteil apoptotischer Zellen wurde durch Auszdhlen der fluoreszierenden Zellen unter dem
konfokalen Mikroskop bestimmt. Zu beachten ist, dass die Co-Inkubation Zellen mit U69,593 die
Sensitivitat gegeniliber der akuten apoptotischen Trastuzumabwirkung aufrechterhdlt. Die Daten
stellen die Mittelwerte + SEM dar. **; p<0,01; ***; p<0,001.

6.2.4 Regulation von Rezeptor-Tyrosinkinasen

Die beobachteten Anderungen im Zellwachstum kénnen entweder durch Adaptationen auf
Ebene der Rezeptor-Tyrosinkinasen und/oder auf Ebene der nachgeschalteten
Signalmechanismen vermittelt werden. Im Folgenden werden zundchst Auswirkungen der
chronischen Behandlung der Zellen mit Trastuzumab und U69,593 auf einzelne Vertreter der
Familie der HER- und IGF-Rezeptoren erfasst. Hierzu wurde die relative Rezeptordichte in

Zellmembranen mit Hilfe spezifischer Antikdrper im Western Blot bestimmt (Abbildung 6-7).

Durch kombinierte chronische Trastuzumab- und Opioidbehandlung kommt es in SKBR3-TU
zu einer verstarkten Expression des HER2-Rezeptors im Western Blot wie dies auch in SKBR3-
U zu beobachten ist. Dieser Effekt Uberlagert die durch alleinige T-Behandlung vermittelte

Herabregulation des Rezeptors.
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Abbildung 6-7: Regulation ausgewadhlter Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren.

Wahrend die chronische Behandlung der Zellen mit Trastuzumab mit einer Abnahme des HER2- und
HER3-Rezeptors einhergeht, werden der HER1- und IGF-1-Rezeptor hochreguliert. Die chronische
Behandlung der Zellen mit U69,593 alleine fiihrt zu einer Zunahme der HER2-Rezeptoren, besitzt
aber keine Auswirkung auf die anderen Rezeptoren. Bei gleichzeitiger Behandlung der Zellen mit dem
Opioid wird der durch Trastuzumab vermittelte Effekt auf die Rezeptorregulation aufgehoben.

Durch die verstarkte Anwesenheit des HER2-Rezeptors werden die SKBR3-TU Zellen
gegenitber der Wirkung von Trastuzumab sensibilisiert, was das verminderte Wachstum

dieser Zellen im KV-Test erklart.

In Bezug auf die Expression des HER1-, HER3- und IGF-1-Rezeptor lassen sich bei SKBR3-TU
keinerlei Abweichungen zu den Parentalzellen erkennen, wohingegen durch alleinige T-
Behandlung eine Hoch- und durch alleinige U-Behandlung eine kompensatorische

Herunterregulation des HER1-Rezeptors festgestellt werden kann.

Der HER3-Rezeptor erfahrt in SKBR3-T Zellen eine Herabregulation, die durch Einwirkung von
U69,593 verhindert wird. Auch eine kompensatorische Hochregulation des IGF-1 Rezeptors,

wie sie oftmals nach Behandlung der Zellen mit Trastuzumab beschrieben wird, findet sich in
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den SKBR3-T Zellen, jedoch nicht in den Opioid-behandelten Zelllinien SKBR3-TU und SKBR3-
u.

6.2.5 Regulation nachgeschalteter Signalwege

6.2.5.1 Proteinkinase B/Akt-Signalweg

Zur Erfassung der anti-apoptotischen Signalwege wurde die Auswirkungen der chronischen
Behandlungen auf die Menge und Aktivitdit der PKB/Akt im Western Blot untersucht
(Abbildung 6-8). Die chronische Exposition der Zellen gegeniber Trastuzumab besitzt keinen
Einfluss auf die relativen Konzentrationen der Akt. Dagegen ist eine starke
Dephosphorylierung des Proteins an Serin 473 in SKBR3-T festzustellen. Wurden die Zellen in
Anwesenheit von U69,593 kultiviert, so ist eine leichte Zunahme der Proteinmengen und
eine stark vermehrte Phosphorylierung an Serin 473 erkennbar. Die gleichzeitige Behandlung
mit U69,593 in SKBR3-TU verhindert die durch Trastuzumab induzierte Dephosphorylierung
der Akt.

- pam—— p Akt (5473)
— Akt
—_— B-Tubulin

Abbildung 6-8: Regulation der Akt in chronisch behandelten SKBR3 Zellen.

Die Regulation der Akt und ihrer an Serin 473 phosphorylierten Form wurde mittels spezifischer
Antikorper in Solubilisaten von SKBR3-wt und chronisch mit Trastuzumab und Opioiden behandelten
Zellen dargestellt. Der Auftrag vergleichbarer Proteinmengen wurde durch den Nachweis
vergleichbarer B-Tubulinmengen dargestelit.
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6.2.5.2 Erk 1/2-Signalweg

Durch Untersuchung der Menge und Phosphorylierung der Erk1/2 lassen sich Rickschlisse
auf das Proliferationsverhalten der verschiedenen Zelllinien ziehen. Wdhrend in den vier
SKBR3 Zellpopulationen kein Unterschied in der Menge der Erk 1/2 festzustellen ist, zeigt
sich eine Verminderung der basalen Phosphorylierung in SKBR3-T Zellen. In SKBR3-U Zellen
tritt dagegen eine erhohte basale Phosphorylierung auf. Durch Co-Inkubation der Zellen mit

U69,593 wird der Trastuzumab-Effekt aufgehoben (Abbildung 6-9).

pErk 1/2
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Abbildung 6-9: Regulation der Erk1/2 in chronisch behandelten Zellen.

Durch spezifische Antikbrper wurden Menge und Phosphorylierungsstatus der Erk1/2 in
Zelllsolubilisaten der vier Zelllinien SKBR3-wt, SKBR3-T, SKBR3-TU und SKBR3-U im Western Blot
dargestellt. B-Tubulin diente dabei als Ladekontrolle.

6.2.6 Regulation von Resistenzmarkern

Bei einer langerfristigen Behandlung von Mammakarzinomzellen mit Trastuzumab bildet sich
eine Resistenz aus. Diese geht auf zellularer Ebene z.B. mit einer Erniedrigung des
Tumorsupressors PTEN und des Cyclin-abhangigen Kinase Inhibitors p27kip1, einer Erhohung
der Tyrsosinkinase c-Src und der Ubiquitin Ligase c-Cbl einher. Deshalb wurde der Einfluss
einer kombinierten Behandlung der Zellen mit U69,593 auf die Regulation der

Resistenzmarker untersucht.

6.2.6.1 PTEN
In chronisch mit Trastuzumab behandelten Zellen (SKBR3-T) wird PTEN herabreguliert.

Demgegeniiber kommt es unter Opioideinfluss (SKBR3-TU, SKBR3-U) zu einer Steigerung der
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absoluten Menge an in den Zellen vorhandenem PTEN. Zudem liegt in mit U69,593
behandelten Zellen eine gesteigerte Phosphorylierung von PTEN an den Aminosduren Serin
380, Threonin 382 und 383 vor. Die Phosphorylierung der genannten Aminosauren fihrt zu

einer Inaktivierung von PTEN. Abbildung 6-10 zeigt die Ergebnisse.
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Abbildung 6-10: Regulation von PTEN in chronisch behandelten Zellen.

PTEN wurde in Solubilisaten der unterschiedlichen Zelllinien SKBR3-wt, -T, -TU und —U im Western
Blot bestimmt. Dargestellt sind sowohl die Gesamtmenge des Proteins als auch die phosphorylierte
Form (pPTEN). B-Tubulin wurde zur Kontrolle des Auftrags vergleichbarer Tubulinmengen
herangezogen.

6.2.6.2 P27kip1
In Zellsolubilisaten von SKBR3-T liegt p27kip1 in verminderter Menge vor. In SKBR3-TU und
SKBR3-U Zellen kommt es dagegen zu einer Hochregulation von p27kip1. Somit reguliert

U69,593 diesen fiir Trastuzumab typischen Resistenzmarker gegenlaufig (Abbildung 6-11).

- - .. p27kipl
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Abbildung 6-11: Regulation von p27kip1 in chronisch behandelten Zellen.
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Die Menge des in den Zellen enthaltenen p27kipl wurde mit Hilfe spezifischer Antikorper im
Western Blot dargestellt. Als Ladekontrolle diente B-Tubulin.

6.2.6.3 c-Src

6.2.6.3.1 Western Blot

Weiterhin wurde die in den Zelllinien vorhandene Menge an c-Src im Western Blot
verglichen (Abbildung 6-12). Im Vergleich zu SKBR3-wt und SKBR3-T Zellen weisen SKBR3-TU
und SKBR3-U Zellen eine erhéhte Menge an c-Src auf. Zudem ist in den opioidbehandelten
Zellen die Phosphorylierung von c-Src an Tyrosin 527 (p c-Src) erhéht. Die Phosphorylierung

an Tyr 527 resultiert in einer Inaktivierung des Proteins.

—— —— — p c-Src [Y527}

— — c-Src
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Abbildung 6-12: Regulation von c-Src.

In Solubilisaten von SKBR3-wt, -T, -TU und -U Zellen wurde mittels spezifischer Antikorper im
Western Blot sowohl die gesamte Menge von c-Src, als auch die Menge des an Tyrosin 527
phosphorylierten c-Src nachgewiesen

6.2.6.3.2 Immunzytochemie

Die Verteilung des c-Src in die unterschiedlichen intrazellularen Kompartimente wurde

mittels Immunfluoreszenz untersucht.

Wahrend in Parentalzellen lediglich eine schwache, tber das Zytosol verteilte Fluoreszenz
erkennbar ist, zeigen SKBR3-T, -TU und —U-Zellen eine membranstandige Fluoreszenz. Dies

spricht fir eine Aktivierung und Umverteilung von c-Src an die Zellmembran durch
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chronische Behandlung mit U69,593 bzw. Trastuzumab (Abbildung 6-13).

SKBR3-wt SKBR3-T SKBR3-TU SKBR3-U

Abbildung 6-13: Immunzytochemischer Nachweis von c-Src

Die Zellen wurden ausplattiert und fir 2 weitere Tage in vollstandigem Medium in Anwesenheit der
Pharmaka kultiviert. Sowohl chronisch mit Opiat als auch mit dem HER2-Antikdrper behandelte
Zellen zeigen eine verstarkte Anreicherung von c-Src an der Zellmembran.

6.2.6.4 c-Cbl
Auch c-Cbl, das an der Endozytose von HER1- und HER2-Rezeptoren beteiligt ist, unterliegt

einer Regulation durch Trastuzumab.

6.2.6.4.1 Western Blot

= c-Chl

- b TS e B-Tubulin

Abbildung 6-14: Regulation von c-Cbl.

Die Regulation von c-Cbl wurde in Zellsolubilisaten im Western Blot untersucht. B-Tubulin wurde als
Marker fiir den Auftrag vergleichbarer Proteinmengen herangezogen.

Zunéachst wurden die absoluten Mengen von c-Cbl im Western Blot dargestellt (Abbildung

6-14). In SKBR3-T Zellen liegt c-Cbl in groBerer Menge vor als in Parental- und SKBR3-TU
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Zellen. Die chronische Behandlung mit U69,593 bedingt eine Abnahme von c-Cbl. Somit

unterliegt c-Cbl einer gegenteiligen Regulation durch Trastuzumab und U69,593.

6.2.6.4.2 Immunzytochemie
Nach Aktivierung von HER1- und HER2- Rezeptoren wird c-Cbl an die Zellmembran

transloziert. Aus diesem Grund wurde die subzelluldre Verteilung von c-Cbl mittels

Immunzytochemie untersucht.

SKBR3-wt und SKBR3-U zeigen nur eine schwache, Uber das Zytosol verteilte Fluoreszenz.
Dagegen ist in SKBR3-T und SKBR3-TU eine starke membranassoziierte Fluoreszenz zu

beobachten (Abbildung 6-15).

SKBR3-wt SKBR3-T SKBR3-TU SKBR3-U

Abbildung 6-15: Immunzytochemischer Nachweis von c-Cbl.

Nach 2-tagiger Kultivierung in Anwesenheit der Pharmaka wurden die Zellen mit einem gegen c-Cbl
gerichteten Antikorper angefarbt. Im Vergleich zu Parental- und opioidbehandelten Zellen zeigen
SKBR3-T und SKBR3-TU Zellen eine starke Anreicherung von c-Cbl an der Zellmembran.

6.2.7 Resistenz gegeniiber Trastuzumab

Die funktionellen Konsequenzen der beschriebenen Verdanderungen auf Ebene der
Opioidrezeptoren und Rezeptor-Tyrosinkinasen und nachgeschalteten Signalmechanismen
auf die akute Wirkung von Trastuzumab auf das Zellwachstum wurde in den verschiedenen
Zelllinien bestimmt, die Gber drei Tage in serumfreiem Medium in An- oder Abwesenheit von
Trastuzumab oder Trastuzumab und U69,593 kultiviert wurden. Zunachst ist ersichtlich, dass
Trastuzumab wie erwartet das Zellwachstum in Parentalzellen hemmt. Die chronische
Kultivierung der Zellen in Anwesenheit von U69,593 besitzt keinen Einfluss auf die akute

Trastuzumabwirkung. Im Gegensatz dazu entwickelt sich nach chronischer Behandlung der
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Zellen eine Resistenz gegen die akute Trastuzumabwirkung. Die Co-Inkubation der Zellen mit
U69,593 (SKBR3-TU) hat keinen Einfluss auf die Resistenzbildung. Bestimmt man die akute
Trastuzumabwirkung in Gegenwart des Opioids, so verstarkt U69,593 die akute Hemmung

des Wachstums von SKBR3-T Zellen signifikant.

akut Trastuzumab
E&E akut Trastuzumab + U69

Wachstumshemmung
(% unbehandelte Zelllinie)

Abbildung 6-16: Akute Hemmung des Zellwachstums durch Trastuzumab und U69,593.

Die chronisch behandelten Zellen wurden ausplattiert und fiir drei Tage in serumfreiem Medium in
An- oder Abwesenheit von Trastuzumab oder Trastuzumab und U69,593 kultiviert. Das Zellwachstum
wurde im Kristallviolett-Assay ermittelt. Die Resistenz der SKBR3-T Zellen gegen die akute Hemmung
des Zellwachstums durch Trastuzumab wird bei gleichzeitiger Aktivierung des k-Opioidrezeptors
aufgehoben. Dargestellt sind Mittelwert und SEM aus n=4 unabhangigen Versuchen, normalisiert auf
unbehandelte Parentalzellen. * Statistisch signifikant bei p<0,05

6.2.8 Reversibilitit der chronisch induzierten Wachstumsidnderungen

Um festzustellen, ob die beobachteten Effekte der chronischen Exposition gegeniiber
Trastuzumab- und/oder U69,593 auf das Zellwachstum und die Auslésung der Apoptose von
Dauer sind, wurden die Zellen gewaschen und fiir drei Tage ohne Pharmaka kultiviert. Nach
Beendigung der chronischen Exposition von SKBR3-T und SKBR3-TU Zellen gegeniiber ihren
Pharmaka gleicht sich das Zellwachstum den Parentalzellen wieder an. Die Ergebnisse
zeigen, dass die chronische Einwirkung von k-Opioid und HER2-Antikorper keine irreversible
Wachstumshemmung verursacht. Die Zellen entwickeln somit keine dauerhafte Resistenz

gegeniber der eingesetzten Konzentration von Trastuzumab.
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Abbildung 6-17: Wachstumsverhalten in Abwesenheit von Trastuzumab und U69,593.

Die Zellen wurden ausplattiert und das Zellwachstum nach dreitagiger, serumfreier Kultivierung im
Kristallviolett-Assay ermittelt. Die Daten wurden auf Parentalzellen normalisiert. SKBR3-T und SKBR3-
TU zeigen nach Beendigung der chronischen Behandlung eine signifikante Steigerung des
Wachstums, wobei SKBR3-T wieder das gleiche Niveau erreichen wie SKBR3-wt Zellen. Die Daten
zeigen Mittelwert und SEM von n=4 unabhédngigen Versuchen, durchgefiihrt jeweils in
Doppelbestimmung. Statistisch signifikant * p< 0,05; ** p<0,01.

6.2.9 Toleranz niedriger Trastuzumabkonzentrationen

SchlieBlich stellte sich die Frage, ob die chronische Vorbehandlung der Zellen die
Empfindlichkeit gegeniliber Trastuzumab grundsatzlich verandert und inwieweit man die

SKBR3-T und SKBR3-TU Zellen als resistent bezeichnen kdnnte.

Aus diesem Grund wurde eine Sterbekurve erstellt, bei der die Zellen fiir 5 Tage in
Gegenwart geringer Konzentrationen von Trastuzumab (160 — 1200 ng/ml) kultiviert
wurden. Dabei zeigte sich, dass sowohl SKBR3-T als auch SKBR3-TU Zellen eine Toleranz
gegenilber niedrigen Trastuzumab-Konzentrationen aufweisen. Auch SKBR3-U entwickeln
eine, wenngleich geringer ausgepragte Toleranz gegenliber der akuten Trastuzumabwirkung.
Nicht nur der HER2-Antikorper, sondern auch der k-Opioidagonist setzen die Empfindlichkeit
gegeniber Trastuzumab herab. Eine vollstandige Resistenz bildet sich dagegen bei keiner der

Zelllinien aus.
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Abbildung 6-18: Sterbekurve mit ansteigenden Konzentrationen an Trastuzumab.

Die Zellen wurden 5 Tage lang unter serumfreien Bedingungen mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Trastuzumab kultiviert und mit Kristallviolett angefarbt. Dargestellt ist die
Zellzahl jeweils in Bezug auf Zellen der gleichen Linie, die tber die gleiche Zeitdauer ohne Liganden
kultiviert waren. Zu beachten ist, dass die Co-Inkubation der Zellen mit U69,593 die
Resistenzentwicklung gegeniber niedriger Konzentrationen von Trastuzumab nicht beeinflusst. Die
Daten zeigen Mittelwert und SEM von n=4 unabhangigen Experimenten.
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7 DISKUSSION

7.1 Resistenzbildung nach chronischer Behandlung von SKBR3

Zellen mit Trastuzumab.
SKBR3-T und SKBR3-TU Zellen wurden durch Kultivierung tGiber 6 Monate in Anwesenheit von
20 pg/ml Trastuzumab bzw. Trastuzumab und 1 uM U69,593 aus HER2-positiven parentalen
SKBR3 Zellen (SKBR3-wt) hergestellt. Die verwendete Dosis flihrt nach kurzzeitiger Exposition
von Parentalzellen zu einer starken Hemmung des Zellwachstums. Im Vergleich dazu fallt die
Wachstumshemmung bei SKBR3-T und SKBR3-TU deutlich geringer aus. Dass SKBR3-T und
SKBR3-TU Zellen bei diesen hohen Dosen von Trastuzumab immer noch gut wachsen, lasst
auf die Selektion weniger sensibler Zellen schlieBen. In der Literatur werden solche
Zellpopulationen, die aufgrund einer 3-monatigen Kultivierung unter kontinuierlichem
Trastuzumabeinfluss eine geringer ausgepragte Trastuzumab-induzierte Hemmung des

Zellwachstums zeigen, in der Regel als resistent definiert [137].

Die derzeit gangige Definition wird in der vorliegenden Arbeit anhand von drei

Beobachtungen infrage gestellt:

1. Trastuzumab besitzt nach 6-monatiger Behandlung der Zellen nach wie vor eine akut
inhibitorische Wirkung auf das Zellwachstum und die Induktion der Apoptose. Zwar fallt die
Hemmung des Zellwachstums in chronisch mit Trastuzumab behandelten Zellen deutlich

schwaécher aus als in SKBR3-wt Zellen, aber sie ist dennoch noch vorhanden.

2. Die Abschwachung des inhibitorischen Effekts auf das Zellwachstum ist transient. Bereits
nach einem 3-tagigen Entzug von Trastuzumab gleicht sich das Zellwachstum von SKBR3-T

Zellen demjenigen der Parentalzellen an.

3. Zudem reagieren diese Zellen bereits auf 0,6 pg/ml Trastuzumab mit einer 20%igen
Wachstumshemmung, einer Dosis die weit unter der fir die chronische Behandlung

benutzten Dosis von 20 ug/ml liegt.

Aufgrund der Reversibilitdt der Veranderungen und der Wirksamkeit von Trastuzumab in
geringeren Konzentrationen kdnnen die Zellen nicht als resistent oder tolerant bezeichnet
werden. Es ware deshalb interessant zu untersuchen, wie sich die in der vorliegenden Arbeit

fir SKBR3-T Zellen charakteristischen Verdanderungen auf Ebene der Rezeptor-
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Tyrosinkinasen und intrazelluldren Signalwege nach einer Beendigung der chronischen

Behandlung entwickeln.

Wie in der Annexin V/Propidiumjodidfarbung erkennbar, weisen chronisch mit Trastuzumab
behandelte Zellen eine gesteigerte Apoptose auf. Nachdem die Zellen nur eine geringfligige
Hemmung des Zellwachstums aufweisen, misste dieser Effekt durch eine erhohte

Proliferationsrate kompensiert werden.

Wiéhrend die verstarkte Apoptoserate bei SKBR3-T auch im Western Blot in einer
verminderten Phosphorylierung der Akt zum Ausdruck kommt, findet sich bei Opioid-
behandelten Zellen eine starkere Phosphorylierung der Akt. Die ebenso starke
Phosphorylierung der Akt in SKBR3-TU Zellen deutet darauf hin, dass die chronische
Opioidbehandlung die durch Trastuzumab vermittelte Dephosphorylierung der Akt

verhindert.

7.2 Trastuzumab sensibilisiert SKBR3 Zellen gegeniiber Opioide.

SKBR3-T Zellen zeigen eine moderate Hochregulation der Anzahl voll funktionsfahiger k-
Opioidrezeptoren. Damit steigert die chronische Behandlung mit Trastuzumab die
Sensibilitat der Zellen gegenuber Opioiden. Die Tatsache, dass dieser Effekt in SKBR3-TU
nicht festgestellt werden kann, deutet auf eine Interaktion der beiden Rezeptorsysteme auf

Ebene der Rezeptorregulation hin.

7.3 Die gleichzeitige Verabreichung von U69,593 sensibilisiert die
SKBR3 Zellen gegeniiber Trastuzumab.

Wahrend der HER2-Rezeptor durch die chronische Einwirkung von Trastuzumab in SKBR3-T
Zellen herabreguliert wird, kommt es in SKBR3-TU Zellen zu einer Hochregulation von HER2.
Da dies auch in SKBR3-U zu beobachten ist, kann eine Regulation der Endozytose von HER2-
Rezeptoren durch Opioide in Erwagung gezogen werden. Durch die Hochregulation des
HER2-Rezeptors durch Opioide werden die Zellen gegeniiber der Wirkung von Trastuzumab
sensibilisiert. Dadurch kann die Verstarkung der Wachstumshemmung in SKBR3-TU Zellen

erklart werden. Allerdings muss dieser Effekt auf eine ldngerfristige Rezeptoradaptation
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zurlickgefihrt werden, da eine vergleichbare Beeinflussung des Zellwachstums bei
kurzfristiger Einwirkung von Trastuzumab und U69,593 auf SKBR3-wt Zellen nicht
beobachtet wird. Im Gegenteil, durch die gleichzeitige Zugabe des k-Agonisten Gber nur 3
Tage wird der wachstumshemmende Effekt von Trastuzumab leicht abgeschwaécht. Ebenso
zeigen auch SKBR3-TU Zellen nur bei gleichzeitiger Anwesenheit von Trastuzumab und
U69,593 eine starke Wachstumshemmung. Nach Entzug des Opioids wachsen sie wieder

schneller.

7.4 c-Src, PTEN und p27kip1 stellen keine Resistenzmarker fiir

Trastuzumab dar.
In der Literatur werden Verdanderungen der Expression von c-Src, PTEN und p27kipl als
spezifische Kennzeichen einer Resistenz gegenliber Trastuzumab aufgefiihrt, da sie zeitgleich
mit einer Abschwachung der akuten Wirkung von Trastuzumab einhergehen [3, 94, 101,
137]. In der vorliegenden Arbeit konnte allerdings gezeigt werden, dass Veranderungen
dieser Proteine auch nach einer langerfristigen Behandlung mit Opioiden auftreten. Opioide
regulieren diese Proteine in der Regel gegenteilig. Sie sind somit keinesfalls als spezifische
Resistenzmarker fir Trastuzumab in Mammakarzinomzellen zu interpretieren. Da c-Sr,
PTEN und p27kip1 in SKBR3-TU und SKBR3-U gleichsinnig reguliert werden, dominiert auch
hier der Opioideffekt. Trotzdem zeigen diese Zellen eine den SKBR3-T Zellen entsprechende
Trastuzumab-Resistenz. Dies weist darauf hin, dass die Resistenz gegen Trastuzumab

unabhangig von Veranderungen der bekannten Resistenzmarker auftritt.

7.5 Interaktionen zwischen Opioid- und Rezeptor-Tyrosinkinase-

Rezeptoren.
Die Regulation des Zellwachstums durch die Behandlung mit U69,593 und dem HER2-
Antikorper resultiert aus Adaptationen auf Ebene der Rezeptor-Tyrsosinkinase-Rezeptoren.
Wahrend der HER2-Rezeptor in SKBR3-T Zellen deutlich herunterreguliert wird, ist seine
Expression in SKBR3-TU und SKBR3-U stark erhoht. Offensichtlich liegt eine Interaktion von
Trastuzumab und U69,593 vor. Dies hat eine unmittelbare Auswirkung auf das

Wachstumsverhalten der SKBR3 TU Zellen: Aufgrund der Hochregulation des HER2 in SKBR3-
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TU Zellen sind mehr Rezeptoren vorhanden, an die Trastuzumab binden und so das

Zellwachstum hemmen kann.

7.5.1 Moglichkeiten der Interaktion der beiden Rezeptorsysteme in

SKBR3-TU Zellen.

7.5.1.1 MAP- und Akt-Kinase

Opioidrezeptoren kénnen ebenso wie Rezeptor-Tyrosinkinasen die Erk1/2 aktivieren. Hierfur
stehen als alternative Signalwege entweder eine Aktivierung von c-Src oder eine durch
Matrix-Metalloproteasen vermittelte Crossregulation von HER-Rezeptoren zur Verfiigung
[33, 73]. Die Aktivierung von Matrix-Metalloproteasen (MMPs), wie z.B. der Cleaved
Caspase, setzt Vorlduferproteine von HER-Rezeptorliganden aus der Zellmembran frei [129],
die ihrerseits eine auto- und parakrine Regulation von HER-Rezeptoren auslésen kénnen.
Auch der PI3K/Akt-Signalweg wird von HER- und Opioidrezeptoren genutzt und kann somit

eine Interaktionsmoglichkeit zwischen beiden Rezeptorsysteme darstellen [33, 74].
7.5.1.2 c-Src vermittelte Interaktionen

7.5.1.2.1 Direkte Interaktion tliber c-Src

Sowohl (iber Opioid- als auch HER-Rezeptoren kann c-Src wie oben beschrieben aktiviert
werden. Die verstarkte Immunfluoreszenz in allen drei behandelten Zelllinien l3sst auf eine
Aktivierung und damit verbundene Rekrutierung des c-Src an die Zellmembran schlieRBen.
Eine Zunahme von c-Src ist allerdings nur in SKBR3-TU und SKBR3-U Zellen erkennbar. In
weiterfiihrenden Studien wadre es daher interessant, den Phosphorylierungszustand von

Tyrosin 416 zu untersuchen.

7.5.1.2.2 Interaktion auf Ebene der Clathrin-vermittelten Rezeptorinternalisierung

Eine denkbare Moglichkeit fir die Interaktion zwischen Opioid- und HER-Rezeptoren kdnnte
auf Ebene der Internalisierung und des Recyclings liegen: Sowohl GPCRs als auch RTKs
werden Uber Clathrin-vermittelte Mechanismen von ihren Liganden getrennt und degradiert
bzw. recyclet [33, 132]. Diese Internalisierung besitzt zwei Effekte: Sie ist zum einen ein Teil
des ligandenvermittelten Signals, zum anderen filihrt sie zu einem verminderten

Vorhandensein der Rezeptoren an der Zellmembran.
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c-Src ist an mehreren Stufen der Clathrin-vermittelten Internalisierung beteiligt. Zum einen
tragt es direkt zu dessen Phosphorylierung bei, zum anderen phosphoryliert es die GTPase
Dynamin, welche die Abspaltung der Clathrin-coated-pits von der Plasmamembran

vermittelt [44].

Durch eine Wechselbeziehung der beiden Rezeptorsysteme auf dieser Ebene lieRe sich
erklaren, weshalb die Zellen entweder mit einer Hochregulation des k-Opioidrezeptors oder
des HER2-Rezeptors auf eine Behandlung mit Trastuzumab und U69,593 reagieren. Dies
kdnnte auf eine vermehrte Internalisierung des jeweils anderen Rezeptors zurlickgefiihrt
werden. Durch eine vollstandige Inanspruchnahme des Clathrin-Systems wird die
verbleibende Kapazitdt fiir die Internalisierung des jeweils anderen Rezeptorsystems
eingeschrankt. Infolgedessen kénnte bei SKBR3-TU und SKBR3-U Zellen, die eine gesteigerte
Expression des HER2 aufweisen, der Antikorper Trastuzumab besser wirken. Ebenso kdnnten
bei SKBR3-T Zellen, die eine erhéhte Dichte von k-Opioidrezeptoren aufweisen, Opioide
besser wirken. Bemerkenswert dabei ist, dass in SKBR3-TU Zellen die Internalisierung der
Opioidrezeptoren eine hoéhere Prioritat besitzt als die Internalisierung der HER2-Rezeptoren.
Dadurch konnte das verminderte Wachstum dieser Zelllinie erklart werden. Die

beschriebenen Zusammenhange sind in Abbildung 7-1 dargestellt.

Die Hochregulation von HER1 in SKBR3-T Zellen stellt keinen Widerspruch zu dieser Theorie
dar. Da die Zellen nicht dauerhaft mit einem HER1-Liganden behandelt werden, kommt es
auch nicht zu einer verstarkten Internalisierung dieses Rezeptors. Stattdessen ist seine
vermehrte Expression als kompensatorische MalRnahme zu sehen, die der

Herunterregulation von HER2 entgegen wirkt [138].

7.5.1.2.3 Interaktion durch Reqgulation von c-Cbl

Auch Uber den Einfluss, den c-Src auf c-Cbl besitzt, kann eine Interaktion zwischen GPCR-
und RTK-Systemen zustande kommen. Wie oben beschrieben, tragt die Ubiquitinierung
durch c-Cbl zur Internalisierung des HER1-Rezeptors bei und unterstiitzt so dessen
Herunterregulation. Durch die Aktivierung von c-Src, wie sie nach Opioidbehandlung in den
Zellen auftritt, kann es zur Degradierung von c¢-Cbl kommen [139], die der
Herunterregulation von HER1 entgegen wirkt. Diese Theorie ldsst sich in Bezug auf SKBR3-TU

und SKBR3-U Zellen allerdings nur teilweise mit den Ergebnissen der Western Blot
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Experimente untermauern. Denn diese Zelllinien zeigen eine Hochregulation von c-Src.

Insbesondere SKBR3-U Zellen weisen zudem eine verringerte Expression von c-Cbl auf.

Dynamin
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Abbildung 7-1: Modell der Internalisierung der Rezeptorsysteme iiber Clathrin in SKBR3-TU Zellen.

Durch die dauerhafte Anwesenheit des k-Opioidrezeptoragonisten U69,593 und die damit
einhergehende Stimulierung des KOR, kommt es zur vermehrten Internalisierung dieses Rezeptors.
Die Internalisierung des KOR erfolgt nach Bindung von B-Arrestinl (iber Clathrin-vermittelte
Mechanismen, wobei Dynamin fiir die Abschniirung der sog. Clathrin-coated pits von der
Zellmembran verantwortlich ist. Dieser Vorgang wird durch c-Src initiiert. Durch Interaktion auf
Ebene des c-Src kann die Internalisierung der RTKs beeinflusst werden. Dies konnte lber eine c-Src-
vermittelte Regulation von c-Cbl erfolgen. Aufgrund dessen stehen mehr HER2-Rezeptoren auf der
Zellmembran fir die Bindung von Trastuzumab zur Verfligung, was in einem verminderten
Zellwachstum der SKBR3-TU Zellen resultiert.

In SKBR3-TU Zellen scheint die vermehrte Expression von c-Src sich nicht auf die Regulation
von c-Cbl auszuwirken. Auch die Expression von HER1 ist unverdandert. Alternativ kdnnte eine
Interaktion zwischen der Trastuzumab-vermittelten Hochregulation von c-Cbl und der

U69,593-bedingten Herunterregulation vorliegen.

In SKBR3-T Zellen wird die Menge an c-Src nicht verdndert, weshalb keine Degradierung von

c-Cbl beobachtet wird. Im Gegenteil, es zeigt sich im Western Blot und in der
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Immunzytochemie sogar eine Zunahme der Expression von c-Cbl, welches aktiv an die
Zellmembran rekrutiert wird. Hier wird ihm normalerweise die Aufgabe zu Teil, fir die
Internalisierung vor allem der HER1- und in geringerem MaRe auch der HER2-Rezeptoren zu
sorgen. Da in SKBR3-T Zellen aber gleichzeitig eine erhohte Menge an HER1-Rezeptoren
vorliegt, scheint es zu einer schnelleren Umsatzrate des HER1 durch eine gesteigerte
Expression mit anschlieBend verstarkter Internalisierung und vermehrtem Recycling zu

kommen.

Die Hochregulation von HER1 ldsst eine Zunahme von HER1/HER3-Dimeren in SKBR3-T Zellen
vermuten, da c-Cbl eine Praferenz fir HER1-Homodimere besitzt [83]. Diese These miisste in

weiterfiihrenden Rezeptor-Coprazipitationsversuchen untersucht werden.

7.6 Vergleich von SKBR3-TU mit SKBR3-T und SKBR3-U Zellen.

Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass sich zusammen mit U69,593 und
Trastuzumab behandelte Zellen weder wie SKBR3-T noch wie SKBR3-U Zellen verhalten. Bei
einigen Eigenschaften gleichen SKBR3-TU den SKBR3-U Zellen wie z.B. bei der Expression von
Opioid- und HER1-Rezeptoren, der Regulation von Akt, Erk1/2 und der Resistenzmarker. Bei
einigen anderen hingegen lassen sich Parallelen zu SKBR3-T Zellen erkennen wie z.B. bei der
Rekrutierung von c-Cbl an die Zellmembran, der verminderten Wachstumsrate und der
relativen Unempfindlichkeit gegeniber der Wirkung von Trastuzumab. Dieses Ergebnis ldsst
darauf schlieBen, dass in SKBR3-TU Zellen sowohl opioidvermittelte Effekte zum Tragen
kommen als auch Trastuzumab vermittelte. Auf zellularer Ebene scheint jedoch U69,593 die

Auspragung Trastuzumab-vermittelter Effekte zu regulieren.
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8 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer chronischen Behandlung von SKBR3
Mammakarzinomzellen mit Opioiden auf die Wirksamkeit von Trastuzumab, einem gegen
HER2 gerichteten, therapeutischen Antikorper, und Ausbildung einer sekundaren Resistenz
gegen dieses untersucht. Hierfir wurden SKBR3 Zellen fliir 6 Monate mit Trastuzumab
und/oder dem spezifischen k-Opioidrezeptoragonisten U69,593 behandelt und hinsichtlich

ihres Wachstumsverhaltens und der Ausbildung von Resistenzmarkern charakterisiert.

Obwohl die chronische Opioidbehandlung zu einer Desensibilisierung und Herabregulation
der k-Opioidrezeptoren fiihrt, wird die durch Trastuzumab vermittelte Hemmung des
Zellwachstums verstarkt. Damit einher geht eine Sensibilisierung der Zellen gegeniiber der
akuten inhibitorischen Wirkung von Trastuzumab. Dieser chronische Opioideffekt wird durch
eine Erhohung der Trastuzumab-induzierten Apoptoserate vermittelt. Die Beeinflussung des
Wachstumsverhaltens ist zum einen auf adaptive Verdanderungen auf Ebene der Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTK) zuriickzufiihren. Wahrend die chronische Behandlung der Zellen mit
Trastuzumab zu einer Hochregulation des HER1- und IGF-1-Rezeptors sowie einer
Herabregulation des HER2- und HER3-Rezeptors fiihrt, blockiert die Co-Inkubation der Zellen
mit Opioiden diese Effekte. Darliber hinaus induziert die chronische Opioidbehandlung eine
Zunahme des HER2-Rezeptors auf der Zelloberfliche. Die Verdanderungen auf RTK-Ebene
besitzen Auswirkungen auf die nachgeschalteten Signalmechanismen. So bedingt die
chronische Behandlung der Zellen mit Trastuzumab eine verminderte Phosphorylierung des
antiapoptotischen Proteins Akt und des proliferationsférdernden Proteins Erk1/2. Diese
Effekte werden durch eine Hochregulation der Akt- und Erkl/2-Phosphorylierung durch
chronische Behandlung der Zellen mit Opioiden maskiert. Opioide maskieren dariber hinaus
die Herabregulation typischer Resistenzmarker fir Trastuzumab (PTEN, p27kipl, c-Src),
indem sie diese selbst hochregulieren. Die Blockade der Trastuzumab-induzierten Regulation
zellularer Resistenzmarker beeinflusst allerdings nicht die Entstehung einer funktionellen
Resistenz gegeniiber der durch Trastuzumab vermittelten Hemmung des Zellwachstums. Ein
moglicher Erklarungsversuch hierfiir konnte die weiterhin in Anwesenheit von Opioiden
aufrecht erhaltene Regulation der HER1- und HER2-Rezeptoren durch c-Cbl darstellen. Diese
Ergebnisse zeigen, dass Opioide die ldngerfristige Regulation RTK-assoziierter
Signalmechanismen und Resistenzmarker fir Trastuzumab, nicht aber die Entstehung einer

sekundaren Resistenz beeinflussen.
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9 SUMMARY

Opioid-mediated Regulation of Receptor-Tyrosin-Kinases

The present study investigates in SKBR3 human breast cancer cells how chronic opioid-
treatment influences the efficiency of and acquired resistance against Trastuzumab,
therapeutic HER2-antibody. SKBR3 cells had been cultured in presence of either
Trastuzumab, the selective k-opioid receptor agonist U69,593 or both for 6 months, when
they were characterized in view of their growth properties and markers of Trastuzumab-
resistance. Although chronic exposure of the cells to opioids leads to desensitization and
down-regulation of k-opioid receptors (KOR), it still enhances Trastuzumab-induced growth
inhibition slightly. Furthermore opioids sensitize cells to the acute inhibitory influences of
Trastuzumab, which results in an increased rate of apoptosis. These opioid-induced effects
on cell growth are associated with adapted regulations of receptor-tyrosine kinases (RTK),
RTK-associated signaling systems as well as markers of Trastuzumab resistance. While
chronic exposure to Trastuzumab leads to up-regulation of HER1- and IGF-1- and down-
regulation of HER2- and HER3-receptors, co-incubation with opioids prevents these effects
and in turn up-regulates HER2. Similar regulations were observed at the level of RTK-
associated signaling pathways. Here chronic opioid treatment prevents attenuation of
Erk1/2 and Akt phosphorylation by Trastuzumab. In addition down-regulation of typical
markers of resistance to Trastuzumab (PTEN, p27kip1, c-Src) is masked by opioids. Most
interestingly, the changes observed at the level of RTK-associated signal transduction
pathways do not influence the development of functional Trastuzumab resistance. One
possible explanation for this could be that in the presence of opioids HER1 and HER2 are still
regulated by c-Cbl. Taken together, the results indicate that opioids are able to regulate RTK-
associated signaling mechanisms and markers of Trastuzumab resistance, but not

development of resistance.
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11.2 Abkiirzungsverzeichnis

AC Adenylylcyclase

AK Antikorper

Aqgua bidest. Doppelt destilliertes Wasser

AR Amphiregulin

ATP Adenosintriphosphat

BSA Bovines Serumalbumin

BTC Betacellulin

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat
Cco, Kohlenstoffdioxid

DMEH DMEM mit Hepes

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DOR 6-Opioidrezeptor

DTT Threo-1,4-dimercapto-2,3-butandiol
EGF Epidermal growth factor

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
ER Epiregulin

Erk1/2 Extracellular regulated kinase 1/2

FKS Fotales Kdlberserum

G-Protein Guaninnukleotid-bindendes Protein
GPCR G-protein coupled receptor; G-Protein gekoppelter Rezeptor
GDP Guanosindiphosphat

GTP Guanosintriphosphat

HB-EGF Heparin-binding EGF-like growth factor
HRP Horse radish peroxidase, Meerrettichperoxidase
IBMX 3-Isobutyl-1-methylxanthin

kDa Kilo Dalton

KOR K-Opioidrezeptor
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mAB Monoklonaler Antikérper

MAPK Mitogen-aktivierte Kinase

MOR p-Opioidrezeptor

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PTEN Phosphatase-und-Tensin-Homologon
SEM Standard Error of the mean

SKBR3 Humane Mammakarzinomzellen

TBS/T Tris-gepufferte Kochsalzlésung mit Tween
TEMED N,N,N’,N’,-Tetramethylethylendiamin
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