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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Bei der Therapie des Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinoms stellt die
Entwicklung einer Resistenz gegenulber der antiproliferativen und proapoptoti-
schen Wirkung des Antidstrogens Tamoxifen ein grof3es Problem dar. Die Akti-
vierung verschiedener Signaltransduktionskaskaden von Wachstumsfaktorre-
zeptoren und deren Querverkniipfung mit der Signaltransduktion des Ostrogen-
rezeptors sind oft Ursache dieses Wirkungsverlustes, der sekundare Antiostro-
genresistenz genannt wird. In unserer Arbeitsgruppe wurde ein Modell mit Os-
trogenrezeptor-positiven, parentalen Mammakarzinomzellen MCF-7 und T47D
und ihren Tamoxifen-resistenten Sublinien MCF-7-TR und T47D-TR etabliert.
Analoga von Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH)-I und -l stellen die
Wirksamkeit von Tamoxifen in diesen Zellen wieder her. In der vorliegenden
Arbeit sollten nun die mechanistischen Grundlagen der Antiostrogenresistenz
und ihrer Durchbrechung analysiert werden.

Es wurde gezeigt, dass in beiden resistenten Mammakarzinomzelllinien eine
gesteigerte Phosphorylierung der Proteinkinase Akt vorliegt und dass GnRH-I-
und —llI- Analoga diese dephosphorylieren. Der Inhibitor der EGF-Rezeptor-
assoziierten Tyrosinkinase Gefitinib dephosphorylierte bei T47D-TR ebenfalls
phospho-Akt und resensibilisierte die Zellen fur Tamoxifen. Bei MCF-7-TR ge-
lang erstmals eine Resensibilisierung Antiostrogen-resistenter Zellen mit dem
potentiellen Akt-Inhibitor Perifosine. Eine Analyse der Oberflachenrezeptoren
von Wachstumsfaktoren mittels Durchflusszytometrie, sowie eine Analyse von
Mediatoren des PI3K/Akt- und des ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktions-
weges ergab Hinweise auf die zu Grunde liegenden Resistenzmechanismen,
die bei den beiden verwendeten Zellmodellen unterschiedlich sind. Bei
T47D-TR ist vermutlich eine verstarkte Expression des EGF-R und des ERBB2
mit folgender Aktivierung von Akt und MAPK ERK1/2 fir die Resistenz verant-
wortlich. Bei MCF-7-TR wird erstmals ein moglicher Zusammenhang der se-
kundaren Antiostrogenresistenz mit einer reduzierten Expression des endoge-
nen Akt-Inhibitors CTMP gezeigt.

Die durchgefuhrten Analysen ermdglichen einen Einblick in Mechanismen, die
einer sekundaren Antiéstrogenresistenz zu Grunde liegen kénnen und zeigen

neue Perspektiven in der kombinierten endokrinen Therapie.



Inhaltsverzeichnis 1

Inhaltsverzeichnis
ZUsammeNfasSSUNQ .......cooiiieeeeciiiiiiii s s s e e nnnnnnns |
InhaltsverzeiCchnis ... ————— |
I =1 4] = 1 T 1
1.1 /=T g0 0 F= 1= T T o SO UEER 1
1.1.1  Epidemiologie und AtIOIOGIE ...........c.cveveeeueeeeeeeeeeeee e 1
1.1.2  ENdOKINNE TREIAPIE ....ceeveviiiiiieieieieieeeeeti e an 3
1.2 Ostrogene und Ostrogenrezeptor-assoziierte Signaltransduktion................cccccce....... 4
1.3 F N 1101 i oo =T 1= PRSP 6
1.3.1 Der selektive Ostrogenrezeptormodulator (SERM) Tamoxifen..............cccccccveuene... 6
1.3.2  Der selektive Ostrogenrezeptordestabilisator (SERD) Fulvestrant....................... 10
1.4 Sekundére Antidstrogenresistenz des Mammakarzinoms ...........ccccoceeeeiiiieeennnnenn, 10
1.5 Rolle der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K)/Akt-Signalkaskade bei der
sekundaren Antidstrogenresistenz des Mammakarzinoms............cccccceeeeiiiiiiieeennn. 12
1.5.1  Phosphatidylinositol 3-Kinase/Akt-Signaltransduktion .............cccccoviiviiiiineennee 12
1.5.2 Aberrationen innerhalb der PI3K/Akt-Signaltransduktion..............cccccccviieereeennnnns 16
1.5.3 PI3K/Akt-Signaltransduktion und sekundare Antiostrogenresistenz..................... 17
1.5.4 Inhibitoren der PI3K/Akt-Signaltransduktion..............cccooiiiiiiiiiini e, 18
1.6 Rolle der ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktion bei der Antidstrogenresistenz
des MammaKarZiNOMS........coieii e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nneneeeas 19
1.6.1 ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktion .............ccoooiiiiiiiiiiiie e 19
1.6.2 Aberrationen innerhalb der ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktion ................. 21
1.6.3 ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktion und sekundare Antidstrogenresistenz 21
1.6.4 Inhibitoren der ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktion.............cccccccvviieniennnnns 23
1.7 Analoga von GnRH-I und -1l und Antidstrogenresistenz.............cccccccveeeieeeieiecnnnnee. 23
1.7.1  Wirkung der Analoga von GnRH-I und GnRH-II auf die Signaltransduktion von
Wachstumsfaktoren in TUMOrzellen ..o 23
1.7.2  Wirkung von GnRH-I- und -ll-Analoga auf OHT-resistente Mammakarzinom-
=Y |1 o SRR 25
1.8 ZICISEIZUNG . ...ttt e e e e e a e e e e eeeeas 27
2 Material ... ———————— 28
21 L T=T = (= SRR 28
2.2 Verbrauchsmaterialien ... 29
23 (07 1= 00 T1 = 1= o PR 29
2.4 Puffer UNd LOSUNGEN ...ttt e e e e e e e e e e e e e e ennnnes 29
2.4.1 Hergestellte Puffer und LOSUNGEN ........coiiiiiiiiiiiieieeee ettt 29
2.4.2 Kommerzielle Puffer und LOSUNGEN ........oeiiiiiiiiiiiee e 30

2.5 Kulturmedien und MediENZUSELZE .......coovnieeeeeeeeeeeeee e 30



Inhaltsverzeichnis 1|

26 Biologisches Material............ouueiiiiiiiiii e 31
2,81 ZEllINIEN....eeiiei bbbt b e 31
2.6.2  OlGONUKIEOIAE ......ceeiiieiiiiiee it e e e e e e e e s e eaaeeeeaanns 31

2.7 7= Te (DT gV =T (U oV R PUPPRSPP 32
2 (00t T o ' 0= SRR 32
272 ENZYME . e e 33
A A T Y o1 1]y o SO PSRRR 34

28 Inhibitoren, Antidstrogene und GnNRH-I/-Il AGONISten ..o 35

29 Kommerzielle ReaKtionSSYIEmME ..........oeiiiiiiiiiiee e 35

210  Software und Datenbanken ...........c.cooiiiiiiiiiiiiie e 36

3 Methoden....... e ———— 37

3.1 W= |01 (A =T T TP PP 37
3.1.1  Kultivierung und Passagierung adharenter Zellen ..., 37
3.1.2 Kryokonservierung und Auftauen eukaryotischer Zellen..............cccoovvevieiieiicnnns 37
3.1.3  ZElZANIUNG ... e e aaa e e e e 38

3.2 aIamarBIue®—ProIiferationsassay ............................................................................... 38

3.3 Methoden zur Identifizierung und Quantifizierung von Apoptose..........ccccceevceeeennee. 39
3.3.1  Quantifizierung von Apoptose mittels Durchflusszytometrie...............cccccccceeeei. 39
3.3.2 Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials ..............cccooocoiiii, 40

3.4 Durchflusszytometrie-Analyse von Zelloberflachenrezeptoren ............ccccccoeveeennee. 40

3.5 Molekularbiologische Methoden ... 41
3.5.1  Isolierung von NUKIEINSAUIEN ............uuiiiiiiie e e e e e e 41

3.6 Quantifizierung von NUKIEINSAUMEN ..........coouiiiiiiie e 41

3.7 Reverse TransKriplion...... ... 42

3.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) .......c..oviiiiiiiiiiic e 43

3.9 Agarose-GeleleKtrophorese ... .......eoi i 46
3.9.1 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen und von PCR-Produkten .................... 47

3.10  Proteinbiochemische Methoden ... 47
3.10.1 Praparation von ZelllySaten.............occciiiiiiiii i 47
3.10.2 Quantifizierung von Proteinen nach Bradford............cccccooviiiiniii e, 47
3.10.3 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE).........ccccoiieiiiiiieien. 48
3.10.4 LA =53 Y =1 o PR 49
3.10.5 Detektion und VisualiSierung...........ccooiiiiiiiiiiee e 50
3.10.6 Strippen von Nitrozellulosemembranen ... 50

3.1 Dokumentation und statistische AnalySe.........ooocuuiiiiiiii i 51

3.12  Bestimmung der zeitlichen Abhangigkeit der Wirkung von GnRH-I- und -ll-Analoga,
Gefitinib und Perifosine auf phospho-Akt ..........coooiiiiiiiicecee e 51



Inhaltsverzeichnis \Y}

4  Ergebnisse....... s 52
4.1 Einfluss von GnRH-I- und -llI-Agonisten auf die PI3K/Akt-Signaltransduktions-
KASKAAE......ceii et s 52
4.2 Bestimmung der Zelloberflachendichte des EGF-Rezeptors, des ERBB2 und des
IGF-1-REZEPIOIS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e eab e e e e e e e eeaanns 54
4.3 Western Blot- und PCR-Analyse von GPR30, Aromatase, N-CoR, SMRT sowie
SRC-TUNA AIBT ettt b e sb e 56
e Tt B €1 o T RSP RPPR 56
4.3.2 Nukledre Co-Aktivatoren AIB1/SRC-3 und SRC-1.......oociiiiiiiiiiiiieeee e, 57
4.3.3 Nukledre Co-Repressoren N-CoR und SMRT ......occoiiiiiiiiiiiie e, 59
R S N (o]0 =1 £= £ S PP PP 60
4.4 Expression wichtiger Mediatoren der ERBB/MAPK ERK1/2- und der PI3K/Akt-
SIgNAraNSAUKLION ......eeiiie e 60
g N I = SRR 60
A O Y | PSPPI 61
4.4.3 PDK1 Und phoSphO-PDKT .. ..ot e e a e e 62
444 MAPK ERKI/Z ...ttt ettt ettt et e s e sneeete e nne e nneenneennes 63
4.5 Sequenzierung wichtiger Mediatoren der PI3K/Akt-Signaltransduktion und der
RT-PCR-Amplifikate von pten und gpr30 .........ooeiiiiieiiiiiie e 63
4.5.1 Katalytische Untereinheit der PISK.........coooiiiiiiiii e 64
T I = N SRR 64
453 RT-PCR Amplifikate von pten und gpr30 .........cooccuiiiieiieeeeeciiieeee e 64
4.6 Effekte verschiedener Inhibitoren und Antagonisten auf die Proliferation und die
Induktion von Apoptose in MCF, MCF-7-TR, T47D und T47D-TR......ccccccveeeeiiinnnnns 65
4.6.1  4-Hydroxytamoxifen (OHT) und Fulvestrant.............cccooiiiinii e, 66
4.6.2 Hemmung des ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktionswegs .............ccccceeu... 70
4.6.3 Hemmung der PI3K/Akt-Signalkaskade ............ccccooeiiiiiiiiiinii e 73
4.7 Interaktion von Perifosine und Gefitinib mit der Signaltransduktion in sekundar
OHT-resistenten Mammakarzinomzellen. ... 79
4.7.1  Wirkung VON PerifOSINE........coocuiiiiiiiiie e 79
4.7.2  Wirkung von Gefitinib ... 80
ST B 1= (¥ L1 1o o 82
5.1 Priméare Ursachen der OHT-RESISIENZ...........cooiiiiiiiiiiii e 82
5.2 Ursachen der Uberaktivierung von Akt und weitere mdgliche Resistenz-
MECNANISIMIEN ...ttt ettt eb e e nnr e s n et e nareeeanee 84
5.2.1  Ostrogen-induzierte Signaltransduktion, nukleare Co-Faktoren und Fulvestrant. 84
5.2.2 Einfluss von Wachstumsfaktorrezeptoren ............cccccoviieiiiiiiniie e, 87
5.2.3 Mediatoren der PI3K/Akt-Signaltransduktion und ihre Rolle bei der sekundéaren
ANtiOSIIOGENIESISTENZ ....coiiiiiii e 89
5.2.4 Mediatoren der ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktion und ihre Rolle bei der

sekundaren AntiostrogenreSiSteNZ .........ooouuiiiiiiii i 92



Inhaltsverzeichnis V

5.2.5 Hemmung der PI3K/Akt und der ERBB/MAPK ERK1/2-

Signaltransduktionskaskade.............ccueiiiiiiiiiiiiiii e 92

5.3 Fazit und AUSDIICK........ooo e 101

6 Literaturverzeichnis ... 104
7 - 1 T T o 135
71 Ergebnisse der SEqQUENZIEIrUNGEN ........c.uuiiiiiiiiiiiiiie e 135
7.1.1  ermittelte Sequenzen der EXONS VON PLEN ......cooiiiiiiiiiiiiiie e 135
7.1.2 ermittelte Sequenzen der Exons 9 und 20 von pik3ca.........cccceeeeeiiiiiiiiieeeeeeenn. 140
7.1.3 ermittelte Sequenzen der RT-PCR-Amplifikate von gpr30 und pten .................. 143

7.2 ADBKUrZUNGSVEIZEICNNIS ...ttt e e e e e e e e e e e 143
7.3 AbbIldUNGSVEIrZEIChNIS ... 147
7.4 TabellenVerzeiChNIs .............uviiiiiie e e e e 148

< N B = 1 7= T 11 ] 3T 149

£ TR =Y o 7= ¢ 1= = 1| 150



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Mammakarzinom (Brustkrebs) ist mit 27,8 % die am haufigsten diagnosti-
zierte Krebserkrankung bei Frauen. In Deutschland erkranken jedes Jahr uUber
57.000 Frauen an Brustkrebs, so dass statistisch ca. 10 % aller Frauen im Lau-
fe ihres Lebens betroffen sind. Die Sterblichkeit lag im Jahr 2004 durchschnitt-
lich bei ca. 25,7 % Uber alle Altersgruppen gemittelt. Das mittlere Erkrankungs-
alter liegt bei 63 Jahren und damit sechs Jahre unter dem mittleren Erkran-
kungsalter aller Krebserkrankungen. Die Inzidenz der Brustkrebserkrankungen
steigt seit den 80er Jahren stetig, wohingegen die Mortalitat seit Mitte der 90er
Jahre kontinuierlich sinkt und sich so fur das Jahr 2004 eine relative 5-Jahres-
Uberlebensrate von 81 % iber alle Stadien ergibt. Es ist allerdings nicht gesi-
chert, ob das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken, wirklich gestiegen ist, oder ob
der Anstieg durch moderne Diagnostikverfahren und die hdhere Lebenserwar-
tung zu erklaren ist. Brustkrebs ist in der westlichen, industrialisierten Welt den-
noch die haufigste Todesursache bei Frauen im Alter zwischen 30 und 60 Jah-
ren und tritt dort wesentlich haufiger als in den Entwicklungslandern und in Ja-
pan auf (Batzler et al., 2008; Katanoda et al., 2007).

Wie epidemiologische Studien zeigen, liegen der Entstehung eines Mammakar-
zinoms multifaktorielle Ursachen zu Grunde. Beim hereditaren Mammakarzi-
nom spielen hierbei Mutationen in den DNA-Reparaturgenen BRCA-1 und -2
eine gewichtige Rolle, da hierdurch das Risiko einer Erkrankung verzehn- bis
verzwanzigfacht wird (Claus et al., 1994). Neben der genetischen Pradispositi-
on erhohen Adipositas und Alkoholkonsum das Risiko einer Erkrankung
(Schaffler et al., 2007; Terry et al., 2007). Weitere Risikofaktoren sind Masto-
pathie, eine frihe Menarche, Kinderlosigkeit oder eine spate Schwangerschaft.
Aulerdem ergibt sich durch die Einnahme oraler Kontrazeptiva ein geringfligig
erhohtes Brustkrebsrisiko (Apter et al., 1989; Batzler et al., 2008; Goodwin et
al., 1995; Hulka et al., 2008; Newcomb et al., 1994). Ob eine postmenopausale
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Hormonersatztherapie ebenfalls das Risiko der Entwicklung eines Mammakar-
zinoms erhoht, wird kontrovers diskutiert und ist noch nicht abschlieRend ge-
klart (Emons, 2001; Han et al., 2007).

Das Mammakarzinom wurde 1981 von der WHO (World Health Organisation)
klassifiziert und nach und nach auch in pathogenetischer Hinsicht aktualisiert.
Mammakarzinome sind in ihrem klinischen und morphologischen Erschei-
nungsbild sehr vielfaltig und werden in invasive und nichtinvasive Karzinome
(Carcinoma in situ) unterteilt. Die Benennung des Karzinoms erfolgt entweder
nach dem Ursprungsort oder bei seltenen Karzinomen nach der Ausbreitungs-
art und ihrem Bindegewebsanteil (z. B. Carcinoma ductale in situ oder Phylloi-
destumor). Durch das so genannte Grading wird der Tumor hinsichtlich seiner
histopathologischen Differenzierung beurteilt. Kriterien sind die Tubulusbildung,
die Kernmorphologie und die Mitoserate. Die TNM-Klassifikation nach der FIGO
(Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique) dient als Grundlage
bei der Wahl der Therapie eines Mammakarzinoms. Die Einteilung wird an
Hand der GroRe des Tumors (T), des Lymphknotenbefalls (N) und der Fernme-
tastasierung (M) des Tumors vorgenommen (Susemihl, 1975).

Vor der Auswahl einer Therapieoption werden Mammakarzinome heute stan-
dardisiert hinsichtlich ihres Rezeptorstatus untersucht, wobei vornehmlich der
Ostrogen-, der Progesteronrezeptor und der ERBB2 (erythroblastic leukemia
viral (v-erb-b) oncogene homolog 2, avian; human epidermal growth factor re-
ceptor 2, HER-2/neu) untersucht werden (Slamon et al., 1989; Thorpe et al.,
1987). Die Therapien werden durch die Voruntersuchungen immer komplexer
und individueller, so dass es keine Standardtherapie fur Brustkrebs mehr gibt.
Bei 90 % aller Brustkrebspatientinnen wird eine adjuvante Chemotherapie, oft
auch vor einer Operation (neoadjuvant), durchgefihrt. Eine Operation wird zu-
meist brusterhaltend durchgefiuhrt, jedoch wird hiernach haufig eine zusatzliche
Strahlentherapie durchgefuhrt, da sich oft noch kleine Tumorreste in der Brust
befinden. Bei hormonabhangigen Tumoren ohne Lymphknotenbefall kann evtl.
auf eine Chemotherapie verzichtet und eine Antihormontherapie angestrebt
werden, die abhangig vom menopausalen Status der Frau ist. Liegt eine Uber-
expression des ERBB2 vor, kann eine Therapie mit dem gegen diesen Rezep-
tor gerichteten Antikorper Trastuzumab (Herceptin®) Erfolg versprechend sein
(Wu et al., 2005).
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1.1.2 Endokrine Therapie

Bereits im Jahr 1896 wurde die Entdeckung gemacht, dass eine Ovarektomie
eine Regression des fortgeschrittenen Brustkrebs bewirken kann (Beatson,
1896). Aus heutiger Sicht war diese Operation der Anfang der Antihormonthe-
rapie, die auch als endokrine Therapie bezeichnet wird, da so die Ostrogenpro-
duktion im Korper unterbrochen wurde. Mit der Adrenalektomie und der Hy-
pophysektomie wurden ebenfalls Erfolge bei der Therapie des Mammakarzi-
noms erzielt (Dao et al., 1955; Pearson et al., 1959). Im Anschluss an diese
invasiven Therapien wurde die Behandlung mit Androgenen, Glukokortikoiden
und Ostrogenen eingeflhrt (Kennedy, 1962). Als erstes Antidstrogen wurde ab
1971 Tamoxifen eingesetzt (Ward, 1973). Eine genauere Beschreibung von
Tamoxifen und seines Wirkmechanismus findet sich in Abschnitt 1.3.1. Tamoxi-
fen wird in der postchirurgischen, adjuvanten und systemischen Therapie des
Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinoms eingesetzt, zu dem 70 % aller
neu auftretenden Karzinome zahlen (Furr et al., 1984; Henderson et al., 1988;
Love, 1989). Die Antihormontherapie in der Pramenopause war lange Zeit um-
stritten und bis Mitte der Neunzigerjahre wurde nur etwa ein Drittel der Frauen
so behandelt. Antihormonelle Behandlungen des primaren Mammakarzinoms
sind heute ein Standard in der Therapie, da sie vergleichsweise nur eine gerin-
ge Toxizitat, tolerable Nebenwirkungen und einen geringen therapeutischen
Aufwand aufweisen. So kann z. B. Tamoxifen oral appliziert werden (Catania et
al., 2007). Frauen, die wahrend der Pramenopause an einem Ostrogenrezep-
tor-positiven Mammakarzinom erkranken, werden durch die Behandlung mit
GnRH-I (Gonadotropin-Releasing Hormon-I) chemisch kastriert und so in den
Zustand der Postmenopause versetzt (Emons et al., 2003; Klijn et al., 1982).
Danach kann eine Therapie wie bei postmenopausalen Frauen erfolgen. Wie
oben erwahnt, werden hierbei Antiéstrogene wie Tamoxifen eingesetzt oder es
erfolgt eine Behandlung mit Aromatasehemmern (nicht-steroidal: Anastrozol,
Letrozol, Aminoglutethimid; steroidal: Exemestan, Formestan, Testolacton),
durch die die Bildung von Ostrogenen durch Aromatase Cytochrom P450 ver-
hindert wird (siehe Abschnitt 1.2) (Brueggemeier et al., 2005; Santen et al.,

1978). In den letzten Jahren werden in der Therapie auch reine Antidstrogene,
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wie Fulvestrant, eingesetzt, die in der Lage sind, die Zahl der Ostrogenrezepto-
ren im Zielgewebe zu reduzieren (siehe Abschnitt 1.3.2).

Ein groRes Problem bei der endokrinen Therapie des Mammakarzinoms stellt
die Entwicklung einer sekundaren Resistenz gegen Antidstrogene wie Tamoxi-
fen dar. Dies wird in Abschnitt 1.4 behandelt.

1.2 Ostrogene und Ostrogenrezeptor-assoziierte Signal-
transduktion

Das wichtigste Ostrogen im menschlichen Kérper ist 17B-Ostradiol (E2), das
eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung des Organismus, bei der Prolife-
ration, Differenzierung und Apoptose von Zellen, im Metabolismus, bei Entzin-
dungsvorgangen, bei der Homobostase und bei kognitiven Funktionen spielt
(Edwards, 2005; Song et al., 2005; Yager, 2000). Ostrogene sind Liganden des
Ostrogenrezeptors (estrogen receptor, ER), der in Saugetieren durch zwei Ge-
ne, alpha und beta, kodiert wird (Jensen, 1962; Mosselman et al., 1996). Beide
Rezeptoren werden in vielen Geweben zusammen exprimiert, wobei der ERa
z. B. im Uterus oder im Drisengewebe der Brust sehr viel starker vorliegt. Es
wird angenommen, dass der ER hier als Dampfer des ERa fungiert und des-
sen Funktion als Transkriptionsaktivator unterdruckt (Edwards, 2005; Gustafs-
son, 1999; Matthews et al., 2006; Saji et al., 2005). Ligandenbindung an ERa
oder 3 induziert eine Konformationsanderung des Rezeptors, die zur Dimerisie-
rung und schliellich zur Bindung an EREs (estrogen response elements) inner-
halb der Promotoren von Genen im Nukleus fuhrt (Webb et al., 1995). Eine an-
dere Mdoglichkeit der Transkriptionsregulation besteht in der Beeinflussung von
heterologen Transkriptionsfaktoren, wie dem AP-1 (Jun/Fos)-Komplex (Webb et
al., 1999). Der ERa besitzt zwei autonome Transkriptionsaktivierungsdoméanen
AF-1 und AF-2, die durch C")strogene aktiviert werden. AF-1 ist konstitutiv aktiv,
AF-2 ist ligandeninduziert aktiv, das heil3t eine Rekrutierung von Co-Aktivatoren
der p160-Familie wie SRC-1 und AIB1/SRC-3 ist fur die Aktivitat zwingend er-
forderlich (Glass et al., 2000; Gronemeyer et al., 1992; Horwitz et al., 1996;
McKenna et al., 1999; Torchia et al., 1998). Co-Aktivatoren wie AIB1, SRC-1
oder CBP/p300 sind Histon-Acetyltransferasen (HATs) die verschiedene Do-
manen besitzen, welche mit dem ERa interagieren (Anzick et al., 1997; McKen-

na et al., 1999; McKenna et al., 2000; Ogryzko et al., 1996; Spencer et al.,



Einleitung 5

1997). Durch Interaktion der beiden autonomen Transkriptionsaktivierungsdo-
manen AF-1 und AF-2 rekrutiert der aktivierte ER Komponenten des RNA-
Polymerase lI-Transkriptionsinitiationskomplexes an die DNA (Klinge, 2000;
MacGregor et al., 1998; McKenna et al., 2002). Neben diesem so genannten
genomischen Weg der Ostrogenwirkung, gibt es auch nicht-genomische Wege,
die fUr eine schnelle Aktivierung (Minuten oder Sekunden) von Signalmolekilen
und Signaltransduktionswegen ohne Proteinbiosynthese sorgen (Levin, 2002;
Losel et al., 2003; Watson et al., 1999). So wurde zum Beispiel gezeigt, dass
ERa und ERB zur Plasmamembran rekrutiert werden und nach Assoziation mit
der Src-Kinase MAPKs (mitogen activated protein kinases) aktivieren kénnen,
die Proliferation und Differenzierung induzieren (Edwards et al., 2003; Kampa et
al., 2006; Migliaccio et al., 2000). Ebenfalls durch an die Plasmamembran rek-
rutierten ERa werden in Brustkrebszellen die CDK (cyclin-dependent kinases)-
Inhibitoren p21WAFYCP1 ynd p27XP" gehemmt. Dies 16st eine Progression des
Zellzyklus und eine verstarkte Proliferation der Zellen aus (Cariou et al., 2000).
Allerdings fehlt bisher die endgultige Bestatigung der Existenz solcher Plasma-
membran-assoziierter Ostrogenrezeptoren und ihres Signaltransduktionsme-
chanismus (Zhao et al., 2008). Andere nicht-genomische Effekte konnten einem
membrangebundenen, alternativen Ostrogenrezeptor, GPR30, zugeordnet wer-
den (Revankar et al., 2007; Thomas et al., 2005). Es wurde gezeigt, dass dieser
den Phosphorylierungsstatus der MAPK ERK1/2 (extracellular regulated kina-
se 1/2), die cAMP (cyclic adenosine monophosphate)-Abgabe und die Synthese
von PI3K reguliert (Filardo et al., 2000; Filardo et al., 2002; Revankar et al.,
2005; Sukocheva et al., 2006). Es kommt zur Transaktivierung des EGF-R (epi-
dermal growth factor receptor), des IGF-1R (insulin-like growth factor 1 recep-
tor) und des ERBB2 und damit zur Aktivierung ihrer nachgeschalteten Mediato-
ren ERK1/2 und PI3K/Akt (Filardo, 2002).

Die Synthese von Ostrogenen findet bei pramenopausalen Frauen hauptséch-
lich in den Granulosazellen der Ovarien statt, in denen durch das Enzym Aro-
matase Cytochrom P450 (P450arom) eine Umwandlung von Androstendion
Uber Testosteron zu dem wichtigsten Ostrogen 17B-Ostradiol (E2) katalysiert
wird (Akhtar et al., 1982; Nelson et al., 1996; Ryan et al., 1966; Thompson et
al., 1974). Andere Organe und Gewebe, in denen 17B-Ostradiol synthetisiert

wird, sind die Plazenta, Chondrozyten und Osteoblasten der Knochen, die glat-
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te vaskulare Muskulatur, das Fettgewebe, die Haut und bestimmte Bereiche im
Gehirn. Beim Mann findet eine Ostrogensynthese auch in den Hoden statt
(Harada et al., 1999; Lephart et al., 1992; Longcope et al., 1978; Mendelsohn et
al., 1999; Nakazumi et al., 1996; Sasano et al., 1997; Schweikert, Milewich et
al., 1976; Simpson et al., 2002; Stumpf, 1969; Sudhir et al., 1999; Suzuki et al.,
1994; Townsley et al., 1973). Die 6strogene Signaltransduktion ist schematisch
in Abb. 1 dargestellt.

Mit der Menopause endet die ovarielle Ostrogenproduktion und die Synthese
findet nur noch in den anderen oben genannten Geweben durch Umwandlung
von Androgenen ovariellen oder adrenalen Ursprungs statt (Miller, 1991). Damit
ist Ostrogen bei Frauen wie bei Mannern kein endokriner Faktor mehr, sondern
wirkt eher parakrin oder intrakrin (Labrie et al., 1997; Simpson et al., 2000). In
Brustkrebs und beim Endometriumkarzinom wird Aromatase unter Umstanden
Uberexprimiert und es ftritt eine verstarkte autokrine und parakrine Stimulation
auf (Bulun et al., 2005; Miller, 1991; Perel et al., 1980; Reed et al., 1989; Tseng
et al., 1982; Yamaki et al., 1985). Die subzellulare Lokalisation von Aromatase
wird kontrovers diskutiert. Manche Autoren gehen davon aus, dass das Enzym
in der Membran des endoplasmatischen Retikulums residiert, andere davon,
dass es mit mitochondrialen Kompartimenten assoziiert ist und wieder andere
wiesen eine Assoziation mit der Plasmamembran nach (Amarneh et al., 1996;
Corbin et al., 2001; Fournet-Dulguerov et al., 1987). Diskutiert wird auch, ob
Aromatase funktionelle Komplexe bildet, die so an verschiedenen Orten inner-

halb der Zelle wirken konnen (Simpson et al., 1994).

1.3 Antiostrogene

1.3.1 Der selektive Ostrogenrezeptormodulator (SERM)
Tamoxifen

Bei 70 % aller Mammakarzinome wird in Epithelzellen die Expression des ERa

nachgewiesen. Diese ist dabei oft signifikant erhoht und geht mit einer deregu-

lierten Ostrogenwirkung einher. Es kommt zu einem Wechsel von parakriner zu

autokriner Stimulation und zur verstarkten Proliferation ohne Apoptose und Dif-

ferenzierung des Gewebes (Bruchovsky et al., 1976; Kobayashi, 1971; Lemon,

1970). Der selektive Ostrogenrezeptormodulator (selective estrogen receptor
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modulator, SERM) Tamoxifen (TAM) wird in der Therapie Ostrogenrezeptor-
positiver Mammakarzinome seit 1971 eingesetzt und weist keine schwerwie-
gende Toxizitat auf. Die Ansprechraten liegen mit 70 % vergleichsweise hoch.
(Furr et al., 1984; Love, 1989; Ward, 1973). TAM bindet unselektiv an ERa und
ERB und verhindert kompetitiv die Bindung von Ostrogenen, es kommt aber
weiterhin zur Dimerisierung der Rezeptoren (Ball et al., 2009; Huang et al.,
2002; Shang et al., 2002). Allerdings blockiert die durch Tamoxifen vermittelte
Konformationsanderung des ER in Brustgewebe die Bindung von
Co-Aktivatoren an die AF-2-Domane und es werden vornehmlich nukleare
Co-Repressoren rekrutiert (Xu et al., 1999). Zwei Hauptvertreter sind N-CoR
(nuclear co-repressor 1) und SMRT (silencing mediator for retinoid and thryoid
hormone receptor/N-CoR 2) (Chen et al., 1995; Horlein et al., 1995; Park et al.,
1999; Sande et al.,, 1996). Die Rekrutierung dieser Co-Repressoren fuhrt zur
Bildung eines Co-Repressor-Komplexes, der Histon-Deacetylasen beinhaltet.
An Promotoren mit ERE von Zielgenen des Ostrogenrezeptors vermittelt dieser
eine Deacetylierung von Histonen, so dass eine Transkription verhindert wird
(Guenther et al., 2001; Huang et al., 2002; Shang et al., 2000; Shang et al.,
2002). Vermutlich ist HDAC3 die hauptverantwortliche Histon-Deacetylase
(Guenther et al., 2001). Deacetylierte Histone sind wahrscheinlich bevorzugte
Bindungsstellen fur weitere Co-Repressor-Komplexe, so dass es sich bei der
Transkriptionsrepression um einen sich selbst vorantreibenden bzw. verstar-
kenden Mechanismus handelt (feed-forward mechanism) (Yu et al., 2003). Die
Blockade der AF-2-Domane, die Rekrutierung von Co-Repressoren und die
daraus resultierende, weitgehende Verhinderung der ER-vermittelten Transkrip-
tion leistet einen entscheidenden Beitrag zur vollen antagonistischen Wirkung
von TAM (Jackson et al., 1997). Antidstrogene wie TAM induzieren einen Stopp
des Zellzyklus, inhibieren die Proliferation und induzieren Apoptose durch Ein-
fluss auf verschiedene Signalmoleklule und Mediatoren der Homdostase von
Zellen. Die Expression von Zellzyklusregulatoren wie c-Myc und Cyclin D1 wird
reduziert, hypophosphoryliertes Rb (Retinoblastom)-Protein wird akkumuliert,
die Zellzyklusinhibitoren p21"VAF"C"1 ynd p27X"*" werden induziert, der mutmaR-
liche Tumorsuppressor IRF-1 (interferon regulatory factor-1) wird induziert und
Uberlebenssignalwege werden durch Herunterregulation der Bcl-2-Expression

und Induktion der Bax-Expression inhibiert (Bouker et al., 2004; Carroll et al.,
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2000; Doisneau-Sixou et al., 2003; Thiantanawat et al., 2003) Die ERo-
vermittelten, antiéstrogenen Effekte von TAM in Brustkrebszellen fuhren entwe-
der zur Proliferationsinhibition oder zur Apoptose (Budtz, 1999). Die Induktion
geschieht intrinsisch durch Aktivierung der Effektor-Caspase-3 und des JNK1-
(C-jun N-terminale Kinase-1) Signalwegs, was unter anderem schlie3lich zur
Degradierung der genomischen DNA der Zelle fuhrt (Mandlekar et al., 2000). In
vitro Studien zeigten, dass Proliferationsinhibition und Induktion von Apoptose
konzentrationsabhangig auftreten (Gelmann, 1996; Perry et al., 1995). Bei na-
nomolaren Konzentrationen findet ausschliel3liche eine Proliferationsinhibition
statt, wahrend bei mikromolaren Konzentrationen Apoptose ausgelost wird. Die
Daten zur Induktion von Apoptose lassen sich auf in vivo Verhaltnisse ubertra-
gen, da bei der Therapie Plasmakonzentrationen von 1 x 10°M und intra-
Tumor Konzentrationen von (iber 4 x 10° M TAM erreicht werden (MacCallum
et al., 2000).

Tamoxifen wird in vivo weitestgehend in seine aktiven Metaboliten
4-Hydroxytamoxifen (OHT) und N-Desmethyltamoxifen (DMT) umgewandelt.
OHT bindet mit &hnlicher Affinitat an den ER wie 17B-Ostradiol (E2) und mit
einer 25-30 Mal groferen Affinitat im Vergleich zu TAM. DMT bindet nur mit
1 % der Affinitat von Tamoxifen an den ER. Aufgrund der hohen Affinitat von
OHT und seiner potenten Effekte auf ER-positive Mammakarzinomzellen, ist
davon auszugehen, dass dieser Metabolit einer der Hauptvermittler der antios-
trogenen Wirkung von TAM ist (Borgna et al., 1981; Fabian et al., 1981; Murphy
etal., 1991).

Neben seinen antagonistischen Eigenschaften im Brustgewebe zeigt TAM z. B.
im Knochengewebe, dem kardiovaskularen System oder im endometrialen Ge-
webe agonistische, das heildt 6strogenartige, Eigenschaften. Daher erhoht eine
Behandlung mit Tamoxifen gleichzeitig das Risiko fur Endometriumkarzinome
(Fisher et al., 1994; Shang, 2006). Die unterschiedlichen Effekte von Tamoxifen
sind wahrscheinlich zumindest teilweise mit der unterschiedlichen Expression
von ERa und von ERPB und deren unterschiedlicher Liganden-Rezeptor-
Interaktion in verschiedenen Geweben verbunden. AulRerdem spielen verschie-
dene Co-Faktoren- und Transkriptionsfaktoren eine Rolle (Dutertre et al., 2000;
Katzenellenbogen et al., 2000a; Katzenellenbogen et al., 2000b; MacGregor et
al., 1998; Shang et al., 2000; Shao et al., 2004). Zum Beispiel wird die 6stro-
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genartige Wirkung von TAM im Uterus durch einen hohen Spiegel des nuklea-
ren Co-Aktivators SRC-1 verursacht (Shang et al., 2002). Aufgrund dieser ge-
websspezifischen, selektiven Eigenschaften werden TAM und vergleichbare
Antiostrogene als SERMs bezeichnet (Riggs et al., 2003).

Eine Restaktivitat von ERs an EREs bleibt trotz TAM-Bindung allerdings erhal-
ten, da die AF-1-Domane des Rezeptors weiterhin aktiv bleibt (Berry et al.,
1990; Gronemeyer et al., 1992; Lees et al., 1989; McDonnell et al., 1995). Abb.

1 zeigt schematisch die Tamoxifenwirkung am Ostrogenrezeptor.
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Abb. 1: Signaltransduktion von Ostrogenen und Wirkung von Antiéstrogenen in Mamma-
karzinomzellen. N&here Erlduterungen zu den dargestellten Mechanismen sind dem
Text zu entnehmen. E, = Ostradiol, ERE = estrogen response element; ERa = Ostro-
genrezeptor alpha; TAM = Tamoxifen; Ful = Fulvestrant; AF-1, AF-2 = Transkriptionsak-
tivierungsdomanen.
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1.3.2 Der selektive Ostrogenrezeptordestabilisator (SERD)
Fulvestrant

Das reine Antidstrogen Fulvestrant (Faslodex®) bindet ERs kompetitiv, verhin-
dert aber im Gegensatz zu TAM deren Dimerisierung und den Transport in den
Nukleus und leitet zudem deren schnellen Abbau ein. In vitro Untersuchungen
und klinische Studien zeigten demnach auch, dass es unter dem Einfluss von
Fulvestrant zu einer Abnahme von ERs kommt (Martin et al., 2005; McClelland
et al., 1996; Parker, 1993; Robertson et al., 2001; Wakeling et al., 1991; Wake-
ling et al., 1992). Aus diesem Grund bezeichnet man Fulvestrant auch als se-
lektiven Ostrogenrezeptordestabilisator (selective estrogen receptor down regu-
lator, SERD). AufRerdem wurde gezeigt, dass TAM-resistenter Brustkrebs in
den meisten Fallen sensitiv gegenuber Fulvestrant bleibt (Hu et al., 1993;
Johnston et al., 2005; Lykkesfeldt et al., 1994; Osborne et al., 2004). Die Wir-
kung von Fulvestrant am Ostrogenrezeptor ist schematisch in Abb. 1 darge-

stellt.

1.4 Sekundare Antidostrogenresistenz des Mammakarzi-
noms

In der Therapie des Mammakarzinoms mit Expression von ERs spielt die prima-
re und die sekundare Resistenz gegenuber Antidstrogenen, insbesondere ge-
genuber dem selektiven ER-Modulator TAM, eine grof3e Rolle (Clarke et al.,
2001). Fur die primare Antiostrogenresistenz (de novo Resistenz), die bei 30 %
aller Mammakarzinome auftritt und die sekundare Antiostrogenresistenz, die die
Mehrheit der behandelten Karzinome unter Tamoxifen-Therapie entwickeln,
werden u. a. verschiedene Ursachen in der Funktionalitadt des ERs und Interak-
tionen mit der Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren verantwortlich ge-
macht (Riggins et al., 2007).

Bei der Entwicklung einer Resistenz gegenuber TAM in Brustkrebszellen schei-
nen unter anderem nukleare Co-Faktoren, Aktivatoren und Repressoren, eine
Rolle zu spielen. So haben Patienten, die in ihren Mammakarzinomen einen
hohen Spiegel des Co-Aktivators AIB1 aufweisen, eine schlechte Prognose un-
ter TAM-Behandlung (Osborne et al., 2003). Ahnliche Schlussfolgerungen zog

man aus Analysen des Co-Repressors N-CoR. Hier steht ein niedriger Spiegel
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im Zusammenhang mit einer schlechten Prognose (Girault et al., 2003). Andere
Ergebnisse deuten darauf hin, dass der Co-Aktivator SRC-1 ebenfalls fur eine
Resistenz gegenuber der Behandlung mit TAM mitverantwortlich sein kdnnte.
So fanden sich in 92 % von Rezidiven nach TAM-Behandlung erhéhte SRC-1
Spiegel (Fleming et al., 2004). Mitogene wie Proteinkinase A, Dopamin oder
EGF reduzieren die durch Antiéstrogene verursachte Interaktion von Co-
Repressoren mit dem ER, wodurch die Effektivitat von TAM bei der Behandlung
von ER-positivem Brustkrebs vermindert wird (Fujimoto et al., 1994; Lavinsky et
al., 1998; Smith et al., 1993). Eine Uberexpression des ERBB2 (HER-2/neu)
kann weiterhin die Interaktion des Ostrogenrezeptors mit N-CoR unterbrechen
(Kurokawa et al., 2000).

Interessant ist auch der Einfluss von elektromagnetischen Feldern auf die Wir-
kung von TAM. Unter dem Einfluss von 1,2 pTesla zeigt sich TAM weniger ef-
fektiv bezlglich der Proliferationsinhibition von Brustkrebszellen. Aus der Ana-
lyse der Zellen ergab sich eine erhohte Expression der Co-Aktivatoren AlB1
und SRC-1 und eine verminderte Expression der Co-Repressoren N-CoR und
SMRT (Girgert et al., 2005; Girgert et al., 2007).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Verhaltnis zwischen Co-
Repressoren und Co-Aktivatoren in ER-positiven Zellen mitentscheidend fur die
Wirkung von und das Ansprechen auf TAM ist (Girault et al., 2003; Osborne et
al., 2003). Daher kann eine Veranderung der Co-Faktoren-Zusammensetzung
zumindest zu der Entwicklung einer Resistenz gegenuber TAM beitragen.
Frogne et al. vertreten die Auffassung, dass die Resistenz gegen TAM von Zel-
len ausgeht, die beim Therapiestart durch Varianten im Genom einen Selekti-
onsvorteil besitzen (Frogne et al., 2005; Lykkesfeldt et al., 1995) Unterstitzt
wird diese These dadurch, dass auch nach langerer Kultivierung ohne Selekti-
onsdruck die Resistenz vorhanden bleibt (Frogne et al., 2005; Lykkesfeldt et al.,
1994; Lykkesfeldt et al., 1995). Bei der primaren und sekundaren Antiostrogen-
resistenz sind oftmals der EGF-Rezeptor, der ERBB2 und der IGF-1-Rezeptor
mit ihren nachgeschalteten Mediatoren MAPK ERK1/2, p38 MAPK,
Akt/Proteinkinase B (PKB) und Pak1 (p21-activated kinase-1) verstarkt aktiviert
(Arpino et al., 2004; Gutierrez et al., 2005; Holm et al., 2006; Kirkegaard et al.,
2005). Diese Signalwege und ihr Beitrag zur Antidstrogenresistenz werden in
den Abschnitten 1.5 und 1.6 ausfuhrlich behandelt.
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Weiterhin spielen das zytoplasmatische Adapterprotein BCAR1 (breast cancer
antiestrogen resistance 1, p13oCaS, Cas), BCARS3, c-Src oder eine Deregulation
von Molekulen, die die Kontrolle des Zellzyklus oder der Apoptose involviert
sind wie c-Myc, p53, Bad oder Bcl-2 eine Rolle (Cannings et al., 2007; Linke et
al., 2006; Rahko et al., 2006; Riggins et al., 2006; van Agthoven et al., 1998;
van der Flier et al., 2000; Vazquez et al., 2006). Eine Herunterregulation des
ERa, z. B. durch Hypermethylierung der Promoterregion, kann zu einer Antios-
trogenresistenz beitragen. Klinische Studien haben allerdings gezeigt, dass An-
derungen in der Expression der Ostrogenrezeptoren kein genereller Mechanis-
mus sind, der eine Resistenz gegentber Antidstrogenen verursacht (Green et
al., 2007; Johnston et al., 1995; Ottaviano et al., 1994). Resistenz gegen eine
Behandlung mit Tamoxifen kann auch durch Inaktivierung, verminderte Auf-
nahme oder durch vermehrten Export aus der Zelle vermittelt werden (Frogne
et al., 2005; Vogelstein et al., 2004).

Weiterhin sind Mutationen und verschiedene Phosphorylierungen des ERa so-
wie Veranderungen von Zellzyklusregulatoren in die Mechanismen der Antios-
trogenresistenz involviert. Analysen auf Genom- und Transkriptomebene geben
weitere Hinweise auf Mechanismen, die zu einer Resistenz beitragen (Caldon
et al., 2006; Herynk et al., 2004). Die Quintessenz aller bisherigen Untersu-
chungen ist die, dass die zu Grunde liegenden Resistenzmechanismen wohl
von Patient zu Patient variieren und auch kombiniert auftreten. Eine gute Uber-

sicht geben Riggins et al. in ihrem Artikel von 2007 (Riggins et al., 2007).

1.5 Rolle der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K)/Akt-
Signalkaskade bei der sekundaren Antiostrogenre-
sistenz des Mammakarzinoms

1.5.1 Phosphatidylinositol 3-Kinase/Akt-Signaltransduktion

Phosphatidylinositol 3-Kinase

Der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K)-Signalweg spielt bei vielen zellularen
Prozessen eine zentrale, wichtige Rolle. Er ist unter anderem an der Regulation
des Zellzyklus, der DNA-Reparatur, der Proliferation und Apoptose von Zellen,
der Steuerung von Zellbewegungen und der Telomermodifikation beteiligt
(Bellacosa et al., 2005; Sehgal, 2003; Vivanco et al., 2002).
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Klasse | PI3Ks sind heterodimere Enzyme, die aus einer von drei Isoformen
einer katalytischen Untereinheit, z. B. 110a, und einer regulatorischen Unter-
einheit, z. B. p85, bestehen (Hawkins et al., 2006). Klasse | PI3Ks phosphorylie-
ren Phosphoinositide der Plasmamembran an der D3-Position innerhalb des
Inositolrings und katalysieren so die Bildung von Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphaten (PIP2) und Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphaten  (PIP3)
(Cantley, 2002; Stephens et al., 1993). Eine Aktivierung der PI3K findet u. a.
uber verschiedene Wachstumsfaktorrezeptoren, z. B. den IGF-1R (insulin-like
growth factor 1 receptor) oder durch die aktivierte GTPase Ras statt und resul-
tiert generell in einer selektiven Phosphorylierung der Serin/Threonin-Kinase
Akt/Proteinkinase B (PKB) (Cantley, 2002; Ignatoski et al., 2000; Lee et al.,
1995; Lee et al., 1997; Rodriguez-Viciana et al., 1994).

Akt

Akt ist das zellulare Homolog des retroviralen Onkogens v-akt und ein elemen-
tarer Bestandteil des PI3K-Signalwegs. (Bellacosa et al., 1991; Jones et al.,
1991). Zytoplasmatisch vorliegendes Akt wird Uber seine pleckstrin homology
(PH)-Domane an, durch aktivierte PI3-Kinase generiertes, PIP; in der Plasma-
membran rekrutiert. Die Bindung an Phosphoinositole induziert eine Konforma-
tionsanderung von Akt, wodurch ein Serin-Rest in der regulatorischen Domane
(Ser473) und ein Threonin-Rest in der katalytischen Domane (Thr308) fur Se-
rin/Threonin-Kinasen zuganglich werden. PDK-1 (‘3-phosphoinositid dependent
kinase) katalysiert die Phosphorylierung an Thr*®, die Phosphorylierung von

Ser*’®

wird durch einen Komplex aus mTOR, Rictor (rapamycin-insensitive
companion of mTOR), GBL und SIN1 katalysiert. Dieser Komplex wird als
MTORC2 (mTOR complex 2) bezeichnet. Es wird angenommen, dass die

Phosphorylierung an Ser*”® die Phosphorylierung an Thr3%®

reguliert und dass
damit beide Phosphorylierungen notwendig fur eine vollstandige Aktivierung
von Akt sind (Alessi et al., 1996; Datta et al., 1999; Jacinto et al., 2006; Sarbas-
sov et al., 2005a; Scheid et al., 2002). Nach erfolgter Aktivierung dissoziiert Akt
von der Plasmamembran zu verschiedenen zellularen Kompartimenten, wo es
diverse Substrate phosphorylieren kann. Akt spielt eine entscheidende Rolle bei
der Regulation des Nahrstoffhaushalts, der Zellproliferation und der Transkripti-
onsregulation. AuRerdem reguliert es verschiedene mitochondrial-vermittelte

Apoptose-Signalwege und wird allgemein als starker antiapoptotischer Mediator
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betrachtet (Song et al., 2005). Akt entfaltet seine antiapoptotische Wirkung un-
ter anderem durch Inhibition proapoptotischer Molekule wie Bax, Bid, YAP und
mdm2/p53 (Jin et al., 2007; Parcellier et al., 2008; Parsons et al., 2005). Ein
weiteres Beispiel fur ein solches proapoptotisches Molekll ist Bad. Dieses kann
durch Akt phosphoryliert werden, so dass es einen Komplex mit 14-3-3 C bildet,
was die Heterodimerisierung mit und damit die Inaktivierung von antiapoptoti-
schen Mitgliedern der Bcl-2 Familie, wie Bcl-X. und Bcl-2, verhindert (Adams et
al., 1998; Datta et al., 1997; del Peso et al., 1997). Ein weiteres Substrat fur Akt
ist Caspase-9, die durch Serin-Phosphorylierung inaktiviert wird. Auf diese Wei-
se wird der durch Caspase-9 regulierte Apoptose-induzierende Signalweg e-
benfalls inhibiert (Cardone et al., 1998).

Akt beeinflusst jedoch nicht nur die vorhandene ,Apoptose-Maschinerie“ der
Zelle, sondern auch die de novo Genexpression. So induziert z.B. die
Phosphorylierung von forkhead-Transkriptionsfaktoren deren Bindung an
14-3-3-Proteine, was eine Translokation vom Zytoplasma in den Nukleus ver-
hindert. Dadurch wird die Transkription von Genen wie dem fur den Apoptose-
induzierenden Fas-Liganden unterbunden (Brunet et al., 1999). CREB (cAMP
response element-binding protein) ist ein weiteres Beispiel fur einen durch Akt
phosphorylierten Transkriptionsfaktor. Dieser wird durch Phosphorylierung akti-
viert und fuhrt nach Translokation in den Nukleus zur erhdhten Transkription
von so genannten survival-Genen (Du et al., 1998; Wang et al., 1999). Neben
diesen Apoptose-inhibierenden Funktionen werden Akt, wie oben erwahnt, noch
weitere Funktionen zugeordnet. Dies sind beispielsweise die Regulation der
Glykogensynthese durch Inhibition der Glykogen-Synthase-Kinase-3 (GSK-
3a/B) oder die Stimulation der Zellproliferation durch Inhibition von p21VAF1/CIP1
und p27<*! (Cross et al., 1995; Takeda et al., 2004).

mTOR

Akt liegt in der Signalkaskade oberhalb von mTOR. Durch Phosphorylierung
von TSC (tuberous sclerosis complex) wird die Inhibition von Rheb aufgehoben,
so dass dieses mit FKBP38 interagieren kann und eine Aktivierung von mTOR
ermoglicht. Dieses bildet im aktivierten Zustand einen Komplex mit Raptor (re-
gulatory-associated protein of mTOR) und GBL (mTORC1, mTOR complex 1)
(Bai et al., 2007; Bjornsti et al., 2004; Manning et al., 2003). Die Funktion von

mTOR kann man als eine Art biologischer Schalter sehen, der im Zusammen-
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spiel mit anderen Molekilen wie ein Sensor auf Veranderungen der Zellumwelt
reagiert. Hierbei handelt es sich um Reaktionen auf wachstumsregulierende
Signale von anderen Zellen, oxidativen und anderen zellularen Stress oder
Veranderungen der Nahrstoffzusammensetzung. Mogliche Reaktionen sind die
Modifizierung des Wachstums, der Zellbeweglichkeit und der Zellteilung. Au-
Rerdem wird beispielsweise Uber eine Beeinflussung der mRNA-Translation
Apoptose induziert oder inhibiert (Beuvink et al., 2005; Crespo et al., 2002). Di-
rekte Ziele von mTOR sind die S6 Kinase-1 (S6K1) und 4E-BP1, die beide in
die ribosomale Translation von mRNA involviert sind (Gingras et al., 2001; Hara
et al., 1998; Proud, 2002).

PTEN

Ein endogener Inhibitor der PI3K-Signaltransduktion ist die Tyrosinphosphatase
PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10). Diese
wird durch Dephosphorylierung aktiviert und dephosphoryliert unter anderem
PIP3 zu PIP2, so dass die Phosphorylierung von Akt an der Membran verhindert
wird. PTEN wirkt somit als Antagonist der PI3K und erfullt die Funktion eines
Tumorsuppressors (Li et al., 1997; Maehama et al., 1998).

CTMP

Ein weiterer Inhibitor der PI3K/Akt-Signaltransduktion ist CTMP (carboxy termi-
nal modulator protein), das im Gegensatz zu PTEN allerdings erst nach erfolg-
ter Phosphorylierung von Akt in die Signalkaskade eingreift. Durch Bindung von
CTMP an die regulatorische, carboxyterminale Domane von Akt an der Plas-
mamembran kommt es zur Dephosphorylierung von Thr*® und Ser*”® und eine

erneute Phosphorylierung wird blockiert (Maira et al., 2001).

Die PI3K/Akt-Signaltransduktionskaskade ist in Abb. 2 dargestellt.
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Abb. 2: PI3K/Akt-Signaltransduktionskaskade. Nahere Erlduterungen finden sich im Text.

1.5.2 Aberrationen innerhalb der PI3K/Akt-Signaltransduktion

PI3K

Die durch Mutationen ausgeloste Ubermaliige Aktivierung der PI3K spielt bei
der Progression verschiedener maligner Tumore eine entscheidende Rolle
(Samuels et al., 2004). Eine daraus resultierende, verstarkte Aktivierung von
Akt wird in 30 — 38 % aller Mammakarzinome festgestellt (Stal et al., 2003; Sun
et al., 2001). Mutationen innerhalb des Gens pik3ca der katalytischen Unterein-
heit der PI3K, p110a, wurden unter anderem in Tumoren der Ovarien und der
Brust nachgewiesen (Bachman et al., 2004; Campbell et al., 2004; Levine et al.,
2005; Saal et al., 2005; Samuels et al., 2004). AuRerdem ist bekannt, dass An-
derungen in der Aktivitat des PI3K-Signalwegs zu einer erhdhten Resistenz ge-
genuber Chemotherapeutika und Strahlentherapien beitragen (Knuefermann et
al., 2003; Liang et al., 2003). 82-90 % der vorkommenden Mutationen liegen

hierbei innerhalb von Exon 9 (helikale Domane) und Exon 20 (Kinase-Domane)
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des Gens pik3ca (Samuels et al., 2004). Bei Melanomen liel3en sich aktivieren-
de Mutationen in pik3ca nicht jedoch in pik3cb und pik3cd nachweisen, die flr
die anderen beiden katalytischen Untereinheiten p1103 und p110y kodieren.
Mutationen von pik3ca sind in Mammakarzinomen mit einer ERBB2-
Uberexpression assoziiert und Oda et al. zeigten eine Zunahme der Aktivitat
von Akt und von Ras bei Mutation der pik3ca in Mammakarzinomzellen (Oda et
al., 2008; Saal et al., 2005). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Kang et al., die
wiederum zeigen konnten, dass die durch die Mutation der pik3ca induzierte
Transformation der Zelle durch Inhibition des mTOR mit Rapamycin beeinflusst
wurde (Kang et al., 2005). In der kodierenden Sequenz der regulatorischen Un-
tereinheit der PI3K, p85, wurden Mutationen bei Tumoren der Ovarien und des
Kolons detektiert (Philp et al., 2001).

PTEN

Eine verringerte Expression von PTEN oder ein Verlust der PTEN-Funktion
durch Mutationen zieht eine Uberaktivierung der PI3K-Signaltransduktion nach
sich und fuhrt zu einer verstarkten Aktivierung von Akt. Dies bedeutet in vielen
Karzinomen eine erhdhte Zellproliferation und die Unterdriickung von apoptoti-
schen Vorgangen (Whang et al., 1998). Ein Ausfall von PTEN, gefolgt von ver-
starkter Akt-Phosphorylierung korreliert zum Beispiel mit einer schlechten Prog-
nose bei Patienten mit Endometriumkarzinomen (Terakawa et al., 2003). Kong
et al. zeigten, dass in 21 von 38 (55%) Endometriumkarzinomen deaktivierende
Mutationen vorlagen (Kong et al., 1997). Weiterhin treten deaktivierende pten-
Mutationen unter anderem in 30 — 40 % aller Glioblastome und auch gelegent-
lich beim Mammakarzinom auf (Nicholson et al., 2003; Sansal et al., 2004). Bei
30 — 40 % aller sporadisch auftretenden, nicht hereditdren Mammakarzinome
liegt eine heterozygote pten-Deletion vor, die zu einer Verstarkung der Akt-
Aktivitat fuhrt (Mills et al., 2001; Perren et al., 1999; Rhei et al., 1997; Stal et al.,
2003; Yakes et al., 2002)

1.5.3 PI3K/Akt-Signaltransduktion und sekundare
Antiostrogenresistenz

In den letzten Jahren zeigte sich immer deutlicher, dass bei der Antidstrogenre-

sistenz von Mammakarzinomzellen der PI3K-Signaltransduktionsweg mit der

assoziierten Kinase Akt eine bedeutende Rolle spielt (Nicholson et al., 2002a).
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Akt-Aktivierung geht mit einer schlechten Prognose bei Patientinnen mit Mam-
makarzinom einher und hat ebenfalls einen negativen pradiktiven Wert fir das
Ansprechen einer Therapie mit Antiostrogenen in ER-positiven Mammakarzi-
nomzellen in vitro und in vivo (Jordan, 2004; Kirkegaard et al., 2005; Panigrahi
et al., 2004; Perez-Tenorio et al., 2002). MCF-7 Zellen mit experimentell gestei-
gerter Akt-Aktivitat entwickeln eine sekundare Resistenz gegenuber den an-
tiproliferativen Eigenschaften von TAM (deGraffenried et al., 2004; Faridi et al.,
2003). Bei Inhibition von mTOR mit Rapamycin oder dem Rapamycin-Analogon
CCI-779 (Temsirolimus) wurde die antiproliferative und proapoptotische Aktivitat
von TAM in Mammakarzinomzellen mit gesteigerter Akt-Aktivitat und Antiostro-

genresistenz wieder hergestellt (deGraffenried et al., 2004).

1.5.4 Inhibitoren der PI3K/Akt-Signaltransduktion

Rapamycin und Everolimus

Rapamycin wurde erstmals 1975 aus Bodenproben der Insel Rapa Nui isoliert
und wird durch das Bakterium Streptomyces hygroscopicus synthetisiert. In den
nachfolgenden Analysen zeigte sich, dass Rapamycin mit FKBP-12 (FK506
binding protein-12) komplexiert und dass dieser Komplex dann die Aktivierung
von mTOR (mammalian target of rapamycin) durch direkte Bindung an
mTORC1 inhibiert, so dass eine Phosphorylierung von P70S6K und 4EBP1
verhindert wird (Lorenz et al., 1995; Sabers et al., 1995; Sehgal et al., 1975;
Vignot et al., 2005). Rapamycin fand zunachst als Immunsuppressivum Ver-
wendung in der Transplantationsmedizin (Kahan, 1993). Nach und nach wurde
es dann bei verschiedenen Krebserkrankungen getestet und hielt zumindest
Einzug in die experimentelle Therapie von malignen Tumoren (Douros et al.,
1981; Eng et al., 1984). Der Komplex mTORC1, der sich nach Aktivierung Gber
Akt bildet, ist rapamycinsensitiv, der Komplex mTORC2, der die Phosphorylie-
rung von Akt an Thr*® katalysiert, ist nicht durch Rapamycin zu inhibieren
(Sarbassov et al., 2004; Sarbassov et al., 2005a). Everolimus (RADOQO01) ist ein
Derivat von Rapamycin, das oral appliziert werden kann. Die in vitro-Wirkung
als Immunsuppressivum ist drei Mal niedriger im Vergleich zu Rapamycin, al-
lerdings ist seine Wirkung in vivo auf Grund der besseren pharmakokinetischen
Eigenschaften vergleichbar mit der von Rapamycin (Schuler et al., 1997;
Schuurman et al., 1997).
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Perifosine

Perifosine ist ein synthetisches, oral zu verabreichendes Alkylphospholipid mit
einer Piperidin-Kopfgruppe, dessen Struktur auf Lysophosphatidylcholin basiert,
einem im menschlichen Korper vorkommendem Phospholipid. Perifosine hat
eine Halbwertszeit von 137 Stunden und ist in vivo stabil (LoPiccolo et al., 2007;
Vink et al., 2005). Perifosine ist ein Akt-Inhibitor, der die PH-Domane von Akt
selektiv und reversibel zu inhibieren scheint und somit die fur die Phosphorylie-
rung an Ser*” und Thr®® notwendige Rekrutierung an die Plasmamembran
verhindert (Chiarini et al., 2008; Kondapaka et al., 2003).

1.6 Rolle der ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktion bei
der Antiostrogenresistenz des Mammakarzinoms

1.6.1 ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktion

Die EGF-R (HER; ERBB)-Signaltransduktion mit dem MAPK ERK1/2-Modul ist
auch als die klassische Mitogen-aktivierte Signalkaskade bekannt und besitzt
als zentrale MAPK ERK1 und ERK2, die ca. 83 % Homologie bezuglich ihrer
Aminosaurezusammensetzung aufweisen (Chen et al., 2001).

Der EGF-R ist ein transmembraner Tyrosinkinase-Rezeptor mit einer relativen
Molekilmasse von 170 kDa. und gehort zur ERBB-Familie. Bindung von Ligan-
den der EGF-Familie, wie EGF, TGFa (transforming growth factor-a), Heregulin
(Neuregulin) oder Betacellulin fihrt zur Rezeptordimerisierung, Autophosphory-
lierung, Aktivierung nachgeschalteter Mediatoren der Signalkaskade und
schliel3lich zur lysosomalen Degradierung (Ferrand et al., 1985; Gospodarowicz
et al., 1978; Gusterson et al., 1984; Hackel et al., 1999; Heimberg et al., 1965;
Holmes et al., 1992; Sasada et al., 1993; Veale et al., 1987; Zwick et al., 1999).

M98 und Tyr'""® kommt es zur Rekrutierung des

Durch Phosphorylierung an Tyr
SHC (Src homology 2 domain containing)-Gerustproteins, Uber das in mehreren
Schritten der MAPK ERK1/2-Signaltransduktionsweg aktiviert wird (Zwick et al.,
1999). Andere Mitglieder der ERBB-Familie sind ERBB2 (HER-2/neu), ERBB3
(HER-3) und ERBB4 (Kraus et al., 1989; Plowman et al., 1990; Plowman et al.,
1993; Schechter et al., 1985; Semba et al., 1985). ERBB2 ist ein so genannter
orphan receptor, das heildt, ihm ist kein Ligand zugeordnet, allerdings findet

eine Aktivierung seiner Tyrosinkinasedomane durch Heterodimerisierung mit
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anderen Mitgliedern der ERBB-Familie statt (Qian et al., 1994). ERBB3 besitzt
keine Kinaseaktivitat und bendtigt nach Ligandenbindung eine Heterodimerisie-
rung mit anderen Mitgliedern der ERBB-Rezeptorfamilie, die dann zur Phospho-
rylierung von Tyrosinresten innerhalb von ERBB3 und nachfolgender Aktivie-
rung des MAPK ERK1/2-Moduls fihrt (Guy et al., 1994; Karunagaran et al.,
1996; Riese et al., 1996; Sliwkowski et al., 1994). ERBB3 verfligt Uber sechs
Bindungsstellen fur PI3K und kann so den PI3K/Akt-Signaltransduktionsweg
aktivieren (Kim et al., 1994, Kraus et al., 1989).

ERBB4 homo- oder heterodimerisiert nach Ligandenbindung von z. B. Heregu-
lin mit anderen Mitgliedern der ERBB-Familie und nachfolgende aktivierte
Signaltransduktionswege wie das MAPK ERK1/2-Modul spielen bei der norma-
len Entwicklung des Organismus, bei Herzfunktionen und bei der Entstehung
von Krebs, z. B. beim Mammakarzinom, eine Rolle (Carpenter, 2003; Holbro et
al., 2004; Roskoski, 2004).

Nach Aktivierung von Rezeptoren der ERBB-Familie oder G-Protein gekoppel-
ten Rezeptoren kommt es aufeinander folgend zur Aktivierung von Ras, Raf
und schliel3lich der MAP Kinase Kinase (MAPKK/MEK1/2). MAP Kinase Kinase
aktiviert die MAP Kinase ERK1/2 (p44/p42 MAPK) durch Phosphorylierung an
Threonin- und Tyrosinresten (Alessi et al., 1994; Avruch et al., 1994; Boguski et
al., 1993; Crews et al., 1992).

MAPKs sind eine weitestgehend konservierte Familie von Serin/Threonin Kina-
sen, die in viele zellulare Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Motilitat
und der Regulation von Apoptose involviert sind (Chen et al., 2001). Unter den
sehr zahlreichen Substraten von ERK1/2 befinden sich viele zytoplasmatische
Proteine, Membranproteine, Proteine des Zytoskeletts und nukleare Proteine
(Fukunaga et al., 1997; Hoffmann et al., 1999; Hsiao et al., 1994; Stokoe et al.,
1992; Sturgill et al., 1988; Waskiewicz et al., 1997; Zhao et al., 1996). Aul3er-
dem werden Transkriptionsfaktoren direkt phosphoryliert, Beispiele sind hier
c-Fos und der ER (Chen et al., 1993; Joel et al., 1998). Beispiel fur nukleare
ERK1/2-Substrate sind der nukleare Co-Aktivator SRC-1 (steroid receptor coac-
tivator-1) oder Mitglieder der STAT (signal transducer and activator of transcrip-
tion)-Familie wie STATSa (Pircher et al., 1999; Rowan et al., 2000).
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Kommt es zur Aktivierung von ERK1/2, akkumuliert eine signifikante Menge der
aktivierten Kinase innerhalb des Nukleus (Chen et al., 1992; Gonzalez et al.,
1993; Lenormand et al., 1993).

1.6.2 Aberrationen innerhalb der ERBB/MAPK ERK1/2-
Signaltransduktion
Eine Deregulation des ERBB/ERK1/2-Signaltransduktionswegs spielt aufgrund
seiner vielfaltigen Substrate bei verschiedenen Krankheiten, insbesondere bei
Krebs, eine entscheidende Rolle und ist daher Ziel der Entwicklung verschiede-
ner Inhibitoren (Kohno et al., 2003). Eine verstarkte Aktivierung des EGF-
Rezeptors und des ERBB2, u. a. durch Mutationen, Uberaktiviert die MAPK
ERK1/2. Eine hierdurch erhdhte Proliferation und die Verhinderung von Apopto-
se spielen bei vielen Krebserkrankungen, inklusive des Mammakarzinoms, eine
entscheidende Rolle (Favoni et al., 2000; Olayioye et al., 2000; Salomon et al.,
1995). Eine Amplifikation des ERBB2-Gens und eine damit verbundene Uber-
expression seines Genprodukts liegt in 40 % aller untersuchten Mammakarzi-
nome vor (Dittadi et al., 2000).
ERBB3 wird in vielen Krebszellen stark exprimiert und eine Aktivierung des
ERBB3/PI3K-Signalwegs korreliert mit malignen Phanotypen von Adenokarzi-
nomen (Kobayashi et al., 2003; Sithanandam et al., 2003).
Die Expression von ERBB4 wurde unter anderem in Mammakarzinomen nach-
gewiesen und tragt zu einer Uberaktivierung des ERBB/ERK1/2-
Signaltransduktionswegs bei (Carpenter, 2003).
Onkogene Ras-Mutationen treten bei vielen verschiedenen Karzinomen auf, so
z. B. im Pankreas (90 %), im Kolon (50 %), in der Schilddrise (50 %), in der
Lunge (30 %) und bei der myeloischen Leukamie (30 %) (Bos, 1989). Raf-
Mutationen kénnen zu verstarkter Kinaseaktivitat flhren, was z. B. bei malignen

Melanomen der Fall sein kann (Davies et al., 2002).

1.6.3 ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktion und sekundare
Antiostrogenresistenz

Die sekundare Resistenz gegen Antiostrogene wie TAM ist oftmals mit einer

erhohten Expression von Mitgliedern von Rezeptoren fur Wachstumsfaktoren

der ERBB-Familie, wie dem EGF-R (ERBB) und dem ERBB2 (HER-2/neu), as-
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soziiert, die u. a. durch eine Amplifikation der entsprechenden Gene verursacht
wird. Die Uberexpression des ERBB2 oder des EGF-Rezeptors und die Hetero-
dimerisierung von Mitgliedern der ERBB-Familie fuhrt zur Aktivierung der MAPK
ERK1/2, wodurch es im Folgenden zu einer Phosphorylierung von Ser''® des
ERs kommen kann. Hierdurch wird dieser Liganden-unabhangig aktiviert, was
in Mammakarzinomzellen mit einem konsekutiven Verlust der inhibitorischen
Wirkung von TAM einher geht (Bunone et al., 1996; Dowsett, 2001; Dowsett et
al., 2001; Kato et al., 1995; Knowlden et al., 2003; Kurokawa et al., 2000; Shou
et al., 2004). Eine durch experimentelle ERBB2-Uberexpression induzierte
MAPK-Aktivierung inhibiert durch Phosphorylierung die durch TAM vermittelte
Assoziation des ERs mit nuklearen Co-Repressoren (N-CoR) in Mammakarzi-
nomzellen und ist Ursache fur eine Resistenz gegenuber TAM. Die selektive
Inhibition der MAPK-Aktivierung mit den Inhibitoren U0126 oder AG1478 stellte
die ER/N-CoR Assoziation wieder her und resensibilisierte diese Zellen fur An-
tiostrogene (Kurokawa et al., 2000). Eine mogliche endogene Ursache einer
gesteigerten ERBB2-Expression kann eine vermehrte Transkription des betref-
fenden Gens durch direkte Einwirkung des ERa sein. Hurtado et al. zeigten,
dass im Gen fur ERBB2 von ER-positiven Mammakarzinomzellen eine Bin-
dungsstelle fur den ERa existiert. Der mit dem bisher unbekannten Regulator
paired box 2 gene product (PAX2) assoziierte ERa bindet, nach Aktivierung
durch TAM oder Ostrogene, an diese Stelle und reprimiert die Expression des
ERBB2. Der nukleare Co-Aktivator AIB-1 konkurriert mit PAX2 um die Bin-
dungsstelle am ER und bei einer Veranderung des Verhaltnisses zwischen
PAX2 und AIB1 zu Gunsten des AIB1 resultiert eine HER-2-dominierte Wachs-
tumsregulation, die die Zellen gegenlber den antiproliferativen und apoptoti-
schen Effekten von TAM resistent werden lasst (Hurtado et al., 2008).

Die Expression des EGF-Rezeptors lasst sich in etwa 60 % aller Mammakarzi-
nome nachweisen und steht in umgekehrter Beziehung zu der Verteilung der
ER-Expression. Die Uberexpression des EGF-Rezeptors hat einen negativen
pradiktiven Wert flr das Ansprechen einer Antiéstrogen-Therapie in vitro und in
vivo (Knowlden et al., 2003; Nicholson et al., 1993; van Agthoven et al., 1992).
Es wurde beschrieben, dass Mammakarzinomzellen mit sekundarer Resistenz
gegen TAM spezifische Liganden des EGF-Rezeptors exprimieren kénnen und

MAPK ERK1/2 durch bevorzugte Heterodimerisierung des EGF-Rezeptors mit
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dem ERBB2 aktiviert wird. Durch den spezifischen Inhibitor der EGF-Rezeptor
assoziierten Phosphotyrosinkinase Gefitinib (siehe 1.6.4), den monoklonalen
Antikdrper gegen den ERBB2, Trastuzumab (Herceptin®), oder den MAP Kina-
se Kinase (MEK, MAPK or ERK kinase)-Inhibitor PD98059 wurde in diesen Zel-
len die MAPK Aktivierung und die Zellproliferation gehemmt (Knowlden et al.,
2003).

1.6.4 Inhibitoren der ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktion
Gefitinib

Wie in Abschnitt 1.6.1 beschrieben, wird durch Ligandenbindung an den EGF-
Rezeptor und Homo- oder Heterodimerisierung mit dem ERBB2 (HER-2/neu)
die Signaltransduktion Uber die MAPK ERK1/2 aktiviert. Der Inhibitor der EGF-R
assoziierten Phosphotyrosinkinase Gefitinib (Iressa®) blockiert dies, indem er
kompetitiv die Bindung von ATP an die Tyrosinkinasedomane des EGF-R ver-
hindert (Ciardiello et al., 2000; Wakeling et al., 2002; Yarden et al., 1987; Yar-
den et al., 2001).

PD98059

PD98059 ist ein Inhibitor der MAP Kinase Kinase (MEK, mitogen activated pro-
tein kinase or ERK kinase), der sowohl in vitro als auch in vivo hierdurch indi-
rekt die Aktivierung der MAPK ERK1/2 verhindert (Alessi et al., 1995; Cowley et
al., 1994; Crews et al., 1992; Dudley et al., 1995; Rosen et al., 1994).

1.7 Analoga von GnRH-l und -ll und Antiostrogenresis-
tenz

1.7.1 Wirkung der Analoga von GnRH-l und GnRH-Il auf die
Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren in
Tumorzellen

Die Expression des Typ | Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH-I), auch syn-

onym Luteinisierendes Hormon-Releasing Hormon genannt (LHRH), und seines

7-Transmembran-Rezeptors wurde in 50 — 64 % aller Mammakarzinome nach-
gewiesen (Baumann et al., 1993; Fekete et al., 1989; Mangia et al., 2002; Mo-
riya et al., 2001). In Tumorzelllinien dieser Malignome konnte das Wachstum

der Tumorzellen durch GnRH-Analoga sowohl zeit- als auch dosisabhangig in-
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hibiert werden (Blankenstein et al., 1985; Eidne et al., 1987; Foekens et al.,
1986; Miller et al., 1985). Anders als in der Hypophyse, erfolgt in Tumorzellen
die intrazellulare Signaltransduktion Uberwiegend Uber das mit dem
GnRH-I-Rezeptor assoziierte G-Protein o; und die Aktivierung von an dieses
gekoppelten spezifischen Phosphotyrosin-Phosphatasen (Grundker et al., 2001;
Imai et al., 1996). Die antiproliferativen Eigenschaften von GnRH-I-Analoga in
GnRH-I-Rezeptor positiven Tumorzellen beruhen auf unterschiedlichen, teilwei-
se noch unklaren Mechanismen. Sie interagieren mit der mitogenen
Signaltransduktion und inhibieren die Expression von Rezeptoren fur Wachs-
tumsfaktoren, wie z. B. fur EGF (Dondi et al., 1998; Emons et al., 1996b; Yano
et al., 1994). AulRerdem belegen verschiedene Untersuchungen, dass die anti-
proliferativen Effekte der GnRH-I-Analoga in GnRH-I-Rezeptor positiven Mam-
makarzinomzellen auf einer Antagonisierung wachstumsstimulierender Fakto-
ren, wie z. B. E2, EGF oder dem Insulin-like Growth Factor (IGF) beruhen
(Hershkovitz et al., 1993; Neri et al., 1990; Scott et al., 1991). Zum Beispiel in-
hibieren GnRH-I-Analoga die durch EGF induzierte Autophosphorylierung des
EGF-Rezeptors und die Aktivierung der MAPK ERK1/2 in Ovarial- und Endo-
metriumkarzinomzellen (Emons et al.,, 1993; Emons et al., 1996a). Dadurch
wird durch GnRH-I-Analoga die EGF-induzierte c-fos-Expression, die AP-1 Ak-
tivitat, die JunD-DNA Bindung gehemmt und die DNA-Synthese und der Zell-
zyklus in Tumorzellen gehemmt (Grundker et al., 2002b).

In der Tierwelt existieren drei strukturelle Dekapeptid-Varianten des GnRH, eine
davon ist GnRH-Il, welches sich durch seine Aminosauresequenz nur geringfu-
gig von GnRH-I unterscheidet. Die Expression eines funktionellen GnRH-Il wur-
de beim Menschen in unterschiedlichen Geweben nachgewiesen, was daflr
spricht, dass dem GnRH-Il beim Menschen vermutlich sehr unterschiedliche
Funktionen zuzuschreiben sind (Choi et al., 2001; Chou et al., 2004; Kang et
al., 2001; Siler-Khodr et al., 2001; Tanriverdi et al., 2004). Aufgrund eines in-
frame Stoppcodon, sowie einer frame-shift Mutation in der DNA-Sequenz des
GnRH-II-Rezeptors war zunachst zu vermuten, dass kein funktioneller GnRH-II-
Rezeptor beim Menschen existiert (Grundker et al., 2002a; Morgan et al., 2003;
Neill et al., 2001; van Biljon et al., 2002). Dennoch konnte nachgewiesen wer-
den, dass die mRNA des putativen GnRH-II-Rezeptors ubiquitar in menschli-

chen Geweben exprimiert wird. Es wird jedoch vermutet, dass es sich dabei um
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unvollstandige Rezeptor-Transkripte handelt (Neill, 2002). Das vorzeitige
Stoppcodon TGA im GnRH-II-Rezeptor kdénnte durch den Einbau der Amino-
saure Selenocystein Ubergangen werden und somit zum translatierbaren Codon
dekodiert werden (Bertram et al., 2001). Unterstutzt wird diese Hypothese auch
durch das ldentifizieren eines humanen GnRH-II-Rezeptor-ahnlichen Proteins,
welches in der Plazenta und Karzinomen des Reproduktionstraktes nachgewie-
sen wurde und vom Molekulargewicht einem 5-Transmembran-Rezeptor ent-
sprechen konnte (Eicke et al., 2005).

GnRH-II zeigte deutliche antiproliferative Effekte in humanen Endometrium- und
Ovarialkarzinomzelllinien (Grundker et al., 2002a; Neill, 2002). Die antiprolifera-
tiven Effekte von GnRH-II persistierten in Endometrium- und Ovarialkarzinom-
zellen noch nach knock-out des GnRH-I-Rezeptors, wohingegen der
GnRH-I-Agonist Triptorelin in diesen Zellen keinen Effekt mehr zeigte. Ebenso
zeigte GnRH-II in der Ovarialkarzinomzelllinie SKOV-3 antiproliferative Effekte,
in welcher sich keine Expression von GnRH-I-Rezeptoren nachweisen lasst,
aber mRNA fur den GnRH-II-Rezeptor exprimiert wird (Grundker et al., 2002a).
Dies lasst darauf schlie®en, dass die antiproliferativen Effekte von GnRH-II
nicht Gber den GnRH-I-Rezeptor vermittelt werden (Grundker et al., 2004). Zu
ahnlichen Ergebnissen kamen Enomoto et al., welche die Expression einer
Splice-Variante des GnRH-II-Rezeptors bei Menschen diskutierten (Miyake et
al., 2008).

1.7.2 Wirkung von GnRH-I- und -ll-Analoga auf OHT-resistente
Mammakarzinomzellen

Wie in Abschnitt 1.7.1 beschrieben, interagieren GnRH-I-Analoga mit der
Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren, wie z.B. der ERBB-Signal-
transduktion, in Endometrium- und Ovarialkarzinomzellen und zeigen antiproli-
ferative Effekte. Auch im Hinblick auf die AntiGstrogenresistenz bei Mammakar-
zinomen waren diese Untersuchungen von Interesse, da hier eine verstarkt ak-
tivierte ERBB-Signaltransduktion oft eine wichtige Rolle spielt (siehe Abschnitt
1.6.3). Wie in Abschnitt 1.7.1 erwahnt, konnte die Expression von
GnRH-I-Rezeptoren in 50 — 64 % aller Mammakarzinome nachgewiesen wer-
den und das Wachstum dieser Zellen dosisabhangig mit GnRH-I-Analoga ge-

hemmt werden. Bei MCF-7 und T47D Mammakarzinomzellen konnte eine deut-
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liche Oberflachenexpression des GnRH-I- und des GnRH-II-Rezeptors nach-
gewiesen werden und die antiproliferativen Effekte und die Hemmung der DNA-
Synthese durch das agonistisch wirkende GnRH-II-Analogon [D-Lys®|GnRH-II
waren bei gleicher Konzentration vergleichbar mit denen des GnRH-I-Agonisten
Triptorelin (Gunthert et al., 2005).

ER-positive MCF-7 und T47D wurden Uber einen Zeitraum von sechs Monaten
mit OHT kultiviert, bis diese Zellen vergleichbare Proliferationsraten zeigten, wie
die parentalen Zelllinien ohne OHT. Nach weiteren drei Monaten wurden diese
Zellen analysiert und mit den parentalen Zellen verglichen. Die OHT-resistenten
Sublinien wurden MCF-7-TR und T47D-TR genannt und stellen ein Modell der
sekundaren Antiostrogenresistenz dar. Die Expression der Rezeptoren fur
GnRH-I und GnRH-II ist in den resistenten Zelllinien etwas niedriger im Ver-
gleich zu den parentalen Zellen, dennoch sind die inhibitorischen Effekte der
Analoga von GnRH-I und GnRH-II auf die EGF-induzierte Autophosphorylierung
des EGF-Rezeptors und die Aktivierung der MAPK ERK1/2 in diesen Zellen
vergleichbar mit denen in parentalen Zellen (Gunthert et al., 2005).

Es konnte gezeigt werden, dass in OHT-resistenten Sublinien MCF-7-TR und
T47D-TR eine Resensibilisierung gegeniber OHT durch Behandlung mit dem
GnRH-I-Agonisten Triptorelin und dem GnRH-II-Agonisten [D-Lys®]GnRH-II,
nicht aber mit Gefitinib erreicht werden kann (Gunthert et al., 2005). In OHT-
resistenten Zellen MCF-7-TR und T47D-TR findet durch Gefitinib eine margina-
le Verschiebung des Zyklus zu Gunsten der G1/0-Phase statt, allerdings wer-
den die Zellen nicht fur OHT resensibilisiert (Gunthert et al., 2005). Agonistisch
wirkende GnRH-I-Analoga wie Triptorelin und agonistisch wirkende GnRH-II-A-
naloga wie [D-Lys®|GnRH-II interferieren, wie Gefitinib, ebenfalls mit der
EGF-R-Signalkaskade und inhibieren die EGF induzierte Autophosphorylierung
des EGF-R und Induktion der MAPK (siehe Abschnitt 1.7.1) (Emons et al.,
1993; Emons et al., 1996a; Gunthert et al., 2005; Knowlden et al., 2003). Dass
aber die GnRH-I- und -lI-Analoga eine Durchbrechung der Antidstrogenre-
sistenz bewirken, Gefitinib jedoch nicht, spricht daflir, dass in den hierbei unter-
suchten Zellen nicht die EGF-Rezeptor/ERBB2-Hetero- und Homodimerisierung
dominiert, sondern die Inhibition anderer Signalwege eine Rolle zu spielen

scheint (Gunthert et al.,, 2005). In Prostatakarzinomzellen konnte auf3erdem
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gezeigt werden, dass GnRH-I-Analoga die PI3K/Akt-Signalkaskade hemmen
kénnen (Kraus et al., 2004).

1.8 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollen die mechanistischen Grundlagen der Durchbrechung der
sekundaren Antiostrogenresistenz mit Analoga von GnRH-l und -Il anhand
zweier etablierter, Ostrogenrezeptor-positiver Mammakarzinomzelllinien analy-
siert werden.

Hierzu werden verschiedene Mediatoren der PI3K/Akt- und der ERBB/MAPK
ERK1/2-Signaltransduktionskaskade mittels RT-PCR und Western Blot analy-
siert. AuBerdem werden ausgewahlte Gene, bei denen Aberrationen gehauft
auftreten, sequenziert und auf Mutationen untersucht. Durch diese Strategie
sollen Signalwege identifiziert werden, die in den vorliegenden Zellmodellen der
sekundaren Antiostrogenresistenz eine wichtige Rolle einnehmen kdnnten.
Weiterhin werden andere potentielle Moglichkeiten zur Durchbrechung der Re-
sistenz mit verschiedenen Inhibitoren der PI3K/Akt- und der ERBB/MAPK
ERK1/2-Signaltransduktion analysiert. Hierzu werden diese Substanzen hin-
sichtlich ihrer antiproliferativen und proapoptotischen Wirkung auf parentale
Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und T47D und deren resistente Sublinien
MCF-7-TR und T47D-TR untersucht. Dabei soll die kombinierte Behandlung mit
4-Hydroxytamoxifen im Vordergrund stehen.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen sollen zu einem
besseren Verstandnis der Mechanismen der Antidstrogenresistenz bei Mam-
makarzinomen beitragen und neue potentielle Strategien zu deren Durchbre-
chung aufzeigen. Die so gewonnenen Daten kénnten in nachfolgenden Arbeiten

die Grundlage fur in vivo-Versuche bei xenotransplantierten Mausen bilden.
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2 Material

2.1 Gerate

Analysenwaage, BP161P
Autoklav, 2540 EL
Brutschrank, Model 3121 S/N 28439532

Durchflusszytometer, FACScalibur®

Elektrophoresekammer, DNA

Kodak Digital Science® Electrophoresis
Documentation And Analysis
System DC120

Magnetruhrer, MR3000
Mikroskop, 1X51

Mikrowaage, elektronisch, M2P
Mini Trans-Blot Cell-System

Multidetektions-Mikrotiterplattenleser,
Synergy HT

Netzgerat, 1000/500

Netzgerat, 200/2.0

pH-Meter, CG 22

Polaroid Land-Kamera, MP 4
Roéntgenfilmentwickler, SRS-101A
Schttler, Titramax 1000

SDS-PAGE Kammer, Mini-Protean® Il|
Spektralphotometer, BioPhotometer 6131
Sterilwerkbank, LaminAir® HA 2448 GS
Thermomixer compact

Thermozykler, T3000

Ultrazentrifuge, (UZ°) Sorvall

UV-Transilluminator

Vortex Genie 2°

Sartorius, Gottingen
Tuttnauer, Breda, NL

Forma Scientific, San Bruno,
USA

BD Biosciences, Heidelberg

OWL Separation Systems, Ro-
chester,USA

Kodak, Stuttgart

Heidolph, Schwabach
Olympus, Hamburg
Sartorius, Gottingen
Bio-Rad, Minchen
BIO-TEK, Bad Friedrichshall

Bio-Rad, Minchen
Bio-Rad, Minchen
Schott Gerate, Mainz
Polaroid, Concord, USA
Konica, Langenhagen
Heidolph, Schwabach
Bio-Rad, Munchen
Eppendorf, Hamburg
Heraeus Holding, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Biometra, Goéttingen

Thermo Fisher Scientific,
Bonn

Biometra, Goéttingen

Bender & Hobein, Bruchsal
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Waage, Kern 440-47 Kern, Balingen
Wasserbad, beheizbar Memmert, Schwabach
Zentrifuge, Biofuge pico Heraeus Holding, Hanau
Zentrifuge, Labofuge 400R Heraeus Holding, Hanau

2.2 Verbrauchsmaterialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialen wurden als Einmalarti-
kel von den Firmen Biozym (Hess. Oldendorf), Eppendorf (Hamburg), Greiner
bio-one (Frickenhausen), Nunc (Langenselbold) und Sarstedt (NUmbrecht) be-

zogen.

2.3 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht gesondert er-
wahnt, von den Firmen Merck (Darmstadt), PAA (Colbe), Carl Roth (Karlsruhe),
Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Riedel-de Haen (Seelze) und Roche (Mannheim)
bezogen. Die Chemikalien entsprechen, soweit nicht anders angegeben, dem

hdchsten zur Verfligung stehenden Reinheitsgrad.

2.4 Puffer und Losungen

2.41 Hergestellte Puffer und Losungen

Flar das Ansetzen von Puffern und anderen Losungen wurde Wasser aus einer
Reinstwasseranlage der Firma Sartorius (Gottingen) bezogen, das eine Leitfa-

higkeit von nicht mehr als 18 MQ™" cm™ hatte.

Tab. 1: Puffer und Losungen

Puffer oder Losung Zusammensetzung
blocking-Lésung, Western Blot TBST + 5 % (w/v) Magermilchpulver
DNA-Ladepuffer (10x), DNA- 50 % (v/v) Glycerin, 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA,
Agarosegelelektrophorese 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 0,05 % (w/v) Xylencyanol
62,5 mM Tris/HCI pH 6,8, 4 % (w/v) SDS, 5 % (v/v) Gly-
Laemmli-Probenpuffer (2x) cerol, 0,05 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 0,025 % (w/v)

Bromphenolblau

0,1 % (v/v) Triton X-100, 0,1 % (w/v) Na-Citrat, 0,005 %

Nicoletti-Losung (w/v) Propidiumiodid

140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,6 mM Na,HPO,, 1,5 mM

PBS KH,HPO,, pH 7.4
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Phosphatase-Inhibitor-Cocktail

50 mM C3H;Na,O¢P, 10 mM NaF, 10 mM Na,P,07, 2 mM
Na3VO4

SDS-Elektrophoresepuffer (10x)

25 mM Tris, 192 mM Gilycin, 0,1 % (w/v) SDS

TBE

90 mM Tris, 90 mM Borsaure, 1 mM EDTA, pH = 8,0

TBS (10x) 1,5 M NaCl, 500 mM Tris, pH=7,5
TBST TBS + 0,1 % (v/v) Tween 20

, : o
Transferpuffer 48 mM Tris, 39 mM Glycin, 0,0375 % SDS (w/v),

20 % (v/v) Methanol

2.4.2 Kommerzielle Puffer und Losungen

10 x PCR-Puffer
dNTP-Mix fur PCR

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Prosieve 50 Gel Solution
Protease-Inhibitor-Cocktail
RNase Inhibitor, RNasin® Plus
Trypanblau-Lésung
Zelllysepuffer, CelLytic®-M

Cambrex, Charles City, USA
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Promega, Mannheim

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

2.5 Kulturmedien und Medienzusatze

Die fur die Zellkultur eingesetzten Medien und deren Zusatze wurden von Bio-
chrom (Berlin), Invitrogen (Karlsruhe), Sanofi-Aventis (Frankfurt), PAA (Colbe)

und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen, soweit dies nicht anders vermerkt

ist. Supplemente wurden vor der Zugabe sterilfiltriert.

Tab. 2: Verwendete Zellkulturmedien mit supplementierten Substanzen

Medium

Zusammensetzung

Einfriermedium MEM-Earl Kulturmedium mit 10 % DMSO

Kulturmedium .
Insulin

MEM-Earl mit Phenolrot; 10 % (v/v) FCS, 10 ug/ml P/S, 50 IU

Medium fiir Apoptose- und

Proliferationsassays CO,

MEM-Earl ohne Phenolrot; 10 % (v/v) CD-FCS (Allgéu BioTech
Service, Gorisried), 10 ug/ml P/S, 4 mM L-Gin, 0,22 % (w/v) NaH-

Medium zur Vorbereitung MEM-Earl ohne Phenolrot; 10 pg/ml P/S, 4 mM L-GIn, 0,22 %
der Apoptoseassays (w/v) NaHCO4
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2.6 Biologisches Material

2.6.1 Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden von der American Type Cul-
ture Collection (ATCC, Manassas, USA) bezogen. Die ER-positiven Mamma-
karzinomzellen MCF-7 und T47D wurden Uber einen Zeitraum von sechs Mona-
ten mit 1,25 x 10° M OHT kultiviert, bis diese Zellen vergleichbare Proliferati-
onsraten zeigten, wie die parentalen Zelllinien ohne OHT. Die OHT-resistenten
Sublinien wurden MCF-7-TR und T47D-TR genannt und stellen ein Modell der

sekundaren Antiéstrogenresistenz dar (Gunthert et al., 2005).

Tab. 3: Zelllinien

Zelllinie Herkunft Histologie Referenz
MCF7, . (Soule et al.,
Mammakarzinom Pleuraerguss Adenokarzinom 1973)
MCF-7-TR, OHT-resistente Sublinie | , . (Gunthert et al.,
Mammakarzinom | von MCF-7 2005)

T47D, ) (Freake et al.,
Mammakarzinom Pleuraerguss Adenokarzinom 1981)

T47D-TR, OHT-resistente Sublinie |, -\ . (Gunthert et al.,
Mammakarzinom | von T47D 2005)

BG-1, Primartumor Adenokarzinom, sehr schwach | (Geisinger et al.,
Ovarialkarzinom differenziert 1989)

2.6.2 Oligonukleotide

Alle vorliegenden Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG (Ebersberg)
oder biomers.net (UIm) synthetisiert.

RT-PCR

Die als Primer verwendeten Oligonukleotide wurden mit dem Programm Pri-
mer 3 im Internet (http://biotools.umassmededu/bioapps/primer3_www.cgi) ent-
worfen oder stammen aus der Literatur und sind mit den zugehoérigen Produkt-

langen in Tab. 4 aufgelistet.
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Tab. 4: Primer fiir die RT-PCR
Zielgen Primersequenz Prod(uBk;I)ange Referenz
aibl F: 5-TCACTGAGATCCTCCATGAG-3’ 386 (Girgert et al.,
R: 5-GGCATCTGTAAGCCTTGGTT-3’ 2007)
F: 5-CGGCCTTGTTCGTATGGTCA-3’ .
aromatase 372 Primer 3
R: 5-GCAAAGTCCATACATTCTTCCAG-3’
F: 5-ACACCGCCAAATTTAATTGC-3’ .
pten 295 Primer 3
R: 5-ACATAGCGCCTCTGACTGG-3
s F: 5-GATATAGACACAAGCTGCAA-3’ 309 (Girgert et al.,
R: 5-ATAGCGTAGGAGCTGATGGT-3’ 2007)
st F: 5-CACGAGGTGTCAGAGATCAT-3’ 549 (Girgert et al.,
R: 5-GTCGTCTGTCTTCTCCTTGA-3’ 2007)
cor F: 5-TGCCACTGTATAACCAGCCA-3 380 (Girgert et al.,
R: 5-TGCTCAGAGAGCCCATCAAT-3’ 2007)
F: 5-CTC CAA CAG CTG CCT AAA CC-3 )
gpr30 203 Primer 3
R: 5- ATG TGG CCA AGG CTG TCT AC-3
F: 5- AGATGT ACA GAACTG AAATTC-3 .
17 357 Primer 3
R: 5°- ATT TAC CAA GAG ATC GAG CAA-3

Die fur die durchgefuhrten Sequenzierungen verwendeten Primer finden sich in
Abschnitt 2.7.1.

2.7

Sequenzierung

2.7.1 Primer

Die Primer zur Herstellung der Amplifikate fur die Sequenzierung der Exons von
pten wurden gemafl einer Verodffentlichung von Bertelsen et al. konstruiert
(Bertelsen et al., 2006).

Tab. 5: Primer zur Herstellung der Amplifikate fiir die Sequenzierung der Exons von

pten
. Produktldnge

Exon Primersequenz (Bp)
1 F: 5-CATTTCCATCCTGCAGAAG-3 249

R: 5-ACTACGGACATT TTCGCAT-3’
5 F: 5-TTTCAGATATTTCTTTCCTTA-3 147

R: 5-TGAAATAGAAAATCAAAGCAT-3
3 F: 5-ATAGAAGGGGTATTTGTTGGA-3’ 292

R: 5-CCTCACTCTAACAAGCAGATA-3
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4 F: 5-CAGGCAATGTTTGTTAGTAT-3’ 184
R: 5-GATACAGTCTATCGGGTTTA-3’
5a F: 5-CCTGTTAAGTTTGTATGCAA-3’ 13
R: 5-GAATTGCTGCAACATGAT-3’

5 F: 5-CACCACAGCTAGAACTTATC-3’ 053
R: 5-CAGATCCAGGAAGAGGAAAG-3’

5 F: 5-CGACCCAGTTACCATAGCA-3’ 065
R: 5-CCAATACATGGAAGGATGAG-3’

. F: 5-CCCTGTGAAATAATACTGGT-3’ 935
R: 5-TTCTCCCAATGAAAGTAAAG-3’

8a F: 5-GTTTAACATAGGTGACAGA-3’ 057
R: 5-AAGTAAGTACTAGATATTCC-3’

8b F: 5-GAAAATGGAAGTCTATGTG-3' 201
R: 5-TACATACAAGTCACCAACC-3’

9 F: 5-GAGTCATATTTGTGGGTTTT-3’ 061
R: 5-ATGGTGTTTTATCCCTCTT-3’

Die Primer zur Herstellung der Amplifikate fur die Sequenzierung von Exon 9

und Exon 20 von pik3ca wurden gemal einer Veroffentlichung von Curtin et al.
konstruiert (Curtin et al., 2006).

Tab. 6: Primer zur Herstellung der Amplifikate fiir die Sequenzierung der Exons 9 und 20

von pik3ca
Exon Primersequenz Produktlénge (Bp)
9 F: 5-GGGGAAAAATATGACAAAGAAA-3 250
R: 5-TGAGATCAGCCAAATTCAGTT -3’
20 F: 5-ACAGCATGCCAATCTCTTCAT-3’ 208
R: 5-TGTGTGGAAGATCCAATC CAT-3’
2.7.2 Enzyme

SuperScript® Il Rnase H Reverse Transkriptase

Taq DNA Polymerase
Typsin/EDTA (0,05 %/0,02 % in D-PBS)

Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim
PAA, Colbe
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2.7.3 Antikorper

Alle bezogenen Antikorper wurden nach den Angaben der Hersteller eingesetzt.

Tab. 7: Primarantikorper fiir Western Blots

Antikorper gegen: Ursprung | Bestelinr. Referenz/Herkunft

AIB1 Kaninchen | PA1-845 Affinity Bioreagents, Golden,
USA

AIB1 Maus 2/?%15_0 Affinity Bioreagents
AIB1 Kaninchen | ab10310 Abcam, Cambridge, GB
Akt Kaninchen | 9272 82"'6\8'9”3"”9' Danvers,
phospho-Akt (Ser*’®) Kaninchen | 4058 Cell Signaling
phospho-Akt (Thr*?®) Kaninchen | 4056 Cell Signaling
Aktin Kaninchen | A5060 Sigma, Deisenhofen
Aromatase Maus ab34193 Abcam
CTMP Kaninchen | 4612 Cell Signaling
ERKA1/2 Kaninchen | 14-6718 E@XSCienceS’ San Diego,
F?ﬁ;&??;?iﬁ)/ﬂ MAP Kinase ERK1/2 Kaninchen | 3044 Cell Signaling
GPR30 Kaninchen | LS-A1183 | Genetex, Irvine, USA
N-CoR Kaninchen | Sc-8994 Santa Cruz, Heidelberg
PDK1 Kaninchen | 3062 Cell Signaling
phospho-PDK1 (Ser**") Kaninchen | 3061 Cell Signaling
PTEN Kaninchen | 9552 Cell Signaling
SMRT Kaninchen | MA1-2390 | Affinity Bioreagents
SRC-1 Kaninchen | sc-8995 Santa Cruz
SRC1 Kaninchen | ab2859 Abcam

Tab. 8: HRP-gekoppelte Sekundérantikorper fiir Western Blots

Antikorper Ursprung | Bestellnr. Referenz/Herkunft
Anti-Kaninchen IgG | Affe NA934-1ML | GE Healthcare, Freiburg
Anti-Maus IgG Schaf NA931-1ML | GE Healthcare

Tab. 9: Primarantikorper fur die Durchflusszytometrie

Antikorper

. Ursprung | Bestellnr. | Referenz/Herkunft
EGF-R Maus E2760 Sigma-Aldrich
ERBB2 (HER-2/neu) | Maus 340553 BD Biosciences
IGF-1Ra Maus 555998 BD Biosciences
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Tab. 10: FITC-gekoppelte Sekundarantikorper fiir die Durchflusszytometrie

Antikorper Ursprung Bestellnr. Referenz/Herkunft

F-5387

Anti-Mouse 1gG Ziege Sigma-Aldrich

2.8 Inhibitoren, Antiostrogene und GnRH-l/-ll Agonisten

Die verschiedenen Substanzen wurden gemalf den Angaben der Hersteller ge-
I6st und verwendet und sind zusammen mit ihren Losungsmitteln in Tab. 11

aufgelistet.

Tab. 11: Inhibitoren, Antiéstrogene, Agonisten und verwendete Losungsmittel

Substanz Losungsmittel Referenz/Herkunft
4-Hydroxytamoxifen (OHT) | Ethanol Sigma-Aldrich, Deisenhofen
[D-Lyse]GnRH-II PBS (Grundker et al., 2002a)
Everolimus (RAD001) DMSO Novartis, Nurnberg
Fulvestrant Ethanol Astra-Zeneca, Wedel
Gefitinib DMSO Astra Zeneca
Perifosine PBS Zentaris, Frankfurt
Rapamycin DMSO Calbiochem, Darmstadt
Triptorelin PBS Ferring Pharmaceuticals, Kiel

Der Metabolit 4-Hydroxytamoxifen (OHT) ist der Hauptvermittler der antiostro-
genen Aktivitat von Tamoxifen und wurde in dieser Arbeit daher zur Darstellung
der Effekte von Tamoxifen verwendet (Borgna et al., 1981; Fabian et al., 1981;
Murphy et al., 1991).

2.9 Kommerzielle Reaktionssyteme

ECL Immobilon® Western
innuPREP DNA Mini Kit

innuPREP Gel Extraction Kit

innuPREP PCRpure Kit

Millipore, Schwalbach
Analytik Jena, Jena
Analytik Jena, Jena

Analytik Jena, Jena

JC-1 Mitochondrial Membran Potential Detection Kit AbD Serotec, Dusseldorf

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden
RNase free Dnase Set Qiagen, Hilden

Wizard® SV Genomic DNA Kit

Promega , Mannheim
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2.10 Software und Datenbanken

Adobe Acrobat Reader
Adobe Photoshop 7.0
Chromas Lite 2.0

Clone Manager 7

CellQuest® Software (Version 3.0)
Emboss Align

GraphPad Prism® (Version 5.0)

KC4® Synergy HT

Kodak Digital Science 1D Image Analyse
Software (Version 2.0.3)

Microsoft® Office 2003

Primer 3

Adobe Systems, Minchen
Adobe Systems, Miinchen

Technelysium Pty Ltd, Tewantin,
Australien

Sci-Ed Software, Cary,
USA

Becton Dickinson, Heidel-
berg

http://www.ebi.ac.uk/Tools/
emboss/align/index.html

GraphPad Software Inc., San
Diego, USA

Bio-Tek, Bad Friedrichshall
Kodak, New York, USA

Microsoft Corporation, Unter-
schleillheim

http://biotools.umassmed.edu/
bioapps/primer3_www.cgi
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3 Methoden

3.1 Zellkultivierung

3.1.1 Kultivierung und Passagierung adharenter Zellen

Alle Zellkulturarbeiten wurden an einer Sterilwerkbank durchgefuhrt. Die ver-
wendeten Zelllinien wurden in MEM-Earl Kulturmedium bei 37 °C in einer was-
serdampfgesattigten Atmosphare mit 5 % (v/v) CO; kultiviert. Das Kulturmedi-
um enthielt 10 % (v/v) fotales Kalberserum (fetal calf serum, FCS, 10 pg/ml Pe-
nicillin/Streptamycin-Mix (P/S) und 50 IU Insulin. Das Medium fur die resisten-
ten Sublinien MCF-7-TR und T47D-TR enthielt 1,25 yM 40H-Tamoxifen (OHT).
Beim Erreichen einer Konfluenz von ca. 70 - 80 % oder bei Bedarf an einer Ex-
pansion, wurden die Zellen passagiert. Hierfur wurden die Zellen mit PBS ge-
waschen und anschlieBend mit Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 % in D-PBS) bei
37 °C inkubiert. Nach dem Abl6sen der Zellen wurde die Reaktion mit MEM-
Earl Kulturmedium abgestoppt und die Zellsuspension bei 300 x g 5 min zentri-
fugiert. Das Zellpellet wurde in MEM-Kulturmedium resuspensiert. Nach Be-
stimmung der Zellzahl wurde eine entsprechende Anzahl Zellen auf Zellkultur-
gefalde verteilt oder in Einfriermedium aufgenommen. Die Zellen wurden nicht

gezahlt, wenn sie direkt zur Proteingewinnung lysiert wurden.

3.1.2 Kryokonservierung und Auftauen eukaryotischer Zellen

Um Zellen langfristig zu konservieren, wurden Zellpellets mit der entsprechen-
den Zellzahl in Einfriermedium aufgenommen und zunachst bei -80 °C gelagert.
AnschlieRend erfolgte die Lagerung der Zellen in flissigem Stickstoff (ca.
-196 °C). Zum Auftauen der Zellen wurden diese bei 37 °C erwarmt und moég-
lichst rasch mit MEM-Earl Kulturmedium gewaschen. Nach Zentrifugation bei
300 x g wurde das entstandene Pellet in MEM-Earl Kulturmedium resuspendiert

und die Zellen kultiviert.
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3.1.3 Zellzéahlung

Die Zellzahlbestimmung wurde mit einer Neubauer-Zahlkammer (0,1 mm Tiefe,
0,0025 cm? Flache, Laboroptik, Friedrichsdorf) unter einem Lichtmikroskop
durchgefuhrt. Der Ausschluss von toten Zellen erfolgte mittels Trypanblau-
Farbung, bei der Zellsuspension und Trypanblau-Lésung in einem Verhaltnis

von 1:2 gemischt wurden.

3.2 alamarBlue®-Proliferationsassay

Die Proliferation von Zellen wurde mittels alamarBlue®-Proliferationsassay be-
stimmt. alamarBlue® ist ein Farbstoff, dessen Umsetzung vom oxidierten Zu-
stand in den reduzierten Zustand auf der Atmungsaktivitat (Elektronentransport)
der Mitochondrien basiert (Ahmed et al., 1994). Inhaltsstoff von alamarBlue® ist
der Redox-Indikator Resazurin, der in oxidierter Form ein Absorptionsmaximum
bei 570 nm aufweist und somit blau erscheint. Durch Reduktion verschiebt sich
das Absorptionsmaximum zu 630 nm und der Farbstoff (Resorufin) erscheint
rot. Dies kann mittels UV-Spektrometrie und Fluoreszenzspektrometrie gemes-
sen werden. Wurde die Proliferation gehemmt oder besitzen die Zellen eine
verminderte Vitalitat, fallt der Farbumschlag gering aus.

Die entsprechende Menge Zellen (siehe Tab. 12) wurde in 96-Well-Platten in
MEM-Earl Kulturmedium fir Apoptose- und Proliferationsassays ohne Phenolrot
und mit 10 % (v/v) CD-FCS, um den Einfluss exogener Ostrogene auszuschlie-
Ren, ausgesat, um den Einfluss exogener Ostrogene auszuschlieRen. Nach 24
Stunden wurden die Zellen fur weitere 96 Stunden zusammen mit den entspre-
chenden Substanzen inkubiert und danach vermessen. Die Anwendung von
alamarBlue® erfolgte dabei nach den Angaben des Herstellers. Die spektralpho-
tometrische Messung wurde bei A = 570 nm und als Referenz bei A = 630 nm in

einem Multidetektions-Mikrotiterplattenleser durchgeflhrt.
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Tab. 12: Aussaatdichten der verschiedenen Zelllinien fiir den alamarBlue®-
Proliferationsassay

Zelllinie Aussaatdichte
MCF-7 750 Zellen/Well
MCF-7-TR | 2000 Zellen/Well
T47D 2000 Zellen/Well
T47D-TR | 2000 Zellen/Well

3.3 Methoden zur Identifizierung und Quantifizierung von
Apoptose

3.3.1 Quantifizierung von Apoptose mittels
Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie konnen Zellen aufgrund ihrer fluoreszierenden und
lichtstreuenden Effekte analysiert und charakterisiert werden. Dazu werden die
Zellen in Suspension in einem dunnen Flussigkeitsstrahl in einer Kapillare anei-
nandergereiht (hydrodynamische Fokussierung) und passieren so einzeln den
Laserstrahl. Physikalische Zelleigenschaften wie Grdélle und Granularitat
bestimmen die charakteristische Streuung des Laserlichtes. Die Streuung ent-
lang des Laserlichtstrahls in Vorwartsrichtung gibt Auskunft Uber die Grolde der
Zelle. Dieser Parameter wird als forward scatter (FSC) bezeichnet. Des Weite-
ren erfolgt eine von der Granularitat abhangige Streuung im rechten Winkel
zum einfallenden Licht. Diese Seitwartsstreuung wird als side scatter (SSC)
bezeichnet und ist umso hoher, je groRer die Granularitat der Zelle ist. Die ge-
wonnenen Streulicht- und Fluoreszenzdaten werden von speziellen Detektoren
erfasst und verstarkt (sog. Photomultiplier, PMT).

Die Aufnahme und Analyse der verschiedenen Parameter der Zellen wird mit
Hilfe des Programms CellQuest (Version 3.0) ausgewertet. Die durchflusszyto-
metrischen Messungen zur Bestimmung der Apoptose-Rate wurden an einem
Durchflusszytometer (FACScalibur) mit Argon-Laser (Becton Dickinson) vorge-
nommen. Zuvor wurden die Zellen nach einer Methode von Nicoletti et al. be-
handelt., bei der die DNA der intakten Zellkerne mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Propidiumiodid (Pl) angefarbt wird, nachdem die Zellmembran mit Triton X-100
lysiert wurde (Nicoletti et al., 1991). Als Grundlage dieses Apoptoseassays

dient der Nachweis von DNA-Strangbrichen, zu denen es in der spaten Apop-
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tose kommt. Kleine, abgebaute DNA-Fragmente konnen die Zellkerne uber de-
ren Kernporen verlassen, so dass der DNA-Gehalt in den Zellkernen mit fortlau-
fender Apoptose abnimmt und mit Propidiumiodid nachgewiesen werden kann.
FiUr die Analyse der Apoptose wurden die Zellen in 6-Well-Platten in normalem
Kulturmedium ausgesat, nach 24 h mit PBS gewaschen und weitere 24 Stun-
den mit MEM-Earle (siehe Tab. 2) mit 4 mM L-Glutamin ohne FCS und Phenol-
rot inkubiert. Dann wurden die Zellen 96 h mit MEM-Earl Kulturmedium fur A-
poptose- und Proliferationsassays ohne Phenolrot und mit 10 % (v/v) CD-FCS,
um den Einfluss exogener Ostrogene auszuschlieRen, und den entsprechenden
Substanzen kultiviert. Fiir die Messung werden 1 x 10° Zellen benétigt, die in
200 - 500 pl Nicoletti-Losung resuspendiert wurden. Anschlie3end erfolgte die
Inkubation Uber Nacht bei 4 °C und die Messung im FACScalibur.

3.3.2 Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials

Der Verlust des mitochondrialen Membranpotentials, der durch Porenbildung in
den Mitochondrienmembran verursacht wird, ist charakteristisch fur die frihe
Apoptose des intrinsischen Weges. Der elektrochemische Gradient kann mit
Hilfe des lipophilen, kationischen Fluoreszenzfarbstoffes JC-1 bestimmt werden
(Smiley et al., 1991). JC-1 kann sowohl die Plasma- als auch die Mitochond-
rienmembran passieren und reichert sich im negativ geladenen Inneren der Mi-
tochondrien gesunder Zellen an und bildet dort rot fluoreszierende Aggregate.
In apoptotischen Zellen fihrt das verringerte Membranpotential dazu, dass JC-1
keine Aggregate bilden kann und als grun fluoreszierendes Monomer vorliegt.

Zur Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentialverlusts wurde der JC-1
Mitochondrial Membran Detection Kit der Firma AbD Serotec verwendet und
nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Die Messung erfolgte im Multidetek-

tions-Mikrotiterplattenleser von Bio-Tek.

3.4 Durchflusszytometrie-Analyse von Zelloberflachen-
rezeptoren

Mittels Durchflusszytometrie konnen Zellen hinsichtlich der Dichte der Rezepto-

ren auf ihrer Oberflache analysiert werden. MCF-7, MCF-7-TR, T47D und

T47D-TR wurden bezuglich des EGF-R, des ERBB2 und des IGF-1R so analy-
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siert. Dazu wurden jeweils 1 x 10° Zellen in 50 pl HBSS mit 0,1 % Natriumazid,
1,5 % HEPES sowie 2 % FCS resuspendiert. Zu dieser Zellsuspension wurden
jeweils 50 ul Lésung mit dem Primarantikdrper gegeben. Nach einer einstindi-
gen Inkubation auf Eis wurden die Zellen drei Mal mit HBSS gewaschen und,
falls notig, mit dem FITC-konjugierten Sekundarantikorper eine weitere Stunde
auf Eis inkubiert. Nach erneutem dreifachem Waschen mit HBSS wurde die
Analyse umgehend an einem FACScalibur Durchflusszytometer vorgenommen.
Die Ergebnisse der Analyse wurden mit dem Programm CellQuest (Version 3.0)
ausgewertet. Bei der Negativkontrolle wurde auf den Primarantikdrper verzich-

tet. Bei jeder Messung wurden 1 x 10° Zellen analysiert.

3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 Isolierung von Nukleinsauren

Isolierung von RNA aus adharenten Zellen

Zur Isolierung von RNA aus adharenten Zellen wurde der RNeasy® Mini Kit der
Firma Qiagen verwendet. Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen (25 cm?) aus-
gesat und bei einer Konfluenz von 80 % nach den Angaben des Herstellers
aufgearbeitet.

Isolierung von genomischer DNA aus adharenten Zellen

Zur Isolierung von genomischer DNA aus MCF-7, MCF-7-TR, T47D und T47D-
TR Zellen wurde der Wizard® SV Genomic DNA Kit von Promega oder der in-
nuPREP DNA Mini Kit von Analytik Jena verwendet und nach den Herstelleran-

gaben durchgeflhrt.

3.6 Quantifizierung von Nukleinsauren

UV-Licht fahrt zur Anregung zyklisch konjugierter 1-Elektronen der Pyrimidin-
und Purinbasen von DNA und bewirkt den Elektronenubergang in ein nichtbe-
setztes 1-Orbital. Der pH-Wert und die Polaritat des umgebenden Losungsmit-
tels kdnnen sowohl die Wellenlangen der Absorptionsmaxima als auch die mo-
laren Extinktionskoeffizienten beeinflussen (Wilfinger et al., 1997).

Die Konzentration einer DNA-LGsung wurde mittels Messung der Absorption bei

A = 260 nm (Azso) bestimmt, da Nukleinsauren bei dieser Wellenlange ihr Ab-
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sorptionsmaximum besitzen. Hierbei entspricht eine Azso von 1,0 einer Konzent-
ration von 50 pg ml™" doppelstriangiger DNA. Werte fiir andere Nukleinsauren
sind in Tab. 13 angegeben. Die Messung ist im Bereich von Ay = 0,1 bis 1,0
direkt proportional zur Konzentration. Hoher konzentrierte Proben wurden ent-
sprechend mit Wasser verduinnt. Die Messung wurde in UV-Klvetten mit einer
Schichtdicke von 1 cm mit Wasser als Referenz durchgefuhrt. Proteine, die bei
einer DNA/RNA-Praparation als Verunreinigung gelten, besitzen ihr Absorpti-
onsmaximum bei A2so. Das Verhaltnis von Agsp zu Azgp gibt Auskunft Uber Prote-
inkontaminationen in der Losung, wobei der Wert zwischen 1,8 und 2 liegen
sollte (Glasel, 1995). Fur die Messungen wurde das BioPhotometer 6131 der

Firma Eppendorf verwendet.

Tab. 13: Umrechnungsfaktoren zur Bestimmung von Nukleinsaurekonzentrationen
durch Absorptionsspektroskopie

Nukleinsdure | Ags =1
dsDNA =~ 50 pg/mi
ssDNA = 37 ug/mi
Oligonukleotide | = 30 pg/ml
RNA = 40 pg/mi

3.7 Reverse Transkription

Die Reverse-Transkriptase-PCR dient dazu spezifische RNA-Sequenzen zu
amplifizieren. Zunachst muss die RNA in einen komplementaren DNA-Strang
(cDNA) umgeschrieben werden, was als reverse Transkription (RT) bezeichnet
wird (Veres et al., 1987). Dies wird von RNA-abhangigen DNA-Polymerasen
durchgefuhrt, die einen Primer als Startpunkt bendtigen. Es wird ein Oligo-d(T)-
Primer verwendet, der mehrere Thymin-Basen enthalt, die komplementar zum
Poly(A)-Schwanz am 3'-Ende der mRNA sind. Somit kann eine DNA-Synthese
uber die gesamte Lange der RNA stattfinden. Anschlielend wird die Probe in
eine PCR eingesetzt, in der die gebildete cDNA als template dient.

In die RT wurde 1 ug RNA eingesetzt und mit 8 pl Oligo-d(T)-Primer (Invitrogen,
Karlsruhe) 3 min bei 72 °C inkubiert. Anschlielend wurde der Enzym-Mix (siehe
Tab. 14) hinzugegeben und der Ansatz 60 min bei 37 °C inkubiert und bei 95 °C
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10 min denaturiert. Die entstandene cDNA wurde als template in eine PCR ein-

gesetzt.

Tab. 14: Komponenten eines RT-PCR-Ansatzes

Komponente Einsatz [ul] | Ausgangskonzentration
RT-Puffer 8 5x
DTT 4 100 mM
dNTPs (Roche) 4 10 mM
RNase-Inhibitor (Promega) | 1 k. A.
SuperScript Il (Invitrogen) |2 k. A.

3.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der se-
lektiven in vitro Amplifikation von DNA (Saiki et al., 1988). Zwei kurze Oligo-
nukleotide, die Primer, flankieren die zu amplifizierende DNA-Region, template,
an Strang und Gegenstrang und bilden den Ausgangspunkt der DNA-Synthese
durch eine hitzestabile DNA-Polymerase unter Verwendung von Desoxynukleo-
sidtriphosphaten (dNTPs). Der erste Schritt eines PCR-Zyklus ist die Denaturie-
rung der DNA in ihre Einzelstrange durch Erhéhung der Temperatur auf 95 °C.
Der zweite Schritt ist die Anlagerung der Primer. Dafur wird die Temperatur auf
eine Primer-spezifische Anlagerungstemperatur (annealing-Temperatur) ge-
senkt. Zur Elongation der Primer wird die Temperatur auf das Temperaturopti-
mum von 72 °C der verwendeten Taqg-DNA-Polymerase erhoht, die vom
3’-Ende der Primer aus den neuen DNA-Strang synthetisiert. Dies geschieht, in
dem neue dNTPs Uber den a-Phosphatrest mit der 3-OH-Gruppe des vorange-
gangen dNTPs unter Freisetzung von Pyrophosphat verkntpft werden. Die Tag-
DNA-Polymerase stammt aus dem Organismus Thermus aquaticus (Saiki et al.,
1988).

Schlief3lich wird das neu gebildete PCR-Produkt wieder zu Einzelstrangen de-
naturiert und steht dem nachsten PCR-Zyklus zur Primer-Anlagerung wieder
zur Verfuigung. Durch eine zyklische Wiederholung dieses Prozesses kann eine
exponentielle Amplifikation erreicht werden. In Tab. 15 sind alle Komponenten
eines PCR-Ansatzes zur Herstellung eines PCR-Amplikons aufgelistet. Tab. 16

fasst den Ablauf der PCRs fur die jeweiligen Gene zusammen. Am Beginn jeder
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PCR stand eine initiale Denaturierungsphase von 10 min bei 94 °C, am Ende
wurde die Temperatur 10 min bei 72 °C gehalten, um die letzte Elongation auf
jede Fall vollstandig ablaufen zu lassen. Die in der reversen Transkription ge-
wonnene cDNA aus den Zellen MCF-7, MCF-7-TR, T47D und T47D-TR wurde
in verschiedenen PCRs eingesetzt. Hierbei wurden Primer eingesetzt, die Se-
quenzen auf der cDNA der Gene fir AlIB1, SRC-1, SMRT, N-CoR, PTEN, Aro-
matase und GPR 30 flankieren. In der semiquantitativen PCR diente die Ampli-
fikation eines Abschnitts der cDNA des Gens |7 als Kontrolle. |7 ist ein Haus-
haltsgen (housekeeping-Gen) und kodiert flr ein ribosomales Protein, das in
allen Geweben exprimiert wird. Die PCR-Produkte wurden Uber Agarose-
Gelelektrophorese (s. u.) aufgetrennt, anschlielRend dokumentiert und analysiert
oder ausgeschnitten und aufgereinigt (siehe 3.9.1). Die DNA fur die extern
durchgefuihrten Sequenzierungen wurden durch eine PCR mit genomischer
DNA und Primern, die die zu untersuchenden Exons flankieren, generiert.

In Tab. 15 ist das Pipettierschema und in Tab. 16 das PCR-Programm fur das

jeweilige Gen zusammengefasst.

Tab. 15: Komponenten eines Standard-PCR-Ansatzes

Komponente |Einsatz [pl] | Ausgangskonzentration
H.O 11,025 /
dNTPs 1,2 1 mM
PCR-Puffer 1,5 10 x
DNA-template | 0,6 10-100 ng/pl
forward-Primer |0,3 20 uM
reverse-Primer |0,3 20 uM
Tag-Polymerase | 0,075 5 U/l
Gesamtvolumen | 15 /
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Tab. 16: Parameter der durchgefiihrten PCRs

. annealing- .

Gen Denaturierung T Elongation | Zyklen
RT-PCR 130s,94°c |30, 57°C 60's,72°C |22
aibl
RT-PCR 149 s, 94 °C 60 s, 52 °C 120's,72°C |24
aromatase
RT-PCR 130s,094°c  |30s,60°C 120's, 72 °C | 35
gpr30
RT-PCR 130s,094°c  |30s,58°C 60s,72°C |24
Nn-cor
RT-PCR 1305 94°c |60, 51°C 120's, 72 °C | 32
pten
RT-PCR 1305 94°c |30, 58°C 60's,72°C |32
smrt
RT-PCR 130s,94°c  |30s,57°C 60s,72°C |28
src-1
pten 50s,94°C  |50s,55°C 60s,72°C |45
Exon 1
pten 50s,94°C  |50s,52°C 60s,72°C |45
Exon 2
pten 50s,94°C  |50s,53°C 60's,72°C |45
Exon 3
pten 50s,94°C  |50s,50°C 60's,72°C |45
Exon 4
pten 50s,94°C  |50s,50°C 60's,72°C |45
Exon 5a
pten 50s,94°C  |50s,55°C 60's,72°C |45
Exon 5b
pten 50s,94°C  |50s,58°C 60's,72°C |45
Exon 6
pten 50s,94°C  |50s,55°C 60s,72°C |45
Exon 7
pten 50s,94°C  |50s,51°C 60s,72°C |45
Exon 8a
pten 50s,94°C  |50s,55°C 60s,72°C |45
Exon 8b
pten 50s,94°C  |50s,58°C 60s,72°C |45
Exon 9

ik3ca 30,
Exon , |30s94°C  |61-57°C 60's, 72°C |30
touchdown-PCR
ik3ca 30s,
P 30s,94°C  |57—-50°C 60s,72°C |30
Exon 20

touchdown-PCR
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3.9 Agarose-Gelelektrophorese

Die Elektrophorese in Agarosegelen erlaubt die Auftrennung von DNA nach
Grolde in einer Matrix aus Agarose, bei der die Konzentration die Maschenweite
des Gels bestimmt (McDonell et al., 1977). Agarose ist ein Polysaccharid und
wird aus roten Meeresalgen gewonnen. Die Agarose wird durch Aufkochen in
Pufferlosung geldst und geliert beim Abkuhlen. Durch das Anlegen einer
Gleichspannung an horizontale, pufferiberschichtete Gele kénnen die negativ
geladenen Nukleinsauren im elektrischen Feld nach ihrer GroRe aufgetrennt
werden, da sie unterschiedliche Laufgeschwindigkeiten besitzen. Die Agarose-
Gelelektrophorese ist reproduzierbar und Uber einen weiten GroRenbereich der
DNA besteht eine lineare Abhangigkeit zwischen dem Logarithmus (logqo) der
Lange des linearen Fragments in Bp und der Wanderungsstrecke. Die Wande-
rungsgeschwindigkeit von DNA-Molekulen hangt auRerdem davon ab, ob sie
superhelikal, offen, doppelstrangig, linear oder einzelstrangig vorliegen. Die
Nukleinsaure-Banden kénnen durch Farbstoffe wie Ethidiumbromid (EthBr), die
zwischen die Basen der DNA interkalieren, nachgewiesen werden. Nach Anre-
gung mit UV-Strahlung (A=302nm) fluoresziert der Ethidiumbromid-
Nukleinsaure-Komplex als rot-orange leuchtende Bande und erlaubt so eine
Analyse und Dokumentation. Zur Auftrennung wurden Gele mit 0,5 -
1,0 % (w/v) Agarose verwendet. Die entsprechende Menge an Agarose wurde
dafur in 1 x TBE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht und ohne Luftblasen in die
Gelkammern mit eingestecktem Kamm gegossen. Nach Aushartung des Gels
wurde es mit 1 x TBE-Puffer in einer Elektrophoresekammer Uberschichtet und
der Gelkamm gezogen. 10 ul der zu analysierenden Nukleinsdureproben wur-
den mit 2 pl 10 x DNA-Ladepuffer versetzt und 10 pl dieses Gemischs in die
Geltaschen pipettiert. Als Referenz diente ein DNA-Fragmentlangen-Standard
(100 bp Ladder, Invitrogen).

Bei einer Spannung von 85V dauert ein Lauf ca. 45 min, wobei die Farbbande
des DNA-Ladepuffers am schnellsten migriert und so eine Kontrolle der Lauf-
weite und eine eventuelle Anpassung der Parameter ermoglicht. Die Gele wur-
den anschlielend 15 — 20 min im EthBr-Bad gefarbt, in H,O gewaschen und

auf dem UV-Transilluminator mit dem Kodak Digital Science® Electrophoresis
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Documentation And Analysis System DC120 (Kodak) dokumentiert und ausge-

wertet.

3.9.1 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen und von PCR-
Produkten

Eine Aufreinigung von PCR-Produkten der genomischen DNA, die sequenziert

werden sollten, erfolgte mittels des innuPREP PCRpure Kits von Analytik Jena

oder des QIAquick PCR Purification Kits von Qiagen. Die RT-PCR Amplifikate

von gpr30 und pten, die ebenfalls sequenziert werden sollten, wurden aus dem

Agarosegel ausgeschnitten und mit Hilfe des innuPREP Gel Extraction Kit von

Analytik Jena nach Herstellerprotokoll aufgereinigt.

3.10 Proteinbiochemische Methoden

3.10.1 Praparation von Zelllysaten

Zur Gewinnung von Zelllysaten fur die Proteinanalytik wurden die Zellpellets
zweimal in PBS gewaschen, bei 300 x g 5 min zentrifugiert und anschlie3end in
20 — 500 pl Lysepuffer (CelLytic®-M, Sigma-Aldrich), abhangig von der Pel-
letgrolde, resuspendiert. Um den Abbau der Proteine und Dephosphorylierun-
gen zu verhindern, wurde ein Protease-Inhibitor-Cocktail (Sigma-Aldrich) und
ein Phosphatase-Inhibitor-Cocktail zugesetzt. Die resuspendierten Pellets wur-
den anschlieend 15 min bei RT und 800 U/min geschuttelt und dann bei 4 °C
und 20.000 x g 15 min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgenommen
und eine Proteinbestimmung durchgefuhrt oder die Proben wurden bis zur wei-

teren Verwendung bei -80 °C gelagert.

3.10.2 Quantifizierung von Proteinen nach Bradford

Die Proteinbestimmung wurde nach der Methode von Bradford mit Hilfe eines
Proteinassays (Bio-Rad) durchgefuhrt (Bradford, 1976). Der Farbstoff Coomas-
sie Brilliant Blau bildet mit den Seitenketten der Proteine Komplexe, deren Ab-
sorptionsmaximum bei A = 595 nm liegt. Das Absorptionsverhalten nimmt linear
mit der Konzentration der Proteine zu. Zur Ermittlung einer Kalibrierungsgera-
den dienen BSA (bovines Serumalbumin)-Losungen mit verschiedenen, be-

kannten Konzentrationen Coomassie Brilliant Blau (Bio-Rad) wurde 1:5 mit H,O
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verdunnt und filtriert. Die Zelllysate wurden 1:20 mit H,O verdinnt und 50 pl
dieser Proben und des Standards wurden mit 2,5 ml der verdinnten Coomas-
sie-Losung versetzt. Nach 10 — 50-minutiger Inkubation der Proben wurden
350 pl jedes Ansatzes in die Vertiefungen einer 96-Well-Platte gegeben und bei
A =595 nm im Multidetektions-Mikrotiterplattenleser (Bio-Tek) gemessen. Es

wurden Dreifach-Bestimmungen durchgefihrt.

3.10.3 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) diente der Auftrennung
von Proteingemischen nach ihrer GroRe. SDS (sodium dodecyl sulfate, Natri-
umdodecylsulfat) ist ein anionisches Detergenz, das an Proteine anlagert und
so deren Eigenladung Uberdeckt. Es entstehen Mizellen mit konstanter negati-
ver Ladung pro Masseneinheit. Die Gelmatrix bei der diskontinuierlichen SDS-
PAGE ist in zwei Bereiche eingeteilt: In ein weitporiges Sammelgel und ein
engporiges Trenngel, die sich in ihrem Acrylamidgehalt unterscheiden
(Laemmli, 1970).

Nach dem Giellen des Trenngels (siehe Tab. 18) zwischen zwei Glasplatten
wurde dieses mit Isopropanol Uberschichtet, um eine scharfe Kante zu erzielen.
War das Gel fertig polymerisiert, wurde es mit dem Sammelgel (siehe Tab. 17)
uberschichtet, in welches der Kamm zur Ausformung der Probentaschen ge-
steckt wurde. Firr die SDS-PAGE wurde die Mini-Protean® Il Elektrophorese
Apparatur (Bio-Rad) verwendet und nach den Angaben des Herstellers aufge-
baut. Die Proben wurden mit zweifach konzentriertem Laemmli-Probenpuffer
versetzt und bei 95 °C 3 min denaturiert. Nach dem Abkuhlen der Proben auf
Eis, wurde das Gel mit diesen und dem Molekularmassenmarker (Precision
Plus Protein® Standards, Bio-Rad) beladen. Die Elektrophorese erfolgte 30 min
bei 80 V und anschlielfiend 60 min bei 150 V in SDS-Elektrophorese-Puffer. Die
aufgetrennten Proteine konnten nun im Western Blot auf Nitrocellulose-

Membranen transferiert und analysiert werden.
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Tab. 17: Zusammensetzung des Sammelgels fiir die SDS-PAGE

Komponente Einsatz
H,O 3,1 ml
Prosieve 50 Gel Solution | 0,5 ml
1,0 mM Tris 1,3 ml
10 % SDS 50 pl
10 % APS 50 ul
TEMED 4yl

Tab. 18: Zusammensetzung von Trenngelen mit 10 und 14 % Acrylamid fir die SDS-

PAGE
Material 10 % Trenngel 14 % Trenngel

H.0 5,3 ml 4,8 ml
Prosieve 50 Gel Solution 2,0ml 2,5ml
1,0 mM Tris 2,5ml 2,5ml
10 % SDS 100 pl 100 pl
10 % APS 100 pl 100 pl
TEMED 4 pl 4 ul

3.10.4 Western Blot

Beim Western Blot oder Immuno Blot werden die mittels SDS-PAGE aufge-
trennten Proteinbanden aus der Polyacrylamidmatrix Uber das senkrecht zum
Gel angelegte elektrische Feld eluiert und auf eine Membran transferiert, um sie
dann durch Reaktion mit spezifischen Antikdrpern nachweisen zu kdénnen. Fur
den Western Blot wurde das Mini Trans-Blot Cell System von Bio-Rad verwen-
det und nach den Angaben des Herstellers aufgebaut. Auf der zur Anode wei-
senden Seite des Gels wurde eine Nitrozellulosemembran (0,2 ym, Hybond-
ECL®, GE Healthcare) aufgelegt. Auf beiden Seiten des Gels wurden je zwei
Lagen Filterpapier und je ein Schwamm angeordnet. Die Membran, die Filter-
papiere und die Schwamme wurden zuvor mit Transferpuffer (siehe Tab. 1) ge-
trankt und es wurde darauf geachtet, dass keine Luftblasen zwischen Nitrozellu-
losemembran und Gel gerieten. Das mehrlagige Packchen wurde in eine Gitter-
kassette gepackt, die senkrecht in die mit Transferpuffer geflllte Blottingappara-
tur gebracht wurde, so dass die Nitrozellulosemembran der Anode zugewandt
war. Der Transfer erfolgte uber 60 min bei 100 V. AnschlieRend diente der vor-
gefarbte Molekularmassenmarker zur Kontrolle der Transfereffizienz. Um das

Bandenmuster der Proteine nach dem Transfer sichtbar zu machen, wurde die
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Membran in einigen Fallen zunachst mit Ponceau-Rot S (Sigma-Aldrich) geman
des Herstellerprotokolls gefarbt oder direkt der immunologischen Detektion des

nachzuweisenden Proteins zugefuhrt.

3.10.5 Detektion und Visualisierung

Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Membranen 60 min
bei Raumtemperatur in blocking-Losung inkubiert. AnschlieRend wurden die
Nitrozellulosemembranen drei Mal 10 min mit TBST-Puffer gewaschen, gefolgt
von der Inkubation mit dem Primarantikoérper (siehe Tab. 7) in einer 1:1000 oder
1:2000 Verdunnung in einer 5 % BSA-TBST-LOsung bei 4 °C uber Nacht. Da-
nach erfolgte, nach wiederholtem Waschen mit TBST, unter gleichen Bedin-
gungen die Inkubation mit dem Peroxidase-gekoppelten Anti-Kaninchen oder
Anti-Maus Sekundarantikérper (1:10000 oder 1:20000 in TBST, GE Healthcare,
siehe Tab. 8) 1 h bei Raumtemperatur.

Vor der Visualisierung wurden die Membranen dreimal 10 min mit TBST gewa-
schen. Zur Detektion der gebundenen Sekundarantikorper wurde eine ECL-
Lésung (Immobilon®, Millipore) eingesetzt. Das Reagenz zeigt bei der katalyti-
schen Umsetzung durch Peroxidase eine Chemoluminiszenz mit einem Maxi-
mum bei A = 430 nm, mit der Rontgenfilme belichtet werden konnen. Es wurden
Rontgenfilme der Firma Kodak verwendet, die nach der Exposition in einer
Roéntgenfilmkassette (Barthel X-Ray GmbH, Minchen), im Rdntgenfilmentwick-

ler SRS-101A (Konica) in einer Dunkelkammer entwickelt wurden.

3.10.6 Strippen von Nitrozellulosemembranen

Um eine Nitrozellulosemembran erneut mit einem Primarantikorper hybridisie-
ren zu kdnnen, muss diese Membran von bereits gebundenen Antikorpern be-
freit werden. Dieser Vorgang wird als strippen bezeichnet und wurde mit dem
Antibody Stripping Buffer der Firma Uptima Interchim (Bourg-lés-Valence, F)
durchgefuhrt. Die Membranen wurden flr 15 min bei RT und 1000 U/min mit
diesem Puffer inkubiert, anschlieend mit H,O gesplilt, erneut geblockt und mit
dem neuen Primarantikorper behandelt. Das Strippen der Membranen wurde

maximal drei Mal pro Nitrozellulosemembran durchgefihrt.
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3.11 Dokumentation und statistische Analyse

Die Dokumentation und Analyse der Western Blots bzw. der belichteten Ront-
genfilme erfolgte mittels Kodak Digital Science 1D Image Analyse Software
(Version 2.0.3).

Agarosegele wurden mit dem Kodak Digital Science® Electrophoresis Docu-
mentation And Analysis System DC120 fotografiert und mit der Kodak Digital
Science 1D Image Analyse Software (Version 2.0.3) ausgewertet.

Zur statistischen Auswertung und graphischen Darstellung der Ergebnisse dien-
te die Software GraphPad Prism (Version 5.0). Zur Varianzanalyse wurde der
one-way ANOVA-Test und zur Bestimmung der Signifikanz der einzelnen Wer-

tegruppen der Newman Keuls post-hoc-Test angewendet.

3.12 Bestimmung der zeitlichen Abhangigkeit der Wirkung
von GnRH-I- und -ll-Analoga, Gefitinib und Perifosine
auf phospho-Akt

Die Zellen wurden bis zum Erreichen einer Konfluenz von 70 % kultiviert, bevor
sie mit PBS gewaschen und weitere 24 Stunden mit MEM-Earle mit 4 mM L-
Glutamin ohne FCS und Phenolrot inkubiert wurden. Dann wurden die Zellen
mit MEM-Earl Kulturmedium ohne Phenolrot mit 10 % (v/v) CD-FCS, 0,22 %
(w/v) NaHCO3; und 4 mM L-Glutamin (Medium fur Apoptose- und Proliferation-
sassays) kultiviert. Die Behandlung erfolgte mit Gefitinib, Triptorelin und [D-
LysB]GnRH—II 15, 30, 45 und 60 min, mit Perifosine 15, 30, 45, 60 min und 72 h.
Nach Ende der Behandlung wurden die Zellen, wie in den Abschnitten 3.1.1
und 3.10.1 beschrieben, abgeldst und der Probenvorbereitung fur den Western

Blot zugeflihrt (siehe oben).
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss von GnRH-I- und -lI-Agonisten auf die
PI3K/Akt-Signaltransduktionskaskade

Um zu untersuchen, ob in den verwendeten Sublinien MCF-7-TR und T47D-TR
verstarkt phosphoryliertes Akt als ein Mediator der PI3-Kinase/Akt-
Signalkaskade vorlag (Abb. 3) und ob die agonistisch wirkenden GnRH-I- und —
ll-Analoga Triptorelin und [D-Lys®]GnRH-II einen Einfluss auf diese Phosphory-
lierung hatten (Abb. 4), wurden Western Blots durchgeflhrt.

Aus Abb. 3 wird ersichtlich, dass in den sekundar OHT-resistenten Sublinien
keine Veranderung der basalen Akt-Expression im Vergleich zu den parentalen
Mammakarzinomzellen MCF-7 und T47D vorlag. In den resistenten Sublinien
zeigte sich im Vergleich zu den parentalen Zellen eine deutlich erhohte Aktivie-
rung von Akt, was durch einen deutlichen Anstieg der Phosphorylierung an
Ser*” (phospho-Akt) nachgewiesen werden konnte. Dieser Effekt wurde in finf
unabhangigen Versuchen in flinf verschiedenen Passagen jeder Sublinie beo-

bachtet. Die Phosphorylierung an Thr®

wurde analog untersucht und lieferte
vergleichbare Ergebnisse in allen verwendeten Zellen. Abb. 4 zeigt die durch
1x 107 M Triptorelin und 1x107"M [D-Lys®]JGnRH-II  hervorgerufene
Dephosphorylierung von Akt innerhalb von einer Stunde in den resistenten Sub-
linien MCF-7-TR und T47D-TR. Hierbei wird die zeitliche Abhangigkeit der
Dephosphorylierung deutlich, da eine langere Inkubationsdauer zu einer starke-

ren Abnahme fihrte. Die basale Akt-Expression blieb hierbei unverandert. Der

MCF-7 MCF-7-TR T47D T47D-TR

B0 kDA | e — — e | ALt
60 kDa A s | phospho-Akt
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Abb. 3: Western Blot-Nachweis der Akt-Expression und —Phosphorylierung bei MCF-7
und T47D Zellen und ihren OHT-resistenten Sublinien MCF-7-TR und T47D-TR.
Beide resistenten Sublinien zeigten eine erhéhte Phosphorylierung an Ser*”® und damit
eine verstarkte Aktivitdt von Akt. Der Nachweis von Aktin fungierte als Ladungskontrol-
le.
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Versuch wurde funf Mal mit finf unterschiedlichen Passagen durchgeftihrt, Abb.

4 zeigt reprasentative Western Blots.

A Triptorelin

MCF-7-TR
K 15° 30° 45° 60°

60 kDa | “— S — | Akt

60 KDa | s om— phospho-Akt

—

T47D-TR
K 15° 30° 45° 60°

60 kDa | — — — phospho-Akt
B [D-Lys6]GnRH-II
MCF-7-TR

K 15° 30 45° 60

60 kDa e — — « s | phospho-Akt

T47D-TR
K 15° 30° 45° 60°

60 kDa | e . a— — — Akt
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T — c—

Abb. 4: Western Blots von basalem und phosphoryliertem Akt nach Behandlung mit
GnRH-I- und -ll-Analoga. (A) Wirkung von 1 x 10" M Triptorelin (GnRH-I-Analogon)
auf Akt und phospho-Akt bei MCF-7-TR und T47D-TR. (B) Wirkung von 1 x 10" M
[D-LysG]GnRH-II (GnRH-II-Analogon) auf Akt und phospho-Akt bei MCF-7-TR und
T47D-TR. Beide Analoga verringerten innerhalb einer Stunde die Phosphorylierung von
Akt; K = Kontrolle, MCF-7-TR und T47D-TR = 4-Hydroxytamoxifen-resistente Mamma-
karzinom-Subzelllinien.
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4.2 Bestimmung der Zelloberflachendichte des EGF-
Rezeptors, des ERBB2 und des IGF-1-Rezeptors

Um die Dichte des EGF-Rezeptors (ERBB), des ERBB2 (HER-2/neu) und des
IGF-1-Rezeptors an der Zelloberflache von MCF-7 und T47D sowie deren OHT-
resistenten Sublinien MCF-7-TR und T47D-TR zu analysieren, wurden die Zel-
len nach Antikdrpermarkierung mittels Durchflusszytometrie untersucht. Bei den
OHT-resistenten MCF-7 war eine deutliche Abnahme der Dichte des IGF-1R
und des EGF-R zu beobachten. Die Dichte des ERBB2 war im Vergleich zu den
parentalen Zellen bei MCF-7-TR erhoht. Bei T47D-TR war die Dichte des
EGF-R leicht und die des ERBB deutlich gegenuber T47D erhoht. Die Dichte
des IGF-1R war deutlich reduziert gegenuber der parentalen Zelllinie. Repra-

sentative Histogramme der Analysen zeigt die Abb. 5.
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Abb. 5: Dichte des EGF-Rezeptors, des ERBB2 und des IGF-1-Rezeptors auf der Zellober-
flache. Nach Markierung mit spezifischen Antikorpern wurden die Zellen mittels Durch-
flusszytometrie analysiert. (A) Verteilung des EGF-Rezeptors bei MCF-7 im Vergleich
mit MCF-7-TR und bei T47D im Vergleich mit T47D-TR. (B) Dichte des ERBB2 an der
Zelloberflache parentaler und OHT-resistenter Zellen. (C) Zelloberflaichendichte des
IGF-1R. Die dargestellten Histogramme zeigen reprasentative Ergebnisse dreier unab-
hangiger Untersuchungen. In jedem Experiment wurden 1 x 10° Zellen analysiert.
MCF-7 und T47D = parentale Mammakarzinomzellen, MCF-7-TR und T47D-TR =
4-Hydroxytamoxifen-resistente  Mammakarzinom-Subzelllinien, EGF-R = epidermal
growth factor receptor, ERBB2 = erythroblastic leukemia viral (v-erb-b2) oncogene ho-
molog 2, IGF-1R = insulin-like growth factor receptor.
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4.3 Western Blot- und PCR-Analyse von GPR30, Aroma-
tase, N-CoR, SMRT sowie SRC-1 und AlB1

Um die nicht-genomische und die genomische Signaltransduktion der Ostro-
gen-abhangigen Wachstumsregulation vergleichend zu analysieren, wurde die
Expression des Membran-assoziierten Ostrogenrezeptors GPR30 und der zel-
lularen Aromatase mittels RT-PCR und Western Blot untersucht. Auf3erdem
wurde die Expression der nukledaren Co-Repressoren N-CoR und SMRT sowie
der nukledren Co-Aktivatoren SRC-1 und AIB1/SRC-3 mittels RT-PCR und
Western Blot untersucht, um zu analysieren, ob hinsichtlich dieser Co-Faktoren
Unterschiede zwischen parentalen und OHT-resistenten Zellen vorlagen. Bei
den dargestellten Diagrammen der statistischen Auswertung reprasentieren die
einzelnen Saulen den Mittelwert aller Ergebnisse der durchgeflhrten Versuche,
die Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwerts an (standard error
of the mean, SEM).

4.3.1 GPR30

Aus Abb. 6 wird deutlich, dass in beiden OHT-resistenten Sublinien die Expres-
sion des GPR30 deutlich vermindert war. Bei MCF-7 und MCF-7-TR war der

A
MCF-7  MCF-7-TR T47D T47D-TR
357 bp L7

203 bp _ GPR30

B
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Abb. 6: Expression von GPR30 in parentalen MCF-7 und T47D Zellen sowie deren OHT-
resistenten Sublinien MCF-7-TR und T47D-TR. (A) Mit EthBr gefarbte Agarosegele
von RT-PCR Ansatzen. Die Expression von 17 fungiert als externer Standard. (B) Wes-
tern Blot von GPR30 und der Ladungskontrolle Aktin. Die Abbildung reprasentiert Er-
gebnisse von drei unabhangigen Analysen mit drei unterschiedlichen Passagen.
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Unterschied wesentlich starker ausgepragt als bei T47D und T47D-TR. Die Er-
gebnisse der RT-PCR wurden durch die der Western Blots bestatigt. Die Abb. 6
zeigt reprasentative Ergebnisse von Versuchen, die mindestens drei Mal mit

drei unterschiedlichen Passagen durchgefuhrt wurden.

4.3.2 Nukleare Co-Aktivatoren AIB1/SRC-3 und SRC-1

Bei der Expressionsanalyse mittels RT-PCR zeigte sich in der statistischen
Auswertung in beiden OHT-resistenten Sublinien hinsichtlich der aibl/src-3-
Expression kein signifikanter Unterschied gegenlber den parentalen Zellen,
deren Werte zur besseren Vergleichbarkeit auf eins normiert wurden (Abb. 7 A
und B) (aibl: MCF-7-TR: 0,83 £ 0,09, n. s. vs. MCF-7; T47D-TR: 0,89 + 0,34,
n. s. vs. T47D). Die mRNA des Co-Aktivators SRC-1 war bei MCF-7-TR im Ver-
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Abb. 7: RT-PCR-Analyse der nukledren Co-Aktivatoren AIB1/SRC-3 und SRC-1 und statis-
tische Auswertung. (A) Reprasentative Agarosegele von RT-PCR-Ansatzen. (B) Sta-
tistische Auswertung von 15 verschiedenen RT-PCR Ansatzen flnf verschiedener Pas-
sagen von MCF-7 und MCF-7-TR bzw. T47D und T47D-TR. Zur besseren Vergleich-
barkeit wurden die Werte der parentalen Zellen auf eins normiert. *** = p<0,001 vs.
Kontrolle, n. s. = nicht signifikant vs. Kontrolle, Fehlerbalken = standard error of the
mean (SEM), MCF-7 und T47D = parentale Mammakarzinomzellen, MCF-7-TR und
T47D-TR = 4-Hydroxytamoxifen-resistente Mammakarzinom-Subzelllinien, Fehlerbal-
ken = standard error of the mean (SEM).
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gleich zu MCF-7 signifikant starker exprimiert (src-1: MCF-7-TR: 2,18 + 0,40,
p<0,001 vs. MCF-7). Bei T47D-TR waren dagegen keine signifikanten Ande-
rungen im Vergleich zu den parentalen Zellen zu erkennen (src-1: T47D-TR:
0,91 £ 0,32, n. s. vs. T47D).

Mittels Western Blot-Analyse sollten die Ergebnisse der RT-PCR Analyse verifi-
ziert werden. Es wurden hierzu bei MCF-7-TR zehn voneinander unabhangige
Analysen mit funf verschiedenen Passagen und drei verschiedenen Anti-AlB1-
Antikdrpern sowie zwei verschiedenen Anti-SRC-1-Antikdrpern durchgefuhrt.
Bei AIB1 ergaben funf Blots auswertbare Ergebnisse, hierbei wurden bei zwei
Blots Banden eines Proteins mit der relativen Molekilmasse 100 kDa, bei zwei
Blots Banden mit der Masse von 75 kDa und bei einem Blot Banden mit der
Masse von 130 kDa detektiert. Das als Positivkontrolle aufgetragene Lysat aus
BG-1 Zellen fuhrte einmal zu Banden entsprechend einer Laufweite der Masse
von 75 kDa und einmal der Masse von 100 kDa und lief parallel mit den detek-
tierten Banden der anderen Zellen. Laut Literatur hat AIB1 eine relative Mole-
kilmasse von 155 - 160 kDa (Anzick et al., 1997; Takeshita et al., 1997). Die
PC-gestltzte, densitometrische, statistische Auswertung der Western Blot-
Daten ergab ein recht uneinheitliches Bild bezuglich der Expressionsunter-
schiede zwischen parentalen MCF-7 und OHT-resistenten MCF-7-TR. Die
Durchschnittswerte aller erfassten Messwerte ergeben eine Steigerung der Ex-
pression bei MCF-7-TR, die allerdings nicht signifikant ist. Bei SRC-1 konnten
acht Blots ausgewertet werden. Bei sechs Blots lagen die Banden im Bereich
der relativen Molekulmassen von 70 - 75 kDa, bei einem Blot bei der Masse von
130 kDa und bei einem bei einer von 60 kDa. Laut Literatur soll die relative Mo-
lekilmasse bei 160 kDa liegen (Takeshita et al., 1996). Die Daten zeigen auch
hier ein uneinheitliches Bild, aber die SRC-1 Expression sinkt tber alle Werte
gemittelt bei MCF-7-TR. Diese Veranderung ist allerdings nicht signifikant. Bei
T47D und T47D-TR ergab die Analyse ahnlich inhomogene Ergebnisse und die
Western Blots zeigen Banden von Proteinen mit den gleichen schwankenden
relativen Molekilmassen fur AIB1 und SRC-1 wie die bei MCF-7 und
MCF-7-TR. Die Durchschnittswerte ergeben hier bei T47D-TR fur beide nuklea-

re Co-Aktivatoren nicht signifikante Expressions-Reduzierungen.
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4.3.3 Nukleare Co-Repressoren N-CoR und SMRT

Bei der Analyse der Expression von nukledren Co-Repressoren mittels RT-PCR
zeigte sich in beiden OHT-resistenten Sublinien eine signifikant verminderte
Expression von n-cor im Vergleich zu den parentalen Zellen (n-cor: MCF-7-TR:
0,72 £ 0,05, p<0,05 vs. MCF-7; T47D-TR: 0,80 + 0,07, p<0,01 vs. T47D). Bei
smrt zeigte sich bei MCF-7-TR im Vergleich zu den parentalen Zellen eine sig-
nifikant gesteigerte Expression (smrt: MCF-7-TR: 1,45 + 0,19, p<0,001 vs.
MCF-7). Bei T47D-TR ergaben die Analysen eine geringfligig verminderte Ex-
pression, dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant (smrt: T47D-TR: 0,85 %
0,07, n. s. vs. T47D). Die Ergeb nisse sind in Abb. 8 dargestellt. Nach Durchfiih-
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Abb. 8: RT-PCR-Analyse der nuklearen Co-Repressoren N-CoR und SMRT. (A) Reprasen-
tative Agarosegelen von RT-PCR-Ansatzen (B) Statistische Auswertung von 15 ver-
schiedenen RT-PCR Anséatzen funf verschiedener Passagen von MCF-7 und
MCF-7-TR bzw. T47D und T47D-TR. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Werte
der parentalen Zellen auf eins normiert. *** = p<0,001 vs. Kontrolle, ** = p<0,01 vs. Kon-
trolle, *= p<0,05 vs. Kontrolle, n.s. = nicht signifikant vs. Kontrolle, Fehlerbal-
ken = standard error of the mean (SEM), MCF-7 und T47D = parentale Mammakarzi-
nomzellen, MCF-7-TR und T47D-TR = 4-Hydroxytamoxifen-resistente Mammakarzi-
nom-Subzelllinien, Fehlerbalken = standard error of the mean (SEM).
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rung der RT-PCR wurden auch finf Western Blots mit drei unterschiedlichen
Passagen mit Antikdrpern gegen N-CoR und SMRT durchgefihrt, die jedoch

keine reproduzierbaren Ergebnisse lieferten.

4.3.4 Aromatase

MCF-7 MCF-7-TR T47D TA47D-TR Plazenta

55 kDa . Aromatase
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Abb. 9: Western Blot-Nachweis von Aromatase bei MCF-7 und T47D Zellen und ihren
OHT-resistenten Sublinien MCF-7-TR und T47D-TR. In keinem der untersuchten Zell-
typen konnte Aromatase nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle wurde ein Homo-
genisat aus humanem Plazentagewebe aufgetragen.

Mittels Western Blot konnte Aromatase in mehreren unabhangigen Versuchen
mit verschiedenen Passagen nicht nachgewiesen werden (siehe Abb. 9). In der
ebenfalls durchgeflihrten RT-PCR zeigte sich eine sehr geringe Expression

(nicht gezeigt).

4.4 Expression wichtiger Mediatoren der ERBB/MAPK
ERK1/2- und der PI3K/Akt-Signaltransduktion

441 PTEN

Um herauszufinden, ob Anderungen der Expression von PTEN in unserem Mo-
dell der sekundaren Antiostrogenresistenz eine Rolle spielen, wurde dessen
Expression mittels RT-PCR und Western Blot analysiert. Beide Methoden liefer-
ten vergleichbare Ergebnisse, die keinen Unterschied in der Expression zwi-

schen parentalen Zellen und OHT-resistenten Sublinien zeigten. Abb. 10 zeigt

MCF-7 MCF-7-TR T47D T47D-TR
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Abb. 10: Western Blot-Nachweis von PTEN bei MCF-7 und T47D Zellen und ihren OHT-
resistenten Sublinien MCF-7-TR und T47D-TR. In parentalen Zellen und resisten-
ten Sublinien war jeweils kein Unterschied in der Expression von PTEN zu erkennen.
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reprasentative Western Blots mehrerer unabhangiger Versuche mit funf ver-

schiedenen Passagen. Die RT-PCR Ergebnisse sind nicht dargestellt.

442 CTMP

Um eventuelle Unterschiede hinsichtlich der Expression von CTMP zwischen
MCF-7 und MCF-7-TR bzw. T47D und T47D-TR zu analysieren, wurde die Ex-
pression in allen vier Zelltypen mittels Western Blot untersucht, Abb. 11 zeigt
reprasentative Bilder. Man erkennt, dass die Expression von CTMP bei
MCF-7-TR im Vergleich zu MCF-7 deutlich runterreguliert war. Bei T47D und
T47D-TR sind keine Unterschiede in der Expression zu erkennen. Die La-
dungskontrolle Aktin zeigt, dass in den untereinander verglichenen Spuren des

Blots gleiche Mengen Protein eingesetzt wurden.

MCF-7 MCF-7-TR T47D T47D-TR
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Abb. 11: Nachweis der Expression von CTMP mittels Western Blot bei MCF-7, MCF-7-TR,
T47D und T47D-TR. Der Versuch wurde drei Mal mit Lysat aus drei unterschiedli-
chen Passagen durchgefiihrt, die Abbildung zeigt reprasentative Abbildungen dieser
Western Blots. MCF-7 und T47D = parentale Mammakarzinomzellen, MCF-7-TR und
T47D-TR = 4-Hydroxytamoxifen-resistente Mammakarzinom-Subzelllinien.
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4.4.3 PDK1 und phospho-PDK1

Um die basale Expression und die Phosphorylierung von PDK1 an Ser®*' zu
untersuchen, wurden Western Blots durchgefuhrt. Eine verstarkte Phosphorylie-
rung der PDK1 hat eine erhdhte Aktivitat und damit eine starkere Phosphorylie-

rung von Akt an Thr®%®

zur Folge. Diese konnte indirekt zu einer starkeren
Phosphorylierung von Akt an Ser*” beitragen, da zur vollstandigen Aktivierung
von Akt beide genannten Aminosaurereste phosphoryliert sein missen (Alessi
et al., 1996; Datta et al., 1999). Eine solche verstarkte Aktivierung ist auch in
unseren Zellen vorstellbar. Reprasentative Western Blots sind in Abb. 12 dar-
gestellt. In den MCF-7-TR Zellen zeigte sich im Vergleich zu den parentalen
Zellen eine geringfugig verringerte Expression der basalen PDK1, was sich
auch in der phosphorylierten Form widerspiegelt. In den T47D-TR Zellen war
dagegen die Expression der PDK1 im Vergleich zu den parentalen Zellen deut-
lich gesteigert und dementsprechend lag auch mehr PDK1 in phosphorylierter
Form vor. Die Western Blots wurden funf Mal mit finf verschiedenen Passagen
jeder Zelllinie durchgefuhrt. Hierbei wurde drei Mal der Antikorper gegen die
basale PDK1 als erstes eingesetzt und zwei Mal der gegen die phosphorylierte
Form gerichtete, um Fehlinterpretationen durch, eventuell nach dem stripping
der Membran noch haftende, Antikérper gegen die jeweilige andere Form zu

vermeiden.
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Abb. 12: Western Blot zum Nachweis der Expression und der Phosphorylierung von
PDK1. Die Abbildung zeigt reprasentative Bilder der durchgeflihrten Western Blots
mit Aktin als Ladungskontrolle, MCF-7 und T47D = parentale Mammakarzinomzellen,
MCF-7-TR  und  T47D-TR = 4-Hydroxytamoxifen-resistente = Mammakarzinom-
Subzelllinien.
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444 MAPK ERK1/2

Um die basale Expression und die Phosphorylierung der MAPK ERK1/2 an
Thr?®*2 zu untersuchen, wurden Western Blots durchgefiihrt. In Abb. 13 sind re-
prasentative Western Blots aus funf verschiedenen Versuchen mit funf unter-
schiedlichen Passagen abgebildet. Bei der basalen Expression von ERK1/2
sowie bei der phosphorylierten Form gab es zwischen MCF-7 und MCF-7-TR
keine Unterschiede. Bei T47D war die Expression basaler ERK1 im Vergleich
zu T47D-TR geringfugig starker, bei ERK2 war es umgekehrt. Bei T47D-TR
waren ERK1 und ERK2 wesentlich starker phosphoryliert als bei den parentalen
T47D.

MCF-7 MCF-7-TR T47D T47D-TR

44 kDa - - ERK1

42 kDa . ! —— — |  ERK2

44 kDa —— phospho-ERK1
42 kDa — phospho-ERK2
42kDa | wllF WS S W) Aktin

Abb. 13: Western Blot von basaler und phosphorylierter MAPK ERK1/2. Die Abbildung
zeigt Western Blots parentaler Mammakarzinomzellen MCF-7 und T47D sowie OHT-
resistenter Sublinien MCF-7-TR und T47D-TR, wobei Aktin als Ladungskontrolle
diente.

4.5 Sequenzierung wichtiger Mediatoren der PI3K/Akt-
Signaltransduktion und der RT-PCR-Amplifikate von
pten und gpr30

Um zu untersuchen, ob in den verwendeten Zellen in den kodierenden DNA-
Sequenzen der katalytischen Untereinheit der Phosphatidylinositol 3-Kinase
(PI13K), p110a, und von pten-Mutationen vorliegen, die eventuell einen Einfluss
auf die Funktion des jeweiligen Molekuls haben, wurden die entsprechenden
Bereiche der genomischen DNA von MCF-7 und T47D und ihren OHT-
resistenten Sublinien MCF-7-TR und T47D-TR sequenziert. Aulerdem wurden
die RT-PCR-Amplifikate der Analyse von pten und gpr30 sequenziert, um zu

verifizieren, dass die korrekten Sequenzen bei der RT-PCR (siehe Abschnitte
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4.3.1 und 4.4.1) amplifiziert und analysiert wurden. Hierbei wurden als Referenz

nur die Amplifikate von MCF-7 untersucht.

4.5.1 Katalytische Untereinheit der PI3K

Das Gen fur die katalytische Untereinheit p110a der PI3K, pik3ca, tragt bei
Brustkrebs sehr haufig Mutationen (Bachman et al., 2004). 75 % aller Mutatio-
nen liegen dabei in Exon 9 (helikale Domane) und in Exon 20 (katalytische Do-
mane). Daher beschrankte sich die Sequenzierung auf diese beiden Exons, es
wurden beide DNA-Strange (3’-5’ und 5’-3’) untersucht. Durch Vergleich mit der
Referenz-Sequenz konnten bei MCF-7 und MCF-7-TR keine Mutationen nach-
gewiesen werden, bei T47D und T47D-TR bestatigte sich die bereits in der Lite-
ratur beschriebene Transition von Adenin durch Guanin an Position 3140 der
gesamten kodogenen Sequenz (Bachman et al., 2004; Volinia et al., 1994).
Diese Mutation fihrt zu einem Austausch der Aminosaure Histidin durch Argi-

nin. Die ermittelten Sequenzen sind im Anhang (siehe 7.1) aufgefuhrt.

4.5.2 PTEN

Wie in Abschnitt 1.5.2 erwahnt, spielen deaktivierende pten-Mutationen zum
Beispiel beim Endometriumkarzinom eine grofie Rolle und fiihren zur Uberakti-
vierung von Akt. Um einen méglichen Beitrag zur Akt-Uberaktivierung einer Mu-
tation bei pten in unserem Modell der sekundaren Antidstrogenresistenz zu un-
tersuchen, wurden alle Exons des Gens fur PTEN sequenziert. Es wurden der
kodogene und der nicht-kodogene Strang untersucht. Beide OHT-resistenten
Sublinien zeigten im Vergleich zu den parentalen Zellen keine Unterschiede
und es wurden auch keine Mutationen im Vergleich zur Referenzsequenz aus
der Literatur festgestellt (Li et al., 1997). Die ermittelten Sequenzen sind im An-

hang (siehe 7.1) aufgefuhrt.

4.5.3 RT-PCR Amplifikate von pten und gpr30

Die Analyse der erhaltenen Sequenzen der RT-PCR Amplifikate von pten zeigte
eine vollstdndige Ubereinstimmung mit den theoretisch ermittelten Sequenzen

(Li et al., 1997). Auch bei gpr30 stimmten die Sequenzen mit Literaturdaten U-
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berein (Strausberg et al., 2002). Die ermittelten Sequenzen sind im Anhang un-

ter 7.1 aufgefuhrt.

4.6 Effekte verschiedener Inhibitoren und Antagonisten
auf die Proliferation und die Induktion von Apoptose
in MCF, MCF-7-TR, T47D und T47D-TR

MCF, MCF-7-TR, T47D und T47D-TR wurden mit verschiedenen Inhibitoren
und Antagonisten behandelt, um diese bezuglich ihrer proliferationsinhibieren-
den Wirkung und ihrem Potential bezlglich der Induktion von Apoptose zu tes-
ten. Hierzu wurden Proliferationsassays mit alamarBlue® (siehe 3.2) und Apop-
toseassays nach Nicoletti bzw. JC-1 Apoptoseassay durchgefuihrt (siehe 3.3.1
und 3.3.2).

Die getesteten Substanzen wurden alleine oder in Kombination mit OHT einge-
setzt. Im Medium der Kontrollen der resistenten Sublinien befand sich
1,25 x 10° M OHT, da dies auch im Standard-Kulturmedium enthalten war.
Wenn die verschiedenen Inhibitoren und Antagonisten als Einzelsubstanzen
getestet werden sollten, wurde auf diesen Zusatz im Medium verzichtet. Die
Ldsungsmittel der verwendeten Substanzen, Ethanol, DMSO und PBS, wurden
in den entsprechenden Konzentrationen in ihrer Wirkung auf Proliferation und
Induktion von Apoptose untersucht. Hierbei konnten keine signifikanten Einflis-
se festgestellt werden, so dass ein Beitrag zur jeweiligen Wirkung der Substanz
ausgeschlossen werden kann. Aulderdem wurde zumindest bei einem Versuch
jeder Reihe eine Kontrolle mit dem Anthracyclin Doxorubicin mitgefuhrt, wel-
ches bei der Chemotherapie verschiedener Karzinome als Zytostatikum einge-
setzt wird (Arcamone et al., 1969; Lown, 1993). Doxorubicin I6ste in allen Ver-
suchen in allen verwendeten Zelllinien signifikant Apoptose aus und inhibierte
signifikant die Proliferation. Die Ergebnisse fur die Losungsmittel und Doxorubi-
cin werden nicht gezeigt. Die Ergebnisse der Proliferations- und Apoptoseas-
says sind als Saulendiagramme dargestellt. Die Saulen reprasentieren den Mit-
telwert aller Ergebnisse der durchgefuhrten Versuche, der Fehlerbalken gibt

den Standardfehler des Mittelwerts an (standard error of the mean, SEM).


http://de.wikipedia.org/wiki/Chemotherapie
http://de.wikipedia.org/wiki/Zytostatika
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4.6.1 4-Hydroxytamoxifen (OHT) und Fulvestrant

Um die aus der Literatur bekannte Induktion von Apoptose und Proliferationsin-
hibition durch OHT bei MCF-7 und T47D nachzuvollziehen, wurden die Zellen
verschiedenen OHT-Konzentrationen ausgesetzt und diese dann mittels Nico-
letti-Assay und alamarBlue®-Proliferationsassay analysiert (Budtz, 1999; Gun-

thert et al., 2005; Mouridsen et al., 1978). AuRerdem sollte die Resistenz ge-
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Abb. 14: Einfluss von Antidostrogenen auf die Zellproliferation parentaler (MCF-7 & T47D)
und sekunddr OHT-resistenter (MCF-7-TR & T47D-TR) Mammakarzinomzellen.
Die Abbildung zeigt die Durchschnittswerte aller Ergebnisse der alamarBlue®-
Proliferationsassays als Saulendiagramme. Kontrolle bei parentalen Zellen: Medium
ohne Antidstrogene, Kontrolle bei resistenten Sublinien: Medium mit 1,25 x 10° M
OHT; K = Kontrolle, OHT = 4-Hydroxytamoxifen, Ful = Fulvestrant; *** = p<0,001 vs.
Kontrolle, * = p<0,05 vs. Kontrolle, n. s. = nicht signifikant vs. Kontrolle, Fehlerbal-
ken = standard error of the mean (SEM).
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genuber OHT in den Sublinien mit entwickelter Antidstrogenresistenz,
MCF-7-TR und T47D-TR, ebenfalls erneut demonstriert werden (Gunthert et al.,
2005). Die Effekte des reinen Antiostrogens Fulvestrant auf Proliferation und

Induktion von Apoptose wurden ebenfalls untersucht.

Proliferation

Um die Wirkung von OHT und Fulvestrant hinsichtlich einer Proliferationsinhibi-
tion in parentalen Mammakarzinomzellen und ihren OHT-resistenten Sublinien
zu untersuchen, wurde ein alamarBlue®-Proliferationsassay durchgefiihrt. Hier-
bei wurden die Zellen 96 Stunden mit der jeweiligen Substanz inkubiert und
gemaly Abschnitt 3.2 vermessen. Die Ergebnisse aus mindestens drei ver-
schiedenen Versuchen mit mindestens drei unterschiedlichen Passagen sind in
Abb. 14 in Form von Saulendiagrammen dargestellt. Bei MCF-7 zeigten sowohl
OHT als auch Fulvestrant signifikante proliferationsinhibierende Effekte (MCF-7:
1,25 x 10° M OHT: 71,72 % + 4,28 %, p<0,05 vs. Kontrolle; 2,5 x 10° M OHT:
65,27 % * 3,53 %, p<0,001 vs. Kontrolle; 5 x 10® M Fulvestrant: 74,19 % * 2,52
%, p<0,05 vs. Kontrolle; 1 x 107 M Fulvestrant: 72,28 % + 2,68 %, p<0,05 vs.
Kontrolle). Eine Verdopplung der OHT-Konzentration, im Vergleich zur Kontroll-
gruppe, auf 2,5 x 10® M OHT, und auch der Einfluss von Fulvestrant wirkten
sich nicht hemmend auf die Proliferation von MCF-7-TR Zellen aus. Ohne OHT
und mit Fulvestrant wuchsen die resistenten Zellen geringfligig besser, diese
Proliferationssteigerung ist allerdings nicht signifikant (MCF-7-TR: Ohne OHT:
104,6 % * 5,07 %, n. s. vs. Kontrolle; 2,5 x 10° M OHT: 94,95 % + 2,39 %, n. s.
vs. Kontrolle; 5x 10° M Fulvestrant: 113,7 % * 5,09 %, n.s. vs. Kontrolle;
1 x 107 M Fulvestrant: 115,1 % * 7,31 %, n. s. vs. Kontrolle). Bei T47D zeigten
beide Antiostrogene in jeweils beiden eingesetzten Konzentrationen eine signi-
fikante Inhibition der Proliferation (T47D: 1,25 x 10° M OHT: 82,83 % * 3,43 %,
p<0,001 vs. Kontrolle; 2,5 x 10° M OHT: 77,19 % + 1,17 %, p<0,001 vs. Kon-
trolle; 5x 10° M Fulvestrant: 80,54 % + 3,57 %, p<0,001 vs. Kontrolle;
1 x 107 M Fulvestrant: 76,57 % + 5,67 %, p<0,001 vs. Kontrolle). Bei T47D-TR
zeigte sich ein nahezu identisches Bild im Vergleich zu MCF-7-TR: Ohne OHT
und mit beiden eingesetzten Fulvestrant-Konzentrationen stieg die Proliferation
nicht signifikant, unter dem Einfluss von 2,5 x 10° M OHT sank sie ebenfalls

nicht signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 1,25x 10°M OHT
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(T47D-TR: Ohne OHT: 111,4 % + 9,51 %, n. s. vs. Kontrolle; 2,5 x 10° M OHT:
94,53 % + 1,53 %, n. s. vs. Kontrolle; 5 x 10® M Fulvestrant: 117,8 % + 9,18 %,
n. s. vs. Kontrolle; 1 x 107 M Fulvestrant: 115,2 % + 7,35 %, n. s. vs. Kontrolle).

Apoptose

Um zu untersuchen, welche Rolle apoptotische Vorgange bei der proliferation-
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Abb. 15: Induktion von Apoptose bei MCF-7, MCF-7-TR, T47D und T47D-TR durch OHT
und Fulvestrant. Dargestellt sind Saulendiagramme, die die Mittelwerte der jeweili-
gen Ergebnisse aus den Nicoletti-Apoptoseassays reprasentieren. Zur besseren Ver-
gleichbarkeit wurden die Prozentwerte der Kontrollen auf eins normiert. Kontrolle bei
parentalen Zellen: Medium ohne Antidstrogene, Kontrolle bei resistenten Sublinien:
Medium mit 1,25 x 10° M OHT; K = Kontrolle, OHT = 4-Hydroxytamoxifen, Ful = Ful-
vestrant *** = p<0,001 vs. Kontrolle, ** = p<0,01 vs. Kontrolle, * = p<0,05 vs. Kontrol-
le, n. s. = nicht signifikant vs. Kontrolle, Fehlerbalken = standard error of the mean
(SEM), MCF-7 und T47D = parentale Mammakarzinomzellen, MCF-7-TR und
T47D-TR = 4-Hydroxytamoxifen-resistente Mammakarzinom-Subzelllinien.
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sinhibierenden Wirkung von OHT und Fulvestrant spielen, wurden die Zellen
ebenfalls 96 Stunden mit den jeweiligen Substanzen behandelt und nach der in
Abschnitt 3.3.1 beschriebenen Methode nach Nicoletti analysiert. Die Resultate
aus sechs voneinander unabhangigen Versuchen mit sechs unterschiedlichen
Passagen sind in Abb. 15 in Form von Saulendiagrammen dargestellt. Bei
MCF-7 induzierten sowohl OHT als auch Fulvestrant in beiden eingesetzten
Konzentrationen Apoptose. Dies geschah konzentrationsabhangig, die Steige-
rungen bei Verdopplung der Konzentrationen sind allerdings nicht signifikant
(MCF-7: 1,25x10°M OHT: 1,98 + 0,22, p<0,01 vs. Kontrolle; 2,5x 10° M
OHT: 2,25 + 0,29, p<0,01 vs. Kontrolle; 5 x 10® M Fulvestrant: 1,97 + 0,19,
p<0,05 vs. Kontrolle; 1 x 107 M Fulvestrant: 2,08 + 0,39, p<0,05 vs. Kontrolle).
Eine Verdopplung der OHT-Konzentration im Vergleich zur Konrolle
(2,5 x 10° M OHT) filhrte bei MCF-7-TR zu einer nicht signifikanten Zunahme
der Apoptose. Unter dem Einfluss von 1 x 107 M Fulvestrant und ohne OHT
waren die Zellen im Vergleich zur Kontrolle etwas weniger apoptotisch, was
allerdings ebenfalls keine signifikanten Anderungen sind (MCF-7-TR: Ohne
OHT: 0,85 + 0,14, n. s. vs. Kontrolle; 2,5 x 10° M OHT: 1,07 + 0,07, n. s. vs.
Kontrolle; 1 x 107 M Fulvestrant: 0,93 £ 0,19, n.s. vs. Kontrolle). Bei T47D
zeigten sich Parallelen zu MCF-7, allerdings lag die Apoptoserate insgesamt
etwas niedriger als bei MCF-7. Hierbei zeigte sich eine Konzentration von
2,5 x 10° M OHT am wirkungsvollsten. Es ist eine nicht signifikante Konzentra-
tionsabhangigkeit erkennbar (T47D: 1,25 x 10° M OHT: 1,68 + 0,16, p<0,01 vs.
Kontrolle; 2,5 x 10° M OHT: 1,99 + 0,14, p<0,001 vs. Kontrolle; 5 x 10 M Ful-
vestrant: 1,61 + 0,15, p<0,05 vs. Kontrolle; 1 x 107 M Fulvestrant: 1,84 + 0,48,
p<0,05 vs. Kontrolle).

Bei T47D-TR losten weder OHT noch Fulvestrant Apoptose aus. Ohne OHT
und unter dem Einfluss von 1 x 10”7 M Fulvestrant nahm die Apoptoserate nicht
signifikant ab, bei 2,5 x 10° M OHT nicht signifikant zu (T47D-TR: Ohne OHT:
0,87 + 0,16, n. s. vs. Kontrolle, 2,5 x 10° M OHT: 1,18 + 0,16, n. s. vs. Kontrol-
le; 1 x 107 M Fulvestrant: 0,92 + 0,22, n. s. vs. Kontrolle).
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4.6.2 Hemmung des ERBB/MAPK ERK1/2-
Signaltransduktionswegs

Um die Effekte der Hemmung der mitogenen Signaltransuktion zu analysieren,

wurde der Einfluss der Inhibitoren Gefitinib und PD98059 auf die Proliferation

der verwendetet Zellen und die Induktion von Apoptose untersucht.
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Abb. 16: Einfluss von Gefitinib und PD98059 auf die Zellproliferation in parentalen
MCF-7 und T47D und resistenten Mammakarzinomzellen MCF-7-TR und
T47D-TR. Die Zellen wurden nach 96-stiindiger Behandlung mit der jeweiligen Sub-
stanz mittels aIamarBIue®-ProIiferationsassay untersucht. Die Mittelwerte aller Ver-
suchsergebnisse sind in Saulendiagrammen aufgetragen. Die Konzentrationen von
OHT, Gefitinib und PD98059 in Kombination entsprachen den Konzentrationen der
Einzelgaben. Kontrolle bei parentalen Zellen: Medium ohne Antidstrogene, Kontrolle
bei resistenten Sublinien: Medium mit 1,25 x 10° M OHT; K = Kontrolle, OHT =
4-Hydroxytamoxifen; Signifikanz gegenuber Kontrolle bzw. Einzelgabe: *** = p<0,001,
** = p<0,01, * = p<0,05, n. s. = nicht signifikant, Fehlerbalken = standard error of the
mean (SEM).
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Proliferation

Mittels alamarBlue®-Proliferationsassay wurde die Wirkung von Gefitinib und
PD98059 auf die Proliferation von MCF-7, MCF-7-TR, T47D und T47D-TR un-
tersucht. Gemal Abschnitt 3.2 wurden die Zellen mit den Substanzen in den
entsprechenden Konzentrationen 96 Stunden inkubiert und dann der Analyse
zugeflihrt. Abb. 16 zeigt die Durchschnittswerte aus sechs verschiedenen Ver-
suchen mit sechs unterschiedlichen Passagen als Saulendiagramme. Dabei
wird auch immer die Wirkung von 2,5 x 10° M OHT (aus Abschnitt 4.6.1) zum
Vergleich mit dargestellt. PD98059 und Gefitinib hemmten beide die Proliferati-
on parentaler MCF-7 Zellen, dabei wirkte Gefitinib starker als OHT, PD98059
dagegen schwacher (MCF-7: 2,5 x 10° M OHT: 65,27 % + 3,53 %, p<0,001 vs.
Kontrolle; 5x 10°M PD98059: 76,02 % * 1,73 %, p<0,05 vs. Kontrolle;
4,5 x 10° M Gefitinib: 59,31 % * 4,87 %, p<0,01 vs. Kontrolle). Bei MCF-7-TR
reduzierte PD98059 die Proliferation nicht signifikant gegentber der Kontrolle
(1,25 x 10° M OHT), auch die Kombination mit 2,5 x 10° M OHT zeigte keine
weiteren Effekte. Gefitinib dagegen hemmte die Proliferation signifikant, die
Kombination mit 2,5 x 10° M OHT verstarkte diesen Effekt minimal, wobei dies
nur signifikant im Vergleich mit dem Effekt von 2,5 x 10°° M OHT, nicht aber von
Gefitinib als Einzelgabe ist (MCF-7-TR: 2,5 x 10° M OHT: 94,95 % + 2,39 %,
n. s. vs. Kontrolle; 5 x 10° M PD98059: 86,86 % + 11,53 %, p<0,01 vs. Kontrol-
le; 5x 10° M PD98059 + 2,5x 10° M OHT: 87,25 % + 4,05 %, p<0,001 vs.
Kontrolle; 4,5 x 10° M Gefitinib: 73,31 % + 8,62 %, p<0,001 vs. Kontrolle;
4,5 x 10° M Gefitinib+ 2,5 x 10° M OHT: 71,18 % % 6,16 %, p<0,001 vs. Kon-
trolle). Gefitinib und PD98059 zeigten beide bei T47D eine signifikante Prolife-
rationsinhibition, die tendenziell starker als bei 2,5 x 10° M OHT war. Hierbei
wirkte Gefitinib unwesentlich starker als PD98059, dies ist aber nicht signifikant.
(T47D: 2,5 x 10-6 M OHT: 77,19 % + 1,17 %, p<0,001 vs. Kontrolle; 5 x 10° M
PD98059: 67,62 % + 9,94 %, p<0,001 vs. Kontrolle; 4,5x 10° M Gefitinib:
65,41 % % 5,94 %, p<0,001 vs. Kontrolle).

Bei T47D-TR zeigten PD98059 und Gefitinib eine signifikante Reduktion der
Proliferation gegenuber der Kontrolle mit 1,25 x 10° M OHT. Die Kombination
mit 2,5 x 10° M OHT zeigte keine nennenswerte Verstarkung der antiproliferati-
ven Wirkung, lediglich der Effekt von PD98059 gegenuber der Kontrolle wurde

signifikanter. Beide Kombinationsbehandlungen sind signifikant gegenuber
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2,5x 10° M OHT (T47D-TR: 2,5 x 10° M OHT: 94,53 % + 1,53 %, n. s. vs. Kon-
trolle; 5 x 10° M PD98059: 78,31 % + 8,03 %, p<0,01 vs. Kontrolle; 5 x 10° M
PD98059 + 2,5x10°M OHT: 79,09 % + 4,39 %, p<0,001 vs. Kontrolle;
4,5x10° M Gefitinib: 76,62 % + 6,50 %, p<0,001 vs. Kontrolle; 4,5 x 10° M
Gefitinib + 2,5 x 10° M OHT: 76,10 % * 5,75 %, p<0,001 vs. Kontrolle).

Apoptose

Die Effekte von Gefitinib und PD98059 hinsichtlich der Induktion von Apoptose,
alleine oder in Kombination mit 2,5x 10°M OHT, wurden in den OHT-
resistenten Sublinien MCF-7-TR und T47D-TR mittels des Assays nach Nicolet-
ti (Abschnitt 3.3.1) analysiert. Bei den parentalen Zellen wurden die Effekte von
PD98059 und Gefitinib nicht untersucht, da diese nicht im Fokus des Interesses
standen. 4,5 x 10°® M Gefitinib wurde nicht als Einzelgabe analysiert, da friihere
Untersuchungen der verwendeten Zellen keinen signifikanten Effekt gezeigt
hatten (Gunthert et al., 2005). Abb. 17 zeigt Durchschnittswerte in Form von
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Abb. 17: Induktion von Apoptose durch PD98059, Gefitinib und OHT. Die Induktion von
Apoptose wurde mittels Nicoletti-Apoptoseassay gemessen. Die Saulen in den ge-
zeigten Diagrammen reprasentieren die Durchschnittswerte der jeweiligen Ergebnis-
se. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Prozentwerte der Kontrollen auf eins
normiert. Die Konzentrationen von OHT und PD98059 in Kombination entsprachen
den Konzentrationen der Einzelgaben. Kontrolle: Medium enthélt 1,25 x 10° M OHT;
K = Kontrolle, OHT = 4-Hydroxytamoxifen; Signifikanz gegentber Kontrolle bzw. Ein-
zelgabe: *** = p<0,001, n. s. = nicht signifikant, Fehlerbalken = standard error of the
mean (SEM), MCF-7-TR und T47D-TR = 4-Hydroxytamoxifen-resistente Mammakar-
zinom-Subzelllinien.
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Saulendiagrammen aus mindestens drei unabhangigen Versuchen mit drei ver-
schiedenen Passagen. Als Vergleich wurden die Werte fiir 2,5 x 10° M OHT
aus Abschnitt 4.6.1 erneut mit aufgetragen. Unter dem Einfluss von 5 x 10° M
PD98059 zeigte sich bei MCF-7-TR eine leicht erhdhte Induktion von Apoptose,
die bei Kombination mit 2,5 x 10° M OHT noch geringfiigig starker ausfiel. Bei-
de Effekte sind aber nicht signifikant. 4,5 x 10° M Gefitinib bewirkte in Kombina-
tion mit 2,5 x 10° M OHT eine marginale, nicht signifikante Erhéhung der Zahl
der apoptotischen Zellen (MCF-7-TR: 2,5 x 10® M OHT: 1,07 0,07, n.s. vs.
Kontrolle; 5x 10°M PD98059: 1,23 + 0,05, n.s. vs. Kontrolle; 5x 10° M
PD98059 + 2,5 x 10° M OHT: 1,34 + 0,11, n. s. vs. Kontrolle; 4,5 x 10° M Gefi-
tinib + 2,5 x 10° M OHT: 1,08 + 0,30, n. s. vs. Kontrolle). 5 x 10° M PD98059
induzierte bei T47D-TR Zellen alleine und in Kombination mit 2,5 x 10° M OHT
nur marginal und nicht signifikant Apoptose, 4,5 x 10° M Gefitinib induzierte
dagegen zusammen mit 2,5x10°M OHT gegeniber der Kontrolle
(1,25 x 10° M OHT) und gegeniiber 2,5 x 10° M OHT signifikant Apoptose. Die
Zahl der apoptotischen Zellen wurde hierbei mehr als verdoppelt (T47D-TR:
2,5x10° M OHT: 1,18 £ 0,19, n. s. vs. Kontrolle; 5 x 10° M PD98059: 1,34 +
0,33, n. s. vs. Kontrolle; 5x 10° M PD98059 + 2,5 x 10° M OHT: 1,38 + 0,31,
n. s. vs. Kontrolle; 4,5 x 10°® M Gefitinib + 2,5 x 10° M OHT: 2,31 £ 0,47, n. s.

vs. Kontrolle).

4.6.3 Hemmung der PI3K/Akt-Signalkaskade

Die in Abschnitt 4.1 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass in den sekundar
OHT-resistenten Sublinien im Vergleich zu den parentalen Zellen eine deutlich
erhdhte Aktivierung von Akt vorlag. Daher sollte die Wirkung einer Hemmung
wichtiger Mediatoren dieser Signalkaskade untersucht werden. Hierzu wurden
Perifosine, Rapamycin (Sirolimus) und das Rapamycin-Analogon Everolimus

eingesetzt.

Proliferation

Um die Wirkung von Perifosine, Rapamycin und Everolimus auf die Proliferation
von MCF-7, MCF-7-TR, T47D und T47D-TR zu untersuchen, wurden diese mit-
tels aIamarBIue®-ProIiferationsassay nach 96 Stunden Inkubationszeit analy-

siert. Die hierzu notwendigen Versuche wurden fur alle Zellen mindestens drei
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Mal mit drei unterschiedlichen Passagen wiederholt. Die Proliferationsdaten der
mit 2,5 x 10° M OHT behandelten Zellen (siehe 4.6.1) wurden in Abb. 18 erneut
mit aufgetragen. Man erkennt, dass 2 x 10® M Rapamycin bei MCF-7 die Proli-

feration

deutlich und signifikant auf unter 70 % im Vergleich zur Kontrolle redu-

zierte. Die Kombination von Rapamycin mit 2,5 x 10°® M OHT reduzierte diese
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Wirkung von Rapamycin und Perifosine auf die Proliferation von MCF-7, MCF-7-
TR, T47D und T47D-TR. Die Proliferationsinhibition, die durch die jeweilige Substanz
ausgeldst wurde, wurde mittels alamarBlue®-Proliferationsassay ermittelt. Die Mittel-
werte der Ergebnisse aller Versuche wurden als Saulendiagramm aufgetragen. Die
Konzentrationen von OHT, Rapamycin und Perifosine in Kombination entsprachen
den Konzentrationen der Einzelgaben. Kontrolle bei parentalen Zellen: Medium ohne
Antidéstrogene, Kontrolle bei resistenten Sublinien: Medium mit 1,25 x 10° M OHT; K
= Kontrolle, OHT = 4-Hydroxytamoxifen, Rapam. = Rapamycin, Perif. = Perifosine;
Signifikanz gegenuber Kontrolle bzw. Einzelgabe: *** = p<0,001, ** = p<0,01, * =
p<0,05, n. s. = nicht signifikant, Fehlerbalken = standard error of the mean (SEM),
MCF-7 und  T47D = parentale = Mammakarzinomzellen, @ MCF-7-TR  und
T47D-TR = 4-Hydroxytamoxifen-resistente Mammakarzinom-Subzelllinien.
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noch einmal signifikant auf unter 40 %. 3 x 10> M Perifosine wirkte noch starker
antiproliferativ als Rapamycin und auch die Kombination mit 2,5 x 10° M OHT
verstarkte diesen Effekt, allerdings geschah dies nicht signifikant. Die Effekte
beider Kombinationsbehandlungen sind signifikant gegenuber der alleinigen
Behandlung mit 2,5 x 10° M OHT. Everolimus zeigte mit Rapamycin vergleich-
bare Effekte, diese Ergebnisse sind nicht dargestellt (MCF-7: 2,5 x 10° M OHT:
65,27 % + 3,53 %, p<0,001 vs. Kontrolle; 2 x 10® M Rapamycin: 69,21 % +
3,26 %, p<0,001 vs. Kontrolle; 2x 10® M Rapamycin + 2,5x 10°M OHT:
37,84 % + 15,03 %, p<0,001 vs. Kontrolle; 3 x 10° M Perifosine: 53,51 % =
2,73 %, p<0,001 vs. Kontrolle; 3 x 10°M Perifosine + 2,5x10°M OHT:
40,72 % £ 11,71 %, p<0,001 vs. Kontrolle). Bei MCF-7-TR fiel der antiprolifera-
tive Effekt von Perifosine, Rapamycin und Everolimus (nicht gezeigt) im Ver-
gleich zu MCF-7 insgesamt schwacher aus, ist aber dennoch signifikant. Eine
Kombination der Substanzen mit 2,5 x 10°® M OHT bewirkte eine leichte durch-
schnittliche Erhohung der Proliferation, die gegeniber den Einzelgaben von
Rapamycin und Perifosine aber nicht signifikant ist. Die Proliferationsergebnis-
se, die aus den Kombinationen mit OHT resultieren, sind gegenuber denen, die
aus einer alleinigen Gabe von 2,5 x 10° M OHT resultieren, signifikant. Die
nicht gezeigten Ergebnisse fur Everolimus sind auch hier mit denen fur Rapa-
mycin vergleichbar (MCF-7-TR: 2,5 x 10° M OHT: 94,95 % + 2,39 %, p<0,001
vs. Kontrolle; 2 x 10® M Rapamycin: 72,09 % + 4,25 %, p<0,001 vs. Kontrolle;
2 x 10® M Rapamycin + 2,5 x 10° M OHT: 73,18 % % 6,07 %, p<0,001 vs. Kon-
trolle; 3 x 10° M Perifosine: 61,10 % + 6,41 %, p<0,001 vs. Kontrolle; 3 x 10° M
Perifosine + 2,5 x 10° M OHT: 63,61 % * 6,28 %, p<0,001 vs. Kontrolle). Der
antiproliferative Effekt von Rapamycin war bei T47D im Vergleich zu MCF-7
schwacher ausgepragt, eine Kombination mit 2,5 x 10° M OHT fiihrte zu einer
signifikanten Proliferationsinhibition, die jedoch nicht signifikant gegenuber der
alleinigen Gabe von Rapamycin oder 2,5 x 10° M OHT ist. Perifosine inhibierte
die Proliferation mit einer Reduktion auf ca. 80 % ebenfalls wesentlich geringer
als bei MCF-7, eine Kombination mit 2,5 x 10° M OHT ergab eine im Vergleich
etwas erniedrigte Proliferation, die aber gegenuber der alleinigen Gabe von
OHT oder Perifosine nicht signifikant ist (T47D: 2,5 x 10® M OHT: 77,19 % +
1,17 %, p<0,001 vs. Kontrolle; 2 x 10® M Rapamycin: 84,92 % + 5,29 %,
p<0,05 vs. Kontrolle; 2 x 10® M Rapamycin + 2,5x 10° M OHT: 61,77 % =
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2,00 %, p<0,001 vs. Kontrolle; 3 x 10 M Perifosine: 86,68 % + 5,92 %, p<0,05
vs. Kontrolle ; 3 x 10° M Perifosine + 2,5x 10° M OHT: 81,86 % % 8,75 %,
p<0,05 vs. Kontrolle). Bei T47D-TR hemmten sowohl Perifosine als auch Ra-
pamycin die Proliferation signifikant. Eine Kombination mit jeweils 2,5 x 10° M
OHT fuhrte zu einer um ca. 10 % geringeren Proliferation gegeniuber der Ein-
zelgabe, was aber nicht signifikant ist. Die Ergebnisse beider Kombinationen
sind signifikant gegenuber den Ergebnissen aus dem Ansatz mit 2,5 x 10°M
OHT (T47D-TR: 2,5x 10° M OHT: 94,53 % + 1,53 %, p<0,001 vs. Kontrolle;
2 x 10°® M Rapamycin: 81,41 % % 4,45 %, p<0,01 vs. Kontrolle; 2 x 10® M Ra-
pamycin + 2,5 x 10° M OHT: 73,6 % * 2,64 %, p<0,001 vs. Kontrolle; 3 x 10° M
Perifosine: 82,58 % + 6,91 %, p<0,001 vs. Kontrolle ; 3 x 10° M Perifosine +
2,5x 10° M OHT: 71,42 % + 5,95 %, p<0,001 vs. Kontrolle). Bei T47D und

T47D-TR zeigte Everolimus analoge Effekte zu Rapamycin.

Apoptose

Mittels Nicoletti-Apoptoseassay sollten die Wirkung von Rapamycin und Perifo-
sine nach 96 Stunden Kultivierungsdauer auf die Induktion von Apoptose in pa-
rentalen Mammakarzinomzellen MCF-7 und den OHT-resistenten Sublinien
MCF-7-TR und T47D-TR analysiert werden. Die Effekte auf T47D wurden nicht
untersucht, da diese zum Zeitpunkt der Experimente nicht mehr im Fokus des
Interesses standen. Die Versuche wurden mindestens drei Mal mit drei unter-
schiedlichen Passagen durchgefuhrt, bei MCF-7-TR wurde der Effekt von Ra-
pamycin alleine oder in Kombination in neun voneinander unabhangigen Versu-
chen untersucht. Der Effekt von Perifosine wurde hier in 19 voneinander unab-
hangigen Versuchen verifiziert. Zum Vergleich ist wieder der Effekt von
2,5x 10° M OHT (siehe Abschnitt 4.6.1) als Saule im Diagramm in Abb. 19 A
mit aufgetragen. Teil B der Abbildung zeigt zwei reprasentative Histogramme
der Analyse von MCF-7-TR Zellen mittels Durchflusszytometrie nach Durchfluh-
rung des Nicoletti-Assays. Bei MCF-7 induzierte Rapamycin signifikant Apopto-
se, vergleichbar mit den Effekten von 2,5 x 10° M OHT. Die proapoptotischen
Effekte von Perifosine fielen sogar noch starker aus und fuhrten zu ca. 2,5 x so
vielen apoptotischen Zellen wie bei der Kontrolle (MCF-7: 2,5 x 10° M OHT:
2,02 + 0,15, p<0,001 vs. Kontrolle; 2 x 10® M Rapamycin: 2,06 + 0,49, p<0,01
vs. Kontrolle; 3 x 10° M Perifosine: 2,66 + 0,16, p<0,01 vs. Kontrolle). Bei
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MCF-7-TR Zellen induzierten weder Rapamycin alleine noch dieses in Kombi-
nation mit 2,5 x 10° M OHT Apoptose. Damit war die Wirkung vergleichbar mit
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Abb. 19: Induktion von Apoptose durch Rapamycin und Perifosine bei MCF-7, MCF-7-TR
und T47D. (A) Die Mittelwerte der Ergebnisse aus Apoptoseassays nach Nicoletti
wurden als Sdulendiagramme aufgetragen. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die
Prozentwerte der Kontrollen auf eins normiert. Die Konzentrationen von OHT und Pe-
rifosine in Kombination entsprachen den Konzentrationen der Einzelgaben. Kontrolle
bei parentalen Zellen: Medium ohne Antidstrogene, Kontrolle bei resistenten Subli-
nien: Medium mit 1,25 x 10° M OHT; K = Kontrolle, OHT = 4-Hydroxytamoxifen, Ra-
pam. = Rapamycin, Perif. = Perifosine; Signifikanz gegeniliber Kontrolle bzw. Einzel-
gabe: *** = p<0,001, ** = p<0,01 vs., n. s. = nicht signifikant, Fehlerbalken = standard
error of the mean (SEM). (B) Die abgebildeten Histogramme zeigen den DNA-Gehalt
der Zellen entsprechend ihres Zellzyklus-Status nach Behandlung und Durchfiihrung
des Nicoletti-Assays. Die apoptotischen Zellen wurden in der pra-Go/G;-Phase (DNA-
Gehalt < 2n), detektiert, die vor dem grol3en Peak (Go/G;-Phase) liegt. Der kleine
Peak hinter der Go/G4-Phase reprasentiert Zellen, die sich in der S-Phase befinden,
MCF-7 = parentale Mammakarzinomzellen, MCF-7-TR und T47D-TR = 4-Hydroxy-
tamoxifen-resistente Mammakarzinom-Subzelllinien.
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der von 2,5 x 10 M OHT alleine. Die Inkubation mit Perifosine fiihrte zu einer
leicht verstarkten Induktion von Apoptose, die allerdings nicht signifikant ausfiel.
Die Kombination von Perifosine mit 2,5 x 10° M OHT induzierte dagegen ge-
genuber der Kontrolle signifikant Apoptose. Die Effekte waren auch signifikant
gegeniiber den Effekten von 2,5 x 10° M OHT und Perifosine als alleinige Ga-
ben (MCF-7-TR: 2,5 x 10° M OHT: 1,07 + 0,07, n. s. vs. Kontrolle; 2 x 10° M
Rapamycin: 1,48 + 0,32, n.s. vs. Kontrolle; 2 x 108 M Rapamycin +
2,5x 10® M OHT: 1,05 + 0,17, n. s. vs. Kontrolle; 3 x 10° M Perifosine: 1,45 +
0,14, n. s. vs. Kontrolle; 3 x 10° M Perifosine + 2,5 x 10° M OHT: 2,05 % 0,3,
p<0,001. vs. Kontrolle). Die Ergebnisse des Apoptoseassays nach Nicoletti
wurden bei MCF-7-TR fiir 3 x 10> M Perifosine und 5 x 10° M PD98059 mittels
JC-1 Apoptoseassay (siehe Abschnitt 3.3.2) in funf voneinander unabhangigen
Versuchen mit finf unterschiedlichen Passagen Uberpruft. Die so ermittelte Re-
duktion des mitochondrialen Membranpotentials in der Zellpopulation ist ein
Maldstab fur Uber den intrinsischen Weg ablaufende apoptotische Vorgange
(Koseoglu et al., 2007; Smiley et al., 1991). Die Ergebnisse waren vergleichbar
mit denen durch den Nicoletti-Apoptoseassay ermittelten und zeigten ebenfalls
eine deutliche Induktion von Apoptose durch 3 x 10° M Perifosine in Kombina-
tion mit 2,5 x 10° M OHT und eine schwache, nicht signifikante Induktion von
Apoptose durch 5x10°M PD98059, alleine oder in Kombination mit
2,5 x 10° M OHT. Die Ergebnisse werden hier nicht gezeigt.

Rapamycin und, ungefahr gleich stark, Rapamycin in Kombination mit
2,5x 10° M OHT induzierten bei T47D-TR Zellen geringfiigig mehr Apoptose
als 2,5 x 10° M OHT, allerdings waren diese Effekte nicht signifikant gegenuber
der Kontrolle. Perifosine loste alleine kaum verstarkt Apoptose aus, die Erho-
hung ist nicht signifikant. Am starksten induzierte Perifosine in Kombination mit
2,5 x 10° M OHT Apoptose, der Wert wurde auf das ca. 1,6 fache der Kontrolle
erhoht. Dies ist allerdings nicht signifikant (T47D-TR: 2,5 x 10° M OHT: 1,18 +
0,19, n. s. vs. Kontrolle; 2 x 10°® M Rapamycin: 1,36 + 0,09, n. s. vs. Kontrolle;
2x10®M Rapamycin + 2,5x10°M OHT: 1,39 + 0,22, n.s. vs. Kontrolle;
3x 10° M Perifosine: 1,12 £ 0,14, n. s. vs. Kontrolle ; 3 x 10° M Perifosine +
2,5x 10® M OHT: 1,58 £ 0,29, n. s. vs. Kontrolle).
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4.7 Interaktion von Perifosine und Gefitinib mit der
Signaltransduktion in sekundar OHT-resistenten
Mammakarzinomzellen.

Um zu analysieren, wie Perifosine und Gefitinibo mit der PI3K/Akt-
Signaltransduktion und der MAPK ERK1/2-Signaltransduktion interagieren und
welchen Einfluss sie auf die Expression und die Aktivitat wichtiger Mediatoren
dieser Signalkaskaden haben, wurden Western Blots angefertigt. Bei diesen
wurden Zelllysate analysiert, die aus MCF-7-TR und T47D-TR Zellen gewonnen
wurden, die zuvor unterschiedlich lange Perifosine oder Gefitinib ausgesetzt
waren. So sollte die in den Abschnitten 4.6.2 und 4.6.3 gezeigte antiproliferative

und proapoptotische Wirkung auf Proteinebene nachvollzogen werden.

4.7.1 Wirkung von Perifosine

Der Einfluss von 3,5 x 10”° M Perifosine auf die Expression und die Aktivierung
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Abb. 20: Western Blot zur Analyse der Wirkung von Perifosine auf basales Akt und des-
sen Phosphorylierung in OHT-resistenten Mammakarzinomzellen MCF-7-TR
und T47D-TR. (A) Wirkung von 3,5 x 10 M Perifosine auf MCF-7-TR. (B) Wirkung
von 3,5 x 10”° M Perifosine auf T47D-TR. Aktin diente als Ladungskontrolle. K = Kon-
trolle, OHT = 4-Hydroxytamoxifen.
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von Akt wurde mittels Western Blot untersucht. Die Zelllysate hierflr stammten
aus Zellen, die 15, 30, 45, 60 Minuten oder 72 Stunden mit Perifosine inkubiert
wurden. Das Medium enthielt im Gegensatz zum regularen Kulturmedium der
resistenten Sublinien kein OHT. Eine unbehandelte Kontrolle wurde mitgefuhrt.
Abb. 20 zeigt reprasentative Western Blots dreier un-abhangiger Versuche mit
drei verschiedenen Passagen von MCF-7-TR und T47D-TR. Aus der Abbildung
(Teil A) wird ersichtlich, dass die Phosphorylierung von Akt zunachst bis zum
Zeitpunkt 60 Minuten zunahm und nach 72 Stunden leicht unter der der unbe-
handelten Kontrolle lag. Die Menge basalen Akts zeigt keine wesentlichen Ver-
anderungen. Die Starke der Aktinbanden zeigt an, dass in allen Spuren die
gleiche Proteinmenge aufgetragen wurde.

Wie Teil B der Abbildung zu entnehmen ist, nahm die Phosphorylierung von Akt
auch bei T47D-TR bis zum Zeitpunkt 60 Minuten zu, bei 72 Stunden war sie
etwas niedriger als bei der Kontrolle. Die basale Akt-Expression blieb die ersten
30 Minuten gleich und sank dann bis zum Zeitpunkt 60 Minuten ab. Nach
72 Stunden war sie wieder leicht erhdht, hatte jedoch noch nicht wieder das

Niveau der Kontrolle erreicht.

4.7.2 Wirkung von Gefitinib

Die Wirkung von 4,5 x 10° M Gefitinib auf MCF-7-TR und T47D-TR Zellen im
Hinblick auf die Expression und die Phosphorylierung von Akt sollten analysiert
werden. Dazu wurden Lysate von Zellen, die verschiedene Zeitspannen bis
60 Minuten mit Gefitinib inkubiert wurden, mittels SDS-PAGE und Western Blot
untersucht. Bei den in Abb. 21 gezeigten Western Blots handelt es sich um re-
prasentative Bilder aus sieben voneinander unabhangigen Versuchen mit sie-
ben unterschiedlichen Passagen. In Teil A der Abbildung erkennt man, dass
Gefitinib bei MCF-7-TR keinen grofden Einfluss auf die Phosphorylierung von
Akt hatte und nur zu einer leichten Zunahme fuhrte. Die Menge basalen Akts
blieb gleich, die Ladungskontrolle Aktin zeigt an, dass in allen Spuren gleich viel
Protein aufgetragen wurde. Bei T47D-TR kam es durch Gefitinib bis zum Zeit-
punkt 45 Minuten zu einer deutlichen Abnahme der Akt-Phosphorylierung, beim
Zeitpunkt 60 Minuten ist wieder eine etwas starkere Phosphorylierung zu er-
kennen, die aber immer noch deutlich unter der Kontrolle liegt. Die basale Ex-

pression von Akt blieb bis zum Zeitpunkt 45 Minuten gleich, bei 60 Minuten
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sieht man eine leicht erhohte Expression im Vergleich zur unbehandelten Kon-

trolle.
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Abb. 21: Western Blot zur Analyse der Wirkung von Gefitinib auf basales Akt und
ERK1/2 und deren Phosphorylierung in OHT-reS|stenten Mammakarzinomzellen
MCF-7-TR und T47D-TR (A) Wirkung von 4,5 x 10° M Gefitinib auf MCF-7-TR. (B)
Wirkung von 4,5 x 10"® M Gefitinib auf T47D-TR. Die Aktinbanden zeigen bei (A) und
(B), dass in allen Spuren gleich viel Protein aufgetragen wurde; K = Kontrolle.

Aktin
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5 Diskussion

5.1 Primare Ursachen der OHT-Resistenz

Bei der Therapie Ostrogenrezeptor (ER)-positiver Mammakarzinome spielt der
selektive Ostrogenrezeptormodulator (SERM) Tamoxifen eine groRe Rolle. Eine
primare und sekundare Resistenz gegenuber Antiostrogenen, insbesondere
gegenuber Tamoxifen, stellen ein grofRes klinisches Problem dar. Verschiedene
Mechanismen, wie u. a. die Aktivierung von Signalkaskaden von Wachstums-
faktoren oder Anderungen in der Funktionalitdt des ERs, sind fiir die Ent-
wicklung einer Resistenz verantwortlich.

Zur Aufklarung von Mechanismen der Antiostrogenresistenz wurde in unserer
Arbeitsgruppe ein Modell der sekundaren Antidstrogenresistenz mit parentalen,
ER-positiven, nicht-resistenten Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und T47D und
4-Hydroxytamoxifen (OHT)-resistenten Subzelllinien MCF-7-TR und T47D-TR
etabliert und charakterisiert. Agonistisch wirkende Analoga von GnRH-I und
GnRH-II zeigten in diesen Zellen direkte antiproliferative Effekte und eine Inter-
aktion mit der ERBB-Signaltransduktion. Auflierdem resensibilisierten sie die
resistenten Zellen flir die proapoptotische und antiproliferative Wirkung von
OHT. Die Aufhebung der Resistenz konnte aber nicht allein durch die Interakti-
on der GnRH-I- und —llI-Analoga mit der ERBB-Signaltransduktion erklart wer-
den, da der Inhibitor der EGF-R-assoziierten Tyrosinkinase Gefitinib zunachst
keinen Effekt auf die Wirkung von OHT bei MCF-7-TR und T47D-TR hatte
(Gunthert et al., 2005). Daher sollten in der vorliegenden Arbeit die in diesen
Zellen bestimmenden Resistenzmechanismen analysiert werden, wobei zu-
nachst untersucht wurde, inwieweit Analoga von GnRH-I und —II mit der
Signaltransduktion anderer Wachstumsfaktorrezeptoren interagieren. Mehrere
Autoren zeigten, dass der PI3K/Akt-Signaltransduktionsweg und insbesondere
eine Aktivierung der Proteinkinase Akt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung
einer sekundaren Antidstrogenresistenz zu spielen scheinen (deGraffenried et
al., 2004; Faridi et al., 2003; Frogne et al., 2005; Jordan, 2004; Shin et al.,
2006). Aulerdem konnte in Prostatakarzinomzellen gezeigt werden, dass das

agonistisch wirkende GnRH-I-Analogon Triptorelin die PI3K/Akt-Signalkaskade
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hemmen und Akt-abhangig Apoptose induzieren kann (Kraus et al., 2004).
Gleiches gilt fir den GnRH-Agonisten Leuprorelin, welcher in Myomen
phospho-Akt reduziert und vermutlich Apoptose induziert (Mizutani et al., 1998).
Daher lag es nahe, bei den verwendeten OHT-resistenten Mammakarzinomzel-
len zu untersuchen, ob eine verstarkte Aktivierung von Akt gegeben war. Die
dazu durchgeflihrten Western Blots zeigten, dass, sowohl bei MCF-7-TR als
auch bei T47D-TR, Akt im Vergleich zu den parentalen Zellen verstarkt
phosphoryliert und damit aktiviert vorlag. Triptorelin und das agonistisch wir-
kende GnRH-II-Analogon [D-Lys®]JGnRH-II verringerten, zeitlich abhangig, die
Phosphorylierung von Akt. Da diese beiden GnRH-I- und —ll-Analoga auch zu
einer Aufhebung der OHT-Resistenz fuhrten, ist davon auszugehen, dass
phosphoryliertes Akt in dem in unserer Arbeitsgruppe etablierten Modell der
sekundaren Antidstrogenresistenz eine wichtige Rolle spielt.

Wie in Abschnitt 1.5.1 beschrieben, werden durch phosphoryliertes Akt prolife-
rationsfordernde und antiapoptotische Signalwege induziert, so dass den proa-
poptotischen und antiproliferativen Effekten von TAM direkt entgegengewirkt
werden kann, wobei der genaue Mechanismus noch nicht vollstandig geklart ist
(Campbell et al., 2001; Clark et al., 2002; Kandel et al., 1999; Riggins et al.,
2007). Weiterhin ist auch eine Liganden-unabhangige Aktivierung des ERa
durch eine aktivierte PI3K/Akt-Signaltransduktion maoglich, so dass OHT nicht
mehr antagonistisch wirken kann und die Expression von Zielgenen des ERa

Ostrogen-unabhangig induziert wird (Campbell et al., 2001).

Bei einer erneuten, in dieser Arbeit durchgefuhrten, Untersuchung der Wirkung
von Gefitinib in Bezug auf die Induktion von Apoptose ergaben sich wider-
spruchliche Ergebnisse zu den bereits veroffentlichten und oben angesproche-
nen Daten aus Versuchen mit diesen Zellen in unserer Arbeitsgruppe (Gunthert
et al., 2005). Bei T47D-TR wurde eine Durchbrechung der Resistenz gegenuber
OHT erreicht, so dass eine Kombination von OHT mit Gefitinib signifikant Apop-
tose ausloste, was zuvor nicht gelang, aber konsistent mit anderen Daten aus
der Literatur ist. So zeigten Knowlden et al., dass Gefitinib in Mammakarzinom-
zellen mit sekundarer Antidstrogenresistenz die Zellproliferation hemmt
(Knowlden et al., 2003). Aulderdem wird in Mammakarzinomzellen bei kombin-

ierter Exposition mit TAM und Gefitinib die Ausbildung einer Resistenz verhin
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dert (Gee et al., 2003). Weiterhin Iasst sich in TAM-resistenten Zellen mit einer
AIB1- und ERBB2-Uberexprimierung eine Resensibilisierung fir TAM durch
Gefitinib erreichen (Pfeiler et al., 2007; Shou et al., 2004).

Bei MCF-7-TR bestatigten sich dagegen die von Gunthert et al. veroffentlichten
Daten und Gefitinib hatte keinen Einfluss auf die Resistenz. Dies deutet auf
zwei verschiedene Resistenzmechanismen in den hier verwendeten Modellen
der sekundaren Antiostrogenresistenz hin, was aufgrund der von Gunthert et al.
veroffentlichten Ergebnisse so zunachst nicht zu erwarten war (Gunthert et al.,
2005). Warum in dieser Arbeit mit Gefitinib bei T47D-TR andere Ergebnisse
erzielt wurden, als die veroéffentlichten kann nicht mit Sicherheit geklart werden.
Vermutlich veranderte sich die OHT-resistente Sublinie von T47D wahrend der
Langzeitkultivierung so, dass sie andere Charakteristika aufwies als bei den
zuvor von Gunthert et al. durchgefihrten Versuchen. Die hier prasentierten Er-
gebnisse und ihre Diskussion untermauern allerdings schllssig die Daten zu
Gefitinib zum Einfluss auf T47D-TR, wie in den nachsten Abschnitten deutlich

wird.

5.2 Ursachen der Uberaktivierung von Akt und weitere
mogliche Resistenzmechanismen

5.2.1 Ostrogen-induzierte Signaltransduktion, nukleire
Co-Faktoren und Fulvestrant

Bei den verwendeten, parentalen Mammakarzinomzellen MCF-7 und T47D
konnte gezeigt werden, dass OHT die Proliferation hemmt und Apoptose indu-
ziert. Diese Ergebnisse decken sich mit Literaturdaten und bilden die Basis der
in dieser Arbeit durchgefihrten Versuche zur Durchbrechung der OHT-
Resistenz in den entwickelten OHT-resistenten Sublinien MCF-7-TR und
T47D-TR (Budtz, 1999; Furr et al., 1984; Mandlekar et al., 2001; Nazarewicz et
al., 2007).

Fulvestrant induzierte, wie in der Literatur beschrieben, bei den verwendeten
Zellen MCF-7 und T47D Apoptose und inhibierte die Proliferation vergleichbar
mit OHT (Cicatiello et al., 2000; Dowsett et al., 1999; Ellis et al., 1997). Die von
uns entwickelten OHT-resistenten Mammakarzinomzellen MCF-7-TR und

T47D-TR zeigten in den durchgeflhrten Versuchen im Gegensatz zu anderen,
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aus der Literatur bekannten Modellen, allerdings ebenfalls eine Resistenz ge-
genuber dem SERD Fulvestrant (Hu et al., 1993; Johnston et al., 2005; Lykkes-
feldt et al., 1994; Osborne et al., 2004). Dies ist insofern von Bedeutung, da
eine Tamoxifen-Resistenz, basierend auf modulierten Effekten auf Ebene der
nuklearen Co-Aktivatoren und Co-Repressoren, in den untersuchten Zellen eine
untergeordnete Rolle zu spielen scheint. Wirde zur Resistenz gegenuber OHT
eine veranderte Co-Faktoren-Zusammensetzung beitragen, wirde Fulvestrant,
welches jegliche Aktivitat des ER unterdrickt, immer noch inhibitorisch wirken
konnen. Die Ergebnisse bezlglich der Expression der Co-Faktoren sind bei den
verwendeten Zellen unterschiedlich. Wahrend sich bei T47D-TR bei der Ex-
pression der nuklearen Co-Aktivatoren und Co-Repressoren keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich zu den parentalen Zellen nachweisen lie3en, zeigte
sich bei MCF-7-TR eine Hochregulation des nuklearen Co-Aktivators SRC-1,
aber auch des nuklearen Co-Repressors SMRT.

Dies, die Resistenz gegenuber OHT und die Ergebnisse zu Fulvestrant lassen
vermuten, dass sich in den resistenten Zellen MCF-7-TR und T47D-TR eine
weitestgehend Ostrogen-unabhangige Wachstumsregulation, unter Aktivierung
anderer Wachstumsfaktorsignalwege, eingestellt hat. Daflir spricht auch die
verstarkte Phosphorylierung von Akt in unseren Zellen. Wie bereits erwahnt,
kann der ERa Uber den aktiven PI3K/Akt-Signalweg Liganden-unabhangig akti-
viert werden, so dass diese Zellen u.a. resistent gegeniber TAM sind
(Campbell et al., 2001). Nach Unterbrechung der aktivierten Signaltransdukti-
onskaskade, durch z. B. GnRH-I- und —Il-Analoga, wirkt OHT wieder antiprolife-
rativ und proapoptotisch, was verdeutlicht, dass die Wirkung von OHT nicht
durch veranderte Co-Faktoren moduliert wird, wie es bei anderen Resistenz-
modellen der Fall ist (Fleming et al., 2004; Girault et al., 2003; Osborne et al.,
2003). Die gesteigerte Expression je eines Co-Repressors und eines Co-
Aktivators bei MCF-7-TR scheint sich zu nivellieren und keine Veranderung in
der OHT-Wirkung zu verursachen.

Ein weiterer bekannter Mechanismus der Aktivierung von Akt und der MAPK
ERK1/2 ist, insbesondere in Mammakarzinomzellen, eine Uberexpression des
membrangebundenen Ostrogenrezeptors GPR30 und eine verstarkte Aktivie-
rung der nachfolgenden, nicht-genomischen Ostrogenwirkung. Die Uberexpres-

sion von GPR30 kann zur Entwicklung einer Resistenz gegentber Tamoxifen
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beitragen, da sowohl Ostradiol als auch Tamoxifen und seine Metaboliten an
GPR30 binden und agonistisch wirken (Filardo, 2002; Filardo et al., 2002;
Prossnitz et al., 2007; Revankar et al., 2005). Die Untersuchungen zeigten, so-
wohl auf Ebene der mRNA als auch auf Ebene der Proteine, eine deutlich ver-
minderte Expression von GPR30 bei MCF-7-TR und T47D-TR. Somit erscheint
eine Bedeutung des nicht-genomischen Weges der Ostrogenwirkung uber
GPR30 unwahrscheinlich, was, zusammen mit der nicht vorhandenen zellularen
Aromatase-Expression, die These vom Ostrogen-unabhangigen Wachstum der
OHT-resistenten Sublinien zusatzlich erhartet und eine auto- und parakrine Os-
trogenstimulation unwahrscheinlich macht. Auf Grund dieser Ergebnisse ist
auch davon auszugehen, dass GPR30 nicht fur eine verstarkte Phosphorylie-
rung von Akt in diesen Zellen verantwortlich ist.

Um den Einfluss der Co-Faktoren besser zu ergrinden, sollten diese auch mit-
tels Western Blot untersucht werden. Wie im Ergebnisteil unter 4.3.3 ausge-
fuhrt, wurden beim versuchten Nachweis der Co-Repressoren N-CoR und
SMRT keine Proteine detektiert. Unter anderem konnte ein Grund sein, dass
Proteine mit sehr grof3en relativen Molekilmassen, wie N-CoR mit 270 kDa,
sehr schwer mittels einfacher SDS-PAGE darzustellen sind. Eine abschliel3en-
de Klarung der Ursachen gelang allerdings nicht.

Bei AIB1 wurden dagegen bei verschiedenen Western Blots Proteine mit unter-
schiedlichen relativen Molekulmassen detektiert, die alle nicht mit dem Litera-
turwert von 160 kDa Ubereinstimmen (Takeshita et al., 1996; Takeshita et al.,
1997). Auch korrelieren die verschiedenen ProteingroRen nicht mit der Verwen-
dung der drei verschiedenen Antikdrper gegen AIB1. BG-1 Zellen exprimieren
AIB1 relativ stark, so dass eine Lysatprobe dieser Zellen als Positivkontrolle
mitgeflihrt wurde (persodnliche Korrespondenz mit dem Hersteller Affinity Bio-
reagents, Golden, USA). Die detektierte Bande bei den BG-1 Zellen war im
Vergleich zu den Banden der anderen Proben auch wesentlich starker, befand
sich aber bei den gleichen Massenbereichen. Eine Literaturrecherche ergab,
dass durch alternatives Splei3en flnf verschiedene AIB1-Isoformen entstehen,
deren Kleinste allerdings auch schon eine relative Molekilmasse von ca.
147 kDa aufweist und somit nicht Massen von 75 kDa erklaren kann, die im
Western Blot detektiert wurden. AIB1 wird acetyliert, methyliert und phosphory-

liert, was aber auch keine Erklarung fur die unterschiedlichen Massen bietet
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(Naeem et al., 2007; Wu et al., 2004). Eine mdgliche Degradierung des Proteins
kann auch ausgeschlossen werden, da den verwendeten Lysaten immer so friih
wie moglich Proteinase-Inhibitoren zugesetzt wurden und da die verschiedenen
Proteinmassen sowohl bei frischen, als auch bei lange gelagerten Lysaten auf-
traten. Da auch eine Ricksprache mit den Herstellerfirmen keinen Aufschluss
brachte, konnen die detektierten, verschiedenen relativen Molekiulmassen von
AIB1 an dieser Stelle nicht erklart werden (Anzick et al., 1997; Feng et al.,
2006; McKenna et al., 1999; Myers et al., 2005; Takeshita et al., 1997). Analo-
ges qilt fur SRC-1.

5.2.2 Einfluss von Wachstumsfaktorrezeptoren

IGF-1R

Im Vorfeld zu weiteren Versuchen wurde die Verteilung des EGF-R, des ERBB2
und des IGF-1R auf der PlasmamembranaulRenseite der verwendeten Zellen
analysiert. In beiden OHT-resistenten Sublinien zeigte sich eine deutliche Ab-
nahme des IGF-1R. Die grole Bedeutung des IGF-1R flir den menschlichen
Organismus wird anhand der Vielzahl von Substraten und Zielproteinen seiner
nachgeschalteten Signaltransduktionswege deutlich. Ein Beispiel ist die Aktivie-
rung der MAPK ERK 1/2 Uber Ras, c-Raf und MAPKK/MEK (De Meyts et al.,
1994). Ein anderer wichtiger Signaltransduktionsweg, der Uber den Liganden-
aktivierten IGF-1R induziert wird, ist der PI3K/Akt-Signalweg (Baserga et al.,
1997; Myers et al., 1993; Seely et al., 1995; Yamamoto et al., 1992). Es ist au-
Rerdem bekannt, dass die Expression des IGF-1R in malignem Brustgewebe oft
10 — 14 Mal hoher ist als in normalem Gewebe (Papa et al., 1993; Resnik et al.,
1998). Durch Kopplung des IGF-1R an den PI3K/Akt-Signalweg und die folgen-
de Aktivierung von Akt durch Phosphorylierung werden viele intrazellulare Pro-
zesse, wie antiapoptotische Signaltransduktion, Proliferation, Glukosetransport
und Proteinbiosynthese reguliert (Baserga et al., 1997; Butler et al., 1998). Auf
Grund der Abnahme der Rezeptormenge in beiden OHT-resistenten Sublinien
ist allerdings nicht von einem Beitrag der IGF-1R-Signaltransduktion zur ver-
starkten Akt-Phosphorylierung auszugehen. Untersuchungen in anderen Tamo-
xifen-resistenten MCF-7 zeigten ebenfalls eine von IGF-1R-unabhangige Akt-

Phosphorylierung (Frogne et al., 2005). Daher wurden auch keine Untersu-
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chungen zu den Liganden des IGF-1R, wie IGF-1, und deren Bindeproteinen,
den IGFBPs, durchgefihrt (Clemmons, 1997; Jones et al., 1995).

EGF-R & ERBB2

Bei MCF-7-TR war im Vergleich zur parentalen Zelllinie die Dichte der EGF-
Rezeptoren an der Zelloberflache deutlich verringert, bei T47D-TR war sie hin-
gegen im Vergleich zu T47D leicht erhoht. Der ERBB2 zeigte sich in beiden
resistenten Sublinien im Vergleich zu den parentalen Zellen erhoht, wobei dies
bei T47D-TR starker ausgepragt war. Dies erlaubt weitere Ruckschllsse auf die
Mechanismen der Antiéstrogenresistenz bei T47D-TR. Eine Uberexpression
des ERBB2 und/oder des EGF-Rezeptors, ihre Heterodimerisierung und eine
damit verbundene Aktivierung der MAPK ERK1/2 spielt beim Mammakarzinom
und bei der Entwicklung einer Resistenz gegenuber Antidstrogenen eine grole
Rolle (Dowsett, 2001; Dowsett et al., 2001; Knowlden et al., 2003; Kurokawa et
al., 2000; Nicholson et al., 2002b). Da bei T47D-TR beide Rezeptoren in erhdh-
ter Dichte nachgewiesen wurden und mit dem Inhibitor der EGF-R assoziierten
Tyrosinkinase Gefitinib eine Durchbrechung der Resistenz erreicht werden
konnte, ist zumindest ein grol3er Beitrag dieses Mechanismus zur Antidstrogen-
resistenz in den betreffenden Zellen nahe liegend. Eine Aktivierung des
ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktionswegs kann wahrscheinlich uber die
Beeinflussung von Proliferation, Apoptose und eine Phosphorylierung des ERa,
mit folgender Liganden-unabhangiger Aktivierung, eine Resistenz von Mamma-
karzinomzellen gegentber Tamoxifen induzieren, was bereits in Abschnitt 1.6
der Einleitung naher erlautert wurde (Bunone et al., 1996; Chen et al., 2001;
Kato et al., 1995; Riggins et al., 2006). In diesen Zellen verstarkt vorliegendes
phospho-Akt kann auf die gleiche Weise erklart werden, da Querverknupfungen
beider Signalwege bekannt sind und es in Mammakarzinomen mit Uberexpres-
sion des ERBB2 zu einer verstarkten Aktivierung von Akt kommt (Ignatoski et
al., 2000; Nicholson et al., 2003; Stein et al., 2000). Vorstehende Autoren ge-
hen in ihren Artikeln allerdings nicht genauer auf den Mechanismus der Tran-
saktivierung ein. Wahrscheinlich geschieht diese durch die GTPase Ras, wel-
che die PI3K aktivieren und somit eine verstarkte Phosphorylierung von Akt in-
duzieren kann (Rodriguez-Viciana et al., 1994).

Ein Beitrag der erhdhten ERBB2-Expression zur Resistenz bei MCF-7-TR in
gleicher Weise wie bei T47D-TR ist durch die verminderte Menge an EGF-R
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eher unwahrscheinlich. Mdglich ware eine Aktivierung der PI3K bei MCF-7-TR
uber eine Heterodimerisierung des ERBB2 mit dem ERBB3, welcher Uber
sechs Bindungsstellen fur PI3K verfugt und so diese direkt aktivieren kann, was
aber in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurde (Holbro et al., 2003; Kim
et al., 1994; Kraus et al., 1989).

5.2.3 Mediatoren der PI3K/Akt-Signaltransduktion und ihre
Rolle bei der sekundaren Antiostrogenresistenz

PTEN & PI3K

Wie in Abschnitt 1.5.2 beschrieben, fuhrt eine durch Mutationen ausgeloste
Veranderung oder eine Herunterregulation von PTEN und ebenso eine Aberra-
tion des katalytischen Zentrums der PI3K, p110q, zu einer Uberaktivierung von
Akt. Diese Veranderungen kommen in ER-positiven Mammakarzinomen ge-
hauft vor und sind mit einer Antidstrogenresistenz assoziiert (Perez-Tenorio et
al., 2007). Die Untersuchung von PTEN mittels Western Blot und RT-PCR zeig-
te in beiden Resistenzmodellen keine Unterschiede zwischen parentalen Zellen
und resistenten Sublinien bezlglich der Expression auf Ebene der mRNA und
der Proteine. Auch die Auswertung der Sequenzierung aller Exons des zugeho-
rigen Gens fur PTEN ergab keine Hinweise auf Mutationen, so dass ein Beitrag
von PTEN zur verstarkten Phosphorylierung von Akt ausgeschlossen werden
kann. Die wurde fur diverse andere Brustkrebszellen mit erhéhtem phospho-Akt
bereits demonstriert (Sun et al., 2001). PTEN scheint bei Mammakarzinomen
im Gegensatz zu Endometriumkarzinomen keine grof3e Rolle zu spielen. Frogn-
e et al. zeigten sogar, dass die PTEN-Spiegel in ihrem Modell mit Tamoxifen-
resistenten MCF-7 in diesen, im Vergleich zu parentalen Zellen, erhdht sind
(Frogne et al., 2005). In einigen Melanomen korrelieren erhdhte phospho-Akt
Spiegel nicht mit einer pten-Mutation und Jordan et al. bestatigten die verstarkte
Aktivierung von Akt bei OHT-resistenten Mammakarzinomzellen, ohne dass
PTEN involviert ist (Curtin et al., 2005; Jordan, 2004). Die Sequenzierung der
zwei hauptsachlich von Mutationen betroffenen Exons 9 und 20 von pik3ca,
dem Gen fur p110a, ergab bei MCF-7 und MCF-7-TR keine Hinweise auf Muta-
tionen. Bei T47D und T47D-TR bestatigte sich allerdings eine Transition von
Adenin durch Guanin in Exon 20, die zu einem Austausch von Histidin gegen

Arginin fuhrt (Bachman et al., 2004). Dies hat eine verstarkte Lipidkinase-
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Aktivitat der PI3K zur Folge, was Uber die verstarkte Bildung von PIP, und PIP3
zu einer starkeren Phosphorylierung von Akt beitragen kann (Kang et al., 2005).
Da aber sowohl die resistenten als auch die parentalen Zellen diese Mutation
tragen, lasst sich der Unterschied in der Menge des phospho-Akts zwischen
diesen Zellen dadurch nicht erklaren. Lediglich das Ergebnis, dass Akt bei pa-
rentalen T47D starker als bei MCF-7 phosphoryliert ist, konnte die Konsequen-
zen der Mutation widerspiegeln.

PDK1

Eine gesteigerte Aktivitat der PDK1 geht mit einer gesteigerten Aktivitat von Akt
einher und ist in Mammakarzinomen mit einer schlechten Differenzierung asso-
ziiert (Lin et al., 2005). Bei MCF-7-TR nimmt die basale Menge an PDK1 im
Vergleich zu parentalen Zellen leicht ab, so dass auch weniger phosphorylierte
und damit aktive PDK1 in den OHT-resistenten Zellen nachgewiesen wurde.
Die erhéhte Phosphorylierung von Akt bei MCF-7-TR scheint daher in unserem
Modell nicht mit einer veranderten Aktivitat der PDK1 zusammen zu hangen.
Bei T47D-TR ist dagegen die basale und die phosphorylierte Menge an PDK1
grolRer als bei T47D, so dass diese auch zu der verstarkten Akt-
Phosphorylierung bei T47D-TR beitragen konnte.

CTMP

Neben PTEN ist CTMP ein weiterer negativer Regulator der PI3K/Akt-
Signaltransduktion, der durch Bindung an die carboxyterminale Domane von
Akt an der Plasmamembran zur Dephosphorylierung von Thr®®® und Ser*” fiihrt
(Maira et al., 2001). Die Analyse der verwendeten Zellen zeigte eine deutlich
verringerte Menge CTMP bei MCF-7-TR gegenuber der Menge bei MCF-7.
Zwischen T47D und T47D-TR gab es keine Differenz. Unter Bericksichtigung
der Versuchsergebnisse von Maira et al. ware weniger vorhandenes CTMP als
Ursache fur die erhohte Menge phospho-Akt denkbar. Allerdings zeigen Er-
gebnisse von Ono et al. eine andere Funktion von CTMP. Laut dieser Untersu-
chungen ist CTMP an die Plasmamembran gebunden und induziert die Trans-
lokation von Akt an diese, so dass es zu einer verstarkten Phosphorylierung
von Akt kommt. Diese widerspriuchlichen Ergebnisse lassen sich eventuell
durch die Versuchsstrategie erklaren, die beide Arbeitsgruppen angewendet
haben. Maira et al. und Ono et al. verwendeten CTMP, welches mit einem

flag tag fusioniert wurde und beide Arbeitsgruppen zeigten eine Interaktion von
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CTMP mit Akt an der Zellmembran. Allerdings wird dies wahrscheinlich durch
die positiv geladenen Aminosauren des flag tag verursacht, die einen Einbau
des Fusionsproteins in die Plasmamembran vermitteln und somit die Transloka-
tion in andere Zellkompartimente verhindern. Die Interaktion zwischen Akt und
CTMP an der Plasmamembran ist somit wahrscheinlich kinstlich herbeigefuhrt,
so dass die Ergebnisse von Maira et al. und Ono et al. als Artefakt gelten mus-
sen (Parcellier et al., 2009). Parcellier et al. berichten hingegen, dass CTMP ein
nuklear-kodiertes, mitochondriales Protein ist, was nach Synthese an zytosoli-
schen Ribosomen mittels seiner mitochondrialen Erkennungssequenz an die
innere Membran und in den inneren Membranzwischenraum der Mitochondrien
gelangt, wo es prozessiert wird. CTMP wird nach zytotoxischer Stimulation von
den Mitochondrien in das Zytosol abgegeben, sensibilisiert Zellen fur Apoptose
und verstarkt diese somit, 16st sie aber selber nicht aus. Dies geschieht wahr-
scheinlich durch eine indirekt CTMP-vermittelte Inhibition von stark antiapopto-
tisch wirkendem Akt im Zytosol. Weiterhin wurde gezeigt, dass das antiapopto-
tisch wirkende Bcl-2 die CTMP-Abgabe aus den Mitochondrien in das Zytosol
hemmt (Parcellier et al., 2009).

Untersuchungen weiterer Arbeitsgruppen bestatigen die Ergebnisse von Parcel-
lier et al. dahingehend, dass es sich bei CTMP um einen negativen Akt-
Regulator handelt, ohne allerdings ebenso detaillierte, mechanistische Uberle-
gungen anzustellen. Es wurde gezeigt, dass eine epigenetische Herunterregu-
lation der CTMP-Transkription zu einer verstarkten Phosphorylierung von Akt
fuhrt, was haufig in Glioblastomen (Glioblastoma multiforme) vorkommt
(Knobbe et al., 2004). AuRerdem inhibiert eine Lentivirus-basierte CTMP-Gabe
die Akt-Aktivitat durch selektive Verhinderung der Phosphorylierung an Ser*”® in
einem Mausmodell flir Lungenkrebs (Hwang et al., 2009). In apoptotischen
Neuronen nach einer Ischamie findet eine verstarkte Expression von CTMP
statt. Dieses bindet an phospho-Akt, senkt durch Dephosphorylierung dessen
Kinaseaktivitdt und inhibiert so dessen Funktion. Hierbei zeigte sich, dass
CTMP nétig, aber nicht ausreichend ist, um neuronale Apoptose auszuldsen.
(Miyawaki et al., 2009). Somit ist eine Rolle von CTMP als negativer Regulator
der PI3K/Akt-Signalkaskade anzunehmen und eine reduzierte Expression von
CTMP bei MCF-7-TR Zellen kénnte eine Erklarung flr die gesteigerte Akt-
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Aktivitat und die damit verbundene Resistenz gegentiber OHT in diesen Zellen

sein, wobei der Mechanismus hierflr noch nicht vollstandig geklart ist.

5.2.4 Mediatoren der ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktion
und ihre Rolle bei der sekundaren Antidstrogenresistenz
T47D und T47D-TR unterscheiden sich deutlich hinsichtlich der Phosphorylie-
rung von ERK1/2. Die wesentlich starkere Phosphorylierung von ERK1/2 bei
T47D-TR im Vergleich zu T47D ist, neben der Wirkung von Gefitinib, ein weite-
res Indiz flr die verstarkte Aktivierung des ERBB/MAPK ERK1/2-Signalwegs
und seines Beitrags zur OHT-Resistenz in diesen Zellen. Die Konsequenzen
dieser verstarkten Aktivierung des Signalwegs, wie Proliferationsinduktion und
Inhibition von Apoptose sind bereits in den vorangehenden Abschnitten disku-
tiert worden.
Bei MCF-7 und MCF-7-TR traten hinsichtlich der basalen Expression und der
Phosphorylierung von ERK1/2 keine Unterschiede auf, so dass deutlich wird,
dass die ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktion hier nicht im Zusammenhang

mit der Resistenz gegentber OHT steht.

5.2.5 Hemmung der PI3K/Akt und der ERBB/MAPK ERK1/2-
Signaltransduktionskaskade

Es sollte geklart werden, ob durch spezifische Hemmung der MAPK ERK1/2

oder der Proteinkinase Akt bzw. des nachgeschalteten mTOR eine Resensibili-

sierung der resistenten Sublinien gegentiber OHT erfolgt.

Rapamycin & Everolimus

Als ein wichtiger Mediator der Akt-Signaltransduktion ist mTOR prinzipiell ein

Konvergenzpunkt verschiedener proliferationsféordernder und antiapoptotischer

Signalwege, so dass eine Blockade bei Uberaktivierung in Krebszellen hier

sinnvoll erscheint (Sarbassov et al., 2005b). Aul3erdem scheint die Prasenz von

aktiviertem Akt ein sehr guter pradiktiver Wert fur das Ansprechen der Zellen

auf mTOR-Inhibitoren zu sein (Noh et al., 2004).

Rapamycin und Rapamycin-Derivate wie Everolimus/RAD0O01 dienen als

mTOR-Inhibitoren und sind teilweise bereits in der klinischen Erprobung (Fasolo

et al., 2008). Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurden synergistische Effekte

von Rapamycin bzw. dessen Derivaten in Kombination mit Tamoxifen bzw. Ful-
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vestrant beschrieben. So konnte auch gezeigt werden, dass in ahnlichen Mo-
dellen, wie dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten, eine Durchbrechung
der sekundaren Antiostrogenresistenz durch Inhibition von mTOR maoglich ist
(Beeram et al., 2007; deGraffenried et al., 2004; Ghayad et al., 2008; Treeck et
al., 2006). In dem hier verwendeten Modell zeigten Rapamycin und sein Analo-
gon Everolimus antiproliferative Effekte, in Kombination mit OHT konnte bei
MCEF-7 sogar ein signifikanter additiver Effekt ermittelt werden. Auf3erdem indu-
zierte Rapamycin bei parentalen MCF-7 signifikant Apoptose und war hinsicht-
lich des Ausmalles mit der Wirkung von OHT zu vergleichen, was die grund-
satzliche Wichtigkeit von mTOR fir die Homoéostase der Zelle demonstriert
(Sarbassov et al., 2005b). In beiden resistenten Sublinien wurde durch Rapa-
mycin und Everolimus aber keine Apoptose induziert. Eine Durchbrechung der
Antiéstrogenresistenz und somit eine Resensibilisierung fur OHT gelang eben-
so weder durch Rapamycin noch durch Everolimus bei MCF-7-TR und T47D-
TR. In diesen Zellen scheint mTOR somit keine Rolle bei der Vermittlung der
Resistenz gegen OHT zu spielen, so dass andere Substrate von Akt in den Fo-
kus ricken. Wie bereits erwahnt, konnte eine Phosphorylierung von ERa durch
Akt und eine damit verbundene Liganden-unabhangige Aktivierung mit einher-
gehender Resistenz gegenuber Tamoxifen eine Rolle spielen (Campbell et al.,
2001). AulRerdem kdnnten durch Akt induzierte antiapoptotische und proliferati-
onsfordernde Signalkaskaden unabhangig von mTOR bestimmend fir die Aus-
pragung der OHT-Resistenz in den verwendeten Zellen sein (Datta et al., 1999;
Song et al., 2005). So mutmalen Jordan et al. z. B. dass eine Deaktivierung
von GSK3a/B ein wichtiger Akt-vermittelter Resistenzmechanismus gegenuber
Tamoxifen sein kdnnte (Jordan, 2004). GSK3a/f inhibiert indirekt nachgeschal-
tete Transkriptionsfaktoren, z. B. die des Wnt-Signalwegs (Ali et al., 2001;
Woodgett, 1994). Es konnte aullerdem nachgewiesen werden, dass ein hoher
Spiegel von antiapoptotischem Bcl-2 im Zusammenhang mit einer Resistenz
gegen mTOR-Inhibitoren steht (Aguirre et al., 2004; Majumder et al., 2004). Ak-
tives Akt verhindert indirekt durch Phosphorylierung die Inaktivierung von antia-
poptotischem Bcl-2, so dass dieser Mechanismus auch in unserem Modell der
sekundaren Antiostrogenresistenz eine weitere Erklarung dafur sein konnte,
warum mTOR-inhibitoren sowohl als Einzelgabe als auch in Kombination keine
Apoptose induzierten (Datta et al., 1997; del Peso et al., 1997).
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Gefitinib & PD98059

Die Ergebnisse der Inhibition der EGF-Rezeptor-Autophosphorylierung durch
Gefitinib in OHT-resistenten Zellen hinsichtlich der Induktion von Apoptose wur-
den bereits in den Abschnitten 5.1 und 5.2.2 diskutiert. Eine Durchbrechung der
Resistenz gegeniiber OHT gelang bei T47D-TR und die Uberexpression des
EGF-R und des ERBB2 scheint die Ursache flr verstarkt vorliegendes
phospho-Akt zu sein. Dagegen gelang bei MCF-7-TR mit Gefitinib keine Re-
sensibilisierung der Zellen fur OHT. Allerdings wurde durch eine Einzelgabe von
Gefitinb eine signifikante Proliferationsinhibition in beiden parentalen Zelllinien
und ihren resistenten Sublinien erreicht. Die Kombination mit OHT zeigte in
OHT-resistenten Sublinien eine mit der Einzelgabe vergleichbare, signifikante,
antiproliferative Wirkung. Diese Hemmung spiegelt die grundsatzliche Wichtig-
keit der ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktionskakade bei vielen zellularen
Prozessen wider (Chen et al., 2001).

Der Einfluss von Gefitinib auf phospho-Akt bei MCF-7-TR und T47D-TR, mittels
Western Blot analysiert, bestatigte die bisher gemachten Annahmen zu den
Resistenzmechanismen. Die Abnahme von phospho-Akt bei T47D-TR durch
Gefitinib ist ein Beleg fur die Querverknipfung des PI3K/Akt-
Signaltransduktionswegs mit der ERBB/MAPK ERK1/2-Signalkaskade und wird
auch so in der Literatur beschrieben (Moasser et al., 2001). Da die Abnahme
von phospho-Akt durch Gefitinb ebenso mit der Durchbrechung der OHT-
Resistenz korreliert, wie dies bei der Wirkung von Triptorelin und
[D—Lys6]GnRH-II der Fall ist, ist dies ein weiteres Indiz fur die wichtige Rolle von
phospho-Akt bei der sekundaren Antidstrogenresistenz von T47D-TR. Bei
MCF-7-TR hatte Gefitinib keinen Einfluss auf den Phosphorylierungsstatus von
Akt, was belegt, dass der EGF-Rezeptor und damit auch die ERBB/MAPK
ERK1/2-Signalkaskade bei der Vermittlung der OHT-Resistenz in diesen Zellen
keine Rolle spielt. Bestatigt wurde dies weiterhin dadurch, dass auch PD98059,
was als MAPKK/MEK-Inhibitor die Aktivierung der MAPK ERK1/2 hemmt, die
Zellen nicht fur OHT resensibilisieren kann (Alessi et al., 1995; Crews et al.,
1992). Bei T47D-TR gelang dies ebenfalls nicht, obwohl man dies auf Grund
der sehr starken Phosphorylierung der MAPK ERK1/2 (siehe 5.2.4) hatte an-
nehmen kénnen. Dies lasst vermuten, dass es nicht ausreicht, die Phosphory-
lierung von ERK1/2 zu unterbinden und damit den ERBB/MAPK ERK1/2-
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Signalweg zu inhibieren, um die sekundare Antidstrogenresistenz bei T47D-TR
zu durchbrechen. Weiterhin unterstreicht dies die hierbei wichtige Rolle von
phospho-Akt. Die antiproliferative Wirkung von PD98059 bei MCF-7, T47D und
MCF-7-TR lasst sich mit der allgemeinen Wichtigkeit der MAPK ERK1/2 fur vie-
le zellulare Prozesse begrinden, was bereits ausgefuhrt wurde.

Perifosine

Der Akt-Inhibitor Perifosine bindet die PH-Domane von Akt selektiv und reversi-
bel, so dass dessen fur die Phosphorylierung notwendige Translokation an die
Plasmamembran unterbunden wird und die Phosphorylierung von Akt in vitro an
Ser*”® und Thr*® im Zytoplasma abnimmt (Chiarini et al., 2008; Engel et al.,
2008; Kondapaka et al., 2003; Ruiter et al., 2003). Perifosine hemmte die Proli-
feration bei MCF-7, MCF-7-TR, T47D und T47D-TR, wobei dies bei MCF-7 am
deutlichsten geschah. Durch eine Kombination mit OHT wurde bei keinem der
Zelltypen eine signifikante Steigerung der proliferationshemmenden Wirkung
gegenuber der alleinigen Behandlung mit Perifosine erzielt. Der PI3K/Akt-
Signalweg spielt in der Homoostase von normalen Zellen und Krebszellen eine
grol3e Rolle, so dass durch einen Akt-Inhibitor wichtige Zellfunktionen gestort
werden, was eine Proliferationsinhibition verursacht (Brazil et al., 2001; Song et
al., 2005; Vivanco et al., 2002). Durch die Behandlung mit Perifosine werden
neben der Induktion von Apoptose auch zytostatische Effekte beobachtet, so
z. B. bei Epithelkarzinomzellen (Floryk et al., 2008; Momota et al., 2005).
Perifosine induzierte als Einzelgabe bei MCF-7, nicht jedoch bei MCF-7-TR und
T47D-TR signifikant Apoptose. Es ist bekannt, dass Perifosine bei verschiede-
nen malignen Zellen, z. B. bei hamatologischen Krankheiten, Uber eine Stimu-
lierung des Todesrezeptors den extrinsischen, Caspase-abhangigen, Apopto-
seweg induziert. Wichtige Mediatoren scheinen hierbei CD95/FAS, lipid rafts,
JNK aber nicht Akt zu sein, so dass sich die proapoptotische Wirkung auf
MCF-7 Zellen, die keine verstarkte Akt-Phosphorylierung aufweisen, so erklaren
lassen konnte (Chiarini et al., 2008; Gajate et al., 2007; Papa et al., 2008; van
der Luit et al., 2007).

Bei MCF-7-TR fuhrte die Kombination von OHT mit Perifosine, im Gegensatz
zur Einzelgabe beider Substanzen, zu einer signifikanten Induktion von Apopto-
se und damit zu einer Durchbrechung der Resistenz gegenuber OHT. Dies ist

ein  weiteres Indiz fir die entscheidende Rolle des PI3K/Akt-
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Signaltransduktionswegs bei der

sekundaren Antidstrogenresistenz  bei

MCF-7-TR. Eine Ubersicht Uber die untersuchten Mediatoren der PI3K/Akt-
Signaltransduktion und den moglichen Resistenzmechanismus bei MCF-7-TR

gibt Abb. 22.
Bei T47D-TR gelang mit Perifosine trotz des schon diskutierten, wahrscheinlich

wichtigen, Beitrags von phospho-Akt zur Antidstrogenresistenz keine Resensibi-

lisierung dieser Zellen fur OHT. Da auch eine Inhibition der MAPK ERK1/2 mit

Gefitinib
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Abb. 22: Mechanismen der sekunddren Antiostrogenresistenz bei MCF-7-TR und ver-

wendete Inhibitoren. Gepunktete Pfeile und Linien stehen flr Aktivierungen und In-

hibitionen, die in diesem Modell der sekundaren Antidéstrogenresistenz keine Rolle

spielen. Ebenso sind Mediatoren der Signaltransduktion mit einer gepunkteten Linie

umrandet und im Standard-Schriftschnitt geschrieben, die wahrscheinlich keine Ursa-

che der sekundéaren Antidstrogenresistenz darstellen. Wichtige Mediatoren und wich-
tige Inhibitions- und Aktivierungspfeile erscheinen dagegen fett. Die gestrichelte Linie
umschlief3t die nicht untersuchte ERBB2/ERBB3-Heterodimerisierung, der mit Frage-
zeichen gekennzeichnete Pfeil steht fiir einen moglichen Beitrag zur Phosphorylie-
rung von Akt. CTMP ist vereinfacht als Akt-Inhibitor dargestellt, da die genaue Funkti-
onsweise bisher nicht geklart werden konnte. Aus dem gleichen Grund ist der Inhibiti-
onspfeil bei Perifosine mit einem Fragezeichen versehen. Die ausgeschlossene,
mogliche Aktivierung von Akt durch GPR30 und die Hemmung der Signalkaskade
durch GnRH-I/-ll-Analoga und PD98059 wird hier nicht gezeigt. Nahere Erlauterun-

gen zu dieser Abbildung sind dem Text zu entnehmen.
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PD98059 alleine nicht ausreichte, GnRH-I- und -II-Analoga aber eine Durchbre-
chung der Resistenz bewirkten und sowohl die PI3K/Akt- als auch die
ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktion hemmten, ist davon auszugehen,
dass beide Signaltransduktionswege zusammen einen wichtigen Beitrag zur
Vermittlung der sekundaren Antidstrogenresistenz leisten. Die Unterbrechung
nur einer der beiden Signalkaskaden reicht nicht aus, um die Zellen wieder fur
OHT zu resensibilisieren. Auch die Wirkung von Gefitinib im Hinblick auf die
Durchbrechung der sekundaren Antiostrogenresistenz bei T47D-TR lasst sich
mit diesem Resistenzmechanismus erklaren. Da die Aktivierung von Akt wahr-
scheinlich durch die GTPase Ras Uber PI3K vermittelt wird, Gefitinib in der Sig-
nalkaskade aber direkt an der EGF-R-assoziierten Tyrosinkinase wirkt, ist hier-
durch eine Hemmung beider Signalwege gegeben. Die detektierte Mutation in
der katalytischen Untereinheit von PI3K und die verstarkte Aktivierung von
PDK1 tragen sicherlich zu einer verstarkten Phosphorylierung von Akt bei
T47D-TR bei, entscheidend fur die Ausbildung der Resistenz sind sie aber
nicht. Jordan et al. analysierten ein Modell von OHT-resistenten MCF-7 Zellen,
welches deutliche Parallelen im Mechanismus der Resistenz zu den hier ver-
wendeten T47D-TR Zellen aufweist. Die von Jordan et al. untersuchten Zellen
wiesen ebenfalls verstarkt phosphoryliertes Akt auf, zeigten aber nur ein mafi-
ges Ansprechen auf einen PI3K-Inhibitor, so dass die Autoren einen Resis-
tenzmechanismus mit Dominanz der MAPK ERK1/2 und eines Beitrags von
phospho-Akt postulierten. Da u. a. auch Gefitinib in diesen Zellen die Phospho-
rylierung von Akt inhibierte, gehen Jordan et al. von einer Aktivierung der
Signaltransduktion durch eine EGF-R/ERBB2-Heterodimerisierung mit konstitu-
tiver Aktivierung oder autokriner Stimulation durch TGFa aus (Jordan, 2004;
Knowlden et al., 2003; Zhou et al., 2000). Die Heterodimerisierung des EGF-R
mit ERBB2 ist, wie schon in Abschnitt 5.2.2 erwahnt, aufgrund der erhdhten
Dichte beider Rezeptoren auf der Zytoplasmamembran-Aulenseite ebenfalls in
dem hier verwendeten Modell bei T47D-TR denkbar. Auch eine autokrine Sti-
mulation mit TGFa kommt in Betracht, wurde in dieser Arbeit aber nicht unter-
sucht. Eine Ubersicht (iber den méglichen Resistenzmechanismus bei T47D-TR

mit den eingesetzten Inhibitoren zeigt Abb. 23.
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Abb. 23: Mechanismen der sekunddren Antiostrogenresistenz bei T47D-TR. Gepunktete
Pfeile und Linien stehen flr Aktivierungen und Inhibitionen, die in diesem Modell der
sekundaren Antiéstrogenresistenz keine Rolle spielen. Ebenso sind Mediatoren der
Signaltransduktion mit einer gepunkteten Linie umrandet und im Standard-
Schriftschnitt geschrieben, die wahrscheinlich keine Ursache der sekundaren Antiés-
trogenresistenz darstellen. Wichtige Mediatoren und wichtige Inhibitions- und Aktivie-
rungspfeile erscheinen dagegen fett. CTMP ist vereinfacht als Akt-Inhibitor darge-
stellt, da die genaue Funktionsweise bisher nicht geklart werden konnte. Aus dem
gleichen Grund ist der Inhibitionspfeil bei Perifosine mit einem Fragezeichen verse-
hen. Die ausgeschlossene, mogliche Aktivierung von Akt durch GPR30 wird hier nicht
gezeigt. Nahere Erlduterungen zu dieser Abbildung sind dem Text zu entnehmen.

Um die Wirkung von Perifosine auf phospho-Akt zu Uberprifen, wurden Wes-
tern Blots angefertigt, in denen Lysate von MCF-7-TR und T47D-TR eingesetzt
wurden, die unterschiedlich lange einer Konzentration von 3,0 x 10 M Perifosi-
ne ausgesetzt waren. In beiden Subzelllinien nahm die phospho-Akt-Menge
innerhalb von 60 Minuten zu und war nach 72 h leicht unterhalb der der Kontrol-
le. Da Perifosine die MCF-7-TR Zellen fur OHT resensibilisiert und die Resis-
tenz nach den Ergebnissen der bisherigen Versuche mit einer verstarkten
Phosphorylierung von Akt im Zusammenhang zu stehen scheint, war dies so
nicht zu erwarten. Auch wenn bei T47D-TR mit Perifosine keine Durchbrechung

der Resistenz gegenuber OHT erreicht wurde, hatte die Menge an phospho-Akt
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unter Perifosine-Einfluss trotzdem ebenfalls schnell sinken missen, wie es bei
PC-3 Zellen (Prostatakarzinom) der Fall ist. Hier wird eine vollige Dephosphory-
lierung von Akt an Thr*®® und Ser*”® nach 0,5 h durch Einwirkung von 5 x 10° M
Perifosine erreicht (Kaighn et al., 1979; Kondapaka et al., 2003). Hennessy et
al. zeigten ebenfalls, dass Perifosine in niedriger mikromolarer Dosis, sowohl in
vitro als auch in vivo, Akt inhibiert. Eine signifikante Inhibition der Akt-

Phosphorylierung an Ser*"

wurde bei xenotransplantierten PC-3 Zellen aber
erst nach 7 und 21 Tagen (168 h und 504 h) Inkubationszeit festgestellt, nach
24 — 48 h jedoch noch nicht. Die Inhibition von Akt korrelierte aul3erdem mit ei-
ner in vivo-Wachstumsinhibition und es konnte gezeigt werden, dass Zellen die
eine Uberaktive PI3K/Akt-Signaltransduktion besitzen, besonders sensibel flur
eine Behandlung mit Perifosine sind (Hennessy et al., 2007). Die von Hennessy
et al. demonstrierte lange Inkubationsdauer zur Akt-Dephosphorylierung kénn-
te, auch wenn es sich um in vivo-Daten handelt, erklaren, warum in unseren
Zellen nach 72 h eine leichte Reduzierung der phospho-Akt-Menge zu beo-
bachten war, vorher jedoch noch nicht. Die Proliferations- und Apoptoseassays
wurden mit den entsprechenden Substanzen aber immer 96 h inkubiert, so
dass man im Western Blot eventuell zu diesem Zeitpunkt eine deutlichere Re-
duktion von phospho-Akt hatte detektieren konnen. Die Inkubation der Zellen
mit Perifosine fur die Western Blots wurde nur fur 72 Stunden durchgefuhrt, da
die Daten von Kondapaka et al. zur schnellen Dephosphorylierung von Akt als
Grundlage der Versuche genommen wurden (Kondapaka et al., 2003). Da Peri-
fosine aber eine Halbwertszeit von 137 Stunden besitzt, waren hier sicher wei-
tere Versuche mit langeren Inkubationszeiten angebracht (Vink et al., 2005).

Die Mechanismen die zur Wirkung von Perifosine auf Zellen beitragen, werden
allerdings kontrovers diskutiert und sind bisher nicht eindeutig geklart, so dass
die Effekte von Perifosine auch ohne eine Wirkung auf phospho-Akt zu begrun-
den sein konnten (Gills et al., 2009). Zusatzlich zur Verringerung der Phospho-
rylierung von Akt vermindert Perifosine auch die Phosphorylierung von Mediato-
ren, die in der Signalkaskade unterhalb von Akt stehen, wie zum Beispiel S6K1
und GSK3a/fB (Elrod et al., 2007; Hennessy et al., 2007). AulRerdem wurde ge-
zeigt, dass Perifosine den PTEN-Spiegel und die Gesamtmenge des vorhan
denen Akt bei NSCLC Zellen (Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom) reduziert,
wobei der Mechanismus unklar blieb (Elrod et al., 2007). Auch bei T47D-TR
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wurde die Menge des basalen Akt nach 45 min Inkubationszeit deutlich redu-
ziert, so dass man hier eventuell eine Parallele zu den Versuchen von Elrod et
al. ziehen kann.

Neben der Inhibition von Akt und anderen Mediatoren der PI3K-Signalkaskade
zeigt Perifosine noch andere biologische Aktivitaten, die zu seiner Zytotoxizitat
beitragen konnten, wie die Aktivierung der p38 MAPK und der JNK, die Inhibiti-
on der Phosphatidylcholin-Synthese oder die Herunterregulation der MAPK
ERK1/2-Phosphorylierung (Kondapaka et al., 2003; Papa et al., 2008; van der
Luit et al., 2007). Allerdings wurde auch nachgewiesen, dass Perifosine die
Phosphorylierung von Wachstumsfaktorrezeptoren wie EGF-R erhéhen und
somit zu einer Stimulation von Akt fuhren kann. Die Mechanismen, die diesem
Effekt zu Grunde liegen sind allerdings noch nicht aufgeklart, konnten aber mit
einer Storung der Membranstruktur oder deren Funktionen zusammenhangen
(Hennessy et al., 2007). Durch seine lange Halbwertszeit kdnnte Perifosine in
der Plasmamembran in lipid rafts akkumulieren und so Membranregionen sto-
ren, die in Signaltransduktionsmechanismen involviert sind (van der Luit et al.,
2007). Dies konnte entweder durch eine Veranderung der Zusammensetzung
von lipid rafts geschehen oder aber auch durch die Hochregulation von Cerami-
den, einer zytotoxischen Untergruppe von Sphingolipiden (Gajate et al., 2007;
Rahmani et al., 2005). Lipid rafts sind Cholesterol- und Sphingolipid-reiche Mik-
rodomanen, die als Gerust fur diverse Signaltransduktionsmechanismen dienen
und u. a. bei der Aktivierung von Akt eine Rolle spielen (Lasserre et al., 2008).
Aufgrund der verschiedenen biologischen Effekte von Perifosine ist es wahr-
scheinlich, dass viele verschiedene Mechanismen zusammen zum antitumora-
len Effekt dieser Substanz beitragen (Gills et al., 2009).

Trotz der Kontroverse um den genauen biologischen Mechanismus der Perifo-
sine-Wirkung konnte in klinischen Phase I-Studien gezeigt werden, dass durch
Perifosine ein erhdhtes Ansprechen auf eine Strahlentherapie bei Patienten mit
fortgeschrittenen Tumoren der Prostata, der Speiserohre, des Darms und der
Blase erreicht werden kann (Vink et al., 2006). Gleiche Erfolge wurden bei der
Kombination mit Chemotherapeutika erzielt, so dass derzeit verschiedene Pha-
se |I-Studien durchgefuhrt werden. Allerdings wurde in kaum einer Studie die

Aktivitat von Akt gemessen, so dass die Wirksamkeit von Perifosine in vivo auf
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Grund fehlender Daten bisher nicht auf eine Inhibition von Akt zurtickgefiihrt
werden konnte (Gills et al., 2009).

Obwohl Perifosine in einer klinischen Phase II-Studie beim fortgeschrittenen
Mammakarzinom nur moderate Aktivitat zeigte (Leighl et al., 2008), kdnnte die
Kombination von Perifosine mit Antidstrogenen dennoch vielversprechend sein,
da in einem der beiden verwendeten Modelle der sekundaren Antiostrogenre-

sistenz, bei MCF-7-TR, eine Durchbrechung der Resistenz erreicht wurde.

5.3 Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Mechanismen der sekundaren
Antiéstrogenresistenz in dem hier untersuchten Modell sehr komplex sind und
mit einer gesteigerten ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktion und/oder ge-
steigerten Aktivitat von Akt assoziiert sind. Dabei besitzen beide verwendeten
OHT-resistenten Subzelllinien unterschiedliche Resistenzmechanismen. Bei
T47D-TR ist die Resistenz mit einer erhdhten EGF-R- und ERBB2-Dichte und
daraus resultierender, verstarkter Aktivierung der ERBB/ERK1/2- und der
P13K/Akt-Signaltransduktion verbunden. Bei MCF-7-TR spielt wahrscheinlich
eine Reduzierung von CTMP eine Rolle, auch wenn der genaue Mechanismus
auf Grund der Kontroverse um die Funktionsweise von CTMP unklar bleibt. Ein
madglicher Beitrag von CTMP zur Antidstrogenresistenz bei Mammakarzinom-
zellen ist bisher noch nicht beschrieben worden und konnte erstmals in dieser
Arbeit gezeigt werden. Weitere Untersuchungen sollten die genaue Rolle von
CTMP und Grinde fur eine Herunterregulation dieses endogenen Inhibitors der
PI13K/Akt-Signaltransduktion bei MCF-7-TR mit einschlie3en. Auch eine mogli-
che Heterodimerisierung des ERBB2 mit dem ERBB3 konnte Uber die Aktivie-
rung von PI3K einen Beitrag zur Resistenz in diesen Zellen leisten und ware ein
lohnendes Ziel weiterer Untersuchungen. Bei T47D-TR bleibt zu klaren, was die
Ursachen der erhdhten Dichte des ERBB2 und des EGF-R sind, wobei ein
moglicherweise verminderter PAX2-Spiegel in die Uberlegungen mit einzube-
ziehen ist. Eine Rolle von ERBB4 bei der verstarkten Aktivierung der Signalkas-
kade sollte ebenfalls in Betracht gezogen werden. Auch, ob die Aktivierung des
PI3K/Akt-Signaltransduktionswegs Uber die GTPase Ras vermittelt wird, sollte

analysiert werden. Eine Untersuchung der Zellen mittels komparativer genomi-
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scher Hybridisierung (comparative genomic hybridization) zeigte in einer ersten
Analyse der Ergebnisse deutliche Unterschiede zwischen der DNA von MCF-7
und der von MCF-7-TR, jedoch weniger zwischen T47D und T47D-TR. Bei-
spielsweise wurde eine Verachtfachung der DNA, gemittelt Uber alle untersuch-
ten Chromosomensatze, bei MCF-7-TR im Bereich der breast cancer-amplified
sequence 3 (BCAS3) gefunden, die bei pramenopausalen Frauen mit einer
Tamoxifen-Resistenz assoziiert ist (Gururaj et al., 2006). Eine genauere Analy-
se der Daten wird sicherlich einen tieferen Einblick in die Mechanismen der se-
kundaren Antidstrogenresistenz dieser Zellen erlauben und Ursachen auf gene-

tischer Ebene aufzeigen.

Die gesteigerte PI3K/Akt-Aktivitat und die Aktivierung der ERBB/MAPK ERK1/2-
Signaltransduktion kénnen als zwei entscheidende Wege bei der sekundaren
Antiéstrogenresistenz festgehalten werden, welche teilweise in Beziehung zu-
einander stehen, aber auch unabhangig voneinander agieren konnen. Dadurch
ergeben sich unterschiedliche Strategien fur eine Durchbrechung der Resistenz
und es wird deutlich, dass die alleinige Bestimmung von phospho-Akt oder von
Mediatoren der ERBB/MAPK ERK1/2-Signaltransduktion nur bedingt als pradik-
tive Marker fur eine zielzellgerichtete Therapie in der Klinik ausreichen. Vermut-
lich hat sogar nur ein ausfuhrliches, molekularbiologisches Profil der Tumorzel-
len einen erhdhten pradiktiven Wert. Dazu kénnen z. B. die Mutationsanalyse
des Gens fur Ras oder von pik3ca und die Bestimmung nuklearer Co-Faktoren
gehoren.

Die Kombinationen aus Gefitinib und OHT, Perifosine und OHT sowie Analoga
von GnRH-I/-1l und OHT zeigten anhand der verwendeten Modelle viel verspre-
chende Ergebnisse, wobei in dieser Arbeit erstmals eine Durchbrechung der
sekundaren Antiostrogenresistenz mit Perifosine gezeigt werden konnte. Die
kombinierte Behandlung bietet sich fur Versuche bei mit MCF-7-TR und
T47D-TR xenotransplantierten Mausen an, um ihre Wirkung in vivo zu verifizie-
ren. Interessant ware weiterhin die Untersuchung der Wirkung einer Kombinati-
on von Perifosine und PD98059 auf T47D-TR, da bei einer erfolgreichen
Durchbrechung der sekundaren Resistenz die Theorie des angenommenen,
dualen Resistenzweges unterstitzt und zudem weitere Therapiemdglichkeiten

aufgezeigt wirden. Ebenso ware die Untersuchung der Wirkung von Gefitinib
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und Analoga von GnRH-I/-Il auf phosphorylierte MAPK ERK1/2 bei T47D-TR
mittels Western Blot lohnenswert. Dies wurde zur weiteren Klarung des Resis-
tenzmechanismus beitragen. Zu untersuchen waren ebenfalls die Wirkungsme-
chanismen von Perifosine, bzw. die Identifizierung zellularer Marker, die eine
Erklarung der Resistenzdurchbrechung durch Perifosine ermdglichen und so
zum weiteren Verstandnis des Resistenzmechanismus bei MCF-7-TR beitragen
wurden.

Langfristig konnten die Erkenntnisse aus dieser Arbeit und aus darauf basie-
renden Folgeuntersuchungen bei der Optimierung der endokrinen Therapie des
Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinoms mit sekundarer Antidstrogenre-

sistenz helfen.
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7  Anhang

7.1 Ergebnisse der Sequenzierungen

7.1.1 ermittelte Sequenzen der Exons von pten

MCF-7

Exon1:
ACCAGCAGCTTCTGCCATCTCTCTCCTCCTTTTTCTTCAGCCACAGGCTCCCAGACATGAC
AGCCATCATCAAAGAGATCGTTAGCAGAAACAAAAGGAGATATCAAGAGGATGGATTCGAC
TTAGACTTGACCTGTATCCATTTCTGCGGCTGCTCCTCTTTACCTTTCTGTCACTCTCTTAG
AACGTGGGAGTAGACGGATGCGAAAAATGTCCGTAGTA

Exon 2:

AGTCATCAGATATTTATCCAAACATTATTGCTATGGGATTTCCTGCAGAAAGACTTGAAGGC
GTATACAGGAACAATATTGATGATGTAGTAAGGTAAGAATGCTTTGATTTTCTATTTCAA
Exon 3:
TATTTTTTCATTAATGGTATTTGAGATTAGGAAAAAGAAAATCTGTCTTTTGGTTTTTCTTGAT
AGTATTAATGTAATTTCAAATGTTAGCTCATTTTTGTTAATGGTGGCTTTTTGTTTGTTTGTTT
TGTTTTAAGGTTTTTGGATTCAAAGCATAAAAACCATTACAAGATATACAATCTGTAAGTATG
TTTTCTTATTTGTATGCTTGCAAATATCTTCTAAAACAACTATTAAGTGAAAGTTATCTGCTTG
TTAGAGTGAGGA

Exon 4:
TGTCTTTTTTTTCTTCCTAAGTGCAaaAGATAACTTTATATCACTTTTAAACTTTTCTTT-
TAGTTGTGCTGAAAGACATTATGACACCGCCAAATTTAATTGCAGAGGTAGGTATGAATGTA
CTGTACTATGTTGTATAACTTAAACCCGATAGACTGTATCA

Exon 5a:
TCTAAGTTACCTACTTGTTAATTAAAAATTCAAGAGTTTTTTTTTCTTATTCTGAGGTTATCTT
TTTACCACAGTTGCACAATATCCTTTTGAAGACCATAACCCACCACAGCTAGAACTTATCAA
ACCCTTTTGTGAAGATCTTGACCAATGGCTAAGTGAAGATGACAATCATGTTGCAGCAATTC
A

Exon 5b:
ACCTTTTGTGAAGATCTTGACCAATGGCTAAGTGAAGATGACAATCATGTTGCAGCAATTCA
CTGTAAAGCTGGAAAGGGACGAACTGGTGTAATGATATGTGCATATTTATTACATCGGGGC
AAATTTTTAAAGGCACAAGAGGCCCTAGATTTCTATGGGGAAGTAAGGACCAGAGACAAAA
AGGTAAGTTATTTTTTGATGTTTTTCCTTTCCCTTTCCCCGGGATCTGAG

Exon 6:
TCGACCCAGTTACATAGCAATTTAGTGAAATAACTATAATGGAACATTTTTTTTCAATTTGGC
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TTCTCTTTTTTTTCTGTCCACCAGGGAGTAACTATTCCCAGTCAGAGGCGCTATGTGTATTA
TTATAGCTACCTGTTAAAGAATCATCTGGATTATAGACCAGTGGCACTGTTGTTTCACAAGA
TGATGTTTGAAACTATTCCAATGTTCAGTGGCGGAACTTGCAGTAAGTGCTTGA

Exon7:
TTTAACCATGCAGATCCTCAGTTTGTGGTCTGCCAGCTAAAGGTGAAGATATATTCCTCCAA
TTCAGGACCCACACGACGGGAAGACAAGTTCATGTACTTTGAGTTCCCTCAGCCGTTACCT
GTGTGTGGTGATATCAAAGTAGAGTTCTTCCACAAACAGAACAAGATGCTAAAAAAGGTTT
GTACTTTACTTTCCATTGGGAGAAA

Exon 8a:
AGGACAAAATGTTTCACTTTTGGGTAAATACATTCTTCATACCAGGACCAGAGGAAACCTCA
GAAAAAGTAGAAAATGGAAGTCTATGTGATCAAGAAATCGATAGCATTTGCAGTATA-
GAGCG

Exon 8b:
TCGATAGCATTTGCAGTATAGAGCGTGCAGATAATGACAAGGAATATCTAGTACTTACTTTA
ACAAAAAATGATCTTGACAAAGCAAATAAAGACAAAGCCAACCGATACTTTTCTCCAAATTT
TAAGGTCAGTTAAATTAAACATTTTGTGGGGGTTGGGAACTTGTATGTAA

Exon 9:
TGAGTCATATTTGTGGGTTTTCATTTTAAATTTTCTTTCTCTAGGTGAAGCTGTACTTCACAA
AAACAGTAGAGGAGCCGTCAAATCCAGAGGCTAGCAGTTCAACTTCTGTAACACCAGATGT
TAGTGACAATGAACCTGATCATTATAGATATTCTGACACCACTGACTCTGATCCAGAGAATG
AACCTTTTGATGAAGATCAGCATACACAAATTACAAAAGTCTGAATTTT

MCF-7-TR

Exon 1:
GCCCCAGCAGCTTCTGCCATCTCTCTCCTCCTTTTTCTTCAGCCACAGGCTCCCAGACATG
ACAGCCATCATCAAAGAGATCGTTAGCAGAAACAAAAGGAGATATCAAGAGGATGGATTCG
ACTTAGACTTGACCTGTATCCATTTCTGCGGCTGCTCCTCTTTACCTTTCTGTCACTCTCTT
AGAACGTGGGAGTAGACGGATGCGAAAAT

Exon 2:

GTCTCAGAATATTTATCCAAACATTATTGCTATGGGATTTCCTGCAGAAAGACTTGAAGGCG
TATACAGGAACAATATTGATGATGTAGTAAGGTAAGAATGCTTTGATTTTCTATTTCAAAA
Exon 3:
TTATTTTCCTTAATGGTATTTGAGATTAGGAAAAAGAAAATCTGTCTTTTGGTTTTTCTTGATA
GTATTAATGTAATTTCAAATGTTAGCTCATTTTTGTTAATGGTGGCTTTTTGTTTGTTTGTTTT
GTTTTAAGGTTTTTGGATTCAAAGCATAAAAACCATTACAAGATATACAATCTGTAAGTATGT
TTTCTTATTTGTATGCTTGCAAATATCTTCTAAAACAACTATTAAGTGAAAGTTATCTGCTGTT
TAAGAGTGAGGATAA
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Exon 4:
TTTTTTTTCTTCCTAAGTGCAAAAGATAACTTTATATCACTTTTAAACTTTTCTTTTAGTTGTG
CTGAAAGACATTATGACACCGCCAAATTTAATTGCAGAGGTAGGTATGAATGTACTGTACTA
TGTTGTATAACTTAAACCCGAATAGACTGTATCA

Exon 5a:
TTTCTAAGTTACCTACTTGTTAATTAAAAATTCAAGAGTTTTTTTTTCTTATTCTGAGGTTATC
TTTTTACCACAGTTGCACAATATCCTTTTGAAGACCATAACCCACCACAGCTAGAACTTATC
AAACCCTTTTGTGAAGATCTTGACCAATGGCTAAGTGAAGATGACAATCATGTTTGCAGCAA
TTCAA

Exon 5b:
ACCTTTTGTGAAGATCTTGACCAATGGCTAAGTGAAGATGACAATCATGTTGCAGCAATTCA
CTGTAAAGCTGGAAAGGGACGAACTGGTGTAATGATATGTGCATATTTATTACATCGGGGC
AAATTTTTAAAGGCACAAGAGGCCCTAGATTTCTATGGGGAAGTAAGGACCAGAGACAAAA

AGGTAAGTTATTTTTTGATGTTTTTCCTTTCCCTTTCCCCGGGATCTGA
Exon 6:
AGTGAATACTATAATGGAACATTTTTTTTCAATTTGGCTTCTCTTTTTTTTCTGTCCACCAGG

GAGTAACTATTCCCAGTCAGAGGCGCTATGTGTATTATTATAGCTACCTGTTAAAGAATCAT
CTGGATTATAGACCAGTGGCACTGTTGTTTCACAAGATGATGTTTGAAACTATTCCAATGTT
CAGTGGCGGAACTTGCAGTAAGTGCTTGAAATTCTCATCCTCCCCATGTATTG

Exon 7:
TGTTTTACCATGCAGATCCTCAGTTTGTGGTCTGCCAGCTAAAGGTGAAGATATATTCCTCC
AATTCAGGACCCACACGACGGGAAGACAAGTTCATGTACTTTGAGTTCCCTCAGCCGTTAC
CTGTGTGTGGTGATATCAAAGTAGAGTTCTTCCACAAACAGAACAAGATGCTAAAAAAGGTT
TGTACTTTACTTTCCATTGGGAGAAA

Exon 8a:
AGGACAAAATGTTTCACTTTTGGGTAAATACATTCTTCATACCAGGACCAGAGGAAACCTCA
GAAAAAGTAGAAAATGGAAGTCTATGTGATCAAGAAATCGATAGCATTTGCAGTATAGAGC
GTGCAGAAAGTCAA

Exon 8b:
TAGCATTTGCAGTATAGAGCGTGCAGATAATGACAAGGAATATCTAGTACTTACTTTAACAA
AAAATGATCTTGACAAAGCAAATAAAGACAAAGCCAACCGATACTTTTCTCCAAATTTTAAG
GTCAGTTAAATTAAACATTTTGTGGGGGTTGGGGACCTTGTATGTAA

Exon 9:
TGAGTCATATTTGTGGGTTTTCATTTTAAATTTTCTTTCTCTAGGTGAAGCTGTACTTCACAA
AAACAGTAGAGGAGCCGTCAAATCCAGAGGCTAGCAGTTCAACTTCTGTAACACCAGATGT
TAGTGACAATGAACCTGATCATTATAGATATTCTGACACCACTGACTCTGATCCAGAGAATG
AACCTTTTGATGAAGATCAGCATACACAAATTACAAAAGTCTGAATTTT
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T47D

Exon 1:
CGCCCCAGCAGCTTCTGCCATCTCTCTCCTCCTTTTTCTTCAGCCACAGGCTCCCAGACAT
GACAGCCATCATCAAAGAGATCGTTAGCAGAAACAAAAGGAGATATCAAGAGGATGGATTC
GACTTAGACTTGACCTGTATCCATTTCTGCGGCTGCTCCTCTTTACCTTTCTGTCACTCTCT
TAGAACGTGGGAGTAGACGGATGCGAAAATGTCCGTAGTA

Exon 2:
TTTTCAGATATTTCCTTTCCTTAACTAAAGTACTCAGATATTTATCCAAACATTATTGCTATGG
GATTTCCTGCAGAAAGACTTGAAGGCGTATACAGGAACAATATTGATGATGTAGTAAGGTA
AGA

Exon 3:
TTATTTTCCTTAAATGGTATTTGAGATTAGGAAAAAGAAAATCTGTCTTTTGGTTTTTCTTGAT
AGTATTAATGTAATTTCAAATGTTAGCTCATTTTTGTTAATGGTGGCTTTTTGTTTGTTTGTTT
TGTTTTAAGGTTTTTGGATTCAAAGCATAAAAACCATTACAAGATATACAATCTGTAAGTATG
TTTTCTTATTTGTATGCTTGCAAATATCTTCTAAAACAACTATTAAGTGAAAGTTATCTGCTTG
TTTAGAGTGAGGA

Exon 4:
AATGTCCGTAGTACTAAGTGCAAAAGATAACTTTATATCACTTTTAAACTTTTCTTTTAGTTG
TGCTGAAAGACATTATGACACCGCCAAATTTAATTGCAGAGGTAGGTATGAATGTACTGTAC
TATGTTGTATAACTTAAACCCGATAGACTGTATCA

Exon 5a:
CTTTCTAAGTTACCTACTTGTTAATTAAAAATTCAAGAGTTTTTTTTTCTTATTCTGAGGTTAT
CTTTTTACCACAGTTGCACAATATCCTTTTGAAGACCATAACCCACCACAGCTAGAACTTAT
CAAACCCTTTTGTGAAGATCTTGACCAATGGCTAAGTGAAGATGACAATCATGTTGGCAGC
AATTCA

Exon 5b:
CTTGACCAATGGCTAAGTGAAGATGACAATCATGTTGCAGCAATTCACTGTAAAGCTGGAA
AGGGACGAACTGGTGTAATGATATGTGCATATTTATTACATCGGGGCAAATTTTTAAAGGCA
CAAGAGGCCCTAGATTTCTATGGGGAAGTAAGGACCAGAGACAAAAAGGTAAGTTATTTTT
TGATGTTTTTCCTTTCCCTTTCCCTGGATCTGA

Exon 6:
TTCAATTTGGCTTCTCTTTTTTTTCTGTCCACCAGGGAGTAACTATTCCCAGTCAGAGGCGC
TATGTGTATTATTATAGCTACCTGTTAAAGAATCATCTGGATTATAGACCAGTGGCACTGTT
GTTTCACAAGATGATGTTTGAAACTATTCCAATGTTCAGTGGCGGAACTTGCAGTAAGTGCT
TGAAATTCTCATCCTTCCCATGTATTGGA

Exon 7:

TCCCTGTGAAAATTATACTGGTATGTATTTAACCATGCAGATCCTCAGTTTGTGGTCTGCCA
GCTAAAGGTGAAGATATATTCCTCCAATTCAGGACCCACACGACGGGAAGACAAGTTCATG
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TACTTTGAGTTCCCTCAGCCGTTACCTGTGTGTGGTGATATCAAAGTAGAGTTCTTCCACAA
ACAGAACAAGATGCTAAAAAAGGTTTG

Exon 8a:
AGGACAAAATGTTTCACTTTTGGGTAAATACATTCTTCATACCAGGACCAGAGGAAACCTCA
GAAAAAGTAGAAAATGGAAGTCTATGTGATCAAGAAATCGATAGCATTTGCAGTATAGAGC
GTGCAGAAAGTCAAGCTA

Exon 8b:
TGTCTTGTTGTATTGCAGTATAGAGCGTGCAGATAATGACAAGGAATATCTAGTACTTACTT
TAACAAAAAATGATCTTGACAAAGCAAATAAAGACAAAGCCAACCGATACTTTTCTCCAAAT
TTTAAGGTCAGTTAAATTAAACATTTTGTGGGGGTTGGTGACTTGTATGTAA

Exon 9:
CTTTTAATTTTCTTTCTCTAGGTGAAGCTGTACTTCACAAAAACAGTAGAGGAGCCGTCAAA
TCCAGAGGCTAGCAGTTCAACTTCTGTAACACCAGATGTTAGTGACAATGAACCTGATCATT
ATAGATATTCTGACACCACTGACTCTGATCCAGAGAATGAACCTTTTGATGAAGATCAGCAT
ACACAAATTACAAAAGTCTGAATTTTTTTTTATCAAGAGGGATATAAACACCATAAA

T47D-TR

Exon 1:
CCAGCAGCTTCTGCCATCTCTCTCCTCCTTTTTCTTCAGCCACAGGCTCCCAGACATGACA
GCCATCATCAAAGAGATCGTTAGCAGAAACAAAAGGAGATATCAAGAGGATGGATTCGACT
TAGACTTGACCTGTATCCATTTCTGCGGCTGCTCCTCTTTACCTTTCTGTCACTCTCTTAGA
ACGTGGGAGTAGACGGATGCGAAAAT

Exon2:
GTCTCAGATATTTATCCAAACATTATTGCTATGGGATTTCCTGCAGAAAGACTTGAAGGCGT
ATACAGGAACAATATTGATGATGTAGTAAGGTAAGAATGCTTTGATTTTCTATTTCAA

Exon 3:
TTATTTTCCTTAAATGGTATTTGAGATTAGGAAAAAGAAAATCTGTCTTTTGGTTTTTCTTGAT
AGTATTAATGTAATTTCAAATGTTAGCTCATTTTTGTTAATGGTGGCTTTTTGTTTGTTTGTTT
TGTTTTAAGGTTTTTGGATTCAAAGCATAAAAACCATTACAAGATATACAATCTGAAGTATGT
TTTCTTATTTGCATGCTTGCAAATATCTTCTAAAACAACTATTAAGTGAAAGTTATCTGCTTG
Exon 4:
TTTTTTTTCTTCCTAAGTGCAAAAGATAACTTTATATCACTTTTAAACTTTTCTTTTAGTTGTG
CTGAAAGACATTATGACACCGCCAAATTTAATTGCAGAGGTAGGTATGAATGTACTGTACTA
TGTTGTATAACTTAAACCCGAATAGACTGTATCA

Exon 5a:
TTCTAAGTTACCTACTTGTTAATTAAAAATTCAAGAGTTTTTTTTTCTTATTCTGAGGTTATCT
TTTTACCACAGTTGCACAATATCCTTTTGAAGACCATAACCCACCACAGCTAGAACTTATCA
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AACCCTTTTGTGAAGATCTTGACCAATGGCTAAGTGAAGATGACAATCAGTTGGCCAGCAA
TTCA

Exon 5b:
ACCTTTTGTGAAGATCTTGACCAATGGCTAAGTGAAGATGACAATCATGTTGCAGCAATTCA
CTGTAAAGCTGGAAAGGGACGAACTGGTGTAATGATATGTGCATATTTATTACATCGGGGC
AAATTTTTAAAGGCACAAGAGGCCCTAGATTTCTATGGGGAAGTAAGGACCAGAGACAAAA

AGGTAAGTTATTTTTTGATGTTTTTCCTTTCCTCTTTCCCTGGGATCTGGA
Exon 6:
AGTGAATACTATAATGGAACATTTTTTTTCAATTTGGCTTCTCTTTTTTTTCTGTCCACCAGG

GAGTAACTATTCCCAGTCAGAGGCGCTATGTGTATTATTATAGCTACCTGTTAAAGAATCAT
CTGGATTATAGACCAGTGGCACTGTTGTTTCACAAGATGATGTTTGAAACTATTCCAATGTT
CAGTGGCGGAACTTGCAGTAAGTGCTTGAAATTCTCATCCTCCCCTGGTATTGGA

Exon 7:
TGTTTTACCATGCAGATCCTCAGTTTGTGGTCTGCCAGCTAAAGGTGAAGATATATTCCTCC
AATTCAGGACCCACACGACGGGAAGACAAGTTCATGTACTTTGAGTTCCCTCAGCCGTTAC
CTGTGTGTGGTGATATCAAAGTAGAGTTCTTCCACAAACAGAACAAGATGCTAAAAAAGGTT
TGTACTTTACTTTCCATTGGGAGAAA

Exon 8a:
AGGACAAAATGTTTCACTTTTGGGTAAATACATTCTTCATACCAGGACCAGAGGAAACCTCA
GAAAAAGTAGAAAATGGAAGTCTATGTGATCAAGAAATCGATAGCATTTGCAGTATAGAGC
GTGCAGAAAGTCAACCAG

Exon 8b:
CTTGTGTGTTTGCAGTATAGAGCGTGCAGATAATGACAAGGAATATCTAGTACTTACTTTAA
CAAAAAATGATCTTGACAAAGCAAATAAAGACAAAGCCAACCGATACTTTTCTCCAAATTTT
AAGGTCAGTTAAATTAAACATTTTGTGGGGGTTGGGGACTTGTATGTAA

Exon 9:

AGGTGAAGCTGTACTTCACAAAAACAGTAGAGGAGCCGTCAAATCCAGAGGCTAGCAGTT
CAACTTCTGTAACACCAGATGTTAGTGACAATGAACCTGATCATTATAGATATTCTGACACC
ACTGACTCTGATCCAGAGAATGAACCTTTTGATGAAGATCAGCATACACAAATTACAAAAGT
CTGAATTTTTTTTTATCAAGAGGGATAAAACACCATA

7.1.2 ermittelte Sequenzen der Exons 9 und 20 von pik3ca

MCF-7

Exon 9, forward:
TAGATTATTTTATTTTACAGAGTAACAGACTAGCTAGAGACAATGAATTAAGGGAAAATGAC
AAAGAACAGCTCAAAGCAATTTCTACACGAGATCCTCTCTCTGAAATCACTGAGCAGGAGA

AAGATTTTCTATGGAGTCACAGGTAAGTGCTAAAATGGAGATTCTCTGTTTCTTTTTCTTTAT
TACAGAAAAAATAACTGAATTTGGCTGATCTCAA
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Exon 9, reverse:
TCGTAGAAAGAACAGAGAATCTCCATTTTAGCACTTACCTGTGACTCCATAGAAAATCTTTC
TCCTGCTYAGTGATTTCAGAGAGAGGATCTCGTGTAGAAATTGCTTTGAGCTGTTCTTTGTC
ATTTTCCCTTAATTCATTGTCTCTAGCTAGTCTGTTACTCTGTAAAATAAAATAATATCTTATA
TAGCTTTCTTTGTCATATTTTTCCCCA

Exon 20, forward:
TTCATGATGCTTGGCTCTGGAATGCCAGAACTACAATCTTTTGATGACATTGCATACATTCG
AAAGACCCTAGCCTTAGATAAAACTGAGCAAGAGGCTTTGGAGTATTTCATGAAACAAATG
AATGATGCACATCATGGTGGCTGGACAACAAAAATGGATTGGATCTTCCACACAA

Exon 20, reverse:
GCGCCCATGATGTGCATCATTCATTTGTTTCATGAAATACTCCAAAGCCTCTTGCTCAGTTT
TATCTAAGGCTAGGGTCTTTCGAATGTATGCAATGTCATCAAAAGATTGTAGTTCTGGCATT
CCAGAGCCAAGCATCATTGAGAAAAGATTTATGAAGAGATTGGCATGCTGTA

MCF-7-TR

Exon 9, forward:
TAGATTATTTTATTTTACAGAGTAACAGACTAGCTAGAGACAATGAATTAAGGGAAAATGAC
AAAGAACAGCTCAAAGCAATTTCTACACGAGATCCTCTCTCTGAAATCACTGAGCAGGAGA
AAGATTTTCTATGGAGTCACAGGTAAGTGCTAAAATGGAGATTCTCTGTTTCTTTTTCTTTAT
TACAGAAAAAATAACTGAATTTGGCTGATCTCAA

Exon 9, reverse:
GTAGAAAGAACAGAGAATCTCCATTTTAGCACTTACCTGTGACTCCATAGAAAATCTTTCTC
CTGCTCAGTGATTTCAGAGAGAGGATCTCGTGTAGAAATTGCTTTGAGCTGTTCTTTGTCAT
TTTCCCTTAATTCATTGTCTCTAGCTAGTCTGTTACTCTGTAAAATAAAATAATATCTTATATA
GCTTTCTTTGTCATATTTTTCCCCA

Exon 20, forward:
CATTCATGATGCTTGGCTCTGGAATGCCAGAACTACAATCTTTTGATGACATTGCATACATT
CGAAAGACCCTAGCCTTAGATAAAACTGAGCAAGAGGCTTTGGAGTATTTCATGAAACAAA
TGAATGATGCACATCATGGTGGCTGGACAACAAAAATGGATTGGATCTTCCACACAA
Exon 20, reverse:
TGCGCCATGAATGTGCATCATTCATTTGTTTCATGAAATACTCCAAAGCCTCTTGCTCAGTT
TTATCTAAGGCTAGGGTCTTTCGAATGTATGCAATGTCATCAAAAGATTGTAGTTCTGGCAT
TCCAGAGCCAAGCATCATTGAGAAAAGATTTATGAAGAGATTGGCATGCTGTAA

T47D

Exon 9, forward:
GTAGATTATTTTATTTAAGAGTAACAGACTAGCTAGAGACAATGAATTAAGGGAAAATGACA
AAGAACAGCTCAAAGCAATTTCTACACGAGATCCTCTCTCTGAAATCACTGAGCAGGAGAA
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AGATTTTCTATGGAGTCACAGGTAAGTGCTAAAATGGAGATTCTCTGTTTCTTTTTCTTTATT
ACAGAAAAAATAACTGAATTTGGCTGATCTCAAA

Exon 9, reverse:
GAAGAAAGAACAGAGAATCTCCATTTTAGCACTTACCTGTGACTCCATAGAAAATCTTTCTC
CTGCTCAGTGATTTCAGAGAGAGGATCTCGTGTAGAAATTGCTTTGAGCTGTTCTTTGTCAT
TTTCCCTTAATTCATTGTCTCTAGCTAGTCTGTTACTCTGTAAAATAAAATAATATCTTATATA
GCTTTCTTTGTCATATTTTTCCCCA

Exon 20, forward:
ATTCATGATGCTTGGCTCTGGAATGCCAGAACTACAATCTTTTGATGACATTGCATACATTC
GAAAGACCCTAGCCTTAGATAAAACTGAGCAAGAGGCTTTGGAGTATTTCATGAAACAAAT
GAATGATGCACGTCATGGTGGCTGGACAACAAAAATGGATTGGATCTTCCACACAA

Exon 20, reverse:
AGAAAGAACAGAGTATCTCCATTTTAGCACTTACCTGTGACTCCRTAGAAAATCTTTCTCCT
GCTCAGYGATTTCAGAGAGAGGATCTCGYGYAGAAATTGCTTTGAGCKGTTCTTTGTCWTT
TTCCCTTAATTCRTTGTCTCTAGCTAGGCKGTTMCTCKGTAAAATAAAATAATATCTTATATA
GCTTTCTTTGTCATATTTTTCCCCA

T47D-TR

Exon 9, forward:
TATATTATTTTATTTTACAGAGTAACAGACTAGCTAGAGACAATGAATTAAGGGAAAATGACA
AAGAACAGCTCAAAGCAATTTCTACACGAGATCCTCTCTCTGAAATCACTGAGCAGGAGAA
AGATTTTCTATGGAGTCACAGGTAAGTGCTAAAATGGAGATTCTCTGTTTCTTTTTCTTTATT
ACAGAAAAAATAACTGAATTTGGCTGATCTCAAA

Exon 9, reverse:
CCATGACGTGCATCATTCATTTGTTTCATGAAATACTCCAAAGCCTCTTGCTCAGTTTTATCT
AAGGCTAGGGTCTTTCGAATGTATGCAATGTCATCAAAAGATTGTAGTTCTGGCATTCCAGA
GCCAAGCATCATTGAGAAAAGATTTATGAAGAGATTGGCATGCTGTA

Exon 20, forward:
CATTCATGATGCTTGGCTCTGGAATGCCAGAACTACAATCTTTTGATGACATTGCATACATT
CGAAAGACCCTAGCCTTAGATAAAACTGAGCAAGAGGCTTTGGAGTATTTCATGAAACAAA
TGAATGATGCACGTCATGGTGGCTGGACAACAAAAATGGATTGGATCTTCCACACAA

Exon 20, reverse:
CGCCCATGACGTGCATCATTCATTTGTTTCATGAAATACTCCAAAGCCTCTTGCTCAGTTTT
ATCTAAGGCTAGGGTCTTTCGAATGTATGCAATGTCATCAAAAGATTGTAGTTCTGGCATTC
CAGAGCCAAGCATCATTGAGAAAAGATTTATGAAGAGATTGGCATGCTGTA
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7.1.3 ermittelte Sequenzen der RT-PCR-Amplifikate von gpr30
und pten

MCF-7

gpr30, forward:
TATGGGGACTTACTATTGCAGCTAGAAAACAATTTGCCGGCCCTGAACCGCTTCTGTCACG
CTGCCCTGAAGGCCGTCATTCCAGACAGCACCGAGCAGTCGGATGTGAGGTTCAGCAGTG
CCGTGTAGACAGCCTTGGCCACATATCTT

gpr30, reverse:
AGCGTGACAGAAGCGGTTCAGGGCCGGCAAATTTGTTTTCTGCTCAATGTACAGCCCAGC
ATTGTCCCTGAAGGTCTCCCCGAGAAAGCTGTAGATGAGGGGGTTTAGGCAGCTGATTGG
AG

MCF-7

pten, forward:
CATCCTTTTGAAGACCATAACCCACCACAGCTAGAACTTATCAAACCCTTTTGTGAAGATCT
TGACCAATGGCTAAGTGAAGATGACAATCATGTTGCAGCAATTCACTGTAAAGCTGGAAAG
GGACGAACTGGTGTAATGATATGTGCATATTTATTACATCGGGGCAAATTTTTAAAGGCACA
AGAGGCCCTAGATTTCTATGGGGAAGTAAGGACCAGAGACAAAAAGGGAGTAACTATTCC
CAGTCAGAGGCGCTATGTA

pten, reverse:
TTTGTCTCTGGTCCTTACTTCCCCATAGAAATCTAGGGCCTCTTGTGCCTTTAAAAATTTGC
CCCGATGTAATAAATATGCACATATCATTACACCAGTTCGTCCCTTTCCAGCTTTACAGTGA
ATTGCTGCAACATGATTGTCATCTTCACTTAGCCATTGGTCAAGATCTTCACAAAAGGGTTT
GATAAGTTCTAGCTGTGGTGGGTTATGGTCTTCAAAAGGATATTGTGCAACTCTGCAATTAA
ATTTGGCGGTGTA

7.2 Abkurzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

A Adenin

Abb. Abbildung

AlB1 amplified in breast cancer 1

AP-1 activator-protein 1

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosaure(n)

ATCC American Type Culture Collection

ATP Adenosin-Triphosphat
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Bp
BRCA
BSA

C

bzw.
ca.
cAMP
cerb-B2
cDNA
CD-FCS
DMSO
DNA
dNTP
ds

ECL
EDTA
EGF
EGF-R
ERE
ERK1/2
ERBB

ERBB2
EthBr
FACS
FCS
FIGO
FSC

g

g
G

GnRH

HEPES

Basenpaar(e)

breast cancer genes

bovines Serumalbumin (bovine serum albumin)
Cytosin

beziehungsweise

cirka

zyklisches AMP (cyclic AMP)

siehe HER2/neu

copy-DNA

charcoal dextran-treated FCS

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
doppelstrangig (double strand)

enhanced chemical luminescence
Ethylendiamin-N,N,N’,N’-Tetraessigsaure-Na-Salz
epidermal growth factor

epidermal growth factor receptor 1/2

estrogen response element

extracellular signal-regulated kinase

erythroblastic leukemia viral (v-erb-b) oncogene homolog,
siehe EGF-R

erythroblastic leukemia viral (v-erb-b) oncogene homolog 2
Ethidiumbromid

fluorescence activated cell sorter

fotales Kalberserum (fetal calf serum)

Fédération Internationale de Gynécologie et d’'Obstétrique
forward scatter

Erdbeschleunigung

Gramm

Guanin

Gonadotropin-Releasing Hormon

Stunde(n) (hour(s))

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
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HER2/neu human epidermal growth factor receptor 2, sieche ERBB2
HRP Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)
IGF insulin like growth factor

U internationale Einheit (international unit)

JNK c-Jun N-terminal kinase

k. A. keine Angabe

kB Kilobasen

kDa Kilodalton

L-GIn L-Glutamin

LHRH Luteinisierendes Hormon-Releasing Hormon

M molar

MAPK mitogen activated protein kinase

MAPKK mitogen activated protein kinase kinase, sieche MEK
MEK mitogen activated protein kinase kinase or ERK kinase
min Minute(n)

ml Milliliter

mM Millimolar

MKK siehe MEK

mRNA messenger-RNA

mTOR mammalian target of rapamycin

n. s. nicht signifikant

N-CoR nuclear co-repressor

NaCl Natriumchlorid

NaHCOs; Natriumhydrogencarbonat

OHT 4-Hydroxytamoxifen

P/S Penicillin/Streptomycin

PAGE Polyacrylamidgel-Elektrophorese

PBS phosphate buffered saline

PCR Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
PC personal computer

PH pleckstrin homology

Pl Propidiumiodid

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase

PIP, Phosphatidylinositol-4,5-Biphosphat



Anhang 146

PIP; Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat

PTEN phosphatase and tensin like homolog

Raptor regulatory-associated protein of mTOR

Rictor rapamycin-insensitive companion of mTOR

RNA Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkription-PCR

S Sekunde(n)

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)

SEM Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the mean)

Ser Serin

SERD selective estrogen receptor destructor

SERM Selektiver Ostrogenrezeptormodulator (selective estrogen
receptor modulator)

SMRT silencing mediator of retinoid and thyroid receptors

SRC-1 steroid receptor coactivator 1

Ss einzelstrangig (single strand)

SSC side scatter

T Thymin

Tab. Tabelle

TAM Tamoxifen

Taq thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TBS Tris-gepufferte NaCl-Losung (tris-buffered saline)

TBST Tween-TBS Puffer

Thr Threonin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tyr Tyrosin

u. a. unter anderem

U Uracil

U/min Umdrehungen pro Minute

uv ultraviolett

\Y Volt

viv Volumen/Volumen = Volumenprozent
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VS. Versus
w/v Gewicht/Volumen = Masseprozent (weight/volume)
WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation)
z.B zum Beispiel
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