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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom, eine maligne Neoplasie der Brustdriise, ist mit einem prozentualen
Anteil von 32,1% an allen Krebsneuerkrankungen in Deutschland, das mit Abstand hiufigste
Tumorleiden der Frau. Alleine in Deutschland erkrankten im Jahr 2008 71.660 (123,1 pro
100.000) Frauen neu an Brustkrebs und 17.209 (24,6 pro 100.000) Frauen starben an diesem
Leiden. Damit ist das Mammakarzinom auch die hiufigste krebsbedingte Todesursache der
Frau (siehe auch Abbildung 10.1: Die Epidemiologie des Mammakarzinoms im Vergleich zu
anderen Krebserkrankungen in Deutschland 2008). Eine von acht Frauen erkrankt im Laufe
ihres Lebens an Brustkrebs und etwa jede vierte betroffene Frau ist bei Diagnosestellung noch
keine 55 Jahre alt, jede zehnte sogar noch jiinger als 45 Jahre. Die ersten fiinf Jahre nach
Diagnosestellung iiberlebten im Jahr 2008 durchschnittlich 78% der Frauen. Wihrend die
Inzidenzrate in den letzten Jahren - nicht zuletzt auch aufgrund besserer Vorsorge- und
Fritherkennungsuntersuchungen - stetig angestiegen ist, ist die Mortalitdtsrate, vor allem
durch Fortschritte in der Therapie riicklaufig. So erkranken heutzutage zwar doppelt so viele
Frauen an Brustkrebs wie noch im Jahr 1980, aber trotz der gestiegenen Erkrankungszahlen

sterben heutzutage weniger Frauen an dieser Erkrankung als noch vor 20 Jahren. [1]

1.1.2 Atiopathogenese
Das Mammakarzinom ist eine maligne Neoplasie der Brustdriise, die entweder vom Epithel

der Driisenlobuli (lobulér, 10 - 15%) oder der Milchgénge (duktal, 85 — 90%) ausgeht. Es ist

Risikofaktoren zwar eine Reihe verschiedener

Fortgeschrittenes Lebensalter Risikofaktoren ~ (Tab. 1.1) fir die

Fleisch- und fettreiche Ernahrung

o Entstehung  eines = Mammakarzinoms
Adipositas (v.a. postmenopausal)

Alkohol (> 20 g Ethanol/Tag) bekannt, dennoch ist die genaue Atiologie
Genetische Disposition (BRCA1/BRCA2)

Kontralaterales Mammakarzinom noch weitgehend ungeklart [2].

Frihe Menarche, spate Menopause ] ] ]
Estrogenbehandlung in der Postmenopause Dem invasiven Mammakarzinom gehen
Nulliparitét . . .

Mastopathie immer intraepitheliale Vorstufen voraus.
Tab. 1.1: Die wichtigsten Risikofaktoren Diese Prékanzerosen werden je nach

fir das M. karzi ) h [2 e .. . .
ur aas Mammakarzinom; nach (2] Entitdt als LCIS (lobuldres Carcinoma in
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1 Einleitung

situ) oder DCIS (duktales Carcinoma in situ) bezeichnet und sind vor allem dadurch
gekennzeichnet, dass sie auf das Epithel begrenzt sind und die Basalmembran nicht
durchbrechen [2,3]. Das LCIS ist mit einem Anteil von 10 - 15% weitaus seltener als das
DCIS, es tritt hdufig multizentrisch und bilateral auf. AuBlerdem entartet das LCIS nur selten
karzinomatds und mit einer groflen Latenzzeit [3].

Das DCIS dagegen stellt eine echte Prikanzerose dar und tritt mit unterschiedlicher
Differenzierung auf (papilldr-solide, mit/ohne Nekrose), wobei der solide Typ mit zentralen
Nekrosen und degenerativen Verkalkungen (Mikrokalk) am haufigsten ist. Die Latenzzeit bis
zur Entstehung eines invasiven Karzinoms liegt oft bei unter 10 Jahren [2,3]. Die hdufigste
Form des Mammakarzinoms ist dementsprechend das invasiv duktale Mammakarzinom. Es
findet sich vor allem im oberen dufleren Quadranten (55%) mit leichter Bevorzugung der
linken Brust (53% vs. 47%) [2].

Die Metastasierung kann bereits relativ friih erfolgen, wobei die Wahrscheinlichkeit dafiir in
direktem Zusammenhang zur GroBe des Primdrtumors steht. Die Tumorzellen breiten sich
zunidchst entlang der Lymphbahnen aus, so dass die ersten Metastasen vor allem in den
axilldaren, aber auch in den supraklavikuldren oder retrosternalen Lymphknoten gefunden
werden [3]. Durch hdmatogene Streuung kommt es schlieBlich zur Bildung von Fern-
metastasen, die in den folgenden Organen mit absteigender Haufigkeit auftreten: Knochen,
Pleura, Lunge, Leber und Gehirn [2,3].

Der Befall axillirer Lymphknoten stellt - neben Alter, Tumorgrof3e, histologischem Subtyp,
Grading und Rezeptorstatus - den wichtigsten prognostischen Faktor des priméren
Mammakarzinoms dar. Wihrend das Mammakarzinom ohne Fernmetastasen grundsitzlich
heilbar ist, kann es nach distaler Metastasierung mit hdimatogener Aussaat nicht mehr kurativ

behandelt werden. [3]
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1 Einleitung

1.2 Die ErbB-Rezeptorfamilie

Fiir die Regulation von Zellproliferation und Zelltod spielen Tyrosinkinasen sowohl in der
gesunden, als auch in der entarteten Zelle eine ganz entscheide Rolle. Sie vermitteln die
Signale verschiedenster Wachstumsfaktoren an die Zelle. Dabei wird unterschieden zwischen
Rezeptortyrosinkinasen (RTK) und Rezeptoren mit assoziierten Tyrosinkinasen. Im
Gegensatz zu den Rezeptoren mit assoziierten Tyrosinkinasen handelt es sich bei den
Rezeptortyrosinkinasen um Transmembranrezeptoren, deren intrazelluldrer Teil selbst
Tyrosinkinaseaktivitit besitzt. Wenn ein Ligand an die extrazellulire Doméne einer RTK
bindet, kommt es zundchst zur Dimerisierung des Rezeptors und zur Aktivierung der
intrazelluldr gelegenen Tyrosinkinase. Dies fiihrt in einem weiteren Schritt der
Signaltransduktion zur Autophosphorylierung der intrazellulairen Doméne des Rezeptors, zur
Phosphorylierung weiterer Tyrosinreste anderer Targetproteine und damit wiederum zur
Aktivierung weiterer, nachgeschalteter Signalkaskaden. [4,5]

Innerhalb der Gruppe der Rezeptortyrosinkinasen werden drei Typen unterschieden, wobei
die Familie der ErbB-Rezeptoren zu den Typ-I-RTKs gezédhlt werden. Diese spielen eine
entscheidende Rolle bei der Regulierung von Wachstum und Differenzierung menschlicher

Mammakarzinom-Zellen [6] und sollen deshalb im Folgenden genauer vorgestellt werden:

HER1 HER2
(ErbB1, EGFR) (ErbB2)
borel e

Abb. 1.1: Die Vertreter der ErbB-Rezeptorfamilie und ihre Liganden, nach [7]
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1 Einleitung

Die Familie der ErbB-Rezeptoren besteht aus den vier Mitgliedern der Humanen Epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptoren 1-4 (HERI1-4), wobei HER1 auch unter dem Namen
Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) bekannt ist. In Abb. 1.1 sind die vier
Rezeptoren und ihre jeweiligen Liganden schematisch dargestellt. Sie werden sowohl auf
epithelialen, als auch auf mesenchymalen und neuronalen Zellen exprimiert. Sie spielen eine
entscheidende Rolle in der Entwicklung vieler verschiedener Organsysteme [8] und sind
beispielsweise auch an den Verdnderungen der Brustdriise widhrend Pubertit und
Schwangerschaft beteiligt.

Die  ErbB-Rezeptoren bestehen als Typ-I-RTKs aus einer extrazelluldren
Ligandenbindungsdomaine, die iiber eine einzelne hydrophobe Transmembrandoméne mit der
intrazelluldren Tyrosinkinase verbunden ist [7]. Die extrazellulire Domine besteht dabei
jeweils aus den vier Untereinheiten I-IV. Wihrend die Untereinheiten I und III eine wichtige
Rolle fiir die Bindung des Liganden spielen, vermittelt die Untereinheit II die Homo-
beziehungsweise Heterodimerisierung des ligandengebunden und dadurch aktivierten
Rezeptors. Im inaktiven Zustand wird diese durch intramolekulare Wechselwirkungen mit der
Untereinheit IV blockiert [9].

Besonderheiten ergeben sich innerhalb der ErbB-Rezeptorfamilie fiir die beiden Vertreter
HER2 und HER3. Die Struktur der extrazelluliren Doméine von HER2 unterscheidet sich
deutlich von den anderen Rezeptoren der ErbB-Familie. Die Konformation von HER2
entspricht - auf Grund einer fehlenden Interaktion zwischen den Untereinheiten II und IV -
der Liganden-aktivierten Konformation der anderen Rezeptoren [10,11]. Dies fiihrt zum einen
dazu, dass HER2 der bevorzugte Partner fiir die Heterodimerisierung innerhalb der ErbB-
Rezeptorfamilie ist, zum anderen erklart es auch, warum - wie aus Abb. 1.1 ersichtlich wird -
fiir HER2 kein Ligand bekannt ist [12,13].

Fir HER3 sind zwar Liganden bekannt (NRG-1 und NRG-2, siehe Abb. 1.1), aber HER3
besitzt als einziges Mitglied der ErbB-Rezeptorfamilie keine eigene Kinaseaktivitdt und ist
deshalb immer auf einen Partner mit Tyrosinkinaseaktivitit zur Heterodimerisierung
angewiesen. Interessanterweise  konnte  gezeigt werden, dass gerade durch
Heterodimerisierung dieser beiden Rezeptoren - HER2 und HER3 - das stirkste mitogene

Signal erzeugt wird [14].

1.2.1 Die Liganden der ErbB-Rezeptorfamilie
In Abb. 1.1 werden die zehn bekannten Liganden der ErbB-Rezeptorfamilie und ihre
Spezifitit dargestellt. Wahrend der Epidermal growth factor (EGF), Amphiregulin (AR) und
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1 Einleitung

der Transforming growth factor o. (TGF o) spezifisch an EGFR binden, konnen Betacellulin
(BTC), Heparin binding EGF-like growth factor (HB-EGF) und Epirugulin (EPR) sowohl an
EGFR als auch an HER4 binden. Auch die Neureguline (NRG) weisen eine unterschiedliche
Spezifitit zu den Rezeptoren auf: Wiahrend NRG-1 und NRG-2 an HER3 und HER4 binden,
sind NRG-3 und NRG-4 spezifisch fiir HER4 [7]. Alle Liganden sind durch eine EGF-
dhnliche Domine, die aus drei durch Disulfidbriicken stabilisierten Schleifen besteht,
charakterisiert [15]. AuBerdem werden alle Liganden der EGF-Familie zunichst als
transmembrane Vorlduferstruktur gebildet und auf der Zelloberfliche exprimiert. Erst in
einem weiteren Schritt folgt dann die Freisetzung des Liganden: Durch das sogenannte
Ektodomain-Shedding wird der 16sliche Ligand durch Metalloproteasen von der

Zelloberflache freigesetzt und ins Interstitium entlassen [16].

1.2.2 Die Rezeptoraktivierung und Signaltransduktion

Wie oben bereits allgemein fiir Rezeptortyrosinkinasen beschrieben, kommt es auch bei der
ErbB-Rezeptorfamilie durch Ligandenbindung zur Rezeptor Homo- beziehungsweise
Heterodimerisierung und anschlieBend zur Autophosphorylierung von Tyrosinresten des
sogenannten ,,activation loops* in Trans-Stellung. Dadurch wird die Tyrosinkinaseaktivitét
gesteigert und es werden weitere Tyrosinreste in der C-terminalen Kette des Rezeptors
phosphoryliert [17].

HER3
{4 HER2

NQ—4PHK
X 1‘i!l§ PTEN
‘l gad 4‘///’ AKT
: EEZE?GSK
B Pi0$\$

Ysurvival

Abb. 1.2: Die Signaltransduktion durch die ErbB-Rezeptorfamilie [18]
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Durch Bindung und Aktivierung von Signalmolekiilen, die SH2 (Src homology 2) und PTB
(Phosphotyrosine-binding) Doménen enthalten, konnen schlieBlich  verschiedene
nachgeschaltete Signalkaskaden aktiviert werden [19]. Welche Signalkaskaden dabei in
welchem Ausmal3 aktiviert werden, wird durch eine Reihe von Faktoren bestimmt. Wahrend
jeder Rezeptor eine spezifische Auswahl an Signalmolekiilen binden kann, spielt auch der
jeweilige Dimerisierungspartner eine wichtige Rolle. Unterschiedliche Konstellationen der
Rezeptordimerisierung fiihren auch zu unterschiedlichen Mustern der Transphosphorylierung
[20]. Es konnte auBlerdem gezeigt werden, dass die Rezeptor-Heterodimeriesung
grundsdtzlich zu stirkeren Effekten fiihrt, als die Homodimerisierung [21]. Durch die
Beeinflussung des Phosphorylierungsmusters entscheidet schlielich auch die Art des
gebundenen Liganden dariiber, welche Signalmolekiile rekrutiert und welche Signalkaskaden
in der Folge aktiviert werden [22]. Die beiden wichtigsten durch die ErbB-Familie induzierten
Signalkaskaden, ndmlich der Ras-mitogen-activated proteine kinase (RassMAP-K) Signalweg
und der Phosphatidylinositol-3-Kinase — Proteinkinase B (P13-K/Akt) Signalweg sollen nun

im Folgenden kurz dargestellt werden:

Aktivierung der Ras/MAP-K Singalkaskade

Es sind eine Reihe verschiedener sogenannter mitogen-aktivierter-Kinasen (MAP-Ks)
bekannt. Zu ihnen gehéren zum Beispiel die extrazelluldir regulierten Kinasen (Erks) 1 und 2,
p38 und Erk 5. Die Aktivierung dieser Serin- und Threonin-Kinasen dient der
Signaliibertragung von der Zelloberfliche in den Zellkern. Nach der Bindung von GRB2
(Growth factor receptor bound protein 2) an den phosphorylierten Rezeptor, kann mittels dem
Faktor SOS das membrangebundene G-Protein Ras aktiviert werden. In einer Kaskade
werden dann nacheinander die Proteine Raf, Mekl und schlielich Erk 1/2 phosphoryliert.
Die MAP-Kinasen wiederum aktivieren verschiedene Transkriptionsfaktoren die
schlussendlich in den Nukleus wandern und dort die Expression verschiedener Gene

induzieren und so zum Beispiel zur Zellteilung fiihren. [23]

Aktivierung der PI3-K/Akt Signalkaskade

Ein weiterer durch die ErbB-Rezeptorfamilie vermittelter Effekt ist die Aktivierung der
Phosphatidylinositol-3-Kinase, die den second messenger PIP2 zu PIP3 phosphoryliert. HER3
weist sechs Bindungsstellen fiir PI3-K auf und ist deshalb in der Lage dieses Enzym direkt zu
aktivieren [24], wiahrend EGFR dafiir auf das Adapterprotein Gabl angewiesen ist. In den
weiteren Schritten der Signalkaskade wird die Proteinkinase B (PKB oder Akt) durch PDK1
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1 Einleitung

phosphoryliert und aktiviert, die mittels des Transkriptionsfaktors NF-kB und durch
Phosphorylierung von Bad antiapoptotische Effekte auf die Zelle hat. [23]

Neben diesen beiden oben beschriebenen gut untersuchten Signalwegen, besitzen die
Rezeptoren der ErbB-Familie eine Vielzahl weiterer Moglichkeiten der Signaliibertragung auf
die Zelle. Genannt werden sollen in diesem Zusammenhang die Aktivierung der
zytoplasmatischen =~ Tyrosinkinase  c-src, die  direkte = Phosphorylierung  der
Transkriptionsfaktoren STATI1, STAT3 und STATS, sowie der Phospholipase C —
Proteinkinase C (PLC-PKC) Signalweg. Die dadurch auf die Zelle libertragenen Effekte sind
sehr vielfaltig und beinhalten unter anderem anti-apoptotische, mitogene und proliferative

Signale.

1.2.3 Die Sonderstellung von HER4

Im Rahmen der Aktivierung und der Signaltransduktion nimmt HER4 als Mitglied der ErbB-
Rezeptorfamilie eine Sonderstellung ein. Zwar koénnen auch durch den ligandengebundenen
HER4 die oben bereits beschriebenen Signalkaskaden PI3-K/Akt und Ras/MAP-K aktiviert
werden, aber dariiber hinaus kann HER4 auch unmittelbar in das Geschehen innerhalb des

Nukleus eingreifen.

ErbB4 JM-a CYT1
NGPTSHDCIYYPWTGHSTLPQHA SEIGHSPPPAYTPMSG
s\\ ,/' I\\ ’l'
\\\ ,,’ \\ e
~ ,/ N\, 4
S s AN s
\\ /’ \\ /
~ ,/ 4
\\V/’ NS
N ™ I Tyrosinkinase _ Cc
I'\\ 1
ll \\ 1
/ \ !
4 Y ]
/ A 1
/I \\ :
/ AN 1

IGSSIEDCIGLMD
JM-b CYT-2
Abb. 1.2: Die vier Isoformen von ErbB4; nach [25]
ErbB4 ist ein 180 kDa groBes transmembrandses Glycoprotein, das in vier verschiedenen
Isoformen vorliegen kann. Diese entstehen durch alternatives Spleilen und unterscheiden sich

entweder in ihrer juxtamembranen (JM) oder in ihrer zytoplasmatischen (CYT) Domine. So

enthalt die JM-a Isoform, im Gegensatz zu JM-b, einen Angriffspunkt fiir das Tumor necrosis
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1 Einleitung

factor-a converting enzyme (TACE). CYT-1 besitzt im Vergleich zu CYT-2 eine zusétzliche
Sequenz aus 16 Aminoséduren, die unter anderem eine Bindungsstelle fiir PI3-K enthélt [25].

Die Sonderstellung von ErbB4 liegt darin begriindet, dass dieser Rezeptor als einziges
Mitglied der ErbB-Rezeptorfamilie einer regulierten Proteolyse unterliegt, wodurch eine
16sliche intrazellulire Doméne (ICD) freigesetzt wird, die unter anderem in den Nukleus
wandern und dort Prozesse in Gang setzen kann, die schlieBlich zur Proliferation oder

Differenzierung der Zelle fithren [26].

TACE ..
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Abb. 1.3: Aktivierung und proteolytische Prozessierung von ErbB4,; nach [25-27]

Durch TACE, ein Mitglied der Familie der ADAM Metalloproteasen, wird von HER4 JM-a
proteolytisch ein 120 kDa Fragment der extrazelluliren Domine abgespalten und ins
Interstitium freigesetzt. Dieser Vorgang wird als Ektodomain-Shedding bezeichnet. Das
iibriggebliebene 80 kDa Spaltprodukt (m80) behilt als transmembranes Peptid seine
Kinaseaktivitit. Dieser Vorgang wird unter anderem durch Neureguline stimuliert, findet aber
in geringem Umfang auch unabhingig von stimulierenden Faktoren statt. M80 kann in einem
weiteren Schritt durch die Protease ySecretase weiter aufgespalten werden, wodurch die
intrazellulare Domine von HER4 (4ICD) freigesetzt und ins Zytosol entlassen wird [28]. Die

zelluldren Antworten auf 4ICD sind sehr vielfdltig und umfassen Aktivierung der
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Transkription, Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Zellzyklusarrest und Apoptose [26]. So
kann 4ICD zum Beispiel iiber eine BH3-Domine an den Mitochondrien Apoptose induzieren,
oder 4ICD wird in den Nukleus transloziert und kann dort mit verschiedenen
Transkriptionsfaktoren wie STATS oder dem Estrogen-response-element (ERE) interagieren

und so die Zelle zur Differenzierung oder Proliferation anregen [25,27].

1.2.4 Die ErbB-Rezeptorfamilie und ihre Bedeutung fiir die Karzinogenese

Eine fehlerhafte Regulierung dieses komplexen Netzwerkes mit seinen vielen, zum Teil iiber
positive und negative Regelkreise gesteuerten Signalkaskaden, konnen massive
Auswirkungen auf den Zellverbund haben und durch Vorgénge wie Proliferation, Migration,
Angiogenese und Apoptoseresistenz zur malignen Entartung von Zellen und zur Entstehung
von Neoplasien fiihren [7]. Zu einer solchen Entgleisung kann es einerseits durch ein
Uberangebot an Liganden - also vor allem durch eine autokrine oder parakrine
Uberproduktion von Wachstumsfaktoren - kommen, andererseits aber auch durch eine
iibersteigerte Aktivitdit der Rezeptoren selbst. Mogliche Ursachen dafiir wiren eine
Rezeptoriiberexpression, bedingt zum Beispiel durch eine Genamplifikation, oder die
konstitutive Aktivierung eines Rezeptors durch eine Mutation.

EGFR war die erste RTK, die direkt mit der Entstehung menschlicher Malignome in
Verbindung gebracht werden konnte [9]. In einer Vielzahl maligner Neoplasien, wie zum
Beispiel in Karzinomen der Brust und der Lunge, lisst sich eine ErbB1-Uberexpression
nachweisen. Eine Mutation von ErbB1 mit konstitutiver Kinaseaktivitit (Typ III) kommt vor
allem in malignen Gliomen, aber auch in anderen menschlichen Tumoren vor [29].

Am besten untersucht ist bisher allerdings die Bedeutung der HER2-Uberexpression. Sie ist in
den meisten Féllen auf Genamplifikation zuriickzufiihren und wird in vielen verschiedenen
Typen menschlicher Karzinome entdeckt, wie zum Beispiel in 20% - 30% der Mamma- und
Ovarialkarzinome [7,29]. Es wird vermutet, dass hohe Konzentrationen dieses Rezeptors -
nicht zuletzt auch auf Grund der oben beschriebenen Besonderheiten - zur spontanen
Dimerisierung und so zur konstitutiven Aktivierung nachgeschalteter Signalkaskaden fiihren
[29]. So konnte fiir das Mammakarzinom gezeigt werden, dass eine HER2-Uberexpression
mit gesteigerter Zellproliferation, gesteigerter Zell-Motilitdt, hoherer Tumorinvasion,
regionaler Tumorprogression, distaler Metastasierung, beschleunigter Angiogenese und
gehemmter Apoptose assoziiert ist [30].

Neben der gut untersuchten Bedeutung der EGFR und HER2 Uberexpression riicken nun

auch die beiden Rezeptoren HER3 und HER4 mehr und mehr ins Interesse. Neuere Daten
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legen nahe, dass auch sie einen Einfluss auf die Prognose von Krebserkrankung haben und
moglicherweise auch eine Rolle bei der Entstehung von Resistenzen gegen verschiedene Anti-
Tumor-Therapien spielen [31]. Doch wihrend eine HER2-Uberexpression zum Beispiel beim
Mammakarzinom eindeutig als negativer prognostischer Faktor identifiziert werden konnte,
wird insbesondere die Bedeutung von HER4 weiterhin kontrovers diskutiert [25]. Eine
mogliche Erkldarung dafiir sind die oben bereits vorgestellten unterschiedlichen Isoformen in
denen HER4 vorliegen kann. So ist beispielsweise der intrazelluldre Nachweis von HER4 im
Nukleus (4ICD aus der Isoform JM-a) mit einer schlechteren Prognose assoziiert als der

alleinige Nachweis von HER4 auf der Zelloberflache [32].
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1.3 Der Estrogenrezopter

Der Estrogenrezeptor (ER) wirkt als Liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor und gehort als
Steroidhormonrezeptor zur Familie der nuklearen Hormonrezeptoren. Es werden die beiden
Subtypen ERa und ERp unterschieden, die je nach Gewebe in unterschiedlichem Verhéltnis

zueinander vorkommen [33].

© Estradiol (E2)

T A

Cytosol

Nucleus
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r—') Proliferation

Transkrlptlon

Abb. 1.4: Die Liganden-abhéngige Aktivierung des Estrogenrezeptors, nach [34]

Wie bei anderen Steroidhormonrezeptoren kommt es auch beim ER nach Ligandenbindung
zunéchst zur Aktivierung und Dimerisierung der Rezeptoren. Dieses Dimer wandert dann in
den Zellkern und bindet dort spezifisch an distale Promotorenelemente (Enhancer oder
Silencer) der DNA, ein sogenanntes estrogen response element (ERE). Auf diese Weise wird
durch den ER im Zusammenspiel mit verschiedenen Ko-Regulatoren (Ko-Aktivatoren und
Ko-Repressoren) die Transkription bestimmter Gene reguliert und die Zelle so zum Beispiel
zur Proliferation angeregt [33,34].

Es sind verschiedene Liganden des ER bekannt, die gemeinsam zur Gruppe der Estrogene
zusammengefasst werden. Das wirksamste Estrogen ist das 17p-Estradiol (E2), das unter
Katalyse der Aromatase aus Testosteron entsteht. Durch Einflihrung einer weiteren
Hydroxylgruppe entsteht das Estratriol (16a-Hydroxy-Estradiol, E3), das nur 1/10 der
Aktivitdt von Estradiol besitzt und das haufigste Derivat im Urin darstellt. Estron entsteht

hingegen aus Androstendion und besitzt 1/3 der Aktivitit von Estradiol. [4]
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1.4 Target-spezifische Therapien

Neben Erkrankungen des Herz- Kreislaufsystems sind Krebserkrankungen die zweithdufigste
Todesursache in den entwickelten Landern der Welt. Im Jahr 2008 starben alleine in
Deutschland 215.440 Menschen an Krebs [1]. Doch wéhrend die Inzidenz der
Krebserkrankungen in den letzten Jahren kontinuierlich anstieg, blieb die Mortalititsrate
vergleichsweise konstant. Diese Tatsache ist nicht zuletzt auch der intensiven medizinischen
und molekularbiologischen Forschung auf diesem Gebiet zu verdanken. Zu den groflen
medizinischen Errungenschaften der zweiten Hélfte des 20. Jahrhunderts gehort auch die
Entdeckung und Entwicklung der zytotoxischen Chemotherapie, doch die Moglichkeiten
dieser klassischen Krebstherapie sind begrenzt. Der therapeutische Index einer solchen
Therapie ist, gerade bei Patienten mit fortgeschrittener Krebserkrankung, leider oft sehr
gering: Viele Tumore sprechen nur teilweise oder unbefriedigend kurz darauf an, wihrend die
Nebenwirkungen fiir den Patienten in den meisten Féllen enorm sind. Die moglichen
Nebenwirkungen einer solchen zytotoxischen Chemotherapie umfassen neben den klassischen
Effekten wie Ubelkeit, Erbrechen und Haarausfall auch eine Schwichung des Immunsystems,
Fertilititsstorungen, Spétfolgen durch die Neuro- und Kardiotoxizitdt mancher Substanzen,
bis hin zu dem Risiko der Entstehung von Zweitmalignomen. Die Ursache fiir diese
vielfdltigen unerwiinschten Effekte liegt begriindet in dem Wirkprinzip der klassischen
Chemotherapeutika: Sie wirken nicht gezielt gegen das Krebsgewebe und die entarteten
Zellen, sondern sie schadigen und zerstoren allgemein sich schnell und héufig teilende Zellen
im Korper des Patienten.

Der Trend in der Erforschung von Krebserkrankungen und moglicher Therapiekonzepte geht
deshalb heutzutage, wie in vielen anderen Fachbereichen auch, in eine andere Richtung. Ziel
ist es, zu verstehen, welche Verdnderungen auf zelluldrer und molekularbiologischer Ebene
zur Karzinogenese fithren, welche Besonderheiten die malignen Zellen aufweisen und wie
diese zielgerichtet therapiert werden konnen. Das Ergebnis sind sogenannte target-spezifische
Therapien, die direkt und gezielt gegen das entartete Gewebe gerichtet sind und deshalb zu
geringeren Nebenwirkungen bei den Patienten fiithren sollen. Eine grofe Rolle spielen dabei
bisher vor allem Medikamente, die entweder aus monoklonalen Antikérpern (Endung auf -
mab) oder aus niedermolekularen synthetischen Molekiilen, sogenannten small molecules
(Endung auf -nib), bestehen. Wéhrend die monoklonalen Antikorper vor allem gegen

Rezeptoren auf der Zelloberflache gerichtet sind, greifen die small molecules, zum Beispiel
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als spezifische Tyrosinkinaseinhibitoren, direkt in unterschiedliche Stoffwechselwege der
malignen Zelle ein.

Die Erwartungen an die Entwicklung neuer und die Weiterentwicklung bereits bekannter
targeted-therapies gerade in der onkologischen Forschung sind sehr hoch. Doch auch deren
Erfolg wird von einer Reihe verschiedener Faktoren limitiert. So ist es zum einen
insbesondere bei soliden Tumoren bisher hdufig nicht moglich eindeutige molekulare Marker
als Ursache fiir die Karzinogenese und damit auch als Ziel fiir eine mogliche target-
spezifische Therapie zu identifizieren, zum anderen wird zunehmend auch bei den target-
spezifischen Therapien die Entwicklung von Resistenzen beobachtet. [35]

Eine wesentliche Ursache fiir diese Resistenzen liegt im sogenannten ,,Cross-signaling®. Das
bedeutet, dass bei gezielter Inhibition eines Signalweges von der betroffen Zelle alternative
Signalwege rekrutiert und die Inhibition so umgangen werden kann. Es werden drei Ebenen
des Cross-signaling unterschieden: Die Rezeptorebene (z.B. HER 1-4, ER), die
Mediatorebene (z.B. Ras/MAP-K, PI3-K/Akt Signalkaskade) und die Effektorebene (z.B.
mTOR, FOXO3a) [36].

Aufgrund der Relevanz fiir die hier vorliegende Arbeit wird an dieser Stelle noch etwas
genauer auf das Cross-signaling auf Rezeptorebene eingegangen. So wurde beispielsweise fiir
das HER2-positive Mammakarzinom gezeigt, dass u. a. durch Hochregulation von EGFR
Resistenzen gegeniiber HER2-spezifischen Therapien entstehen konnen [37,38]. Aber nicht
nur innerhalb der HER-Rezeptorfamilie wird Cross-signaling beobachtet, sondern auch
zwischen den ErbB-Rezeptoren und dem Estrogenrezeptor: Durch HER2-Uberexpression
konnen Mammakarzinom-Zellen zu einem Estrogen-unabhidngigen Wachstum gebracht
werden, die in der Folge sowohl gegen Wachstumsstimulation durch Estrogene als auch
Wachstumsinhibition durch Anti-Estrogene resistent sind [39]. Umgekehrt steht den
Mammakarzinom-Zellen durch Hochregulation des ER unter HER2-spezifscher Therapie ein
weiterer sehr wirksamer Resistenzmechanismus zur Verfiigung [40,41]. Eine Sonderrolle bei
dieser Form des Cross-signaling zwischen den ErbB- und dem ER nimmt dabei HER4 ein:
Die 16sliche, intrazelluldire Doméne (41CD) der HER4 JM-a Isoform ist - wie oben bereits
beschrieben - in der Lage im Nukleus direkt mit dem ER zu interagieren und {iber ein
sogenanntes estrogen response element (ERE) die Transkription und Zellproliferation

anzuregen [32].
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1.5 Targets der antigen-spezifischen Mammakarzinomtherapie

Die primidre Therapie beim Mammakarzinom besteht in der Operation. Fiir die adjuvante
Behandlung stehen neben Bestrahlung und zytotoxischer Mono- oder Polychemotherapie
auch verschiedene Moglichkeiten der antigen-spezifischen oder auch target-spezifischen
Therapie zur Verfiigung. Dazu gehoren die bereits zugelassenen Therapieoptionen der
endokrinen Therapie mit Tamoxifen, der Immuntherapie mit Trastuzumab (Herceptin®),
sowie der Einsatz des Tyrosinkinaseinhibitors Lapatinib (Tyverb®). Ein weiterer Antikorper,
Trastuzumab (Perjeta®) befindet sich noch in der klinischen Testphase. Diese antigen-
spezifischen Therapien, ihre Funktion und ihre Einsatzbereiche sollen im Folgenden genauer

vorgestellt werden.

1.5.1 ER-targeting: Die endokrine Therapie beim ER-positiven Mammakarzinom
Die Entscheidung iiber die Notwendigkeit und die Art einer moglichen adjuvanten Therapie
beim Mammakarzinom wird auf Grundlage der folgenden Faktoren gestellt: Tumorgrofe,
Lymphknotenstatus, Grading, Hormonrezeptorstatus, HER2-Status, Menopausenstatus und
Alter der Patientin [42]. Nach den aktuellen interdisziplindren S3-Leitlinien fiir die
Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms [43] ist die endokrine Therapie
bei allen Patientinnen mit positivem Hormonrezeptorstatus indiziert. Diese sollte erst nach
Abschluss einer moglichen Chemotherapie begonnen werden und iiber eine Zeitdauer von
fiinf Jahren oder bis zum Auftreten eines Rezidivs erfolgen. Die Therapie der Wahl ist dabei
Tamoxifen, eine Prodrug, die seine Wirkung vor allem iiber zwei aktive Metaboliten als
kompetitiver Antagonist von Estradiol am Estrogen-Rezeptor entfaltet [44] (siehe auch Abb.
1.4). Neuere Studien legen nahe, dass weitere Metaboliten von Tamoxifen in vivo
moglicherweise zusitzlich {iiber die Inhibition der Aromatase hemmend auf die
Estradiolsynthese wirken [45]. Wie klinische Daten zeigen, konnen durch diese Therapie bei
Mammakarzinom-Patientinnen die Rezidivwahrscheinlichkeit (40% relative Risikoreduktion)
und die Sterblichkeit (31% relative Risikoreduktion) iiber einen Zeitraum von 15 Jahren
deutlich gesenkt werden [46]. Ein Nutzen der adjuvanten Tamoxifentherapie konnte fiir
Frauen jeden Alters und auBerdem unabhdngig von weiteren Faktoren wie Nodalstatus und
Menopausenstatus gezeigt werden. FEinziges Therapiekriterium ist somit der positive

Hormonrezeptorstatus des Mammakarzinoms [43].
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Weitere Optionen der endokrinen Therapie, die hier nur kurz erwédhnt werden sollen,
umfassen die Ausschaltung der Ovarialfunktion mit Hilfe von LHRH-Agonisten und die

Hemmung der Estrogenproduktion durch Aromataseinhibitoren [43].

1.5.2 HER2-targeting: Das HER2/neu tiberexprimierende Mammakarzinom

Neben dem Hormonrezeptorstatus wird auch der HER2-Status eines Mammakarzinoms
standardmifBig mitbestimmt. Die Testung kann dabei entweder am Primértumor, oder an einer
neuen Biopsie durchgefiihrt werden und sollte in Form einer standardisierten
immunhistologischen Bestimmung, zum Beispiel mit Hilfe des Hercep-Tests” durchgefiihrt
und ausgewertet werden. Es wird dann zwischen einem negativen (0/1+), schwach positiven
(2+) und stark positiven Ergebnis (3+) unterschieden. Bei einem schwach positiven
Reaktionsausfall (2+) sollte auBlerdem eine FISH-Untersuchung (Fluoreszenz in situ
Hybridisierung) durchgefiihrt werden, um auch die Frage nach einer mdglichen

Genamplifikation beantworten zu kdnnen. [47]
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Abb. 1.5: HERZ2 als target der antigen-spezifischen Mammakarzinomtherapie

ez

Eine HER2-Uberexpression mit oder ohne Genamplifikation wird bei ca. 20% der
Mammakarzinome beobachtet, was mit einem aggressiven Tumorwachstum und einer
schlechten Prognose vergesellschaftet ist [30,48]. In einer Reithe von Studien konnte gezeigt
werden, dass unter HER2-Uberexpression sowohl das gesamte Uberleben (Overall survival,
OA) als auch die Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs (Disease-free survival, DFS)
signifikant beeintrichtigt ist [30]. Dementsprechend gilt die HER2-Uberexpression als

gesicherter negativ prognostischer Marker.
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Auf der anderen Seite bietet HER2 auch einen Angriffspunkt flir verschiedene target-
spezifische Therapieoptionen. Dazu gehdrt zum einen der rekombinante und humanisierte
monoklonale Antikorper Trastuzumab (Herceptin®) gegen die extrazellulire Doméne von
HER2, zum anderen das small molecule Lapatinib (Tyverb®), das seine Wirkung als
Tyrosinkinaseinhibitor an HER2 entfaltet.

Der Wirkmechanismus von Trastuzumab ist bisher nur zum Teil verstanden. Diskutiert
werden verschiedene Mechanismen, zu denen unter anderem die HER2-Downregulation, die
Hemmung der PI3K/Akt- und Ras/MAP-K Signalkaskaden, so wie die Inhibition der
Angiogenese gehoren [49-51]. Nach den aktuellen Leitlinien ist Trastuzumab fiir die
Behandlung von lokalen und metastasierten Befunden bei HER2-positiven Tumoren (3+, oder
FISH positiv) indiziert und kann entweder in Sequenz oder in Kombination mit einer
Standard-Chemotherapie iiber einen Zeitraum von einem Jahr erfolgen [43]. Wie mehrere
Studien unabhingig voneinander gezeigt haben, senkt Trastuzumab sowohl die Rezidivrate,
als auch die Mortalitit beim HER2-positiven Mammakarzinom [52,53].

Das small molecule Lapatinib wirkt als selektiver Inhibitor der EGFR- und der HER2
Tyrosinkinase, indem es kompetitiv mit ATP um die ATP-Bindungsstellen der beiden
Rezeptoren konkurriert [54,55]. Lapatinib wird empfohlen fiir die Therapie bei Patientinnen
mit einem lokal fortgeschrittenen oder metastasierten HER2-postiven Mammakarzinom, das
bereits mit Trastuzumab vorbehandelt wurde [43]. Ausreichende klinische Daten zur
Wirksamkeit dieser Therapie liegen noch nicht vor.

Ein weiterer monoklonaler Antikdrper gegen die extrazellulire Doméne von HER?2,
Pertuzumab (Perjeta®), befindet sich noch in der Zulassung und wird deshalb bisher nur in
klinischen Studien eingesetzt. Pertuzumab verhindert, im Gegensatz zu Trastuzumab, sterisch
die Heterodimerisierung von HER2 mit anderen Rezeptoren der HER-Familie, vor allem mit
EGFR und HER3 [56]. Da - wie oben bereits beschrieben - HER2 selbst zwar keine Liganden
zur Rezeptoraktivierung besitzt, aber gleichzeitig der bevorzugte Heterodimerisierungspartner
der ErbB-Rezeptorfamilie ist, kann durch Pertuzumab die laterale Signaltransduktion durch
HER2 wirksam unterdriickt werden.

Als moglicher weiterer Effekt der gegen EGFR und HER2 gerichteten Antikorper wird auch
die Rekrutierung von Effektorzellen des Immunsystems wie Makrophagen und Monozyten
diskutiert. Gezeigt werden konnte dies bisher in Xenograft-Modellen zumindest fiir den oben
bereits vorgestellten Antikdrper Trastuzumab [57]. Durch die Etablierung neuer Mausmodelle

soll die Bedeutung dieser Effekte in vivo weiter untersucht werden [58].
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1.5.3 HER4-targeting: Der monoklonale Antikorper Ab1479

Die prognostische Bedeutung der HER4-Expression beim Mammakarzinom wird - wie oben
bereits beschrieben - noch ambivalent diskutiert. Gezeigt werden konnte aber, dass vor allem
der intrazelluldre Nachweis von HER4 (4ICD nach Proteolyse aus HER4 der Isoform JM-a)
mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben und damit einhergehend mit einer schlechteren
Prognose assoziiert ist [32]. AuBerdem ist in HER4 positivem Mammakarzinom-Gewebe
sowohl der Anteil der Isoform JM-a als auch das Enzym TACE im Vergleich zu gesundem
Brustgewebe erhoht. Dadurch kommt es zu einem vermehrten Ektodomain-Shedding, was
wiederum mit einer gesteigerten Zellproliferation assoziiert ist [59].

Der monoklonale Antikorper Ab1479 ist ein hoch spezifischer Antikorper der gegen die
extrazellulire Doméne von HER4 der Isoform JM-a gerichtet ist. Hollmén et al konnten
anhand der Zelllinie MCF-7 in vitro zeigen, dass durch Ab1479 sowohl die durch NRG-1
stimulierte Phosphorylierung von HER4 der Isoform JM-a, als auch das Ektodomain-
Shedding signifikant gehemmt wird. Darliber hinaus fithrt Ab1479 zu einer HER4-
Downregulation und zu einer gesteigerten Ubiquitinierung des Rezeptors. Anhand der beiden
Zelllinien T47D und MCF-7 konnten Hollmén et al abschlieend zeigen, dass die Applikation
von Ab1479 die Zellproliferation in vitro signifikant hemmt. [60]
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1.6 Zielsetzung

Eine HER2-Uberexpression wird bei ca. 20% der metastasierten Mammakarzinome
beobachtet, was mit einem aggressiven Tumorwachstum und einer schlechten Prognose
vergesellschaftet ist [48]. Auf der anderen Seite bietet HER2 als Zielstruktur target-
spezifischer Therapien gleichzeitig aber auch eine wichtige Behandlungsmoglichkeit.
Zugelassen sind dafiir bisher die beiden oben bereits vorgestellten Medikamente Trastuzumab
(Herceptin®) und Lapatinib (Tyverb®). Doch trotz der erwiesenen klinischen Wirksamkeit
dieser targeted therapies [61,62], profitieren langst nicht alle dafiir in Frage kommenden
Patientinnen tatsdchlich von einer solchen Behandlung und die erzielten Effekte bleiben oft
weit hinter dem zuriick, was man aufgrund zahlreicher, positiver Ergebnisse aus praklinischen
Vorarbeiten erwarten wiirde: Erworbene und bestehende Resistenzen fiihren dazu, dass zum
Beispiel die Ansprechrate von metastasierten HER2-positiven Mammakarzinomen auf eine
Monotherapie mit Trastuzumab nur zwischen 11 und 26% betragt [61,63]. Das Zeitintervall in
dem diese Karzinome auf eine Mono- oder Kombinationstherapie mit Trastuzumab
ansprechen liegt zwischen fiinf und neun Monaten. Das heift die Mehrzahl der Patientinnen
mit einem HER2-positiven Mammakarzinom sprechen nicht auf eine Behandlung mit
Trastuzumab an, oder entwickelt innerhalb von einem Jahr Resistenzen gegen diese Therapie
[64]. Dies zeigt, dass der HER2-Status alleine nicht als pradiktiver Faktor fiir die Wirksamkeit
HER2-spezifischer Therapien ausreichend ist. Deshalb miissen dringend weitere Biomarker
erforscht und etabliert werden, um das HER2-postitive Mammakarzinom in Zukunft noch
individueller, gezielter und effizienter behandeln zu konnen.

In der Literatur werden viele Ursachen fiir Resistenzen gegen target-spezifische Therapien
beim HER2-positiven Mammakarzinom diskutiert. Dazu gehort die Aktivierung
unterschiedlicher alternativer Signalkaskaden [65,66], aber auch kompensatorische Effekte
innerhalb der ErbB-Rezeptorfamilie spielen eine Rolle und riicken mehr und mehr in den
Mittelpunkt aktueller Untersuchungen. Dabei konnte gezeigt werden, dass in Zukunft zur
Therapieentscheidung nicht der HER2-Status alleine, sondern das gesamte ErbB-
Expressionsprofil dienen sollte [38,67].

Besonders kontrovers wird dabei die Rolle von HER4 diskutiert. Einerseits werden diesem
Rezeptor onkogene und proliferative Effekte zugeschrieben, die mit einer schlechteren
Prognose einhergehen. Andere Studien bescheinigen diesem im Gegensatz dazu eher eine
antiproliferative Wirkung, eine Assoziation mit einem verbesserten Gesamtiiberleben und

hohere Ansprechraten auf HER2- und ER-spezifische Therapien. [27,68-70]
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Die vorliegende Arbeit versucht deshalb einen Beitrag zu der Frage zu leisten, welche
Bedeutung die HER4-Koexpression fiir das Ansprechen von HER2-positiven
Mammakarzinomen auf target-spezifische Therapien hat und ob diese als pradiktiver Marker
geeignet ist.

Dazu soll in dieser Arbeit das Ansprechen der HER4-negativen Mammakarzinom-Zelllinie
BT474 und der HER4-positiven Zelllinie ZR.75.1 auf die oben vorgestellten HER2- und ER-
spezifischen Behandlungen untersucht werden. In einem ersten Schritt wird das
Proliferationsverhalten (Zellzahl, S-Phase-Fraktion) der beiden Zelllinien unter Applikation
von Lapatinib, Trastuzumab, Pertuzumab, Estradiol und Tamoxifen miteinander verglichen.
Dabei soll die Frage beantwortet werden, ob die zusdtzliche HER4-Koexpression einen
negativen Einfluss auf die Wirksamkeit der untersuchten Reagenzien hat.

In einem weiteren Schritt wird die HER4-positive Zelllinie ZR.75.1 mit Hilfe von Messungen
zur Zell-Vitalitit und Apoptose noch etwas genauer auf ihr Ansprechen auf die HER2- und
ER-spezifischen Reagenzien alleine sowie in Kombination mit dem gegen HER4 gerichteten
Antikorper Ab1479 untersucht. Dadurch soll gezeigt werden, ob durch das zusétzliche HER4-
targeting mogliche negative Effekte auf die Wirksamkeit der untersuchten Behandlungen

zumindest teilweise aufgehoben werden konnen.

Seite | 25



2 Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Untersuchte Zelllinien

Alle Versuche wurden mit den beiden Mammakarzinom-Zelllinien BT474 und ZR.75.1

durchgefiihrt. Bei der Zelllinie BT474 handelt es sich um hypertetraploide Zellen, die aus dem

Primértumor einer 60 jihrigen Frau mit einem soliden duktalen Mammakarzinom isoliert

wurden [71]. Die Zelllinie ZR.75.1 wurde hingegen aus einer peritonealen Metastase einer 63

jéhrigen Frau mit einem invasiv duktalen Mammakarzinom gewonnen und die Zellen sind

hypertriploid [72]. Bei beiden Zelllinien handelt es sich um epitheliale Zellen, die adhérent

wachsen.

HER1

HER2

HER3

HER4

Abb. 2.1: ErbB-Rezeptor Expression der
beiden Zelllinien ZR.75.1 und BT474 im

ZR.75.1
BT474

Vergleich

Die beiden Zelllinien wurden gewihlt, da
sie sich vor allem in ihrer HER4-
Expression unterscheiden. Beide Zelllinien
exprimieren zwar HER2 und ER, aber nur
die Zelllinie ZR.75.1 trigt zusétzlich
HER4 auf ihrer Zelloberfliche. Bei der
Zelllinie BT474 liegt aulerdem zusétzlich
zur HER2-Uberexpression auch eine

HER2 Gen-Amplifikation vor.
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2.1.2 Medien und Zusatze fiir die Zellkultur

DMEM PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
DMSO Merck, Darmstadt

Einfriermedium DMEM mit 10% FKS und 10% DMSO
FKS PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
PBS Biochrom AG, Berlin

Phenolrot Biochrom AG, Berlin

RPMI 1640 PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Trypsin mit EDTA PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

2.1.3 Antikorper und Tyrosinkinaseinhibitoren

Annexin-V FITC (Kat. Nr. 556419)

BD PharmingenTM, San Jose, CA, USA

Pertuzumab (Perjeta”™)
(Stocklsg. 10mg/ml H20 + 1,1% Benzylalkohol)

Genentech, South San Francisco, CA, USA

Trastuzumab (Herceptin®)
(Stocklsg. 10mg/ml H20 + 1,1% Benzylalkohol)

Genentech, South San Francisco, CA, USA

Ab1479
(Stocklsg. 2,32 mg/ml in PBS)

Genentech, South San Fracisco, CA, USA

Lapatinib GW 570216
(Stocklsg. 25mg/ml in 0,1% DMSO)

2.1.4 DNA-Farbstoffe und Enzyme
Propidiumiodid

GlaxoSmithKline, Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

RNase

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

2.1.5 Gebrauchsfertig zusammengestellte Reagenzien (KITs)

Cell Proliferation Kit IT (XTT)
(Kat. Nr. 11 465 015 001)

2.1.6 Reagenzien und Chemikalien

-Mercaptoethanol

Roche Diagnostics, Mannheim

Merck, Darmstadt

2’-Desoxycytidin (Stocklsg. SmM in H20)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

5-Bromo-2’-desoxyuridin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

(Stocklsg. 50mM in H20)

Acrylamid-Stammldsung (40%)

Roth, Karlsruhe

APS Merck, Darmstadt
Bromphenolblau Merck, Darmstadt

BSA Biotest AG, Dreieich

CaCl, Merck, Darmstadt

Camptothecin (2mM) MBL International Corporation
EDTA Serva, Heidelberg

Ethanol J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Glycerin Merck, Darmstadt

Glycin Merck, Darmstadt

Igepal CA-630 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Isopropanol Merck, Darmstadt

KCl Roth, Karlsruhe
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KH,PO,

Merck, Darmstadt

Lysepuffer 10x

Cell Signaling Technology, Inc., Beverly, MA,

USA

Methanol Merck, Darmstadt
MgCl, Merck, Darmstadt
NaCl Merck, Darmstadt
Na,HPO, Merck, Darmstadt
PMSF AppliChem, Darmstadt

Page Ruler Prestained protein ladder

Fermentas, St. Leon-Rot

Precision Protein Standard

Biorad Laboratories GmbH, Miinchen

Protease Inhibitor Cocktail Tabletten

Roche Diagnostics, Mannheim

Salzsdure Merck, Darmstadt
SDS Merck, Darmstadt
TEMED Sigma-Aldrich Chemie GmbH,Deisenhofen
Tris Merck, Darmstadt
Tween 20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

2.1.7 Puffer und Lésungen
Annexin-V-Bindungspuffer

100 nM HEPES (pH 7.4)
1,4 M NaCl
25 mM CaCl,

Annexin-Losung

409 pl Annexin-V-Bindungspuffer
41 pl Annexin-V-FITC

DNA-Wasch-Puffer

100 mM Tris-HCI (pH 7,4)

0,9% NaCl

1 mM CaCl,

0,5 mM MgCl,

0,2% BSA (kurz vor Gebrauch zugeben)

DNA-Permeabilisierungspuffer

0,1% Igepal in DNA-Wasch-Puffer

DNA-Farbepuffer

477 ul DNA-Permeabilisierungspuffer

20 pl RNase A (Stock 1 mg/ml, 50-100 Units/mg, EK.:
40 pg/ml)

2,4 ul Hoechst 33258 (Stock 1mg/ml in H,0, EK.: 1,2

pg/ml)

PBS

137 mM NaCl
6,5 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,
2,7 mM KCl

TE-Puffer

2.1.8 Verbrauchsmaterialien

FACSClean

25 mM Tris-HCI (pH 7,6)
1 mM EDTA

BD Biosciences, Heidelberg

FACSFlow: Tragerfliissigkeit

BD Biosciences, Heidelberg

FACSRinse

BD Biosciences, Heidelberg

FACSShutdown Solution

BD Biosciences, Heidelberg

FACSWash

BD Biosciences, Heidelberg

Glaspipetten (2ml, 5ml, 10ml, 20ml)

Brand GmbH + Co, Wertheim

Gewebe-Kulturflasche T25 (50ml)

BD Biosciences, Heidelberg

Gewebe-Kulturflasche T75 (250ml)

BD Biosciences, Heidelberg

Gewebe-Kulturflasche T175 (600ml)

BD Biosciences, Heidelberg
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Hyperfilm Amersham Pharmacia Biotech, England
Kryordhrchen Greiner, Solingen

Mikrotiterplatten Corning B.V. Life Sciences, Amsterdam, Niederlande
Pasteurpipetten VWR international GmbH, Darmstadt

Pipettenspitzen (10ul, 100ul, 1000pul)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Polystyrol Rundbodenréhrchen Sml

Falcon, Heidelberg

PVDF-Membran

Roche Diagnostics, Mannheim

Reaktionsgefdfle 1,5 ml & 2 ml

Eppendorf, Hamburg

96-well-Platten

Falcon-BD, Heidelberg

Whatman Filterpapier

Laborcenter, Niirnberg

Zellschaber

Greiner, Solingen

Zentrifugenrdhrchen (15ml & 50ml)

2.1.9 Gerite

Blot-Apparatur Perfect Blue™
Semi-Dry’ Electro Blotter Sedec™

Greiner, Solingen

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Brutschrank BD 6220

Heraeus Sepatech, Osterode

Consort E455

Frobel Labortechnik, Lindau

Durchflusszytometer FACSCanto 11

BD Biosciences, Heidelberg

Elektrophoresekammer:
Mini-Protean tetra cell

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Emax precision microtiter reader

Molecular Devices, Ismaning

Eppendorf-Pipetten
(10ul, 1001, 1000u1)

Eppendorf-Netheler-Hiz, GmbH,Hamburg

Glas-Platten (Imm & short plates)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

GieB3-Apparatur

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Membran-Vakuum-Pumpe

Vacuumbrand GmbH + Co, Wertheim

Milli Q Water Systems

Millipore S.S., Molsheim, Frankreich

Neubauer-Zahlkammer 0,100nm

Brand GmbH + Co, Wertheim

Pipetus

Hirschmann, Laborgeréte, Eberstadt

37°C-Schrank

Heraeus Sepatech, Osterode

Sterilbank LaminAir

Heraeus Sepatech, Osterode

Thermomixer 5436

Eppendorf-Netheler-Hiz, GmbH, Hamburg

Vortex REAX 2000

Heidolph Instruments, Schwabach

Waage Sartorius analytic

Sartorius, Gottingen

Wasserbad GFL 1083

Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH, Burgwedel

Western-Blot Kammer

Biometra, Gottingen

Zellzahler

Mikroskope:
Lichtmikroskop Leitz, labovert FS

BaumerIVO, Villingen-Schwenningen

American Instrument Exchange, Haverhill, MA, USA

AxioCam MRc¢

Zeiss, Gottingen

Zentrifugen:

Biofuge pico Heraeus Sepatech, Osterode

Centrifuge 5415R Eppendorf-Netheler-Hiz, GmbH, Hamburg
Megafuge 1,0 Heraeus Sepatech, Osterode

Varifuge 3.2 RS

Heraeus Sepatech, Osterode
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2.2. Methoden der Zellkultur

2.2.1 Die Standardzellkultur

Die beiden Mammakarzinomzelllinien BT474 und ZR.75.1 wurden als adhirent wachsende
Monolayer in Gewebe-Kulturflaschen oder 96-well-Platten kultiviert und im Brutschrank bei
37°C, 0,5% CO;,-Gehalt, 20% O,-Gehalt und gesittigter Luftfeuchtigkeit inkubiert. BT474
Zellen wurden mit Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), versetzt mit 5% fetalem
Kélberserum (FKS) und 0,2% Phenolrot, kultiviert; ZR.75.1-Zellen mit RPMI 1640 ohne

Phenolrot, aber ebenfalls mit 5% FKS. Das Medium wurde dreimal in der Woche gewechselt.

Ernten von Zellen und Bestimmung der Zellzahl

Um steriles Arbeiten ohne Kontamination der Kulturen zu gewéhrleisten, wurden alle
zellbiologischen Arbeitsschritte unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Zur Zellernte wurde
zunidchst das Medium abgesaugt und die Zellen anschliefend einmal mit vorher erwidrmter
Phosphat-gepufferter Salzlésung (phosphate buffered saline, PBS) gewaschen. Nach
Entfernung des ,,Wasch-PBS* konnten die adhdrenten Zellen dann mit 0,05% Trypsin und
0,02% EDTA in PBS vom Boden der Kulturflasche abgelost werden. Um optimale
Bedingungen fiir diese enzymatische Reaktion durch Trypsin zu gewihrleisten, wurden die
Flaschen dazu fiir weitere 2 min zuriick in den 37°C warmen Kulturschrank gestellt und die
Reaktion anschlieBend durch die zweifache Menge an FKS-haltigem Medium abgestoppt.
Darauthin wurde die Zellsuspension in ein 50 ml Réhrchen iiberfiihrt und die Zellen bei 1200
rpm fiir drei Minuten abzentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde das so gewonnene
Zellpelett in frischem Medium resuspendiert und die Zellzahl mit Hilfe der Neubauer-

Zahlkammer und einem Zellzéhlgerit bestimmt.

Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellen, die ldngerfristig eingefroren werden sollten, wurden nach der Ernte mit 0,25% Trypsin
bei 1200 rpm fiir drei Minuten pelletiert, in kaltem Einfriermedium (DMEM mit je 10% FKS
und Dimethylsulfoxid) resuspendiert und mit der Endkonzentration 1 Mio Zellen / 1 ml
Medium in Kryorohrchen iiberfiihrt. Mit Hilfe des Einfriergerits ,,Qualifreeze konnte man
die Zellen langsam iiber vier Stunden auf -100°C abkiihlen und in einen Tank mit fliissigem
Stickstoff einlagern. Eingefrorene Zellen konnten wieder zuriick in Kultur genommen
werden, indem sie rasch in 37°C warmem Wasserbad erwéarmt und in ein 15 ml R6hrchen mit

Medium {berfiihrt wurden. Nach Abzentrifugation bei 1200 rpm fiir drei Minuten und
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Resuspension des Pellets in frischem Medium konnte die Aussaat in T25 Kulturflaschen
erfolgen. Am nichsten Tag wurde dann ein Mediumwechsel vorgenommen und die Zellkultur

wie oben beschrieben fortgefiihrt.

2.2.2 Zellkultur und -Praparation fur die Zellzahl- und SPF-Bestimmung

Den Versuchen zur Bestimmung der Zellzahl und der S-Phase-Fraktionen (SPF) lag folgendes
Zellkulturprotokoll zugrunde: Die Aussaat erfolgte am Tag null, die Behandlungen an den
Tagen drei (72h-Behandlung) und vier (48h-Behandlung). Nach einem Mediumwechsel
wurden stets alle Behandlungen nachgelegt. Die Zellernte sowie die Bestimmung der Zellzahl

und der SPF fanden schlieBlich am Tag sechs der Zellkultur statt.

Behandlungsschema zum Ansprechen auf HER2-spezifische Reagenzien

Tag0 Aussaat
Tag3 Mediumwechsel, 72h-Behandlung
Tag4 48h- Behandlung
Tag5 Mediumwechsel, Nachlegen der Behandlungen
Tag 6 Zellernte, Zellzahlbestimmung, Fixierung der Zellen in 70% MOH
Ansatz Lapatinib DMSO Pertuzumab Trastuzumab
1uM 0,1% 10 pg/ml 10 pg/ml
1
2 48h
3 48h
4 48h
5 48h
6 72h
7 72h
8 72h
9 72h
Behandlungsschema zum Ansprechen auf ER-spezifische Reagenzien
Tag 0 Aussaat
Tag2 Umstellen der Kulturflaschen 6 und 7 auf 1% FKS
Tag3 Mediumwechsel, 72h-Behandlung, Umstellen der Kulturflaschen 4 und 5 auf 1% FKS
Tag4 48h-Behandlung
Tag6 Zellernte, Zellzahlbestimmung, Fixierung der Zellen in 70% MOH
Ansatz Tamoxifen Estradiol 1% FKS
5uM 2,5nM
1
2 48h
3 72h
4 72h
5 48h 72h
6 96h
7 72h 96h
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Die Zellkultur erfolgte jeweils in Gewebe-Kulturflaschen der Grofle T-25. Zur Aussaat kamen
dabei pro Kulturflasche 250.000 Zellen der Zelllinie ZR.75.1, beziehungsweise 200.000
Zellen der Zelllinie BT474.

Um einen moglichen stimulierenden Effekt durch die Behandlung mit Estradiol
nachzuweisen, sollten die entsprechenden Zellen in einem moglichst Estradiol-freien Medium
kultiviert werden. Nach mehreren frustranen Versuchen mit unterschiedlichen hormonfreien
chemisch definierten Zusitzen und Aktivkohle-filtriertem FKS, wurde schlieBlich folgendes
Vorgehen festgelegt: Die entsprechenden Kulturflaschen (Ansétze 5 und 7) wurden jeweils 24
Stunden vor der Behandlung mit Estradiol von 5% FKS auf 1% FKS umgestellt. AuBBerdem
wurden zum Vergleich entsprechende Kontrollen mit 1% FKS ohne Estradiolbehandlung
(Ansitze 4 und 6) mitgefiihrt.

Die Zellernte wurde am Tag sechs, wie unter 2.2.1 beschrieben, durchgefiihrt und die Zellen
direkt im Anschluss unter der Neubauer-Zdhlkammer ausgezdhlt. AnschlieBend wurden
jeweils ca. 1 x 10° Zellen in je 1 ml 70% MOH fiir mindestens eine Stunde bei 4° C fixiert.
Nach zwei weiteren Waschschritten mit kaltem PBS + 0,2% BSA wurden die Zellen mit
425ul PBS + 0,2% BSA und 50ul RNase A (Stammlosung 1 mg/ml, 50-100 Units/mg)
versetzt und bei 37° C im Wasserbad fiir 20 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 25ul PI
(Stammlosung 1mg/ml; Endkonzentration 50 pg/ml) konnten die Proben nach kurzem

Vortexen bei einer Durchflussrate von ca. 300 events/s am FACSCanto Il gemessen werden.

2.2.3 Zellkultur und —Praparation fiir die Messungen der Zellvitalitat
Fiir die Bestimmung der Zellvitalitdt kam das Cell Proliferation Kit IT (XTT) der Firma Roche

zum Einsatz. Dazu wurden pro Versuchsdurchlauf vier 96-Well-Platten ausgesit.

XTT Assay - ZR.75.1 - Her2- und ER-targeting, 07.01.2011

Ko Ko

Ko Ko

Ko Ko

Pertuz [Pertuz JTrast

Pertuz |[Pertuz JTrast

Pertuz |Pertuz [Trast

I | @M {m|O|O|®|>

Abb. 2.2: Beispielhafte Bestiickung einer 96-Well-Platte fiir eine XTT-Messung
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Es wurden jeweils 2.400, 3.000 und 6.000 Zellen der Zelllinie ZR.75.1 in 200 pl RPMI mit
5% FKS pro Well augesit, wobei die Wells am Rand mit 200 pl PBS gefiillt und im weiteren
Versuchsverlauf nicht weiter beriicksichtigt wurden. Zur Bestimmung des Leerwerts, wurden
auerdem drei Wells nur mit 200 pl RPMI/ 5% FKS befiillt. Am Tag 4 nach der Aussaat fand
die Behandlung der Zellen in den unterschiedlichen, unten aufgefiihrten Ansitzen statt. Dabei
wurden pro Ansatz jeweils drei Wells mit der gleichen Zellzahl behandelt. So lagen am Ende
eines Versuchsdurchgangs alle Ergebnisse als Tripletts vor. Wie auch in den vorherigen
Versuchen wurden die mit Estradiol behandelten Zellen 24 Stunden vor der Behandlung auf
Medium mit 1% FKS umgestellt und eine entsprechende Kontrolle mitgefiihrt. Die Platten 1a
und 1b wurden jeweils am Tag 5 der Behandlung gemessen, die Platten 2a und 2b dann am
Tag 8 der Behandlung. Dazu wurden morgens zunichst 100 pl aus jedem Well entnommen
und anschlieBend 50 pl des Reaktionsgemisches aus XTT und ECR (electron-coupling
reagent) hinzu pipettiert. Die Messung im ELISA-Reader (Molecular Devices, Ismaning) fand
dann nach einer, zwei, drei, vier und sechs Stunden statt. Gemessen wurde die Absorption bei
492 nm, als Referenzwellenlinge wurden 690 nm gewéhlt. Das Prinzip der XTT-Messung

wird unter 2.4 genauer beschrieben.

Behandlungsschema zur Bestimmung der Zellvitalitit mittels XTT-Messung

Freitag Aussaat von vier 96-Well-Platten (1a, 1b, 2a, 2b)
Samstag

Sonntag Umstellen der Ansatze 13-16 auf 1% FKS
Montag (Tag 1) Mediumwechsel und Behandlung

Dienstag (Tag 2)

Mittwoch (Tag 3)

Donnerstag (Tag 4)

Freitag (Tag 5) Messung der Platten 1a und 1b, Mediumwechsel der Platten 2a und 2b
Samstag (Tag 6)

Sonntag (Tag 7)

Montag (Tag 8) Messung der Platten 2a und 2b

Ansatz DMSO Ab1479  Lapatinib Lapatinib Pertuzumab Trastuzumab Tamoxifen Estradiol 1% FKS
0,1% 10 pg/ml 0,1 pM 1um 10 ug/ml 10 ug/ml 5uM 2,5nM

+
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2.2.4 Zellkultur und —Praparation fiir die Annexin-V-FITC-Messungen

Den Annexin-V-FITC-Messungen lag folgendes Zellkulturprotokoll zugrunde: Nach der
Aussaat von 20 x T25 mit jeweils 250.000 ZR.75.1 in RPMI / 5% FKS am Tag 0, fand am
Tag 3 ein Mediumwechsel und die Behandlung der Zellen statt. Die verschiedenen Ansétze
konnen der unten stehenden Tabelle entnommen werden. Wie in den vorhergehenden
Versuchen auch, wurden die Estradiol-behandelten Zellen (Ansédtze 10 und 20) 24h vor der
Behandlung auf 1% FKS umgestellt, sowie eine entsprechende Kontrolle (Ansétze 9 und 19)
mitgefithrt. Um mogliche apoptotische oder nekrotische Zellen nicht zu entfernen wurde auf

einen weiteren Mediumwechsel am Tag 5 verzichtet.

Behandlungsschema zur Apoptose-Bestimmung mittels Annexin-V-FITC-Messungen

Tag 0 Aussaat

Tag 2 Umstellen der Ansatze 9, 10, 19 und 20 auf 1% FKS
Tag3 Mediumwechsel, Behandlung

Tag5 Kein Mediumwechsel!

Tag6 72h-Assay

Tag7 96h-Assay

Ansatz  Tamoxifen Lapatinib DMSO Pertuzumab  Trastuzumab Ab1479 Estradiol 1% FKS
5uM 1M 0,1% 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml 2,5nM

72h
72h
72h
72h
72h
72h
72h 72h

WO NGO UL A WNPR

96h
10 72h 96h
11

12 96h

13 96h

14 96h

15 96h

16 96h

17 96h

18 96h 96h

19 120h
20 96h 120h

o

Die durchflusszytometrischen Messungen fanden schlieSlich am Tag 6 (72h-Assay) bzw. Tag
7 (96h-Assay) statt. Dazu wurde zunichst der Uberstand jeder Kulturflasche in ein eigenes 50
ml Zentrifugenréhrchen iibertragen. AnschlieBend wurden, wie oben beschrieben, die Zellen
geerntet und ebenfalls in die entsprechenden Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt. Nach Zugabe
von 20 ml PBS wurden die Zellen dann bei 4°C und 1200 rpm drei Minuten lang
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Daraufhin wurde das so gewonnene Zellpellet

in 45 pl Annexin-Losung resuspendiert und 20 Minuten lang im Dunkeln und auf Eis

Seite | 34



2 Material und Methoden

inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 0,2 ml Bindungspuffer resuspendiert und in
FACS-Rohrchen iibertragen. Jeweils genau eine Minute vor der Messung im
Durchflusszytometer wurden zu jeder Probe 3 pl PI pipettiert und das Probengefdll kurz mit
dem Vortexer gemischt. Das Prinzip der Annexin-V-FITC Messung wird unter 2.3.7 genauer

erklart.
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2.3 Durchflusszytometrische Analysen

2.3.1 Theoretische Grundlagen

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie erfolgt die Analyse biologischer, chemischer,
physikalischer und biophysikalischer Eigenschaften von Zellen in einem Fliissigkeitsstrom.
Diese Technik kommt hauptsdchlich dann zum Einsatz, wenn bestimmte Zellen und
Zellpopulationen hinsichtlich ihrer biophysikalischen Eigenschaften, wie z.B. der
Antigenexpression oder dem DNA-Gehalt, unter Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen
oder Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikérpern, phénotypisiert werden sollen [73]. Der
Aufbau des in dieser Arbeit verwendeten Durchflusszytometers FACS Canto II gliedert sich
in ein Fliissigkeitssystem, ein optisches System und eine Detektionseinheit. Durch die sich
anschlieBende Elektronik kdnnen die so generierten optischen Signale in elektrische Signale
umgewandelt und so der weiteren Datenverarbeitung durch einen Computer zugefiihrt
werden.

Ziel der durchflusszytometrischen Analysen ist es, jeweils genau eine Zelle an einem
gebiindelten Laserstrahl zu einem bestimmten Zeitpunkt vorbeizufiihren. Dieser Aufgabe wird
das Flissigkeitssystem des FACS Canto II gerecht, indem es jede Zelle in einer
Einzelzellsuspension perlschnurartig an den auf verschiedenen Ebenen eintreffenden
Laserstrahlen unterschiedlicher Wellenldngen vorbeileitet. Durch laminare Stromungs-
eigenschaften verhindert die so genannte ,hydrodynamische Fokussierung®“ eine

Durchmischung von Proben- und Tragerfliissigkeit.

- ~ L

s
P

Abb. 2.3: Das Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung und eine Ubersicht iiber die
Schliisselkomponenten eines Durchflusszytometers [74]
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Wenn Zellen oder Partikel durch einen gebiindelten Laserstrahl hindurch treten, wird Licht in
alle Richtungen gestreut. Neben der Fluoreszenz werden dabei das Vorwirtsstreulicht
(forward scatter, FSC) in einem Winkel von 1,5° und 10° zur Strahlenrichtung des
Anregungslasers und das Seitwirtsstreulicht (side scatter SSC) in einem Winkel von ca. 90°
zur Darstellung bestimmter physikalischer Eigenschaften erfasst. Wihrend das FSC-Signal
Aufschluss iiber relative Unterschiede in der ZellgroBe liefert, bringt das SSC-Signal

Unterschiede beziiglich intrazelluldrer Komplexitdt und Granularitdt zur Darstellung.

Y
Side scah /
Forward scatter

Abb. 2.4: Schematische Darstellung des Strahlengangs im Durchflusszytometer [74]

Das starkere FSC wird direkt durch eine Fotodiode digitalisiert und zur Datenerfassung an
einen Computer weitergeleitet. Die Erfassung des schwicheren SSC-Signals hingegen erfolgt

iiber einen Fotodetektor, wie es fir Fluoreszenzen tiblich ist.

2.3.2 Das Durchflusszytometer FACS Canto Il

Zur Anregung von Zellen besitzt das FACSCanto II einen blauen (488 nm), einen roten (633
nm) und einen violetten (405 nm) Laser. Wenn die mit Fluorochromen gefarbten Zellen die
Ansaugvorrichtung passieren und durch den Laserstrahl hindurch treten, konnen die
Farbstoffe Photonen absorbieren und so in einen angeregten Zustand iiberfiihrt werden. Die
bei der Riickkehr in den Grundzustand frei werdende Energie wird dabei als Fluoreszenz
bezeichnet und ist durch weitaus lingere Wellen charakterisiert als solche, die zur Anregung
erforderlich waren. Die Detektion unterschiedlicher Farbstoffe durch nur drei Laser beruht
also auf der Tatsache, dass sich verschiede Farbstoffe zwar bei der gleichen Wellenlidnge
anregen lassen, jedoch aufgrund ihrer individuellen Emissionsmaxima bei unterschiedlichen

Wellenlédngen zu detektieren und damit zu unterscheiden sind. Die optischen Signale des SSC
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und der Fluoreszenzen werden nun durch eine Sammellinse gebiindelt und gelangen zu
optischen Filtern. Diese haben die Aufgabe, die Spektralverteilung der zu den Detektoren
geleiteten SSC- und Fluoreszenzsignale zu modifizieren. So konnen optische Filter je nach
Beschaffenheit Photonen absorbieren, reflektieren oder passieren lassen, wobei grundsétzlich
zwischen zweierlei Filtersystemen unterschieden wird:

Langpassfilter lassen nur Wellenlédngen passieren, die die Filterrate iiberschreiten. Kiirzere
Wellenldangen werden absorbiert oder reflektiert. Bandpassfilter hingegen lassen nur einen
definierten Wellenlédngenbereich hindurch und sind durch zwei Zahlenangaben charakterisiert.
Die erste Zahl kennzeichnet dabei das Zentrum des umschriebenen Bereichs, wihrend die
zweite Zahl die Bandweite angibt, die der Filter umfasst. Somit l4sst also zum Beispiel ein
500/50 nm Bandpassfilter nur Licht mit einer Wellenldnge zwischen 475 und 525 nm
passieren.

Nun werden die Lichtsignale {iber Detektoren in elektronische Signale - auch Pulse genannt -
umgewandelt, die letztendlich von der FACS Diva Software in einem Plot veranschaulicht
werden konnen. Wie bereits erwdhnt, wird dabei das stirkere FSC iiber eine Fotodiode,
schwichere Signale wie das SSC und sdmtliche Fluoreszenzen jedoch iiber sogenannte
photomultiplier tubes (PMTs) abgegriffen. Im FACSCanto II findet sich eine Anordnung von

fiinf PMTs zu einem Octagon und von jeweils zwei PMTs zu zwei Trigonen.

trigon blue-laser
signal

PMT

longpass
dichroic

bandpass
filter

Abb. 2.5: Strahlengang in einem Octagon und den Trigonen des FACSCanto Il [75]
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Wenn nun das Licht aus dem Glasfaserkabel in das Octagon gelangt, trifft es zundchst auf
einen 735 nm Langpassfilter, der kiirzere Wellenldngen automatisch zum néchsten PMT
reflektiert. Direkt nachgeschaltet findet sich ein 780/60 nm Bandpassfilter, so dass nur
Wellenldngen im Bereich von 750 bis 810 nm PMT A erreichen und somit dem
Emissionsspektrum des Farbstoffs PE-Cy7 entsprechen. Wellen mit einer Linge von weniger
als 735 nm gelangen nun zu PMT B usw. Auf diese Weise gelangt der Lichtstrahl
nacheinander entlang der Anordnung zu den jeweiligen Detektoren, wobei jede Station
unterschiedliche Bereiche der Emissionsspektren erfasst. Das SSC wird bei PMT F
gesammelt. Durch die Anordnung im Octagon ist die Messung von bis zu acht Fluorochromen
moglich, die alle vom blauen Laser angeregt werden. Analog verhilt es sich mit den beiden
Trigonen, in denen vom roten bzw. violetten Laser angeregte Farbstoffemissionen ermittelt
werden [75].

Innerhalb der PMTs wird nun aus dem optischen- ein elektrisches Signal, also ein Puls,
erstellt, aus dem die Software FACSDiva 6.1.1 fiir jede einzelne Zelle fiir deren Verweildauer
im Laser ein Profil iiber die Gestalt des Pulses erstellt. Dabei ermitteln Pulsprozessoren
Merkmale anhand der folgenden drei Charakteristika:

- Die Hohe (=height) beschreibt die wihrend des Pulses ermittelte maximale Intensitét

- Die Fliache (=area) entspricht dem Integral des gemessenen Pulssignals iiber die Zeit,
wovon sich der in der Zelle gebundene Fluoreszenzgehalt ableiten ldsst [76]

- Die Weite (=width) errechnet sich aus der Formel area/heightx64000 und erlaubt
Riickschliisse auf die PartikelgroBe [76].

height

= mmm = m threshold

baseline

0 volts

1
voltage 1
1

1
1
|
| —P 1 1M e
I window gate: I
1 width 1

Abb. 2.6: Pulssignalgenerierung anhand der Merkmale height, area und width [76]

Der Schwellenwert (threshold) markiert die Grenze, an der das Gerét anfangt, Signalimpulse

zu messen, die Baseline stellt das Grundlevel dar. Die eingebaute Elektronik wird ebenfalls
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der rdumlichen Versetzung der eintreffenden Laserstrahlen gerecht, indem sie die

Pulserfassung um die zeitliche Verzogerung korrigiert [76].

2.3.3 Verwendete Farbstoffe

Die nachfolgende Tabelle zeigt die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Farbstoffe mit den
zugehorigen Absorptions- und Emissionsmaxima, ihren Anregungswellenldngen sowie ihre
PMT-Position und die zugehorigen Filter im FACSCanto II. Ebenso wird gezeigt, zu

welchem Zweck die Untersuchung durchgefiihrt wurde.

Absorptions- Emsissions- Anregungs-

Farbstoff . . . Untersuchung  PMT-Position Filter
maximum [nm] maximum [nm] wellenldnge [nm]
SPF LP 655
PI 536 617 488 Apoptose B LP 670
LP 502
FITC 495 519 488 Apoptose E BP 530/30

2.3.4 Datendarstellung und Verarbeitung

Durchflusszytometrische Messungen kdnnen ein- oder mehrparametrisch zum Beispiel zur
bloBen DNA-Féarbung bzw. zur Identifikation weiterer Subpopulationen - zum Beispiel iiber
Phanotypisierung mittels Antikoperfarbungen - erfolgen. Fluoreszenzsignale konnen linear
oder logarithmisch verstirkt werden. Die graphische Darstellung zweier gemessener
Parameter bringt der so genannte Dot- oder Density-Plot zum Ausdruck (siche Abb. 2.5). Bei
dieser zweidimensionalen Graphik wird das SSC bzw. die Intensitét eines Farbstoffs auf der
Ordinate gegen das FSC bzw. die Intensitit eines zweiten Farbstoffs auf der Abszisse
aufgetragen. Hiermit gelingt nicht nur die Identifikation intakter, vitaler und gefarbter Zellen,
sondern auch ihre Unterscheidung sowohl von Zelltriimmern und Farbstoffaggregaten
(Debris) als auch von Zellaggregaten, den Dubletten. Der so genannte Debris besitzt ein
schwicheres FSC- und SSC-Signal, wihrend Zelldubletten grofer und granuldrer als
Einzelzellen sind und sich somit durch ein stirkeres FSC und SSC charakterisieren. Da bei
DNA-Analysen die Diskrimination von Einzelzellen besonders wichtig ist, konnen auf der
Basis der Pulsprozessortechnologie zeitabhidngige Fluoreszenzsignale bei Laseranregung
ermittelt werden, die die schon erwdhnten Hohen-, Flichen- und Weitensignale umfassen.
Zellaggregate, die einen groBeren Durchmesser besitzen als der Querschnitt des Laserstrahls,
konnen nicht maximal angeregt werden, was sich in einem geringeren Hohensignal
widerspiegelt. Zudem erhoht sich ihr Weitensignal, da Dubletten lingere Zeit bendtigen als
Einzelzellen, um den Illuminationspunkt zu durchschreiten. Durch diese Technologie wird

gewihrleistet, dass aggregierte Zellen aufgrund ihres erhohten Fluoreszenzgehaltes nicht
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einfach G2-Phase oder tetraploide Zellen imitieren, sondern eindeutig von singuldren
Ereignissen unterschieden werden konnen. Zu diesem Zweck wurde bei der
Datenverarbeitung das Weiten- gegen das Fliachensignal aufgetragen. Durch ein adédquates
,»Gating“, d.h. der Definition einer bestimmten Zielpopulation als Region, kann nun die
Betrachtung weiterer Merkmale unter Ausschluss von nicht vereinzelten Zellen und
Zelltrimmern erfolgen. Dabei kommen entweder Histogramme oder weitere Dot-Plots, wie
zum Beispiel zur Bestimmung von apoptotischen Zellen, zum Einsatz. Unter einem
Histogramm versteht man die Auftragung nur eines Parameters auf der x-Achse gegen die

Anzahl der Ereignisse auf der y-Achse und damit die Beschreibung der einzelnen

Zellzyklusphasen.
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Abb. 2.7: Dot Plots zur Diskriminierung von Zelltrimmern (FSC gegen SSC) und Zell-
Dubletten (PIl-Weite gegen PI-Fldche)

Alle durchflusszytometrischen Messungen wurden mit Hilfe der Software FACSDiva 6.1.1
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) an einem PC mit dem Betriebssystem Windows XP
durchgefiihrt. Die Daten wurden sowohl als list-mode Datenfile FCS 2.0 als auch als FCS 3.0
(Flow Cytometry Standard 2.0 bzw. 3.0) gespeichert und an einem Standardcomputer weiter
bearbeitet. Die zweiparametrischen Messungen zur Apoptosebestimmung wurden
anschlieBend mit der Software FlowJo Version 7.6.1. (Tree Star Inc.) ausgewertet. Die
Auswertung der Histogramme zur Zellzyklusverteilung erfolgte mit Hilfe der Software Expo
32 ADC Analysis Version 1.2 (Beckman Coulter Inc.) und WinCycle Version 11.05.02 beta

(Phoenix Flow Systems Inc.).
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2.3.5 Der Zellzyklus

1953 postulierten Howard und Pelc das bis heute giiltige Konzept von der eukaryontischen
Zellteilung, die sich demnach in die vier aufeinander folgenden Phasen G1-, Synthese-, G2-
und Metaphase gliedert. Die Zellteilung (Zytokinese) selbst erfolgt in der lichtmikroskopisch
sichtbaren Metaphase, nachdem eine vollstindige Verdopplung des Genoms in der
Synthesephase stattgefunden hat. GI- und G2-Phase, die der M- bzw. der S-Phase
vorgeschaltet sind, dienen dabei als Vorbereitung auf die nachstehenden Aufgaben im

Zellzyklus und werden zusammen mit der S-Phase zur Interphase zusammengefasst [5].

Restriction Point

Abb. 2.8: Schematische Darstellung der Zellzyklusphasen [77]

Die strenge Regulation der Mitoseaktivitit liber externe und interne Kontrollmechanismen ist
fiir multizelluldre Organismen und komplexe Gewebe von entscheidender Bedeutung. An
diskreten Punkten des Zellzyklus - den sogenannten Restriktionspunkten - erfolgt so unter
Beriicksichtigung aktivierender und inhibierender Signale die Entscheidung iiber das
Fortschreiten im Teilungsprozess. Ein wichtiger Kontrollpunkt ist beispielsweise in der
friihen G1-Phase lokalisiert und wird beeinflusst durch mitogene und anti-mitogene Signale
(TGF-B, Zellschadigung) [4]. In Gegenwart von Wachstumsfaktoren wird die Zellvermehrung
von Sédugerzellen gewéhrleistet. Fehlende Stimuli oder ein Mangel an Néhrstoffen hingegen
versetzen Zellen in einen Ruhezustand - die sogenannte GO-Phase - in der keine Beteiligung
an den Stationen der Zellteilung mehr vorliegt und die metabolische Aktivitdt deutlich

reduziert wird [78]. Nicht nur der Ubertritt in die GO-Phase, sondern auch
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Gewebsdifferenzierung kann zur Quieszenz und einem irreversiblem Verlust der
Teilungsfdhigkeit fiihren. Manche ruhenden Zellen jedoch konnen mit Hilfe von
Wachstumsfaktoren, die als Kompetenzfaktoren wirken, wieder in das zyklische Geschehen
der Zellteilung eingebracht werden [78]. Um Fehler bei der Zellteilung zu minimieren
unterliegen die Zellen in der G2-Phase einer weiteren Kontrolle. Hier wird gepriift, ob die S-
Phase vollstindig abgeschlossen worden ist. Aufgrund ihrer Kiirze wird die G2-Phase mit der
Metaphase héufig zur G2/M-Phase zusammengefasst. Wahrend der Mitose ist ein weiterer
Kontrollpunkt von zentraler Bedeutung, der die korrekte Anlagerung der Chromosomen an

die Mitosespindel und ihre korrekte Verteilung auf die Tochterzellen gewédhrleisten soll [78].

2.3.6 Die Bestimmung der S-Phase-Fraktion

Zur Bestimmung der S-Phase-Fraktion (SPF) wird in einem Histogramm PI-Area gegen die
entsprechende Anzahl an gemessen Ereignissen aufgetragen. Da sich PI-Area direkt
proportional zu dem in der Zelle gebundenen Fluoreszenzgehalt verhdlt, erlaubt es auch
direkten Riickschluss auf den DNA-Gehalt der Zelle. Nach Diskriminierung der Einzelzellen
von Zelldetritus und Zellklumpen ergeben sich in dieser Auftragung zwei Peaks: Der Gl-
Peak, mit allen Zellen die einen einfachen Chromosomensatz aufweisen auf der linken Seite,
und der G2-Peak auf der rechten Seite, mit den Zellen, die die S-Phase bereits vollstindig

durchlaufen haben und deshalb einen doppelten Chromosomensatz besitzen.
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Abb. 2.9: DNA-Histogramm durch Auftragung von PIl-Area gegen die Anzahl der
entsprechenden Ereignisse
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Alle Zellen zwischen dem G1- und dem G2-Peak befinden sich dementsprechend gerade in
der Synthesephase, da sie zwar einerseits nicht mehr den einfachen Chromosomensatz
besitzen, sich der DNA-Gehalt aber auch noch nicht vollstdndig verdoppelt hat. Der Anteil
dieser Zellen an der gemessenen Gesamtzellzahl wird als S-Phase-Fraktion bezeichnet und ist

ein Ausdruck fiir das Ausmaf} der Zellproliferation.

2.3.7 Die Annexin-V-FITC-Messung

Untersuchungen zum programmierten Zelltod bei den mit unterschiedlichen target-
spezifischen Therapien behandelten Zellen wurden durchflusszytometrisch mit Hilfe einer
PI/Annexin-V-FITC Firbung durchgefiihrt (siche Ergebnisse Kap. 3.4). Die beispielhaften
Density-Plots einer unbehandelten und einer mit Camptothecin behandelten Probe der
Zelllinie SK-BR- 3 in Abb. 2.10 zeigt eine Auftragung der Fluoreszenzintensitit von PI auf
der y-Achse gegen die Fluoreszenzintensitdit von FITC auf der x-Achse sowie eine

Unterteilung der Abbildung in vier Quadranten.
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Abb. 2.10: Annexin-V-FITC Messung einer unbehandelten (links) und einer mit Camptothecin
behandelten (rechts) SK-BR-3 Probe; entnommen aus [79]

Im frithen Stadium der Apoptose brechen Zellen die asymmetrische Verteilung der
Phospholipide ihrer Zellmembran auf und verlagern das negativ geladene Phosphatidylserin
(PS) von der dem Zytosol zugewandten Seite auf die Membranaufenseite. Dadurch werden
vermutlich Makrophagen zur schnellen Phagozytose angelockt, um eine Gewebsschidigung
durch Zelllyse zu vermeiden [80]. Annexin-V weist eine hohe Affinitit zu
Phospholipidspezies wie z.B. PS auf und bindet es Calcium-abhingig. Bei nekrotischen

Zellen hingegen geht die Intaktheit der Zellmembran verloren und Bestandteile des
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Zellinneren treten aus. Die Diskriminierung apoptotischer von nekrotischen Zellen gelingt
durch die gleichzeitige Anwendung von Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) markiertem
Annexin-V und einem weiteren Farbstoff, in diesem Fall PI, zum Ausschluss eines Lecks in
der Zellmembran. Vitale, intakte Zellen sind negativ in Bezug auf beide Fluoreszenzen und
finden sich im linken unteren Quadranten (vgl. Abb. 2.10). Zellen im friihen Stadium der
Apoptose werden aufgrund der Bindung von Annexin-V an PS auf der Membranauf3enseite
FITC positiv, ohne dass PI durch die Zellmembran hindurch an die DNA binden kann. Somit
kommen sie im rechten unteren Quadranten zu liegen (vgl. Abb. 2.10). Rechts oben befinden
sich Zellen in der spiaten Apoptose mit einer positiven Fluoreszenz fiir beide Farbstoffe, da
ihre Zellmembran permeabel fiir PI geworden ist (vgl. Abb. 2.10) [80]. Bei Zellen die direkt
PI aufnehmen und so im linken oberen Quadranten zur Darstellung kommen, handelt es sich
am chesten um nekrotische Zellen, weil bei diesen der Farbstoff PI die zugrunde gehende

Zellmembran ungehindert passieren kann.

Annexin V
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Outer Cell Membrane
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Abb. 2.11: Schematische Darstellung der Annexin-V-Bindung durch Phospholipid-switch
wéhrend der Apoptose [81]
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2.4 Messungen zur Bestimmung der Zellvitalitat

Das Prinzip des XTT-Assays zur Messung von Zellproliferation und -vitalitdt wurde bereits
1988 von Scudiero et al. [82] beschrieben und in den folgenden Jahren immer weiter
verbessert. Es beruht auf der Reduktion des gelben Farbstoffs XTT zum orangenen Farbstoff
Formazan und der Tatsache, dass dieser Vorgang nur in metabolisch aktiven Zellen
stattfindet. Das Ausmal} des Farbstoffumsatzes - und damit indirekt auch die Anzahl vitaler
Zellen - kann nach einer mehrstiindigen Inkubationszeit mit Hilfe eines ELISA Readers
photometrisch bestimmt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde das Cell Proliferation Kit

I (XTT) der Firma Roche verwendet.
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Abb. 2.12: Vergleichende Darstellung der Strukturformeln und der Absorptionsspektren der
beiden Farbstoffe XTT (gestrichelte Linie) und Formazan (durchgezogene Linie), nach [83]

Dazu werden die Zellen in 96-Well-Platten kultiviert und behandelt, bevor sie dann fiir 4 — 24
Stunden mit dem gelben Farbstoff XTT (Endkonzentration 0,3 mg/ml) inkubiert werden.
Wihrend dieser Inkubationszeit wird XTT sukzessiv durch mitochondriale Dehydrogenasen
zum orangenen Farbstoff Formazan reduziert, was schlieBlich mit Hilfe eines ELISA-Readers
photometrisch quantifiziert werden kann. Eine Zunahme an vitalen, metabolisch aktiven
Zellen, fiihrt zu einer gesteigerten Aktivitidt mitochondrialer Reduktasen, was wiederum direkt

mit der gebildeten Menge an Formazan korreliert:
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Abb. 2.13: Der Effekt unterschiedlicher Zellzahlen auf die Absorbanz, gemessen anhand der
Zelllinie Ag8 nach 2 -, 4 - und 6 Stunden [83]
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Das Absorptionsmaximum des gebildeten Farbstoffs Formazan liegt zwischen 450 und 500
nm (sieche auch Abb. 2.11), die gewidhlte Referenzwellenlénge sollte tiber 650 nm liegen. [83]
Hohere Absorptionswerte sprechen dementsprechend fiir eine groflere Anzahl metabolisch
aktiver Zellen und umgekehrt. So ist mit diesem Test eine indirekte Bestimmung der
Stoffwechselaktivitdt und damit einhergehend auch der Vitalitit einer Zellpopulation relativ
einfach mdglich. Die Limitationen des Assays werden unter 4.2.2 unter Beriicksichtigung der

damit gewonnenen Daten diskutiert.
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Zur target-spezifischen Therapie beim Mammakarzinom stehen bereits verschiedene
Therapeutika zur Verfligung, andere befinden sich in der klinischen Erprobung. In dieser
Arbeit kamen die HER2-spezifischen Reagenzien Lapatinib, Pertuzumab und Trastuzumab,
sowie der ER-Antagonist Tamoxifen zur Anwendung. Um die Estrogen-Sensitivitidt der
beiden Zelllinien zu untersuchen, wurde aulerdem versucht, die Zellproliferation mit Hilfe
von Estradiol zu stimulieren.

Neben dem HER2- und dem Estrogenrezeptorstatus spielen eine Reihe weiterer, bisher nur
zum Teil untersuchter Faktoren eine Rolle fiir das Ansprechen von Mammakarzinomen auf
die target-spezifischen Therapeutika. Einer dieser moglichen Faktoren ist auch die Expression
von HER4. In der vorliegenden Arbeit soll das Ansprechen HER2-positiver
Mammakarzinom-Zellen auf antigen-spezifische Therapien in Abhdngigkeit der HER4-
Expression untersucht werden.

Dazu wurden die beiden Zelllinien BT474 und ZR.75.1 herangezogen, die sich - wie oben
bereits beschrieben - vor allem in der Expression von HER4 unterscheiden. Wahrend beide
Zelllinien HER2 und ER exprimieren, trigt nur die Zelllinie ZR.75.1 zusétzlich HER4 auf
threr Zelloberfliche. Deshalb lag der Schwerpunkt der Arbeit darauf, das Verhalten der
Zelllinie ZR.75.1 in Anwesenheit unterschiedlicher target-spezifischer Behandlungen zu
untersuchen und mit dem der Zelllinie BT474 zu vergleichen.

Diese Untersuchungen wurden anhand unterschiedlicher Parameter durchgefiihrt. Nach der
Etablierung der Zelllinie ZR.75.1 in der Zellkultur, wurden zunichst Versuche zum
Proliferationsverhalten in An- und Abwesenheit der beschriebenen Behandlungen auf Ebene
der Zellzahl- und S-Phase-Fraktion (SPF) -Bestimmung durchgefiihrt. In einem weiteren
Schritt folgten dann Versuche zur Ermittlung der ,,Zellvitalitiat” unter den verschiedenen
Bedingungen mit Hilfe eines XTT-Assays. Ergdnzt wurden diese Ergebnisse dann schlieBlich
durch Messungen zum Zelltot, um ein moglichst umfassendes Bild von mdglichen Effekten
durch die entsprechenden Reagenzien zu bekommen. In dieser Reihenfolge sollen im

Folgenden nun auch die gewonnen Ergebnisse vorgestellt werden.
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3.1 Etablierungsversuche zum Wachstumsverhalten der Zelllinie
ZR.75.1 in der Zellkultur

In einem ersten Teil der Arbeit wurde eine Wachstumskurve der Zelllinie ZR.75.1 erstellt, um
diese in der Zellkultur zu etablieren und den optimalen Zeitpunkt fiir die Behandlungen -
ndmlich den Zeitraum des exponentiellen Wachstums - zu ermitteln. Dazu kamen zunéchst
unterschiedliche Zellzahlen zur Aussaat, bis schlie8lich das in Kapitel 2.2.2 beschriebene
Zellkulturprotokoll festgelegt wurde. Nachdem am Tag 0 jeweils 500.000 Zellen ausgesit
wurden, wurde an den Tagen 2, 4, 7, 9 und 11 jeweils eine Kulturflasche geerntet und sowohl
die Zellzahl, als auch die S-Phase-Fraktion bestimmt. Dargestellt werden im Folgenden die
Mittelwerte mit den zugehdrigen Standardabweichungen, die aus den Fehlerbalken ersichtlich

sind. Die Zellzahlen wurden logarithmisch aufgetragen:

Zellzahl ZR.75.1, T-25, RPMI / 5% FKS

3.010.000 3.200.00D
4.000.000
1925000 _ -~~~
3 -~
N 780.000 _ -
-
476.667 _ _ -~ -
400.000 T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Zeit in Tagen
Diagramm 3.1: Wachstumshkurve ZR.75.1, Zellzahl im zeitlichen Verlauf
SPF ZR.75.1, T-25, RPMI / 5% FKS
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14,5
5 13,1 .
- S
- F -
= ~. 99 9,85
[T T ~
a 10 I -
» T I J. =~ ~ o 7,5
e ~—
5
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Zeit in Tagen

Diagramm 3.2: Wachstumskurve ZR.75.1, SPF im zeitlichen Verlauf
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Wie aus Diagramm 3.1 ersichtlich wird, nimmt die Zellzahl zwischen Tag 2 und Tag 7 am
deutlichsten zu. Wahrend sie sich in diesen ersten sieben Tagen von 500.000 auf 1.925.000
nahezu vervierfacht, steigt sie dann bis zum Tag 11 nur noch weiter auf 3.200.000, wobei der
Verlauf der Kurve deutlich abflacht.

Fiir die SPF ergibt sich mit 14,5% der hochste bestimmte Wert am Tag 4 nach Aussaat, der
dann bis zum néchsten Messzeitpunkt am Tag 7 bereits auf 9,9% abfillt, um dann noch
weiter, auf nur noch 7,5% am Tag 11 zu sinken.

Die Phase des logarithmischen Wachstums befindet sich dementsprechend unter den oben
beschriebenen Bedingungen am ehesten im Zeitraum zwischen den Tagen 2 und 7, worauthin
die SPF im weiteren Verlauf absinkt und die Zellkultur in die stationdre Phase libergeht.

Diese Ergebnisse wurden fiir das Erstellen der Zellkultur- und Behandlungsschemata fiir alle
weiteren Versuche beriicksichtigt. Als Tag der Behandlung wurden die Tage 3 (72 h
Behandlung) und 4 (48 h Behandlung) gewahlt. Die Zellernte fand jeweils am Tag 6 statt. Da
sich fiir eine Aussaat von 250.000 ZR.75.1 am Tag null ein dhnliches Verhalten der Zellkultur
fand, die S-Phase-Fraktionen aber insgesamt etwas hoher waren, wurden die weiteren

Versuche dann alle mit 250.000 Zellen pro T-25 durchgefiihrt.
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3.2 Vergleichende Bestimmung der Zellzahlen und der S-Phase-
Fraktionen der Zelllinien ZR.75.1 und BT474

Die folgenden Daten zeigen jeweils die Zellzahlen und die S-Phase-Fraktionen (SPF) am Tag
der Zellernte. Dabei sollen die Ergebnisse der beiden in diesen Versuchsreihen behandelten
Zelllinien, ZR.75.1 und BT474, miteinander verglichen werden. Alle Werte beziehen sich auf
die bei jedem Versuch mitgefiihrte unbehandelte Kontrolle und werden in Form von relativen
Zahlen dargestellt. Fiir die Dauer der verschiedenen Behandlungen wurden jeweils 48 — und
72 Stunden gewdhlt. Statistisch signifikante Unterschiede (p < 0,05) im Vergleich zur
entsprechenden Kontrolle sind mit einem % markiert. Berechnet wurden die Signifikanzen mit
Hilfe des student’s t-tests und der Software IBM® SPSS® Statistics, Version 19. Die

Standardabweichungen konnen den Graphen anhand der Fehlerbalken entnommen werden.

3.2.1 Ansprechen auf HER2-spezifische Reagenzien im Vergleich

Die beiden Zelllinien ZR.75.1 und BT474 wurden jeweils fiir 48 — und 72 Stunden mit den
HER2-spezifischen Reagenzien Lapatinib (Tyverb®), Pertuzumab (Perjeta”™) und Trastuzumab
(Herceptin®) behandelt.

Bei Pertuzumab und Trastuzumab handelt es sich um rekombinante monoklonale
humanisierte Antikorper gegen die extrazellulire Doméne des HER2-Tyrosinkinase-
Rezeptors, fiir die gezeigt werden konnte, dass sie iiber Apoptoseinduktion das Uberleben
HER2-iiberexprimierender =~ Mammakarzinom-Zellen  inhibieren = [63,84]. Fir die
Behandlungen mit Trastuzumab und Pertuzumab wurde jeweils eine Endkonzentration von 10
ng/ml gewéhlt.

Lapatinib ist im Gegensatz dazu ein sogenanntes ,,small molecule®, das seine Wirkung als
Tyrosinkinase-Inhibitor an den beiden Typ I Rezeptortyrosinkinasen EGFR (ErbB1) und
HER2 (ErbB2) entfaltet [85]. Die ICsy von Lapatinib schwankt fiir unterschiedliche
Mammakarzinom-Zelllinien sehr stark, wie zum Beispiel in einer Publikation von Konecny et
al. beschrieben, zwischen 0,010-18,6 umol/l [54]. In der vorliegenden Arbeit wurde Lapatinib
in zwei unterschiedlichen Endkonzentrationen verwendet, ndmlich 0,1 pM und 1 uM. Da
Lapatinib in DSMO geldst vorlag, wurde auch eine 48- und 72-Stunden Kontrolle fiir DMSO
mitgefiihrt, um mogliche Effekte durch dieses Losungsmittel auszuschlieBen.

Die Zellkulturprotokolle, sowie das Firbeschema konnen dem Kapitel 2.2.2 entnommen
werden. Die Daten beruhen mit Ausnahme der DMSO-Kontrollen auf jeweils mindestens drei

Messreihen.
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Her2-targeting, Zellzahl ZR.75.1, relative Zahlen
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Diagramm 3.3: Her2-targeting ZR.75.1, Zellzah/

Her2-targeting, SPF ZR.75.1, relative Zahlen
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Diagramm 3.4: Her2-targeting ZR.75.1, SPF
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Her2-targeting, Zellzahl BT474, relative Zahlen
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Diagramm 3.5: Her2-targeting BT474, Zellzah/

Her2-targeting, SPF BT474, relative Zahlen
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Diagramm 3.6: Her2-targeting BT474, SPF
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Fiir die Zelllinie ZR.75.1 zeigen sich bei den gewihlten Behandlungen insgesamt nur sehr
geringe und statistisch nicht signifikante Effekte. Alle S-Phase-Fraktionen liegen zwischen
minimal 95% (Lapatinib 48h, Pertuzumab 72h) und maximal 107% (Lapatinib 72h).

Bei den Zellzahlen ergeben sich fiir die 48h-Behandlung mit Pertuzumab und die 72h-
Behandlung mit Lapatinib die deutlichsten Effekte mit einer Abnahme um 23% bzw. 42% im
Vergleich zur Kontrolle. Aufgrund hoher Standardabweichungen sind jedoch beide Effekte
statistisch nicht signifikant. Auffillig ist, dass die Abnahme der Zellzahlen in beiden Fillen
nicht durch die jeweiligen S-Phase-Fraktionen von 104% und 107% erklérbar ist.

Die Effekte fiir die Zelllinie BT474 fallen wesentlich deutlicher aus, wéhrend sich der grof3te
Effekt durch die Behandlung mit Lapatinib erzielen lieB. Unter den Behandlungen mit
Lapatinib und Trastuzumab kam es zu einem statistisch signifikanten Abfall der S-Phase-
Fraktionen. Unter Lapatinib sank die SPF nach 48 Stunden (72 Stunden) auf 25% (21%),
wihrend sie von DMSO mit 98% (97%) nahezu unbeeinflusst blieb. Der zweitgroBte Effekt
entstand durch die Behandlung mit Trastuzumab und fiihrte zu einer Abnahme der SPF auf
33% (36%). Unter Pertuzumab sank die SPF zwar ebenfalls deutlich auf einen Wert von 69%
(71%) ab, dieser Effekt ergab sich allerdings als statistisch nicht signifikant. Die Zellzahlen
verhalten sich dabei entsprechend den jeweiligen S-Phase-Fraktionen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Zelllinie ZR.75.1 von den HER2-
targetspezifischen Agenzien Lapatinib, Pertuzumab und Trastuzumab weitgehend
unbeeinflusst bleibt, wihrend die Zelllinie BT474 sowohl auf der Ebene der Zellzahlen, als
auch auf der, der S-Phase-Fraktionen empfindlich auf die entsprechenden Behandlungen
reagiert. Dieses unterschiedliche Verhalten der beiden Zelllinien, wird auch beim Betrachten

der im Folgenden gezeigten DNA-Histogramme deutlich:
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Abb. 3.2: DNA-Histogramme und SPF der Zelllinien BT474 und ZR. 75. 1 unter Her2-
targetspezifischer Therapien im Vergleich
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3.2.2 Ansprechen auf ER-spezifische Reagenzien im Vergleich

In einem weiteren Versuchsteil wurden die beiden Zelllinien ZR.75.1 und BT474 mit den ER-
spezifischen Reagenzien Tamoxifen und Estradiol behandelt. Das Prodrug Tamoxifen wirkt
iiber zwei aktive Metaboliten als kompetitiver Antagonist von Estradiol am Estrogen-
Rezeptor (ER) [44]. Neuere Studien legen nahe, dass weitere Metaboliten in vivo
moglicherweise auch tiiber die Inhibition der Aromatase wirken, indem sie die
Estradiolsynthese hemmen [45]. In dieser Arbeit wurde fiir Tamoxifen eine Endkonzentration
in Hohe von 5 uM, und fiir Estradiol in Hohe von 2,5 nM verwendet.

Bestimmt wurden, wie im vorhergehenden Versuch, die Zellzahlen und S-Phase-Fraktionen
48 und 72 Stunden nach der entsprechenden Behandlung. Die Zellkulturprotokolle, die
Endkonzentrationen der entsprechenden Behandlungen, sowie das Fiarbeschema kénnen dem
Kapitel 2.2.2 entnommen werden. Die unten dargestellten Daten beruhen jeweils auf
mindestens vier Versuchsdurchgingen. Zur Berechnung von Signifikanzen wurden die
Tamoxifen-Behandlungen mit der 5%-FKS-Kontrolle verglichen, fiir die beiden Estradiol-

Behandlungen wurden dafiir jeweils eigene Kontrollen mit 1%-FKS-mitgefiihrt.
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ER-targeting, Zellzahl ZR.75.1, relative Zahlen
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Diagramm 3.7: ER-targeting, ZR.75.1, Zellzah/

ER-targeting, SPF ZR.75.1, relative Zahlen
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Diagramm 3.8: ER-targeting, ZR.75.1, SPF
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ER-targeting, Zellzahl BT474, relative Zahlen
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Diagramm 3.9: ER-targeting, BT474, Zellzahl

ER-targeting, SPF BT474, relatvie Zahlen
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Diagramm 3.10: ER-targeting, BT474, SPF
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Bei der Zelllinie ZR.75.1 ergeben sich fiir die Behandlung mit Tamoxifen keine signifikanten
Effekte im Vergleich zur Kontrolle. Die SPF sinkt nach der 48h (72h) -Behandlung auf 89%
(91%) und auch die Zellzahlen sinken nach der 48h-Behandlung leicht ab auf 87%. Die
Behandlungen mit Estradiol zeigen ebenfalls keine signifikanten Effekte und lassen auch
keine Tendenz erkennen.

Im Vergleich zur Zelllinie ZR.75.1 fiihrt Tamoxifen bei BT474 zu einer deutlicheren
Inhibition der Zellproliferation. Die SPF sinkt nach 48h (72h) auf 38% (39%) und die
Zellzahl nimmt ebenfalls ab, auf dann nur noch 56% (61%). Auffillig ist, dass sich auch bei
der Zelllinie BT474 unter den gewéhlten Bedingungen keine eindeutigen Effekte durch

Estradiol nachweisen lassen.

Zusammenfassung der Ergebnisse zur Zellzahl- und SPF-Bestimmung:

BSPF ZR.75.1 mBSPF BT.474

1,00

0,75 1

0,50 A

0,25 A

0,00 -

Kontrolle
DMSO 48h
Lapatinib 48h
Pertuzumab
48h
Trastuzumab
48h
DMSO 72h
Lapatinib 72h
Pertuzumab
72h
Trastuzumab
72h
Tamoxifen
48h
Tamoxifen
72h

Diagramm 3.11: Vergleich der S-Phase-Fraktionen der beiden Zelllinien ZR.75.1 und BT474

Behandlung ZR.75.1 BT474
Lapatinib - ++
Pertuzumab - +
Trastuzumab - ++
Tamoxifen - ++
Estradiol - -

- kein Effekt nachweisbar, + Effekt nachweisbar, statistisch aber nicht signifikant, ++ statistisch signifikanter Effekt nachweisbar

Tab. 3.1: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Zellzahl- und SPF-Bestimmung

Seite | 59



3 Ergebnisse

3.3 XTT Cell Proliferation Assay zur vergleichenden Bestimmung der

Zellvitalitat unter verschiedenen target-spezifischen Therapien

Die im vorherigen Kapitel beschriebenen Messungen zur Zellproliferation durch die
Bestimmung der absoluten Zellzahl und der S-Phase-Fraktion, wurden in einem nichsten
Schritt ergdnzt, durch Versuche zur Bestimmung der ,,Zellvitalitdt“. Dazu wurde das Cell
Proliferation Kit I (XTT) von Roche ® verwendet, das ermoglicht, iiber den Farbstoffumsatz
von XTT zu Formazan auf die Anzahl metabolisch aktiver Zellen zu schlieBen. Der
Versuchsablauf und das Cell Proliferation Kit II werden in den Kapiteln 2.2.3 und 2.4 genauer

beschrieben.

XTT, ZR.75.1, Ubersicht
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Diagramm 3.12: XTT Cell Proliferation Assay, ZR.75.1, 5% FKS

Die in Diagramm 3.11 dargestellten Daten zeigen die gewonnen Ergebnisse fiir die
Behandlungen, die im Medium RPMI mit 5% FKS durchgefiihrt wurden. Gezeigt werden die
Mittelwerte der gemessenen Absorbanzen bei einem Licht der Wellenldnge von 492 nm, im
Verhiltnis zur unbehandelten Kontrolle. Die Standardabweichungen sind aus den
Fehlerbalken ersichtlich. Auf die Darstellung statistischer Signifikanzen wurde auf Grund der

groflen Standardabweichungen verzichtet.
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Die Zelllinie ZR.75.1 wurde in diesem Versuch mit den aus den vorherigen Versuchen
bekannten HER2- und ER-spezifischen Reagenzien alleine und in Kombination mit dem
monoklanelen Antikorper Ab1479 gegen die extrazellulire Domine von HER4 [60]
behandelt. Aus dem Diagramm koénnen die Ergebnisse an Tag fiinf und Tag acht der
Behandlung abgelesen werden.

Zunichst fillt auf, dass die Zellen der Zelllinie ZR.75.1 von 0,1% DMSO weitgehend
unbeeinflusst bleiben, so dass mdgliche Effekte durch Lapatinib nicht auf das Losungsmittel
DMSO zuriickgefiihrt werden kénnen.

Die deutlichste Abnahme der Absorbanz wird durch die Behandlungen mit Lapatinib sowie
mit Tamoxifen alleine und in Kombination mit Ab1479 erzielt. Dabei sinken die Werte im
Vergleich zur Kontrolle unter der Behandlung mit 1uM Lapatinib am Tag 5 (Tag 8) auf 67%
(75%), unter Tamoxifen alleine auf 69% (52%) und unter Tamoxifen in Kombination mit
Ab1479 sogar auf 54% (40%) ab.

Durch die Behandlung mit Ab1479 alleine ergeben sich zwar ebenfalls keine statistisch
signifikanten Effekte, aber die Absorbanz bei 492 nm nimmt darunter dennoch deutlich ab,
und zwar auf 82% vom Ausgangswert am Tag 5 und auf 80% am Tag 8. Auch durch die
Kombination der Einzelbehandlungen mit Ab1479 lassen sich keine signifikanten Effekte im
Vergleich zur Behandlung ohne Ab1479 erzielen, es ist aber trotzdem zumindest die Tendenz
erkennbar, dass die Effekte durch die Kombinationsbehandlungen insgesamt etwas stdrker
ausfallen, als durch die HER2- und ER-spezifischen Reagenzien alleine. Ein Wert der dabei
besonders auffillt, ist die Kombination von 1 uM Lapatinib mit Ab1479 am Tag 5: Hierdurch
ergibt sich eine im Vergleich zur Kontrolle signifikante Abnahme der Absorbanz um 77%,
wiéhrend sie unter der Behandlung von 1 uM Lapatinib alleine nur um 33% abnahm.
Allerdings war dieser Effekt fiir den Tag 8 der Behandlung nicht reproduzierbar.

Wie in den vorhergehenden Versuchen, wurden die Zellen auch in dieser Versuchsreihe mit
Estradiol behandelt. Dazu wurden die entsprechenden Zellen auf das Medium RPMI mit nur
1% FKS umgestellt. Zum Vergleich wurde eine eigene Kontrolle fiir dieses Medium

mitgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Behandlungen sind in Diagramm 3.12 dargestellt:

Seite | 61



3 Ergebnisse

Verlauf, 6h-Werte, ER-targeting [AEgqhandiung = AEkontroie]

M Ab 1479 m Estradiol ™ Ab 1479 + Estradiol ™ Tamoxifen ™ Ab 1479 + Tamoxifen

1 2,00
0,80 1,80
0,60 1,60
0,40 1,40
0,20 1,20
0,00 —h—=—=—= = _— 1,00
TAG 0 (fiktiv)~
-0,20 0,80
-0,40 0,60
-0,60 0,40
0,80 0,20
-1,00 - 0,00
1,20 - -0,20
-1,40 - -0,40
-1,60 -0,60
-1,80 -0,80
-2,00 -1,00

Diagramm 3.13: XTT Cell Proliferation Assay, ZR.75.1, ER-targeting

Zur besseren Veranschaulichung werden hier die Differenzbetrdge zur entsprechenden
unbehandelten Kontrolle dargestellt. Da Tamoxifen, wie oben bereits beschrieben, alleine und
in Kombination mit Ab1479 zu einer deutlichen Abnahme metabolisch aktiver Zellen fiihrt,
sind die Werte in dieser Abbildung dementsprechend negativ. Im Gegensatz dazu kommt es
durch das Estradiol-Treatment zu einem positiven Ausschlag, also zu einer Zunahme
metabolisch aktiver Zellen. Am Tag 8 ergibt sich fiir die Behandlung mit Estradiol alleine
eine Wert von +9%, fiir die Kombination von Estradiol mit Ab1479 sogar von +34%. Auf
Grund hoher Standardabweichungen sind diese Werte zwar statistisch nicht signifikant, aber

eine Tendenz ist erkennbar.
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3.4 Annexin V-FITC Messungen zum Ansprechen der Zelllinie ZR.75.1 auf
HER2-, ER- und HER4-spezifische Reagenzien

Um nachzuweisen, ob und in welchem Ausmal} die unterschiedlichen Therapiekonzepte bei
der untersuchten Zelllinie ZR.75.1 zum Zelluntergang durch Apoptose oder Nekrose fiihren,
wurden in einem letzten Versuchsteil Annexin V-FITC Messungen durchgefiihrt. Behandelt
wurden die Zellen dafiir mit den aus den vorherigen Versuchen bekannten Reagenzien iiber
einen Zeitraum von jeweils 72 und 96 Stunden. Das Prinzip der Annexin V-FITC Messung,
sowie das genaue Versuchsprotokoll, werden in den Kapiteln 2.2.4 und 2.3.4 beschrieben.

Dargestellt werden im Folgenden die Mittelwerte der absoluten Zahlen mit den
entsprechenden Standardabweichungen, die den Graphen anhand der Fehlerbalken
entnommen werden konnen. Es wird dabei zwischen lebenden, apoptotischen und
nekrotischen Zellen unterschieden. Sowohl fiir die 72h- als auch fiir die 96h-Behandlung

wurde eine eigene Kontrolle mitgefiihrt.
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ZR.75.1,5% FKS, 72 h ZR.75.1, 5% FKS, 96 h

M lebend / % W apoptotisch / % m nekrotisch / % m lebend / % m apoptotisch / % m nekrotisch / %

Kontrolle Kontrolle

Tamoxifen Tamoxifen

Lapatinib Lapatinib

DMSO DMSO

Pertuzumab
Pertuzumab

Trastuzumab
Trastuzumab

i
L

Ab1479
Ab1479
Trast + Ab
Trast + Ab
Diagramm 3.14: Annexin V-FITC, ZR.75.1, Diagramm 3.15: Annexin V-FITC, ZR.75.1,

5% FKS, 72 h 5% FKS, 96 h

Insgesamt ergaben sich fiir die Annexin-V-FITC-Messungen keine signifikanten Effekte
durch die untersuchten Behandlungen fiir die Zelllinie ZR.75.1. Fiir die unbehandelten Zellen
im Medium RMPI mit 5% FKS ergab sich fiir die lebenden Zellen ein Anteil von 87,36% in
der 72h-Kontrolle und von 85,12% in der 96h-Kontrolle.

Die deutlichsten Effekte wurden unter der Behandlung mit Lapatinib beobachtet, worunter der
Anteil lebender Zellen zugunsten apoptotischer und nekrotischer Zellen auf 78,48%
beziehungsweise 82,40% abnahm. Zwar nahmen die lebenden Zellen auch unter 0,1% DMSO
ab, dieser Effekt war jedoch jeweils geringer, als der durch die Lapatinib-Behandlung.

Unter den Behandlungen mit Tamoxifen, Pertuzumab und Trastuzumab wurden keine
wesentlichen Effekte beobachtet.

Zwar nahm auch unter den Behandlungen Ab1479 und Trastuzumab kombiniert mit Ab1479
der Anteil lebender Zellen ab, allerdings sind auch diese Effekte statistisch nicht signifikant.

Auffallend ist noch der Anteil nekrotischer Zellen unter der Therapie mit Trastuzumab in
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Kombination mit Ab1479 nach 96 Stunden: Dieser ist mit 8,76% deutlicher h6her als alle
anderen ermittelten Werte. Allerdings ergab sich auch dieser Effekt im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle als statistisch nicht signifikant.

ZR.75.1, 1% FKS

m lebend / % m apoptotisch / % m nekrotisch / %

72h Kontrolle

Estradiol 72h

96h Kontrolle

Estradiol 96h

1)

Diagramm 3.16: Annexin V-FITC, ZR.75.1,
1% FKS

In Diagramm 3.15 sind die Ergebnisse zur Behandlung mit Estradiol im Medium RPMI mit
1% FKS dargestellt. Sowohl fiir die 72h- als auch fiir die 96h-Behandlung wurde eine eigene
Kontrolle mitgefiihrt. Fiir die 72h-Behandlung konnte ein leichter Anstieg der lebenden
Zellen von 82,60% auf 84,15% beobachtet werden. Dieser Effekt war fiir die 96h-Behandlung
nicht reproduzierbar, unter der der Anteil lebender Zellen von 81,93% sogar leicht abnahm
auf 81,30%. Beide Effekte sind statistisch im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle nicht
signifikant.
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4 Diskussion

4.1 Ansprechen der Zelllinien ZR.75.1 und BT474 auf target-spezifische
Therapien in der statischen Zellzyklusanalyse

Eine ganze Reihe von Studien schreibt dem HER4-Rezeptor antiproliferative Effekte zu. Es
gibt Hinweise, dass Mammakarzinom-Patientinnen mit einer HER2/HER4-Koexpression ein
verbessertes Gesamtiiberleben und hohere Ansprechraten auf target-spezifische Therapien
zeigen, als Patientinnen mit HER2-positiven, aber HER4-negativen Tumoren [68-70]. Beim
Betrachten der in dieser Arbeit gewonnen Daten aus der statischen Zellzyklusanalyse
(Abschnitt 3.2) fillt jedoch auf, dass die HER4-positive Zelllinie ZR.75.1 im Vergleich zur
HER4-negativen Zelllinie BT474 gegeniiber den gewéhlten Behandlungen nahezu vollstindig
resistent ist. Dies ist insofern bemerkenswert, als BT474 eine sehr ausgepriagte HER2-
Uberexpression mit zugrundeliegender HER2-Genamplifikation aufweist, wihrend ZR.75.1
im Vergleich dazu kaum onkogene Alterationen besitzt. Bei der Zelllinie BT474 scheint eine
sogenannte HER2-Onkogen-Abhingigkeit (onkogene addiction) vorzuliegen. Wird dieser
Signalweg durch gezielte Behandlungen inhibiert, nehmen Zellzahl und SPF deutlich ab. Die
Zelllinie ZR.75.1 muss dagegen iiber bisher unbekannte molekulare Mechanismen verfiigen,
die sie gegen diese Behandlungen resistent macht. Im Folgenden sollen nun - unter
besonderer Beriicksichtigung der HER4-Expression - mdogliche Ursachen fiir diese

Beobachtung diskutiert werden.

4.1.1 Ansprechen auf die Behandlung mit Lapatinib (Tyverb®)

Die Behandlung mit dem dualen Tyrosinkinaseinhibitor Lapatinib mit der Endkonzentration
1uM fiihrt bei der Zelllinie BT474 zu einer signifikanten Abnahme der S-Phase-Fraktion auf
ein Viertel des Ausgangswertes und damit zu den stirksten Effekten unter den in dieser Arbeit
untersuchten Behandlungen. Die Zellen der Zelllinie ZR.75.1 hingegen bleiben davon
weitgehend unbeeinflusst. Dies steht im Einklang mit den Daten von Konecny et al., die die
Lapatinib Konzentration zum Erreichen der ICs fiir BT474 mit 0,02 pM und fiir ZR.75.1 mit
9,9 uM angeben [54]. In einer Studie mit insgesamt 31 Mammakarzinom-Zelllinien konnten
sie zeigen, dass eine direkte lineare Korrelation zwischen dem AusmalBl der HER2-
Uberexpression und der Sensitivitit gegeniiber Lapatinib besteht [54]. Demnach wire das
unterschiedliche Ansprechen der beiden in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien auch alleine

durch die HER2-Expression zu erkldren. Wie unter 2.1.1 beschrieben liegt bet BT474 neben
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einer hohen HER2-Uberexpression zusitzlich eine HER2-Gen-Amplifikation vor, wihrend
die Zelllinie ZR.75.1 eine im Vergleich dazu verhiltnisméBig niedrige HER2-Expression
aufweist. Ob die HER4-Expression ebenfalls einen Einfluss auf die Sensitivitit gegeniiber
einer Therapie mit Lapatinib hat, ldsst sich aus den vorliegenden Daten also nicht zweifelsfrei
ableiten.

Wang et al. konnten jedoch zeigen, dass bei der Resistenzentwicklung gegen Lapatinib -
neben kompensatorischen Effekten innerhalb der HER-Familie - auch der Estrogen-Rezeptor
als alternativer Signalweg eine Rolle spielt [86]. Da 4ICD - die 16sliche intrazelluldre Doméne
von HER4 JM-a - als potenter Ko-Aktivator von ERa fungieren kann [87], ist deshalb
durchaus denkbar, dass diese Form des Cross-signaling zwischen HER4/4ICD und dem ER

fiir die Entstehung von Resistenzen gegen Lapatinib zusdtzlich von Bedeutung ist.

4.1.2 Ansprechen auf die Behandlung mit Trastuzumab (Herceptin®)

Bei der Zelllinie BT474 kann durch Trastuzumab die SPF ebenfalls signifikant gesenkt
werden und zeigt nach Lapatinib die zweitdeutlichsten Effekte. Die Zelllinie ZR.75.1 erweist
sich hingegen auch fiir diese Behandlung als resistent.

Auf der Suche nach geeigneten pridiktiven Biomarkern fiir die Therapie mit Herceptin®
wurden in einer Studie aus dem Jahr 2009 retrospektiv die ErbB-Expressionsprofile von 48
HER2-positiven, metastasierten und mit Herceptin® behandelten Mammakarzinomen
bestimmt. Dabei wurde gezeigt, dass die Patientinnen mit HER4-Koexpression ein signifikant
hoheres Gesamtiiberleben aufwiesen als jene mit HER4-negativem Rezeptorstatus. Diese
Beobachtung wurde dahingehend interpretiert, dass die HER4-Koexpression moglicherweise
einen positiven Effekt auf die HER2-spezifische Therapie mit Trastuzumab hat [70]. Die hier
aus den vergleichenden in-vitro-Messungen erhobenen Daten mit den beiden Zelllinien
ZR.75.1 und BT474 konnen diese Vermutung jedoch nicht untermauern. Eine mdgliche
Erklarung fiir diese scheinbar gegensitzlichen Beobachtungen ist, dass HER2/HER4 doppelt
positive Patientinnen zwar insgesamt eine bessere Prognose aufweisen als HER4 negative
Patientinnen, die HER4-Koexpression aber keinen direkten positiven Effekt auf die Therapie
mit Trastuzumab hat. Demnach wire die HER4-Koexpression zwar als positiver
prognostischer Marker, nicht aber als positiver pradiktiver Marker fiir eine Behandlung mit
Herceptin® bei HER2-positiven metastasierten Mammakarzinomen anzusehen. Fiir diesen
Erkldrungsansatz spricht ebenfalls die Beobachtung, dass in der o. g. Studie HER2/HER4
doppelt positive Patientinnen auch wunter konventioneller Therapie ein hoheres

Gesamtiiberleben aufwiesen als HER4-negative Patientinnen. Dies steht im Einklang mit
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einer ganzen Reihe von Publikationen die zeigen, dass HER4-positive Mammakarzinome
therapieunabhingig mit einer geringeren Malignitit und damit einhergehend mit einer

besseren Prognose assoziiert sind [69,88,89].

4.1.3 Ansprechen auf die Behandlung mit Pertuzumab (Perjeta®)

Wihrend die Zelllinie ZR.75.1 nicht auf die Behandlung mit Pertuzumab anspricht, kommt es
bei den Zellen der Zelllinie BT474 zu einer Abnahme der SPF, die allerdings im Vergleich zu
den Effekten unter Trastuzumab und Lapatinib deutlich geringer ausfillt. Dies steht im
Einklang zu einer Reihe von Studien in denen gezeigt werden konnte, dass die Behandlung
mit Trastuzumab alleine zwar wirkungsvoller ist als mit Pertuzumab alleine, dass durch eine
Kombination beider Wirkstoffe aber ein synergistischer Effekt erzielt werden kann
[79,84,90]. Die Autoren fiihren dies auf die unterschiedlichen Wirkmechanismen dieser
beiden Therapien zuriick. Wie unter 1.5.2 beschrieben, hemmt Pertuzumab - im Gegensatz zu
Trastuzumab - die laterale Signaltransduktion, indem es die Dimerisierung von HER2 mit
weiteren Rezeptoren der HER-Familie verhindert. Es wird deshalb vermutet, dass nicht die
HER2-Uberexpression alleine, sondern auch das Expressionsmuster der anderen Rezeptoren
der HER-Familie fiir das Ansprechen auf Pertuzumab von Bedeutung ist [91]. Eine besondere
Rolle wird dabei der HER3-Expression zugeschrieben. Demnach soll eine geringe HER3-
Expression mit einem besseren Ansprechen auf Pertuzumab assoziiert sein und umgekehrt
[91].

Fiihrt man die unterschiedliche Sensitivitit der beiden Zelllinien BT474 und ZR.75.1 alleine
auf deren HER4-Expression zuriick, so gilt fiir HER4 das gleiche: Hohe Expressions-Spiegel
fiihren zu einem schlechteren Ansprechen auf Pertuzumab. Da sich die beiden Zelllinien aber
auch in ihrer HER3-Expression unterscheiden ist diese Schlussfolgerung nicht ohne weiteres

moglich.

4.1.4 Ansprechen auf die Behandlung mit Tamoxifen

Auch die Bedeutung von HER4 fiir die endokrine Therapie bei ER-positiven
Mammakarzinomen wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Naresh et al. beschreiben, dass
tiber 40% der ERa-positiven Patientinnen nicht auf eine Therapie mit Tamoxifen ansprechen
und fiihren dies unter anderem auf eine fehlende Expression von HER4 zuriick. Sie konnten
zeigen, dass die Suppression von HER4 in den beiden Zelllinien MCF-7 und T47D in vitro zu
einer Tamoxifen-Resistenz fiihrt [92]. Eine gegensitzliche Bedeutung wird der HER4-

Expression von Sutherland und Hutcheson et al. zugeschrieben. Sie haben gezeigt, dass es
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unter der Therapie mit Fulvestrant zu einer gesteigerten Expression von HER3 und HER4
kommt. Dadurch steht den Karzinomzellen ein mdglicher Resistenz-Mechanismus gegen die
endokrinen Therapien zur Verfiigung, indem es zu einer erhohten Sensitivitit gegeniiber den
HER3/HER4-spezifischen Wachstumsfaktor Heregulin-f1 kommt [93,94]. Zu dieser
Beobachtung passen auch die Ergebnisse dieser Arbeit, da die Zelllinie ZR.75.1 kaum auf die
Behandlung mit Tamoxifen anspricht, wéhrend es bei der Zelllinie BT474 unter dieser
Therapie zu einer signifikanten Abnahme der Zellproliferation kommit.

Ursdchlich fiir diese scheinbar unvereinbar entgegengesetzten Beobachtungen sind
moglicherweise die unter 1.3.3 beschriebenen komplexen und teilweise gegensitzlichen
Effekte von HER4 und 4ICD - der 16slichen intrazelluldren Doméne von HER4 JM-a. Thor et
al. pladieren deshalb dafiir, die Expression von HER4 auf der Zelloberflache und von 4I1CD
im Zytosol / Nukleus gesondert voneinander zu betrachten [27,95]. Da in der vorliegenden
Arbeit nur die HER4-, nicht aber die 4ICD-Expression beriicksichtigt wurde, ist die
Aussagekraft der hier gewonnen Daten begrenzt. In einer grofen retrospektiven Studie
konnten Thor et al. zeigen, dass die Expression von 4ICD als unabhingiger positiver
prognostischer Faktor und als positiver pradiktiver Faktor fiir die endokrine Therapie bei ER-
positiven Mammakarzinom-Patientinnen anzusehen ist [27]. Als Konsequenz daraus sollte bei
diesem speziellen Patientenkollektiv auf den Einsatz von pan-ErbB-Inhibitoren und HER4-
Inhibitoren im Speziellen verzichtet werden, da die Prognose der Patienten dadurch
verschlechtert werden konnte [27].

Ferner konnte gezeigt werden, dass in maligne entartetem Mammagewebe iiberwiegend die
Isoform JM-a exprimiert wird und es in diesen Geweben zu einem vermehrten Ektodomain-
Shedding kommt [32,60,96]. Deshalb ist bei einer hohen HER4-Expression auch ein hoher
4ICD-Spiegel zu erwarten, so dass insgesamt vieles dafiir spricht, dass bei ER-positiven
Patientinnen die positiven Effekte von HER4 (41CD) iiberwiegen und HER4 (41CD) deshalb
als positiver prognostischer Marker anzusehen ist, auch wenn dessen Expression

moglicherweise nicht als pradiktiver Marker geeignet ist.
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4.2 Kritische Betrachtung der gewonnenen Daten zur Zellvitalitat

4.2.1 Uberblick

Die Daten der statischen Zellzyklusanalyse haben gezeigt, dass die Zelllinie ZR.75.1 gegen
alle gewidhlten Behandlungen &uflerst resistent ist und durch diese keine Effekte auf die
Zellproliferation erreicht werden konnen. In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob sich
Effekte auf die Zellvitalitidt nachweisen lassen und ob diese durch den Einsatz des Antikdrpers
Ab1479 beeinflussbar sind. Wie unter 2.4 beschrieben beruht das Prinzip des XTT Assays auf
der von mitochondrialen Enzymen katalysierten Reduktion des gelben Farbstoffs XTT zum
orangenen Farbstoff Formazan in metabolisch aktiven Zellen. Das Ausmal} dieses
Farbstoffumsatzes soll dementsprechend direkt proportional zur Anzahl vitaler, metabolisch
aktiver Zellen sein. Doch trotz groBer Versuchszahlen in der vorliegenden Arbeit (n=6 bis
n=21), sind die Standardabweichungen der gewonnen Ergebnisse extrem grol3, weshalb eine
Aussage aufgrund dieser Daten nur beschrinkt mdoglich ist und allenfalls Tendenzen daraus

abgeleitet werden konnen.

4.2.2 Limitationen des XTT Assays

Im Folgenden sollen nun Limitationen des XTT Assays und mdgliche Fehlerquellen im
Versuchsaufbau diskutiert werden. Triviale Fehlerquellen sind, wie in jedem Experiment,
Ungenauigkeiten bei der Versuchsdurchfiihrung, insbesondere beim Pipettieren. Wie unter 2.4
beschrieben wurden die XTT-Assays in 96-Well-Platten durchgefithrt und viele
Arbeitsschritte mit einer Mehrkanalpipette vorgenommen. Neben dem zufélligen Fehler von
Pipettier-Ungenauigkeiten wurde auch immer wieder das Problem beobachtet, dass sich durch
das Pipettieren in manchen Wells Luftblasen bilden, was zu grolen Messabweichungen bei
der Bestimmung der Absorbanz im ELISA-Reader fiihren kann. So ergaben sich teilweise fiir
mehrere direkt hintereinander durchgefiihrte Messungen derselben 96-Well-Platte grofie
Unterschiede.

Die wichtigste Limitation dieses Assays zur Beurteilung der Sensitivitdt unterschiedlicher
Zelllinien gegeniiber verschiedenen targeted therapies liegt aber sicherlich im Testdesign
selbst begriindet. Zwar konnte von Scudiero et al. gezeigt werden, dass der Farbstoffumsatz
von XTT =zu Formazan direkt proportional zur Zellzahl ist, die bestimmten
Absorptionsunterschiede erlauben aber tatsdchlich nur einen Riickschluss auf die gesamte
Reduktive-Kapazitit in dem entsprechenden Well. Diese ist aber neben der Zellzahl auch von

einer Reihe anderer Faktoren abhingig, wie zum Beispiel von Enzymregulationen, dem pH-
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Wert, den  zelluliren Ionenkonzentrationen, und einer Vielzahl  weiterer
Umgebungsbedingungen. Jede Anderung dieser Faktoren fiihrt zu einer Verinderung der
Reduktiven-Kapazitit und beeinflusst so die abschlieBende Absorptionsmessung [82]. Eine
Abnahme der Absorbanz unter einer bestimmten Therapie ist zundchst also nur Ausdruck
einer Verminderung der gesamten Reduktiven-Kapazitit durch diese Behandlung und kann
nicht ohne weiteres auf eine eingeschrinkte Zellvitalitit oder gar einen Zelluntergang
zuriickgefiihrt werden. Eine solche Schlussfolgerung wére nur unter der Annahme maoglich,
dass die zelluldre Reduktive-Kapazitit {iber den gesamten Versuchszeitraum - auch unter dem
Einfluss der unterschiedlichen Behandlungen - konstant bleibt.

Scudiero et al. beschreibt aulerdem, dass durch den Zusatz einer ECR die Komplexitit der
zelluldren reduktiven Umgebung noch gesteigert wird, was zu einer weiteren Zunahme der
Variabilitdt und damit zu einem Mangel an Reproduzierbarkeit der gewonnen Daten fiihren
kann [82].

Ein weiterer Nachteil des XTT-Assays besteht darin, dass es sich um ein Verfahren mit einer
Endpunktbestimmung handelt. Die Wahl des richtigen Endpunktes erfordert eine aufwéndige
Etablierung des Assays fiir die entsprechende Zelllinie und Fragestellung. Andere Verfahren,
wie zum Beispiel das ,,xCELLigence* System von Roche ermdglichen hingegen eine Real-
Time-Erfassung von Zellzahl und Zellvitalitit ohne den Zusatz spezieller Losungen, und
erlauben so den unmittelbaren Vergleich der unterschiedlichen Behandlungseftekte.

Unter Beriicksichtigung dieser Limitationen sollen im Folgenden nun die gewonnen Daten

interpretiert und diskutiert werden.

4.2.3 Die Rolle des monoklonalen Antikorpers Ab1479

Der monoklonale Antikorper Ab1479 ist selektiv gegen die extrazelluldre Domédne von HER4
der Isoform JM-a gerichtet und hemmt sowohl die Aktivitit der Rezeptortyrosinkinase als
auch das Ektodomain-Shedding und fiihrt zur Ubiquitinierung und damit zum Abbau von
HERA4. Hollmen et al. haben gezeigt, dass die Proliferation von MCF-7 und T-47D Zellen in
vitro durch eine Behandlung mit Ab1479 {iber diesen Mechanismus gehemmt wird. [60]

Die vorliegenden Daten zur Zellvitalitit sprechen dafiir, dass Ab1479 auch einen hemmenden
Effekt auf die Zellen der Zelllinie ZR.75.1 hat. Unter Beriicksichtigung aller oben
beschriebenen Limitationen kann auBerdem die Tendenz abgeleitet werden, dass durch die
Kombination mit Ab1479 die Effektivitit der gegen HER2 gerichteten target-spezifischen

Behandlungen moglicherweise gesteigert werden kann. Interessanterweise gilt dies jedoch
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fast ausschlieBlich fiir die am Tag 5 erhobenen Werte, da sich die Effekte am Tag 8
offensichtlich nivellieren.

Ebenfalls auffillig ist die Beobachtung, dass eine Kombinationsbehandlung mit Tamoxifen
und Ab1479 einen deutlicheren, inhibitorischen Effekt zeigt, als die Behandlung mit
Tamoxifen alleine. Dies steht damit im Widerspruch zu der Schlussfolgerung von Thor et al.,
dass eine Kombinationsbehandlung mit HER4-spezifischen Wirkstoffen das Ansprechen auf
eine endokrine Therapie verschlechtern konnte [27].

Zusammenfassend kann also festgehalten werden, dass die Zelllinie ZR.75.1 - wie aus den
bisherigen Daten zu erwarten war - insgesamt zwar nur sehr schlecht auf die untersuchten
Behandlungen anspricht, dass sich die erzielten Effekte aber durch eine Kombination mit dem
monoklonalen Antikorper Ab1479 etwas steigern lassen. Dies kann als weiteres Indiz dafiir
gewertet werden, dass die zusdtzliche HER4-Expression zu einem schlechteren Ansprechen

auf die target-spezifischen Therapien fiihrt.
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4.3 Beurteilung der Daten zum Zelltod

Durch die target-spezifischen Behandlungen konnten in einigen der Versuche zwar teilweise
die Zellzahlen und die Zellvitalitit der Zelllinie ZR.75.1 leicht gesenkt werden, die SPF blieb
jedoch unter allen Behandlungen sehr stabil. Um keine Effekte auf die Zellen der Zelllinie
ZR.75.1 zu fibersehen wurden in einem letzten Schritt deshalb zusitzlich ergénzende
Messungen zum Zelltod unter den entsprechenden Behandlungen durchgefiihrt.

Wie unter 3.4 beschrieben wurde, konnten allerdings auch bei dieser Versuchsreihe keine
signifikanten Effekte durch die HER2- und ER-spezifischen Therapien, sowie durch den
gegen HER4 gerichteten Antikorper Ab1479 erzielt werden. Es kommt weder zu einer
Apoptoseinduktion, noch zu einer anderen Art des Zelluntergangs. So belegen auch diese

Daten, dass die Zelllinie ZR.75.1 gegen die untersuchten Behandlungen duf3erst resistent ist.
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Die vorliegende Arbeit belegt, dass sich die beiden untersuchten Zelllinien BT474 und
ZR.75.1 in vitro deutlich im Ansprechen auf target-spezifische Therapien unterscheiden.
Wihrend die Zellen der Zelllinie BT474 sehr sensibel auf die Behandlungen mit Lapatinib,
Pertuzumab, Trastuzumab und Tamoxifen reagieren erweist sich die Zelllinie ZR.75.1
gegeniiber diesen Behandlungen als dufBerst resistent. Fiihrt man diese Unterschiede auf die
zusitzliche HER4-Expression der Zelllinie ZR.75.1 zuriick, spricht dies dafiir, dass HER4 bei
der Entstehung von Resistenzen gegen diese target-spezifischen Therapien eine Rolle spielt.
Demnach wiére die zusitzliche HER4-Expression bei HER2- und ER-positiven
Mammakarzinomen als negativer pradiktiver Faktor flir das Ansprechen dieser Karzinome auf
die in dieser Arbeit untersuchten target-spezifischen Therapien anzusehen.

Auf Grund der gewihlten Methodik kénnen die beobachteten Unterschiede zwischen den
beiden untersuchten Zelllinien allerdings nicht alleine auf die HER4-Expression
zuriickgefiihrt werden, da sich - wie oben beschrieben - die beiden untersuchten Zelllinien in
einer Reihe weiterer Eigenschaften unterscheiden.

Um diese EinflussgroBen zu minimieren konnten in einem néichsten Schritt weitere
Untersuchungen zur Bedeutung der HER4-Expression als mdglichen pradiktiven Faktor fiir
target-spezifische Therapien beim Mammakarzinom folgen. Ein Ansatz hierfir wire zum
Beispiel ein Vergleich des Ansprechens der Zelllinie ZR.75.1 auf die gewéhlten
Behandlungen vor und nach HER4-Knockdown, sowie der Zelllinie BT474 vor und nach
HERA4-Transfektion. Erste Ergebnisse dazu liegen in der Arbeitsgruppe bereits vor und
unterstiitzen die These, dass HER4 auf der Suche nach Ursachen fiir die Entstehung von
Resistenzen gegeniiber target-spezifischen Therapien beim Mammakarzinom eine Rolle
spielen konnte.

Demgegeniiber haben andere Studien ergeben, dass die HER4-Expression insgesamt eher als
positiver prognostischer Faktor zu werten ist und dass auch HER4-positive Patientinnen von
target-spezifischen Therapien profitieren.

Trotz aller Limitationen und nicht zuletzt auch aufgrund der Tatsache, dass bei der
vorliegenden Arbeit nur rein zelluldre Effekte - nicht aber zum Beispiel immunologische
Effekte - beriicksichtig wurden, wird deutlich, dass die gezielte Therapie des
Mammakarzinoms &uflert komplex ist. Die alleinige Bestimmung einzelner Rezeptor-
Expressionen bzw. der target-Molekiile scheint nicht ausreichend, um eine effektive

Behandlung zu gewihrleisten. Vielmehr sollte in der Therapieplanung ein deutlich
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umfassenderes Rezeptorexpressionsprofil inklusive HER4 beriicksichtigt werden. Dies wird
neuerdings verstirkt durch die Entwicklung sogenannter begleitender (multiplexer), bzw.
ergidnzender, diagnostischer Verfahren (,,companion diagnostics®) bertiicksichtigt. Ziel ist es,
durch eine individuelle Kombination der bereits zur Verfiigung stehenden target-spezifischen
Reagenzien (Antikorper, Inhibitoren, Multikinase-Inhibitoren, Tamoxifen, ...) fiir jede(n)
Patientin/-en eine personalisierte Therapie bereitzustellen. Um zu zeigen, ob dadurch die
Effektivitét der target-spezifischen Therapien moglicherweise gesteigert und die Prognose des
Mammakarzinoms damit weiter verbessert werden kann, sollten weitere Untersuchungen zur

Beantwortung dieser Frage folgen.
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Abkiirzungsverzeichnis:

4I1CD Soluble intracellular Domain of HER4
Akt Proteinkinase B

AR Amphiregulin

BTC Betacellulin

DCIS Ductales Carcinoma in situ

DFS Disease-free survival

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium
E2 Estradiol

ECR Electron-coupling reagent

EGF Epidermal growth factor

EGFR Epidermal growth factor receptor
EPR Epiregulin

ER Estrogenrezeptor

ERE Estrogen-response-element

Erk Extrazelluldr regulierte Kinase

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung
FITC Fluorescein-Isothiocyanat

FKS Fetales Kélberserum

FSC Forward scatter

GRB2 Growth factor receptor bound protein 2
HB-EGF Heparin binding EGF-like growth factor
HER1-4 Human epidermal growth factor receptor 1-4
LCIS Lobuléres Carcinoma in situ

MAP-K Mitogen-activated proteine kinase
MOH Methanol (CH40)

NRG Neuregulin

OA Overall survival

PBS Phosphate buffered saline

PI Propidium-lodide

PI3-K Phosphatidylinositol-3-kinase

PKB Proteinkinase B

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

PMT Photomultiplier tube

PS Phosphatidylserin

PTB Phosphotyrosine-binding

RTK Rezeptortyrosinkinase

SH2 Src-homology 2

SPF S-Phase-Fraktion

SSC Side scatter

STAT Signal transducer and transactivator
TACE Tumor necrosis factor-a converting enzyme
TGFa Transforming growth factor alpha
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9 Anhang

Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2008

(ohne nicht melanotischen Hautkrebs)
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Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebssterbefallen in Deutschland 2008
Quelle: Amtliche Todesursachenstatistik, Statistisches Bundesamt, Wiesbaden
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Abb. 10.1: Die Epidemiologie des Mammakarzinoms im Vergleich zu anderen
Krebserkrankungen in Deutschland 2008 [1]
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9 Anhang

Wachstumskurve, ZR.75.1, 500 000 Zellen, T25, RPMI 5% FKS

Behandlung Ergebnisse
Zellzahl SPF / % G1PF | % G2PF | %

Tag 02 Mittelwert 476.667 13,10 80,05 6,90
Standardabweichung 6.667 0,70 0,35 0,30

Tag 04 Mittelwert 780.000 14,50 79,20 6,25
Standardabweichung 80.000 0,40 1,50 1,05

Tag 07 Mittelwert 1.925.000 9,90 84,35 5,75
Standardabweichung 165.000 0,90 0,05 0,95

Tag 09 Mittelwert 3.010.000 9,85 84,60 5,55
Standardabweichung 80.000 1,25 1,10 0,15

Tag 11 Mittelwert 3.200.000 7,50 86,70 5,70
Standardabweichung

Tab. 10.1: Wachstumskurve ZR.75.1
Her2-targeting, ZR.75.1, 5% FKS, absolute Zahlen
Behandlung Ergebnisse
Zellzahl SPF / % G1PF / % G2PF | %

Kontrolle Mittelwert 1.703.000 16,82 72,84 10,38
N 5 5 5 5
Standardabweichung 689.244 3,09 4,62 2,17
Signifikanz

Lapatinib 1 uM 48h Mittelwert 1.627.500 15,88 73,92 10,18
N 5 5 5 5
Standardabweichung 601.592 1,93 3,01 1,73
Signifikanz 0,858 0,580

DMSO 0,1% 48h Mittelwert 1.961.667 16,00 73,10 10,97
N 3 3 3 3
Standardabweichung 730.143 3,32 5,37 2,34
Signifikanz 0,632 0,735

Pertuzumab 10 pg/ml 48h Mittelwert 1.473.125 17,13 72,35 10,70
N 4 4 4 4
Standardabweichung 570.042 2,82 3,39 0,61
Signifikanz 0,609 0,883

Trastuzumab 10 pg/ml 48h Mittelwert 1.931.250 16,33 73,25 10,40
N 4 4 4 4
Standardabweichung 539.326 3,25 3,79 1,12
Signifikanz 0,606 0,822

Lapatinib 1 uM 72h Mittelwert 1.150.625 16,53 73,80 9,70
N 4 4 4 4
Standardabweichung 723.356 2,42 2,94 0,67
Signifikanz 0,280 0,880

DMSO 0,1% 72h Mittelwert 1.851.667 16,97 72,77 10,30
N 3 3 3 3
Standardabweichung 518.660 3,81 4,86 1,14
Signifikanz 0,760 0,954

Pertuzumab 10 pg/ml 72h Mittelwert 1.626.250 15,70 73,73 10,58
N 4 4 4 4
Standardabweichung 768.889 2,85 3,53 1,94
Signifikanz 0,879 0,594

Trastuzumab 10 pg/ml 72h Mittelwert 1.485.250 16,48 72,83 10,75
N 4 4 4 4
Standardabweichung 427.248 3,27 4,17 1,47
Signifikanz 0,600 0,876

Tab 10.2: HER2-targeting ZR. 75. 1, absolute Zahlen
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Her2-targeting, ZR.75.1, 5% FKS, relative Zahlen

Behandlung Ergebnisse
Zellzahl SPF /%
Kontrolle Mittelwert 1,00 1,00
N 5 5
Standardabweichung 0,00 0,00
Signifikanz
Lapatinib 1 uM 48h Mittelwert 0,97 0,95
N 5 5
Standardabweichung 0,34 0,06
Signifikanz 0,931 0,160
DMSO 0,1% 48h Mittelwert 0,99 1,02
N 2 3
Standardabweichung 0,20 0,03
Signifikanz 0,898 0,220
Pertuzumab 10 pg/ml 48h Mittelwert 0,77 1,04
N 4 4
Standardabweichung 0,13 0,05
Signifikanz 0,005 0,135
Trastuzumab 10 pg/ml 48h Mittelwert 1,05 0,99
N 4 4
Standardabweichung 0,29 0,04
Signifikanz 0,689 0,443
Lapatinib 1 uM 72h Mittelwert 0,58 1,07
N 4 3
Standardabweichung 0,19 0,06
Signifikanz 0,098 0,274
DMSO 0,1% 72h Mittelwert 0,86 1,02
N 3 3
Standardabweichung 0,16 0,03
Signifikanz 0,730 0,265
Pertuzumab 10 pg/ml 72h Mittelwert 0,85 0,95
N 4 4
Standardabweichung 0,27 0,04
Signifikanz 0,243 0,015
Trastuzumab 10 pg/ml 72h Mittelwert 0,83 0,99
N 4 4
Standardabweichung 0,30 0,02
Signifikanz 0,231 0,435

Tab. 10.3: HER2-targeting ZR.75.1, relative Zahlen
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Her2-targeting, BT.474, 5% FKS, absolute Zahlen
Behandlung Ergebnisse
Zellzahl SPF | % G1PF /| % G2PF | %

Kontrolle Mittelwert 335.000 22,06 64,00 13,94
N 5 5 5 5
Standardabweichung 174.329 5,55 6,00 2,07
Signifikanz

Lapatinib 1 uM 48h Mittelwert 148.750 5,87 77,87 16,27
N 4 3 3 3
Standardabweichung 177.488 2,39 6,70 4,48
Signifikanz 0,158 0,003

DMSO 0,1% 48h Mittelwert 341.667 24,93 60,77 14,67
N 3 3 3 3
Standardabweichung 180.526 4,27 6,14 2,64
Signifikanz 0,960 0,474

Pertuzumab 10 pg/ml 48h Mittelwert 294.375 14,78 73,38 11,85
N 4 4 4 4
Standardabweichung 247.120 3,76 4,13 1,22
Signifikanz 0,780 0,061

Trastuzumab 10 pg/ml 48h Mittelwert 223.750 7,23 81,23 11,68
N 4 4 4 4
Standardabweichung 178.098 2,19 3,91 1,79
Signifikanz 0,377 0,002

Lapatinib 1 uM 72h Mittelwert 168.375 4,53 75,80 19,63
N 4 3 3 3
Standardabweichung 198.567 0,84 3,48 2,71
Signifikanz 0,222 0,002

DMSO0 0,1% 72h Mittelwert 326.875 22,75 63,60 13,65
N 4 4 4 4
Standardabweichung 236.118 3,27 4,00 1,63
Signifikanz 0,954 0,833

Pertuzumab 10 pg/ml 72h Mittelwert 281.250 15,40 71,35 13,25
N 4 4 4 4
Standardabweichung 216.473 5,09 6,03 1,11
Signifikanz 0,691 0,106

Trastuzumab 10 pg/ml 72h Mittelwert 229.375 7,65 79,43 12,90
N 4 4 4 4
Standardabweichung 224.633 1,95 5,95 4,18
Signifikanz 0,451 0,002

Tab. 10.4: HER2-targeting BT474, absolute Zahlen
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9 Anhang

Her2-targeting, BT.474, 5% FKS, relative Zahlen

Behandlung Ergebnisse

Zellzahl SPF /%
Kontrolle Mittelwert 1,00 1,00
N 5 5
Standardabweichung 0,00 0,00

Signifikanz
Lapatinib 1 uM 48h Mittelwert 0,31 0,25
N 3 3
Standardabweichung 0,33 0,04
Signifikanz 0,082 <0,0001
DMSO 0,1% 48h Mittelwert 0,95 0,98
N 2 3
Standardabweichung 0,07 0,10
Signifikanz 0,117 0,657
Pertuzumab 10 pg/ml 48h Mittelwert 0,74 0,69
N 3 4
Standardabweichung 0,33 0,03
Signifikanz 0,117 <0,0001
Trastuzumab 10 pg/ml 48h Mittelwert 0,63 0,34
N 4 4
Standardabweichung 0,14 0,04
Signifikanz <0,0001 <0,0001
Lapatinib 1 uM 72h Mittelwert 0,58 0,21
N 3 3
Standardabweichung 0,32 0,07
Signifikanz 0,155 <0,0001
DMSO 0,1% 72h Mittelwert 1,03 0,97
N 4 4
Standardabweichung 0,37 0,06
Signifikanz 0,846 0,285
Pertuzumab 10 pg/ml 72h Mittelwert 0,84 0,71
N 4 4
Standardabweichung 0,28 0,08
Signifikanz 0,248 <0,0001
Trastuzumab 10 pg/ml 72h Mittelwert 0,66 0,36
N 4 4
Standardabweichung 0,32 0,01
Signifikanz 0,046 <0,0001

Tab. 10.5: HER2-targeting BT474, relative Zahlen
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ER-targeting, ZR.75.1, absolute Zahlen

Behandlung Ergebnisse
Zellzahl SPF / % G1PF | % G2PF | %
5% FKS Kontrolle Mittelwert 1.610.833 15,78 72,90 11,37
N 6 6 6 6
Standardabweichung 1.089.456 1,82 3,98 2,39
Signifikanz
Tamoxifen 5 uM 48h Mittelwert 1.315.000 13,72 75,04 10,86
N 5 5 5 5
Standardabweichung 858.378 1,12 4,79 3,56
Signifikanz 0,358 0,293
Tamoxifen 5 uM 72h Mittelwert 1.685.000 13,98 75,44 9,08
N 5 5 5 5
Standardabweichung 1.120.948 1,69 4,87 5,65
Signifikanz 0,935 0,885
1% FKS Kontrolle 48h Mittelwert 1.079.500 9,63 80,55 9,80
N 5 4 4 4
Standardabweichung 664.663 2,75 7,43 4,72
Signifikanz 0,118 0,533
Estradiol 2,5 nM 48h Mittelwert 881.000 10,20 79,96 9,84
N 5 5 5 5
Standardabweichung 537.266 2,17 5,50 3,34
Signifikanz 0,352 0,790
1% FKS Kontrolle 72h Mittelwert 1.116.667 10,73 78,60 10,83
N 6 6 6 6
Standardabweichung 1.076.366 2,24 5,29 3,32
Signifikanz 0,141 0,657
Estradiol 2,5 nM 72h Mittelwert 949.000 10,86 79,44 9,68
N 5 5 5 5
Standardabweichung 641.019 2,23 5,35 3,16
Signifikanz 0,369 0,908

Tab. 10.6: ER-targeting ZR.75.1, absolute Zahlen
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ER-targeting, ZR.75.1, relative Zahlen

Behandlung Ergebnisse
Zellzahl SPF / %
5% FKS Kontrolle Mittelwert 1,00 1,00
N 6 6
Standardabweichung 0,00 0,00
Signifikanz
Tamoxifen 5 yM 48h Mittelwert 0,88 0,89
N 4 5
Standardabweichung 0,12 0,06
Signifikanz 0,026 0,002
Tamoxifen 5 yM 72h Mittelwert 1,02 0,91
N 4 5
Standardabweichung 0,07 0,03
Signifikanz 0,489 <0,0001
1% FKS Kontrolle 48h Mittelwert 0,66 0,64
N 5 4
Standardabweichung 0,12 0,14
Signifikanz
Estradiol 2,5 nM 48h Mittelwert 0,54 0,66
N 5 5
Standardabweichung 0,14 0,10
Signifikanz 0,179 0,807
1% FKS Kontrolle 72h Mittelwert 0,68 0,68
N 5 6
Standardabweichung 0,22 0,10
Signifikanz
Estradiol 2,5 nM 72h Mittelwert 0,56 0,70
N 5 5
Standardabweichung 0,08 0,08
Signifikanz 0,284 0,708

Tab. 10.7: ER-targeting ZR.75. 1, relative Zahlen
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ER-targeting, BT.474, absolute Zahlen
Behandlung Ergebnisse
Zellzahl SPF /| % G1PF | % G2PF | %

5% FKS Kontrolle Mittelwert 341.500 25,22 61,64 13,16
N 5 5 5 5
Standardabweichung 228.429 3,39 4,12 3,16
Signifikanz

Tamoxifen 5 uM 48h Mittelwert 200.139 9,63 80,87 9,43
N 4 3 3 3
Standardabweichung 76.194 4,82 6,01 1,36
Signifikanz 0,279 0,002

Tamoxifen 5 uM 72h Mittelwert 251.500 10,20 79,60 10,23
N 4 4 4 4
Standardabweichung 183.073 3,62 6,57 3,04
Signifikanz 0,544 <0,0001

1% FKS Kontrolle 48h Mittelwert 218.750 18,78 66,43 12,15
N 4 4 4 4
Standardabweichung 73.329 3,16 4,39 2,61
Signifikanz 0,341 0,022

Estradiol 2,5 nM 48h Mittelwert 253.875 20,93 69,18 12,25
N 4 4 4 4
Standardabweichung 154.801 2,47 4,68 1,20
Signifikanz 0,696 0,325

1% FKS Kontrolle 72h Mittelwert 267.500 20,54 66,80 12,84
N 5 5 5 5
Standardabweichung 146.095 2,14 3,88 2,93
Signifikanz 0,559 0,031

Estradiol 2,5 nM 72h Mittelwert 223.375 17,88 70,28 11,83
N 4 4 4 4
Standardabweichung 185.864 1,18 1,13 1,81
Signifikanz 0,701 0,062

Tab. 10.8: ER-targeting BT474, absolute Zahlen
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ER-targeting, BT.474, relative Zahlen

Behandlung Ergebnisse

Zellzahl SPF |/ %
5% FKS Kontrolle Mittelwert 1,00 1,00
N 5 5
Standardabweichung 0,00 0,00

Signifikanz
Tamoxifen 5 yM 48h Mittelwert 0,56 0,38
N 4 3
Standardabweichung 0,15 0,20
Signifikanz < 0,0001 <0,0001
Tamoxifen 5 uM 72h Mittelwert 0,61 0,39
N 4 4
Standardabweichung 0,10 0,12
Signifikanz <0,0001 <0,0001
1% FKS Kontrolle 48h Mittelwert 0,61 0,75
N 4 4
Standardabweichung 0,16 0,18

Signifikanz
Estradiol 2,5 nM 48h Mittelwert 0,49 0,83
N 4 4
Standardabweichung 0,06 0,16
Signifikanz 0,208 0,510
1% FKS Kontrolle 72h Mittelwert 0,69 0,83
N 5 5
Standardabweichung 0,10 0,14

Signifikanz
Estradiol 2,5 nM 72h Mittelwert 0,52 0,71
N 4 4
Standardabweichung 0,12 0,11
Signifikanz 0,046 0,216

Tab. 10.9: ER-targeting BT474, relative Zahlen
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XTT-Assays, ZR.75.1, 5% FKS, relative Zahlen [a E490 = Egcnangiung - Evcerwerd

Behandlung Ergebnisse

Tag 5 Tag 8
5% FKS Kontrolle Mittelwert (A E,q0) 1,00 1,00
N 6 6
Standardabweichung 0,00 0,00

Signifikanz
DMSO 0,1% Mittelwert (A E,q0) 1,00 0,93
N 50 51
Standardabweichung 0,19 0,16
Signifikanz 0,998 0,911
Ab 1479 10 ug/ml Mittelwert (A E,q0) 0,82 0,80
N 14 15
Standardabweichung 0,34 0,30
Signifikanz 0,229 0,123
Lapatinib 0,1 uM Mittelwert (A E,q0) 0,70 0,64
N 15 15
Standardabweichung 0,39 0,27
Signifikanz <0,0001 <0,0001
Lapatinib 1 uM Mittelwert (A E,q0) 0,67 0,75
N 15 15
Standardabweichung 0,30 0,17
Signifikanz <0,0001 <0,0001
Ab 1479 10 ug/ml Mittelwert (A E,q0) 0,33 0,77
Lapatinib 1 yM N 6 6
Standardabweichung 0,16 0,53
Signifikanz <0,0001 0,078
Pertuzumab 10 pg/ml Mittelwert (A E4q0) 0,92 0,78
N 15 15
Standardabweichung 0,50 0,24
Signifikanz 0,712 0,039
Ab 1479 10 pg/ml Mittelwert (A Eq) 0,73 0,76
Pertuzumab 10 pg/ml N 15 15
Standardabweichung 0,45 0,49
Signifikanz 0,167 0,254
Trastuzumab 10 pg/ml Mittelwert (A Ejg) 1,17 0,45
N 9 9
Standardabweichung 0,27 0,39
Signifikanz 0,143 0,004
Ab 1479 10 pg/ml Mittelwert (A Eq) 0,80 0,51
Trastuzumab 10 pg/ml N 9 9
Standardabweichung 0,44 0,33
Signifikanz 0,296 0,004
Tamoxifen 5 uM Mittelwert (A E,q0) 0,69 0,52
N 9 9
Standardabweichung 0,21 0,20
Signifikanz 0,003 <0,0001
Ab 1479 10 pg/ml Mittelwert (A E,q0) 0,54 0,40
Tamoxifen 5 yM N 9 9
Standardabweichung 0,17 0,19
Signifikanz <0,0001 <0,0001

Tab. 10.10: XTT-Assay ZR.75.1, 5% FKS
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XTT-Assays, ZR.75.1, 1% FKS, absolute Zahlen [a E490 = Egcnandiung - Evcerwer]

Behandlung Ergebnisse
Tag 5 Tag 8
1% FKS Kontrolle Mittelwert (A E,qg0) 0,74 0,84
N 6 6
Standardabweichung 0,78 0,86
Signifikanz 0,003 0,055
Ab 1479 10 pg/ml Mittelwert (A Eq0) 0,56 0,83
N 6 6
Standardabweichung 0,59 0,77
Signifikanz 0,668 0,989
Estradiol 2,5 nM Mittelwert (A Eq0) 0,85 0,82
N 6 6
Standardabweichung 0,83 0,62
Signifikanz 0,812 0,964
Ab 1479 10 pg/ml Mittelwert (A Eq0) 0,73 1,35
Estradiol 2,5 nM N 6 6
Standardabweichung 0,72 1,19
Signifikanz 0,979 0,413
Tab. 10.11: XTT-Assay ZR.75.1, 1% FKS
Annexin-Assays, ZR.75.1, 5% FKS, 72h-Werte
Behandlung Ergebnisse / %
lebend| apoptotisch nekrotisch tot
5% FKS Kontrolle Mittelwert 87,36 12,19 0,89 13,07
N 5 5 5
Standardabweichung 2,50 3,27 1,33
Signifikanz
Tamoxifen 5 uM Mittelwert 86,30 13,70 0,00 13,70
N 3 3 3
Standardabweichung 8,07 8,10 0,00
Signifikanz 0,785
Lapatinib 1 pM Mittelwert 78,48 18,31 3,21 21,52
N 5 5 5
Standardabweichung 10,10 11,07 5,22
Signifikanz 0,093 0,270
DMSO 0,1% Mittelwert 83,48 15,17 1,34 16,51
N 4 4 4
Standardabweichung 4,87 6,30 1,54
Signifikanz 0,162
Pertuzumab 10 pg/ml Mittelwert 87,36 12,61 0,00 12,61
N 3 3 3
Standardabweichung 6,07 6,11 0,00
Signifikanz 0,999
Trastuzumab 10 pg/ml Mittelwert 85,23 14,75 0,00 14,75
N 3 3 3
Standardabweichung 5,33 5,33 0,00
Signifikanz 0,460
Ab 1479 10 pg/ml Mittelwert 86,08 12,81 3,11 15,92
N 5 5 5
Standardabweichung 7,33 5,64 2,98
Signifikanz 0,721
Ab 1479 10 pg/ml Mittelwert 84,95 13,16 1,88 15,04
Trastuzumab 10 pg/ml N 4 4 4
Standardabweichung 5,62 6,30 1,82
Signifikanz 0,414

Tab. 10.12: Annexin-Assay ZR.75.1, 5% FKS, 72 h
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Annexin-Assays, ZR.75.1, 5% FKS, 96h-Werte

Behandlung Ergebnisse / %
lebend| apoptotisch nekrotisch tot

5% FKS Kontrolle Mittelwert 85,12 13,36 1,48 14,85
N 5 5 5
Standardabweichung 3,73 3,53 2,25
Signifikanz

Tamoxifen 5 uM Mittelwert 84,17 15,83 0,00 15,83
N 3 3 3
Standardabweichung 4,48 4,50 0,00
Signifikanz 0,755

Lapatinib 1 uM Mittelwert 82,40 15,15 2,33 17,48
N 5 5 5
Standardabweichung 9,61 10,66 2,66
Signifikanz 0,571

DMSO 0,1% Mittelwert 84,73 11,95 3,40 15,35
N 3 3 3
Standardabweichung 8,95 12,02 3,97
Signifikanz 0,933

Pertuzumab 10 pg/ml Mittelwert 83,80 14,41 1,71 16,12
N 3 3 3
Standardabweichung 4,73 7,04 2,96
Signifikanz 0,674

Trastuzumab 10 pg/ml Mittelwert 82,97 14,13 1,92 16,05
N 3 3 3
Standardabweichung 4,04 4,98 3,33
Signifikanz 0,471

Ab 1479 10 pg/ml Mittelwert 82,22 13,84 3,09 16,93
N 5 5 5
Standardabweichung 7,38 7,79 1,99
Signifikanz 0,455

Ab 1479 10 pg/ml Mittelwert 83,24 8,01 8,76 16,77

Trastuzumab 10 pug/ml N 5 5 5
Standardabweichung 5,64 4,24 6,56
Signifikanz 0,551

Tab. 10.13: Annexin-Assay ZR.75.1, 5% FKS, 96 h
Annexin-Assays, ZR.75.1, 1% FKS
Behandlung Ergebnisse / %
lebend| apoptotisch nekrotisch tot

1% FKS Kontrolle 72h Mittelwert 82,60 17,43 0,00 17,43
N 2 2 2
Standardabweichung 0,85 0,84 0,00
Signifikanz 0,054

Estradiol 2,5 nM 72h Mittelwert 84,15 15,74 0,00 15,74
N 2 2 2
Standardabweichung 0,21 0,07 0,00
Signifikanz 0,129

1% FKS Kontrolle 96h Mittelwert 81,93 18,07 0,00 18,07
N 3 3 3
Standardabweichung 0,06 0,05 0,00
Signifikanz 0,201

Estradiol 2,5 nM 96h Mittelwert 81,30 18,71 0,00 18,71
N 3 3 3
Standardabweichung 1,65 1,61 0,00
Signifikanz 0,542

Tab. 10.14: Annexin-Assay ZR.75.1, 1% FKS
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