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Abkürzungsverzeichnis 

°C                   Grad Celsius 

% Prozent  

µg  Mikrogramm 

µl Mikroliter 

µM Mikromolar  

Abb. Abbildung 

Ak  Antikörper 

ATP Adenosintriphosphat 

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albunim)  

cm Zentimeter 

cm
2

 Quadratzentimeter 

CO2 Kohlendioxid  
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DNA Desoxyribonukleinsäure (desoxyribonucleic acid) 

DTT 1,4-Dithiothreitol 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EGF epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor) 

EGFP verstärkt grün-floureszierendes Protein (enhanced green flourescent pro-

tein) 

EGFR epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (epidermal growth factor recep-

tor) 

ERK extrazellulär Signal regulierte Kinase (extracellular signal-regulated 

kinase) 

FACS Floureszenz-aktivierter Zellsortierer (fluorescence activated cell sorter) 

Fas-L Fas-Ligand 

FCS fötales Kälberserum (fetal calf serum) 

FGF Fibroblastenwachstumsfaktor (fibroblast growth factor) 

FKHR forkhead related transcription factor 

FOXO forkhead box o 

g Erdbeschleunigung 9,81 m/s
2 

G Gate 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase  

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
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Grb2 Wachstumsfaktor-Rezeptor bindendes Protein 2 (growth factor receptor 

binding protein 2) 

GSK Glykogensynthasekinase 

h Stunde (hour) 

HCl Chlorwasserstoff 

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piparzin-ethansulfonsäure 

Her menschlicher EGF-Rezeptor (human EGF receptor) 

H2Odd  doppelt destilliertes Wasser  

HRP horse radish peroxidase 

IKK Inhibitor der NFB-Kinase  (inhibitor of NFB kinase ) 

IB NFB-Inhibitor (inhibitor of NFB) 

IRES internal ribosome entry side 

l Liter 

IL-3  Interleukin-3 

IL-5   Interleukin-5 

Ins(1,3,4)P3     Inositol-1,3,4-trisphosphat  

Ins(1,3,4,5)P4 Inositol-1,3,4,5-tetrakisphosphat 

Kb Kilobasenpaare 

KCl Kaliumchlorid 

kD Kilodalton  

KH
2
PO

4
 Kaliumdihydrogenphosphat  

LB Luria-Bertami 

LTR long terminal repeat 

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase (mitogen-activated protein kinase)  

MDM2 murine double minute 2 

mg Milligramm 

min Minute  

ml Milliliter 

mM millimolar 

mRNA Boten-Ribonukleinsäure (messenger ribonucleic acid) 

ng Nanogramm 

nm Nanometer 

NaCl               Natriumchlorid 

NFAT nukleärer Faktor aktivierter T-Zellen (nuclear factor of activated T-cells) 

NP40 Nonyphenylpolyethlenglykol  
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NRG Neuroregulin 

PAGE Polyacrylamidgelelektophorese 

PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 

PDK Phosphoinositid-abhängige Proteinkinase (phosphoinositide dependent 

protein kinase) 

pH pH-Wert 

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase 

PKB Proteinkinase B 

PMSF Phenylmethylsulfonylflourid 
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SHP-2  SH2 domain protein tyrosine phosphatase 2 

TNF- Tumornekrosefaktor- 

Tris 3-N-Tris-(hydroxymethyl)-methylamino-2- 
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1 Einleitung 

1.1 Theorie zur Tumorentstehung und Metastasierung 

1.1.1 Tumorentstehung als Mehrstufenprozess 

Die Tumorentstehung ist ein komplexer Prozess, der in mehreren Stufen abläuft. Die 

Tumorprogression wird durch aufeinander folgende Mutationen in Genen vorangetrie-

ben, deren Funktionen essentiell sind für das Überleben, die Zellproliferation und die 

typischen Eigenschaften und Fähigkeiten einer Tumorzelle (Meza et al., 2008) (Abb. 1). 

 

     

 

 

Abb. 1:   Tumorentstehung als Mehrstufenprozess 

Normalen Zellen entwickeln einen neoplastischem Phänotyp 

       In Anlehnung an (Meza et al., 2008). 

 

Infolge des Mehrstufenprozesses entstehen Zellen mit neoplastischem Phänotyp (Meza 

et al., 2008) (Abb. 1), die durch unkontrolliertes Zellwachstum charakterisiert sind und 

zunächst einen Primärtumor bilden. Diese Tumoren werden oft erst nach Jahren auf 

Grund von funktionellen Organausfällen oder -verdrängungen diagnostiziert und sind 

für ca. 10% der Todesfälle von Tumorpatienten verantwortlich, während der Großteil 

der Patienten an den Folgen der Metastasierung verstirbt (Weinberg, 2007). 

1.1.2 Metastasierung von disseminierten Tumorzellen (DTCs) 

Die Metastasierung tritt bei einigen Tumoren wie z.B. dem Mammakarzinom bereits in 

frühen Stadien auf, wobei einzelne Tumorzellen vom Primärtumor dissoziieren und 

über das Blut- oder Lymphsystem im Körper verteilt werden (Pantel and Brakenhoff, 

2004) (Abb. 2). 

 

normale                            Tumorvorläuferzellen                        klonale Expansion               maligne 

Zellen                                                                                    der Tumorvorläuferzellen            Zelle 
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Abb. 2:   Entstehung von disseminierten Tumorzellen und Metastasen 

Einzelne Tumorzellen dissoziieren vom Primärtumor und werden über das  

Blut- oder Lymphsystem im Körper verteilt  

In Anlehnung an (Weinberg, 2007). 

 

DTCs können in andere Organe des Körpers gelangen und Mikro- bzw. Makrometasta-

sen bilden (Abb. 2). Aus noch ungeklärten Ursachen metastasieren einige Tumorarten in 

frühen Stadien, während andere nur sporadisch sekundäre Malignome bilden. Während 

des Prozesses der Metastasierung stellt das Knochenmark ein bedeutendes Reservoir für 

isolierte Tumorzellen dar (Pantel et al., 1999). Die Zellen können hier in einer Art Ru-

hezustand über mehrere Jahre als sogenannte ,,dormant cells“ verbleiben (Pantel et al., 

1999). Bislang noch unbekannte Mechanismen führen nach Jahren zum erneuten 

Wachstum der Zellen, zur Angiogenese und Initiierung von sekundären Geschwüsten. 

Es konnten bei ca. 30% der Patienten mit verschiedenen Karzinomen DTCs im Kno-

chenmark nachgewiesen werden, die weder befallene Lymphknoten noch Fernmetasta-

sen hatten (Pantel and Brakenhoff, 2004). Das in vitro Wachstum dieser disseminierten 

Tumorzellen korrelierte positiv mit dem späteren Auftreten von Metastasen und bedeu-

tete für den Patienten eine geringere Überlebenswahrscheinlichkeit (Solakoglu et al., 

2002).  

Deshalb ist es in der Zukunft notwendig, neben der lokalen Therapie des Primärtumors, 

die vereinzelten dissoziierten Tumorzellen zu detektieren und adäquat zu behandeln. 

   Mikrometastase 

Primärtumor            lokale              Gefäss-                 Blut-          Verteilung im         

                               Invasion           einbruch            zirkulation          Körper 

         Makrometastase 
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1.2 Der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)/Akt-Signalweg 

1.2.1 Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges 

Der PI3K/Akt-Signalweg hat eine Schlüsselrolle in der Regulation der Zellproliferation, 

der Zellgröße, des Überlebens der Zellen und der Invasion und Migration derselben 

(Cantley et al., 2002) (Abb.3) 

         

Abb. 3:   Der PI3K/Akt-Signalweg. Die Bindung von Wachstumsfaktoren (GF) führt zur Aktivierung 

von Rezeptoren in der Plasmamembran. Die PI3K phosphoryliert nach Rekrutierung an die Plasmamemb-

ran PtdIns(4,5)P2 zu PtdIns(3,4,5)P3, das die Serin/Threonin-Kinase Akt bindet. Akt wird daraufhin durch 

zweifache Phosphorylierung durch die Phosphoinositide dependent kinase 1 (PDK1) und mTORC2 akti-

viert. Akt  phosphoryliert dann verschiedene zytosolische Proteine, die an der Regulation der Apoptose 

(BAD, FKHR, Caspase 9), Proliferation (GSK3) und Translation (mTor) beteiligt sind. Dies führt zu 

einer Hemmung der Apoptose sowie zur Stimulation der Proliferation und Proteinsynthese. In Anlehnung 

an (Chang et al., 2003). 

 

 

Die Bindung von Wachstumsfaktoren wie Cytokine oder EGFR führen zur Aktivierung 

der Rezeptoren und durch Phosphorylierung der Tyrosinreste mittels Autophosphorylie-

rung oder assistierter Tyrosinkinasen (Gold et al., 1994, Sato et al., 1993; Hu et al., 

1992) (Abb. 3).  Die PI3K ist ein Heterodimer, das aus einer regulatorischen Unterein-

heit von 85kD (p85) und einer katalytischen Untereinheit von 110kD (P110) besteht. 

Die p85-Untereinheit beinhaltet zwei SH2 (Src homology 2)-Domänen, die mit Phos-

photyrosinreste unterschiedlicher Rezeptoren interagieren kann (Hu et al., 1992). Des 
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Weiteren werden im Zusammenhang mit der Aktivierung der PI3K verschiedene Adap-

terproteine aus der Gab-Familie (Wickrema et al., 1999; Gu et al., 2000) oder SHP-2 

(SH2 domain protein tyrosine phosphatase 2) (Welham et al., 1994) diskutiert.  

Die PI3K phosphoryliert nach Rekrutierung an die Plasmamembran Phosphoinositide 

an der Position 3 des Inositolringes. In vitro sind Phosphatidylinositolphosphat (PtdIns), 

PtdIns-4-Phosphat, und PtdIns-4,5-bisphosphat Substrate der PI3K (Vanhaesebroeck et 

al., 2001). In vivo hat die Aktivierung der PI3K einen Anstieg von PtdIns-3,4-

bisphosphat und PtdIns-3,4,5-trisphosphat zur Folge (Fruman et al., 1998). Die Substra-

te der PI3K können als second messenger dienen und zur Aktivierung verschiedener 

zytosolischer Proteine und Signalkaskaden führen. PtdIns(3,4,5)P3 veranlasst die Rekru-

tierung der Serin/Threonin-Proteinkinase Akt an die Zellmembran, die eine bedeutende 

Rolle in der Tumorgenese spielt (Lawlor and Alessi, 2001) (Abb. 3). An der Zellmemb-

ran kommt es zur Konformationsänderung und Phosphorylierung von Akt am am Thre-

oninrest 308 und Serinrest 473 (Alessi et al., 1997). Der Threoninrest 308 wird durch 

die Phosphoininositid-abhängige Kinase (PDK1) phosphoryliert, die ebenfalls an 

PtdIns(3,4,5)P3 binden kann (Alessi et al., 1997) und die Phosphorylierung des Serin-

restes 473 erfolgt durch mTORC2. 

1.2.2 Bedeutung von Akt für die Tumorgenese 

Akt spielt eine bedeutende Rolle in der Karzinogenese (Toker and Yoeli-Lerner, 2006). 

Ursprünglich wurde Akt als Produkt des retroviralen Onkogenes v-akt identifiziert (Bel-

lacosa et al., 1991). Auf Grund der Homologie mit der Kinasedomäne mit der Protein-

kinase A und C wird Akt auch als Proteinkinase B (Coffer and Woodgett, 1991) oder 

RAC (related to the A und C kinases) bezeichnet (Jones et al., 1994).  Aktiviertes Akt 

gilt als Überlebensfaktor (Datta et al., 1997). Akt phosphoryliert die pro-apoptotischen 

Faktoren BAD (Datta et al., 1997) und die Procaspase 9 (Cardone et al., 1998). Phos-

phoryliertes BAD ist nicht mehr an den Faktor Bcl-XL gebunden, sodass die Apoptose 

verhindert wird (Datta et al., 1997). Die Procaspase 9 wird an dem Aminosäurerest 196 

phosphoryliert und dadurch inhibiert. Die Inhibition der Procaspase 9 verhindert die 

mitochondriale Cytochrom-C-Freisetzung (Cardone et al., 1998). Durch Phosphorylie-

rung der Transkriptionsfaktoren FOXO (forkhead box o) (Biggs et al., 1999; Tang et al., 

1999) und FKHR-L1 (forkhead related transcription factor-like 1) (Biggs et al., 1999; 

Brunet et al., 1999; Rena et al., 1999) werden diese inaktiviert. Im aktiven Zustand wird 
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durch FOXO die Expression von Genen, wie den Fas-Liganden (Brunet et al., 1999) 

und Bim (Bcl-like 11) (Vivanco and Sawyers, 2002), im Zellkern veranlasst. Phosphory-

lierter FKHR-L1 verbleibt im Zytosol (Biggs et al., 1999; Brunet et al., 1999; Rena et 

al., 1999). Ein weiteres Überlebenssignal wird durch die Phosphorylierung der IκB-

Kinase IKKα (inhibitor of NF-κB kinase) durch Akt erreicht (Kane et al., 1999; Ozes et 

al., 1999). Die IKK ist ein positiver Regulator von NF-κB, der die Transkription von 

anti-apoptotischen Genen zur Folge hat (Kane et al., 1999). Zusätzlich führt die Phos-

phorylierung von MDM 2 (murine double minute 2) zu dessen Translokation in den 

Nukleus und damit zu einer verminderten Expression von p53 (Mayo and Donner, 

2001; Zhou et al., 2001). Weiter phosphoryliert aktiviertes Akt die Glykogensynthase-

Kinase-3β (GSK-3β) am Serinrest 9 und erreicht so die Zellzyklusprogression, indem 

die inaktivierte GSK-3β vermindert Cyclin D1 phosphoryliert (Cross et al., 1995; Diehl 

et al., 1997).  

In der Tumorprogression und der Metastasierung beeinflusst der PI3K/Akt-Signalweg 

die Zellmobilität und die Zell-Zellkontakte (Friedl et al., 2003). Es gibt Hinweise dafür, 

dass Akt die Expression von Metalloproteasen induziert, die die Zellinvasion erleichtern 

(Kim et al., 2001). Ebenso scheint aktiviertes Akt den Prozess der epithelialen-

mesenchymalen Transition (EMT) zu beeinflussen (Grille et al., 2003). Im Zuge der 

EMT erhalten die epithelialen Tumorzellen mesenchymale Züge, indem zelluläre Inter-

aktionsmoleküle reduziert und die Mobilität der Zellen erleichtert wird (Larue and Bel-

lacosa, 2005). In diesem Zusammenhang stellt die verminderte Expression des zellulä-

ren Adhäsionsmoleküles E-cadherin ein bedeutendes Ereignis dar (Larue and Bellacosa, 

2005). E-cadherin ist ein Tumorsuppressor und soll die Invasion und Metastasierung 

erschweren (Larue and Bellacosa, 2005). Es konnte gezeigt werden, dass die Transkrip-

tion von E-cadherin in vielen Karzinomen reduziert ist und die Reexpression in vitro die 

Aggressivität des Tumors vermindert (Vleminckx et al., 1991). Zellen, die eine konsti-

tutiv aktive Form von Akt haben, zeigen eine vermehrte Expression des Transkriptions-

faktors Snail, der zur verminderten Expression von E-cadherin führt (Grille et al., 

2003).  

Bislang konnten drei Isoformen von Akt isoliert werden (Testa and Bellacosa, 2001). 

Die Isoformen Akt1 (PKB), Akt2 (PKB) und Akt3 (PKB) zeigen in ihrer Proteinse-

quenz 80% Homologie auf. Akt1 und Akt2 werden im Gegensatz zu Akt3 in vielen 

Gewebearten exprimiert (Altomare et al., 2005). Hinsichtlich der Zellproliferation und 
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Metastasierung scheinen die drei Akt-Isoformen unterschiedliche Funktionen zu haben. 

Die Aktivierung von Akt1 scheint im Zusammenhang mit der Zellproliferation und 

Akt2 mit der Metastasierung zu stehen. So konnte gezeigt werden, dass Akt1 zur Limi-

tierung der Metastasierung und Invasion führt, während Akt2 eine gesteigerte Mobilität 

und Invasion der Zellen zur Folge hat (Toker et al., 2006). Akt1 führt zur Inhibition und 

Akt2 zur Steigerung der Aktivität des NFAT (nuklear factor of activated T cells) und 

der ERK (extrazellular signal regulated kinase) (Testa and Bellacosa 2001). Durch ak-

tiviertes NFAT und ERK wird ein Transkriptionsprogramm zur Steigerung der Mobili-

tät und Invasion veranlasst (Toker et al., 2006). Weiter konnte gezeigt werden, dass eine 

Akt1-Expression in Mammakarzinom-Zelllinien die Migration und Invasion in vitro 

hemmt (Yoeli-Lerner et al., 2005). 

Für die Zellproliferation hingegen scheint Akt1 essentiell zu sein, während Akt2 zum 

Zellzyklusarrest führt (Héron-Milhavet et al., 2006). So hatte ein Akt1 knockdown ei-

nen Anstieg von Cyclin A und eine Verhinderung des Eintritts der Zelle in die S-Phase 

des Zellzyklus zur Folge, während eine Überexpression von Akt2 zu einem Anstieg des 

Zyklusinhibitors p21 führte (Héron-Milhavet et al., 2006). In Tierexperimenten konnte 

gezeigt werden, dass eine Überexpression von Akt1 in Mammakarzinomen zu einem 

gesteigerten Tumorwachstum (Hutchinson et al., 2004) und eine Überexpression von 

Akt2 die Metastasierung und Invasion der Zellen führt (Arboleda et al., 2003). 

1.2.3 Negative Regulation der PI3K-Signalwege 

Zu den wichtigen negativen Regulatoren des PI3K/Akt-Signalweges gehören SHIP1 

(SH2-containing Inositol Phosphatase 1), SHIP2 und PTEN. SHIP1 uns SHIP2 gehören 

zur Familie der Inositol-5-Phosphatasen (INPP5) (Damen et al., 1996; Lioubin et al., 

1996), die selektiv das Phosphat an der D5 Position von Inositolringen entfernen. Ent-

sprechend ihrer Substratspezifität werden die INPP5 in vier Typen unterteilt (Drayer et 

al., 1996). SHIP1 und SHIP2 gehören zum Typ III der INPP5, die PtdIns(3,4,5)P3 und 

Ins(1,3,4,5)P4 als Substrate verwenden (Damen et al., 1996). Somit wird das 

PtdIns(3,4,5)P3, das von der PI3K gebildet wird und als second messenger zur Rekrutie-

rung von Akt führt, abget (Clement et al., 2001). 
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Abb. 4:   Negative Regulation des PI3K/Akt-Signalwegs. Zu den wichtigen negativen Regulatoren des 

PI3K/Akt-Signalweges gehören SHIP1 (SH2-containing Inositol Phosphatase 1), SHIP2 und PTEN. 

SHIP1 und SHIP2 gehören zum Typ III der INPP5, die das PtdIns(3,4,5)P3, das von der PI3K gebildet 

wird und als second messenger zur Rekrutierung von Akt führt, abbauen.  

PTEN gehört zur Familie der Proteintyrosin-Phosphatasen, hat aber auch eine Inositol-Phosphatase-

Aktivität und wird durch Dephosphorylierung von PtdIns(3,4,5)P3 zum Gegenspieler der PI3K. 

In Anlehnung an (Chang et al., 2003). 

 

SHIP1 und SHIP2 besitzen 50% Homologie in ihrer Aminosäuresequenz (Majerus et 

al., 1999) und lassen sich in einen aminoterminalen Bereich, eine zentrale katalytische 

Domäne und ein carboxyterminales Ende unterteilen. Aminoterminal liegt eine SH2-

Domäne, die mit Phosphotyrosinresten interagieren kann (Songyang et al., 1993) und an 

einer Vielzahl von Signaltransduktionswegen beteiligt ist, die infolge Tyrosinphospho-

rylierung vermittelt werden. Durch die Konkurrenz der SH2-Domäne von SHIP mit 

Grb2 um die Bindung an das tyrosinphosphorylierte Shc (SH containing collagen-

related protein), können SHIP1 und SHIP2 den Ras/Raf/MAPK-Signalweg hemmen 

(Liu et al., 1994; Liu et al., 1999; Rohrschneider et al., 2000). Zentral befindet sich die 

katalytische Domäne der 5-Phosphatase. Das carboxyterminale Ende ermöglicht nach 

Tyrosinphosphorylierung die Bindung von PTB (phosphotyrosine binding)-Domänen. 

In diesem Bereich befinden sich zusätzlich mehrere prolinreiche Sequenzen, die poten-

tielle Bindungsstellen für SH3-Domänen darstellen (Rohrschneider et al., 2000). Die 
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Expression von SHIP1 ist auf hämatopoetische Zellen und Spermatiden beschränkt, 

während SHIP2 in vielen Geweben anzufinden ist (Liu et al., 1998). Neben den Inosi-

tol-5-Phosphatasen gilt PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromo-

some ten) als negativer Regulator des PI3K/Akt-Signalweges (Maehama and Dixon, 

1998). PTEN gehört zur Familie der Proteintyrosin-Phosphatasen (Li et al., 1997; Steck 

et al., 1997) und zusätzlich hat PTEN auch eine Inositol-Phosphatase Aktivität und wird 

durch Dephosphorylierung von PtdIns(3,4,5)P3 zum Gegenspieler der PI3K. Mutationen 

von PTEN sind häufig in menschlichen Tumoren anzufinden (Li et al., 1998). 

1.3 Der Epitheliale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) 

1.3.1 Die Familie der ErbB-Rezeptoren 

Die Familie der ErbB-Rezeptoren besteht aus EGFR (ErbB1), Her2 (ErbB2) (Schechter 

et al., 1985), Her3 (ErbB3) (Kraus et al., 1989) und Her4 (ErbB4) (Plowman et al., 

1993) (Abb. 5). 

 

Abb. 5:   Familie der ErbB-Rezeptoren. Die Familie der ErbB-Rezeptoren besteht aus EGFR (ErbB1), 

Her2 (ErbB2), Her3 (ErbB3) und Her4 (ErbB4). Nach Ligendenbindung und Aktivierung leiten die Re-

zeptoren einen externen Stimulus über mehrere Signalwege in das Zellinnere weiter. 

In Abhängigkeit von dem Rezeptor, dem Liganden und den Koexpressionen kommt es zur  

Aktivierung verschiedener Signalwege, die den Metabolismus, die Transkription, Translation, Entwick-

lung, Wachstum, Proliferation, Adhäsion, Migration, Differenzierung, Angiogenese und Apoptose beein-

flussen. Von Bedeutung sind der  MAPK (mitogen-activated protein kinase)-,  

PI3K-, PLC (Phospholipase C)- und der  JAK/STAT (Janus Kinase/signal transducer and activator of 

transcription)-Signalweg. In Anlehnung an (Marmor et al., 2004). 
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Die Rezeptoren der ErbB-Familie sind Glykoproteine, bestehend aus einem extrazellu-

lären, einem transmembranösen und einem intrazellulären Bereich (Abb. 5). Die extra-

zelluläre Domäne dient der Ligandenbindung (Riese and Stern, 1998). EGF (epidermal 

growth factor), AR (amphiregulin) und TGF (transforming growth factor ) binden an 

den EGFR. BTC (betacellulin), EPR (epiregulin), HB-EGF (heparin-binding epidermal 

growth factor) binden an EGFR und ErB4. Die Neuregline 1 und 2 binden an ErbB3 

und ErbB4. Die Neuregline 3 und 4 binden spezifisch an ErbB4, während für Her2 noch 

kein Ligand identifiziert wurde (Holmes et al., 1992) (Abb. 5). Der transmembranöse 

Rezeptorenbereich dient der Verankerung in der Zellmembran. Intrazellulär verfügen 

die Rezeptoren über Tyrosinkinasedomänen, die der Autophosphorylierungen der Car-

boxyl-Enden dienen (Carpenter and Cohen, 1990).  

1.3.2 Die Signaltransduktion der ErbB-Rezeptoren 

Die Rezeptoren der ErbB-Familie liegen in Abwesenheit von Liganden inaktiv in der 

Cytoplasmamembran. Nach Ligendenbindung und Aktivierung leiten die Rezeptoren 

einen externen Stimulus über mehrere Signalwege in das Zellinnere weiter (Garrett et 

al., 2003). Infolge Ligandenbindung kommt es zur Konformationsänderung und Expo-

nierung der Dimerisierungsschleife, die die Interaktion und Dimerbildung der Rezepto-

ren untereinander vermittelt (Roskoski et al., 1995). Die Dimere bestehen entweder aus 

Homo- oder Heterodimeren (Alroy and Yarden, 1997). Die Dimerisierungsschleife des 

Her2 ist konstitutiv exponiert und befähigt den Rezeptor unabhängig von Ligandenbin-

dung mit anderen Rezeptoren zu interagieren oder Homodimere zu bilden (Garrett et al., 

2003). Die ErbB-Rezeptoren können des Weiteren über G-Protein-gekoppelte Rezepto-

ren oder Zytokinrezeptoren aktiviert werden (Fischer et al., 2003). Es konnte gezeigt 

werden, dass der EGFR durch zytoplasmatische Tyrosinkinasen der Src-Familie und die 

Janus Kinase Jak2 phosphoryliert werden kann (Fischer et al., 2003). Die Dimerisierung 

der ErbB-Rezeptoren führt zur Autophosphorylierung von Tyrosinresten in der Aktivie-

rungsschleife (Heldin et al., 1995). Mit Ausnahme des ErbB3 haben alle Mitglieder der 

ErbB-Rezeptoren-Familie zytoplasmatische Tyrosinkinase-Domänen. Die phosphory-

lierten Tyrosylreste stellen Bindungsstellen für Proteine, die SH2- oder PTB-Domänen 

enthalten, dar (Shoelson et al., 1997; Sudol et al., 1998).  
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Folge ist eine Aktivierung von verschiedenen Signaltransduktionskaskaden (Luttrell et 

al., 1994; Egan and Weinberg, 1993).  Die Art und Stärke der vom EGFR vermittelten 

Signale sind von den Liganden, von den gebildeten Homo- oder Heterodimeren und 

vom Verhältnis der Anzahl der vier Rezeptoren auf der Zelloberfläche abhängig (Cro-

vello et al., 1998). Nach Bindung eines Liganden kommt es v.a. zur Dimerisierung des 

EGFR mit ErbB2, sofern diese Rezeptoren gemeinsam auf der Zelloberfläche vorliegen 

(Tzahar et al., 1996). ErbB2 ist der bevorzugte Heterodimerisierungs-Partner von 

EGFR, ErbB3 und ErbB4 (Graus-Porta et al., 1997; Tzahar et al., 1996). Die EGFR-

Homodimere zeigen im Vergleich zu den Heterodimeren, die aus EGFR und ErbB2 

bestehen, eine größere Stabilität, ein stärkeres Signal und eine erhöhte Recyclingrate 

(Graus-Porta et al., 1997).  

In Abhängigkeit von dem Rezeptor, dem Liganden und den Koexpressionen kommt es 

zur Aktivierung verschiedener Signalwege, die den Metabolismus, die Transkription, 

Translation, Entwicklung, Wachstum, Proliferation, Adhäsion, Migration, Differenzie-

rung, Angiogenese und Apoptose beeinflussen. Von Bedeutung sind der  MAPK (mito-

gen-activated protein kinase)-, PI3K-, PLC (Phospholipase C)- und der JAK/STAT 

(Janus Kinase/signal transducer and activator of transcription)-Signalweg (Marmor et 

al., 2004). Der MAPK-Signalweg kann durch den EGFR über das Adapterprotein Grb2 

aktiviert werden (Robinson et al., 1997).  

Der EGFR kann die PI3K indirekt über Adapterproteine, wie Gab-1 (Grb-2-associated 

binder-1), das zur Interaktion von Grb2 mit EGFR führen kann (Holgado-Madruga et 

al., 1996) oder nach Heterodimerisierung mit Her3 (Soltoff et al., 1994) oder Her4 (Co-

hen et al., 1995), die sieben bzw. eine Bindungsstelle für die p85-Untereinheit der PI3K 

besitzen, aktivieren. 

Die Stärke der Signaltransduktion der ErbB-Rezeptoren kann durch posttranslationale 

Mechanismen und Rezeptor-Recycling moduliert werden. Proteinkinasen können durch 

Phosphorylierung der ErbB-Rezeptoren diese positiv und negativ regulieren (Schlessin-

ger, 2000). Dephosphorylierung führt zur Dämpfung des Signals (Schlessinger, 2001). 

Infolge eines Rezeptor-Recyclings stehen die Rezeptoren schneller zur erneuten Akti-

vierung auf der Zelloberfläche bereit und verstärkt die Signalübertragung (Waterman et 

al., 1998). In Abhängigkeit von dem Liganden kann der Rezeptor entweder nach Ligan-

den-Abdissoziation recycelt und wieder in die Zellmembran eingebaut oder mit dem 



 

14  

gebundenen Liganden in Lysosomen ubiquitinyliert und abgebaut werden (Olayioye et 

al., 2000). Hierbei werden ErbB1-Homodimere schneller in die Zelle aufgenommen und 

abgebaut als andere ErbB-Rezeptoren (Baulida et al., 1996). ErbB1-Proteine aus 

ErbB2- und ErbB3-Heterodimeren werden im Gegensatz zu den ErbB1-Homodimeren 

häufig wieder auf die Zelloberfläche zurückgeführt (Lenferink et al., 1998). Des Weite-

ren wird der Vorgang des Rezeptor-Recycling davon beeinflusst, ob die zytoplasmati-

sche Domäne der Rezeptoren noch katalytisch aktiv ist (Waterman et al., 1998). Hierbei 

gelangen die kinase-defizienten ErbB3-Rezeptoren meist wieder auf die Zelloberfläche 

(Waterman et al., 1998).  

1.3.3 Bedeutung der Erb-Rezeptoren für die Tumorgenese 

Die Aktivierung des EGFR hat eine zentrale Rolle in der Tumorgenese und -progression 

und es konnte eine hohe Korrelation zwischen erhöhter EGFR-Expression und Tumor-

genese identifiziert werden (Stern et al., 1987).  Die durch EGFR-Aktivierung induzier-

ten Signalkaskaden sind an einer Vielzahl von zellulären Prozessen beteiligt, die das 

Tumorwachstum kontrollieren und beeinflussen (Sibilia et al., 1995). In präklinischen 

Studien konnte gezeigt werden, dass der EGFR die Zellproliferation stimuliert, Angio-

genese und Metastasierung fördert und die Apoptoserate reduziert (Hunag and Harari, 

1999). EGFR- und HER2-Amplifikationen konnten in verschiedenen menschlichen 

Tumoren nachgewiesen werden (Muller et al., 1988). Eine EGFR-Überexpression führt 

in epithelialen Zellen bei Anwesenheit von Wachstumsfaktoren zur malignen Transfor-

mation (Brandt et al., 2000). In diesen Tumoren liegen circa 2 Millionen Rezeptoren vor 

(Yao et al., 1988; Petrides et al., 1990), während gesunde Zellen zwischen 40000 bis 

100000 Rezeptoren exprimieren (Carpenter and Cohen, 1979).  

Eine Überexpression von EGFR und ErbB2 korreliert je nach Tumorart mit einem fort-

geschrittenen Stadium, einer Chemo- und Hormontherapie-Resistenz, einer erhöhten 

Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von Metastasen oder Rezidiven und einer geringe-

ren Überlebenswahrscheinlichkeit der Patienten (Laskin et al., 2004; Slamon et al., 

1987). 

Neben der EGFR-Überexpression wurden auch Mutationen in EGFR gefunden, die eine 

gesteigerte EGFR-Aktivierung zur Folge haben können. Die am häufigsten anzutreffen-

de Genmutation des EGFR stellt EGFRvIII dar (Humphrey et al., 1990), die in mehre-
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ren Tumoren, einschließlich dem Mammakarzinom, gefunden wurde (Volborg et al., 

1997). Der mutierte Rezeptor EGFRvIII zeichnet sich durch eine konstitutiv aktive Ty-

rosinkinase aus (Huang et al., 1997). Der mutierte Rezeptor EGFRvIII führt durch die 

konstante Aktivierung und Anwesenheit auf der Zellmembran zu einer Verlängerung 

der Signaltransduktions-Dauer (Chu et al., 1997).  

Ein weiterer wichtiger Mechanismus der EGFR-Aktivierung in Tumoren stellt die auto-

krine Stimulation dar, bei der die Tumorzellen eine erhöhte Produktion und Expression 

des aktivierenden Liganden aufweisen. 

Weiter konnte gezeigt werden, dass der EGFR eine entscheidende Rolle in der Tumor-

progression und Metastasierung spielt. Dabei steigert die EGFR-Überexpression die 

Zellmigration (Verbeek et al., 1998), induziert die Lösung der Zellen von der extrazel-

lulären Matrix (Schulze et al., 2001) und fördert die Produktion der Matrix Metallopro-

teinase (MMP)-9, sodass die Zellinvasion erleichtert wird (O-Charoenrat et al., 2000). 

1.3.4 EGFR und ErbB2 als Ansatzpunkte in der Tumortherapie  

Die EGFR-Signalübertragung ist ein komplexer Prozess, der eine entscheidende Rolle 

in der Tumorgenese hat. In der Diagnostik von Tumoren sind v.a. Überexpressionen 

von EGFR und ErbB2 von Bedeutung und bestimmend für die Therapie. Dabei dienen 

die Rezeptoren als Angriffspunkte verschiedener Therapie-Strategien, um die Wirkung 

der Rezeptoren in den Tumoren zu hemmen (Ciardiello and Tortora, 2002). 

In Mammakarzinomen ist häufig eine Überexpression von EGFR und Her2 anzufinden. 

In ca. 27,5% der Mammakarzinomen ist eine ErbB2-Überexpression zu detektieren 

(Slamon et al., 1987). Bereits seit 1998 befindet sich der monoklonale Her2 Antikörper 

Trastuzumab (Herceptin) zur Behandlung des Her2 überexprimierenden metastasierten 

Mammakarzinoms in klinischer Anwendung (de Bono et al., 2002). Trotz der häufig 

anzutreffenden Überexpression von Her2, konnten für diesen Rezeptor noch keine Lig-

anden identifiziert werden (Pauletti et al., 2000). Dennoch zeigt Trastuzumab therapeu-

tische Wirkung in Mammakarzinomen und eine Blockierung der Heterodimerisation 

von Her2 und EGFR könnte die Antitumor-Effekte erklären. In metastasierten 

Mammakarzinomen konnte eine simultane Phosphorylierung von EGFR und Her2 

nachgewiesen werden (Gschwantler-Kaulich et al., 2005).  
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Des Weiteren werden spezifische Tyrosinkinase-Inhibitoren (sog. small molecules) ein-

gesetzt, die an die intrazelluläre Tyrosinkinasedomäne binden. Mit diesem Ansatz kön-

nen sowohl Signale unterbunden werden, die nach Liganden-Bindung, als auch  Ligan-

den-unabhängig sind. Die kleinen Moleküle binden kompetetiv zu ATP an die intrazel-

luläre Domäne der Rezeptoren. Es wurden vier Klassen von Tyrosinkinase-Inhibitoren 

identifiziert: (1) reversible EGFR-Inhibitoren, wie Gefitinib, (2) irreversible EGFR-

Inhibitoren, (3) reversible duale ErbB-Inhibitoren, wie Lapatinib, und (4) irreversible 

pan-ErbB-Inhibitoren (El-Rayes and LoRusso, 2004).  

Gefitinib ist ein oral verfügbarer selektiver EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor, der in präk-

linischen und Phase I-Studien Antitumor-Effekte bei EGFR-exprimierenden Tumoren 

gezeigt hat (Ciardiello et al., 2001; Ranson et al., 2002; Baselga et al., 2002). In zwei 

großen randomisierten Phase II-Studien „IRESSA Dose Evaluation in Advanced Lung 

Cancer“ (IDEAL 1 und 2) sprachen Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkarzi-

nom klinisch auf eine Therapie mit dem Inhibitor an (Fukuoka et al., 2003; Kris et al., 

2003). Es folgten große Phase III-Studien mit Patienten mit lokal fortgeschrittenem oder 

metastasiertem NSCLC. In diesen Studien konnte kein signifikanter Überlebensvorteil 

der behandelten Patienten gegenüber der Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Giac-

cone et al., 2004; Thatcher et al., 2005). Da nur ein geringer Prozentsatz von Patienten 

mit NSCLC auf eine Therapie mit Gefitinib ansprach (Shepherd et al., 2005; Thatcher 

et al., 2005), ist eine positive Selektion von Patienten, die von einer Therapie profitie-

ren, notwendig. 

Lapatinib ist ein dualer Hemmstoff der Tyrosinkinase-Aktivität des EGFR und Her2 

(Rusnak et al., 2001). Der duale Inhibitor zeigt in vivo und in vitro Aktivität und führt 

zum Zellzyklus-Arrest und/oder zur Apoptose in EGFR und Her2-abhängigen Tumor-

Zelllinien (Xia et al., 2002). Durch die gleichzeitige Inhibition des EGFR und Her2 

können die Interaktionen dieser Mitglieder blockiert werden (Xia et al., 2002). Lapati-

nib reduziert die Tyrosinphosphorylierung des EGFR und Her2 und die MAPK- und 

Akt-Aktivierung (Xia et al., 2002). In der Therapie des Mammakarzinomes stellt die 

Resistenz der Tumoren gegenüber Trastuzumab ein klinisches Problem dar. Hier könnte 

einer Kombination des Her2-Antikörpers mit Lapatinib oder die alleinige Therapie mit 

Lapatinib neue therapeutische Strategien aufzeigen. Die Kombination von Lapatinib 



 

17  

und anti-Her2-Antikörpern führt zur Apoptose von Her2-Überexprimierneden 

Mammakarzinomen (Xia et al., 2005).  

Weiter konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einem Mammakarzinom in der se-

cond-line Therapie von einer Kombiantionstherapie von Lapatinib mit Capecitabine 

mehr profitieren, als von einer alleinigen Gabe von Capecitabine (Riera et al., 2009). In 

Zukunft ist es von grosser Bedeutung die Effektivität einer Monotherapie von Lapatinib 

in der first-line oder second-line Therapie zu untersuchen (Riera et al., 2009). 

1.4 Aufgabenstellung  

Maligne Karzinome sind die häufigsten Tumoren des Menschen und sind für den Groß-

teil der Tumor-assoziierten Mortalität in der westlichen Welt verantwortlich.  

Eine Metastasierung tritt bei einigen Tumoren bereits in frühen Stadien auf, wobei die 

Tumorzellen vom Primärtumor dissoziieren und über das Blut- oder Lymphsystem im 

Körper verteilt werden (Weinberg, 2007). Nach einem derzeitigen Modell stellt das 

Knochenmark ein bedeutendes Reservoir für die DTCs dar. Hier können die Zellen als 

sogenannte „dormant cells“ in einer Art Ruhezustand über einen längeren Zeitraum ver-

bleiben (Pantel et al., 1999). Bislang noch unbekannte Mechanismen können nach Jah-

ren zur Aktivierung dieser Zellen und Metastasenbildung führen (Pantel et al., 1999).  

Der PI3K/Akt Signalweg spielt eine Schlüsselrolle in der Regulation der Zell-

proliferation und der Metastasierung. Mutationen in der PI3K findet man häufig in 

menschlichen Karzinomen und es wird angenommen, dass die konstitutive Aktivierung 

des PI3K/Akt-Signalweges für die Tumorentstehung und Metastasierung wichtig ist.  

Im Rahmen dieser Arbeit sollten  DTC-Zelllinien von Patienten mit Lungen-, Brust- 

und Prostatakarzinom auf eine konstitutive Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges un-

tersucht werden.  

Weiterhin sollte die Bedeutung des PI3K/Akt-Signalweges für das Wachstum der DTCs 

und das Wachstum der Zelllinien nach Hemmung des PI3K/Akt-Signalweges durch 

pharmakologische Inhibitoren und der Expression von SHIP1, einem negativen Regula-

tor des PI3K/Akt-Signalwege, analysiert werden.  
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Des Weiteren soll der Einfluss der Kopienzahl des EGFR auf die Aktivierung des 

PI3K/Akt-Signalweges untersucht werden.  Hier werden die Zelllinien MDA-MB-468 

und MDA-MB-468 EGFR-supprimiert verwendet, wobei die Zelllinie MDA-MB-468 

EGFR-supprimiert im Vergleich zur Zelllinie MDA-MB-468 nur noch eine sehr geringe 

Kopienzahl des EGFR aufweist. Durch Inkubation mit pharmakologische Inhibitoren 

des EGFR und Her2 und der Expression von SHIP1, einem negativen Regulator des 

PI3K/Akt-Signalweges, soll die Abhängigkeit der Aktivierung des PI3K/Akt-

Signalweges von EGFR und Her2 und der Expression von SHIP1 analysiert werden. 
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2  Materialien und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Geräte 

Axiovert 200                                 Zeiss (Jena)       

Feinwaage     Sauter (Ebingen) 

Labovert                                                  Leitz (Solms)   

Las-3000                   Fujifilm (Japan) 

Schutron Schnipptherm             MS-Laborgeräte (Heidelberg) 

Schüttelinkubator Typ 625                        New Brunswick Scientific Co. Inc. (USA) 

Tischzentrifuge      Eppendorf (Hamburg) 

Vortexer IKAMAG RH   IKA-Labortechnik (USA) 

Waage PM2000    Mettler (Giessen) 

Wasserbad 1002/1012/1086   GFL (Hannover) 

Zellkulturbrutschränke   Heraeus (Hanau) 

Zellkulturwerkbank    Heraeus (Hanau) 

Zentrifuge Sorvall RC-5B   Du Pont Instruments (Frankreich) 

Zentrifuge Varifuge 3.0R   Heraeus (Hanau) 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

0,5 ml-Reaktionsgefäße   Biozym (Hess. Oldendorf) 

1,5 ml-Reaktionsgefäße   Eppendorf (Hamburg) 

2 ml-Reaktionsgefäße            Eppendorf (Hamburg) 

10 ml-Röhrchen    Greiner (Frickenhausen) 

15 ml-Röhrchen    Greiner (Frickenhausen) 

25 ml-Weißkappenröhrchen   Greiner (Frickenhausen) 

50 ml-Röhrchen    Greiner (Frickenhausen) 

Gewebekulturflaschen T25   Greiner (Frickenhausen) 

Gewebekulturflaschen T75   Greiner (Frickenhausen) 

10 cm Gewebekulturschalen   Greiner (Frickenhausen) 

6-Loch-Platten     Greiner (Frickenhausen) 

Pipettenspitzen    Sarstedt (Nümbrecht),  

                                                  Biozym (Hess. Oldendorf) 
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2.1.3 Chemikalien 

Sofern nicht gesondert aufgeführt, wurden die Chemikalien bei der Firma Sigma-

Aldrich (Traufkirchen), Roth (Karlsruhe), Merck Eurolab (Darmstadt) und Biomol 

GmbH (Hamburg) und die Materialien für die Zellkultur bei GibcoBRL (Eggenstein) 

bestellt. 

2.1.4 Puffer und Lösungen  

PBS    137 mM Natriumchlorid 

2,7 mM Kaliumchlorid 

4,3 mM Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 

1,4 mM Dikaliumhydrogenphosphat 

pH 7,4 mit Salzsäure einstellen 

LB-Medium   1% Trypton 

        0,5% Hefeextrakte 

    1% Natriumchlorid 

    pH 7,0 mit Natronlauge einstellen 

1x TBS   1,4 M Natriumchlorid 

    0,1 M Tris-Chlorwasserstoff pH 8,0 

NP40-Lysispuffer  50 mM Hepes pH 7,5 

150 mM Natriumchlorid 

1% Nonident P 40 

1% Aprotinin 

2 mM EDTA 

50 mM Natriumflourid 

10 mM Natriumpyrophosphat 

10% Glycerol 

1 mM Natriumorthovanadat 

1 mM PMSF 

1x Ladepuffer   62,5 mM Tris-Chlorwasserstoff pH 6,8 

     3% SDS  

10% Glycerol 

    0,01% Bromphenolblau 

3x Ladepuffer            180 mM Tris- Chlorwasserstoff pH 6,8 
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    6% SDS  

30% Glycerol 

0,01% Bromphenolblau 

10x Laufpuffer            1,9 M Glycin 

 2,5 nM Tris 

 ad 1 l H2Odd  

Transferpuffer    1x Laufpuffer 

     1/5 Volumen Methanol 

     1% SDS 

EGF-Puffer                          10 mM Essigsäure 

                                                0,1% BSA 

 

2.1.5 Antikörper 

Primäre Antikörper: 

 Phospho-Akt (Ser473) (193H12) 

      gerichtet gegen phosphoryliertes Serin 473 von Akt 

      monoklonaler Kaninchen-Antikörper  

      Cell Signaling Technology, #4058 

      Western Blot-Analyse 1:1000 

 ERK 1 (K-23) 

 gerichtet gegen Mapkinase 

 monoklonaler Kaninchen-Antikörper  

 Santa Cruz Biotechnology, sc-94 

 Western Blot-Analyse 1:400 

 GAPDH (6C5) 

       gerichtet gegen humanes GAPDH 

       monoklonaler IgG1-Maus-Antikörper  

       Santa Cruz Biotechnology, sc-32233 

 Western Blot-Analyse 1:3000 

 HSC 70 (B-6) 

gerichtet gegen HSC 70 

monoklonaler Maus-Antikörper  

Santa Cruz Biotechnology, sc-7298 
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Western Blot-Analyse 1:1000      

 SHIP1 (P1C1)     

gerichtet gegen SHIP1 

monoklonaler Maus-Antikörper  

Santa Cruz Biotechnology, sc-8425 

Western Blot-Analyse 1:500      

 

Sekundäre Antikörper: 

 Goat anti-mouse IgG-HRP 

      Santa Cruz Biotechnology, sc-2055 

      Western Blot-Analyse 1:5000 

 Goat anti-rabbit IgG-HRP 

      Santa Cruz Biotechnology, sc-2004  

      Western Blot-Analyse 1:5000 

2.1.6 Zelllinien 

Die Tumorzelllinien, aus denen die DTC-Zelllinien etabliert wurden, wurden durch eine 

Knochenmarkspunktion aus dem Beckenkamm von Patienten mit Lungen (LC-M1)-, 

Prostata (PC-E1)- und Brustkarzinom (BC-M1) gewonnen, deren Tumoren weder 

Lymphknoten- noch Fernmetastasen aufwiesen (Putz et al., 1999). Nach der Knochen-

markspunktion wurden die Tumorzellen mittels immunzytochemischen Methoden und 

PCR detektiert und mit dem SV40 large T-Antigen immortalisiert (Pantel et al., 1999).  

Als Kontrollzelllinie für die Versuche mit den DTC-Zelllinien wurde die epiteliale 

Brustdrüsenzelllinie MTSV 1.7 verwendet, die ebenfalls mit dem SV40 large T-Antigen 

immortalisiert wurde. Sowohl die DTC-Zelllinien als auch die Kontrollzelllinie wurden 

freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. med. Pantel und Herrn Prof. Dr. rer. nat. Brandt 

aus dem Institut für Tumorbiologie des UKE Hamburg zur Verfügung gestellt. Die 

duktalen Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-468 stammt von einer 51-jährigen Pati-

entin mit metastasiertem Tumor (Brunkley et al., 1980). Die Zelllinie weist ein geringes 

Maß an Invasivität in vitro auf (Thompson et al., 1992) und führt in Mäusen gewöhn-

lich nicht zur Metastasierung (Mukhopadhyay et al., 1999). Des Weiteren zeichnet sich 

die Zelllinie durch eine EGFR-Überexpression aus (Biscardi et al., 1998). Durch die 

Kultivierung dieser Zelllinie mit 5 nM EGF im Nährmedium entstand die Zelllinie 

MDA-MB-468 EGFR-supprimiert. Die Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert 
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besitzt nur noch 2 EGFR-Kopien auf DNA-Ebene. Die Zelllinien MDA-MB-468 und 

MDA-MB-468 EGFR-supprimiert wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. med. 

Pantel und Herrn Prof. Dr. rer. nat. Brandt aus dem Institut für Tumorbiologie des UKE 

Hamburg zur Verfügung gestellt. Für die Produktion von Viren wurde die 293-gp-

Zelllinie verwendet. Hierbei handelt es sich um eine humane embryonale Nierenzellli-

nie, die mit Hilfe des Adenovirus E1A transformiert wurde (Mulligan et al., 1993). 

2.1.7 Vektoren 

Das Konstrukt SF91iGpre ist ein retroviraler Koexpressions-Vektor, der EGFP (enhan-

ced green fluorescent protein) besitzt. Der Vektor SF91 wurde freundlicherweise von 

Frau Prof. Dr. Carol Stocking aus dem Heinrich-Pette-Institut des UKE zur Verfügung 

gestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6:   Schematische Darstellung des retroviralen Vektors. 

 In der Reihe A ist der retrovirale Vektor SF91 abgebildet. In diesen Vektor wurde SHIP1 bzw. eine inak-

tive Form von SHIP1, die SHIP1-Mutante (D672A), eingefügt. Die Konstrukte mit SHIP1 bzw. mit 

SHIP1-Mutante sind in Zeile B und C zu sehen 

 

In der Reihe A der Abbildung 6 ist der retrovirale Vektor SF91 abgebildet. In diesen 

Vektor wurde SHIP1 bzw. eine inaktive Form von SHIP1, die SHIP1-Mutante 

(D672A), eingefügt. Die Konstrukte mit SHIP1 bzw. mit SHIP1-Mutante sind in Zeile 

B und C zu sehen (Abb. 6). Hinter der Klonierungsstelle liegt die IRES (internal ribo-

somal entry side), die eine Koexpression mit dem EGFP ermöglicht. Des Weiteren be-

sitzen die Konstrukte LTR (long terminal repeat). Die Vektoren mit SHIP1 und der 

enzymatisch inaktiven Form von SHIP1 wurden mir freundlicherweise von Frau 

Wiebke Wegner aus unserer Arbeitsgruppe zur Verfügung gestellt. 

 
  LTR IRES EGFP LTR 

 

   

 
LTR IRES EGFP LTR SHIP1  
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2.2 Bakterienkultur 

2.2.1 Plasmid Maxi-Präparation 

Die Plasmid Maxi-Präparation erfolgte mit dem Kit von Qiagen. Die Plasmide wurden 

aus Bakterienkulturen, die aus Glycerolstocks angeimpft wurden, gewonnen. Im Fol-

genden wurden Bakterienkulturen für dem retrovitralen Vektor SF91 und den Konstruk-

ten SHIP1 und SHIP-Mutante und den Pseudotypisierungen gagpol (M57), Ampho und 

VSV-G (M75) angelegt und bei 37°C 16 h über Nacht bei 300 rpm geschüttelt. Am 

nächsten Tag erfolgte die Zentrifugation der Kulturen 15 min bei 6000 rpm und 4°C 

und die Resuspension der Bakterien-Pellets mit 10 ml des P1-Puffers des Kits. Nach 

Zugabe von 10 ml des P2-Puffers, wurde die Suspension sechsmal invertiert und 5 min 

bei RT inkubiert. Daraufhin wurde 30 min bei 13000 rpm und 4°C zentifugiert. Der 

Überstand mit der Plasmid-DNA wurde in ein neues Röhrchen überführt und erneut 15 

min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Während dieser Zeit erfolgte die Äquilibrati-

on der Qiagen-tip 500 mit 10 ml QBT-Puffer. Nach der Zentrifugation wurde der Über-

stand durch die Qiagen-tip filtriert. Die Säule wurde daraufhin zweimal mit jeweils 30 

ml QC-Puffer gewaschen. Danach wurde ein neues Röhrchen unter die Säulen gestellt 

und die im Filter haftende DNA mit 15 ml QF-Puffer eluiert, mit 10,5 ml Isopropanol 

präzipitiert und 30 min bei 11000 rpm und 4°C zentrifugiert. Im nächsten Schritt erfolg-

te das Waschen des Pellets mit 5 ml 70% Ethanol und die Zentrifugation 15 min bei 

11000 rpm und 4°C. Nach Entfernung des Überstandes erfolgte das Trocknen des Pel-

lets in der Lyophylle und das Lösen des Pellets in 300 l TE-Puffer (pH 8.0). 

2.2.2  Konzentrationsbestimmung der DNA 

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte durch die Messung der Extrinktion in 

einem Spektralphotometer. Es wurde die Absorption der Proben bei 260 nm und bei 280 

nm ermittelt. Aus den Extrinktions-Werten bei 260 nm, dem Lambert-Beerschen-Gesetz 

und der spezifischen Absorptionskonzentration konnte die Nukleinsäure-Konzentration 

berechnet werden. Das Verhältnis der Extrinktionen 260 nm/280 nm erlaubte zusätzlich 

die Beurteilung der Nukleinsäurenproben hinsichtlich der Verunreinigung mit Protein. 



 

25  

2.2.3 Restrinktion von DNA 

Die Reaktionsbedingungen, insbesondere die Einstellung der Temperatur, die Dauer der 

Reaktion und die verwendeten Puffersubstanzen, richteten sich nach dem eingesetzten 

Reaktionsenzym und den Herstellerangaben. In der Regel wurde 1 l der Plasmid-DNA 

in einem Ansatz von 20 l mit 1x Puffer und einem 2,5fachen Überschuss an Enzym 

der Firma Fermentas über Nacht verdaut. 

2.3 Zellkultur  

2.3.1 Stammhaltung der Zelllinien  

Die Zelllinien wurden in Brutschränken bei 37°C und 5% CO2 aufbewahrt. Die DTC-

Zelllinien wurden mit RPMI 1640-Complete Medium mit 5 ml IST (Insulin, Selen und 

Transferrin), 5 g/l EGF, 10 g/l b-FGF, 1 M/l Glutamin und 10% FCS kultiviert. Die 

Brustdrüsen-Zelllinie MTSV 1.7 wurde in DMEM mit 10% FCS und 5 ml Glutamin 

kultiviert. Die Kultivierung der Zelllinien MDA-MB-468 und MDA-MB-468 EGFR-

supprimiert erfolgte in DMEM mit 5% FCS und 1 M/l Glutamin, wobei zu der Zelllinie 

MDA-MB-468 EGFR supprimierten Zellen noch 5 nM EGF zugefügt wurde. Die Zell-

linie 293-gp wurde in DMEM mit 10% FCS kultiviert. Bei 90% Konfluenz wurden die 

Zellen subkultiviert.  

2.3.2     Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Die Zellen wurden in einer Dichte von 5x10
6 

Zellen/ml in einer Mischung aus 90% FCS 

und 10% DMSO in flüssigem Stickstoff bei -80°C eingefroren. Die in dem Stickstoff-

tank gelagerten Zellen wurden in einem Wasserbad bei 37°C fast vollständig aufgetaut. 

Im nächsten Schritt wurden die Zellen in 10 ml Nährmedium aufgenommen und 5 min 

bei 1000 Upm zentrifugiert. Nach Entfernung des Überstandes wurden die Zellen erneut 

in 10 ml Nährmedium aufgenommen und in einer Zellkulturflasche in den Inkubator bei 

37°C und 5% CO2 gestellt. 

2.3.3 Zellzahlbestimmung in der Neubauerzählkammer 

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mittels Trypanblaufärbung (gebrauchsfertig von Sig-

ma-Aldrich). Abgestorbene Zellen wurden auf Grund der geschädigten Zellmembran 

innerhalb von wenigen Sekunden angefärbt, während lebende Zellen erst nach längerer 

Zeit gefärbt wurden. Zur Zellzählung wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Im An-
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schluss wurden die Zellen trypsiniert und mit Nährmedium resuspendiert in einer Ver-

dünnung von 1:2 mit der Trypanblaulösung. Nach maximal 1 min Inkubationsdauer 

erfolgte die Zellzahlbestimmung in einer Neubauerzählkammer. 

2.3.4 Hemmstoffversuche 

1. PI3K-spezifischer Hemmstoff LY294002 

Der PI3K-spezifische Hemmstoff LY294002 (gebrauchsfertig von Calbiochem) 

wurde bei den DTC-Zelllinien und den Zelllinien MDA-MB-468 und MDA-MB-

468 EGFR-supprimiert in einer Endkonzentration von 25 M eingesetzt. Die 

Hemmstoffzugabe erfolgte bei 80% Konfluenz der Zellen. Nach 15 h Inkubations-

zeit erfolgte die Zelllyse mittels NP40-Lysispuffer. 

2. EGFR-Tyrosinkinase-Hemmstoff Gefitinib 

Der Hemmstoff der EGFR-Tyrosinkinase Gefitinib wurde für Versuche mit den 

Mammakarzinom-Zelllinien MDA-MB-468 und MDA-MB-468 EGFR-supprimiert 

eingesetzt. Bei 80% Konfluenz der Zellen erfolgte die Hemmstoffzugabe in einer 

Endkonzentration von 0 M,  0,05 M,  0,5 M,  5 M und 50 M und nach 1 h In-

kubation erfolgte die Zelllyse mittels NP40-Lysispuffer. 

3. EGFR- und Her2-Tyrosinkinase-Hemmstoff Lapatinib 

Der duale Hemmstoff der EGFR- und Her2-Tyrosinkinase Lapatinib wurde bei den 

Zelllinien MDA-MB-468 und MDA-MB-468 EGFR-supprimiert in einer Endkon-

zentration von 0 M, 1 M, 5 M und 10 M eingesetzt. Die Zelllyse mit NP40-

Lysispuffer erfolgt nach 1 h.  

2.3.5 Zelllyse und Proteinextration  

Zur Zelllyse wurden die Zellen mit PBS (4°C) gewaschen und auf Eis gestellt. An-

schließend wurden die Zellen für 2 min auf Eis mit NP40-Lysispuffer inkubiert und das 

Lysat wurde für 10 min bei 13000 Upm und 4°C zentrifugiert. Von dem Überstand 

wurde jeweils ein geringer Teil für die Proteinkonzentrationsbestimmung abgenommen 

und bei ­20°C gelagert, während das restliche Lysat bei ­80°C eingefroren wurde. 
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2.3.6 Transfektion der 293-gp-Zelllinie 

Für die Virusproduktion wurde die 293-gp-Zelllinie in Kultur genommen. Zur Transfek-

tion mit dem retroviralen Vektor SF91 und den Konstrukten SHIP1 und SHIP1-Mutante 

(D672A) wurden die Lipofektamine Reagenzien von Invitrogen verwendet. Die 293gp-

Zelllinie wurden einen Tag vor der Transfektion in 10 cm Schalen ausgesät. Am folgen-

den Tag erfolgte bei ca. 70% Konfluenz der Zellen die Transfektion und die Zellen 

wurden mit 5 ml frischem Nährmedium versehen. Daraufhin wurden 5 µg des jeweili-

gen Konstruktes, 10 µg M57 (gagpol), 2 µg M75 (VSV-G) und 5 µg Ampho in 750 µl 

DMEM aufgenommen und mit 20 µl Plus-Reagenz versehen. Nach einer Inkubations-

zeit von 15 min bei RT wurde dieser Ansatz mit weiteren 750 µl DMEM und 30 µl Lip-

ofektamin versehen. Nach weiteren 15 min Inkubationszeit bei RT wurde dieser Ansatz 

zu den 5 ml in die 10 cm Schalen gegeben. Nach 3 h wurde das Nährmedium auf ein 

Volumen von 9 ml aufgefüllt. Weitere 6 h später wurde das Nährmedium abgenommen 

und durch 10 ml frisches Nährmedium ersetzt. Nach 48 h, 72 h und 96 h erfolgte die 

Gewinnung und Filtrierung (Acrodiskfilter; Pallman) des Virusüberstandes. 

2.3.7 Transduktion der Zielzellen 

24 h vor dem Beginn der Transduktion mit den VSV-G pseudotypisierten Viren, wur-

den 5x10
5
 Zielzellen in 10 cm Schalen ausgesät. Von dem Virusüberstand, der 48 h, 72 

h und 96 h nach der Transfektion gewonnen wurde, wurden jeweils 5 ml auf jede 10 cm 

Schale zu 5 ml Nährmedium gegeben. 

2.3.8 Sortierung der transduzierten Zellen  

Die transduzierten Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschließend in 350 μl PBS 

aufgenommen und filtriert (25 μm, Macs). Die Zellen wurden mit einem FACS-Couter 

am Heinrich-Pette-Institut sortiert. Nach dem Sortieren wurden die EGFP positiven Zel-

len in Kultur genommen und expandiert. 

2.3.9 Proliferationsmessungen 

Die Zielzellen wurden an drei aufeinander folgenden Tagen mit den Konstrukten SF91, 

SHIP1 und SHIP1-Mutante infiziert und nach der letzten Transduktion mit BrdU-APC 

behandelt. Es wurde eine Endkonzentration von 10 μM BrdU-APC im Zellkulturmedi-

um verwendet. Nach 16 h Inkubation erfolgte die Fixierung der Zellen und Behandlung 
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mittels Puffer-Lösungen des APC BrdU-Kits entsprechend der Anleitung. Danach wur-

den die Zellen mit einer DNase behandelt. Anschliessend erfolgte die Zugabe von 20 μl 

von 7-amino-actinomycin D, einem flureszierendem intrazellulär wirkenden Antigen, zu 

jedem Zellansatz Die Analyse der Zellen, die mittels BrdU-APC behandelt wurden, 

erfolgte im Heinrich-Pette-Institut. 

2.4 Proteinbiochemische Arbeiten 

2.4.1 Konzentrationsbestimmung der Proteinkonzentration 

Die Konzentrationsbestimmung der Proteine erfolgte nach Bradford. Die Proteinbe-

stimmung in den Zelllysaten wurde in einer Mikrotiterplatte mit den Reagenzien des 

DC Protein Assay von Bio-Rad nach Herstellerangaben durchgeführt und erfolgte an-

hand von Standardverdünnungen des Rinderserumalbumins Fraktion V in einem Be-

reich von 0 mg/ml bis 1,5 mg/ml. Es wurden jeweils 5 µl der BSA-Lösung in einem 

Dreifachansatz und 5 µl einer 1:10-Verdünnung des Zelllysats als Dreifachbestimmung 

in eine Vertiefung der Mikrotiterplatte vorgelegt, mit 25 µl Reagenz A’ (20 µl Reagenz 

S pro 1 ml Reagenz A) und 200 µl Reagenz B versetzt. Nach Entfernung aller Luftbla-

sen und einer Inkubation von 15 min erfolgte die Messung der Absorption bei 595 nm. 

Aus den Extinktionswerten des BSA-Standards wurde eine Eichgerade erstellt, anhand 

derer die Proteinkonzentration in den Lysatproben ermittelt wurden. 

2.4.2 Ponceau S-Färbung 

Direkt nach dem Proteintransfer des Western Blot wurden die Nitrozellulose-

Membranen 2 min in destilliertem Wasser equilibriert. Danach wurden diese für 15 min 

in Ponceau S-Färbung (gebrauchsfertig von Serva) gelegt. Zur Entfernung der unspezi-

fischen Bindungen, wurden die Membranen zweimal mit destilliertem Wasser gewa-

schen und zwischen zwei Plastikfolien in den Entwickler von der Firma Fujifilm gelegt 

und im Präzisionsmodus Aufnahmen gemacht.  

2.4.3  Western Blot 

Für die Auftrennung der Proteine werden NuPAGE 10% Bis-Tris Gele und die XCell 

Sure Lock Apparatur von Invitrogen und für den Transfer der Proteine die Trans-

Blot™ Cell von Bio-Rad verwendet. Die Proteinproben enthielten eine Proteinmenge 

von 20 µg und wurden mit NP40-Lysispuffer und 3x Lade-Puffer mit 1 M DTT auf ein 
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Gesamtvolumen von 20 µl gebracht. Vor dem Auftragen der Proben auf die NuPAGE 

10% Bis-Tris Gele wurden die Gele in die Western Blot-Apparatur eingespannt und die 

Proben 5 min bei 100°C denaturiert. Die Western Blot-Apparatur wurde auf 150 V ein-

gestellt und die Proben innerhalb von 1,5 h aufgetrennt. Daraufhin wurde das Gel mit 

einer Protran
 

Nitrozellulosemembran (0,45 µm) zwischen zwei Whatman-3MM-

Chromatografiepapiere und zwei Scotch-Schwämme gelegt und in die Western-Blot 

Apparatur (Trans-Blot™ Cell, Bio-Rad) eingespannt. Die Proteine wurden in 2 h bei 

50 V auf die Membran transferiert, die anschließend mit einer Lösung von 1x TBS mit 

0,5% Tween 20 sowie 5% Magermilchpulver bei RT für 1 h blockiert wurde. Im An-

schluß wurde der primäre Antikörper in einer Lösung aus 1x TBS mit 0,5% Tween 20, 

2,5% Magermilchpulver und 0,01% Natriumazid über Nacht bei 4°C auf die Membran 

gegeben.  Am folgenden Morgen wurde die Membran dreimal für 10 min mit einer Lö-

sung aus 1x TBS mit 0,5% Tween 20 und 2,5% Magermilchpulver gewaschen und an-

schließend für 1 h mit dem sekundären Antikörper in einer Lösung aus 1x TBS mit 

0,5% Tween 20 und 2,5% Magermilchpulver bei RT inkubiert. Im nächsten Schritt 

wurde die Membran zweimal mit 1x TBS und wie folgt gewaschen: zweimal für 10 min 

mit 1x TBS mit 0,5% Tween 20, einmal für 10 min mit 1x TBS mit 3% Tween 20, 

zweimal für 15 min mit 1x TBS mit 0,5% Tween 20, zweimal für 20 min mit 1x TBS 

mit 0,5% Tween 20 und zweimal für 30 min mit 1x TBS.´Die Membran wurde für 1 

min in einer Mischung aus je 3 ml der ECL-Lösungen I und II von Amersham 

Biosciences inkubiert und zwischen zwei Plastikfolien in den Entwickler von der Firma 

Fujifilm gelegt. Abhängig von der Stärke des Chemilumineszenzsignals wurden Auf-

nahmen in dem Präzisions- und Inkrementmodus gemacht. Die Errechnung der Stärke 

der Western Blot-Lane erfolt nach Abzuges des Leerwertes. Daraufhin wird die Memb-

ran in Blockierlösung überführt und wiederum für 1 h bei RT inkubiert. Das Protokoll 

wurde anschließend wie zuvor beschrieben fortgesetzt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Bedeutung des PI3K/Akt-Signalweges für DTC-Zelllinien 

3.1.1 Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges 

Die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges wurde nachgewiesen, indem die Phospho-

rylierung von Akt am Serinrest 473 (pAkt S473) in den Zelllinien im Western Blot be-

stimmt wurde. Die DTC-Zelllinien LC-M1, BC-M1 und PC-E1 und die Kontrollzellli-

nie MTSV 1.7 wurden bei 80% Konfluenz der Zellen mit NP40-Lysispuffer lysiert. 

Nach der Proteinkonzentrations-Bestimmung der Lysate nach Bradford fand die Pon-

ceau S-Färbung und die Western Blot-Analyse mit pAkt(Ser473) und MAPK Anwen-

dung. 

 

 

 

  MTSV 1.7 
 

LC-M1 
 

 
BC-M1 

 

 
PC-E1 

 

 
Abb. 7:   Zur Quantifizierung der Akt(Ser473)-Phosphorylierung in den DTC-Zelllinien und der 

Zelllinie MTSV 1.7. Western Blot-Analyse mit Antikörper gegen pAkt(Ser473) in den DTC-Zelllinien 

LC-M1, BC-M1 und PC-E1 und die Kontrollzelllinie MTSV 1.7. 

 

Die im Western-Blot detektierten pAkt(Ser473)-Mengen wurden auf die Ponceau S-

Färbung abgeglichen. Das pAkt(Ser473)-Signal der Zelllinie MTSV 1.7 wurde gleich 

100% gesetzt (Abb. 8). Die Zelllinie LC-M1 wies einen ca. 23-fach höheren 

pAkt(Ser473)-Level als die Kontrollzelllinie auf (p=0,016). Die DTC-Zelllinie BC-M1 

zeigte einen 1,4-fach höheren und die Zelllinie PC-E1 einen 0,9-fach niedrigeren Level 

an pAkt(Ser473) als die Zelllinie MTSV 1.7. 
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Abb. 8:   Akt(Ser473)-Phosphorylierung in DTC-Zelllinien und der Zelllinie MTSV 1.7 

Mit (*) sind signifikante Unterschiede ab einem p<0,05 gekennzeichnet. Die im Western-Blot detektier-

ten pAkt(Ser473)-Mengen wurden auf die Ponceau S-Färbung abgeglichen und das pAkt(Ser473)-Signal 

der Zelllinie MTSV 1.7 wurde gleich 100% gesetzt 

 

3.1.2 Akt(Ser473)-Phosphorylierung nach Inhibition der PI3K  

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Akt(Ser473)-Phosphorylierungen der DTC-

Zelllinien PI3K-abhängig waren. Hierfür wurden die Zelllinien mit dem PI3K-Inhibitor 

LY294002 behandelt. LY294002 wurde bei 80% Konfluenz der Zellen in einer End-

konzentration von 25 M bzw. DMSO eingesetzt. Nach 15 Stunden Inkubation erfolgte 

die Zelllyse. Daraufhin wurde eine Ponceau S-Färbung und Western Blot-Analyse mit 

pAkt(Ser473) und MAPK durchgeführt. 

  

 

 

 

   

                                                                  
 

                                                                  
 

Abb. 9:   Western Blot-Analysen der Akt(Ser473)-Phosphorylierung in DTC-Zelllinien und in der 

Zelllinie MTSV 1.7 mit und ohne Behandlung  mit dem PI3K-Inhibitor LY294002  

    * 
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In den linken Abbildungen sind jeweils die pAkt(Ser473)-Signale der ungehemmten 

Zelllinien und in den rechten Abbildungen die pAkt(Ser473)-Signale nach Zugabe von 

LY294002 dargestellt. Die Zugabe des PI3K-Inhibitors senkte in den Zelllinien MTSV 

1.7, LC-M1 und BC-M1 das pAkt(Ser473)-Niveau um ca. 90% und in der Zelllinie PC-

E1 um ca. 70%. 
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Abb. 10:   Prozentuale Reduktion der Akt(Ser473)-Phosphorylierung in den DTC-Zelllinien und 

der Zelllinie MTSV 1.7 durch LY294002. Quantifizierung der im Western-Blot detektierten 

pAkt(Ser473)-Mengen. (*) kennzeichnet signifikante Unterschiede ab einem p<0,05 und (**) ab einem 

p<0,01. 

 

 

Die Abnahme des P-Akt(Ser473)-Niveaus der Zelllinie MTSV 1.7 (p=0,0061) war 

ebenso statistisch signifikant wie die der Zelllinien LC-M1 (p=0,018) und BC-M1 

(p=0,0151). Die Verminderung des Phosphorylierungs-Niveaus der Zelllinie PC-E1 

zeigte ein p-Wert von 0,078. 

3.1.3 Abhängigkeit der Proliferation von der PI3K-Aktivität 

Die Analyse der Abhängigkeit des Wachstums der DTC-Zelllinien und der Kontrollzell-

linie von der PI3K-Aktivität wurde ebenfalls mit Hilfe des PI3K-Inhibiors LY294002 

durchgeführt. Die Wachstumskinetik erfolgte über 10 Tage, wobei zu Beginn des Expe-

rimentes 1x10
5 

Zellen in 6-Loch-Platten ausgesät wurden. Der Hemmstoff LY294002 

wurde in einer Endkonzentration von 25 M eingesetzt. Das Nährmedium mit 25 M 

LY294002 bzw. DMSO wurde jeden zweiten Tag gewechselt und bei 100% Konfluenz 

 **   *    * 
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wurden die Zellen subkultiviert. Die Zellzahlen wurden jeden zweiten Tag in Triplika-

ten mit Hilfe der Neubauer Zählkammer bestimmt und die Mittelwerte in den folgenden 

Wachstumskurven abgebildet.  
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Abb. 11:   Wachstums-Untersuchungen der Zelllinie MTSV 1.7 (1) und der DTC-Zelllinien 

LC-M1 (2), PC-E1 (3) und BC-M1 (4) mit und ohne LY294002-Behandlung 

Die Graphiken A zeigen die Wachstumskinetiken der Kontroll- und der DTC-Zelllinien. Auf der Ordinate 

sind die logarithmierten Zellzahlen und auf der Abszisse die Tage abgebildet. Die Graphiken B zeigen die 

prozentualen Gesamtzellzahlen der mit und ohne LY294002 behandelten Zellen am 10. Tag, wobei die 

Zellzahl der nicht gehemmten Zellen am Tag 10 als Referenz verwendet wurde.  

Mit (***) sind Unterschiede ab einem p-Wert von p<0,001 gekennzeichnet. 

 

In der Kinetik der Kontrollzelllinie MTSV 1.7 (Abb. 11) war bereits nach zwei Tagen 

ein Unterschied in den Zellzahlen der gehemmten und ungehemmten Zellen zu sehen. 

Die Zellzahlen der unbehandelten Zellen nahmen kontinuierlich zu, während die Zell-

zahlen der mit LY294002 behandelten Zellen annährend konstant blieben. Die Zugabe 

des LY294002 Hemmstoffes hemmte die Proliferation um 90% (p=0,0002). Das 

Wachstum der untersuchten DTC-Zelllinien LC-M1 und PC-E1 ließ sich durch 

LY294002 mit einer ähnlichen Kinetik hemmen wie das Wachstum der Kontrollzelllinie 

MTSV 1.7 (Abb. 11). Die Zellzahlen der unbehandelten Zellen nahmen kontinuierlich 

zu, während die Zellzahlen der mit LY294002 behandelten Zellen relativ gleich blieben 

oder sogar abnahmen. Die DTC-Zelllinie BC-M1 zeigte bereits nach wenigen Tagen 

eine starke Abnahme der Zellzahl. LY294002 führte in der Zelllinie LC-M1 zu einer 

Reduktion des Wachstums um 91% (p=0,0005). In den Zelllinien PC-E1 und BC-M1 

nahm die Proliferation durch LY294002 um 98% (p=0,0007) und 99,9% (p=0,00002) 

ab. 

** 

4) 

*** 
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3.1.4 Akt(Ser473)-Phosphorylierung nach Expression von SHIP1  

Die Bestimmung der Akt(Ser473)-Phosphorylierung nach Expression von SHIP1 er-

folgte bei den Zelllinien LC-M1 und MTSV 1.7. Für die Gewinnung der amphotrop und 

VSV-G pseudotypisierten Retroviren wurde die Helferzelllinie 293-gp in Kultur ge-

nommen und mit Hilfe der Lipopofectamine-Reagenzien mit den Konstrukten SF91, 

SHIP1 und SHIP1-Mutante transfiziert. Die Analyse mit einer Durchflusszytometrie 

(FACS) ergabe folgende prozentuale Werte an EGFP-positiven Zellen: SF91 52,7%,   

SHIP1 1,3%, SHIP-Mutante 1,1%.  

 A)                              B)                                C)                               D) 

       

Abb. 12:   FACS-Analyse der mit SF91 (B), mit SHIP1 (C) und mit SHIP1-Mutante (D) transfizier-

ten 293-gp-Helferzelllinie. Auf der Ordinate ist die Zellgröβe und auf der Abszisse die EGFP-

Fluoreszenz abgebildet. Die EGFP-postiven Zellen wurden sortiert und die positiv sortierten Zellen in 

Kultur genommen. 

 

Auf der Ordinate ist die Zellgröβe und auf der Abszisse die EGFP-Fluoreszenz abgebil-

det. Die EGFP-postiven Zellen wurden sortiert und die positiv sortierten Zellen wurden 

in Kultur genommen und für die Herstellung von amphotropen und VSV-G-

pseudotypisierten Retroviren verwendet. Die Transduktionen der Zelllinien LC-M1 und 

MTSV 1.7 erfolgten jeweils in Triplikaten an drei aufeinander folgenden Tagen. Die 

FACS-Analyse der tansduzieten LC-M1 Zellen zeigte eine Expression von EGFP nach 

Transduktion mit dem SF91-Vektor (12,2%), mit dem SHIP1-Vektor (15,7%) und 

SHIP-Mutante-Vektor (9,6%). Anschließend wurden die Zellen sortiert. 

       

Abb. 13:   FACS-Analyse der nicht-transduzierten (A), mit SF91 (B), mit SHIP1 (C) und mit 

SHIP1-Mutante (D) transduzierten Zelllinie LC-M1. Auf der Ordinate ist die Zellgröβe und auf der 

   12,2%   9,6%   

       

  15,7%   

52,7%     1,3%           1,1%   

A)                             B)                                C)                                 D) 

 



 

36  

Abszisse die EGFP-Fluoreszenz abgebildet. Die EGFP-postiven Zellen wurden sortiert und die positiv 

sortierten Zellen in Kultur genommen. 

 

 A)                             B)                                  C)                                D) 

 

 

                                             

h 

         

 

Abb. 14:   FACS-Analyse der nicht-infizierten (A), mit SF91 (B), mit SHIP1 (C) und mit SHIP-

Mutante (D) infizierten Zelllinie MTSV 1.7. Auf der Ordinate ist die Zellgröβe und auf der Abszisse 

die EGFP-Fluoreszenz abgebildet.  

Die positiv sortierten Zellen wurden in Kultur genommen und expandiert. Nach 14 Ta-

gen wurden die Zellen in Triplikaten ausgesät und lysiert. Es folgten Western Blot Ana-

lysen mit Antikörpern gegen pAkt(Ser473), SHIP1 und EGFP.  

                         SF91                 SHIP1              SHIP1-Mu 

 

        A)                                                                                                 ) 

 

        B)                                                                                                               SHIP1 

 

        C)                                                                                                               EGFP 
 

 

Abb. 15:   Western Blot-Analyse zur Quantifizierung der Akt(Ser473)-Phosphorylierung und Ex-

pression von SHIP1 und EGFP in der Zelllinie LC-M1 in nicht-transduzierten, Vektor-

transduzierten (SF91), SHIP1-transduzierten und SHIP1-Mutante-transduzierten Zellen. Die trans-

duzierten Zellen wurden jeweils in Triplikaten kultiviert. In der Abbildung ist in der Reihenfolge von 

links nach rechts, die nicht-infizierten, SF91-, SHIP1- und SHIP1-Mutante-transduzierten Zellen darge-

stellt. 

 

                                                 SF91                 SHIP1              SHIP1-Mu 

 

         A)                                                                                                                

 
  

 

Abb. 16:  Western Blot-Analyse zur Quantifizierung der Akt(Ser473)-Phosphorylierung und Ex-

pression von SHIP1 in der Zelllinie MTSV 1.7. . Die transduzierten Zellen wurden jeweils in Triplika-

ten kultiviert. In der Abbildung ist in der Reihenfolge von links nach rechts, die nicht-infizierten, SF91-, 

SHIP1- und SHIP1-Mutante-transduzierten Zellen dargestellt. 

 

Die transduzierten Zellen wurden jeweils in Triplikaten aufgetragen (Abb. 15 und 16).  

In den Abbildungen 15 und 16 sind in der Reihenfolge von links nach rechts, die nicht-

infizierten, SF91-, SHIP1- und SHIP1-Mutante-transduzierten Zellen dargestellt.  

     5,3%       12%         14%  
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pAkt(Ser473)-Signale waren in allen Triplikaten der Zelllinien LC-M1 und MTSV 1.7 

deutlich zu sehen (Abb. 15, 16). Die Expression von SHIP1 führte in den Zelllinien LC-

M1 und MTSV 1.7 nicht zu signifikanten Verringerungen der pAkt(Ser473)-Level. Dies 

ist wohl auf die nur schwache Expression von SHIP1 zurückzuführen, die nur 19 % von 

der Expression der SHIP1-Mutante in LC-M1 Zellen betrug. 
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Abb. 17:   Expession von SHIP1 nach Transduktion von LC-M1-Zellen mit SHIP1- und SHIP1-

Mutante-Vektoren. Quantifizierung der SHIP1-Level nach Detektion von SHIP1 im Western Blot in 

Triplikaten. Mit (**) sind signifikante Unterschiede ab einem p<0,01 gekennzeichnet. 

 
 

Bei der Zelllinie MTSV 1.7 ergab sich ein ähnliches Bild. Auch hier betrug die Expres-

sion von SHIP1 nur ca. 10 % der SHIP1-Mutante. 
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Abb. 18:   Expression von SHIP1 nach Transduktion von MTSV 1.7-Zellen mit SHIP1 und SHIP1-

Mutante-Vektoren. Quantifizierung der SHIP1-Level nach Detektion von SHIP1 im Western Blot in 

Triplikaten. Mit (*) sind signifikante Unterschiede ab einem p<0,05 gekennzeichnet. 

 

      ** 

   * 
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3.1.5 Wachstumsverhalten der Zelllinien MTSV 1.7 und der LC-M1 nach Ex-

pression von SHIP1 

Für die Untersuchung des Wachstumsverhaltens nach SHIP1-Expression erfolgten die 

Transduktionen der Zelllinien LC-M1 und MTSV 1.7 in Triplikaten mit dem Vektor 

SF91 und dem Konstrukt SHIP1. Im nächsten Schritt wurden die Zellen über 16 Stun-

den mit Bromdesoxyuridin (BrdU) behandelt.  

    A) 

            
 

    B) 

                     
      

     C) 

                               
 
 

 

Abb. 19:   Effekte der SHIP1-Expression auf die Proliferation der Zelllinie LC-M1. Auf der Ordinate 

ist das APC-Signal und auf der Abszisse das EGFP-Signal abgebildet. Die Abbildung A stellt die Kon-

trolle dar, die wie erwartet kein EGFP exprimiert. In Reihe B und C sind die mit SF91 und SHIP1 trans-

duzierten Zellen zu sehen. In den Quadranten Q1 und Q3 sind die Zellen abgebildet, die kein EGFP ex-

primieren, in den Quadranten Q2 und Q4 sind jeweils die EGFP-positiven Zellen dargestellt. 

 

Auf der Ordinate ist das APC-Signal und auf der Abszisse das EGFP-Signal abgebildet. 

In den Quadranten Q1 und Q3 sind die Zellen abgebildet, die kein EGFP exprimieren. 

In den Quadranten Q2 und Q4 sind jeweils die EGFP-positiven Zellen dargestellt. Im 

Quadranten Q2 sind die EGFP-positiven Zellen, die zusätzlich APC-positiv sind. Für 
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die Auswertung wurden jeweils die Quotienten G0=Q1/(Q1+Q3) und G1-

G3=Q2/(Q2+Q4) berechnet. Das Wachstum der nicht-transduzierten Zellen wurde 

gleich 100% gesetzt. Die Mittelwerte der Triplikate der Zellen sind in der folgenden 

Auswertung zu sehen. Die Expression von SHIP1 hatte in der Zelllinie LC-M1 nur ei-

nen geringen, nicht signifikanten Einfluss auf das Wachstum der Zellen. 
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 Gate 0 Gate 1-3 

SF91 100% 113% 
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Abb. 20:   APC BrdU-Auswertung des ersten Versuches mit der Zelllinie LC-M1. Es erfolgte die 

Tansduktion der Zelllinie LC-M1 in Triplikaten mit dem Vektor SF91 und dem Konstrukt SHIP1. 

Das Wachstum der nicht-transduzierten Zellen wurde gleich 100% gesetzt. Die Mittelwerte der Triplikate 

der Zellen sind in der folgenden Auswertung zu sehen.  

 

Von den SF91-transduzierten Zellen waren 113% ± 2,2% und von den SHIP1-

transduzierten Zellen 109% ± 14,6% APC-positiv.  

Werden die Gates G1-G3 der mit SF91 und SHIP1 tansduzierten Zellen verglichen, so 

führte die Transduktion von SHIP1 zu einer Reduktion der Prolieration von 4%. 

Im zweiten APC BrdU-Versuch mit der Zelllinie LC-M1 wurden die Zellen zusätzlich 

mit SHIP1-Mutante transduziert und die EGFP-positiven Zellen (Q2+Q4) weiter unter-

teilt in schwach- (Gate 1), mittel- (Gate 2) und stark- (Gate 3) EGFP-positive Zellen.  
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Abb. 21:   APC BrdU Facs-Daten der nicht-transduzierten (A), der SF91 (B), der SHIP1 (C) und  

der SHIP1-Mutante (D) transduzierten Zelllinie LC-M1. Auf der Ordinate ist das APC-Signal und auf 

der Abszisse das EGFP-Signal abgebildet. Die Abbildung A stellt die Kontrolle dar, die wie erwartet kein 

EGFP exprimiert. In Reihe B, C und D sind die mit SF91, SHIP1 und SHIP1-Mutante transduzierten 

Zellen zu sehen. Die EGFP-positiven Zellen (Q2+Q4) weiter unterteilt in schwach- (Gate 1),  

mittel- (Gate 2) und stark- (Gate 3) EGFP-positive Zellen. 
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Auf der Ordinate ist das APC-Signal abgebildet. Für die Auswertung wurden die 

Proliferationen der Zellen in den jeweiligen Gates berechnet, indem der Quotient aus 

Zellen, die EGFP- und APC-positiv sind und allen EGFP-positiven Zellen, gebildet 

wurde. Das Wachstum der nicht-transduzierten Zellen (G0) wurde gleich 100% gesetzt.   
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  Gate 0 Gate 1 Gate 2 Gate 3 

SF91 100% 115% 128% 150% 

SHIP1 100% 114% 116% 127% 

SHIP1-Mu 100% 117% 119% 132% 
 

Abb. 22:   APC BrdU-Auswertung des zweiten Versuches der Zelllinie LC-M1. Für die Auswertung 

wurden die Proliferationen der schwach- (Gate 1), mittel- (Gate 2) und stark- (Gate 3) EGFP-positiven 

Zellen berechnet, indem der Quotient aus Zellen, die EGFP- und APC-positiv sind und allen EGFP-

positiven Zellen, gebildet wurde. Das Wachstum der nicht-transduzierten Zellen (Gate 0) wurde gleich 

100% gesetzt. In der Abbildung sind signifikante Unterschiede ab p<0,05 mit (*),  p<0,01 mit (**)  und 

p<0,001mit (***) gekennzeichnet. In der Tabelle sind die % Proliferationen der Zellen abgebildet. 

 

Die Proliferation der dem EGFP-Kontrollvektor (SF91) transduzierten Zellen war signi-

fikant gesteigert. Ebenso zeigten die mit SHIP1 und SHIP1-Mutante transduzierten Zel-

len ein signifikant gesteigertes Wachstum (Abb. 23).  Im Gate 3 wuchsen von den 

SF91-positive Zellen 150% ± 3% (p=0,0074) von den SHIP1-positiven Zellen 127% ± 

2,6% (p=0,00057) und von den SHIP-Mutante-positiven Zellen 132% ± 2,5% 

(p=0,00012).  
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 *** 

  ** 
 * 

    *** 

  ** 
   * 

*** 
*** 
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Im Gate 2 zeigten die mit SHIP1 transduzierten Zellen im Vergleich zu den Vektor-

transduzierten Zellen ein signifikant reduziertes Wachstum (p=0,0059) (Abb.22). Im 

Gate 3 führte die Transduktion von SHIP1 und SHIP-Mutante verglichen mit den Vek-

tor-transduzierten Zellen zu einem signifikant reduzierten Wachstum. 

In der Kontrollzelllinie MTSV 1.7 zeigte die Expression des Vektors, SHIP1 und SHIP-

Mutante einen wachstumssteigernden Effekt. 
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 Gate 0 Gate 1 Gate 2 Gate 3 

SF91 100% 117% 132% 219% 

SHIP1 100% 132% 149% 205% 

SHIP1-Mu 100% 135% 154% 210% 
 

Abb. 23:   Auswertung des APC BrdU-Versuches der Zelllinie MTSV 1.7. Für die Auswertung wur-

den die Proliferationen der schwach- (Gate 1), mittel- (Gate 2) und stark- (Gate 3) EGFP-positiven Zellen 

berechnet, indem der Quotient aus Zellen, die EGFP- und APC-positiv sind und allen EGFP-positiven 

Zellen, gebildet wurde. Das Wachstum der nicht-transduzierten Zellen (Gate 0) wurde gleich 100% ge-

setzt.  Signifikante Unterschiede ab p<0,05 sind mit (*), p<0,01 mit (**) und p<0,001 mit (***) gekenn-

zeichnet. In der Tabelle sind die % Proliferationen der Zellen abgebildet. 

 

 

In diesem Experiment liegt eine EGFP-konzentrationsabhängige Steigerung des Wachs-

tums der mit SF91, SHIP1- und SHIP1-Mutante-infizierten Zellen vor. In Gate 3 liegt 

das Wachstum der SF91-tranduzierten Zellen bei 219% ± 2,7% (p=0,00000039), der 

SHIP1-tranduzierten Zellen bei 205% ± 5,5% (p=0,000061) und der SHIP-Mutante-

tranduzierten Zellen bei 210% ± 9,7% (p=0,00011). 

Wird das Wachstum der Zellen der Gates 3 verglichen, so führt die Transduktion von 

SHIP1 zu einer signifikanten Reduktion der Proliferation (p=0,015). 
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3.1.6 Einfluss der Expression von SHIP1 unter reduzierten Wachstumsbedin-

gungen auf die Proliferation 

Im Weiteren stellte sich die Frage, welchen Einfluss die SHIP1-Expression unter redu-

zierten Wachstumsbedingungen auf die Proliferation der Zelllinien LC-M1 und MTSV 

1.7 hat. 

Die Zelllinien wurden nach den Transduktionen mit den Konstrukten SF91, SHIP1 und 

SHIP-Mutante über 24 Stunden im zusatzfreien Nährmedium kultiviert. Die Kultivie-

rung der Zelllinie LC-M1 erfolgte in RPMI 1640 ohne Glutamin, FCS, EGF, b-FGF und 

die der Zelllinie MTSV 1.7 in DMEM ohne Glutamin und FCS. Im Anschluss erfolgte 

die 16-stündige Inkubation der Zelllinien mit BrdU in zusatzfreiem Nährmedium.  

Die EGFP-positiven Zellen wurden erneut in schwach- (G1), mittel- (G2) und stark- 

(G3) positive Zellen untergeteilt. Das Wachstum der nicht-transduzierten Zellen wurde 

als Referenz verwendet. Die Expression von SF91, SHIP1 und SHIP1-Mutante steigerte 

das Wachstum der beiden Zelllinien EGFP-konzentrationsabhängig (Abb.24). 
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Abb. 24:   Auswertung des APC BrdU-Versuches der Zelllinie LC-M1. In der Tabelle sind die % 

Proliferationen der infizierten Zellen dargestellt. Für die Auswertung wurden die Proliferationen der 

schwach- (Gate 1), mittel- (Gate 2) und stark- (Gate 3) EGFP-positiven Zellen berechnet, indem der Quo-

tient aus Zellen, die EGFP- und APC-positiv sind und allen EGFP-positiven Zellen, gebildet wurde. Das 

Wachstum der nicht-transduzierten Zellen (Gate 0) wurde gleich 100% gesetzt.  
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Im Gate 3 führte die Transduktion mit dem Kontrollvektor (SF91) zu einer Steigerung 

des Wachstum um 23% (p=0,00089), SHIP1 zu einer Zunahme des Wachstums von 

19% (p=0,00064) und SHIP-Mutante zu 27% (p=0,00027) gesteigertem Wachstum. Im 

Gate 3 hatte die Expression von SHIP1 verglichen mit den Vektor-transduzierten Zellen 

eine Reduktion der Proliferation von 4 % zur Folge. Die Kontrollzelllinie zeigte eben-

falls eine signifikante EGFP-konzentrationsabhängige Zunahme der Proliferation nach 

Tansduktion mit den Konstrukten SF91, SHIP1 und SHIP1-Mutante (Abb.25). 
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  Gate 0 Gate 1 Gate 2 Gate 3 

SF91 100% 87% 104% 163% 

SHIP1 100% 101% 111% 141% 

SHIP1-Mu 100% 92% 94% 124% 
 

Abb. 25:   APC BrdU-Auswertung der Zelllinie MTSV 1.7. Für die Auswertung wurden die Prolifera-

tionen der schwach- (Gate 1), mittel- (Gate 2) und stark- (Gate 3) EGFP-positiven Zellen berechnet, in-

dem der Quotient aus Zellen, die EGFP- und APC-positiv sind und allen EGFP-positiven Zellen, gebildet 

wurde. Das Wachstum der nicht-transduzierten Zellen (Gate 0) wurde gleich 100% gesetzt. (*) kenn-

zeichnet signifikante Unterschiede ab einem p<0,05 und (***) ab einem p<0,001.  

In der Tabelle sind die % Proliferationen der infizierten Zellen dargestellt. 

. 

In der Kontrollzelllinie führte die Transduktion mit dem Kontrollvektor (SF91) im Gate 

3 zu 63% gesteigertem Wachstum (p=0,000006), die SHIP1 zu 41% (p=0,04) und die 

SHIP1-Mutante zu 24% (p=0,0002) zu gesteigertem Wachstum. 

Werden die Gates 3 verglichen, so führte die Transduktion der mit SHIP1 transduzierten 

Zellen zu einer Reduktion des Wachstums und die SHIP1-Mutante transduzierten Zellen 

zu eine signifikanten Reduktion des Wachstums verglichen mit den SF91-transduzierten 

Zellen (p=0,0004) (Abb.25). 

*** 

 

* 
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3.2 Einfluss der EGFR-Kopienzahl auf die Aktivierung des PI3K/Akt-

Signalweges  

3.2.1 Abhängigkeit der Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges von der Anzahl 

der EGFR-Kopien auf DNA-Ebene   

Zur Untersuchung der Abhängigkeit der Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges von 

der Anzahl der EGFR-Kopien auf DNA-Ebene wurden die Zelllinien MDA-MB-468 

und MDA-MB-468 EGFR-supprimiert in Kultur genommen. Die Zelllinie MDA-MB-

468 besitzt ca. 35 EGFR-Kopien auf DNA-Ebene. Durch Kultivierung dieser Zelllinie 

mit 5 nM EGF entstand die Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert mit nur noch 2 

EGFR-Kopien auf DNA-Ebene.  

Im Western Blot erfolgte die Bestimmung der EGFR-Expression und der Mengen an 

pAkt(Ser473) und MAPK in Triplikaten (Abb.26). 

 

 

                                                                              EGFR 

                                                                           

                                                                                                                                                  

 

 

 

Abb. 26:   Western Blot-Analyse zur Quantifizierung der Expression des EGF-Rezeptors (EGFR), 

der MAP-Kinase (MAPK) sowie der Akt(Ser473)-Phosphorylierung in den Zelllinien MDA-MB-

468 und MDA-MB-468 EGFR-supprimiert. Im Western Blot erfolgte die Bestimmung der EGFR-

Expression und der Mengen an P-Akt(Ser473) und MAPK in Triplikaten. 

 

In der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert konnte im Vergleich zur Zelllinie 

MDA-MB-468 eine sehr stark erniedrigte Expression  des  EGFR nachgewiesen werden 

(p=0,00005) (Abb. 26 und 27).  

 MDA-MB-468     MDA-MB-468  

                                 EGFR-supp. 
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Abb. 27:   Quantifizierung der Expression des EGF-Rezeptors in den Zelllinien MDA-MB-468 und 

MDA-MB-468 EGFR-supprimiert. Im Western Blot erfolgte die Bestimmung der EGFR-Expression in 

Triplikaten. Mit (***) sind signifikante Unterschiede ab einem p<0,001 gekennzeichnet. 

 

In den Mammakarzinom-Zelllinien lag eine negative Korrelation zwischen der Anzahl 

der EGFR-Kopien auf der DNA-Ebene und der Menge an pAkt(Ser473) vor. So zeigte 

die Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert einen ca. zweimal so hohen 

pAkt(Ser473)-Level (190%) wie die Zelllinie MDA-MB-468 (p=0,0048) (Abb. 28).  
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Abb. 28:   Quantifizierung der Expression von pAkt(Ser473)-Level in den Zelllinien MDA-MB-468 

und MDA-MB-468 EGFR supprimiert. Im Western Blot erfolgte die Bestimmung der Mengen an  

pAkt(Ser473) in Triplikaten. Mit (**) sind signifikante Unterschiede ab einem p<0,01 gekennzeichnet. 

 

3.2.2 Abhängigkeit der Akt(Ser473)-Aktivierung von der PI3K-Aktivität  

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Akt(Ser473)-Aktivierung von der Aktivität der 

PI3K abhängig ist. Hierfür wurden die Zelllinien LC-M1 und MTSV 1.7 bei 80% Kon-

fluenz mit 25 M LY294002 bzw. DMSO behandelt. Nach 15-stündiger Inkubation 

erfolgte die Zelllyse mit NP40-Lysispuffer und eine Western Blot-Analyse.  

In beiden Zelllinien wurden die P-Akt(Ser473)-Mengen durch die Behandlung mit 

LY294002 signifikant vermindert (Abb. 29 und 30). 

    ** 

 *** 

       MDA-MB-468                  MDA-MB-468 EGFR-supp    

    MDA-MB-468                     MDA-MB-468 EGFR-supp.   
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Abb. 29:  Quantifizierung der pAkt(Ser473)-Level ohne und mit LY294002 der Zelllinie MDA-MB-

468. Im Western Blot erfolgte die Bestimmung der Mengen an pAkt(Ser473) in Triplikaten. Mit (*) sind 

signifikante Unterschiede ab einem p<0,05 gekennzeichnet. 

 

                                                                              
 
 
 
  
 
 
 
 
 
                                                                       

 

Abb. 30:   pAkt(Ser473)-Level ohne und mit LY294002 der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-

supprimiert. Im Western Blot erfolgte die Bestimmung der Mengen an pAkt(Ser473) in Triplikaten. 

Mit (***) sind signifikante Unterschiede ab einem p<0,001 gekennzeichnet. 

 

Die Abbildungen 29 und 30 zeigen die pAkt(Ser473)-Level der mit und ohne 

LY294002 behandelten Zelllinien, wobei die pAkt(Ser473)-Signale der unbehandelten 

Zellen gleich 100% gesetzt wurde. 

In der Zelllinie MDA-MB-468 führte LY294002 zu einer Verringerung des 

pAkt(Ser473)-Levels um 84,1% (p=0,0199) und in der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-

supprimiert um 81,6% (p=0,00029) (Abb. 29 und 30). 
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3.2.3 Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges nach Hemmung der EGFR 

Um den Einfluss der EGFR auf die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges zu untersu-

chen, wurden die Zelllinien MDA-MB-468 und MDA-MB-468 EGFR-supprimiert mit 

dem EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor Gefitinib behandelt. Gefitinib wurde in den Kon-

zentrationen 0 M,  0,05 M,  0,5 M,  5 M und 50 M in Triplikaten eingesetzt. 

Nach 1 Stunde Inkubation wurden die Zellen mit NP40-Lysispuffer lysiert und eine 

Western Blot-Analyse mit pAkt(Ser473) und MAPK sowie eine Ponceau S-Färbung 

durchgeführt (Abb. 31). 

 

                0                0,05               0,5                  5                  50            M Gefitinib 
 

 

 

Abb. 31:   Western Blot zur Quantifizieung der Akt(Ser473)-Phosphorylierung in der Zelllinie 

MDA-MB-468. Gefitinib wurde in den Konzentrationen 0 M,  0,05 M,  0,5 M,  5 M und 50 M in 

Triplikaten eingesetzt. 

 

Die Zugaben von 0,05 M, 0,5 M und 5 M Gefitinib führten zu keinen deutlichen 

Verringerungen der pAkt(Ser473)-Level. Die Akt(Ser473)-Signale nahmen infolge der 

Zugaben von 0,05 M Gefitinib um 23,7%, von 5 M Gefitinib um 18,5% ab und von 

50 M Gefitinib um 38,3% ab. Die Inkubation mit 0,5M Gefitinib führte zu keiner 

Minderung der pAkt(Ser473)-Level (Abb 32). 
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Gefitinib M 0,05 0,5 5 50 

% Hemmung 23,7 - 18,5 38,3 
                            Abb. 32:   Quantifizieung der Akt(Ser473)-Phosphorylierung in der Zelllinie MDA-

MB-468. Gefitinib wurde in den Konzentrationen 0 M,  0,05 M,  0,5 M,  5 M und 50 M in Tripli-

katen eingesetzt. 

 

 

 

   pAkt(Ser473) 

 Gefitinib   0 M             0,05 M        0,5 M            5 M             50 M 

Gefitinib                    
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Die Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert wurde mit den gleichen Konzentratio-

nen von Gefitinib behandelt wie die Zelllinie MDA-MB-468 und die Phosphorylierung 

von Akt(Ser473) mittels Western Blot analysiert (Abb.33). 

 

               0                0,05                 0,5                 5                  50          M Gefitinib 
  

 

 

 
Abb. 33:   Western Blot-Analyse mit pAkt(Ser473) in der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-

supprimiert. Gefitinib wurde in den Konzentrationen 0 M,  0,05 M,  0,5 M,  5 M und 50 M in 

Triplikaten eingesetzt. 

 

In der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert führte bereits die Behandlung mit 

0,05 M Gefitinib zu einer Verriingerung des pAkt(Ser473)-Levels um 63%. Die Zuga-

ben von 0,5 M Gefitinib senkten das pAkt(Ser473)-Niveau um 80,1%, 5 M Gefitinib 

um 77,4% und 50 M Gefitinib um 95,4% (Abb. 33 und 34). 
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Gefitinib M 0,05 0,5 5 50 

% Hemmung 63 80,8 77,4 95,4 
 

Abb. 34:   Quantifizieung der Akt(Ser473)-Phosphorylierung in der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-

supprimiert. Gefitinib wurde in den Konzentrationen 0 M,  0,05 M,  0,5 M,  5 M und 50 M in 

Triplikaten eingesetzt. Mit (*) sind signifikante Unterschiede ab einem p<0,05 gekennzeichnet. 

 

 

3.2.4 Akt(Ser473)-Phosphorylierung nach Inhibition der EGFR und Her2 

Um die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges nach Hemmung des EGFR und Her2 zu 

messen, wurden die Zelllinien MDA-MB-468 und MDA-MB-468 EGFR-supprimiert 

mit Lapatinib inkubiert. Lapatinib ist ein dualer EGFR- und Her2-Tyrosinkinase-

Inhibitor, der in den Endkonzentrationen 0 M, 1 M, 5 M und 10 M eingesetzt 
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wurde. Nach 1 Stunde Behandlung erfolgte die Zelllyse mit NP40-Lysispuffer und die 

Western Blot-Analyse mit pAkt(Ser473), MAPK und Ponceau S-Färbung.  

 

                                                0             1         5         10       M Lapatinib 

 

                                                                                pAkt(Ser473)                                                                                     
 

Abb. 35:   Western Blot-Analyse mit pAkt(Ser473) der Zelllinie MDA-MB-468.  

Lapatinib, ein dualer EGFR- und Her2-Tyrosinkinase-Inhibitor, wurde in den Endkonzentrationen 0 M, 

1 M, 5 M und 10 M eingesetzt. 

Steigende Lapatinib-Konzentrationen führten zu einer zunehmenden Reduktion des 

pAkt(Ser473)-Niveaus (Abb. 35 und 36). 
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Lapatinib M 1 5 10 

% Hemmung 78,5 91,4 97,2 
 

Abb. 36:   Quantifizieung der Akt(Ser473)-Phosphorylierung in der Zelllinie MDA-MB-468. Lapati-

nib wurde in den Endkonzentrationen 0 M, 1 M, 5 M und 10 M eingesetzt. 

 

Mit der geringsten eingesetzten Lapatinib-Konzentration von 1 M wurde das 

pAkt(Ser473)-Niveau um 78,5% gesenkt. Die Inkubation mit 5 M Lapatinib senkten 

das pAkt(Ser473)-Niveau um 91,4% und die Inkubation mit 10 M Lapatinib um 

97,2%. Für die Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert ergab sich folgender Wes-

tern Blot: 

 

                                             0             1            5            10  M Lapatinib 

                                                             
Abb. 37:   Western Blot mit pAkt(Ser473) der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert.  

Lapatinib wurde in den Endkonzentrationen 0 M, 1 M, 5 M und 10 M eingesetzt. 
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Abb. 38:   Quantifizieung der Akt(Ser473)-Phosphorylierung in der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-

supprimiert. Lapatinib wurde in den Endkonzentrationen 0 M, 1 M, 5 M und 10 M eingesetzt. 
 

In der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert hatte Lapatinib erst in der Konzentra-

tionen von 5 M eine Verminderung des pAkt(Ser473)-Signals um 61,4% zur Folge. 

Die Zugabe von 10 M Lapatinib reduzierte das pAkt(Ser473)-Niveau um 64,6%. 

 

3.2.5 Akt(Ser473)-Phosphorylierung nach SHIP1-Expression  

Zur Untersuchung der Akt(Ser473)-Phosphorylierung nach SHIP1-Expression wurden 

die Zelllinien MDA-MB-468 und MDA-MB-468 EGFR-supprimiert mit den Kostruk-

ten SF91, SHIP-Mutante und SHIP1 transduziert und sortiert. 

  A)                               B)                               C)                                D) 
 

       
 

Abb. 39:   FACS-Analyse der nicht-transduzierten Zellen (A), mit SF91 (24,1% positive Zellen) (B),  

mit SHIP1 (19,9% positive Zellen) (C) und mit SHIP-Mutante (13,3% positive Zellen) (D) transdu-

zierten Zelllinie MDA-MB-468 
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Abb. 40:   FACS-Analyse der nicht-transduzierten Zellen (A), mit SF91 (17,4% positive Zellen) (B), 

mit SHIP1 (18,4% positive Zellen) (C) und mit SHIP-Mutante (11,7% positive Zellen) (D) transdu-

zierten Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert 

  

 

Daraufhin wurden die positiv sortierten Zellen in Kultur genommen und expandiert. 

Nach zwei Wochen wurden Western Blot-Analysen durchgeführt: 

 

                             SF91                  SHIP1               SHIP-Mu 

          A)                                                                                                            

 

           B)                                                                                                               SHIP1 

 

           C)                                                                                                               EGFP 

 

 

Abb. 41:   Western Blot-Analyse zur Quantifizierung der Akt(Ser473)-Phosphorylierung und Ex-

pression von SHIP1 und EGFP in der Zelllinie MDA-MB-468 in nicht-transduzierten, Vektor-

transduzierten (SF91), SHIP1-transduzierten und SHIP1-Mutante-transduzierten Zellen. Die trans-

duzierten Zellen wurden jeweils in Triplikaten kultiviert. In der Abbildung ist in der Reihenfolge von 

links nach rechts, die nicht-infizierten, SF91-, SHIP1- und SHIP1-Mutante-transduzierten Zellen darge-

stellt. 
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Abb. 42:   Western Blot-Analyse zur Quantifizierung der Akt(Ser473)-Phosphorylierung und Ex-

pression von SHIP1 und EGFP in der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert in nicht-

transduzierten, Vektor-transduzierten (SF91), SHIP1-transduzierten und SHIP1-Mutante-

transduzierten Zellen. Die transduzierten Zellen wurden jeweils in Triplikaten kultiviert. In der Abbil-

dung ist in der Reihenfolge von links nach rechts, die nicht-infizierten, SF91-, SHIP1- und SHIP1-

Mutante-transduzierten Zellen dargestellt. 

Die infizierten Zellen wurden jeweils in Triplikaten aufgetragen (Abb. 42 und 43). In 

den Abbildungen sind von links nach rechts, die nicht-infizierten Zellen, die mit SF91, 

die mit SHIP1 und die mit SHIP-Mutante transduzierten Zellen abgebildet. In den 

Triplikaten wurden deutliche pAkt(Ser473)-Signale nachgewiesen (Abb. 41, 42). 
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Die SHIP1-Signale der SHIP1-infizierten Zelllinien MDA-MB-468 und MDA-MB-468 

EGFR-supprimiert konnten im Vergleich zu den SHIP1-Signalen der SHIP-Mutante- 

transduzierten Zellen nur schwach nachgewiesen werden (p=0,006 und p=0,0026) (Abb. 

41, 42 und 43).  
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Abb. 43:   SHIP1-Signale bezogen auf die Ponceau S-Intensitäten der SHIP1- und  

SHIP-Mutante-transduzierten Zelllinie MDA-MB-468 

Mit (**) sind signifikante Unterschiede ab einem p<0,01 gekennzeichnet 

 

0

5000

10000

15000

20000

25000

MDA-MB-468 EGFR-

supp._SHIP1

MDA-MB-468 EGFR-

supp._SHIP-Mu

S
H

IP
1

 
 

Abb. 44:   SHIP1-Level der SHIP1- und SHIP-Mutante-infizierten Zelllinie  

MDA-MB-468 EGFR-supprimiert 
Mit (**) sind signifikante Unterschiede ab einem p<0,01 gekennzeichnet. 

 

3.2.6 Proliferation nach SHIP1-Expression 

Zur Untersuchung des Wachstums nach SHIP1-Expression wurden die Zelllinien MDA-

MB-468 und MDA-MB-468 EGFR-supprimiert an drei aufeinander folgenden Tagen 

mit dem Vektor SF91 und den Konstrukten SHIP1 und SHIP-Mutante in Triplikaten 

infiziert. Am folgenden Abend wurden die Zellen über 16 Stunden mit BrdU behandelt. 

In der Zelllinie MDA-MB-468 führte die Expression von SHIP1 und SHIP-Mutante in 

zwei Versuchen zu signifikant reduziertem Wachstum. 

    A) 
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Abb. 45: APC BrdU Facs-Daten der nicht-transduzierten (A), der SF91 (B), der SHIP1 (C) und  der 

SHIP1-Mutante (D) transduzierten Zelllinie MDA-MB-468. Auf der Ordinate ist das APC-Signal und 

auf der Abszisse das EGFP-Signal abgebildet. Die Abbildung A stellt die Kontrolle dar, die wie erwartet 

kein EGFP exprimiert. In Reihe B, C und D sind die mit SF91, SHIP1 und SHIP1-Mutante transduzierten 

Zellen zu sehen. Die EGFP-positiven Zellen (Q2+Q4) weiter unterteilt in schwach- (Gate 1), 

mittel- (Gate 2) und stark- (Gate 3) EGFP-positive Zellen. 

 

 

Auf der Abszisse ist das EGFP- und auf der Ordinate das APC-Signal abgebildet. In den 

Quadranten Q2 und Q4 sind die EGFP-positiven Zellen zu sehen. Im Quadranten Q2 

sind die EGFP-positiven Zellen, die zusätzlich APC-positiv sind. Für die Auswertung 
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wurden jeweils die Quotienten G0=Q1/(Q1+Q3)  und G1-G3=Q2/(Q2+Q4) gebildet. 

Das Wachstum der nicht-infizierten Zellen wurde als Referenz verwendet. Sowohl die 

Expression von SF91, als auch von SHIP1 und SHIP-Mutante führten zu einer Steige-

rung der Proliferation. 
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Abb. 46:   APC BrdU-Auswertung der Zelllinie MDA-MB-468 
In der Tabelle sind die % Proliferationen der SF91, SHIP1- und SHIP-Mutante- 

infizierten Zellen dargestellt. 

 

Im Gate G1-G3 zeigten die mit SF91-infizierten Zellen 118%, die mit SHIP1-infizierten 

Zellen 105% und die mit SHIP-Mutante-infizierten Zellen eine Proliferation von 128%. 

 Das Wachstum der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert ließ sich in einem Ver-

suchen signifikant durch SHIP1 hemmen. Für die Auswertung wurden jeweils die Quo-

tienten Q1/(Q1+Q3) und Q2/(Q2+Q4) gebildet. 
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  Gate 0 Gate 1-G3 

SF91 100% 100% 

SHIP1 100% 70% 

SHIP Mu 100% 113% 
 

Abb. 49:   Auswertung des APC BrdU-Versuches der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert. 

In der Tabelle sind die % Proliferationen der SF91, SHIP1- und SHIP-Mutante-transduzierten Zellen 

dargestellt. 

Das Wachstum der nicht-transduzierten Zellen (Gate 0) wurde gleich 100% gesetzt. Mit (**) sind p-

Werte p0,01 gekennzeichnet. 

 

Die Expression der SHIP1 führte zu 30% (p=0,0012) Wachstumshemmung. 
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4 Diskussion 

4.1 Bedeutung des PI3K/Akt-Signalweges für DTC-Zelllinien 

Der PI3K/Akt-Signalweg hat eine grosse Bedeutung für die Proliferation, das Überle-

bens, die Mobilität und Angiogenese von Tumozellen (Pecorari et al., 2009). In der 

Tumorprogression beeinflusst aktiviertes Akt die Zell-Zellkontakte und die Zellmobili-

tät (Friedl et al., 2003). Es gibt Hinweise dafür, dass pAkt die Expression von Me-

talloproteasen induziert, die eine Zellmigration und Invasion begünstigen (Kim et al., 

2001) und den Prozess der EMT beeinflusst (Wallerand et al., 2010). In einer Reihe von 

soliden Tumoren wie z.B. Ovarial- und Mammatumoren konnte bereits eine vermehrte 

Menge an pAkt identifiziert werden (Altomare at al., 2005) und aktivierende Mutatio-

nen in der katalytischen Untereinheit p110α der PI3K gefunden werden (Samuels et al., 

2004; Lee et al., 2005). Welche Bedeutung der PI3K/Akt-Signalweg für DTCs hat, 

wurde in Kapitel 3.1.1. untersucht. In den drei untersuchten DTC-Zelllinien BC-M1, 

PC-E1 und LC-M1 konnte eine Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges identifiziert 

werden. Die DTCs aus den Patienten mit Brust- und Prostatakarzinomen wiesen einen 

vergleichbar hohen Level an pAkt(Ser473) wie die Kontollzelllinie auf. Die Zelllinie 

PC-E1 zeigte einen 0,9-fach niedrigeren Level an P-Akt(Ser473) und die Zelllinie BC-

M1 einen 1,4-fach höheren pAkt(Ser473)-Level als die Zelllinie MTSV 1.7. Interessan-

terweise hatte die Zelllinie LC-M1 aus einem Patienten mit Lungenkarzinom ein 23-

fach höheres pAkt(Ser473)-Niveau als die Kontrollzelllinie (p=0,016). Eine Arbeits-

gruppe von Shan wies eine Korrelation zwischen dem Tumorstadium und der pAkt-

Menge in Lungenkarzinomen nach. Hohe pAkt-Level korrelierten mit einem einem ho-

hen Tumorstadium und Lymphknotenmetastasen (Shan et al., 2005).  

Die starke Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges der Zelllinie LC-M1 kann verschie-

dene Ursachen haben. Einer möglichen Dysregulation des PI3K/Akt-Signalweges könn-

te z.B. Mutationen in der regulatorischen Untereinheit der PI3K, Verluste von negativen 

Regulatoren des PI3K/Akt-Signalweges, PI3K-Amplifikation oder Akt-

Überexpressionen zu Grunde liegen. Genetische Abberationen des PI3K/Akt-Signalweg 

wurden bereits in diversen Tumoren nachgewiesen (Kang et al., 2005). Nachgewiesen 

wurde  die PI3-Kinase- Amplifikation und -Überexpession in Ovarialkarzinomen 

(Shayesten et al., 1999) und einer Reihe weiterer Tumoren (Bellacosa et al., 1995, Rin-
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gel et al., 2001). Mutationen in der regulatorischen Untereinheit der PI3-Kinase wurden 

in Ovarial- und Colonkarzinomen identifiziert (Philp et al., 2001). 

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob die Akt(Ser473)-Aktivierungen 

der DTC-Zelllinien PI3K-abhängig waren. Die Zugabe von PI3-Kinase Hemmstoff 

LY294002 (Kapitel 3.1.2) führte in den behandelten Zellen im Vergleich zu den unbe-

handelten Zellen zu Verminderungen der pAkt(Ser473)-Signale. In den DTC-Zelllinien 

LC-M1 und BC-M1 und der Kontrollzelllinie wurden die pAkt(Ser473)-Signale signifi-

ant um ca. 90% verringert. Das pAkt(Ser473)-Niveau der DTC-Zelllinie PC-E1 wurde 

um ca. 70% erniedrigt. Infolge der Zugabe von LY294002 lassen sich keine präzisen 

Aussagen über die Gründe der Verringerungen der pAkt(Ser473)-Niveaus treffen. Diese 

können sowohl Ausdruck einer Hemmung der PI3K als auch PI3K ähnlicher Kinasen 

sein. In anderen Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass LY294002 neben der PI3K noch 

weitere Kinasen wie die PDK2 hemmen kann (Sarbassov et al., 2004; Hresko et al., 

2005; Sarbassov et al., 2005). 

Darüber hinaus wurde die Abhängigkeit der Proliferation der DTC-Zelllinien von der 

Aktivität der PI3K untersucht (Kapitel 3.1.3). In den DTC-Zelllinien LC-M1 und PC-E1 

wurde das Wachstum mit einer ählichen Kinetik gehemmt wie in der Kontrollzelllinie 

MTSV 1.7. Die Gesamtzellzahlen der gehemmten Zellen wurden im Vergleich zu den 

Zellzahlen der unbehandelten Zellen nach 10 Tagen statistisch signifikant erniedrigt. 

Der anti-proliferative Effekt durch  LY294002 könnte durch die Inhibition der PI3K 

erklärt werden. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass der PI3K-Inhibitor ne-

ben der PI3K noch weitere Kinasen in den Zelllinien gehemmt hat, die Einfluss auf die 

Proliferation hatten. Die Zellinie BC-M1 wies am 10. Tag der Proliferationsuntersu-

chung eine Reduktion der Zellzahl auf. Unter Umständen scheint eine Aktivierung des 

PI3K/Akt-Signalwegs neben einer entscheidenden Bedeutung für das Wachstum, auch 

für das Überleben der Zellen notwendig zu sein.  

Um den Einfluss der Expression von SHIP1 auf die Aktivierung des PI3K/Akt-

Signalweges und die Proliferation zu untersuchen, erfolgte die spezifische Hemmung 

des Signalweges mit der Inositol-5-Phosphatase SHIP1. SHIP1 gilt als wichtiger negati-

ver Regulator des PI3K/Akt-Signalweges (Liu et al., 1999; Hashimoto et al., 1999; 

Aman et al., 1998), da die Inositol-5-Phosphatase das von der PI3K gebildeten 

PtdIns(3,4,5)P3, den second messenger zur Rekrutierung von Akt, abbaut (Clement et 
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al., 2001). Die DTC-Zelllinie LC-M1 und die Zelllinie MTSV 1.7 wurden mit den Kon-

strukten SF91, SHIP1 und SHIP-Mutante transduziert, sortiert und über zwei Wochen 

expandiert. Im Anschluß erfolgten Western Blot-Analysen mit pAkt(Ser473), SHIP1 

und EGFP. Interessanterweise wurden die pAkt(Ser473)-Level der SHIP1-

transduzierten Zelllinien nicht signifikant verringert verglichen mit den pAkt(Ser473)-

Leveln der SF91- und SHIP-Mutante-transduzierten Zellen. Ferner konnten die SHIP1-

Signale in den SHIP1-transduzierten Zellen im Vergleich zu den SHIP1-Signalen der 

SHIP-Mutante-transduzierten Zellen nur in schwach nachgewiesen werden. Die Expres-

sion von SHIP1 könnte durch den Abbau von PtdIns(3,4,5)P3 zu einer Verminderung 

der Aktivierung von Akt geführt haben. Der Wachstumsnachteil durch die SHIP1-

Expression könnte zu einer Selektion von Zellen geführt haben, die durch posttranskrip-

tionelle Modifizierungen oder posttranslationale Modifikation in der Lage waren, die 

Bildung des SHIP1-Proteins zu reduzieren bzw. abzuschalten. Hier könnten Regulati-

onsmechanismen wie Tyrosinphosphorylierungen und Ubiquitinylierungen eine Rolle 

spielen.  

Um den Einfluss der Expression von SHIP1 auf das Wachstum der Zellen näher zu un-

tersuchen, erfolgten Proliferationsuntersuchungen mittels APC BrdU. Die Expression 

von SHIP1 führte in der Zelllinie LC-M1 in zwei Versuchen zu einer EGFP-abängigen 

Steigerung des Wachstums. Sowohl die mit SF91, als die mit SHIP1 und SHIP-Mutante 

transfizierten Zellen zeigten eine Steigerung des Wachstums bei zunehmender EGFP 

Expression. Im Gate G1-G3 des ersten Versuches führte die Transduktion mit SHIP1 

verglichen mit den Vektor-transduzierten Zellen zu einer Reduktion der Proliferation 

von 4%. Im zweiten Versuch der Zellinie LC-M1 zeigten die mit SHIP1 transduzierten 

Zellen im Gate 2 im Vergleich zu den Vektor-transduzierten Zellen ein reduziertes 

Wachtum auf. Im Gate 3 führte die Transduktion von SHIP1 und SHIP-Mutante vergli-

chen mit den Vektor-transduzierten Zellen zu einem signifikant reduzierten Wachstum. 

In der Kontrollzelllinie MTSV 1.7 konnte ebenfalls eine EGFP-abhängige Steigerung 

der Proliferation nachgewiesen weden. Wird das Wachstum der Zellen der Gates 3 ver-

glichen, so führte die Transduktion von SHIP1 zu einer signifikanten Reduktion der 

Proliferation. In der Literatur ist eine EGFP-abhängige Proliferation bisher nicht be-

schrieben. Das grün fluoreszierende Protein ist ein erstmals 1961 von Osmu Shimomura 

beschriebenes Protein aus der Qualle Aequorea victoria, das bei Anregung mit blauem 

oder ultraviolettem Licht grün fluoresziert (Shimomura et al., 1962). Die Primärstruktur 
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besteht aus 238 Aminosäuren. Der eigentliche Fluorophor des GFP bildet sich offenbar 

autokatlytisch aus der Tripeptidsequenz Ser65–Tyr66–Gly67 innerhalb der Polypeptidket-

te. Diese intrinsische Fluoreszenz basiert nicht auf einem Umbau durch ein externes 

Enzym oder nachträglich integrierte Substanzen (Shimomura et al., 1962). Unter Um-

ständen führt die virale Transdution der Zellen zu einem wachstumsfördernden Effekt. 

Hier müsste Versuchsansätze folgen, um einen wachstumsfördernden Effekt durch den 

Vorgang der viralen Transduktion auszuschliessen. Möglich ist weiterhin, dass dieses 

Phänom in Zusammenhang mit der largeT-Immortalisierung steht. Ein Experiment zur 

Analyse des Wachstum von Zelllinien mit und ohne largeT-Immortalisierung könnte 

diese Fragestellung klären. 

In den folgenden Untersuchungen wurde der Einfluss der SHIP1-Expression auf das 

Wachstum der Zelllinien LC-M1 und MTSV 1.7 unter reduzierten Wachstumsbedin-

gungen analysiert. In beiden Zelllinien führte die Expression von SF91, SHIP1 und 

SHIP-Muatant zu einer EGFP-konzentrationsabhängigen Steigerungen der Proliferation. 

Im Gate 3 hatte die Expression von SHIP1 in der Zellinie LC-M1 verglichen mit den 

Vektor-transduzierten Zellen eine Reduktion der Proliferation von 4 % zur Folge. In der 

Zelllinie MTSV 1.7 zeigten die Zellen des Bereichs mit der stärksten EGFP-Expression 

von SHIP1 und SHIP-Mutante interessanterweise in Vergleich mit der Proliferation der 

mit SF91-transduzierten Zellen ein Reduktion der Proliferation, die für die SHIP-

Mutante signifikant war. 

 

4.2 Einfluss der EGFR-Kopienzahl auf die Aktivierung des PI3K/Akt-

Signalweges 

Der EGFR hat eine zentrale Rolle in der Tumorgenese einer Vielzahl von Tumoren 

(Nolan-Stevaux et al., 2010). Die EGFR-Aktivierung induzierte eine Reihe von Signal-

kaskaden, einschließlich des PI3K/Akt-Signalweges, die das Wachstum, das Überleben, 

die Angiogenese, Invasion und Metastasierung beeinflussen (Normanno et al., 2006, 

Joyce et al., 2009). 

Im Kapitel 3.2.1. wurde die Korrelation zwischen der Anzahl der EGFR-Kopien auf 

DNA-Ebene und der Stärke der Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges untersucht. Die 

Zelllinie MDA-MB-468 besitzt ca. 35 EGFR-Kopien auf der DNA-Ebene und durch 
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Kultivierung dieser Zelllinie mit 5 nM EGF entstand die Zelllinie MDA-MB-468 

EGFR-supprimiert mit ca. 2 EGFR-Kopien. Die Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-

supprimiert hatte im Vergleich zur Zelllinie MDA-MB-468 einen deutlich niedrigeren 

Level an EGFR-Protein (p=0,00005). Erstaunlicherweise zeigte die Zelllinie MDA-MB-

468 EGFR-supprimiert aber ein deutlich höheres Niveau an pAkt(Ser473) als die Zellli-

nie MDA-MB-468 (p=0,0048). Folglich lag eine negative Korrelation zwischen der 

Höhe der EGFR-Kopienzahl auf der DNA-Ebene und dem Level an pAkt(Ser473) vor. 

Diese starke Akt-Aktivierung der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert vergli-

chen mit der Zelllinie MDA-MB-468 könnte dadurch erklärt werden, dass die lange 

Kultivierung der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert mit 5 nM EGF zur Akti-

vierung weiterer die PI3K stimulierenden Signalwege geführt haben könnte. Hier könn-

ten Wachstumsfaktorrezeptoren eine Rolle spielen, die mit den Phosphotyrosinreste mit 

der SH2-Domänen der p85-Untereinheit der PI3K interagieren (Hu et al., 1992) und zur 

Aktivierung der PI3K geführt haben könnten. Die starke Aktivierung des PI3K/Akt-

Signalweges in der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert könnte ferner durch ein 

verändertes Verhältnis der Anzahl von Rezeptoren auf der Zelloberfläche und eine ver-

änderte Dimerisierungs-Situation erklärt werden. In der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-

supprimiert könnten sich entweder vermehrt Heterodimere zwischen EGFR und Her3 

oder Her4, wobei Her3 und Her4 direkte Bindungsstellen für die p85-Untereinheit der 

PI3K besitzen, oder Her3- und Her4-Homodimere gebildet haben. Möglich wäre auch 

die verstärkte Akt(Ser473)-Aktivierung durch eine veränderte Modulation der Aktivie-

rungen der ErbB-Rezeptoren zu erklären. Hier könnten Mechanismen wie posttranslati-

onale Modifikationen oder Rezeptor-Recycling eine Rolle spielen. Die ErbB-

Rezeptoren können durch Phosphorylierungen und Dephosphorylierungen positiv und 

negativ reguliert werden (Schlessinger, 2000; Jorissen et al., 2003; Keilhack et al., 

1998). Im Zusammenhang mit dem Rezeptor-Recycling ist bekannt, dass EGFR-

Homodimere nach Ligandenbindung schneller in die Zelle aufgenommen und abgebaut 

werden als andere ErbB-Rezeptoren (Baulida et al., 1996). Heterodimere bestehend aus 

EGFR und Her2 werden häufig wieder auf die Zelloberfläche zurückgeführt (Lenferink 

et al., 1998) und könnten zu einer stärkeren Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges 

geführt haben. Darüber hinaus hängt der Vorgang des Rezeptor-Recyclings davon ab, 

ob die zytoplasmatische Domäne der Rezeptoren noch katalytisch aktiv ist (Waterman 

et al., 1998; Felder et al., 1990). Die kinase-defizienten ErbB3-Rezeptoren gelangen 
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meist wieder auf die Zellmembran und könnten die Ursache für eine stärkere Aktivie-

rung der PI3K sein.  

Zusätzlich wurde untersucht, ob die Phosphorylierungen von Akt(Ser473) in den beiden 

Mammakarzinom-Zelllinien von der Aktivität der PI3K abhängig waren (Kapitel 

3.2.2.). Die Zugabe von LY294002 führte in der Zelllinie MDA-MB-468 zu 84,09% 

(p=0,0199) und in der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert zu 81,64% 

(p=0,00029) verminderter Aktivierung von Akt(Ser473). LY294002 könnte, unabhän-

gig von der Anzahl der ErbB-Rezeptoren auf der Zelloberfläche, die PI3K inhibiert und 

zu einer Verminderung der Rekrutierung und Aktivierung von Akt geführt haben. In 

verschiedenen Arbeitsgruppen wurde in der Zelllinie MDA-MB-468 nach LY294002-

Behandlung Verringerungen der pAkt(Ser473)-Level beobachteten (O’Reilly et al., 

2006; Mao et al., 2000). Nicht auszuschließen ist, dass LY294002 neben der PI3K noch 

PI3K ähnliche Kinasen gehemmt haben könnte, die einen Einfluss auf die Aktivierung 

von Akt hatten.  

Um den Einfluss der EGFR auf die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges zu analysie-

ren, wurden die Zelllinien MDA-MB-468 und MDA-MB-468 EGFR-supprimiert mit 

steigenden Konzentrationen Gefitinib und Lapatinib behandelt (Kapitel 3.2.3. und 

3.2.4.). Der EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor Gefitinib führte in der Zelllinie MDA-MB-

468 EGFR-supprimiert bereits in der niedrigsten eingesetzten Konzentration von 0,05 

M zu einer deutliche Abnahme des pAkt(Ser473)-Signals. In der Zelllinie MDA-MB-

468 hingegen verringerten erst Konzentration von 50 M Gefitinib das pAkt(Ser473)-

Niveau um ca. 38%. Die Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert zeigte im Ver-

gleich zur Zelllinie MDA-MB-468 einen ca. zweimal höheren pAkt(Ser473)-Level und 

die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges in der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-

supprimiert wurde durch die Zugabe geringerer Gefitinib-Konzentrationen gehemmt. 

Folglich war in den Mammakarzinom-Zelllinien die Sensitivität gegenüber Gefitinib 

positiv mit der Menge an pAkt(Ser473) korreliert. Diese Beobachtungen stimmen mit 

Daten von Cappuzzo et al. überein, die bei Patienten mit NSCLC eine positive Korrela-

tion zwischen dem Ansprechen auf eine Therapie mit Gefitinib und der Stärke der Akti-

vierung des PI3K/Akt-Signalweg beobachteten (Cappuzzo et al., 2005).  

Zusätzlich war in den Mammakarzinom-Zelllinien die Stärke der Reduktion der Akt-

Aktivierung nach Zugabe mit Gefitinib negativ mit der Höhe der EGFR-Expression 
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korreliert. In Hinblick auf die Assoziation zwischen hoher EGFR-Expression und der 

Sensitivität gegenüber Gefitinib, identifizierten einige Studien keinen Zusammenhang 

(Cappuzzo et al., 2003; Parra et al., 2004), während andere Arbeitsgruppen von einer 

signifikanten Korrelation berichteten (Cappuzzo et al., 2005; Tsao et al., 2005; Hirsch 

et al., 2005). Über die Gründe der Abnahmen der pAkt(Ser473)-Level lassen sich infol-

ge dieses Versuches keine präzisen Aussagen machen. Eventuell reagierte die Zelllinie 

MDA-MB-468 EGFR-supprimiert sensitiver auf Gefitinib als die Zelllinie MDA-MB-

468, da die wenigen Rezeptoren auf der Zelloberfläche effektiver durch den Hemmstoff 

gehemmt werden konnten. Die EGFR-Überexpression in der Zelllinie MDA-MB-468 

könnte zu einer relativen Toleranz der Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges gegen-

über Gefitinib geführt haben.  

Im Folgenden wurden die beiden Mammakarzinom-Zelllinien mit Lapatinib behandelt. 

Lapatinib gilt als potenter Tyrosinkinase-Inhibitor des EGFR und Her2 (Rusnak et al., 

2001). Es konnte bereits gezeigt werden, dass Lapatinib die Tyrosinphosphorylierung 

des EGFR und Her2 reduziert und die MAPK- und Akt-Aktivierung inhibiert (Xia et 

al., 2002; Rusnak et al., 2001). Weiter ist die Effektivität des dualen Inhibitors in 

Mammakarzinomen mit der Abnahme der Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges asso-

ziiert (Hedge et al., 2007). Da die Zelllinien MDA-MB-468 und MDA-MB-468 EGFR-

supprimiert HER2-negativ sind, müsste dieser Hemmstoff einen ähnlichen Effekt zeigen 

wie der EGFR-Inhibitor Gefitinib. Überrachenderweise war dies nicht der Fall. Lapati-

nib führte in der Zelllinie MDA-MB-468, die den EGFR überexprimiert, bereits in der 

niedrigsten Konzentration von 1 M zu einer deutlichen Verringerung des 

pAkt(Ser473)-Levels. In der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert hingegen nahm 

der pAkt(Ser473)-Level erst ab der Konzentration von 5 M Lapatinib ab. Es wurden 

bereits Ergebnisse zur Inhibition der Zelllinie MDA-MB-468 durch Lapatinib veröffent-

licht. Hegde berichtete von zunehmenden Verringerungen der pAkt(Ser473)-Level nach 

6 Stunden Inkubation mit steigenden Lapatinib-Konzentrationen bis 3 M (Hegde et al., 

2007). Darüber hinaus beschrieben Arbeitsgruppen Abnahmen der P-Akt(Ser473)-Level 

nach 1 Stunde Inkubation mit 5 M Lapatinib (Konecny et al., 2006) sowie nach 72 

Stunden mit 0,5 M Lapatinib (Xia et al., 2007). 

Die Gründe für die geringere Abnahme der Akt-Aktivierung in der Zelllinie MDA-MB-

468 EGFR-supprimiert im Vergleich zur MDA-MB-468 blieben ungeklärt. Man kann 

spekulieren, dass der PI3K/Akt-Signalweg in der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-
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supprimiert durch andere Signaltransduktionswege als die ErbB-Rezeptoren aktiviert 

wurde. Ferner kann nicht ausgeschlossen werden, dass Lapatinib in der Zelllinie MDA-

MB-468 noch weitere Kinasen gehemmt hat, die einen Einfluss auf die Aktivierung des 

PI3K/Akt-Signalweg hatten. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Lapatinib neben 

den ErbB-Rezeptoren auch andere Kinasen wie s-Scr hemmen kann (Rusnak et al., 

2001). 

Im Kapitel 3.2.5. wurde die Bedeutung der Expression von SHIP1 für die Aktivierung 

des PI3K/Akt-Signalweges und die Proliferation untersucht. Hier wurden die 

Akt(Ser473)-Phosphorylierungen in den Zelllinien MDA-MB-468 und MDA-MB-468 

EGFR-supprimiert nach der Expression von SHIP1 untersucht. Zwei Wochen nach den 

Transduktionen mit den Konstrukten SF91, SHIP1 und SHIP-Mutante wurden in allen 

transduzierten Zellen deutliche EGFP-Signale nachgewiesen. Überraschenderweise 

konnten in den SHIP1-transduzierten Zellen deutliche pAkt(Ser473)-Signale und signi-

fikant reduzierte SHIP1-Level im Vergleich zu den SHIP-Mutante-transduzierten Zellen 

detektiert werden. Unter Umständen konnte die Expression von SHIP1 einen Wachs-

tumsnachteil für die Zellen und eine Selektion derselben zur Folge gehabt haben, die 

durch posttranskriptionelle Modifizierungen oder posttranslationale Modifikation in der 

Lage waren, die Bildung des SHIP1-Proteins zu reduzieren. 

Es folgten APC BrdU-Versuche, um den Einfluss der SHIP1-Expression auf das 

Wachstum der Zelllinien zu untersuchen. In den Zelllinien MDA-MB-468 hatte die Ex-

pression von SF91, SHIP1 und SHIP-Mutante einen wachstumssteigernden Effekt auf 

die Zellen. Dieser Effekt ist in der Literatur bisher noch nicht beschrieben. In der Zellli-

nie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert hingegen führte die Expression von SHIP1 zu 

signifikanten Reduktionen der Proliferation. Interessanterweise zeigte die Expression 

von SHIP1 in der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert verglichen zur Zelllinie 

MDA-MB-468 zu einem wachstumshemmenden Effekt. Man kann vermuten, dass die 

Expression von SHIP1 in der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert den aktivier-

ten PI3K/Akt-Signalweg in einem stärkeren Maße hemmen konnte als in der Zelllinie 

MDA-MB-468. Unter Umständen hemmt der negative Regulator in der Zelllinie MDA-

MB-468 EGFR-supprimiert verstäkt die Nachlieferung von PtdIns(3,4,5)P3 oder in die-

sen Zellen liegt eine verminderte Halbwertszeit von PtdIns(3,4,5)P3 vor. Folglich hätte 

die Expression von SHIP1 in der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert im 
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Vegleich zu Zelllinie MDA-MB-468 einen antiproliferativen Effekt. Man könnte eben-

falls annehmen, dass SHIP1 in der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert durch 

die geringere Anzahl an EGFR besser binden kann und somit einen negativ regulieren-

den Effekt auf das Wachstum der Zellen ausüben kann. 
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Zusammenfassung und Ausblick 

Die Dissemination von einzelnen Tumorzellen hat eine entscheidende Bedeutung im 

Prozess der Tumorgenese. In der Tumorbiologie des UKE wurden vereinzelte dissemi-

nierte Tumorzellen (DTC) aus dem Knochenmark von Tumorpatienten gewonnen und 

die DTC-Zelllinien PC-E1, BC-M1 und LC-M1 etabliert. 

Diese drei Zelllinien wurden in der vorliegenden Arbeit näher untersucht und es konnte 

die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges für die DTC-Zelllinie LC-M1 nachgewiesen 

werden, die ein ca. 23-fach höheres Phosphorylierungsniveau von Akt(Ser473) im Ver-

gleich zu der Kontrollzelllinie aufwies.   

Die vorliegenden Daten zeigen weiter, dass der PI3K/Akt-Signalweg eine bedeutende 

Rolle für die Proliferation der DTC-Zelllinien spielt. So führte die Hemmung des 

PI3K/Akt-Signalwegs mittels des PI3K-Inhibitor LY294002 in den DTC-Zelllinien zu 

deutlichen Verringerungen der Phosphorylierung von Akt am Serinrest 473. Das 

Wachstum der DTC-Zelllinien PC-E1 und LC-M1 ließ sich durch LY294002 mit einer 

ähnlichen Kinetik hemmen wie die Kontrollzelllinie MTSV 1.7, während sich das 

Wachstum der DTC-Zelllinie BC-M1 durch die LY294002-Behandlung deutlich stärker 

hemmen ließ.   

Neben diesem pharmokologischen Ansatz wurde auch die Asuwirkung der Hemmung 

des PI3K/Akt-Signalwegs durch Expression von SHIP1, einem negativen Regulator 

dieses Signalwegs, untersucht. SHIP1 ist eine Inositol-5-Phosphatase, die das von der 

PI3K gebildete PtdIns(3,4,5)P3, das als second messenger zur Rekrutierung von Akt 

führt, abbaut. Hierbei zeigte sich, dass die mit SHIP1 transduzierte und selektionierte 

DTC-Zelllinie LC-M1 nur eine sehr geringe SHIP1-Expression aufwies, während das 

auf dem Co-Expressionsvektor gelegene EGFP stark exprimiert wurde. Im Gegensatz 

dazu konnte in den LC-M1-Zellen eine starke Expression der enzymatisch inaktiven 

SHIP1-Mutante (D672A) zusammen mit EGFP nach Transduktion und Selektion erzielt 

werden.  Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass LC-M1-Zellen, die enzymatisch 

aktives SHIP1 exprimieren, einer negativen Selektion unterliegen. Im Weiteren wurde 

daher der Einfluss von SHIP1 auf das Wachstum der LC-M1-Zellen in nicht-

selektionierten Zellen direkt nach Transduktion analysiert. Hierbei konnte gezeigt wer-

den, dass das Wachstum der LC-M1-Zellen sowohl bei Kultivierung in serumhaltigem 

wie auch in serumfreien Medium gehemmt wurde. In weiterführenden Experimenten 
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könnte nun untersucht werden, welche der drei Akt-Isoformen in den DTC-Zelllinien an 

der Weiterleitung der wachstumsvermittelnden Signale downstream der PI3-Kinase 

beteiligt ist. 

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Bedeutung des epidermalen Wachstumsfaktor-

Rezeptors (EGFR) für die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs in Mammakarzinom-

Zelllinien untersucht. Amplifikationen des EGFR sind in einer Reihe von Malignomen 

inklusive des Mammakarzinoms nachgewiesen worden. Um den Einfluss der Kopien-

zahl des EGFR auf die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges zu untersuchen, wurde 

als Modellsystem die Mammakarzinomlinie MDA-MB-468 und MDA-MB-468 EGFR-

supprimiert verwendet. Während die parentale Zelllinie MDA-MB-468 eine starke 

Amplifikation des EGFR aufweist, die  mit einer starken EGFR-Überexpression ver-

bunden ist, besitzt die Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert nur noch 2 Kopien 

des EGFR und zeigt nur noch eine sehr geringe EGFR-Expression. Die in dieser Arbeit 

durchgeführte Untersuchung zur EGFR-abhängigen Aktivierung des PI3K/Akt-

Signalwegs in diesen beiden Zelllinien mit stark unterschiedlicher EGFR-Kopienzahl 

zeigte, dass überraschenderweise eine hohe Anzahl der EGFR-Kopien nicht mit einer 

starken Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges korrelierte. Auch konnte der PI3K/Akt-

Signalweg in beiden  Mammakarzionom-Linien ohne bzw. mit EGFR-Amplifikation 

durch den PI3K Inhibitor LY294002 in gleicher Weise signifikant gehemmt werden. 

Um die Bedeutung der Rezeptoren der EGFR-Familie für die Aktivierung des 

PI3K/Akt-Signalweges zu analysieren, erfolgte die Inkubation der Zelllinien MDA-MB-

468 und MDA-MB-468 EGFR supprimiert mit dem EGFR-Tyrosinkinase Hemmstoff 

Gefitinib und dem dualen EGFR- und Her2-Tyrosinkinase-Hemmstoff Lapatinib. 

Der EGFR-Tyrosinkinase Hemmstoff Gefitinib konnte in der Zelllinie MDA-MB-468 

EGFR supprimiert die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges schon in deutlich gerin-

geren Konzentrationen hemmen als in der Zelllinie MDA-MB-468. Unter Umständen 

konnten die wenigen EGFR-Rezeptoren in der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR suppri-

miert wesentlich effektiver durch den EGFR-Tyrosinkinase Hemmstoff gehemmt wer-

den. Erstaunlicherweise konnte der duale EGFR- und Her2-Tyrosinkinase-Hemmstoff 

Lapatinib die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges effektiver in der Zelllinie MDA-

MB-468 hemmen, als in der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR supprimiert. 
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Abschliessend erfolgte auch hier die Untersuchung des Einflusses von SHIP1 auf das 

Wachstum der beiden Mammakarzinom-Linien mit unterschiedlicher EGFR-

Kopienzahl. Während die Expression von SHIP1 in der Zelllinie MDA-MB-468 zu ei-

ner geringen aber nicht signifikanten Abnahme der Proliferation führte, hatte die ex-

pression von SHIP1 in der Zelllinie MDA-MB-468 EGFR-supprimiert eine deutlich 

stärkere und signifikante Abnahme der Proliferation zur Folge. Dieser Effekt von SHIP1 

war abhängig von der enzymatischen Aktivität, da die Expression einer enzymatisch 

inaktiven SHIP-1-Mutante in keiner der beiden Linien zu einer Wachstumshemmung 

führte.  

Die in der vorliegenden Arbeit erworbenen Ergebnisse zeigen eine funktionelle Bedeu-

tung des PI3K/Akt-Signalweges für das Wachstum von DTC- und Mammakarzinom-

Linien und weisen auf eine mögliche Verwendung von SHIP1 für einen gentherapeuti-

schen Ansatz zur Hemmung des Wachstums von DTCs und Mammakarzinomen hin. 
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