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Einleitung 1

1 Einleitung

Deregulierendes (abnormes) Zellwachstum ist das raRtexistikum aller Tumore,
unabhangig, ob sie einen benignen (gutartigen) oddignen (bodsartigen) Status besitzen.
Die malignen Tumore zeichnen sich zusatzlich dddanes, dass sie die Fahigkeit haben, in
gesundes Gewebe einzuwandern, zu metastasieren waid ab vom eigentlichen
Entstehungsort zu wachsen. Bevor dieses Ereigsisudkontrollierten Wachstums eintritt,
befindet sich die Zelle in Balance zwischen Zdlteg (Zellzyklus-Progression) und
Zellwachstum auf der einen Seite und dem programemeZelltod (Apoptose) auf der
anderen Seite (Blume-Jensen and Hunter, 2001).g&sleh versagt allerdings das
aul3erordentlich genau regulierende System, mit dienZellvermehrung gesteuert wird, so
dass sich die Zellen vergréRern und teilen, obviahtlen Organismus keine Notwendigkeit
besteht.

Diese oben genannten Kriterien fassten HanahanNgidberg (2000) zu sechs Merkmalen
zusammen, die Tumorzellen vom Normalgewebe unteideh. Diese haben bis heute ihre
Gultigkeit und kénnen lediglich ergénzt werden. $@ieMerkmale sind die autokrine
Selbstversorgung von Wachstumssignalen (1), dasht®disprechen auf Wachstums-
inhibierende Signale (2), die Umgehung des progremen Zelltods (Apoptose) (3) das
unbegrenzte Teilungsvermoégen (4), die FahigkeitAngiogenese (5), sowie Invasion und

Metastasenbildung (6).

1.1 Epidemiologische Kenngrol3en des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist weltweit der haufigste Turder Frau, nur etwa jeder hundertste
Betroffene ist mannlich. Uber eine Million Neuemkkangen werden weltweit pro Jahr
registriert. In der BRD erkrankt etwa jede zehnteauF unter 45 Jahren an einem
Mammakarzinom. Fir das Jahr 2002 lag die Zahl dare’krankungen in Deutschland bei
ca. 50.000 Fallen. Auch die hdchste MortalitatsdetieKrebserkrankungen bei Frauen in den
westlichen Nationen wird vom Mammakarzinom angdfu8eit Anfang der 90er Jahre ist
aber ein deutlicher Abwartstrend der Mortalitdesrau verzeichnen (Levi et al.,, 2001),

(www.rki.de).
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Die weibliche Brustdriise (Mamma) unterliegt von @Geburt an Gber die Pubertat bis hin
zur Schwangerschaft und Menopause einer standigemidklung. In dieser Zeit wird sie
von Hormonen wie z.B. Ostrogen und ProgesteromBbasst. Jede Brust besteht aus 15-25
tubuloalveolaren Einzeldrisen. Diese Einzeldrisemabeh jeweils ein eigenes
Ausfuhrungsgangssystem, das von einem zweischarhiigbisch oder zylindrischen Epithel
ausgekleidet ist. Die innere Schicht ist aus ettibken Zellen mit ovalen Kernen aufgebaut.
Darunter ist eine diskontinuierliche Schicht ausodithelzellen mit hellem Cytoplasma
lokalisiert. Jeder Ausfuhrungsgang ist von lockeréwllagenfaserigen Stitzgewebe

umgeben.
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Abbildung 1: Theorie der linearen Progression der Brustkrebkha@anese. Aus: (Arpino et al., 2005)
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Die Mammakarzinom-Morphologie (Abbildung 1) kannsauistopathologischer Sichtweise
in zwei Entitaten eingeteilt werden. Es wird untbisden zwischen dem nicht-invasiven und
dem invasiven Mammakarzinom. Das nicht-invasivezikeom wird zum einen in das aus
den Milchgangen hervorgehende Karzinom (duktalesmMakarzinom, DCIS, Abbildung 1)
und zum anderen in das Drisenlappchen-Mammakarzifiobulares Mammakarzinom,
LCIS, Abbildung 1) unterteilt. Das Erstgenanntdlsbei weitem die haufigste Form aller in-
situ-Karzinome dar (90-95 %). Diese beiden Karzirormanterscheiden sich sowohl
morphologisch und auch hinsichtlich Diagnostik, Ibgischen Verhalten und
therapeutischen Konsequenzen. Bei den invasiveméfordes Mammakarzinoms tritt das
invasive duktale Karzinom (60-70 %) haufiger auf dle invasiv lobulare Karzinomform.
Der Vollstandigkeit halber sind noch andere weitaekenere Karzinomformen zu nennen

wie das medulléare, das tubulare, das muzintse asgabpillare Karzinom.

1.1.1 Die TNM-Klassifikation des Mammakarzinoms

Mittels der TNM-Klassifikation (Tabelle 1) ist es oglich, den histopathologischen
Mammakarzinomtyp zu beschreiben. Denn aus der Slehthistologischen Typs kénnen
gewisse Riuckschlisse auf die Prognose vorgenomneedew. So haben duktal-invasive
Karzinome in der Regel eine schlechtere Prognosk aine hdhere Inzidenz positiver
axillarer Lymphknoten als die weniger haufigen disgischen Typen (Kreienberg R. et al.,
2006)
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Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Mammakarzinoms.

KenngrélRe Beschreibung

TumorgréiRe (T) T1 Der Tumor ist nicht gréRer als 2 cm und halh sicht auBerhalk
der Brust ausgebreitet.

Tla Der Tumor ist nicht gro3er als 0,5 cm

T1lb Der Tumor ist gréRer als 0,5 cm aber nichfgréals 1 cm
Tlc Der Tumor ist gréRer als 1 cm aber nicht gré@fie2 cm

T2 Der Tumor ist groRer als 2 cm aber nicht gréaiebem
T3 Der Tumor ist groRer als 5 cm
T4 Der Tumor ist beliebig grof? und hat sich in @swvebe in de

Umgebung der Brust ausgebreitet.

T4a Der Tumor infiltriert die Brustwand

T4b Der Tumor infiltriert die Haut.

T4c Der Tumor infiltriert die Brustwand und die tta
T4d Es handelt sich um einen entziindlichen Brebikr

Lymphknotenstatus (N) | N1 N1imi| Es wird mikroskopisch Tumor in axillaren raphknoten
nachgewiesen, der gréRer als 0,2 mm aber nichieg@B 2 mm
ist.

Nla | 1-3 axillare Lymphknoten sind befallen

N1b | Lymphknoten entlang des Brustbeines

Nilc | Nla+ N1lb

N2 N2a | 4-9 axillare Lymphknoten sind befallen

N2b | Lymphknoten entlang des Brustbeines, die hitteutinemafig
durchgefiihrter Untersuchungen nachweisbar sind.
N3 N3a | Mehr als 9 axillare Lymphknoten oder Lympbien unterhalb
des Schlisselbeines sind befallen.
N3b | Lymphknoten entlang des Brustbeines, die hitteutinemafig
durchgefiihrter Untersuchungen nachweisbar sind.
N3c | Lymphknoten oberhalb des Schliisselbeinesksfallen.

Metastasierung (M) M MO Keine Fernmetastasen
M1 Der Tumor hat sich auf andere Organe des K&rpasgebreitet,
meist Knochen, Lunge, Leber oder Gehirn.

1.2 Epidermale Wachtumsfaktor (EGF) Rezeptorfamilie

In allen vielzelligen Organismen wird durch ein kadmiertes Kommunikationssystem
gewahrleistet, dass Wachstum, Differenzierung utaff@echsel aufeinander abgestimmt
sind. Zur Kommunikation verwenden die Zellen eineol3g Zahl unterschiedlicher
chemischer Verbindungen als Signalmolekile (Ligapdéosliche Liganden Ubertragen
durch Bindung an spezifische Zelloberflachenrezeptointrazellulare Signale, die in

entsprechende Genexpression umgesetzt werden.

Zu der Subklasse | der Superfamilie der Rezepimstgkinasen (RTKn) gehdrt die Familie
der humanen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptaliensich evolutionsgeschichtlich
stetig weiterentwickelt hat. Die Entwicklung gingna FadenwurnCaenorhabditis elegans

der eine Ligand-Rezeptor-Kombination aufweist (Aroet al., 1990), Uber die Fruchtfliege

Drosophilamelanogastemit einem Rezeptor und vier Liganden (WassermahFaeeman,
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1997) bis hin zu Vertebraten, die vier Rezeptored verschiedene Liganden haben. Diese
Rezeptoren sind ErbB-1 (EGFR), ErbB-2 (HER-2), E®BIER-3) und ErbB-4 (HERA4).

ErbB-Rezeptoren sind in einer Vielzahl von Gewelmgnepithelialem, mesenchymalem und
neuronalem Ursprung exprimiert, wo sie zentraleld®olin der Embryonalentwicklung,
Proliferation und Differenzierung Ubernehmen. Sielen eine wichtige Rolle in der cell
fate determination von Organen, was Studien an Hrdk-outMausen belegen (Burden
and Yarden, 1997). Zum Beispiel sterben ErbB-2 -Mi#lse schon in der Mitte der
Gestation (E.10.5) aufgrund einer Trabekula-Fethllviy des Herzens (Lee et al., 1995).
Dagegen zeigen ErbB-Bnock-outMause zwar normale Herztrabekula, aber eine defekt
Herzklappenausbildung. Des weiteren haben diegse €ieen Defekt in der Neuralleiste und
einen Mangel an Schwannschen Vorlauferzellen (Riatther et al., 1994, Erickson et al.,
1997). Zusatzlich sind die ErbB-Proteine in der ddulisenentwicklung (Stern, 2003)
wéahrend der Pubertdt und Schwangerschaft involvientl sorgen auf3erdem fur die
Aufrechterhaltung der Gewebehomdoostase.

1.2.1 Struktur der RTK-Molekdile

Die RTK-Molekule bestehen aus drei stark konsetereBereichen, einer extrazellularen
Cystein-reichen Domane (Doméane I, 1, 1l & IV, Aidung 3) mit der
Ligandenbindungsstelle, einer einzigen hydropho@gansmembram-Helix und einer
cytosolischen Doméane mit der intrinsischen Aktivdér Tyrosin-spezifischen Proteinkinase.
Die grofdten strukturellen Varianzen zwischen derscléedenen Rezeptoren liegen im
aminoterminalen Bereich, der fur die Spezifitdt deggandenbindung sorgt. Je nach Affinitat
der Liganden zu den ErbB-Rezeptoren konnen diendga in drei Gruppen (Abbildung 2)
unterteilt werden. (1) EGF, TG&-und Amphiregulin (AR), die spezifisch an EGFR land
(2) Betacellulin (BTC), Heparin-binding EGF (HB-E&&nd Epiregulin (EPR), die sowohl
an EGFR als auch an HER-4 binden und (3) die Nelireg(NRG) die eine hohe Affinitat
zu HER-3 und HER-4 aufweisen. Zwei Rezeptoren dieBamilie nehmen eine
Sonderstellung ein. Zum einen HER-3, das zwar ladfth-NRG bindet, aber N-terminal
keine Tyrosinkinase-Aktivitat aufweist (Guy et a@994). Allerdings konnten van der Horst
et al. pyk2 (FAK2, CAKB), ein Mitglied der FAK-Familie als Interaktionspem

identifizieren (van der Horst et al., 2005). Zumdaren HER-2, das keinen Liganden
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aufweist. Man geht davon aus, dass HER-2 lediglah Aufgabe eines Ko-Rezeptors
Ubernimmt (Klapper et al., 1999; Tzahar et al.,&9ahar et al., 1997)

EGF BTC
NRG-1 NRG-3

HB-EGF
NRG-2 NRGH4
TGFCL o B

ErbB-I ErbB-2 ErbB-3 ErbB-4

llﬂElfml?lﬂzﬂm

Abbildung 2: Schematische Darstellung der ErbB-Rezeptoren uné ijeweiligen Liganden. EGF,
Amphiregulin (AR) und TGFRx binden an ErbB-1. Betacellulin (BTC), Heparin-bimgl EGF (HB-EGF) und
Epiregulin binden sowohl an ErbB-1 und ErbB-4. Dieureguline (Hereguline und Neu differentiationtdeis)
NRG-1/NRG-2 haben eine Affinitat zu ErbB-3 und NBMNRG-4 zu ErbB-4. Aus: (Marmor et al., 2004).

Die Aktivierung der Rezeptortyrosinkinasen begimnit der Bindung des Liganden am
Rezeptor. Daraufhin kommt es zur Konformationsamagrder Rezeptoren, was mit einer
Homo- oder Heterodimerisierung zweier RTK-Monom@bbildung 3) einhergeht. Dies hat
zur Folge, dass die auf den Monomeren befindlictmeeihkinase bestimmte Tyrosin-Reste
innerhalb der cytosolischen Rezeptordoméne desilggvenderen Partners im Dimer
phosphoryliert (Autophosphorylierung). HER-2 liedabei konstitutiv in der ,offenen®

Konformation vor und stellt somit den bevorzugtemmerisierungspartner der anderen
Mitglieder der EGFR-Familie dar (Garrett et al.03p Durch diese Eigenschaft ist auch die

spontane Bildung von HER-2-Homodimeren mdglich.
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Abbildung 3: Aktivierung der ErbB-ProteineDie extrazellulare Region der ErbB-Proteine ist ater
Domanen (I, Il, Il & V) aufgebaut. Bereich | urill sind die Ligand-bindenden Doméanen, dagegen drindie
Domane Il und IV sich selbst oder andere Rezeptdienn ein Ligand an der ECD bindet, dann liegeein
geschlossene Konformation der extrazellularen Da@mém (inactive monomer). Nach Ligand-Bindung an de
Domane | und Ill kommt es zur rAumlichen Annahegrudies hat zur Folge, dass eine Konformationsanagr
der Domane Il erfolgt (,offene Form®, active monamédie Domane Il liegt nun als Dimerizationsvertimg
vor und die intrazellularen Domé&nen kommen in racimel Nahe zueinander. Die Interaktion der
Kinasedomanen resultiert in einer Transphosphauytig (dimer). Aus: (Sergina and Moasser, 2007).

Die Signalstarke und — dauer und die daraus reseittile Aktivierung des Signalweges wird
durch die Kombination der Rezeptoren, aber auclchdutie der Liganden nachhaltig
beeinflusst. Fur jedes Rezeptordimer gibt es cheariakische Phosphorylierungsmuster
(Abbildung 4).

ErbB-3

CM
ECD ICD

¥ Y Y Y Y Y Y Y Y Y

: [_—| 1035 1178 1180 1203/5 1241 1243 1257 1270 1289 1309
—
&

Abbildung 4: Schematische Darstellung der spezifischen Tyrost)-Phosphorylierungsstellen und
Bindungsstellen der Adaptormolekiile an der Rezg¢ptmsinkinase ErbB-3. Die einzelnen Adaptormolekiile
sind im Text beschrieben. ECD = extrazellulare DoepdaCM = Cytoplasmamembran, ICD = Intrazellulare
Domane.

Diese Phosphorylierungsstellen gewahrleisten, da&sschiedene Adaptorproteine (Grb2,
Gabl, SHC, shk, u.a.) andocken, die wiederum anB#ektorproteine aktivieren. Diese
Adaptoproteine weisen besondere Doménen wie z.B/SHB-(src homology 2/3), PH-
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(pleckstrin homology) oder PTB-(phospho-tyrosineding) Doméanen (Schlessinger, 2000)
auf. Diese gegenseitige Rekrutierung fiihrt dazas d@ne Vielzahl von Signalwegen gezielt
aktiviert werden kénnen. Die drei am besten untdr®n Signalwege, die durch die ErbB-
Familie aktiviert werden, sind die Ras/MAPK,- PI3RKB/AKT-und PLC-PKC-

Signalkaskaden

1.2.2 MAPK-Ras Signalweg

Die Aktivierung des MAPK-Ras-Signalweges wird endee direkt Gber die Bindung des
Adaptorproteins Grb2 aktiviert oder indirekt GbersaMolekll Shc. Der an Grb2-assoziierte
Guanin Nucleotide Exchange Faktor Sos (son of dessh aktiviert Ras durch den
Austausch von GDP zu GTP. Das nun aktivierte Rsagiert mit der Serin/Threoninkinase
Raf-1 und Raf-1 wird zur Cytoplasmamembran transhbzim Anschluss kommt es zur
Phosphorylierung von Raf-1 und dessen Aktivierudigs hat zur Folge, dass eine Reihe von
Kinase-Kaskaden aktiviert werden. Begonnen mitSkenin-Phosphorylierung von MEK1/2
(MAPKK), gefolgt von der Tyrosin/Threonin-Phosphiseyung von Erk1/2 (MAPK). Das
aktivierte Erk phosphoryliert verschiedenste cyagptatische Proteine und transloziert in

den Zellkern, wo es in die Regulation der Genexgioesinvolviert ist.

1.2.3 PI3-K-PKB/AKT-Signalkaskade

Nach erfolgter Aktivierung der RTK kann PI3-K Ubsdaptorproteine an EGFR und HER-2
indirekt binden. Dagegen weisen HER-3 und HER-4dBiygsstellen (6 bzw. 1) auf, wo eine
direkte Interaktion mit der regulatorischen Untehait p85 der PI3-K mdglich ist (Soltoff
and Cantley, 1996). Aktiviertes PI3-K setzt dasdar Plasmamembran befindliche Lipid
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (P1(4,9)Pzu Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat
(P1(3,4,5R) um. Daraufhin wird die Rekrutierung von multipleBffektorproteinen
veranlasst. Durch die Translokation von PI(3,435)Br Membran ergibt sich daraus eine
N&he zu AKT Kinase (Protein Kinase B) ein Schlis$ektor von PI3-K. Es kommt zur
Phosphorylierung von AKT, was wiederum zur Phosplemung anderer Proteine flhrt, die

Zellwachstum, Zellzyklus und Zelltiberleben beeisslen.
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1.2.4 PLC-PKC-Signalweg

Die Phospholipase YC(PLCy) bindet Uber SH2-Domé&nen an aktivierte ErbB-1 addf
ErbB-2-Proteine und wird somit an die Zellmembraansloziert. Nachfolgende PyC
Phosphorylierung durch die Rezeptortyrosinkinaséhrtf zur Aktivierung. Durch die
Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4’-5’-biphosphatrd dann der sekundére Botenstoff
(second messenger) Diacylglycerol (DAG) und Indsitgphosphat generiert. Nach
Bindung von Inositol-Triphosphat an Rezeptoren,silsh im endoplasmatischem Retikulum
(ER) befinden, wird eine Calcium-(&% Freisetzung verursacht, die die intrazellularé*Ca
Konzentration erhoht. Dieser erhohte Calcium-Spiefjghrt zur Aktivierung von
Calcium/Calmodulin-abhéngigen Proteinkinasen undosphatasen (z.B. Pyk2 und

Calcineurin). Dartber hinaus aktivieren Calcium ubdAG das ubiquitdr vorkommende

Enzym Proteinkinase C, das zur Phosphorylierung verschiedensten Substraten fuhrt

Ligand-induced
'QQ'\ @  dimerization
.JE =

(Marmor et al., 2004).

PI3KIAK

' .| i
s . @ T
—mB o~ e

Qene Srekion

Abbildung 5: ErbB-induzierte Signalwege in der Zelle. Durch lighindung kommt es entweder zur Homo-
oder Heterodimerisation der ErbB-Rezeptoren. Diext kine Aktivierung der Tyrosinaktivitat und
Phosphorylierung spezifischer Tyrosin-Reste (pTGaterminal der ErbB-Proteineur Folge. Signaleffektoren
mit SH2- oder PTB-Domanen werden an die aktivieRezeptoren rekrutiert. Dies induziert die Aktivieg
von verschiedenen Signalkaskaden wie z. B. derM¥eRK, PI3K-AKT, PLC-PKC und STAT-Signalweg.
Diese Signalkaskaden haben Einfluss auf die ze#luRroliferation, Migration und das Zelliberlebétus:
(Marmor et al., 2004).
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Dieses oben beschriebene vielschichtige ErbB-Netzwehafft durch die kombinatorische
Interaktion von Liganden, Rezeptoren, Effektorem dmanskriptionsfaktoren einen hohen
Grad an Adaptabilitat und Signaldiversifikation ugeéwahrleistet durch verschiedenste

regulatorische Stufen eine Kontrolle der biologestiAntwort.

1.3 Die Bedeutung der ErbB-Rezeptoren flr Tumorentstetguund —
entwicklung

In den frihen 80er Jahren des 20. Jahrhundertsewdasl Onkogen v-erbB entdeckt, das aus
dem EGF-Rezeptorgen hervorgeht. Es zeigte sichs didseses Onkogen von dem
tumorinduzierenden Gen des AEV (avian erythrobksteirus) abstammt und die kodierte
Information fir einen strukturell ver&dnderten uradldrch unkontrollierte Signale sendenden
EGF-Rezeptor enthielt. Die standigen Signalimpldes Onkogens fuihrten zur Stérung der
Homostase und dadurch zur karzinogenen DegenerdéorZelle. Mit dieser Entdeckung
konnte ein Zusammenhang zwischen einem normalehsttansregulierenden Rezeptor und
einem tumorinduzierenden Onkogen hergestellt werBamge Jahre spater wurde ErbB-2
als Karzinogen-induzierendes Onkogen (Neu) mit reineunktmutation in der
transmembranen Doméne aus Ratten-Glioblastoméasris@iese Mutation fuhrt dazu, dass
es zu einer Ligand-unabhangigen Homodimerisatiod wnder Folge zur konstitutiven
Aktivierung kommt (Bargmann et al., 1986). Seitdemurden immer mehr Studien
publiziert, die zeigen, dass die ErbB-Familie im demorentwicklung und —progression

entweder durch Rezeptor-Uberexpression, Genamgtiifik oder Mutationen involviert ist.

Zum Beispiel wurde in verschiedensten humanen matigrumoren (Brustkrebs, Kopf- und
Halskrebs und Lungenkrebs, Tabelle 2) eine Deréignlavon EGFR gefunden. Mit einer
besonders hohen Inzidenz von ErbB-1-UberexpressoGlioma-Tumoren (Rasheed et al.,
1999). Bei ErbB-2 wurde entdeckt, dass es von da%=B0 % aller Brust— und
Ovarialkarzinome Uberexprimiert wird und dass diebetéxpression mit einer
Tumorchemoresistenz und einer schlechten Patiertgnpse korreliert (Abd EI-Rehim et
al., 2004; Marmor et al., 2004; Witton et al., 2p0R&lr HER-3 (Tabelle 2) wurde berichtet,
dass es zur Uberexpression in Darm-, Blasen-, &eestind Brustkrebs kommt (Junttila et
al., 2003; Lemoine et al., 1992b; Lemoine et 892a; Roskoski, Jr., 2004; Wiseman et al.,
2005; Witton et al., 2003). Die meisten Tumore @yuBlasen, Haut), die eine

Uberexpression von HER-3 aufwiesen, zeigten aunk erhdhte Expression von HER-2
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(Bodey et al., 1997; Maurer et al., 1998; Rajkumtal., 1996; Siegel et al., 1999). Dies
konnte auch in Zellkulturexperimenten belegt werden die Expression HER-3 die HER-2-
bedingte Transformation und das tumorigene WachstudiH3T3-Zellen fordert (Alimandi
et al., 1995; Cohen et al., 1996a; Cohen et a@6h9Rajkumar et al., 1996; Wallasch et al.,
1995). Die verstarkten transformierenden Eigengehafon Zellen, die multiple ErbB-
Rezeptoren exprimieren, sind hochstwahrscheinlidhdee Signaldiversitat und —potenz der
verschiedenen Kombinationen zurickzufiihren. Voenalinbglichen Kombinationen der
ErbB-Familienmitgliedern stellt das Paar HER-2/HERdas Mitogen-potenteste dar
(Abbildung 6) (Pinkas-Kramarski et al., 1996).

MR /'): II/>_< i BGF,
$é &8
2 N/ s 3
CJ O ErbB-2 O C
SchwachesSignal Uberexpressicn SchwachasSignal

< O
~ 1

Abbildung 6: Signaltransduktion durch ErbB-Homodimere im Vergteizu ErbB-2-Heterodimeren.
Darstellung der mdglichen Kombinationen der ErbBe¢f#oren. Homodimere bestehend aus ErbB-1 und
ErbB-4 vermitteln nur schwache Signale. ErbB-3-Hdimmere zeigen keine Signalaussendung. Kommt es
allerdings zur ErbB-2-Uberexpression, dann gehemawngig die ErbB-Monomere eine Dimerisierung mit
ErbB -2 ein. Daraus folgt eine verstarkte und lantigdtende ,downstream“-Signalkaskade. Aus: (Yarded
Sliwkowski, 2001)
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Tabelle 2: Ausgewahlte Literaturbeispiele von Mitgliedern &bB-Familie fir Tumorentstehung und -
entwicklung
Rezeptor- Art der Krebsart Anmerkung Referenz
molekl Deregulation
ErbB-1 Uberexpression Hals und Kopf, Brust,| Signifikanter Indikator fiir in | (Alimandi et
Blasen, Prostata, operablen Brustkrebs, al., 1995;
Nieren, Lunge assoziiert mit kiirzerer Gorgoulis et
krankheitsfreier Zeit und dem| al., 1992;
Gesamtiuberleben. Kénnte al$ Irish and
prognostischer Faktor in Bernstein,
Blasen-, Prostata- und 1993)
Lungenkrebs fungieren.
Uberexpression | Glioma Amplifikation in 40 % der (Wong et al.,
Glioma-Tumore. Die 1992)
Uberexpression korreliert mit
héherem Grading und
verkirzter Uberlebenszeit.
Mutation Glioma, Lungen-, Deletion in Bereichen der (Moscatello
Ovarial- und Brustkrebs extrazellularen Doméane fiihrt| et al., 1995)
zu konstitutiv aktiven
Rezeptoren
ErbB-2 Uberexpression Brust-, Lungen-, Uberexpression (15-30 %) in| (Ross and
Pankreas-, Darm-, invasivem duktalem Fletcher,
Speiserdhre, Brustkrebs durch 1998)
Endometrium und Genamplifikation. Die
Zervixkrebs Uberexpression korreliert mit
TumorgréiRe,
Lymphknotenbefall, Grading,
hohen Anteil an in S-Phase
befindliche Zellen, Aneuploid
und Mangel an
Steroidhormon-Rezeptoren.
ErbB-3 Expression Brust-, Darm-, Ovarigl-ErbB-3-Ko-Expression mit (Lyne et al.,
und Prostatakrebs ErbB-1 oder ErbB-2 in 1997; Tanner
Brustkrebs et al., 2006;
Xia et al.,
1999)
Uberexpression PlattenepithelkarzinomUberexpression korreliert mit| (Shintani et
der Mundhdhle der Beteiligung der al., 1995)
Lymphknoten und dem
Patientenuberleben
ErbB-4 Reduzierte Brust und Prostata Korrelation mit (Kew et al.,
Expression Krebs differenziertem Phanotyp 2000)
Expression Medulloblastoma Ko-Expression mit ErbBa2 | (Gilbertson et
einen prognostischen Wert | al., 1997)

1.4 Nukleocytoplasmatischer Proteintransport

Ein Merkmal in dem sich die eukaryotische Zelle vder prokaryotischen Zelle
unterscheidet ist die Ausbildung von Kompartimentererhalb der Zelle, z.B. des Nukleus
und des Mitochondriums. Jedes Kompartiment hatispelze Aufgaben. Alle Vorgange, die
in der Zelle ablaufen, missen gut koordiniert werd€ausende von Makromolekilen

missen zwischen den einzelnen Organellen korrektihd her transportiert werden, um am
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Bestimmungsort zu funktionieren. Der Nukleus, dé denetische Information enthélt,
antwortet auf Signale, die vom Cytoplasma oder @goplasmamembran kommen. Diese
werden durch entsprechende Genexpression umgesatkt die daraus resultierende
Instruktion wird dann an die ganze Zelle weitergeteDer Transport zwischen Cytoplasma
und Nukleus erfolgt Gber I6sliche Rezeptoren, giezdische Cargos durch den nuklearen
Porenkomplex (nuclear pore complex, NPC), welcher der doppelschichtigen
Kernmembran lokalisiert ist, transportieren. Kleil®lekile (< 40-60 kDa) kdonnen diese
Poren durch passive Diffusion durchqueren, wahignote Makromolekile in den meisten
Fallen durch die NPCs mittels eines Energie-ablgamyMechanismus transportiert werden
missen (Gorlich and Mattaj, 1996; Richardson et E88). Voraussetzung fur einen
Protein-Import sind spezifische AminosauresequendenNLS (nuclear localization signal,
NLS) in der Primarstruktur des Proteins. Diese wardvon den Carrier-Proteinen
(Karyopherine) erkannt. Nach Bildung eines Kompgexaus Cargo-Protein, Importin-
B (Karyopherine) und Importio- (Karyopherine) (Abbildung 7) dockt dieser an da3QN
(auch Nukleoporine genannt) an und vermittelt s® Tianslokation in den Zellkern. Die
meisten B-Importine binden jedoch direkt an das zu transpahde Proteine unter
Ausschluss von Importia-(Fried and Kutay, 2003; Weis, 2003). Nach der Tickaion
erfolgt eine Dissoziation des Komplexes nach Bimpdwon nukledarem RanGTP und das
Cargo-Protein wird freigegeben. Darauf bindet Inipef Ran an die N-terminale Doméane
und wird wieder zusammen in das Cytoplasma zuriaksportiert. Durch GTP-Hydrolyse
von Ran erfolgt im Cytoplasma ein Recycling. Dempé&it (Abbildung 7) von Proteinen
erfolgt ebenfalls Uber die so genannten Exportinespezifische NES (nuclear export signal,
NES) erkennen. Auch in diesem Fall bindet das Rrae ein Karyopherin und wird mit
RanGTP vom Zellkern in das Cytoplasma transport@arch Konversion von RanGTP zu
RanGDP kommt es zur Freisetzung des Proteins. Ravifdtszustand von Ran wird zum
einen durch RanGAP (Ran GTPase-activating protent) durch dessen Kofaktor RanBp

(Ran-binding protein) reguliert



Einleitung 14

Cytoplasm Import Nucleus
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Abbildung 7: Schematische Darstellung fir den nukledren Impod Export von Proteinen. Die Cargo
Proteine werden durch Importine oder Exportine dieroaus dem Zellkern transportiert. Ran koordinim
Transport der Proteine. NLS: Nukleére Lokalisatgdmsal, NES: Nukleéares Exportsignal. Aus: (Yon&2zQ0)

1.5 Zellmembranstandige Rezeptoren im Zellkern

In den letzten Jahren ist immer wieder das Phanomggetreten, dass transmembrane
Rezeptoren der Zellmembran von ihrem eigentlichemnkB&onsort abweichen.
Normalerweise agieren sie von der Zellmembran ach rLigand-Aktivierung durch die
Entsendung von Botenstoffen, die nach vielen abladgn Signalkaskaden letztendlich die
Genexpression im Zellkern i.d.R. durch Transkripsiaktoren modulieren. Trotz dieser gut
untersuchten Funktion der Rezeptoren an der Zelbn@mwurden wiederholt intakte (full
length) und gespaltene transmembrane Rezeptorefeltkern detektiert. Darliber hinaus
gibt es Hinweise, dass diese Rezeptoren oder Reteygimente direkt die Gentranskription
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beeinflussen (Giri et al., 2005; Lin et al., 200Bgreits gut beschriebene Beispiele sind
ErbB-1 (Hanada et al., 2006), ErbB-2 (Giri et &Q05), ErbB-3 (Bueter et al., 2006;
Offterdinger et al., 2002; Raabe et al., 2004), RARReilly and Maher, 2001)Prolactin-
Rezeptor und IFN Rezeptoruntereinheit IFNgR1. Dennoch bleiben dechanismus und

die genaue Funktion ungeklart.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die Uberexpression von Proteintyrosinkinasen ist mahlreichen Tumorerkrankungen
assoziiert (Levitzki et al., 2000). In der vorliegen Arbeit sollte daher die prognostische
Relevanz der HER-Familienmitglieder HER-2 und HER4#8d deren phosphorylierte
Formen in einem Ovarial — und Mammakarzinom-Paneenkollektiv untersucht werden.
Neben der Expressionsstarke spielt auch die suibéredl Lokalisation von RTK eine
entscheidende Rolle. Daher sollte die subzellulBo&alisation in den Tumorproben
untersucht werden. Weiterhin sollten EinflussgréBed Mechanismen identifiziert werden,

welche Anderungen der subzellularen Lokalisationn vBlER-3 zur Folge haben.
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2 Material

2.1 Zelllinien

MCF-7 (Soule et al., 1973)

Die MCF-7-Zelllinie ist ein humanes Mammakarzinodas aus einer pleuralen Effusion
einer 69-Jahre alten kaukasischen Frau isolierdeubiese adharent wachsende Zelllinie ist
Estrogenrezeptor-negativ und weist ein epithelisfeshstum auf.

MCF-7/NeuT (Trost et al., 2005)

Diese humane Mammakarzinom-Zelllinie enthalt zummeri das Expressionsplasmid
pcDNA3Neo/rtTa und zum anderen den bidirektionakektor pINSpBI-EGFP/NeuT.
Dadurch kann ErbB2/NeuT konditional-reversibel Ubas Tet-on-System Uberexprimiert

werden.

Xhol0 Notl
coR1

EGFP

neo

rnTA
pUHD 172-1neo

Xba

Abbildung 8: MCF-7/NeuT-Zellen Transfektionskonstrukte. Ausrqst et al., 2005)

HeLa (Scherer et al., 1953)
HeLa Zellen sind humanen Ursprungs und wurden githéizellen des Zervix-Karzinoms
(Gebarmutterhalskrebs) 1951 isoliert.

NIH3T3-her-2 (Di Fiore et al., 1987)

Die immortalisierten NIH3T3-Zellen stammen aus eyobalen Mausfibroblasten. Die
verwendeten NIH3T3-Zellen wurden sowohl als Wildgls auch gentechnisch veradnderte
Monolayer-Zellen kultiviert. Die gentechnisch vedanten Zellen (NIH3T3er-2)

exprimieren konditional HER-2. Die verwendeten \@ekh wurden in Abbildung 9
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dargestellt. Die Funktionalitat der Zelllinie wurdater Schiffer et al. (Schiffer et al., 2003)

beschrieben.

Pola  Xhol

pUHD 15-1

ColE1

Sacll

~

BamHI

xmnl SSPI Xhol
e

Asel Sspl Xhol e

EcaR1 Xmnl

CMVmin
ORI AmpR Tthill

SV40pa

pTBC Hygro R
Sacll

SV40pa |peg

IRES Tthilll Hindill

EcoR1 Notl Notl

Abbildung 9: NIH3T3-Zellen Expressionskonstrukte: Plasmid flure dExpression des Tetrazyklin-
kontrollierten Transaktivator (A). Expressionskankt pTBC her-2SEAP fiir das humane HER-2 (B). pTBC

HygroR-Vektor fir die Expression der

Hygromycin-Bhd3photransferase (C) Durch Zugabe von

Anhydrotetrazyklin-Hydrochlorid (ATC, 10 mg/ml) kardie Expression von humanem HER-2 induziert. Aus:

(Heimerdinger et al., 2005)

2.2 Antikorper

2.2.1 Primarantikorper

anti-HER3, aus Kaninchen
anti-Phospho-HER-3, aus Kaninchen
anti-HER2/Neu, aus Kaninchen
anti-alpha-Tubulin, aus Kaninchen
anti-Lamin A/C, aus Maus

anti-p85, aus Kaninchen
anti-Phospho-HER-2, aus Maus

anti-Phospho-MAPK (p42/p44), aus
Kaninchen
anti-MAPK (p42/p44), aus Kaninchen

antif3-Actin, aus Maus

Santa Cruz
Cell Signaling
Santa Cruz
Cell Signaling

BD Biosciences

Cell Signaling
Dako

Cell Signaling

Cell Signaling

Sigma, Steinheim
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2.2.2 Sekundarantikorper

anti-Maus-HRP, aus Ziege Sigma, Steinheim
anti-Kaninchen-HRP, aus Ziege Cell Signaling
anti-Kaninchen-Cy3, aus Esel ImmunoJacksonResearch

2.2.3 Langenstandards fur SDS-PAGE/Immunoblot

Als Proteinstandard fur die SDS-PAGE und den Imnilotadienten der MagicMark-
Standard bzw. der Prestained-Standard (Abbildung 10

190
220
120 *
120
100 85
80— 60
B0 50 .
50 - 40
40 - 25
20
30 | —
15
20 w— 10
A B

Abbildung 10: Langenstandards. A Magic Mark (Invitrogen), B Pagstd BenchMark (Invitrogen)

2.2.4 Nahrmedien fur die Kultivierung von eukaryotischenZellen

Tabelle 3: Zusammensetzung der einzelnen Medien zur Kultivigrder eukaryotischen Zellen.

Zelllinie Medium FCS Antibiotika Weitere Zusatze
MCE-7 DMEM 10 % Penicillin 200 U/ml Non-essentielle As
High Glucose Streptomycin 0,1 mg/ml Insulin 10 pg/ml
Gentamycin 50 pg/ml Na-Puyruvat 1 mM
MCF-7/NeuT DMEM 10 % Penicillin 100 U/ml -
High Glucose | Tetrazyklin- | Streptomycin 0,1 mg/ml
frei
Penicillin 200 U/ml
HelLa DMEM 10 % Streptomycin 0,1 mg/ml -
High Glucose Gentamycin 50 pg/ml
NIH3T3 DMEM 10 % Penicillin 100 U/ml -

High Glucose | Tetrazyklin- | Streptomycin 0,1 mg/ml
frei Hygromycin 200 pg/ml
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2.2.4.1 Hitze-Inaktivierung von Fotalem Kalberserum (FCS)

Dem Kulturmedium wurde stets hitzeinaktiviertesdtés Kalberserum zugesetzt. Durch die
Hitzebehandlung (56 °C, 30 min) wird das Komplersgsitem des Serums inaktiviert, dass

die Zellen beeinflussen kann. Nach der Inaktivigramirde das FCS bei -20 °C gelagert.

2.3 Chemikalien
Die verwendeten Chemikalien wurden in der Regekoleitere Reinigung eingesetzt. Wenn

nicht anders erwahnt, wurden die Chemikalien a#s perwendet. Hochgereinigtes Wasser
(Dest.-Qualitat) wurde mit Hilfe des Reinwassersyst Maxima Ultra-Pure der Firma

ELGA gewonnen. Das verwendete £Gas wurde von der Firma Messer-Griesheim

bezogen.

Acrylamid-Losung (30 %)
Ammoniumpersulfat (APS)
Anodenpuffer 10x

BSA ( fur IHC)

BSA (fur WB)
Bromphenolblau
Dulbecco’s Eagle Medium
Chloroform
Coomassie-Blau R250
CaCb

Cisplatin (Cis-Gry)

DAPI (4°,6-Diamidino-2-phenylindol)
2 -Deoxy D-glucose

DMSO

DTT-1,4-Dithiothreit
Entellan

EGTA

EDTA

Ethanol

Ethanol, vergallt

Fotales Kalberserum

C. Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
C. Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
C. Roth, Karlsruhe
C. Roth, Karlsruhe
Pan Biotech, Nurnberg
C. Roth, Karlsruhe
C. Roth, Karlsruhe
C. Roth, Karlsruhe
Gry-GmbH, Kirchzarten
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
C. Roth, Karlsruhe
C. Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
C. Roth, Karlsruhe
C. Roth, Karlsruhe
Th.Geyer, Hamburg
C. Roth, Karlsruhe
Pan Biotech, Nurnberg
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Gentamycin Invitrogen, Karlsruhe

Glycerin C. Roth, Karlsruhe

Glycin C. Roth, Karlsruhe

D-Glucose C. Roth, Karlsruhe

HCI C. Roth, Karlsruhe

HEPES C. Roth, Karlsruhe

Heregulin 3:.HRG)
Hygromycin B

Insulin

Kathodenpuffer 10x

KCI

KH,PO,

Konzentrat A und K (Puffer flr IB)
Leptomycin B
Magermilchpulver
B-Mercaptoethanol
Methanol

MgCl,

Marker MagicMark

Marker BenchMark

Mowiol 4-88
Nicht-essentielle Aminosauren
Natriumpyruvat

NaCl

NaF

Natronlauge

NagVO,

NaHPO,*2H 0

NP-40

Paraformaldehyd
Penicillin-Streptomycin
PMSF

Ponceau S

Proteinase Inhibitor Cocktail

Natutec, Frankfurt
Sigma, Steinheim
Pan Biotech, Nurnberg
C. Roth, Karlsruhe
C. Roth, Karlsruhe
C. Roth, Karlsruhe
C. Roth, Karl$re
Sigma, Steinheim
Saliter, Oberglnzburg
C. Roth, Karlsruhe
Th.Geyer, Hamburg
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Fluka
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
C. Roth, Karlsruhe
C. Roth, Karlsruhe
C. Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
C. Roth, Karlsruhe
Roche
Merck, Darmstadt
Pan Biotech
C. Roth, Karlsruhe
C. Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
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Protein A-Sepharose
Oligomycin B
Rotihistol
Salzsaure

SDS

Sucrose

TEMED

Tris
Trichloressigsaure
Tween 20

Triton X-100

Wasserstoffperoxid (30 %)

WB Strippimg Buffer

Western Lightning ECL

2.4 Losungen und Puffer

Losung/Puffer

Anodenpuffer

Ak-Verdinnungslésung (IHC)

Amersham
Sigma, Steinheim
C. Roth, Karlsruhe
C. Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
C. Roth, Karlsruhe
C. Roth, Karlsruhe
C. Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
C. Roth, Karlsruhe
C. Roth, Karlsruhe
Pierce, Rochford, IL, USA
Perkin Elmer, USA

Zusanmensetzung

Blocking-L6sung (IHC)

Blocking-Puffer (IB)

Konzentrat A 10%
Methanol 20%
BSA 0,3%
PBS 1x
Tween 20 0,1%
BSA 3%
PBS 1x
Tween 20 0,1%
Magermilchpulver 5 % (w/v)
TBS 1x
Tween 20 0,1%
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Citrat-Puffer pH 6,0

Coomassie-Farbeldsung

Coomassie-Entfarbelésung

IP-Buffer

Mayers Hamalaun

Mowiol

Paraformaldehyd fir Fixierung
von kultivierten Zellen

B-Puffer

Citronensaure-pO 0,21 %
Coomassie R-250 0,5 %
Methanol 50 %
Essigsaure 7%
Methanol 20 %
Essigsaure 7%
Tris/HCI, pH 7,5 20 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1mM
EGTA 1mM
Triton x-100 0,1%
Mayers Hamalaun 20 % inByest.
Mowiol 4-88 2,449
Glycerol 60
H2Ogest 6 ml

0,2 M Tris/HCI, pH 7,4 12 ml

Die Losung wurde 4 Stunden bei RT auf dem
Magnetrthrer geruhrt, danach weitere 2 Stunden ohne
zu ruhren quellen gelassen. In einem 50°C warmen
Wasserbad fir 10 min inkubiert und im Anschluss
15 min bei 2.800 g zentrifugiert. Der Uberstand aeur
aliquotiert und bei -20°C gelagert.

4 g Paraformaldehyd in 20 ml,Bhigest bei 60°C l6sen
und mit 1N NaOH zur Klarung bringen. Nach
Abkihlen der Lésung wurden 50 ml Sorensen-Puffer
hinzu gegeben und ad 100 mi®4iqestaufgefullt

Tris/HCI pH 7,5 25 mM
EDTA 2mM
EGTA 0,5 mM

B-Mercaptoethanol 0,4 mM
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NB-Puffer Tris-HCI pH 7.5 10 mM
NaCl 10 mM
EDTA 1mM
EGTA 0,5 mM
Triton X-100 0,1%
Kathodenpuffer Konzentrat K 10 %
Methanol 20 %
10xPBS,pH 7,4 NaCl 8 %
KCI 0,2%
NaHPO, 0,9%
KH,PO, 0,2%
Ponceau-Ldsung Trichloressigsaure 3 % (wiv)
Ponceau S 0,1 % (w/v)
2 X RIPA NacCl 150 mM
Tris/HCI pH 7,4 50 mM
NP-40 1%
Natriumdeoxycholat 1%
EDTA, pH 7,4 1mM
SDS 0,1%

0,2 M Sdrensen-Puffer pH 7,4

Sammelgel-Puffer

Lsg. A NgHPO, x 2H,O 35,61g/L
(40,5 ml Lsg. A)

Lsg. B, NaHPO, x 2H,O 31,21g/L
(9,5 ml Lsg. B)

Tris/HCI pH 6,8 0,625 M
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Sucrose-NB-Puffer

Sucrose-MgGHNB-Puffer

20 x SSC-Puffer, pH 7,0

10xTBS,pH 7.4

Trenngel-Puffer

Tris-HCI Epitope-Retrieval-
Puffer, pH 9,0

Waschpuffer (Immunoblot)

Tris/HCI pH 7,5
NacCl

EDTA

EGTA

Triton X-100

Sucrose

Tris/HCI pH 7,5
NaCl

EDTA

EGTA

Triton X-100
MgCl,

Sucrose

NaCl

Natrium-Citrat

Tris
NaCl

Tris/HCI, pH 8,8

Tris

NacCl

Tween 20

TBS

Tween 20

10 mM

10 mM

1 mM

0,5 mM
0,1%

45% (w/v)

10 mM

10 mM
1 mM
0,5mM
0,1%
1mM

10% (w/v)

3M
0,3M

1,2%
5,3 %

1,88 M

0,6 %

0,8 %
0,05 %

1x
0,1%
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2.4.1 Kommerzielle Kit-Systeme

BCA-Bestimmungskit

Pierce

Vectastain Elite ABC-Kit (anti-Kaninchen, Vectorlabs

aus Ziege)

Vectastain Elite ABC-Kit (anti-Maus, aus Vectorlabs

Pferd)
Avidin-Biotin-Blocking

DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System

Reagenzien fur die ATP-Bestimmung:
Luziferin-Luziferase-Reagenz
(E.C.1.13.12.7)

Tumor Cell Extraction Reagent
ATP-Standard 250 ng/ml
Rekonstitutionspuffer

2.5 Verbrauchsmaterialien

PVDF-Membran

Whatmanpapier 3MM

25 cnt Zellkulturflaschen

75 cnf Zellkulturflaschen

24-well Kulturplatten

Einmal-Kuvetten

SuperFrost-Plus Objekttrager

Runde Deckglaser Starke 1, @ 14 mm
Zellschaber

2.6 Gerate

Brutschrank C@Auto-Zero
Homogenisator ,Dounce®, 2 ml
Multigel-Long

pH-Meter

Spektralphotometer
Fluoreszenzmikroskop

Konfokales Laserscanmikroskop FV1000

Fastblot B44

Sterilbank
Schlittenmikrotom
Eppendorf-Tischzentrifuge
Zentrifuge Rotina 35R

Vectorlabs
Promega
DCS, Hamburg

Perkin-Elmer
Schleicher & Schuell
Greiner
Greiner
Corning
Brand

Menzel

Menzel

Sarstedt

Heraeus, Hanau
Gebruder Buddeberg
Biometra, Gottingen
Schott
Jasco
Olympus
Olympus
Biometra, Gottingen
Heraus, Hanau
Microm, Walldorf
Eppendorf, Hamburg
Heraus, Hanau
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3 Methoden

3.1 Zellkulturtechniken

3.1.1 Kultivierung von Saugerzellen

Samtliche Arbeiten mit Zellkulturen wurden untenesi Sterilbank (Heraeus) durchgefuhrt.
Zur Kultivierung adharent wachsender Zellen wurdeschichtete Zellkulturschalen und
Zellkulturflaschen (Greiner) eingesetzt. DMEM wurder Gebrauch mit FCS (10 % (v/v))
und Penicillin-Streptomycin-Lésung (1 % (v/v)) slgpentiert und bei 4°C aufbewabhrt.
Wenn nicht anders erwahnt, wird im Folgenden beai Aagabe ,DMEM’ stets vom

supplementierten Medium (Vollmedium) ausgegangex.d&@m Hungermedium handelt es

sich um Medium ohne fotales Kalberserum.

Die adh&arent wachsenden eukaryotischen Zelllinienden im Brutschrank bei 37°C, 5 %
CO, und wasserdampfgesattigter Atmosphare in Zellkildtschen (75cm Greiner)
kultiviert. Fir das Umsetzen und Waschen der Zellenden alle Lésungen auf 37°C

temperiert.

3.1.1.1  Subkultivierung von Saugerzellen

Die Zellen wurden im 2 - 3 Tage-Rhythmus passagizgaizu wurde der Zellkulturiiberstand
entfernt und die Zellen mit 10 ml sterilem 1 x PB&vaschen. Nach Zugabe von ca. 2 ml
Trypsin/EDTA und kurzer Einwirkphase wurde die Liguwieder entfernt. Im Anschluss
wurden die abtrypsinierten Zellen durch Zugabe Vatimedium und durch mehrmaliges
Auf- und Abpipettieren suspensiert, so dass einedizell-Suspension entsteht. Je nach
Zelldichte wurden die Zellen 1/5 oder 1/10 in 12Mddium subkultiviert.

3.1.1.2 Mykoplasmen-Test

Die verwendeten Zelllinien wurden in regelmaRigdrstinden auf Mykoplasmen mittels
PCR getestet.

3.1.1.3 Zellzahlbestimmung

Vor jedem Zellkulturexperiment wurde mit Hilfe emBeubauer-Zahlkammer die Zellzahl

ermittelt. Dazu wurden 10 pl der ZellsuspensiodignZahlkammer pipettiert und unter dem
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Mikroskop innerhalb von 4 Grof3-Quadraten die durbhgdtliche Anzahl an Zellen
bestimmt. Dieser Wert wurde mit dem Kammerfaktdd*(Imultipliziert, woraus sich die
Zellzahl pro ml ergibt.

3.2 Gewebe fir die in situ Expressionsanalyse
3.2.1 Klinisch-pathologische Charakteristika des Patientinenkollektivs

3.2.1.1 Mammakarzinom

Die Datenerhebung dieser Arbeit stammt von 201leRfatinen, die im Zeitraum von 1986
bis 2005 in der Johannes-Gutenberg-Universitat Kaibteilung Obstetrik und
Gynékologie) wegen eines histologisch gesicherteahnegativem Mammakarzinoms mit
TumorgroRen pTET3 behandelt wurden. Die Gewebeproben wurden duenhe
Tumorresektion gewonnen, zum Zeitpunkt des Eirgyréfhielten die Patientinnen keine
systemische adjuvante Therapie. Die Patientinnendevu entweder einer modifizierten
radikalen Mastektomie (44 %) unterzogen oder eslevgine brusterhaltende Operation mit
anschlieRender Bestrahlung (56 %) durchgefuhrdidéser Studie lag der Schwerpunkt auf
Nodal-negativen Tumoren mit dem Status pT1-3 ohregnRetastasen (MO0). Das
durchschnittliche Alter der Patientinnen bei deadpiose lag bei 58,8 Jahre (max. 91 Jahre,
min. 33 Jahre). Das Follow-up wurde durch Briefeodlelefonkontakt zu den Patientinnen,
und durch das Durchsehen der Patientinnenakte st einmal im Jahr zwischen der
Operation und dem letzten Follow-up im Oktober 2@dfasst. In dieser Periode wurde die
Krankheit in aufgefiihrten Daten und klinischen ragter erfasst (Tabelle 4). Des weiteren
wurde dokumentiert, ob die Patientinnen am Krelystaeben oder ob andere Ursachen zum
Tod fuhrten.Traf dies zu, wurde das TodesdatumEatsgnis fiir die Uberlebensanalysen
gewertet, falls der Todesfall im kausalen Zusamraaghmit der Tumorerkrankung stand.
Zusatzlich wurde vermerkt, ob es zu einem Rezidig/ader einer Metastase kam oder ob
ein Zweitkarzinom auftrat. Das histologische Grgdimurde nach Elston und Ellis (Ellis et
al., 1992) durch zwei routinierte Gynakopathologbaurteilt. Die in dieser Arbeit
vorliegende Studie entsprach den Richtlinien dagseten Ausschusses der medizinischen

Vereinigung von Rheinland-Pfalz.
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Tabelle 4: Klinisch-pathologische Charakteristika von Patienén mit nodal-negativen Mammakarzinom
(n=201)

n %
Alter bei Diagnose <55 58 28,8
> 55 Jahre 143 71,2
Tumorstadium pT1 116 57,7
pT2 82 40,7

pT3 3 1,5
Histologisches Grad | 43 21,4
Grading Grad Il 109 54,2
Grad Il 49 24,4
Ostrogenrezeptor Positiv 157 78,1
Negativ 44 21,9
Progesteronrezeptor Positiv 119 59,3
Negativ 82 40,7
HER-2-Status Positiv 26 12,9
Negativ 175 87,1
pHER-2-Status Positiv 37 18,4
Negativ 164 81,1
HER-3-Status Positiv 177 88,1
Negativ 24 11,9
pHER-3-Status Positiv 147 73,6
Negativ 54 26,4

3.2.1.2 Ovarialkarzinom

Das Ovarialtumorgewebe von 116 Patientinnen wurdéeitraum von 1986 bis 1995 an der
Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz (Abteilung &yogie) operativ gewonnen. Die
Patientinnen wurden einer abdominalen Hysterektomeeer bilateraler Salpingo-
Oophorektomie und einer Omentektomie unterzogene Matientinnen die der FIGO-
Stadien Ib, Ic, Il, Il und IV zugeordnet wurdemheelten eine postoperative Chemotherapie
mit sechs Administrationen von Carboplatin (350mify/oder Cisplatin (50 mg/f und
Cyclophosphamid (1.000 mg#in Die Beurteilung der histologischen Typen erfelgtach
WHO-KTriterien. Die epithelialen Tumore wurden inr@&gen vs nicht serbésen Karzinomtyp
eingeteilt. Der Malignitatsgrad wurde dem entspescten histologischen Grad zugeordnet.
Folgende Kriterien wurden diesbezlglich bertcks&tht Tumorarchitektur, Anteil an

solidem Tumor, Zellkernpleomorphismen, Nukleus-@ldsma-Verhaltnis, Anzahl der
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Kernkdrperchen und Mitosen. Das Tumorstadium wurgeh den FIGO-Richtlinien

eingeteilt. Aufgrund prognostischer Relevanz desti@mors wurde zwischen Patientinnen
unterschieden, bei denen makroskopisch eine votlgié Entfernung des Tumors vollzogen
wurde und Patientinnen, die einen Resttumor (Dusdsar<2 cm und > 2 cm) nach der

Operation aufwiesen.

Tabelle 5:Klinisch-pathologische Charakteristika von der &atinnen mit primarem Ovarialkarzinom

(n =116).

n %
Alter bei Operation <55 24 20,7
> 55 Jahre 92 79,3
FIGO-Stadium Stage | 22 19,0
Stage I 7 6,0
Stage IlI 68 58,6
Stage IV 19 16,0
Histologisches Grad | 15 12,9
Grading Grad Il 51 44,0
Grad Il 50 43,1
Resttumor Kein Resttumor 44 383
Resttumor < 2 cm 35 30,4
Resttumor > 2 cm 36 31,3
Histologischer Typ Seros 73 18,4
Nicht-seros 43 81,1
HER-3-Status Positiv 62 53,4
Negativ 54 46,6
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3.2.2 Beurteilung und Klassifizierung immunhistochemische Farbungen am
Ovarialkarzinom und Mammakarzinom

3.2.2.1 Beurteilung von HER-2 und Phospho-HER-2 und HER&Rhospho-
HER-3

Fur die Bestimmung der HER-2 bzw. Phospho-HER-2r&sgion wurde das Tumorgewebe
hinsichtlich der Intensitat der Zellmembranfarbdoeyvertet. Das verwendete Schema wurde
in 0, 1+, 2+ und 3+ eingeteilt. Dabei wurden O fkeipositive Farbung oder teilweise
Membranfarbung in weniger als 10 % der Tumorzeliem) 1+ (schwache Farbeintensitat,
bei mehr als 10 % der Tumorzellen) als negativ eshgt. Scores von 2+ (schwache bis
mittelmafige Intensitdt mehr in 10 % der malignatieh) und 3+ (mittelmaRige bis starke

Zellmembranfarbung in mehr als 10 % der zu bewddrrZellen) als positiv bewertet.

Bei der Klassifizierung von HER-3 bzw. Phospho-HERwrde hingegen so vorgegangen,
dass der prozentuale Anteil der gefarbten Zelleme@ngesamten Tumorzellzahl bestimmt
wurde. Dieser Anteil wurde in eine bestimmte Eiltgg von O bis 4 vorgenommen. Dabei
entsprach 0 einer negativen HER-3-Expression inTdenorzellen. Der Score von 1 wurde
einem prozentualen Anteil von 0,1 % bis 10 % zugsem. 11 % bis 50 % HER-3 positive
Tumorzellen wurde als 2 klassifiziert. Ab 50 % 88 % wurde als 3 eingeteilt. Die
Gewebeschnitte, die mehr als 80 % positive Tumeiblkee aufwiesen, wurden mit der 4
gekennzeichnet. Im Gegensatz zur HER-2-Bewertungrdevu alle subzelluléaren

Kompartimente (Membran, Cytosol und Zellkern) zuwustertung einbezogen. Die

Klassifizierung wurde im Anschluss durch einen lerémen Pathologen tberpruft.

3.2.2.2 Statistische Analyse

Die Uberlebensraten wurden nach der Kaplan-Meiethbtie berechnet. Das krankheitsfreie
Uberleben (disease-free survival, DFS) wurde anhded Daten beginnend mit der
Erstdiagnose bis zum Versterben der Patientin bdezum Wiederauftreten der Krankheit,
definiert. Alle statistischen Analysen wurden nigtees Statistik-Programmes SPSS 15.0
durchgefuhrt.
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3.3 Chirurgie und Pathologie

3.3.1 In situ-Analysen zur Protein-Expression: Immunhistcchemie und
Immunfluoreszenz

3.3.1.1 Herstellung von Gewebe-Paraffin-Blocken und Gewdbatten

In dieser Arbeit wurde das humane Biopsiegewebschlisllich in Paraffin eingebettet, da
Paraffin eine hervorragende Eigenschaft als Eirfdedium aufweist. Es gibt gut die
morphologischen Details wieder und ermoglicht diode Auflosung. Auch auf Grund der
Struktur eignet es sich sehr gut zur Anfertigung Bewebeschnitten mit einer Schnittdicke
von 3-5 um. Der Einbettung geht eine Fixierung Gesvebes voraus. Nach Entnahme der
Gewebeprobe durch einen Chirurg wurde die Probeittelbar in das Fixans (hier: 4 %
gepuffertes Formalin) Uberfuhrt. Nach einer ausieiclen Penetrationsphase i.d.R. 24 h
wurde das Gewebe sukzessiv entwassert (siehe gaelSchrittweise wurde das Formalin
durch Alkohol ersetzt. Danach wurde das Gewebalenit organischen Losungsmittel Xylol
behandelt. Nach Abschluss der Entwasserung wurdeXg#l durch das oben genannte
Einbett-Medium Paraffin ausgetauscht. Nach Aush@tuwes Paraffins wurden die
Gewebesticke (10 x 10 x 3 mm) in vorgesehene AB&wimchen mit Paraffin eingebettet
und am Schlittenmikrotom geschnitten. Die ca. 3 giimnen Gewebeschnitte wurden auf
beschichtete SuperFrost Plus-Objekttrager (Menaeiigezogen und bis zur weiteren

Analyse sonnengeschutzt und trocken gelagert.

Abbildung 11: Einzelne Arbeitsschritte der Anfertigung von Gewdtaraffinschnitten. Vom
Einbetten bis zum Mikrotom-Schneiden. A: Ausgiefdiféhen und das Gewebestiick. B: Befiillen
der Ausgie3formchen mit Paraffin. C: Gewebestluckdwin noch flissigem Paraffin fixiert. D:
Auffillen des AusgieRformchen mit Paraffin. E: Aéslen des Paraffins auf einer Kihlplatte. F:
Anfertigung von Paraffin-Schnitten vom fertigen paéat am Schlittenmikrotom.
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Tabelle 6: Entwasserungsprotokoll der Gewebeproben.

Losungsmittel bzw. Prozent [%] Dauer [h]
Paraffin
Ethanol 70 1
Ethanol 80 1
Ethanol 96 15
Ethanol 100 15
Xylol 100 1
Xylol 100 1
Xylol 100 1
Paraffin - 2
Paraffin - 3

3.3.1.2 Spezifitatssprufung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die verwendeten &amikorper einer
Spezifitatssprufung unterzogen, um unspezifisched@Bigen (des Primarantikorpers)
auszuschlieBen. Fur die Antikorper, die das ges@nmighosphorylierte) Protein detektieren,
wurde die Spezifitdtskontrolle mit dem entspreclendpitop/Peptid durchgefihrt. Dazu
wurde der jeweilige Antikorper mit einem Uberschums Blocking-Peptid auf einem
Uberkopfschiittler fiir eine Stunde bei Raumtempenattinkubiert. Parallel dazu wurde die
gleiche Konzentration des Antikdrpers mit sterilB8S unter den identischen Bedingungen
inkubiert. Dies wurde als Negativkontrolle verwendgach Abschluss der Vorinkubation

wurde wie im Kapitel 3.3.2 beschrieben mit dem imimatologischen Protokoll verfahren.

3.3.1.3 Antigen-Demaskierung durch Antigen Retrieval-Method

Um eine bestmdgliche Penetration des Antikdrpers gawahrleisten wurden die
Gewebeschnitte mit Rotihisfol(Xylol-Ersatz) behandelt, um das Paraffin heralisan
(4 x 5 min). Nach dieser Entparaffinisierung wurdéie Schnitte in einer Alkoholreihe
absteigender Konzentration (100 %, 95 %, 90 %, 7®%% und 30 %) jeweils 5 min
inkubiert. Danach wurde in #qest rehydriert und nachfolgend in TBS (Tris-buffered
saline)-Puffer der pH-Wert &aquilibriert. Durch digxierung mit Formalin entsteht eine
irreversible Reaktion der Proteine. Es kommt zee@uervernetzung der Schwefel-haltigen

Seitengruppen der Aminosauren. Dies hat zur Foligss das Epitop der Proteine im
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Gegensatz zum nativen Zustand maskiert wird. Umesaustellen, dass der entsprechende
Antikorper das Epitop/Antigen erkennt, muss dastdgpidem Antikorper zugéanglich
gemacht werden. Dies erfolgt durch die Antigen iee&-Methode. In dieser Arbeit wurden
zum einem die hitzeinduzierte Freisetzung mit ein@fl M Citrat-Puffer pH 6,0
(unphosphorylierter Zustand der Proteine) und zadeeen ein hitzeinduzierten Aufschluss
durch Tris-Tween ZDEDTA pH 9,0 (phosphorylierte Proteine) gewahlt. i Beeiden
Protokollen wurden die Schnitte in eine Plastikkteremit den entsprechenden Puffern
Uberfuhrt und fir 2 x 7 min bzw. 10 min in der Mokvelle inkubiert. Nach Beendigung der
Inkubation wurden die Schnitte auf ca. 50-60°C &kt bevor sich weitere Behandlungen

anschlossen.

3.3.1.4 Blockierung endogener Peroxidasen, unspezifischer
Antikdrperbindungsstellen und Antikorper-Inkubagan

Um endogene Gewebsperoxidase zu inaktivieren, wule Schnitte in 7 % #D, in
Methanol fir 10 min unter Ausschluss von Licht B&i inkubiert. Diesem Schritt wurde ein
Waschschritt im 1 x PBS (2 x 5 min) angeschloskln.alle unspezifischen Bindungsstellen
zu blockieren wurden die Schnitte fur eine Stunde 31 BSA/PBS/0,1 % Tween 20 in
einer Feuchtkammer inkubiert. Des weiteren wurdemogene Avidin und Biotin-

Bindungsstellen mit entsprechenden Blocking-Reagen{2 x 15 min) behandelt.

Erst dann wurden die Schnitte mit den entsprechretenarantikorper (siehe Tabelle 7)
behandelt. Pro Schnitt wurden ca. 100 pl Primé&aéarger-Verdinnung eingesetzt. Diese
Inkubation wurde auch in der Feuchtkammer durchHgeflum Austrocknungseffekte
vorzubeugen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurdi@ Schnitte 3 x 5 min mit PBS

gewaschen.

Die Detektion des Primarantikorpers wurde mit der Folgenden beschriebenen ABC-
Methode durchgefiihrt. Bei der ABC-Methode wird derimarantikdrper Uber einen
biotinylierten sekundaren Antikérper sowie Streplay, welches mit Meerrettich-Peroxidase
gekoppelt ist, nachgewiesen. Dabei wird ausgendeds Streptavidin und Biotin in einem
beinahe quantitativen Verhdaltnis von 1:4 aneinangdeden. Die Meerrettich-Peroxidase
katalysiert die Prazipitation zugegebenen Diaminaitins mit Wasserstoffperoxid zu
einem braunen Lack/Polymer. Zur Durchfuhrung der CABethode wurde ein

kommerzielles Sekundarantikorperkit (Fa. Vectorjabsrwendet. Als Negativkontrolle
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wurde bei Kontrollpréaparaten nur der sekundare kBmger eingesetzt bzw. unspezifische,
nicht-bindende Antikorper der jeweiligen Speziesmendet. Der Sekundarantikorper wurde
wie in der Anleitung des Herstellers beschriebegeartzt. Es wurden 2 ml TBS mit 30 ul
Blocking-Reagenz und 10 pl des Sekundarantikbrgemaischt. Die Schnitte wurden flr
eine Stunde mit dieser Losung in der Feuchtkammiaubiert. Im Anschluss wurden die
Gewebsschnitte mit Puffer (3 x5 min) gewaschens B8C-Reagenz wurde wie folgt

angesetzt. Es wurden 2ml TBS mit 40 pl Reagenz wWd WO pul Reagenz B

zusammenpipettiert. In feuchter Atmosphére wurdenGewebeschnitte ebenfalls fur 1 h
damit inkubiert. Anschlielend wurden die SchnitiePBS (3 x 5 min) gespdlt.

Tabelle 7: Verwendete Antikdrper im immunhistologischen Naefsy

Verdinnung Inkubationsparameter | Sekundéarer Antikdrper

Kaninchenmu-HER-3 1:50 RT, 1h, 0,3% BSA, 1 xEsel a Kaninchen-Cy3,
PBS, 0,1% Tween 20 1h, RT, 1:100

Kaninchena-HER-2/NeuT 1:50 RT, 1h, 0,3% BSA, 1 xEsel a Kaninchen-Cy3,
PBS, 0,1% Tween 20 1h, RT, 1:100

Kaninchena-HER-3 1:50 RT, 1h, 0,3% BSA, 1 x Vectastain Elite ABC-Kit
PBS, 0,1% Tween 20 (anti-Kaninchen, aus
Ziege)
Kaninchena-pHER-3 1:50 RT, 1h, 0,3% BSA, 1 x Vectastain Elite ABC-Kit
PBS, 0,1% Tween 20 (anti-Kaninchen, aus
Ziege)
Mausa-pHER-2 1:25 RT, 1h, 0,3% BSA, 1 x Vectastain Elite ABC-Kit

PBS, 0,1% Tween 20 (anti-Maus, aus Pferd)

3.3.1.5 Visualisierung mit 3,3 Diaminobenzidin (DAB)

Zur Visualisierung wurde das Chromogen Diaminob@inziDAB) gewahlt, welches in
organischen Lésungsmitteln unldslich ist. Dazu veard ml HO pigest Mit 2 Tropfen des
Puffer-Konzentrat versetzt. Kurz vor Anwendung vamdt Tropfen DAB Stocklésung und 2
Tropfen der HO,-L6sung hinzugegeben. Nach guter Vermischung wudige Substrat-
Losung auf die Schnitte pipettiert und flr 6 min Dankeln inkubiert. Danach wurde das

DAB vom Objekttrager abgeklopft und unter fliel3emdeeitungswasser fur 6 min gespuilt.
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3.3.1.6 Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun

Zur Gegenfarbung der Zellkerne und zum Teil auch @gtoplasmas wurde zuvor filtriertes
Mayers Hamalaun (Merck) eingesetzt. Nach 90 sedeviiberschussiges Hamalaun durch
lauwarmes flieRendes Leitungswasser beseitigt. Fohluss wurden die Gewebeschnitte in
einer aufsteigenden Alkohol-Konzentrationsreihe j@éweils 1 min inkubiert. Bevor die

Schnitte permanent mittels Entellan und Deckglaschmgedeckt wurden, mussten die

Schnitte zweimal in Rotihistol fiir 2-3 min inkubieverden.

3.3.2 Immunfluoreszenz

Parallel zu immunhistologischen Farbungen an Harafhigebettetem Geweben wurden
auch immunbhistologische Farbungen an auf Objeldtragultivierten Zellen durchgefihrt.
Am Vortag der Immunfluoreszenzfarbung wurden dielete in DMEM-Medium auf
autoklavierte runde Deckglaschen in einer 24-wHlttE (Costar Corning) mit einer Dichte
von 0,25 x 10 Zellen pro well ausgestreut. Die Zellen wurdenchfisRend bei 37 °C und
5% CQ fur weitere 24 h inkubiert. Am nachsten Tag wudds Medium abgesaugt und die
Zellen zweimal mit sterilem 1 x PBS (1 mi/well) gasehen. Die Fixierung wurde mit 4 %
Paraformaldehyd in Sorensen-Puffer pH 7,4 (0,5 elljwfir 20 Minuten bei RT
durchgefuhrt. Nach der Fixierung wurde das Fixanshl zweimaliges Waschen mit sterilem
1 x PBS ausgewaschen und die Zellen fir 10 mirDim# NH,Cl in 1 x PBS (0,5 ml/well)
bei RT inkubiert. Das Uberschissige Ammoniumchi@alz wurde durch 1 x PBS entfernt.
Eine Permeabilisierung der Zellen und eine Absatiy unspezifischer Bindungsstellen
wurde durch die Inkubation mit einer Saponin-Los@g mg/ml) mit 3 % BSA/1 x PBS
(RT, 0,5 ml/well) erreicht. Nach dieser Inkubatiomurde jedes well mit 1ml der
Saponin/PBS-Ldsung fur 10 min gewaschen, bevor émnke@bation mit den jeweiligen
Primarantikdrpern stattfinden konnte. Der Primékamper (Tabelle 7) wurde mit einer
1 %igen BSA/Saponin/PBS-Ldsung verdinnt. Fur dieutation (1 h, RT) wurden 30 pl
dieser Losung des Primarantikdrpers auf einen Mastfeifen pipettiert. Auf diesen
Antikorper-Tropfen wurden nun die runden Deckgl&chmit der Oberseite nach unten
gelegt. Um Verdunstungen vorzubeugen wurde diehldwit feuchten Tuchern umlegt und
durch eine Schale abgeschlossen. Nach Inkubatideasearden die Deckglaschen wieder in
die 24-well-Platte Gberfiuhrt und dreimal a 10 miit 8aponin/PBS-Losung gewaschen. Fir
den Nachweis des Priméarantikorpers wurde ein esmtipnder Fluorochrom-markierter
Sekundarantikérper verwendet (Tabelle 7). Die Vbegesweise der Inkubation wurde, wie

beim Primarantikorper beschrieben, durchgefuhrinZtntfernen unspezifisch gebundener



Methoden 36

Sekundarantikérper wurden die Zellen erneut dreimialSaponin/PBS-LAosung flur jeweils
10 min gewaschen. Final wurden die Zellen mit 1BSPfur 10 min gewaschen. Zur
Darstellung der Kerne wurden die Zellen mit DAPEkiner Konzentration von 2,3 pg/ml fur
5 min gefarbt. AnschlieRend wurden die Zellen zvaid 5 min mit 1 x PBS gewaschen.
Bevor die Deckglaschen mit 20 ul Mowiol-Eindeckmadi auf Objekttrager gebracht
wurden, kurz in HOg4est. geschwenkt. Nach dem Trocknen wurden die fertReiparate bis
zur Fluoreszenz-mikroskopischen Untersuchung 13&l delagert.

3.3.3 TUNEL-Assay in Kombination mit Immunfluoreszenzfarbung

Der TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick End-Labeling)-Naeis erkennt apoptotische
Zellen innerhalb einer Zellpopulation. Das Prinbgruht darauf, dass die durch Apoptose
verursachten DNA-Strangbriiche mit Fluorescein-1Z4#Udurch das Enzym terminale
Deoxynucleotidyl Transferase repariert werden. leser Arbeit wurde das DeadEnd™
Fluorometric TUNEL System (Promega) verwendet. &daerent wachsenden Zellen wurde
auf sterilen runden Glasplattchen (Menzel, @ 14 mm)einer 24-well Platte in einer
Zelldichte von 25.000 Zellen pro well ausgestréutschlielend wurden die Zellen kurz mit
sterilem 1 x PBS gewaschen und anschlieRend miPdfaformaldehyd/Soérensen pH 7,4 fur
20 Minuten bei RT fixiert. Nach Fixation wurdeneaPFA-Rickstande mit 1x PBS beseitigt.
Die Permeablisierung wurde mit 0,2 % Triton X-1& fur 5 min durchgefuhrt. Im
Anschluss wurde erneut zweimal mit 1 x PBS gewascRarallel zu den Proben wurde eine
Kontrolle mitgefiihrt. Diese Proben bzw. Zellen wemd damit die rTdT-Reaktion ablauft,
mit dem Enzym DNase | behandelt. Dazu wurden dlle@enit 100 pl DNase I-Puffer fur 5
Minuten bei RT aquilibriert. Nach diesem Schrittrden die Zellen mit 10 Einheiten pro ml
DNase | im DNase I-Puffer bei RT fiur 10 min inkuibieDie Reaktion wurde durch
mehrmaliges Waschen mit ,84est abgestoppt. Nach Beendigung der Behandlung der
positiven Kontrolle wurden die Zellen mit dem Adpilerungspuffer fir 10 Minuten
inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden die einzelriReaktionskomponenten der rTdT-
Reaktion  zusammenpipettiert. Fir eine  Standard-fweak wurden 45 pl
Aquilibrierungspuffer, 5 pul Nukleotid-Mix (Fluoresm-12-dUTP) und 1 pl rTdT-Enzym
eingesetzt. Fur die mitgefuhrte Negativ-Kontrolg¢ zu beachten, dass anstatt des rTdT-
Enzyms Wasser verwendet wurde. Die Inkubation wufille eine Stunde bei 37°C
durchgefuhrt (Hybridizer, Dako). Durch Feuchtigksiteifen wurde verhindert, dass es zu
Verdunstungen wahrend der Inkubation kam. Das Alpsto der Reaktion wurde mit 2 x
SSC-Puffer durchgefuhrt (15 min). Um restliche ungelene Fluorescein-markierte 12-
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dUTPs zu beseitigen, wurden die Zellen zusatzlighlx PBS dreimal kurz hintereinander
gewaschen. Der rTdT-Reaktion wurde eine immunhigtogsche Detektion vom jeweiligen
Protein wie im Kapitel 3.3.2 beschrieben durchgsdtiih

3.4 Arbeiten mit Proteinen

3.4.1 Ernte des Gesamtzelllysates

Die kultivierten Zellen wurden zweimal kurz mit kddtem PBS gewaschen bevor sie
geerntet wurden. Zur Zelllyse wurden pro FlaschB offf) 1 ml 2 x RIPA-Puffer (+

Inhibitoren) eingesetzt. Nach kurzer Einwirkzeit rden die Zellen mit Hilfe eines

Zellschabers vom Boden abgeschabt und in ein vatges 1,5 ml Eppendorf-Gefal3
Uberfihrt. Danach wurden die Lysate fur 30 MinugehEis inkubiert. Im Anschluss wurden
die Lysate bei 13.000 upm fiir 10 min bei 4 °C abdfeigiert. Die Uberstande wurden in
neue Reaktionsgefal3e pipettiert und einer BCA-Rioéstimmung unterzogen. Bis zur

weiteren Verwendung wurden die Zelllysate bei -20gelagert.

3.4.2 Subzellulare Fraktionierung (Slosberg et al., 1999)

Die in 75 cnf kultivierten Zellen wurden zweimal kurz mit eistexh 1x PBS gewaschen.
Die Restflissigkeit wurde vollstandig abgesaugtobbéwn| NB-Puffer zu den Zellen gegeben
wurde. Nach ca. 30 Sekunden Einwirkzeit wurden gi#dlen mittels eines Zellschabers
geerntet und in ein 1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgaiéBrfihrt. Fir 10 min wurden die
Zellen auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden diellégn mit Hilfe eines Dounce-

Homogenisators (1 ml, Pistill A) auf Eis homogeaisi(10 Stdl3e). Das homogenisierte
Zelllysat wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorf-GaiaBrfuhrt und fur 5 min bei 2.300 upm
in der Kuhlzentrifuge (4°C) zentrifugiert. In dies&entrifugationsschritt wurde das Cytosol
von Kernproteinen getrennt. Das Pellet wurde vorarsiand befreit und erneut zentrifugiert
(12.000 upm, 4°C, 15 min). Der Uberstand wurdeim 5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal
Uberfuhrt und bis zur weiteren Analyse bei -20°Cagert. Das verbleibende Pellet wurde
mit 300 pl NB-Puffer vollstandig resuspendiert. Usicher zu gehen, dass keine
cytosolischen Proteine die Kernfraktion kontamierer wurden die resuspendierten
Nukleusproteine Uber einen Sucrose-GradientenrggteDazu wurden vorsichtig die 300 pl
der Nukleusfraktion auf 300 pl Sucrose/NB-Pufferslwdg geschichtet. Dieser Gradient
wurde fur 30 min bei 4.300 upm bei 4°C zentrifugi€as Pellet wurde in 1 ml Sucrose-
MgCl,-NB-Puffer resuspendiert und einer Homogenisatiboufice, Pistill A, 7 Stolie)
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unterzogen. Das Homogenisat wurde erneut fir 5bgir.300 upm in der Kiuhlzentrifuge
(4°C) zentrifugiert. Das Pellet wurde je nach Grgf380-250 pl Puffer B aufgenommen. Im
Anschluss wurde die Nukleus-Fraktion mit einem a#ithallstab (25 %, 10 sec) behandelt
und erneut zentrifugiert (12.000 upm, 4°C, 15 midgr Uberstand wurde in ein 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefald Gberfiihrt und bis zureweit Analyse bei -20°C gelagert.

3.4.3 Proteinbestimmung

Die Konzentration der Proteine wurde mit Hilfe @€ A-Methode (Pierce) bestimmt. Dieser
Test beruht darauf, dass Proteine mit“danen in alkalischer Lésung in einer Biuret-
Reaktion einen Komplex bilden. Die €donen des Komplexes werden zu *Gonen
reduziert, die mit Bicinchonininsaure (BCA) eineiletten Farbkomplex bilden. Dieser
Farbkomplex wird bei 562 nm im Spektralphotomet@as€o) gemessen werden. Der
eigentlichen Probenmessung wurde eine Anfertigwergalibriergerade vorangestellt. Dazu
wurde eine BSA-Stammldsung (50 pg/ml) in verschieteKonzentrationen (2,5; 5,0; 7,5;
10,0 und 15,0 pg/ml) mit Wasser verdinnt, so dassMwlumen von 800 pl in der
Messkulvette vorliegt. Zu diesem Volumen wurde 20BQA-LOsung (49 Teile Losung A +
1 Teil Lésung B) hinzu gegeben und bei 60 °C imzHkick fir 30 Minuten inkubiert. Bevor
die Konzentrationsreinhe vermessen wurde, musstenPdoben fir 10 Minuten bei RT
abkihlen. Im Anschluss wurden die Proben 1:10 verdiind wie anhand der Messreihe

beschrieben, inkubiert und die Konzentration phatisch bestimmit.

3.4.4 Methanol/Chloroform-Fallung modifiziert (Wessel und Flugge, 1984)

Nach der Proteinkonzentrationsbestimmung wurde esidsprechende Volumen fir 50 ug
Nukleus-Proteinlésung auf 300 ul 1 x PBS aufgefiflu diesen 300 pl wurde 600 pl
Methanol zugegeben und gut vermischt. Anschlielgadden jeweils 200 pl Chloroform
und Wasser (bDges) hinzupittetiert und es kam zur Ausbildung zweldrasen. Nach 1-
mindtigen Vortexen wurde der Ansatz fur 2 min urgl0ODO upm in einer Tischzentrifuge
(Eppendorf) zentrifugiert. Die obere Phase wurde hir Interphase abgenommen und
verworfen. Erneut wurde 1ml Methanol hinzugegebew diir eine Minute gevortext.
AnschlielRend wurde der Ansatz fir 5 min bei 12.006 zentrifugiert. Das Methanol wurde
abgenommen ohne dabei das Proteinpellet zu beribienMethanol-Reste wurden mit

Hilfe einer SpeedVac (Thermo) beseitigt und datePrl 25 pl Probenpuffer aufgenommen.
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3.4.5 Co-Immunpréazipitation

Die Co-Immunpréazipitation (Co-IP) ermoglicht dietdraktion zweier Proteine im Zelllysat
nachzuweisen. Fur die Co-Immunprazipitation wur@80 pg Protein pro 300 pl Volumen
verwendet. Der jeweilig entsprechende Antikdrpep¢lpro pg Protein) wurde zugegeben
und fir 1,5 h auf einem Uberkopfschittler bei 4irikubiert. Vor Ablauf der Inkubationszeit
wurden pro Ansatz 25 ul Protein-A-Sepharose (Anarshdreimal mit 300 pl sterilem 1 x
PBS versetzt und fur 90 sec bei 7.000 upm abzagteift. Zu der gewaschenen Sepharose
wurde das Protein-Antikdrper-Gemisch pipettiert uiilder Nacht bei 4 °C auf dem
Uberkopfschittler inkubiert. Nach diesem Schritt rdes der Komplex bestehend aus
Antikorper, Antigen und Sepharose dreimal fir 1@ mibbei 3.000 upm in einer
Kahlzentrifuge mit 1 ml IP-Puffer gewaschen. Na@mdletzen Waschen wurde der Puffer
vom Sepharose-Pellet vollstdndig entfernt, 25 xlP2Zobenpuffer hinzugegeben und bei
95 °C fur 5 min gekocht. Fiur die anschlielende ys&lin der SDS-Gelelektrophorese
wurde ein 10 %iges Gel verwendet.

3.4.6 SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

Eine diskontinuierliche Sodiumdodecylsulfat (SD®)yRrcrylamid-Gelelektrophorese
(PAGE) wird zur Charakterisierung von Proteinen and Uberpriifung von deren Reinheit
eingesetzt. Die Technik beruht darauf, dass bendHroteinen das gleiche Ladung/Masse-
Verhéltnis vorliegt und die Wanderung im elektrisshFeld nicht mehr von der Ladung
abhangt, sondern nur noch vom MolekulargewichtRieteine. Diese negative Ladung wird
durch das Detergenz SDS ermdglicht, was die Eigemnigen der Proteine tberdeckt (pro 1 g
Protein binden ungefahr 1,4g SDS). Die Auftrennuagolgt in einer Gelmatrix
(Polyacrylamid), die durch die Mischung von Acryidnund N, N’-ethylen-bisacrylamid,
sowie aus Tetramethyldiamin (TEMED) und Ammoniungpédisulfat (APS) hergestellt
wird. Es wurde das System Multigel-Long der FirmarBetra verwendet. Die SDS-PAGE
setzte sich aus einem 5%igen Sammelgel und einetwigén Trenngel zusammen. Nach
vollstandiger Auspolymerisation des Gels wurden Eieben mit Kaplillarspitzen in die
Geltaschen pipettiert. Die Proben (i.d.R. 50 pgydea mit 2 x Probenpuffer bei 95 °C im
Heizblock denaturiert. Nachdem die Proben das Sageméei einer Ampere-Zahl von
20 mA durchwandert haben, wurde die Stromstarke &@mA erhoht. Die

Gelelektrophorese wurde nachdem die Lauffront @ms @renngel gelaufen war, beendet.
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3.4.7 Immunoblot

Unmittelbar nach Beendigung der Gelelektrophoregeden die aufgetrennten Proteine auf
eine PVDF-Membran elektrophoretisch transferiemt.dleser Arbeit wurde ausschliel3lich
das Semi-Dry-Blot Verfahren (Towbin et al., 1979ter Verwendung der Blot-Apperatur
der Firma Biometra angewendet. Nach dem Gellautleragias Gel vorsichtig freigelegt und
das Sammelgel vom Trenngel mit einem Skalpell separDas Trenngel wurde fir
mindestens 5 min im Kathodenpuffer aquilibriertitgleich wurde das zuvor auf die GrolRe
des Gels zurechtgeschnittene Whatman-Papier (4n).ageKathodenpuffer getrankt. Als
Anode wurden 12 Lagen Whatman-Papier verwendet,zdier im Anodenpuffer kurz
inkubiert wurden. Die Membran wurde vor Verwendakgjviert, um Proteine besser binden
zu koénnen. Dies wurde durch kurzes Benetzen mithitedl und anschlielRend kurzer
Inkubation im Anodenpuffer durchgefiihrt. AnschlisBewurden die oben genannten
Komponenten wie folgt zu einer Einheit zusammenigés@ngefangen mit den 12 Lagen
Whatman-Papier, der aktivierten Membran gefolgt dem Gel und vier Lagen Whatman-
Papier. Nach Abschluss wurden mdgliche Luftblasemcld Herauswalzen mit einer
Glaspipette beseitigt, dann die Blot-Aperatur irir® genommen. Der Blotvorgang wurde
bei 5 mA/cn? und fiir eine Stunde durchgefiihrt. Nach Beendiguagie die Membran kurz
in HyOgest Uberfuhrt und danach fir ca. 1 min in Ponceauk@hrert. Durch Waschen mit
TBS-Tween 20 wurde die Membran wieder entfarbt. UWen Protein-Transfer zu

kontrollieren wurde das zuriickbleibende Gel mit @assie gefarbt.

3.4.7.1  Antikorper-Inkubation

Nach vollstandigem Entfernen der Ponceau S-Farbetpsvurde die Membran fir eine
Stunde mit 5% Magermilch/TBS-Tween-L6osung oder BBA/TBS-Tween auf einem

Schittler bei Raumtemperatur inkubiert, um unspsie Bindungsstellen zu blockieren.
Nach diesem Schritt wurde die Membran mit dem jégen Priméarantikorper (Tabelle 8)

inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran in eindtberschussvolumen an TBS-T
dreimal fur 5 min gewaschen. Dann wurde der Sekwamdi&orper in der entsprechenden
Verdunnung fur eine Stunde bei Raumtemperatur setge Identisch zum Primarantikdrper

wurde der Blot dreimal mit TBS-Tween gewaschen.
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Tabelle 8 Verwendete Antikdérper im Immunoblot.

Verdinnung Inkubatiosparameter Sekundare
Antikorper
Mausa beta Actin 1:10.000 RT, 30 min, 5% MM-TBS-T | Ziegea Maus-HRP, 30
min, RT, 1:10.000
Kaninchena HER-3 1:200 RT, 2h, 5% MM-TBS-T Ziegea Kaninchen-HRP,
60 min, RT, 1:5.000
Kaninchena HER-2/NeuT 1:200 RT, 2h, 5% MM-TBS-T Ziegea Kaninchen-HRP,
60 min, RT, 1:5.000
Kaninchena Tubulin 1:1000 4°C, UN, 5% BSA-TBS-T Ziegea Kaninchen-HRP,
60 min, RT, 1:5.000
Mausoa Lamin 1:1000 RT, 2h, 5% MM-TBS-T Ziegea Kaninchen-HRP,
60 min, RT, 1:5.000
Kanincheno p85 1:1000 4°C, UN, 5% BSA-TBS-T Ziegea Kaninchen-HRP,
60 min, RT, 1:5.000
Kanincheno MAPK 1:1000 4°C, UN, 5% BSA-TBS-T Ziegea Kaninchen-HRP,
(p42/44) 60 min, RT, 1:5.000
Kanincheno pMAPK 1:1000 4°C, UN, 5% BSA-TBS-T Ziegea Kaninchen-HRP,
(p42/44) 60 min, RT, 1:5.000

3.4.7.2 Chemilumineszenzdetektion

Zur Detektion wurde das ECL-System (Perkin Elmegywendet. Die vom Hersteller
mitgelieferten Substratlésungen (Enhanced Lunireddent und Oxidizing Reagent) wurden
zu gleichen Teilen vermischt und auf die Membragedpen, so dass die Membran mit der
Flissigkeit vollstandig benetzt war. Danach wurde Membran mit einer CCD-Kamera
(Intas) belichtet (Belichtungszeit: 25 sec, Binnig.

3.4.7.3 Coomassiefarbung

Die im SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden du@bomassie-Brilliant-Blau
angefarbt. Dazu wurde das Polyacrylamidgel fir 8® nm Coomassie-Farbeldsung
inkubiert. Durch vollstandiges Entfarben des Gels @oomassie-Entfarber fir 45 Minuten

bei Raumtemperatur wurden die Proteine visualisiert
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3.4.8 Bioluminometrische ATP-Messung

Zur Bestimmung des intrazellularen ATP-Gehalts wudie bioluminometrische Messung
mittels Luziferin und Luziferase gewéhlt. Die Grilege dieser Methode ist, dass ATP in
Anwesenheit von Luziferin mit dem Enzym Luziferasater Lichtemission zu AMP,
Phosphat und CO umgesetzt wird. Das emittierte Licht ist propamad zum
Adenosintriphosphat-Gehalt. Fur die Konzentratictipemung der Proben wurde zuvor eine
Kalibriergerade mit einem ATP-Standard (250 ng/er§tellt. Dieser Standard wurde 1: 2
mit Medium zu folgenden Konzentrationen verdinnbQ(2g/ml, 125 ng/ml, 62,5ng/ml,
31,25 ng/ml, 15,62 ng/ml, 7,8 ng/ml, 3,9 ng/m un@ dg/ml). Das Schlauchsystem des
Luminometers wurde zuvor mit Ethanol (100 %) unds$é durchspilt. Im Anschluss
wurde der Schlauch mit der Luziferase luftblasaeribeftllt. Von jeder Konzentration und
Probe wurde eine Dreifachbestimmung durchgefliim. Messrohrchen wurden 50 pl des
ATP-Standards bzw. der Probe vorgelegt. Fur diekikeg die bei 25°C ablauft, wurde

50 ul der Enzym-LOsung verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Relation von HER-3 zur Prognose im priméaren Ovarkalrzinom

Es ist bekannt, dass im Ovarialkarzinom nur einnkle Prozentsatz der Tumorzellen die
Rezeptortyrosinkinase HER-2 Uberexprimiert (Bookreaial., 2003). Somit ist der Einsatz
von Trastuzumab (Hercepfl) ein humanisierter monoklonaler Antikérper, der die
extrazellulare Domane von HER-2 bindet, zu Thempezken nur eingeschrankt sinnvoll.
Auch das Ansprechen nach HercePtibabe bei HER-2 liberexprimierenden (2+ oder 3+
HER-2) Ovarialkarzinomen ist begrenzt. Aufgrund sdéie Tatsache wurde eine
Patientinnenkohorte mit primaren Ovarialkarzinonaeih die Expressionsstarke von HER-3,
einem Mitglied der gleichen Rezeptortyrosinkinasealie, immunhistologisch untersucht.
In dieser Studie wurde HER-3 bei 62 (53,4 %) vort 1Ratientinnen nachgewiesen.
Ausgehend von diesem Ergebnis wurde eine KaplameiMenalyse fiir das Uberleben
durchgefuhrt (Abbildung 12). Bei dieser Analyse daireine signifikante Assoziation
(p = 0,003) zwischen der HER-3-Expression und degrlébenszeit beobachtet.
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Abbildung 12: Assoziation von HER-3-Expression mit dem Uberleb@m Patientinnen (n=116) mit
priméren Ovarialkarzinomen (log-rank Test, p =034).
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Als néachster Schritt wurde eine univariate Cox-Amal an HER-3 durchgefihrt, um eine
mogliche Assoziation von HER-3 mit dem Uberlebenuntersuchen. Das Ergebnis dieser
Auswertung zeigte einen &hnlichen Zusammenhangsehen in der Kaplan-Meier-Kurve

dargestellt (p =0,004, 95% CI = 1,226 - 2,925)aRees Risiko = 1,894). AnschlielRend

wurde HER-3 einer multivariaten Cox-Analyse untgeo, das auf klassische klinische
Prognoseparameter wie FIGO-Stadium, Resttumor ulbel Aei der Operation adjustiert

wurde. Mittels dieser Methode wurde untersucht,eifie Assoziation mit der Prognose
unabhangig von bekannten klinischen Faktoren \girlién dieser Analyse wurden die

klinischen Prognosefaktoren dichotomisiert. Bei Béchotomisierung des FIGO-Stadiums
wurden die Stadien | und Il den Stadien Il und d€genibergestellt. Das Ergebnis der
Operation des Primartumors wurde in Resttumor #ek&in Resttumor dichotomisiert. Das
Lebensalter wurde in jlinger als 55 Jahre (< 55e)almd in gleich oder alter als 55 Jahre
(> 55 Jahre) eingeteilt. Das Resultat der multivaniaCox-Analyse (Tabelle 9) ergab, dass
HER-3 in diesem untersuchten Ovarialkarzinom-Kdllelals unabhangiger prognostischer
Faktor fungiert.

Tabelle 9: Multivariate Cox Analyse fiir des Einflusses der R4B-Expression auf das Uberleben im
Ovarialkarzinom-Patientinnenkollektiv (n = 116).

Relatives Risiko 95 % Cl p-Wert
HER-3-Expression
(niedrig vs hoch) 1,711 1,095 - 2,674 0,018
FIGO-Stadium
(Stadien |, T vs 1I, IV) 4,776 1,889 - 12,076 0,001
Resttumor
(Resttumor vs kein 2,688 1,399 — 5,167 0,003
Resttumor)
Alter bei OP
(< 55 vs> 55 Jahre) 2,062 1,166 — 3,648 0,013

4.2 Relation von HER-2 und HER-3 sowie ihrer phosphoigiiten Formen
zur Prognose im Mammakarzinom

Basierend auf dem Ergebnis der OvarialkarzinomiStudurde in einer weiteren
Patientinnen-Studie untersucht, ob die Starke deprdssion von HER-3 sowie die
phosphorylierte Form dieser Rezeptortyrosinkinageder Prognose beim Mammakarzinom
assoziiert ist. Zusatzlich wurde auch HER-2 bzwodpiho-HER-2 untersucht. Zu diesem

Zweck wurde eine Tumorbank mit 201 Patientinnenmodal-negativen Mammakarzinomen
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immunhistochemisch untersucht (3.2.1). Hierbei esen sich 25,9 % der Tumore als
positiv fir HER-2, 88,1 % positiv fur HER-3, 18,4 g6sitiv fur pHER-2 und 73,6 % positiv
fur pHER-3. Basierend auf diesen Daten wurden zustdkaplan-Meier-Analysen fir das
krankheitsfreie Uberleben (disease free survivallrckigefiihrt. Hierbei wurde eine
signifikante Assoziation zwischen dem HER-2 Statwsd der Uberlebenszeit der
Patientinnen beobachtet (Abbildung 13). Ein ahmiichusammenhang wurde auch fur die
phosphorylierte Form von HER-2 gefunden (Abbildutts). Dies erreichte jedoch keine
statistische  Signifikanz  (p =0,232). Hingegen wawveder fir HER-3, der
Dimerisationspartner von HER-2, noch seine aktiei€&orm (pHER-3) eine Assoziation mit
dem Uberleben zu beobachten (Abbildung 14, Abbiidis®).
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Abbildung 13: Kaplan-Meier Analyse der krankheitsfreien Zeitadrgeine Assoziation von HER-2 in 201
Patientinnen mit primaren Mammakarzinom (log-rapk; <0,001). Patientinnen wurden entsprechend ihren
HER-2-Status (negativ oder positiv) eingeteilt.
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Abbildung 14: Kaplan-Meier Analyse der krankheitsfreien Zeitargceine Assoziation von HER-3 in 201
Patientinnen mit primdren Mammakarzinom (log-rapks 0,463). Patientinnen wurden entsprechend ihren
HER-3-Expression (hoch oder niedrig) eingeteilt.
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Abbildung 15: Kaplan-Meier Analyse der krankheitsfreien Zeit drd@ine Assoziation von Phospho-HER-2
in 201 Patientinnen mit primdren Mammakarzinom {lagk, p = 0,232). Patientinnen wurden entsprechend
ihren Phospho-HER-2-Status (negativ oder posiiiwyeteilt.
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Abbildung 16: Kaplan-Meier Analyse der krankheitsfreien Zeit drd@ine Assoziation von Phospho-HER-3
in 201 Patientinnen mit primaren Mammakarzinom {lagk, p = 0,910). Patientinnen wurden entsprechend
ihren Phospho-HER-3-Expression (hoch oder niedhiiggeteilt.

Da in friheren Studien gezeigt wurde, dass die Ddae Follow-ups der Patientinnen fur
das Identifizieren von Prognosefaktoren relevaim kann (Schmidt et al., 2008), wurden die
in Abbildung 13, Abbildung 14, Abbildung 15, Abbildg 16 dargestellten Kaplan-Meier
Analysen auch fir eine Follow-up Zeit von nur 10réa durchgefihrt (Anhang, Abbildung
50, Abbildung 51, Abbildung 52, Abbildung 53). Hiei ergaben sich jedoch &hnliche
Zusammenhange wie fir die Analyse mit dem gesarRtdlow-up. Im nachsten Schritt
wurde untersucht, ob die zuvor mittels Kaplan-Meiealysierten Rezeptortyrosinkinasen bei
einer multivariaten Cox-Analyse, adjustiert auf #iassischen klinischen Prognosefaktoren
Hormonstatus, Tumorstadium, Lebensalter, histobtgis Grading mit der Prognose
assoziiert sind. Hierzu wurden die aufgefuhrtemikthen Prognosefaktoren dichotomisiert.
Als Hormonstatus positiv wurden Tumore klassifigi¢alls entweder der Ostrogenrezeptor
oder der Progesteronrezeptor positiv waren. Dasofstadium wurde ik 2 cm vs > 2 cm
Tumordurchmesser dichotomisiert. Die Grenze furRighotomisierung fur das Lebensalter
lag bei 50 Jahren (< 55 ¥s55 Jahre). Das histologische Grading, ein hisistigps Malf3 fur
die Dedifferenzierung der Tumorzellen, wurde Grad/s3Grad 2 und 1 eingeteilt. Zur
Orientierung wurde zunachst die univariate Analysechgefiihrt (Tabelle 10). Ahnlich wie
bei der Kaplan-Meier Analyse wurde fir HER-2 eignsiikanter Zusammenhang mit dem
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krankheitsfreien Uberleben beobachtet (p = < 0,08ijgegen waren weder pHER-2, HER-
3 noch pHER-3 mit dem krankheitsfreiem Uberlebesoaisert (Tabelle 10). Auch bei der
Verwendung des 10-Jahres-Follow-up wurden qualitaihnliche Ergebnisse erzielt
(Anhang, Tabelle 16, Tabelle 17, Tabelle 18, Tab&g).

Tabelle 10: Univariate Cox-Analyse aller Faktoren ergab nurdig HER-2-Expression eine Assoziation mit
dem Patientinneniberleben im Mammakarzinom 20%).

Relatives Risiko 95 % Cl p-Wert

HER-2-Expression

(niedrig vs hoch) 2,261 1,464 — 3,493 < 0,000
pHER-2-Expression

(niedrig vs hoch) 1,430 0,793 - 2,581 0,234
HER-3-Expression

(niedrig vs hoch) 0,824 0,491 — 1,383 0,463
pHER-3-Expression

(niedrig vs hoch) 0,523 0,580 — 1,625 0,971

Im nachsten Schritt wurde die multivariate Cox-Arsal angewendet. Hierbei wurden jeweils
HER-2, pHER-2, HER-3 und pHER-3 auf die Kklinischlex@anten Parameter
Hormonrezeptorstatus, Tumorstadien, Lebensalter @ratling adjustiert. Hierbei erwies
sich HER-2 als unabhangiger Prognosefaktor (TalddlleR = 2,144, p = 0,001). Hingegen
erreichten die anderen Parameter keine Signifik&eavohl pHER-2 (Tabelle 12), HER-3
(Tabelle 13) als auch pHER-3 (Tabelle 14) erlamgteine Signifikanz in der multivariaten
Cox-Analyse. Auch bei einer Follow-up Zeit von Hhden wurden in der multivariaten Cox-
Analyse qualitativ &hnliche Ergebnisse erzielt ¢ Einsatz der gesamten Follow-up Zeit.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in éasentinnenkohorte nur der HER-2-
Status eine prognostische Relevanz zeigt, wahreied dir HER-3 als auch die

entsprechenden phosphorylierten Formen nicht geaeigien konnte.
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Tabelle 11: Multivariate Cox Analyse des Einflusses des HERt$ auf die krankheitsfreie Zeit im
Mammakarzinom-Patientinnenkollektiv (n = 201).

Relatives Risiko 95 % CI p-Wert
HER-2-Expression
(niedrig vs hoch) 2,144 1,368 — 3,362 0,001
Hormonstatus
(ER/PR-Status negativ vs 1.271 0.820 - 1.970 0.284
ER/PR-Status positiv) ’ ’ ' '
Tumorstadium
(s2cmyvs>2cm) 1,060 0,715 1,193 0,772
Alter bei Diagnose
(< 55 vs> 55 Jahre) 0796 0,530 — 1,194 0,269
Histologisches Grading
(Grad Il vs Grad |, 1) 3,290 2,178 — 4,969 < 0,000

Tabelle 12:Multivariate Cox Analyse des Einflusses des PhodBER-2-Status auf die krankheitsfreie Zeit im
Mammakarzinom-Patientinnenkollektiv (n = 201).

Relatives Risiko 95 % ClI p-Wert
pHER-2-Expression
(niedrig vs hoch) 1,131 0,621 — 1,758 0,690
Hormonstatus
(ER/PR-Status negativ vs 1.240 0.612 - 2.122 0.500
ER/PR-Status positiv) ’ ’ ’ '
Tumorstadium
(s2cmyvs>2cm) 0,964 0,558 — 1,665 0,894
Alter bei Diagnose
(< 55 vs> 55 Jahre) 0,865 0,491 — 1,576 0,627
Histologisches Grading
(Grad Il vs Grad |, 1) 4,926 2,753 — 8,574 < 0,000
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Tabelle 13: Multivariate Cox Analyse des Einflusses des HERtu$ auf die krankheitsfreie Zeit im
Mammakarzinom-Patientinnenkollektiv (n = 201).

Relatives Risiko 95 % CI p-Wert
HER-3-Expression
(niedrig vs hoch) 0,996 0,589 — 1,685 0,989
Hormonstatus
(ER/PR-Status negativ vs 1.132 0.609 - 2.102 0.696
ER/PR-Status positiv) ’ ’ ' '
Tumorstadium
(s2cmyvs>2cm) 1,084 0,643 — 1,827 0,761
Alter bei Diagnose
(< 55 vs> 55 Jahre) 0,877 0,490 — 1,571 0,080
Histologisches Grading
(Grad Il vs Grad |, 1) 4,834 2,730 — 8,559 < 0,000

Tabelle 14:Multivariate Cox Analyse des Einflusses des PhodpBE®-3-Status auf die krankheitsfreie Zeit im
Mammakarzinom-Patientinnenkollektiv (n = 201).

Relatives Risiko 95 % ClI p-Wert
pHER-3-Expression
(niedrig vs hoch) 1,045 0,621 — 1,758 0,868
Hormonstatus
(ER/PR-Status negativ vs 1.139 0.612 - 2.122 0.681
ER/PR-Status positiv) ’ ’ ’ '
Tumorstadium
(s2cmyvs>2cm) 1,086 0,558 — 1,665 0,757
Alter bei Diagnose
(< 55 vs= 55 Jahre) 0,880 0,491 — 1,576 0,666
Histologisches Grading
(Grad Il vs Grad |, ||) 4,859 2,753 _ 8,574 < 0,000
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4.3 Subzellulare Lokalisation von HER-3 in vivo

4.3.1 Subzellulare Verteilung der Rezeptortyrosinkinase HER-3 im
Mammakarzinom

Wie schon erwahnt, wurden die Mammakarzinom-Patieah immunhistochemisch auf die
HER-3-Expression hin untersucht und anschlieReratissschen Analyse-Methoden
unterzogen. In dem folgenden Kapitel wurden nunngbmlich die dabei gewonnenen
Bildinformationen ausgewertet und dargestellt. Dmekroskopische Untersuchung der
Gewebeproben zeigte Uberraschenderweise, dass i@ ¥ielzahl der untersuchten
Tumorgewebeproben eine Lokalisation von HER-3 inllkéen nachweisbar ist. Vom
untersuchten Gesamtkollektiv wurden 24 Patientirtniasichtlich der HER-3-Expression als
negativ eingestuft. Die restlichen Patientinnenblero wiesen eine unterschiedlich starke
Expression von HER-3 auf. Sowohl fur die Signalsigit als auch flr den prozentualen
Anteil an positiven Tumorzellen gab es Variationddie Abbildung 17 A zeigt ein
Mammakarzinom, bei dem in nahezu 100 % aller Tueltez nukleares HER-3
nachweisbar war. Auch Abbildung 17 B, ein invaside&tales Mammakarzinom zeigt mit
70 % einen hohen Anteil HER-3-positiver Nuklei. D&arzinom aus Abbildung 17 C zeigt
Uberwiegend Zellkerne, die positiv auf HER-3 si@dl bemerken ist, dass die Nukleoli
(Kernkdrperchen) von einer positiven HER-3-Farbanggespart sind. Ein weiteres Beispiel
(Abbildung 17 D) weist eine cytoplasmatische untiviise membranére HER-3-Expression

auf.



Ergebnisse 52

- pef® | :
RN ] e L W i

Abbildung 17: Beispiel fur cytoplasmatische und nukleare c-ertiBER-3-Expression im Mammakarzinom.
Die fixierten und in Paraffin-eingebetteten Tumanerden nach der ABC-Methode mit anschlielender DAB-
Detektion (braune Farbung) untersucht. Die Gegénfig wurde mit Mayer’s Hamalaun durchgefiihrt.

Auf die beschriebene Weise wurden 201 Mammakarzen@usgewertet. Eine nukleére
Lokalisation wurde in 43,2 % (87 von 201) diesembue detektiert (Tabelle 4). In diesen
Tumoren wurde HER-3 im Mittel in 60 % (Median, 95@) der Tumorzellen im Kern
nachgewiesen. Zusammenfassend kann festgestetlemedass eine nukleare Lokalisation
von HER-3 im Mammakarzinom ein relativ haufigesignes darstellt.

4.3.2 Inverse Korrelation von nukledrem und cytoplasmatishem HER-3

Um das im vorherigen Kapitel beobachtete Auftraten HER-3 im Zellkern eingehender zu
untersuchen, wurde in 201 Mammakarzinomen anatysieb HER-3 nuklear oder
cytoplasmatisch vorliegt. Die Haufigkeitsverteil@emg sowohl fir nukleédres als auch
cytoplasmatisches HER-3 zeigen eine zweigipfeligevi€ (Abbildung 18, Abbildung 19).
Daher wurde eine Dichotomisierung am Median vorgemen. Dies fihrte im Falle der
cytoplasmatischen HER-3-Expression dazu, dass Temanit 100 % cytoplasmatischer

HER-3-Expression dem Status 1 zugeordnet wurdenmofen mit geringerer
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cytoplasmatischer HER-3-Expression dagegen demsS@atim Falle der nukledren HER-3-

Expression erhielten Tumore mit 0 % HER-3 im Nukl¢Abbildung 20) den Status 0, allen
anderen Tumore den Status 1.

Tumorzellen mit cytoplasmatischer HER-3-Expression

150

100

Haufigkeit

50

0 5 10 15 20 30 50 70 80 85 90 95 938 100
HER-3 positivim Cytoplasma [%]

Abbildung 18: Zweigipfelige Haufigkeitsverteilung fir eine cytagimatische HER-3-Expression [%] in

Tumoren von Patientinnen mit Mammakarzinom (n =)20ie Haufigkeitsverteilung diente als Grundlage f
die anschlieBende Dichotomisierung am Median.
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Tumorzellen mit nukleédrer HER-3-Expression
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HER3 positiv im Nukleus [%]

Abbildung 19: Zweigipfelige Haufigkeitsverteilung fur eine nukied HER-3-Expression [%] im
Mammakarzinom-Patientinnen (n = 201). Die Haufitgegrteilung diente als Grundlage fur die anscheliel&
Dichotomisierung am Median.

Die dichotomisierten Daten wurden in Kreuztabel{@abelle 15) mittels Chi-Square Test

untersucht.

Tabelle 15: Die HER-3-Expression im Nukleus und die HER-3-Esgien im Cytoplasma wurde in einer
Kreuztabelle gegentubergestellt. Der Chi-Quadrat-fesh Pearson ergab einen Likelihood-Quotientem vo
< 0,001. Die dichotomisierten Daten dienten alsri@tage fiur diese Analyse. (,00 = geringe Expressi¢g®D =
hohe Expression).

HER-3 im Cytoplasma (HER3C)

,00 1,00 Gesamt
:Z; Anzahl 25 98 123
E ,00 | % von HER3N 20,3% 79,7% 100%
3 % von HERC 26,3% 925% | 61,2%
_Z§ Anzahl 70 8 78
'5 1,00 | % von HER3N 89,7% 10,3% 100%
EIJ % von HER3C 73,7% 7,5% 38,8%
Gesamt| Anzahl 95 106 201
% von HER3N 47,3% 52,7% 100%
% von HER3C 100% 100% 100%
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Hierbei ergab sich eine inverse Korrelation miteamn p-Wert kleiner als 0,001. Dies
bedeutet, dass eine starke Expression im Zellkérnwergleichsweise schwacher Expression
im Cytoplasma einhergeht (Abbildung 20) bzw. umdmek@Abbildung 21).

Abbildung 20: Inverse Korrelation zwischen der subzellularen HERxpression im Mammakarzinom.
Reprasentatives Beispiel fur eine Uberwiegend réumklel okalisation von HER-3. Der Nachweis von c-
erbB3/HER-3 erfolgt Uber das ABC-System mit ansfddinder DAB-Visualisierung (braune Fé&rbung).
Gegenfarbung mit Mayers Hamalaun.
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Abbildung 21: Inverse Korrelation zwischen der subzellularen HERxpression im Mammakarzinom.
Représentatives Beispiel fur eine tUberwiegend dgtwpatische Lokalisation von HER-3. Der IHC-Naclsvei
erfolgt wie schon in der vorherigen Abbildung begsben.

4.3.3 Vergleich der subzellularen Lokalisationin vivo und in vitro

Aus den vorherigen Kapiteln ist hervorgegangens dase nukledre Lokalisation von der
Rezeptortyrosinkinase HER-3 in Mammakarzinomertikelgufig ist und in etwa 42 % aller
Tumorzellen auftritt, wahrend kultivierte Brustkeziellen nur in etwa 3 % aller Kerne HER-
3 aufweisen. Aus diesem Grund wurde zunachst miti@nfokaler Laser Scanning
Mikroskopie Uberpriift, ob die bei nur einem klein€®mozentsatz der MCF-7-Zellen
auftretende nukledre HER-3-Lokalisation bei der dgsuichung der geringst mdglichen
optischen Schnittdicke von 0,5 um verifizierbar. igtnschlieend wurde zur besseren
Darstellung des nuklearen HER-3 ein konfokaler tsssn entlang der z-Achse
durchgefiihrt. Diese einzelnen Schnittebenen wurden Hilfe des Imaris-Programmes
(Bitplane) zu einem dreidimensionalen Bild veratdte{Abbildung 22). Wie im 3D-Bild zu
sehen ist (Abbildung 23) wurde in der dargestell@@elle HER-3 hauptséachlich im
Nukleoplasma nachgewiesen, was durch die Kolokaisamit dem Kernfarbstoff DAPI
untermauert wird. Zusatzlich wurde auch eine c@splatische Expression detektiert.
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Abbildung 22: Konfokaler Laserscan entlang der z-Achse. MCF-1efehit nuklearem HER-3. HER-3-
Expression (Cy3, rot). Kernfarbung mit DAPI (blai)aRstabsbalken 20 pm.

Abbildung 23:Dreidimensionale Darstellung von einer MCF-7-Zellmit nuklearer HER-3-Expression. Als
Grundlage fir diese Darstellung dienten konfokadsdrscan-Schnitte (0,5 um) entlang der z-Achséndsie
Abbildung 22).

Um auszuschlieBen, dass es sich moglicherweise innFigierungsartefakt zu diesem

Phdnomen fuhrt, wurden zusatzlich noch andere tirgen (Ethanol: Aceton,

Ethanol : Essigsaure und Methanol) durchgefuhe, e@in ahnliches Ergebnis wiedergaben
(Abbildung 24).
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Abbildung 24: Repréasentatives Ergebnis eines IHC-Nachweises eeefRortyrosinkinase HER-3/c-erbB-3 in
einer subkonfluenten MCF-7-Zellkultur. A Fixierumgit Ethanol:Aceton (-20°C, 5 min, 1:2). B Fixierungt
Ethanol:Essigsaure (RT, 5 min, 95 %:5 %). C FixigriMethanol (-20°C, 5 min). HER-3-Expression (Cy3,
rot). Kernfarbung mit DAPI (blau). A, C: Mal3stabBtsm 30 um, B: Mal3stabsbalken 50 pm.

Nach der Verifizierung der Lokalisation von HER43 iZellkern, wurde auf die in den
Tumoren gemachte Beobachtung naher eingegangetelEsich die Frage, ob die nukleare
Translokation von HER-3 ein Ereignis ist, das mar d@ildung eines dreidimensionalen
Tumors assoziiert ist. Daher wurde das Ausmal} #aukle HER-3-Lokalisation in
kultivierten HelLa Zellen (Zervixkarzinom-Zelllinie)mit Tumoren in Nacktméausen
verglichen, die aus subkutan injizierten HelLa Zell6 x 10 Zellen pro Tier)
hervorgegangen waren. Fur diesen Vergleich wurdebaFZellen in einer subkonfluenten
Zelldichte (24 well-Kulturplatte. 25.000 Zellen pwell) ausgesat. Nach dem Adhérieren
I.d.R. Uber Nacht wurden die Zellen mit Paraforrelgtl fixiert und immunhistochemisch
auf HER-3 hin untersucht. Die verwendeten XenogFafhore wiesen einen Durchmesser
von 1,5-1,8 cm (entspricht 1,7-2,0 ®nbei der Untersuchung auf. In Abbildung 25 ist das
Ergebnis des konfokalen Laserscans der gefarbtdra-Kaltur dargestellt. Die Zellen
zeigen Uberwiegend eine cytoplasmatische HER-3dsgwn. Zusatzlich zu diesem
Erscheinungsbild wurden Zellen detektiert, die emekledre Lokalisation von HER-3
aufweisen. Verglichen mit der untersuchten Brugtkrelllinie MCF -7 (3 %) tritt dieses
Ereignis haufiger (9 %) auf.
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Abbildung 25: Cytoplasmatische und nukledre HER-3-Expressionubskanfluent kultivierten HelLa-Zellen.

Durch konfokalen Laserscan wurde die HER-3-Expogss{Cy3, rot) und Kernfarbung (DAPI, blau)
dargestellt. Mal3stabsbalken 50 pm.

In Abbildung 26 wurden mehrere Beispiele der HEExpression in aus Hela-Zellen
hervorgegangen Tumoren zusammengestellt. Neben 3Hpdsitiver Bereiche wurden auch
negative Regionen im Tumorgewebe detektiert. Dimilifnahmen der positiven Bereiche

in Abbildung 27 und Abbildung 28 zeigen deutlicte ditarke nukledre HER-3-Expression,
nur vereinzelt sind Zellen negativ.
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Abbildung 26: Massive nukledre HER-3-Expression in Xenograft-Trtenoentstanden aus einer Zervix-

Karzinom-Zelllinie (HeLa) nach immunhistologisch&achweis. Die Tumore wurden durch die subkutane
Injektion von 6 Mio. HeLa-Zellen in Nacktm&use ddbt. Nach Formierung wurden die Tumore in 4 % PFA
fixiert und in Paraffin eingebettet. Der Nachwe@WHER-3 erfolgt Gber das ABC-System mit anschielge

DAB-Visualisierung (braune Férbung). Gegenfarbunig khayers Hamalaun. In den Tumoren sind grof3e
Bereiche positiv auf HER-3.

Abbildung 27: Detailaufnahme einer nukledren HER-3-Expressiodanograft-Tumoren hervorgegangen aus
Hela-Zellen.
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Abbildung 28: Detailaufnahme einer nukledren HER-3-Expressioddnograft-Tumoren hervorgegangen aus
HelLa-Zellen.

i ,‘

Hiermit wurde bestatigt werden, dass in Folge damdrbildung im Vergleich zu den
kultivierten Zellen der Anteil der HER-3 im Zellkeraufweisender Zellen stark zunimmt.
Dieses Phanomen wurde an einem zweiten Zelltyp pibitr Auch fir NIH3T3-Zellen
(Mausfibroblasten) wurde ein ahnlicher Zusammenhgeiyinden. Dazu wurden ebenfalls
NIH3T3-her-2Zellen im 24-well-Format (25.000 Zellen pro weKultiviert und nach
Fixation immunhistologisch auf die HER-3-Expressianalysiert. Parallel dazu wurden
Tumore untersucht, die nach subkutaner Injektion o 1§ Zellen in 100 pl PBS in
Nacktmause (nu/nu, Charles River, Sulzfeld) gebildeurden sind. Diese Zellen
Uberexprimieren konstitutiv mit Hilfe des tet-offsS8ems (Gossen and Bujard, 1992) das
humane HER-2 (Hermes et al., 2008; Schiffer et 2003). Das Ergebnis den vitro
Untersuchung ist in Abbildung 29 abgebildet. Didlkddtur zeigt, dass nur vereinzelt eine
nukledre Lokalisation zu detektieren ist. Das Hmsigler nuklearen HER-3-Expression in
den Tumoren tritt weitaus haufiger aus alsnirvitro. Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass
in Folge der Tumorbildung aus Zelllinien HER-3 endZellkern transloziert.
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Abbildung 29: Cytoplasmatische HER-3-Expression in subkonfluentltikerten NIH3T3her-2-
Mausfibroblasten. Durch konfokalen Laserscan wudie HER-3-Expression (Cy3, rot) und Kernfarbung
(DAPI, blau) dargestellt. MaRstabsbalken 50 pum.
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Abbildung 30: Starke nukledre HER-3-Expression in Xenograft-Tuenor entstanden aus einer
Mausfibroblasten-Zelllinie (NIH3T3er-2 nach immunhistologischen Nachweis. Die Tumoredgardurch
die subkutane Injektion von 6 Mio. NIH3Tr&er-2Zellen in Nacktmause gebildet. Nach Formierungdeuar

die Tumore in 4 % PFA fixiert und in Paraffin eifgdtet. Der IHC-Nachweis von HER-3 erfolgt wie scho
der Abbildung 26 beschrieben.
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Abbildung 31: Detailaufnahme eines HER-3-Expressionsnachweis&®ograft-Tumoren entstanden durch
die transgene Mausfibroblasten-Zelllinie NIH3M8¢-2

Abbildung 32: Detailaufnahme eines HER-3-Expressionsnachweisé&®imograft-Tumoren entstanden durch
die transgene Mausfibroblasten-Zelllinie NIH3M8¢-2
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4.3.4 Depletion von ATP induziert die nukleare Akkumulation von HER-3 in
Vitro

4.3.4.1 ATP-Depletion

Um die im vorherigen Kapitel beobachtete nuklearanslokation zu erklaren, wurden
Uberlegungen angestellt, welche Mechanismen did2@zess forcieren konnten. Eine
Eigenschaft vieler Tumore ist ein Mangel an ATP Temorgewebe (Eskey et al., 1993;
Reilly and Maher, 2001; Vaupel et al., 1989). Daherde untersucht, ob durch ATP-
Depletion eine nukleare Translokation von HER-3bbagefiihrt werden kann. Fir diesen
Versuch wurden MCF-7 und Hela-Zellen subkonfluem$gestreut und nach 24 Stunden
Adhasion nach einem Standardprotokoll (Reilly arahiet, 2001) mit dem ATPase-Inhibitor
Oligomycin B (50 uM) und mit 2-Deoxy D-Glucose (nfir 4 h bei 37 °C in Glucose-
freiem Medium inkubiert. Um zu Uberprifen, ob Ohggcin B den k-Teil der in der
Mitochondrien-Membran integrierten ATP-Synthase hemwurde der intrazellulare ATP-
Gehalt bestimmt. Dazu wurde eine luminometrischeP/Aestimmung unter Verwendung
des Enzyms Luziferase herangezogen. Durch die itdnbwurde der anfangliche ATP-
Gehalt von7856 ng/ml pro pg Protein durch Oligomycin B un®@exy D-Glucose auf 8
ng/ml ATP pro pg Protein reduziert. Nach Abschluss der Inkoba wurde ein
immunhistochemischer Nachweis auf HER-3 durchgefifarallel dazu wurde immer eine
entsprechende Kontrolle, ohne Inhibitoren mitgefiiber Energieentzug in Form von ATP
verursacht morphologische Veranderungen, was siainem Schrumpfen des Zellkdrpers
und Zellkerns bemerkbar machte. Wie in AbbildungBB2Zu sehen ist, zeigen depletierte
MCF-7-Zellen keine cytoplasmatische HER-3-Exprassiin Folge der ATP-Depletion
wiesen sie auch relativ kleine Zellkerne auf. Dsgegtghanomen wurde bei den ATP-
depletierten HelLa-Zellen in diesem Ausmal nichtbbebtet (Abbildung 34 B). Des
weiteren unterscheiden sich die Brustkrebszellenden Zervixkarzinom-Zellen darin, dass

sie im depletierten Zustand eine cytoplasmatiscBR43-Expression aufweisen.
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Normalzustand Inhibition der ATP-Synthese

Abbildung 33: ATP-Depletion durch Oligomycin B (50 uM) und 2-DgoR-Glucose (6 nM) fur 4 h induziert
die Akkumulation von HER-3 in MCF-7-Zellen. Kontt®I(A). Inhibition der ATP-Synthese durch Oligomycin
B und 2-Deoxy D-Glucose (B). Der weil3e Pfeil imdhder Abbildung B zeigt eine depletierte Zelles Keine
HER-3-Expression im Cytoplamsa aufweist. Das Cyspla erscheint ,leer*. Dagegen deutet der gelbié Pfe
auf eine Zelle hin, die dem Normalzustand (Kon&p#ntspricht. Durch konfokalen Laserscan wurdeHi®-
3-Expression (Cy3, rot) und Kernfarbung (DAPI, Hldargestellt. MaRstabsbalken 50 um.

Normalzustand Inhibition der ATP-Synthese

Abbildung 34: ATP-Depletion durch Oligomycin B (50 uM) und 2-DgoR-Glucose (6 nM) fur 4 h induziert
die Akkumulation von HER-3 in HeLa-Zellen. Kont®I{A). Inhibition der ATP-Synthese durch Oligomycin B
und 2-Deoxy D-Glucose (B). Durch konfokalen Laserscvurde die HER-3-Expression (Cy3, rot) und
Kernfarbung (DAPI, blau) dargestellt. Mal3stabsbal&é pm.
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4.3.5 Depletion von Glucose induziert die nukleare Akkumiation von HER-3
in vitro

4.3.5.1 Glucose-Depletion

Ein weiteres Merkmal solider Tumore ist, dass sier hypoglykdmischen Zustand im
Vergleich zum Normalgewebe aufweisen (North et 2005). Aus diesem Grund wurde
folgender Versuch durchgefuihrt, um durch Glucosexéh eine nukleare Translokation von
HER-3 herbeizufiihren. Dazu wurden sowohl HelLa athaviCF-7-Zellen in subkonfluenter
Zelldichte in einem 24-well-Platten-Format im Vo#dium ausgestreut. Nach 24 Stunden
wurde das Vollmedium durch Glucose-freies Mediusetat und weiter kultiviert. Danach
wurden die Zellen fixiert und ein immunhistologisctHER-3-Nachweis durchgefiihrt. Das
Ergebnis dieser Farbung wurde fir MCF-7-Zellen iobAdung 35 und fur HelLa-Zellen in
Abbildung 36 dargestellt. Durch den Glucose-Entaugde nach 4 Stunden eine vermehrte
HER-3-Translokation in der HeLa-Zelllinie beobadhtsn Gegensatz zur Brustkrebszelllinie
MCF-7, die nach 120 Stunden ohne Glucose keineeAukIHER-3-Expression aufweist.

Normalzustand Toun o e Glucose-Entzug

Abbildung 35: Glucose-Depletion verursacht keine gesteigerte RBHERpression im Zellkern bei
subkonfluenten MCF-7-Zellen. Die Zellen wurden UB€0 Stunden im Glucose-freiem Medium kultuviert.
Durch konfokalen Laserscan wurde die HER-3-Expogss{Cy3, rot) und Kernfarbung (DAPI, blau)
dargestellt. Mal3stabsbalken 50 pm.
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Normalzustand B —— Glucose-Entzug

Abbildung 36: Nukledre Akkumulation von HER-3 durch den EntzugnvGlucose bei subkonfluent
kultivierten Zervixkarzinom-Zelllinie (HelLa-Zellen) Durch konfokalen Laserscan wurde die HER-3-
Expression (Cy3, rot) und Kernfarbung (DAPI, blaisualisiert. MalRstabsbalken 50 pm.

4.4 Subzellulare Lokalisation von HER-3 in vitro

Um das Expressionsmuster von HER3itro zu analysieren, wurde die Brustkrebszelllinie
MCF-7 immunhistologisch auf HER-3 untersucht. Na@lssaat der Zellen im 24-well-
Platten-Format (25.000 Zellen pro well, subkonfluemd 100.000 Zellen pro well,
konfluent) wurden die Zellen mit 4 % Paraformaldelfixiert und nach dem Protokoll, wie
im Kapitel 3.3.2 beschrieben, immunhistologischéget. Durch konfokale Laser Scanning
Mikroskopie wurde sowohl die konfluente als aucé slibkonfluente Kultur mikroskopisch
analysiert. Das HER-3-Expressionsmuster bei deflkemten Zellkultur zeigt in Abbildung
37 A eine typisch epitheliale Morphologie, die smgnnte ,Kopfsteinmuster“-Morphologie
(,cobblestone®). Die HER-3-Expression ist sowohtaplasmatisch als auch membranar in
der Immunhistochemie nachweisbar. Dagegen wurdeil@ng 37) bei der subkonfluenten
Kultur ein eher heterogener Phanotyp der Zellerbaeltet. Die Zellen zeigen eine HER-3
Expression im Cytoplasma und eine schwache memiwabékalisation von HER-3.
Zusatzlich zu diesen beiden Hauptentitaten wurde Rladnomen beobachtet, dass Zellen
HER-3 im Nukleus aufweisen.
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Abbildung 37: Reprasentatives Ergebnis eines immunhistologisdt@chweises der Rezeptortyrosinkinase
HER-3/c-erbB-3 in konfluenter (A) und subkonfluen{®) MCF-7-Kultur. HER-3-Expression (Cy3, rot).
Kernfarbung mit DAPI (blau) MaRstabsbalken 50um

4.5 Mogliche EinflussgréRen der subzellularen Lokalisah von HER-3 in
vitro (am Beispiel der Brustkrebszelllinie MCF-7)

4.5.1 Nukleare HER-3 Expression in Abhangigkeit der Zelldchte

Wie schon in der Immunhistochemie zu sehen, wurde der konfluenten Zellkultur
(Abbildung 37 A) kein nukledres HER-3 nachgewiesdbagegen wurde bei der
subkonfluenten Kultur (Abbildung 37 B) vermehrt teies HER-3 detektiert. Dies lasst die
Vermutung zu, dass die nukleare HER-3-Expressidramdiig von der Zelldichte ist. Fur
diesen Nachweis wurden MCF-7 Zellen verschiedehtdim Vollmedium ausgestreut (75
cn? Zellkulturflasche) und nach 24 h in Cytosol undkMus fraktioniert. In Abbildung 38
ist das Ergebnis des Immunoblots dargestellt. Wisehen ist, kommt es zur Abnahme des
nuklearen HER-3 in Abhangigkeit von der Zelldichie. konfluenter die Kultur ist, desto

weniger HER-3 wurde im Zellkern detektiert.
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Abbildung 38: Nukledare HER-3-Expression bei verschiedenen Zefluenzen. MCF-7-Zellen wurden in
verschiedenen Zelldichten (1 Mio, 2 Mio, 4 Mio) Kultur genommen. Nach 24 h wurden die Zellen getrnt
und subzellular fraktioniert. Bei Zellernte betrdgs Ausmald der Konfluenz et®@ % bei Aussaat von 1 Mio.
Zellen, 70 % bei Aussaat von 2 Mio. Zellen und ¥bei 4 Mio. Zellen. Pro Lane wurden 50 ug der
Zellkernfraktion auf ein 10 % Arcylamid-Gel aufgegen, elektrophoretisch aufgetrennt und auf ein®RV
Membran geblottet. Die Detektion wurde mit einemR4& Antikérper durchgefihrt.

4.5.2 Einfluss der Ligand-abhangigen Aktivierung von HER3 auf die
subzellulare Lokalisation

Die Mitglieder der ErbB-Familie weisen eine extiddédre Ligand - und
Dimerisierungsdoméne, eine transmembrane Regioneurah intrazellularen Bereich auf.
Nach erfolgter Ligand-Stimulation mit Neuregulig;{HRG) wird die Heterodimerisierung
von HER-3 oder HER-4 mit HER-2 induziert, gefolgtorv der N-terminalen
Phosphorylierung. Dadurch werden verschiedene Egslkaden unter anderem der MAPK—
und PI-3K/AKT-Signalweg aktiviert. Der eigentlicheAnalyse der Ligand-Stimulation
wurde eine Uberpriifung der Stimulierbarkeit der MGEellen durci3;-HRG vorangestelit.
Dazu wurden zum einen der MAPK-Signalweg und zundesgn die PI-3K/AKT
Signalkaskade als Kontrollpunkte gewahlt. Im Speewurde fur den MAPK-Signalweg
die phosphorylierte Form von ERK1/2 gewahlt. Dagegeurde bei der PI-3K/AKT-
Signalkaskade das Protein p85, eine UntereinheaitRle3K verwendet, die sechs spezifische
Bindungsstellen fir HER-3 aufweist.
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Fur den MAPK-Signalweg wurde folgender Versuch tdgefihrt. MCF-7-Zellen wurden in
einer Zelldichte von 3 x f0zellen in einer Kulturflasche (75 énausgesat. Nach dem
Adhéarieren wurden die Zellen fur 24 Stunden in einélungermedium (ohne FCS)
kultiviert. Im Anschluss wurde mit 50 ng/nfd;-HRG fir 60 min bei 37 °C stimuliert.
Danach wurden die Zellen lysiert und wie im Kapet.1 beschrieben aufgearbeitet. Vom
Lysat wurden 50 pug elektrophoretisch aufgetrenmt anf eine PVDF-Membran geblottet.
Es wurde zum einem das Gesamt-ERK1/2 (Isoformevpg4242/44 kDa) und zum anderen
die phosphorylierte Form des ERK1/2-Proteins miteHspezifischer Antikérper detektiert.
Wie Abbildung 39 zeigt, wurde nadh.HRG-Stimulation (+3;-HRG) die aktive Form von
ERK im Immunoblot detektiert. Dagegen wurde im imatierten Zustand ($:-HRG) kein

phosphoryliertes ERK nachgewiesen.

@HRG +HRG
1 1 WB
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Abbildung 39: MAPK-Signalweg. MCF-7-Zellen wurden mit ($#,-HRG (50 ng/ml, 60 min, 37°C) und ohne

() B1-HRG behandelt. Nach der Ernte wurden pro Lane ¢p@plllysat in einem 10% Arcylamid-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Memn transferiert. Die Detektion wurde mit ERK und
pERK Antikérpern durchgefuhrB-Actin wurde als Ladungskontrolle verwendet.

Die Rezeptortyrosinkinase HER-3 fuhrt zur Aktiviegudes PI-3K/AKT-Signalwegs indem
HER-3 unmittelbar an PI-3K bzw. an p85, eine Untdreit der PI-3K, bindet. Diese
Interaktion von p85 (85 kDa) an HER-3 (185 kDa)madolgterf3;-HRG-Stimulation wurde
Uber eine Co-Immunprazipitation verfolgt. Dazu wend die Zellen ebenfalls in
Kulturflaschen ausgestreut (75%9m24 h gehungert und m@:-HRG (50 ng/ml, 60 min,
37 °C) stimuliert. Danach wurde im Gesamtzelllysat einem HER-3 Antikdrper das
Protein HER-3 und alle moglichen Interaktionsparinemunprazipitiert bzw. isoliert. Nach

erfolgter Immunprazipitation mit dem HER-3-Antik@mpwurde eine Gelelektrophorese und
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ein entsprechender Immunoblot durchgefuhrt. Zuenstde die Membran mit dem p85-
Antikorper inkubiert. Danach wurde der p85-Antikérpvon der Membran befreit

(,Stripping“) und erneut mit dem HER-3-Antikorpetkiubiert. Dies wurde durchgefthrt, um
zu Uberprufen, ob HER-3 erfolgreich von dem HER+&#Orper prazipitiert wurde. Als

Kontrolle der Immunprazipitation wurde ein IgG-Agdrper aus der Spezies des
Primarantikorpers (hier: Kaninchen) mitgefiihrt. DAgebnis der Co-Immunprézipitation
zeigt, dass durch HRG eine Interaktion zwischen p@&5der Rezeptortyrosinkinase HER-3
stattfindet, da im Immunoblot ein Signal nach p8&ikorper-Inkubation detektiert wurde
(Abbildung 40).

IP HER-3 p85 @Ak IgG HER-3 p85 @ Ak IgG Lysat WB
. | . i . »e HER-3
— o =& p85
L I I I
+ HRG @ HRG +HRG g HRG
50ng/ml
50ng/ml

Abbildung 40: AKT/PI-3K-Signalweg.MCF-7-Zellen wurden mit (+B;HRG (50 ng/ml, 60 min, 37°C) und
ohne (-)B1.HRG behandelt. Im Anschlu3 wurde eine Co-Immunpitation sowohl mit HER-3 als auch mit
p85 durchgefihrt. Die Separation wurde in einem 18%ylamid-Gel durchgefuhrt. Fir den Transfer wurde
eine PVDF-Membran verwendet.

Die Stimulierbarkeit der AKT und ERK Signaltranstiokswege der Brustkrebszelllinie
wurden durch diese Vorexperimente bestéatigt. Numde/uuntersucht, ob die nukleére
Lokalisation von HER-3 ein Ligand-abhangiges Ergtarstellt und es zu einer Steigerung
der Translokation in den Zellkern kommt. Zu diesémeck wurde die Brustkrebszelllinie
MCF-7 in einer Zelldichte von 3,0 x 10Zellen pro Zellkulturflasche (75 dn im
Vollmedium ausgesét. Um eine niedrige Grundaktiuigr Zellen zu erreichen, wurden die
Zellen fur 24 Stunden in einem Hungermedium kudtizi Nach dieser Hungerphase wurden
die Zellen mit dem HER-3 Ligan@;-HRG in einer Konzentration von 50 ng/ml fur
verschiedene Zeitpunkte (5, 15, 30, 60 und 90 imenB7°C stimuliert (Abbildung 41). Nach
Stimulation wurden die Zellen in die Zellkompartime Cytosol und Nukleus nach der
Methode von (Slosberg et al., 1999) fraktionierow8hl die cytosolische als auch die
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nukleare Fraktionen wurden im Immunoblot auf phasplertes (pHER-3) und Gesamt-
HER-3 (HER-3) hin untersucht. Auf Proteinebene teeigich, dass nach zeitabhangiger
Ligand-Stimulation (43;-HRG) in beiden Zellkompartimenten HER-3 detektigurde. Im
Cytosol ist das Expressionsniveau von HER-3 weshndtarker und zeigt in den frihen
Zeitpunkten (5-30 min) einen leichten Anstieg. Dggye wurde im Nukleus nur ein
gleichmalig schwaches Signal von HER-3 detektidtie zu erwarten, kam es nafh-
HRG-Inkubation zu einer Phosphorylierung von HERA3Cytosol. Dies steht im Gegensatz
zu den Nukleus-Fraktionen, in denen kein phospletgs HER-3 detektiert wurde. Die
Fraktionen wurden bezuglich etwaiger Verschleppanget entsprechenden Antikérpern
gegen spezifische Markerproteine kontrolliert. Fidms Cytosol wurde alpha-Tubulin
(52 kDa) und fur die nukleare Fraktion Lamin A/CA(B2 kDa) gewahlt. Diese Resultate
zeigen, dass der Prozess der Translokation von BikERden Zellkern Ligand-unabhangig
ist. Stimulation mitB:;-HRG fuhrt nicht zu einer vermehrten Anhaufung MdBR-3 im

Nukleus.

@ HRG +HRG @ HRG +HRG
[ 1T 1] 1T 1
5° 15 30' 60° 90 5 15 30° 60° 90 WB
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Abbildung 41: Ligand-abhéngige Stimulation. MCF-7-Zellen wurdeit (r) ;-HRG (50 ng/ml, 37°C) zu
bestimmten Zeitpunkten behandelt. Nach der Erntedevuin Cytosol und Nukleus fraktioniert. Pro Lane
wurden 50 ug der Fraktion in einem 10% Arcylamid-@lektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran transferiert. Die Detektion wurde mit HER#El pHER-3-Antikbrpern durchgefiuhrt. Die Fraktione
wurden mit spezifischen Marker-Proteinen Gberprift.
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4.5.3 Einfluss der Ligand-unabhangigen Aktivierung von HER-3 auf die
subzellulare Lokalisation

Der Ligand-abhéngigen Aktivierung steht die Ligamhbhangige Aktivierung gegeniber,
die durch genotoxischen Stress induziert werdem k&ion Dittmann et al., (2005) wurde
gezeigt, dass das Zytostatikum Cisplatin eine réukld_okalisation des EGFR herbeifiihrt.
Ausgehend von dieser Beobachtung wurde in den tedaisden Versuchen untersucht, ob
auch eine Translokation von HER-3 in den Zellkeacmn Cisplatin-Behandlung (Cis-Gry)
eintritt. Dazu wurde die Brustkrebszelllinie MCFi7einer Zelldichte von 3 x f(Zellen in
Zellkulturflaschen (75 cf) im Vollmedium ausgestreut. Nach 24 h wurden dédleh mit
verschiedenen Cisplatin-Konzentrationen (0 uM, 1&g 5 uM, 10 uM, 12,5 uM, 15 pM)
fur 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkidrawurden die Zellen geerntet und in
die Zellkompartimente Cytosol und Nukleus separiémt der Abbildung 42 wurde die
Expression von HER-3 in der Zellkernfraktion nacbnkentrationsabhangiger Cisplatin-
Einwirkung im Immunoblot dargestellt. In den erst&onzentrationen (2,5 uM-10 uM)
wurde kein Anstieg im Vergleich zu den unbehandeKellen detektiert. Dagegen wurde
eine erhdhte Expression von HER-3 bei der Konz#atraszon 12,5 uM gemessen. Bei der

hdchsten Konzentration wurde eine starke Abnahrmbdmhtet.
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Abbildung 42: Konzentrationsabhangige Cisplatin-Exposition unkledre HER-3-Expression. MCF-7 Zellen
wurden 24 Stunden mit verschiedenen Cisplatin-Kotrationen bei 37°C im Vollmedium inkubiert. Nach
Cisplatin (CisPt)-Gabe wurde die nukledre HER-3+€gpion im Immunoblot untersucht. Als
Ladungskontrolle wurde Lamin verwendet.

Aufbauend auf diesem Ergebnis wurde anschlieRerazgitabhangige Cisplatin-Exposition
durchgefiihrt. Dazu wurden MCF-7-Zellen (3 ¥ Zllen pro 75 chKulturflasche) mit der
effektstarksten Cisplatin-Konzentration (12,5 uM) werschiedenen Zeitpunkten inkubiert.

Der Immunoblot auf HER-3 zeigt, dass die Expressiom nuklearem HER-3 mit Dauer der
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Exposition ansteigt. Nach 24 h wurde allerdings Abfall des Signals detektiert. Somit
wurde gezeigt, dass HER-3 im Zellkern sowohl kotragions- als auch zeitabhéangig ist.

wWB

HER-3

Lamin

Abbildung 43: Zeitabhangige Cisplatin-Exposition und nukledre HERxpression. MCF-7 Zellen wurden

mit Cisplatin (12,5 uM) bei 37°C im Vollmedium zenschiedenen Zeiten inkubiert. Nach Cisplatin (§isP

Gabe wurde die nukledre HER-3-Expression im Immiotaimtersucht. Als Ladungskontrolle wurde Lamin
verwendet.

Cisplatin steht im Zusammenhang mit oxidativen &trauszulésen, daher wurde eine
weitere Untersuchung mit einer oxidativen Stresktmerende Verbindung durchgefihrt. Da
im Fall des EGF-Rezeptors gezeigt werden konntss dize nukleare Translokation durch
Wasserstoffperoxid induziert werden konnte (Dittmaet al., 2005), wurde folgender
Versuch durchgefuhrt. Der klassische Radikalbildwasserstoffperoxid (30,) wurde als
oxidativer Stressor in zwei verschiedenen Konzéoman fir verschiedene
Inkubationszeiten (1 h, 4 h, 24 h) auf eine MCFelliltur gegeben. Nach Expositionsende
wurden die Zellen geerntet, subzellular fraktionierd die nukleére Fraktion auf HER-3 im
Immunoblot analysiert. Das Resultat der Detekt&inn Abbildung 44 dargestellt. Die HER-
3-Expression der exponierten Zellen zeigte keinerstidg der nukledren Expression im
Vergleich zur Kontrolle ohne #D,. Damit wurde gezeigt, dass Wasserstoffperoxid éeein

Einfluss auf den nuklearen HER-3-Status hat.
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Abbildung 44: Konzentrations —und zeitabhéngige WasserstoffpdrBxposition (HO,) und nukledre HER-
3/c-erbB-3-Expression. Die Brustkrebszelllinie (MZFwurde mit Wasserstoffperoxid {8,) bei 37 °C fir
1h, 4h und 24 h inkubiert. Im Anschluss wurdetiefein die subzellularen Kompartemente (Cytosodl un
Nukleus) fraktioniert und im Immunoblot die HER-34iession analysiert. Lamin stellt die Ladungskolfer
dar.

4.5.4 Uberexpression des Dimerisierungspartners von HER-3

Es ist bekannt, dass die einzelnen HER-Familiedimdgr untereinander entweder eine
Homo — oder Heterodimerisierung eingehen. Die petda Kombination ist das
Heterodimer aus HER-3 und HER-2 (Pinkas-Kramarslal.e 1996). Im folgenden Versuch
wurde untersucht, ob eine vermehrte HER-2-Exprasaioeiner Verlagerung von HER-3 in
den Zellkern fuhrt. Fur diese Untersuchung wurdee dkonditional schaltbare
Brustkrebszelllinie MCF-7/NeuT verwendet, die nathgabe von Doxycyclin (1 pg/ml)
HER-2 mit Hilfe des tet-on-Systems tberexprimiBie Zellen wurden in Zellkulturflaschen
(75 cnf) in einer Zelldichte von 3 x £@ellen ausgestreut und zu verschiedenen Zeitponkte
(Oh, 24h, 3d, 5d) mit Doxycyclin (1 pg/ml) inkubierAnschlieend wurden die Zellen
geerntet und mittels der subzellularen Fraktiomgrin die Kompartimente Cytosol und
Zellkern aufgetrennt. Sowohl die HER-2 (NeuT) Ubg@ression bzw. die Kontrolle des
Anschaltens von HER-2 (NeuT), als auch die HER-pfEgsion wurden im Immunoblot
nachgewiesen. Die Fraktionen wurden wie in vorlerig-raktionierungsversuchen auf
maogliche Verschleppungen mit entsprechenden Amidr (alpha-Tubulin und Lamin)
untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 45 damjisund zeigt, dass durch die
Doxycyclin-Gabe es zu einem erfolgreichen Anschmalder HER-2/NeuT-Zellen kommt
(24 h). Die Expression steigt mit der Dauer der ¥yxlin-Exposition. Durch die
Uberexpression von HER-2 wurde keine vermehrte Slokation von HER-3 in den

Zellkern verursacht.
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Abbildung 45: HER-2 Uberexpression in MCF-7/NeuT-Zellen. MCF-7diieZellen wurden mit Doxycyclin
(Lpg/ml) fur bestimmte Zeiten (24 h, 3 d, 5d) iblart. Die Zellen wurden geerntet und in Cytosodun
Nukleus fraktioniert. Pro Lane wurden 50 pg derkBoam in einem 10% Arcylamid-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferieré Detektion wurde mit NeuT (185 kDa) und HER-3
(185 kDa)-Antikorpern durchgefuhrt. Die Fraktionewurden mit spezifischen Marker-Proteinen (alpha
Tubulin, Lamin) Gberpruft.

4.5.5 Apoptose-unabhéngige Translokation von HER-3 in deZellkern

Um auszuschlieRen, dass die nukleare Lokalisatiem Rezeptortyrosinkinase HER-3/c-
erbB-3 in Zusammenhang mit dem programmierten allfApoptose) steht, wurde ein
TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labelinggchweis an kultivierten MCF-7-

Zellen durchgefuhrt. Fur dieses Experiment wurdém dellen im 24-well-Format mit

Vollmedium auf runden autoklavierten Glasplattcharitiviert und nach 24 h mit 4 %

Paraformaldehyd (RT, 20 min) fixiert. Die TUNEL-B&ng wurde mit einem kommerziell
erhaltlichen Kit basierend auf einer FluoreszenteRion (Cy2, griin) durchgefihrt. Das
Resultat wurde mit Hilfe eines konfokalen Laserrawag Mikroskops dokumentiert. Als
Positivkontrolle fir die TUNEL-Detektion wurden ja#lel zur Probe DNase-behandelte
MCF-7-Zellen (Abbildung 46 C) mitgefihrt. Um eineugsage ulber die subzellulare
Expression von HER-3 zu treffen, wurde im Anschlass immunhistologischer Nachweis
auf HER-3 durchgeflhrt.
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Abbildung 46: TUNEL-Nachweis und HER-3-IHC an kultivierten MCFZ&llen. A Subkonfluente MCF-7-
Zellkultur nach TUNEL und IHC-Nachweis, weil3er Pfeiukledare HER-3-Lokalisation (Cy3, rot), gelbdeiP
TUNEL-positive Zelle (Cy2, griin), Mal3stabsbalkenig@, B VergroRerung von A, MaRRstabsbalken 20 um, C
Positivkontrolle, TUNEL-positive DNase-behandelt€®7-Zellen (Cy2, griin) mit Kernfarbung (DAPI, b)au
Maflstabsbalken 20pum.

Das Ergebnis der TUNEL-Farbung zeigt (Abbildung 4&e MCF-7-Kultur, die wenig
TUNEL-positive Zellen (1 %) aufweist. Dieser Wentgpricht einer spontanen Apoptoserate
einer statischen Zellkultur (Danforth, Jr., 200 sich im Bereich von 0,5 %-7 % befindet.
In Abbildung 46 A ist exemplarisch zu sehen, dase & Apoptose befindliche Zelle (Cy2,
grun) keine gleichzeitige nukleare HER-3-Expresaafweist. Dagegen wurden Zellen, die
eine nukleare HER-3-Lokalistaion aufweisen, aussBhth als TUNEL-negativ
identifiziert. Damit wurde kein Zusammenhang zwethdem nuklearen Erscheinungsbild

der Rezeptortyrosinkinase HER-3 und dem programemetelltod (Apoptose) gefunden.

4.5.6 Inaktivierung vom nuklearen Exportrezeptor fihrt zur Akkumulation
von HER-3 im Nukleus

Der Export von Proteinen aus dem Nukleus erfolgériBxportin-Rezeptoren den so
genannten Exportinen. Wird dieser Export geziehegemt, kommt es zur Akkumulation
von Proteinen im Zellkern (z.BkBa, Cyclin B1, MDM2, (Freedman and Levine, 1998;
Kudo et al., 1999; Yang et al., 1998). Ein bekanRt®teinexport-Inhibitor ist Leptomycin B
(LMB). Diese Substanz kann spezifisch die CRM1 ¢amatin region maintenance 1) durch
kovalente Modifikation hemmen (Kudo et al., 1998)t dem nachfolgenden Experiment
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wurde Uberprift, ob eine Anhaufung von HER-3 imli&h durch LMB-Behandlung erzielt
werden kann. Dazu wurde der Inhibitor in verschmesteKonzentrationen (1 nM, 5 nM und
10 nM) fur vier Stunden mit kultivierten MCF-7-Zefi (3 x 16 Zellen pro 75 cth
Kulturflasche) inkubiert. Nach Abschluss der Inkiiya wurden die nuklearen Fraktionen
der Zellen auf HER-3 (185 kDa) im Immunoblot untefst.

LMB WB
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Abbildung 47: Inaktivierung des nukledren Exportrezeptor fuhnt Akkumulation von HER-3 im Nukleus.
Nukleare Proteinfraktionen von Leptomycin B (LMBgHandelte MCF-7-Zellen wurden auf nukleares HER-3
mittels Immunoblot analysiert.

Wie in Abbildung 47 zu sehen ist, wurde durch dieptomycin B-Inkubation eine
Akkumulation von HER-3 im Nukleus erzielt. Der G#tsteigt mit der LMB-Konzentration
an, bei gleich bleibenden Lamin-Gehalt (Ladungstadlet fir den Zellkern). Zusatzlich zu
dieser Untersuchung wurde eine immunhistochemibéhnleungdurchgefthrt. Abbildung 48
A zeigt Zellen, die nur mit dem Losungsmittel bethalh wurden. Vereinzelt wurden HER-3
positive Zellkerne detektiert. Dagegen sind in Addlong 48 B MCF-7 Zellen dargestellt, die
der hochsten Konzentration (10 nM) an Leptomyciab®r vier Stunden ausgesetzt wurden.
Es wurde eine HER-3-Anh&ufung im Zellkern detekti&omit zeigt dieses Ergebnis, dass
der Exportprozess von HER-3 aus dem Zellkern uBeteilung von CRM-1 abl&auft.
Zusammenfassend kann man sagen, dass HER-3 UbeCRIeii-vermittelten nuklearen

Export aus dem Zellkern transportiert wird.
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Abbildung 48: Leptomycin B (LMB) inhibiert den nukledren Expois kommt zur Anhaufung von HER-3 im
Zellkern. MCF-7-Zellen wurden mittels Fluoreszehifzl auf HER-3 (Cy3, rot) untersucht, Kontrolle (A).

Inkubation mit LMB (10 nM, 4h) (B). Die Kernfarbungvurde mit DAPI (blau) durchgefiihrt
MaRstabsbalken 50um.
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5 Diskussion

5.1 Rezeptortyrosinkinasen als prognostische Faktoremgynakologischen
Karzinomen

Die Mitglieder der HER-Familie rufen schon seit @ah grol3es Interesse in der
Krebsforschung hervor. Durch die Deregulation den vihnen gesteuerten zellularen
Signalwege sind sie an der Tumorentstehung bdtellig@ Uberaktivitat dieser Proteine
wurde in einer Vielzahl verschiedener Tumore bebt®ic Zum Beispiel ist die
Rezeptortyrosinkinase HER-2 in 25 % bis 30 % dl@mmakarzinome tberexprimiert und
geht mit einer schlechteren Prognose der Patiestiemher (Slamon et al., 1987; Toikkanen
et al., 1992). Die Uberexpression von HER-2 wurdazud ausgenutzt, diese
Rezeptortyrosinkinase als therapeutisches Targatutaen. Hierzu wurde ein humanisierter
monoklonaler Antikérper (Trastuzumab, Handelsnareeckptif?) entwickelt. Dieser bindet
an die extrazellulare Doméane von HER-2 und ruftudeld eine zellvermittelte Toxizitat
(ADCC, antibody dependent cell mediated cytotoy)citervor (Stein et al., 2006). Somit ist
es maglich, neben der konventionellen systemisdbleamotherapie die Patientinnen mit
Herceptirf zu therapieren. Dieses Beispiel zeigt, dass esemutig ist neue Zielmolekiile zu
identifizieren, die eine malRgeschneiderte Thergaegeted therapy“) ermdglichen.

In dieser Arbeit wurde in einer Ovarial- und Mammaeknom-Tumorbank die Expression
der Rezeptortyrosinkinasen HER-2 und HER-3 immuohfemisch untersucht. Die
anschlieBenden Uberlebensanalysen nach Kaplan umder Mergaben, dass beim
Ovarialkarzinom eine Assoziation zwischen dem Udd®rh und der HER-3-Expression
besteht. Patientinnen mit einer hohen Expressidoernaeine schlechtere Prognose im
Gegensatz zu Patientinnen, die wenig HER-3 exprenie Des weiteren zeigte die
multivariate Cox-Analyse, dass HER-3 als unabh&rgigrognostischer Faktor im

Ovarialkarzinom fungiert.

Die Situation im Mammakarzinom zeigte dagegen, dias$lER-2 eine Relation zwischen
dem Uberleben und der Expression besteht. SowotiirKaplan-Meier-Kurve als auch in
der multivariaten Cox-Analyse wurde dieser Zusantmeg gezeigt. Hierbei erwies sich
HER-2 als unabhangiger Prognosefaktor. Die Ursdihelieses Ergebnis hinsichtlich der

unterschiedlichen Relevanz der Rezeptortyrosinkings nach Tumorart ist jedoch unklar.
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Allerdings ist von vielen Beispielen bekannt, ddssselben Faktoren in unterschiedlichen

Tumorentitaten eine unterschiedliche Relevanz aisemekdnnen.

5.2 Nukleare HER-3 Lokalisation im Mammakarzinom — ewmnerwartetes
Ergebnis

Nach abschlieRender Analyse bezlglich prognostis€televanz der RTKs, wurde im

Anschluss auf die subzellulare Lokalisation spézier Rezeptortyrosinkinase HER-3 im
Mammakarzinom eingegangen. Uberraschenderweise erzeiglie Ergebnisse der

immunhistochemischen Analyse der Tumorproben deswidiakarzinoms ein ungewohntes
Expressionsmuster von HER-3. Bei einer Vielzahl Batientinnen wurde eine nukleéare
Lokalisation von HER-3 beobachtet. Die im Zuge datistischen Auswertung erstellten
Haufigkeitsverteilungen von cytoplasmatischem unélearem HER-3 verdeutlichen, dass
es zu einer Gegenlaufigkeit in dem Patientinneeka kommt. Die Diagramme spiegeln

eine Art ,Alles-oder-Nichts"-Situation wider. Daseifdt, Patientinnen mit tberwiegend
nuklearer HER-3-Lokalisation weisen keine cytoplassthe HER-3-Expression auf und
umgekehrt. Im Gegensatz zum EGFR wurde bei HERHekAssoziation zwischen dem

Uberleben und der subzellularen Verteilung gefundmnn der nukleare EGFR zeigte eine
schlechtere Uberlebensprognose bei PatientinnerBragtkrebs und Mund-Rachen-Raum-
Karzinom (Lo et al., 2005b; Psyrri et al., 2005).

Seit Jahren ist bekannt, dass sich die Lokalisat@mmMembranrezeptoren nicht nur auf die
Membran beschrankt. Ebenso wurde HER-3 in ventsend uarteriellen
Nabelschnurendothelzellen (HUVEC, HUAEC) im Zelkkatetektiert (Bueter et al., 2006).
Dasselbe Phdnomen der nuklearen Lokalisation voR-BlEvurde auch in Schwann-Zellen
beobachtet (Raabe et al., 2004).

Nach Rezeptoraktivierung kommt es zu einer Clatheirmittelten Endozytose, wodurch der
Rezeptor internalisiert wird. Im Anschluss werdea Bezeptoren entweder im Lysosom
abgebaut oder sie gelangen im Sinne eines Recpctingsses wieder an die Zelloberflache
(Conner and Schmid, 2003). Dagegen herrscht UlsePdanomen der nukleédren Rezeptoren
Unklarheit. Mdglicherweise erfolgt die Translokati&aryopherin-vermittelt, da Lo et al.
(Lo et al., 2006) und Giri et al. (Giri et al., Z)ur den EGFR und HER-2 eine Beteiligung
zeigen konnten. Des weiteren ist bekannt, dassdien Zellkern translozierten Rezeptoren

entweder ein ,nuclear localization signal“ (NLS)eondeine Bindungsstelle fir Chaperon-
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ahnliche Proteine aufweisen (Offterdinger et 802). Der Mechanismus der Translokation

momentan ist weitgehend unbeantwortet.

Zusatzlich stellt sich die Frage bezlglich der nobgin Funktion der Rezeptoren im
Zellkern. Fir den EGFR wurden von Lin et al. (Linagé, 2001) in der Brustzelllinie MDA-
MB-468 mittels CHIP (Chromatin Immunoprecipitatiomnd EMSA (Electrophoretic
Mobility Shift Assay) Hinweise gefunden, dass dieBezeptor als Transkriptionsfaktor in
der Cyclin D 1-Promotorregion fungiert. Auch fur RE2 wurde gezeigt, dass nukleéares
HER-2 an den Cyclooxygenase-2 (COX-2)-Promotorardiindet (Wang et al., 2004).

Diese Gene sind in Tumorentwicklung und Tumorprsgi@ involviert (Hunter and Pines,

1994; Oshima et al., 1996; Thomsen et al., 1997).

EGFR
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Abbildung 49: Endozytose am Beispiel des EGFR. Nach Ligand-Bigdeommt es zur Autophosphorylierung
des EGFR. Dies fiihrt zur Ubiquitinylierung (Ub) d@szeptors und zur Entfernung des Rezeptors von der
Zelloberflache (Endozytose) in das frihe Endosoer. Dgand-Rezeptor-Komplex aktiviert in Folge desse
verschiedene Signalwege Uber die Aktivierung vos Rad PhospolipaseyGPLCy). Vom friihen Endossom
gelangt der Rezeptor im Zuge eines Reycling-Prezesseder an die Zelloberflache (a) oder er wirdlas
spate Endosom, Uberfuhrt (b). Das spate Endosoionfest dann mit dem Lysosom und es kommt zur
Degradation des Rezeptors. Eine dritte Moglichistjtdass der Rezeptor in den Zellkern transpaortegrwird.
Allerdings ist der Mechanismus der Translokatioklan Aus: (Massie and Mills, 2006)
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5.3 Dreidimensionales Tumorwachstum forciert die Loksdtion von
nuklearem HER-3

Im vorherigen Kapitel wurde das Phanomen der nu&ledHER-3 Lokalisation im
Mammakarzinom diskutiert. Der Mechanismus und nobgi Funktionen des nuklear
lokalisierten HER-3 bleiben derzeit unklar. Da abier dieser Arbeit auch andere
Tumorentitdten wie z.B. Xenografttumore aus HelL#dene und Mausfibroblasten das
gleiche Erscheinungsbild zeigten, ware es vorsellbdass die dreidimensionale
Tumorbildung einen Einfluss auf die nukleare Logation von HER-3 hat. Diese Hypothese
wird durch Ergebnisse deén vitro-Experimente in dieser Arbeit gestitzt. Verglichmait
Tumorgewebe weisen als Monolayer kultivierte Turetien eine weitaus geringere nukleare
HER-3-Expression auf. Somit ist denkbar, dass didedre Verteilung von HER-3 mit der
Tumorbildung assoziiert ist. Mdglicherweise spads Mikromilieu eine entscheidende Rolle
fur die Translokation von HER-3 und erklart sonig @iskrepanz zwischen Tumorgewebe

und kultivierten Zellen.

5.4 ATP-und Glucose-Mangel fuhrt zur Akkumulation von BHR-3 im
Zellkern

Ein Hauptmerkmal der zuvor erwdhnten Tumorbildusigdie schlechte GefaRausbildung.
Die im Tumor neu gebildeten Mikrogefal3e weichen den normalen Morphologie ab. Sie
zeigen eine Reihe von strukturellen und funktierelAnomalitaten auf. Die GefalRe sind
meist dilatiert, gewunden, elongiert und sacculBres hat zur Folge, dass es zur
Unterversorgung innerhalb des Tumors kommt. Zunsjdel bedingt ein lokaler Abfall in
der Blutversorgung einen Glucose-Mangel. Dies @ifiy bei Ischamien zu beobachten
(Vaupel et al., 1989; Vaupel and Hockel, 2000). Iviele der Tumore sind unter anderem
eine eingeschréankte Sauerstoffversorgung. (HoakdNaupel, 2001). Des weiteren herrscht
ein nachteiliger bioenergetischer Status. Aufgrdadsen werden andere Energie-abhangige

zellulare Vorgange beeinflusst.

5.4.1 Glucose-Entzug

In dieser Arbeit wurden unter dem Gesichtspunkt denergie-Depletion zwei
TumorZelllinien (MCF-7 und HelLa) hinsichtlich derukiedren HER-3-Lokalisation

untersucht. Diese Zellen wurden einem Glucose-AihE-Entzug ausgesetzt. Der Glucose-
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Entzug zeigte bei der ZervixkarzinomZelllinie (Hglsthon nach wenigen Stunden (ca. 4 h)
einen deutlichen Effekt. Durch den Entzug der Eiegpgelle kam es bei einigen der Zellen
bereits zu einem Verlust der Zelladhasion. Bei derbleibenden Zellen konnte
immunbhistologisch eine Uberwiegend nukledre HERBsRdlisation detektiert werden. Es
zeigte sich, dass durch den Glucose-Entzug eingestag der nukledren HER-3-Expression
von 9 - 11 % auf 31 - 38 % erzielt werden konntesBs Ergebnis konnte bedeuten, dass es
zu einer verstarkten Translokation und Akkumulatim HER-3 in den Zellkern in Folge
des Glucose-Entzugs kommt. Es wirde zu einer Ameeicig von nuklearem HER-3 fuhren.
Dieser Effekt wurde bereits in der Kolonkarzinoniige HT-29 beschrieben. Durch
Glucose-Mangel wurde eine nukleare Akkumulation d&oteasom-Untereinheit p27
induziert (Ogiso et al., 1999). Denkbar ware ahmhadass die Zellen, die bereits nukleares
HER-3 aufweisen, eine gewisse Resistenz gegenidreGllicose-Depletion zeigen. Somit
wirde eine nukledre HER-3-Expression den Zellerereielektionsvorteil verschaffen.
Diese Hypothese wirde mit der allgemeinen Beobachtiibereinstimmen, dass solide
Tumore auf Grund des Mikromilieus eine Resistenzgegéber Bestrahlung und
chemotherapeutischen Reagenzien aufweisen (Tretda.,e2007; Vaupel and Hockel,
2000). Im Fall der Brustkrebszelline MCF-7 konntela nach 120 Stunden kein Effekt des
Glucose-Entzugs auf die nukleare HER-3-Lokalisati@obachtet werden. Das Wachstum
war zwar vermindert, aber die Zellen reagiertemtnicit einer verstarkten nukledren HER-3-

Expression verglichen mit den HelLa-Zellen.

5.4.2 ATP-Depletion

Eine weitere Form des Energiemangels wurde in didskeit durch die Inhibition der
mitochondrialen Atmungskette und der Glykolyse efsttOligomycin B bzw. mit dem
Glucose-Analoga 2-Deoxy-D-Glucose bewirkt. Durcim @@nsatz dieser Substanzen konnte
auch in HelLa-Zellen eine vermehrte nukledre HEReRalisation bewirkt werden. Diese
Beobachtung kénnte so interpretiert werden, dagsssaund der fehlenden Energie Export
von HER-3 aus den Zellen nicht mehr ablauft. Folglakkumuliert HER-3 im Zellkern.
Diese Hypothese wuirde sich auch mit der Tatsaclokede dass der aktive CRM-1-
vermittelte Transport aus dem Zellkern durch Leptam B (LMB) inhibierbar ist (Kapitel
4.5.6). In dieser Arbeit wurden somit zwei Mdglieliten beschrieben, um die subzellulare
HER-3 Lokalisation gezielt zu beeinflussen. Diesgdbnisse kdonnten zur Aufklarung der

Funktion von HER-3 im Zellkern beitragen.
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5.5 Genotoxischer Stress bedingt eine nukleare Transio&n von HER-3 in
geringerem Ausmal}

Beim gentoxischen Stress kommt es in der Zelle AAISchadigungen. Substanzen die
diese Schéaden induzieren, sind beispielsweise &ispind Derivate davon, die auch in der
Krebstherapie eingesetzt werden. Cisplatin gelébgt passive Diffusion in die Zellen und
fungiert als ein bivalentes Elektrophil. Der Wirkoh@ismus lauft Gber die Bildung von 1,2
Intrastrang d(GpG)-DNA Crosslinks ab (Kelland, 1p93s werden bevorzugt das-KNtom
von Guanin und Adenin quervernetzt. Dies hat zug€odass die so quervernetzten DNA-
Strange die DNA-Synthese behindern und daraufhibuldee Reparaturmechanismen
ausgelost werden, um diese Addukte zu beseitigere &eitere Eigenschaft von Cisplatin
ist, dass es Punktmutationen in der DNA verursaghgatzlich wurde beobachtet, dass
Cisplatin das Gefalisystem der Niere stort und spomitHypoperfusion oder Hypoxie fiihrt
(Tanaka et al., 2005; Winston and Safirstein, 1985)

Unter Einsatz dieses Zytostatikums konnten Dittmanal. (Dittmann et al., 2005) fur den
EGFR zeigen, dass es nach Cisplatin-Exposition mer estress-induzierten, Ligand-
unabhangigen Translokation des EGFR in den Zellkemmt. Von Dittmann et al. wurde in
einer humanen BronchialkarzinomZelllinie gezeigissl Cisplatin schon nach relativ kurzer
Zeit (5 min) eine Translokation des EGFR in den Muk bewirkt. Ausgehend von diesem
Ergebnis wurde in dieser Arbeit ebenfalls untersuob Brustkrebszellen nach Cisplatin-
Applikation vermehrt nukledres HER-3 aufweisen. WN& h Inkubation mit 12,5 uM
Cisplatin konnte in den Brustkrebszellen eine Ti@mdion von HER-3 in den Zellkern
induziert werden. Allerdings wurde eine spate Amtwauf die Exposition von Cisplatin
beobachtet. Anders als von Dittmann et al. besolneéonnte nach 24 Stunden ein leichter
Anstieg der nukledren HER-3-Expression detektieerden. Dieser Unterschied koénnte
maoglicherweise darin begrindet sein, dass ein asdélisystem verwendetet wurde. Da die
Zellen erstmalig mit Cisplatin behandelt wurdert, ege induzierte Resistenz gegenuber
dieser Substanz unwahrscheinlich. Es kann somitgdbalten werden, dass durch
genotoxischen Stress in Form von einer DNA-schéaige Substanz eine Translokation von

RTK in den Zellkern forciert werden kann.
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5.6 Die nukledre HER-3-Expression ist abhéngig von déelldichte

Die Proliferation stellt eine weitere mogliche Hirgsgrofie fur die Lokalisation nuklearer
Rezeptortyrosinkinasen dar. Erste Hinweise fluretieBh&dnomen lieferte Marti et al. (Marti
et al.,, 1991) aus Experimenten mit regeneriererRigiten-Hepatozyten. In den Versuchen
wurde gezeigt, dass 8 Stunden nach einer partiéllratektomie (70 %) der Leber es zu
einer Akkumulation vort?®-EGF im Nukleus kam. Zu diesem Zeitpunkt befandimmh die

regenerierenden Zellen in der Pra-S-Phase desyKeitz Wahrend dieser Phase wurde
nachgewiesen, dass ein kleiner aber signifikantgeihan EGFR im Zellkern detektierbar

war.

Um eine mogliche Assoziation zwischen Proliferationd der HER-3 Lokalisation zu
untersuchen, wurde in dieser Arbeit nukledres HER33 unterschiedlich konfluent
kultivierten Brustkrebszellen bestimmt. Das Ergsbdieser Untersuchung zeigte, dass die
Proliferation tatsachlich einen Einfluss auf diekledre HER-3-Expression hat, da die
subkonfluente Zellkultur einen héheren Anteil arkleérem HER-3 aufweist als konfluente
Kulturen. Diese Beobachtung wurde auch durch denunhistologischen HER-3-Nachweis
gestutzt. Eine 100 % konfluente Zellkultur zeigstfausschlief3lich eine cytoplasmatische

HER-3-Expression im Gegensatz zu subkonfluent\kaltien Zellen.

Dieses Phé&nomen ist in der Literatur auch fur déwoblast Growth Factor Receptor
(FGFR-1) beschrieben (Reilly and Maher, 2001; Wieldh et al., 1996). Zum Beispiel zeigt
FGFR-1 in einer Astrozyten-Kultur das gleiche Véidra wie HER-3. Mit zunehmender
Zelldichte kommt es zu einem Abfall an nukledremFREL (Stachowiak et al., 1997). Des
weiteren konnten neuere Arbeiten einen funktion@asammenhang zeigen, namlich dass
nuklearer EGFR als Co-Aktivator am Zellzyklus erifir Hanada et al. (Hanada et al.,
2006) konnten in der Brustkrebszelllinie MDA-MB-4@8hand von ChlIP-Analysen zeigen,
dass EGFR eine wichtige Rolle fur die B-Myb-Express spielt. B-Myb ist ein
Transkriptionsfaktor, der in schnell proliferieremd Zellen und Krebszellen vermehrt
detektiert wurde (Lin et al., 1994; Sala and Cadtthr 1992). Bei Brustkrebspatientinnen
fuhrt Uberexpression von B-Myb zu einer schlechtederlebensprognose (Amatschek et
al., 2004). AulRerdem spielt es eine entscheiderake i der Zellzyklus-Progression und
wird durch die Transkriptionsfaktoren der E2F-Faendtreng reguliert (Arsura et al., 1992;

Raschella et al., 1995; Sala et al., 1996). In Bgperimenten von Hanada et al. konnte
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beobachtet werden, dass eine Ligand-induzierte Za$on von nuklearem EGFR an der B-
Myb-Promoterregion stattfindet. Diese Assoziatiomrde nur in der @S-Phase des
Zellzyklus beobachtet und konnte zu dem noch dEG#R-Kinase-Inhibitoren gehemmt
werden. Mit diesen Experimenten konnte ein Mechmauss identifiziert werden, der zeigt,

dass nukledres EGFR in der Progression des ZalizykVolviert ist.

5.7 Nukleare HER-3-Expression ist unabhéangig vom Expegsnsstatus des
Dimerisationspartners

Die Uberexpression der HER-Familienmitglieder isin ieiner Vielzahl von

Krebserkrankungen beschrieben. Eine grofe Bedeutwpielt die kombinierte

Uberexpression von HER-2 und HER-3 im Brustkrebsirch gezielte Inhibition der
Dimerisierung konnte gezeigt werden, wie essentiddls Zusammenspiel beider
Rezeptotyrosinkinasen ist. Als Folge der Inhibitikemnte eine Blockierung der Proliferation
in HER-2 Uberexprimierenden Zellen beobachtet wer@amit einher wurde ein Rickgang
an phosphorylierten HER-3 und dem HER-3-PI-3K-Kosplbeobachtet. Durch die
Versuche von Holbro et al. (Holbro et al., 2003)radeudie Abh&ngigkeit von HER-2 und

HER-3 voneinander deutlich.

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit untersushtHER-3 durch die Uberexpression
seines Dimerisationspartners verstarkt in den Batfikransloziert. Fir die Uberexpression
von HER-2 wurde das MCF7/NeuT-Zellsystem verwendes$. handelt sich um die
Brustkrebszelllinie MCF-7, die zwei Expressionswe&n stabil tragt. Diese Konstrukte
stehen unter der Kontrolle des Tet-on-Systems. d3ieSystem umfasst zum einen den
reversen Tetrazyklin-gesteuerten TransaktivatorTA)t und den bidirektionalen
Expressionsvektor mit dem Tetrazyklin-responsivéentent (TRE) fur das NeuT-Gen. In
Anwesenheit von Tetrazyklin oder einem Derivat kathes rtTA an das Tetrazyklin-
responsive Element (TRE) binden und die Transkmptvon NeuT initieren. Far die
Kontrolle der Expression diente das fluoresziererdaanced green fluorescent protein
(EGFP). In diesem System wird das Ratten-OnkoganNein Homolog zum humanen her-
2-Gen Uberexprimiert. Es unterscheidet sich in reinBunktmutation in der
Transmembranregion des Rezeptors. Diese Mutatimdgicht eine Liganden-unabhangige
Rezeptor-Stimulierung, die sich in einer erhdhtentofhosphorylierung und dadurch
konstitutiv aktiver Signaltransduktion des Rezeptauswirkt. Zur Induktion wurde das
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Tetrazyklin-Derivat Doxyzyklin verwendet, da esesiédangere Halbwertszeit hat und in einer

100-fach niedrigeren Konzentration einsetzbar ist.

Ein Anschalten der HER-2-Uberexpression konnte luboxyzyklin induziert und 24 h

darauf per Immunoblot nachgewiesen werden. Altgysliwurde durch die Uberexpression
von HER-2 keine verstarkte nukledre HER-3-Expresdi@obachtet. Somit konnte der
Prozess der Translokation von HER-3 in den Zellkecht durch den Expressionsstatus der
Rezeptortyrosinkinase HER-2 forciert werden undesthdaher vom Dimerisationspartner

unabhangig zu sein.

5.8 Stimulation durch Heregulin zeigt keine Auswirkunguf die nukleare
HER-3-Lokalisation

In der Vergangenheit wurde bei Mitgliedern der mdkeén Rezeptortyrosinkinasen gezeigt,
dass der entsprechende Ligand als Translokatiomgdsts fungierte. Zum Beispiel wurde
durch EGF-Stimulation eine Translokation des EGRRden Zellkern von A431-Zellen
beobachtet (Lo et al., 2005a). Ebenso wurde beiNd&G@sfibroblasten eine Translokation
des FGFR durch den entsprechenden Ligand (FGF-&)rkie(Maher, 1996). Von den
Autoren wurde nach Stimulation mit FGF-2 eine A#itingige Zunahme nuklearen FGFRs
detektiert.

Ausgehend von dieser Beobachtung wurde die Frdlyggjauntersucht, ob auch im Fall von
HER-3 ein Translokationsstimulus v@i-HRG (NRG1/2) ausgeht. Wie in der Einleitung
erwahnt, ist Heregulin der aktivierende LigandHlER-3. Infolge der Ligandbindung erfolgt
die mehrstufige Phosphorylierung der Signalkaskadeder Zelle. Beispielsweise lauft der
MAPK-Signalweges tber RAF, MEK bis hin zum ERK142 @der die Stimulation der PI-
3K/AKT-Signalkaskade. Die Aktivierung dieser Signabe wurde in dieser Arbeit in Form
von phosphoryliertem ERK1/2 bzw. der Interaktiom g85-PI-3K-Untereinheit mit HER-3
via Co-Immunprazipitation nachgewiesen. Im Gegengain EGFR und FGFR wurde in
dieser Arbeit keine Abhangigkeit zwischen HER-3-aldation und Ligandstimulation

beobachtet.
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5.9 Der Export von nukledrem HER-3 wird durch LeptomytB inhibiert

Der bidirektionale Transport von Molektlen zwischeéytoplasma und Nukleus erfolgt tiber
Energie-abhangige Vorgange. Alle Molekile mit ein@uarchmesser bis zu 26-28 nm
missen aktiv durch die Kernpore (nuclear pore ceryNIPC) transportiert werden. Fir den
Transport sind Rezeptoren verantwortlich. Sowohldén Import als auch fur den Export
gibt es bestimmte Transportrezeptoren. Eine Vostmsag fur den Protein-Transport sind
Sequenzen, die das zu transportierende Proteire@éivmuss, um vom Rezeptor erkannt zu

werden.

Zum Beispiel wurde fur den nukledren Export die ikBxport-Signale (nuclear export
signal, NES) bei Arbeiten am viralen Protein HIVVRend am Protein PKI (protein kinase
inhibitor) entdeckt (Fischer et al., 1995; Wen bt 28995). Dieses nukledre Exportsignal
weist ein Motiv von einer kurzen Abfolge von Leugimoder von anderen hydrophoben
Aminosauren auf. Des weiteren wurde fir das Expart(CRM-1 oder Xpolp) gezeigt, dass

es direkt an das nukleare Exportsignal (NES) bindet

Uber Gelshift-Analysen wurde eine direkte Interakti zwischen dem Antibiotikum

Leptomycin B (LMB) ausStreptomyces spedHamamoto et al., 1983) und CRM-1
beobachtet. Leptomycin B bindet kovalent an eingst€n-Rest des CRM-1 und verhindert
somit die Bindung zwischen CRM-1 und der NES-Pr@eiMit LMB besteht nun die

Mdoglichkeit, den Export Gber Exportin-1 (CRM-1) ggz zu inhibieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob deédedwe Export von HER-3 CRM-1-
abhangig ablauft. Hierzu wurden MCF-7-Zellen mitptamycin B fur 4 h inkubiert. Wie

erwartet wurde durch die Inhibition des Exports HERm Zellkern akkumuliert. Dies

bestétigt die Annahme, dass nukledres HER-3 nidd@r (passive Diffusion zwischen
Cytoplasma und Nukleus transportiert wird. Aul3eradremnde mit der Verwendung von LMB
gezeigt, dass es sich um einen CRM-1 vermitteltepoE handelt, da LMB selektiv an
CRM-1 bindet. Diese Beobachtung stitzt zusatzlddss HER-3 im c-terminalen Bereich

vermeintliche NES-Sequenzen aufweist.
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6 Zusammenfassung

Die Expression von Rezeptortyrosinkinasen spiehe eientscheidende Rolle in der
Tumorentstehung und -entwicklung. Dies konnte banivhakarzinom, Ovarialkarzinom und
zahlreichen anderen malignen Tumorerkrankungenigfezerden. Bei etwa 20-30 % aller
Brustkrebs-Erkrankungen ist eine Uberexpression Rereptortyrosinkinase HER-2 zu
verzeichnen. Diese Beobachtung wurde dazu gerdER-2 als therapeutisches Target in
der Klinik zu verwenden. Daher wurde ein monoklenaintikorper (Herceptif) gegen die
extrazellulare Domane von HER-2 generiert, der @erzu Therapiezwecken bei
Brustkrebspatientinnen erfolgreich eingesetzt wird.

Der klassische Expressionsort der Rezeptortyrasaddn ist bekanntlich die
Cytoplasmamembran, wo sie an der Signalweiterlgitumach Stimulation durch
Wachstumsfaktoren beteiligt sind. In den vergangel@hren wurde jedoch eine Reihe von
Rezeptortyrosinkinasen (RTKn) im Zellkern beobacht@ebwohl es eine Vielzahl von

Beispielen an nukledren RTKn gibt, bleibt diesekiiam dennoch weitgehend unklar.

Um einen Uberblick Uber die Expression der Famili#gglieder HER-2 und HER-3 zu
bekommen, wurden zu diesem Zweck zwei Tumorbankeit @varial- und
Mammakarzinomen immunhistochemisch untersuchtdggrOvarialkarzinom konnte in der
Uberlebensanalyse gezeigt werden, dass HER-3 eimgngstische Relevanz im
Patientinnenkollektiv aufweist. Patientinnen mithko HER-3-Expression wiesen eine
schlechtere Uberlebensprognose auf, als Patiemtinmé& einer niedrigeren HER-3-
Expression. Dagegen wurde fir das Mammakarzinore signifikante Assoziation der
HER-2-Expression mit der Uberlebenszeit der Pdtiaeh aufgezeigt. Bemerkenswert ist,
dass in 43,2 % der Mammakarzinom-Patientinnen it ¥am HER-3 eine nukleare
Lokalisation beobachtet wurde. Interessanterweigsem die Patientinnen, die nukledres
HER-3 exprimierten, keine bzw. nur geringe cytoplaische HER-3-Expression auf und
umgekehrt. Es herrschte somit eine ,Alles oder dgicBituation in den Tumorproben. Die
dahinter stehenden Mechanismen bzw. die Antriebsfek fir dieses Phanomen sind
derzeit unklar. Aufféallig ist, dass kultivierte Taumzellen eine weitaus geringere nukleéare
HER-3-Expression (3-9%) aufweisen als die untermrcfiumorgewebe. Mdglicherweise ist
dies auch der Grund dafir, dass in der Vergangemhese Beobachtung vernachlassigt

wurde.
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Um die Ursache fur dieses Phanomen naher zu uotessywurdenin vitro kultivierte
Tumorzellen (HeLa und NIH3T3-Zellen) subkutan in ckinduse injiziert. Nach
Tumorformierung wurde die nukleare HER-3-Expressiomunhistochemisch untersucht,
wobei eine gesteigerte HER-3-Expression im Zellkder Xenograft-Tumore detektiert
wurde. Dies lasst vermuten, dass die nukledre HEERgBession mit der Dreidimensionalitat
des Tumors assoziiert ist. Ein Hauptmerkmal solidenore ist die veranderte Morphologie,
wodurch es zur Unterversorgung an Nahrstoffen, iStafé und Energie innerhalb des
Tumors kommt. Anhand von Depletionsversuchen, bened diese Bedingungen
nachgestellt wurde, wurde bei den untersuchterlizieh eine gesteigerte nukledre HER-3-
Expression beobachtet. Depletion von ATP erfolgieeu Verwendung von Oligomycin B
und 2-Deoxy-D-Glucose, was dazu fuhrte, dass HER-Bellkern akkumulierte.

Im Fall des Glucose-Entzugs reagierten die Zedllini sehr unterschiedlich. Die
Zervixkarzinomzelllinie HeLa zeigte schon nach lairZeit eine gesteigerte nukledre HER-
3-Expression. Hingegen wurde bei der BrustkreblsziellMCF-7 keinerlei Steigerung in der

nuklearen HER-3-Lokalisation nach Glucose-Entzugeiehnet.

Von Dittmann et al. wurde nach Exposition von Zellgegenuber Cisplatin eine
Translokation des EGFR in den Zellkern beschrielfarsgehend von dieser Beobachtung
wurde diese Fragestellung auf die Brustkrebsz@lIMCF-7 Ubertragen. Nach Exposition
wurde eine nukledre Translokation von HER-3 beotedcbieser Effekt war jedoch deutlich
weniger ausgepragt als der oben beschriebene &snflurch ATP-Depletion oder Glucose-
Entzug. Das Ergebnis zeigt, dass genotoxischesSemen Einfluss auf die subzellulare
Lokalisation von HER-3 hat.

Zusétzlich zu den oben beschriebenen Untersuchungetie eine Abhangigkeit zwischen
der Zelldichte und der nukle&ren Lokalisation voBER43 beobachtet. Es konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass subkonfluent kultigeziellen eine hohere nukleare HER-3-
Expression aufweisen, als konfluent gewachseneeizellSomit kann eine mdgliche

Assoziation zwischen Proliferation und der HER-3«&lisation in Betracht gezogen werden.

Zwei wesentliche Bestandteile, die unmittelbar er 8iologie von HER-3 involviert sind,
sind zum einem der Dimerisationspartner HER-2 wumd anderen der entsprechende Ligand

(B1-HRG) von HER-3. Beide GroRRen wurden bezlglich eidarswirkung auf die
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subzellulare Lokalisation von HER-3 untersucht. @ueine Uberexpression von HER-2 mit
Hilfe des Tet-on-Systems sollte die Auswirkung dief subzellulare Lokalisation von HER-3
untersucht werden. Die Uberexpression von HER galeikeine Steigerung der nukledren
HER-3-Expression. Des weiteren wurde gezeigt, dassStimulation durcl;-HRG keine

Translokation von HER-3 in den Zellkern hervorruft.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass didedu& HER-3-Lokalisation in Tumoren
weitaus haufiger zu detektieren ist alsvitro. Die subzellulare Verteilung von HERi
vitro wurde durch Glucose bzw. Energie-Mangel beeinflu#sndere Faktoren wie
genotoxische Substanzen oder Ligand-Stimulatioreiseh eine untergeordnete Rolle zu
spielen. Obwohl einige Einflussgrol3en identifizietirden, bleibt dennoch die funktionelle
Auswirkung von der nukledren HER-3-Expression ziinzegeklart. Da solide Tumore eine
gewisse Resistenz gegeniber Bestrahlung und cheraptutischen Reagienzen aufweisen,
konnte die nukledre HER-3-Expression in einem Zusanhang mit dieser Beobachtung

stehen.
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Abbildung 50: Kaplan-Meier Analyse der krankheitsfreien Zeit ub8rJahre ergab eine Assoziation von HER-
2 in 201 Patientinnen mit primdren Mammakarzinomg{lank, p = <0,001). Die Patientinnen wurden
entsprechend ihren HER-2-Status (negativ oderigpsingeteilt.
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Abbildung 51: Kaplan-Meier Analyse der krankheitsfreien Zeit Ul€x Jahre ergab keine Assoziation von
Phospho-HER-2 in 201 Patientinnen mit primaren Makanzinom (log-rank, p = 0,606). Die Patientinnen
wurden entsprechend ihren Phospho-HER-2-Status(inegfer positiv) eingeteilt.
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Abbildung 52: Kaplan-Meier Analyse der krankheitsfreien Zeit Ul€x Jahre ergab keine Assoziation von
HER-3 in 201 Patientinnen mit primdaren Mammakarziniog-rank, p = 0,356). Die Patientinnen wurden
entsprechend ihren HER-3-Expression (hoch oderigieeingeteilt.
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Abbildung 53: Kaplan-Meier Analyse der krankheitsfreien Zeit Ul€x Jahre ergab keine Assoziation von
Phospho-HER-3 in 201 Patientinnen mit primaren Makanzinom (log-rank, p = 0,721). Die Patientinnen
wurden entsprechend ihrer Phospho-HER-3-Expreghinch oder niedrig) eingeteilt.
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Tabelle 16:Multivariate Cox Analyse des Einflusses des HERt&&u$ auf die krankheitsfreie Zeit (10-Jahre-
Follow-up) im Mammakarzinom-Patientinnenkollektiv£ 201).

Relatives Risiko 95 % ClI p-Wert
HER-2-Expression
(niedrig vs hoch) 2,392 1,505-3,800 < 0,000
Hormonstatus
(ER/PR-Status negativ vs 1.392 0.879-2.205 0.158
ER/PR-Status positiv) ’ ’ ' '
Tumorstadium
(s2cmyvs>2cm) 1,171 0,778-1,760 0,449
Alter bei Diagnose
(< 55 vs= 55 Jahre) 0,682 0,449-1,034 0,072
Histologisches Grading
(Grad Il vs Grad |, ||) 3,628 2,372_5’550 < 0,000

Tabelle 17:Multivariate Cox Analyse des Einflusses des pHERt&tus auf die krankheitsfreie Zeit (10 Jahre
Follow-up) im Mammakarzinom-Patientinnenkollektiv£ 201).

Relatives Risiko 95 % Cl p-Wert
pHER-2-Expression
(niedrig vs hoch) 0,921 0,447-1,780 0,807
Hormonstatus
(ER/PR-Status negativ vs 1.379 0.716-2.657 0.336
ER/PR-Status positiv) ’ ’ ' '
Tumorstadium
(s2cmyvs>2cm) 0,985 0,559-1,734 0,958
Alter bei Diagnose
(< 55 vs= 55 Jahre) 0,772 0,426-1,401 0,395
Histologisches Grading
(Grad Il vs Grad |, Il) 5,607 3,093-10,162 < 0,000
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Tabelle 18:Multivariate Cox Analyse des Einflusses des HERt&&u$ auf die krankheitsfreie Zeit (10-Jahre-
Follow-up) im Mammakarzinom-Patientinnenkollektiv£ 201).

Relatives Risiko 95 % CI p-Wert
HER-3-Expression
(niedrig vs hoch) 0,957 0,556-1,647 0,874
Hormonstatus
(ER/PR-Status negativ vs 1.236 0.648-2.359 0521
ER/PR-Status positiv) ’ ’ ' '
Tumorstadium
(s2cmyvs>2cm) 1,134 0,662-1,941 0,647
Alter bei Diagnose
(< 55 vs> 55 Jahre) 0,774 0,429-1,396 0,394
Histologisches Grading
(Grad Il vs Grad |, 1) 5,262 2,919-9,487 < 0,000

Tabelle 19:Multivariate Cox Analyse des Einflusses des pHERt8tus auf die krankheitsfreie Zeit (10-Jahre-
Follow-up) im Mammakarzinom-Patientinnenkollektiv£ 201).

Relatives Risiko 95 % Cl p-Wert
pHER-3-Expression
(niedrig vs hoch) 0,984 0,574-1,688 0,954
Hormonstatus
(ER/PR-Status negativ vs 1.238 0.647-2.370 0.519
ER/PR-Status positiv)
Tumorstadium
(s2cmvs>2cm) 1,137 0,665-1,944 0,639
Alter bei Diagnose
(< 55 vs> 55 Jahre) 5,228 0,429-1,397 0,395
Histologisches Grading
(Grad i vs Grad |, 1) 5,288 2,942-9,505 < 0,000
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Abbildung 54: Zweigipfelige Haufigkeitsverteilung fir eine nukied Phospho-c-erbB-3/HER-3-

Expression [%] in Tumoren von Patientinnen mit Maakarzinom (n = 201). Die Haufigkeitsverteilung d&n
als Grundlage fur die anschlieBende Dichotomisigram Median.

Tumorzellen mit cytoplamatischer Phospho-HER-3-Expression
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Abbildung 55: Haufigkeitsverteilung fur eine cytoplasmatische $fitw-c-erbB-3/HER-3-Expression [%] in

Tumoren von Patientinnen mit Mammakarzinom (n =)20ie Haufigkeitsverteilung diente als Grundlage f
die anschlieBende Dichotomisierung am Median.
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