UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF

Klinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie
Labor fiir Strahlenbiologie & Experimentelle Radioonkologie

Leitung Prof. Dr. E. Dikomey

BEDEUTUNG DES EXPRESSIONSLEVELS DES EPIDERMALEN
WACHSTUMSFAKTOR-REZEPTORS (EGFR) FUR DIE
REPARATUR VON DNA-DOPPELSTRANGBRUCHEN

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
an der Medizinischen Fakultét der Universitit Hamburg.

vorgelegt von:

Barbara Duszynski
aus Lodz (Polen)

Hamburg 2010



Angenommen von der
Medizinischen Fakultiit der Universitit Hamburg am: 18.02.2011

Veroffentlicht mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultiit der Universitit Hamburg.

Priifungsausschuss, der Vorsitzende: Prof. Dr. Ekkerhard Dikomey

Priifungsausschuss, zweite Gutachter:  Prof. Dr. Jochen Dahm-Daphi

Priifungsausschuss, dritte Gutachter:  PD Dr. Ronald Simon



INHALTSVERZEICHNIS

1. ARBEITSHYPOTHESE

2. EINLEITUNG

2.1 DNA-Schéden nach ionisierender Bestrahlung

2.2 DNA-Reparaturmechanismen

2.3 Epidermaler-Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)

2.3.1 Funktion

2.3.2 Signaltransduktion

2.3.3 Zusammenhang zwischen EGFR-Lokalisation und DNA-Reparatur
2.3.4 Bedeutung des EGFR in humanen Tumoren

2.3.5 Zusammenhang zwischen EGFR und Strahlenresistenz

2.3.6 EGFR-basierte Therapieansitze

2.3.7 Bedeutung der EGFR-Proteinmenge

3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Zelllinien

3.2 Zellkultur

3.3 Wachstumskinetik

3.4 Zellzyklus-Analyse mittels Durchflusszytometrie

3.5 Nachweis spezifischer Proteine mittels SDS-PAGE und Western Blot
3.5.1 Gesamtzell-Proteinextraktion mit Ultraschall

3.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung mit dem BCA-Assay

3.5.3 SDS-PAGE

3.5.4 Western Blot (Proteintransfer)

3.5.5 Detektion und Auswertung der Proteinsignale

3.6 Bestrahlung und Dosimetrie

19

19
19
20
20
21
22
22
23
24
24
27



3.7 Nachweis von residuellen DNA-Doppelstrangbriichen mittels YH2AX-Foci

Technik

3.7.1 yH2AX Firbung
3.7.2 Auswertung der YH2AX-Foci

4. ERGEBNISSE

4.1
4.2
4.3
4.4

4.5
4.6
4.7

EGFR-Expression
Wachstumskinetik
Zellzyklus-Analyse

Expression und Aktivierung von EGFR und EGFR-abhéngigen
Signalproteinen

Expression von DNA-Reparaturproteinen
Reparatur strahleninduzierter Doppelstrangbriiche

Reparatur strahleninduzierter DSBs nach Inhibition des EGFR mittels
Erlotinib

5. DISKUSSION

5.1
5.2

Variationen der EGFR-Genamplifikation
Einfluss der EGFR-Expressionsmenge

5.2.1 Zellproliferation

5.2.2 Expression und Aktivierung von EGFR und EGFR-abhiingiger Signalproteine

5.2.3 Expression wichtiger DNA-Reparaturproteine

5.2.4 Reparatur strahleninduzierter DNA-Doppelstrangbriiche

5.2.5 Reparatur strahleninduzierter DNA-Doppelstrangbriiche nach

5.3

EGFR-Hemmung mittels Erlotinib

Fazit

6. ZUSAMMENFASSUNG

28
28
29

31

31
31
33

33
36
38

40

42

42
43
43

46
48

51
53

55



7. ANHANG

8. LITERATURVERZEICHNIS

9. DANKSAGUNG

10. LEBENSLAUF

11. EIDESSTAATLICHE ERKLARUNG

57

64

75

76

77



1. ARBEITSHYPOTHESE

Bosartige Neubildungen sind in Deutschland die zweithdufigste Todesursache. Eine
Therapiemoglichkeit stellt die Strahlentherapie dar. Der epidermale-Wachstumsfaktor-
Rezeptor (EGFR) ist in vielen soliden Tumoren iiberexprimiert und wird mit
aggressivem Tumorwachstum und schlechter Prognose assoziiert. Sehr hdufig wird bei
EGFR-iiberexprimierenden Tumorzellen eine Strahlenresistenz festgestellt, die ein
wichtiges Problem fiir die durchzufithrende Radiotherapie darstellt (Rodemann et al.,
2007). Die Mechanismen dieser Resistenzausbildung sind noch nicht abschliefend
gekliart, es wird aber angenommen, dass der EGFR eine wichtige Rolle in der
Strahlenantwort einnimmt und radioprotektive Funktionen hat (Chen and Nirodi, 2007).
Zudem konnte gezeigt werden, dass der EGFR als Transkriptionsfaktor die Expression
von Proteinen beeinflussen kann (Lin et al., 2001). Ob auch die Expression von DNA-
Reparaturproteinen (wie z.B. der DNA-PK) dadurch beeinflusst werden kann, ist
unklar. Es gibt jedoch Hinweise, dass Tumorzelllinien mit starker EGFR-Expression
ebenfalls eine erhohte Expression von DNA-PKcs und Ku80 zeigen und umgekehrt
(Um et al., 2004). Zudem konnten Akimoto et al. (1999) zeigen, dass die EGFR-
Expression in Tumorzellen positiv mit der Radioresistenz korreliert. Demnach konnte
die EGFR-abhingige Modulation der zelluldren Reparaturkapazitét urséchlich fiir die in
Tumorzellen beobachtete Radioresistenzausbildung sein.

In der vorliegenden Arbeit soll geklidrt werden, ob sich die EGFR-Menge auf die
Expression zentraler Reparaturproteine (DNA-PKcs, Rad51, XRCC1) auswirkt und
dadurch Einfluss auf die zelluldre Reparaturkapazitit nach Bestrahlung nimmt. Damit
sollte die Hypothese iiberpriift werden, ob EGFR-iiberexprimierende Tumorzelllinien
mehr Reparaturproteine (wie z.B. DNA-PKcs) exprimieren, dadurch eine bessere
Reparatur strahleninduzierter DSBs aufweisen und somit strahlenresistenter sind, als
Tumorzelllinien, die wenig EGFR exprimieren.

Eingesetzt wurde die MDA-MB-468-WT Brustkrebszelllinie sowie drei davon
abgeleitete ~ Subklone, die sich durch lang andauernde Modulation der
Kultivationsbedingungen in ihrer EGFR-Gendosis und dadurch auch EGFR-
Proteinexpression deutlich unterscheiden und freundlicherweise von der Arbeitsgruppe
von Herrn Prof. B. Brandt (Tumorbiologie, UKE) zur Verfiigung gestellt wurden. Die
MDA-MB-468-wt Zelllinie ist der Ursprung der anderen Zelllinien und trigt eine ca. 30



fache EGFR-Genamplifikation. Der MDA-MB-468-0106 Subklon hat eine ca. 13,5
fache, der MDA-MB-468-0107 Subklon eine ca. 2,5-3,5 fache und der MDA-MB-468-
+EGF Subklon eine ca. 2-3 fache EGFR-Genamplifikation. Mit diesem isogenetischen
Zellsystem kann der Einfluss unterschiedlicher EGFR-Proteinlevel optimal untersucht
werden. Mittels Western Blot soll die Expression und Aktivierung von EGFR und
EGFR-abhingiger Signalproteine (AKT, MAPK) und die Expression wichtiger DNA-
Reparaturproteine (DNA-PKcs, Ku70, Rad51, XRCC1) in den vier Zelllinien untersucht
werden. Die Reparatur strahleninduzierter DSBs soll mit der YH2AX Foci Technik
bestimmt werden. Um zu iiberpriifen, ob die EGFR-Menge Einfluss auf eine potentielle
Radiosensitivierung durch EGFR-Inhibition hat, sollen die Zellen mit den
Tyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib vorinkubiert werden, bevor die DSB-Reparatur

bestimmt wird.



2. EINLEITUNG

Bosartige Tumoren stellen in Deutschland nach den Herz- und Kreislauferkrankungen
die zweithédufigste Todesursache dar. Jahrlich erkranken in Deutschland etwa 395.000
Menschen an Krebs, davon rund 195.000 Frauen und 200.000 Ménner. Im Mittel stirbt
einer von vier Deutschen an einer bosartigen Neubildung (Statistisches Bundesamt,
2007). Je nach betroffenem Organsystem sowie Stadium der Krebserkrankung ergeben
sich unterschiedliche Therapieoptionen. Eine Therapiemoglichkeit stellt die Bestrahlung
der Tumoren dar. Ziel der Strahlentherapie ist es durch ionisierende Strahlen DNA-
Schéden, insbesondere Doppelstrangbriiche, bei den Tumorzellen zu erzeugen. DNA-
Schéden, die durch Reparaturprozesse nicht beseitigt werden konnen, hindern die Zelle
an der Vermehrung oder fithren zum Absterben der Zelle (Herrmann und Baumann,
1997). Je groBer die Strahlendosis desto wahrscheinlicher ist es, alle Tumorzellen letal
zu schidigen. Das Problem hierbei ist jedoch das im Bestrahlungsfeld liegende
tumorumgebende Normalgewebe, welches ebenfalls eine Schiddigung erfihrt und den
limitierenden Faktor bei der Dosiswahl darstellt. Dadurch beschiftigen sich neue
Therapieansidtze damit, Tumorzellen fiir die Strahlentherapie zu sensibilisieren, ohne
das Normalgewebe zusitzlich zu schidigen. Ein therapeutisches Angriffsziel (Target)
fir die Strahlensensibilisierung von Tumorzellen stellt der epidermale-
Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) dar. Der EGFR wird in vielen soliden Tumoren
tiberexprimiert oder weist eine verdnderte Aktivitit auf. Diese verstirkte EGFR-
Aktivitdt kann eine Ursache fiir die hiufig beobachtete Radioresistenz von Tumoren
sein und ist deshalb mit einer schlechten Prognose assoziiert (Rodemann et al., 2007).
Das Ziel dieses Target-orientierten Therapieansatzes ist es, durch eine Hemmung des
EGFR eine Strahlensensibilisierung der Tumorzellen zu erreichen. Dafiir stehen
mehrere Moglichkeiten zur Verfiigung. Zwei wichtige und fiir die Therapie bereits
zugelassene Substanzen sind monoklonale Antikorper wie Cetuximab (Erbitux) und

Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Erlotinib (Tarceva) (Nyati et al., 2006).

2.1 DNA-Schiden nach ionisierender Bestrahlung

Bei der Strahlentherapie verursacht eine Bestrahlung mit 1 Gy ca. 4.000-5.000 DNA-
Schiden in einer Zelle (Herrmann und Baumann, 1997). Die Schiden konnen alle
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Bausteine der DNA betreffen, jedoch variiert die Hiufigkeit und vor allem die
biologische Bedeutung (Kaufmann et al., 2001). Eine Ubersicht der strahleninduzierten

DNA-Schiden ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abb.1: Strahleninduzierte DNA-Schiaden
Ubersicht der strahleninduzierten DNA-Schiden (Kaufmann et al., 2001)

Die hiufigsten Lasionen stellen die Basenschiden mit ca. 3.000 erzeugten Schiden pro
Zelle und Gy dar, gefolgt von den Einzelstrangbriichen mit etwa 1.000 Schédden pro
Zelle und Gy. DNA-Protein-Vernetzungen (160/Zelle und Gy) und gehéufte Lisionen
(400/Zelle und Gy) treten weniger hiufig auf. Doppelstrangbriiche (DSB) sind mit ca.
40 Schéden pro Zelle und Gy ein eher seltenes Ereignis, ihnen kommt jedoch trotz der
geringen Hiufigkeit die grofite biologische Bedeutung zu (Kaufmann et al., 2001).

Werden strahleninduzierte DSB nicht oder inkorrekt repariert, kénnen diese wéhrend
der Replikation in Chromosomenaberrationen iiberfiithrt werden (Pfeiffer et al., 2000;
Dikomey et al., 2003), die sich letal oder nicht letal auswirken. Nicht-letale
Chromosomenaberrationen wie Translokationen konnen Funktionsstérungen oder
Fehlregulationen bewirken, wihrend letale Chromosomenaberrationen, wie terminale
oder interstitielle Deletionen und dizentrische Chromosomen iiber die Bildung
azentrischer Fragmente den mitotischen Zelltod herbeifiihren. Diese azentrischen
Fragmente fiihren wéhrend der Mitose iiber die Bildung eines Mikrokerns zum Verlust

von DNA, so dass die darauf codierten essentiellen Proteine nicht mehr synthetisiert



werden konnen und es aufgrund des Proteinmangels zur Zellinaktivierung, dem
mitotischen Zelltod, kommt (Borgmann et al., 2004).

Der Zelle stehen jedoch viele DNA-Reparaturmechanismen zur Verfiigung, um sich vor
DNA-Schiden und nachfolgenden Mutationen und Chromosomenaberrationen zu

schiitzen.

2.2 DNA-Reparaturmechanismen

Alle durch ionisierende Strahlen erzeugten Einzelstrangschiden wie Einzelstrangbriiche
und Basenschidden werden iiber die Basenexzisionsreparatur (BER) beseitigt. Ein

schematischer Ablauf der BER ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Abb.2: Basenexzisionsreparatur (BER)
Schematischer Ablauf der Basenexzisionsreparatur (nach Hoeijmakers, 2001)

Tritt ein Einzelstrangbruch auf, so bindet nach erfolgter Erkennung ein
Reparaturkomplex, bestehend unter anderem aus PARP und XRCC1, an den Lésionsort.

Anschliefend wird zunichst die 5' Seite des Bruches durch eine AP-Endonuklease so



modifiziert, dass ein 3' OH-Ende entsteht. An dieses Ende setzt eine Exonuklease an
und entfernt 2-4 Nukleotide. Eine DNA-Polymerase synthetisiert dann, abhingig von
dem komplementiren fehlerfreien Strang, die korrekten Nukleotide und eine Ligase
verschlieft den DNA-Strang. Basenschiden werden von spezifischen DNA-
Glykosylasen (oder unspezifischen AP-Endonukleasen) erkannt und durch eine
Spaltung der N-glykosidischen Bindung vom Zucker abgetrennt. Hierdurch entsteht
eine abasische Stelle, auch AP-Stelle genannt. Danach schneidet eine AP-Endonuklease
die Zuckerphosphatkette ein, bevor eine Exonuklease einige Nukleotide entfernt und die
Liicke durch die DNA-Polymerase und eine Ligase geschlossen wird (Friedberg et al.,
2006; Hoeijmakers, 2001).

Die Reparatur von strahleninduzierten Doppelstrangbriichen (DSBs) erfolgt vor allem
iber das nicht-homologe Endjoining (NHEJ) und die homologe Rekombination (HR)
(Hoeijmakers, 2001; Christmann et al., 2003).

Das NHEJ, bei dem die Enden des DSB direkt miteinander verkniipft werden, ist der
dominante Mechanismus und kann in allen Phasen des Zellzyklus stattfinden (Burma
und Chen, 2004). Hierfiir werden keine oder nur kurze Homologien von wenigen
Basenpaaren benétigt (Hoeijmakers, 2001). Ein schematischer Ablauf des NHEJ ist in
Abbildung 3 dargestellt.
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Abb.3: Nicht homologes Endjoining (NHE])
Schematischer Ablauf des nicht homologen Endjoinings (nach Burma und Chen, 2004).



Beim NHEJ nimmt die DNA-abhingige Proeinkinase (DNA-PK) eine zentrale Rolle
ein. Sie besteht aus den beiden DNA-bindenden Proteinen Ku70 und Ku 80 sowie der
katalytische Untereinheit DNA-PKcs. Zuerst bindet das Ku70/Ku80-Heterodimer an die
Bruchenden des DSB und fiihrt zur Rekrutierung der DNA-PKcs. Durch Anlagerung
der DNA-PKcs an das Ku70/80-Dimer werden die Bruchenden zusammengehalten und
die Kinaseaktivitit des Komplexes aktiviert (Burma und Chen, 2004). Es folgt die
Prozessierung der Bruchenden mit Hilfe des MRE11/NBS1/Rad50-Proteinkomplexes
(Featherstone und Jackson, 1998; Kanaar et al., 1998). Die Proteine Artemis und WNR
sind wahrscheinlich ebenfalls an diesem Prozess beteiligt (Burma und Chen, 2004).
Durch die Prozessierung der Enden kann es zum Verlust von wenigen Nukleotiden
kommen, so dass das NHEJ zu einer fehlerhaften Reparatur des DNA-DSB fiihren kann
(Pfeiffer et al., 2000; Hoeijmakers, 2001). Zuletzt erfolgt die Ligation der bereinigten
Bruchenden durch den Ligasel V/ XRCC4-Proteinkomplex (Grawunder et al., 1997; Lee
et al., 2000).

Bei der HR wird eine Matrize in Form des Schwesterchromatids oder des homologen
Chromosoms bendtigt, so dass dieser Reparaturvorgang ausschlieBlich in der spiten S-
oder G,-Phase stattfinden kann (Takata et al., 1998). Der schematische Ablauf der HR
ist in Abbildung 4 dargestellt.
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Abb.4: Homologe Rekombination (HR)
Schematischer Ablauf der homologen Rekombination (nach Jackson, 2002)



An diesem Prozess sind u.a. Rad51, Rad52, Rad54 sowie die Rad51-Paraloge Rad5S1B,
Rad51C, Rad51D, XRCC2 und XRCC3 und der MRN-Komplex (bestehend aus
MREI11, NBS1 und Rad50) beteiligt (Symington, 2002; Thompson & Schild, 2002).
Der DSB wird durch den MRN-Komplex erkannt und so prozessiert, dass
einzelstringige 3'- Uberhinge entstehen (Valerie und Povirk, 2003). Rad51 lagert sich
an die Einzelstrangiiberhiinge an und bewirkt die Ausbildung eines Nukleofilaments,
das die Invasion des Einzelstranges in den homologen unbeschidigten Doppelstrang des
Schwesterchromatids ermoglicht. Dieser Schritt erfordert neben Rad51 und dessen
Paralogen ein koordiniertes Zusammenspiel von Rad52, Rad54, BRCA1, BRCA2 und
dem Replikationsenzym A (RPA) (Sung et al., 2003). Es kommt zur Ausbildung eines
Heteroduplex, bei der sich homologe Einzelstringe zu einem Doppelstrang
zusammenlagern und deren Zweigstellen Holiday Junctions genannt werden.
AnschlieBend werden die freien Enden durch Neusynthese der DNA anhand der
homologen Matrize durch die DNA-Polymerase [ verlingert. Zuletzt werden die
neusynthetisierten Stringe mit den alten Stringen durch die Ligase I verbunden und die

Holiday Junctions aufgelost. Die Reparatur iiber die HR verlduft fehlerfrei.

2.3 Epidermaler-Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)

Der epidermale-Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR), auch als ErbB-1 und HERI1
bezeichnet, ist ein 170 kDa grofles transmembranires Glykoprotein und gehort
zusammen mit den 3 Mitgliedern ErbB-2 (HER2 oder Neu), ErbB-3 (HER3) und ErbB-
4 (HER4) zur Klasse I der Rezeptor-Tyrosinkinasen. Der EGFR besteht aus einer
extrazelluliren Ligandenbindungs-Doméne, einem membranstindigen Teil und einer
intrazelluldren Tyrosinkinase-Doméne (Gullick et al. 1985). Die verschiedenen
Mitglieder der EGFR-Familie zeigen untereinander eine hohe strukturelle Homologie
und unterscheiden sich durch ihre Liganden und in ihrer Tyrosinkinaseaktivitét (Earp et

al., 1995). Die Rezeptoren der EGFR Familie sind in Abbildung 5 dargestellt.



moE o B o W
" )

—1 1 1 3

Tyrosinkinase- E= E=

domiine !! ;
HERI1 HER2 HER3 HER4

Abb.5: Rezeptoren der EGFR Familie
Schematische Darstellung der 4 Mitglieder der EGFR-Familie und ihrer Liganden (nach
Liiftner, 2003)

2.3.1 Funktion

Der EGFR wird in einer Reihe von Geweben epithelialen, mesenchymalen und
neuronalen Ursprungs exprimiert und spielt u.a. eine Rolle im Rahmen der
Embryonalentwicklung (Miettinen et al., 1995). Seine Funktion und die seiner Liganden
in adulten Vertebraten bestehen in der Vermittlung von Wachstumssignalen. Binden
spezifische externe Signalstoffe (Liganden) an den Tyrosinkinase-Rezeptor, werden in
der Zelle definierte Signalwege in Gang gesetzt und ermdglichen der Zelle auf ihre
Umgebung zu reagieren. Eine primére Aufgabe von EGFR besteht in seiner Féihigkeit
das zelluldire Wachstum, die Proliferation und die Differenzierung zu beeinflussen

(Nyati et al., 2006).

2.3.2 Signaltransduktion

Die Aktivierung der EGFR-vermittelten Signaltransduktion beginnt mit der Bindung
des spezifischen Liganden. Eine Vielzahl von Liganden wurde bisher fiir EGFR
identifiziert, darunter der epidermale Wachstumsfaktor (EGF), der transformierende

Wachstumsfaktor (TGF-a), Amphiregulin, f-Cellulin sowie Heparin-bindendes EGF
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(HB-EGF) und Epiregulin (Liiftner, 2003). Die Bindung von EGFR-spezifischen
Liganden wie beispielsweise EGF an die extrazellulire Doméine fiihrt zu einer
Dimerisierung des Rezeptors mit einem anderen Rezeptor aus der EGFR-Familie
(Burgess et al., 2003). Die Dimerisierung wiederum fiihrt zur Autophosphorylierung des
Rezeptors und damit zur Aktivierung der intrazelluldiren Tyrosinkinasedoméine
(Schlessinger, 2000; Warren et al., 2006). Durch Phosphorylierung bestimmter
Tyrosinreste der intrazelluliren Doméne werden Bindungsstellen fiir unterschiedliche
Effektorproteine geschaffen, welche dann eine Kaskade an Signalen vom Zytoplasma
bis zum Nukleus einleiten, die letztendlich die Transkription von bestimmten Zielgenen
und das Auslésen zelluldrer Antworten wie Zelliiberleben, Proliferation, Migration,
Differenzierung und Hemmung von Apoptose beeinflussen (Hackel et al., 1999;
Jorissen et al., 2003; Prenzel et al., 2001). Zwei wichtige Signalwege sind der
Ras/Raf/MAPK-Signalweg, der zur Aktivierung der Kinasen ERK1-2 fiihrt (Nishinaka
and Yabe-Nishimura, 2001; Sebolt-Leopold and Herrera, 2004) und der PI3K-
abhingige AKT-Signalweg (Hennessy et al., 2005; Wendel et al., 2004). Eine
vereinfachte Ubersicht iiber die verschiedenen EGFR-abhingigen Signalwege zeigt

Abbildung 6.
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Abb.6: EGFR-abhiéngige Signalwege
Schematisch dargestellte Aktivierung des EGFR und Signalweiterleitung mit entsprechender
Zellantwort (nach Nyati et al., 2006).
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Neben der Aktivierung durch spezifische natiirliche Liganden konnen auch
unphysiologische Stimuli wie z.B. ionisierende Strahlung eine EGFR-Aktivierung mit

nachfolgender Signalweiterleitung hervorrufen (Park et al. 2006, Yacoub et al. 2006).

2.3.3 Zusammenhang zwischen EGFR-Lokalisation und DNA-Reparatur

Der EGFR ist iiberall in der Zelle lokalisiert. Eine schematische Ubersicht iiber die

Lokalisation des Rezeptors ist in Abbildung 7 dargestellt.
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Abb.7: Lokalisation und Funktion des EGFR
Dargestellt sind die Lokalisationen des EGFR nach Aktivierung sowie potentielle Funktionen
(nach Thariat et al., 2007).

Der Grof3teil des EGFR befindet sich auf der Zelloberfldche, wo er fiir die Aufnahme
und Weiterleitung von Signalen verantwortlich ist und Einfluss auf Zellwachstum und
Proliferation nehmen kann (Nyati et al., 2006; Thariat et al., 2007). Dariiberhinaus ist
der EGFR (in Organellen) im Zytoplasma zu finden. Die Internalisierung des Rezeptors
erfolgt dabei Liganden-abhingig und dient der Inaktivierung Liganden-abhingiger

EGFR-Signalgebung. Dabei kommt es iiber Clathrin-vermittelte Endozytose zur
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Bildung von Endosomen, die dann in Abbau oder Recycling des Rezeptors miinden
(Warren et al., 2006; Wang et al., 2002).

AuBlerdem gibt es Hinweise dafiir, dass der EGFR im Zellkern lokalisiert und iiber eine
Interaktion mit der DNA-PK an der Reparatur von DSBs beteiligt ist (Dittmann et al.,
2005a, 2005b; Rodemann et al. 2007; Szumiel, 2006) bzw. im Kern als
Transkriptionsfaktor fungiert (Lin et al., 2001; Lo et al., 2006).

Es wurde beschrieben, dass der Liganden-unabhéngige nukledre Transport von EGFR
durch Stressoren wie ionisierende Strahlen hervorgerufen wird und zu einer erhShten
DNA-PK Aktivitit fiithrt, wodurch es zu einer besseren Reparatur von DSBs iiber das
NHEJ kommt (Dittmann et al., 2005a, 2005b, Chen und Nirodi, 2007). Die Daten von
Dittmann et al. (2005a) zeigen, dass der gegen den EGFR gerichtete monoklonale
Antikorper Cetuximab die strahleninduzierte nukledre EGFR-Translokation verhindert
und iiber die ausbleibende Aktivierung der DNA-PK eine signifikante Erhohung der
residuellen DSBs und damit eine Reduktion im Zelliiberleben gegeniiber der Kontrolle
hervorruft.

Es wird auBerdem diskutiert, dass der EGFR als Co-Faktor fiir Transkriptionsfaktoren
dient, die die Regulation von proliferationsrelevanten Genen wie Cyclin D1, iNOS und
B-Myb beeinflussen (Lin et al., 2001; Lo et al., 2005; Hanada et al., 2006). Ob der
EGFR als Transkriptionsfaktor fiir DNA-Reparaturproteine (wie beispielsweise die
DNA-PK) fungiert, ist nicht klar.

Desweiteren soll der EGFR iiber seine regulierende Rolle in der Genexpression von
XRCC1 an der Basenexzisionsreparatur von DNA-Einzelstrangbriichen beteiligt sein

(Yacoub et al. 2001, 2003).

2.3.4 Bedeutung des EGFR in humanen Tumoren

Eine Vielzahl von Daten zeigt, dass der EGFR in humanen soliden Tumoren wie
Mamma-, Bronchial-, Kopf-Hals-Tumoren, Glioblastomen und kolorektalen
Karzinomen iiberexprimiert ist (Klijn et al., 1992; Bucci et al., 1997; Salomon et al.,
1995; Grandis et al., 1996; Rieske et al., 1998; Goike et al., 1999; Messa et al., 1998).
Eine Uberexpression des EGFR ist hiufig mit aggressivem Tumorwachstum, schlechter

Prognose und sowohl Chemo- als auch Radioresistenz assoziiert (Ang et al. 2002;
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Krause et al. 2006; Das et al. 2007; Nakamura, 2007). Als Folge der erhthten EGFR-
Konzentration kommt es zu einer verstirkten Aktivierung des Rezeptors mit einer
unkontrollierten  Signalweiterleitung, die zu einer verstirkten Proliferation,
Angiogenese, Metastasierung und anti-apoptotischen Effekten in humanen Tumorzellen
fiihrt (Song et al. 2005; Nyati et al. 2006).

Neben der Uberexpression kann eine durch Mutation hervorgerufene EGFR-
Hyperaktivitidt dhnliche zyto- und radioprotektive Effekte hervorrufen (Lammering et

al., 2003).

2.3.5 Zusammenhang zwischen EGFR und Strahlenresistenz

Es gibt viele Hinweise dafiir, dass der EGFR eine wichtige Rolle in der zelluldren
Strahlenantwort einnimmt und radioprotektive Funktionen hat (Akimoto et al., 1999;
Bonner et al., 2006; Huang und Harari, 2002; Milas et al., 2003; Raben et al., 2004,
2005). Ein Model fiir EGFR-vermittelte Radioprotektion bietet die Abbildung 8 von
Chen und Nirodi (2007).
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Abb.8: Model der EGFR-vermittelten Radioprotektion
Vereinfacht dargestellt sind 3 Mechanismen der Radioprotektion nach strahleninduzierter
EGFR-Aktivierung (nach Chen und Nirodi, 2007).
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Nach strahleninduzierter Aktivierung des EGFR werden 3 zeitlich voneinander
getrennte Mechanismen dargestellt, die eine Radioprotektion und damit verbundene
Strahlenresistenz von EGFR-iiberexprimierenden Tumoren hervorrufen. Es wird
angenommen, dass in der ersten Phase, ca. 1-4 Stunden nach Bestrahlung, die
Translokation des EGFR in den Zellkern erfolgt, wo iiber eine Interaktion mit der
DNA-PK die strahleninduzierten DNA-DSBs iiber das NHEJ verstirkt repariert werden
(Dittmann et al., 2005a, 2005b). Desweiteren sollen hauptsidchlich zwei EGFR-
abhingige Signalwege, der PI3K-AKT- und der Ras-MAPK-Signalweg, verantwortlich
fiir die Strahlenresistenz von Tumorzellen sein (Schmidt-Ullrich et al. 1997, Xing and
Orsulic 2005, Kim et al. 2006, Tokunaga et al. 2006). In der zweiten Phase, ca. 4-24
Stunden nach Bestrahlung, wird iiber EGFR der PI3K-AKT-Signalweg aktiviert, der
das Zelliiberleben durch eine Hemmung der strahleninduzierten Apoptose fordert
(Toulany et al., 2005b; Dent et al., 1999; Zhan et al.,2004; Contessa et al., 2002). In der
spidten Phase, mehr als 24 Stunden nach Bestrahlung, soll der EGFR-vermittelte Ras-
MAPK-Signalweg die schnelle Zellproliferation und Tumorrepopulierung begiinstigen
(Schmidt-Ullrich et al., 1997; Withers et al., 1988; Dent et al., 2003).

Dariiberhinaus zeigen Daten, dass die Radioresistenz von K-Ras-mutierten Tumorzellen
ein Ergebnis von autokriner EGFR-Ligandenproduktion und damit verbundender

verstiarkter EGFR Aktivierung ist (Toulany et al. 2005b, 2006; Cengel et al. 2007).

2.3.6 EGFR-basierte Therapieansiitze

Ziel von EGFR-basierten Therapieansétzen in Kombination mit der Strahlentherapie ist
es, durch eine Blockade des EGFR die verstirkte Weiterleitung der Signale zu
inhibieren. Dadurch konnten die proliferativen und anti-apoptotischen Effekte des
EGFR in Tumorzellen aufgehoben und damit eine verstirkte Radiosensitivierung
hervorgerufen werden. Das Ergebnis der Strahlentherapie konnte dadurch verbessert
werden, ohne das Normalgewebe zusitzlich zu schidigen.

Die Strategien zur Inhibition des EGFR sind vielféltig. Auf der extrazelluldren Seite
konnen monoklonale Antikdrper (mAK) die Ligandenbindungs-Doméne blockieren und
so eine Aktivierung des Rezeptors verhindern sowie zusétzlich die Tumorzelle fiir das
Immunsystems markieren. Durch die Fusion von Radionukliden an EGFR-spezifische

Antikorper soll die gezielte Applikation von interner Bestrahlung vermittelt werden.
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Intrazelluldr besetzen sogenannte "small molecule" EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren
(EGFR-TKIs) die ATP-Bindungsdoméne des Rezeptors und unterbinden dessen
Aktivierung und dadurch die Phosphorylierung von Zielproteinen in der
Signaltransduktion. Der FEinsatz von Antisense-Oligonukleotiden verhindert die
Expression des EGFR durch Hemmung seiner Transkription und Translation (Arteaga,
2001; Mendelsohn, 2001; Noonberg und Benz, 2000; Woodburn, 1999).

Am weitesten in der Entwicklung fortgeschritten sind einerseits die mAK mit
Cetuximab (IMC-C225; Erbitux) und andererseits die EGFR-TKIs mit Gefitinib
(ZD1839; Iressa) und Erlotinib (OSI-774; Tarceva). Alle drei Wirkstoffe befinden sich
in Phase III klinischer Studien oder haben sie bereits durchlaufen. Gefitinib wurde im
Jahr 2003 als erstes, gegen den EGFR gerichtetes, Therapeutikum fiir die Behandlung
beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom zugelassen. Anfang 2004 erfolgte die
Zulassung von Cetuximab beim metastasierenden Kolonkarzinom (Blackledge und
Averbuch, 2004; Janmaat und Giaccone, 2003; Nyati et al., 2006).

Sowohl Antikorper als auch Inhibitoren konnen in Kombination mit der
Strahlentherapie eingesetzt werden. Die grofle randomisierte Phase-III-Studie von
Bonner et al. (2006) zeigt, dass Cetuximab in Kombination mit Strahlentherapie bei
Patienten mit lokal fortgeschrittenem Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich
(SCCHN) die Dauer der lokoregiondren Krankheitskontrolle signifikant verldngert und
zu einem 10%igen Gesamtiiberlebensvorteil nach fiinf Jahren, im Vergleich zur
Bestrahlung allein, fiihrt. Mehrere Mechanismen sind in préiklinischen Studien
identifiziert worden, die dazu beitragen konnten. Diese implizieren das direkte Abtoten
von Krebszellen durch die EGFR-Hemmung via verstirkte Apoptose, zelluldre
Radiosensitivierung durch modifizierte Signaltransduktion, Hemmung der DNA-
Reparatur, reduzierte Repopulierung und verbesserte Reoxygenierung wéhrend der
fraktionierten Strahlentherapie (Baumann et al., 2007). Einige Studien zeigen, dass es
zu einer Zunahme der Strahlensensitivitidt in vitro und in vivo durch die EGFR-
Antikorper und —Inhibitoren kommt (Bianco et al., 2000; Bonner et al., 2000; Huang et
al., 1999; Milas et al., 2000; Nyati et al, 2004; Raben et al., 2002; Rao et al., 2000;
Shintani et al., 2003). Die Mechanismen, die zur Radiosensitivierung von Tumorzellen
beitragen, werden zurzeit kontrovers diskutiert. Es gibt Literaturdaten die zeigen, dass
die Blockierung des EGFR durch Hemmung des Ras-MAPK-Signalwegs zur
Beeintrichtigung der Zellzyklusprogression und Proliferation fiihrt (Harari und Huang,
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2006; Schmidt-Ullrich et al., 1997; Shintani et al., 2003). Andere Autoren gehen davon
aus, dass eine verstirkte Apoptose und eine Verminderung der zelluldren
Uberlebensmechanismen durch die Hemmung des PIK3-AKT-Signalweges die
Mechanismen fiir die Strahlensensitivierung sind (Bianco et al., 2002; Huang et al.,
1999; Nyati et al, 2006). Neueste Daten postulieren zusitzlich, dass die
Radiosensitivierung durch mAK und TKIs das Ergebnis von herabgesetzter DNA-
Reparatur, insbesondere der DSB-Reparatur, in bestrahlten Tumorzellen sein konnte
(Chinnaiyan et al., 2005; Dittmann et al., 2005a, 2005b; Harari and Huang, 2002;
Shintani et al., 2003; Toulany et al., 2006). Der dafiir zugrunde liegende Mechanismus
ist noch nicht geklirt, es wird jedoch angenommen, dass die Blockierung des EGFR
iiber eine Reduktion der (nukledren) DNA-PK-Aktivitit in bestrahlten Zellen zu einer
verminderten DNA-Reparatur und damit zu einer Abnahme im Zelliiberleben gegeniiber
der Kontrolle fithrt (Dittmann et al. 2005a; Toulany et al., 2006). Die Daten von
Dittmann et al. (2005a, 2005b) zeigen, dass diese DNA-PK-Aktivititsabnahme durch
Cetuximab {iber eine verhinderte strahleninduzierte EGFR-Translokation in den
Zellkern und die dadurch ausbleibende Aktivierung der DNA-PK begriindet sein
konnte. Andere Literaturhinweise deuten an, dass die EGFR-Blockade durch einen
spezifischen mAK (Cetuximab) oder einen TKI (Gefitinib) zu einer Umverteilung der
DNA-PK aus dem Zellkern in das Zytoplasma fiihrt (Bandyopadhyay et al., 1998;
Huang and Harari, 2000; Friedmann et al., 2006), wodurch eine reduzierte DNA-PK
Aktivitit im Zellkern resultiert (Bandyopadhyay et al., 1998).

2.3.7 Bedeutung der EGFR-Proteinmenge

Die Daten beziiglich der Bedeutung der EGFR-Proteinmenge sind sehr heterogen. Es
gibt sowohl Literaturhinweise dafiir, dass das Ausmall der EGFR-Expression in
Tumorzellen positiv mit der Radioresistenz (Akimoto et al., 1999; Liang et al., 2003;
Miyaguchi et al., 1998; Sheridan et al., 1997; Wollman et al, 1994) als auch mit der
Radiosensitivitiat (Bonner et al, 2004) korreliert. Der erste Hinweis, dass die EGFR-
Expression die zelluldre Radiosensitivitét in vivo beeinflussen konnte, kam von einer
Studie am Miusemodell von Akimoto et al. (1999). Die Autoren fanden heraus, dass

ionisierende Strahlen eine EGFR-Autophosphorylierung nur in murinen Karzinomen,
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die einen hohen EGFR-Level haben, hervorrufen. Diese viel EGFR-exprimierenden
Tumoren hatten einen hoheren TCD50 (Tumor control dose 50%) Wert als die Tumoren
mit einem niedrigen EGFR-Level, so dass eine positive Korrelation zwischen EGFR-
Expressionsmenge, -Aktivierung und Radioresistenz zu verzeichnen war. Eine andere in
vitro Studie konnte einen Zusammenhang zwischen EGFR-Expressionsmenge und
Strahlenresistenz aufzeigen (Liang et al., 2003). Dabei fiihrte die Transfektion eines
humanen EGFR-Vektors in eine wenig EGFR-exprimierende Mauskarzinom-Zelllinie
zu einer EGFR-Level-abhingigen Zunahme der Strahlenresistenz. Im Gegensatz dazu
steht die Arbeit von Bonner et al. (2004), die in einem ganz dhnlichen methodischen
Ansatz eine positive Korrelation zwischen EGFR-Expressionsmenge und
Strahlensensitivitit zeigen konnten.

Es wird weiterhin diskutiert, ob der EGFR die Expression von DNA-
Reparaturproteinen, wie der DNA-PKcs, modulieren kann. So zeigen die Daten von Um
et al. (2004), dass Krebszelllinien, die viel EGFR exprimieren, auch eine hohere
Expression von DNA-PKcs und Ku80 aufweisen, als die wenig EGFR-exprimierenden
Sublinen. Desweiteren deuten die Daten darauf hin, dass die DNA-PK-Aktivitdt vom
EGFR-Level abhingig sein konnte, denn es wurde eine hohere DNA-PK-Aktivitit in
Tumoren mit hohem EGFR-Level als in Tumoren mit niedrigem EGFR-Level
beobachtet.

Zusitzlich gibt es Hinweise dafiir, dass die DNA-PK durch eine Hemmung des EGFR
beeinflusst werden konnte und dass dabei auch die EGFR-Proteinmenge eine Rolle
spielen konnte. So konnte Friedmann et al. (2006) die Gefitinib-induzierte Hemmung
der DNA-PK-Expression und -Aktivitit nur in EGFR-iiberexprimierenden
Krebszelllinien finden, die auBerdem im Gegensatz zu der wenig EGFR-exprimierenden
Zelllinie nach Gefitinib-Behandlung eine Migration der DNA-PKcs vom Zellkern ins
Zytosol zeigten.

Obwohl noch nicht geklart ist, ob der absolute EGFR-Proteinlevel die
radiosensitivierenden Eigenschaften einer EGFR-basierten Therapie beeinflusst, finden
sich in der Literatur einige Angaben dafiir, dass das Ausmall der EGFR-Expression in
Tumorzellen positiv mit der Radiosensitivierbarkeit nach EGFR-Hemmung korreliert
(Balaban et al., 1996; Bianco et al., 2000; Bonner et al, 2004; Huang and Harari, 2000,
2002; Huang et al., 1999; Milas et al., 2000; Liang et al., 2003). Ein Hinweis, dass die
EGFR-Menge bedeutend fiir die Radiosensitivierbarkeit von Krebszellen ist, bieten die
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Daten von Bonner et al. und Liang et al. (2004; 2003). In beiden fiihrte die Transfektion
eines EGFR-Vektors in eine wenig EGFR-exprimierende Tumorzellline zu einer EGFR-
Mengen-abhiéngigen Zunahme der Radiosensitivierbarkeit nach der Behandlung mit

dem Antikorper Cetuximab.
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3. MATERIAL UND METHODEN
3.1 Zelllinien

Folgende humane Brustkrebszelllinien wurden untersucht:
MDA-MB-468-WT (~30 fache EGFR-Genamplifikation)
MDA-MB-468-+EGF (~2-3 fache EGFR-Genamplifikation)
MDA-MB-468-0106 (~13,5 fache EGFR-Genamplifikation)
MDA-MB-468-0107 (~2,5-3,5 fache EGFR-Genamplifikation)

Eingesetzt wurde die MDA-MB-468-WT Brustkrebszelllinie sowie drei davon
abgeleitete ~ Subklone, die sich durch lang andauernde Modulation der
Kultivationsbedingungen in ihrer EGFR-Gendosis deutlich unterscheiden und
freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. B. Brandt (Tumorbiologie,
UKE) zur Verfiigung gestellt wurden. Die MDA-MB-468-WT Zelllinie ist der Ursprung
der anderen Zelllinien und trigt eine ca. 30 fache EGFR-Genamplifikation. Dieser
Wildtyp-Linie wurden {iiber einen ldngeren Zeitraum (> ein Jahr) bei jeder Passage 5
nM EGF zum Medium hinzugefiigt. Dadurch entstand (durch einen noch unbekannten
Mechanismus) die MDA-MB-468-+EGF Zelllinie, die eine auf ca. 2-3 fach reduzierte
EGFR-Genamplifikation hat. Entzog man der EGFR supprimierten MDA-MB-468-
+EGF Zelllinie nun wieder EGF aus dem Medium, wurde eine erneute EGFR
Amplifikation beobachtet. So entstand durch den EGF Entzug seit Januar 2006 die
MDA-MB-468-0106 Zelllinie, die nun wieder eine ca. 13,5 fache EGFR-
Genamplifikation aufweist. Der EGF Entzug seit Januar 2007 fiihrte zur MDA-MB-
468-0107 Zelllinie, die eine ca. 2,5-3,5 fache EGFR-Genamplifikation trégt.

3.2 Zellkultur

Die Zelllinien wurden in 25 cm? und 75 cm? Zellkulturflaschen bei 10% CO,, 37°C und

100% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert.

Als Wachstumsmedium fiir die MDA-MB-468-WT/-0106/-0107 Zellen diente DMEM

unter Zusatz von 5% hitzeinaktiviertem FCS, 2% L-Glutamin und 1%

Penicillin/Streptomycin. Die Hitzeinaktivierung des FCS erfolgte fiir eine Stunde bei

65°C im Wasserbad. Fiir die MDA-MB-468-+EGF Zelllinie wurde DMEM mit 5%
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hitzeinaktiviertem FCS, 2% L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin mit zusétzlich
5 nM EGF verwendet.

Das Passagieren der Zellen erfolgte vor dem Erreichen der Konfluenz, alle vier bis fiinf
Tage. Dafiir wurde das Medium abgesaugt und 4-8 ml EDTA-Trypsin in die
Zellkulturflaschen pipettiert. Nach einer Einwirkzeit von 10-20 Sekunden wurde das
EDTA-Trypsin abgesaugt und die Zellkulturflasche verschlossen in den Wirmeschrank
gelegt. Nachdem sich die Zellen vom Boden der Flasche gelost hatten, wurden diese in
5-15 ml frischen Mediums aufgenommen. Die Zellzahlbestimmung dieser
Zellsuspension erfolgte mit Hilfe des Coulter-Counters. Nun konnte die gewiinschte

Zellzahl mit frischem Medium in die neuen Zellkulturflaschen ausgesét werden.

3.3 Wachstumskinetik

Das Wachstumsverhalten der vier MDA-MB-468 Zelllinien wurde zum einen unter
deren Standardkultivationsbedingungen mit einer Wachstumskurve fiir jede Zelllinie
untersucht.

Um den Einfluss des EGF im Medium auf das Wachstumsverhalten der Zellen
charakterisieren zu konnen, wurde zum anderen fiir jede Zelllinie eine Wachstumskurve
mit und ohne EGF-Zugabe (5 nM) im Medium erstellt.

Fiir beide Ansitze wurden jeweils 1x10° Zellen pro 25 cm? Zellkulturflasche ausgesiit
und im Brutschrank kultiviert. Im Abstand von 24 Stunden wurden die Zellen einer
Zellkulturflasche abtrypsiniert und die Zellzahl insgesamt pro Flasche mit Hilfe des

Coulter-Counters bestimmt.

3.4 Zellzyklus-Analyse mittels Durchflusszytometrie

Die Zellzyklus-Bestimmung der Zellen erfolgte mit dem Flusszytometer FACScan. Bei
dieser Analyse wird der Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (PI) eingesetzt, welcher in
die DNA einer Zelle interkaliert. Passiert die Zelle nun den Laserstrahl des
Flusszytometers, emittiert sie Fluoreszenzlicht, das proportional zum DNA-Gehalt der

Zelle ist. Dadurch konnen Zellen mit einfachem DNA-Gehalt von Zellen mit doppeltem
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DNA-Gehalt unterschieden werden, so dass es moglich ist, Riickschliisse auf die
Zellzyklusverteilung zu ziehen.

Fir die Zellzyklus-Analyse wurden die Zellen mit Trypsin geerntet, in Medium
aufgenommen und in ZentrifugenrShrchen tiberfiithrt. Nach einer Zentrifugation bei
1500 U und Raumtemperatur fiir 5 Minuten wurde das Zellpellet in 1xPBS
aufgenommen. Die Zelldichte sollte ca. 10° Zellen pro ml betragen. Nachdem dieser
Schritt wiederholt wurde, wurde 1 ml Zellsuspension unter permanentem Vortexen in 6
ml 80% Ethanol (-20°C) eingetropft. Die Fixierung erfolgte iiber Nacht bei -20°C. Fiir
die DNA-Fluoreszenzfirbung am nichsten Tag wurde die Zellsuspension bei
Raumtemperatur fiir 5 Minuten bei 1500U zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Pellet
in 3 ml 1xPBS gewaschen und erneut zentrifugiert (1500 U, RT, 5 min.). Nach dem
AbgieBen des Uberstandes wurde in jedes Rohrchen 1 ml PI-RNase Losung
hinzugegeben und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die
RNase ist notwendig, um die RNA der Zellen zu verdauen, da PI in jede Nukleinsdure
interkaliert. Nach der Inkubationszeit wurden die Proben durch eine Nylon-Gaze mit
einer Porengrofe von 43 pm gefiltert und in FACS Messrohrchen iiberfiihrt.
AnschlieBend erfolgte die flusszytometrische Messung mit dem FACScan. Dabei wurde
das PI-Signal im Fluoreszenzkanal 2 (FL2) im Bereich von 564-606 nm aufgenommen.
Fiir die Zellzyklus-Analyse wurden ca. 5.000 Zellen erfasst. Die gemessenen Daten
wurden mit einem Macintosh V 3.0 Betriebssystem und der Software Cell Quest Pro

aufgenommen und mit der Software Mod Fit LT ausgewertet.

3.5 Nachweis spezifischer Proteine mittels SDS-PAGE und Western Blot

Die SDS-PAGE (Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) erméoglicht
es die im Gesamtzellextrakt enthaltenen Proteine ihrer Grofle nach aufzutrennen. Um
Proteine ausschlieBlich ihrer Gro8e nach auftrennen zu konnen, missen die Sekundér-
[Tertidrstrukturen entfernt werden. Dazu werden die Proben mit DTT und SDS versetzt.
DTT lost die Schwefelbriicken in den Proteinen, wodurch diese linearisiert werden.
SDS ist ein negativ geladenes Detergenz, das die Proteine mit einer negativen Ladung
umhiillt, so dass die Proteineigenladung kompensiert wird. Durch das Anlegen einer

elektrischen Spannung an das Gel wandern die Proteine in Richtung Anode und werden
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ihrer Grofe nach aufgetrennt, wobei die kleinen Proteine schneller durch das Gel
wandern als die groBBen. Mittels Western Blot werden die Proteine aus dem Gel auf eine
Tragermembran iiberfiihrt und dort fixiert. Fiir den immunologischen Nachweis des
Zielproteins wird ein spezifischer Antikorper eingesetzt, der gegen genau dieses Protein
gerichtet ist und an dieses bindet. Im néchsten Schritt wird ein zweiter Antikorper
eingesetzt, der an das Fc-Fragment des ersten Antikorpers bindet. An dem zweiten
Antikorper ist die Meerrettich-Peroxidase gekoppelt, welche bei Zugabe eines
entsprechenden Substrates eine Lichtreaktion auslost, die dann durch eine Kamera oder
tiber lichtempfindliche Filme sichtbar gemacht werden kann. Ein wihrend der
Gelelektrophorese ~ mitgefithrter =~ Molekulargewichtsmarker  ermoglicht  eine

GroBenzuordnung der Proteine.

3.5.1 Gesamtzell-Proteinextraktion mit Ultraschall

Gesamtzellproteinextrakte enthalten alle Proteine einer Zelle. Fiir die Gesamtzell-
Proteinextraktion mit Ultraschall wurden 12-well-Platten benutzt. Dabei wurden 5 Tage
vor Extraktion 1,5 x 10° Zellen in insgesamt 1 ml Volumen Medium angesetzt. Nach
der Wachstumszeit von 5 Tagen wurde das Medium abgesaugt. Danach erfolgte die
Zugabe von 100 pl SDS-Lysepuffer in jedes Well. Nach einer Inkubationszeit von 2
Minuten wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden abgelost und in
Eppendorfcups tiberfiihrt. Jedes Zellextrakt wurde dann mit Ultraschall (Cycle 1,
Amplitude: 100%) bei Raumtemperatur fiir ca. 5-10 Sekunden behandelt, um die DNA
zu fragmentieren. AnschlieBend wurden die Extrakte fiir 1 Minute bei 13.000 rpm
zentrifugiert und danach fiir 3 Minuten im Wasserbad aufgekocht. Die Lagerung der

Proteinextrakte erfolgte bei 4 °C im Kiihlschrank.

3.5.2 Proteinkonzentrationsbestimmung mit dem BCA-Assay

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem BCA-Assay. Diese
Methode beruht darauf, dass Proteine mit Cu?* -Tonen in alkalischer Losung einen
Komplex bilden (Biuret-Reaktion). Die Cu** -Ionen dieses Komplexes werden zu Cu” -
Ionen reduziert, die mit Bicinchinon-Sdure (BCA) einen violetten Farbkomplex bilden.
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Die Absorption dieses Farbkomplexes wird im Photometer bei 562 nm gemessen. Der
Messbereich dieser Methode liegt in einem Proteinkonzentrationsbereich von 20 — 2000
pg/ml. Als Eichreihe diente BSA in den Konzentrationen von 0 — 1000 pg/ml.

Zur Proteinkonzentrationsbestimmung wurden 2 pl Zellextrakt mit 48 ul destilliertem
Wasser verdiinnt. Als Leerwert diente 2 ul Extraktionspuffer mit 48 ul destilliertem
Wasser. Die Proben und die Leerprobe wurden mit 1 ml Farbreagenz gemischt, welches
zu 50 Teilen aus Reagenz A und einem Teil aus Reagenz B besteht. Anschlieend
kamen die Proben fiir 30 Minuten in ein 37°C warmes Wasserbad. Je nach Proteingehalt
verfirbten sich die Probe von griin nach violett. Danach wurden die Proben in Kiivetten
iberfiihrt und die Absorption im Photometer bei 562 nm bestimmt. Die Berechnung der

Proteinkonzentration in pg/ml war nun anhand der Eichreihe moglich.

3.5.3 SDS-PAGE

Durch die SDS-PAGE wurden die im Gesamtzellextrakt enthaltenen Proteine ihrer
GroBe nach aufgetrennt. Verwendet wurden Fertiggele, die nach dem Auspacken in
destilliertem Wasser gespiilt wurden. Danach wurde das Gel in die Gelkammer
eingesetzt, welche mit Laufpuffer gefiillt in den Kiihlschrank gestellt wurde.
Anschlieend wurden 20 oder 30 pg Zellextrakt mit 5 ul 5xProbenpuffer versetzt und
mit destilliertem Wasser auf 25 ul Gesamtvolumen aufgefiillt. Die Proben wurden
durchmischt, kurz bei 4°C zentrifugiert und dann fiir 5 Minuten in ein kochendes
Wasserbad gestellt, um eine Denaturierung der Proteine zu erreichen. Nach dem
Aufkochen wurden die Proben sofort auf Eis gestellt und nochmals fiir eine Minute bei
4°C und 13000 rpm zentrifugiert. Im Anschluss daran wurden die Proben in die
Geltaschen pipettiert. Dabei wurde je eine Geltasche mit einem Farb-
Molekulargewichtsmarker (Kaleidoskop) und einem ECL-Molekulargewichtsmarker
(Magic Mark) beladen. Der sichtbare Farbmarker zeigte die Proteinauftrennung im Gel
und anschlieBend die Effizienz des Blots an. Der andere Marker wurde erst unter der
Reaktion mit ECL sichtbar und diente dazu das Molekulargewicht der einzelnen
Proteinbanden bestimmen zu konnen. Die gelelektrophoretische Auftrennung der
Proteine erfolgte mit der Sammelphase fiir 5 Minuten bei 100 V und der Trennphase mit

200 V fiir ca. 50 Minuten.
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3.5.4 Western Blot (Proteintransfer)

Der Transfer der im Gel aufgetrennten Proteine erfolgte auf eine PVDF-
Tragermembran. Hierfir wurde die PVDF-Membran zunidchst auf Gelgrofe
zurechtgeschnitten, kurz in Methanol aktiviert, dann 5 Minuten in destilliertem Wasser
geschwenkt und 5 Minuten in Transferpuffer dquilibriert. Zwei Blotschwimme und
zwei auf GelgroBe zurechtgeschnittene Filterpapiere wurden ebenfalls in Transferpuffer
gelegt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel aus der Gelkammer herausgenommen,
der Gelplastikrahmen aufgebrochen und die Sammeltaschen und der untere Rand des
Gels entfernt. Das Gel wurde in Transferpuffer dquilibriert und anschlieBend mit Hilfe
eines Filterpapieres in die Blothalterung iiberfiihrt. Die Blotschichtung bestand aus
Schwamm, Filterpapier, Gel, Membran, Filterpapier und Schwamm. Diese wurde dann
so zwischen die Elektroden der Blotkammer gesteckt, dass die zur Anode wandernden
Proteine auf der Oberfliche der anliegenden PVDF-Membran gebunden werden. Die
Blotkammer wurde nun mit eisgekiihltem Transferpuffer gefiillt. Der Western Blot

erfolgte iiber Nacht bei einer Spannung von 10 V und einer Temperatur von 4°C.

3.5.5 Detektion und Auswertung der Proteinsignale

Nach dem Proteintransfer wurde eine Kontrollfarbung des Gels durchgefiihrt. Dafiir
wurde das Gel fiir 30 Minuten in Coomassie-Férbelosung geschwenkt, fiir eine Minute
in Methanol fixiert und anschlieend mit Entfarber entfirbt. Dadurch konnte man die im
Gel verbliebenen Proteine darstellen und auf die Qualitdt des Western Blots schlief3en.
Parallel dazu wurde die Membran mit TBS-Tween 20 gewaschen und danach fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur blockiert. Die Blockierung erfolgte mit Magermilch
und/oder BSA und diente dazu alle unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran
abzusittigen. Nach der Blockierung wurde die Membran einige Minuten in TBS-Tween
20 gewaschen und anschlieend mit dem ersten Antikorper tiber Nacht unter leichtem
Schwenken bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Membran mehrmals in TBS-
Tween 20 gewaschen bevor die Inkubation mit dem zweiten Antikorper fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur folgte. Nach einem erneuten Waschschritt wurde die Membran fiir
eine Minute mit dem ECL-Reagenz benetzt, welches zu gleichen Teilen aus ECL-
Reagenz 1 und 2 besteht. Dann wurde die Membran zwischen zwei durchsichtige
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Plastikfolien gelegt und das iiberschiissige ECL-Reagenz entfernt. Die Detektion der
Proteinsignale erfolgte iiber die Belichtung von lichtempfindlichen Rontgenfilmen und
mit einer lichtsensitiven Kamera (Night Owl). Die Kamera ermdoglicht die
Quantifizierung und die Auswertung der Proteinsignale durch Aufnahme der
Chemilumineszenz, die durch die Meerettichperoxidase-vermittelte (gekoppelt an den
zweiten Antikorper) Umwandlung des Substrats erzeugt wird. Die Zuordnung der
Proteinsignale @~ zu  den  jeweiligen  Proteinen = konnte = anhand  des
Molekulargewichtsmarkers bestimmt werden. Fiir die Auswertung mit der Software
Winlight wurden gleich grole Rahmen um die einzelnen Proteinsignale und deren
Hintergrund gelegt, in denen die abgegebene Lichtemission pro Flidche bestimmt wurde.
AnschlieBend wurden die Proteinsignale um das Hintergrundsignal korrigiert. Um
Messfehler durch unterschiedliche Gelbeladungen auszuschliefen, wurden die
korrigierten Proteinsignale durch die entsprechenden B-Actinsignale dividiert. Actin ist
ein Protein, welches unter allen Bedingungen konstant in der Zelle exprimiert wird. Um
die Aktivierung des EGF-Rezeptors und dessen Signalproteinen zu bestimmen, wurden
die korrigierten phosphorylierten Proteinsignale durch die korrigierten Proteinsignale
im Basallevel dividiert. Fiir die Detektion mehrerer Proteine auf der gleichen Membran

wurde das beschriebene Vorgehen mit dem jeweils spezifischen Antikorper wiederholt.

Tabelle 1: Nachweisbedingungen des EGFR (Basallevel und aktiviert)

Zielprotein EGFR Phospho-EGFR
Blockierung: 5%MM + 5%BSA 5%MM + 5%BSA
1h bei RT
1.Waschen 1xkurz, 5x5min 1xkurz, 5x5min
1.AK Anti-EGFR Anti-Phosphotyrosine MAb = PY20
Uber Nacht (4°C) aus Kaninchen aus Maus
Cell Signalling BD Biosciences Pharmingen
#2232 #610000
1:2000 (5%BSA) 1:1 000 (5%BSA)
2.Waschen 1xkurz, 5x5min 1xkurz, 5x5min
2.AK Anti-Kaninchen Anti-Maus
1h bei RT Amersham: NA934 Amersham: NA931
1:1500 (5%BSA) 1:000 (5%BSA)
3.Waschen 1xkurz, 5x5min 1xkurz, 6x5min
Molekulargewicht | ~ 170 kDa ~ 170 kDa
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Tabelle 2: Nachweisbedingungen der DNA-Reparaturproteine

Zielprotein | DNA-PKcs XRCC1 Ku70 B-Actin Rad51
Blockierung | 10% MM 5% MM 10%MM 5% MM 15%MM
1h bei RT
1.Waschen 1xkurz, 1xkurz, 1xkurz, 1xkurz, 1xkurz,
1x10min 1x10min 1x10min 1x10min 1x10min
1.AK Anti-DNA- Anti-XRCC1 | Anti-Ku70 Anti-Actin | Anti-Rad51
PKcs aus aus Maus aus Maus aus
aus Kaninchen | Kaninchen Novus: Sigma Kaninchen
Calbiochem Serotec 2C3.11 A5441 Calbiochem
Ab-1/PC127 AHP832 NB 100-102 Ab-1/PC130
1:800 1:1000 1:1000 1:10000 1:3000
Inkubation: | (5%MM) (5%MM) (5% MM) (5%MM) (15%MM)
Uber Nacht Uber Nacht Uber Nacht 20 min Uber Nacht
(4°C) (4°0) (4°0) (RT) (4°0)
2.Waschen 1xkurz, 1xkurz, 1xkurz, 1xkurz, 1xkurz,
3%10min 3x10min 3x10min 3x10min 3x10min
2.AK Anti- Anti- Anti-Maus Anti-Maus | Anti-
1h bei RT Kaninchen Kaninchen Amersham: Amersham: | Kaninchen
Amersham: Amersham: NA931 NA931 Amersham:
NA934 NA934 NA934
1:1500 1:1500 1:000 1:000 1:1500
(5%MM) (5%MM) (5%MM) (5%MM) (5%MM)
3.Waschen 1xkurz, 1xkurz, 1xkurz, 1xkurz, 1xkurz,
4x15min 4x15min 4x15min 4%15min 4x15min
Molekular- | ~ 400 kDa ~90 kDa ~70kDa ~42 kDa ~ 38 kDa
gewicht
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Tabelle 3:

Nachweisbedingungen der EGFR-Signalproteine (Basallevel und

aktiviert)
Zielprotein AKT Phospho-AKT MAPK Phospho-MAPK
Blockierung: | 5%MM + 5%BSA | 5%MM + 5%BSA | 5%MM 5%BSA
1h bei RT
1.Waschen 1xkurz, 1xkurz, 1xkurz, 1xkurz, 5x5min
5x5min 5x5min 5x5min
1.AK Anti-AKT Anti-P-AKT Anti-MAPK Anti-P-MAPK
Uber Nacht (Serd73) (p44/42)
(4°C) aus Kaninchen aus Kaninchen aus Maus aus Kaninchen
Cell Signalling Cell Signalling Cell Signalling | Cell Signalling
#9272 #92728 #9107 #43708
1:1000 1:1000 1:1000 1:1000
(5%MM+5%BSA) | (5%BSA) (5%MM) (5%BSA)
2.Waschen 1xkurz, 1xkurz, 1xkurz, 1xkurz,
5x5min 5x5min 5x5min 5x5min
2.AK Anti-Kaninchen Anti-Kaninchen Anti-Maus Anti- Kaninchen
1h bei RT Amersham: Amersham: Amersham: Amersham:
NA934 NA934 NA931 NA934
1:2000
1:2000 1:2000 1:2000 (5%BSA)
(5%BSA) (5%BSA) (5%BSA)
3.Waschen 1xkurz, 1xkurz, 1xkurz, 1xkurz,
6x5min 6x5min 5x5min 5x5min
Molekularge | ~ 60 kDa ~ 60 kDa ~ 40 kDa ~ 40 kDa
wicht

3.6 Bestrahlung und Dosimetrie

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte mit einer Gulmay-Rontgenrdhre bei einem

Roéhrenstrom von 15 mA, einer Rohrenspannung von 200 kV und einem 0,5 mm

Kupferfilter. Die Zellen wurden mit einer Dosisleistung von 1,2 Gy/min bei

Raumtemperatur bestrahlt.
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3.7 Nachweis von residuellen DNA-Doppelstrangbriichen mittels YH2AX-Foci
Technik

Die durch die ionisierenden Strahlen erzeugten DNA-Doppelstrangbriiche (DSB)
wurden nach einer Reparaturzeit von 24 Stunden mittels YH2AX-Foci Technik
nachgewiesen.

Diese Technik macht sich zunutze, dass die DNA um basische Proteine, die Histone,
gewickelt ist. Der Komplex aus DNA und Histonen wird als Chromatin bezeichnet. Die
kleinste Untereinheit des Chromatins ist das Nucleosom, welches aus je zwei Kopien
der Histone H2A, H2B, H3 und H4 besteht, um das die DNA 1,8-mal gewickelt ist. Das
Histon HI ist an der Bildung des Nucleosom nicht beteiligt, sondern lagert sich von
auBlen an die DNA (Loffler, 2002).

Zum indirekten Nachweis von DSBs eignet sich das Histon H2AX. Es macht etwa 10%
der H2A Fraktion aus und ist innerhalb des Chromatins gleichméBig verteilt (van
Attikum et al., 2005). Entsteht ein DSB, so werden innerhalb weniger Minuten mehrere
Tausend H2AX im Bereich von mehreren Megabasenpaaren um den Bruch am Ser139
phosphoryliert. Die phosphorylierte Form von H2AX wird als YH2AX bezeichnet. Da
die YH2AX im Bereich des Bruchs in so gehédufter Zahl auftreten, konnen sie nach einer
Féarbung mit spezifischen Antikorpern in der Fluoreszenzmikroskopie in Form von Foci
sichtbar gemacht werden. Dabei bindet der erste Phosphorylierungs-spezifische
Antikorper an YH2AX. Der zweite Antikorper ist gegen das Fc-Fragment des ersten
Antikorpers gerichtet und mit dem fluoreszierenden Farbstoff Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) gekoppelt, der mit den entsprechenden Fluoreszenzfiltern im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar wird. Bei dieser Fiarbung spiegelt ein YH2AX-Focus
einen DSB wieder. Mit zunehmender Reparaturzeit nimmt die Zahl YH2AX-Foci im
Zellkern aufgrund der mit der Reparatur der DSBs einhergehenden Dephosphorylierung
ab.

3.7.1 yYH2AX Firbung

Fir die YH2AX Firbung wurden 5 Tage vor Priparation 400.000 Zellen in 3 ml
Medium pro Culture Slide angesetzt. Nach einer Wachstumszeit von 4 Tagen wurden
die Zellen fiir die Bestrahlung aus dem Brutschrank entnommen. War eine Beimpfung
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mit dem EGFR-Inhibitor Erlotinib vorgesehen, wurde diese 2 Stunden vor Bestrahlung
durchgefiihrt. AnschlieBend hatten die Zellen 24 Stunden Zeit, um ihre DSB zu
reparieren, bevor das Medium abgesaugt und die Zellen auf dem Slide fixiert wurden.
Die Fixierung erfolgte in 2% Formaldehyd in 1xPBS bei RT fiir 15 Minuten und fiihrte
dazu, dass die Zellen in ihrem Zustand unveridndert blieben. Nach dreimaligem
Waschen in 1xPBS folgte die Permeabilisierung der Zellmembran mit 0,2% Triton X-
100 in 1xPBS + 1% BSA fiir 5 Minuten auf Eis, wodurch die Zellmembran fiir die
Antikorper durchlidssig wurde. Ab jetzt wurde im Dunkeln gearbeitet. Um unspezifische
Antigenstrukturen zu beseitigen, wurden die Zellen in 1XPBS + 3% BSA fiir eine
Stunde bei RT blockiert. AnschlieBend wurden die Zellen in einer Feuchtkammer mit
50 ul der ersten Antikorper-Losung (anti-yH2AX, 1:100 in 1xPBS + 1% BSA + 0,5%
Tween 20) tiberschichtet und mit einem Plastikdeckgldschen versehen. Nach einer
einstiindigen Inkubationszeit bei RT wurde der nicht gebundene Antikdrper durch 3x10
miniitiges Waschen mit 1XPBS + 1% BSA + 0,5% Tween 20 entfernt. Danach erfolgte
die Inkubation des zweiten fluoreszenzmarkierten Antikorpers fiir eine Stunde bei RT.
Dafiir wurden die Zellen in der Feuchtekammer mit 50 pl der zweit Antikdrper-Losung
(Alexafluor 594, 1:600 in 1xPBS + 1% BSA + 0,5% Tween 20) versehen und mit
Plastikdeckgldschen bedeckt. AnschlieBend wurden die Slides mit 0,5% Tween 20 in
1xPBS 4x10 Minuten gewaschen. Die Gegenfirbung der Zellkerne erfolgte mit DAPIL
Dafiir wurden die Slides mit 15 pul DAPI versehen, mit Glasdeckglidschen bedeckt und
zwischen einen Trockenblock gelegt, um iiberschiissiges DAPI herauszudriicken.
AbschlieBend wurden die Slides mit Nagellack versiegelt und konnten so bis zur

Auswertung im Dunkeln bei 4°C im Kiihlschrank gelagert werden.

3.7.2 Auswertung der YH2AX-Foci

Die kodierte Auswertung der YH2AX-Foci erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss)
mit dem Filter 5 (FITC) und 6 (FITC, DAPI) und einer 100 fachen Vergroflerung. Pro
Slide wurden die Foci von 100 Zellen ausgezihlt. Dabei wurde das Priparat
mianderféormig durchsucht und es wurden alle Zellen pro Blickfeld ausgezihlt.
Voraussetzung dafiir war, dass pro Blickfeld mindestens eine Zelle einen Focus hatte,

so konnte man davon ausgehen, dass an dieser Stelle die Fiarbung korrekt funktioniert

29



hat. Zellen mit 0-29 Foci wurden einzeln ausgezihlt. Zellen mit mehr als 30 Foci

wurden nicht genauer ausgezihlt, sondern mit 30 Foci/Zelle angegeben.
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4. ERGEBNISSE
4.1 EGFR-Expression

Die unterschiedliche EGFR-Expression der vier MDA-MB-468 Zelllinien wurde zu
Beginn der Arbeit mittels Western Blot iiberpriift. Hierzu wurden Gesamtzellextrakte
der Zelllinien (unter den entsprechenden Standardkultivationsbedingungen gewachsen)
mit der SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und der EGFR mittels Western Blot
detektiert. Um unterschiedliche Gelbeladungen auszuschlieen, wurde die Expression
von B-Actin mitbestimmt.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 dargestellt und zeigen, dass bei gleicher
Gelbeladung starke Unterschiede in der EGFR-Expression zwischen den Zelllinien
bestehen. Die MDA-MB-468-W'T Zelllinie (WT) zeigt dabei die stidrkste (10 fache) und
die MDA-MB-468-+EGF Zelllinie (+EGF) die schwichste (1 fache) EGFR-Expression.
Die MDA-MB-468-0107 Zelllinie (0107) und MDA-MB-468-0106 Zelllinie (0106)
befinden sich dazwischen und haben eine 1,7 fache und 8,6 fache EGFR-Expression.

MDA-VB-4168
wT +EGF 0107 0106

o [N W

P-ACHN | e . » S——— W —

Abb.9: EGFR-Expression der vier MDA-MB-468 Zelllinien

20 pug Gesamtzellextrakt wurden von jeder Zelllinie (unter Standardkultivation gewachsen)
eingesetzt und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Expression des EGFR wurde mittels
Western Blot detektiert. Der Nachweis von B-Actin diente als Kontrolle zur gleichméBigen
Gelbeladung.

4.2 Wachstumskinetik

Das Wachstumsverhalten der vier MDA-MB-468 Zelllinien wurde zunichst unter den
Standardkultivationsbedingungen mit einer Wachstumskurve fiir jede Zelllinie
untersucht. Da die +EGF Zelllinie als einzige standardmifig in EGF-haltigem Medium

kultiviert wurde, wurde zusitzlich der Einfluss des EGF im Medium auf das
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Wachstumsverhalten der iibrigen Zellen untersucht. Parallel dazu wurde auch der
Entzug des EGF aus dem Medium der +EGF Zelllinie auf ihr Wachstumsverhalten
bestimmt. Es wurden jeweils 1x10° Zellen pro 25cm? Zellkulturflasche mit und ohne
EGF-Zugabe (5 nM) ausgesidt und im Brutschrank kultiviert. Im Abstand von 24
Stunden wurde die Zellzahl bestimmt.

Abbildung 10 zeigt die Wachstumskinetik der vier MDA-MB-468 Zelllinien mit und
ohne EGF Zugabe ins Medium. Alle vier Zelllinien zeigen unter Standardkultivation ein
dhnliches Wachstumsverhalten. Die Zellzahl steigt bei allen mit der Zeit an, wobei die
WT Zelllinie mit ca. 250.000 Zellen am Tag 5 und ca. 800.000 Zellen am Tag 9 am
langsamsten wéchst. Die schnellste Wachstumskinetik zeigen die 0107 und 0106
Zelllinien, die am Tag 5 ca. 900.000 Zellen und am Tag 9 ca. 1.500.000 Zellen
aufweisen. Die +EGF Zelllinie liegt mit ihrer Wachstumskinetik zwischen der WT
Zelllinie und den 0107/0106 Zelllinien. Der Entzug des EGF aus dem Medium der
+EGF  Zelllinie  verursacht kein  verdndertes = Wachstumsverhalten.  Die
Wachstumskurven der +EGF Zelllinie mit und ohne EGF Stimulation sind nahezu
identisch.

Die EGF Zugabe bringt keine Verinderung der Wachstumskinetik bei der 0107
Zelllinie. Im Gegensatz dazu fiihrt die EGF Zugabe bei der WT und der 0106 Zelllinie
zu einem deutlichen antiproliferativen Effekt. Die Zellzahl der beiden Zelllinien nimmt
mit der Zeit nicht zu, sondern bleibt relativ konstant bei ca. 50.000 Zellen. Aufgrund
dieses antiproliferativen Effekts und der Tatsache, dass die +EGF Zelllinie ihr
Wachstumsverhalten durch den EGF Entzug aus dem Medium nicht éndert, wurden im

weiteren Verlauf der Arbeit alle Versuche ohne EGF Zugabe im Medium durchgefiihrt.

1.0x107g
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0106 -EGF
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Abb.10: Wachstumskinetik der MDA-MB-468 Zelllienen +/- EGF- Zugabe (5 nM)
Es wurden 1x10° Zellen pro 25cm? Zellkulturflasche mit und ohne EGF-Zugabe (5 nM) zum
Zeitpunkt 0 ausgesit. Die Zellzahlbestimmung erfolgte alle 24 Stunden mittels Coulter Counter.
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4.3 Zellzyklus-Analyse

Fiir die weitere Charakterisierung der Zellen wurde die Zellzyklusverteilung der
Zelllinen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Dafiir wurden die Zelllinien unter
deren Standardkultivationsbedingungen eingesetzt, nach gleicher Wachstumszeit
geerntet, fixiert und mit dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (PI)
gefirbt. AnschlieBend erfolgte die Messung mit dem Flusszytometer FACScan. Dabei
emittiert jede Zelle Fluoreszenzlicht, das proportional zu ihrem DNA-Gehalt ist. Da
Zellen in der G1-Phase einen einfachen, in der S-Phase einen erhohten und in der G2-
Phase einen doppelten DNA-Gehalt haben, ist es moglich Riickschliisse auf ihre
Zellzyklusverteilung zu ziehen.

In Tabelle 1 sind die ausgewerteten Daten der Zellzyklus-Analyse jeder Zelllinie
dargestellt. Die Zellzyklusverteilung der vier Zelllinien ist sehr @hnlich mit einem
Anteil von ca. 62% in der G1-Phase, ca. 23% in der S-Phase und ca. 16% in der G2-
Phase.
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Tab. 1: Zellzyklusverteilung der MDA -MB-468-Zelllinen

Die Zellen (unter Standardkultivation gewachsen) wurden geerntet, fixiert und mit dem
Fluoreszenzfarbstoff =~ Propidiumiodid (PI) gefdarbt. Die Messung erfolgte mit dem
Flusszytometer FACScan. In die Auswertung gingen 5.000 Zellen pro Zellline ein.

4.4 Expression und Aktivierung von EGFR und EGFR-abhingigen

Signalproteinen

Die Expression und Aktivierung/Phosphorylierung von zwei wichtigen EGFR-
abhingigen Signalproteinen, AKT und MAPK, wurde fiir die vier MDA-MB-468
Zelllinien mittels Western Blot bestimmt. Zusétzlich wurde auf der gleichen Membran
die EGFR-Expression und Aktivierung nachgewiesen. Die Detektion von B-Actin diente
als Kontrolle fiir gleiche Gelbeladung. Es wurden Gesamtzellextrakte der Zellen ohne

EGF-Zusatz im Medium eingesetzt, mittels Gelelekrophorese aufgetrennt und mittels
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Western Blot auf eine Membran iibertragen. Die basale Expression von EGFR, AKT
und MAPK sowie die aktivierte Form als P-EGFR, P-AKT und P-MAPK wurden mit
Hilfe spezifischer/phospho-spezifischer Antikdrper mit der Immunreaktion detektiert.
Es sollte untersucht werden, ob sich der Unterschied in der EGFR-Expression der vier
Zelllinien zum einen auf die Aktivierung des EGFR und zum anderen auf die
Expression und Aktivierung davon abhingiger Signalproteine AKT und MAPK
tibertragt.

In Abbildung 11A ist die Expression und Phosphorylierung der Proteine in einem
exemplarischen Western Blot abgebildet. Die Abbildung 11B zeigt den aus zwei
unabhédngigen Versuchen gemittelten Proteinbasallevel von EGFR, AKT und MAPK
der vier Zelllinien, das um den Hintergrund korrigiert und auf f-Actin normiert wurde.
Die Proteinphosphorylierung ist in Abbildung 11C dargestellt, hierbei sind die um den
Hintergrund korrigierten phosphorylierten Proteinsignale P-EGFR, P-AKT und P-
MAPK durch die korrigierten Proteinsignale im Basallevel dividiert und aus zwei
unabhéngigen Experimenten gemittelt.

Aus Abbildung 11A und B wird deutlich, dass sich der starke Unterschied in der EGFR-
Expression zwischen den vier Zelllinien nicht in der Expression der Signalproteine
AKT und MAPK fortsetzt. Obwohl die +EGF und die 0107 Zelllinien eine um den
Faktor 7 reduzierte EGFR-Expression gegeniiber den WT und 0106 Zelllinien
aufweisen, kann man entsprechende Unterschiede nicht in der Expression von AKT
und MAPK beobachten.

Die Abbildung 11C zeigt, dass sich der starke Unterschied in der EGFR-Expression der
Zelllinien auch auf die Phosphorylierung des EGFR (P-EGFR) iibertrigt. Die WT und
0106 Zelllinien, die eine 7 fache EGFR-Expression haben, weisen eine entsprechend
stirkere EGFR-Phosphorylierung (9 fach) auf. Die +EGF und die 0107 Zelllinien, die
eine 1 fache EGFR-Expression zeigen, haben dementsprechend eine schwache
Phosphorylierung des EGFR (0,4 fach).

Zum anderen wird zusitzlich deutlich, dass sich die unterschiedliche EGFR-
Aktivierung nicht auf die Aktivierung von AKT (P-AKT) und MAPK (P-MAPK)
tibertrdgt. Unter Beriicksichtigung der Standardabweichung ist die Phosphorylierung
von AKT (P-AKT) und MAPK (P-MAPK) innerhalb der vier Zelllinien relativ

konstant.
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Abb.11A:  Expression und Aktivierung von EGFR und den EGFR-abhingigen
Signalproteinen AKT und MAPK

30 pug Gesamtzellextrakt wurden von jeder Zelllinie (gewachsen ohne EGF-Zusatz im Medium)
eingesetzt und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Expression von EGFR, AKT und MAPK
(Basallevel) sowie deren Phosphorylierung P-EGFR, P-AKT und P-MAPK wurde mittels
Western Blot detektiert. B-Actin wurde als Beladungskontrolle verwendet.
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Abb. 11B: Basallevel von EGFR, AKT und MAPK

Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung aus 2 unabhéngigen Western Blot
Experimenten. Die Proteinsignale wurden um den Hintergrund korrigiert und auf pB-Actin
normiert.
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Abb. 11C: Aktivierung/Phosphorylierung von EGFR, AKT und MAPK

Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung aus 2 unabhéngigen Western Blot
Experimenten. Es wurden die um den Hintergrund korrigierten phosphorylierten Proteinsignale
P-EGFR, P-AKT und P-MAPK durch die korrigierten Proteinsignale im Basallevel dividiert.

4.5 Expression von DNA-Reparaturproteinen

Die Expression der DNA-Reparaturproteine DNA-PKcs, Ku70, XRCC1 und Rad51
wurde bei den vier MDA-MB-468 Zelllinien mittels Western Blot untersucht.
Zusitzlich wurde auf der gleichen Membran die EGFR-Expression nachgewiesen. Die
Detektion von B-Actin diente als Kontrolle fiir gleiche Gelbeladung. Es wurden
Gesamtzellextrakte der Zellen (gewachsen ohne EGF-Zusatz im Medium) eingesetzt,
mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und die Proteine mittels Western Blot detektiert.
Es sollte untersucht werden, ob das Ausmaf der EGFR-Expression die
Expressionsstirke der Reparaturproteine beeinflusst. In Abbildung 12A ist die
Expression von EGFR und den DNA-Reparaturproteinen DNA-PKcs, Ku70, XRCC1
und Rad51 in einem exemplarischen Western Blot dargestellt. Abbildung 12B zeigt die
aus drei unabhéngigen Experimenten ausgewerteten Daten, die um den Hintergrund
korrigiert und auf -Actin normiert sind.

Aus den Abbildungen 12A und B geht hervor, dass trotz der groBen Unterschiede in der
EGFR-Expression der vier Zelllinien die Expression der untersuchten DNA-
Reparaturproteine relativ konstant ausgeprigt ist. Die +EGF und die 0107 Zelllinien

weisen eine wie in Abbildung 11B &hnlich reduzierte EGFR-Expression gegeniiber der
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WT und der 0106 Zelllinien auf. Alle Zelllinien exprimieren anndhernd gleich viel
DNA-PKcs und XRCC1 und die Rad51-Expression ist unter Beriicksichtigung der
Standardbedingungen innerhalb der Zelllinien relativ dhnlich. Die Expression von Ku70
scheint bei den Zelllinien +EGF und 0107 (exprimieren wenig EGFR) um Faktor 1,7
und 1,5 erhoht gegeniiber der WT Zelllinie.

MDA -MB-4638-

+EGF 0107 0106
-EGF -EGF -EGF

WT
-EGF
eorr | | -
DNA-PIKCS | " | Sl | S | S—
— | — | | —
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e
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Abb.12A: Expression von EGFR und den DNA-Reparaturproteinen DNA-PKcs, Ku70,
XRCC1 und Rad51

Es wurden 20 pg Gesamtzellextrakt von jeder Zelllinie (gewachsen ohne EGF-Zusatz im
Medium) eingesetzt und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden mittels Western
Blot detektiert. B-Actin diente als Beladungskontrolle.
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Abb. 12B: Expression von EGFR und den DNA-Reparaturproteinen DNA-PKcs, Ku70,
XRCC1 und Rad51

Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung aus 3 unabhéngigen Western Blot
Experimenten. Die Proteinsignale wurden um den Hintergrund korrigiert und auf B-Actin
normiert.
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4.6 Reparatur strahleninduzierter Doppelstrangbriiche

Die Reparatur strahleninduzierter Doppelstrangbriiche (DSBs) wurde bei den vier
Zelllinien mit der YH2AX Foci Technik nachgewiesen. Dafiir wurden die Zellen mit
einer Strahlendosis von 0, 2, 4 und 6 Gy bestrahlt und hatten anschlieend 24 Stunden
Zeit ihre DSBs zu reparieren. Danach wurden die Zellen entsprechend dem
methodischen Protokoll prépariert, bevor die kodierte Auswertung der yYH2AX-Foci am
Fluoreszenzmikroskop erfolgte.

Es sollte untersucht werden, ob sich die Zellen in der Reparatur strahleninduzierter
DSBs unterscheiden. Abbildung 13 zeigt immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
von unbestrahlten WT Zellkernen (a) und von WT Zellkernen nach 24-stiindiger
Reparaturzeit, die mit 2 Gy b, 4 Gy (c) und 6 Gy (d) bestrahlt wurden. Dabei sind die
vyH2AX Foci rosa gefirbt und die DNA mit DAPI blau gegengefirbt. Die Aufnahmen
zeigen, dass die Anzahl der YH2AX Foci mit steigender Strahlendosis zunimmt und
dass auch in unbestrahlten Zellen spontan auftretende YH2AX Foci nachweisbar sind. In
Abbildung 14A ist die Anzahl der durchschnittlichen YH2AX Foci pro Zelle aus
mindestens 3 unabhiingigen Versuchen in Abhingigkeit von der Strahlendosis fiir jede
Zelllinie dargestellt. Die Abbildung 14B zeigt die Anzahl der YH2AX Foci pro Zelle aus
Abbildung 13B mit Abzug der spontan auftretenden YH2AX Foci bei 0 Gy. Die
unbestrahlten Zellen zeigen spontan durchschnittlich zwischen 0,5 (WT und 0106) und
1 Focus (+EGF und 0107) pro Zelle. Nach dem Abzug des Hintergrundes zeigen die mit
2 Gy bestrahlten Zellen durchschnittlich 4 Foci pro Zelle, wobei die +EGF Zelllinie mit
5 Foci pro Zelle minimal mehr residuelle DSBs aufweist und die 0106 Zelllinie mit 2
Foci pro Zelle etwas weniger hat. Dieser sich leicht andeutende Trend, dass die +EGF
Zelllinie, die wenig EGFR exprimiert auch schlechter repariert als die viel EGFR-
exprimierende Zelllinie 0106, wird bei 4 und 6 Gy nicht beobachtet. Die Zellen, die mit
einer Dosis von 4 Gy bestrahlt wurden, zeigen nach Hintergrund-Abzug
durchschnittlich 14 Foci pro Zelle. Unter Beriicksichtigung der Standardabweichung
gibt es hier keine wesentlichen Unterschiede in der Anzahl der YH2AX Foci zwischen
den Zelllinien. Die mit 6 Gy bestrahlten Zellen haben nach Abzug des Hintergrundes
durchschnittlich 21 Foci pro Zelle, wobei die WT und +EGF Zelllinien mit 23 und 22
Foci pro Zelle, einige Foci mehr haben als die 0107 und 0106 Zelllinien, die beide im
Durchschnitt 20 Foci pro Zelle aufweisen. Die Auswertung der YH2AX Foci bei 6 Gy
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konnte jedoch Ungenauigkeiten enthalten, da bei dieser hohen Foci Anzahl die

einzelnen Foci zum Teil nicht optimal voneinander differenziert werden konnten.

)

(%]

Abb. 13: Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von YH2AX Foci in MDA-MB-

468-WT Zellen

Die Zellen wurden mit O (a), 2 (b), 4 (c), 6 (d) Gy bestrahlt und nach 24 Stunden Reparatur
fixiert. AnschlieBend folgte die Farbung von YH2AX (rosa). Die DNA wurde mit DAPI (blau)
gegengefiarbt und stellt die Zellkerne dar. Die Aufnahmen wurden bei 100 facherer

Vergrofierung am Mikroskop gemacht.
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Abb. 14A und B: Doppelstrangbruchreparatur in Abhiangigkeit von der Strahlendosis

Die Reparatur strahleninduzierter DSBs wurde mittels der yYH2AX Foci Technik nachgewiesen.
A stellt Mittelwert und Standardabweichung der yYH2AX Foci aus mindestens 3 unabhingigen
Versuchen dar. Dafiir wurden die Zellen mit 0-6 Gy bestrahlt und nach 24-stiindiger
Reparaturzeit entsprechend dem methodischen Protokoll pripariert, bevor die kodierte
Auswertung der YH2AX Foci am Fluoreszenzmikroskop erfolgte. B stellt den Mittelwert der
vyH2AX Foci nach Abzug der spontan auftretende YH2AX Foci bei 0 Gy dar.
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4.7 Reparatur strahleninduzierter DSBs nach Inhibition des EGFR mittels
Erlotinib

Um den Einfluss des EGFR-Tyrosinkinaseinhibitors Erlotinib auf die Reparatur
strahleninduzierter DSBs in den vier MDA-MB-468-Zelllinien zu untersuchen, wurden
die Zellen 2 Stunden vor Bestrahlung mit verschiedenen Erlotinib Konzentrationen
behandelt. Zur Kontrolle wurde stattdessen DMSO zum Medium hinzugefiigt. Nach
Bestrahlung und 24-stiindiger Reparaturzeit (in Anwesenheit des Inhibitors) wurden die
Zellen entsprechend dem methodischen Protokoll prépariert und die kodierte
Auswertung der YH2AX Foci wurde am Fluoreszenzmikroskop durchgefiihrt. In
Abbildung 15 ist die Anzahl der durchschnittlichen YH2AX Foci pro Zelle in
Abhingigkeit von der Strahlendosis (0, 2 und 4 Gy) und der Erlotinib Konzentrationen
(1, 2, 5, und 10 uM) fiir jede Zelllinie dargestellt.

Die unbestrahlten Zellen der viel EGFR exprimierenden Zelllinien (WT und 0106)
haben ohne Erlotinib-Behandlung spontan durchschnittlich 0,5 und 0,6 Focus pro Zelle.
Die unbestrahlten Zellen der wenig EGFR exprimierenden Zelllinien (+EGF und 0107)
haben ohne Erlotinib-Behandlung spontan durchschnittlich 1,3 und 1,2 Foci pro Zelle.
Damit ist der Trend, dass +EGF und 0107 minimal mehr Foci haben als WT und 0106,
vergleichbar mit den Ergebnissen aus Abbildung 14A. Die Erlotinib-Behandlung (in
allen getesteten Konzentrationen 1, 2, 5, 10 uM) fiihrt spontan in allen vier Zelllinien zu
keiner Verdnderung des Foci-Basallevels. Die alleinige Bestrahlung der Zellen mit 2
und 4 Gy weist einen dhnlichen Verlauf wie in Abbildung 14A auf. Durch die Erlotinib-
Behandlung mit allen getesteten Konzentrationen (1, 2, 5, und 10 uM) wird die
Reparaturkapazitit strahleninduzierter DSBs in den vier Zelllinien nicht verdndert.
Dabei zeigen die mit 2 Gy bestrahlten WT und 0106 Zelllinien nach Hintergrund-Abzug
durchschnittlich 1,7 und 1,4 und die +EGF und 0107 Zelllinien 2,2 und 2,6 Foci pro
Zelle. Somit haben bei 2 Gy die wenig EGFR exprimierenden Zelllinien (+EGF und
0107) ca. 1 Focus mehr als die viel EGFR exprimierenden Zelllinien (WT und 0106).
Dieser Trend wird bei 4 Gy und Hintergrund-Abzug nicht mehr beobachtet. Die WT
und 0106 Zelllinien haben durchschnittlich 14 und 13 und die +EGF und 0107
Zelllinien 16 und 14 Foci pro Zelle.

Bei allen vier MBA-MB-468-Zellinen hat der EGFR-Inhibitor Erlotinib keinen Einfluss

auf die Reparatur strahleninduzierter DSBs. Es konnte keine verdnderte Anzahl
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residueller DSBs nach Erlotinib-Behandlung in allen getesteten Konzentrationen

beobachtet werden.
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Abb. 15: Reparatur strahleninduzierter DSBs nach EGFR-Inhibition mittels Erlotinib

Die Reparatur strahleninduzierter DSBs wurde mittels der YH2AX Foci Technik mit und ohne
Erlotinib-Behandlung nachgewiesen. Dargestellt ist die durchschnittliche Anzahl der YH2AX
Foci aus einem Versuch. Dafiir wurden die Zellen mit 1, 2, 5, 10 uM Erlotinib bzw. DMSO fiir
2 Stunden vorinkubiert und mit O, 2 und 4 Gy bestrahlt. Nach 24-stiindiger Reparaturzeit
wurden die Zellen entsprechend dem methodischen Protokoll prépariert und es folgte die
kodierte Auswertung der yH2AX-Foci am Fluoreszenzmikroskop.
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5. DISKUSSION
5.1 Variationen der EGFR-Genamplifikation

Die Arbeitsgruppe von Herrn Prof. B. Brandt (Tumorbiologie, UKE) konnte
beobachten, dass eine lang andauernde (> zwei Jahre) Kultivation in hitzeinaktiviertem
Medium mit definierter Zugabe von 5 nM EGF bei jeder Passage zu einer Reduktion
der urspriinglich sehr hohen EGFR-Genamplifikation (~30 fach) bei der humanen
Brustkrebszelllinie MDA-MB-468-WT (WT) fiihrte. Entzog man dieser EGFR
supprimierten MDA-MB-468-+EGF Zelllinie (+EGF) (~2-3 fache EGFR-
Genamplifikation) nun wieder EGF aus dem Medium, wurde eine erneute Zunahme der
EGFR-Genamplifikation beobachtet. In Abhédngigkeit vom Zeitpunkt des EGF-Entzugs
entstanden zuerst die MDA-MB-468-0106 Zelllinie (0106) (~13,5 fache EGFR-
Genamplifikation) und dann die MDA-MB-468-0107 Zelllinie (0107) (~2,5-3,5 fache
EGFR-Genamplifikation). Der dafiir zugrunde liegende Entstehungsmechanismus ist
noch nicht genau geklirt und Thema intensiver Untersuchungen (Theorie der ,.fragile
sites®).

Ahnliche Beobachtungen wurden bereits in der Literatur beschrieben, die zeigen, dass
einige EGFR-iiberexprimierende Zelllinien durch EGF in ihrer Proliferation gehemmt
werden und dass Zellkolonien, die nach langfristiger EGF-Zugabe resistent gegeniiber
EGF-induzierter Wachstumshemmung sind, einen Verlust des amplifizierten EGFR-
Gens aufweisen (Hirai et al., 1988). Studien mit EGFR-iiberexprimierenden Zelllinien
wie der epidermalen A431 Zelllinie (Gill et al., 1985), der Plattenepithelzelllinie NA
(Hirai et al., 1988) und der in meiner Arbeit untersuchten MDA-MB-468 Zelllinie
(Filmus et al.,, 1987) konnten ebenfalls eine EGF-vermittelte Abnahme der EGFR-
Expression durch den Verlust des amplifizierten EGFR-Gens beobachten.

Die Variationen in der EGFR-Genamplifikation bei den in meiner Arbeit untersuchten
vier MDA-MB-468 Zelllinien fiihrten, wie erwartet zu Unterschieden in der EGFR-
Proteinexpression. So wurde bei den WT und 0106 Zelllinien, die eine hohe EGFR-
Genamplifikation haben, eine 7,5 fache und 7,0 fache EGFR-Proteinexpression mittels
Western Blot nachgewiesen. Die Zelllinien +EGF und 0107, mit der niedrigen EGFR-
Genamplifikation, zeigten dagegen eine 1,2 fache und 1,7 fache EGFR-

Proteinexpression im Western Blot.
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5.2 Einfluss der EGFR-Expressionsmenge
5.2.1 Zellproliferation

Die Funktion des EGFR ist die Vermittlung von Wachstumssignalen (Nyati et al.,
2006), daher wurde mittels einer Wachstumskurve fiir jede Zelllinie untersucht, ob die
EGFR-Expressionsmenge Einfluss auf das Wachstumsverhalten der Zellen hat. Da die
+EGF Zelllinie als einzige standardmiBig in EGF-haltigem Medium (5 nM) kultiviert
wird, wurde das Wachstumsverhalten der vier Zelllinien zum einen nur in
hitzeinaktiviertem Medium (Standardkultivationsbedingung von drei Zelllinien) und
zum anderen in hitzeinaktiviertem Medium mit EGF-Zugabe (5 nM) bestimmt.

Die Ergebnisse aus 4.2 zeigen, dass alle vier Zelllinien in hitzeinaktiviertem Medium
(ohne EGF) ein dhnliches Wachstumsverhalten aufweisen. Die Zellzahl stieg bei allen
Zelllinien mit der Zeit an, wobei die 0107 und 0106 Zelllinien am schnellsten
gewachsen sind, gefolgt von der +EGF und der WT Zelllinie. Diese Ergebnisse zeigen,
dass die EGFR-Expressionsmenge in diesen Zellen keinen grofleren Einfluss auf die
Proliferation nimmt. Ein moglicher Grund dafiir konnte das hitzeinaktivierte Medium
sein, in dem wenig aktive Liganden vorhanden sind, wodurch in den viel EGFR-
exprimierenden Zelllinien (WT und 0106) nicht alle EGFR-Bindungsstellen besetzt und
alle Rezeptoren aktiviert werden konnten, so dass sich kein EGFR-abhingiger Effekt
zeigen konnte. Der Einsatz von FKS-Medium ohne Hitzeinaktivierung hitte
moglicherweise zu Unterschieden im Wachstumsverhalten gefiihrt.

Der Effekt von EGF, dem natiirlichen Liganden des EGFR, auf die Proliferation der
Zelllinien war  zunichst iiberraschend. = Normalerweise hat EGF eine
proliferationsfordernde Wirkung (Schlessinger et al., 1983). Die Zugabe von 5 nM EGF
zeigte jedoch bei den wenig EGFR-exprimierenden Zelllinien (+EGF und 0107) kein
verdndertes Wachstumsverhalten. Die Wachstumskurven waren mit und ohne EGF
Inkubation nahezu identisch. Bei den viel EGFR-exprimierenden Zelllinien (WT und
0106) fiihrte die EGF Zugabe sogar zu einem deutlichen antiproliferativen Effekt.
Dieses Resultat konnte darauf zuriickzufithren sein, dass EGFR iiberexprimierende
Zellen bereits maximal aktiviert sind und keine weiteren Stimulationen bendtigen. Die
Zugabe von EGF konnte somit zu Uberreaktionen und Fehlregulationen der EGFR-
Signalwege fiihren, die sich dann antiproliferativ oder apoptotisch auswirken. Wihrend

meiner Arbeit konnte ich beobachten, dass die EGF-Zugabe bei den EGFR-
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tiberexprimierenden Zelllinien (WT wund 0106) nicht zu einem vermehrten
Abschwimmen der Zellen gefiihrt hat, was ein Hinweis auf Apoptose gewesen wire,
sondern zu einer Proliferationshemmung mit ruhenden Zellen (méoglicherweise
Zellzyklus-Arrest) fiihrte. In weiterfilhrenden Experimenten konnte mit spezifischen
Markern getestet werden, ob es unter EGF-Bedingungen bei den WT und 0106
Zelllinien zu einem Zellzyklus-Arrest kommt.

Ahnliche Ergebnisse, die zeigen, dass EGFR-iiberexprimierende Tumorzelllinien hiufig
mit einer Proliferationshemmung nach EGF-Stimulation reagieren, wurden auch fiir die
epidermale Zelllinie A431 (Gill et al., 1985; Grudinkin et al., 2003), die
Plattenepithelzelllinie PC-10 (Gardner ad Shimizu, 1994), die Glioblastomzelllinie T-
CARI1 (Helseth et al., 1989) und die Plattenepithelzelllinie NA (Hirai et al., 1988)
beschrieben. Der antiproliferative Effekt von EGF bei der MDA-MB-468-W'T Zelllinie
wurde bereits von Filmus et al. (1987) beobachtet. Der Mechanismus der
Wachstumshemmung ist jedoch unklar.

Aufgrund des antiproliferativen Effektes von EGF bei der WT und 0106 Zelllinie und
der Tatsache, dass die +EGF Zelllinie ihr Wachstumsverhalten durch den EGF Entzug
aus dem Medium nicht dndert, wurden im weiteren Verlauf der Arbeit alle Versuche
ohne EGF Zugabe im Medium durchgefiihrt, um Proliferationseffekte zu vermeiden.
Die folgenden Ergebnisse geben somit den Einfluss des Basallevels der MDA-MB-468-

Zelllinien an und sind Liganden-unabhéngig.

5.2.2 Expression und Aktivierung von EGFR und EGFR-abhingiger

Signalproteine

Die vier MDA-MB-468-Zelllinien unterscheiden sich stark in ihrer EGFR-
Proteinexpression, so dass mit diesem isogenetischen Zellsystem optimal der Einfluss
unterschiedlicher EGFR-Proteinlevel untersucht werden kann. Zunéchst sollte geklért
werden, ob EGFR-iiberexprimierende Tumorzelllinien (WT und 0106) ein stirkeres
EGFR-Signaling (AKT und MAPK) haben als Tumorzelllinien, die wenig EGFR
exprimieren (+EGF und 0107). Ein stirkeres EGFR-Signaling konnte ein Grund dafiir
sein, warum bei EGFR-iiberexprimierenden Tumorzellen sehr hiufig eine

Strahlenresistenz beobachtet wird (Rodemann et al., 2007).
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Dazu sollte mittels Western Blot iiberpriift werden, ob sich der Unterschied in der
EGFR-Expression der vier Zelllinien zum einen auf den Aktivierungszustand des EGFR
und zum anderen auf die Expression und Aktivierung der zwei nachgeschalteten
Signalproteine AKT und MAPK auswirkt.
Die Ergebnisse aus 4.4 zeigen, dass sich der starke Unterschied in der EGFR-
Expression der Zelllinien auch in der Aktivierung des EGFR (P-EGFR) wiederspiegelt.
Dafiir wurde der Antikorper PY20 eingesetzt, der an alle phosphorylierten
Tyrosinkinasen bindet. Die WT und 0106 Zelllinien, die eine deutlich erhohte EGFR-
Expression haben, zeigen auch eine deutlich hohere Phosphorylierung des Rezeptors als
die +EGF und 0107 Zelllinien. Die Aktivierung des Rezeptors bei den Zelllinien mit
einem hohen EGFR-Level ist um den Faktor 22,5 hoher als bei denen mit niedrigem
EGFR-Level. Da die Zellen in hitzeinaktiviertem Medium kultiviert wurden, geben die
Ergebnisse den basalen Aktivierungszustand des EGFR fiir jede Zelllinie an. Die starke
Phosphorylierung des EGFR bei den WT und 0106 Zelllinien ist wahrscheinlich zu
einem grofen Teil Liganden-unabhingig und spontan durch die rdumliche Nihe der
Rezeptoren hervorgerufen worden. Bei einer hohen Dichte an Rezeptoren besteht eine
erhohte Wahrscheinlichkeit fiir spontane Dimerisierung. Ob es dadurch auch zu einer
effektiven Aktivierung der nachfolgenden Signalweiterleitung kommt, ist unklar.
Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass sich der starke Unterschied in der EGFR-
Expression zwischen den vier Zelllinien nicht direkt in der Expression der
Signalproteine AKT und MAPK fortsetzt, da diese bei den vier Zelllinien nahezu
identisch sind. Eigentlich wéren entsprechende Unterschiede zu erwarten gewesen.
Dieses Resultat konnte darauf hindeuten, dass die basale Expression von AKT und
MAPK unabhiéngig von EGFR reguliert wird oder dass es zu einer Hochregulation
dieser Signalproteine in den wenig EGFR-exprimierenden Zelllinien gekommen ist, um
das EGFR-Defizit funktionell auszugleichen.
Dariiberhinaus wird aus den Ergebnissen deutlich, dass die starken Unterschiede in der
EGFR-Phosphorylierung  nicht zu entsprechenden  Unterschieden in  der
Phosphorylierung der nachgeschalteten Signalproteine AKT und MAPK fiihren. Es
wire jedoch zu erwarten gewesen, dass die WT und 0106 Zelllinien, die eine stirkere
Aktivierung des EGFR haben, durch eine verstirkte Signalweiterleitung auch eine
erhohte Aktivierung von AKT und MAPK aufweisen, als die +EGF und 0107
Zelllinien. Moglicherweise ist die Expression und Aktivierung von AKT und MAPK in
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allen vier Zelllinien deshalb gleich, weil die drei Subklone (+EGF, 0106, 0107) aus der
WT Zelllinie entstanden sind. Die Kultivationsbedingungen unter denen die Subklone
hervorgegangen sind, haben sich eventuell nur auf den EGFR ausgewirkt und nicht auf
die nachgeschalteten Signalproteine. Da die WT Zelllinie EGFR {iiberexprimiert, ist die
Expression und Phosphorylierung von AKT und MAPK méglicherweise sowohl beim
WT als auch bei den drei Subklonen maximal und kann nicht weiter gesteigert werden.
Damit haben die vier Zelllinien trotz unterschiedlicher EGFR-Expression ein
identisches Signaling und zeigen damit auch &hnliches Zellverhalten (siehe
Zellproliferation (5.2.1)).

Als Ausblick fiir nachfolgende Arbeiten konnte man die Expression und Aktivierung
von AKT und MAPK in normalem, also nicht hitzeinaktiviertem FKS-Medium oder
nach kurzer EGF-Stimulation untersuchen. Damit konnte getestet werden, ob dann
Unterschiede in der Aktivierung von AKT und MAPK zu verzeichnen sind, die sich

dann in unterschiedlichem Zellverhalten wiederspiegeln wiirden.

5.2.3 Expression wichtiger DNA-Reparaturproteine

Ausgehend von den Ergebnisse von Um et al. (2004), die zeigen, dass einige humane
Tumorzelllinien (malignes Melanom, Prostatakrebs, Kolorektalkrebs) mit starker
EGFR-Expression ebenfalls erhohte Expression von DNA-PKcs und Ku80 zeigen und
umgekehrt, wurde untersucht, ob bei den MDA-MB-468 Brustkrebszelllinien ein
Zusammenhang zwischen der Expression von EGFR und den DNA-Reparaturproteinen
DNA-PKcs, Ku70, XRCC1 und Rad51 besteht. Theoretisch gibt es zwei Moglichkeiten
wie der EGFR die Expression der oben genannten Proteine modulieren kann. Zum einen
tiber das EGFR-Signaling, welches eine Kaskade an Signalen vom Zytoplasma bis zum
Nukleus weiterleitet und letztendlich die Transkription von bestimmten Zielgenen
auslost (Nyati et al., 2006). Zum anderen wurde beschrieben, dass der EGFR als
Transkriptionsfaktor die Expression von Proteinen beeinflussen kann (Lin et al., 2001).
Daher konnte es theoretisch moglich sein, dass der EGFR als Transkriptionsfaktor
Einfluss auf die Expression der oben genannten DNA-Reparaturproteine nehmen kann.
Obwohl es sich bereits andeutet, dass die vier MDA-MB-468 Zelllinien keine

Unterschiede im EGFR-Signaling haben (siehe 5.2.2), konnte man vermuten, dass
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Zellen, die viel EGFR exprimieren (WT und 0106) auch vermehrt EGFR internalisieren
und im Zellkern haben (wo der Rezeptor theoretisch als Transkriptionsfaktor fungieren
kann), als Zellen, die wenig EGFR exprimieren (+EGF und 0107). Deshalb wurde nun
mittels Western Blot die Expression der DNA-Reparaturproteine DNA-PKcs, Ku70,
XRCC1 und Rad51 bei den vier Zelllinien bestimmt. Die hier mittels Western Blot
untersuchten Proteine sind Vertreter von Reparaturproteinen wichtiger DNA-
Reparaturwege. DNA-PKcs und Ku70 sind Hauptproteine des NHEJ, Rad51 ist
bedeutend fiir die HR und XRCC1 spielt eine wichtige Rolle bei der BER. Auflerdem
soll XRCC1 ein Co-Faktor von DNA-PKcs sein (Lévy et al., 2006).

Die Ergebnisse aus 4.5 zeigen, dass trotz Unterschieden in der EGFR-Expression alle
Zelllinien annihernd gleich viel DNA-PKcs und XRCCI1 exprimieren und dass die
Rad51-Expression unter Beriicksichtigung der Standardbedingungen innerhalb der
Zelllinien auch dhnlich ist. Die Expression von Ku70 scheint bei den Zelllinien +EGF
und 0107 (exprimieren wenig EGFR) um Faktor 1,7 und 1,5 erhoht gegeniiber der WT
Zelllinie. Daraus lésst sich schlieen, dass die EGFR-Expressionsmenge im MDA-MB-
468 Zellsystem keinen Einfluss auf die Expression der DNA-Reparaturproteine DNA-
PKcs, XRCC1 und Rad51 hat und dass moglicherweise ein umgekehrter
Zusammenhang zwischen EGFR-Level und Ku70-Expression bestehen konnte. Der
Mechanismus sowie die Bedeutung fiir letzteres sind noch unklar und miissen genauer
untersucht werden.

Die Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den Beobachtungen von Um et al. (2004), die
zeigen, dass Krebszelllinien (malignes Melanom, Prostatakrebs, Kolorektalkrebs), die
viel EGFR exprimieren auch eine hohere Expression von DNA-PKcs aufweisen, als die
wenig EGFR-exprimierenden Sublinen. Unter Umstidnden ist dieser Zusammenhang
abhingig vom Zelltyp und kann nicht auf die MDA-MB-468 Brustkrebszelllinien
tibertragen werden.

Ein moglicher Grund dafiir, warum die vier MDA-MB-468 Zelllinien trotz
unterschiedlicher EGFR-Expression keine Unterschiede in der Expression der
untersuchten DNA-Reparaturproteine zeigen, konnte die identische EGFR-vermittelte
Signaltransduktion sein (die Expression und Aktivierung von AKT und MAPK ist in
allen Zelllinien gleich). Daher konnte der Einfluss eines unterschiedlichen EGFR-
Signaling auf die Transkription der DNA-Reparaturproteine mit diesem Zellsystem

nicht genauer untersucht werden.
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Eine weitere Moglichkeit, wie EGFR die Reparaturproteine in ihrer Expression
modulieren  konnte, ist als  Transkriptionsfaktor —bzw. Co-Faktor fiir
Transkriptionsfaktoren wie es z.B. fiir Cyclin D1, iNOS und B-Myb beschrieben ist
(Lin et al., 2001; Lo et al., 2005; Hanada et al., 2006). Ob die Expression von DNA-
Reparaturproteinen auf diese Art beeinflusst werden konnte, ist unklar. Die eigenen
Daten sprechen jedenfalls dagegen, da alle vier MDA-MB-468 Zelllinien eine
identische Expression von DNA-PKcs, XRCC1 und Rad51 haben. Wenn EGFR jedoch
als Transkriptionsfaktor die Expression der Reparaturproteine modulieren konnte,
sprechen meine Ergebnisse dafiir, dass das Ausmall der Internalisierung bzw.
intrazelluldren Verteilung des EGFR nicht unbedingt von der EGFR-Gesamtmenge
abhingig ist. Also haben wahrscheinlich die EGFR-iiberexprimierenden Zelllinien (WT
und 0106) nicht viel mehr EGFR im Zellkern, als die wenig EGFR-exprimierenden
Zelllinien (+EGF und 0107). Diese Hypothese konnte als Ausblick in weiterfithrenden
Experimenten durch fraktionierte (Membran/Zytoplasma/Kern) Extrakte {iiberpriift
werden und ist bereits in Planung.

AuBerdem sollte beriicksichtigt werden, dass der EGFR Transport in den Zellkern
Liganden-abhingig beschrieben wird (Lin et al., 2001). Da die Experimente mit den
vier MDA-MB-468 Zelllinien jedoch in hitzeinaktiviertem Medium durchgefiihrt
wurden, konnte eventuell keine Kerntranslokation des EGFR erfolgen.

Moglicherweise ist der EGFR kein Transkriptionsfaktor fiir die Expression der
untersuchten DNA-Reparaturproteine. Die Zunahme der Ku70-Expression in den wenig
EGFR-exprimierenden Zelllinien +EGF und 0107 konnte auf Kompensationsvorgénge
zuriickzufithren sein. Die Bedeutung dieser Beobachtung ist unklar und muss n#her
untersucht werden. Diese Ergebnisse stehen jedoch im Gegensatz zu den Daten von Um
et al. (2004), die zeigen, dass in Ku-iiberexprimierenden Zellen die EGFR-Expression

erhoht und bei Zellen mit Ku- und DNA-PKcs-Mangel erniedrigt ist.

5.2.4 Reparatur strahleninduzierter DNA-Doppelstrangbriiche

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Reparatur strahleninduzierter DNA-
Doppelstrangbriiche (DSBs) durch den EGFR beeinflusst wird (Toulany et al., 2006).

Dafiir sprechen auch die noch unvertffentlichten Daten der eigenen Arbeitsgruppe, die
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belegen, dass EGF die Reparatur strahleninduzierter DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs)
stimuliert und dass eine EGFR-Inhibition zu einem Anstieg der residuellen DSBs fiihrt.
Chen und Nirodi (2007) beschreiben nach strahleninduzierter EGFR-Aktivierung drei
theoretische Mechanismen, die eine Strahlenresistenz von EGFR-iiberexprimierenden
Tumoren hervorrufen konnten. Dabei sollen neben der Internalisierung des EGFR in
den Zellkern und einer Aktivierung zentraler DNA-Reparaturproteine (vor allem der
DNA-PKcs) (Dittmann et al., 2005a), hauptsidchlich zwei EGFR-abhéngige Signalwege,
der PI3K-AKT- wund der Ras-MAPK-Signalweg, verantwortlich fiir die
Strahlenresistenz von Tumorzellen sein (Schmidt-Ullrich et al. 1997, Xing and Orsulic
2005, Kim et al. 2006, Tokunaga et al. 2006).
Obwohl meine Ergebnisse bereits gezeigt haben, dass sich MDA-MB-468 Zellen weder
in ihrer basalen Expression und Aktivierung von AKT und MAPK (siehe 5.2.2), noch in
der basalen Expression von DNA-Reparaturproteinen (siehe 5.2.3) unterscheiden,
konnte es nach Bestrahlung Unterschiede in der EGFR-Kerntranslokation geben
(Dittmann et al., 2005a), die sich iiber eine entsprechende Aktivierung der DNA-PK in
unterschiedlicher Reparatur strahleninduzierten DNA-DSBs zeigen konnte. Daher
wurde mittels der yH2AX Foci Technik untersucht, ob sich die EGFR-
Expressionsmenge innerhalb der vier Zelllinien auf die DSB-Reparatur nach
Bestrahlung auswirkt. Damit sollte iiberpriift werden, ob der EGFR im MDA-MB-468
Zellsystem durch ionisierende Strahlen aktiviert und vermehrt in den Zellkern
transloziert wird.
Die Ergebnisse aus 4.6 zeigen, dass sich die vier MDA-MB-468 Zelllinien nicht
auffillig in der Reparatur strahleninduzierter DSBs unterscheiden. Es deutet sich bei
den unbestrahlten Zelllinien mit dem niedrigen EGFR-Level (+EGF und 0107) an, dass
sie spontan minimal mehr Foci haben, als die Zelllinie mit dem hohen EGFR-Level
(WT und 0106). Nach Abzug des Hintergrundes und unter Beriicksichtigung der
Standardabweichungen haben die Zelllinien annéhernd gleich viele residuelle DSBs
nach einer Bestrahlung mit 2, 4 und 6 Gy. Daraus lésst sich schlieBen, dass die EGFR-
Expressionsmenge in diesem MDA-MB-468 Zellsystem keinen Einfluss auf die
Reparaturkapazitit nach Bestrahlung nimmt.
Diese Beobachtungen stehen im Gegensatz zu den Literaturdaten, die einen
Zusammenhang zwischen der EGFR-Expression in Tumorzellen und der Radioresistenz
zeigen (Akimoto et al., 1999; Liang et al., 2003; Miyaguchi et al., 1998; Sheridan et al.,
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1997; Wollman et al, 1994). Obwohl meine Experimente nicht die Radioresistenz,
sondern die Reparaturkapazitit nach Bestrahlung und EGFR-Hemmung iiberpriifen,
kann ein Bezug zu den oben genannten Literaturdaten hergestellt werden, da gezeigt
werden konnte, dass die residuellen DSBs mit der Uberlebensfraktion (SF) nach
Bestrahlung korrelieren (Dikomey et al., 1998, 2000, Kasten-Pisula et al., 2005). Die in
vivo Studie von Akimoto et al. (1999) zeigte, dass nach Bestrahlung EGFR-
tiberexprimierende murine Karzinome einen hoheren TCD50 Wert hatten, als die
Tumore mit einem niedrigen EGFR-Level. Bei der in vitro Studie von Liang et al.
(2003) fiihrte die Transfektion eines humanen EGFR-Vektors in eine wenig EGFR-
exprimierende Mauskarzinom-Zellline zu einer EGFR-Level-abhéngigen Zunahme der
Strahlenresistenz.

Wenn hauptsidchlich die zwei EGFR-abhingigen Signalwege AKT (iiber eine
Hemmung der Apoptose) (Toulany et al, 2005b) und MAPK (iiber schnelle
Zellproliferation und Tumorrepopulierung) (Schmidt-Ullrich et al. 1997) verantwortlich
fiir die Strahlenresistenz von Tumorzellen sind, konnen meine Ergebnisse erkliren,
warum die MDA-MB-468 Zelllinien keine Unterschiede zeigen. Denn alle vier
Zelllinien haben, wie bereits beschrieben, eine identische Expression und Aktivierung
von AKT und MAPK.

Obwohl in der Literatur diskutiert wird, dass EGFR und seine nachgeschalteten
Signalwege zusitzlich durch ionisierende Strahlen Liganden-unabhingig aktiviert
werden konnen (Dent et al. 2003; Yacoub et al. 2006), scheint das fiir das MDA-MB-
468 Zellsystem nicht zuzutreffen. Denn es wire zu erwarten gewesen, dass sich die
erhohte Menge an EGFR in den WT und 0106 Zelllinien durch die strahleninduzierte
Aktivierung des Rezeptors in einer besseren zelluliren DSB-Reparatur wiederspiegelt.
Dies ist jedoch nicht der Fall, was vermuten lédsst, dass AKT und MAPK bereits in allen
vier Zelllinien maximal aktiviert sind. Dadurch gibe es keine Unterschiede in der
Signalweiterleitung auch wenn der EGFR durch ionisierende Strahlen aktiviert werden
wiirde. Es ist bereits geplant mittels Western Blot zu {iberpriifen, ob der EGFR bei den
vier MDA-MB-468 Zelllinien durch ionisierende Strahlen aktiviert werden kann.
Zusitzlich konnten fraktionierte (Membran/Zytoplasma/Kern) Extrakte eine Auskunft
iber die Translokalisation des EGFR nach Bestrahlung geben.

Dittmann et al. (2005a, 2005b) postulieren, dass Tumorzellen eine Strahlenresistenz
ausbilden konnen, da nach Bestrahlung die Translokation des EGFR in den Zellkern
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erfolgt, wo iiber eine Interaktion mit der DNA-PK die strahleninduzierten DNA-DSBs
tiber das NHEJ verstérkt repariert werden. Diese Annahme scheinen meine Ergebnisse
mit den MDA-MB-468 Zelllinien nicht zu unterstiitzen. Denn es wire zu erwarten
gewesen, dass die WT und 0106 Zelllinien eine hohere DNA-PK-Aktivitdt und damit
eine bessere Reparatur strahleninduzierten DNA-DSBs aufweisen, als die +EGF und
0107 Zelllinien. Das war jedoch nicht der Fall, so dass auch die Beobachtungen von Um
et al. (2004), die zeigen, dass Tumoren mit hohem EGFR-Level eine hohere DNA-PK-
Aktivitdt haben, als Tumoren mit niedrigem EGFR-Level, bei dem MDA-MB-468
Zellsystem unwahrscheinlich erscheinen.

Meine Ergebnisse zeigen, dass alle vier MDA-MB-468 Zelllinien annéhernd die gleiche
Menge von den untersuchten DNA-Reparaturproteinen exprimieren, so dass es auch in
sich schliissig ist, dass keine Unterschiede bei den residuellen DSBs nachweisbar
waren. Die Expression von DNA-PKcs, die ein Hauptprotein des NHEJ ist,
unterscheidet sich kaum innerhalb der vier Zelllinien. Die Expression von Ku70, das
ebenfalls ein Protein des NHEJ ist, scheint zwar bei den Zelllinien +EGF und 0107
etwas hoher gegeniiber der WT und 0106 Zelllinie, doch die Bedeutung dieser
Beobachtung ist unklar und zeigt in den durchgefiihrten Versuchen keine Konsequenz.
Die Expression von Rad51, das ein zentrales Protein der HR ist, und die Expression von
XRCCl1, das eine wichtige Rolle bei der BER einnimmt, sind innerhalb der vier
Zelllinien nahezu identisch.

Dariiberhinaus beobachtet Akimoto et al. (1999), dass die Korrelation zwischen EGFR-
Uberexpression und Strahlenresistenz eine hohe Signifikanz bei Tumoren mit wildtyp
pS3 zeigt, die MDA-MB-468 Zelllinien haben jedoch ein mutiertes p53 (Shi et al.,
2000), wodurch eventuell das EGFR-Signaling und die EGFR-Translokalisation

verandert wird.

5.2.5 Reparatur strahleninduzierter DNA-Doppelstrangbriiche nach EGFR-

Hemmung mittels Erlotinib

Auch wenn die Reparaturkapazitiit der vier MDA-MB-468 Zelllinien identisch ist (siche
5.2.4), sollte zusitzlich mittels der yH2AX Foci Technik untersucht werden, ob die
EGFR-Menge Einfluss auf die Reparatur strahleninduzierter DSBs nach EGFR-
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Inhibition hat. Da sich eine EGFR-Hemmung theoretisch auf die DSB-Reparatur
auswirken konnte. Es wurde Erlotinib in unterschiedlichen Konzentrationen (1 ,2 ,5,10
uM) eingesetzt. Erlotinib ist ein "small molecule" EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor, der
intrazelluldr an die ATP-Bindungsdomine des Rezeptors bindet und dadurch dessen
Aktivierung unterbindet. Dieser Tyrosinkinase-Inhibitor hat in noch unverdffentlichten
Daten aus der eigenen Arbeitsgruppe eine strahlensensitivierende Wirkung auf die
Bronchialkarzinomzelllinie A549 gezeigt. Fiir das MDA-MB-468 Zellsystem wurde
angenommen, dass Erlotinib einen stirkeren Effekt auf die Zelllinien mit einer hohen
EGFR-Expression (WT und 0106) hat, da diese mehr potentielle Bindungsstellen haben,
als die Zelllinien mit der niedrigen EGFR-Expression (+EGF und 0107). So wurde
theoretisch erwartet, dass WT und 0106 24 Stunden nach Bestrahlung mehr residuelle
DSBs zeigen, als +EGF und 0107.

Aus den Ergebnissen von 4.7 geht hervor, dass bei allen vier MBA-MB-468-Zelllinen
Erlotinib in den getesteten Konzentrationen (1,2 ,5,10 uM) zu keinen Unterschieden in
den residuellen DSBs 24 Stunden nach Bestrahlung gefiihrt hat. So dass die Ergebnisse
dafiir sprechen, dass die EGFR-Inhibition mittels Erlotinib die DSB-Reparaturkapazitit
im MDA-MB-468 Zellsystem nicht beeinflusst und dass diese auch nicht abhingig von
der EGFR-Menge ist.

Die Beobachtungen mit den MDA-MB-468 Zelllinien stehen im Gegensatz zu den
Literaturangaben, dass das Ausmall der EGFR-Expression in Tumorzellen positiv mit
der Radiosensitivierbarkeit nach EGFR-Hemmung korreliert (Balaban et al., 1996;
Bianco et al., 2000; Bonner et al, 2004; Huang and Harari 2000, 2002; Milas et al.,
2000; Liang et al., 2003). Obwohl nicht die Radiosensitivierbarkeit untersucht wurde,
konnen die oben genannten Literaturangaben zum Vergleich herangezogen werden, da
die residuellen DSBs mit der Uberlebensfraktion nach Bestrahlung korrelieren.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die EGFR-Menge in dem MDA-MB-468 Zellsystem
unbedeutend fiir DSB-Reparatur ist. Da der EGFR in diesem Zellsystem anscheinend
keinen Einfluss auf die Reparatur strahleninduzierter DSBs hat, konnen die MDA-MB-
468 Zellen auch nicht durch den Tyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib sensitiviert werden.
Toulany et al. (2006) konnten zeigen, dass die Reparatur strahleninduzierter DSBs
durch eine EGFR-Hemmung beeinflusst wird und in einer Abnahme der DSB-
Reparaturkapazitit miindet. Dieser Effekt konnte jedoch nur in K-Ras mutierten Zellen
beobachtet werden, was mit einer autokrinen EGFR-Ligandenproduktion und stindiger
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EGFR-Aktivierung erklidrt wird, die dann durch eine EGFR-Inhibition verringert
werden kann. Die MDA-MB-468 Zellen sind jedoch laut Literatur K-Ras wildtyp (Shi

et al., 2000) und konnen daher eventuell nicht sensitiviert werden.

5.3 Fazit

Die Untersuchungen mit den vier MDA-MB-468 Zelllinien konnten zeigen, dass
Variationen in der EGFR-Genamplifikation zu Unterschieden in der EGFR-
Proteinexpression fiihren. Die Zelllinien mit einer hohen EGFR-Genamplifikation (WT
und 0106) hatten eine hohere EGFR-Proteinexpression, als die Zelllinien mit einer
niedrigen EGFR-Genamplifikation (+EGF und 0107). Desweiteren konnte
nachgewiesen werden, dass sich der starke Unterschied in der EGFR-Expression der
Zelllinien auch in der Aktivierung des EGFR (P-EGFR) wiederspiegelt. Der starke
Unterschied in der EGFR-Expression zwischen den vier Zelllinien setzt sich jedoch
nicht direkt in der Expression und Aktivierung der Signalproteine AKT und MAPK fort,
da diese bei den vier Zelllinien nahezu identisch sind. Es gibt ebenfalls kaum
Unterschiede in der Expression der DNA-Reparaturproteine DNA-PKcs, Ku70, XRCC1
und Rad51. Das identische EGFR-Signaling und die identische Expression der DNA-
Reparaturproteine der Zellen passen zu dem Wachstumsverhalten und der DSB-
Reparaturkapazitit mit und ohne Erlotinib, die ebenfalls keine Unterschiede innerhalb
der MDA-MB-468 Zelllinien zeigen.

Fiir dieses Zellsystem bedeuten die Ergebnisse, dass die EGFR-Menge weder mit der
Expression von EGFR-Signalproteinen und DNA-Reparaturproteinen noch mit der
DSB-Reparaturkapazitit und EGFR-Hemmbarkeit assoziiert ist.

Neue, noch unveréffentlichte Daten der eigenen Arbeitsgruppe zeigen jedoch, dass die
EGFR-Expression positiv mit der zelluldren Radiosensitivitdt (SF) und der TCDS50
(Tumor control dose 50%) korreliert. Diese Korrelation wird aber nur in Tumoren
gesehen, die eine moderate EGFR-Expression haben. Bei Tumoren mit einer extremen
EGFR-Uberexpression wie bei der Ursprungszelllinie des hier untersuchten
isogenetischen Zellsystems MDA-MB-468-WT werden keine Korrelationen mit der SF
und TCDS50 beobachtet. Moglicherweise sind bei einer extremen EGFR-

Genamplifikation und -Expression die Zellen fehlreguliert, so dass die DSB-Reparatur
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und das Zelliiberleben nach Bestrahlung nicht beeinflusst werden konnen. Diese
Fehlregulationen haben sich unter Umstinden von der WT Zelllinie auch auf die davon

abgeleiteten Subklone +EGF, 0106 und 0107 tibertragen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde die MDA-MB-468-WT Brustkrebszelllinie sowie drei
davon abgeleitete Subklone eingesetzt, die sich durch lang andauernde Modulation der
Kultivationsbedingungen deutlich in ihrer EGFR-Gendosis und dadurch auch in der
EGFR-Proteinexpression unterscheiden. Mit diesem isogenetischen Zellsystem wurde
der Einfluss unterschiedlicher EGFR-Proteinlevel auf die Expression und Aktivierung
von EGFR und EGFR-abhingiger Signalproteine (AKT, MAPK), sowie der Expression
von wichtigen DNA-Reparaturproteinen (DNA-PKcs, Ku70, Rad51, XRCC1) als auch
der Doppelstrangbruch-Reparaturkapazitit mit und ohne EGFR-Inhibition (Erlotinib)
untersucht.

Fiir die vier MDA-MB-468 Zelllinien konnte nachgewiesen werden, dass die stark
unterschiedlichen EGFR-Expressionslevel zu einer verstdrkten Aktivierung des EGFR,
nicht aber zu einer gesteigerten Expression und Aktivierung der EGFR-abhingigen
Signalproteine AKT und MAPK fiithren. Es konnten ebenfalls keine deutlichen
Unterschiede in der Expression der DNA-Reparaturproteine DNA-PKcs, Ku70, Rad51
und XRCC1 nachgewiesen werden, und ebenfalls kein Unterschied in der DSB-
Reparaturkapazitit mit und ohne EGFR-Inhibition (Erlotinib) zwischen den vier
Zelllinien festgestellt werden.

Damit konnte fiir dieses Zellsystem die urspriingliche Arbeitshypothese nicht bestétigt
werden, dass Tumorzelllinien mit einer extremen Uberexpression des EGFR mehr
Reparaturproteine (wie z.B. DNA-PKcs) exprimieren und daher eine groBere
Reparaturkapazitit fiir strahleninduzierter DNA-Doppelstrangbriiche aufweisen.

Es wird vermutet, dass eine solche extreme EGFR—Uberexpression der
Ursprungszelllinie MDA-MB-468-WT zu Fehlregulation im EGFR-Signalweg fiihrt,
die auch in den drei abgeleiteten  Subklonen  weiterbesteht. Die
Kultivationsbedingungen, aus denen die Subklone hervorgegangen sind, haben sich
vermutlich nur auf die EGFR-Expression ausgewirkt und nicht auf die nachgeschalteten
Signalproteine. Die vier Zelllinien zeigen trotz unterschiedlicher EGFR-Expression ein
identisches EGFR-Signaling und damit auch ein &hnliches Zellverhalten beziiglich
Zellproliferation, Proteinexpression und DNA-Reparaturkapazitét.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen die noch unverdffentlichten Daten der

Arbeitsgruppe, welche zeigen, dass nur bei Tumorzellen, die eine moderate EGFR-
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Expression haben, die EGFR-Menge positiv mit der zelluldren Radioresistenz und auch
der Tumorkontrolldosis TCD50 der entsprechenden Tumorxenografts korreliert. Bei
Tumoren mit einer extremen EGFR-Expression wie bei der Ursprungszelllinie MDA-

MB-468-WT wird diese Korrelation dagegen nicht beobachtet.
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7. ANHANG
7.1 Abkiirzungsverzeichniss

AK
AP-Stelle

ATP
BER
BCA
BSA
DAPI
DMEM
DNA
DNA PKcs
DSB
DTT
ECL
EDTA
EGF
EGFR
FACS
FITC
FCS
Gy
HR
MAPK
mAK
MM
NHEJ
PBS

Antikorper

Stelle in Nucleinsduren, an denen Apurinsduren
oder Apyrimidinsduren vorkommen

Adenosintriphosphat

Basenexzisionsreparatur

Bicinchoninic Acid

Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin)
4',6-Diamidino-2-phenylindol

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsédure)
DNA-Dependent Protein Kinase Catalytic Subunit
DNA-Doppelstrangbruch

Dithiothreitol

Electrochemiluminescence
Ethylendiamintetraessigsdure
Epidermal-Growth-Factor
Epidermal-Growth-Factor-Rezeptor
Fluorescence Activated Cell Sorting
Fluoresceinisothiocyanat

Fetal Calf Serum (Fotales Kélberserum)

Gray

homologe Rekombination

mitogen-aktivierte Protein-Kinase
monoklonale Antikorper

Magermilch

nicht-homologe Endjoining

Phosphate buffered saline
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PI Propidiumiodid

PVDF Polyvinylidenfluorid

RNase Ribonuklease

Rpm Revolutions per Minute

RT Raumtemperatut

SDS PAGE Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese

SF Surviving fraction (Uberlebensfraktion)

TCD50 Tumor control dose 50%

TBS Tris-Buffered Saline

TKIs Tyrosinkinase-Inhibitoren

vYH2AX phosphoryliertes Histon H2AX

7.2 Materialien

7.2.1 Verwendete Laborgeriite

Blotkammer Criterion Blotter Bio-Rad

Brutschrank ICN Flow (Automatik CO, Incubator Model)

Coulter Counter Beckmann

Elektrophoresekammer Criterion Cell Bio-Rad

Entwicklermaschine Hyperprocessor, Amersham Pharmacia Biotech

FACScan Becton Dickinson, Mac V3.0 Betriebssystem,
Cell Quest Pro Software, Mod Fit LT Software

Kamerasystem Night Owl Molecular Light Imager, EG&G
Berthold, Winlight Software

Mikroskop Zeiss, Axioplan 2 Imaging

Photometer Eppendorf

Rontgenrohre Gulmay Medical RS 225

Zentrifuge Beckmann (Microfuge)

Heraeus Sepatech (Megafuge)
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7.2.2 Verbrauchsmaterial

Blotschwamm
Culture Slide

EinMalpipetten
Eppendorfcup
Filterpapier
Glasdeckglidschen
Kulturflaschen
Plastikdeckglidschen
12-well-Platten

Polyacrylamidgele

PVDF-Membran
Rontgenfilm

Zellschaber

Bio-Rad
BD Falcon

Falcon
Sarstedt
Bio-Rad
Marienfeld
Sarstedt
NUNC
Falcon

Criterion Tris-HCI Gel, 7.5%, 18-well, Bio-Rad

Criterion Tris-HCI Gel, 4-15%, 18-well, Bio-Rad

Amersham
Thermo Scientific

Costar

Zentrifugenrohrchen (PP-Test tubes)Greiner Bio-One

7.2.3 Verwendete Puffer und Losungen

Zellkultivierung:

EGF Stamml6sung

L-Glutamine
Penicillin/Streptomycin
Trypsin-EDTA

DMEM

FKS

5 uM EGF (Sigma: E9644)
10 mM Essigséure
0,1% BSA (Albumin bovine Fraktion V, Serva)

GIBCO
GIBCO
GIBCO
GIBCO

GIBCO (Hitzeinaktivierung erfolgte fiir eine
Stunde bei 65°C im Wasserbad)
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Durchflusszytometrie:

80% Ethanol
10xPBS

1xPBS
PI-RNase Losung

Proteinextraktion:

SDS-Lysepuffer:

BCA-Assay:
Reagenz A

Reagenz B

SDS-PAGE und Western-Blot:

5% BSA

Coomassie-Firbelosung

ECL Reagenz 142

Entfirber

Film-Entwickler

2,7 mM KC1 (Merck)

2 mM KH,PO, (Merck)

137 mM NaCl (J.T. Baker)

10 mM Na,; HPO42 H,O (Merck)

10% 10xPBS

0,001% Propidiumiodid
0,1% RNase (Serva #34390)

200 mM Tris/HCL (Sigma)

5 mM EDTA (Sigma)

10% Saccharose (Merck)

3,3% SDS (Carl Roth GmbH)

1Tabl. Complete-Mini-Proteaseinhibitoren (Roche)
100 pl Phosphatase-Cocktail I (Sigma)

100 ul Phosphatase-Cocktail II(Sigma)

Sigma

Sigma

5% BSA (Albumin bovine Fraktion V, Serva)
in TBS-Tween 20

2 mM Coomassie Brillant Blue R250
0,5 mM Coomassie Brillant Blue G250
42,5% Ethanol (Merck)

10% Eisessig (Merck)

5% Methanol (J.T Baker)

Amersham Bioscience

13% Methanol (J.T Baker)
10% Eisessig (Merck)

10% Eukobrom (Tetenal)
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Film-Fixierer
Kaleidoskope
IxLaufpuffer

5%, 10%, 15% Magermilch

5% Magermilch+5% BSA

Magic Mark

SxProbenpuffer nach Lammli

SDS (10%)

10xTBS-Puffer

TBS-Tween 20

10xTG-Puffer

IxTransferpuffer nach Towbin

ohne SDS

yH2AX-Foci:

Blockierung

DAPI/Antifade

Erlotinib-Stammldsung
(=Tyrosinkinae-inhibitor)

1xPBS

20% Superfix plus (Tetenal)
Bio Rad

10% 10xTG-Puffer
0,1% SDS (Carl Roth GmbH)

5%, 10%, 15% Magermilchpulver (Naturaflor,
Topfer) in TBS-Tween 20

5% Magermilchpulver (Naturaflor, Topfer)
5% BSA (Albumin bovine Fraktion V, Serva)
in TBS-Tween 20

invitrogen

50 mM Tris-HCL (Sigma)

100 mM DTT (Sigma)

2% SDS (Carl Roth GmbH)
0,1% Bromphenolblau (Sigma)
10% Glycerol (Sigma)

10% SDS (Carl Roth GmbH)

10 mM Tris-HCL (Sigma)
100 mM NaCl (J.T. Baker)
pH Einstellen auf 7,5

0,1% Tween 20 (Sigma)
in 1xTBS

192 mM Glycin (Carl Roth GmbH)
25 mM Tris Base (Sigma)
pH sollte uneingestellt zwischen 8,1 und 8,5 liegen

10% 10xTG-Puffer
20% Methanol (J.T. Baker)

3% BSA (Albumin bovine Fraktion V, Serva)
in 1xPBS

Q Bio Gene

5mM Erlotinib (Roche, Tarceva Ro-508231001)
DMSO

10% 10xPBS
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1xPBS+1% BSA

1xPBS+1% BSA+0,5%Tween 20

1xPBS+0,5%Tween 20

Permeabilisierung

Fixierung

7.2.4 Verwendete Antikorper

Western-Blot
Anti-Actin
Anti-AKT
Anti-DNA-PKcs
Anti-EGFR
Anti-MAPK
Anti-P-AKT (Ser473)

Anti-Phosphotyrosine MAb =PY20

Anti-P-MAPK (p44/42)
Anti-Maus
Anti-Kaninchen
Anti-Ku70

Anti-Rad51
Anti-XRCC1

1% BSA (Albumin bovine Fraktion V, Serva)
in 1xPBS

1% BSA (Albumin bovine Fraktion V, Serva)
0,5% Tween 20 (Sigma)
in 1xPBS

0,5% Tween 20 (Sigma)
in 1xPBS

1% BSA (Albumin bovine Fraktion V, Serva)
0,2% Triton X-100 (Sigma)
in 1xPBS

2% Formaldehyd (Merck)
in 1xPBS

Sigma A5441

Cell Signalling #9272

Calbiochem Ab-1/PC127

Cell Signalling #2232

Cell Signalling #9107

Cell Signalling #9272S

BD Biosciences Pharmingen #610000
Cell Signalling #4370S

Amersham: NA931

Amersham: NA934

Novus: Ku70 2C3.11, #NB 100-102
Calbiochem Ab-1/PC130

Serotec, AHP832
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y-H2AX-Foci:
Alexafluor 594
Anti-yH2AX

Molekular Probes: A11005
Upstate: 05-636
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