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Zusammenfassung

Der PI3K/AKT-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation von Pro-
liferation, Apoptose und Migration, sowohl unter physiologischen als auch pathologi-
schen Bedingungen. Eine konstitutive Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs findet
man héiufig bei Tumoren verschiedener Entitdten, was mit einer aggressiven Karzino-
genese assoziiert ist. Der Effektor der PI3K, das AKT, ist eine Serin/Threonin Kinase,
von der in Sdugern drei Isoformen AKT1, AKT2 und AKT3 identifiziert wurden. Das
Ziel dieser Arbeit war es, Funktionen von AKT-Isoformen in ErbB2-positiven (ErbB27)-
Mammakarzinomzellen und in disseminierten Tumorzellen (DTC) zu untersuchen.

Das ErbB2"-Mammakarzinom nimmt einen Anteil von ca. 20% aller Mammakarzi-
nome ein und ist mit einer besonders aggressiven Karzinogenese verbunden. Im Ver-
gleich zum Ostrogenrezeptor (ER)-positiven (ER*)-Mammakarzinom ist das ErbB2+-
Mammakarzinom mit einem signifikant verkiirztem krankheitsfreien Uberleben assozi-
iert. Die schlechte klinische Prognose von ErbB2"-Tumoren erklart sich aus einer ge-
steigerten Tumorprogression und Metastasierungsfahigkeit. Im Gegensatz zu den ER*-
Mammakarzinomen sind die ErbB2T-Mammakarzinome meist ER ™, was zu einem hor-
monunabhéngigen Wachstum und einer Resistenz gegeniiber einer endokrinen Thera-
pie fiihrt. Der ErbB2-Rezeptor gehort zur Familie der epidermalen Wachstumsfaktorre-
zeptoren und aktiviert im Dimer mit dem ErbB3-Rezeptor vor allem den PI3K/AKT-
Signalweg. An Hand des transgenen Mausmodells Balb-neuT, welches eine aktivierte
Form des ErbB2-Rezeptors unter der Kontrolle des MMTV-Promotors trigt, wurden
Funktionen von AKT-Isoformen beim ErbB2t-Mammakarzinom untersucht. In dieser
Arbeit wurden erstmalig die enzymatischen Aktivitaten der drei AKT-Isoformen in Balb-
neuT-Tumoren bestimmt. Hierbei zeigte sich, dass AKT3 in Balb-neuT-Tumoren beson-
ders stark aktiviert ist. Dariiber hinaus konnte an Hand von neu etablierten Zellkulturen
von Balb-neuT-Mammatumoren gezeigt werden, dass der Verlust von AKT3 die Expres-
sion des ErbB2-Rezeptors post-transkriptionell hemmt, wihrend die Expression des ER«
induziert wird. Diese Ergebnisse lassen auf eine wichtige Funktion von AKT3 bei der
Regulation der Expression von ErbB2 und ERa in Mammakarzinomzellen schliefsen.
Dariiber hinaus wurde in den ErbB2T-Mammakarzinomzellen gezeigt, dass durch den
Verlust von AKT3 und die hierdurch induzierte Expression des ER«, die Proliferation
der Zellen unter Einfluss des ER-Antagonisten Tamoxifen signifikant stérker reduziert

wird. An Hand dieser Daten wire ein Therapieansatz mit AKT3-spezifischen Inhibitoren



beim ErbB2*t-Mammakarzinom zur Induktion der ER-Expression und einer moglichen
Therapie mit Tamoxifen denkbar.

Ein verbessertes Verstandnis iiber die molekularen Mechanismen der Metastasierung
ist klinisch von grofiter Bedeutung, da Krebspatienten zumeist nicht am Priméartumor,
sondern an der systemischen Ausbreitung und an den Folgen von Metastasen verster-
ben. Einzelne disseminierte Tumorzellen (DTC) findet man im Knochenmark (KM) bei
20-60% von Krebspatienten mit verschiedenen soliden Tumoren. Klinische Studien ha-
ben eine signifikante Korrelation zwischen dem Auftreten von DTC im KM und einem
verkiirtztem krankheitsfreien Uberleben gezeigt. Es wird angenommen, dass DTC selbst
nach friither Tumordiagnose und vollstandiger chirurgischer Entfernung des Priméartu-
mors die Ursache fiir Metastasen sein kénnten. Auf Grund der niedrigen Frequenz von
DTC im KM ist die Analyse von DTC schwierig und die molekularen Mechanismen,
welche an der Regulation der Proliferation und an Uberlebensstrategien von DTC be-
teiligt sind, weitgehend unerforscht. In dieser Arbeit wurden DTC-Zelllinien, welche
aus dem Knochenmark von Patienten mit Brust-, Lungen- oder Prostatakarzinom eta-
bliert wurden, als in wvitro Modellsystem zur Analyse der Aktivierung und Funktion
von AKT-Isoformen in DTC verwendet. Die Ergebnisse an der DTC-Zelllinie LC-M1,
welche von einem Patienten mit einem nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (NSCLC)
abstammt, zeigen eine starke Aktivierung von AKT, insbesondere von AKT3. Zudem
besitzen AKT1 und vor allem AKT3, nicht aber AKT2, einen Einfluss auf die Prolifera-
tion und das Uberleben der LC-M1 Zellen. Im Gegensatz dazu beeinflussen alle AKT-
Isoformen, insbesondere AKT2, die Migration der LC-M1 Zellen. Der AKT1- und AKT3-
vermittelte Effekt auf die Proliferation ist durch eine reduzierte Expression von Cyclin
D1 begleitet und lisst auf eine AKT1- und AKT3-vermittelte Regulation des Zellzyklus
am Ubergang von der G;- zur S-Phase schliefen. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden,
dass zusatzlich iiber AKT3, die Expression von Cyclin D3 reguliert wird, wodurch eine
gesteigerte Hemmung der Proliferation nach knockdown von AKT3 im Vergleich zum
Verlust von AKT1 erklart werden kdnnte. Auferdem konnte gezeigt werden, dass via
EGF alle AKT-Isoformen in DTC aktiviert werden und dass nach EGF-Stimulation die
u-PAR-mRNA-Menge AKT3-abhiingig ansteigt. Dies ist von besonderem Interesse, da
bereits gezeigt wurde, dass die Expression von u-PAR mit einem gesteigerten proliferati-
ven Potential von DTC assoziiert ist. Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass inshesondere
die Aktivierung von AKT3 wichtig fiir Proliferation und Uberleben von DTC ist und

dass AKT3 ein interessantes Zielmolekiil zur Behandlung von DTC sein konnte.



Kapitel 1

Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist die weltweit haufigste maligne Erkrankung der Frau mit einem
Anteil von 23% an allen Malignomen. Jahrlich treten iiber eine Million Neuerkrankungen
auf [Parkin et al., 2005]. Allein in Deutschland erkranken jdhrlich iiber 57.000 Frauen
an Brustkrebs, wobei das mittlere Erkrankungsalter bei 63 Jahren liegt. Der prozen-
tuale Anteil an den geschitzten Krebsneuerkrankungen in Deutschland betrug im Jahr
2004 27,8%. Im Jahr 2005 starben 17.455 Frauen an der Erkrankung bzw. ihren Folgen,
was knapp 30% aller krebsbedingten Todesfille entspricht. Wihrend die Inzidenz des
Mammakarzinoms in Deutschland seit 1980 zunimmt, ist die Mortalitatsrate seit Mitte
der 1990er Jahre leicht riicklaufig [RKI, 2008].

1.1.1 Karzinogenese und histologische Einteilung

Die Karzinogenese des Mammagewebes ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem sich das
invasive Karzinom iiber eine Reihe von hyperplastischen und neoplastischen Stadien ent-
wickelt |[Lakhani, 1999|. Die Erkenntnisse iiber die Existenz solcher Vorstufen und die
Klassifizierung des Mammakarzinoms beruhen auf histo-pathologischen Untersuchungen
von Gewebepréiparaten und der genetischen Analyse mdglicher Vorlauferldsionen in der
humanen Brust sowie aus Tiermodellen. In einem ersten Schritt entstehen Hyperplasi-
en der luminalen Epithelzellen, wodurch sich ein mehrschichtiges Epithel bildet. Man
unterscheidet hierbei zwischen normalen und atypischen Hyperplasien, wobei normale
Hyperplasien (usual ductal hyperplasia, UDH) relativ hdufig auftreten und nicht mit
einem erhohten Krebsrisiko korrelieren und daher nicht als Vorstufe bezeichnet werden.
Das Auftreten von atypischen duktalen Hyperplasien (ADH) in Brustbiopsien korre-

liert mit einer 4- bis 5-fach hoheren Inzidenz an einem invasiven Mammakarzinom zu
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erkranken [Knapp and Coady, 1962; Tavassoli and Norris, 1990]. Die atypische Hyper-
plasie ist aus histologischer Sicht eine Ubergangsform zum Carcinoma in situ, da die
uniformen Zellhaufen aufgrund von vergroferten Zellkernen bereits neoplastische An-
zeichen aufweisen. Eine klare Abgrenzung ist daher nach morphologischer Betrachtung
nicht moglich [Schnitt and Connolly, 1992]. Es gibt zwei Arten von in situ Karzinomen,
die an Hand ihrer Morphologie unterschieden werden. Zum einen gibt es das duktale
Carcinoma in situ (DCIS), welches 80% der Félle ausmacht. Zum anderen gibt es das
seltenere lobuldre Carcinoma in situ (LCIS), welches epidemiologisch, molekular und
genetisch betrachtet Unterschiede zum DCIS aufweist und prognostisch mit einem ag-
gressiveren Krankheitsverlauf einhergeht [Lakhani, 1999|. Beide Formen des Carcinoma
in situ entstehen jedoch in den tubuloalveolidren Lobuli und besitzen definitionsgeméfs
noch eine intakte Basalmembran. Mit dem Durchbruch durch die Basalmembran, welche
das Epithelium vom umgebenden Stroma abgrenzt, liegt ein invasives Mammakarzinom
vor. Bei den invasiven Karzinomen existieren ebenfalls unterschiedliche Formen, wobei

das duktale Karzinom mit 80% am héufigsten diagnostiziert wird.

1.1.2 Einteilung nach dem Rezeptorstatus

Die Einteilung der Mammakarzinome nach ihrem Rezeptorstatus hat prognostische und
therapeutische Relevanz. Derzeit werden der Hormonrezeptorstatus von dem Ostrogen-
rezeptor (ER) und dem Progesteronrezeptor (PR) sowie der v-erb-b2 erythroblastic leu-
kemia viral oncogene homolog 2 (ErbB2)-Status routineméfig als pradiktive Marker fiir
die Auswahl einer spezifischen adjuvanten Therapie eingesetzt.

Steroidhormone, wie Ostrogen, spielen eine entscheidende Rolle in der Entwicklung
von Brustkrebs. Dabei scheint die Signaltransduktion von Ostrogen hauptsichlich iiber
den Ostrogenrezeptor a (ERa) und ERA vermittelt zu sein [Couse and Korach, 1999].
Etwa 60% der Mammakarzinome exprimieren den ER und werden damit als ER-positiv
(ER™) Kklassifiziert [Keen and Davidson, 2003|. Die Expression des ER korreliert mit
einem hohen Differenzierungsgrad des Tumors und einer guten klinischen Prognose [Mc-
Carty et al., 1980; Mossler et al., 1981|. Der Hormonrezeptor-Status ist vor allem fiir
das Ansprechen auf eine Hormontherapie mit ER-Modulatoren, wie dem Tamoxifen, ent-
scheident. Der Progesteronrezeptor (PR) ist ein Marker fiir die Funktionalitit des ER,
da PR ein Ostrogen-reguliertes Gen ist. Mehr als die Hilfte der ER*-Mammakarzinome
exprimieren auch den PR [Nadji et al., 2005; Idirisinghe et al., 2010|. Einige Studien
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haben gezeigt, dass der PR-Status besonders geeignet ist, um Vorhersagen {iber das An-
sprechen auf eine Hormontherapie zu treffen [Skinner et al., 1980; Arpino et al., 2005].

Der ErbB2-Rezeptor (auch bekannt unter dem Namen humaner epidermaler Wachs-
tumsfaktorrezeptor 2, Her2) ist ein Proto-Onkogen, welches auf dem Choromosom 17
lokalisiert ist und fiir eine 185 kDa grofe Rezeptortyrosinkinase kodiert. Eine Genampli-
fikaion und/ oder Uberexpression von ErbB2 findet man bei etwa 20% der Mammakarzi-
nompatientinnen [Liu et al., 1992; Slamon et al., 1987, 1989]. Solch eine Uberexpression
fithrt zur gesteigerten Aktivierung der ErbB2-vermittelten Signaltransduktion, wodurch
Zellwachstum, Angiogenese und Metastasierung geférdert werden [Muss et al., 1994; Ross
and Fletcher, 1999; Nahta et al., 2003|. Das ErbB2-positive (ErbB2")-Mammakarzinom
ist mit einem aggressiven Krankheitsverlauf und mit einem verkiirzten Krankheitsfreiem-
(desease free survival, DFS) sowie Gesamtiiberleben (overall survival, OS) assoziiert
[Dowsett, 2001; Morrow et al., 2009]. Diese Patientinnen koénnen vor allem von einer
Therapie mit dem humanisierten monoklonalen Antikoérper Herceptin, welcher gegen den
ErbB2-Rezeptor gerichtet ist, profitieren [Konecny et al., 2006]. Die Bindung von Hercep-
tin an ErbB2 fiithrt zur Wachstumsinhibition und Apoptose der Tumozellen [Simon et al.,
2001]. Durch die Gabe von Herceptin in Kombination mit Chemotherapeutika konnten
sowohl das DFS als auch das OS bei ErbB2"-Mammakarzinompatientinnen verbessert
werden [Slamon, 2000]. Allerdings sprechen nur 22 - 50% der ErbB2"-Patientinnen iiber-
haupt auf eine Therapie mit Herceptin an und hiufig treten Resistenzmechanismen im
Verlauf der Therapie auf [Piccart-Gebhart et al., 2005|, welche wenig verstanden sind
[Nahta et al., 2006]. Einige Studien haben gezeigt, dass fiir die Resistenzentstehung der
Phosphorylierungszustand von ErbB2 [Ginestier et al., 2007], sowie der PTEN- und
PI3K-Status [Berns et al., 2007] wichtige Faktoren seien kénnen.

Neben dem ER*- und dem ErbB2T-Mammakarzinom gibt es noch das Tripel-negative,
welches in weniger als 10% der Fille auftritt. Das Tripel-negative-Mammakarzinom ex-
primiert weder den ER noch den PR und auch nicht den ErbB2-Rezeptor. Dieser seltene
Typ von Mammakarzinom ist besonders aggressiv und folglich mit der schlechtesten kli-
nischen Prognose assoziiert. Einen spezifischen Therapieansatz gibt es hierbei noch nicht
[Podo et al., 2010].
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1.1.3 Die ErbB-Rezeptoren

Die wv-erb-b erythroblastic leukemia viral oncogene homolog (ErbB)-Rezeptoren werden
von Zellen aus unterschiedlichen Geweben mit epithelialem, mesenchymalem oder neuro-
nalem Ursprung exprimiert, wo sie eine fundamentale Rolle bei der Entwicklung, Prolife-
ration und Differenzierung spielen [Olayioye et al., 2000|. Die ErbB-Rezeptoren gehoren
zur Subklasse I der Superfamilie der Rezeptortyrosinkinasen (RTKs), welche aus vier
Mitgliedern dem ErbB1 (auch bekannt unter dem Namen epidermaler Wachstumsfak-
torrezeptor, EGFR), ErbB2, ErbB3 und ErbB4 besteht. Alle Familienmitglieder besit-
zen eine extrazelluldre Ligandenbindungsdoméne, eine membrandurchspannende Regi-
on und eine intrazellulire Tyrosinkinasedomine. Uber eine Familie von Liganden, den
EGF-verwandten Peptidwachstumsfaktoren, welche an die extrazellulire Doméne der
ErbB-Rezeptoren binden, werden diese aktiviert [Moasser, 2007; Hynes and MacDo-
nald, 2009|. Der komplexe Mechanismus der Aktivierung der ErbB-Rezeptoren wurde,
auf Grund ihrer besonderen Bedeutung beim Krebs, vielseitig untersucht. Kiirzlich konn-
te gezeigt werden, dass der EGFR unabhéngig von einer Phosphorylierung in der Ak-
tivierungsschleife der Tyrosinkinasedoméne aktiviert wird, sondern durch Stabilisierung
der aktiven Konformation, dhnlich wie bei AGC-Kinasen [Jura et al., 2011].

1.1.3.1 Die ErbB2-vermittelte Signaltransduktion

Der ErbB2-Rezeptor spielt eine besondere Rolle bei der Karzinogenese des Mammakar-
zioms. In Abbildung 1.1 ist die ErbB2-vermittelte Signaltransduktion vereinfacht dar-
gestellt. Nach Bindung eines EGF-verwandten Peptidwachstumsfaktors an den ErbB1-,
ErbB3- oder ErbB4-Rezeptor kann es zur Heterodimierisierung von ErbB2 mit einem
der ErbB-Familienmitgliedern kommen (siche Abb. 1.1).

Als Folge der ligandeninduzierten Dimerisierung wird die intrinsische Tyrosinkina-
seaktivitidt der Rezeptoren stimuliert, was zur Auto- und Transphosphorylierung von
bestimmten Tyrosinresten der zytoplasmatischen Doméne des Rezeptors fiithrt. Die-
se phosphorylierten Tyrosinreste dienen als Bindungsstelle fiir Adaptermolekiile ver-
schiedener Signalkaskaden. Auf Grund der Vielzahl von Liganden und Dimerisierungs-
moglichkeiten des ErbB2-Rezeptors resultiert die Aktivierung eines komplexen, vielfil-
tigen Signalnetzwerkes [Moasser, 2007; Morrow et al., 2009; Hynes and MacDonald,
2009]. Im Folgenden wird die ErbB2-vermittelte Signaltransduktion an dem Beispiel

der ErbB2/ErbB3-Heterodimerisierung néher beschrieben. Fiir die Heterodimerisierung
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Abbildung 1.1: ErbB2-vermittelte Signaltransduktion. Nach Bindung eines Liganden
kommt es zur Dimerisierung von ErbB2 mit den ErbB-Familienmitgliedern. Als Folge der li-
gandeninduzierten Dimerisierung wird die intrinsische Tyrosinkinaseaktivitdt der Rezeptoren
stimuliert, was zur Auto- und Transphosphorylierung von bestimmten Tyrosinresten der cy-
toplasmatischen Doméne fiihrt. Diese phosphorylierten Tyrosinreste dienen als Bindungsstelle
fiir Adaptermolekiile verschiedener Signalkaskaden. Als Beispiel fiihrt die Dimerisierung von
ErbB2 und ErbB3 zur Aktivierung des Ras/Raf/MAPK- und JAK/STAT-Signalwegs, aber
vor allem zur Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs. Als Folge werden zelluldre Prozesse wie
Proliferation, Uberleben und Angiogenese reguliert. (In Anlehnung an Morrow et al. 2009)

von ErbB2 und ErbB3 ergibt sich eine Besonderheit. Es wird angenommen, dass ErbB2
keinen Liganden besitzt, da bislang keiner identifiziert wurde. Aus diesem Grund wird
ErbB2 auch als Co-Rezeptor bezeichnet, da er auf die ligandeninduzierte Aktivierung
eines Familienmitglieds angewiesen ist [Sliwkowski, 2003]. Der ErbB3-Rezeptor besitzt
hingegen keine intrazellulire Tyrosinkinaseaktivitit, weshalb ErbB3-Homodimere kei-
ne Signaltransduktion vermitteln konnen [Sierke et al., 1997; Kim et al., 1998; Berger
et al., 2004|. Interessanterweise zeigte sich, dass gerade aus dem ligandemlosen (ErbB2)
und kinaseinaktivem (ErbB3) Rezeptor das aktivste Dimer entsteht |Sliwkowski et al.,
1994; Tzahar et al., 1996; Horan et al., 1995]. Nach Dimerisierung und Autophospho-
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rylierung kommt es zum einen zur Aktivierung der mitogenaktivierten Proteinkinase
(MAPK), was zum Zellwachstum fiihrt. Zum anderen kommt es nach Dimerisierung von
ErbB2 und ErbB3, auf Grund multipler Bindungsstellen fiir die p85-Untereinheit der
Phosphoinositid 3-Kinase (PI3K) im intrazelluliren Bereich von ErbB3, vor allem zur
Aktivierung der PI3K [Prigent and Gullick, 1994|, was eine gesteigerte Proliferations-
und Uberlebensrate der Zellen zur Folge hat. Dariiber hinaus kann es zur Aktivierung
des JAK/STAT-Signalwegs kommen, welcher ebenfalls Zellproliferation auslost [Olayioye
et al., 2000; Morrow et al., 2009] (siehe Abb. 1.1).

1.1.3.2 Die Bedeutung von ErbB2 bei der Karzinogenese

Es hat sich gezeigt, dass die Uberxpression der ErbB-Rezeptoren die Entwicklung und
Malignitat einer Vielzahl von Tumoren, inklusive des Mammakarzinoms, stark beein-
flusst. Dabei nimmt der ErbB2-Rezeptor beim Mammakarzinom auf Grund verschiede-
ner Eigenschaften eine besondere Stellung ein. Zum einen kann ErbB2 im Zuge einer
Uberexpression ohne die Bindung von Liganden Heterodimere bilden, zum anderen ist
es der bevorzugte Dimerisierungspartner der anderen ErbB-Rezeptoren [Tzahar et al.,
1996; Graus-Porta et al., 1997|. Dariiber hinaus besitzt ErbB2 die stérkste intrinsische
Tyrosinkinaseaktivitdt, und ErbB2-Dimere weisen eine besonders hohe Stabilitit auf,
was eine verldngerte Signalweiterleitung zur Folge hat |[Graus-Porta et al., 1997; Ro-
epstorff et al., 2008]. Eine ErbB2-Uberexpression korreliert daher mit einem malignen,
aggressiven Tumorwachstum und folglich mit einem schlechten Uberleben der Patien-
tinnen [Slamon et al., 1987]. Aukerdem wird die Uberexpression von ErbB2 mit einer
erh6hten Angiogenese, Invasivitit, Befall der Lymphknoten und Metastasierung assozi-
iert [Slamon et al., 1989; Ross and Fletcher, 1999].

1.1.4 Balb-neuT: Ein Mausmodell fiir das ErbB2"-Mammakarzinom

Es gibt mehrere transgene Mausmodellen, bei denen Mammakarzinome in den trans-
genen Mausen erzeugt werden, um die molekularen Mechanismen der Tumorprogressi-
on und Metastasierung zu untersuchen. Hierbei steht das transgene Konstrukt héufig
unter der Kontrolle des Mausmammatumorvirus (MMTV)-Promotors. Der Vorteil des
MMTV-Promotors liegt in einer gewebespezifischen Expression des Transgens im Mam-
magewebe. Der MMTV-Promotor wird mit Beginn der Pubertit der Méuse, etwa in der

dritten bis vierten Woche, durch Sexualhormone induziert [Muller et al., 1988].
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Die Karzinogenese des transgenen Balb-neuT-Modells basiert auf der Integration ei-
ner konstitutiv aktiven Form des ErbB2 der Ratte (neu). Das transgene ErbB2, wurde
aus chemisch induzierten Gehirntumoren von BDIX-Ratten isoliert und tragt eine ak-
tivierende Punktmutation in der Transmembrandomine des Rezeptors an der Position
2012. Auf Grund der Punktmutation kommt es zum Aminosdureaustausch an Position
664 von Valin zu Glutaminsdure und letztlich zur konstitutiven Aktivierung von ErbB2
und seinen nachgeschalteten Signalkaskaden, was eine aggressive Karzinogenese zur Fol-
ge hat [Muller et al., 1988]. Auf Grund der Mutation in der Transmembran-Doméne des
ErbB2-Rezeptors wird die Kinaseaktivitit etwa 100-fach verstarkt. Diese Aktivitdtsstei-
gerung ist dadurch zu erkliren, dass die mutierte Form des ErbB2 im Vergleich zur
Wildtyp-Variante in einem héheren Mafe phosphoryliert ist [Bargmann and Weinberg,
1988]. Dariiber hinaus kommt es zu einer bevorzugten konstitutiven Dimerisierung des
mutierten ErbB2-Rezeptors.

Das in das Genom der Mause integrierte Konstrukt besteht also aus der transkrip-
tionell aktiven MMTV-LTR-Region, dem Onkogen (neuT) und der SV40 polyA-Erken-
nungssequenz. Das urspriingliche Mausmodell mit dem Konstrukt MMTV-neu-NT wur-
de auf dem genetischen Hintergrund des FVB Inzucht-Mausstamms etabliert [Muller
et al., 1988]. Das Transgen-Konstrukt wurde im Folgenden in den genetischen Hinter-
grund des CD1-Mausstamms integriert [Lucchini et al., 1992|. Durch Verpaarung dieser
CD1-ErbB2-positiven Méuse mit WT-Balb/c-Mausen wurde das ErbB2-Transgen in den
genetischen Hintergrund der Balb/c-Maus eingebracht [Boggio et al., 1998|. Daraus folgt
die Bezeichnung , Balb-neuT*. Das Balb-neuT-Mausmodell eignet sich besonders gut zur
Analyse des ErbB2"-Mammakarzinoms. Nach Induktion des Transgens, etwa in der 3.
bis 4. Woche, entwickeln sich im Mammagewebe der Balb-neuT' Méuse atypische Hyper-
plasien ab der 7. bis 9. Woche [Carlo et al., 1999]. Der Ubergang zum in situ Carcinoma
findet zwischen der 14. und 18. Woche statt. Die Tumoren lassen sich ab der 18. Woche
ertasten und ab der 23. bis 30. Woche liegt ein invasives Karzinom vor. Die Latenz-
zeit der Mause betriagt etwa 27 bis 33 Wochen. Wichtige Figenschaften der priméren
Balb-neuT Tumoren sind ein multifokaler Ursprung, die Expression von ErbB2 sowie
ein metastatischer Phianotyp. Metastasen bilden sich sowohl in der Pleura als auch im
Lungenprenchym |[Hiisemann et al., 2008]. Hiisemann et al., konnten an Hand des Balb-
neuT-Modells erstmalig zeigen, dass Tumorzellen bereits friith, noch in der Phase der

atypischen Hyperplasi, ins Knochenmark disseminieren.
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1.2 Disseminierung von Tumorzellen

Im Verlauf der Tumorprogression solider Tumoren werden immer wieder Tumorzellen
vom priméren Tumor in das Gefifsystem abgegeben und kénnen somit in sekundére
Organe gelangen. Disseminierte Tumorzellen (DTC) lassen sich auch nach der Resektion
des Primédrtumors im Knochmark (KM) in 20-60% der Krebspatienten mit verschiedenen
soliden Tumoren, wie Lungen- und Brustkrebs, nachweisen. Es wird angenommen, dass
DTC als minimale residuale Erkrankung (minimal reisual desease (MRD)), auch lange
nach der Entfehrnung des Primértumors, Ursache fiir Metastasen sein konnten [Pantel
et al., 2009; Miiller et al., 2010].

1.2.1 Disseminierte Tumorzellen (DTC) - Identifizierung und Charakterisierung

Bereits 1954 postulierten Schreiber et al, dass sich disseminierte Tumorzellen (DTC) im
Knochenmark von Patienten mit nicht-matastatischem Brustkrebs befinden. Schreiber
identifizierte die DTC in den KM-Ausstrichen von Brustkrebspatientinnen ausschliefslich
an Hand morphologischer Eigenschaften der Zellen [Schreiber, 1954]. Spezifische Nach-
weismethoden zur Detektion von D'TC standen damals noch nicht zur Verfiigung. Erst
20 Jahre spéter, zur Zeit der Entwicklung spezifischer Antikorper und Farbemethoden,
wurde erneut versucht DTC an Hand epithelialer Zellmarker, welche von den mesenchy-
malen Zellen des Knochenmarks nicht exprimiert werden, wie die Zytokeratine (CK), zu
identifizieren. Heutzutage konnen DTC mit Hilfe von immunzytochemischen Farbeme-
thoden (ICC) und CK-spezifischen Antikérpern eindeutig im KM von Krebspatienten
als CKT-Zellen nachgewiesen werden [Pantel et al., 1993|. Umfangreiche klinische Studi-
en haben gezeigt, dass der Nachweis von DTC im KM mit einem gesteigerten Auftreten
eines Rezidivs korreliert und einen unabhéngigen Prognosemarker darstellt [Braun et al.,
2005].

In den letzten Jahre wurden viele Studien zur Charakterisierung von DTC durchge-
fiihrt, um potentielle therapeutische Zielmolekiile zu identifizieren und neue Therapie-
strategien gegen MRD zu entwickeln. Diese Studien haben gezeigt, dass DTC héufig
Chromosomenaberrationen aufweisen, welche sich in ihrer Art vom Primértumor unter-
scheiden konnen. Auflerdem scheinen DTC ein unterschiedliches proliferatives Potential
zu besitzen |[Gangnus et al., 2004]|. Weitere Studien haben gezeigt, dass DTC proliferative
und prometastatische Marker, wie ErbB2 und den Urokinase-Typ-Plasminogenaktivator

(u-PA) und seinen Rezeptor (u-PAR), exprimieren konnen [Braun and Naume, 2005;
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Cote et al., 1995; Reimers et al., 2004], was mit einem gesteigerten proliferativen Po-
tential der DTC und einer schlechten klinischen Prognose assoziiert ist [Allgayer and
Aguirre-Ghiso, 2008].

1.2.2 Friihe Disseminierung und Tumorschlaf (tumor dormancy)

Das gingige Modell der Karzinogenese beschreibt die Tumorprogression von den frithen
Liasionen iiber das invasive Karzinom hin zur soliden Metastase als mehrstufigen Prozess.
Wiéhrend der ersten Schritte akkumulieren die Zellen des Primértumors genetische und
epigenetische Verdnderungen, die zu einem invasiven Wachstum des Primértumors fiih-
ren. Schliefslich erlangen einige Tumorzellen durch weitere Verdnderungen die Fahigkeit
in sekundire Organe zu metastasieren. Die Disseminierung von Tumorzellen ist demnach
ein spétes Ereignis [Fearon and Vogelstein, 1990; Bernards and Weinberg, 2002].

Studien der letzten Jahre haben allerdings gezeigt, dass die Disseminierung von Tu-
morzellen auch ein frithes Ereignis der Metastasierungskaskade sein kann. Insbesondere
beim Mammakarzinom zeigte sich hdufig, dass selbst nach frither Diagnose und vollstan-
diger chirurgischer Entfernung des Primértumors viele Jahre spéter ein Rezidiv auftreten
kann [Pantel et al., 2009]. Auferdem weisen die Unterschiede in den genetischen Ver-
dnderungen der DTC im Vergleich zum Primértumor darauf hin, dass diese bereits friih
von einander getrennt wurden. Das Auftreten von Metastasen Jahre nach der Resektion
des Primértumors impliziert eine Phase der Ruhe, des sogenannten Tumorschlafs (tum-
nor dormancy) [Almog, 2010]. In dieser Phase schlift der Tumor quasi an sekundéiren
Orten ohne zu klinisch detektierbaren Metastasen heran zuwachsen. Die molekularen
Mechanismen des Tumorschlafs sind weitgehend unerforscht. Verschiedene Mechanismen
wurden vorgeschlagen, um Tumorschlaf zu erkliren (siehe Abb. 1.2).

Einer dieser Mechanismen der Tumorschlaf erklaren konnte, basiert auf der ineffizien-
ten Induktion einer Angiogenese. Tumoren sind abhangig vom Anschluss an funktionelle
Blutgeféfe, die sie mit Nahrstoffen versorgen und beim Wachstum unterstiitzen. Tu-
moren, welche nicht in der Lage sind erfolgreich eine Angiogenese zu induzieren und
funktionelle Blutgeféfe zu bilden, verbleiben avaskuldr und in einer mikroskopischen
Groke |Gimbrone et al., 1972; Watnick et al., 2003; Naumov et al., 2006]. Unter avasku-
laren Bedingungen besitzen Tumorzellen eine sehr hohe Proliferationsrate, die allerdings
auf Grund einer gesteigerten Apoptoserate die Tumorgrofe im Gleichgewicht hélt [Holm-

gren et al., 1995|. Der Ubergang von einer privaskuliren Lesion zu einem hochgradig
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vaskularisiertem und stufenweise auswachsendem Tumor wird als angiogenic switch be-
zeichnet. Ein nicht-angiogenetischer Tumor verbleibt solange im Tumorschlaf, bis eine

effiziente Angiogenese induziert werden kann.
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der molekularen Mechanismen des Tumor-
schlafs. Der Tumorschlaf kann durch ineffiziente Angiogenese entstehen, wobei die ausbleibende
Bildung neuer und funktionaler Blutgefifse das Tumorwachstum inhibiert. Die Tumorgréfse ver-
bleibt auf Grund einer Balance zwischen Proliferation und Apoptose der Tumorzellen gleich.
Der Ausbruch aus dem Ruhezustand geht mit einer Neovaskularisierung und einer reduzier-
ten Apoptose einher. Der Tumorschlaf kann auerdem durch Zellzyklusarrest induziert werden,
wobei die Tumorzellen in einen nicht proliferativen Ruhezustand fallen. Auf Grund einer gestei-
gerten Proliferation kommt es zum Ausbruch aus dem Tumorschlaf. Ein weiterer Mechanismus
basiert auf der Kontrolle des Immunsystems, wobei das Wachstum des Tumors durch eine aktive
Immunantwort blockiert wird [Almog, 2010]

Ein zweites Modell schligt vor, dass Tumorschlaf auf ein nicht-proliferatives Potential
der einzelnen Tumorzellen zuriickzufiihren ist und wird deshalb auch als Tumorzellschlaf
(tumor cell dormancy) bezeichnet. Die Tumorzellen befinden sich im Ruhezustand also in
der Gg-Phase des Zellzyklus und beginnen erst zu proliferieren, wenn die Mikroumgebung
entsprechende Bedingungen anbietet [Barkan et al., 2008, 2010; Goodison et al., 2003].
Hierbei scheint eine Urokinase-Typ-Plasminogenaktivator-Rezeptor (u-PAR)-vermittelte

Signalweiterleitung fiir die Regulation zwischen Tumorzellschlaf und Proliferation von
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grofer Bedeutung zu sein [Ghiso, 2002; Aguirre-Ghiso et al., 2003; Ranganathan et al.,
2006; Schewe and Aguirre-Ghiso, 2008]. Das u-PAR-System reguliert neben Proliferation
und Apoptose auch Migration und Invasion verschiedener Tumorzellen. Die Expression
von u-PAR auf DTC kann moglicherweise als klinischer Prognosemarker Anwendung
finden. Es konnte gezeigt werden, dass eine gesteigerte Expression von u-PAR auf DTC
von Magenkrebspatienten zum Zeitpunkt der Primdrtumor-Resektion, mit einer gestei-
gerten Anzahl von DTC im Knochenmark wihrend der klinischen Nachuntersuchungen
assoziiert ist und mit einer schlechteren klinischen Prognose einhergeht [Allgayer et al.,
1997; Allgayer and Aguirre-Ghiso, 2008].

Der dritte Mechanismus, der dem Tumorschlaf zu Grunde liegen kénnte, wird {iber eine
aktive Immunantwort vermittelt. Das Tumorwachstum wird vom aktiven Immunsystem
effizient unterdriickt. Es entsteht ein Gleichgewicht zwischen der aktiven Immunabwehr
und dem Wachstum der Tumozellen, so dass der Tumor in einer mikroskopischen Gréfe
verharrt [Koebel et al., 2007; Uhr et al., 1991; Quesnel, 2008].

Trotz aller Anstrengungen der letzten Jahre sind die molekularen Mechanismen, die
zum Uberleben und zur Proliferation von DTC sowie zum Ausbruch aus dem Tumor-
schlaf fithren weitgehend unerforscht. Tatsache ist, dass Krebspatienten zumeist nicht
am Primértumor, sondern an der systemischen Ausbreitung und an den Folgen von Me-
tastasen versterben, was die Notwendigkeit der Erforschung der molekularen Prozesse

einer Metastasierung in den Vordergrund stellt.

1.2.3 DTC-Zelllinien als Modellsystem zur funktionellen Analyse von DTC

Auf Grund der niedrigen Frequenz von DTC (weniger als 10 CK"-Zellen pro 8 x 10°
mononukleare Zellen) im KM von Krebspatienten sind funktionelle Analysen an DTC
besonders schwierig [Pantel et al., 1999]. In dieser Arbeit wurden DTC-Zelllinien, wel-
che aus dem Knochenmark von Krebspatienten etabliert wurden [Pantel et al., 1995], als
in vitro Modellsystem zur funktionellen Analyse von DTC verwendet. Diese Zelllinien
wurden bereits erfolgreich als Modellsystem fiir Analysen von DTC auf DNA- [Gang-
nus et al., 2004; Kraus et al., 2003; Offner et al., 1999|, RNA- [Putz et al., 1999] und
Proteinebene [Putz et al., 1999; Bartkowiak et al., 2009] eingesetzt. Die DTC-Zelllinien
LC-M1, BC-M1 und PC-E1 wurden aus dem Knochenmark von Patienten mit einem

Lungen-, Brust- bzw. Prostatakarzinom etabliert.
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1.3 Der PI3K/AKT-Signalweg

Der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/AKT-Signalweg ist einer der wichtigsten Signal-
wege bei der Regulation von Zellwachstum und Uberleben. Die PI3K wird hauptsichlich
iiber Wachstumsfaktoren wie EGF oder PDGF, iiber Rezeptortyrosinkinasen wie EGFR
und ErbB2, aktiviert. Neben seiner physiologischen Funktion besitzt der PI3K/AKT-
Signalweg eine grofe Bedeutung bei der Tumorprogression und Metastasierung verschie-
dener Tumorentitaten, wie Lungen- und Brustkrebs [Cantley, 2002; Vogt et al., 2010;
Franke, 2008; Castaneda et al., 2010].

1.3.1 Die Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K)

Die Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) gehoren zu einer Familie von Lipidkinasen, welche
intrazellulare Signalkaskaden aktivieren, die ein breites Spektrum an zelluliren Funk-
tionen regulieren. Die PI3SK phosphorylieren spezifisch die 3’-OH-Gruppe des Inosi-
tolrings von membranstindigen Phosphoinositiden, wodurch die D3-Phosphoinositide
PtdIns(3,4,5)P3, PtdIns(3,4)Py und PtdIns3P in der Membran entstehen [Vanhaese-
broeck et al., 2001|, Das PtdIns(3,4,5)P3 ist das Hauptprodukt der PI3K nach Rezep-
torstimulation und iibernimmt eine wichtige Funktion bei der Aktivierung des AKT-
Signalwegs. PtdIns(3,4,5)P3 rekrutiert und lokalisiert Signalproteine mit Lipid-bindenden
Pleckstrin-Homologie (PH)-Doménen, wie AKT, an die Innenseite der Plasmamembran,
was zu ihrer Aktivierung fiithrt [Vanhaesebroeck et al., 2001].

Es gibt drei Klassen von PI3K, Klasse I, IT und III, wobei Klasse I in IA und IB
unterteilt wird. Die PI3K der Klasse I generieren das PtdIns(3,4,5)P3, wobei die PI3K TA
am besten charakterisiert ist und am haufigsten mit Krebs in Verbindung gebracht wird
[Engelman, 2009|. Klasse TA PI3K sind heterodimere Enzyme aus einer regulatorischen
(p85) und einer katalytischen (p110) Untereinheit. Bei Sdugetieren gibt es drei Gene, die
fiir Klasse IA katalytische Untereinheiten der PI3K, p110«, p1105 und pl110d codieren
sowie drei Gene, die fiir Klasse IA regulatorische Untereinheiten der PI3K, p85«, p8573
und p557 codieren [Liu et al., 2009]. Die Klasse IB der PI3K stellt ein Heterodimer aus
der katalytischen Untereinheit p110v und einer regulatorischen Untereinheit p101, p87
oder p84 dar. Wahrend Klasse TA PI3K iiber die Rekrutierung von p85 an aktivierte
Rezeptortyrosinkinasen oder daran assoziierte Adapterproteine aktiviert werden, erfolgt

die Aktivierung der Klasse IB iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (G protein-coupled
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receptors, GPCRs) durch direkte Interaktion der regulatorischen Untereinheit mit GS~

von trimeren G-Proteinen [Katso et al., 2001].

1.3.2 Die Proteinkinase B/AKT

Die Serin/Threonin Kinase AKT gehort zur Superfamilie der AGC-Kinasen (cAMP-
dependent protein kinase A/ protein kinase G/ protein kinase C), zu denen unter ande-
rem auch die Proteinkinase A (PKA) und PKC zdhlen. AGC-Kinasen teilen strukturelle
Eigenschaften, insbesondere in der Kinasedoméne und besitzen einen dhnlichen Mecha-
nismus der Aktivierung [Pearce et al., 2010]. Unabhéngig voneinander identifizierten
1991 drei Arbeitsgruppen ein 60 kDa schweres cytosolisches Protein, das AKT. Wah-
rend Bellacosa et. al. AKT als das humane Homolog des viralen Onkogens v-akt des
transformierenden Retrovirus AKTS identifizierten, suchten und fanden Coffer et al.
und Jones et al. eine Kinase mit starker Homologie zur PKA und PKC, welche sie PKB
bzw. rac-PK nannten |Bellacosa et al., 1991; Coffer and Woodgett, 1991; Jones et al.,
1991]. Es stellte sich heraus, dass in allen drei Arbeiten das gleiche Protein beschrieben
wurde. In der Literatur haben sich vor allem die Namen AKT und PKB durchgesetzt.
In dieser Arbeit wird durchgehend die Bezeichnung AKT verwendet.

1.3.2.1 Die AKT-Isoformen

In Saugetierzellen wurden drei AKT-Isoformen AKT1, AKT2 und AKT3 identifiziert,
welche von drei unterschiedlichen Genen kodiert werden und auf den Chromosomen
14932 (12F1-2), 19q13 (7B1) bzw. 1q44 (1H4-6) lokalisiert sind [Chan et al., 1999; Mur-
thy et al., 2000]. Die AKT-Isoformen weisen eine starke Sequenzhomologie auf, die etwa
bei 85% liegt und besitzen eine konservierte Doménenstruktur (sieche Abb. 1.3). Alle
drei AKT-Isoformen besitzen N-terminal eine Plekstrin Homologie-Doméne (PH), eine
zentral gelegene Kinasedoméne sowie eine C-terminale regulatorische Doméne mit einem
hydrophoben Motiv. Die N-terminale PH-Doméne besteht aus etwa 100 Aminosduren
(AS) und interagiert mit membranassoziierten Lipidprodukten wie dem PtdIns(3,4,5)Ps,
welches von der PI3K generiert wird [Thomas et al., 2002; Kumar and Madison, 2005].
Die Kinasedoméne der AKT-Isoformen ist besonders Homolog zu anderen AGC-Kinasen,
auferdem befindet sich in dieser Region ein konservierter Threoninrest (T308 in AKT1,
T309 in AKT2 und T305 in AKT3), dessen Phosphorylierung fiir die Aktivierung von
AKT und anderen AGC-Kinasen essentiell ist [Alessi et al., 1996a]. Im Anschluss an
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Abbildung 1.3: Doménenstruktur der AKT-Isoformen. Die AKT-Isoformen besitzen N-
terminal eine Plekstrin-Homologie (PH)-Doméne, zentral gelegen eine Kinasedoméne und C-
treminal eine regulatorische Doméne mit einem hydrophoben Motiv (HM).

die Kinasedoméne folgt C-terminal die regulatorische Doméne, welche ein hydrophobes
Motiv (HM) beinhaltet. Das HM ist durch die Sequenz F-X-X-F/Y-S/T-Y /F (X = jede
AS) definiert und ist fiir AGC-Kinasen typisch [Peterson and Schreiber, 1999]. Bei allen
AGC-Kinasen ist die Phosphorylierung eines Serin- oder Threoninrests innerhalb des
HM (S473 in AKT1, S474 in AKT2 und S472 in AKT3) fiir die vollstandige Aktivierung
der Kinase notwendig [Andjelkovic et al., 1996|. Interessanterweise existiert beim AKT3
der Ratte sowie bei AKT3-(y1), der C-terminal verkiirzten humanen Splicevariante von
AKTS3, dieser konservierte Serinrest im HM nicht, weshalb angenommen wird, dass diese
AKT-Varianten unabhéngig von der Phosphorylierung im HM aktiviert werden [Konishi
et al., 1994; Brodbeck et al., 2001].

Sowohl AKT1 als auch AKT2 werden ubiquitdr exprimiert, wobei AKT2 einen Ex-
pressionsschwerpunkt in Insulin-sensitiven Organen wie Leber, Fett und Muskelgewebe
besitzt [Altomare et al., 1998; Yang et al., 2005]. Die AKT-Isoform 3 wird dominant in
Gehirn, Testis und Ovarien exprimiert, konnte aber in geringen Mengen auch in ande-
ren Organen, wie Mamma und Lunge nachgewiesen werden [Zinda et al., 2001; Yang
et al., 2005; Easton et al., 2005]. Unterschiedliche Expressionslevel der AKT-Isoformen

miissen allerdings nicht unbedingt etwas iiber ihre Aktivitdt aussagen. In einigen Gewe-
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ben und bei Differenzierungsprozessen konnten unterschiedliche Kinaseaktivititen der
AKT-Isoformen beobachtet werden ohne mit dem Expressionslevel der entsprechenden
AKT-Isoform zu korrelieren |[Walker et al., 1998; Fujio et al., 1999].

1.3.3 Die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs

Der PI3K/AKT-Signalweg wird fiir gewthnlich wachstumsfaktorabhéngig iiber mem-
branstédndige Rezeptortyrosinkinasen (RTK) aktiviert (siehe Abb. 1.4).

Ligand
RTK RTK
=gx U
Plasma- - L -
membran P} o\ (PP Pi{a,5P2 = Pi(3.4,5P3 » Pi3,4,5P3 =
clolele . [ ok
PI3K ]
.' mTORC2,
DNA-PK, IL
Angiogenese/ || Zellwachstum/ Uberleben Proliferation Metabolismus
Metastasierung Translation
eNOS, HIF-1a, mTOR FKHRL, BAD, Mdm2, p21, p27, GSK3B, GLUT4
MMP, Snail IKK, Caspase9 Cyclin D

Abbildung 1.4: Der PI3K/AKT-Signalweg. Der PI3K/AKT-Signalweg wird Liganden-
induziert iiber membranlokalisierte Rezeptortyrosinkinasen (RTK) aktiviert. Die PI3K kata-
lysiert die Phosphorylierung von membransténdigem PI(4,5)Py zu PI(3,4,5)P3. Auf Grund der
hohen Affinitdt der PH-Doméne von AKT zum PI(3,4,5)P3 kommt es zur Membranrekrutierung
von AKT. An der Membran lokalisiert wird AKT vom mTORC2, der ILK oder der DNA-PK
am 5473 und von der PDK1 am T308 phosphoryliert und dadurch vollstindig aktiviert. AKT
reguliert zellulire Funktionen, wie Metabolismus, Proliferation und Apoptose, iiber die Phos-
phorylierung verschiedener Substrate, wie GSK3/5, p21 und BAD. Der PI3K/AKT-Signalweg
wird iiber die Phosphatase PTEN negativ reguliert.

Hierbei kommt es zur Liganden-induzierten Dimerisierung zweier monomerer Rezep-
toruntereinheiten und folgend zur Auto- und Transphosphorylierung von intrazellulér ge-
legener Tyrosinreste des Rezeptors. Diese phosphorylierten Tyrosinreste (pY) fungieren
als neue Bindungsstellen fiir Proteine mit einer Src homology domain 2 (SH2)-Doméne,
wie der p85-Untereinheit der PI3K [Coffer and Woodgett, 1991; Chan et al., 1999; Blume-
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Jensen and Hunter, 2001; Schlessinger, 2000|. Nach Bindung der p85-Untereinheit der
PI3K an pY kommt es zur Konformationsidnderung und zur Aktivierung der kataly-
tischen pl110-Untereinheit der PI3K. Die pl110-Untereinheit katalysiert die Phospho-
rylierung von membranstéindigem PtdIns(4,5)Py zu PtdIns(3,4,5)P3. Auf Grund der
Entstehung von PtdIns(3,4,5)P3 kommt es zur Membranrekrutierung von AKT und
der Phosphoinositid-abhéngigen-1-Kinase (PDK1), welche iiber ihre PH-Doménen an
PtdIns(3,4,5)P3 binden [M. Andjelkovic et al., 1997; Lemmon and Ferguson, 2000; Wy-
mann et al.; 2003]. An der Membran lokalisiert kommt es durch Phosphorylierung der
konservierten AS-Reste von AKT némlich T308 (AKT1) und S473 (AKT1) zur Akti-
vierung von AKT. Die genaue Abfolge der Aktivierung von AKT ist nicht vollstdndig
aufgeklart. Wahrscheinlich kommt es zunéchst, wie fiir AGC-Kinasen {iiblich, zur Phos-
phorylierung des C-terminalen hydrophoben Motivs am S473 von AKT1. Diese Phospho-
rylierung wird durch den mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2) |Sar-
bassov et al., 2005], der DNA-PK (DNA-abhingigen Proteinkinase) [Feng et al., 2004]
oder der TLK (integrin-linked kinase) [Delcommenne et al., 1998| vermittelt. Auf Grund
der Phosphorylierung im HM kommt es zur Konformationsianderung von AKT. Als Folge
wird die Bindung der Aktivierungschleife (T-Schleife), welche sich in der Kinasedomé-
ne von AKT befindet, an die PIF-Tasche (PKC related kinase 2 (PRKZ2)- interacting
factor pocket) der PDK1 begiinstigt. Die PDK1 phosphoryliert AKT in der Kinasedo-
méane am T308 (AKT1), wie andere AGC Kinasen auch [Bayascas, 2008|. Im doppel-
phosphorylierten Zustand ist AKT vollstdandig aktiviert und reguliert durch Phosphory-
lierung zahlreicher Substrate, wie GSK3/3, p21 und BAD, verschiedene zelluldre Funk-
tionen, wie Metabolismus, Proliferation und Apoptose [Bellacosa et al., 1998; Wood-
gett, 2005|. Der PI3K/AKT-Signalweg wird durch die Phosphatase PTEN (phosphatase
and tensin-homolog deleted on chromosome 10) negativ reguliert. Der Tumorsupressor
PTEN dephosphoryliert PtdIns(3,4,5)P3 zu PtdIns(4,5)P5 und wirkt der PI3K damit di-
rekt entgegen und schaltet die AKT Aktivierung ab [Simpson and Parsons, 2001|(siche
Abb. 1.4).

1.3.4 Spezifitit von AKT-Isoformen

Obwohl die AKT-Isoformen hoch konserviert und Sequenzhomolog sind gibt es Hinweise
fiir die Spezifitat von AKT-Isoformen. Mehrere Arbeiten, insbesondere an AKT-Isoform-

spezifischen knockout Mausen, konnten Unterschiede in den Funktionen der AKT-Iso-
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formen nachweisen. Der knockout von AKTI1 fiihrt zur Kleinwiichsigkeit, einer gestei-
gerten Apoptoserate in verschiedenen Gewebetypen sowie zu einer gesteigerten postna-
talen Mortalitidt. Im Gegensatz dazu weisen AKT27/~ Miuse eine Glukoseintoleranz
auf, dhnlich einer Diabetes Typ2-Erkrankung. Hieraus ergibt sich fiir AKT1 eine spe-
zifische Funktion fiir Wachstum und Apoptose und fiir AKT2 eine Funktion bei der
Regulation der Glukosehoméostase. Die AKT3~/~ Miuse zeigen auker einer verklei-
nerten Gehirngrofe, auf Grund kleinerer Zellen, keinen Phénotyp, weshalb AKT3 eine
spezifische Funktion bei der neuronalen Entwicklung zugewiesen wird. Die Kombinatio-
nen der einzelnen knockout Mause haben ergeben, dass nur der Doppel-knockoul von
AKT2 und AKT3 lebensfihig ist. Damit ergibt sich fiir die AKT-Isoform 1 die bedeu-
tendste Funktion bei der Entwicklung, welche von den AKT-Isoformen 2 und 3 alleine
nicht kompensiert werden kann [Cho et al., 2001b,a; Tschopp et al., 2005; Dummler
et al., 2006].

Auf Grund der starken Homologie der Kinasedoméne der AKT-Isoformen sind spe-
zifische Substrate von AKT-Isoformen als Grundlage spezifischer Funktionen der AKT-
Isoformen eher unwahrscheinlich. Es wird davon ausgegangen, dass die AKT-Isoformen
wn vitro eine identische Substratspezifitit aufweisen, wobei eine minimale Konsensus-
sequenz R-X-R-XX-S/T-Hyd (X = jede AS; Hyd = hydrophobe AS) fiir die in wvitro
Phosphorylierung von AKT definiert wurde [Alessi et al., 1996b]. Auch der Mechanis-
mus der Aktivierung der AKT-Isoformen scheint identisch zu sein. Eine mogliche in vivo
Substratspezifitat von AKT-Isoformen kénnte durch die unterschiedliche subzellulére Lo-
kalisation der AKT-Isoformen bedingt sein. Erste Studien zeigen, dass AKT-Isoformen in
der Zelle unterschiedlich lokalisiert sind. Wahrend AKT1 im Zytoplasma und im Zellkern
gleichermafsen lokalisiert ist, findet man AKT2 an der Mitochondrienmembran assozi-
iert. Im Gegensatz dazu ist AKT3 vor allem im Zellkern und an der Zellkernmembran
lokalisiert [Santi and Lee, 2010].

Eine weitere Moglichkeit der n wvivo Substratspezifitit von AKT-Isoformen koénnte
durch spezifische Bindungspartner der AKT-Isoformen vermittelt werden. Eine Reihe
von AKT-bindenden Proteinen wurde bislang identifiziert, die an unterschiedliche Re-
gionen von AKT binden. Durch die Bindung von Interaktionspartnern kann sowohl die
Aktivitdt als auch die Lokalisation und Stabilitdt von AKT beeinflusst werden. Inter-
essanterweise hat sich hierbei gezeigt, dass es AKT-Isoform-spezifische Bindungspartner
gibt. Das Protein JIP1 bindet beispielsweise bevorzugt an AKT1, nicht aber an AKT2
[Kim et al., 2002|. Im Gegensatz dazu bindet PHB2 bevorzugt an AKT2 und nicht
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an AKT1 [Héron-Milhavet et al., 2008, wihrend die Tcl-1 Familienmitglieder Tcl-1b
und MTCP1 an AKT1 und AKT2, nicht aber an AKT3 binden [Noguchi et al., 2007].
Desweiteren konnte die Spezifitdt der AKT-Isoformen iiber die Inaktivierung von AKT
vermittelt werden (siche Abb 1.5).

PDK1 mTORC2 PDK1) mTORC2 PDK1) mTORC2

=S
N

T308 P ~— T309 P T305 P
s473 P s474 P @x s472P

'\/ \_/
, PHLPEY
PHLPP2 (PP2A PHLPP1 (PPZA PHLPP2(PP2A

Abbildung 1.5: Regulation der Aktivierung von AKT. Alle AKT-Isoformen werden von
mTORC2 am Serinrest im HM und von der PDK1 am Threonin in der Kinasedomane phos-
phoryliert. Die Dephosphorylierung am Threoninrest wird bei allen AKT-Isoformen von der
PP2A vermittelt. Der Serinrest im HM der AKT-Isoformen wird spezifisch von PHLPP1 und
PHLPP2 reguliert (in Anlehnung an Dillon and Muller, 2010).

Wihrend der Mechanismus der Aktivierung von AKT-Isoformen identisch zu sein
scheint, wird die Inaktivierung von AKT mittels Dephosphorylierung iiber spezifische
Phosphatasen reguliert. Hierbei spielt die PH domain leucine-rich repeat protein phos-
phatase (PHLPP) eine wichtige Rolle. PHLPP dephosphoryliert AKT am S473 im HM.
Die PHLPP Familie besteht aus drei Mitgliedern: PHLPP1la, PHLPP15 und PHL-
PP2 [Gao et al., 2005], wobei @ und 8 Splicevarianten desselben Gens sind [Brognard
et al., 2007]. PHLPP Familienmitglieder bestehen aus einer PH-Doméne, einer Region
mit Leucin-reichen Wiederholungen, einer Proteinphosphatase 2C Doméne und einem
C-terminalen PDZ-Bindemotiv. Sie gehoren der Familie der Mg?*-aktivierten Protein-
phosphatasen an, die Mg?™ (Magnesium) oder Mn?" (Mangan) fiir ihre katalytische
Aktivitdt bendtigen. An Hand von Deletionsmutanten konnte gezeigt werden, dass die
PH-Doméne von PHLPP nicht fiir deren Regulation von AKT benétigt wird. Hingegen
kann bei einem Verlust des PDZ-Bindemotivs AKT nicht mehr dephosphoryliert werden
[Gao et al., 2005|. Die AKT-Isoformen werden spezifisch von PHLPP1 und PHLPP2
reguliert. Studien zeigten, dass PHLPP1 die Phosphorylierung von AKT2 und AKT3,
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nicht aber von AKT1, beeinflusst, wihrend PHLPP2 sowohl AKT1 als auch AKT3 de-
phosphoryliert [Brognard et al., 2007].

1.3.5 Die Bedeutung des PI3K/AKT-Signalwegs beim Krebs

Der PI3K/AKT-Signalweg ist in verschiedenen Tumorentitdten hdufiger durch geneti-
sche Verdnderungen betroffen, als jeder andere Signalweg. Als Folge dieser genetischen
Verinderungen kommt es zu einer gesteigerten Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs,
was die Tumorigenese vorantreibt. Hierbei kann jedes Mitglied dieser Signalkaskade mu-
tiert, amplifiziert oder deletiert sein. Es wurden sowohl Mutationen in der katalytischen
pl10a-Untereinheit der PI3K als auch der Verlust von PTEN sowie Mutationen im AKT
und Amplifikation von Rezeptortyrosinkinasen beschrieben. Beim Mammakarzinom wur-
de eine Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs in mehr als 70% der Félle beobachtet
[Lopez-Knowles et al., 2010]. Die Expression von pAKT(S473) ist mit einem aggressiven
Phénotyp assoziiert und korreliert mit einer schlechten klinischen Prognose [Wu et al.,
2008|, was die Bedeutung des PI3K/AKT-Signalwegs bei der Tumorprogression und
Metastasierung in den Vordergrund stellt [Yuan and Cantley, 2008; Castaneda et al.,
2010].

1.3.5.1 Genetische Verdnderungen des PI3K/AKT-Signalwegs beim Krebs

Somatische Mutationen in dem PIK3CA Gen (p110a-Untereinheit der PI3K) sind be-
sonders hiufig und treten beim Mammakarzinom in 28-40% der Fille auf [Oda et al.,
2005; Pérez-Tenorio et al., 2007|. Hierbei stehen drei Mutationen im Vordergrund, zwei
davon befinden sich im Exon 9 und haben die Entkopplung der inhibitorischen Interakti-
on der p85-Untereinheit von der helikalen Doméne der p110a-Untereinheit der PI3K zur
Folge. Die dritte Mutation befindet sich im Exon 20 und resultiert in einer begiinstigten
Membranassoziation der pl110a-Untereinheit der PI3K. Diese drei Mutationen machen
etwa 80% der PI3K Mutationen aus, haben eine gesteigerte Aktivitat von AKT zur Folge
und sind mit einer schlechten klinischen Prognose assoziiert [Castaneda et al., 2010].
Die Inaktivierung von PTEN fiihrt zur Akkumulation von PtdIns(3,4,5)P3, was die
Tumorigenese beim Mammakarzinom férdert. Die Inaktivierung von PTEN kann ent-
weder iiber somatische Mutationen zu einem trunkierten Protein fiihren oder durch
Deletion, Repression der Transkription sowie epigenetische Mechanismen die Expression

von PTEN reduzieren. PTEN Mutationen findet man beim Mammakarzinom in weniger
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als 5% der Fille, wahrend eine reduzierte Expressionsrate auf Grund der Hypermethy-
lierung oder Deletionen des Promotors in mehr als 48% der Fille beobachtet wird [Saal
et al., 2005; Vitolo et al., 2009].

Zudem wurde kiirzlich eine Mutation in der PH-Doméne von AKT1 (E17K) identifi-
ziert, bei der es auf Grund eines AS-Austausches zur veranderten Lipidbindung kommt,
was in einer konstitutiven Membranlokalisation und folgend in einer konstitutiven Ak-
tivierung von AKT1 resultiert. Diese AKT1 Mutation tritt sehr selten auf (1,4-8%) und
ist mit einem positiven Hormonrezeptorstatus assziiert [Carpten et al., 2007; Brugge
et al., 2007; Stemke-Hale et al., 2008]. Beim Melanom konnte diese Mutation auch im
AKT3 nachgewiesen werden [Davies et al., 2008].

Dariiber hinaus findet man héufig eine Uberexpression verschiedener RTKs, wie EGFR
und ErbB2, was neben einer gesteigerten Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs auch
zur Aktivierung anderer Signalkaskaden wie dem Ras/MAPK-Signalweg fithrt und damit
die Tumorigenese besonders begiinstigt [Yuan and Cantley, 2008|.

1.3.5.2 Rolle des PI3K/AKT-Signalwegs bei der Entwicklung von
Resistenzmechanismen

In den letzten Jahren haben einige Studien gezeigt, dass der PI3K/AKT-Signalweg eine
priadiktive Rolle bei der Entwicklung von Resistenzmechanismen gegeniiber verschie-
dener Therapeutika haben kann. Die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs wurde
mit einer Resistenz gegeniiber Chemoterapeutika in Verbindung gebracht [West et al.,
2002|. Dariiber hinaus kann die Aktivierung dieses Signalwegs beim Mammakarzinom
vor allem Auskunft iiber das Ansprechen auf eine Hormontherapie geben, wobei ER™-
Mammakarzinome mit einer gesteigerten AKT-Aktivitdt schlechter auf eine Hormonthe-
rapie ansprechen [Kirkegaard et al., 2005]. Auerdem wird eine gesteigerte Aktivierung
von AKT beim ErbB2*t-Mammakarzinom mit einer Resistenz gegeniiber einer Therapie
mit dem ErbB2-Antikorper Herceptin in Verbindung gebracht [Berns et al., 2007].

In den vergangenen Jahren wurden eine Reihe von kleinen Molekiilinhibitoren (small
molecule inhibitors), welche auf den PI3K/AKT-Signalweg abzielen, entwickelt und es
konnte gezeigt werden, dass diese das Wachstum und die Vaskularisierung von Tumor-
zellen blockieren. Wiahrend eine Monotherapie mit diesen Inhibitoren weniger effizient
zu sein scheint, bietet die Kombination mit anderen Therapieansitzen wie Chemothe-

rapeutika, Hormontherapie oder Herceptin eine viel versprechende Aussicht auf verbes-
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serte Therapieansitze. Der PI3K-Inhibitor BEZ235 (Novartis, Basel, Schweiz), welcher
die PI3K und mTOR inhibiert sowie der AKT-Inhibitor MK2206 (Merck, Whitehouse
Station, NJ, USA) befinden sich derzeit in klinischen Studien der Phase I [Tolcher AW,
2009; Pao and Girard, 2011].

1.4 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, Funktionen von AKT-Isoformen in ErbB2"-Mamma-
karzinomzellen und in disseminierten Tumorzellen (DTC) zu untersuchen.

Als Modellsystem zur Analyse von Funktionen von AKT-Isoformen beim ErbB2*-
Mammakarzinom sollte das transgene Mausmodell Balb-neuT dienen, welches eine ak-
tivierte Form von ErbB2 als Transgen unter der Kontrolle des MMTV-Promotors tragt.
Zum einen sollte die Aktivierung des AKT-Signalwegs sowie die Expression der drei
AKT-Isoformen AKT1, AKT2 und AKT3 in den priméren Balb-neuT-Mammtumoren
untersucht werden. Zum anderen sollte mit Hilfe eines neu etablierten AKT-Isoform-
spezifischen in vitro Kinaseassays die Aktivitdten der AKT-Isoformen in den Balb-
neuT-Tumoren bestimmt werden, um die Bedeutung der einzelnen AKT-Isoformen néher
zu charakterisieren. Dariiber hinaus sollten Zellen aus den Balb-neuT-Mammatumoren
kultiviert werden, an Hand derer funktionelle Analysen der AKT-Isoformen in witro
durchgefiihrt werden sollten. Dafiir sollte die Expression der AKT-Isoformen mittels
AKT-Isoform-spezifischer shRNA-Vektoren gehemmt werden, um funktionelle Effekte
auf die Proliferation und die Genexpression der Zellen nach Verlust von jeweils einer der
AKT-Isoformen zu studieren. Durch Expressionsanalysen der AKT-Isoform-spezifischen-
knockdown-Zellen sollten die an den beobachteten Effekten beteiligten AKT-Substrate
ndher untersucht werden. An Hand der Analyse von humanen Mammakarzinomproben
sollte die Bedeutung von AKT-Isoformen auch in vivo analysiert werden.

Als Modellsystem zur Untersuchung von Funktionen von AKT-Isoformen in DTC soll-
ten humane DTC-Zelllinien, welche aus dem Knochenmark von Patienten mit Lungen-
, Brust- oder Prostatakarzinom etabliert wurden, verwendet werden. Auch hier soll-
te die Aktivierung der AKT-Isoformen mit Hilfe eines neu etablierten AKT-Isoform-
spezifischen in vitro Kinaseassays in DTC bestimmt werden, sowie die Hemmung ein-
zelner AKT-Isoformen mittels lentiviraler shRNA-Vektoren Aufschluss {iber spezifische
Funktionen von AKT-Isoformen fiir Proliferation, Apoptose und Migration in DTC ge-
ben. Auferdem sollte die Rolle der EGF-vermittelten Signaltransduktion auf die Pro-
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liferation und Apoptose sowie die daran beteiligten AKT-Isoformen in DTC analysiert
werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen zu einem verbesserten molekularem Verstdndnis
der Signaltransduktion von AKT-Isoformen beim ErbB2*-Mammakarzinom und in DTC

fiihren und helfen, neue spezifische Therapieansétze in der Krebsforschung zu entwickeln.
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Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden, wenn nicht anders erwihnt, von Merck, Darmstadt (Deutsch-
land), Fluka, Buchs (Schweiz), Biomol, Hamburg (Deutschland), Sigma-Aldrich, Tauf-
kirchen (Deutschland), Calbiochem, Bad Soden (Deutschland), Carl Roth, Karlsruhe
(Deutschland), Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland) und Bio-Rad, Miinchen (Deutsch-

land) bezogen.

2.1.2 Geridte

Protein-Gelelektrophoresekammern: SE 600 Cooled Vertical Electrophoresis Unit,
18 x 16 cm 2, Hoefer, MA, (USA). SE 640 Wide-Mini Vertical Electrophoresis Unit, 18
x 8 cm 2, Hoefer, MA (USA). PROTEAN T1I xi Cell, Bio-Rad, Miinchen (Deutschland);
XCell SureLock Mini-Cell, Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland).

Blotkammer: Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad, Miinchen (Deutsch-
land).

Horizontalschiittler: Schiittler RO 10, Gerhardt, Konigswinter (Deutschland).
Schiittelinkubator: G25 Incubator shaker, New Brunswick scientific Edison (USA).
Wipptisch: Rocky N, Frobel Labortechnik, Lindau (Deutschland).

Heizblécke: STK Schnipptherm, Schutron Labortechnik, Quedlinburg (Deutschland);
Thermomixer 5436, Eppendorf, Hamburg (Deutschland).

Stromversorgungsgeriite: Electrophoresis Power Supply EPS 200, Amersham Phar-
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macia (Biotech, Uppsala, Schweden); PowerPac 200, PowerPac 1000 und PowerPac Uni-
versal, Bio-Rad, Miinchen (Deutschland).

Mikrowelle: R-3A55, Sharp, Hamburg, (Deutschland).

Zentrifugen: Galaxy Mini, VWR, Darmstadt (Deutschland); Biofuge pico und Varifu-
ge OR.3, Heraeus, Hanau (Deutschland); Sorvall RC-5B refrigerated superspeed; Cen-
trifuge, DuPont Instruments, Cincinnati, OH (USA); 5415 C und 5415 R, Eppendorf,
Hamburg (Deutschland).

Thermocycler: T3, Biometra, Gottingen (Deutschland).

Heizplatte/Magnetrithrer: IKAMAG RH, IKA-Werke, Staufen (Deutschland); MR
1, Heidolph Instruments, Schwabach (Deutschland).

pH-Meter: CG 820, Schott-Geréte, Ludwigshafen (Deutschland).
pH-Elektrode: pH-Electrode Sentix 21, WTW, Weilheim (Deutschland).

Brutschrinke: Bakterien: BE 400, Memmert, Schwabach (Deutschland); Zellkultur:

Heraeus, Hanau (Deutschland).

Werkbinke: Bakterien: Typ 20229, MDH, Saskatoon, Saskatchewan (Kanada); Zell-
kultur: HERA safe Type HS 12, Heraeus, Hanau (Deutschland).

Photometer: Ultrospec 111, Pharmacia, Uppsala (Schweden); Flow Titertek Multis-
kan PLUS Mk 11, ICN Biomedicals, Frankfurt (Deutschland); BioPhotometer 6131,
Eppendorf, Hamburg (Deutschland) mit Thermodrucker DPU 414, Seiko Instruments,
Neu-Isenburg (Deutschland).

Waagen: Type PM 200 und Type PM 2000, Mettler Instrumente, Giefen (Deutsch-
land).

Vortexer: MS2 Minishaker, IKA-Werk, Staufen (Deutschland).
Zihlkammer: Neubauer, Braun, Meslungen (Deutschland).
Wasserbéder: Typ 1012 und Typ 1002, GFL, Burgwedel (Deutschland).

UV-Tisch: 11-350-M, Bachofer, Reutlingen (Deutschland) mit Video Monitor WV-
BM900 (Panasonic), Video Graphic Printer UP-890CE, (Sony) FMC (Kappa).
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Luminescent Image Analyzer: LAS-3000, Fujifilm, Diisseldorf (Deutschland).
Light Cycler: Carousel-based System, Rosch, Grenzach (Deutschland).
Gewebehomogenisator: Tissue Lyser, MP (USA).

Mikroskope: Labovert Typ 090-122.012, Leitz, Wetzlar (Deutschland); Axiovert 25 und
LSM 510 META, Zeiss, Jena (Deutschland);.

Nanodrop Spectrophotometer: Nad-1000, Thermo Scientific, Bonn (Deutschland).
Durchflusszytometer: BD FACS Canto, BD, Franklin Lakes, NJ (USA).

Rotoren: Sorvall GSA und Sorvall SS-34, DuPont Instruments, Cincinnati, OH (USA).

2.1.3 Verbrauchsmaterialien
Reaktionsgefifie: 2, 1,5, 0,5 und 0,2 ml, Eppendorf, Hamburg (Deutschland).

Ro6hrchen: 15 und 25 ml, Platten: 96-, 24-, 12- und 6-Loch und Schalen: 10 cm,
Sarstedt, Niimbrecht (Deutschland).

Kryordhrchen: 1,5 ml, Nunc, Thermo Fisher Scientific, Bonn (Deutschland).
Light Cycler Kapillaren: Roche, Grenzach (Deutschland)

Plastikgefifie: VWR, Darmstadt (Deutschland).

Glasgerite: Schott, Mainz (Deutschland).

Pipettenspitzen: 1000, 200 und 10 ul, Eppendorf, Hamburg (Deutschland), 2,5 ul,
Biozym, Hessisch Oldendorf (Deutschland).

Einmalpipetten: 5, 10 und 25 ml, Sarstedt, Niimbrecht (Deutschland).
Transwell: Einsatz fiir 24-Loch Platten mit 8 ym Porengrofe, Costar, NY (USA).
Gewebehomogenisationstubes: Lysis Matrix-D, MP (USA).

Zellschaber: Sarsted,, Niimbrecht (Deutschland).

Acrodisc-Spritzenfilter mit HT Tuffryn-Polysulfonmembran: 0,45 ym, Pall, Port
Washington, NY (USA).
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Spritzen: 10 ml, Braun, Melsungen (Deutschland).
Parafilm: Pechiney Plastic Packaging, Chicago, IL (USA)).

Nitrocellulose und Whatman-Papier, Schleicher und Schuell, Dassel (Deutschland)

2.1.4 Kits, Reagenzien und Marker

Proliferationsassay: Kalorimetrischer BrdU ELISA, Rosch, Grenzach (Deutschland);
BrdU Flow Kit, BD Pharmingen, CA (USA).

Apoptoseassay: Cell Death Detection ELISA, Rosch, Grenzach (Deutschland); AnnexinV-
FITC Apoptosis Detection Kit, Calbiochem, Bad Soden (Deutschland).

RN A-Isolation: RNA NucleoSpin II, Macherey-Nagel, Diiren, (Deutschland).

cDNA-Synthese: SuperScript IIT (200 U/ul), ANTPs (10 mM von jedem), 0,1 M DTT
und Oligo(dT)qo-Primer (0,5 mg/ml), Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland).

gPCR: LightCycler Kit, Rosch, Grenzach (Deutschland).

AKT Kinaseassay: AKT kinase assay Kit, Cell Signaling Technology, MA (USA).
IHC DAB-Kit: Envision+ System, HRP (DAB), DAKO, Hamburg (Deutschland) .
RotiHistol: Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland).

0,3% Eosin G9: wissrig, Merck, Darmstadt (Deutschland).

Eukitt: O. Kindler GmbH, Freiburg (Deutschland).

Mounting Medium mit DAPI: Vector Laboratories, Burlingame, CA (USA).

ECL (enhanced chemiluminescence)-Detektionsreagenzien: SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate und SuperSignal West Dura Extended Duration Sub-
strate, Thermo Fisher Scientific, Bonn (Deutschland)).

Protein-G-Sepharose: 4 Fast Flow, GE Healthcare Life Sciences, Uppsala (Schwe-
den). High range und Low range biotinylated SDS-PAGE Standards: Bio-Rad,
Miinchen (Deutschland).

Spectra Multicolor: Fermentas, St. Leon-Rot (Deutschland).
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2.1.5 Antikérper fiir Western Blot, Immunprazipitation und Firbungen
Primdre Antikorper

Phospho-AKT(Ser473) (193H12) Rabbit mAb (#4058), Phospho-AKT(Thr308) Rab-
bit mAb (#9275), AKT (pan) (11E7) Rabbit mAb (#4685), AKT1 (C73H10) Rab-
bit mAb (#2938), AKT1 (2H10) Mouse mAb (#2967), AKT2 (5B5) Rabbit mAb
(#2964), Cyclin D1 (DCS6) Mouse mAb (#2926), Cyclin D3 (DCS22) Mouse mAb
(#2936), Phospho-HER2/ErbB2 (Tyr877) Antibody (#2241), Phospho-HER3/ErbB3
(Tyr1289) 21D3 Rabbit mAb (#4791), Cell Signaling Technology, MA (USA). Lagerung
bei -20°C. AKT2 (8B7) (#sc-81436), pERa (Serl67) (#sc-101676), HSC70 (B-6) (#sc-
7298), Santa Cruz Biotechnology, CA (USA). Lagerung bei 4°C. Anti-AKT3/ PKBy,
clone GMA104 (#05-780), Millipore GmbH, Schwallbach (Deutschland). Lagreung bei
4°C. Phalloidin-Tetramethylrhodamine B isothiocyanate (#P1951) Sigma-Aldrich, Tauf-
kirchen (Deutschland). c-erbB-2 (#OP-15), Calbiochem, Bad Soden (Deutschland) und
c-erbB-2 (#A0485), Dako, Hamburg (Deutschland). Lagerung bei 4°C.

Sekundire Antikorper

Ziege-Anti-Maus IgG, HRP-konjugiert ; Ziege-Anti-Kaninchen IgG, HPR-konjugiert (San-
ta Cruz Biotechnology, CA, USA). Streptavidin-HRP-Konjugat (Amersham Biosciences,
Uppsala, Schweden). Alexa Fluor 488 Ziege-Anti-Kaninchen IgG und Alexa Fluor 594
Ziege-Anti-Maus IgG, Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland). Lagerung bei 4°C.

2.1.6 Vektoren fiir die lentivirale Transduktion

psPAX2 lenti gag-pol: Codiert lentivirale gag- und pol-Proteine unter der Kontrolle
des SV40-Promotors. Diese Proteine werden benotig, um die Zielsequenz in das Wirts-

genom zu integrieren.

pMD2.G VSV-G: Codiert fiir das Vesikulire Stomatitis Virus G (VSV-G) Hiillprote-

in, welches fiir den Viruseintritt verantwortlich ist.

pLKO-1.puro Lentiviraler Vektor, welcher entweder die AKT1, AKT2 oder AKT3 spe-
zifische shRNA, sowie die scrambled shRNA als Kontrolle codiert. Zusétzlich liegt auf
diesem Vektor, als Reportergen eine Puromycinresistenz codiert vor. Bei der lentiviralen

Transduktion (siehe 2.2.4) kommt es zur Genomintegration dieser codierenden Sequenz.
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Spezies shRNA TRC.-Nr. Sequenz
human Kontrolle 0000039797 CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTC-
und murin GAGTTGGTGCTCTTCATCTTGTTGTTTTT
human AKT1 0000039797 CCGGCGCGTGACCATGAACGAGTTTCTC-
GAGAAACTCGTTCATGGTCACGCGTTTTTG
human AKT?2 0000039970 CCGGGCAGAGATTGTCTCGGCTCTTCTC-
GAGAAGAGCCGAGACAATCTCTGCTTTTTG
human AKT3 0000039891 CCGGCCAAAGCCAAACACATTTATACTC-
GAGTATAAATGTGTTTGGCTTTGGTTTTTG
murin AKT1 0000022935 CCGGGCACATCAAGATAACGGACTTCTC-
GAGAAGTCCGTTATCTTGATGTGCTTTTT
murin AKT2 0000055258 CCGGGCCACGGTACTTCCTTCTGAACTC-
GAGTTCAGAAGGAAGTACCGTGGCTTTTTG
murin AKT3 0000054724 CCGGCTATGCTATGAAGATTCTGAACTC-

GAGTTCAGAATCTTCATAGCATAGTTTTTG

Tabelle 2.1: Sequenzen der AKT-Isoform-spezifische shRNAs und der non-target Kontrolle

Der pLKO-1.puro Vektor mit den entsprechenden Zielsequenzen wurde von der Firma
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland) bezogen. Die Sequenzen der shRNAs sowie

der Kontrolle (non-target) sind in der Tabelle 2.1 angegebenen.

2.1.7 Primer fiir die quantitative PCR (qPCR)

Die in der Tabelle 2.2 aufgefithrten Primerpaare wurden fiir die quantitative PCR (qP-
CR) der entsprechenden humanen sowie murinen Zielgene eingesetzt. Die Primerpaare
wurden an Hand der cDNA-Sequenzen der NCBI Datenbak mit Hilfe der Software Vec-
tor NTI18.0, Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland) generiert und von der Firma Eurofins
MWG Operon, Ebersberg (Deutschland) bezogen. Die Primer wurden in DEPC-H,0O
(siehe 2.1.8) auf 3 puM verdiinnt und bei -20°C gelagert.

2.1.8 Puffer und Ldsungen

DEPC-H,0 0,1% DEPC. Der Ansatz wurde 1i.N. bei RT inkubiert und anschliefend
autoklaviert. Lagerung bei RT.
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humane Primer

Sequenz

GeneBank Accession

AKT1

AKT2

AKT3

u-PAR

u-PA

HSC70

GAPDH

5-GCTGACGGCCTCAAGAAGCA-¥
3-ACCTTGCCGAAAGTGCCCTT-5’
5-CCGCCTGTGCTTTGTGATGG-3’
3-TTTCCAGCTTGATGTCGCGG-5’
5’-ACAGATGGCTCATTCATAGG-3’
3-CCCTTTCCTCTGGAGTATCT-5’
5’-AGGGCGTCCAAAGGATGACC-3’
3-GCTGTAACACTGGCGGCCAT-5’
5’-GAGTTAAAAAGGGCAGGGCATC-3
3-CACATTGGCTAAGCTCCCTCAA-Y
5’-GCTGCTGCTATTGCTTACGGC-3’
3-TGCTGGAAGAGAGGGTACGCT-%
5’-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3’
3J-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-5’

NM_ 001014432
NM_ 001626
NM_ 005465
NM_ 001005376
NM_ 001145031
NM_ 006597

NM_ 002046

murine Primer

Sequenz

GeneBank Accession

AKT1
AKT2
AKTS3
Keratin-8
Keratin-18
Keratin-5
Acta2
ErbB2
FOXM1
ab-Integrin
B1-Integrin
ER«a

HSC70

5-CGTTTCGAGCTGATCCTCATGG-3’
3-AAGGTGGGCTCAGCTTCTTCTC-5
5-CACCTCAGCTGCCTTCCATGCT-3’
3-AAGGCAGCTCCTGCTCCTGGAT-5’
5-AAACCTGACAGCATCATGTCCG-3’
3-TGCAAGAAGTCAGCTCCGAGAA-Y
5-GCGCGAGTACCAGGAGCTTAT-3
3-AGCTGAAGCCAGGGCTAGTGA-’
5-CAAGGCACAGATGGAGCAGC-3¥
3-GGCGGTAGGTGGCAATCTCT-5
5-TCTGAGATGAACCGAATGATCCA-3’
3-CAGCTTGTTTCTGGCATCTTTGA-5
5’-CCGAGATCTCACCGACTACCTCA-3’
3-CGTCAGGCAGTTCGTAGCTCTTC-5
5’-CTGACCAGTGTGAGGCTTGTGC-3’
3-CGTCCAGGTCCACACATGATGG-5’

5-TGGTACTGCATGAAGAAATCCTGC-3’
3-TGCCACGGGCTTTATTTAGTAGGT-5

5-TTACGATGCCACCTATCACAAGG-3’
3-CATTCCACTTGGTGATCCACTGT-5’

5-TAATGTTATAATCCATGCCAGGGAC-3’
3-GAAAATCAGTCATGGTTCAGATGCT-5’

5-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3’
J-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-5’
5-GCTGCTGCTATTGCTTACGGC-3’
3-TGCTGGAAGAGAGGGTACGCT-5

NM_ 001165894
NM_ 001110208
NM_ 011785
NM_ 031170
NM_ 010664
NM_ 027011
NM_ 007392
NM_ 001003817
NM_ 008021
NM_ 008397
NM_ 010578
NM_ 007956

NM_ 031165

Tabelle 2.2: Oligonukleotidprimer fiir die gPCR.
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Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS) 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM
NaoHPOy, 1,8 mM KHyPOy, pH 7,4. Das PBS fiir die Zellkultur wurde autoklaviert und
bei 4°C gelagert.

Nonidet P40 (NP-40)-Puffer 5 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P40,
2% Aprotinin, 2 mM EDTA, 50 mM NaF, 10 mM Na-Pyrophosphat, 10% Glycerin, 1 mM
Na-Orthovanadat, 1 mM PMSF. Der NP-40-Puffer wurde direkt vor Gebrauch angesetzt
und bei 4°C gelagert.

Trenngel 8-12% Acrylamid, 0,2% N,N’-Methylenbisacrylamid, 375 mM Tris/HCI, 0,1%
(w/v) SDS, pH 8,8; 0,07% (v/v) TEMED, 0,07% (w/v) APS zur Polymerisation.

Sammelgel 375 mM Tris/HCI, 4% Acrylamid, 0,1% N,N’-Methylenbisacrylamid, 0,1%
(w/v) SDS, pH 6,7; 0,07% (v/v) TEMED, 0,14% (w/v) APS zur Polymeritsation.

SDS-PAGE-Laufpuffer 192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1% (w/v) SDS.

3x SDS-Probenpuffer 0,18 M Tris, 6% (w/v) SDS, 30% Glycerin, 0,001% (w/v)
Bromphenolblau, pH 6,8.

1x SDS-Probenpuffer 0,0625 M Tris, 10% (w/v) SDS, 10% Glycerin, 0,001% (w/v)
Bromphenolblau, pH 6,8.

Transferpuffer 192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1% (w/v) SDS, 20% (v/v) Methanol.

Blockierlosung 144 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8, 0,5% (v/v) Tween 20, 5% (w/v)

Magermilchpulver.

Waschlosung 144 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8, 0,5% (v/v) Tween 20, 2,5% (w/v)

Magermilchpulver.

Tris-gepufferte Salzlosung mit Tween 20 (TBS-T) 144 mM NaCl, 10 mM Tris, pH
8, 0,5% (v/v) Tween 20.
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2.1.9 Zelllinien

Disseminierte Tumorzelllinien des Knochenmarks Es wurde mit den disseminier-
ten Tumorzelllinien des Knochenmarks LC-M1, BC-M1 und PC-E1 gearbeitet, die von
Prof. Dr. med. Klaus Pantel (Institut fiir Tumorbiologie, UKE Hamburg) zur Verfiigung
gestellt wurden. Diese Zellen wurden aus dem Knochenmark von Patienten mit Lungen-,
Brust- beziehungsweise Prostatakarzinom etabliert [Pantel et al., 1995] und dienten als

in vitro Zellkultur-Modellsystem fiir disseminierte Tumorzellen (DTC).

Humane Lungenkarzinomzelllinien FEs wurde die aus einer Lympfknotenmetastase
isolierten, von einem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) abstammende, Tu-
morzelllinien H1299 verwendet. Auferdem wurde mit der, aus einem Alveolarkarzinom

isolierten, Zelllinie A549 gearbeitet.

Humane primire Lungenfibroblasten Proteinlysate von priméren Lungenfibroblas-
ten (IMR-90) wurden von Frau Dr. rer. nat. Sabine Windhorst (IBM I, UKE, Hamburg)
zur Verfiigung gestellt.

Humane Mammakarzinomzelllinien Es wurden die humanen Ostrogenrezeptor nega-
tiven (ER™) Zelllinien MDA-MB 231, MDA-MB 468 (EGFR™) sowie SKBR-3 (ErbB2")
verwendet. Aukerdem wurde die humane Ostrogenrezeptor positive (ER™) Zelllinie MCF-
7 benutzt.

Humane embryonale Nierenzelllinie Zur Virusproduktion wurde die humane em-
bryonale Nierenzelllinie HEK293T verwendet. HEK293 Zellen wurden durch Transfor-
mation humaner embryonaler Nierenzellen mit dem Adenivirus Typ 5 generiert [Graham
et al., 1977|. In dieser Arbeit wurde eine Variante dieser HEK293 Zelllinie, HEK293T,

welche zusédtzlich mit SV40 Large-T transduziert wurde, benutzt.

Murine Balb-neuT-Mammakarzinomzellen Murine Mammakarzinomzellen wurden
aus transgenen Balb-neuT-Mammatumoren wie unter 2.2.2 beschrieben isoliert und kul-

tiviert.

Murine Fibroblastenzelllinie Es wurde mit der murine Fibroblastenzellinie NIH/3T3
gearbeitet [Todaro and Green, 1963|.
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2.1.10 Zellkulturreagenzien
Medien und Zusatze

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium) und RPMI (Roswell Park Me-
morial Institue)-Medium 1640 GlutaMAX I (GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe). La-
gerung bei 4°C. FCS (fetal calf serum, fotales Kilberserum) wurde in 50 ml und
Penicillin/ Streptomycin-Losung in 5 ml aliquotiert und bei -20°C gelagert (GIB-
CO, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland). Humanes rekombinantes EGF, Prepro-
Tech GmbH, Hamburg (Deutschland) wurde in sterilem ddH,O gelost (500 pg/ml) und
bei -20°C gelagert. bFGF, PreproTech GmbH, Hamburg (Deutschland) wurde in steri-
lem Tris/HCI pH 7,3 gelost (100 pug/ml) und bei -20°C gelagert. Puromycin (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) wurde mit sterilem ddH,O gelost (25 mg/ml) und bei
-20°C gelagert. Insulin /Transferin-L6sung, GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe (Deutsch-
land) wurde bei 4°C gelagert.

Transfektionsreagenzien

Lipofectamine Reagenz, eine 3:1 (w/w)-Zusammensetzung des polykationischen Li-
pids 2,3-Dioleyloxy-N-|2(spermincarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminiumtri-
fluoracetat (DOSPA) und des neutralen Lipids Dioleylphosphatidylethanolamin (DOPE)
und PLUS Reagenz, GIBCO, Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland).

Hemmstoffe

LY 4294002, Calbiochem, Bad Soden (Deutschland) wurde in DMSO gelést (25 mM),
aliquotiert und bei -20°C gelagert. 17-DMAG, Calbiochem, Bad Soden (Deutschland)
wurde in DMSO gelost (500 pM), aliquotiert und bei -20°C gelagert. 4-OH-Tamoxifen,
Calbiochem, Bad Soden (Deutschland) wurde in Ethanol gelost (10 mM), aliquotiert und
bei -20°C gelagert.

Sonstige Reagenzien fiir die Zellkultur

Trypsin/EDTA in PBS, Biochrom, Berlin (Deutschland) wurde 1:10 mit sterilem
ddH;0O verdiinnt in 30 ml aliquotiert und bei -20°C gelagert. Trypanblau-L6sung,
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (Deutschland) wurde bei RT gelagert. Dimethylsulfoxid
(DMSO) Fluka, Buchs (Schweiz) wurde bei RT gelagert.
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2.1.11 Mausstamme

Balb/c

Wildtyp Balb/c-Méuse wurden von Prof. Dr. med. Udo Schumacher (Institut fiir Ana-
tomie II, UKE, Hamburg) zur Verfiigung gestellt und von den technischen Mitarbeitern
Herrn Carsten Kopke und Frau Susanne Feldhaus betreut, behandelt und prapariert.
Aufserdem wurde vom Institut fiir Anatomie IT (UKE, Hamburg) Gewebe der Primértu-
moren in Paraffin eingebettet und Paraffinschnitte hergestellt, welche anschlieffend fiir

Farbungen zur Verfligung gestellt wurden.

Balb-neuT

Das transgene Mausmodell Balb-neuT wurde 1988 vom W. Muller erstmals publiziert
[Muller et al., 1988]. Der hier verwendete, transgene Balb-neuT Mausstamm, wurde
von Boggio et al. [Boggio et al., 1998] hergestellt und von Prof. Dr. med. Klaus Pantel
und Prof. Dr. rer. nat. Burkhard Brandt (Institut fiir Tumorbiologie, UKE, Hamburg)
zur Verfiigung gestellt. Die Balb-neuT Méause wurden von Frau Katharina Moéllmann

(Institut fiir Tumorbiologie, UKE, Hamburg) betreut und prapariert.

Lagerung von primdrem Gewebe

Zur Herstellung von Proteinlysaten wurde das Gewebe direkt nach Entnahme in PBS
(siehe 2.1.8) gespiilt und in fliissigem Stickstoff schock gefroren und gelagert.

2.1.12 Patientenmaterial

Alle Proteinlysate der humanen Mammakarzinome wurden von Frau Dr. rer. nat. Karin
Milde-Langosch (Klinik fiir Gynékologie, UKE, Hamburg) zur Verfiigung gestellt.

2.1.13 Computerprogramme

In dieser Arbeit wurde mit den Computerprogrammen Excell, PowerPoint (Microsoft),
GraphPad Prism 4.0 (Prism), Sigma Statistics (Sigma), AIDA (Raytest), DIVA (BD),
Light Cylcer Software (Roche), LinReg (Freeware), Vector NTI8.0 (Invitrogen), Photo-
shop 4.0 (Adobe) und ZEN Light (Zeiss) gearbeitet.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur
Kultivierung der Zellen

Fiir die Kultivierung der disseminierten Tumorzelllinien des Knochenmarks: LC-M1, BC-
M1 und PC-E1 wurde RPMI-Medium mit 10% (v/v) FCS, 50 ng/ml EGF, 100 ng/ml
bFGF, 5 pg/ml Insulin, 10 pg/ml Transferin und 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin-
Losung verwendet. Fiir die Kultivierung aller anderen Zelllinien: HEK293T, MDA-MB
468, MDA-MB 231, MCF-7, SKBR-3, A549, H1299 und NIH/3T3 wurde DMEM mit
10% (v/v) FCS und 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin-Losung benutzt. Alle Zellen wur-
den in 25 oder 75 cm? Zellkulturflasche bei 37°C und 5% CO, in einem Brutschrank
nach Standardbedingungen kultiviert.

Die Zelllinien wurden je nach Wachstum 1 bis 2 mal pro Woche subkultiviert d.h.
verdiinnt. Hierfiir wurden die Zellen mit PBS gewaschen und nach Zugabe von 0,05%
Trypsin/0,02% (w/v) EDTA in PBS fiir etwa 5 min bei 37°C inkubiert bis sich die Zellen
vollstdndig vom Boden gel6st hatten. Durch Zugabe von frischem FCS haltigem Medium
wurde die Trypsinreaktion gestoppt und die Zellen in eine Suspension iiberfiihrt. Je nach
Wachstum und Bedarf der Zellen wurden die Linien 1:10 bis 1:2 mit frischem Medium

verdiinnt und weiter kultiviert.

Zellzahlbestimmung mit einer Neubauer-Zihlkammer

Zur Bestimmung der Zellzahl aus einer Zellsuspension wurde eine Neubauer-Zahlkammer
verwendet. Hierfiir wurden 20 ul der gut resuspendierten Zellsuspension mit 20 ul
Trypanblau vermischt und davon etwa 15 ul unter das Deckglidschen der Zahlkammer
pipettiert. Unter einem Mikroskop wurden die vier Grokquadranten der Zahlkammer
ausgezahlt, anschliefend wurde der Mittelwert aus den vier Quadraten gebildet und mit
dem Trypanblauverdiinnungsfaktor verrechnet. Da alle Felder des Zahlfeldes dieselbe
Grofke haben, entsteht ein genau definierter Raum mit einem Volumen von 0,1 uL, so

dass die anschliefende Multiplikation mit 10* die Zellzahl pro ml ergibt.
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Einfrieren von Zellen

Es wurden 5 x 10 bis 1 x 107 Zellen in 900 pL FCS und 100 L DMSO aufgenommen und
in 1 ml Kryorohrchen iiberfiihrt. Das Kryorohrchen wurde in eine, auf 4°C vorgekiihlte,

Isopropanolbox gesetzt und bei -80°C langsam eingefroren.

Auftauen von Zellen

Die angetauten Zellen wurden in 10 ml auf 37°C vorgewéarmtes Medium iiberfiithrt und 7
min bei RT und 1000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet

in Medium resuspendiert und in Kulturflaschen iiberfiihrt.

2.2.2 Etablierung von Mammakarzinomzellen aus Balb-neuT-Tumoren

Um funktionale Effekte der AKT-Isoformen in transgenen Balb-neuT-Mammatumoren
zu untersuchen wurden Mammakarzinomzellen aus frisch priparierten Balb-neuT-Mam-
matumoren isoliert. Nach Entnahme der Tumoren wurden diese sofort in steriles DMEM
mit 10% (v/v) FCS und 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin-Losung iiberfithrt. Es wurde
fortan unter sterilen Bedingungen weiter gearbeitet.

Die Isolation der Zellen geschah nach dem Prinzip der Explantkultur. Hierfiir wurde
der Tumor in einer 10 cm Schale mit Medium mit Hilfe eines Skalpells und Pinzette
vorsichtig zerkleinert. Das Medium, welches Gewebestiicke bis zu einer Grofe von etwa
5 mm beinhaltete, wurde direkt in eine Zellkulturflasche iiberfiihrt und im Brutschrank
inkubiert. Aus diesen Explantkulturen wuchsen bei etwa 70% der Ansidtze Mammatu-
morzellen mit charakteristischen Balb-neuT-Mammatumor-Eigenschaften aus und lassen
sich wie normale Zellinien kultivieren. In dieser Arbeit wurden die murinen Balb-neuT-
Zelllinien C4, C8, C9 und C10 etabliert und charakterisiert (siche 3.1.2).

Fiir die Kultivierung der Balb-neuT-Mammakarzinomzelllinien wurde DMEM mit
10% (v/v) FCS und 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin-Losung verwendet. Die Zellen

wurden wie unter 2.2.1 beschrieben 2 mal pro Woche subkultiviert.

2.2.3 Stimulation und Behandlung von adhirenten Zellen
Stimulation mit dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF)

Die Zellen wurden 42 h vor Beginn der EGF Stimulation in 10 cm Schalen (Proteinlysate)
oder 12-Loch-Platten (RNA-Isolation) ausplattiert. Es wurden jeweils 5 x 10° Zellen

37



Kapitel 2 Materialien und Methoden

pro 10 ¢cm Schale in 10 ml (Proteinlysate), 3 x 10° Zellen pro 12-Loch Platte in 1 ml
(RN A-TIsolation) oder 5 x 10% - 1x10* Zellen pro 96-Loch Platte in 100 pl (BrdU- und
Apoptose-ELISA) Medium mit Zusitzen ausgesit. Nach 24 h Inkubation bei 37°C und
5% CO4 wurde das alte Medium entfernt und durch Serum- und Zusatz-freies Medium
ersetzt. Die Zellen wurden weitere 18 h bis zum Beginn der Stimulation unter Serum-
reduzierten Bedingungen bei 37°C und 5% CO, gehungert. Das EGF wurde in Serum-
und Zusatz-freiem Medium auf 50 ng/ml verdiinnt. Fiir die EGF Stimulation wurde
das alte Medium der Zellen entfernt und die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen.
Anschliefsend wurden die Schalen oder Platten mit 10 ml (Proteinlysate), 1 ml (RNA-
Isolation) oder 100 pl (MTT-Assay und BrdU-ELISA) Medium ohne EGF (Kontrolle)
oder mit EGF aufgefiillt. Folgend wurden die Zellen fiir die angegebenen Zeitrdume bei
37°C und 5% CO, inkubiert.

Behandlung mit inhibitorischen Substanzen

Vor der Behandlung mit dem PI3K Inhibitor LY 294002, dem HSP90 Inhibitor 17-DMAG
oder dem Ostrogenrezeptorantagonisten 4-OH-Tamoifen wurden jeweils 5 x 10% Zellen
pro 10 cm Schale in 10 ml oder 5 x 103 - 1 x 10* Zellen pro 96-Loch Platte in 100 ul
(MTT-Assay und BrdU-ELISA) Medium mit Zusétzen ausgesét und 24 h bei 37°C und
5% COy inkubiert. Die Inhibitoren wurden je nach Versuchsaufbau in Medium mit 10%
FCS, 1% FCS oder FCS-frei auf 25 pM (LY 294002), 500 nM (17-DMAG) bzw. 1 uM
(4-OH-Tamoxifen) verdiinnt. Das alte Medium der Zellen wurde entfernt und die Zellen
wurden einmal mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden die Schalen mit 10 ml oder
die Platten mit 100 pl Medium mit DMSO (Kontrolle) oder mit Inhibitor aufgefiillt und
die Zellen fiir die angegebenen Zeitraume bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

2.2.4 Transfektion und lentivirale Transduktion adh3renter Zellen

Die Verpackungszelllinie HEK293T (siehe 2.1.9) wurde 72 h vor Beginn der Transfektion
ausgesit. Hierfiir wurden 2 x 10° Zellen pro 10 cm Schale in 10 ml DMEM mit 10% FCS
und 1% Penicillin/Streptomycin ausplattiert. Fiir einen Transfektionansatz wurden die
folgenden DNA-Plasmide in den angegebenen Mengen eingesetzt: 2,5 ug pLKO.1-puro
(mit entsprechender shRNA-Sequenz oder Kontroll-Sequenz), 8 ug psPAX2 lenti gag-
pol und 1 ug pMD2.G VSV-G (siehe 2.1). Die Plasmid-DNA wurde in 750 uL. DMEM

ohne Zusitze aufgenommen und vorsichtig gemischt. Dem Ansatz wurden 20 pL. PLUS
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Reagenz zugegeben, dann wurde der Ansatz 15 min bei RT inkubiert. In dieser Zeit
wurden 30 ul. Lipofectamine Reagenz in 750 ul. DMEM ohne Zusédtze aufgenommen
und vorsichtig gemischt. Nach der Inkubationszeit wurde der DNA-Ansatz mit dem
Lipofectamine-Ansatz gemischt und weitere 15 min bei RT inkubiert.

Das Medium der HEK293T Zellen wurde abgenommen und durch 5 ml frisches DMEM
mit 10% FCS ersetzt. Die DNA-Lipofectamine-Mischung wurde vorsichtig auf die Zellen
gegeben, anschlieflend wurden die Schalen 3 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Fol-
gend wurde das Medium der Zellen mit Medium mit 10% FCS auf 9 ml aufgefiillt und
die Zellen weitere 16 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Anschliefend wurde das alte
Medium abgenommen und durch 7 ml frisches Medium mit 10% FCS und 1% Peni-
cillin /Streptomycin ersetzt. Nach 24 h Inkubation bei 37°C und 5% CO, (48 h nach
der Transfektion) wurde der virenhaltige Uberstand mit einer Pipette abgenommen, in
eine 10 ml Spritze iiberfithrt und durch einen 0,45 pm- Acrodisc-Spritzenfilter mit HT
Tuffryn-Polysulfonmembran in ein 50 ml Rohrchen filtriert. Es wurden 7 ml frisches
DMEM mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin auf die HEK293T Zellen gegeben
und bei 37°C und 5% COy inkubiert. Weitere Vireniiberstande wurden 48 h und 72 h
spéter (72 h und 96 h nach der Transfektion) von den HEK293T Zellen abgenommen
und zur Transduktion verwendet, so dass die Ziel-Zellen insgesamt dreimal mit frischem
Vireniiberstand transduziert wurden.

Fiir eine Transduktion wurden 5 x 10° Zellen, 24 h vor Beginn der Transduktion, in
6-Loch-Platten ausgesit. Es wurden jeweils 2 ml des virushaltigen Uberstands und 2 ml
frisches Medium mit Zusétzen auf die Zellen gegeben und fiir 24 h bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Das Medium wurde dann abgenommen und durch frischen Virusiiberstand
ersetzt, bis die Zellen dreimal transduziert waren. Im Anschluss der letzten Transduktion
wurden die Zellen in 5 ml Medium mit Zusétzen fiir 24 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert,
bevor die Selektion mit 1,5 pg/ml Puromycin begann. Vor Beginn der Experimente
wurden die transduzierten Zellen fiir eine Woche selektioniert. Die stabil transduzierten

Zellen wurden kontinuirlich in Anwesenheit von 1,5 pg/ml Puromycin kultiviert.

2.2.5 Himatoxylin-Eosin (HE)-Farbung

Fir (HE)-Farbung wurden die Paraffinschnitte (siehe 2.1.11) mit RotiHistol entparaffi-
niert (2 x 15 min), in einer absteigenden Ethanolreihe (2 x 100%, 2 x 96%, 80%, 70%)

fiir jeweils 5 min rehydriert und 5 min in Mayers Himalaunlosung (1:5 verdiinnt, 1%
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Hamatoxylin, 0,2% NaJO3, 50% KAI(SO4)2, 50% Chloralhydrat, 1% Zitronenséure)
inkubiert. Anschliefsend wurden die Schnitte fiir wenige Sekunden in 1%-HCI-Alkohol
inkubiert und umgehend in Wasser gespiilt und zum Blauen fiir 10 min in lauwarmes
Leitungswasser gegeben. Dann wurden die Priaparate fiir 0,5-3 min in Eosinlésung (0,3%
Eosin G9) iiberfirbt und abschliefend mit Wasser ausgewaschen werden. In einer an-
schliefenden aufsteigenden Ethanolreihe (96%, 100%, je 2 x 2 min) wurden die Schnitte
dehydriert, 3-5 min in RotiHistol inkubiert und mit Eukitt-Einschlussmedium fiir die
Histologie eingebettet. Zur Analyse wurden Ausschnitte mit einem Mikroskop (Zeiss-

Axiovert 25) fotografiert (Zeiss-Axiocam).

2.2.6 Immunhistochemische (IHC)-Farbung

Fiir die THC-Féarbung wurden die Paraffinschnitte (siehe 2.1.11) .N. bei 60°C inkubiert
und dann mit Xylol und einer absteigenden Alkolholreihe deparaffinisiert und rehydriert.
Anschliefsend wurden die Schnitte zur Hemmung der endogenen Peroxidase fiir 10 min
in Peroxidase-Blockierungslésung vorinkubiert. Nach Waschen in ddH5O und PBS wur-
den die Préparate fiir 1 h bei RT mit dem c-ErbB2 Antikérper (DAKO) inkubiert. Als
Isotyp-Kontrolle wurde ein Kontrollpraparat mitgefiihrt, auf das, anstelle des priméren
Antikorpers, nur die IgG des Kaninchens gegeben wurde. Die Objekttréager wurden gut
in PBS gewaschen und es folgte eine 30 miniitige Inkubation in Envision rabbit Peroxi-
dase. Nach einem weiteren Waschschritt in PBS wurde die Farbreaktion mit dem DAB
Kit (siehe 2.1.4) entsprechend dem Protokoll des Herstellers entwickelt. Die Kerngegen-
farbung wurde mit Hdmatoxylin (1 min) durchgefiihrt. Nach 5 miniitigem Spiilen in
flielsendem Leitungswasser und kurzem Waschen in ddH,O, wurden die Praparate mit

wasserloslichem Medium eingedeckt.

2.2.7 Immunfluoreszenz (IF)-Firbung

Fiir die [F-Farbung von adhérenten Zellen wurden sterile Deckglaschen in 6-Loch Plat-
ten vorgelegt und 10° Zellen pro Loch der 6-Loch Platte ausplatiert und ii.N. bei 37°C
und 5% COgy inkubiert. Die Zellen wurden entsprechend wie angegeben behandelt. An-
schliefend wurde das Medium abgesaugt, die Zellen wurden mit PBS gewaschen und
folgend mit 4% Paraformaldehyd fiir 10 min bei RT fixiert. Nach weiteren 10 min In-
kubation mit 1% Triton-X 100 bei RT wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen
und anschliefend 2 h in Blockierlosung (5% BSA, 10% FCS in PBS) geblockt. Der pri-
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mére Antikorper wurde in 3% BSA in PBS verdiinnt und ii.N. bei 4°C inkubiert. Die
Deckglaschen wurden anschliefend dreimal mit 0,1% Tween in PBS gewaschen bevor
sie 1 h bei RT mit dem sekundiren Antikorper inkubiert wurden. Die Zellkerne wurden
folgend mit DAPT (2 pg/ml in PBS) angefirbt, dann wurden die Zellen noch dreimal
mit 0,1% Tween in PBS gewaschen bevor die Deckglischen mit Mounting Medium auf

Objekttragern fixiert wurden.

2.2.8 RNA-Isolation und Konzentrationsbestimmung

Zur Isolation der RNA wurden 3x10° Zellen pro 12-Loch Platte ausplatiert. Die Zellen
wurden fiir 24h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen entwe-
der wie unter 2.2.3 beschrieben behandelt oder es wurde die RNA sofort mit dem RNA
NucleoSpin IT Kit (siehe 2.1.4) nach dem Protokoll des Herstellers fiir adhérente Zel-
len isoliert. Die isolierte RNA wurde in DEPC-H50 eluiert und bei -80°C gelagert. Die
Menge an extrahierter RNA wurde mit Hilfe eines Nanodrop Spectrophotometers bei
260nm ermittelt. Eine optische Dichte (OD) von 1 entsprach einer RNA-Konzentration
von 40 ug/ml. Die Aufreinigung mittels des RNA NucleoSpin IT Kits war standardisiert
durchfithrbar und fiihrte immer zu sauberen Ergebnissen (Quotient 260/280 nm: 2,0).

2.2.9 cDNA-Synthese

Die Synthese der ¢cDNA wurde mit Hilfe der SuperScript III, einer modifizierten Vari-
ante der Moloney Murine Leukemia Virus Reversen Transcriptase (M-MLV RT) durch-
gefithrt. Fiir einen Reaktionsansatz wurde zuniichst 1 pg RNA (siehe 2.2.8) in 11 pul
DEPC-H,O (siehe 2.1.8) mit 0.5 ug Oligo(dT)yo-Primern und 0.5 mM dNTPs fiir 5 min
bei 65°C in einem Thermocyclers inkubiert. Hierdurch wurden die Sekundérstrukturen
der Nukleinsduren denaturiert und damit die Zuginglichkeit der Matrizen-Molekiile op-
timiert. Anschliefend wurde jedem Ansatz 4 ul 5x ¢cDNA-Synthese Puffer, 5mM DTT
sowie 200 U SuperScript III (siehe 2.1.4 beigefiigt. Die Ansétze wurden mit DEPC-H,0O
auf 20 pl aufgefiillt. Alle Proben wurden gemischt und abzentrifugiert. Fiir die Synthese
der cDNA wurden die Proben fiir 60 min bei 55°C inkubiert. Folgend wurde die Reverse
Transkriptase durch 5 miniitige Inkubation bei 75°C inaktiviert. Nachdem die Reaktion
beendet war, wurden die Proben bei -20°C gelagert.
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2.2.10 Quantitative PCR (qPCR)

Die quantitative PCR (qPCR) ist eine Methode zur Amplifikation von DNA, die auf dem
Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) basiert [Kubista et al.,
2006|. Die herkommliche PCR beruht auf einem immer wiederkehrenden Zyklus aus drei
Temperaturschritten. Dabei wird die Reaktionslosung zunéchst auf 95°C erhitzt, um die
doppelstringige DNA (dsDNA) zu denaturieren. Durch herabsetzen der Temperatur auf
55°C kommt es anschliefend zur Hybridisierung der Primer an das Template. Fiir den
letzten Schritt, wird die Temperatur wieder auf 72°C erhoht. Dies ist die optimale Ar-
beitstemperatur fiir die am haufigsten verwendete Polymerase, die jetzt durch Bindung
an die hybridisierten Primer mit der DNA-Synthese beginnen kann. Durch die stindige
Wiederholung dieser drei Schritte verdoppelt sich die Menge an ¢cDNA von Zyklus zu
Zyklus, so dass die cDNA-Konzentration wihrend der PCR-Reaktion exponentiell an-
steigt. Mit dieser Methode wurde die Moglichkeit geschaffen spezifisch geringste DNA
Mengen millionenfach zu kopieren.

Die Methode der qPCR bietet zuséitzlich die Moglichkeit der sofortigen Quantifizie-
rung. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen am Ende bzw. wih-
rend eines PCR-Zyklus durchgefiihrt und unterscheidet sich somit von herkémmlichen
PCR-Methoden, die erst nach Ablauf der PCR quantitativ ausgewertet werden kénnen.
Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge an PCR-Produkt zu, was eine Quan-
tifizierung moglich macht. Die einfachste Mdoglichkeit der Quantifizierung der PCR ist
die Nutzung von DNA-Fluoreszenzfarbstoffen, wie zum Beispiel dem SYBR Green [Mor-
rison et al., 1998]. Dieser Farbstoff interkaliert in dsDNA, wodurch die Fluoreszenz dieses
Farbstoffes ansteigt. Die Zunahme der Ziel-DNA korreliert daher mit der Zunahme der
Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus. Nach abgelaufener PCR-Reaktion kann eine Schmelz-
kurvenanalyse durchgefiihrt werden, anhand derer die Fragmentlinge und dadurch auch
die Spezifitat der Primerpaare bestimmt werden kann. Bei einer Schmelzkurvenanalyse
wird die DNA aufgeschmolzen und dann die Temperatur langsam erniedrigt. Bei einer
fiir jede Sequenz spezifischen Temperatur bildet sich aus den Einzelstringen wieder ein
Doppelstrang, so dass die Fluoreszenz ansteigt.

Theoretisch kann man bei der PCR einen exponentiellen Anstieg an PCR-Produkt
erwarten, da sich die Menge an ¢cDNA mit jedem Zyklus verdoppeln sollte. Selbst wenn
alle Parameter (Temperatur, Primer- und Primerkonzentrationen sowie cDNA-, MgCl,-

, ANTP-, Puffer- und Enzym-Konzentration) optimiert sind, stellt sich nach etwa 30
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Zyklen eine Plateauphase ein. Diese ist auf Verbrauch der Primer und dNTPs, sowie den
Verschleift des Enzyms zuriickzufiithren. Eine Quantifizierung ist also nur wihrend der
exponentiellen Phase der PCR moglich. Zur Quantifizierung der mRNA-Mengen wurde
die Schwellenwert-Methode angewendet. Hierbei wird ein Schwellenwert (Cp-Wert) in
die Mitte der exponentiellen Phase der PCR-Reaktion gelegt. Die Anzahl an Zyklen,
die benétigt wird, um diesen Cp-Wert zu erreichen, gibt Aufschluss iiber die Menge an
Ausgangsprodukt. Es gilt, je mehr Ziel-cDNA zu Beginn der PCR-Reaktion in einer
Probe enthalten war, desto weniger Zyklen sind notig, um den Cp-Wert zu erreichen.

Zur Auswertung der qPCR wurde die AACp-Methode angewendet. Um die Vergleich-
barkeit der einzelnen Proben zu verbessern, wurde zunédchst die PCR-Effizienz jeder
einzelnen Probe mit Hilfe der LinReg Software [Ramakers et al., 2003] ermittelt und
darauf geachtet, dass diese vom Median nicht um mehr als 0,05 abweichten. Dann wur-
de von jeder Probe der ACp-Wert bestimmt. Zur Berechnung des ACp-Wertes wurde
der Cpr-Wert des Referenzgens vom Cp-Wert des untersuchten Gens (Zielgen) abgezogen
(ACr = Crzicigen - CrReferenzgen). Mit Hilfe des ACy Wertes konnte der AAC-Wert
ermittelt werden, der den Genexpressionsunterschied zwischen der Kontrolle und den zu
untersuchenden Proben verdeutlicht: AACr = ACrproven - ACT Kontroie- Der relative
Genexpressionsunterschied zwischen Kontrolle und den zu untersuchenden Proben wird
wie folgt bestimmt: 2E-AACy. Die 2E-AAC-Werte der Mehrfachbestimmungen wur-
den zusammengefasst und ein Mittelwert mit Standardabweichung bestimmt [Livak and
Schmittgen, 2001].

Fiir die PCR wurde das LightCycler Kit von Roche (siehe 2.1.4) verwendet. Ein 20 pul
PCR~Ansatz enthielt 11 ul ddH,O, 0,2 mM dNTPs, 3 mM MgCl,, 300 nM sense und
antisense Primer sowie 2 ul SYBR Green/DNA-Polymerase-Mix (1a/b) in DEPC-H,0.
Es wurden jeweils 1 pul HoO als Negativkontrolle bzw. 1 ul Probe zupipettiert, anschlie-
fsend wurden die Kapillaren 30 sek bei 1000 rpm zentrifugiert. Die PCR-Reaktion wurde
mit dem LightCycler von Roche durchgefiihrt. Eine primare Temperaturerhéhung fiir
10 min auf 95°C fiihrte zum einen zur Aktivierung der hier verwendeten HotStar-DNA-
Polymerase, zum Anderen zur Denaturierung der RNA. Die PCR wurde anschliefsend
in 40 Zyklen durchlaufen. Je Zyklus 1 sek bei 95°C und dann 60 sek bei 60°C. Am
Ende der PCR wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um die Spezifitiat der
PCR zu iiberpriifen. Alle Ergebnisse wurden mit Hilfe der LightCycler System Software
analysiert und mittels der oben beschriebenen AACT-Methode relativ quantifiziert.
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2.2.11 Herstellung von Proteinlysaten
Herstellung von Proteinlysaten aus adhirenter Zellen

Zur Herstellung von Proteinlysaten aus der Zellkultur wurden 5x10¢ Zellen pro 10 c¢m
Schale in 10 ml Medium mit Zusétzen ausgesdt und 24 h bei 37°C und 5% CO; inku-
biert. Anschlieflend wurden die Zellen entweder wie unter 2.2.3 beschrieben behandelt
oder sofort lysiert. Der NP-40-Puffer (siche 2.1.8) wurde direkt vor Gebrauch auf Eis an-
gesetzt. Fiir die Lyse der Zellen wurden die 10 cm Schalen auf Eis gestellt, das Medium
der Zellen abgesaugt und die Zellen mit kaltem PBS (siehe 2.1.8) gewaschen. Anschlie-
fsend wurden 800 ul NP40-Puffer pro 10 cm Schale zupipettiert. Die Zellen wurden mit
einem Zellschaber vom Boden der Schale gelost und die Suspension mit den lysierten
Zellen in ein 1,5 ml Reaktionsgefifs iiberfiihrt. Die Proben wurden 10min bei 4°C und
13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand (das Proteinlysat) wurde in ein neues 1,5 ml

Reaktionsgefif transferiert und bei -80°C gelagert.

Herstellung von Proteinlysaten aus primdrem Gewebe

Zur Herstellung von Proteinlysaten aus primérem Tumorgewebe wurde das Gewebe (et-
wa 100 mg) zunédchst unter fliissig Stickstoff mit Hilfe eines Stempelmorsers mechanisch
pulverisiert. Mit einem Spatel wurde das Proben-Pulver in Lysis Matrix-D Tubes {iber-
fithrt und sofort mit 800 ul NP-40-Puffer (siehe 2.1.8) iiberschichtet. Die Proben wurden
fiir 20 sek auf Stufe 4 im Gewebehomogenisator aufgeschlossen und anschliefend fiir 10
min bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand (das Proteinlysat) wurde in
ein 1,5 ml Reaktionsgefaft transferiert und bei -80°C gelagert.

2.2.12 Protein-Konzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration aus Proteinlysaten wurde mit dem DC (detergent compati-
ble) Protein Assay bestimmt. Dieser kolorimetrische Assay beruht auf dem Lowry-Assay
[Lowry et al., 1951]. Hierfiir wurden 5 ul der Probe in Mikrotiterplatten mit 25 ul Rea-
genz A (Mix aus 1:50 Reagenz S:Reagenz A) versetzt und 200ul Reagenz B (Folinrea-
genz) zugegeben. Nach 15 min. Inkubation bei RT wurde die Absorption im Photometer
bei 595 nm gemessen. Als Standard diente eine Verdiinnungsreihe von BSA in NP-40-
Puffer (0 mg, 0,125 mg, 0,25 mg, 0,5 mg, 0,75 mg, 1 mg, 1,25 mg, 1,5 mg). Standards

und Proben wurden in Triplikaten vermessen. Anhand der Messwerte des BSA-Standards
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wurde eine Eichgerade erstellt und mittels linearer Regression die Proteinkonzentratio-

nen der Proben berechnet.

2.2.13 Western-Blot
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) von Proteinen

Proteine wurden in vertikalen Gelen nach dem Prinzip der diskontinuierlichen Zonen-
elektrophorese aufgetrennt |[Davis, 1964]. Dazu wurden Trenngele (siehe 2.1.8) gegossen
und mit Isobutanol {iberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurde das Isobutanol
abgegossen und anschlieftend das Sammelgel (siehe 2.1.8) auf das Trenngel gegossen und
ein Kamm eingesteckt. Die Taschen wurden vor dem Probenauftrag mit Kathodenpuffer
(siehe 2.1.8) gespiilt. Der 3x SDS-Probenpuffer (siehe 2.1.8) wurde vor der Zugabe zur
Probe im Verhéltnis 3:7 mit 1 M DTT versetzt. Es wurden zwischen 50-100 pg (grofbe
Gele) oder 10-50 ug (kleine Gele) Protein aufgetragen. Als Marker fiir Proteingrofen im
Western-Blot dienten je 0,1 pL (kleine Gele) oder 0,5 pL (groke Gele) High range und
Low range biotinylated SDS-PAGE Standards und 5 pl (kleine Gele) oder 8 ul (groke
Gele) Spectra Multicolor (siehe 2.1.4) in 1x SDS-Probenpuffer (siche 2.1.8). 1x SDS-
Probenpuffer (siehe 2.1.8 wurde direkt vor Gebrauch im Verhéltnis 9:1, mit 1 M DTT
versetzt. Die Proben wurden vor dem Auftragen 5min bei 100°C erhitzt und anschlie-
fsend abzentrifugiert. Die Gelelektrophorese erfolgte iiber 16-18h bei 10-12 mA pro Gel
(groke Gele) oder iiber 2 h bei 180 V (kleine Gele).

Transfer und Detektion von Proteine

Fiir die immunchemische Analyse wurden Proteingele auf Membranen aus Nitrocellulose
geblottet. Dazu wurden die Membranen zugeschnitten (15 x 14cm? fiir groke Gele, 15 x 7
cm? fiir kleine Gele, 9 x 9 cm? fiir Minigele) und kurz in ddH,O gelegt. Membranen und
zugeschnittenes Whatman-Blotpapier wurden in Transferpuffer (siehe 2.1.8) getrénkt
und in folgender Reihenfolge Sandwich-artig aufeinandergelegt: Blotpapier, Membran,
Gel, Blotpapier. Nachdem Luftblasen mit einer Pipette durch Rollen entfernt wurden,
wurde das Sandwich mit der Membran zur Anode zwischen Schwimmen in die Blot-
apparatur eingebaut und mit 4°C kaltem Transferpuffer befiillt. Geblottet wurde bei
70 V und 4°C fiir 2 h mit Riihrfisch zur Pufferwdrmeverteilung. Anschliefsend wurden
die Membran fiir 1 h bei RT in Blockierlosung (siehe 2.1.8) unter Schwenken inku-
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biert. Bei Verwendung biotinylierten Markers wurde die Markerlane abgeschnitten und
unter Schwenken weiter in Blockierlosung inkubiert, wihrend die Membran mit pri-
mérem Antikorper in entsprechender Verdiinnung in Waschlésung (siehe 2.1.8) ii.N. bei
4°C unter Schwenken inkubiert wurde. Die Membran wurde bei RT dreimal 10min mit
Waschlosung gewaschen, der Markerstreifen dreimal 10 min in TBS-T (siehe 2.1.8). Der
Markerstreifen wurde 1:3000 mit Streptavidin-HRP-Konjugat in TBS-T, die Membran
mit sekundirem Antikérper in entsprechender Verdiinnung in Waschlésung fiir 1h bei
RT inkubiert. Membran und Markerstreifen wurden viermal fiir 15min mit TBS-T ge-
waschen.

Fiir den (Horseradish perozidase) HRP-basierten Proteinnachweis wurden der Marker-
streifen und die iibrige Membran aneinander auf eine Plastikfolie gelegt und je 1 ml der
ECL (enhanced chemiluminescence)-Detektionsreagenzien, d.h. eines 1:1(v:v)-Gemischs
aus Luminol/Enhancer und Peroxidpuffer (entweder nur SuperSignal West Pico Chemi-
luminescent Substrate oder, fiir hohere Sensitivitat, 1:10-gemischt mit SuperSignal West
Dura Extended Duration Substrate auf die Membran gegeben und durch Auflegen der
Deckfolie verteilt. Nach 5min Inkubation bei RT wurde die iiberschiissige Fliissigkeit
entfernt. HRP katalysiert die Oxidation von Luminol (3-Amino-Phthalsiurehydrazid)
zu 3-Aminophthalat iber mehrere Zwischenprodukte. Bei der Reaktion wird Licht einer
Wellenlénge von 428 nm emittiert. In Anwesenheit von Enhancern, am effektivsten sind
modifizierte Phenole, wird die Lichtemission um bis zu 1000-fach verstirkt. Die Chemi-
lumineszenz wurde mit dem Luminescent Image Analyzer mit CCD-Kamera entwickelt
und mit der Software ATDA bearbeitet.

2.2.14 Immunprazipitation der AKT-Isoformen

Fiir die AKT-Isoform-spezifische Immunpréizipitation (IP) wurden AKT-Isoform-spe-
zifische Antikérper benotigt, welche die AKT-Tsoformen AKT1, AKT2 und AKT3 spe-
zifisch und quantitativ prézipitieren. Wie in Abbildung 2.1 fiir humane Proben gezeigt,
wurde dies fiir die Antikérper AKT1 (2H10) Mouse mAb (Cell Signaling Technolo-
gy, MA, USA), AKT2 (8B7) (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA)) und AKT3 clone
GMA104 (Millipore GmbH, Schwallbach, Deutschland) validiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die AKT-Isoform-spezifischen Antikérper die AKT-
Isoformen quantitativ prizipitieren, da sich im Uberstand der Immunprizipitation (US),

die prézipitierte AKT-Isoform nicht mehr nachweisen lisst. Die AKT-Isoform Spezifitit
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Abbildung 2.1: Spezifitit und Quantitit der Immunprizipitation (IP) der AKT-
Isoformen. Die AKT-Isoformen wurden aus Gesamtzelllysaten (GZL) von humanen H1299
Zellen priizipitiert und anschliefend zusammen mit dem Uberstand der IP (US) und dem GZL
mit AKT-Isoform-spezifischen Antikérpern im Western-Blot-Verfahren (WB) analysiert.

wurde getestet, indem das Prézipitat eines AKT-Isoform Antikérpers mit spezifischen
Antikorpern gegen die beiden anderen AKT-Isoformen geblottet wurde. Wie in Abb. 2.1
gezeigt wird im WB mit AKT1 Antikérper nur nach TP mit AKT1 Antikorper, AKT1
detektiert, nicht aber in den IPs mit AKT2 oder AKT3 Antikorper. Analog ist dies fiir
den AKT2 und AKT3 Antikérper aus der Abb. 2.1 zuentnehmen. Zwischen dem AKT3
Antikorper und den Immunglobulinen (IgG) scheint es eine Kreuzreaktion zugegen, wel-
che die Spezifitit gegeniiber den AKT-Isoformen 1 und 2 aber nicht einschrinkt. Die
Spezifitat der AKT-Isoform-spezifischen Antikérper wurde zusétzlich in AKT-Isoform-
spezifischen knock down Zellen analysiert. Analoge FErgebnisse wurden mit murinen Pro-
ben erzielt, sodass die Methode der AKT-Isoform-spezifischen Immunpréazipitation fiir
humane und murine Proben etabliert wurde.

Die direkte Immunprazipitation der AKT-Isoformen wurde wie folgt durchgefiihrt.
Es wurde zuniichst die Protein-G-Sepharose dreimal mit NP40-Puffer (siehe 2.1.8) ge-
waschen und anschliefend eine 50:50-Suspension von Protein-G-Sepharose und NP40-
Puffer angesetzt. Davon wurden pro Ansatz je 40 ulL in ein 1,5 ml Reaktionsgefif mit
250 pul, NP40-Puffer pipettiert. Fiir die Kopplung der Antikdrper wurden jeweils 2.5 ug
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eines AKT-Isoform Antikorpers dazu pipettiert und zwei Stunden bei 4°C rotiert. Die
Antikorper-gekoppelte Protein-G-Sepharose wurde dreimal mit NP40-Puffer gewaschen,
anschliefend wurden 100 pg eines Proteinlysats (siche 2.2.11) in einem Volumen von
250 pl dazu gegeben. Die AKT-Isoformen wurden ii.N. bei 4°C rotierend prézipitiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefif iiber-
fithrt und bis zum Gelauftrag bei 4°C gelagert. Die Protein-G-Sepharose wurde viermal
mit NP-40-Puffer gewaschen, bevor 12,5 ul 3x SDS-Probenpuffer (siehe 2.1.8) zugegeben
wurden. Die Proben wurden 5 min bei 100°C erhitzt und anzentrifugiert. Anschliefsend

wurden die Proben vollstindig im Western-Blot-Verfahren (siche 2.2.13) analysiert.

2.2.15 AKT-Isoform-spezifischer in vitro Kinaseassay

Um die Aktivierung der AKT-Isoformen genauer zu untersuchen wurde ein AKT-Isoform-
spezifischer in vitro Kinaseassay etabliert. Hierfiir wurden die AKT-Isoformen mit AKT-
Isofom spezifischen Antikdrper wie unter 2.2.14 beschrieben préizipitiert, mit einem Sub-
strat inkubiert und anschlieftend wurde der Phosphorylierungsgrad des Substrats im
Western-Blot-Verfahren bestimmt. Die spezifische und quantitative Immunprazipitation
der AKT-Isoformen ist die Basis fiir den AKT-Isoform-spezifischen Kinaseassay der mit
den Kit Komponenten des AKT Kinase Assay Kit der Firma Cell Signaling Technology,
MA (USA) in Anlehnung des Protokolls des Herstellers durchgefiihrt wurde.

Fiir den Kinaseassay wurde die Protein-G-Sepharose nach der Immunprézipitation der
AKT-Isoformen (siche 2.2.14) zweimal mit NP-40-Puffer (siche 2.1.8) und zweimal mit
Kinasepuffer (siche 2.1.4) gewaschen. Die immunprizipitierten AKT-Isoformen wurden
mit 1 pg GSK3a/f Fusionsprotein, einem Substrat von AKT, und 0,2 mM ATP in 50
pl Kinasepuffer 30 min bei 30°C inkubiert. In dieser Zeit wurde das Substrat GSK3«/f
von der prazipitierten AKT-Isoform, abhingig von der Aktivierung, entsprechend an
den AS-Resten Ser21 und Ser9 phosphoryliert (pGSK3a(521)/3(S9)). Nach der Inku-
bation wurden 12,5 ul 3x SDS-Ladepuffer (siehe 2.1.8) zupipettiert und die Proben
wurden gevortext. Nach 5 min Inkubation bei 100°C wurden die Proben vollstindig
im Western-Blot-Verfahren (siehe 2.2.13) analysiert. Es wurde die pGSK3a/8 Menge
mit pGSK3a(S521)/3(S9) spezifischem Antikorper bestimmt. Je stirker die pGSK3a/
Signalintensitit war, desto grofser war die Aktivitat der entsprechenden AKT-Isoform.
Zusétzlich wurde mit einem pan AKT die Menge an prazipitierter AKT-Isoform nachge-

wiesen. Im Anschlufs wurde die Membran mit Ziege-anti-Maus sekundérem Antikorper
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Abbildung 2.2: AKT-Isoform-spezifischer in vitro Kinaseassay. Fiir den AKT-Isoform-
spezifischen in vitro Kinaseassay wurden die AKT-Isoformen mit a) AKT1, b) AKT2 oder
c) AKT3 Antikorper und Protein G-Sepharose direkt aus 100 pg Gesamtzelllysat prazipitiert.
Anschliefend wurden die IPs mit einem AKT-Substrat, dem GSK3a/f Fusionsprotein und
ATP bei 30°C inkubiert. In Abhéngigkeit der Aktivitdt der entsprechenden AKT-Isoform (z.B
a) AKT1) wird das Substrat am Ser2l (GSK3a) und am Ser9 (GSK3p3) phosphoryliert. Fol-
gend wurde die Menge an phosphoryliertem Substrat (pGSK3«/(S21)/3(S9)) im Western-Blot-
Verfahren bestimmt.

inkubiert, um die Maus IgG-Mengen zu detektieren. Zur Auswertung wurde jede Probe

auf die entsprechende IgGG-Menge abgeglichen.

2.2.16 Zellvitalitdtsassay

Um die Vitalitéit von Zellen zu untersuchen wurde der 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Assay angewendet. Der Nachweis der Zellvitalitét
mittels MTT beruht auf der Reduktion des gelben, wasserloslichen Farbstoffs M'TT in
ein blau-violettes, wasserunlosliches Formazan. Diese Reduktion findet nur in lebenden
Zellen statt, wenn Reduktasen aktiv sind. Fiir den MTT-Assay wurden 5 x 103 - 1 x
10* Zellen pro 96-Loch einer 96-Loch Platte ausgesit. Fiir den Fall, dass eine Kinetik
untersucht werden sollte, wurde fiir jeden Messpunkt eine 96-Loch Platte ausplatiert
und die Zellen wurden ii.N. bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Anschliefend wurde der

Messwert Oh sofort analysiert, wihrend die Zellen der folgenden Messwerte entsprechend
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wie angegeben behandelt wurden (siehe 2.2.3) und bis zur Analyse bei 37°C und 5% CO,
inkubiert wurden.

Fiir die Analyse der Zellvitalitat wurde das Medium der Zellen mit einer ausgezogenen
Pasteurpipette abgesaugt und die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen. Pro 96-Loch
wurden je 200u] Medium mit 0,5mg/ml MTT zugegeben und 2h bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Anschliefend wurde das Medium der Zellen erneut mit einer ausgezogenen
Pasteurpipette abgesaugt und die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, bevor 2001
DMSO zupipettiert und resuspendiert wurden. Es wurde die Absorption bei 560nm in

einen Plattenphotometer gemessen.

2.2.17 Proliferationsassay

Die Proliferation der Zellen wurde entweder durchflusszytometrisch mit einem floure-
scence activated cell sorter (FACS) bestimmt oder kalorimetrisch im enzym-linked im-
munoabsorbant assay (ELISA)-Verfahren analysiert. In beiden Assays wurde den Zellen
zunéchst das Basenanaloga 5-Brom-2‘-desoxyuridin (BrdU) angeboten, welches anstelle
der Base Thymin, wihrend der DNA-Synthesephase des Zellzyclus, in die DNA einge-
baut wird. Der Nachweis von eingebautem BrdU spiegelt die DNA-Syntheserate und
damit die Proliferation der Zellen wieder.

Fiir den FACS-basierten Proliferationsassay wurde das APC BrdU Flow Kit (siche
2.1.4) verwendet. Hierfiir wurden 5x10° Zellen pro Loch einer 6-Loch Platte ausgesit
und i.N. bei 37°C und 5% COs, inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen exakt wie
im Protokoll des Herstellers beschrieben fiir 16h mit BrdU inkubiert, folgend fixiert und
mit Allophycocyanin (APC)-gekoppeltem anti-BrdU Antikorper fluoreszierend markiert.
Die APC positiven Zellen wurden an einem FACS-Gerédt mit der Software DIVA, am
Heinrich-Pette-Institut fiir Experimentelle Virologie und Immunologie an der Universitit
Hamburg, vermessen.

Fiir den kalorimetrischen BrdU ELISA (siche 2.1.4) wurden 5x103-1x10* Zellen pro
96-Loch einer 96-Loch Platte ausgesit und i.N. bei 37°C und 5% CO, inkubiert. An-
schliefend wurden die Zellen exakt wie im Protokoll des Herstellers beschrieben fiir 16h
mit BrdU inkubiert, folgend fixiert und mit einem Peroxidase-gekoppelten anti-BrdU-
Antikoérper markiert. Nach Zugabe der Substratlosung Tetramethylbenzidin (TMB) wur-
de die Reaktion nach 20min durch Zugabe von 1M H,S0, gestoppt und die Absorption

in einem Plattenphotometer bei 480 nm und die Referenz bei 570 nm vermessen.
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2.2.18 Apoptoseassay

Die Apoptose wurde entweder durchflusszytometrisch mit einem FACS oder im ELISA-
Verfahren analysiert. Fiir den FACS-basierten Apoptoseassay wurde das AnnexinV-
Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) Death Detection Kit (siehe 2.1.4) benutzt. Hierfiir wur-
den 5x10° Zellen pro Loch einer 6-Loch Platte ausgesit und ii.N. bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen 18h in Medium ohne Zusétze gehungert und
folgend exakt wie im Protokoll des Herstellers fiir adhérente Zellen beschrieben trypsi-
niert, mit AnnexinV-FITC und mit Propidiumjodid (PI) markiert. Das AnnexinV bindet
an Phosphatidylserin, welches in der frithen Phase der Apoptose an der Aufsenseite der
Plasmamembran exponiert wird. PI glangt erst in einer spiaten Phase der Apoptose
durch Lécher in der Plasmamembran in die Zelle und bindet an freie DNA. Wihrend
das AnnexinV also ein Marker fiir die frithe Phase der Apoptose ist, stellt das PI einen
Marker fiir die spate Apoptose dar. Es wurde die Anzahl FITC und FITC-PT positiver
Zellen (frithe und spite Apoptose) im FACS bestimmt.

Das Prinzip von dem Apoptose-ELISA (siehe 2.1.4) basiert auf dem in vitro Nachweis
von zytoplasmatischen Histon-assoziierten-DNA-Fragmenten (Nucleosomen) nach indu-
ziertem Zelltod. Das Kit wurde nach Herstellerempfehlung eingesetzt. Es beinhaltete
eine Microtiterplatte, welche mit Streptavidin beschichtet war. Mit Hilfe eines (POD)-
gekoppeltem anti-DNA Antikérpers wurden die Nucleosomen aus dem Zelllysat markiert
und iiber Streptavidin gebunden. Nach Zugabe des Substrats ABTS wurde die Absorp-

tion in einem Plattenphotometer bei 405 nm vermessen.

2.2.19 Migrationsassay
Transwellassay

Fiir den Transwellassay, bei dem Zellen durch ein Transwell mit einer definierten Poren-
grofe (hier: 8 pm) migrieren, wurden zundchst 500 pl Medium mit Zusétzen in ein Loch
einer 24-Loch Platte vorgelegt und anschliefend ein Transwell eingesetzt. Es wurden
7x10? Zellen in 100 pl in die obere Kammer des Transwells pipettiert und i.N. bei 37°C
und 5% COs inkubiert. Folgend wurden die Transwells dreimal mitt PBS (siehe 2.1.8)
gewaschen. Die Zellen, welche sich an der oberen Seite der Transwellmembran befanden
und somit nicht migriert waren, wurden zusétzlich vorsichtig mit einem Q-Tipp von der

Membran entfernt. Die Zellen, welche sich an der unteren Seite der Transwellmembran
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befanden und somit migriert waren wurden fiir 10 min bei 37°C mit 3% Paraformalde-
hyd fixiert. Die Transwells wurden erneut dreimal mit PBS gewaschen und anschliefsend
wurde die Transwellmembran vorsichtig mit einem scharfen Skalpell ausgeschnitten. Die
Membran wurde so auf einen Objekttriger gelegt, dass die Seite mit den migrierten Zel-
len oben auflag. Es wurde 1 Tropfen Mounting Medium mit 4’,6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI) auf die Membran gegeben, bevor das Deckgléchen Luftblasenfrei aufgelegt wur-
de. Die DAPI gefirbten Zellkerne der migrierten Zellen wurden mit Hile eines Zahlers
am Fluoreszenzmikroskop ausgezihlt. Es wurde eine Dreifachbestimmung in zwei unab-
hiangigen Experimenten durchgefiihrt, bevor eine Aussage iiber das migrative Verhalten

getroffen wurde.

Gelantineassay

Bei dem Gelantineassay wird beobachtet, ob Zellen in der Lage sind, in einer Gelantine-
Matrix zu migrieren und sich zuvereinzeln. Dieser Assay ist nicht quantifizierbar und
kann verwendet werden, um einen ersten Eindruck iiber das migrative Potential von
Zellen zu erhalten. Fiir diesen Assay wurden 100 ul sterile und auf 37°C vorgewirmte
Gelantine-Losung (15% w/v) in eine 96-Loch Platte vorgelegt. Die Platte wurde 15 min
bei RT inkubiert, anschliefend wurden 1 x 10* Zellen in 100 pl pro 96-Loch auf die
Gelantine-Losung pipettiert. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO, inkubiert und
folgend nach 24 h, 48 h und 72 h unter dem Mikroskop beobachtet und fotographiert.

2.2.20 Mausexperimente

Die Mausexperimente zur Analyse der Tumorigenitit der C4-Zellen wurden vom Institut
fiir Anatomie II am UKE, Hamburg durchgefiihrt. Hierfiir wurden 1 x 10° C4 Zellen

subkutan in Balb/c Méuse injeziert.

2.2.21 Statistik

Eine statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism
4.0. Zur Bestimmung der Signifikanzen (p<0,05) zwischen zwei Gruppen wurde ein Stu-
dents t-Tests durchgefiihrt.
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Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Funktion von AKT-Isoformen beim

ErbB2"-Mammakarzinom

Um die Bedeutung des PI3K/AKT-Signalwegs und Funktionen von AKT-Isoformen
beim ErbB2"-Mammakarzinom zu untersuchen, wurde das Mausmodell Balb-neuT ver-
wendet. Balb-neuT ist ein transgenes Mausmodell, bei welchem die Rezeptortyrosin-
kinase ErbB2 (neu) als Transgen iiberexprimiert wird. Unter der Kontrolle des mouse
mammary tumor virus promotors (MMTV-Promotor) wird wihrend der Pubertét der
Maiuse, etwa in der dritten bis vierten Woche, die Expression des transgenen ErbB2
durch Sexualhormone induziert. Hierdurch entsteht eine gewebespezifische Expression
des Transgens im Mammagewebe was zu einer aggressiven Karzinogenese fiihrt [Muller
et al., 1988].

3.1.1 Aktivierung des ErbB2/PI3K/AKT-Signalwegs in transgenen
Balb-neuT-Mammatumoren

Um die Aktivierung des ErbB2/PI3K/AKT-Signalwegs in ErbB2* transgenen Balb-
neuT-Mammatumoren zu analysieren, wurde zunéichst die Expression von ErbB2 im
Western-Blot-Verfahren in zehn Balb-neuT-Mammatumoren untersucht. Es zeigte sich
im Vergleich zu Balb/c Wildtyp (WT)-Mammagewebe, dass alle zehn untersuchten
Mammatumoren stark positiv fiir den ErbB2-Rezeptor waren (Abb. 3.1). Der ErbB3-
Rezeptor, welcher bevorzugt mit ErbB2 heterodimerisiert, besitzt von allen ErbB-Rezep-
toren die meisten Bindungsstellen fiir die PI3K [Olayioye et al., 2000], so dass die Akti-
vierung des ErbB3-Rezeptors den PI3K/AKT-Signalweg effizient anschalten kann. Die
Aktivierung des ErbB3-Rezeptors wurde mit pErbB3(Y1289)-spezifischen Antikdrpern
im Western-Blot-Verfahren bestimmt. Die Aktivierung des AKT-Signalwegs wurde mit
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pAKT(S473) und pAKT(T308) spezifischen Antikérpern untersucht. Aus der Abbildung
3.1 geht hervor, dass die Aktivierung des ErbB3-Rezeptors weitgehend mit der Aktivie-
rung des AKT-Signalwegs iibereinstimmt. Die Balb-neuT-Mammatumoren zeigten im

Vergleich zum WT-Mammagewebe eine gesteigerte Aktivierung des ErbB3-Rezeptors.
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Abbildung 3.1: Aktivierung des ErbB2/PI3K /AKT-Signalwegs in transgenen Balb-
neuT-Mammatumoren. Western-Blot-Analyse mit ErbB2, pErbB3(Y1289), pAKT(T308),
pAKT(S473) und pGSK33(S9) spezifischen Antikérpern in zehn Balb-neuT-Mammatumoren
und WT-Mammagewebe von einer Balb/c-Maus (X009).

Die Aktivierung des AKT-Signalwegs zeigte sich im Vergleich zum WT-Mammagewebe
in einigen Balb-neuT-Mammatumoren ebenfalls verstirkt. Die Phosphorylierung am
Threonin308 von AKT war zwar nur in einem Fall stirker (F133), als im WT-Mamma-
gewebe, allerdings war in fiinf von zehn Balb-neuT Mammatumoren (50%) eine stérkere
Phosphorylierung am Serin473 von AKT nachzuweisen. Es konnte gezeigt werden, dass
die Phosphorylierung am Threonin308 alleine die Aktivitit von AKT um den Faktor 10
steigert, wihrend die doppelt-phosphorylierte Form die Aktivitdt von AKT nochmal um
den Faktor 100 steigert [Alessi et al., 1996a; Guertin et al., 2006|. Daraus folgt, dass die
Threonin308-Phosphorylierung in Verbindung mit der Serin473-Phosphorylierung eine
hohere Aktivitdt von AKT zur Folge hat, als die Threonin308-Phosphorylierung alleine.

Weiterfiihrend wurde die Phosphorylierung eines Substrats von AKT, dem GSK343, am
Serin9 analysiert (pGSK33(S9)). Es zeigte sich, dass die Phosphorylierung von GSK3/
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in sieben von zehn Mammatumoren (70%) héher war als im WT-Mammagewebe und gut
mit der Phosphorylierung von AKT iibereinstimmt (Abb. 3.1). Dieses Ergebnis deutet
ebenfalls darauf hin, dass die Balb-neuT-Mammatumoren eine gesteigerte Aktivitdt von
AKT besitzen.

3.1.1.1 Expression der AKT-Isoformen in transgenen
Balb-neuT-Mammatumoren

Im folgenden wurde die Expression der AKT-Isoformen in transgenen Balb-neuT-Mam-
matumoren untersucht. Hierfiir wurden zehn Balb-neuT-Mammatumoren im Vergleich

zu WT-Mammagewebe im Western-Blot-Verfahren analysiert.

3
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Abbildung 3.2: Expression der AKT-Isoformen in transgenen Balb-neuT-
Mammatumoren. Western-Blot-Analyse mit AKT-Isoform-spezifischen Antikérpern in zehn
Balb-neuT-Mammatumoren und WT-Mammagewebe von einer Balb/c Maus.

Hierbei ergab sich, dass alle Balb-neuT-Mammatumoren die AKT-Isoform 1 iiberexpri-
mierten, wihrend die Expression der AKT-Isoform 2 reduziert war (Abb. 3.2). Die AKT-
Isoform 3 ist in allen Balb-neuT-Mammatumoren im Vergleich zum WT-Mammagewebe
iiberexprimiert, dabei war AKT3 in sechs von zehn der Balb-neuT-Mammatumoren stark
tiberexprimiert (Abb. 3.2).
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3.1.1.2 Aktivititen der AKT-Isoformen in transgenen
Balb-neuT-Mammatumoren

Um die Aktivierung des AKT-Signalwegs genauer zu analysieren, wurden die Aktivitdten
der einzelnen AKT-Isoformen mit Hilfe eines neu etablierten AKT-Isoform-spezifischen
Kinaseassays (siehe 2.2.15) untersucht. Hierfiir wurden acht Balb-neuT-Mammatumoren
und ein WT-Mammagewebe analysiert. Die in vitro Kinaseaktivitdt der AKT-Isoformen
wurde nach AKT-Isoform-spezifischer Immunprazipitation an Hand der Menge von phos-
phoryliertem Substrat (pGSK3a/5) bestimmt.
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Abbildung 3.3: Aktivititen der AKT-Isoformen in transgenen Balb-neuT-
Mammatumoren. Die in vitro Kinaseaktivitit der AKT-Isoformen wurde nach AKT-Isoform-
spezifischer Immunprézipitation und anschliefender Inkubation mit dem AKT-Substrat
GSK3a/f und ATP im Western-Blot-Verfahren an Hand der Menge von phosphoryliertem
Substrat (pGSK3a/f3) in acht Balb-neuT-Mammatumoren und WT-Mammagewebe von einer
Balb/c Maus analysiert.

Der Abbildung 3.3 ist zu entnehmen, dass drei der acht Mammatumoren eine ge-
steigerte AKT1-Aktivitdt besalen. Die AKT2-Aktivitat zeigte sich weitgehend kon-
stant, wahrend die AKT3-Aktivitdt in allen Mammatumoren stirker war als im W'T-
Mammagewebe. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Tumoren heterogen beziiglich ih-
rer AKT1-Aktivitdt sind. Obwohl die Expression der AKT-Isoform 2 gegeniiber dem
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WT-Mammagewebe reduziert war (Abb. 3.2), konnte eine leichte Aktivitiatssteigerung
von AKT2 nachgewiesen werden. Interessanterweise ergab sich, dass die AKT-Isoform
3 in allen Balb-neuT-Mammatumoren eine gesteigerte Aktivitit gegeniiber dem WT-
Mammagewebe besaf. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass AKT3 in Balb-NeuT
Mammatumoren im Vergleich zum WT-Mammagewebe iiberexprimiert wird und iiber-
aktiviert ist und somit eine bedeutende Funktion fiir das Wachstum und Uberleben von

ErbB2T-Mammatumoren haben konnte.

3.1.2 Etablierung von murinen ErbB2"-Mammakarzinom-Zellkulturen aus

transgenenen Balb-neuT-Mammatumoren

Damit Funktionen der AKT-Isoformen in Balb-neuT-Mammatumoren untersucht wer-
den konnen, ist ein in wvitro Modell hilfreich. Folgend wurden primdre Mammatumor-
zellen aus frisch isolierten Balb-neuT-Mammatumoren isoliert. Hierfiir wurde ein Balb-
neuT Mammatumor direkt nach Isolation in sterilem Medium aufgenommen und unter

sterilen Bedingungen in die Zellkultur iiberfithrt (siehe 2.2.2).

Abbildung 3.4: Etablierung von murinen Mammakarzinomzelllinien aus transgenenen
Balb-neuT-Mammatumoren. Die Zellen wurden aus einem frisch priparierten Balb-neuT
Mammatumor mittels Explantkultur isoliert und kultiviert. Gezeigt sind verschiedene Zellkul-
turansétze in den angegebenen Passagen (p).

In Abbildung 3.4 sind vier primére Balb-neuT Mammatumor-Zellkulturen abgebil-
det. Die aus Balb-neuT-Mammatumoren etablierten Zelllinien wurden im Vergleich zum
priméren Balb-neuT Mammatumor niher charakterisiert. Das Expressionsprofil einiger
Marker- und tumorassozierter Proteine wurde im folgenden analysiert. Zur Uberwa-
chung einer Fibroblasten-Kontamination der priméaren Zellkulturen wurde eine murine
Fibroblastenzelllinie, NIH/3T3, als Kontrolle eingesetzt.
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A
Luminale Marker Basale Marker
(x-facher Anstieg) Krt-18 Krt-8 Krt-5 Acta2
Primartumor (n=4) 1,0 1,0 n.n. 1,0
C4 (n=5) 1,4 1,4 n.n. 0,0022
C8 (n=5) 0,7 0,8 nn. 0,0072
C9 (n=5) 2,6 3,4 n.n. 0,0031
C10 (n=5) 1,6 1,7 n.n. 0,0022
WT Mamma (n=1) 0,3 0,3 CT:24,5 17,3
NIH/3T3 (n=5) 0,0002 0,0002 n.n. 0,0273
n.n.: nicht nachweisbar
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Abbildung 3.5: Charakterisierung von murinen Mamimakarzinomzelllinien aus trans-
genenen Balb-neuT-Mammatumoren. A. Die Relative mRNA-Menge der Zytokeratine-8,
-18 und -5 (Krt-8, -18 und -5), sowie dem smooth muscel actin (Acta2) wurde mit Hilfe der qP-
CR bestimmt. B. Western-Blot-Analyse mit ErbB2, E-Cadherin und N-Cadherin spezifischen
Antikérpern und C. mit AKT-Isoform-spezifischen Antikérpern in Balb-neuT-Mammatumoren,
Mammatumorzelllinien aus transgenenen Balb-neuT-Mammatumoren und NIH/3T3 Zellen.

Mit Hilfe der quantitativen PCR (qPCR) wurden die Zellen beziiglich ihres Zytoke-
ratinmusters untersucht. Es zeigte sich, dass die fiir den Balb-neuT-Tumor typischen
luminalen Marker Keratin-8 und -18 in den Zellkulturen in hohen mRNA-Mengen vorla-
gen. Die Zellkulturen waren fiir die basalen Marker Keratin-5 und smooth muscle actin
negativ, wie auch der Primértumor (Abb. 3.5 A). Hieraus ergibt sich, dass Zellkulturen
aus Balb-neuT Mammtumoren etabliert wurden, welche die typischen Charakteristika
des ErbB2* Balb-neuT-Mammatumors besitzen.

Es konnte gezeigt werden, dass alle Balb-neuT Mammatumor-Zellkulturen den ErbB2-
Rezeptor stark exprimierten (Abb. 3.5 B). Die Zellekulturen, sowie der Primértumor,

waren ebenfalls stark positiv fiir den epithelialen Marker E-Cadherin. E-Cadherin ist ein
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Calciumionen-abhéngiges Transmembran-Glycoprotein aus der Gruppe der Adhésions-
proteine, welches vor allem in den Epithelzellen exprimiert wird. Die Zellkulturen und
der priméare Tumor waren fiir den mesenchymalen Marker N-Cadherin negativ, nicht
aber die vom Mesoderm abstammenden Fibroblasten (Abb. 3.5 B).

Fiir weiterfiihrende Experimente wurde die Zellkultur C4 ausgewéhlt. Es wurde die
Expression der AKT-Isoformen in den C4-Zellen im Vergleich zum Primartumor analy-
siert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass alle AKT-Isoformen in den C4-Zellen expri-
miert wurden (Abbildung 3.5 C).

3.1.3 Tumorigenitdt der murinen ErbB2*-Mammakarzinomzellen (C4-Zellen) in
vivo

Um die Tumorigenitit, der etablierten murinen ErbB2*-Mammakarzinomzelllinie C4 in
vivo zu untersuchen, wurden 1 x 10° C4-Zellen subkutan in Balb/c Wildtyp (WT) Mause

injiziert.

D Maus Tage [d] Tumorgewicht [g]

1 33 0,8
2 38 1,2
3 38 1,8
4 38 0,8
5 38 0,2
6 38 0,2
7 47 1,4
8 47 0,7
Mittelwert: 40 0,9

Abbildung 3.6: Tumorigenitit der etablierten murinen ErbB2"-Mamma-
karzinomzelllinie C4 4n wvivo. A. Subkutane Injektion von 10° C4-Zellen in Balb/c
WT Maiuse, B. Tumorendstadium (Ulcus) und C. isolierter C4 Tumor. D. Anzahl der Tage
von der Injektion bis zur T6tung und Tumorgewicht der C4 Tumoren (n—8).

Fiir die C4-Zellen ergab sich in vivo eine Tumorfrequenz von 100%, d.h. alle Miuse

haben Tumore entwickelt. Das Abbruchkriterium war in jedem Fall ein Ulcus. Die Tu-
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moren sind im Mittel nach 40 Tagen mit einem Gewicht von 0,9 g ulzeriert (Abbildung
3.6). Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen dem Tumorgewicht und der Anzahl der
Tage von der Injektion bis zur Totung. Die Metastasierungsfahigkeit dieser Zellen wird
derzeit noch untersucht. Von den Tumoren wurden Gewebestiicke direkt nach Entnah-
me des Tumors in fliilssigem Stickstoff eingefroren oder in Paraffin eingebettet. Aus den
C4-Tumoren wurden Proteinlysate hergestellt und die Expression von ErbB2 und ErbB3
sowie die Aktivierung des AKT-Signalwegs und die Expression der AKT-Isoformen im

Western-Blot-Verfahren untersucht.

A C4 C4 Tumore B

HE Farbung

ErbB2 | gD == --q'--

ErbB3 |me «= = ab G0 G S

PAKT(T308) | —— e — -

PAKT(S473) |mmm == == o = g = @D

AKT | @09 o o» an o a9 ™ "=

AKT2 | - e o o o

AKT3 |wm = = 5 - - ——

HSC70 | = ans an Sas e S e

Abbildung 3.7: Expression von ErbB2, ErbB3, pAKT und den AKT-Isoformen
AKT1, AKT2 und AKT3 in C4 Tumoren. A. Western-Blot-Analyse mit ErbB2 und
PAKT sowie mit AKT-Isoform-spezifischen Antikérpern. B. Himatoxylin-Eosin (HE)-Farbung
und C. Immunhisochemische (IHC)-Farbung von ErbB2 eines C4-Tumors (40x).

Aus der Abbildung 3.7 A geht hervor, dass alle C4-Tumoren den ErbB2- und ErbB3-
Rezeptor in vergleichbaren Mengen zur parentalen Zelllinie C4 exprimierten. Der AKT-
Signalweg war in fiinf von sieben C4-Tumoren stark aktiviert (Abb. 3.7 A). Die AKT-
Isoform 1 liefs sich in allen C4-Tumoren eindeutig nachweisen, wihrend die AKT-Iso-
formen 2 und 3 nur in vier bzw. zwei von sieben Tumoren eine starke Expression zeigten
(Abb. 3.7 A). Auch die IHC-Féarbung mit ErbB2-spezifischen Antikorpern ergab, dass die
C4-Tumoren stark ErbB2 positiv waren (Abb. 3.7 C). Diese Ergebnisse zeigen, dass C4-
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Zellen nach subkutaner Injektion eine hohe Tumorigenitit besitzen und effizient ErbB27

Tumore in WT Balb/c Méausen generieren kénnen.

3.1.4 Aktivierung des ErbB2/AKT-Signalwegs in ErbB2"-C4-Zellen

Die C4-Zellen wurden beziiglich ihrer Expression von ErbB2 und dem Ostrogenrezeptor
a (ERa) mit den humanen Mammakarzinomzelllinien MCF-7 (ERa™) und SKBR-3
(ErbB2" /ERa ™) verglichen.

A ErbB2/ERa-Status B ErbB2/AKT Aktivierung C AKT-soform Kinaseaktivititen
MCF-7 C4
ErbB2

- 5 IP AKT1 IP AKT2 IP AKT3
e A 5‘(&"“ ¢  PErbB2(Y877) | |

MCF-7 C4 |MCF-7 C4 | MCF-7 C4

EbB2 | Qg wmm|  pAKT(S473) [ = wwum | poSK3ap| o @ - -

ERa |- | pAKT(T308) pan AKT [ G i = |
HSC70 | e e HSC70 T T X o=

Abbildung 3.8: Aktivierung des ErbB2/AKT-Signalwegs in ErbB21-C4-Zellen. A.
Western-Blot-Analyse mit ErbB2 und ERa spezifischen Antikérpern der humanen Mamm-
akarzinomzelllinien MCF-7 und SKBR-3, sowie der murinen Mammakarzinomzelllinie C4. B.
Western-Blot-Analyse mit ErbB2, pErbB2(Y877), pAKT(S473) und pAKT(T308) spezifischen
Antikérpern in MCF-7 und C4-Zellen. C. Die in vitro Kinaseaktivitit der AKT-Isoformen
wurde nach AKT-Isoform-spezifischer Immunprézipitation und anschliekender Inkubation mit
dem AKT-Substrat GSK3«a/8 und ATP im Western-Blot-Verfahren an Hand der Menge von
phosphoryliertem Substrat (pGSK3a/3) analysiert. Die Menge an préazipitierter AKT-Isoform
wurde zusdtzlich mit einem pan AKT Antikoérper bestimmt.

Es konnte gezeigt werden, dass die C4-Zellen zwar weniger ErbB2 exprimierten als die
ErbB2* Zelllinie SKBR-3, aber eindeutig mehr als die ER1T Mammakarzinomzelllinie
MCF-7 (Abb. 3.8 A). Eine Expression des ER1 konnte in den C4- und den SKBR-3-
Zellen im Vergleich zu den MCF-7 Zellen nicht nachgewiesen werden. Hieraus ergibt sich,
dass die C4-Zellen, wie die SKBR-3 Zellen, einen ErbB2" /ERa ™ -Phénotyp besitzen.

Die Aktivierung des ErbB2-Rezeptors wurde in den C4-Zellen an Hand der Phos-
phorylierung des ErbB2-Rezeptors an dem Tyrosinrest877 analysiert. Im Vergleich zu
den ERa™ MCF-7 Zellen, zeigten die C4-Zellen eine wesentlich stirkere Aktivierung des
ErbB2-Rezeptors (Abb. 3.8 B). Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass der AKT-
Signalweg in den C4-Zellen stirker aktiviert ist als in den MCF-7 Zellen. Sowohl die

61



Kapitel 3 Ergebnisse

Phosphorylierung am Serin473 als auch am Threonin308 von AKT war in den C4-Zellen
erhoht (Abb. 3.8 B).

Zur genaueren Analyse des AKT-Signalwegs wurden die Aktivitaten der drei AKT-
Isoformen in den C4-Zellen untersucht. Im Vergleich zu den ER1T MCF-7 Zellen, zeigten
die C4-Zellen eine gesteigerte Aktivitit der AKT-Isoformen 1 und 3 (Abb. 3.8 C.).
Diese Ergebnisse zeigen, dass die ErbB21 /ER1~ C4-Zellen eine gesteigerte Aktivitiat der
AKT-Isoformen 1 und 3 gegeniiber der ER1" humanen Mammakarzinomzelllinie MCF-7
haben. Diese Ergebnisse konnten darauf hin deuten, dass die gesteigerte Expression und
Aktivitat des ErbB2-Rezeptors die AKT-Isoformen 1 und 3 in ErbB2T-Mammatumoren

effizient aktiviert.

3.1.5 Aktivierung des AKT-Signalwegs in ErbB2"-C4-Zellen unter
Wachstumsfaktorentzug und Inhibtion von HSP90

Weiterfithrend wurde die Aktivierung des AKT-Signalwegs und die Expression von
ErbB2 und den AKT-Isoformen unter Wachstumsfaktorentzug, sowie unter Wachstums-
faktorentzug und Inhibition des heat shock protein 90 (HSP90) in den C4-Zellen analy-
siert. Inhibitoren von HSP90 wurden bereits in Studien der klinischen Phase I getestet
[Kummar et al., 2010]. Klientenproteine von HSP90 sind unter anderem ErbB2 und
AKT, so dass es unter Inhibition von HSP90 zur Degradation von ErbB2 und AKT
kommt |[Neckers and Ivy, 2003; Fortugno et al., 2003].

Es konnte gezeigt werden, dass unter Wachstumsfaktorentzug die Aktivierung von
AKT, gemessen an der pAKT(S473) und pAKT(T308) Menge, abnahm (Abb. 3.9 A).
Wihrend die Expression der AKT-Isoformen 1 und 2 unter Wachstumsfaktorentzug
keine Verinderungen zeigte, ergab sich fiir die AKT-Isoform 3 eine Zunahme der Ex-
pression. Auf Grund dieser Ergebnisse konnte man vermuten, dass die AKT-Isoform
3 unter Wachstumsfaktorentzug eine besondere Rolle spielt, da die Verfiigbarkeit von
AKT3 ansteigt.

Durch zusétzliche Inhibition von HSP90 mit dem HSP90 Inhibitor 17-DMAG nach
Wachstumsfaktorentzug zeigte sich, dass die Proteinmenge von ErbB2 reduziert wurde
(Abb. 3.9 A). Ebenfalls ergab sich eine reduzierte pAKT Menge, sowie eine verringerte
Expression der AKT-Isoformen 1 und 2. Die Expression der AKT-Isoform 3 hingegen
zeigte auch nach Inhibition von HSP90 keine Reduktion in der Expression. Dieses Er-
gebnis konnte darauf hin deuten, dass von den AKT-Isoformen nur AKT1 und AKT2,
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Abbildung 3.9: Aktivierung des AKT-Signalwegs unter Wachstumsfaktorentzug und
Inhibtion von HSP90. A. Western-Blot-Analyse mit ErbB2, pAKT und AKT-Isoform-
spezifischen Antkorpern in C4-Zellen. B. Die in vitro Kinaseaktivitdt der AKT-Isoformen
wurde nach AKT-Isoform-spezifischer Immunprézipitation und anschliekender Inkubation mit
dem AKT-Substrat GSK3«a/f8 und ATP im Western-Blot-Verfahren an Hand der Menge von
phosphoryliertem Substrat (pGSK3a/3) analysiert. Die Menge an prézipitierter AKT-Isoform
wurde zusitzlich mit einem pan-AKT-Antikérper bestimmt.

nicht aber AKT3, Klientenproteine von HSP90 sind. Weiterfiihrende Experminente sind
erforderlich, um diese Annahme zu bestétigen.

Inwiefern sich die Aktivitdten der AKT-Isoformen unter Wachstumsfaktorentzug und
Inhibition von HSP90 in den C4-Zellen veriandern, wurde mit dem AKT-Isoform- spe-
zifischen Kinaseaktivititsassay bestimmt. Aus der Abbildung 3.9 B ist zu entnehmen,
dass die Aktivitdten aller AKT-Isoformen unter Wachstumsfaktorentzug abnahmen. Ob-
wohl die Expression von AKT3 unter Wachstumsfaktorentzug anstieg, wurde die AK'T3-
Aktivitit reduziert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass alle AKT-Isoformen in den
(C4-Zellen wachstumsfaktorabhéngig aktiviert werden kénnen.

Durch zusétzliche Inhibition von HSP90 zeigte sich, dass die Aktivitdt der AKT-
Isoformen 1 und 2 weiter abnahm, wihrend die AKT3 Aktivitit zunahm (Abb. 3.9
B). Diese Ergebnisse konnten vermuten lassen, dass bei Verlust von AKT1 und AKT2
Aktivitat, die AKT3 Aktivitdt ansteigen kann, um Effekte von AKT1 und AKT2 zu

kompensieren.
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3.1.6 ShRNA-vermittelter knockdown der AKT-Isoformen in ErbB2"-C4-Zellen

Mit den etablierten Zellkulturen aus den priméren Balb-neuT-Mammatumoren wur-
den in witro Studien zur Funktion der AKT-Isoformen durchgefiihrt. Hierfiir wurden
die AKT-Isoformen mittels AKT-Isoform-spezifischer lentiviraler shRNA-Vektoren in
den C4-Zellen runter reguliert. Nach Transfektion der C4-Zellen mit den entsprechen-
den lentiviralen shRNA-Vektoren wurden stabile, AKT-Isoform-spezifische knockdown-
Zelllinien selektioniert (siehe 2.2.4).
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Abbildung 3.10: Hemmung der Expression der AKT-Isoformen nach lentiviraler
Transduktion mit AKT-Isoform-spezifischen shRNA-Vektoren in C4-Zellen. A.
Nach lentiviraler Transduktion mit AKT-Isoform-spezifischen shRNA-Vektoren und anschlie-
Bender Selektion mit Puromycin wurden Proteinlysate der C4-Zellen hergestellt. Die Expres-
sion der AKT-Isoformen wurde mit AKT-Isoform-spezifischen Antikérpern im Western-Blot-
Verfahren analysiert und quantitativ ausgewertet (n=3, + /- SD). Die Signifikanzen (**, p<0,01)
wurden mit einem Student’s t-Test ermittelt.

Aus der Abbildung 3.10 geht hervor, dass sich alle AKT-Isoformen in den C4-Zellen
spezifisch und signifikant auf Proteinebene herunter regulieren liefen. Hierbei ergaben
sich knockdown-Effizienzen von 66%, 90% und 75% fiir AKT1, AKT2 beziehungsweise
AKT3 im Vergleich zu den mit einer Kontroll-shRNA transfizierten C4-Zellen (Ktrl.)
(Abb. 3.10 B). Im folgenden wurden Effekte nach Reduktion der Expression einer AKT-
Isoform in den ErbB2"-C4-Zellen analysiert.
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3.1.7 Proliferation der C4-Zellen nach AKT-Isoform-spezifischem-knockdown

Um den Einfluss der AKT-Isoformen auf das Wachstum der C4-Zellen zu untersuchen,
wurde die Proliferation der C4-Zellen nach AKT-Isoform-spezifischem-knockdown im
Vergleich zu den C4 Ktrl.-Zellen betrachtet. Die Proliferation der Zellen wurde an Hand
der DNA-Syntheserate mit einem kalorimetrischen BrdU ELISA (siehe 2.2.17) analysiert.
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Abbildung 3.11: Proliferation der C4-Zellen nach AKT-Isoform-spezifischem knock-
down und Inhibition der PI3K. Die Proliferation der C4-Zellen wurde mit einem kalorime-
trischen BrdU-ELISA gemessen. Die Zellen wurden 48 h mit 25 uM PISK-Hemmstoff LY-294002
behandelt. Gezeigt sind die Mittelwerte aus n=>5, +/- SD. Die Signifikanzen (***, p<0,001 und
* p<0,05) wurden mit einem Student’s t-Test ermittelt.

Die Ergebnisse zeigten, dass alle AKT-Isoformen die Proliferation der Zellen beein-
flussten (Abb. 3.11). Durch den Verlust von AKT1 oder AKT3 ergab sich eine Hemmung
der Proliferation um 25%. Durch den Verlust von AKT2 wurden die C4-Zellen nur um
13% in der Proliferation inhibiert (Abb. 3.11). Dieser Befund deutet darauf hin, dass
die AKT-Isoformen 1 und 3 die Proliferation der C4-Zellen in gleichem Mafe férdern,
wahrend die AKT-Isoform 2 einen geringeren Effekt zeigt, jedoch auch Einfluss nimmt.
Unter Inhibition der PI3K mit dem Hemmstoff 1.Y-294002 wobei alle AKT-Isoformen
inhibiert werden, ergab sich eine Hemmung der Proliferation von 70%. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass das Wachstum der ErbB2*-C4-Zellen stark vom PI3K/AKT-
Signalweg abhéngig ist und alle AKT-Isoformen, insbesondere AKT1 und AKT3, die

Proliferation positiv beeinflussen kénnen.
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3.1.8 Expression und Aktivierung von ErbB2 und ErbB3 in C4-Zellen nach
AKT-Isoform-spezifischem-knockdown

Die AKT-Isoform-spezifischen C4-knockdown-Zellen wurden beziiglich ihrer ErbB2- und

ErbB3-Rezeptor Expression, sowie der Aktivierung dieser beiden Rezeptoren analysiert.
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Abbildung 3.12: Expression und Aktivierung von ErbB2 und ErbB3 in AKT-
Isoform-spezifischen knockdown C4-Zellen. A. Western-Blot-Analyse mit ErbB2- und
pErbB2(Y877)-spezifischen Antikérpern und quantitative Auswertung der Western-Blot Ergeb-
nisse (n=3, +/- SD). B. Western-Blot-Analyse mit ErbB3- und pErbB3(Y1289)-spezifischen
Antikérpern und quantitative Auswertung der Western-Blot-Ergebnisse (n=3, +/- SD). Die
Signifikanzen (*, p<0,05, **p<0,01 und *** p<0,001) wurden mit einem Student’s t-Test er-
mittelt.

Interessanterweise zeigte sich, dass sowohl die ErbB2- als auch die ErbB3-Expression,
sowie die Aktivierung dieser Rezeptoren durch den Verlust von AKT1 oder AKT2 an-
stieg(Abb. 3.12). Auf Grund des Verlusts von AKT3 kam es hingegen zur signifikanten
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Abnahme der Expression und der Abnahme der Aktivierung des ErbB2- und ErbB3-
Rezeptors (Abb. 3.12).

Wihrend das endogene ErbB2 unter der Kontrolle des endogenen ErbB2-Promotors
steht, wird das transgene ErbB2 durch den MMTV-Promotor reguliert. Auf Grund der
starken Homologie zwischen dem Maus ErbB2 (endogen) und dem Ratten ErbB2 (trans-
gen) ist eine Differenzierung mit Antikorpern nicht moglich. Es stellt sich die Frage, ob
die Expression des ErbB2-Rezeptors in den knockdown-Zellen auf Gen- oder Protein-
ebene reguliert wird. Eine Regulation des MMTV-Promotors durch AKT-Isoformen kann
nicht ausgeschlossen werden. Da das endogene ErbB2 nicht durch den MMTV-Promotor
reguliert wird, wére solch ein Effekt physiologisch nicht relevant. Inwiefern die gemessene
Abnahme des ErbB2-Rezeptors durch den Verlust von AKT3 auf Genexpressionsebene
reguliert ist, wurde mit der Methode der quantitativen PCR (qPCR) untersucht.

Es zeigte sich keine messbare Verdnderung der mRNA-Menge von ErbB2 in den AKT3
knockdown-Zellen, gegeniiber den C4 Ktrl.-Zellen (Abb. 3.13 A). Dieses Ergebnis ldsst
vermuten, dass die Abnahme der Expression von ErbB2 in den AKT3 knockdown-Zellen
auf post-transkriptioneller Ebene statt findet.

Weiterfilhrend wurde die mRNA-Menge des Transkriptionsfaktors FOXM1 unter-
sucht. Es konnte gezeigt werden, dass FOXMI iiber den ErbB2-Signalweg reguliert
wird und einen Marker fiir eine Uberexpression von ErbB2 beim Mammakarzinom dar-
stellt [Francis et al., 2009]. Aus der Abbildung 3.13 B geht hervor, dass in den AKT3-
knockdown-Zellen die mRNA-Menge von FOXM1 signifikant reduziert war im Vergleich
zu den Ktrl.-Zellen. Diese Ergebnisse lassen darauf schliefsen, dass der Verlust von ErbB2
in den AKT3-knockdown-Zellen tatsichlich eine reduzierte ErbB2-Signalweiterleitung in
den C4-AKT3-knockdown-Zellen zur Folge hat.

Es wurde beschrieben, dass es durch a6§1-Integrinkomplexe zu einer Proteasom-
vermittelten Degradation von ErbB2 kommen kann [Kuwada et al., 2005|. Im folgen-
den wurde iiberpriift, ob sich die mRNA-Mengen von a6- und (l-Integrinen in den
C4-AKT3-knockdown-Zellen verandert haben. Die a6-Intergin mRNA-Menge zeigte auf
Grund des Verlustes von AKT3 keinen Unterschied, gegeniiber den Ktrl.-Zellen (Abb.
3.13 C). Hingegen konnte gezeigt werden, dass die S1-Integrin mRNA-Menge in den
AKT3-knockdown-Zellen signifikant, um den Faktor 2,7, anstieg (Abb. 3.13 D). Diese
Ergebnisse konnten darauf hin deuten, dass ErbB2 in den C4-AK'T3-knockdown-Zellen
post-translational iiber eine a631-Integrinkomplex-vermittelte Signaltransduktion abge-

baut werden koénnte. Weiterfiihrende Experimente miissten diese Annahme bestétigen.
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Abbildung 3.13: Relative mRNA-Mengen von ErbB2, FOXMI1, Integrin a6 und In-
tegrin 51 in C4-Zellen nach AKT3-spezifischem knockdown. Die ErbB2 A, FOXM1 B,
Integrin a6 C bzw. Integrin 51 D mRNA-Menge wurde mit Hilfe der qPCR ermittelt. Gezeigt
sind die Mittelwerte aus einem n=6, + /- SD. Die Signifikanzen (**, p<0,01) wurden mit einem

Student’s t-Test ermittelt.

3.1.9 Expression des Ostrogenrezeptor o (ERa) in C4-Zellen nach
AKT-Isoform-spezifischem-knockdown

Wie in Abbildung 3.8 B gezeigt wurde, sind die ErbB2-C4-Zellen negativ fiir den Ostro-
genrezeptor o (ERa). Hiufig findet man beim Mammakarzinom eine reziproke Expres-
sion der Rezeptoren ErbB2 und ERa |Lee et al., 1996; Perou et al., 2000|. Es stellt
sich die Frage, ob die Expression des ERa in den C4-AKT3-knockdown-Zellen, die eine
verminderte ErbB2 Expression zeigten (Abb. 3.12), verdndert ist. Im folgenden wurde
die Expression des ERa in den C4-Zellen nach AKT-Isoform-spezifischem-knockdown

analysiert.
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Abbildung 3.14: Protein und mRNA Expression des Ostrogenrezeptors o (ERa) in
AKT-Isoform-spezifischen C4 knockdown-Zellen. A. Western-Blot-Analyse mit ERa-
spezifischen Antikérpern. B. Die relative ERa mRNA-Menge wurde in AKT3-spezifischen C4
knockdown und Ktrl.-Zellen mit Hilfe der qPCR ermittelt. Gezeigt sind die Mittelwerte aus
n=6, +/- SD. Die Signifikanz (*** p<0,001) wurde mit einem Student’s t-Test ermittelt.

Aus der Abbildung 3.14 geht hervor, dass die Expression des ERa in den AKT3-
knockdown-Zellen gegeniiber den Ktrl.-Zellen signifikant anstieg. In den AKT1- und
AKT2-knockdown-Zellen zeigte sich hingegen keine Verdnderung der ERa Expression.
Die Hochregulation des ER« konnte in den AKT3-knockdown-Zellen auch auf mRNA-
Ebene nachgewiesen werden (Abb. 3.14 B). Diese Ergebnisse zeigen, dass AKT3 die
Genexpression des ERa in den C4-Zellen regulieren kann.

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression des ER« iiber den Transkriptionsfaktor
FOXO3a induziert wird [Guo and Sonenshein, 2004]. Es ist bekannt, dass AKT den Tran-
skriptionsfaktor FOXO3a an dem Serinrest253 phosphorylieren und damit inaktivieren
kann [Anderson et al., 1998; Brunet et al., 1999|. Mittels Western-Blot-Analyse wurde
untersucht, ob die Phosphorylierung des Transktiptionsfaktors FOXO3a am Aminoséu-
rerest Serin253 in den C4-Zellen nach AKT3-spezifischem knockdown verdndert ist.

Aus der Abbildung 3.15 geht hervor, dass die Phosphorylierung am Serin253 von
FOXO3a in den AKT3 knockdown-Zellen signifikant reduziert war (66%) (Abb. 3.15).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass FOXO3a in den AKT3 knockdown-Zellen we-
niger durch AKT3 phosphoryliert wird und dadurch aktiviert bleibt. Als Folge konnte
der aktive Transkriptionsfaktor FOXO3a die ERa Expression induzieren.
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Abbildung 3.15: Expression von pFOXO03a(S253) in C4 AKT3 knockdown-Zellen.
Western-Blot-Analyse mit pFOX03a(S253) spezifischen Antikorper und quantitative Auswer-
tung der Western-Blot-Ergebnisse (n=3, +/- SD). Die Signifikanz (***, p<0,001) wurde mit
einem Student’s t-Test ermittelt.

3.1.10 Effekte des Ostrogenrezeptorantagonisten Tamoxifen auf das Wachstum
von C4-Zellen nach AKT3-spezifischem-knockdown

Weiterfiihrend wurde die Abhiingigkeit der ER-Signalkaskade fiir das Uberleben und
Wachstum der C4-AKT3-knockdown-Zellen untersucht. Hierbei wurde analysiert, ob die
AKT3-knockdown-Zellen auf Grund der gesteigerten Expression des ER« und der redu-
zierten Expression von ErbB2 ein verindertes Verhalten gegeniiber dem ER-Antagonisten
Tamoxifen aufweisen. Seit iiber 100 Jahren findet eine endokrine Therapie bei der Be-
handlung vom Mammakarzinom Anwendung. In den letzten 30 Jahren hat sich Ta-
moxifen erfolgreich in der Tumortherapie beim ER*-Mammakarzinom durchgesetzt. In
vielen Fillen kommt es jedoch auf Grund verschiedener, grofitenteils ungeklédrter, Ursa-
chen zu einer Tamoxifenresistenz, was die klinische Prognose verschlechtert [Musgrove
and Sutherland, 2009].

Im folgenden wurde die Vitalitdt sowie die Proliferation der C4-AKT3-knockdown-
Zellen im Vergleich zu den C4-Ktrl.-Zellen nach Behandlung mit 4-OH-Tamoxifen, dem
aktiven Metaboliten des Pro-Pharmakon Tamoxifen, gemessen. Dabei wurde zunéchst
die Zellvitalitét im zeitlichen Verlauf in An- oder Abwesenheit von 1 M 4-OH-Tamoxifen
im MTT Assay (siehe 2.2.16) verfolgt.
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Abbildung 3.16: Effekte des ER-Antagonisten Tamoxifen auf das Wachstum von C4-
Zellen nach AKT3-spezifischem-knockdown. A. Die Anzahl vitaler Zellen wurde im MT'T-
Assay nach 48 h, 72 h und 144 h in An- oder Abwesenheit von 1 M 4-OH-Tamoxifen bestimmt.
Gezeigt sind die Mittelwerte aus n=8, +/- SD. B. Die Proliferation wurde mit einem kalorime-
trischen BrdU-ELISA in An- oder Abwesenheit von 1 uM 4-OH-Tamoxifen nach 48 h gemessen.
Gezeigt sind die Mittelwerte aus n=6, +/- SD. Die Signifikanz (**p<0,01) wurden mit einem
Student’s t-Test ermittelt.

Aus der Abbildung 3.16 A geht hervor, dass die AKT3-knockdown-Zellen durch OH-
Tamoxifen in ihrem Wachstum verglichen mit den unbehandelten AKT3-knockdown-
Zellen iiber 144 h stark inhibiert wurden. Alleine der Verlust von AKT3 fiihrte zu einem
schlechteren Wachstum, welches durch Zugabe von OH-Tamoxifen vollstdndig inhibiert
wurde und nach 48 h bereits nicht mehr zunahm. Die Ktrl.-Zellen zeigten unter Wachs-
tumsfaktorentzug hingegen eine Wachstumszunahme iiber 144 h. Auf Grund der Anwe-
senheit von OH-Tamoxifen kam es erst nach 72 h zur Wachstumsinhibition.

Der Effekt von OH-Tamoxifen auf das Wachstum der C4- AKT3-knockdown-Zellen
wurde in einem Proliferations-Assay genauer untersucht. Hierbei wurde die Proliferati-
on der C4-Zellen an Hand der DNA-Syntheserate in einem kalorimetrischen BrdU-ELISA
(siche 2.2.17) in An- oder Abwesenheit von 1 M OH-Tamoxifen bestimmt. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die AKT3-knockdown-Zellen durch OH-Tamoxifen nach 48 h um iiber
40% in der Proliferation reduziert wurden, wiahrend die Ktrl.-Zellen in Anwesenheit von
OH-Tamoxifen keinen Effekt auf die Proliferation zeigten (Abb. 3.16 B). Diese Ergeb-
nisse zeigen, dass die C4-AKT3-knockdown-Zellen abhingig von der ER-Signalkaskade

wachsen.
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3.1.11 Untersuchungen des PI3K/AKT-Signalwegs in humanen
Mammakarzinomen

Um die Bedeutung des PI3K/AKT-Signalwegs auch in vivo beim Menschen besser zu
verstehen, wurden im folgenden 22 humane Mammakarzinome beziiglich ihrer Expression

verschiedener AKT-Signalweg-Komponenten analysiert.

humane Mammakarzinome

mn M (3] o M~ @ W 0 «~ M O N M I 0 O «— 0 O M M~ D
«— 00 -— o N O~ < < © I~~~ MM O O O O «~« IO ™M
- [4]] o N < < < < St DWW OO~ NMNMNOO ©
EGFR [~ = = =S oW - - -
ErbB2 [ L . -
ErbB3 - - -—
MET -
PAKT(T308) | ~ - - - — - —— |
pAKT(S473) - -

Abbildung 3.17: Proteinexpression von AKT-Signalweg-Komponenten in humanen
Mammakarzinomen. Die Proteinexpression von EGFR, ErbB2, ErbB3, MET, pAKT(T308)
und pAKT(S473) wurde in humanen Mammakarzinomen mit bekanntem ER-Status im
Western-Blot-Verfahren untersucht. Blaue Proben-Nr.: ER™, schwarze Proben-Nr.: ER™ oder
rote Proben-Nr.: ER-Status unbekannt.

In der Abbildung 3.17 wurden die tumorassozierten und AKT-aktivierenden Rezep-
toren EGFR, ErbB2, ErbB3 und MET in 22 humanen Mammakarzinom-Proben im
Western-Blot-Verfahren analysiert. Der Expressions-Status des ER wurde bereits von der
Klinik fiir Gynikologie (UKE, Hamburg) bestimmt und ist durch eine farbliche Kenn-
zeichnung der Probenummer (Proben-Nr.) markiert (blaue Proben-Nr.: ER™, schwarze
Proben-Nr.: ER™, rote Proben-Nr.: ER-Status nicht bekannt). Hierbei ergab sich, dass
68% (15/22) der Proben einen ERT-Status besitzen. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass 45% (10/22) der Proben EGFR™ waren, wihrend nur 18% (4/22) der Pro-
ben ErbB2* oder ErbB3" waren. Der MET-Rezeptor konnte nur in einem Tumor <5%

(1/22) nachgewiesen werden.
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Die Aktivierung des AKT-Signalwegs wurde mit pAKT-spezifischen Antikérpern im
Western-Blot-Verfahren in den humanen Mammakarzinom-Proben untersucht. Aus der
Abbildung 3.17 geht hervor, dass der AKT-Signalweg, gemessen an der Phosphorylierung
von pAKT(T308) und pAKT(S473), in etwa 36% (8/22) der Tumoren aktiviert war. Es
zeigte sich, dass insbesondere die ER™-Tumoren (schwarze Proben-Nr.) pAKT(S473)
positiv waren. Die pAKT(S473)-positiven Proben waren weitgehend auch pAKT(T308)
positiv, zusétzlich wurde pAKT(T308) aber auch in einigen ER"-Tumoren detektiert,
welche pAKT(S473) negativ waren.

Um einen ersten Eindruck der Aktivierung der AKT-Isoformen in humanen Mamm-
akarzinomen zu erhalten wurden vier Proteinlysate humaner Mamakarzinome mit Hilfe
des AKT-Isoform-spezifischen Kinasseassays beziiglich ihrer AKT-Isoform-Aktivitat un-
tersucht. Fiir diesen Versuch wurden humane Mammakarzinome unterschiedlicher Typen
ausgewahlt: 115: ER™; 173: ErbB21 /ER™; 187: Tripel-negativ sowie 192: ErbB2" /ER™
und PTEN defizient. Diese vier Tumoren wurden zunichst im Western-Blot-Verfahren
beziiglich ihres Rezeptorstatus und der Aktivierung des AKT-Signalwegs untersucht.

Aus der Abbildung 3.18 A geht hervor, dass die Aktivierung des AKT-Signalwegs,
gemessen an der Phosphorylierung von AKT an den AS-Resten Ser473 und Thr308, in
dem Tripel-negativen-Tumor (187) und dem ErbB2*/ER~/PTEN~-Tumor (192) ein-
deutig am hochsten war. In dem ER*-Tumor (115) und dem ErbB2* /ER™-Tumor (173)
lasst sich im Vergleich hingegen kaum eine Aktivierung des AKT-Signalwegs nachwei-
sen. Dafiir zeigten diese beiden Proben eine starke Aktivierung des ERK1/2-Signalwegs
(pERK1/2), wobei das pERK1/2 Signal in der ErbB2%/ER™-Probe (173) am stérks-
ten war. Anhand dieser vier Proben zeigte sich, dass die Expression des ER1 invers
zur Gesamt-AKT-Expression (pan AKT) war. Mit Hilfe des AKT-Isoform-spezifischen
Kinaseassays wurde die Aktivierung der AKT-Isoformen genauer untersucht, Es ergab
sich, dass der ERT-Tumor (115) eine deutliche AKT1-Aktivitdt besall, kaum AKT2-
Aktivitdt und keine AKT3-Aktivitdt. Die ErbB27 /ER™-Tumoren 173 und 192 zeigten
kaum AKTI1-Aktivitit und ein wenig AKT2-Aktivitat. Die ErbB2* /ER™-Probe 173
zeigte eine Aktivierung von AKT3, die im Vergleich zur ErbB2%/ER~/PTEN"-Probe
192 allerdings wesentlich geringer war. Fiir den ErbB2* /ER™ /PTEN"-Tumor 192 ergibt
sich damit eine besonders starke AKT3-Aktivitat. Die Tripel-negative-Probe 187 zeigte
ebenfalls eine besonders starke AKT3-Aktivitat. Zusatzlich aber auch eine Aktivierung
der Isoform AKT1. Hier zeigte sich, dass die Tripel-negative-Probe die stirkste Aktivie-
rung des AKT-Signalwegs besaf, da die Isoformen AKT1 und AKT3 aktiviert waren.
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Abbildung 3.18: Proteinexpression und AKT-Isoform-Aktivititen in humanen
Mammakarziomen. A. Western-Blot-Analyse von humanen Mammakarzinomen un-
terschiedlicher Typen (115: ER™; 173: ErbB2t/ER17; 187: Tripel-negativ sowie 192:
ErbB2% /ER™ /PTEN™) mit spezifischen Antikérpern. B. Die in vitro Kinaseaktivitit der AKT-
Isoformen wurde nach AKT-Isoform-spezifischer Immunprézipitation und anschliefender Inku-
bation mit dem AKT-Substrat GSK3a/5 und ATP im Western-Blot-Verfahren an Hand der
Menge von phosphoryliertem Substrat (pGSK3«a/3) analysiert. Die Menge an préazipitierter
AKT-Isoform wurde zusétzlich mit einem pan-AKT-Antikorper bestimmt.

Wihrend die ErbB2" /ER~-Tumoren AKT3-Aktivitdt und kaum AKT1-Aktivitdt besa-
ken, zeigte die ERT-Probe hingegen AKT1-Aktivitit und keine AKT3-Aktivitit.
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3.2 Untersuchungen zur Funktion von AKT-Isoformen in

disseminierten Tumorzellen (DTC)

3.2.1 Aktivierung des AKT-Signalwegs in DTC-Zelllinien

Um die Bedeutung des PI3K/AKT-Signalwegs und die Funktionen der AKT-Isoformen
AKT1, AKT2 und AKT3 in disseminierten Tumorzellen (DTC) des Knochenmarks
zu untersuchen, wurde zunéchst die Aktivierung dieses Signalwegs sowie die Expressi-
on der AKT-Isoformen betrachtet. Hierfiir wurden drei DTC Zelllinien, LC-M1, BC-
M1 und PC-E1, die aus dem Knochenmark von Patienten mit den Primirtumoren
Lungen-, Brust- bzw. Prostatakarzinom etabliert wurden [Pantel et al., 1995], mit un-
terschiedlichen Zelllinien verglichen. Die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs wurde
im Western-Blot-Verfahren (siehe 2.2.13) mittels phospho-AKT(S473) (pAKT(S473))
und phospho-AKT(T308) (pAKT(T308)) spezifischen Antikdrpern analysiert. Da fiir
die Kinaseaktivitit der Serin/Threonin Kinasen der AKT-Isoformen die Phosphorylie-
rung an zwei Resten, Serin473 und Threonin308 (AKT1), entscheidend ist [Song et al.,
2005|, kann der Phosphorylierungsgrad dieser beiden Aminoséurereste ein Mak fiir die
Aktivierung des Signalwegs darstellen.

In der Abbildung 3.19 A sind IMR-90 (humane embryonale Lungenfibroblasten), A549
und H1299 (humane Lungenkarzinomzelllinien), MCF-7 (humane Mammakarzinomzell-
linie: ER« positiv), SKBR-3, MDA-MB 468 und MDA-MB 231 (humane Mammakarzi-
nomzelllinien: ER« negativ), sowie die humanen DTC Zelllinien: LC-M1 (Nicht-kleinzel-
liges Lungenkarzinom (NSCLC)), BC-M1 (Mammakarzinom) und PC-E1 (Prostatakar-
zinom) aufgetragen. Aus der Abbildung 3.19 A geht hervor, dass die DTC Zelllinien eine
Aktivierung des AKT-Signalwegs besitzen. Im Vergleich zu den Mammakarzinomzellli-
nien SKBR-3 und MDA-MB 468, mit starker Aktivierung des AKT-Signalwegs, zeigte
insbesondere die DTC Zelllinie LC-M1 eine vergleichbare pAKT Menge. Zur Analyse der
Expression der AKT-Isoformen wurden AKT-Isoform-spezifische Antikérper verwendet.
Es konnte gezeigt werden, dass die DTC Zelllinien alle AKT-Isoformen exprimieren,
wobei die Expression der AKT-Isoform 3 sehr schwach war. Obwohl die Expression der
AKT-Isoformen im Vergleich zu anderen Krebszelllinien (z.B H1299, MCF-7) gering war,
lief sich in den DTC Zelllinien eine héhere Menge pAKT nachweisen. Daraus lasst sich
eine gesteigerte Aktivitdt von AKT ableiten. Dass die Expression der AKT-Isoformen

nicht mit der Aktivierung des Signalwegs korreliert zeigte sich auch fiir die Zelllinien
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Abbildung 3.19: Aktivierung des AKT-Signalwegs und Expression der AKT-
Isoformen in DTC Zelllinien. A. Western-Blot-Analyse mit pAKT(5473) und pAKT(T308),
sowie AKT-Isoform-spezifischen Antikérpern. Es wurden die DTC Zelllinien LC-M1, BC-M1
und PC-E1, im Vergleich zu verschiedenen Karzinomzelllinien untersucht. B. Western-Blot-
Analyse mit pAKT-spezifischen Antikérpern in H1299 und LC-M1-Zellen, sowie quantitative
Auswertung der Western-Blot-Ergebnisse. Gezeigt sind die Mittelwerte aus n=3, +/- SD. Die
Signifikanzen (*** p<0,001) wurden mit einem Student’s t-Test ermittelt.

SKBR-3 und MDA-MB 468, die ebenfalls vergleichsweise geringe Mengen der AKT-
Isoformen exprimieren. Im Vergleich zur NSCLC Zelllinie H1299 zeigte die DTC Zellli-
nie LC-M1 einen 20-fachen Anstieg der pAKT(S473) und einen 2,5-fachen Anstieg der
pAKT(T308) Expression (Abb. 3.19 B). Auf Grund der starken Homologien der AKT-
Isoformen kann weder der pAKT(S473) noch der pAKT(T308) spezifische Antikérper
zwischen den AKT-Isoformen unterscheiden. Die AKT-Isoform-spezifischen Antikorper
konnen hingegen nicht zwischen aktivierter und nicht-aktivierter Form unterscheiden. Es
bleibt also die Frage offen, welche der AKT-Isoformen in den DTC-Zelllinien aktiviert

sind.
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3.2.2 Aktivitat der AKT-Isoformen in LC-M1- und H1299-Zellen

Im folgenden wurde der AKT-Signalweg in der DTC-Zelllinie LC-M1, welche eine starke
AKT Aktivierung zeigte (Abb 3.19) genauer untersucht. Die L.C-M1-Zellen, etabliert
aus dem Knochenmark eines Patienten mit NSCLC, wurde im Vergleich zu der NSCLC-
Zelllinie H1299 betrachtet. Es wurden zunéchst die Aktivitaten der AKT-Isoformen be-
stimmt. Zur Messung der in vitro Kinaseaktivitdt der AKT-Isoformen wurde ein AKT-
Isoform-spezifischer Kinaseaktivitdtsassay etabliert (siche 2.2.15). Hierbei wurden die
AKT-Isoformen mittels AKT-Isoform-spezifischer Antikorper aus einem Gesamtzelllysat
prazipitiert. Es wurde sichergestellt, dass alle AKT-Isoformen vollstdndig und spezifisch
prazipitiert wurden. Anschliefend wurde die prazipitierte AKT-Isoform mit einem Sub-
strat von AKT, dem GSK3, unter Zugabe von ATP inkubiert. Als Substrat wurde ein
Fusionsprotein aus den beiden AKT Substraten GSK3« und GSK34 (GSK3a/5) verwen-
det. Es wurde der Phosphorylierungsgrad des Fusionsproteins GSK3a/f (pGSK3a/5)
im Western-Blot-Verfahren analysiert und als Mafs der in vitro Kinaseaktivitit interpre-
tiert (Abb 3.20 A). Zur Bestimmung der relativen AKT-Isoform Aktivitdt wurde jede
Probe auf die entsprechende IgG Menge abgeglichen und folgend die Probe mit der ge-
ringsten Bandenintensitit gleich 100% gesetzt; alle anderen Aktivititen wurden relativ
dazu betrachtet (Abb 3.20 B). Analog wurde die relative Expression der AKT-Isoformen
bestimmt (Abb 3.20 C).

Fiir die LC-M1-Zellen zeigte sich, im Vergleich zur Zelllinie H1299, eine deutlich ge-
steigerte relative Aktivitdt von allen AKT-Isoformen (3-fach AKT1, 2-fach AKT2 und
37-fach AKT3) (Abb 3.20 A und B). Hieraus ergibt sich, dass insbesondere die relative
AKT3-Aktivitdt der LC-M1-Zellen bedeutend (Faktor 37) iiber der relativen AKT3-
Aktivitdt der H1299-Zellen liegt. Dariiber hinaus zeigte sich fiir die LC-M1-Zellen, dass
die relative AKT2-Aktivitdt am niedrigsten, wiahrend die AKT3 Aktivitdt am hochs-
ten war. Im Vergleich zur relativen AKT2-Aktivitdt ergab sich fiir die relative AKT3-
Aktivitdt eine Steigerung um den Faktor 115, wahrend die AKT3-Aktivitat der H1299-
Zellen nur um den Faktor 7 hoher war als die AKT2-Aktivitat der H1299-Zellen. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die LC-M1-Zellen im Vergleich zur Zelllinie H1299 eine besonders
starke AKT3-Aktivitdt besitzen und dass die relative AKT3-Aktivitdt in den LC-M1-
Zellen wesentlich hoher ist als die relative Aktivitdt der AKT-Isoformen 1 und 2.

Die Expressionsmengen der AKT-Isoformen wurden mit einem pan AKT Antikérper

nachgewiesen. Da dieser Antikorper fiir alle AKT-Isoformen die gleiche Affinitit besitzt
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Abbildung 3.20: Aktivititen der AKT-Isoformen in LC-M1 und H1299-Zellen. A. Die
in vitro Kinaseaktivitit der AKT-Isoformen wurde nach AKT-Isoform-spezifischer Immunpra-
zipitation und anschliefender Inkubation mit dem AKT-Substrat GSK3a/8 und ATP an Hand
der Menge von phosphoryliertem Substrat (pGSK3a//3) im Western-Blot-Verfahren analysiert.
Die Menge an prézipitierter AKT-Isoform wurde zusétzlich mit einem pan-AKT-Antikérper
bestimmt. B. Die relative in vitro Kinaseaktivitit, sowie C. die relative Expression der AKT-
Isoformen, wurde nach Abgleich auf die IgG Mengen ermittelt. D. Die relative spezifische in
vitro Kinaseaktivitdt der AKT-Isoformen entspricht der Enzymaktivitdt/Menge Enzym. Ge-
zeigt sind fiir B-D die Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Experimenten + /- SD.

und die AKT-Isoformen vollstindig in den Proben prézipitiert wurden, kann die Expres-
sionsmenge der AKT-Isoformen direkt miteinander verglichen werden (Abb. 3.20 C). Es
zeigte sich, dass die LC-M1-Zellen im Vergleich zu den H1299-Zellen eine geringere Ex-
pression der AKT-Isoformen 1 und 2 besitzen, wihrend die AKT3-Expression in den
LC-M1 und H1299-Zellen dhnlich war. Es zeigte sich, dass die Isoform AKT1 gegen-
iiber den AKT-Isoformen 2 und 3, sowohl in den LC-M1 als auch den H1299-Zellen am
starksten exprimiert war. Die Isoform AKT2 wird in den LC-M1-Zellen dhnlich stark
exprimiert wie die AKT-Isoform 3. In den H1299-Zellen zeigte sich hingegen, dass die

AKT-Isoform 2 stérker exprimiert wurde als die Isoform AKT3 (Faktor 3). Interessanter-
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weise ergibt sich daraus, dass die AKT-Isoform 3 unabhingig von der Proteinmenge in
den LC-M1-Zellen, eine wesentlich hohere relative Aktivitat besitzt als die H1299-Zellen.
Daraus ergibt sich, dass die relative spezifische Aktivitdt der AKT-Isoform 3 (relative
Aktivitét /relative Enzymmenge) in den LC-M1 sowie den H1299-Zellen gegeniiber der
AKT1- und AKT2-Aktivitdt stark erhoht ist (Abb. 3.20 D). Die LC-M1-Zellen zeig-
ten eine um den Faktor 91 gesteigerte relative spezifische AKT3-Aktivitit, im Vergleich
zur relativen spezifischen AKT1-Aktivitdt. Die relative spezifische AKT3-Aktivitit der
H1299-Zellen war hingegen nur um den Faktor 12 hoher als die relative spezifische AKT1-
Aktivitat. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die AKT-Isoform 3, trotz schwacher
Expression, in der DTC-Zelllinie LC-M1 besonders stark aktiviert ist und damit eine
wesentlich hohere relative spezifische Aktivitit besitzt als die AKT-Isoformen 1 und 2.
Aus diesem Grund kénnte die AKT-Isoform 3 eine besondere funktionelle Bedeutung fiir
DTC haben. Inwiefern die Aktivierung des AKT-Signalwegs in der DTC-Zellline LC-M1

wachstumsfaktorabhéngig ist, wurde im folgenden untersucht.

3.2.3 Wachstumsfaktorabhingigkeit der Aktivierung des AKT-Signalwegs in
LC-M1-Zellen

Um die Wachstumsfaktorabhéngigkeit der Aktivierung des AKT-Signalwegs in den LC-
M1-Zellen zu untersuchen, wurden die Zellen fiir 18 h unter Wachstumsfaktorentzug kul-
tiviert und mit normal kultivierten Zellen beziiglich ihrer pAKT-Expression im Western-
Blot verglichen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung des AKT-Signalwegs zu einem grofsen
Teil wachstumsfaktorabhéngig ist (Abb. 3.21). Durch Wachstumsfaktorentzug reduzierte
sich die pAKT(S473) Menge auf 20%, die pAKT(T308) Menge auf 45% (Abb. 3.21 A).
Hieraus ergibt sich, dass LC-M1-Zellen eine wachstumsfaktorabhéngige Aktivierung von
AKT besitzen, da sich das pAKT Signal nach 18 h Wachstumsfaktorentzug um {iiber
50% reduzieren lief. Trotzdem verbleibt auch unter 18h Wachstumsfaktorentzug eine
gewisse Menge AKT phosphoryliert und damit aktviert. Ob alle AKT-Isoformen unter
Wachstumsfaktorentzug in ihrer Aktivitdt reduziert werden bzw. welche AKT-Isoform
unter Wachstumsfaktorentzug am stérksten aktiviert bleibt und somit stérker konstitu-
tiv aktiviert ist, wurde mit Hilfe des AKT-Isoform-spezifischen Kinaseassays bestimmt.
Hierfiir wurden LC-M1 und H1299-Zellen 18h unter Wachstumsfaktorentzug kultiviert

und mit normal kultivierten Zellen beziiglich ihrer AKT-Isoform Aktivitdt verglichen.
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Abbildung 3.21: Aktivierung des AKT-Signalwegs und Aktivititen der AKT-
Isoformen nach Wachstumsfaktorentzug (18 h) in LC-M1-Zellen. A. Western-Blot-
Analyse der pAKT-Expression und quantitative Auswertung der Western-Blot Ergebnisse
(n=3, +/- SD). Die Signifikanzen (*** p<0,001) wurden mit einem Student’s t-Test ermittelt.
B. Die in vitro Kinaseaktivitat der AKT-Isoformen wurde nach AKT-Isoform-spezifischer Im-
munprizipitation und anschliefender Inkubation mit dem AKT-Substrat GSK3«/f und ATP
an Hand der Menge von phosphoryliertem Substrat (pGSK3a/3) im Western-Blot-Verfahren
analysiert. Die Menge an prazipitierter AKT-Isoform wurde zusétzlich mit einem pan-AKT-
Antikoérper bestimint.

Nach Wachstumsfaktorentzug zeigte sich, dass die Aktivitdt aller AKT-Isoformen in
den LC-M1-Zellen reduziert wurde (Abb. 3.21 C). Die relative AKT3-Aktivitéit lag un-
ter Serum-reduzierten Bedingungen immer noch weit iiber der relativen AKT1-Aktivitét
unter normalen Kulturbedingungen. Diese Ergebnisse zeigen, dass AKT3 unter Wachs-
tumsfaktorentzug am stérksten aktiviert bleibt (Abb. 3.21 D).
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3.2.4 Proliferation und Apoptose der LC-M1-Zellen unter
Wachstumsfaktorentzug und Inhibition der PI3K

Inwiefern sich die Reduktion der Aktivitdt von AKT nach Wachstumsfaktorentzug auf
die Proliferation und die Apoptose der LC-M1-Zellen auswirkt, wurde an Hand der
Proliferations- und Apoptoserate der LC-M1-Zellen nach Wachstumsfaktorentzug unter-
sucht. Hierfiir wurde die Proliferationsrate mit Hilfe eines kalorimetrischen BrdU-ELISA
(siehe 2.2.17) und die Apoptoserate mit einem Cell Death Detection ELISA (siehe 2.2.18)

gemessen.
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Abbildung 3.22: Proliferation und Apoptose nach Wachstumsfaktorentzug sowie un-
ter Inhibition der PI3SK in LC-M1-Zellen. A. Die Proliferation der LC-M1-Zellen wurde
nach Wachstumsfaktorentzug und,/ oder Inhibition der PI3K (LY-294002) nach 48 h mit einem
BrdU-ELISA bestimmt, n=6 +/- SD. B. Die Apoptose der LC-M1-Zellen wurde nach Wachs-
tumsfaktorentzug und/ oder Inhibition der PI3K (LY-294002) nach 48 h mit einem Apoptose-
ELISA vermessen, n=5 +/- SD. Die Signifikanzen (***, p<0,001) wurden mit einem Student’s
t-Test ermittelt.

Aus der Abbildung 3.22 A geht hervor, dass die Proliferation nach 72 h Wachstums-
faktorentzug um 50% inhibiert wurde. Die Apoptose stieg nach 48 h Wachstumsfak-
torentzug auf 290% an (Abb. 3.22 B). Diese Ergebnisse zeigen, dass Proliferation und
Apoptose in den LC-M1-Zellen Wachstumsfaktorabhéngig reguliert werden kénnen. Ob
Proliferation und Apoptose in den LC-M1-Zellen iiber den PI3K/AKT-Signalweg re-
guliert werden koénnen, wurde mit Hilfe eines PI3K Inhibitors LY-294002 untersucht.
Hierfiir wurden die Zellen 48 h mit 0,025 mM LY-294002 inkubiert und anschliefiend

die Proliferation und die Apoptose im Vergleich zu unbehandelten Zellen analysiert. Es
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zeigte sich eine Reduktion der Proliferation um 40% auf Grund der Inhibition der PI3K.
Unter Wachstumsfaktorentzug fiihrte die Inhibition der PI3K zur synergistischen Hem-
mung der Proliferation um 75% (Abb. 3.22 A). Die Apoptose stieg nach Inhibition der
PI3K um iiber 500% an und konnte durch zusétzlichen Wachstumsfaktorentzug nicht
weiter gesteigert werden (Abb. 3.22 B). Diese Ergebnisse lassen darauf schliefen, dass
Proliferation und Apoptose in der DTC-Zelllinie LC-M1 iiber den PI3K/AKT-Signalweg

reguliert werden koénnen.

3.2.5 ShRNA-vermittelter knockdown der AKT-Isoformen in LC-M1-Zellen

Damit unterschiedliche Funktionen der AKT-Isoformen in den LLC-M1-Zellen untersucht
werden konnten, wurden die AKT-Isoformen spezifisch in den LC-M1-Zellen runter re-
guliert. Mittels lentiviraler AKT-Isoform-spezifischer shRNA-Vektoren wurden stabile
AKT1, AKT2 oder AKT3 knockdown Zelllinien generiert (siche 2.2.4).
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Abbildung 3.23: Hemmung der Expression der AKT-Isoformen mittels AKT-Isoform-
spezifischer lentiviraler shRINA-Vektoren in LC-M1-Zellen. A. Nach lentiviraler Trans-
duktion mit AKT-Isoform-spezifischen shRNA-Vektoren und anschliefsender Selektion mit Pu-
romycin wurden Proteinlysate der LC-M1-Zellen hergestellt. Die AKT-Isoformen wurden mit
AKT-Isoform-spezifischen Antikérpern prézipitiert und im Western-Blot-Verfahren mit pan-
AKT-Antikorpern nachgewiesen. B. Die relative mRNA-Menge der AKT-Isoformen nach AKT-
Isoform-spezifischem knockdown wurde mit Hilfe der qPCR bestimmt. Die Signifikanzen (*,
p<0,05 und ** p<0,01) wurden mit einem Student’s t-Test ermittelt.

In der Abbildung 3.23 A ist die Proteinexpression der AKT-Isoformen in den LC-M1

knockdown Zelllinien gezeigt. Aus dem Mittelwert von drei unabhingigen Proben er-
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gab sich fiir die einzelnen AKT-Isoformen eine knockdown Effizienz von 78% (**, p <
0,01) fir AKT1, 89% fiir AKT2 (*** p < 0,001) und 72% (**, p < 0,01) fiir AKT3
im Vergleich zu den mit einer scrambled shRNA transduzierten Kontrolle (Ktlr.). Die
Signifikanzen wurden mit einem Student’s t-Test ermittelt. Weiterfilhrend wurde die Ex-
pression der mRNA-Mengen der AKT-Isoformen mittels qPCR (siehe 2.2.10) analysiert.
Auf der Ebene der mRNA zeigte sich ebenfalls eine spezifische signifikante Hemmung der
entsprechenden AKT-Isoform (Abb. 3.23 B). Hieraus ergibt sich, dass LC-M1 Zelllinien
etabliert wurden, welche entweder AKT1, AKT2 oder AKT3 spezifisch auf mRNA- und

Proteinebene runter reguliert haben.

3.2.6 Proliferation der LC-M1-Zellen nach AKT-Isoform-spezifischem
knockdown

Die AKT-Isoform-spezifischen knockdown-Zellen konnten zur Untersuchung der Funk-
tionen der AKT-Isoformen in LC-M1-Zellen verwendet werden. Im folgenden wurden
die Effekte des Verlustes einer AKT-Isoform auf die Proliferation der Zellen analysiert.
Zur Messung der Proliferation wurde die DNA-Syntheserate der Zellen unter Serum-
reduzierten Bedingungen bestimmt. Hierfiir wurde den Zellen fiir 16 h das Basenanaloga
Bromdesoxyuridin (BrdU) angeboten, welches anschliefsend mit Allophycocyanin (APC)
fluoreszierend markiert und mit Hilfe der Durchflusszytometrie vermessen wurde (siehe
2.2.17). Je mehr APC positive Zellen detektiert wurden, desto mehr Zellen haben das
BrdU wihrend der S-Phase des Zellzyklusses in die DNA eingebaut und befanden sich
somit in der proliferativen Phase. Es zeigte sich, dass die Kontrollzellen etwa 50% APC
positive Zellen aufwiesen. Das heifst, es befanden sich etwa die Halfte der Zellen in der
proliferativen Phase. In den AKT1 knockdown-Zellen hingegen zeigten sich nur noch 40%
APC positive, proliferierende Zellen. Daraus ergibt sich eine Inhibition der Proliferation
um 10% auf Grund des Verlusts von AKT1 (Abb. 3.24 A).

Kein signifikanter Effekt auf die Proliferation ergab sich durch reduzierte AKT2 Ex-
pression und Aktivitdt. Der Verlust von AKT3 wiederum fiihrte zu einer Inhibition
der Proliferation um 30% (Abb. 3.24 A). Aus diesen Ergebnissem eribt sich, dass die
AKT-Isoform 3 in den LC-M1 Zellen die Proliferation dominant reguliert, wiahrend
die AKT-Isoform 1 einen geringeren Effekt und die Isoform AKT2 keinen signifikan-
ten Effekt auf die Proliferation zeigte. Weiterfithrend wurden die Cyclin D1- und D3-

Expresionsmengen untersucht. Cyclin D1 und D3 sind Cycline, deren Anwesenheit fiir
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Abbildung 3.24: Proliferation und Expression der Cycline D1 und D3 in LC-M1-
Zellen nach AKT-Isoform-spezifischem knockdown. A. Die Proliferation der LC-M1-
Zellen nach AKT-Isoform-spezifischem knockdown wurde mit einem BrdU-APC Proliferati-
onsassay im FACS analysiert, gezeigt sind die Mittelwerte eines représentativen Experiments
von zwei unabhéngigen Versuchen mit n=3, +/- SD. Die Signifikanzen (*, p<0,05 und ***
p<0,001) wurden mit einem student’s t-Test ermittelt. B. Western-Blot-Analyse der AKT-
Isoform-spezifischen LC-M1-Zellen mit Cyclin D1 und D3 spezifischen Antikérpern.

den erfolgreichen Verlauf der G;/S-Phase entscheidend ist. Es zeigte sich eine reduzier-
te Cyclin D1-Expressionsmenge sowohl in den AKT1- als auch den AK'T3-knockdown-
Zellen. Die Cyclin D3-Menge war hingegen nur in den AKT3-knockdown-Zellen reduziert
(Abb. 3.24 B).

3.2.7 Apoptose der LC-M1-Zellen nach AKT-Isoform-spezifischem knockdown

Die Apoptose der Zellen wurde an Hand der Menge an apoptotischen Zellen unter Se-
rum reduzierten Bedingungen ermittelt. Hierfiir wurden die Zellen 18 h unter Serum
reduzierten Bedingungen kultiviert, anschliefsend geerntet und mit AnexinV - Fluo-
reszeinisothiocyanat (FITC) markiert. AnexinV bindet an Phosphatidylserin, welches
in der frithen Phase der Apoptose, an der Zelloberfliche auf der Membran exprimiert
wird. Folgend wurden die Zellen mit Propidiumjodid (PI) gefdarbt, welches in Zellen mit
einer geschidigten Plasmamembran eindringt und somit tote Zellen markiert. Zellen,
die sowohl AnnexinV-FITC als auch Pl-positiv sind, befinden sich in der spiten Apop-
tosephase. Es wurde die Anzahl FITC-positiver und FITC/PI-doppelt-positiver Zellen
im Durchflusszytometer gemessen und zusammen als apoptotische Zellen gezdhlt (Abb.
2.2.18).
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Abbildung 3.25: Apoptose der LC-M1-Zellen nach AKT-Isoform-spezifischem knock-
down. Die Anzahl apoptotischer Zellen wurde nach AnnexinV-FITC- und PI-Farbung im FACS
bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte eines reprisentativen Experiments von zwei unabhin-
gigen Versuchen mit n=3, +/- SD. Die Signifikanzen (*, p<0,05 und ***, p<0,001) wurden mit
einem Student’s t-Test ermittelt.

Die Kontrollzellen wiesen 9,2% apoptotische Zellen auf. Der Verlust von AKT1 stei-
gerte die Zahl apoptotischer Zellen um 4,3% auf 13,5%. Der AKT2 Verlust fiihrte zu
keinem signifikanten Effekt auf die Anzahl apoptotischer Zellen. Der Verlust von AKT3
fiihrte, wie der Verlust von AKT1, zu einer Zunahme der Anzahl apoptotischer Zellen
auf 12,7% (Abb. 3.25). Daraus ergibt sich, dass der Verlust von AKT1 oder AKT3 zu
einer Zunahme der Anzahl apoptotischer Zellen in den LC-M1-Zellen fiihrte.

3.2.8 Migration der LC-M1-Zellen nach AKT-Isoform-spezifischem knockdown

Die Migration der Zellen wurde im Transwellassay bestimmt. Die Zellen wurden iiber
Nacht im Transwell inkubiert, anschlieffend wurden die Zellkerne der migrierten Zellen
DAPI geféirbt und am Fluoreszenzmikroskop ausgezihlt (Abb. 2.2.19).

Hierbei ergab sich, dass die AKT-Isoform 2 die Migration am stirksten beeinflusst.
Der Verlust der AKT2 Expression fiihrte zu einer Reduktion der Migration um 67%.
Auch die AKT-Isoformen 1 und 3 beeinflussen die Migration (29% AKT1 und 41%
AKTS3). Hierbei muss aber beriicksichtigt werden, dass Veréinderungen der Proliferation
und Apoptose in den knockdown-Zellen, welche sich aus den Abbildungen 3.24 und 3.25
ergeben, den Transwellassay beeinflussen konnten. Allerdings zeigte der nicht quanti-

tative Gelatinematrixassay nach 48h Wachstum ein reduziertes Potential, sich in der
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Abbildung 3.26: Mligration und Wachstum in Gelantinematrix der LC-M1-Zellen nach
AKT-Isoform-spezifischem knockdown A. Die Migration der LC-M1-Zellen wurde in ei-
nem Transwellassay analysiert. Gezeigt sind die Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Experimen-
ten mit je n=3, +/- SD. Die Signifikanzen (**, p<0,01 und *** p<0,001) wurden mit einem
Student’s t-Test ermittelt. B. Wachstum der LC-M1-Zellen nach AKT-Isoform-spezifischem
knockdown in Gelantinematrix nach 48 h.

Gelatine zu vereinzeln, auch in den AKT1 und AKT3 knockdown-Zellen (Abb. 3.26 B).
Der deutlichste Effekt zeigte sich allerdings auch in diesem Assay bei Verlust von AKT2.
Daraus ergibt sich, dass AKT2 in jedem Fall die Migration der LC-M1-Zellen stark for-
dert und dass die AKT-Isoformen 1 und 3 wahrscheinlich einen geringeren Effekt auf

das migrative Potential der LC-M1-Zellen besitzen.

3.2.9 Expression der u-PAR und u-PA mRNA-Menge in LC-M1-Zellen nach
AKT-Isoform-spezifischem knockdown

Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass der Urokinase-Typ Plasminogenaktivator
(u-PA) und sein Rezeptor (u-PAR) an der Regulation von Proliferation, Apoptose und
Migration in verschiedenen Tumorzellen beteiligt sind |Allgayer, 2010|. Dariiber hin-
aus wurde beschrieben, dass u-PAR eine zentrale Schaltfunktion zwischen dem Ruhe-
zustand der Tumorzelle (tumor cell dormancy) und der Reaktivierung besitzt [Allgayer
and Aguirre-Ghiso, 2008|. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die mRNA-Menge
von u-PAR und in einem geringeren Mafe von u-PA in den LC-M1-Zellen nach AKT1
und AKT3 spezifischem knockdown reduziert war (Abb. 3.27).
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Abbildung 3.27: Relative mRNA-Menge von u-PAR und u-PA in LC-M1-Zellen nach
AKT-Isoform-spezifischem knockdown. Die u-PAR und u-PA mRNA-Menge wurde mit
Hilfe der gPCR ermittelt. Gezeigt sind die Mittelwerte mit einem n=6, + /- SD. Die Signifikan-
zen wurden mit einem Student’s t-Test ermittelt.

3.2.10 Expression von EGFR, ErbB2, ErbB3 und dem (")strogenrezeptor o in
DTC-Zelllinien

Die AKT-Isoformen werden durch aktivierte Rezeptortyrosinkinasen, {iber die Akti-
vierung der PI3K, aktiviert, d.h. an Serin473 und Threonin308 (AKT1) phosphory-
liert. Es stellt sich die Frage iiber welche Rezeptoren der AKT-Signalweg in den DTC
Zellen aktiviert wird. Die Familienmitglieder der ErbB-Rezeptoren (ErbB1 (EGFR),
ErbB2 (HER2), ErbB3 und ErbB4), welche essentielle Funktionen bei der Regulation
von Entwicklungsprozessen und der Gewebe-Homdoostase besitzen, kénnen neben dem
Ras/MAPK Signalweg vor allem den PI3K/AKT-Signalweg anschalten [Olayioye et al.,
2000]. Mutationen oder Genamplifikationen wurden in allen ErbB Genen bei Krebspa-
tienten mit verschiedenen Tumorentititen gefunden [Wieduwilt and Moasser, 2008]. Im
folgenden wurde die Expression der ErbB1-3-Rezeptoren in den DTC-Zelllinien im Ver-
gleich zu anderen Krebszelllinien untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die DTC-Zelllinien im Vergleich zu anderen Krebszell-
linien weder den EGFR noch den ErbB3 Rezeptor in nachweisbaren Mengen exprimieren
(Abb. 3.28 A). Geringe Mengen von ErbB2 lassen sich im Vergleich detektieren. Dariiber
hinaus wurde der Steroidhormonrezeptor, Ostrogenrezeptor o (ERa), fiir den 60% al-
ler humanen Mammakarzinome positiv sind [Keen and Davidson, 2003|, analysiert. Nur
die ER-positive Zelllinie MCF-7, nicht aber die DTC-Zelllinie BC-M1, zeigte eine ER«

Expression. Diese Ergebnisse lassen darauf schliefen, dass keiner der hier untersuchten
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Abbildung 3.28: Expression von ErbB1, ErbB2, ErbB3 und ER«a in DTC-Zelllinien.
A) Western-Blot-Analyse mit ErbB1-, ErbB2-, ErbB3- und ERa-spezifischen Antikérpern. Es
wurden die DTC Zelllinien LC-M1, BC-M1 und PC-E1, im Vergleich zu verschiedenen Kar-
zinomzelllinien untersucht. B. Western-Blot-Analyse mit EGFR-spezifischem Antikérper, bei
steigenden Proteinkonzentrationen, in LC-M1 und H1299-Zellen.

Rezeptoren in den DTC-Zelllinien iiberexprimiert wird. Dennoch lisst sich der EGFR in
den LC-M1-Zellen eindeutig nachweisen (Abb. 3.28 B). Im Verleich zu den H1299-Zellen
exprimieren die LC-M1-Zellen wesentlich geringere Mengen des EGFR. Inwiefern diese
Menge an EGFR ausreichend ist, um ligangeninduziert iiber EGF den AKT-Signalweg

in LC-M1-Zellen effizient anzuschalten, wurde im Weiteren analysiert.
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3.2.11 Stimulation von LC-M1- und H1299-Zellen mit dem epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF)

Um die Aktivierung des AKT-Signalwegs durch den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF)
iiber den EGFR in den LC-M1-Zellen zu untersuchen, wurden die Zellen nach 18 h
Wachstumsfaktorentzug und 10 miniitiger Stimulation mit 50 ng/ml EGF lysiert und

im Western-Blot-Verfahren analysiert.
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Abbildung 3.29: Aktivierung von AKT nach Stimulation mit EGF in LC-M1
und H1299-Zellen. A. Western-Blot-Analyse mit EGFR-, pEGFR(Y1045-), pAKT(S473-)
und pAKT(T308)-spezifischen Antikérpern. B. Quantitative Auswertung der Western-Blot-
Ergebnisse fiir die Antikérper EGFR, pAKT(S473) und pAKT(T308); n=3, -+ /- SD. Die Si-
gnifikanzen (***p<0,001) wurden mit einem Student’s t-Test ermittelt.

Wie aus der Abbildung 3.30 zu entnehmen ist, reichen selbst vergleichsweise geringe
Mengen des Rezeptors fiir eine effiziente Signalweiterleitung iiber den EGFR aus. Der
AKT-Signalweg ldsst sich in den LC-M1-Zellen mit EGF, iiber den EGFR, stark ak-
tivieren. Die pAKT(S473) bzw. die pAKT(T308) Menge zeigte einen Anstieg auf 900
bzw. 1800% (Abb. 3.30). Auch die H1299-Zellen besitzen eine EGF-abhéingige Aktivie-
rung des AKT-Signalwegs. Hierbei wurde insbesondere die Phosphorylierung an dem
AKT(S473)-Rest stimuliert, wihrend die Phosphorylierung am AKT(T308)-Rest nur
geringfiigig zunahm.

Die LC-M1-Zellen zeigten auch in der Immunfluoreszenzfarbung (IF) nach Stimula-
tion mit EGF einen Anstieg der pAKT(S473)-Menge (Abb. 3.30 C und D). Es wurde

beschrieben, dass die EGFR-Signalweiterleitung fiir das Uberleben von disseminierten
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Tumorzellen im Knochenmark sowie dem Aufwachen von schlafenden Tumorzellen im
Knochenmark eine Rolle spielen kann [Allgayer, 2010]. Die Bedeutung der Aktivierung
des PI3K/AKT-Signalwegs nach Stimulation mit EGF wurde im folgenden untersucht.

A B
Serum reduziert 18h Serum reduziert 18h; 10min 50ng/ml EGF

PAKT(S473) pAKT(S473)

Uberlagerung

l'.'lb_et{agerung

Abbildung 3.30: Expression von pAKT(S473) nach Stimulation mit EGF. Immunfluo-
reszensfarbung von pAKT(S473) (griin) und Aktin (rot) vor A. und nach B. Stimulation mit
EGF in LC-M1-Zellen.

3.2.12 Aktivitaten der AKT-Isoformen nach Stimulation mit EGF in LC-M1-
und H1299-Zellen

Um die Aktivitdt der AKT-Isoformen nach EGF-Stimulation zu untersuchen, wurde die
in vitro Kinaseaktivitdt der AKT-Isoformen nach EGF-Stimulation vermessen. Hierfiir
wurden LC-M1- und H1299-Zellen 18 h unter Wachstumsfaktorentzug kultiviert und
folgend 10 min mit 50 ng/ml EGF stimuliert. Es wurden Proteinlysate hergestellt und die
Kinaseaktivitit jeder AKT-Isoform im Vergleich zu unstimmulierten Zellen betrachtet.

Aus der Abbildung 3.31 geht hervor, dass die Aktivitdt aller AKT-Isoformen nach
EGF-Stimulation in den LC-M1- und H1299-Zellen gesteigert werden konnte. Die Ergeb-
nisse zeigen, dass durch EGF-Stimulation die Aktivitiat der AKT-Isoform 3 am stirksten
bleibt. Der relative Anstieg der AKT3-Aktivitat der H1299-Zellen betragt 75-fach. Die
LC-M1-Zellen, welche auch unter Serum reduzierten Bedingungen, eine {iber 35-fach stér-
kere AKT3-Aktivitat als die H1299-Zellen besitzen, zeigten eine Steigerung der AKT3
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Abbildung 3.31: Aktivititen der AKT-Isoformen nach Stimulation mit EGF in LC-
M1- und H1299-Zellen. A. Die in wvitro Kinaseaktivitdt der AKT-Isoformen wurde nach
AKT-Isoform-spezifischer Immunprézipitation und anschlieBender Inkubation mit dem AKT-
Substrat GSK3a/f und ATP im Western-Blot-Verfahren an Hand der Menge von phosphory-
liertem Substrat (pGSK3a/f) analysiert. B. Die relative in vitro Kinaseaktivitiat der AKT-
Isoformen nach EGF-Stimulation wurde nach Abgleich auf die IgG-Mengen ermittelt. Gezeigt
sind die Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Experimenten, 4 /- SD.

Aktivitdt um den Faktor 2. Nach EGF-Stimulation ist AKT3 in den LC-M1 und den
H1299-Zellen etwa gleich stark aktiviert. Die AKT-Isoform 1 wurde in den LC-M1-Zellen
nach EGF-Stimulation am stidrksten, um den Faktor 25, gesteigert. Die H1299-Zellen
zeigten einen 20-fachen Anstieg der AKT1 Aktivitit verglichen zu den unstimulierten
H1299-Zellen. Einen Anstieg der AKT2 Aktivitdt um den Faktor 10 lisst sich sowohl in
den LC-M1 als auch den H1299-Zellen nachweisen. Diese Ergebnisse zeigen, dass nach
EGF-Stimulation die AKT-Isoform 3 in den LC-M1-Zellen und den H1299-Zellen am
hochsten ist. Denkmoglich ware, dass die Aktivierung von AKT3 nach EGF-Stimulation
eine entscheidende Bedeutung fiir die Regulation von Proliferation und Apoptose iiber-

nimmt.
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3.2.13 Proliferation und Apoptose der AKT-Isoform-spezifischen
LC-M1-knockdown-Zellen nach EGF-Stimulation

Fiir die Proliferation und das Uberleben von DTC im Knochenmark konnten eine Reihe
von Signalen entscheident sein. Es konnte gezeigt werden, dass die EGFR-Signalkaskade
die Pathogenese von Knochenmetastasen beeinflussen kann. Durch die Inhibition des
EGFR mittels Gefitinib konnte das Tumorwachstum von Knochenmetastasen in Brust-
krebspatientinnen reduziert werden [von Minckwitz et al., 2005]. Es wurde im folgenden
die Proliferation sowie die Apoptose von LC-M1-Zellen nach EGF-Stimulation ermittelt.
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Abbildung 3.32: Proliferation und Apoptose nach Stimulation mit EGF in AKT-
Isoform-spezifischen LC-M1-knockdown-Zellen. A. Die Proliferation der LC-M1-Zellen
wurde mit einem BrdU-ELISA nach 72 h ohne oder mit EGF (50 ng/ml) bestimmt, n=6 + /-
SD. B. Die Apoptose der LC-M1-Zellen wurde mit einem Apoptose-ELISA nach 48 h ohne oder
mit EGF (50 ng/ml) vermessen, n=>5 +/- SD. Die Signifikanzen (**, p<0,01 und ***, p<0,001)
wurden mit einem Student’s t-Test ermittelt.

Nach Stimulation der LC-M1-Zellen mit EGF fiir 72 h wurde mit Hilfe eines kalorime-
trischen BrdU-ELISA die DNA-Syntheserate gemessen (siehe 2.2.17). Hierbei ergab sich
ein Anstieg der Proliferation von 18% (Abb. 3.32 A). Das bedeutet, dass EGF alleine
die Proliferation der LC-M1-Zellen steigern kann. Dariiber hinaus zeigte sich, dass EGF
nach 48 h die Apoptoserate in LC-M1-Zellen signifikant reduzieren kann. Die Apoptose
wurde um 28% reduziert (Abb. 3.32 B). Hierdurch wurde gezeigt, dass die Apoptose-
rate der LC-M1-Zellen EGF-abhingig reduziert werden kann. Diese Ergebnisse lassen
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darauf schlieften, dass LC-M1-Zellen iiber den EGF-Signalweg proliferative sowie anti-
apoptotische-Signale erhalten kénnen.

Um festzustellen, ob die gezeigten EGF-abhingigen Effekte auf die Proliferation und
die Apoptose iiber AKT-Isoformen reguliert werden, wurden Proliferation und Apop-
tose nach EGF-Stimulation in den AKT-Isoform-spezifischen LC-M1-knockdown-Zellen
untersucht. Es zeigte sich, dass die Proliferation nach EGF-Stimulation in den AKT1-
und AKT3-knockdown-Zellen nicht mehr induziert werden kann (Abb. 3.32 A). Diese Er-
gebnisse deuten darauf hin, dass die EGF-induzierte Proliferation in den LC-M1-Zellen
sowohl AKT1- als auch AKT3-abhiingig ist. Die Apoptoserate reduzierte sich nach dem
Verlust von AKT1 nicht mehr signifikant. Auf Grund des Verlusts von AKT3 kam es
zu keiner Abnahme der Apoptose nach EGF-Stimulation mehr (Abb. 3.32 B). Hieraus
ergibt sich, dass die EGF-abhingige Reduktion der Apoptose in den LC-M1-Zellen eben-
falls AKT1- und AKT3-vermittelt ist.

3.2.14 Expression der u-PAR mRNA-Menge nach EGF-Stimulation in
LC-M1-Zellen nach AKT-Isoform-spezifischem knockdown

Verschiedene Arbeitsgruppen konnte zeigen, dass das u-PA /u-PAR System Proliferation,
Uberleben, Migration und Invasion verschiedener Tumorzellen beeinflussen kann. Der u-
PAR kann bei einigen soliden Tumorarten einen unabhéngigen Prognosemarker darstel-
len, dabei korreliert die Expression von u-PAR mit einer schlechten Prognose |Jacobsen
and Ploug, 2008; Allgayer et al., 1997|. Dariiber hinaus ist die Expression von u-PAR auf
DTC mit einem gesteigerten proliferativen Potential der DTC von Patienten mit Ma-
genkrebs assoziiert [Allgayer and Aguirre-Ghiso, 2008]. Weiterfiihrend konnten Hinweise
dafiir gesammelt werden, dass ein minimaler Komplex aus u-PAR /Fibronektin /FAK und
EGFR iiber Proliferation und Tumorzellschlaf (tumor cell dormancy) von DTC im KM
entscheiden kann [Almog, 2010]. Es konnte gezeigt werden, dass iiber EGF die Expres-
sion von u-PAR induziert werden kann [Baek et al., 2008]. Zunédchst wurde iiberpriift,
ob dies in den LC-M1-Zellen mdglich ist.

Aus der Abbildung 3.33 geht hervor, dass die mRNA-Menge von u-PAR nach 2 h
Stimulation mit EGF in den LC-M1 Ktrl.-Zellen anstieg. Da u-PAR ein Bestandteil
des minimalen Komplexes fiir die Induktion des Wechsels zwischen Tumorzellschlaf und
Proliferation der DTC darstellt, konnte die Verfiigbarkeit von u-PAR fiir die Proliferation
von DTC entscheident sein. Ob der EGF induzierte Anstieg der u-PAR mRNA-Menge
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Abbildung 3.33: Relative u-PAR mRNA-Menge nach Stimulation mit EGF in AKT-
Isoform-spezifischen LC-M1-knockdown-Zellen. Die relative u-PAR mRNA-Menge nach
EGF-Stimulation in AKT-Isoform-spezifischen LC-M1-knockdown-Zellen wurde mit Hilfe der
gPCR bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte aus n=>5, + /- SD. Die Signifikanzen (*** p<0,001
und *, p<0,05) wurden mit einem Student’s t-Test ermittelt.

abhingig vom AKT-Signalweg ist und welche AKT-Isoformen hierbei moglicherweise
beteiligt sind, wurde an Hand der AKT-Isoform-spezifischen LC-M1-knockdown-Zellen
untersucht. Es wurde die u-PAR mRNA-Menge nach EGF-Stimulation mit der qPCR
ermittelt. Hierbei zeigte sich, dass die Stimulation der AKT1-knockdown-Zellen mit EGF
weniger stark anstieg, wihrend die AKT3-knockdown-Zellen keinen signifikanten Anstieg
der u-PAR mRNA-Menge zeigten (Abb. 3.33). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die u-PAR mRNA-Menge in der DTC-Zelllinie LC-M1 EGF-abhéngig iiber AKT1 und
vor allem AKT3, nicht aber iiber AKT2, induziert werden kann.
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Diskussion

4.1 Funktionen von AKT-Isoformen beim

ErbB2"-Mammakarzinom

Eine Uberexpression des ErbB2-Rezeptors findet man in 15-20% der humanen Mamma-
karzinome, was mit einer schlechten klinischen Prognose assoziert ist [Liu et al., 1992;
Slamon et al., 1987, 1989|. Mehr als 70% der Patientinnen mit einem sogenannten
ErbB2"-Mammakarzinom sprechen schlecht auf eine Therapie an und versterben oft
an den Folgen von Metastasen [Dowsett, 2001; Morrow et al., 2009]. Die Heterodimeri-
sierung von ErbB2 und ErbB3 fiihrt zur Aktivierung des PI3K /AKT-Signalwegs [Prigent
and Gullick, 1994; Soltoff et al., 1994; Olayioye et al., 2000] und wird fiir die Prolifera-
tion von ErbB2%t Mammakarzinomzellen benétigt [Holbro et al., 2003]. Die Expression
von pAKT(S473) korreliert mit einem schlechten klinischen Ausgang, sowie einer signi-
fikant reduzierten 5-Jahres-Uberlebensrate von ErbB2*-Mammakarzinom-Patientinnen
[Wu et al., 2008|. Diese Ergebnisse zeigen, dass AKT eine bedeutende Funktion beim

FErbB2t-Mammakarzinom besitzt.

Das Verstandnis iiber die molekularen Mechanismen der Signaltransduktion von ErbB2
ist der Schliissel zu einer erfolgreichen Therapie und der Entwicklung neuer Medi-
kamente zur Behandlung von ErbB2"-Mammakarzinomen. An Hand des transgenen
Mausmodells, Balb-neuT, welches eine aktivierte Form des Ratten-ErbB2 (neuT’) unter
der Kontrolle des MMTV-Promotors triagt [Muller et al., 1988, wurde die Bedeutung
des PI3BK/AKT-Signalwegs und die Funktion der AKT-Isoformen AKT1, AKT2 und
AKT3 beim ErbB2"-Mammakarzinom untersucht. Wihrend die Funktionen der AKT-
Isoformen 1 und 2 bereits vielseitig beim Mammakarzinom untersucht wurden, ist die

Bedeutung und Funktion der AKT-Isoform 3 beim Mammakarzinom bislang weitge-
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hend unerforscht [Dillon and Muller, 2010]. Auf Grund dessen wurde in dieser Arbeit

insbesondere die Funktion von AKT3 beim ErbB2T-Mammakarzinom untersucht.

4.1.1 ErbB2"™-Balb-neuT-Tumore und davon etablierte Mammakarzinomzellen
(C4-Zellen) besitzen eine starke AKT3-Aktivitdt

Die Aktivierung des AKT-Signalwegs in Balb-neuT-Mammatumoren wurde an Hand
der Phosphorylierung von AKT an den Aminosidureresten Serin473 und Threonin308
(pPAKT(S473) und pAKT(T308)) bestimmt. In dieser Arbeit konnte bestitigt werden,
dass Mammatumoren von transgenen Balb-neuT-M&usen eine starke Aktivierung des
ErbB2/AKT-Signalwegs besitzen |Efferson et al., 2010]. Allerdings wurde erstmalig in
Mammatumoren von Balb-neuT-Mé&usen die enzymatischen Aktivititen der drei AKT-
Isoformen bestimmt und gezeigt, dass die AKT-Isoform 3 im Vergleich zu Wild-Typ
(WT)-Balb/c-Mammagewebe besonders stark aktiviert ist. Wahrend Maroulakou et al.
im Vergleich zum WT-Balb/c-Mammagewebe keine Uberexpression von AKT3 in Balb-
neuT-Tumoren feststellen konnten, wobei zwei Tumore analysiert wurden |[Maroulakou
et al., 2007|, konnte in dieser Arbeit in 10 Balb-neuT-Tumoren gezeigt werden, dass
AKT3 im Vergleich zu WT-Balb/c-Mammagewebe unterschiedlich stark iiberexprimiert
wird. Diese Ergebnisse zeigen, dass Balb-neuT-Mammatumoren im Vergleich zu W'T-
Balb/c-Mammagewebe eine gesteigerte AKT3-Aktivitdt besitzen, die mit einer erhdh-
ten AKT3 Expression einhergeht. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass AKT3 eine
bedeutende, bislang unbekannte, Rolle beim ErbB2*-Mammakarzinom spielen konnte.
Wihrend die Gesamtaktivitit von AKT, also die Aktivitat aller AKT-Isoformen, ge-
messen an der pAKT(S473)- und pAKT(T308)-Menge beim Mammakarzinom bereits
gut untersucht wurde [Wu et al., 2008], ist iiber die Aktivierung der einzelnen AKT-
[soformen kaum etwas bekannt. Ergebnisse an Mammakarzinomzelllinien haben gezeigt,
dass ERa™ MCF-7 Zellen nach Stimulation mit Ostrogen vor allem AKT1-Aktivitit auf-
weisen, wihrend die Stimulation mit Ostrogen in ERa~ MDA-MB 231 Zellen vor allem
zur Aktivierung von AKT3 fiihrt [Stoica et al., 2003|. Dillon et al. haben Mammakar-
zinomzellen aus Balb-neuT-Tumoren isoliert und davon Zellklone generiert und diese
orthotroph in Balb/c-Mause transplantiert. Wahrend sich das Wachstum der Primértu-
moren der einzelnen Zellklone nicht unterschied, variierte die Anzahl von Metastaesen
in der Lunge stark. Es zeigte sich, dass die Zellklone, die mehr Metastasen generierten,

mehr phosphoryliertes und damit wahrscheinlich aktives AKT2 besitzen |Dillon et al.,
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2009]. Sun et al. haben die Kinaseaktivitdt von AKT1 in 50 Mammakarzinomproben
analysiert und konnten zeigen, dass 40% eine gesteigerte AKT1-Aktivitét besitzen [Sun
et al., 2001|. Bislang wurde weder die Kinaseaktivitdt von AKT2 noch von AKT3 in
humanen Mamakarzinomproben untersucht. Mit Hilfe des in dieser Arbeit etablierten
AKT-Isoform-spezifischen Kinaseassays konnten also erstmalig Ergebnisse beziiglich der
Aktivierung der AKT-Isoformen 2 und 3 in humanen Mammakarzinomen erzielt werden.
Hierbei ergaben die prilimindren Untersuchungen von vier humanen Mammakarzino-
men, dass sich sowohl eine Kinaseaktivitiat von AKT2 als auch von AKT3 in humanen
Mammakarzinomen nachweisen lasst.

Um spezifische Funktionen von den AKT-Isoformen AKT1, AKT2 und AKT3 beim
ErbB2*-Mammakarzinom genauer zu untersuchen wurde in dieser Arbeit ein in vi-
tro Zellkultur-Modellsystem aus Balb-neuT-Mammatumoren etabliert. Hierfiir wurden
Mammatumorzellen aus primédren Balb-neuT-Mammatumoren mittels Explantkultur
isoliert, kultiviert und charakterisiert. Die Balb-neuT-Mammatumoren exprimieren die
mRNA typischer Marker fiir ein duktales Karzinom, welches aus den luminalen Zellen
hervorgegangen ist. Neben E-Cadherin werden auch die luminalen Marker Zytokeratin-8
und -18 exprimiert. An Hand dieser Marker konnte mit Hilfe der qPCR gezeigt werden,
dass epitheliale Mammakarzinomzellen aus Balb-neuT-Mammatumoren isoliert wurden,
welche dem primédren Balb-neuT-Mammatumor entsprechen. Das bedeutet, es konnte ein
Zellkultur-Modellsystem etabliert werden, an Hand dessen der ErbB2/AKT-Signalweg,
sowie die Funktionen der einzelnen AKT-Isoformen beim ErbB2*-Mammakarzinom in
vitro analysiert werden kann.

Dariiber hinaus eignet sich die in dieser Arbeit etablierte Balb-neuT Zelllinie C4 auch
zur Untersuchung von Tumorwachstum und Metastasierung in vivo, da die C4-Zellen
effizient ErbB2*-Tumoren nach subkutaner Injektion in WT Balb/c Méausen induzie-
ren konnen. Der Vorteil bei diesem Modellsystem ist, dass es ein allogenes System
ist. Hierbei konnen die Tumorzellen in WT Balb/c Méuse injiziert werden und miis-
sen nicht wie bei xenogenen Modellsystemen mit humanen Zelllinien in SCID Méause
mit defektem Immunsystem transplantiert werden. Es ist allgemein bekannt, dass das
Immunsystem eine entscheidende Rolle bei der Tumorenstehung, -progression und Me-
tastasierung besitzt, deren Effekte in SCID Méausen nicht beriicksichtigt werden konnen,
weshalb die physiologische Relevanz von xenogenen Modellsystemen unter bestimmten
Fragestellungen Einschrinkungen erfihrt. Da Balb-neuT-M&use den genetischen Balb /c-

Hintergrund tragen, werden sie vom Immunsystem der Balb/c WT Mé&use nicht als kor-
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perfremd, sondern als kérpereigen identifiziert und somit vom Immunsystem nicht ab-
gestofsen. Zellkultur-Modellsysteme von Balb-neuT-M&ausen wurden bereits von anderen
Arbeitsgruppen etabliert und fiir n wvitro und in vivo Untersuchungen zur Beantwor-
tung verschiedenen Fragestellungen eingesetzt [Wang et al., 2006; Grange et al., 2008;
Dillon et al., 2009]. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die aus transgenen Balb-neuT-
Tumoren etablierten Mammakarzinomzellen C4, wie die gut charakterisierte humane
EbB2"-Mammakarzinomzelllinie SKBR-3, einen ErbB2" /ER~-Phénotyp besitzt. Dar-
iiber hinaus konnte in den C4-Zellen eine gesteigerte Aktivierung von ErbB2 und AKT
gegeniiber der ERT-Mammakarzinomzelllinie MCF-7 nachgewiesen werden. Mit Hilfe
des in dieser Arbeit etablierten AKT-Isoform-spezifischen Kinaseassays konnte gezeigt
werden, dass im Vergleich zu ERT™ MCF-7 Zellen, die Aktivititen der AKT-Isoformen
1 und 3 in den C4-Zellen deutlich gesteigert waren. Wiahrend die gesteigerte Aktivie-
rung von AKT1 nicht mit einer gesteigerten AKT1 Expression assoziiert war, war die
AKT-Isoform 3 in den ErbB2"-C4-Zellen wesentlich hoher exprimiert, als in den ER™
MCF-7 Zellen. Ein Unterschied in der Expression, sowie der Aktivitidt von AKT2 konnte
hingegen nicht nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen erstmalig, dass ErbB2*-
Mammakarzinomzellen eine gesteigerte Aktivitat von AKT1 und AKT3 gegeniiber ER™
Mammakarzinomzellen besitzen. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass iiber den ErbB2-
Rezeptor die AKT-Isoformen 1 und 3 effizient aktiviert werden, was zu einer gesteigerten
Gesamtaktivitdt von AKT fiihrt. Eine gesteigerte Aktivitdt von AKT konnte bereits in
verschiedenen Tumorentititen nachgewiesen werden und ist mit einer schlechten klini-
schen Prognose assoziiert [Tokunaga et al., 2006; Pérez-Tenorio et al., 2002; Beeram
et al., 2007; David et al., 2004]. Beim ErbB2*t-Mammakarzinom korreliert die Expres-
sion von pAKT(S473) mit einer signifikant reduzierten 5-Jahres Uberlebensrate der Pa-
tientinnen und stellt somit einen unabhéingigen Prognosemarker dar [Wu et al., 2008|.
Dariiber hinaus ist die Aktivierung von AKT mit einer Resistenz gegeniiber chemothera-
peutischen und anderen Therapieansitzen assoziiert [Schuurbiers et al., 2009; Tokunaga
et al., 2006; Brognard et al., 2001]. Die gesteigerte Aktivierung von AKT1 und AKT3

konnte also mit der Aggressivitit des ErbB2T-Mammakarzinoms in Verbindung stehen.
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4.1.2 Das Hitzeschockprotein 90 (HSP90) reguliert die Stabilitdt und Aktivitdt
von AKT1 und AKT2, aber nicht von AKT3

Hitzeschockproteine (HSPs) sind Chaperone, welche die Aufgabe haben, Proteine korrekt
zu falten und in ihrer aktiven Konformation zu stabilisieren. HSPs sind an der zellula-
ren Stressantwort sowie dem Transport iiber verschiedene Zellkompartimente beteiligt
[Hartl, 1996; Lindquist and Craig, 1988|. HSPs findet man in verschiedenen Tumor-
zellen iiberexprimiert [Ralhan and Kaur, 1995|. Viele Klientenproteine der HSPs sind
an der Proliferation, Apoptose und der Zellzyklusprogression beteiligt [Burrows et al.,
2004; Beliakoff and Whitesell, 2004|. Auf Grund dieser wichtigen Funktion von HSPs
fiir Wachstum und Uberleben von Tumorzellen wurden Inhibitoren dieser Proteine ent-
wickelt [Trepel et al., 2010]. Als Klientenproteine des HSP90 sind unter anderen ErbB2
und AKT identifiziert worden [Neckers and Ivy, 2003; Fortugno et al., 2003|. Es konn-
te gezeigt werden, dass durch Inhibition von HSP90 verschiedene Tumorzellen in wvitro
in ihrem Wachstum inhibiert werden kénnen [Bull et al., 2004; Restall and Lorimer,
2010; Karkoulis et al., 2010]. Dariiber hinaus ist die Behandlung mit dem HSP90 Inhi-
bitor 17-(dimethylaminoethylamino)-17-demethoxygeldanamycin (17-DMAG) bereits in
Studien der klinischen Phase I an metastatischen oder nicht-operablen Tumoren sowie
Lymphomen untersucht worden [Shadad and Ramanathan, 2006; Kummar et al., 2010].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von HSP90 auch in ErbB2*-
C4-Zellen, wie bereits in anderen Zellen gezeigt, zur Degradation der Klientenproteine
ErbB2 und AKT fiihrt. Allerdings konnte erstmalig gezeigt werden, dass nur die AKT-
Isoformen AKT1 und AKT2 durch den HSP90 Inhibitor 17-DMAG in ihrer Expression
reduziert wurden, wihrend die Proteinexpression von AKT3 unverdndert blieb. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass nur AKT1 und AKT2, nicht aber AKT3, Klienten-
proteine von HSP90 sind. Ob AKT3, im Gegensatz zu AKT1 und AKT?2, tatséchlich kein
Klientenprotein von HSP90 ist, miissten weiterfiihrende Experimente bestéitigen. Zum
Beispiel konnte nach AKT-Isoform-spezifischer Immunprizipitation die Co-Prizipitation
von HSP90 mittels HSP90-spezifischer Antikérper untersucht werden. Unter der An-
nahme dass AKT3 kein Klientenprotein von HSP90 ist, AKT1 und AKT2 aber schon,
diirfte HSP90 nur in der AKT1 und AKT2, nicht aber in der AKT3, spezifischen Im-
munprizipitation co-prézipitiert werden. Weiterfithrend kénnte postuliert werden, dass
eine Kombinationstherapie mit HSP90 und AKT3 spezifischen Inhibitoren die Effizienz

von HSP90 Inhibitoren, in AKT3" Tumorzellen, moglicherweise verbessern konnte.
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4.1.3 AKT-Isoformen haben einen unterschiedlichen Einfluss auf die
Proliferation der C4-Zellen

Um Funktionen von AKT-Isoformen in ErbB2"-Mammakarzinomzellen zu untersuchen,
wurden die aus Balb-neuT-Mammatumoren etablierten C4-Zellen mittels lentiviraler
shRNA-Vektoren transduziert und stabile AKT-Isoform-spezifische knockdown C4-Zellen
generiert. Es wurde die Proliferation der C4-Zellen nach AKT-Isoform-spezifischem knock-
down analysiert. Es zeigte sich, dass alle AKT-Isoformen einen Einfluss auf die Proli-
feration der C4-Zellen haben, wobei AKT1 und AKT3 den stirksten Effekt zeigten.
Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die AKT-Isoformen 1 und 3 fiir das Wachstum
der ErbB2"-C4-Mammakarzinomzellen eine entscheidende Bedeutung besitzen. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit dem in dieser Arbeit erbrachten Nachweis einer ge-
steigerten Aktivierung dieser beiden AKT-Isoformen in den ErbB2%-C4-Zellen gegeniiber
den ERa™-MCF-7 Zellen.

Arbeiten aus der Arbeitsgruppe von W. Muller, welcher 1988 das Mausmodell Balb-
neuT erstmals veroffntlichte [Muller et al., 1988], konnten bereits einschligig zeigen,
dass die AKT-Isoformen 1 und 2 die Tumorprogression und Metastasierung von Balb-
neuT-Mammatumoren unterschiedlich beeinflussen kénnen. Hier konnte mit Hilfe von bi-
transgenen M&usen nédmlich Balb-neuT/AKT1-DD bzw. Balb-neuT/AKT2-DD gezeigt
werden, dass konstitutiv aktiviertes AKT1 (AKT1-DD) die Tumorprogression von Balb-
neuT-Tumoren fordert, wihrend es die Metastasierung hemmt [Hutchinson et al., 2004].
Im Gegensatz dazu zeigten die Balb-neuT-Mammatumoren unter Einfluss von konstitu-
tiv aktiviertem AKT2 (AKT2-DD) eine gesteigerte Metastasierung [Dillon et al., 2009].
Die Funktion von AKT3 wurde bislang nur in Balb-neuT /AKT3~/~-Miusen untersucht
[Maroulakou et al., 2007]. Hierbei zeigte sich, dass Balb-neuT/AKT3~/~-Miuse lang-
samer Tumore entwickelten als Balb-neuT-Mé&use, was im Einklang mit einer wichtigen
Funktion von AKT3 fiir das Tumorwachstum der Balb-neuT-Tumoren steht. Allerdings
war dieser Effekt statistisch nicht signifikant. An Hand der Ergebnisse der bitransgenen
Balb-neuT/AKT1-DD-Mause konnten Dillon et al. zeigen, dass durch die konstituti-
ve Aktivierung von AKT1 die ErbB2-Expression in den Balb-neuT-Tumoren reduziert
wurde |Dillon et al., 2009]. Diese Daten sprechen dafiir, dass AKT1 die Expression des
ErbB2-Rezeptors negativ reguliert. Die konstitutive Aktivierung von AKT?2 fiihrte hin-
gegen nicht zu einer verdnderten ErbB2-FExpressionsmenge. Inwiefern AKT3 einen Effekt

auf die ErbB2-Expression besitzt ist nicht untersucht.
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4.1.4 Der Verlust von AKT3 reduziert die Expression des ErbB2-Rezeptors in
den C4-Zellen iiber einen post-transkriptionellen Mechanismus

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach Verlust von AKT1 die Expression des
ErbB2-Rezeptors in der Balb-neuT-Mammakarzinomzelllinie C4 anstieg. Diese Ergeb-
nisse ergénzen sich mit den Ergebnissen der Balb-neuT/AKT1-DD Mé&use von Dillon
[Dillon et al., 2009]. Wihrend der Verlust von AKT1 in den C4-Zellen die Expression
von ErbB2 steigert, fithrt die Aktivierung von AKT1 (AKT1-DD) in Balb-neuT-Méausen
zur reduzierten ErbB2-Expression. In den C4-Zellen zeigte sich allerdings auch ein An-
stieg der Expression des ErbB2-Rezeptors nach Verlust von AKT2, was in den Balb-
neuT/AKT2-DD Miusen nicht gezeigt werden konnte. In den C4-Zellen fiihrt der Ver-
lust von AKT1 und von AKT2 nicht nur zur gesteigerten ErbB2-Expression, sondern
auch zur verstarkten Tyrosinphosphorylierung des Rezeptors, die sehr wahrscheinlich
mit einer gesteigerten Aktivitat einhergeht. Analoge Ergebnisse wurden fiir den ErbB3-
Rezeptor erzielt, welcher bevorzugt mit ErbB2 heterodimerisiert und dabei effizient den
PI3K/AKT-Signalweg anschaltet |Olayioye et al., 2000]. Aukerdem findet man beim
fortgeschrittenen ErbB2T-Mammakarzinom hiufig auch eine gesteigerte Expression des
ErbB3-Rezeptors [Biéche et al., 2003; Hudelist et al., 2003], was fiir eine Co-Regulation
dieser beiden Rezeptoren spricht. Dariiber hinaus scheint die Heterodimerisierung von
ErbB2 und ErbB3 essentiell fiir das Wachstum von ErbB2T-Mammakarzinomzellen zu
sein [Holbro et al., 2003]. An Hand dieser Ergebnisse konnte angenommen werden, dass
die Therapie mit AKT1- und/ oder AKT2-spezifischen Inhibitoren beim Mammakarzi-
nom unerwiinschte Nebeneffekte, ndmlich eine gesteigerte Aktivierung von ErbB2 und
ErbB3, zur Folge haben kénnte. Allerdings zeigten bitransgene Balb-neuT/AKT1~/~-
Méuse ein signifikant reduziertes Tumorwachstum, was dafiir spricht, dass AKT1 die Tu-
morprogrssion férdert. Andererseits zeigten Tumoren von Balb-neuT /AKT1~/~-Miusen
im Vergleich zu Balb-neuT-Mé&usen auch einen signifikant hoheren Grad an Invasivitét,
was dafiir spricht, dass AKT1 das invasive Wachstum inhibiert. Das bedeutet durch den
Verlust von AKT1 kann das Tumorwachstum reduziert und die Invasivitit gesteigert
werden [Maroulakou et al., 2007].

Fiir die AKT3-knockdown-Zellen ergab sich beziiglich der ErbB2- und ErbB3-Expres-
sion hingegen, dass sowohl der ErbB2- als auch der ErbB3-Rezeptor nach Verlust von
AKTS3 in seiner Expression und Aktivierung reduziert wurde. Diese Ergebnisse zeigen

erstmalig, dass AKT3 die ErbB2 Expression positiv regulieren kann. Hierbei war die
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mRNA-Menge von ErbB2 nicht reduziert, was darauf hindeutet, dass der Verlust von
ErbB2 auf einen post-transkriptionellen Mechanismus zuriickzufiithren ist. Der Tran-
skriptionsfaktor FOXM1, welcher mit einer ErbB2-Uberexpression sowie einer Hercep-
tinresistenz assoziiert ist und ein nachgeschaltetes Target von ErbB2 darstellt [Francis
et al., 2009; Carr et al., 2010|, zeigte hingegen eine Reduktion der mRNA-Menge. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass die reduzierte Expression von ErbB2 in den AKT3-
knockdouwn-Zellen tatséchlich zu einer reduzierten Signalweiterleitung iiber ErbB2 fiihrt
und das die Expression von FOXM1 AKT3-spezifische reguliert werden kann. Unter dem
Aspekt, dass ErbB2 ein Onkogen und ein therapeutisches Target darstellt, konnten die-
se Ergebnisse zu einem besseren Verstdndnis der Internalisierung und Degradation von
ErbB2 beitragen und dariiber hinaus AKT3 als ein interessantes therapeutisches Target
beim ErbB2T-Mammakarzinom in den Vordergrund stellen.

Uber den Mechanismus der Degradation von ErbB2 ist verhiltnisméBig wenig be-
kannt. Wéahrend der EGFR nach Stimulation schnell internalisiert und degradiert wird
[Roepstorff et al., 2008, ist der ErbB2-Rezeptor weniger anfillig gegeniiber Internali-
sierung und Degradation. Dieses Verhalten von ErbB2 ist scheinbar auf eine ineffiziente
Internalisierung zuriickzufiihren [Hommelgaard et al., 2004; Lerdrup et al., 2006]. Es
konnte an Hand von Deletionsmutanten mit verkiirztem C-Terminus von ErbB2, gezeigt
werden, dass das C-terminale-Ende, also der intrazelluldre Bereich von ErbB2 fiir die In-
ternalisierung von ErbB2 verantwortlich ist [Tikhomirov and Carpenter, 2003; Lerdrup
et al., 2007|. Shimizu u.a. konnten zeigen, dass a651-Integrinkomplexe die Proteasom-
vermittelte Spaltung von ErbB2 induzieren [Shimizu et al., 2003]. Hierbei wird ErbB2 in
Abhéangigkeit von a651-Integrinkomplexen C-terminal durch eine noch unbekannte Pro-
tease gespalten. Dabei entsteht ein kurzlebiges, intrazelluldres 85 kDa grofes Fragment
und ein 100 kDa grofses Fragment in der Plasmamembran.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass C4-Zellen nach Verlust von AKT3 eine
gesteigerte mRNA-Menge von [l-Integrin besitzen. Diese Ergebnisse zeigen erstmalig,
dass AKT3 die mRNA-Menge von [1-Integrin regulieren kann. Weiterfithrend kénnten
diese Ergebnisse dafiir sprechen, dass ErbB2, abhéngig von a651-Integrinkomplexen, auf
Grund einer gesteigerten S1-Integrin-Expression in den C4-AKT3-knockdown-Zellen, ef-
fizient internalisiert und degradiert wird. Als Folge konnte es zu einer reduzierten Expres-
sion, verminderten Aktivierung und abnehmender Signaltransduktion von ErbB2 kom-
men. Auf Grund der Kurzlebigkeit des intrazellzliren Fragments kann dieses mit Antikor-

pern gegen die intrazellulire Doméne von ErbB2, wie in dieser Arbeit verwendet, nicht
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nachgewiesen werden. Wie von Shimizu et al. gezeigt, lasst sich nur das etwa 100 kDa
grofse Bruchstiick, welches in der Plasmamembran verbleibt, mit ErbB2-Antikorpern,
die gegen die extrazellulire Doméne gerichtet sind, detektieren. Im Verlauf dieser Arbeit
wurden zwei Antikoérper, gerichtet gegen die extrazellulre Doméne von ErbB2, sowohl
im WB als auch in der IP getestet, um den moglichen Abbau von ErbB2 in den AKT3-
knockdown-Zellen eindeutig nachzuweisen. Wiahrend sich einer der Antikorper fiir beide
Applikationen als génzlich ungeeignet erwies, zeigte der andere Antikorper zumindest
Erfolge in der IP. Erste Versuche zeigten, dass sich ErbB2 spezifisch aus Balb-neuT-
Tumoren prazipitieren und mittels Comassie-Farbung nachweisen ldsst. Weiterfithrende

Experimente sind erforderlich, um den Abbau von ErbB2 eindeutig nachzuweisen.

4.1.5 Die Expression des ERa wird durch den Verlust von AKT3 in den
C4-Zellen induziert und fiihrt zur gesteigerten Sensitivitdt gegeniiber
dem ER-Antagonisten Tamoxifen

Beim Mammakarzinom konnte eine inverse Korrelation zwischen der Expression des
ErbB2-Rezeptors und des Ostrogenrezeptors (ER)a beobachtet werden [Lee et al., 1996;
Perou et al., 2000|. Das bedeutet, dass Mammakarzinome mit starker ErbB2-Expression
hiufig keine nachweisbaren oder nur geringe Mengen des ERa exprimieren und umge-
kehrt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in den C4-Zellen durch den Verlust
von AKT3, der zur reduzierten Expression von ErbB2 fiihrt, die Expression des ER«
sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene ansteigt. Diese Ergebnisse decken sich
mit dem Befund der inversen Korrelation der Expression dieser Rezeptoren. Aufterdem
konnten Fadari et al. zeigen, dass ERa™ MCF-7 Zellen, welche eine konstitutiv aktivier-
te Variante von AKT3 iiberexprimieren, eine reduzierte Expression des ERa aufweisen
und ein hormonunabhéngiges Wachstum in vivo zeigen [Faridi et al., 2003].

Guo und Sonenshein konnten zeigen, dass der Transkriptionsfaktor forkhead box tran-
scription factor FOX03a die Genexpression des ER« induziert und iiber den ErbB2/
PI3K/AKT-Signalweg reprimiert werden kann [Guo and Sonenshein, 2004]. AKT kann
den Transkriptionsfaktor FOXO3a an dem Serinrest253 phosphorylieren, was zum Zell-
kernausschluss und damit zur Inaktivierung von FOXO3a fiihrt [Brunet et al., 1999|. In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in den C4 AKT3 knockdown Zellen der Tran-
skriptionsfaktor FOXO3a weniger am Serinrest253 phosphoryliert ist und damit wahr-

scheinlich auch eine gesteigerte Aktivitdt aufweist. Weiterfiihrend konnte angenommen

103



Kapitel 4 Diskussion

werden, dass die gesteigerte Aktivitdt von FOXO3a fiir die gesteigerte Expression des
ERa in den C4-AKT3-knockdown-Zellen verantwortlich ist. Auf Grund dieser Ergebnis-
se wire ein verbessertes Ansprechen auf eine Therapie mit ER-Modulatoren wie dem
Tamoxifen nach Verlust von AKT3 in den C4-Zellen denkbar.

Mehr als 60% aller humanen Mammakarzinome sind ERa™ [Keen and Davidson,
2003]. Die Expression des ER ist mit einer giinstigen Prognose assoziiert. Der ER*-
Status korreliert mit einem hoéheren Differenzierungsgrad des Tumors [McCarty et al.,
1980; Mossler et al., 1981], sowie mit einem gesteigerten Krankheits-freien Uberleben
[Osborne, 1998|. Ein positiver ER-Status gilt als Hauptrichtlinie fiir eine Anti-Ostrogen-
Therapie mit ER-Modulatoren. Der ER-Antagonist Tamoxifen wird seit iiber 30 Jahren
sowohl in der Therapie vom frithen als auch fortgeschrittenen Mammakarzinom einge-
setzt [Gradishar, 2005|. Der Erfolg der Therapie mit Tamoxifen ist allerdings auf Grund
verschiedener Resistenzmechanismen eingeschréankt |[Musgrove and Sutherland, 2009].
Etwa 40% der Patientinnen mit ERT Mammakarzinom besitzen eine de novo Resistenz
gegeniiber Tamoxifen. Mehr als 62% der Patienten erwerben im Laufe der Therapie ei-
ne Tamoxifen-Resistenz |Fennessy et al., 2004; Lewis and Jordan, 2005]. Eine Resistenz
gegeniiber Tamoxifen ist bei 17-28% der Patienten mit dem Verlust der Expression des
ERa« assoziert, eine Mutation im ER« findet man hingegen kaum |[Gligorov et al., 2007].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Wachstum der C4-AKT3-knockdown-
Zellen durch Tamoxifen signifikant stirker reduziert werden kann als in den Kontroll-
zellen. Hieraus ergibt sich, dass durch den Verlust von AKT3 in den C4-Zellen, was
zum signifikanten Anstieg der ER« FExpression fiihrt, eine gesteigerte Sensitivitiat gegen-
iiber dem ER-Antagonisten Tamoxifen entsteht. Indirekt wird hierdurch auch gezeigt,
dass die C4-AKT3-knockdown Zellen von der ER-Signalkaskade abhéngiger sind als die
C4-Kontrollzellen, welche ERa™ sind. Diese Ergebnisse zeigen, dass AKT3 bei der Ent-
stehung von endokrinen Resiztenzmeachnismen, welche zum Teil mit einer gesteigerten
Expression von ErbB2 einhergehen, eine wichtige Funktion besitzen kénnte. Hinweise
deuten darauf hin, dass komplexe Interaktionen zwischen dem ER und Wachstumsfaktor-
Signalkaskaden existieren und an der Entstehung von endokrinen Resistenzmechanismen
beteiligt sind [Musgrove and Sutherland, 2009]. Das ErbB-System konnte in mehreren
Studien sowohl in Mammakarzinomzellen als auch in primiren Mammakarzinomen mit
einer endokrinen Resistenz in Verbindung gebracht werden. Klinische Studien haben ge-
zeigt, dass die Aktivierung von AKT mit einer endokrinen Resistenz und einem schlech-

ten Krankheitsverlauf assoziiert ist [Pérez-Tenorio et al., 2002; Tokunaga et al., 2006].
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Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von myristyliertem und
dadurch konstitutiv aktiviertem AKT in ER™ Zellen zu einer Tamoxifen-Resistenz fiihrt
|Campbell et al., 2001; Beeram et al., 2007|.

4.1.6 Eine Aktivitdit von AKT3 kann in primdren humanen Mammakarzinomen

nachgewiesen werden

An Hand der Ergebnisse der in dieser Arbeit untersuchten 22 humanen Mammakarzino-
me konnte gezeigt werden, dass die Expression von pAKT(S473) mit einem ER™-Status
assoziiert ist, was durch Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen bestatigt wird [Tsai et al.,
2001; Panigrahi et al., 2004]. Allerdings gibt es auch Studien die das Gegenteil zeigten
[Al-Bazz et al., 2009]. Unterschiede in den Ergebnissen konnen verschiedene Ursachen
haben, wie die Spezifitit des verwendeten Antikorpers, die Variation der Patientenpo-
pulation oder die Gesamtanzahl der untersuchten Proben.

Die in dieser Arbeit erzielten, prilimindren Ergebnisse beziiglich der Aktivierung der
AKT-Isoformen von vier humanen Mammakarzinomen decken sich mit den funktionalen
in vitro Untersuchungen der AKT-Isoformen in den C4-Zellen. Wie in dieser Arbeit ge-
zeigt wurde, besitzen die C4-Zellen einen ErbB2" /ERa~ /AKT3"-Phénotyp. Zusitzlich
wurde eine gesteigerte AKT3-Aktivitat im Vergleich zur ER"-Zelllinie MCF-7 nachge-
wiesen. Es konnte gezeigt werden, dass der Verlust von AKT3 in den C4-Zellen einer-
seits zum Expressionsverlust von ErbB2 iiber einen post-transkriptionellen Mechanismus
fithrt und andererseits die mRNA-Menge und Expression des ER« induziert.

Unter der Annahme, dass die Stabilitdt von ErbB2 auf Grund einer AKT3-vermittelten
Reduktion der f1-Integrin Expression steigt, konnte eine gesteigerte AKT3-Aktivitit
demnach eine gesteigerte ErbB2-Expression zur Folge haben, was fiir die humanen Pro-
ben 173 und 192 zutrifft. Auerdem koénnte eine gesteigerte AKT3-Aktivitdt mit einem
ER™-Phanotyp assoziiert sein, wie dies fiir die humanen Proben 173, 187 und 192 gezeigt
wurde. Dieser Befund wird zusétzlich durch eine Verdffentlichung von Nakatani et al. ge-
stiitzt, wobei gezeigt wurde, dass AKT3 in ER™-Mammakarzinomzellen iiberexprimiert
wird und eine inverse Korrelation zwischen den mRNA-Mengen von ERa und AKT3
in humanen Mammakarzinomen besteht |[Nakatani et al., 1999]. Zudem konnte in die-
ser Arbeit in dem ER*-Tumor keine und in der ER*-Mammakarzinomzelllinie MCF-7
kaum eine Aktivierung von AKT3 nachgewiesen werden, was dafiir spricht, dass ER*-

Mammakarzinome wenig oder keine AKT3-Aktivitdt besitzen. Im Verlauf der Tumor-
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progression von ERT-Mammakarzinomen konnte also durch den Zugewinn von AKT3-
Aktivitat die Expression des ERa abgeschaltet und die Expression von ErbB2 stabilisiert
werden. Als Folge konnte eine Tamoxifen-Resistenz entstehen, wie dies vice versa in den

C4-Zellen nach knockdown von AKT3 in dieser Arbeit gezeigt wurde.

4.1.7 Schlussfolgerung und Ausblick

Die hier dargelegten Ergebnisse haben neue Einblicke und Erkenntnisse in die Funktion
von AKT-Isoformen, insbesondere von AKT3, beim ErbB2*-Mammakarzinom erbracht.
Auf Grund dieser Ergebnisse kann angenommen werden, dass die AKT-Isoform 3 beim
ErbB2*/ERa~ Mammakarzinom die Expression des ER« iiber die Inaktivierung des
Transkriptionsfaktors FOXO3a reprimieren kann. Zudem wére es moglich, dass durch
AKTS3 die Proteinstabilitit von ErbB2 iiber die Reduktion von a651-Integrinkomplexen
erh6ht wiirde, was zu einer gesteigerten ErbB2 Expression und Signalweiterleitung fiihrt.
Dariiber hinaus zeigen diese Ergebnisse, dass durch die Inhibition von AKT3 in ErbB2*/
ERa~-Mammakarzinomzellen ein Ansprechen auf eine Behandlung mit dem Ostrogen-
rezeptorantagonisten Tamoxifen verbessert wird. An Hand dieser Daten ware sowohl ein
Therapieansatz mit AKT3 spezifischen Inhibitoren beim ErbB2" /ER~-Mammakarzi-
nom zur Reduktion der ErbB2-Expression und der moglichen Verminderung einer Re-
sistenz gegeniiber Tamoxifen, als auch beim ERT-Mammakazinomen, zur Verbesserung
der Therapie mit Tamoxifen und Pravention einer Resistenz, denkbar.

Die durchgefiithrten in wvitro Untersuchungen zur Funktion der AKT-Isoformen, soll-
ten in weiterfiihrenden Experimenten zunéchst in vivo validiert werden. Hierfiir konn-
ten die murinen C4- und C4-AKT3-knockdown-Zellen, welche in dieser Arbeit etabliert
wurden, auch zur Analyse der Funktion von AKT3 bei der Tumorprogression und Me-
tastasierung in vivo verwendet werden. Durch subkutane Injektion von C4- und C4-
AKT3-knockdown-Zellen in Wild-Typ Balb/c Mause konnte das Tumorwachstum und
die Metastasierung unter Verlust von AKT3 studiert werden. Auch die Effekte einer
Kombinationstherapie mit beispielsweise HSP90-Inhibitoren kénnten in diesem Modell-
system analysiert werden. Dariiber hinaus kénnte an Hand eines groferen Probensets von
humanen Mammakarzinomen die Aktivierung aller drei AKT-Isoformen beim Mamm-
akarzinom erstmalig charakterisiert werden. Ein gréferes Probenkollektiv kénnte Korre-
lationsanalysen zwischen den Aktivitdten der AKT-Isoformen und dem Rezeptorstatus

oder dem Ansprechen auf eine Therapie beim Mammakarzinom erlauben.
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4.2 Funktionen von AKT-Isoformen in disseminierten

Tumorzellen

Disseminierte Tumorzellen (DTC) kénnen im Knochenmark (KM) bei 20-60% von Krebs-
patienten mit verschiedenen soliden Tumoren wie Mamma- und Lungenkarzinom nach-
gewiesen werden. DTC lassen sich bereits in frithen Tumorstadien, auch im Lmphkno-
tenmetastasefreien Zustand (NO) sowie ohne klinische Hinweise auf Fernmetastasen (MO)
detektieren [Pantel et al., 2009]. Angenommen wird, dass DTC als minimale residuale
Erkrankung (minimal residual disease, MRD) selbst nach frither Diagnose und vollstén-
diger chirugischer Entfernung des Primértumors, auch nach langer Latenzzeit, Ursache
fiir Metastasen sein kénnten [Pantel et al., 2009; Almog, 2010]. In der Vergangenheit ha-
ben klinische Studien gezeigt, dass es eine signifikante Korrelation zwischen dem Auftre-
ten von DTC im KM und dem Auftreten eines Rezidivs gibt, was die klinische Relevanz
von DTC als unabhéingigen Prognosemarker unterstreicht [Pantel and Brakenhoff, 2004;
Riethdorf et al., 2008]. Die molekularen Mechanismen, die fiir das Uberleben, Aufwa-
chen und Auswachsen von DTC verantwortlich sind, sind weitgehend unerforscht [Pantel
et al., 2008].

Ein besseres molekulares und funktionelles Verstindnis der Signaltransduktion in D'T'C
ist notwendig, um neue Medikamente zur Behandlung der MRD zu entwickeln. Auf
Grund der geringen Anzahl von DTC im KM, ist die Analyse von DTC besonders
schwierig und die molekularen Mechanismen, welche an der frithen Metastasierung be-
teiligt sind schlecht verstanden. In dieser Arbeit wurden Zelllinien, welche von DTC aus
dem Knochenmark von Patienten mit soliden Tumoren wie Brust und Lunge abstam-
men [Pantel et al., 1995|, als in vitro Modellsystem zur Untersuchung der Aktivierung
und Funktion der drei AKT-Isoformen AKT1, AKT2 und AKTS3 in reaktivierten DTC

verwendet.

4.2.1 Die DTC-Zelllinie LC-M1 besitzt eine starke Aktivierung des
AKT-Signalwegs

Der PI3K/AKT-Signalweg reguliert neben Proliferation und Apoptose auch Migration
und Invasion [LoPiccolo et al., 2008]. Um die Bedeutung des PI3K/AKT-Signalwegs
fiir Proliferation, Uberleben und Migration in DTC zu untersuchen wurde zuniichst die
Aktivierung des AKT-Signalwegs in den DTC-Zelllinien LC-M1, BC-M1 und PC-E1,
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welche aus dem Knochenmark von Patienten mit Lungen-, Brust- bzw. Prostatakar-
zinom etabliert wurden [Pantel et al., 1995|, analysiert. Eine Aktivierung von AKT,
gemessen an der Phosphorylierung von AKT an den Aminosdureresten Serin473 und
Threonin308 (pAKT(S473) und pAKT(T308)), konnte in den DTC-Zelllinien nachge-
wiesen werden. Im Vergleich zu verschiedenen gut charakterisierten Karzinomzelllinien,
ergab sich insbesondere fiir die DTC-Zelllinie LC-M1 eine starke Aktivierung von AKT.
Diese Ergebnisse deuten auf eine Aktivierung des AKT-Signalwegs in DTC hin. Die
Aktivierung von AKT war nicht mit einer gesteigerten Expression der AKT-Isoformen
AKT1, AKT2 oder AKT3 assoziiert.

Die DTC-Zelllinie LC-M1 wurde aus dem Knochenmark eines Patienten mit einem
priméren nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) etabliert [Pantel et al., 1995].
Lungenkrebs ist weltweit die hdufigste Krebserkrankung, mit einer hohen Mortalitats-
rate. Lungenkrebspatienten haben generell eine schlechte klinische Prognose und die
5-Jahres Uberlebensrate betrigt nur 14% [Parkin, 2001]. Von den malignen Lungener-
krankungen ist das NSCLC mit 80% das haufiste. Die haufigste Todesursache solider
Tumoren entsteht erst durch die Ausbreitung der priméren Tumorzellen und die daraus
resultierenden Metastasen in sekundéiren Organen. Selbst bei vollstéandiger Resektion des
Tumors von NSCLC-Patienten, sogar im frithen Tumorstatium, ist der klinische Ausgang
unbefridigend [Martini et al., 1995]. Eine frithe Disseminierung von Tumorzellen kénnten
eine Erklarung hierfiir sein. Bei 22-60% der NSCLC-Patienten wurden DTC im KM de-
tektiert und in 8 von 13 klinischen Studien konnte eine signifikante Korrelation zwischen
dem Auftreten von DTC und einem schlechten klinischen Ausgang beobachtet werden
[Riethdorf et al., 2008; Pantel and Brakenhoff, 2004]. Es konnte gezeigt werden, dass
eine konstitutive Aktivierung von AKT in NSCLC-Zellen zur Rezistenz gegeniiber einer
Chemo- und Strhlentherapie fiihrt [Brognard et al., 2001|. Auferdem ist die Expres-
sion von pAKT(S473) mit einer schlechten klinischen Prognose bei NSCLC-Patienten
assoziiert [David et al., 2004]. Wahrend die Aktivierung von AKT (Gesamtaktivitit aller
AKT-Isoformen), gemessen an der pAKT(S473)- und pAKT(T308)-Menge in verschiede-
nen Tumoentitdten bereits gut untersucht wurde, ist {iber die Aktivierung der einzelnen
AKT-Isoformen in DTC noch nichts bekannt.

Mit Hilfe des in dieser Arbeit etablierten AKT-Isoform-spezifischen Kinaseassays kon-
nte gezeigt werden, dass die Aktivitat von AKT3 in der DTC-Zelllinie LC-M1 eindeutig
am hochsten war. Im Vergleich zu der NSCLC Zelllinie H1299 konnte eine gesteigerte

Aktivitdt von allen AKT-Isoformen in den LC-M1 Zellen nachgewiesen werden. Diese
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Ergebnisse deuten auf eine wichtige Funktion der Signalweiterleitung iiber AKT in der
DTC-Zelllinie LC-M1 hin.

Der AKT-Signalweg kann sowohl wachstumsfaktorabhéngig als auch wachstumsfak-
torunabhingig nach DNA-Doppelstrangbriichen oder zelluldrem Stress und Hitzeschock
aktiviert werden [Kandel and Hay, 1999]. Bei verschiedenen Krebserkrankungen, inklu-
sive Lungen- und Brustkrebs, treten allerdings Mutationen in der katalytischen Doméne
(p110ar) der PI3K auf, welche eine konstitutive Aktivierung der PI3K und damit auch
eine wachstumsfaktorunabhéngige Aktivierung von AKT zur Folge haben. Diese Mu-
tationen besitzen transformierendes Potential und treten etwa bei 27% der Patienten
mit Brustkrebs auf [Vogt et al., 2007; Castaneda et al., 2010]. In dieser Arbeit konn-
te gezeigt werden, dass der Entzug von Wachstumsfaktoren einen signifikanten Abfall
der pAKT(S473)- und pAKT(T308)-Menge in den LC-M1 Zellen zur Folge hat. Diese
Ergebnisse zeigen, dass der AKT-Signalweg in den LC-M1 Zellen grofstenteils Wachs-
tumsfaktorabhingig aktiviert wird.

Die Wachstumsfaktorabhéngigkeit der Proliferation sowie der Apoptose wurde wei-
terfithrend unter Wachstumsfaktorentzug untersucht. Es ergab sich sowohl eine Hem-
mung der Proliferation als auch eine Induktion der Apoptose fiir die LC-M1 Zellen nach
Wachstumsfaktorentzug. Dariiber hinaus zeigte sich nach Inhibition der PI3K mit dem
PI3K-Inhibitor L.Y-294002 eine Hemmung der Proliferation, welche durch zusétzlichen
Wachstumsfaktorentzug weiter reduziert werden konnte. Hieraus ergibt sich, dass der
PI3K/AKT-Signalweg sowohl Wachstumsfaktorabhéngig als auch unabhéngig die Pro-
liferation von LC-M1 Zellen fordern kann. Die Apoptose der LC-M1 Zellen zeigte sich
durch die Inhibition der PI3K stark induziert und wurde durch zusétzlichen Wachstums-
faktorentzug nicht weiter induziert. Hieraus ergibt sich, dass die Apoptose der LC-M1
Zellen stark wachstumsfaktorunabhéngig iiber den PI3K/AKT-Signalweg reguliert wer-
den kann. Diese Ergebnisse zeigen, dass der PI3K/AKT-Signalweg eine grofse Bedeutung
fiir Proliferation und Uberleben der DTC-Zelllinie LC-M1, sowohl unter Wachstumsfak-

torprisenz als auch unter Wachstumsfaktorentzug, besitzt.

4.2.2 AKT-Isoformen besitzen unterschiedliche Funktionen bei der Regulation

von Proliferation, Uberleben und Migration in LC-M1-Zellen

Um die Funktionen der AKT-Isoformen beziiglich der Proliferation, Apoptose und Mi-

gration in DTC zu untersuchen, wurden stabile AKT-Isoform-spezifische knockdown-
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Zellen mittels lentiviraler Transduktion etabliert (Abb. 3.23). Hierbei wurden die AKT-
Isoformen mit Hilfe von AKT-Isoform-spezifischen shRNAs iiber den Mechanismus der
RNA-Interferenz in LC-M1 Zellen signifikant herunter reguliert.

Die LC-M1 Zellen zeigten auf Grund des Verlustes von AKT1, aber vor allem bei Ver-
lust von AKT3 eine Hemmung der Proliferation (Abb. 3.24 A). Kein signifikanter Effekt
auf die Proliferation konnte durch den Verlust von AKT2 nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse decken sich mit Daten von Heron-Milhavet et al. die zeigten, dass AKT?2
den Zellzyklus antreibt, wihrend AKT1 fiir die Proliferation der Zellen entscheident ist
[Héron-Milhavet et al., 2006]. Auferdem konnten Christiano et al. demonstrieren, dass
der knockdown von AKT3 die Proliferation von Ovarialkarzinomzellen reguliert [Cris-
tiano et al., 2006]. Han et al. zeigten, dass der Verlust von AKT1 in Magenkrebszellen
zur Akkumulation von Zellen in der G;-Phase und einem verspiteten Ubergang in die
S-Phase des Zellzyklus fiihrte [Han et al., 2008]. Fiir den Ubergang von der G- in die
S-Phase des Zellzyklus sind hohe Mengen von Cyclin D erforderlich [Ekholm and Reed,
2000]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl der Verlust von AKT1 als
auch von AKT3 in den LC-M1 Zellen zur reduzierten Expression von Cyclin D1 fiihrt
(Abb. 3.24 B). Dariiber hinaus ergab sich durch den Verlust von AKT3 eine reduzier-
te Cyclin D3 Exression. An Hand dieser Daten kann eine Funktion von AKT1 und
AKT3 bei der Regulation des Zellzyklus am G;-S-Phase-Ubergang durch hohe Cyclin
D1-Mengen vorgeschlagen werden. Zusétzlich wird die Expression von Cyclin D3 in der
DTC-Zelllinie LC-M1 AKT3-abhéngig reguliert, wodurch die gesteigerte Hemmung der
Proliferation der AK'T3 knockdown Zellen gegeniiber den AKT1 knockdown Zellen er-
kliart werden konnte. Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass Cyclin D3 die treibende Kraft
des G;-S-Phase Ubergangs ist und in Kooperation mit Cyclin D1 den Zellzyklus voran
treibt [Radulovich et al., 2010|. Eine spezifische Funktion von AKT3 bei der Regulation
der Expression von Cyclin D3 in DTC ist an Hand dieser Ergebnisse anzunehmen.

Es ist bereits vielseitig gezeigt worden, dass der PI3K /AKT-Signalweg das Uberleben
von Zellen durch die Blockade von apototischen Signalen, z.B. durch die Phosphory-
lierung von AKT-Substraten wie BAD oder Forkhead Transkriptionsfaktoren, inhibiert
[Duronio, 2008]. Die Uberlebensstrategien von DTC sind weitgehend unerforscht. In die-
ser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die AKT-Isoformen 1 und 3 einen schwachen
aber signifikanten Effekt auf die Apoptose der LC-M1 Zellen ausiiben. Der Verlust von
AKT1 und AKTS3 fiihrte zu einem Anstieg von apoptotischen Zellen. Kein signifikanter
Effekt auf die Apoptose wurde nach Verlust von AKT2 beobachtet, was darauf hin deu-
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tet, dass AKT2 nicht in der Lage ist, LC-M1 Zellen vor der Apoptose zu schiitzen oder
deren Uberlebenspotential zu steigern. Beziiglich der Apoptose kénnte eine Inhibition
mehrerer AKT-Isoformen vorteilhaft sein, um einen starkeren Effekt auf die Apoptose
auszuiiben, wie dies mit dem PI3K-Inhibitor LY-294002 fiir LC-M1 Zellen gezeigt wurde.
Tatséchlich zeigten Koseoglu et al., dass der knockdown aller AKT-Isoformen notwen-
dig ist, um eine maximale apoptotische Antwort in verschiedenen Karzinomzelllinien zu
induzieren [Koseoglu et al., 2007].

Das Migrationspotential von Tumorzellen ist ein entscheidender Faktor bei der Me-
tastasierung solider Tumoren. Aus mehreren Arbeiten geht hervor, dass sowohl AKT1
als auch AKT2 die Migraton verschiedender Karzinomzellen fordert [McKenna et al.,
2007]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Verlust von jeder der drei AKT-
Isoformen die Migration der LC-M1 Zellen hemmt, was darauf hin deutet, dass alle AKT-
Isoformen die Migration der LC-M1 Zellen positiv beeinflussen. Auf Grund des Verlusts
von AKT2 wurde die Migration am stirksten gehemmt, wie dies bereits fiir Brustkrebs-
zellen beschrieben wurde [Irie et al., 2005]. In den LC-M1 Zellen fiihrte auch der Ver-
lust von AKT1 und AKT3 zu einem reduzierten Migrationspotential. Die Funktion von
AKT3 bei der Migration wurde bislang noch nicht beschrieben. Es ist von besonderem
Interesse, dass der Verlust von AKT3 zur Inhibition von Proliferation, Uberleben und
Migration in der DTC-Zelllinie LC-M1 fiihrt. Infolgedessen kénnte AKT3 ein relevantes
Zielmolekiil zur Therapie von DTC im KM von NSCLC-Patienten durch Behandlung
mit AKT3 spezifischen Inhibitoren darstellen.

4.2.3 Die an der Regulation von Tumorschlaf und Proliferation beteiligten

Komponenten u-PA und u-PAR werden iiber AKT-Isoformen reguliert

Das Urokinase-Typ Plasminogenaktivator (u-PA) System ist an der Kontrolle der in-
travaskuldren Homoostase, Matrixintegritéit und der Signaltransduktion verschiedenster
Prozesse, sowohl unter physiologischen als auch phatophysiologischen Bedingungen, be-
teiligt [Allgayer, 2010]. Mitglieder dieser Familie, zu denen u-PA und sein Rezeptor
(u-PAR) zéhlen, findet man hiufig in verschiedenen malignen Tumoren iiberexprimiert
|de Bock and Wang, 2004; McMahon and Kwaan, 2008]. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die Expression von u-PAR auf DTC von Magenkrebspatienten einen mo-
lekularen Marker fiir das Potential der DTC darstellt, sich iiber die Zeit zu vermehren

[Allgayer and Aguirre-Ghiso, 2008|. Méglicherweise spielt die Signalweiterleitung iiber
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u-PAR eine entscheidende Rolle fiir das Aufwachen und Auswachsen von DTC. Es gibt
Hinweise dafiir, dass u-PAR eine der Komponenten des Komplexes ist, welcher iiber
Proliferation und Schlaf von disseminierten Tumorzellen wacht |Ghiso et al., 1999; Ghi-
so, 2002; Aguirre-Ghiso et al., 2003]. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Verlust
von AKT1 und AKT3 zu einer reduzierten mRNA-Menge der u-PA System Komponen-
ten u-PA und u-PAR fiihrt. Als einflufreicher Regulator von Proliferation, Uberleben,
Migration und Invasion verschiedener Karzinomzellen wird insbesondere u-PAR als the-
rapeutisches Zielmolekiil diskutiert [Hildenbrand et al., 2010]. Diese Ergebnisse konnten
dafiir sprechen, dass die Signalweiterleitung iiber AKT1 und AKT3, nicht aber iiber
AKT2, in LC-M1 Zellen zu einer gesteigerten Expression von u-PA und u-PAR fiihrt,

wobei moglicherweise das Aufwachen und Auswachsen von DTC begiinstigt wird.

4.2.4 Die u-PAR-mRNA-Menge wird iiber EGF in den LC-M1-Zellen
AKT3-abhingig induziert

Es wurde mehrfach beschrieben, dass EGF iiber den EGFR das Wachstum und die Me-
tastasierung von Tumoren entscheident beeinflussen kann. Die EGF-Signalkaskade ist
ein sehr wichtiger Vermittler bei der Entstehung von Knochenmetastasen [Lu and Kang,
2010]. EGF fordert das Wachstum der Knochenmetastasen zum einen direkt durch In-
duktion der Proliferation der Tumorzellen selbst, zum Anderen indirekt durch die Akti-
vierung von Stromazellen der Umgebung, die die Metastasierung fordern |Lu and Kang,
2010]. In dieser Arbeit wurde zunéichst die Expression der krebsassozierten Rezeptoren
EGFR, ErbB2, ErbB3 sowie des Esrtrogenrezeptors a (ERa) untersucht. Es konnte ge-
zeigt werden, dass keiner der hier untersuchten krebsassozierten Rezeptoren im Vergleich
zu anderen Karzinomzelllinien iiberexprimiert war. Nichtsdestotrotz konnte gezeigt wer-
den, dass in den LC-M1 Zellen, im Vergleich zu den H1299 Zellen, welche signifikant mehr
EGFR exprimieren, der AKT-Signalweg iiber EGF eindeutig stirker aktiviert werden
kann. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass durch Stimulation mit EGF alle AKT-
Isoformren aktiviert wurden, wobei AK'T3 nach EGF Stimulation sowohl in den LC-M1
als auch den H1299 Zellen, die stirkste Aktivierung aufwies. Dariiber hinaus zeigte sich,
dass der Verlust von AKT1 als auch von AKT3, die EGF-induzierte Proliferation der
LC-M1 Zellen inhibiert sowie die EGF-vermittelte Hemmung der Apoptose reduziert.
Diese Ergebnisse zeigen, dass in der DTC-Zelllinie LC-M1 EGF-vermittelte proliferative
und anti-apoptotische Signale von AKT1 und AKT3 weitergeleitet werden.
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Weiterfithrend konnte gezeigt werden, dass durch Stimulation mit EGF die mRNA-
Menge von u-PAR in den LC-M1 Zellen gesteigert werden kann. Dies ist bereits fiir
Magenkrebszellen gezeigt worden |Baek et al., 2008]. Baek et al. konnten sogar zeigen,
dass hierbei der Promotor von u-PAR iiber EGF induziert wird. In dieser Arbeit konn-
te erstmalig gezeigt werden, dass die EGF-induzierte u-PAR mRNA-Expression iiber
den AKT-Signalweg vermittelt werden kann. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden,
dass dieser Effekt zu einem geringen Anteil AKT1- aber vor allem AKT3-abhéngig ist.
Hieraus ergibt sich, dass die Aktivierung von AKT3 iiber EGF in DTC eine gesteigerte
Expression von u-PAR zur Folge haben kann, was weiterfiihrend das Aufwachen und
Auswachsen von DTC induzieren konnte [Allgayer and Aguirre-Ghiso, 2008; Allgayer,
2010]. Basierend auf diesen Ergebnissen, im Kontext des aktuellen Wissenstands, kann
vermutet werden, dass die Aktivierung von AKT, insbesondere von AKT3, mit der Ag-
gressivitat von DTC korreliert bzw. essentiell an dem Prozess der Reaktivierung von

schlafenden Tumorzellen beteiligt ist.

4.2.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegenden Ergebnisse haben neue Erkenntnisse und Einblicke in die AKT-Isoform-
vermittelte Signaltransduktion von DTC erbracht. Es konnte gezeigt werden, dass neben
der Aktivierung von AKT1 vor allem die Aktivierung von AKTS3 fiir die Proliferation und
das Uberleben von DTC von Bedeutung ist. An Hand der mit DTC-Zelllinien erzielten
Ergebnisse erscheint es moglich, dass auch primére DTC zur Reaktivierung eine gestei-
gerte AKT3-Aktivitdt benotigen und dass AKT3-vermittelt die Proliferation der DTC
iiber gesteigerte Cyclin D1- und D3-Mengen stark begiinstigt wird. Via EGF konnte
die u-PAR Expression, welche mit einem gesteigerten proliferativen Potential von DTC
assoziiert ist, AKT3-abhéngig induziert werden. Auf Grund dieser Ergebnisse kann pos-
tuliert werden, dass AKT3-spezifische Inhibitoren zur Behandlung von DTC relevant
sein konnten.

Die erzielten Ergebnisse der in wvitro Analysen an der DTC-Zelllinie LC-M1 sollten
in weiterfiihrenden Experimenten in wvivo validiert werden. Unter der Annahme, dass
AKTS3 das proliferative Potential von DTC begiinstigt, sollte sich bei Verlust von AKT3
die Anzahl an DTC reduzieren. Hiisemann et al. haben gezeigt, dass sich das transge-
ne Mausmodell Balb-neuT als in vivo Modellsystem zur Analyse von DTC eignet, da

sich bei diesen transgenen M&usen bereits in frithen Tumorstadien, DTC im KM im-
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muncytochemisch nachweisen lassen [Hiisemann et al., 2008|. Aus diesem Grund kénnte
an Hand von bitransgenen Balb-neuT/AKT3~/~-Miusen analysiert werden, ob die An-
zahl an DTC in Abwesenheit von AK'T3 im Vergleich zu Balb-neuT-Mausen mit AK'T3
reduziert ist.

Um die Ergebnisse dieser Arbeit auf humane Proben zu iibertragen, konnten Immun-
fluoreszenz (IF)-Doppelfarbungen etabliert werden. Mit Hilfe von etablierten Antikor-
pern gegen epitheliale Marker wie die Zytokeratine (CK) ist es moglich einzelne DTC
im KM von Krebspatienten nachzuweisen [Pantel et al., 2008]. Durch die Etablierung
von pAKT- und AKT3-spezifischen Antikérpern fiir (IF)-Doppelfirbungen mit anti-
Zytokeratin Antikorpern kénnten pAKT-positive bzw. AKT3-positive DTC identifiziert
werden. Inwiefern die Expression von pAKT und/ oder AKT3 mit der Aggressivitdt von
DTC korreliert oder mit der klinischen Prognose assoziiert ist, konnte durch Untersu-

chungen von grofsen Patientenkohorten untersucht werden.
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