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1. Einleitung

Fir das Uberleben eines vielzelligen Organismus ist es von entscheidender Bedeutung, dass seine
Zellen auf die sie umgebenden Umweltbedingungen reagieren und untereinander kommunizieren
kénnen. Dabei werden extrazellulare Signale aufgenommen, prozessiert und in physiologische
Antworten umgewandelt. Zu diesen zahlen elementare Prozesse wie die Zellproliferation,
-differenzierung, -migration, -adhasion oder -apoptose. Eine zentrale Bedeutung bei der
Signallbertragung extrazellularer Stimuli spielen die Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs).
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen sind transmembrane Rezeptoren, die sich aus einer extrazellularen
Ligandenbindungsdomane, einer hydrophoben, transmembranen Helix und einer zytoplasma-
tischen Proteinkinasedoméne zusammensetzen. Man unterscheidet etwa 58 verschiedene RTKs,
die sich in 20 Subfamilien aufteilen (Manning et al., 2002).

Nach der Stimulierung durch einen spezifischen Liganden aktivieren die RTKs intrazellulare
Signalmolekile. Infolge der weiteren Signaltransduktion werden Transkriptionsfaktoren induziert,
die dann im Zellkern die Genexpression regulieren. Fir eine normale physiologische Funktion ist
es von groRer Bedeutung, dass die Signalwege der RTKs durch positive und negative Regulatoren
genau Uberwacht werden. Fehlregulierte oder konstitutiv aktive Signalwege kdnnen schwere

Erkrankungen wie Diabetes oder Krebs auslosen.

1.1 Die EGFR-Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen

Zur Familie der epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren (Abb.1) gehdren vier eng verwandte
Rezeptor-Tyrosinkinasen: EGFR (HER1, ErbB1), HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) und HER4 (ErbB4)
(Ullrich and Schlessinger, 1990; Yarden and Sliwkowski, 2001). Sie werden in allen Epithelien und
zahlreichen mesenchymalen und neuronalen Geweben exprimiert. Die Expression und Aktivitat
dieser Rezeptorfamilie spielt aber auch eine zentrale Rolle bei der Entstehung und Progression

von Tumoren.

EGF, TGF-a, NRG1-4,

AR, HB-EGF HB-EGF, .
Epiregulin,  kein NRG1,  Epiregulin, Liganden
Betazellulin  Ligand NRG2  Betazellulin

LT

extrazellulare Domane

transmembrane Helix

Tyrosin-Kinase-Doméane

C-Terminus

EGFR HER2 HER3 HER4

Abbildung 1: Die Familie der EGFR-Tyrosin-Kinasen setzt sich aus zwei autonomen (EGFR, HER4) und zwei nicht
autonomen Rezeptoren (HER2, HER3) zusammen. Wahrend HER2 keinen Liganden bindet, hat HER3 nur
eine schwache Tyrosinkinaseaktivitat. Beide Rezeptoren sind daher auf die Bildung von funktionellen
Heterodimeren angewiesen. (Zhang et al., 2007)
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1.1.1 Die Struktur der HER-Rezeptoren

Die vier HER-Rezeptoren setzen sich jeweils aus einer extrazellularen Doméne, einer
transmembranen Helix, einer zytoplasmatischen Kinase-Doméne und einem C-Terminus, an dem
sich die Tyrosin-Autophosphorylierungsstellen und somit auch die Bindungsstellen fir die Effektor-
Molekile befinden, zusammen (Abb.1) (Citri and Yarden, 2006; Downward et al., 1984a; Riedel et
al., 1987).

Die extrazellulare Region besteht aus vier Subdoménen (Abb.2), wobei die leucinreichen
Subdoménen | und 11l fur die Bindung des Liganden und die cysteinreichen Subdomaéanen Il und IV

fur die Dimerisierung verantwortlich sind (Ogiso et al., 2002).

Dimerisierungsarm

I
\CII

m > extrazellular

y,
M } transmembran

KD KD \ zytoplasmatisch

inaktiv aktiv

Abbildung 2: Doméanenstruktur der HER-Rezeptoren in der aktiven und inaktiven Konformation des Rezeptors
nach Badache und Goncalves, 2006 (ZM: Zellmembran; KD: Kinase-Doméane)

Man unterscheidet zwei verschiedene Konformationen, die entweder zur Aktivierung oder
Inaktivierung des Rezeptors beitragen (Abb.2). Ist kein Ligand gebunden, befinden sich die
extrazellularen Doménen des EGFR, HER3 und HERA4-Rezeptors in einer sogenannten
geschlossenen, inaktiven Konformation. Dabei ist der Dimerisierungsarm der Subdomaéne 1l durch
eine Interaktion mit der Subdoméne IV verdeckt. AulRerdem sind in diesem Zustand die beiden
Liganden-Bindungsdomaénen | und Il weit voneinander getrennt (Cho and Leahy, 2002; Ferguson,
2004).

Nach der Bindung eines Liganden gehen die Rezeptoren in eine offene Konformation Uber, in
welcher der Dimerisierungsarm von der Domane Il fur die Bildung von Rezeptor-Dimeren zur

Verfligung steht (Dawson et al., 2005).
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Es gibt jedoch auch Hinweise darauf, dass die HER-Rezeptoren bereits vor der Bindung eines
Liganden als inaktive Homo- oder Heterodimere auf der Zelloberflache vorliegen (Clayton et al.,
2005; Martin-Fernandez et al.,, 2002; Yu et al.,, 2002). Je nachdem, ob die Dimere in der
geschlossenen oder offenen Form vorliegen, besitzen sie eine geringe oder hohe Affinitat fir ihre
Liganden (Abb.3). Somit ist die offene Konformation weiterhin notwendig fir eine Aktivierung der
Rezeptoren. Die Bindung des Liganden induziert dann eine Rotation in der transmembranen

Domane, die fir die Aktivierung der Kinasedomane notwendig ist (Moriki et al., 2001).

inaktives Dimer

I 1
geschlossene Form offene Form
geringe Liganden-Affinitat hohe Liganden-Affinitat

Ligand
@

aktives Dimer

Abbildung 3: Modell zur Aktivierung der vorgeformten HER-Rezeptor-Dimere durch einen Liganden (Tao and
Maruyama, 2008) - Oben: Die vorgeformten inaktiven Dimere liegen entweder in einer geschlossenen
Form (mit geringer Ligandenaffinitat) oder in einer offenen Form (mit hoher Ligandenaffinitat) vor. Unten:
Die Liganden-aktivierten Dimere sind zusétzlich Uiber die Dimerisierungsarme verbunden. Eine Rotation in
der transmembranen Domane bildet die Grundlage fiir Konformationsanderungen in der intrazellularen
Doméane und somit fir die Phosphorylierung der Tyrosinreste (Y= nicht phosphoryliertes Tyrosin,
PY= phosphoryliertes Tyrosin).

Im Gegensatz zu den anderen HER-Rezeptoren liegt HER2 ausschliel3lich in der offenen, aktiven
Konformation vor. Dies erklart auch seine besondere Rolle innerhalb der HER-Familie. Die starken
Interaktionen zwischen den Subdoménen | und Il bewirken, dass der Dimerisierungsarm standig
frei zugénglich ist, verhindern aber gleichzeitig die Bindung eines Liganden (Garrett et al., 2003).
Somit steht HER2 standig fir die Bildung von Heterodimeren mit anderen HER-Rezeptoren zur

Verfugung (Graus-Porta et al., 1997).
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1.1.2 Die HER-Signaltransduktion

Auf den ersten Blick folgt die Signaltransduktion der HER-Rezeptoren einem einfachen
Wachstumsfaktor-Signalweg. Die monomeren Rezeptoren lagern sich nach der Bindung eines
Liganden zu Dimeren zusammen, was eine Aktivierung der zytoplasmatischen Kinasedomane zur
Folge hat und schlieR3lich zur Autophosphorylierung von Tyrosinresten fiihrt. Diese dienen dann als
Bindungsstellen fur eine Vielzahl von Adaptorproteinen, die den Beginn einer intrazelluldren
Signalkaskade darstellen, an deren Ende eine physiologische Antwort steht. In den hdéheren
Eukaryoten hat sich dieser einfache Signalweg jedoch zu einem vielschichtigen, interaktiven
Netzwerk entwickelt (Abb.4).

Growth

Input layer factors|: EGF TGFO( (Amph\reguhn I(EplregulmjkBetaceluUn 1 Ep\gen) HB ECF\I NRG1 \[NRGZ‘\(NRCBDKNR@-]

Receptors ® ERBB1L EREB3 ERBB4 @

Signal-processing

layers

P ~ (
/_,‘I ERES2 ) (cot)
(heecr ) @Pgm p N (MIG6/RALT)
Core| .Y - C fm\l
machineries NRG roucr:ss K—/
'3 TCra R F SPRY |
Lg} Kg/
A . A
Transcription
factors — Fos ) (ERi ) (M ) (k) (sp1 ) memeed

Output layer regpeol::jsl:g[ fProneration p| ( Migration ) I:D'\ﬁeremiam'on |(Apoptos'|s

Abbildung 4: Das HER-Signalnetzwerk (Citri and Yarden, 2006) - Das HER-Signalnetzwerk setzt sich aus drei Ebenen
zusammen, in denen die Signale empfangen (Input) und prozessiert werden, um dann eine spezifische
zellulare Antwort (Output) zu induzieren. Die Kontrolle des Systems erfolgt Uber mehrere positive (+) und
negative (-) Ruckkopplungsschleifen.

In der ersten Ebene des Signalnetzwerkes, die sich aus elf verschiedenen Liganden und den vier
HER-Rezeptoren zusammensetzt, werden die Signale empfangen. Alle HER-spezifischen
Liganden besitzen eine EGF-ahnliche Doméne und drei intramolekulare Schleifen, die tber
Disulfidbricken verbunden sind. Die I8slichen Liganden entstehen durch proteolytische Spaltung
aus transmembranen Vorlaufern (Massague and Pandiella, 1993). Ein Teil der Liganden bindet an
mehrere HER-Rezeptoren, wahrend die Ubrigen Liganden nur einen spezifischen Rezeptor
aktivieren (Jones et al., 1999). Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die Aufteilung der HER-

Liganden in drei Gruppen mit unterschiedlicher Rezeptor-Spezifitat.
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Tabelle 1: Klassifizierung der HER-Liganden (nach Olayioye, 2000)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 (Neureguline)
EGFR EGFR und HER4 HER3 und HER4 HER4
EGF Betazellulin NRG-1 NRG-3
TGFa HB-EGF NRG-2 NRG-4
Amphiregulin Epiregulin
Epigen

Die Dimerisierung der HER-Rezeptoren leitet die zweite Phase der Signaltransduktion ein, in der
die Prozessierung der Signale stattfindet. Sowohl der Ligand, als auch die Zusammensetzung der
Rezeptordimere bestimmen dariiber, welche Tyrosinreste in Folge der Aktivierung der Tyrosin-
Kinase-Doméane im C-Terminus autophosphoryliert werden (Olayioye et al.,, 1998). Die
phosphorylierten Tyrosinreste dienen dann als Bindungsstellen fir Signalmolekile, die SH2 und
PTB-Doménen enthalten (Jorissen et al., 2003). Dazu gehéren Adaptoren (Shc, Grb2, p85),
Enzyme (wie z.B. die Tyrosin-Phosphatase SHP-2/PTP-2c) oder Transkriptionsfaktoren (STAT5)
(Hynes and Lane, 2005). Uber die Signalmolekiile kann dann sowohl der MAP-Kinase-Signalweg,

als auch der PI3K/Akt-Signalweg aktiviert werden.

Am Ende der Signalkaskade regulieren die aktivierten Transkriptionsfaktoren (u.a. c-jun, c-fos, c-
myc, NF-kB und STATSs) die Genexpression. Auf diese Weise wird eine Reihe von physiologischen
Prozessen reguliert, wie z.B. die Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Adhasion und Migration.
Welchen Effekt ein Signal bewirkt, kann auch durch die Kinetik der Signalwege bestimmt werden
(Yarden and Sliwkowski, 2001).

Positive Riickkopplungsschleifen kdnnen die eingehenden Signale weiter verstarken und eine
langere Aktivierung der Signalwege bewirken. Ein wichtiger positiver Regulator ist der HER2-
Rezeptor, da er den negativen Regulationsmechanismen entgehen kann (Baulida et al., 1996).
Aber auch die autokrine und parakrine Produktion von EGF-Liganden (TGFa und HB-EGF), die
durch die Aktivierung der Rezeptoren ausgeltst wird, tragt zur Signalverstarkung bei (Citri and
Yarden, 2006).

Die negative Kontrolle des Netzwerkes erfolgt entweder auf der Ebene des Liganden-Rezeptor-
Komplexes oder als Signalweg-spezifische Inaktivierung. Einige Negativregulatoren sind standig
prasent und kontrollieren vorwiegend die Dephosphorylierung und den Abbau der Rezeptoren.
Andere werden erst nach der Stimulierung des Rezeptors hergestellt. Beispiele fur diese Klasse
von Negativregulatoren sind SPRY (Hanafusa et al., 2002), LRIG1 (Laederich et al., 2004) oder
Mig-6 (Hackel et al., 2001).
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1.1.3 Signalintegration

HER-Rezeptoren sind ein klassisches Beispiel fiir Signal-Integratoren, da sie auch Signale von

Rezeptoren anderer Klassen empfangen kdnnen.

Die Mitglieder der Zytokin-Rezeptor-Familie, wie z.B. der Prolaktinrezeptor, bewirken eine direkte
Phosphorylierung der HER-Rezeptoren. Da sie selbst keine Kinaseaktivitat besitzen, schlieRen sie
sich fur die Signaltransduktion mit Janus-Tyrosin-Kinasen zusammen, um direkt die Kinasedoméane
von HER1 oder HER2 zu phosphorylieren (Yamauchi et al., 2000). Ein weiteres Beispiel ist die
Phosphorylierung des EGFR durch die zytoplasmatische Tyrosinkinase Src (Biscardi et al., 1999).

Eine Transaktivierung der HER-Rezeptoren kann auch durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GPCRs) erfolgen. Dieser Mechanismus wurde bereits intensiv am Beispiel des EGFR studiert
(Daub et al., 1996; Gschwind et al., 2002; Schafer et al., 2004). Da das Signal hierbei dreimal die
Zellmembran durchquert, wird dieser Prozess auch als TMPS-Mechanismus (triple membrane-
passing signal) bezeichnet. Dabei fuhrt eine Stimulierung des GPCR durch Agonisten wie LPA
oder Thrombin zu einer Aktivierung von Metalloproteinasen, die durch proteolytische Spaltung aus
membrangebundenen Vorlaufern reife EGF-Liganden freisetzen, die dann wiederum den EGFR

aktivieren (Prenzel et al., 1999).

1.1.4 Der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR, HER1, ErbB1)

Auf der Suche nach dem Rezeptor des mitogenen Wachstumsfaktors EGF, gelang es 1984 einer
Gruppe von Forschern um Axel Ullrich erstmalig die cDNA-Sequenz des humanen EGFR zu
klonieren (Ullrich et al., 1984). Bei einem Vergleich der EGFR-Sequenz mit bereits bekannten
Proteinsequenzen stellte sich dann heraus, dass diese eine groRe Ahnlichkeit mit dem
tumorinduzierenden vErbB-Onkogen hat (Downward et al., 1984b), welches ein Jahr zuvor aus
einem Huhner-Erythroblastosevirus (AEV) isoliert werden konnte (Yamamoto et al., 1983). Damit
konnte zum ersten Mal ein Zusammenhang zwischen einem krebsinduzierenden Onkogen und

einem menschlichen Wachstumsfaktor-Rezeptor hergestellt werden.

Die Signale des EGFR aktivieren vor allem den MAPK-Signalweg. Dabei wird das Signal Uber die
an den phosphorylierten Tyrosinresten gebundenen Adapterproteine Grb2 (growth-factor-receptor
bound-2) oder Shc (Src-homology-2-containing) an den Guaninnukleotid-Austauschfaktor SOS
(son of sevenless) weitergeleitet. Dieser aktiviert daraufhin die Raf-1-Kinase (Citri and Yarden,
2006). Von dort gelangt das Signal schlieBlich tber MEK1/2 zur extrazellular-regulierten Kinase
(ERK). Da der EGFR keine PI3K-Bindungsstellen besitzt, kann die Aktivierung des PI3K/Akt-
Signalweges nur indirekt Giber die kleine GTPase Ras erfolgen. Ein weiteres direktes Substrat des
EGFR ist der Transkriptionsfaktor STAT5 (Schulze et al., 2005), welcher die Signale Uber den
sogenannten JAK/STAT-Signalweg weiterleitet (Citri and Yarden, 2006).
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Der C-Terminus des EGFR enthalt auRerdem eine Erkennungsstelle fir die E3 Ubiquitin-Ligase
c-Cbl, die zur Internalisierung und Degradierung des EGFR beitragt (Levkowitz et al., 1999). Dabei
bindet c-Cbl an den phosphorylierten Tyr1045-Rest des EGFR und bewirkt gemeinsam mit seinen

Partnerproteinen (u.a. Grb2 und CIN85) eine Ubiquitinierung des Rezeptors.

Der EGFR spielt in mehreren Organen eine zentrale Rolle bei der Entwicklung von Epithelzellen. In
Abhéngigkeit von ihrem genetischen Hintergrund sterben EGFR-Knockout-Mause daher bereits
wahrend der Embryogenese (SV129-Stamm), bei der Geburt (C57BL/6 Stamm) oder kurz nach der
Geburt (CD1, C3H und MF1-Stamm) (Miettinen et al., 1995; Sibilia and Wagner, 1995; Threadgill
et al., 1995).

Die konstitutive Aktivierung des EGFR durch Genamplifikation oder aktivierende Mutationen in der
Kinasedoméane kann jedoch zur Entstehung von Tumoren beitragen. Derartige Mutationen wurden
unter anderem in Lungentumoren (Garcia de Palazzo et al., 1993) und Glioblastomen (Ekstrand et
al., 1992) identifiziert. EGFR-Amplifikationen konnten unter anderem in Kopf/Hals-, Eierstock-,
Blasen-, Gebarmutterhals-, Brust-, Speiserdhren- oder Bauchspeicheldriisentumoren

nachgewiesen werden (Nicholson et al., 2001).

1.1.5 Der humane epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (HER2, ErbB2/neu)

Ein Jahr nach der Entdeckung des EGFR, fand man eine weitere vermeintliche RTK, die sich durch
eine grof3e Homologie mit dem humanen EGFR auszeichnete und daher auch als HER2 (human
EGFR related 2) bezeichnet wurde (Coussens et al., 1985). Interessanterweise stellte sich heraus,
dass HER2 auf dem gleichen Chromosom lokalisiert ist, wie das Ratten-Onkogen ,neu“, welches

ein Jahr zuvor isoliert werden konnte (Schechter et al., 1984).

Zwei Jahre spater konnte dann gezeigt werden, dass HER2 auch eine wichtige Rolle bei der
humanen Tumorprogression spielt. In einer groRangelegten Studie stellte sich heraus, dass das
HER2-Gen in ca. 30% aller invasiven Brusttumore amplifiziert ist und dass diese HER2-

Uberexpression mit einer kiirzeren Uberlebens- und Riickfallzeit korreliert (Slamon et al., 1987).

HER2-Knockout-Mause sind aufgrund einer unvollstandigen Trabekularisierung des Herzens nicht
lebensfahig und sterben noch vor der Geburt (Lee et al., 1995). Um die Funktion von HER2 im
Detail zu untersuchen, wurden daher gewebespezifische Knockout-Mausmodelle und transgene
Méause mit dominant-negativem HER2-Rezeptor entwickelt. In diesen Modellen zeigte sich, dass
HER2 an der Differenzierung von Oligodendrozyten, der Bildung der Myelinschicht im zentralen
und peripheren Nervensystem (Garratt et al., 2003; Park et al., 2001), der Etablierung der radialen
Glia im zerebralen Kortex (Schmid et al., 2003), der Versorgung von Muskelspindeln (Andrechek et

al., 2002) und der Bildung von Milchgangen in der Brust (Jackson-Fisher et al., 2004) beteiligt ist.
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Bisher wurde noch kein Ligand gefunden, der mit hoher Affinitat an HER2-Homodimere bindet. Die
Ursache hierfur liegt wahrscheinlich in der Struktur des Rezeptors, die einen freien Zugang der
Liganden zur Liganden-Bindungsdoméane verhindert (Garrett et al., 2003). Diese strukturellen
Besonderheiten sorgen jedoch auch dafir, dass HER2 von allen anderen HER-Rezeptoren als
Heterodimer-Partner bevorzugt wird (Graus-Porta et al., 1997). HER2-Heterodimere haben eine
hdhere Affinitdt gegenlber ihren Liganden (Sliwkowski et al., 1994), sind stabiler und werden
effizienter regeneriert (Lenferink et al, 1998). HER2 bindet auferdem deutlich mehr

Signalmolekile, als die anderen HER-Rezeptoren (Jones et al., 1999).

Praklinische Studien zeigten, dass HER2 eine direkte Rolle bei der onkogenen Transformation von
Zellen spielt. So zeichnen sich HER2-lUberexprimierende NIH/3T3-Zellen nicht nur durch eine
erhéhte DNA-Synthese- und Zellteilungsrate, sondern auch durch ein erhdhtes onkogenes
Potential aus. Dieses &uflert sich darin, dass Nacktmé&use in Folge einer Injektion von HER2-

positiven-NIH/3T3-Zellen vermehrt Tumore und Metastasen ausbilden (Hudziak et al., 1987).

Auf der anderen Seite fihrt ein Knockdown des HERZ2-Gens in HER2-Uberexprimierenden
Tumorzellen zum apoptotischen Zelltod (Roh et al., 2000). Auch in Mausmodellen bewirkt ein
Entzug des Neu-Onkogens eine vollstandige Rickbildung der zuvor gebildeten Brusttumore und

assoziierten Metastasen (Moody et al., 2002).

Normale Epithelzellen haben zwei Kopien des HER2-Gens und exprimieren zwischen 20.000 und
50.000 HER2-Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache (Stern et al., 1986). Durch Genamplifikation
kann die Rezeptordichte auf bis zu 2 Millionen Rezeptoren pro Zelle gesteigert werden (Venter et
al., 1987). Diese HER2-Uberexpression konnte bereits in vielen Krebsformen nachgewiesen
werden, zu denen neben Brusttumoren auch Ovarial-, Magen- und Blasentumore gehdren
(Lemoine et al., 1991; Sauter et al., 1993; Slamon et al., 1989). Die HER2-Uberexpression ist mit
einer schlechten Prognose, einem aggressiven Krankheitsverlauf und einer relativen Resistenz
gegenlber Chemotherapeutika und endokrinen Therapien verbunden (Muss et al., 1994).
Aktivierende HER2-Mutationen wurden bisher nur in Lungentumoren gefunden, sind jedoch

wesentlich seltener, als EGFR-Mutationen (Shigematsu et al., 2005).
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1.1.6 Der humane epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor 3 (HER3, ErbB3)

Das dritte Mitglied der HER-Familie (Kraus et al., 1989) ist ebenfalls auf die Bildung von
signalkompetenten Heterodimeren angewiesen. Aufgrund von Substitutionen in essentiellen

Resten verfigt seine Kinasedoméne nur tber eine sehr geringe Aktivitat (Guy et al., 1994).

Im Gegensatz zu den anderen HER-Rezeptoren ist HER3 Uber seine sechs PI3K-Bindungsstellen
sehr effizient an den PI3K/Akt-Signalweg gekoppelt, der eine zentrale Bedeutung fir das
Uberleben einer Zelle hat (Schulze et al., 2005). HER3 besitzt zwar eine Bindungsstelle fur Shc,
jedoch keine fur Grb2 (Citri and Yarden, 2006). Die Degradierung des HER3-Rezeptors erfolgt
ligandenunabhéangig in Proteasomen und wird von der E3 Ubiquitin-Ligase NRDP1 (neuregulin

receptor degradation protein 1) vermittelt (Qiu and Goldberg, 2002).

HERS3 spielt eine essentielle Rolle bei der embryonalen Entwicklung des Herzens. So sterben auch
HER3-Knockout-M&use aufgrund einer verzdgerten Trabekularisierung des Herzens noch vor der
Geburt (Erickson et al., 1997).

Der HER3-Rezeptor ist haufig in Tumoren Uberexprimiert, die ebenfalls eine hohe EGFR- oder
HER2-Expression zeigen (Naidu et al., 1998). Uber den Einfluss einer HER3-Uberexpression auf
die Prognose eines Tumors gibt es hingegen widerspriichliche Aussagen. So konnten einige
Studien zeigen, dass HER3 in Brusttumoren mit schlechten prognostischen Faktoren, wie dem
Tumorgrad (Naidu et al., 1998), der Metastasierung in Lymphknoten (Lemoine et al., 1992) und der
TumorgroRe (Travis et al.,, 1996) assoziiert ist. In anderen Studien korrelierte eine HER3-
Uberexpression hingegen mit einem verbesserten 10-Jahres-Uberleben (Quinn et al., 1994) oder

einem guten Ansprechen auf eine endokrine Therapie (Knowlden et al., 1998).

1.1.7 Der humane epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor 4 (HER4, ErbB4)

HER4 ist das vierte Mitglied der HER-Familie (Plowman et al., 1993). Man unterscheidet zwei
Paare naturlicher HER4-Isoformen, die sich entweder in ihrer juxtamembranen Doméane (JMa und
JMb), oder ihrem C-Terminus (cytl und cyt2) unterscheiden und durch alternatives Splicen

entstehen (Junttila et al., 2000).

HER4 rekrutiert sowohl GRB2, als auch Shc, und STAT5 (Citri and Yarden, 2006). Die cytl-
Isoform kann auRerdem die PI3K aktivieren (Elenius et al., 1999). Auch HER4 ist kein direktes Ziel
von ¢-Cbl und wird daher nur sehr ineffizient endozytiert. Der Rezeptor kann jedoch infolge einer
Ligandenstimulation oder einer Aktivierung durch die Proteinkinase C gespalten werden (Vecchi et
al., 1996). Diese Spaltung erfolgt entweder durch die Metalloprotease ADAM17/TACE an der
extrazellularen Doméne (Rio et al., 2000), oder durch eine y-Sekretase an der transmembranen
Domaéne (Ni et al., 2001). Durch die Spaltung der y-Sekretase wird ein losliches, 80kDa grof3es
Protein freigesetzt (s80), welches in den Zellkern wandert. Dort wirkt s80 als Chaperon, welches
den Eintritt der Transkriptionsfaktoren STAT5 (Williams et al., 2004) und YAP1 (YES-associated

protein-1) in den Zellkern erleichtert (Komuro et al., 2003).
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Im Gegensatz zu den anderen HER-Rezeptoren wird HER4 ein antiproliferativer Effekt
zugesprochen. Werden HER2-positive Tumorzellen mit HER4-transfiziert, so fuhrt dies zu einer
verminderten Proliferation und einer erhéhten Apoptoserate (Barnes et al., 2005). Eine HER4-
Uberexpression kommt in humanen Brusttumoren zwar relativ selten vor, ist dafiir aber mit einer

erhohten Uberlebensrate und einem geringen Tumorgrad verbunden (Witton et al., 2003).

Auch HER4 scheint eine essentielle Rolle bei der Entwicklung des Herzens und des
Nervensystems zu spielen. HER4-Knockout-Mause zeigen denselben Phéanotyp, wie HER2-

Knockout-Méause und sind daher nicht lebensféhig (Gassmann et al., 1995).

1.1.8 Das HER2/HER3 Heterodimer

Der HER2- und der HER3-Rezeptor bilden zusammen das HER-Heterodimer mit dem grof3ten
onkogenen Potential (Beerli et al., 1995; Wallasch et al., 1995). In vielen Brusttumoren sind beide
Rezeptoren gleichzeitig Gberexprimiert (Lemoine et al., 1992; Naidu et al., 1998) und viele HER2-
Uberexprimierende Tumore zeichnen sich durch erhdhte HER3-Phosphotyrosin-Werte aus
(Alimandi et al., 1995).

Dieses Potential lasst sich unter anderem damit erklaren, dass sich die Signalwirkung beider
Rezeptoren optimal erganzt. Wahrend HER?2 (ber seine Bindungsstellen fiir Shc und Grb2 direkt
an den MAPK-Signalweg gekoppelt ist (Olayioye et al., 2000), kann HER3 Uber seine sechs
Bindungsstellen fiir die PI3K den PI3K/Akt-Signalweg aktivieren (Fedi et al., 1994). Des Weiteren
entgeht das HER2/HER3-Dimer weitgehend den Mechanismen der negativen Signalkontrolle und
zeichnet sich daher durch eine langandauernde Signaltransduktion aus (Baulida et al., 1996;

Waterman et al., 1999).
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1.2 Mdglichkeiten der Therapie von HER-Rezeptor-assoziierten Tumoren

Die HER-Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle bei der onkogenen zellularen Transformation und
sind in vielen humanen Tumoren durch Genamplifikationen oder Mutationen konstitutiv aktiv.
Daher eignen sie sich hervorragend als Ziele einer spezifischen Krebstherapie. Eine Hemmung der
HER-Signaltransduktion ist auf mehreren Ebenen mdglich. Zu den mdglichen therapeutischen
Strategien gehodren unter anderem: Antikérper, die eine Bindung des Liganden oder eine Rezeptor-
Dimerisierung unterbinden; Tyrosin-Kinase-Inhibitoren (TKIs), die eine Bindung von ATP an die
Kinasedomane verhindern; Hsp90-Inhibitoren, die zu einer Destabilisierung des HER2-Rezeptors
an der Zellmembran fihren; Triplex-bildende Oligonukleotide, die die Transkription hemmen;
antisense-Oligonukleotide oder Ribozyme, die die Translation hemmen oder einzelstrangige Fv-
Fragmente von Antikérpern (scFv), die die Translokation der Rezeptoren an die Zelloberflache
unterbinden (Abb.5, Yarden and Sliwkowski, 2001).

Anti-ErbB antibocdy
(e.0. Herceptin)

© ErbB dimer Unfolded, inactive
ErbE dimer
Ligand o 0
-—

Tyrosine kinase
inhibitors
{e.q. tyrphosting)

Hep0 inhibitors
{e.g. geldanarmycir

- @ Immature
ER/Golgi ErbB

Tranglation )
S =}

C“\-D

Transcription QE=oing "
R} cligos, antisense cligos

Abbildung 5: Mdglichkeiten der Hemmung des HER-Netzwerkes (Yarden and Sliwkowski, 2001) - Eine Unterbrechung
der HER-Signaltransduktion ist auf allen Ebenen moglich: von der Transkription und Translation, Uber den
Transport und die Stabilitat des Rezeptors, bis hin zur direkten Hemmung des membransténdigen Rezeptors
durch Antikorper oder TKis.

v

Einige dieser Strategien werden bereits erfolgreich in der Klinik angewendet. Zu den bereits
zugelassenen Medikamenten gehdren unter anderem die beiden EGFR-spezifischen TKIs Erlotinib
und Gefitinib, die bei der Therapie von Lungentumoren (NSCLC) zum Einsatz kommen; der bei
HER2-positivem Brustkrebs eingesetzte duale TKI Lapatinib; sowie die bei Dickdarmkrebs
wirksamen EGFR-spezifischen, monoklonalen Antikérper Cetuximab und Panitumumab. Ein
weiterer HER2-spezifischer monoklonaler Antikdrper, der in der Brustkrebstherapie zum Einsatz
kommt, ist Herceptin®. Die folgenden Abschnitte geben einen Uberblick (ber die
Entwicklungsgeschichte, die Ergebnisse zentraler Kklinischer Studien und die molekularen

Wirkungsmechanismen dieses sehr erfolgreichen Krebsmedikamentes.
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1.3 Der therapeutische Antikorper Herceptin® (Trastuzumab)

Herceptin® ist fur die adjuvante Behandlung von HER2-Uberexprimierendem Brustkrebs
zugelassen. Dabei kann der Antikérper, in Abhangigkeit von den vorangegangenen Therapien,
entweder in Kombination mit Doxorubicin, Cyclophosphamid, Paclitaxel oder Docetaxel, in

Kombination mit Docetaxel und Carboplatin, oder als Einzeltherapie eingesetzt werden.

Ob ein Patient fur eine Herceptin®Therapie geeignet ist, wird vor allem anhand des HER2- und
Hormonrezeptor-Status entschieden (Abb.6a). Die Bestimmung des Hormonrezeptor(HR)-Status
erfolgt anhand einer Gewebebiopsie. Dabei wird mit einer immunhistologischen Farbung die
Anzahl von Ostrogen- und Progesteron-Rezeptor-positiven Zellen ermittelt. Anhand dieser Werte

wird der Tumor einer der folgenden Kategorien zugeordnet:

0 keine HR-Expression (HR-negativ) 2+ mittlere HR-Expression

1+ geringe HR-Expression 3+ starke HR-Expression (HR-positiv)

Das wichtigste Entscheidungskriterium fir oder gegen eine Herceptin®-Therapie bleibt jedoch der
HER2-Status des Tumors (Abb.6b). Fir die Validierung der HER2-Expression kommen derzeit
zwei Techniken zur Anwendung: die immunhistochemische Farbung (IHC) und die Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH).

a) — HER2—Stalus—‘

Positiv Negativ

Hormonrezeptor Status

Positiv Negativ

Patient erflllt eines der folgenden Kriterien:
- junger als 35 Jahre

- Primartumor ist > 2cm

- histologischer Grad= 2/3

/

|Herceptin—BehandIung ist sinnvaoll Ja Nein —‘ keine Herceptin-Behandlung

b) IHC ———— HER2-Status— FISH / CISH

o [ 24 B3
FISH/ CISH
| |
| Positiv
Abbildung 6: Entscheidungskriterien fiir oder gegen eine Herceptin®Therapie a) allgemeine Kriterien, b) Bewertungs-

kriterien fur den HER2-Status (grau unterlegte Ergebnisse eignen sich fiur eine Therapie)
(Quelle: www.herceptin.com)
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1.3.1 Methoden zur Bestimmung des HER2-Status

Die IHC ist eine semiquantitative Methode und wird anhand von fixierten oder gefrorenen
Gewebeproben durchgefuhrt. Dabei dient die Zelloberflachen-Expression des HER2-Rezeptors als
MaRstab fur den Grad der HER2-Genamplifikation. Die Einteilung der Tumore (0, 1+, 2+, 3+)
erfolgt anhand des Ausmafles und der Lokalisierung der zellularen Farbung (Abb.7). Die
Durchfihrung der IHC ist schnell und kostengilinstig. Problematisch ist hingegen, dass die
Ergebnisse je nach Labor variieren kénnen, da die Einteilung relativ subjektiv ist. Die

gebrauchlichsten kommerziellen IHC-Tests sind HercepTest® und Pathway™.

Die FISH-Technik ist hingegen eine quantitative Methode, die eine genaue Bestimmung der Anzahl
der HER2-Genkopien pro Tumorzelle ermdglicht. Auch hierfir werden fixierte Gewebeproben

verwendet. Die spezifische Farbung erfolgt mit fluoreszierenden DNA-Sonden. Tumorzellen, bei

denen das Verhéltnis aus den HER2-Genkopien und den Genkopien des innerchromosomalen
Referenzgens CEP17 grofRer als 2,2 ist, werden als HER2-positiv betrachtet (Abb.7). Die FISH-
Technik ist teurer und zeitaufwendiger als eine IHC. Die gebrauchlichsten kommerziellen FISH-
Assays sind Patthsion® und NFORM® (Perez and Baweja, 2008).

keine Farbung schwache vollstandige starke Verhaltnis von Verhéltnis von
Membranfarbung Membranfarbung Membranfarbung HER2/ CEP17 HER2/ CEP17
in 10-30% aller in > 30% aller ist<1,8 ist>2,2
Zellen Zellen

Abbildung 7: Bewertungskriterien zur Klassifizierung von Tumoren hinsichtlich ihrer HER2-Expression (Quelle:
www.herceptin.com) IHC-Kategorien zur Validierung der HER2-Proteinexpression (0, bis 3+); sowie
Validierung der HER2-Genamplifikation mittels FISH: FISH-neg. (mit HER2-Ratio < 1,8) versus FISH-pos.
Tumorzellen (mit HER2-Ratio > 2,2)

Eine noch relativ neue Technik ist die chromogene-in-situ-Hybridisierung (CISH). Sie ermdglicht
ebenfalls eine Validierung der HER2-Genamplifikation und vereint somit die in-situ-Hybridisierung
der FISH-Technik mit der chromogenen Signaldetektion der IHC. Durch die geringeren Kosten, bei

gleichbleibender Prazision, ist CISH eine gute Alternative zur FISH (Denoux et al., 2003).

Es gibt Studien, nach denen die FISH-Technik eine bessere Vorhersage uber den Erfolg einer
Herceptin®-Therapie ermoglicht, als die IHC (Mass, 2001; Pauletti et al., 2000; Press et al., 2002).
Hierbei wurden jedoch sowohl IHC2+, als auch IHC3+-Tumore als HER2-positiv gewertet.
Vergleicht man nur IHC3+ und FISH-pos. Tumore miteinander, so ermdglichen beide Methoden
eine genaue Prognose Uber das Ansprechen auf eine Herceptin®-Therapie (Larsimont et al., 2002;
Lebeau et al.,, 2001; Tubbs et al.,, 2001). Trotzdem empfehlen die derzeitigen Richtlinien, dass
IHC2+-Tumore zusatzlich mit FISH oder CISH validiert werden (Abb.6b).
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1.3.2 Die Entwicklungsgeschichte von Herceptin®

Herceptin® wurde von der Firma Genentech entwickelt. Nachdem man hier im Labor von Dr. Axel
Ullrich den HER2-Rezeptor als zweites Mitglied der EGFR-Familie identifizierte (Coussens et al.,
1985), gelang es den Forschern in Kooperation mit dem Mediziner Dennis Slamon zwei Jahre
spater die Relevanz diesen neuen Onkogenes in humanen Tumoren zu zeigen. Dabei stellte sich
heraus, dass das HER2-Gen in ca. 30% aller invasiven Brusttumore amplifiziert ist und dass diese
HER2-Uberexpression mit einer kirzeren Uberlebens- und Ruickfallzeit korreliert (Slamon et al.,
1987). Daraus folgerte Dr. Ullrich, dass eine wirkungsvolle Hemmung des HER2-Rezeptors zu
einer signifikanten Reduzierung des Tumorwachstums beitragen konnte. Die daraufhin
hergestellten HER2-spezifischen murinen Antikérper hemmten tatséchlich wirkungsvoll die
Proliferation humaner HER2-Uberexprimierenden Brust- und Ovarialkarzinom-Zelllinien. Der murine
Antikorper 4D5 (mumAb4D5) zeigte dabei die héchste Effizienz und wurde somit fir die weitere
klinische Entwicklung ausgewahlt (Hudziak et al., 1989). In weiteren Studien konnte gezeigt
werden, dass mumAb4D5 sowohl die Proliferation von HER2-transformierten, murinen Zellen, als
auch spezifisch die Proliferation von humanen HER2-lberexprimierenden Zelllinien und Xenografts
hemmen kann (Chazin et al., 1992; Lewis et al., 1993; Sarup et al., 1991).

Da murine Antikorper in der klinischen Praxis nur eine begrenzte Wirksamkeit besitzen (Miller
1983), wurde mumAb4D5 humanisiert. Der daraus resultierende Antikorper (Herceptin®,
Trastuzumab) setzt sich aus einem humanen IgG-Gertst und der hypervariablen Antigen-
Bindungs-Region von mumAb4D5 zusammen. Herceptin® besitzt eine noch héhere HER2-Affinitat
(Kq = 0,1nM), als mumAb4D5 (K4 = 0,3nM) und bewirkt eine gleichwertige Wachstumshemmung in

HER2-Uberexprimierenden Zelllinien und Xenografts (Carter et al., 1992).

Im September 1998 wurde Herceptin® schlieR3lich von der amerikanischen FDA (Federal Food and
Drug Administration) fur die Behandlung von HERZ2-positivem, metastasierendem Brustkrebs
zugelassen. Zwei Jahre spater folgte die Zulassung in Europa. Seit 2006 ist Herceptin® auerdem
fur die adjuvante Therapie des frihen Mammakarzinoms zugelassen. Zurzeit wird Herceptin® in
umfangreichen Studien fir die Behandlung von HER2-positivem Magenkrebs evaluiert (Cortés-
Funes, 2007).

Klonierung des  Charakterisierung FDA-Zulassung von Zulassung von
HER2-Gens von mumAb4D5 Herceptin fir MBK Herceptin fir frihen
Brustkrebs
1985 1989 1998 >
1987 1992 2000 2006
HERZ2 ist in ca.30% aller Humanisierung Zulassung von
Brusttumore Giberexprimiert  von mumAb4D5 Herceptin in
und mit einer schlechten Europa

Prognose assoziiert

Abbildung 8: Die Entwicklungsgeschichte von Herceptin —vom Gen zum Medikament in nur 13 Jahren
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1.3.3 Zentrale Studien zur Wirksamkeit von Herceptin®

Die Einfuhrung von Herceptin® wurde zu einem Meilenstein in der Geschichte der
Brustkrebstherapie. In mehreren zentralen Studien konnte gezeigt werden, dass Herceptin® sowohl

als Monotherapie, als auch in Kombination mit diversen Chemotherapeutika seine Wirkung zeigt.

Herceptin®-Monotherapie

Die Wirkung von Herceptin® als Monotherapie wurde im Rahmen von klinischen Studien der
Phase | bereits seit 1992 untersucht. In den darauf aufbauenden Phase Il Studien wurden
Ansprechraten zwischen 12 und 26%, bei einer mittleren pogressionsfreien Zeit von 3-5 Monaten
(Baselga et al., 2005; Baselga et al.,, 1996; Cobleigh et al., 1999; Vogel et al., 2002) ermittelt.
Die dabei verabreichte Dosis lag meist bei einer initialen Gabe von 4mg/kg, mit einer sich
anschlieBenden wochentlichen Verabreichung von 2mg/kg (Baselga et al., 1996). Ansprechraten
von Uber 20% wurden nur bei Patienten mit IHC-3+ Tumoren erreicht, die noch keine andere
Therapie erhalten haben (Vogel et al., 2002). Bei Patienten, die bereits mit anderen Medikamenten

vorbehandelt wurden, lagen die Ansprechraten deutlich darunter (Cobleigh et al., 1999).
Herceptin® und adjuvante Chemotherapie (fortgeschrittene Brusttumore)

In praklinischen Studien wurde durch eine Kombination aus Herceptin® und Chemotherapie eine
bessere Wachstumshemmung erreicht, als wenn man die Tumorzellen mit nur einer Komponente
behandelte. Dabei konnten sowohl synergistische (z.B. mit Carboplatin, Docetaxel oder Vinorelbin),
als auch additive Effekte (mit Doxorubicin, Paclitaxel oder Epirubicin) beobachtet werden (Pegram
et al., 2004).

In zwei zentralen klinischen Studien H0648g (Slamon et al., 2001) und M77001 (Marty et al., 2005)
konnte erstmals gezeigt werden, dass diese additiven Effekte auch im Patienten wirksam werden.
Das Ziel der HO648g-Studie (Abb.9), in die 469 Patienten einbezogen wurden, war es, den Vorteil
einer Herceptin®-K0mbinationstherapie (CT+H) gegenuber einer reinen chemotherapeutischen
Behandlung (CT) zu ermitteln und zwei verschiedene Chemotherapien miteinander zu vergleichen

(Anthrazyklin/Cyclophosphamid versus Paclitaxel).

)
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-+ —\_‘ P<0.001
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Abbildung 9: Vergleich der progressionsfreien Uberlebenszeit von Patienten, die mit Chemotherapie allein (links=
Anthrazyklin/Cyclophosphamid, rechts =Paclitaxel) oder mit einer Kombination aus Chemotherapie
und Herceptin® behandelt wurden.



1. Einleitung Seite 16

Die Kombination aus Chemotherapeutikum und Herceptin® war jeweils effizienter, als eine alleinige
CT-Behandlung. Herceptin® bewirkte eine Verlangerung der Uberlebenszeit und eine Erhéhung der

Ansprechrate (Tabelle 2).

Tabelle 2: Ergebnisse der H0648g-Studie (Slamon, 2001)

AC + Herceptin® AC P + Herceptin® Paclitaxel
(n=143) (n=138) (n=92) (n=96)
Progressionsfreie Uberlebenszeit (Mon) 7.8 6,1 6,9 3,0
Gesamtiberlebenszeit (Mon) 26,8 21,4 22,1 18,4
vollstandiges Ansprechen (%) 8 4 8 2
Partielles Ansprechen (%) 48 38 34 15
Dauer des Ansprechens (Mon) 9,1 6,7 10,5 4,5

Abkirzungen: AC (Anthrazyklin und Cylophosphamid), Mon (Monate), P (Paclitaxel), n (Anzahl der Patienten)

Die M77001-Studie untersuchte den Vorteil einer Kombination aus Herceptin® und Docetaxel
gegeniber einer einfachen Docetaxel-Behandlung. Auch hier wurden nur Patienten einbezogen,
die nicht vorbehandelt waren. Die Kombination aus Docetaxel und Herceptin® bewirkte wiederum

eine Verlangerung der Lebenszeit und ein vermehrtes Ansprechen auf die Therapie (Tabelle 3).

Tabelle 3: Ergebnisse aus der M77001-Studie (Marty, 2005)

Docetaxel + Herceptin® Docetaxel
(n=92) (n=94)
Progressionsfreie Uberlebenszeit (Mon) 11,7 6,1
Gesamtiberlebenszeit (Mon) 31,2 22,7
vollstandiges Ansprechen (%) 7 2
Partielles Ansprechen (%) 54 32
Dauer des Ansprechens (Mon) 11,7 5,7
Herzinsuffizienz (%) 1 0

Neben Anthrazyklinen und Taxanen wurden noch andere Kombinationen aus
Chemotherapeutikum und Herceptin® auf ihre Wirksamkeit und Vertraglichkeit hin untersucht.
Dabei konnte gezeigt werden, dass auch Kombinationen aus Vinorelbin, Gemcitabin bzw.
Capecitabin mit Herceptin® wirksam sind und zu keinen ernsthaften Nebenwirkungen fuhren

(Tabelle 4).

Tabelle 4: Weitere wirksame Kombinationsbehandlungen aus Chemotherapeutikum und Herceptin®

Chemotherapeutikum Vorbehandlung Ansprechrate progressionsfreie Zeit Referenz
Vinorelbin (n=54) Keine 68% 5,6 Monate (Burstein et al., 2003)
Gemcitabin (n=61) Taxan / AC 38% 5,8 Monate (O'Shaughnessy et al., 2004)

Capecitabin (n=27) Vorbehandelt 60% 6,3 Monate (Schaller, 2005)
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Neben den einfachen Kombinationen aus Chemotherapeutikum und Herceptin® wurden auch
Dreifach-Kombinationen, die zwei Chemotherapeutika mit verschiedenen Wirkungsmechanismen
und Herceptin® enthielten, auf ihre Wirksamkeit hin untersucht (Tabelle 5). Alle Studien zeigten,
dass die Dreifach-Kombinationen wirksam sind und hohe Ansprechraten induzieren. Bei der Wabhl
der zu kombinierenden Chemotherapeutika musste jedoch beachtet werden, dass keine
Uberlappenden Toxizitatsprofile auftreten, nur dann konnte eine Vertraglichkeit der Therapie

gewabhrleistet werden.

Tabelle 5: Ergebnisse von Studien tiber Dreifachbehandlungen mit Herceptin®

Studie Kombination (+Herceptin®) Anzahl Patienten Ansprechrate
Wardely, 2007 Capecitabin, Docetaxel 222 70%
Yardley, 2002 Carboplatin, Paclitaxel 61 66%
Perez, 2005 Carboplatin, Paclitaxel 48 81%
Robert, 2004 Carboplatin, Paclitaxel 93 52%
Pegram, 2004 Cisplatin, Docetaxel 62 79%
Pegram, 2004 Carboplatin, Paclitaxel 59 58%
Venturini, 2006 Epirubicin, Docetaxel 45 67%
Miller, 2002 Gemcitabin, Paclitaxel 45 62%

Yardley, 2004 Vinorelbin, Docetaxel 34 70%
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Herceptin® und adjuvante Chemotherapie (Brusttumore im Frihstadium)

Neben den bereits erwahnten Studien, an denen vor allem Patienten mit fortgeschrittenem MBK
teilnahmen, wurden in den letzten Jahren auch groRangelegte Studien durchgefiihrt, welche die
Wirkung von Herceptin® als adjuvante Therapie von Brusttumoren im Frihstadium untersuchen
sollten (Tabelle 6).

Tabelle 6: Zusammenfassung der fiinf zentralen Studien zur adjuvanten Herceptin®-Therapie (Baumann, 2007)

Studie Patientinnen Krankheitsfreies Gesamtiiberleben Herzinsuffizienz NYHA Il
Zahl Uberleben und IV ¢
ohne mit ohne mit ohne mit
Trastuzumab Trastuzumab Trastuzumab Trastuzumab Trastuzumab  Trastuzumab
HERA 5090 nach 3 Jahren nach 3 Jahren nach 3 Jahren ach 1 Jahr
80.6% p<0.0001 89.7% p<0.0051
BCIRG 006 3222 nach 4 Jahren nach 4 Jahren
83% p<0.0001 92% p =0.004
bazw. baw. bazww. bazw.
82% # Pp=10.0003 & 91% # p=0.017 &
Intergroup 2766 nach 4 Jahren* nach 4 Jahren* nach 4 Jehren*  nach 4 Jahren® nach 3 Jahren
Mog31 0%
NSABP B-31 2043 67.1% 85.3% p<0.0001 86.6% 91.4% p=0.015 nach 3 Jahren
0.8%
FinHer 232 nach 3 Jahren nach 3 Jahren nach 3 Jahren
HERZ/neu T7.6%V 89.3%V  p=0.01 B89.7%V 95.3%V p=0.15
positive: 131

gepooite Analyse von Intergroup N9831 und MSABP B-31.

# 2 verschiedene Therapiearme mit Trastuzumab. Der zuerst erwahnte Amm: Doxorubicin und Cyclophosphamid x4 gefolgt won Docetaxel x4 gefolgt von
Trastuzumab. Der zweite enwdhnte Armc Docetaxel und Carboplatin %6 und Trastuzumab.

V Resultate geften nur fur die 131 Patientinnen mit HER2/neu-positiven Tumoren.
Herzinsuffimenz NYHA |ll: Beschwerden schon bei leichter karperlicher Belastung, NYHA IV: Beschwerden in Ruhe.

Fett gedruckt sind die signifikanten Resultatverbesserungen durch Trastuzumab.

Herceptin® bewirkte gegeniiber Patienten, die ausschliellich chemotherapeutisch behandelt
wurden, nahezu eine Halbierung der Rickfallrate. Weiterhin konnte eine signifikante Verlangerung
der progressionsfreien Uberlebenszeit und in einigen Studien bereits eine Erhéhung der

Gesamtiberlebenszeit beobachtet werden.

Herceptin® und neoadjuvante Chemotherapie

Herceptin® kommt auch als neoadjuvante Therapie zum Einsatz. Bei dieser Anwendungsform
beobachtete man ebenfalls eine deutliche Zunahme der kompletten Remissionen durch die

Kombination von Herceptin® und Chemotherapie (65% versus 26%) (Buzdar et al., 2005).

Herceptin® und endokrine Therapie

Viele HER2-positive Brusttumore sind auch Ostrogen-Rezeptor-positiv. Wahrend Herceptin®
sowohl in ER-positiven, als auch in ER-negativen Tumoren wirksam ist, weisen vor allem
ER/HER2-positive Tumore eine natirliche Resistenz gegentuber einer endokrinen Therapie auf
(Ellis, 2004). Es wird daher vermutet, dass durch eine Kombination aus Herceptin® und endokriner
Therapie diese Resistenz teilweise behoben werden kann. Einige Studien befassten sich bereits
mit dem Erfolg einer solchen Kombinationstherapie. So wurde bei einer Studie mit 31 Patienten
eine Ansprechrate von 26% und eine progressionsfreie Uberlebenszeit von 5,8 Monaten ermittelt
(Marcom et al., 2007).
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Nebenwirkungen einer Herceptin®-Therapie

Herceptin® verursachte bisher keine irreversiblen Nebenwirkungen. Am haufigsten sind
infusionbedingte Reaktionen, die zwar bei bis zu 40% der Patienten beobachtet werden, jedoch
medikamentds behandelbar sind und auch meist nur bei der ersten Infusionshehandlung auftreten
(Cook-Bruns, 2001).

Weiterhin besteht bei der Verabreichung von Herceptin®, insbesondere in Kombination mit einem
Anthrazyklin, die Gefahr einer Kardiotoxizitat, wobei das Risiko mit 2-7% relativ gering ist (Keefe,
2002; Seidman et al., 2002). Dennoch wird die Herzfunktion von Patienten wahrend einer
Herceptin®-Therapie in regelmaRigen Abstanden kontrolliert. Die auftretenden Probleme sind aber
auch hier medikamentds zu behandeln und verschwinden nach dem Absetzen der Herceptin®-

Therapie.
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1.3.4 Wirkungsmechanismen von Herceptin®

Uber die genauen molekularen Wirkungsmechanismen von Herceptin® ist bisher wenig bekannt.
Die Ergebnisse der vielen préklinischen und klinischen Studien ermdglichen dennoch einige

Ruckschlisse tber die molekulare Wirkungsweise des Antikorpers.

Internalisierung und Degradierung des HER2-Rezeptors

Fruhe praklinische Studien deuteten darauf hin, dass Herceptin® und sein muriner Vorlaufer 4D5
eine Internalisierung und Degradierung des HER2-Rezeptors bewirken (Baselga et al., 2001;
Hudziak et al., 1989). In klinischen Studien konnte dieser Rickgang der HER2-
Oberflachenexpression jedoch nicht beobachtet werden (Gennari et al., 2004; Mohsin et al., 2005).
Eine Erklarung fur diese Diskrepanz kénnte sein, dass der HER2-Pool sehr dynamisch ist. Das
bedeutet, der Rezeptor befindet sich in einem kontinuierlichen Kreislauf aus Endozytose und
effizientem Recycling. Herceptin® bewirkt demnach wahrscheinlich keine Degradierung des
Rezeptors, sondern bleibt wahrend des gesamten Kreislaufes an dem Rezeptor gebunden (Austin
et al., 2004).

Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus

4D5 und Herceptin® hemmen spezifisch das Wachstum von HER2-positiven Tumorzellen (Lane et
al., 2000; Yakes et al., 2002). Dabei werden die Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus arretiert.

kip1

Der zentrale Vermittler des G1-Arrestes ist der CDK-Inhibitor p27™"". Durch eine Erhéhung der

p27k”’1—Expression und eine Verminderung der Expression von Proteinen, die an der

Sequestrierung von p27°

beteiligt sind, steigt die Menge an freiem Inhibitor stark an. Dieser
transloziert dann in den Zellkern, um dort an den Zyklin-E/CDK2-Komplex zu binden und diesen
somit zu inaktivieren (Lane et al., 2000). Neben dem p27kip1—induzierten G1-Arrest bewirkt
Herceptin® auch eine Hemmung der PI3K. Diese wird vermutlich durch die Dephosphorylierung
des HER3-Rezeptors verursacht, die aus der Dissoziation des HER2/HER3-Heterodimers resultiert
(Yakes et al.,, 2002). Eine weitere Mdoglichkeit wére eine Herceptin®-induzierte Reduktion der
Phosphorylierung von PTEN. Dadurch wirde sowohl die Membranlokalisierung, als auch die
Phophataseaktivitdt von PTEN zunehmen, was wiederum eine schnelle Dephosphorylierung von

Akt und somit eine Hemmung des PI3K/Akt-Signalweges zur Folge hétte (Nagata et al., 2004).

Aktivierung des Immunsystems

Da Herceptin® ein Antikorper ist, wird auch das Immunsystem in die Tumorbekampfung
einbezogen. Natlrliche Killerzellen (NK) exprimieren auf ihrer Zelloberflache Fcy-Rezeptoren.
Durch die Bindung an die Fc-Doméne von Herceptin® werden die NK-Zellen aktiviert und lysieren in
der Folge alle HER2-positiven Zellen, die Herceptin® gebunden haben (Clynes et al., 2000). Dieser

Prozess wird auch als antikbrperabhangige, zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC) bezeichnet.


http://de.wikipedia.org/wiki/Antik%C3%B6rperabh%C3%A4ngige_zellvermittelte_Cytotoxizit%C3%A4t�
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Der Beitrag des Immunsystems zur Wirksamkeit von Herceptin® konnte in einem Mausmodell
deutlich gemacht werden. Wéahrend immunsuppressive Mause (eingeschrénkte Funktion der NK-
Zellen) nur eine Wachstumshemmung von 29% als Reaktion auf eine Herceptin®-Behandlung
zeigten, reagierten die Kontrollmause (intakte NK-Zellen) mit einer 96%igen Hemmung des

Tumorwachstums (Clynes et al., 2000).

In einer klinischen Studie beobachtete man infolge einer Herceptin®'M0notherapie eine starke
Infiltration von lymphoiden Zellen (Gennari et al., 2004). In welchem MaRe das Immunsystem von
Patienten mit fortgeschrittener Krebserkrankung zur Unterstiitzung der Herceptin®Therapie
beitragen kann, ist jedoch fraglich, da dieses durch vorangegangene Chemotherapien meist sehr

geschwécht ist.

Hemmung der Angiogenese

Herceptin® kann sich auch auf die Tumor-Angiogenese auswirken (Baselga et al., 2001). So
kénnen z.B. in Folge einer Herceptin®-BehandIung MikrogeféaRe im Tumor zuriickgebildet und
Endothelzellen in ihrer Migration gehemmt werden (Klos et al., 2003). Weiterhin vermindert
Herceptin® die Produktion des proangiogenen VEGF und aktiviert den antiangiogenen Faktor
Thrombospondin-1 (Petit et al., 1997).

Blockierung der Abspaltung der extrazellularen HER2-Doméane

Durch eine proteolytische Abspaltung der extrazellularen Doméane (EZD) kommt es zu einer
konstitutiven Aktivierung des HER2-Rezeptors. Das dabei in der Membran verbleibende Fragment
(95kDa) besitzt eine héhere Kinaseaktivitat, als der vollstdndige 185kDa-Rezeptor (Christianson et
al., 1998). Die Bindungsstelle von Herceptin® ist so gelegen, dass die Abspaltung der EZD bei
gebundenem Antikérper nicht mehr erfolgen kann. Die im Blut zirkulierende extrazellulare Doméane
kann daher auch als Marker fiir das Ansprechen auf eine Herceptin®Therapie herangezogen
werden. Mehrere Studien konnten zeigen, dass eine Reduktion der HER2-EZD-Level im Serum im
Zusammenhang mit einem positiven Ansprechen und einer langeren krankheitsfreien
Uberlebenszeit steht (Kostler et al., 2004).

Hemmung des DNA-Reparatursystems

Herceptin® erhoht die Sensitivitdt von Tumorzellen gegeniber der Wirkung des Tumor-Nekrose-
Faktors (Hudziak et al., 1989) und der zytotoxischen Wirkung von Chemotherapeutika (Pegram et
al., 1999). Weiterhin konnte beobachtet werden, dass Herceptin® in vitro sowohl die Reparatur von
Cisplatin-induzierten DNA-Addukten (Pietras et al., 1994), als auch eine durch eine Bestrahlung

ausgeltste DNA-Synthese blockiert (Pietras et al., 1999).
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1.3.5 Mogliche Ursachen fiir die Entstehung von Herceptin®-Resistenzen

Zahlreiche klinische Studien der Phase 1l demonstrierten, dass Herceptin® sowohl als
Einzeltherapie, als auch in Kombination mit einem Chemotherapeutikum wirksam ist. Etwa 15%
aller Patienten sind jedoch de novo resistent gegentiiber einer Herceptin®-Therapie und auch die
Mehrzahl der Tumore, mit einem anfanglich guten Ansprechen, entwickelt innerhalb eines Jahres

eine Resistenz gegen die Behandlung (Esteva et al., 2002; Slamon et al., 2001).

Mechanismen, die die Herceptin®-HER2-Interaktion beeinflussen

MUC4 und CD44 verhindern die Bindung von Herceptin® auf verschiedene Weise. Wahrend CD44
eine vermehrte Internalisierung des HER2-Rezeptors hervorruft (Palyi-Krekk et al., 2007), maskiert
das membranassoziierte Glykoprotein MUC4 die Herceptin®-BindungssteIIe am Rezeptor (Nagy et
al., 2005). Daruber hinaus induziert MUC4 auch eine Phosphorylierung des HER2-Rezeptors
(Nagy et al., 2005; Price-Schiavi et al., 2002). HER2-Mutationen scheinen keine wesentliche Rolle
bei der Entstehung von Herceptin®-Resistenzen zu spielen. Einen Hinweis auf den Einfluss einer
solchen Mutation liefert bisher nur eine Mutation in Exon 21, die bei drei Brustkrebs-Patienten mit

erworbener Herceptin®-Resistenz gefunden wurde (Wongpaksa, 2006).

Kompensatorische Signaltransduktion

Ein weiterer genereller Resistenzmechanismus besteht in der Aktivierung alternativer
Signaltransduktionswege. Dabei wird die blockierte HER2-Signaltransduktion durch Rezeptoren
wie den EGFR (Diermeier et al., 2005), den IGF-1R (Lu et al., 2001), c-Met (Shattuck et al., 2008),
den CXCR4 (Tripathy and Shelton J, 2007) oder Uber eine verstarkte Signaltransduktion von
B1-Integrinen (Thoms, 2007) kompensiert. Aber auch eine verminderte Aktivitdt von endogenen
HER-Inhibitoren, wie z.B. Mig-6, kann eine Resistenzbildung zur Folge haben (Anastasi et al.,
2005).

Konstitutive Aktivierung des PI3K/Akt-Sighalweges

Die konstitutive Aktivierung der PI3K/Akt-Signalkaskade kann wesentlich zu einer Resistenzbildung
gegeniber Herceptin® beitragen (Yakes et al., 2002). Die erhdhte Aktivitat wird entweder durch
eine verminderte Expression des endogenen Akt-Inhibitors PTEN (Nagata et al., 2004) oder durch
aktivierende Mutationen in der katalytischen Untereinheit der PI3K (Berns et al., 2007) verursacht.
Auch eine verminderte Expression des CDK-Inhibitors p27kipl (Nahta et al., 2004) bzw. eine JAB1-

kipl

abhangige, erhdhte Degradation von p27°"" (Shackleford, 2007) kann an der Entstehung von

Herceptin®-Resistenzen beteiligt sein.
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2. Aufgabenstellung

Durch die Einfuhrung des therapeutischen Antikdrpers Herceptin® hat sich die Prognose von
Patientinnen mit HER2-positivem Brustkrebs deutlich verbessert. Aber nicht alle HER2-positiven
Brusttumore sprechen auf eine Herceptin®-BehandIung an und auch bei denen, die eine
anfangliche Reaktion zeigen, kdénnen innerhalb von einem Jahr Resistenzen gegeniber der
Therapie auftreten. Die Mechanismen, die dieser natirlichen bzw. erworbenen Herceptin®-

Resistenz zugrunde liegen, sind noch immer nicht vollstandig aufgeklart.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, Kinasen zu identifizieren, die von selektionierten
Herceptin®-insensitiven Klonen hoher exprimiert werden, als von ihren parentalen
Brustkrebszelllinien und deren Beitrag zur verminderten Sensitivitat mit Hilfe von spezifischen

Knockdown-Experimenten zu validieren.

Des Weiteren sollte untersucht werden, inwiefern sich die Genexpressionsprofile nattrlich
sensitiver bzw. resistenter Brustkrebszelllinien unterscheiden und ob sich daraus neue

Resistenzmarker ableiten lassen.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss der beiden Rezeptor-Tyrosin-Kinasen HER3

und IGF-1R auf die Herceptin®-8ensitivitat ausgewahlter Brustkrebszelllinien zu untersuchen.
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3. Materialien

3.1 Chemikalien

Acrylamid

Agarose

Aprotinin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
Bisacrylamid

Coomassie G250

Deoxynucleotid (dG/A/TICTP)
Dimethylsulfoxid

Ethidiumbromid

HEPES

Lipofectamine®

Methanol

MTT

PMSF (Phenylmethanesulfonylfluorid)
Polybrene (Hexadimethrinebromid)
PEG (Polyethylenglycol) 4000, 6000
Ponceau S

Propidiumiodid

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Natriumazid

Natriumfluorid

Natriumorthovanadat

TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamin)

Triton X-100
Trizma base

Tween-20

Serva, Heidelberg
BRL, Eggenstein
Sigma, Taufkirchen
Bio-Rad, Miunchen
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Roche, Mannheim
Fluka, Neu-Ulm
Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Gibco, Eggenstein
Fluka, Neu-Ulm
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Alle anderen Chemikalien wurden von Merck (Darmstadt) bezogen.

3.2 Enzyme

Klenow-DNA-Polymerase
Trypsin-EDTA

AMV-Reverse Transkriptase

3.3 Radiochemikalien

[g-32P] ATP >5000 Ci/mmol

MBI Fermentas, St.
Gibco, Eggenstein

Roche, Mannheim

PerkinElmer Life Science, K6In

Leon-Rot
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3.4 Kits" und andere Materialien

Zellkultur - Plastikwaren

CapFinder PCR Synthese Kit
(Primer K1 und K2)
Cellulose Nitrat 0.45 ym
DNA Purification Kit

ECL Kit

Hyperfilm MP

Lipofectamin RNAi MAX
Micro BCA Protein Assay Kit
Parafilm

Power SYBR® Green PCR Master Mix

Protein A-Sepharose

Protein G-Sepharose

QIAquick PCR Purification Kit

QIAGEN Plasmid Maxi Kit
QIlAshredder

REDTaq ReadyMix
RNeasy Mini Kit

TagMan® Gene Expression Master Mix

Whatman 3mm

3.5 Wachstumsfaktoren und Liganden

IGF-1

3.6 Medien

Medium fir E.coli

Greiner, Solingen

Corning Incorporated, USA
Nunclon, Danemark
Falcon, U.K.

Clontech, USA

Schleicher & Schilll, Dassel
Qiagen, Hilden
PerkinElmer, Kéln
Amersham, USA
Invitrogen, Karlsruhe
Pierce, Sankt Augustin
Dynatech, Denkendorf
Applied Biosystems, USA
Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Sigma, Taufkirchen
Qiagen, Hilden

Applied Biosystems, USA
Whatman, USA

Sigma

LB-Medium 1.0% Trypton

0.5% Hefe Extrakt
1.0% NaCl
pH7.2

Nach dem Autoklavieren wurde noch Ampicillin hinzugeftigt.
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3.7 Zellkulturmedien und Additive

Amphotericin Sigma, Taufkirchen
FCS Sigma, Taufkirchen
Glutamin PAA, Colbe
Natrium-Pyruvat Sigma, Taufkirchen
Nicht essentielle Aminosauren PAA, Cdlbe
Penicillin/Streptomycin PAA, Coélbe
RPMI-1640 Sigma, Taufkirchen
DMEM, MEM, OptiMEM Sigma, Taufkirchen
McCoys5a, L-15, F12-Ham Sigma, Taufkirchen

Einfriermedium: 90% Hitze-inaktiviertes FCS, 10% DMSO.

3.8 Stammldsungen fur Puffer

DNA Ladepuffer (6x)  0.25% Bromphenol-Blau
0.25% Xylencyanol
30.0% Glycerol
100.0mM EDTA pH 8.0

LaemmLi Puffer (2x)  187.5mM Tris/HCI pH 6.8
6.0% SDS
30.0% Glycerol
0.01% Bromphenol-Blau
5.0% RR-Mercaptoethanol

NET (1x) 150.0mM NacCl
5mM EDTA
50mM Tris
0.05% Triton X-100
pH 7.4 (HCI)

PBS 13.7mM NaCl
2.7mM KCl
80.9mM Na,HPO4
1.5mM KH,PO4, pH 7.4 (HCI)

“Strip” Puffer 62.5mM Tris/HCI pH 6.8
2.0% SDS
100mM R-Mercaptoethanol
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SD-Transblot

SSC (20x)

TE10/0.1

Tris-Glycin-SDS (10x)

2xPre-Hybridisierungs-
Puffer 10x

Hybridisierungspuffer

Waschpuffer 1

Waschpuffer 2

dNTP-Mix

Stopp-Puffer
(MTT-Assay)

50.0mM Tris/HCI pH 7.5
40.0mM Glycin

20.0% Methanol
0.004% SDS

3.0 M NaCl

0.3 M Natriumcitrat
TAE (10x)

400mM Tris/Acetat
10mM EDTA

pH 8.0 (Essigsaure)

10.0mM Tris/HCI pH 8.0
0.1mM EDTA pH 8.0

248.0mM Tris/HCI pH 7.5
1918.0mM Glycin
1.0% SDS

10x Denhardt

10x SSC

10mM NaPO, (pH 6,8)
2mM  NayP,04

5x SSC
0,1% SDS
2X SSC
0,1% SDS
0,2x  SSC
0,1% SDS

je 100uldCTP/ dGTP/ dTTP
125ul Reaktionspuffer B

5% 2-Butanol
0,012 M HCI
in einer 10%igen SDS-Ldsung
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3.9 Bakterienstdmme

Escherichia coli: DH5a Genentech, USA

3.10 Zelllinien

Zelllinie Ursprung Referenz

BT20 humane Brustadenokarzinomzellen ATCC HTB-19
BT474 humane Brustkarzinomzellen der ableitenden Milchgénge ATCC HTB-20
BT483 humane Brustkarzinomzellen der ableitenden Milchgange Sugen HTB-121
BT549 humane Brustkarzinomzellen der ableitenden Milchgénge ATCC HTB-122
DAL humane Brustkarzinomzellen G.Natali

Hs578T humane Brustkarzinomzellen der ableitenden Milchgange ECACC HTB-126
MCF10A humane Brustzellen B.Gillies CRL-10317
MCF7 humane Brustadenokarzinomzellen ATCC HTB-22
MDA-MB-157 (MB157) human, Brust, medullares Karzinom ECACC HTB-24
MDA-MB-175VII (MB175) humane Brustkarzinomzellen der ableitenden Milchgénge ATCC HTB-25
MDA-MB-231 (MB231) humane Brustadenokarzinomzellen ATCC HTB-26
MDA-MB-361 (MB361) humane Brustadenokarzinomzellen Sugen HTB-27
MDA-MB-415 (MB415) humane Brustadenokarzinomzellen DKFZ HTB-128
MDA-MB-436 (MB436) humane Brustadenokarzinomzellen DKFZ HTB-130
MDA-MB-453 (MB453) humane Brustkarzinomzellen ATCC HTB-131
MDA-MB-468 (MB468) humane Brustadenokarzinomzellen ATCC HTB-132
SKBR3 humane Brustadenokarzinomzellen ATCC HTB-30
T47D humane Brustkarzinomzellen der ableitenden Milchgénge ATCC HTB-133
ZR-75-30 humane Brustkarzinomzellen der ableitenden Milchgange Sugen CRL-1504
Phoenix A ;nncq)gi;igtireor:)eheHrE;;?S\;ﬁ:gen zur Produktion helfervirsufreier, ATCC ggﬁ?olr_;b,
4D5 Subklon Hybridom, das aHER2 Antik érper produziert d. AG
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3.11 Priméare Antikbrper

Antigen Hersteller Spezies
HER2 uBI Kaninchen
HERS3 (2F12) uBlI Maus
P-HER2 (1248) Upstate Signaling Kaninchen
P-HER3 Cell Signaling Kaninchen
EGFR Biomol Schaf
Tubulin Sigma Maus
4G10 Upstate Signaling Maus

4D5 d. AG (selbst aufgereinigt) Maus

Met (C-28) Santa Cruz Kaninchen
MIG-6 Upstate Signaling Kaninchen
IGF-1R (C20) Santa Cruz Kaninchen
Akt Santa Cruz Kaninchen
Erk Santa Cruz Kaninchen
P-Akt (Ser473) Cell Signaling Kaninchen
P-Erk (Thr202/Tyr204) NEB Kaninchen
PTEN Upstate Signaling Kaninchen
p27'%! Abcam Kaninchen

3.12 Sekundéare Antikorper

HRP-konjugiert, Ziege anti-Maus (WB) 1:10.000 Sigma, Taufkirchen
HRP-konjugiert, Ziege anti-Schaf (WB) 1:25.000 Dianova, Hamburg
HRP-konjugiert, Ziege anti-Kaninchen (WB) 1:50.000 BioRad, Miinchen
PE-konjugiert, Esel anti-Maus (FACS) 1:1000 Jackson Immuno Research

3.13 Plasmide und Oligonukleotide

3.13.1 Primare Vektoren

pLXSN: Expressionsvektor fur retroviralen Gentransfer, SV40 Promotor, Ampicillin- und
Neomyzinresistenz, Origin von pBR322, 5'-LTR and 3’-LTR von MoMuLV,
(Clontech, Palo Alto, USA)

3.13.2 Konstrukte

pLXSN_EGFR (hergestellt von B.Aicher)

pLXSN-HER3 (hergestellt von C.Wallasch, E.v.d.Horst)
pLXSN-IGF-1R (hergestellt von R.Abraham)

pLXSN-ESK mit multipe cloning site (hergestellt von J. Ruhe)
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3.14 Oligonukleotide

3.14.1 TagMan® Sonden und Primer (Applied Biosystems)

Assay ID Gen-Name ProduktgréRe
Hs00938675_m1 ROR1 88bp
Hs00324043_m1 TTBK2 86bp
Hs00608037_m1 CDK6 73bp
Hs00220668_m1 CAMK1D 92bp
Hs00242357_m1 AXL 70bp
Hs00245497_m1 FER 100bp
Hs00176973_m1 PRKCA 79bp
Hs00178612_m1 SGK1 81bp
Hs00176719_m1 LYN 70bp
Hs00178178_m1 ROR1 96bp
Hs00178533_m1 AKT3 100bp
Hs00198403_m1 WNK2 67bp
Hs99999905_m1 GAPDH 122bp
Hs01552926_m1 FGFR2 77bp
Hs00559660_m1 TGFBR2 73bp

3.14.2 siRNA silencer (Ambion, Applied Biosystems)

pre-designed siRNA Nr. 185: HER3 (human)
Sequenz= GGCUAUGUCCUCGUGGCCAtt (sense)
(5-3) UGGCCACGAGGACAUAGCCTG (antisense)

pre-designed siRNA Nr. 103555: EGFR (human)
Sequenz= GGUGGUCCUUGGGAAUUUUGTt (sense)
(5'-3) CAAAUUCCCAAGGACCACCtc (antisense)

pre-designed siRNA Nr. 144650: IGF-1R (human)

Sequenz= GCACCCUUUAAGAAUGUCALtt (sense)
(5-3) UGACAUUCUUAAAGGGUGCIt (antisense)

3.14.3 Kontroll-siRNA (GL2, Dharmacon)

Sequenz=  CGUACGCGGAAUACUUCGALt (sense)
(5-3) UCGAAGUAUUCCGCGUACGtt (antisense)
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3.14.4 siRNA silencer select (Ambion, Applied Biosystems)

validierte siRNA Nr. s32717: CAMK1D
Sequenz= CCAUCGGAGUGAUUGCCUALtt
(5'-3) UAGGCAAUCACUCCGAUGGac

validierte siRNA Nr. s11094: PRKCA
Sequenz= GGCUGUACUUCGUCAUGGALt
(5'-3) UCCAUGACGAAGUACAGCCga

validierte siRNA Nr. s14077: TGFBR2
Sequenz= CCAGCAAUCCUGACUUGUULtt
(5'-3) AACAAGUCAGGAUUGCUGGtg

3.15 Software

AIDA

ArrayVision

BASreader

BD CellQuest™ Pro Version 4.0.2
DNAStar Paket

WorklistManager Version 3.3

(sense)

(antisense)

(sense)

(antisense)

(sense)

(antisense)

Raytest (Kanada)
Imaging Research (USA)
Raytest (Kanada)
Beckton Dickinson (USA)
DNASTAR, Inc. (USA)
Beckton Dickinson (USA)
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4. Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Arbeiten mit DNA

Herstellung kompetenter Zellen

Die Herstellung kompetenter E.coli-Zellen erfolgte nach dem Protokoll von Chung und Miller
(Chung und Miller, 1993). Die kompetenten Zellen wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei -70°C aufbewahrt. Die Transformationsfrequenz lag zwischen 105 und 107 Kolonien/ug
DNA.

Transformation von kompetenten Bakterien

Zur Transformation von E. coli wurde 1 pl Plasmid-DNA verwendet, zu dem 20 pl 5x KCM-L6sung
(500mM KCI, 150mM CaCl,, 250mM MgCl,), 79 ul H,O und 100 ul kompetente, auf Eis aufgetaute
E.coli-Bakterien pipettiert wurden. Der Ansatz wurde daraufhin 20min auf Eis und anschliel3end
10min bei RT inkubiert, dann mit 1ml LB-Medium (enthielt Ampicillin) versetzt und eine Stunde bei
37°C geschittelt. AnschlieBend wurden 250pl des Reaktionsansatzes auf LB/Ampicillin-

Agarplatten ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert.

Um ausreichend Plasmid-DNA zu generieren, wurden am nachsten Tag Kolonien gepickt und
damit jeweils 5ml LB-Ampicillin angeimpft. Die Kultur wurde dann 3-4h bei 37°C schittelnd
inkubiert, bis eine ausreichende Trubung erreicht war. Schlielich wurden mit dieser Vorkultur
weitere 500ml LB-Ampicillin Medium angeimpft und tiber Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert.

Am néchsten Tag wurde dann die Aufreinigung der Plasmid-DNA durchgefihrt.

Plasmid-Aufreinigung

Die Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Maxi Kit nach dem Protokoll des

Herstellers aufgereinigt.

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren
Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren (DNA und RNA) erfolgte mit Hilfe eines

Spektralphotometers (Thermo Scientific, Nanodrop) bei einer Wellenlange von 260nm.
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Agarose-Gel-Elektrophorese

Abhéngig von der Grole des DNA-Fragmentes erfolgte die elektrophoretische Auftrennung mit
1-2%igen horizontalen Agarosegelen, die mit Ethidiumbromid versetzt waren. Fir die
Elektrophorese wurde TAE Puffer verwendet. Die aufzutrennende DNA wurde mit 1/5 Volumen
eines 6-fach konzentrierten DNA-Auftragspuffers versetzt. Als GroéRRenstandard wurde die 1kb
DNA- Leiter von Gibco (Smart Ladder) aufgetragen, mit dessen Hilfe die Grof3e der linearisierten
DNA- Fragmente ermittelt werden konnte. Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 4-10V
pro cm Gel. Die DNA Banden wurden auf einem Transilluminator (UVP) mittels der
Ethidiumbromid-Fluoreszenz unter UV-Licht (A= 302nm) sichtbar gemacht und unter Verwendung
eines Orangefilters fotografiert (Polaroid 667).

4.1.2 Makro-Array-Analyse

Die Makroarrays bestehen aus Nylonmembranen, auf denen Sonden von etwa 1200 Genen
aufgebracht sind. Die Sonden bestehen aus pBluescript Plasmiden, die Sequenzen der
entsprechenden Gene mit einer Lange von 200bp bis 4000bp enthalten. Jede Gensonde ist
dreimal aufgetragen und fir viele Gene befinden sich zwei oder mehr Sonden mit
unterschiedlichen Sequenzen desselben Gens auf der Membran. Das ebenfalls aufgetragene leere
pBluescript-Plasmid diente als Negativkontrolle. Durch die Mehrfachbestimmung der Expression
jedes einzelnen Gens kann die Zuverlassigkeit der Daten gesteigert werden. Das Aufbringen der
Sonden auf die Nylonmembranen erfolgte mit einem GeneTAC™G3- Roboter (Genomic Solutions,
USA). Durch Erhitzen der Membranen im Vakuum (2h bei 80°C) wurden die Sonden fixiert. Bei der
Auswahl der Gene, die mit der Makroarray-Analyse untersucht werden sollten, wurde der
Schwerpunkt auf Signalmolekile gelegt. So sind auf den Arrays Sonden von 98 Tyrosinkinasen,

429 Serin/Threoninkinasen und 157 Proteinphosphatasen aufgetragen.

RNA-Isolierung

Die Isolierung der mRNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach dem
Protokoll des Herstellers. Pro Zelllinie wurden mindestens zwei 15cm Schalen mit 600ul RLT (+ 6pl
3-Mercaptoethanol) lysiert. Vor der Lyse wurden die Platten mit PBS gewaschen. Das Lysat wurde
mit Hilfe einer QiaShredder-Saule homogenisiert. Die Elution der RNA erfolgte mit 35ul RNAse-

freiem Wasser. Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

cDNA-Synthese

Zur Synthese der cDNA wurden ein Oligo-dT-Primer, der an das 3'-Ende der mRNA bindet (K1,
Clontech Inc.) und ein ,SMART"“-Primer, der an die 5'-terminale CAP-Struktur der mRNA bindet
(K2, Clontech Inc.), verwendet. Dabei erfolgte nur eine Synthese des zur RNA komplementéaren
DNA-Stranges.
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Die cDNA-Synthesereaktion wurde wie folgt angesetzt:

- 5ug Gesamt-RNA wurden mit H,0 auf ein Volumen von 7,5l eingestellt

- Zugabe von 1pl Primer K1 und 0,5pl Primer K2
- Inkubation: 3min bei 70°C — danach auf Eis abkihlen lassen

- Zugabe von:
4pl AMV-RT-Puffer (5x)
2ul dNTPs (10mM)
2ul AMV Reverse Transkriptase

- Inkubation: 3h bei 42°C — auftragen von 10pl cDNA auf ein 1,5 %iges Agarosegel

- Abstoppen der Synthesereaktion durch Zugabe von:
10ul IN NaOH (20min bei 68°C)

- zum Neutralisieren Zugabe von:
5ul 2N HCI
5ul 2M Tris-HCI (pH 7.5)

cDNA-Reinigung

Die Reinigung der cDNA erfolgte mit dem ,QIAquick PCR Purification Kit* (Qiagen). Die Elution
erfolgte mit 30pl Elutionspuffer. AnschlieBend wurde die cDNA bis zur weiteren Verwendung bei -

20°C gelagert.

Denaturierung der Plasmid DNA und Drucken der Filter

Nach einer einstiindigen Inkubation der Plasmid-DNA bei 37°C wurden jeweils 100ul aliquotiert.
Dann wurde die DNA fur 10min bei 100°C denaturiert. Nach 10min Inkubation bei 4°C wurden
11yl 5M NaOH hinzugegeben und das Gemisch fur 10min bei RT inkubiert. Nach der
abschlieBenden Zugabe von 6ul 7,4M NH,OAc (pH 5.3) und 60pl 20x SSC mit Bromphenolblau
wurde die Plasmid-DNA in DNA-Racks Uberfuhrt. SchlieBlich wurden die Plasmide in 96-well-
Platten aliquotiert und mit Hilfe eines Roboters auf die Filter gedruckt. Nach dem Druck wurden die

Filter unter Vakuum fiir 90min bei 80°C gebacken.

Prehybridisierung

Die Filter wurden mit Waschpuffer 1 (20x SSC, 5x End, 10%SDS) fir 30min bei 68°C in den
Hybridisierungsgefallen gewaschen. Nach dem Waschen wurde der Waschpuffer abgegossen und
10ml vorgewéarmter Pre-Hybridisierungs-Puffer mit tRNA (100pg/ml, Bohringer) auf den Filter
gegeben. Die Inkubation erfolgte rotierend fiir 16h bei 68°C.
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Markierung der cDNA

Die cDNA (7,5ul) wurde zusammen mit den Primern (2,5ul) und Wasser (2,5ul) fir etwa 5-10min
aufgekocht und dann fir 5min auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden 8,5ul dNTP-Mix (ohne dATP)
hinzugegeben. Schlielich wurden 1,5ul Klenow-Polymerase und 50uCi radioaktiv-markiertes ATP
(a-32P-ATP) hinzugefigt und das Gesamtgemisch fur 2-4h bei 37°C inkubiert.

Reinigung der markierten cDNA

Die Reinigung der markierten cDNA erfolgte mit dem ,PCR Purification Kit* von Qiagen. Dazu
wurden zur cDNA 250l PN-Puffer gegeben und vermischt. Alle weiteren Schritte erfolgten laut
dem Protokoll des Herstellers. Die Elution erfolgte mit 152l Elutionspuffer direkt in den COT-DNA-
Mix, der sich aus 40pl 20xSSC, 2ul 10% SDS und 5ul COT-DNA zusammensetzte.

Denaturierung und Hybridisierung mit der Sonde (=markierte cDNA)

Zunéachst wurden 5-10ml Hybridisierungspuffer und tRNA bei 70°C im Wasserbad erwarmt. Parallel
dazu wurde die Sonde fur 5-10min bei 100°C und anschlieBend fur 30min bei 68°C im Radioaktiv-
Labor inkubiert. Nach dem Entfernen des Pre-Hybridisierungspuffers wurden 5ml vorgewéarmter
Hybridisierungspuffer mit der tRNA (Bohringer) und der denaturierten Sonde auf den Filter im

Hybridisierungsgefal? gegeben und bei 68°C lber Nacht inkubiert.

Waschen und Belichtung

Nach dem Entfernen des Hybridisierungspuffers mit der Sonde wurde der Filter dreimal mit 5mi
Waschpuffer 1 (vorgewarmt auf 42°C) gespiilt. AnschlieBend folgten drei weitere Waschschritte:
- 20min mit Waschpufferl (42°C)
- 20min mit Waschpuffer2 (42°C)
- 60min mit Waschpuffer2 (65°C).
Danach wurden die Filter mit Wasser abgespult, getrocknet und auf Phosphoimagerplatten (Fuiji,

Japan) zwischen 48h und 72h exponiert.
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Auswertung

Die exponierten Phosphoimagerplatten wurden mit Hilfe eines Phosphoimagers (Fuji BAS 2500,
Fuji, Japan) und der zugehdrigen Software ,BASreader ( Raytest, Kanada) eingelesen. Mit dem
Programm ,AIDA" (Raytest, Kanada) wurden die Bilddateien fir die weitere Verarbeitung
vorbereitet. Die Umsetzung der Bilddateien in zu verrechnende Werte erfolgte mit dem Programm
LArrayVision* (Imaging Research, USA). Das Programm errechnet fir jeden Punkt des Arrays
einen Wert, der die Starke der Schwéarzung ausdriickt. AuRerdem wurde von jedem Wert der
unspezifische Hintergrund in der Umgebung der Punkte abgezogen und jedem Punkt das
entsprechende Gen zugeordnet. Die Daten wurden anschlieBend in Microsoft Excel exportiert und
dort weiter prozessiert (Abb.10).

Sortierung der Daten nach Gen-Namen

Berechnung der Mittelwerte (aus den Triplikaten)

A 4

Normalisierung der Mittelwerte

Mittelwert (Genexpression)
Normalisierungsfaktor

* Mittelwert aller Normalisierungsfaktoren

Als Normalisierungsfaktor diente die Summe der Gesamtexpression, die auf
einem Makroarray detektiert wurde

\4

Vorbereitung der Daten fiir die weitere Analyse

alle Werte mit 0,1 addieren (fir MEV)

Zuordnung der offiziellen Gensymbole

v

Berechnung der relativen Expression

. . o absolute Expression der Zelllinie
relative Expression der Zelllinie =

Median der Expression Uiber alle Zelllinien

normalisierte Expression (Klon)

Relative Anderung der Expression = — -
normalisierte Expression (parental)

Abbildung 10: Vorgehensweise bei der finalen Datenprozessierung in Excel
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4.1.3 Quantitative Real-Time-PCR

Um die relative Genexpression zu bestimmen, wurde eine quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)
durchgefiihrt (StepONE Real-Time PCR Systems, Applied Biosystems). Daflr wurden
hydrolysierende TagMan®-Sonden verwendet. Der proportionale Zusammenhang zwischen der
entstehenden Fluoreszenz und der Menge des gebildeten PCR-Produktes ermdglicht dabei eine

direkte Quantifizierung der Zielsequenz.

Hydrolysierende TagMan®-Sonden

TaqMan®-Sonden sind Oligonukleotide, die am 5'-Ende einen Reporterfarbstoff (FAM) und am 3'-
Ende einen Quencher tragen, der die Emission des Reporters unterdrickt. Wahrend der PCR wird
die Sonde durch die 5'-3' Exonukleaseaktivitait der DNA-Polymerase von der Zielsequenz
verdrangt. Durch die Trennung vom Quencher beginnt der Reporter-Farbstoff zu fluoreszieren. Der
daraus resultierende Anstieg der Fluoreszenzintensitat ist proportional zur Menge der
entstehenden PCR-Produkte (Abb.11).

. ,‘1_ 5
N -
Forward ) B TagMan YTy n =R o S
e @ @ i, @6 SRR ke @)
T __,.-"" 3 5 L P = ¥
5 3 5
5 ¥ 5 =
ra b AT
- ! ’ - e —
\.P,./ Reverse P Reverse
Primer Primer
Hybridisierung von Sonde und Primern
Abspaltung des Reporter-Farbstoffes
Forward TagMan A e
, Primer \ N\, MGB probe QR Mcs)
> 3 Lo
- ’ gy x4 TagMan  aEmm, -
= (NFQ - MGB
5 Forward ‘rk'?;#.‘ . = Y _MGBprobe ST
5 — 3 o Primer i b * 3
P —F , .
A F_) J/ Reverse 8 5
Primer 5
= . Reverse
Verdrangung der Sonde durch die Polymerase Erimor

Vervollstandigung der Polymerisation

Abbildung 11: Prinzip der Real-Time PCR mit TagMan®-Sonden

Durchfiihrung der gRT-PCR

Die PCR wurde in einer 96-Well-Platte (MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction Plate, Applied

Biosystems) durchgefihrt. Pro 20ul Ansatz wurden folgende Mengen eingesetzt:

- 10ul TaqMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems)
- 1ul Assay Mix (Applied Biosystems)

- 2ul cDNA (1:10)

- 7ul Wasser

Der Assay-Mix enthélt sowohl eine sequenzspezifische Sonde, als auch ein sequenzspezifisches

Primerpaar.
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Vor Beginn der PCR wurde die 96-Well-Platte mit einer Folie versiegelt und fir eine Minute bei

1500rpm zentrifugiert.
Die PCR erfolgte fur alle Proben und Zielgene nach folgendem Schema:

- Vorbereitung: 2min bei 50°C
- Denaturierung: 10min bei 95°C

- Amplifikation: 15sek bei 95°C und 1min bei 60°C; 40 Zyklen

Quantifizierung

Zur Quantifizierung wird der Beginn der exponentiellen Phase der PCR herangezogen, in der sich
die Zielsequenz unter optimalen Bedingungen verdoppelt. Dabei wird der Zyklus, an dem die
Fluoreszenz erstmalig signifikant Uber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt als C-Wert (Cycle
Threshold = ,Schwellenwert-Zyklus*) bezeichnet (Saiki et al, 1985). Die Expression des Zielgenes

wird mit einem Referenzgen (GAPDH) normalisiert.

Die Berechnung der relativen Expression erfolgte nach folgender Formel:

ACT Zielgen (Kontrolle—Probe
R = (EZielgen) T gen ( )
- ACT Referenzgen (Kontrolle—Probe
(EReferenzgen) T gen ( )
R= relative Expression E= Effizienz der PCR (in Vorversuchen wurde ein Wert von 1,9 ermittelt)

AC+= Differenz der Cr-Werte von Kontrolle und Probe (Kontrolle: WT-cDNA, Probe: cDNA der insensitiven Klone)

Die Berechnung der Knockdown-Effizienz (Exp) erfolgte nach folgender Formel:

(EZielgen)ACT Zielgen (Kontrolle—Probe)

(EReferenzgen)ACT Referenzgen (Kontrolle—Probe)
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4.2 Methoden der Zellkultur (Saugetierzellen)

4.2.1 Allgemeine Zellkulturtechniken

Alle in dieser Arbeit verwendeten Saugetierzellen wurden in Brutschranken (Heraeus, HERAcell
150) bei 7% CO,, 37°C und wasserdampfgesattigter Atmosphare kultiviert. Alle Zellkulturarbeiten

wurden aseptisch in Sterilbdnken (Heraeus, Laminair) durchgefihrt.

Die Zellen wurden regelmaRig mit frischem Medium versorgt und passagiert. Das Einfrieren der
Zellen erfolgte in Einfriermedium, bestehend aus 90% FCS und 10% DMSO. Die Bestimmung der

Zellzahl erfolgte mittels des Coulter-Counters ZM der Firma Coulter.

4.2.2 Mykoplasmentest

Eine Mykoplasmenkontamination von Zellkulturen beeinflusst die Expression von Zellober-
flachenproteinen, die Vermittlung extrazellularer Signale, den Stoffwechsel und andere Vorgange
und fuhrt daher zu einer Verfalschung von Versuchsergebnissen. Subkonfluente Zellen auf
6cm-Schalen wurden deshalb routinemaRig mit Methanol fixiert, zweimal mit PBS gewaschen und
dann fir 15min mit dem DNA-Farbstoff Bisbenzimid (0,1mg/ml in PBS) bei 37°C gefarbt.
AnschlieBend wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop auf Mykoplasmen hin

untersucht.

4.2.3 Herstellung monoklonaler Zelllinien

Die vorbehandelten, polyklonalen, 4D5-insensitiven Brustkrebszelllinien wurden durch serielle
Verdinnungen auf 15cm Platten ausgesat. Die dadurch vereinzelten Zellen wurden solange in
Gegenwart von 4D5 kultiviert, bis sie zu Kolonien von ca. einem halben Zentimeter Durchmesser
herangewachsen waren. Danach wurden die Klone gepickt und einzeln in 48-well-Platten

Uberfuhrt.
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4.2.4 Calcium-Phosphat-Transfektion

Die Zellen wurden in 6cm Schalen ausgesat und nach 24h bei einer Konfluenz von ca. 70%
transfiziert. Eine Stunde vor der Transfektion wurde ein Medienwechsel vorgenommen. Die
Transfektion erfolgte nach dem Protokoll von Chen und Okayama (Chen and Okayama, 1987). Bei
diesem Protokoll bilden sich die Calcium-Phosphat-DNA-Komplexe graduell im Medium wéahrend

der Inkubation mit den Zellen.

Tabelle 7: Zusammensetzung des Transfektionsmixes (6cm Schale)

Ansatz 1x 2x 3x
CaCl, 20pl 44l 66pl
DNA 1opl 22ul 33ul
TE 170pl 374ul 561l
HEPES-S 200pl 440p 660l

Das HEPES-S wurde tropfenweise zu der Mischung aus CaCl,, DNA und TE gegeben. Danach
wurde der Mix auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden dann Uber Nacht bei einer CO,-

Konzentration von 3% inkubiert.

Bestimmung der Transfektionseffizienz

Bei diesem Test wurden Saugerzellen mit einem Expressionsplasmid fur das Grin-
Fluoreszierende-Protein (GFP), wie bereits beschrieben, transfiziert. Die Zellen wurden dann 48h
nach der Transfektion unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet, um den prozentualen Anteil der

GFP-exprimierenden Zellen zu bestimmen.

4.2.5 Retroviraler Gentransfer in humane Brustkrebszellen (Pear et al., 1993)

Fir die Produktion des retroviralen Uberstandes wurden Phoenix-A-Zellen mit den pLXSN-
Konstrukten mit Hilfe der Calcium-Phosphat-Methode transfiziert. Um die Effizienz der Transfektion
zu erhohen, wurde zudem Chloroquin (50uM) zu den Zellen hinzugegeben. Am Tag der

Transfektion wurden auRerdem die Zielzellen in einer 6-Well-Platte ausgesat.

Einen Tag nach der Transfektion wurde der retrovirale Uberstand dreimal im Abstand von 3h
geerntet. Die Uberstande wurden filtriert (0,45um filter), mit Polybrene (8pg/ml) versetzt und direkt
auf die Zielzellen (BT474, SKBR3 und MDA-MB-453) gegeben.

Zwei Tage nach der Infektion wurden die Zielzellen fiir zwei Wochen mit G418 (1mg/ml)

selektioniert.
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4.2.6 siRNA-Transfektion

Die reverse Transfektion von doppelstrangigen siRNA-Konstrukten erfolgte mit Hilfe der
Transfektionsreagenz Lipofectamine RNAiMax von Invitrogen. Dazu wurden die Zellen zusammen
mit einem vorinkubierten Gemisch aus siRNA (20uM) und RNAiMax in OptiMEM-Medium
ausgesat. Um den Zellen die Adharenz zu erleichtern, enthielt das Medium 1% FCS. Nach 4h
wurde die FCS-Konzentration auf 10% erhoht, um Uber Nacht ein normales Wachstum zu
ermoglichen. Am néchsten Tag wurden die Zellen entweder fir einen Proliferationsassay ausgeséat
(von der 6cm-Schale) oder fur die spatere Aufnahme des DNA-Profils mit Antikbrpern behandelt
(12-well-Platte). Ein Teil der Zellen aus der 6cm-Schale wurde jeweils weiterkultiviert und diente
am Ende des Versuches zur Kontrolle der Knockdown-Effizienz. Alle anderen Knockdown-
Effizienzen wurden in separaten Vorversuchen ermittelt. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit

GL2-siRNA transfiziert und im weiteren Versuch mitgefihrt.

Tabelle 8: Zusammensetzung des Transfektionsansatzes fiir eine 6cm Schale bzw. ein 12-well

Lipofectamine

Volumen (Zellen) Volumen (RNAI-Mix) RNAIMax SiRNA (20uM)
6cm Kulturschale 2ml Iml 5ul 3l
12-well-Platte (pro well) 350ul 250pl 2ul 1l

4.2.7 Analyse des Zellzyklus durch Propidiumiodid-Farbung

Bei der Propidiumiodid-Farbung nach Nicoletti et al (Riccardi and Nicoletti, 2006) wird die
Zellmembran mit Hilfe eines hypotonen Puffers (0,1% Na-Citrat, 0,1% Triton-X-100, 20uM
Propidiumiodid) permeabilisiert, so dass das Propidiumiodid in die Zelle eindringen und dort im
Zellkern die DNA anféarben kann. Danach wird per Durchflusszytometrie im FL2-Kanal ein Profil
des DNA-Gehalts erstellt.

Mit Hilfe der Propidiumiodid-Farbung kann so ermittelt werden, in welcher Phase des Zellzyklus
sich die Zellen zum Zeitpunkt der Messung befinden. Zudem lasst sich eine qualitative Aussage

dartiber treffen, ob die Zellen in Apoptose gegangen sind.

Zunéachst wurden die Zellen in einer 12-Well-Platte ausgesat und mit einer IGF-1R- (Nr.144650,
Ambion) bzw. Kontroll-siRNA (GL2, Dharmacon) transfiziert.

Am néachsten Tag wurden die Zellen mit 10ug/ml 4D5 behandelt. Nach weiteren 72h wurden die
Zellen mit Trypsin von der Platte gelést und anschlieBend in ihrem Uberstand resuspendiert. Alle
folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefihrt. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen (2000rpm,
5min) wurden diese in 500ul PI-Puffer (0,1% Na-Citrat, 0,1% Triton-X-100, 20uM Propidiumiodid)

resuspendiert.

Nach einer zweistlindigen Inkubationszeit bei 4°C im Dunkeln erfolgte die Aufnahme des DNA-
Profils der Zellen am Durchflusszytometer (BD FACSCalibur - BD Biosciences). Die
Quantifizierung der Zellzyklus-Phasen erfolgte mit Hilfe der CellQuestPro-Software (BD

Biosciences).



4. Methoden Seite 42

4.2.8 Indirekte Durchflusszytometrie zur Zelloberflachenfarbung

Mit Hilfe dieser Methode wurde die Oberflachenexpression von Rezeptoren der HER-Familie
ermittelt. Daflir wurden die Zellen zunachst mit 10mM EDTA abgeldst und mit PBS+3%FCS auf
eine Konzentration von 1,25 Mio. Zellen/ml eingestellt. AnschlieBend wurden 200ul der
Zellsuspension (= 250.000 Zellen) fur 30min bei 4°C mit dem primaren Antikérper (10ug/ml in
PBS/FCS) inkubiert. Nach 3-maligem Waschen mit eiskaltem PBS/FCS erfolgte die 30-minitige
Inkubation mit dem PE-gekoppelten sekundaren Antikérper (1:1000 in PBS/FCS) bei 4°C.
Nachdem die Zellen von ungebundenem, sekundarem Antikdrper durch dreimaliges Waschen mit
eiskaltem PBS/FCS befreit wurden, erfolgte die Aufnahme des Fluoreszenzprofils am
Durchflusszytometer im FL2-Kanal bei 585nm. Die Quantifizierung erfolgte mit der Software
CellQuestPro (BD Biosciences). Um die relative Expression zu bestimmen, wurde der Quotient aus
den geometrischen Mittelwerten der spezifischen (primarer und sekundarer Antikérper) und

unspezifischen (nur sekundérer Antikdrper) Farbung berechnet.

[Mittelwert (spez. Farbung) — Mittelwert (2. AK)] der WT — Zellen
[Mittelwert (spez. Farbung) — Mittelwert (2. AK)] der inf. Zellen

Steigerung der Expression =
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4.2.9 Proliferations-Assay (MTT-Féarbung)

Um die Hemmung der Proliferation durch 4D5 bzw. Herceptin® guantitativ zu bestimmen, wurde
eine Farbung mit MTT durchgefuhrt. MTT ist ein gelbes Tetrazoliumsalz, welches von Zellen mit
Hilfe ihrer mitochondrialen Dehydrogenase in wasserunldsliches MTT-Formazan umgewandelt
wird. Diese blauen Kristalle werden innerhalb der Zellen angereichert, da sie nicht durch die
Membran diffundieren kénnen. Erst durch die Zugabe einer Detergenz (SDS) werden die Kristalle
freigesetzt. Durch den ebenfalls im Stopp-Puffer enthaltenen Alkohol (2-Butanol) gelangen die
freien Kristalle in Losung. Da die Zunahme des Farbstoffes mit der Anzahl an stoffwechselaktiven
Zellen korreliert, kann man aus der Farbung Rickschlisse auf das Wachstumsverhalten einer
Zellpopulation ziehen. Die Intensitat der Farbung wurde bei 570nm (ref. 630nm) mit einem

Spektrometer (ELISA Reader, Dynatech) gemessen.

Zunéachst wurden die Zellen in einer 48-well-Platte in einer der Zelllinie angepassten Dichte und
einem Volumen von 250pl ausgeséat (siehe Tabelle 9). Nach 24h erfolgte die Behandlung der
Zellen mit Herceptin® oder 4D5. Nach weiteren 72h wurde die MTT-Farbung durchgefiihrt. Dazu
wurden 50pul einer MTT-LOsung (5mg/ml in PBS) direkt ins Medium gegeben. Nach einer
zweistiindigen Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion mit der Zugabe von 150ul Stopp-Puffer
abgestoppt. Nach 8h Inkubation bei 37°C wurde die Absorption bei 570nm gemessen. Als
Hintergrund wurde Medium ohne Zellen gemessen. Jeder Versuch wurde mindestens zweimal

unabhéngig und in Triplikaten durchgeflhrt.

Tabelle 9: Zelldichten bei der Aussaat des MTT-Assays

Dichte bei der Aussaat

el (Anzahl der Zellen/well)
MCF10A 400
BT549, Hs578T, MDA-MB-231 3.000
BT20 4.000

MCF7, MDA-MB-435S, MDA-MB-436,
MDA-MB-468, SKBR3, T47D

MDA-MB-361 7.000
BT474, BT483, MDA-MB-175VII,

5.000

MDA-MB-453, ZR-75-30 10.000
MDA-MB-157 12.000
DAL 15.000
MDA-MB-415 15.000

Zur Validierung wurde entweder die Hemmung der Proliferation (Hp) oder die Proliferation im
Vergleich zur Kontrolle (Px) nach folgenden Formeln berechnet:

MW1-MW?2 "

H, =
P MW?2

100 Py = 100 — Hp

mit MW1= Mittelwert aus den Absorption (570nm) der behandelten Zellen
mit MW2= Mittelwert aus den Absorption (570nm) der unbehandelten Zellen



4. Methoden Seite 44

4.3 Protein-analytische Methoden

4.3.1 Stimulation und Zelllyse mit Triton X-100

Durch Stimulation sollte die Aktivierung von unterschiedlichen Signaltransduktionswegen in Zellen
untersucht werden. Dazu wurden die Zellen 24h in serumfreiem Medium gehungert und

anschlieBend fur 10min im 37°C-Inkubator mit Liganden inkubiert.

Zur spezifischen Aufreinigung von Proteinen wurden die Zellen mit Hilfe des Detergens Triton X-
100 lysiert. Dabei werden die Zellmembranen aufgeldst, wahrend der Zellkern und die Ubrigen

Zellkompartimente intakt bleiben und durch Zentrifugation abgetrennt werden kénnen.

Die Zellen wurden vor der Lyse mit eiskaltem PBS gewaschen und auf Eis mit einem
entsprechenden Volumen Lysepuffer (50mM HEPES pH 7.5, 150mM NaCl, 10% Glyzerin, 1mM
EDTA pH 8.0, 1% Triton X-100), das sich nach der Grof3e der Zellkulturschale richtete, lysiert.

Zusatzlich wurden dem Lysepuffer vor der Verwendung frisch zugegeben:

- 10ug/ml Aprotinin

- 1ImM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

- 10mM Natriumfluorid (NaF)

- 2mM Natriumorthovanadat, pH 10 (Na3VO4)

Natriumfluorid und Natriumorthovanadat sind zwei Phosphataseinhibtoren, die eine
Dephosphorylierung der Proben verhindern. PMSF und Aprotinin  dagegen sind

Proteaseinhibitoren, die einer mdglichen Proteindegradation entgegen wirken.

Nach 10min Lyse auf Eis wurde das Zelllysat gesammelt und in ein Eppendorf-Reaktionsgefar
Uberfuhrt. Durch Zentrifugation (10min, 13.000rpm, 4°C) konnten unlésliche Zellbestandteile wie
Zellkerne und Zytoskelett abgetrennt werden. Der Uberstand, der alle zytosolischen und die
meisten membranstéandigen Proteine enthalt, wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal

Uberfuhrt und entweder zur Immunprazipitation weiterverwendet oder als Gesamtlysat benutzt.

4.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration in den Zelllysaten

Die Bestimmung der Proteinkonzentration im Lysat erfolgte mit dem ,Micro BCA Protein Assay Kit”

(Pierce, Sankt Augustin) nach den Angaben des Herstellers.
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4.3.3 Immunprézipitation von Proteinen

Zur Anreicherung eines bestimmten Proteins aus dem Gesamt-Zelllysat dienen spezifische, an
Protein-A- oder G-Sepharose gekoppelte Antikdrper, mit denen eine sogenannte

Immunpréazipitation durchgefihrt werden kann.

Durch die Bindung des Antikdrpers an die Protein-Sepharose wird die Isolierung des
Immunkomplexes - Antikérper und Protein - erleichtert (Chenais et al., 1977). Zur
Immunprazipitation wurden je 30yl Protein-A- oder Protein-G-Sepharose und 1-5ul monoklonaler
Antikorper oder 3-10pl polyklonaler Antikdrper zu den Zelllysaten gegeben und tber Nacht bei 4°C
auf dem Drehrad inkubiert. Die Ansatze wurden bei 5000rpm (1min, 4°C) abzentrifugiert und der
Uberstand vorsichtig mit einer Kaniile abgesaugt. AnschlieRend wurden die Immunprézipitate
dreimal mit eiskaltem Lysepuffer gewaschen und in 50ul 2x Laemmli-Puffer aufgenommen. Vor
dem Auftragen auf ein SDS-PAGE Gel wurden die Proben fur 5min bei 95°C aufgekocht, um den

Immunkomplex von der Protein-Sepharose zu I6sen, und anschlieBend fur 1min abzentrifugiert.

4.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS-Polyacrylamid-Gele ermdglichen die Auftrennung von Proteingemischen nach ihrem
Molekulargewicht (Laemmli, 1970). Durch das Detergens SDS (Sodiumdodecylsulfat) werden die
Proteine unter Aufhebung ihrer Sekundarstruktur komplexiert, d.h. Konformationseffekte werden
dadurch weitgehend aufgehoben. Die Proteine erhalten zugleich eine negative Ladung, die nicht
von ihrer Aminosauren-Zusammensetzung bzw. ihrer Eigenladung abhangt. Somit wird ihre
Wanderung im Gel vorwiegend durch ihr Molekulargewicht bestimmt. Weiterhin ist das im Laemmli-
Probenpuffer enthaltene [-Mercaptoethanol dafir verantwortlich, dass die intra- und
intermolekulare Disulfidbriicken der Proteine reduziert werden. So kommt eine Denaturierung der
Quartar-, Tertiar- und Sekundarstruktur zustande. Es wurden stets vertikale Gelapparaturen (Atto
Cooporation, Japan) verwendet. Abhéngig vom Molekulargewicht der aufzutrennenden Proteine
wurden 7-12%ige SDS-Polyacrylamid-Gele gegossen. Uber die Trenngele wurde im Anschluss ein
4%iges Sammelgel gegossen. Die SDS-Gelelektrophorese wurde, wie von Sambrook et al.
beschrieben, durchgefiihrt (Sambrook, 1990). Sie erfolgte Gber Nacht bei einer Stromstarke von
5mA (pro Gel)l.

Als Molekulargewichtsstandard wurde folgendes Proteingemisch verwendet:

Protein kDa Protein kDa
Myosin 205,0 Ovalbumin 42,7
3-Galaktosidase 116,3 Carboanhydrase 29,0
Phosphorylase b 97,4 Trypsin-Inhibitor 21,5

BSA 66,2 Lysozym 14,4
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4.3.5 Farbung und Fixierung von Polyacrylamidgelen

Die Gele wurden mit Coomassie-Losung (1% Coomassie R250, 10% Essigsaure, 40% Methanol)
15min geféarbt und dann mit 40% Methanol und 10% Essigsaure entfarbt. AnschlieRend wurden die
Gele luftblasenfrei zwischen zwei mit Wasser getrankte Zellophanfolien gelegt, aufgespannt und

fur 3h mittels eines warmen Luftstromes getrocknet.

4.3.6 Vertikaler Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran

Zur Immundetektion von Proteinen wurden diese nach der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert (Gershoni and Palade, 1982). Der Transfer erfolgte mit
Transblot-SD Puffer fur 3h bei 0,8mA/cm? Nitrozellulosemembran (Schleicher & Schuell, BA 85)

auf einer "Semidry"-Blotapparatur.

4.3.7 Ponceau S-Farbung der Nitrozellulosemembran

Nach dem erfolgten Transfer der Proteine auf die Nitrozellulosemembran wurden diese fur 1min
mit einer Losung des roten Farbstoffs Ponceau S (2g/l in 2% (w/v) Trichloressigséure) angefarbt.
Unspezifisch angeférbte Bereiche der Nitrozellulose wurden mit destilliertem Wasser entférbt,
damit die Banden des Proteinmarkers, der zur Immunprazipitation eingesetzten Antikérper oder der
Proteine des Zelllysats sichtbar wurden. Dies diente neben dem Fixieren der Proteine auf der
Membran zum einen dazu die ,Markerbanden” mit wasserfestem Kugelschreiber einzuzeichnen,
zum anderen, um anhand der Antikérperbanden abzuschétzen, ob gleiche Mengen Protein
aufgetragen worden waren. Die Nitrozellulose wurde dann durch mehrmaliges Waschen in 1x
NET-Gelatine (0,25% Gelatine in 1 x NET) entfarbt und unspezifische Bindungsstellen auf der

Nitrozellulose abgesattigt.

4.3.8 Immundetektion (Immunoblot-Analyse)

Bei der Immundetektion wurden die auf der Nitrozellulosemembran immobilisierten Proteine mit
einem Antikorper-gekoppelten Verfahren nachgewiesen. Das Prinzip dieser Methode basiert
darauf, dass in einem ersten Schritt die spezifischen primaren Antikérper die immobilisierten
Antigene auf der Nitrozellulose erkennen, wahrend im zweiten Schritt diese ihrerseits durch einen
sekundaren Antikdrper erkannt werden, welche an eine Meerrettichperoxidase gekoppelt ist. Durch
die enzymatische Aktivitat der Peroxidase werden schliel3lich die Antigenbanden detektiert. Die
Detektion erfolgte mit dem ,ECL-Kit” (PerkinElmer).

Die Inkubation mit dem Primarantikérper erfolgte Gber Nacht bei 4°C. Nach dreimaligem Waschen
mit NET-Gelatine (0,25% Gelatine in 1x NET) fiir jeweils 20min wurde die Membran ftr 60min bei
RT mit dem sekundaren Antikdrper (in NET-Gelatine) inkubiert. Als sekundare Antikérper wurden
Peroxidase-gekoppelte speziesspezifische Antikdrper verwendet. Vor der Detektion mit dem ECL-
Kit (PerkinElmer) wurde der Blot schliel3lich mindestens dreimal fiir 20min mit NET-Gelatine

gewaschen.
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Zur Detektion wurde die Membran 1min in einer 1:1 Mischung von ECL Reagenz 1 und 2 inkubiert.
AnschlieRend wurde der Blot mit Zellophan luftblasenfrei abgedeckt und auf einem Rdntgenfilm

exponiert.

ECL ist ein nicht radioaktives System zur Detektion von spezifischen Antigenen auf einer
stationdren Phase. Die wesentlichen Komponenten des Systems sind Luminol und
Wasserstoffperoxid, die in Anwesenheit von speziellen "Enhancern" (z.B. Phenol) eine
Lumineszenz-Reaktion eingehen. Durch die an den sekundéren Antikdrper gebundene
Meerrettichperoxidase werden cyclische Diacylhydrazide wie Luminol im Alkalischen oxidiert. Das
durch die Chemilumineszens ausgesendete Licht (Maximum bei A= 428nm) kann anschliBend

durch Exposition der mit Zellophan luftblasenfrei abgedeckten Membranen auf einem Réntgenfilm
detektiert werden. Das Maximum der Licht-Emission ist bei 5-20min erreicht und klingt mit einer
Halbwertszeit von etwa 60min ab. Sollte dieselbe Membran ein weiteres Mal benutzt werden,
konnten die gebundenen Antikdrper durch eine Inkubation in "Strip"-Puffer (62,5mM Tris/HCI pH
6.8, 100mM R-Mercaptoethanol, 2% SDS) bei 50°C fiur 30min in einem Warmwasserschittler
entfernt werden. Danach muss das R-Mercaptoethanol durch intensives Waschen mit NET-
Gelatine fir mindestens 4h vollstandig entfernt werden, bevor die Membran mit einem weiteren

primaren Antikdrper inkubiert werden kann.

4.3.9 Aufreinigung des murinen monoklonalen Antikdrpers 4D5

Gewinnung der Hybridomiiberstande

Nach dem Auftauen der Hybridomzellen wurden diese auf 30 konfluente 15cm Petrischalen
expandiert. Dann wurde ein vollstandiger Medienwechsel vorgenommen und die Zellen in 20ml
Medium inkubiert. Nach 5 Tagen wurden weitere 10ml hinzugefiigt. Nach insgesamt 10 Tagen
Antikorperproduktion wurde die Zellsuspension geerntet und abzentrifugiert (10min, 5000rpm). Der

Uberstand wurde gefiltert (0,2um Filter) und mit NaPO, auf einen pH-Wert von 7.0 eingestellt.

Aufreinigung monoklonaler Antikérper per FPLC

Die Reinigung der Antikorper erfolgte per FPLC (= fast performing liquid chromatography) an der
Akta (Amersham Biosciences). Mit Hilfe dieser Methode lassen sich Proteine (iber
Affinititschromatographie von ungewtnschten Nebenprodukten befreien. Das bedeutet, das zu
reinigende Protein bindet an eine Chromatographiesdule (hier bestehend aus Protein-G-
Sepharose), wahrend die flissige Phase und andere Molekiile die Saule passieren, ohne dabei an
die Matrix zu binden. Nachdem die S&aule durch Waschen von nicht-gebundenen Molekilen
gesaubert wurde, kénnen die Proteine mit einem geeigneten Elutionspuffer von der Saule geldst

und gesammelt werden.
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Zu Beginn wurde die gesamte Anlage mit Bindepuffer und Eluierungspuffer equilibriert.
AnschlieBend wurde die Protein-G-Sepharose Saule (Amersham Biosciences) solange mit
Bindepuffer gewaschen (4ml/min), bis eine Basislinie erreicht war. Dann wurde die Saule mit ca.
900ml Hybridomiberstand beladen, wobei die Flussrate (0,6-1ml/min) so gering wie mdoglich

gehalten wurde.

Nach dem Probenauftrag wurde die Saule mit Bindepuffer gewaschen (1ml/min), bis die Absorption
wieder auf eine Basislinie sank. Anschlie3end erfolgte die Elution mit Iml/min in 1,5ml Eppendorf-
Gefal3e, die zur sofortigen Neutralisierung bereits 50 pyl 1M Tris (pH 8.0) enthielten. Die einzelnen
Fraktionen hatten ein Volumen von 0,5ml. Nach dem Auftreten des Peaks wurde noch bis zum
Erreichen der Basislinie eluiert. Danach wurde die Sdule wieder neutralisiert, zusammen mit dem

gesamten System gewaschen und stand somit fir die nachste Aufreinigung zur Verfiigung.

Bindepuffer (Akta): 20mM Na,PO, (Merck), pH 7.0
Elutionspuffer (Akta):  100mM Glycin (Merck) / HCI, pH 2.7
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5. Ergebnisse

5.1 Untersuchungen zur natiirlichen Herceptin®-Resistenz

5.1.1 Bestimmung der Herceptin®-Sensitivitat von 18 humanen Brustkrebszelllinien

Zur Vorbereitung der Cluster-Analyse, die der ldentifizierung von resistenzassoziierten Genen
dienen sollte, wurden zunachst 18 humane Brustkrebszelllinien auf ihre Herceptin®-Sensitivitat hin
untersucht (Abb.12). Als Negativkontrolle diente die humane, immortalisierte, aber nicht-
transformierte Brustepithelzelllinie MCF10a. Die Einteilung in sensitive und resistente Zelllinien
erfolgte mit Hilfe eines Proliferations-Assays (siehe 4.2.9), der eine Quantifizierung der Herceptin®-

induzierten Proliferationshemmung ermdglichte.
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Abbildung 12: Herceptin®-Sensitivitat humaner Brustkrebszelllinien - Die Zellen wurden 72h lang mit Herceptin®-
Konzentrationen zwischen 0,01-100pg/ml behandelt und anschlieend mit MTT gefarbt. Die Zelllinien sind
in der Reihenfolge der maximal erreichten Hemmung aufgetragen. Diese ist als relative Proliferation der
behandelten Zellen im Vergleich zu deren unbehandelten Kontrollzellen dargestellt. Je geringer die relative
Proliferation der behandelten Zellen, desto sensitiver ist eine Zelllinie. Basierend auf den Werten der
relativen Proliferation wurde eine Einteilung in resistente (blau), leicht sensitive (griin) und sensitive (rot)
Zelllinien vorgenommen.
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Alle Zelllinien wurden mit Herceptin®-K0nzentrati0nen zwischen 0,01 und 100pg/ml (0,01 -0,1 -1 -
5-10 - 50 - 100pg/ml) behandelt. Fur die Bewertung der Sensitivitdt wurde der Wert der maximal
erreichten Hemmung herangezogen, unabhéangig davon, bei welcher Konzentration diese erreicht
wurde. Bei den meisten Zelllinien konnte die maximale Hemmung bereits bei einer Konzentration
von lug/ml erreicht werden. Oberhalb einer Konzentration von 10ug/ml konnte weder bei den
resistenten, noch bei den sensitiven Zelllinien eine weitere Zunahme der Wachstumshemmung

bewirkt werden.

Aufgrund der ermittelten Hemmraten erfolgte eine Zuordnung der Zelllinien zu einer der folgenden
drei Gruppen: resistent (0-15% Hemmung), leicht sensitiv (15-25% Hemmung) und sensitiv (mehr
als 25% Hemmung) (siehe Abb.12).

Der Uberwiegende Teil der untersuchten Zelllinien einschliellich der Kontrollzelllinie MCF10a war
resistent gegeniber Herceptin®. Die maximalen Hemmraten lagen innerhalb dieser Gruppe
zwischen 0% (MCF10a und MDA-MB-231) und 13% (BT20, BT549 und MDA-MB-361). Drei
Zelllinien zeichneten sich durch eine leichte Sensitivitdt aus, wobei Hemmraten zwischen 18%
(BT483) und 22% (MCF7 und T47D) erreicht wurden. Die verbleibenden fiinf Zelllinien kénnen als
sensitiv betrachtet werden. Die durch Herceptin® induzierte Wachstumshemmung lag zwischen
40% (MDA-MB-175VIl) und 90% (ZR-75-30).
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5.1.2 Die Herceptin®-Sensitivitat korreliert mit der HER2-Genexpression der

untersuchten Brustkrebszelllinien

Da Herceptin® ein HER2-spezifischer Antikorper ist, wurde zunéchst der Zusammenhang zwischen
der HER2-Expression und der Herceptin®Sensitivitat untersucht. Dabei zeigte sich, dass mit
steigender HER2-Expression meist auch die in den Zelllinien ermittelte Herceptin®-Sensitivitat
zunimmt (Abb.13). Unter den sechs Zelllinien, die den HER2-Rezeptor Uiberexprimieren, sind vier
sensitive (BT474, MDA-MB-453, SKBR3 und ZR-75-30), eine leicht sensitive (BT483) und eine
resistente Zelllinie (MDA-MB-361). Bei den Zelllinien mit hoher HER2-Expression (+++) ist der
Zusammenhang nicht so deutlich, hier sind sowohl eine Herceptin®-sensitive (MDA-MB-175VIl),
zwei leicht sensitive (T47D und MCF7), als auch zwei Herceptin®-resistente Zelllinien zu finden
(BT20 und DAL). Auf der anderen Seite findet man unter den Zelllinien mit mittlerer HER2-

Expression (++) ausschlieRlich solche, die resistent gegentiber Herceptin® sind.
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Abbildung 13: Die Herceptin®-Sensitivitat humaner Brustkrebszelllinien steigt mit zunehmender HER2-Expression
Dargestellt ist die relative Proliferation der Herceptin®-behandelten Zellen im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle und deren Abhangigkeit von der HER2-Expression (logarithmische Skalierung). Die farbliche
Markierung reprasentiert den Herceptin®-Sensitivitats-Status der Zelllinien (blau: resistent, griin: leicht
sensitiv, rot: sensitiv). Die gestrichelte Linie stellt eine Regressionsgerade dar.
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5.1.3 Identifizierung resistenzassoziierter Gene mit Hilfe einer vergleichenden Analyse

der Genexpression

Das Ziel der vergleichenden Makro-Array-Analyse sollte es sein, neue Gene zu identifizieren, die
im Zusammenhang mit der Herceptin®-Ansprechrate einer Zelllinie stehen. Dazu wurde die
Expression von etwa 1200 relevanten Genen in den 18 untersuchten humanen Brustkrebszelllinien
analysiert und miteinander verglichen. Die Durchfihrung der Makro-Arrays und die anschlieRende

Datenprozessierung erfolgten wie im Abschnitt 4.1.2 beschrieben.

Fur jedes Gen wurde die zellspezifische, relative Expression ermittelt, die sich aus dem Quotienten
der Genexpression einer Zelllinie und der mittleren Genexpression aller Zelllinien ergibt. Von den
resultierenden Werten der relativen Expression wurde anschlieRend der duale Logarithmus
berechnet. Dieser diente dann als Ausgangswert fur die weitere Datenverarbeitung, die mit der
Software ,Multi Experiment Viewer* durchgefiihrt wurde. Der Vergleich der Genexpressionsprofile

erfolgte dann mit drei verschiedenen Anséatzen:

1) Gruppierung der Gene mit einer festen Anordnung der Brustkrebszelllinien hinsichtlich ihrer
Herceptin®-Sensitivitat (KMC-Analyse — Herceptin®)

2) Gruppierung der Gene mit einer festen Anordnung der Brustkrebszelllinien hinsichtlich ihrer
HER2-Expression (KMC-Analyse — HER2)

3) Hierarchische Gruppierung der Brustkrebszelllinien hinsichtlich ihres Gesamt-Genexpressions-

profiles (HCL-Analyse — Zelllinien)

Das K-Means-Clustering (KMC) st eine gangige Methode zum Zuweisen einer
Clustermitgliedschaft. Dabei werden die Unterschiede zwischen Elementen eines Clusters
minimiert und die Entfernung zwischen den Clustern gleichzeitig maximiert. Der Algorithmus weist
jeden Datenpunkt genau einem Cluster zu. Die Mitgliedschaft in einem Cluster wird als Entfernung
vom Schwerpunkt (="Means") ausgedriickt. Hierbei handelt es sich um einen willkirlich
ausgewahlten Datenpunkt, der so lange iterativ optimiert wird, bis er das genaue arithmetische
Mittel aller Datenpunkte des Clusters repréasentiert. Die Anzahl der zu bildenden Cluster wurde auf

50 festgelegt. Als Algorithmus wurde die Pearson Korrelation verwendet.

In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse der Cluster-Analysen zusammengefasst. Bei
allen KMC-Analysen sind die einzelnen Zelllinien horizontal in der Reihenfolge ihrer Herceptin®-
Sensitivitat bzw. ihrer HER2-Expression dargestellt (jeweils von links nach rechts abnehmend). Auf
der vertikalen Achse sind die Gene aufgelistet. Die Farbgebung der einzelnen Gen-/Zelllinien-
Kombinationen gibt die relative Erhéhung bzw. Abnahme der Expression gegeniber dem Median
der Expression Uber alle Zelllinien. Dabei stellen die verschiedenen Rot-Tone eine Zunahme und
die Grin-Tone eine Abnahme der Expression dar (siehe auch Farbskala im oberen Teil der
Abbildung).
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KMC-Analyse — Herceptin®

Zu den 54 Herceptin®-resistenzassoziierten Genen gehéren u.a. funf RTKs, 17 Ser/Thr-Kinasen,

acht Wachstumsfaktoren, vier Metallopeptidasen und vier Strukturproteine (siehe Abb.14).
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Abbildung 14: Zusammenfassung von Herceptin®-resistenzassoziierten Genen. - Die Zelllinien sind horizontal nach
ihrer Herceptin®-Sensitivitat angeordnet (von links nach rechts abnehmend). Vertikal sind die Gene
aufgelistet, die ein resistenzassoziiertes Expressionsmuster zeigen (hohe Expression in resistenten
Zelllinien).
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Zu den 55 Herceptin®-sensitivitatsassoziierten Genen gehdren u.a. funf RTKs, 16 Ser/Thr-Kinasen,

acht Phosphatasen, sechs Endopeptidasen und zwei Kinaseinhibitoren (siehe Abb.15).
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Abbildung 15: Zusammenfassung von Herceptin®-sensitivitatsassoziierten Genen. - Die Zelllinien sind horizontal nach
ihrer Herceptin®-Sensitivitat angeordnet (von links nach rechts abnehmend). Vertikal sind die Gene
aufgelistet, die ein sensitivititsassoziiertes Expressionsmuster zeigen (hohe Expression in sensitiven

Zelllinien).
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KMC-Analyse — HER2

Die HER2-abhéngige Clusteranalyse wurde durchgefihrt, um zu prifen, ob es sich bei den
Herceptin®-assoziierten Genen ausschlieBlich um HER2-assoziierte Gene handelt. Aus der
Clusteranalyse ergaben sich 28 Gene, die vor allem in HER2-positiven (Abb.16) und 60 Gene, die
vor allem in HER2-negativen Zelllinien (Abb.17) zu finden waren. Bei sechs HER2-negativen
Zelllinien ist das entgegengesetzte Expressionsmuster am deutlichsten (Hs578T bis MDA-MB-
231). Die beiden HER2-negativen Zelllinien MCF10a und MDA-MB-468 zeigen in beiden Clustern
(HER2+ und HER2-), sowohl Gene mit erhéhter, als auch verminderter Expression. Auch bei den
Zelllinien mit moderater HERZ2-Expression lasst sich nur eine allgemeine Tendenz zur
entgegengesetzten, HER2-abhangigen Genexpression feststellen. Die Zelllinien mit HER2-
Uberexpression weisen hingegen bei fast allen in den Clustern enthaltenen Genen ein den HER2-

negativen Zelllinien entgegengesetztes Expressionsmuster auf.
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Abbildung 16: Zusammenfassung von Genen die mit einer hohen HER2-Expression assoziiert sind - Die Zelllinien
sind horizontal nach ihrer HER2-Expression angeordnet (von links nach rechts abnehmend). Vertikal sind
die Gene aufgelistet, die entweder mit HER2 koexprimiert werden, bzw. Gene, die von HER2-negativen
Zelllinien nicht exprimiert werden. Die Abbildung fasst zwei Gencluster zusammen. Im rechten Teil der
Abbildung ist die Chromosomenlokation der einzelnen Gene angegeben.

Zu den Genen, die am deutlichsten mit HER2 koexprimiert werden, gehéren CASP8, GRB7, HGF
aber auch HERS3. Einige Gene, wie z.B. ESR1 (Ostrogenrezeptor) oder das Zelladhasionsprotein
CDH1 fehlen in HER2-negativen Zelllinien und werden vor allem von Zelllinien mit moderater
HER2-Expression und einigen Zelllinien mit HER2-Uberexpression exprimiert. Drei der HER2-
assoziierten Gene (GRB7, PDK2, PHB) sind wie HER2 auf dem Chromosom 17 lokalisiert, wobei
nur GRB7 in unmittelbarer Nachbarschaft des HER2-Genes liegt.
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Zu den Genen, die vor allem von HER2-negativen Zelllinien exprimiert werden, gehéren zum
Beispiel Wachstumsfaktoren, Metallopeptidasen aber auch viele Ser/Thr-Kinasen oder Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen (siehe Abb.17).
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Abbildung 17: Zusammenfassung von Genen die mit einer geringen HER2-Expression assoziiert sind - Die Zelllinien
sind horizontal nach ihrer HER2-Expression angeordnet (von links nach rechts abnehmend). Vertikal sind
die Gene aufgelistet, die vor allem von HER2- negativen Zelllinien exprimiert werden.
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HCL-Analyse der Zelllinien

Bei der hierarchischen Clusteranalyse zeigte sich, dass sich die Zelllinien aufgrund ihres
Expressionsprofiles in zwei Gruppen einteilen lassen (Abb.18). Gruppe 1 setzt sich vorwiegend aus
Herceptin®-sensitiven und HER2-positiven Zelllinien, Gruppe 2 hingegen fast ausschlieRlich aus

Herceptin®-resistenten und HER2-negativen Zelllinien zusammen.

Sensitivitat

ZR-75-30
MCF7

MB175

HER2-Expression

Gruppe 1 Gruppe 2

HERZ2-Uberexpression / sensitiv moderate HER2-Expression / leicht sensitiv . geringe HER2-Expression / resistent

Abbildung 18: Dendrogramm der hierarchische Clusteranalyse - Objekte, die sich im multidimensionalen Datenraum
am né&chsten sind, sind durch eine horizontale Linie verbunden und bilden ein Cluster, das als "neues"
Objekt angesehen werden kann. Das neue Cluster und die ubrig gebliebenen Originaldaten werden wieder
nach dem néchsten Paar durchsucht. Der Abstand eines bestimmten Paares von Objekten (oder Clustern)
wird durch die Hohe der horizontalen Linie angezeigt. Je friher sich Cluster vereinigen, umso &hnlicher
sind sie sich. Bei der Analyse wurden folgende Parameter verwendet: average linkage; Pearson-
Korrelation; optimierte Anordnung. Als zusatzliche Information wurde die Herceptin®-Sensitivitat bzw.
HER2-Expression, in Form einer farblichen Markierung der Zelllinien, in die Abbildung integriert (Bedeutung
der Farben: siehe Legende).

Vergleich der beiden KMC-Analysen

Bei der Herceptin®-abhangigen Clusteranalyse wurden viele Gene identifiziert, die ebenfalls HER2-
assoziiert sind. Um Gene zu finden, die HER2-unabhangig und resistenzrelevant sind, wurden die
Ergebnisse beider Analysen miteinander verglichen. Danach wurde ein neues Cluster
zusammengestellt, welches nur noch 16 HER2-unabhangige Gene enthielt, die von Herceptin®-
resistenten Zelllinien exprimiert werden (Abb.19). Diese Gene kodieren Ser/Thr-Kinasen (DYRK2,
MAP4K4, MAPK12, PRKD3, PRKG1, TRIO, TTBK2, TTK und ZAK), Tyrosinkinasen (FYN und
PDGFRB), aber auch fir eine Histidinkinase PDK1 und eine Lipidkinase SPHK1, sowie den
Wachstumsfaktor TDGF1 und den Transkriptionsfaktor PML. Es kann jedoch keine wirkliche
Aussage daruber getroffen werden, inwiefern diese Gene tatsachlich zur Resistenz der Zelllinien
beitragen. Die primare Resistenzursache ist vermutlich die geringe HERZ2-Expression. Die
tatsachliche Relevanz der Gene lieRe sich nur mit einer induzierten HER2-Uberexpression
ermitteln. Bleiben die Zellen resistent, so steigt auch die Wahrscheinlichkeit, dass die identifizierten

Gene tatsachlich zur Herceptin®-Resistenz beitragen.
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Abbildung 19: Zusammenfassung der resistenzassoziierten Gene, die HER2-unabhé&ngig sind. - Die Zelllinien sind
horizontal nach ihrer Herceptin®Sensitivitat angeordnet. Vertikal sind die Gene aufgelistet, die ein
resistenzassoziiertes Expressionsmuster zeigen. Im unteren Teil der Abbildung sind sechs HER2-

assoziierte Gene aufgelistet, die als Kontrolle weiter mitgefiihrt wurden.

Um weitere HER2-unabhdngige Gene zu finden, die resistenzassoziiert sind, wurde eine

Clusteranalyse durchgefuhrt, die sich auf die HER2-Uberexprimierenden Zelllinien beschrénkte

(Abb.20). Daflir wurden auch die Werte der relativen Expression neu berechnet.
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Abbildung 20: Gene, die spezifisch von den beiden insensitiven HER2-positiven Zelllinien exprimiert werden.
Dargestellt ist die relative Expression der Gene in den einzelnen Zelllinien (rot= gegenliber dem Median
erhdhte Expression; grin= gegenuber dem Median verminderte Expression). Im rechten Teil der
Abbildung ist angegeben, um welchen Faktor die Expression in den BT483 bzw. MDA-MB-361-Zellen

gegenuber der mittleren Expression aller Zelllinien erhoht ist.
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Dabei wurden vier Gene identifiziert, die ausschlie3lich von den resistenten MDA-MB-361-Zellen
exprimiert werden (IGF2, PCTK2, SPHK1 und CDH3), sowie vier Gene, die zudem in den leicht
sensitiven BT483-Zellen zu finden sind (AREG, CDH1, IGF-1R und MAP2K®6). Die Sphingosin-
Kinase-1 (SPHK1) war bereits unter den resistenzassoziierten HER2-unabhangigen Genen, die bei

der Analyse aller Zelllinien gefunden wurden (Vgl. Abb.19).

Welche Relevanz die identifizierten Gene tatsachlich bei der Herceptin®-ResistenzbiIdung haben,
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht vollstdndig untersucht werden. Um eine generelle
Bedeutung dieser Gene festzustellen, missten die Ergebnisse in weiteren Herceptin®-resistenten
Zelllinien validiert werden. Ob die Gene zur geringen Sensitivitéat dieser Zelllinien beitragen, kénnte
man durch funktionelle Knockdown-Studien klaren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dies bereits fir
den IGF-1R in den MDA-MB-361-Zellen durchgefihrt (siehe 5.4.1).
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5.2 Untersuchungen zur erworbenen Herceptin®-Resistenz

5.2.1 Herstellung von 4D5-resistenten Zelllinien

Um Gene zu identifizieren, die an der Entstehung von erworbenen Herceptin®-ResiStenzen beteiligt
sind, sollte in den drei Herceptin®-sensitiven Zelllinien BT474, MDA-MB-453 und SKBR3 durch
gezielte Selektion eine Resistenzbildung induziert werden.

Die Desensitivierung erfolgte durch eine kontinuierliche Kultivierung der Zelllinien in Medium, dem
10ug/ml des 4D5-Antikérpers zugesetzt waren. Dabei handelt es sich um den murinen Vorlaufer
von Herceptin®. Nach einer dreimonatigen Selektion wurden die Zelllinien dinn ausgesét, klonal
vereinzelt und in Anwesenheit von 4D5 expandiert. Anschlieend wurden die Uberlebenden Klone
auf ihre 4D5-Sensitivitat getestet. Dabei zeigte sich, dass die Sensitivitat der Klone stark variiert.
Die Mehrzahl der Klone zeigt eine Halbierung der parentalen 4D5-Sensitivitat, einige Klone sind

nahezu resistent und andere sind fast genauso sensitiv, wie die parentalen Zellen (Abb.21).
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Abbildung 21: Validierung der 4D5-Sensitivitat der insensitiven BT474-(a), SKBR3-(b) und MDA-MB-453-(c) Klone
Die Validierung erfolgte anhand eines Proliferationsassays mit anschlieRender MTT-Farbung. Die
parentalen Zellen und insensitiven Klone wurden fiir 72h mit 10pg/ml 4D5 behandelt. Der Resistenzgrad
wurde anhand der dabei erzielten Wachstumshemmung bestimmt. Die farblich hervorgehobenen Klone mit
der geringsten 4D5-induzierten Hemmung wurden fur eine weitergehende Analyse ausgewahit.
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Die in Abbildung 21 farblich hervorgehobenen Klone zeigen die geringste Wachstumshemmung
und wurden daher fiir eine genauere Analyse ausgewahlt. Hierbei wurde au3erdem Uberprift, ob

die Klone ebenfalls insensitiv gegeniiber Herceptin® sind.

Dazu wurden die Zellen 24h nach dem Aussden mit Herceptin®-Konzentrationen zwischen
0,01pg/ml und 100ug/ml behandelt. Nach weiteren 72h erfolgte die Quantifizierung der Proliferation
mittels einer MTT-Féarbung. Die dabei ermittelten Herceptin®-Sensitivitaten sind in der folgenden

Abbildung als relative Proliferation, im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen, dargestellt.
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Abbildung 22: Herceptin®-Sensitivitat von ausgewahlten insensitiven Klonen und ihren parentalen Zelllinien - Die
Zellen wurden fur 72h mit steigenden Herceptin®Konzentrationen (0,01-100pg/ml) behandelt.
AnschlieBend wurde die Proliferation der behandelten Zellen im Verhaltnis zu unbehandelten Kontrollzellen
berechnet und gegen die Herceptin®Konzentration aufgetragen. Die durchgezogene, blaue Linie stellt
jeweils die relative Proliferation der parentalen Zelllinie dar, wéhrend die gepunkteten Linien die relative
Proliferation der einzelnen Klone darstellen. a) SKBR3 b) BT474 und c) MDA-MB-453



5. Ergebnisse Seite 62

Wahrend man fur die drei parentalen Zelllinien noch einen IC50-Wert berechnen konnte
(Herceptin®-K0nzentrati0n, die eine Hemmung von 50% bewirkt), ist dies fur die insensitiven Klone
nicht mehr méglich, da eine 50%ige Hemmung auch bei der maximal eingesetzten Konzentration
von 100pg/ml nicht erreicht wurde. Eine verminderte Sensitivitat gegeniiber Herceptin® zeigte sich
bereits ab einer Konzentration von 1ug/ml. Bei héheren Konzentrationen blieb die Differenz
zwischen den parentalen und den insensitiven Zellen relativ konstant. Um die verminderte
Sensitivitat der Klone zu bewerten, wurde die maximal in einer Zelllinie erreichbare und die bei

einer Konzentration von 1pg/ml Herceptin® induzierte Wachstumshemmung herangezogen.

Die geringste Sensitivitat zeigten die BT474-Klone. Hier lag die verbliebene, Herceptin®-induzierte,
Wachstumshemmung nur noch zwischen 30% und 32% (BR5, BR8 und BR13). Dies entspricht in
etwa der Halfte der parentalen Sensitivitat (67% Wachstumshemmung). Der Klon BR25 kann mit
einer verbleibenden maximalen Hemmung von nur noch 19%, was in etwa einem Viertel der in den

parentalen Zellen beobachteten Hemmung entspricht, als resistent betrachtet werden.

Die SKBR3-Klone sind in etwa 30% resistenter, als die parentalen SKBR3-Zellen. Wahrend diese
eine maximale Wachstumshemmung von 61% zeigten, wurde bei vier Klonen nur eine maximale
Hemmung von ca. 40% erreicht (SR1-3 und SR16). Beim finften Klon (SR12) betrug die maximale

Hemmung sogar 50%, weshalb dieser nur als leicht insensitiv eingestuft werden kann.

Ein ahnliches Resultat wurde in der dritten Zelllinie MDA-MB-453 erzielt. Auch hier zeigten die
parentalen Zellen eine durch Herceptin®-induzierte Wachstumshemmung von 60%. In zwei Klonen
(MR8, MR19) konnte diese auf maximal 40% Wachstumshemmung gesenkt werden. Bei Klon
MR54 lag die Hemmrate bei 46%, was bedeutet, dass diese nur 25% geringer war, als in den
parentalen Zellen. Auch beim Klon MR43 verringerte sich die Hemmrate sogar nur um 15%,

weshalb dieser Klon ebenfalls als leicht insensitiv eingestuft wurde.



5. Ergebnisse Seite 63

Die folgende Tabelle fasst noch einmal die Hemmraten und die daraus resultierende Bewertung
der Klone hinsichtlich ihres Resistenzgrades zusammen.
Tabelle 10: Herceptin®-Sensitivitat der parentalen und insensitiven Zelllinien - die Bewertung der Sensitivitat erfolgte

anhand der prozentualen Differenz zu den parentalen Zellen: 10-20%=leicht insensitiv, 20-70% insensitiv,
>70%= resistent

Hemmung bei 1pg/ml maximale Hemmung Arel. (parental)  Bewertung

BT474 64% 67% sensitiv

BR5 31% 31% -54% insensitiv

BR8 27% 32% -52% insensitiv
BR13 30% 30% -55% insensitiv
BR25 16% 19% -71% resistent
SKBR3 61% 61% sensitiv

SR1 42% 42% -31% insensitiv

SR2 42% 42% -31% insensitiv

SR3 38% 43% -30% insensitiv
SR12 45% 49% -20% leicht insensitiv
SR16 42% 42% -31% insensitiv
MDA-MB-453 55% 61% sensitiv

MR8 36% 39% -36% insensitiv
MR19 42% 42% -31% insensitiv
MR43 50% 52% -15% leicht insensitiv
MR54 46% 46% -25% insensitiv

Fur die weiteren Experimente wurden von jeder Zelllinie jeweils der Klon mit der geringsten
Hemmrate (BR25, SR1, SR2 und MR8), sowie ein Klon mit einer mittleren Hemmrate (BR13,
SR12, MR54) ausgewahlt (Abb. 23).
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Abbildung 23: Maximale Hemmrate der ausgewé&hlten Klone und der jeweiligen parentalen Zelllinie
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5.2.2 Charakterisierung der Herceptin®-insensitiven Klone

Einige Herceptin®-insensitive Klone haben eine erhéhte HER2 Expression

Als nachstes wurde tberprift, ob 4D5 noch an den HER2-Rezeptor binden kann, und ob sich die
Expression des Rezeptors auf der Zelloberflache durch die Selektion verandert hat. Daflir wurden
die Zellen etwa zwei Wochen ohne 4D5 kultiviert. AnschlieBend wurde eine HER2-
Oberflachenfarbung mit 4D5 als primarem Antikérper durchgefihrt. Die Quantifizierung der
Farbung erfolgte mit Hilfe eines Durchflusszytometers. Da die alleinige Zugabe eines PE-
gekoppelten, sekundaren a-Maus-Antikdrpers kein Fluoreszenzsignal ausléste, kann man davon
ausgehen, dass kein 4D5 mehr aus der vorangegangenen Selektionsprozedur am HER2-Rezeptor
gebunden war. Daher konnte 4D5 fir eine spezifische Detektion des HER2-Rezeptors auf der
Zelloberflache genutzt werden (Abb. 24 und 25).
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Abbildung 24: Expression des HER2-Rezeptors auf der Zelloberflache - Die Rezeptor-Oberflachenfarbung wurde wie
unter 4.2.2 beschrieben durchgefuhrt. Die dargestellte relative HER2-Expression ergibt sich aus der
Differenz der geometrischen Mittelwerte der spezifischen und unspezifischen Farbung.

Die HER2-Oberflachen-Expression entspricht in den meisten Klonen der parentalen HER2-
Expression. Eine Verminderung der HER2-Expression konnte in keinem Fall beobachtet werden. In
einigen Klonen wurde jedoch eine Steigerung der HER2-Oberflachen-Expression gemessen.
Besonders aufféllig ist dies im Klon SR12. Die Intensitat der Fluoreszenz war in diesem Klon etwa
77% starker als in den parentalen SKBR3 Zellen (Abb.25). Eine leichte Zunahme der Fluoreszenz

konnte zudem in den Klonen BR25, MR54 und SR1 festgestellt werden.
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Abbildung 25: HER2-Oberflachen-Expression der parentalen SKBR3-Zellen (schwarz) und der SR12-Zellen (rot).
Um die Expression zu vergleichen, wurden die Histogramme der unspezifischen (links) und der HER2-
spezifischen (rechts) Farbung beider Zelllinien Ubereinander gelegt. Die Farbung erfolgte wie unter 4.2.2.
beschrieben.

Um auszuschliel3en, dass die Zunahme des Fluoreszenzsignales auf einer erhéhten Affinitat des
HER2-Rezeptors gegeniiber dem 4D5-Antikdrper beruht, wurde zusétzlich die HER2-

Genexpression vergleichend untersucht (Abb. 26).
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Abbildung 26: Relative HER2-Genexpression der Herceptin®insensitiven Klone. - Die Werte resultieren aus der im
folgenden Abschnitt erlauterten Makro-Array-Analyse. Die relative Expression wurde aus der Differenz der
parentalen und der klonalen HER2-Genexpression berechnet.

Dabei stellte sich ebenfalls heraus, dass der SR12-Klon eine h6here HER2-Expression besitzt, als
seine parentale SKBR3-Zelllinie. Auch die leicht erhdhte HER2-Genexpression von Klon SR1 und
BR25 konnte bestétigt werden. Bei den (brigen Klonen wurde, in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der Oberflachenfarbung, eine den parentalen Zelllinien entsprechende HER2-
Expression gemessen. Die leichte Erhéhung der HER2-Oberflachen-Expression im Klon MR54
konnte auf der DNA-Ebene nicht reproduziert werden. Somit kann nicht ausgeschlossen werden,
dass die Zunahme der Fluoreszenzintensitat in diesem Klon auf eine erhohte Affinitat des

Rezeptors zuriickzufiihren ist.
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5.2.3 Vergleichende Analyse der Genexpression

Um Gene zu identifizieren, die Uber ihre veranderte Expression zur Insensitivierung der Klone
beigetragen, wurde eine Makro-Array-Analyse durchgefihrt, bei der die Expression von ca. 1200

Genen verglichen wurde.

Die Durchfiihrung der Makro-Arrays und die anschlieRende Datenprozessierung erfolgte wie im
Abschnitt 4.1.2 beschrieben.

Um sowohl die Genexpression der parentalen Zelllinien und ihrer Klone miteinander, als auch die
Genexpression der Klone einer Zelllinie untereinander zu vergleichen, wurden Scatterplots
angefertigt (Abb.27). Darin wurde die Expression von jeweils zwei Zelllinien gegeneinander
aufgetragen, wobei jeder Punkt im Diagramm eine Hybridisierungssonde auf dem Array darstellt.
Mit Hilfe des Korrelationskoeffizienten (RZ), l&sst sich das Ausmal’ der Gemeinsamkeiten zwischen

zwei Expressionsprofilen ermitteln.

So hat sich gezeigt, dass die beiden BT474-Klone in ihrer Genexpression mehr lbereinstimmen
(R*= 0,9386), als der einzelne Klon und seine parentalen BT474-Zellen. Dabei war die
Ubereinstimmung zwischen Klon BR25 und BT474 WT noch groRer (R*=0,7575), als zwischen
Klon BR13 und den BT474 WT-Zellen (R*=0,6779).

Bei den SKBR3-Zellen gab es eine hohe Ubereinstimmung zwischen den Expressionsprofilen der
parentalen Zellen und der Klone SR1 bzw. SR2 (R*=0,9295, bzw. R?=0,8155). Der SR12-Klon
unterscheidet sich hingegen deutlich von den SKBR3-WT-Zellen (R*=0,681). Vergleicht man die
Expressionsprofile der Klone untereinander, so findet man eine nahezu vollstandige
Ubereinstimmung zwischen Klon SR1 und SR2 (R2:O,91), aber auch zwischen den Klonen SR1
und SR12 bzw. SR2 und SR12 gibt es grofitenteils Gemeinsamkeiten im Expressionsprofil
(R*=0,8047 bzw. 0,7841).

Bei den MDA-MB-453 Zellen unterscheiden sich die beiden Klone am deutlichsten voneinander
(R2=0,6491). Demnach sind die Ubereinstimmungen mit den parentalen Zellen groRer (R*=0,8896
bei MR8 und R?=0,7275 bei MR54), als zwischen den Klonen, die die gleiche Selektion

durchlaufen haben.
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Abbildung 27: Vergleich der Genexpressionsprofile der parentalen Zelllinie und der insensitiven Klone - In jedem
Scatterplot sind die Werte der Hybridisierungssignale von zwei Expressionsprofilen gegeneinander
aufgetragen. Dabei wurden entweder die parentale Zelllinie und ein Klon oder zwei Klone einer Zelllinie
einander gegenubergestellt.
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Die folgenden Diagramme geben einen Uberblick iiber die Anzahl der Gene, die in den insensitiven
Klonen eine mindestens zweifach erhthte Expression gegeniiber den parentalen Zelllinien
aufweisen. Die Mehrzahl der Gene wird nur von einem der insensitiven Klone starker exprimiert.

Allerdings gibt es auch eine viele Gene, die in mehreren selektionierten Klonen einer Zelllinie
hochreguliert sind.

BT474-Klone MDA-MB-453-Klone SKBR3-Klone
) SR2
BR13 BR25 MR8 MR54
SR1 29 204
67
119 66 126 156 51 155 2

36 142

SR12
281

Abbildung 28: Anzahl an Genen mit erhdhter Expression in insensitiven Klonen - Dargestellt ist die Anzahl der Gene,
die von den jeweiligen Klonen mindestens zweifach stéarker exprimiert werden. Die Zahl im &uRReren Bereich
des Kreises gibt die Gesamtzahl der Gene an, die in diesem Klon hochreguliert sind, wahrend die Zahl im
Uberlappungsbereich beider Kreise den Anteil der tbereinstimmend hochregulierten Gene angibt (d.h.
diese sind in beiden Klonen starker exprimiert).

Um die Zahl der regulierten Gene weiter einzuschranken, wurden im Folgenden nur noch Gene
untersucht, die Proteinkinasen codieren, da sich deren Funktion gut mit spezifischen Inhibitoren

blockieren lasst und sie sich daher hervorragend fur eine alternative, zielgerichtete Krebstherapie

eignen.
BT474-Klone MDA-MB-453-Klone SKBR3-Klone
BR13 BR25 MR8 MR54 m
SR1 16 83
50 36 63 82 32 85 *

21
[

5R12
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Abbildung 29: Anzahl an Kinasen mit erhéhter Expression in insensitiven Klonen - Dargestellt ist die Anzahl der
Kinasen, die in den jeweiligen Klonen mindestens zweifach starker exprimiert sind. Die Zahl im &uBeren
Bereich der Kreise gibt die Gesamtzahl der Kinasen an, die in diesem Klon hochreguliert sind, wahrend die
Zahl im Uberlappungsbereich beider Kreise den Anteil der (ibereinstimmend hochregulierten Kinasen
angibt (d.h. diese sind in beiden Klonen starker exprimiert).
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Auch die Mehrzahl der Kinasen wird hauptsachlich von nur einem Klon starker exprimiert. Wie
schon in der Scatterplot-Analyse sichtbar wurde, ist die Ubereinstimmung zwischen den beiden
Klonen BR13 und BR25 relativ grof3. Von insgesamt 113 hochregulierten Kinasen wurden 36 in

beiden Klonen identifiziert, was einem Prozentsatz von 32% entspricht.

Die beiden MDA-MB-453-Klone haben eine ahnliche Anzahl von hochregulierten Kinase-Genen,

von denen etwa 19% bei der Expressionsanalyse beider Klone nachzuweisen waren.

Bei den SKBR3-Klonen gibt es deutlich mehr tbereinstimmend hochregulierte Kinasen zwischen
den Klonen SR12 und SR2 (64 Kinasen) als zwischen SR1 und SR2 (16 Kinasen) oder SR1 und
SR12 (21 Kinasen). Insgesamt konnten sogar 13 Kinasen in allen drei Klonen identifiziert werden.
Allerdings unterscheidet sich die Gesamtzahl der innerhalb eines Klons hochregulierten Kinasen
sehr deutlich. Die geringste Gesamtzahl wurde im SR1-Klon detektiert. Zudem konnten alle
Kinasen, die vom SR1-Klon hochreguliert wurden, auch in einem der anderen SKBR3-Klone
nachgewiesen werden: von den insgesamt 36 Kinasen waren dies 16 im SR2-Klon und 21 im
SR12-Klon. Das andere Extrem zeigt sich im SR12-Klon: hier belauft sich die Gesamtzahl der

hochregulierten Kinasen auf insgesamt 140.

Die beiden folgenden Tabellen fassen Kinasen zusammen, die in allen untersuchten Klonen einer
Zelllinie hochreguliert sind, sowie Kinasen, die in jeweils zwei SKBR3-Klonen eine verstarkte

Expression zeigen.

Besonders interessante Kinasen, welche vom jeweils resistenteren Klon starker exprimiert werden,
wurden hierbei farblich hervorgehoben. Am haufigsten konnte dies in den BT474-Klonen
beobachtet werden: 55% der aufgelisteten Kinasen zeigten eine mit dem Resistenzgrad assoziierte
Expressionssteigerung, wobei bei sieben Kinasen sogar Expressionssteigerungen von einem
Faktor gréRRer als 1,5 ermittelt werden konnten. Bei den MDA-MB-453- und SKBR3-Klonen wurden
hingegen nur etwa 20% der dargestellten Kinasen von dem resistenteren Klon starker exprimiert
und die Expressionsunterschiede zwischen den beiden Klonen waren auch nicht so deutlich
(Faktor  kleiner als 1,5). Unter den SKBR3-Klonen lieBen sich signifikante
Expressionsunterschiede, die im Zusammenhang mit einem hdheren Resistenzgrad standen, vor

allem zwischen den beiden Klonen SR2 und SR12 beobachten.
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Tabelle 11: Kinasen, die in allen Klonen einer Zelllinie starker exprimiert werden (Faktor >2) - Aufgelistet sind die
Namen der jeweiligen Kinase mit den in den Klonen ermittelten Steigerungsfaktoren der Genexpression.
Farblich hervorgehoben sind Kinasen, bei denen eine serielle Erhéhung der Expression festgestellt werden
konnte, d.h. der Klon mit dem hdheren Resistenzfaktor (jeweils in der rechten Spalte) weist eine starkere
Expressionssteigerung auf.

BT474 BR13 BR25 MDA-MB-453 MR54 MR8 SKBR3 SR12 SR1 SR2
AKT3 2,6 3,6 AURKC 2,6 2,2 ADCK4 2,0 2,5 2,5
ALS2CR2 3,0 57 BRSK1 4,3 2,0 CDKN1C 7,5 2,9 3,3
BLK 3,3 2,8 CAMK2A 3,1 2,5 CLK3 4,1 2,0 3,6
BRD4 3,2 2,5 CAMK2G 3,5 2,3 MAPK11 6,4 3,7 2,1
CAMK1D 4,0 6,7 CDK6 2,8 3,0 PLK2 3,2 2,2 2,3
CDKL2 6,0 7,1 CDKN2C 3,8 3,2 PRKCA 2,1 2,3 3,4
CDKL4 2,7 59 CSNK1G3 2,5 2,6 PRKDC 2,5 2,3 3,3
CHUK 2,4 4,4 EIF2AK1 2,5 2,0 PTK7 3,6 2,1 2,3
CKS1B 3,8 2,9 GRK4y 2,0 2,7 RAGE 3,1 2,1 2,5
DAPK2 2,0 2,9 HIPK2 2,0 2,0 TRIB1 3,0 31 4,3
DAPK3 2,2 2,1 HIPK3 3,9 2,2 UHMK1 5,8 2,4 5,8
DDR2 3,6 2,8 KALRN 2,3 2,2 WNK2 3,6 2,5 2,7
DYRK1B 4,2 7,7 MAK 2,2 2,4 WNK4 2,2 3,7 2,6
EPHAL 2,3 2,8 MAP3K9 31 3,5

EPHAG6 2,8 2,3 Mapk1 2,4 2,0

ERN2 2,3 2,0 MAPK6 54 2,1

FYN 2,8 2,6 MAPK14 5,6 54

GRK5 3,0 4,0 MAST4 3,0 3,0

ITK 3,0 2,1 MOS 2,5 2,5

MAP2K5 53 6,6 PRKACA 3,0 2,0

MAP2K6 3,6 2,2 PRKARZ2A 2,3 2,7

MAP3K2 2,5 3,0 PRKCH 2,9 2,2

MAPK14 3,2 2,1 PTK2 2,6 2,0

MAST3 53 4,0 RIOK3 2,5 2,4

MAST4 2,1 2,3 RNASEL 3,2 2,6

MATK 2,2 2,1 SGK3 2,4 2,0

NTRKS3 11,2 2,8 SNRK 2,0 2,0

NUAK1 3,1 4,2 STK35 2,0 2,1

PDK3 2,8 3,0 TESK2 2,8 2,4

PIK3CG 2,5 3,6 TRIO 4,1 3,0

STK11 2,9 4,9 TYRO3P 3,8 2,0

STK32A 7,6 3,9 VRK3 2,0 2,8
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Tabelle 12: Kinasen, die in zwei von drei SKBR3-Klonen starker exprimiert werden (Faktor >2) - Aufgelistet sind die
Namen der jeweiligen Kinase mit den in den Klonen ermittelten Steigerungsfaktoren der Genexpression.
Farblich hervorgehoben sind Kinasen, bei denen eine serielle Erhdhung der Expression festgestellt werden
konnte, d.h. der Klon mit dem hoheren Resistenzfaktor (jeweils in der rechten Spalte) weist eine stérkere
Expressionssteigerung auf.

Kinase SR1 SR2 Kinase SR12 SR1 Kinase SR12 SR2 Kinase SR12 SR2
ADCK4 25 25 ADCK4 2,0 2,5 AAK1 55 2,3 MAP4K3 45 2,3
CDKN1C 29 3,3 BLK 6,3 2,0 BRD4 2,7 2,8 MAPK1 5,6 4
CAMK4 2,1 2,0 CDKN1C 7,5 29 ACVR2B 2,4 2,8 MAPK11 6,4 2,1
CLK3 20 36 CKS2 2,8 2,1 ACVRL1 2,6 3,0 MLKL 24 2
MAP3K9 2,3 2,2 CLK3 4,1 2,0 CDKL5 3,1 2,5 PDIK1L 5,3 4,7
MAPK11 3,7 2,1 EPHB3 6,4 3,7 CDKN1C 7,5 3,3 PDK1 2 2,9
PLK2 22 23 MAPK11 6,4 3,7 CHEK2 2,3 2,0 PLAU 2,5 24
PRKCA 2,1 2,3 PRKCA 3,4 1,8 BCKDK 2,2 2,2 PLAUR 2,3 4.4
PRKDC 2,3 3,3 PLK1 2,1 2,1 BMPR2 4,6 5,9 PLK2 3,2 2,3
TRIB1 31 43 PLK2 3.2 2,2 AATK 4,1 2,8 PRKCA 34 2,3
WNK2 2,5 2,7 PRKCE 54 2,4 ADCK4 2 2,5 PRKDC 2,5 3,3
PTK7 2,1 2,3 PRKDC 2,5 2,3 BMX 7,6 3,3 PRPF4B 3,6 2,1
RAGE 21 25 PTK7 3,6 2,1 CDC42BPB 2,4 24 PTK6 7.9 57
UHMK1 2,4 5,8 RAGE 3,1 2,1 CIT 2,5 2,4 PTK7 3,6 2,3
WNK4 3,7 2,6 SGK269 2,6 2,0 Clk3 4,1 3,6 RAGE 3,1 2,5
CDC7 30 26 STK24 2,5 2,6 CLK4 5,8 2,2 RYK 2,7 4,6
TRIB1 3,0 3,1 Digh4 2,6 2,4 SPHK1 4,9 6,3
TRIB3 3,2 2,5 DYRK2 2,3 2,9 SPHK2 4,8 4,7
UHMK1 5.8 24 EIF2AK1 3,9 2,3 SRPK2 3,2 2,1
WNK2 3,6 2,5 EIF2AK2 2,7 2,1 STK19 3,7 3,8
WNK4 2,2 3,7 FES 2,4 3,1 STK36 4,5 2,1
FGFR2 2,1 3,8 STYK1 2,4 3,3
FRK 5,3 6,1 TAOK3 3 3,3
HIPK3 2,7 3,6 TEC 3 3,4
IKBKE 3,8 2,6 TNK1 2,2 2,1
IRAK1 2,1 2,1 TRIB1 3 4,3
LMTK3 2,5 6 TRIM27 2 3
MAP2K1 3,6 2,3 TYRO3 24 24
MAP2K5 2,4 2,1 UHMK1 5,8 5,8
MAP3K3 2,2 2,1 WNK2 2,7 3,6
MAP3K4 4,3 2,0 WNK4 2,2 2,6
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Einige Kinasen wurden auch in insensitiven Klonen verschiedener Zelllinien hochreguliert (Abb.
30). Die groRten Ubereinstimmungen herrschen mit 59 gemeinsamen Kinasen zwischen den
SKBR3- und den MDA-MB-453-Klonen, wahrend die MDA-MB-453- und BT474-Klone nur 16 bzw.
die SKBR3- und BT474-Klone nur 29 gemeinsame Kinasen haben. Sieben Kinasen sind zudem in
mindestens einem insensitiven Klon aus allen drei Zelllinien hochreguliert, wobei keine darunter ist,

die tatséchlich von allen sieben Klonen starker exprimiert wird.

BT474 MDA-MB-453

77 16 135
Kinase hochreguliert in den Klonen:
29 U AATK BR13, MR54, SR2, SR12
> BLK BR13, BR25, MR54, SR1, SR12
CHUK BR13, BR25, MR54, SR12
SKBR3
171 FGFR2 BR13, MR8, SR2
MAPK14 BR13, BR25, MR8, MR54, SR1
TBK1 BR25, SR2, MR8
TRIB3 BR25, SR1, SR12, MR54

Abbildung 30: Anzahl an Zelllinien-spezifisch hochregulierten Kinasen. - Dargestellt ist die Anzahl der Kinasen, die
von mindestens einem Klon der Zelllinie mindestens zweifach starker exprimiert werden. Die Zahl im
auleren Bereich der Kreise gibt die Gesamtzahl der Kinasen an, die in den insensitiven Klonen dieser
Zelllinie hochreguliert sind, wahrend die Zahl im Uberlappungsbereich beider Kreise den Anteil der
Ubereinstimmend hochregulierten Kinasen angibt (d.h. diese sind in mindestens einem Klon beider
Zelllinien stérker exprimiert). Die Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Kinasen, die in mindestens einem
Klon aller drei Zelllinien hochreguliert ist.
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5.3 Vergleich der natirlichen und erworbenen Resistenz-Untersuchung

Nachdem Gene identifiziert werden konnten, die sowohl bei der natirlichen, als auch bei der
erworbenen Resistenzbildung eine Rolle zu spielen scheinen, sollte geprift werden, welche Gene

an der Entstehung beiden Resistenzformen beteiligt sind.

Dazu wurde untersucht, in welchen Klonen die Gene aus dem Resistenzcluster eine um
mindestens zweifach erhdhte Genexpression zeigen (Tab.13).
Tabelle 13: Gene, die im Resistenzcluster (Abb.14) enthalten sind und in einem der Herceptin®-insensitiven Klone

eine mindestens zweifach erhdhte Expression gegeniber ihrer parentalen Zelllinie zeigen (die rot
markierten Gene sind zudem Bestandteil des HER2-unabhangigen Resistenzcluster — Abb.19).

BR13 BR25 SR1 SR2 SR12 MR8 MR54
AKT3 AKT3 ADCK4 ADCK4 AXL CAV1 ADAM12
CAV1 DDR2 AXL DYRK2 CCNT1 LYN
CAV2 FYN CAV1 EPHA2 CLU ROR1
CCNT1 MYLK DYRK2 FYN HBEGF TRIO
DDR2 PIK3CD EMR1 HBEGF INHBA
FYN HBEGF MME MMP2
INHBA PDK1 PDK4
NRG1 PLAUR TRIO
PDK1 PML TTBK2
PLAUR PRKCA TTK
PML PRKG1
PRKCA SGK
TGFBR2 SPHK1
VIM TRIO
ZAK

Von den 54 Genen aus dem Resistenzcluster sind 36 verschiedene Gene auch in mindestens
einem insensitiven Klon um einen Faktor gréRer als zwei hochreguliert worden. Die Mehrzahl der
Gene zeigte nur in einem Klon eine erhéhte Expression, neun Gene sind aber auch in zwei Klonen
einer Zelllinie (wie z.B. AKT3 oder DYRK2) und sechs Gene sogar in insensitiven Klonen
verschiedener Zelllinien (u.a. CAV1, FYN oder TRIO) starker exprimiert (Tab.13).

Von den 16 HER2-unabhangigen, resistenzassoziierten Genen, die in der Clusteranalyse der
Brustkrebszelllinien identifiziert wurden (Abb.19), sind zehn Gene ebenfalls in einem der
insensitiven Klone hdher exprimiert (in Tab.13 rot markiert). Dies ist ein weiterer Hinweis darauf,

dass diese Gene tatsachlich eine Rolle bei der Entstehung von Herceptin®-Resistenzen spielen.
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AnschlieRend wurde die Anzahl der Gene wieder auf die Kinasen beschrankt. Diese sind in der
folgenden Tabelle zusammen mit dem Namen des Klons und dem im Gen-Array ermittelten
Steigerungsfaktor der Expression aufgelistet.

Tabelle 14: Kinasen aus dem Resistenzcluster (Abb.14), die in mindestens einem der 4D5-insensitiven Klone eine
gegenuber den parentalen Zellen erhdhte Expression zeigen (Faktor >2)

Kinase vollstandiger Name Faktor der Expressionsteigerung
AKT3 V-AKT MURINE THYMOMA VIRAL ONCOGENE HOMOLOG 3 (PKBy) BR13 (2,6) BR25 (3,6)

DDR2 DISCOIDIN DOMAIN RECEPTOR FAMILY, MEMBER 2 BR13 (3,6) BR25 (2,8)
ADCK4 AARF DOMAIN CONTAINING KINASE 4 SR1(2,5) SR2 (2,5)

EPHA2 EPH RECEPTOR A2 SR12 (2,7)

AXL AXL RECEPTOR TYROSINE KINASE SR2 (10,7) SR12 (13,0)

FYN FYN ONCOGENE RELATED TO SRC, FGR, YES BR13 (2,8) BR25 (2,6) SR12 (2,2)
LYN V-YES-1 YAMAGUCHI SARCOMA VIRAL RELATED ONCOGENE HOMOLOG MR54 (3,1)

PDK4 PYRUVATE DEHYDROGENASE KINASE, ISOZYME 4 MR8 (2,8)

DYRK2 DUAL-SPECIFICITY TYROSINE-PHOSPHORYLATION REGULATED KINASE2 ~ SR2 (2,9) SR12 (2,3)

MYLK MYOSIN, LIGHT POLYPEPTID KINASE BR25 (6,9)

PRKCA PROTEIN KINASE C, ALPHA SR2(2,3) SR12 (3,4)

PDK1 PYRUVAT DEHYDROGENASE KINASE, ISOENZYM 1 SR2(2,9) SR12 (2,0)

ROR1 RECEPTOR TYROSINE KINASE-LIKE ORPHAN RECEPTOR 1 MR54 (3,3)

SGK SERUM/GLUCOCORTICOID REGULATED KINASE FAMILY SR12 (3,0)

PIK3CD PHOSPHOINOSITIDE-3-KINASE; CATALYTIC; DELTA POLYPEPTID BR25 (5,2)*

PRKG1 PROTEIN KINASE; CGMP-DEPENDENT; TYPE 1 SR12 (2,3)

TGFBR2 TRANSFORMING GROWTH FACTOR, BETA RECEPTOR |I SR2 (3,9)

TRIO TRIPLE FUNCTIONAL DOMAIN SR12 (2,4) MR8 (3,0) MR54 (4,1)
TTBK2 TAU TUBULIN KINASE 2 MRS (2,3)

ZAK STERILE ALPHA MOTIF AND LEUCINE ZIPPER CONTAINING KINASE AZK SR12 (2,2)

SPHK1 SPHINGOSINE KINASE 1 SR12 (4,9)

TTK TTK PROTEIN KINASE MR8 (2,8)

* Expressionssteigerung gegeniber Klon BR13, da kein Signal bei parentalen Zellen

Von den insgesamt 22 verschiedenen Kinasen wurden dreizehn (59%) von nur einem Herceptin®-
insensitiven Klon und sieben (32%) von zwei Klonen starker exprimiert. Fir FYN und TRIO
konnten sogar in drei Klonen Expressionssteigerungen ermittelt werden. Meist waren davon beide
Klone einer Zelllinie betroffen, wobei auch hier wieder der resistentere Klon eine deutlichere

Expressionssteigerung zeigte (Tab.14).
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5.3.1 Validierung der im Makro-Array ermittelten Expressions-Steigerungsraten

Aus den 22 in Tabelle 14 aufgelisteten Kinasen wurden funf fur die weiteren Untersuchungen
ausgewahlt. Zunachst wurde Uberprift, ob die in den insensitiven Klonen detektierten
Expressionssteigerungen mit Hilfe einer quantitativen Real-Time-PCR reproduziert werden kénnen.
Die Validierung erfolgte mit Hilfe spezifischer TagMan®-Sonden. Zusatzlich wurden noch die
Expressionssteigerungen von drei Kinasen (CAMK1D, FGFR2 und WNK2) validiert, die in
mehreren Klonen hochreguliert wurden und somit auch fur die folgenden Knockdown-Experimente
in Frage kommen. In Tabelle 15 sind die bei der RT-PCR gemessenen Expressionssteigerungen

im Vergleich zu den Werten, die in der Array-Analyse ermittelt wurden, zusammengefasst.

Tabelle 15: Ergebnisse der quantitativen Real-Time-PCR

Klon Array RT-PCR Klon Array RT-PCR

AKT3 BR13 2,6 - BR25 3,6 -
PRKCA SR2 2,3 - SR12 3,4 3.9
SGK SR12 3,0 3,2 Array validiert: Wert + 15%
TGFBR2 SR2 3.9 4,0 gleiche Tendenz: Wert >1,0
TTBK2 MR8 2,3
andere Tendenz: Wert <1,0
CAMK1D BR13 4,0 - BR25 6,7 5,8
FGFR2 MR8 2,7 14 BR13 3,6 -
FGFR2 SR2 3,8 - SR12 2,1 1,2
WNK2 SR2 2,6 1,7 SR12 3,6 3,8
WNK2 BR13 2,8 - BR25 2,0 15

Insgesamt wurden die Array-Daten von 17 Gen/Klon-Kombinationen untersucht. Bei sechs
Kombinationen konnten die Werte mit einer Genauigkeit von + 15% reproduziert werden. Dazu
gehdren unter anderem die PRKCA im Klon SR12 und der TGFBR2 im Klon SR2. Bei weiteren vier
Paaren wurde zumindest die gleiche Tendenz ermittelt, das heif3t, es konnte ebenfalls eine
Steigerung der Expression im entsprechenden Klon gemessen werden (z.B. WNK2 im Klon SR2
und BR25). Fur AKT3 und TTBK2 konnten die Expressionssteigerungen nicht bestétigt werden.
Wurde bei der Array-Analyse in mehreren Klonen eine héhere Expression detektiert, konnte meist
nur die hohere Steigerungsrate bestétigt werden. So wurde z.B. die erhéhte CAMK1D-Expression
im Klon BR25 reproduziert (5,8 versus 6,7), auf der anderen Seite konnte im Klon BR13 per RT-

PCR kein Expressionsanstieg ermittelt werden (0,8 versus 4,0).

Fur die folgenden Knockdown-Experimente wurden nur die Kinasen ausgewabhlt, fir die mit beiden

Methoden eine mindestens zweifache Expressionssteigerung nachgewiesen werden konnte.
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5.3.2 Der Knockdown der drei Kinasen TGFBR2, PRKCA und CAMK1D bewirkt eine

partielle Re-Sensitivierung der Herceptin®-insensitiven Klone

Im Anschluss wurde Uberprift, ob die verminderte Herceptin®-Sensitivitét der untersuchten Klone
tatsachlich auf die Expressionssteigerung der ausgewdahlten Kinasen zuriickgefuhrt werden kann
und ob sich die urspriingliche Sensitivitat der parentalen Zelllinien durch ein gezieltes Ausschalten

der betreffenden Kinase wiederherstellen lasst.

Fur den Knockdown wurden jeweils eine HERZ2-abhangige (TGFBR2) und eine HER2-
unabhéngige, resistenzassoziierte Kinase (PRKCA) ausgewahlt, die bei den Untersuchungen zur
natdrlichen Herceptin®-Resistenz identifiziert werden konnten. Beide Kinasen zeigten auch in
mindestens einem Klon eine erhdhte Expression. Zum anderen wurde die CAMKI1D-Kinase

ausgesucht, da sie vom 4D5-resistenten BR25-Klon sechsfach starker exprimiert wird.

Um die Auswirkung der einzelnen Kinase-Knockdowns auf die 4D5- bzw. Herceptin®-8ensitivitat Zu
untersuchen, wurde ein Proliferationsassay durchgefiihrt. Dafir wurde jeweils der Klon mit der

deutlichsten Expressionssteigerung und die entsprechende parentale Zelllinien ausgewahlt.

TGFBR2: SR2 und SKBR3WT
PRKCA: SR12 und SKBR3WT
CAMK1D: BR25 und BT474 WT

Die Ergebnisse der Knockdown-Experimente sind in Abbildung 31 zusammengefasst. In den
abgebildeten Diagrammen ist jeweils die Antikérper-induzierte relative Wachstumshemmung der
mit Kontroll-siRNA (GL2) bzw. Kinase-spezifischen-siRNA transfizierten parentalen bzw.
insensitiven Zelllinien dargestellt. Die Werte wurden aus zwei unabhangigen Experimenten

berechnet, die jeweils in Triplikaten durchgefiihrt wurden.
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Abbildung 31: Auswirkungen des Knockdowns (a) der CAMK1D, (b) der PRKCA und (c) des TGBR2 auf die
4D5/Herceptin®-Sensitivitat der parentalen Zelllinien und der insensitiven Klone. (d) Beispiel einer RT-PCR
zur Ermittlung der Knockdown-Effizienz (Kontrolle/GL2- und CAMK1D-KD in BR25-Zellen). 24h nach der
reversen Transfektion wurden die Zellen in einer 48well-Platte ausgeséat und mit 10pg/ml VSV, 4D5 bzw.
Herceptin® behandelt. Nach 72h wurde eine MTT-Farbung durchgefiihrt, um die durch die Behandlung
induzierte Wachstumshemmung zu ermitteln.

Die durch eine Real-Time-PCR bestimmte Knockdown-Effizienz lag in den einzelnen Experimenten
zwischen 80 und 100%. In Abbildung 31d ist exemplarisch ein Diagramm mit den
Amplifikationskurven eines CAMKI1D-Knockdown-Paares (BR25-GL2 und BR25-CAMK1D-KD)
dargestellt. Die violetten Kurven zeigen die GAPDH-Amplifikation und die blauen Kurven die
Amplifikation der CAMK1D. Da die GAPDH-Kurven genau ubereinander liegen, kann man davon
ausgehen, dass die eingesetzten cDNAs gleich konzentriert waren. Aus der Rechtsverschiebung
der CAMK1D-Kurven lasst sich daher ablesen, dass die Genexpression durch den Knockdown
deutlich verringert wurde. Aus den ermittelten Ci-Werten konnte in diesem Beispiel eine
Knockdown-Effizienz von 96% berechnet werden.

Der Knockdown aller drei Kinasen bewirkte in den insensitiven Klonen eine leichte Erhéhung der
4D5/Herceptin®-Sensitivitét, wobei diese nicht immer signifikant war. Den deutlichsten Effekt
bewirkte der Knockdown der CAMK1D-Kinase. Wéahrend sich die 4D5/Herceptin®-Sensitivitét der
parentalen GL2- und CAMK1D-siRNA-transfizierten Zellen nicht unterscheidet, flhrte der
CAMK1D-Knockdown im BR25-Klon zu einer Halbierung der urspringlichen Resistenz. Die

Sensitivitat der parentalen Zellen wurde jedoch noch nicht erreicht.
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Im Gegensatz zur CAMK1D hat der Knockdown des TGFBR2 auch die 4D5- und Herceptin®-
Sensitivitat der parentalen Zelllinie signifikant erhéht. Im SR2-Klon konnte durch den Knockdown in
etwa die 4D5/Herceptin®-Sensitivitat der GL2-transfizierten parentalen SKBR3-Zellen
wiederhergestellt werden. Der Sensitivitatsanstieg des SR2-Klons war jedoch aufgrund der hohen
Standardabweichung nicht signifikant.

Das Ausschalten der PRKCA hat nur einen geringen Einfluss auf die 4D5/Herceptin®-Sensitivitat,
der ermittelte Anstieg der 4D5-Sensitivitat betrug im SR12-Klon nur 5% und ist nicht signifikant. In
den parentalen Zellen konnte sogar eine leichte, aber nicht signifikante Abnahme der Sensitivitat

beobachtet werden.

Der Kinase-Knockdown hatte teilweise auch einen Einfluss auf die Proliferation der Antikdrper-
unbehandelten Zellen (Abb. 32). Am deutlichsten war dies bei den TGFBR2-Knockdown-Zellen.
Sie zeigten gegenidber den mit GL2-siRNA transfizierten Zellen ein um 20% vermindertes
Wachstum. Wahrend der Knockdown der PRKCA die Proliferation noch leicht hemmte (-10%),
hatte der CAMK1D-Knockdown keinen Einfluss auf die Proliferation der Kontrollzellen.
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Abbildung 32: Knockdown-bedingte Proliferationshemmung der Kontrollzellen. - Dargestellt ist die Proliferations-
hemmung, die durch den Knockdown induziert wurde. Diese wurde aus der prozentualen Differenz der
Absorptionswerte berechnet, die bei den GL2-transfizierten und KD-transfizierten Kontrollzellen (ohne AK-
Behandlung) gemessen wurden.
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5.4 Einfluss der IGF-1R und HER3-Rezeptor-Expression auf die 4D5/Herceptin®-

Sensitivitdt von humanen Brustkrebszelllinien

5.4.1 Abhangigkeit der Herceptin®-Sensitivitat von der HER3-Genexpression

Zunéchst sollte Uberprift werden, ob es in den untersuchten humanen Brustkrebszelllinien einen

Zusammenhang zwischen der HER3-Expression und der Herceptin®-8ensitivitat gibt.

HER2 und HER3 werden haufig koexprimiert (Abb. 33), das bedeutet, Zelllinien, die HER2
Uberexprimieren, zeichnen sich gleichzeitig durch eine hohe HERS3-Expression aus. Auf der
anderen Seite findet man in Zelllinien mit einer geringen HER2-Expression meist auch eine geringe

HER3-Expression.
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Abbildung 33: HER3 und HER2-Proteinexpression in humanen Brustkrebszelllinien (Westernblot) - Die horizontale
Anordnung erfolgte entsprechend der Herceptin®-Sensitivitat (rot: sensitiv, griin: leicht sensitiv, blau:
resistent)
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Die HER3-Expression steht aber auch im Zusammenhang mit der Herceptin®-Sensitivitat der
Zelllinien (Abb.35). Ebenso, wie bei der HER2-Expression, besteht in den untersuchten humanen
Brustkrebszelllinien ein proportionaler Zusammenhang zwischen der HER3-Expression und der
Herceptin®-8ensitivitat. Das heit, mit steigender HER3-Expression nimmt auch die
Wahrscheinlichkeit zu, dass eine Zelllinie sensitiv gegeniiber Herceptin® ist. So zeichnen sich alle
Herceptin®-sensitiven Zelllinien durch ein hohe HER3-Expression aus. Unter den Zelllinien mit
einer geringen HER3-Expression befinden sich hingegen ausschlieRlich Herceptin®-resistente
Zelllinien. Bei einigen Zelllinien konnte diese Abhéngigkeit nicht beobachtet werden. Dazu z&hlen
unter anderem die MDA-MB-361-Zellen, die trotz ihrer hohen HER2 und HER3-Expression

resistent gegenuber Herceptin® sind.
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Abbildung 34: Zusammenhang zwischen der HER3-Genexpression und der Herceptin®Sensitivitat humaner
Brustkrebszelllinien. Die HER3-Genexpression wurde logarithmisch gegen die Herceptin®-Sensitivitat
aufgetragen. Die gestrichelte Linie ist eine Regressionsgerade.
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Um den tatsachlichen Einfluss des HERS3-Rezeptors auf die Herceptin®Sensitivitat zu
untersuchen, wurden Knockdown-Experimente in Herceptin®-sensitiven Brustkrebszelllinien

durchgefuhrt.

Berechnet man sowohl von den GL2- (Kontroll-siRNA) KD-, als auch von den HER3-KD-Zellen die
relative Proliferation in Bezug auf die unbehandelten GL2-KD-Zellen, so zeigt sich, dass der HER3-
Knockdown in den BT474 und den SKBR3-Zellen eine starkere Wachstumshemmung bewirkt, als
4D5 oder Herceptin® (Abb.35). Dieser Effekt war in den SKBR3-Zellen sogar sehr signifikant
(p<0,01). In den ZR-75-30-Zellen hatte eine Hemmung von HER2 und HER3 hingegen dieselbe
Effizienz. Die durch den HER3-Knockdown induzierte Proliferationshemmung konnte in den
SKBR3-Zellen durch die Zugabe von 4D5 und Herceptin® noch einmal signifikant gesteigert
werden. In den ZR-75-30-Zellen war dies nur durch 4D5, aber nicht durch Herceptin® mdoglich. In
den BT474-Zellen war die leichte Erhéhung der Hemmrate fur keinen der beiden Antikérper

signifikant.
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Abbildung 35: Auswirkungen einer HER2- und/oder HER3-Hemmung auf die Proliferation von Tumorzellen
Dargestellt ist die prozentuale Hemmung der Proliferation im Vergleich zu GL2-transfizierten,
unbehandelten Zellen. Vergleich der relativen Proliferation zwischen VSV, 4D5 bzw. Herceptin®
behandelten GL2- und HER3-KD-Zellen. Anzahl der Sterne: * signifikant (p<0,05), ** sehr signifikant
(p<0,01), ** hoch signifikant (p<0,001). Farbe der Sterne: gegeniber unbehandelten GL2-Zellen;
gegeniiber 4D5/Herceptin®-behandelten GL2- Zellen; gegeniiber unbehandelten HER3-KD-Zellen
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Berechnet man die relative Proliferation hingegen jeweils in Bezug auf die unbehandelten
Knockdown-Zellen (GL2- und HER3-KD getrennt), so zeigt sich, dass sich der HER3-Knockdown
auch auf die Herceptin®Sensitivitat der Tumorzellen auswirkt (Abb. 36). So konnte in allen drei
untersuchten Zelllinien eine Halbierung der urspriinglichen Herceptin®-Sensitivitdt beobachtet
werden. Wahrend Herceptin® in den GL2-transfizierten BT474-Zellen eine Proliferationshemmung
von etwa 26% ausléste, lag die Hemmrate in den HER-Knockdown-Zellen bei nur noch 13%. Auch
in den anderen beiden Zelllinien konnte dieser Effekt beobachtet werden (SKBR3: von 20% auf
10%, ZR-75-30: von 43% auf 20%). Der Kontrollantikdrper (a-VSV) bewirkte keine signifikante
Proliferationshemmung.
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Abbildung 36: Auswirkungen eines HER3-Knockdowns auf die Herceptin®Sensitivitat a) BT474, b) SKBR3 und
c) ZR-75-30. 24h nach der reversen Transfektion mit GL2 bzw. HER3-siRNA wurden die Zellen neu
ausgesat und mit 10ug/ml VSV bzw. Herceptin® behandelt. Nach weiteren 72h folgte die MTT-Farbung.
Aus den Absorptionswerten der verschiedenen Behandlungen wurde die prozentuale Hemmung
berechnet. d) Die Knockdown-Effizienz wurde mit Hilfe einer semiquantitativen PCR bestimmt (GAPDH
diente zur Normalisierung).

Mit Hilfe einer semiquantitativen PCR wurde bei jedem Experiment die Effizienz des Knockdowns
Uberprift (Abb. 36d). Dazu wurde ein Teil der transfizierten Zellen bis zum Ende des Versuches
getrennt weiterkultiviert. Bei den SKBR3- und den BT474-Zellen wurde in den Knockdown-Zellen
kein HER3 mehr amplifiziert. In den ZR-75-30-Zellen wurde eine Knockdown-Effizienz von ca. 70%
erreicht.
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5.4.2 Auswirkungen einer Steigerung der IGF-1R-Expression auf die 4D5- Sensitivitat

humaner Brustkrebszelllinien

Ziel der folgenden Versuche war es, den Einfluss einer gesteigerten IGF-1R-Expression auf die
4D5-Sensitivitdt humaner Brustkrebszelllinien zu untersuchen. Als Zellsystem dienten die drei 4D5-
sensitiven humanen Brustkrebszelllinien BT474, SKBR3 und MDA-MB-453. Fir den retroviralen
Transfer wurden folgende pLXSN-Vektoren verwendet: pLXSN-EKS und pLXSN-IGF-1R. Die
Selektion der stabil infizierten Zelllinien erfolgte Uber die im Vektor integrierte G418-Resistenz. Die
Validierung der veranderten IGF-1R-Expression erfolgte mit Hilfe der spezifischen Farbung des
Rezeptors an der Zelloberflache und einer sich anschlieBenden Quantifizierung am
Durchflusszytometer. Die Steigerungsraten wurden aus dem Quotienten der relativen

Oberflachenexpression von WT- und infizierten Zellen berechnet.

Die Expression des IGF-1-Rezeptors konnte in allen drei Zelllinien gesteigert werden (Abb.37). So
zeigten die SKBR3-Zellen, die eine sehr geringe endogene IGF-1R-Expression besitzen, nach der
retroviralen Infektion eine 22-fach erhdhte Oberflachenexpression. Auch in den anderen beiden

Zelllinien stieg die Expression trotz einer bereits hohen endogenen Expression um einen Faktor

von 3 bzw. 4 an.
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Abbildung 37: Quantifizierung der IGF-1R Oberflachenexpression per Durchflusszytometrie (im FL2-Kanal).
Die Farbung erfolgte mit einem IGF-1R-spezifischem priméaren murinen Antikdrper (24-31) und einem
PE-gekoppeltem, sekundéren a -Maus-Antikdrper. Die schwarzen Kurven zeigen jeweils die Expression
der WT-Zellen und die roten Kurven die Expression der infizierten Zellen. Der unspezifische Peak der
Hintergrundfarbung wurde bei einer Intensitat von 10" eingestellt.
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Um die Auswirkung der gesteigerten IGF-1R-Expression auf die 4D5-Sensitivitdt zu untersuchen,
wurden im Anschluss Proliferationsassays durchgefiihrt. Dabei sollte zum einen Uberpriift werden,
ob sich die Proliferation der infizierten Zellen mit dem IGF-1R-spezifischen Liganden IGF-1
(25ng/ml) gegenuber den WT-Zellen steigern lasst. Weiterhin wurde getestet, inwiefern sich die
4D5-Sensitivitdten der WT- und IGF-1R-infizierten Zellen unter Hunger- bzw. IGF-1-stimulierten

Bedingungen unterscheiden.
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Abbildung 38: 4D5-Sensitivitat der IGF-1R-infizierten Zelllinien (rot) im Vergleich zu den WT-Zellen (blau).- 24h nach
dem Ausséen erfolgten Medienwechsel (Reduktion auf 1% FCS) und Behandlung der Zellen mit 4D5, IGF-1
bzw. 4D5+IGF-1. Nach 72h wurde die MTT-Farbung durchgefuhrt. Dargestellt ist die relative Proliferation
der behandelten Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen (=100%). Je geringer die relative
Proliferation, umso gréRer ist die resultierende Hemmung.
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In allen drei Zelllinien konnten dieselben Effekte beobachtet werden (Abb.38). Zum einen waren
die IGF-1R-infizierten Zellen leicht insensitiver gegeniber der 4D5-Behandlung, wobei die
Differenz nur bei den MDA-MB-453-Zellen signifikant war (-12%).

IGF-1 bewirkte ausschlieRlich in den IGF-1R-infizierten Zelllinien eine Stimulierung der
Proliferation. Eine signifikante Steigerung (+19%) konnte jedoch nur in den SKBR3-Zellen

beobachtet werden.

Die leichte Abnahme der 4D5-Sensitivitat konnte durch eine gleichzeitige Gabe des spezifischen
Liganden (IGF-1) weiter gesteigert werden. So wurde die Proliferation durch eine kombinierte
IGF-1/4D5-Behandlung in den IGF-1R-infizierten Zellen deutlich weniger gehemmt, als in den
entsprechenden WT-Zellen. Die Differenzen zwischen den Hemmraten der WT- und infizierten

Zellen waren in allen drei Zelllinien signifikant.

Am deutlichsten waren die beschriebenen Effekte in den SKBR3-Zellen. So zeigten die
SKBR3,gr.1r-Z€llen bei gleichzeitiger Stimulation des Uberexprimierten IGF-1-Rezeptors nur noch
ein Drittel der 4D5-induzierten Proliferationshemmung, die in den WT-Zellen gemessen wurde
(10% versus 33%). Bei einer verbleibenden Hemmung von 10% kdnnen die SKBR3,gr.1r-Zellen als

4D5-resistent betrachtet werden.

Bei den anderen beiden Zelllinien bewirkte 4D5 in Anwesenheit von IGF-1 eine gegenuber den
WT-Zellen um 15% signifikant verminderte Proliferationshemmung. Die verbleibenden Hemmraten
lagen aber immer noch bei 55% (MDA-MB-453,gr.1r) bzw. 47% (BT474gr.1R).
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5.4.3 Auswirkungen einer Verminderung der IGF-1R-Expression auf die 4D5-Sensitivitat
humaner Brustkrebszelllinien

SchlieBlich sollte auch Uberprift werden, ob eine Verminderung der IGF-1R-Expression

konsequenterweise auch zu einer Erhéhung der 4D5-Sensitivitat fuhren kann.

Fur diese Untersuchungen wurde die humane Brustkrebszelllinie MDA-MB-361 ausgewahlt. Diese
ist trotz ihrer hohen HER2-Expression und einem Gen-Expressionsprofil, das eher einer
Herceptin®-sensitiven Zelllinie &hnelt, resistent gegeniiber einer 4D5-Behandlung. Da die Zelllinie
eine sehr hohe IGF-1R-Expression aufweist, sollte getestet werden, ob die Zellen durch eine

Hemmung des IGF-1R sensitiver gegeniiber einer 4D5-Behandlung werden.

Die Hemmung des IGF-1R wurde zunachst mit Hilfe eines inhibitorischen Antikérpers (MAB391,
R&D Systems) vorgenommen. Dieser bewirkt bei alleiniger Gabe eine Proliferationshemmung von
45% (Abb. 39). Eine Behandlung mit einem Kontrollantikbrper (a-VSV) bzw. mit 4D5 konnte
hingegen keine signifikante Hemmung der Proliferation bewirken. Die Kombination von 4D5 und

MAB391 fuhrte zu einer leichten Zunahme der Hemmung, die aber noch signifikant ist.
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Abbildung 39: Wirkung von MAB391 und 4D5 auf die Proliferation von MDA-MB-361-Zellen. — Die Zellen wurden 24h
nach dem Aussaen mit je 10pg/ml VSV, MAB391 (alGF-1R), 4D5 (aHERZ2) oder einer Kombination aus 4D5
und MAB391 behandelt. Nach 72h wurden die Zellen mit MTT gefarbt und die behandlungsinduzierte
Hemmung der Proliferation berechnet.
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Neben einer Hemmung des IGF-1R durch einen inhibitorischen Antikérper sollten auch die

Auswirkungen eines transienten IGF-1R-Knockdowns untersucht werden.

Fir diese Versuche wurden sowohl die 4D5-sensitiven BT474, als auch die 4D5-resistenten MDA-
MB-361-Zellen untersucht. Der Knockdown des IGF-1R allein bewirkte in den MDA-MB-361-Zellen
eine Proliferationshemmung von ca. 20%. Die BT474-Zellen wurden durch den Knockdown selbst
nicht gehemmt (Daten nicht gezeigt). Auch auf die 4D5-Sensitivitdt hatte der IGF-1R-KD in den
BT474-Zellen keinen Einfluss. Der leichte Anstieg der Hemmrate ist nicht signifikant. In den MDA-
MB-361-Zellen fiihrte der Knockdown jedoch zu einer Verdopplung der 4D5-Sensitivitat. Zwar
werden mit 17% noch nicht die Hemmraten erreicht, die in einer hoch sensitiven Zelllinie wie
BT474 erzielt werden, dennoch hat sich die 4D5 Sensitivitat der MDA-MB-361-Zellen signifikant
erhoht (Abb.40).

60 1 musy 60 7 mysv
9 m4D5 S o m4D5
< 50 - .
S s
=} F=}
© (]
- d - .
:g 40 :g 40
4 3
a 30 & 30 4 p=0,019
] 3
3 < *
2 20 - s 20
2 2
2 °
o 2 i
= 10 - 'E 10
c -
0 o
a) GL2 KD b) GL2 KD

Abbildung 40: Auswirkungen eines IGF-1R-Knockdowns auf die 4D5-Sensitivitat von a) BT474 und b) MDA-MB-361-
Zellen. 24h nach der reversen Transfektion (GL2 bzw. IGF-1R-siRNA) wurden die Zellen neu ausgesét und
mit 10pg/ml VSV bzw. 4D5 behandelt. Nach weiteren 72h folgte die MTT-Farbung. Aus den
Absorptionswerten der verschiedenen Behandlungen wurde jeweils die prozentuale Hemmung der
Proliferation berechnet.

Die Effizienz des Knockdowns wurde mit einer Westernblot-Analyse Uberprift. In beiden Zelllinien
konnte nach dem Knockdown kein IGF-1R-Protein mehr detektiert werden (Abb.41).
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Abbildung 41: IGF-1R-Expression der nicht-transfizierten (NT), GL2- bzw. IGF-1R-KD-Zellen im Westernblot.
Tubulin diente als Ladekontrolle.
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Neben der Hemmung der Proliferation wirkte sich der IGF-1R Knockdown auch auf das Uberleben
der Zellen aus (Abb.42). Dies konnte vor allem in den MDA-MB-361-Zellen beobachtet werden. Die
IGF-1R-Knockdown-Zellen zeichneten sich durch eine gegeniiber den GL2-Zellen vierfach erhéhte
Apoptoserate aus (3,54% versus 15,24%). Eine zusatzliche 4D5-Behandlung konnte nur eine
leichte, aber nicht signifikante Erhéhung der Apoptoserate bewirken (15,24% versus 18,1%). In
den BT474 |6ste der KD selbst keine Apoptose aus (4,9% versus 7,2%). Auch hier fihrte die Gabe
von 4D5 zu keinem signifikanten Anstieg in der Apoptoserate, weder in den GL2-, noch in den
IGF-1R-KD-Zellen.
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Abbildung 42: Auswirkungen des IGF-1R-Knockdowns auf die Apoptoserate (a) BT474 und (b) MDA-MB-361-Zellen.
24h nach der reversen Transfektion mit GL2/IGF-1R-siRNA wurde ein Teil der Zellen mit 4D5 behandelt.
Nach 72h wurde das DNA-Profil der Zellen nach einer PJ-Farbung am Durchflusszytometer (FL2-Kanal)
aufgenommen. Dargestellt ist der Anteil der apoptotischen Zellen an der Gesamt-Zell-Population.
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6. Diskussion

6.1 Untersuchungen zur natiirlichen Herceptin®-Resistenz

Herceptin® ist das erste Medikament einer neuen Generation von zielgerichteten Krebstherapien und
spielt eine bedeutende Rolle bei der Behandlung von HER2-positiven Brusttumoren. Aber nicht alle
HER2-positiven Brusttumore sprechen auf eine Herceptin®-BehandIung an und auch bei vielen
Tumoren, die zu Beginn der Therapie eine gute Reaktion zeigen, treten innerhalb von einem Jahr

Resistenzen auf.

Ein Ziel dieser Studie sollte es daher sein, Gene zu identifizieren, die an Prozessen der
Resistenzbildung beteiligt sind. Dafiir wurde von 18 humanen Brustkrebszelllinien mittels einer Makro-
Array-Analyse ein Genexpressionsprofil erstellt. Anschlieend wurden alle 18 Expressionsprofile auf
Gene untersucht, die in Herceptin®-resistenten und Herceptin®-sensitiven Zelllinien eine

entgegengesetzte Expression zeigen.

Die 18 Tumorzelllinien unterschieden sich nicht nur hinsichtlich ihrer Herceptin®-Sensitivitat, sondern
auch in der Expression des HER2-Rezeptors. So waren unter den zehn Herceptin®-resistenten
Zelllinien vorwiegend solche zu finden, die nur geringe Mengen des Rezeptors exprimieren und daher
als HER2-negativ bezeichnet werden kénnen. Hier ist es sehr wahrscheinlich, dass die Herceptin®-
Resistenz allein durch die mangelnde HER2-Expression verursacht wird. Daftr spricht unter anderem,
dass MDA-MB-231/HER2-Zellen, deren HER2-Expression etwa 10-fach erhdht ist, signifikant
sensitiver gegeniiber Herceptin® sind, als ihre natiirlichen MDA-MB-231-Zellen (Cornelissen et al.,
2008). Drei der resistenten Zelllinien zeichneten sich jedoch durch eine hohe bzw. sehr hohe HER2-

Expression aus. Hier miissen demnach andere Mechanismen zur Resistenzbildung beitragen.

Bei der anschlieRenden Genexpressionsanalyse konnten vor allem HER2-assoziierte Gene
identifiziert werden. Das bedeutet, diese Gene zeigen in HER2-positiven und HER2-negativen
Zelllinien ein gegenlaufiges Expressionsmuster. Die Unterschiede im Genexpressionsprofil lassen sich
vermutlich damit erklaren, dass HER2-negative und HER2-positive Tumorzellen verschiedene
Signalwege nutzen, um ihr Uberleben zu sichern. So exprimieren drei HER2-negative Zelllinien unter
anderem den EGFR und EGF-Liganden. Die hohen IGF2- und AXL-Expressionsraten deuten auf zwei
weitere Signalwege hin, die in den HER2-negativen Zelllinien eine wichtige Rolle zu spielen scheinen.
Zu den Genen, die vorwiegend von HER2-positiven Zelllinien exprimiert werden, gehdrten unter
anderem CASP8, HER3, GRB7 und HGF.
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Auch Bertucci et al. konnten das Adaptorprotein GRB7 (growth factor receptor-bound protein 7) als
HER2-assoziiertes Gen identifizieren. Die Ursache fir die Koamplifikation von HER2 und GRB7 sehen
die Autoren primér in der direkten Nachbarschaft beider Gene auf dem Chromosom 17 (Bertucci et al.,
2004). Dass GRB7 in Brusttumoren gemeinsam mit HER2 amplifiziert und tUberexprimiert ist, konnte
bereits 1994 durch Stein et al. gezeigt werden. (Stein et al., 1994). GRB7 kann den Tumorzellen aber
auch einen funktionellen Vorteil liefern. So zeigten Shen et al., dass eine hohe GRB7-Expression zur

Integrin-vermittelten Migration beitragen kann (Shen et al., 2002).

Die Genexpressionsanalyse war nur bedingt zur Identifizierung von Herceptin®-resistenzassoziierten
Genen geeignet, da die Mehrzahl der dabei ermittelten Gene eine starke HER2-Abhéangigkeit zeigte.
Nach einer Beschrankung der Gene auf solche, die nur im Resistenz-, aber nicht im HER2-Cluster,
enthalten sind, blieben noch 16 resistenzassoziierte Gene ubrig. Ob alle diese Gene tatséchlich zur
Resistenzbildung beitragen, ist jedoch fraglich, da sie vorwiegend von HER2-negativen Zelllinien
exprimiert werden. Um die Relevanz zu prifen, kdnnte man untersuchen, ob die HER2-negativen
Zelllinien auch nach einer Erhéhung der HER2-Expression resistent gegeniber Herceptin® bleiben.
Erst wenn ein anschlieBender spezifischer Knockdown zu einer Sensitivierung der Zelllinien fiihren

wirde, kdnnte man tatsachlich von einem resistenzassoziierten Gen sprechen.

Bisher befassten sich nur wenige Klinische Studien mit der Identifizierung von Herceptin®-
resistenzassoziierten Genen. In einer dieser Studien konnten jedoch Gene identifiziert werden, die
spezifisch von Herceptin®-resistenten Tumoren exprimiert wurden (Harris et al., 2007). Zu diesen
resistenzassoziierten Genen gehéren Wachstumsfaktoren (HGF, IGF-1, PDGF, PTN),
Wachstumsfaktor-Rezeptoren (c-met, LEPR), die p85-Untereinheit der PI3K, das Mikrotubuli-
assoziierte Protein 2 (MAP2), sowie einige Gene, die spezifisch fiir Brusttumore des basalen Subtyps
sind (p63, BOC). Dass auch die von Harris et al. untersuchten resistenten Tumore eine erhdhte
Expression von diversen Wachstumsfaktoren aufwiesen, deutet darauf hin, dass die Aktivierung

alternativer Signalwege einen generellen Resistenzmechanismus darstellt.

Um die Relevanz der 16 HER2-unabhangigen, resistenzassoziierten Gene weiter zu untersuchen,
wurde eine Clusteranalyse durchgeftuihrt, die nur die HER2-liberexprimierenden Zelllinien einbezog.
Zu den differentiell exprimierten Genen gehorte unter anderem die Sphingosin-Kinase-1 (SPHK1),

deren Expression sich auf die einzige Herceptin®-resistente Zelllinie beschrankte.

Die Sphingosin-Kinase-1 ist ein Bestandteil des Sphingolipid-Signalweges und katalysiert die
Phosphorylierung von Sphingosin zu Sphingosin-1-Phosphat (S1P) (Pitson et al., 2000). Der
Sphingolipid-Signalweg ist an der Regulation zentraler Prozesse, wie dem Zellwachstum, der
Seneszenz, der Angiogenese, sowie der Differenzierung und dem Uberleben von Zellen beteiligt
(Hannun and Obeid, 2008). Ihre Funktion scheint essentiell zu sein, da ein Knockdown der Kinase in
MCF7-Brustkrebszelllinien den intrinsischen Signalweg des programmierten Zelltodes aktiviert (Taha
et al., 2006a).
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In mehreren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass der SPHK1/S1P-Signalweg auch eine
onkogene Wirkung haben kann. So ruft eine Uberexpression der humanen Kinase in NIH3T3-Zellen
einen transformierten Phanotyp hervor (Xia et al., 2000). Zudem scheint die SPHK1 auch eine Rolle in
diversen humanen Tumorerkrankungen zu spielen. Eine vermehrte Expression der Kinase, wurde
bereits in Brust- (Ruckhaberle et al., 2008), Magen- (Li et al., 2009) und Darmtumoren (Kawamori et
al., 2009), sowie Astrozytomen (Li et al., 2008) und Glioblastomen (Van Brocklyn et al., 2005)
beobachtet und korrelierte meist auch mit einer reduzierten Uberlebensrate des Patienten. Die
onkogene Funktion der SPHK1 besteht vermutlich darin, dass sie aus einem proapoptotischen
Sphingosin das proliferative und antiapoptotisch wirkende S1P herstellt (Cuvillier, 2007; Hannun and
Obeid, 2008; Taha et al., 2006b).
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6.2 Untersuchungen zur erworbenen Herceptin®-Resistenz

Um weitere resistenzassoziierte Gene zu identifizieren, wurden Herceptin®-resistente Klone
hergestellt, die sich durch eine kontinuierliche 4D5-Behandlung aus ihren parentalen sensitiven

Brustkrebszelllinien entwickelt haben.

Obwohl dabei 4D5-Konzentrationen eingesetzt wurden, die schon andere Gruppen zur Selektion von
Herceptin®-resistenten Zelllinien verwendeten (Kute et al., 2004; Nahta et al., 2004), resultierten aus

dem Selektionsprozess hauptsachlich Herceptin®-insensitive Klone und nur ein resistenter Klon.

Trotz der vergleichsweise geringen Verdnderung der Sensitivitdt, unterschied sich das
Genexpressionsprofil der insensitiven Klone zum Teil deutlich von dem der parentalen Zelllinien.
Einige der selektionsbedingten Expressionsanderungen deckten sich mit den Beobachtungen anderer
Gruppen. So konnte sowohl in den insensitiven Klonen dieser Studie, als auch in den Herceptin®-
resistenten Zelllinien anderer Arbeitsgruppen eine erhéhte Expression des EGFR und seiner Liganden
(Ritter et al., 2007), eine Erhéhung der IGF-1R- und IGF1-Expression (Nahta et al., 2005), eine
verminderte Expression des CDK-Inhibitors p27kipl
Met-Expression (Shattuck et al., 2008) beobachtet werden.

(Nahta et al., 2004), sowie eine Zunahme der c-

Dass die von den Klonen starker exprimierten Gene tatsdchlich zur Resistenzbildung beitragen,
konnte anhand der im Klon BR25 hochregulierten Calcium/Calmodulin-abhéngigen Kinase 1D
(CAMK1D) gezeigt werden. Ein transienter Knockdown dieser 6-fach starker exprimierten Kinase

flhrte zu einer Halbierung des Resistenzgrades von Klon BR25.

Die CAMK1D (CKLIK) ist eine zytoplasmatische Serin-Threonin-Kinase. CAMK1-Kinasen spielen
unter anderem eine Rolle bei der Regulation des Zellzyklus. So zeigten Rodriguez-Mora et al., dass
eine Hemmung der CAMK1-Kinasen mittels RNAi oder eines spezifischen Inhibitors (KN-93) die

Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus arretiert (Rodriguez-Mora et al., 2005).

Wahrend Herceptin® einen G1-Arrest bewirkt, sind die CAMK1-Kinasen dafir verantwortlich, dass die
Zellen die G1-Phase ungehindert durchlaufen. Eine erhdhte CAMK1D-Expression kdnnte daher die
Wirkung von Herceptin® zumindest teilweise aufheben. Der Knockdown der Kinase fiihrt demnach
dazu, dass der proliferative Effekt der CAMK1D entféllt und somit eine bessere G1-Arretierung durch

Herceptin® erfolgen kann.

Um die Bedeutung und Klinische Relevanz dieser Beobachtung zu validieren, missten jedoch noch
weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden. So kénnte man zum Beispiel durch eine
Uberexpression der Kinase in Herceptin®-sensitiven Tumorzellen tiberpriifen, ob die CAMK1D auch in
anderen Zellsystemen zur Resistenzbildung beitrédgt. Ferner misste man untersuchen, ob die
Expression der CAMK1D in Priméartumoren mit einer schlechten Prognose bzw. einer verminderten

Herceptin®-Ansprechrate assoziiert ist.
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6.3 Der Einfluss des IGF-1-Rezeptors

Der IGF-1-Rezeptor ist als positiver Regulator des Zellzyklus am Ubergang von der G1- in die S-
Phase beteiligt (Baserga et al., 1997). IGF-1 ist aber auch ein anti-apoptotischer Faktor, der zum
Uberleben der Zelle beitragt (Resnicoff et al., 1995). Aufgrund dieser zentralen Funktionen fiihrt eine
erhéhte Expression der IGF-Liganden bzw. des Rezeptors oder eine anderweitig induzierte,
konstitutive Aktivierung des Signalweges unter Umstanden zur Entstehung und Progression von
Tumoren. So wurden bereits in diversen Krebsarten erhohte IGF-1/IGF-1R - Expressionen ermittelt,
darunter in Karzinomen der Lunge, Brust, Schilddrise, des Magen-Darm-Traktes oder auch bei

Leukamien (Macaulay, 1992).

Dem IGF-1R wird weiterhin ein Beitrag zur Entstehung von Herceptin®-Resistenzen zugesprochen. So
konnten Lu et al bereits im Jahre 2001 zeigen, dass IGF-1R-iberexprimierende SKBR3-Zellen
(SKBR3/IGF-1R), im Gegensatz zu SKBR3/Neo-Zellen, die nur eine geringe IGF-1R-Expression

besitzen, resistent gegeniber einer Herceptin®-BehandIung sind (Lu et al., 2001).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass dieser Effekt auch in Zelllinien zu
beobachten ist, die eine moderate endogene IGF-1R-Expression besitzen. So filhrte bereits eine 3-4-
fache Steigerung der endogenen Expression zu einer signifikanten Desensitivierung gegeniiber 4D5,
dem murinen Vorlaufer von Herceptin®. Demnach gibt es einen direkten Zusammenhang zwischen der
Hohe der IGF-1R-Expression und der Sensitivitat gegentiber 4D5 bzw. Herceptin®. Dies zeigt, dass
Tumorzellen in Anwesenheit eines alternativen, kompetenten Signalweges zu einem geringeren Grad
auf die transformierenden Eigenschaften des HER2-Rezeptors angewiesen und somit auch weniger

anfallig gegentber einer Hemmung der HER2-Signaltransduktion sind.

Harris et al gingen der Frage nach, ob dieser Zusammenhang auch fiir humane Brusttumore gilt.
Dafur untersuchten sie 46 HER2-positive (IHC3+) Tumore auf ihre IGF-1R-Expression und ihre
Ansprechrate auf eine Herceptin®/VinoreIbin-Therapie. Dabei stellten sie fest, dass beide Faktoren
signifikant korrelieren und eine hohe IGF-1R-Expression somit tatséchlich mit einer verminderten
Herceptin®-8ensitivitét assoziiert ist. So sprachen nur 50% aller IGF-1R-positiven Tumore, aber 97%

aller IGF-1R-negativen Tumore auf die Herceptin®Therapie an (Harris et al., 2007).

Bei der vergleichenden Genexpressionsanalyse, die in der vorliegenden Studie durchgefiihrt wurde,
stellte sich heraus, dass von den sechs HERZ2-Uberexprimierenden Zelllinien vor allem die beiden
Herceptin®-insensitiven Zelllinien eine hohe IGF-1R-Expression aufweisen. Daher sollte Uberprift
werden, ob eine gleichzeitige Hemmung des IGF-1- und HER2-Rezeptors in MDA-MB-361-Zellen
wirksamer ist, als eine der beiden Einzelbehandlungen, und ob ein transienter Knockdown des IGF-1R

mittels RNAI die Sensitivitat der Zelllinie gegentiber 4D5 erhdéhen kann.

Die MDA-MB-361-Zellen zeigten sich sehr sensitiv gegentiber einer Hemmung des IGF-1-Rezeptors
durch den monoklonalen Antikérper MAB391. 4D5 hatte hingegen keinen Einfluss auf die
Proliferation. Die Kombination beider Behandlungen bewirkte zwar eine leichte, aber nicht-signifikante,

Zunahme der Hemmung gegeniber der alleinigen MAB391-Behandlung.
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Esparis-Ogando et al. zeigten, dass eine kombinierte IGF-1R/HER2-Hemmung dennoch von Vorteil
sein kann. So bewirkten Herceptin® und der IGF-1R-Inhibitor NVP-AEW541 in zwei Herceptin®-
sensitiven Zelllinien (BT474 und SKBR3) eine synergistische Hemmung der Proliferation. In der
Herceptin®-resistenten Zelllinie MCF7, die HER2 in normalen Mengen exprimiert, konnte Herceptin®
jedoch keine signifikante Verbesserung der NVP-AEWS541-induzierten Proliferationshemmung
bewirken (Esparis-Ogando et al., 2008). Dies liegt vermutlich an der mangelnden HER2-Expression
der MCF7-Zellen und ist ein weiterer Beweis dafiir, dass die HER2-Uberexpression eine unbedingte
Voraussetzung fur die Wirksamkeit von Herceptin® ist, sowohl allein, als auch in Kombination mit

anderen Inhibitoren.

Im Rahmen dieser Studie wurde auch Uberprift, ob eine vollstandige Hemmung der IGF-1R-
Signaltransduktion mittels RNAI zu einer Sensitivierung gegeniber 4D5 beitragen kann. Dabei wurden
sowohl die resistenten MDA-MB-361-Zellen, als auch die sensitiven BT474-Zellen untersucht. Ein
Knockdown des IGF-1R induzierte in den resistenten MDA-MB-361-Zellen Apoptose und verdoppelte
die 4D5-induzierte Wachstumshemmung. Die sensitiven BT474-Zellen, deren IGF-1R-Expression nur
etwa ein Viertel, der in den MDA-MB-361-Zellen ermittelten Expression betragt, zeigten sich hingegen
weniger empfindlich gegentber einer vollstandigen Hemmung des IGF-1R. Somit kann die geringe
4D5-Sensitivitat der MDA-MB-361-Zellen zumindest teilweise mit der hohen endogenen IGF-1R-

Expression erklart werden.
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6.4 Der Einfluss des HER3-Rezeptors

Das HER2/HER3-Heterodimer hat von allen HER-Rezeptor-Dimeren das grof3te onkogene Potential
(Beerli et al., 1995; Wallasch et al., 1995) und ist zudem mit 12% das vorherrschende Heterodimer in

Brusttumoren (Witton et al., 2003).

Andere Gruppen konnten bereits zeigen, dass der HER3-Rezeptor in HER2-Uberexprimierenden
Tumorzelllinien an einer Resistenzbildung gegeniiber EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren beteiligt ist. Die
EGFR-Inhibitoren Gefitinib und Erlotinib blockieren nicht nur sehr effizient die Autophosphorylierung
des EGFR- und HER2-Rezeptors, sondern auch die EGFR- bzw. HER2-vermittelte
Transphosphorylierung des HER3-Rezeptors. Die Inhibierung des HER3-Rezeptors ist jedoch nur
transient, da Rickkopplungsschleifen des PI3K/Akt-Signalweges oder eine erhéhte Aktivitat des Met-
Rezeptors bereits nach kurzer Zeit daflir sorgen, dass die Signaltransduktion Uber den HER3-
Rezeptor auch in Anwesenheit der EGFR-Inhibitoren stattfinden kann (Engelman et al., 2007; Sergina
et al., 2007). Daher sollte im Rahmen dieser Studie untersucht werden, welchen Einfluss HER3 auf

die Herceptin®-Sensitivitat von Brustkrebszelllinien hat.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer Studien (Lee-Hoeflich et al., 2008; Reschke et al.,
2008), bewirkte der transiente Knockdown des HER3-Rezeptors in den drei HER2-
Uberexprimierenden Tumorzellen eine deutliche Wachstumshemmung. In den SKBR3-Zellen war
diese sogar signifikant hoher, als die 4D5- bzw. Herceptin®-induzierte Wachstumshemmung. Die
durch den HER3-Knockdown-induzierte Proliferationshemmung lie3 sich in den SKBR3-Zellen von
4D5 und Herceptin® und in den ZR-75-30-Zellen nur von 4D5 signifikant steigern. In den BT474-Zellen
konnte hingegen durch eine zusatzliche Herceptin®-BehandIung keine signifikante Erhéhung der
Proliferationshemmung bewirkt werden. Die Herceptin®-Sensitivitat der HER3-KD-Zellen war in allen

drei Zelllinien nur halb so grof3, wie die der Kontroll-transfizierten Zellen.

Dass die gleichzeitige Hemmung des HER2- und HER3-Rezeptors in den hier untersuchten Zelllinien
keine additiven bzw. synergistischen Effekte hervorgerufen hat, lasst sich eventuell damit erklaren,
dass aufgrund des Zusammenwirkens beider Rezeptoren als onkogene Einheit, die Hemmung des

einzelnen Rezeptors genauso effizient ist, wie eine kombinierte Hemmung beider Rezeptoren.

Daflr sprechen auch die Untersuchungen von Lui et al., die zeigten, dass MCF7/HER2-Zellen (HER2-
positiv) durch einen Knockdown des HER3-Rezeptors die urspringliche Tamoxifen-Sensitivitat ihrer
MCF7-Ursprungszellen (HER2-negativ) zurickerlangen. Das bedeutet, eine Resistenz gegeniber
Tamoxifen kann nur bestehen, wenn beide Partner der onkogenen Einheit, d.h. HER2 und HERS,

vorhanden sind.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine Herceptin®-Resistenz selten nur eine einzelne Ursache
hat. Vielmehr handelt es sich bei der Resistenzbildung um einen Prozess, in dem mehrere Faktoren
zusammenwirken. Vor diesem Hintergrund ist es umso erstaunlicher, dass bereits die Hemmung
eines Faktors zu einer so deutlichen Re-Sensitivierung fuhrt, wie es beim BR25-Klon mit der CAMK1D
beobachtet werden konnte. Die Identifizierung derartig zentraler Resistenzfaktoren kénnte in Zukunft
dazu beitragen, dass bereits vor Beginn einer Herceptin®-BehandIung eine Vorhersage Uber das
Therapieansprechen eines Tumors getroffen werden kann. Damit konnten gefahrdete Tumore bereits
vorbeugend mit spezifischen Kombinationsbehandlungen an einer Resistenzbildung gehindert

werden.
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7. Zusammenfassung

Das in den letzten Jahren stetig wachsende Verstéandnis Uber die molekularen Grundlagen von
Krebserkrankungen fiihrte zur Entwicklung von zielgerichteten und effizienten Therapieformen.
Herceptin® war das erste Medikament dieser neuen Generation von Krebstherapien und spielt heute
eine bedeutende Rolle bei der Behandlung von HER2-positivem Brustkrebs. Aber nicht alle HER2-
positiven Brusttumore sprechen auf eine Herceptin®-Behandlung an und auch bei Tumoren, die eine

anfangliche Reaktion zeigen, kénnen innerhalb von einem Jahr Resistenzen auftreten.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mittels einer Array-Analyse zwei neue Kinasen identifiziert werden,
deren Expressionsmuster mit der Herceptin®-Sensitivitét humaner Brustkrebszelllinien korreliert. Dabei
handelt es sich zum Einen um die Sphingosin-Kinase 1 (SPHK1), die sowohl von Zelllinien mit
natirlicher Herceptin®-Resistenz, als auch von selektionierten Herceptin®-insensitiven Klonen
exprimiert wird. Durch spezifische Knockdown-Versuche konnte weiterhin nachgewiesen werden,
dass die erhdhte Expression der Calcium/Calmodulin-abhéangigen Kinase 1D (CAMK1D) signifikant

zur erworbenen Herceptin®-Resistenz eines BT474-Klons beitragt.

Ein wichtiger Mechanismus bei der Resistenzbildung gegeniber Herceptin® ist die Aktivierung
alternativer Rezeptor-Tyrosinkinasen. In dieser Arbeit wurde daher untersucht, welchen Einfluss der
IGF-1R auf die Herceptin®-Resistenz nehmen kann. Hierbei konnte gezeigt werden, dass sich die
geringe Herceptin®Sensitivitat der HER2-lberexprimierenden Brustkrebszelllinie MDA-MB-361
zumindest teilweise auf deren hohe IGF-1R-Expression zuriickfiihren lasst. So konnte ein spezifischer
Knockdown des IGF-1-Rezeptors zu einer signifikanten Erhoéhung der Herceptin®-8ensitivitét
beitragen. Da die Hemmrate aber auch nach dem Knockdown vergleichsweise gering war, missen

noch weitere Mechanismen an der Resistenzbildung der MDA-MB-361-Zellen beteiligt sein.

In einem weiteren Projekt wurde untersucht, welchen Einfluss der HER3-Rezeptor als wichtigster
HER2-Dimerisierungspartner auf die Herceptin®Sensitivitit nimmt. Obwohl die drei untersuchten
Zelllinien sehr sensitiv auf eine alleinige Hemmung des HER2- und HER3-Rezeptors reagierten, fuhrte
eine kombinierte Behandlung nur in einer Zelllinie zu einer synergistischen Proliferationshemmung.
Dies lasst sich vermutlich damit erklaren, dass beide Rezeptoren eine onkogene Einheit bilden und es
daher fiur eine effiziente Wachstumshemmung ausreichend ist, wenn ein Partner des funktionellen
HER2/HER3-Heterodimers blockiert wird.
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Allgemeine Abkiirzungen

a-
AIDA
AK
Abb.
ADCC
AMV
APS
ATCC
ATP
BK
BSA
ca.
cDNA
CO,
CT
DMSO
DNA
dNTP
DXR
ECL
EDTA
EZD
FACS
FCS
FDA
FISH
FPLC
GFP
HEPES
IHC
KD
MBK
MEV
MTT
NK-Zellen
PBS
PCR
PE

Pl
PMSF
PTEN
gRT-PCR
RE
RNA
RNAI
RT
SDS
SDS-Page
SiRNA
SSC
STAT
TE
TEMED
TGF-a
TKI

TL

anti- (Antigen von Antikérpern)

Advanced Image Data Analyzer

Antikorper

Abbildung

Antikdrperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitat
Avian Myeloblastosis Virus
Ammoniumperoxidisulfat

American Type Culture Collection
Adenosintriphosphat

Brustkrebs

Rinderserumalbumin

circa

komplementare DNA

Kohlendioxid

Chemotherapie

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat

Doxorubicin

enhanced chemiluminescence
Ethylendiamintetraazetat

extrazellulare Doméane

Durchflusszytometrie (Fluorescence-Activated Cell Sorting)
fetal calf serum; fétales Kalberserum

Food and Drug Administration
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

fast performing liquid chromatography

green fluorescent protein
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Immunhistochemie

Knockdown

Metastasierender Brustkrebs

Multi Experiment Viewer (Software)
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Natlrliche Killerzellen

phosphate buffered saline; phosphatgepufferte Salzlésung
Polymerase-Kettenreaktion

Phycoerythrin

Propidiumiodid

Phenylmethanesulfonylfluorid

Phosphatase and Tensin homolog

gquantitative Realtime-PCR

relative Einheiten

Ribonucleinséure

RNA Interferenz

Raumtemperatur

sodium dodecyl sulfate; Natriumdodecylsufat
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

small interfering RNA

standard saline citrate

Signal Transducers and Activator of Transcription (Transkriptionsfaktoren)

Tris-EDTA-Puffer
N,N,N’,N’-Tetramethylenediamine

transforming growth factor a, transformierender Wachstumsfaktor

Tyrosinkinase-Inhibitor
Totallysat


http://de.wikipedia.org/wiki/Wachstumsfaktor�

8. Abkurzungsverzeichnis Seite 99

UN Uber Nacht
WB Westernblot
WT Wildtyp

z.B. zum Beispiel
ZL Zelllinie

Kinasen und Liganden

AKT Ser/Thr-Proteinkinase (auch PKB)
CAMK1D Calcium/Calmodulin-abhangige Kinase 1
EGF epidermaler Wachstumsfaktor

EGFR epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor
HB-EGF Heparin-binding EGF

HER Familie der humanen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptoren
HER2/3/4 human epidermal growth factor 2/3/4
HER2+ HER2-positiv (HER2-Uberexpression)
HGF hepatocyte growth factor (Hepatozyten-Wachstumsfaktor)
HR Hormonrezeptor

IFN-y Interferon y

IGFBP3 Insulin-like-growth-factor-binding-protein-3
IGF-1R Insulin-like growth factor 1 receptor

19G Immunglobulin G

IL-6 Interleukin 6

MAPK Mitogen-activated protein kinases

MET Rezeptor des HGF

MIG-6 Mitogen-inducible gene 6

MUC4 Mucin 4

NRG Neuregulin

PKB Proteinkinase B

PI3K Phosphoinositide 3-kinases

RTK Rezeptor-Tyrosin-Kinase

SPHK1 Sphingosin-Kinase-1

Einheiten und Statistik

bp Basenpaar

°C Temperatur in Grad Celsius
c Konzentration

Mg Mikrogramm

UM Mikromolar

h Stunde(n)

Kg Bindungskonstante
kDa Kilodalton

M mol pro Liter

min Minute(n)

Mio. Millionen

mA Milliampere

ml Milliliter

mM Millimolar

mol Molar

ng Nanogramm

nm Nanometer

nM Nanomolar

rpm rounds per minute; Umdrehung pro Minute
RT Raumtemperatur
Stabw Standardabweichung

\% Volt
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