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Publikation der Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation sind zu gro3en Teilen veroffentlicht in
Cell Death and Disease (2014) 5, €980 (doi:10.1038/cddis.2013.508):

HER2/ErbB2 activates HSF1 and thereby controls HSP9O0 clients including MIF
in HER2-overexpressing breast cancer

R Schulz?, F Streller!, A H Scheel?, J Riischoff?, M-C Reinertt, M Dobbelsteint, N
D Marchenko® and U M Moll22

!Institute of Molecular Oncology, GZMB, University of Géttingen, Goéttingen 37077, Germany
?|nstitute for Pathology Nordhessen, Kassel 34119, Germany
3Department of Pathology, Stony Brook University, Stony Brook, NY 11794, USA

Abstract

Overexpression of the human epidermal growth factor receptor-2 (HERZ2) in breast
cancer strongly correlates with aggressive tumors and poor prognosis. Recently, a
positive correlation between HER2 and MIF (macrophage migration inhibitory factor,
a tumor-promoting protein and heat-shock protein 90 (HSP90) client) protein levels
was shown in cancer cells. However, the underlying mechanistic link remained
unknown. Here we show that overexpressed HER2 constitutively activates heat-
shock factor 1 (HSF1), the master transcriptional regulator of the inducible proteo-
toxic stress response of heat-shock chaperones, including HSP90, and a crucial
factor in initiation and maintenance of the malignant state. Inhibiting HER2 pharma-
cologically by Lapatinib (a dual HER2/epidermal growth factor receptor inhibitor) or
CP724.714 (a specific HER2 inhibitor), or by knockdown via siRNA leads to inhibi-
tion of phosphoactivated Ser326 HSF1, and subsequently blocks the activity of the
HSP90 chaperone machinery in HER2-overexpressing breast cancer lines. Conse-
quently, HSP9O0 clients, including MIF, AKT, mutant p53 and HSF1 itself, become
destabilized, which in turn inhibits tumor proliferation. Mechanistically, HER2 signals
via the phosphoinositide-3-kinase (PI3K)-AKT— mammalian target of rapamycin
(mTOR) axis to induce activated pSer326 HSF1. Heat-shock stress experiments
confirm this functional link between HER2 and HSF1, as HER2 (and PI3K) inhibition
attenuate the HSF1-mediated heat-shock response. Importantly, we confirmed this
axis in vivo. In the mouse model of HER2-driven breast cancer, ErbB2 inhibition by
Lapatinib strongly suppresses tumor progression, and this is associated with inacti-
vation of the HSF1 pathway. Moreover, ErbB2-overexpressing cancer cells derived
from a primary mouse ErbB2 tumor also show HSF1 inactivation and HSP90 client
destabilization in response to ErbB2 inhibition. Furthermore, in HER2-positive hu-
man breast cancers HER?2 levels strongly correlate with pSer326 HSF1 activity. Our
results show for the first time that HER2/ErbB2 overexpression controls HSF1 activi-
ty, with subsequent stabilization of numerous tumor-promoting HSP90 clients such
as MIF, AKT and HSF1 itself, thereby causing a robust promotion in tumor growth in
HERZ2-positive breast cancer.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Brustkrebs

Neoplasien der Brustdriise gehodren mit 71660 Neuerkrankungen im Jahr 2008 in
Deutschland zu den haufigsten Tumoren der Frau Gberhaupt. Manner erkranken nur
sehr selten an Brustkrebs (Ravandi-Kashani und Hayes 1998), daher beziehen sich
die folgenden Ausfihrungen auf Brustkrebs bei Frauen. Das mittlere Erkrankungsal-
ter liegt bei etwa 65 Jahren, und das Lebenszeitrisiko, an einem Mammakarzinom,
also Brustkrebs, zu erkranken wird auf ca. 13 % geschatzt. Diese Zahlen variieren

international etwas, zeigen aber fur die Industrienationen ein vergleichbares Bild.

Die 5-Jahrestiberlebensrate gemittelt ber alle Brustkrebstypen liegt in Deutschland
mit den heutigen Therapieansatzen bei etwa 80 % und damit besser als bei vielen
anderen Malignomen wie z.B. Speiseréhren- oder Lungenkrebs (unter 20 9%)
(Kaatsch et al. 2012), allerdings bestimmt der Subtypus des Brusttumors die Prog-
nose erheblich. Karzinome der Brustdriise werden klinisch und histopathologisch
nach TumorgréfRe, Lymphknotenbefall und dem Vorhandensein von Fernmetasta-
sen klassifiziert (TNM-Klassifikation) und anhand dessen in Stadien eingeteilt (Sobin
et al. 2010). Eine besonders schlechte Prognose und nahezu keine Heilungschance
haben Patientinnen im metastasierten Stadium (Stadium V) mit nur 18 - 30 Mona-
ten durchschnittlicher Uberlebenszeit (Mariani 2005). Es besteht also trotz der Erfol-
ge und Fortschritte in der Therapie des Mammakarzinoms weiterhin Bedarf an einer
Vertiefung des Verstandnisses dieser Erkrankung mit dem Ziel, dadurch bessere

und gezieltere Therapien zu entwickeln.

Neben der TNM-Klassifikation wird auch der sogenannte Hormonrezeptorstatus zur
Einteilung unterschiedlicher Brustkrebsentitaten verwendet. Dabei wird immunbhisto-
chemisch die Expression des Ostrogen- (ER) und Progesteronrezeptors (PR) be-
stimmt und zwischen ER-postitiv/negativ sowie PR-positiv/negativ unterschieden.
Ebenso wird die Expression des Wachstumsfaktorrezeptors ErbB2 bestimmt —
klinisch haufig als Her2neu-Rezeptor bezeichnet — dieses Merkmal ist fur das Ver-
standnis dieser Arbeit besonders wichtig und soll daher noch néher erlautert wer-
den. Die verschiedenen Merkmale des jeweiligen Brusttumors (TNM-Klassifikation,
Hormon- sowie ErbB2-Rezeptrostatus) und das Alter der Patientin werden im Klini-

schen Alltag zur Einteilung der betroffenen Patientinnen in Behandlungsgruppen
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gemal der Konsensuskonferenz von St. Gallen genutzt, um sie einem optimalen

Therapieregime zuordnen zu kénnen (Goldhirsch et al. 2007).

Zur Ermittlung des ErbB2-Rezeptorstatus kommen zwei unterschiedliche Verfahren
zum Einsatz, deren Ergebnisinterpretation von der Armerican Society of Clincal
Oncology in den 2007 erschienenen Leitlinien beschrieben ist (Wolff et al. 2006):
Zum einen die Immunhistochemie (IHC), bei der Tumorschnitte mit einem farbstoff-
markierten ErB2-Antikbrper gefarbt, anschlie3end unter dem Mikroskop untersucht
und Ausprégung der Farbintensitat sowie die Anzahl positiver Zellen und die Voll-
standigkeit ihrer Anfarbbarkeit beurteilt werden. Daraus ergibt sich ein vierstufiger
Score zwischen 0 und 3+. 0 und 1+ werden dabei als negatives Testergebnis ge-
wertet, 3+ als sicher positiv. Die zweite Methode ist die sog. in-situ-Hybridisierung
(ISH), bei der nicht auf dem Proteinlevel der ErbB2-Rezeptor selbst, sondern auf
zytogenetischer Ebene Ampflifikationen, also Mehrfachkopien, des ErbB2-Gens
nachgewiesen werden. Ergibt eine Untersuchung ein nicht eindeutig positives Er-
gebnis (z.B. IHC-Score 2+), wird empfohlen, das bisher nicht genutzte Verfahren
ebenfalls zu nutzen. Véllig diskordante Ergebnisse beider Verfahren sind mit 4 %
eher selten. Eine Proteintberexpression geht also in der tUberwiegenden Zahl der
Falle mit einer Genamplifikation einher (Reddy et al. 2006). Bei etwa 20 % der
Patientinnen mit Brustkrebs lasst sich eine Amplifikation des ErbB2-Gens in den
Tumorzellen nachweisen, dies korreliert mit einer schlechteren Prognose (Slamon et
al. 1987).

Das Ergebnis der Untersuchung des ErbB2-Rezeptorstatus entscheidet heutzutage
dariiber, ob eine Patientin mit dem seit dem Jahre 2000 in der EU zugelassenen
monoklonalen Antikérper Trastuzumab, der sich gegen den ErbB2-Rezeptor richtet,
behandelt wird. Dieser Antikdrper, der unter dem Namen Herceptin® von der Firma
Roche vertrieben wird, war zundchst nur zur Behandlung des metastasierten Her2-
positiven Brustkrebses zugelassen, spater auch zur Behandlung in kurativer Absicht
(Européaische Arzeneimittelagentur 2012). Trastuzumab in Kombination mit vorheri-
ger systemischer Chemotherapie erweist sich dabei als wirksam (Hudis 2007). Das
durchschnittliche Gesamtuiberleben der Patientinnen, die zusatzlich mit Trastuzum-
ab behandelt werden, verlangert sich auf 25,1 Monate gegenuber 20,3 Monate bei

Patientinnen, die Chemotherapie allein erhalten (Slamon et al. 2001).
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1.2 Die ErbB-Familie und der ErbB2-Rezptor als Angriffs-

punkt gezielter Krebstherapie

Yarden und Pines liefern mit ihrem 2012 erschienenen Nature Review ,The ERBB
network: at last, cancer therapy meets systems biology“ (Yarden und Pines 2012)
einen sehr gelungenen Uberblick (ber die ber 50jahrige Geschichte der Entde-
ckung des Epidermalen Wachstumsfaktor Rezeptor (EGFR/ErbB)-Netzwerkes und
dessen herausragende Bedeutung bei der Entstehung vieler Krebsarten. Sie zeigen
dabei Meilensteine in der Erforschung pharmakologisch anwendbarer Substanzen in
der Krebstherapie auf, wie z.B. des ErbB2-Antikdrpers Trastuzumab oder des gegen
ErbB2 und ErbB1l gerichteten Tyrosinkinaseinhibitors Lapatinib. Auf die bereits
erforschten Details dieses komplexen biologischen Netzwerkes einzugehen, wiirde
den Rahmen dieser Einleitung Uberstrapazieren, daher soll hier nur auf einige, fur
das Verstandnis der vorliegenden Arbeit wichtige Aspekte naher eingegangen wer-
den.

Die ErbB-Rezeptorfamilie besteht aus vier Mitgliedern: ErbB1/EGFR, ErbB2/Her2,
ErbB3 und ErbB4. Alle sind transmembranare Rezeptortyrosinkinasen, d.h. sie
enthalten einen Liganden-bindenden, extrazellularen Teil, eine die Zellmembran
durchspannende Transmembrandoméane und einen intrazellularen Teil, der Tyrosin-
kinaseaktivitat besitzt und die Ubertragung des extrazellularen Signals nach intrazel-
lular vermittelt. ErbB3 weist nur eine sehr geringe Tyrosinkinaseaktivitat auf, und far
ErbB2 ist bisher kein Ligand bekannt. Fir die Ubrigen Rezeptoren sind bisher 13
verschiedene Liganden bekannt, die ErbB-Rezeptoren jeweils in unterschiedlichem
Mal3e aktivieren konnen. Dazu gehoren der epidermale Wachstumsfaktor EGF und
der transformierende Wachstumsfaktor TGFa. Zur Aktivierung der Tyrosinkinase-
doménen der ErbB-Rezeptoren muss zunachst ein Ligand gebunden werden, da-
nach folgt die Dimerisierung zweier Molekile der ErbB-Familie. Dabei kbnnen Ho-
mo- sowie Heterodimere gebildet werden. ErbB2, der einzige Rezeptor ohne be-
kannten Liganden in der Familie, ist jedoch fiir alle anderen ErbB-Rezeptoren der
bevorzugte Dimerisierungspartner. Die Dimerisierung des ErbB2-Rezeptors mit
einem weiteren Rezeptor (auch einem weiteren ErB2-Rezeptor) und darauf folgende
gegenseitige Phosphorylierung der intrazellularen Doménen zieht die Rekrutierung
verschiedener signaltransduzierender Proteine zum aktivierten Rezeptor nach sich.
Die wichtigsten dadurch aktivierten Signalwege sind der den Phosphoinositid-3-
Kinasen (PI3K) nachgeschaltete Proteinkinase B- oder Akt-Signalweg und der Ras-

Raf-MEK-ERK- Signalweg (Eccles 2011). Diese Signalwege regulieren eine Vielzahl
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zellularer Vorgéange. Insbesondere werden Zelliberleben (Akt) und Proliferation der
Zelle (MEK-ERK) mitreguliert (Alimandi et al. 1995). Eine Beobachtung von heraus-
ragender Wichtigkeit fur ErB2-lUberexprimierende Tumorzellen machten bereits
1987 Di Fiore et al.: Bei starker Uberexpression des Wachstumshormonrezeptors
ErbB2 bengtigt dieser keinerlei durch eine Ligandenbindung aktivierten Dimerisie-
rungspartner mehr, um aktiviert zu werden. In ErbB2-Uberexprimierenden Zellen
findet demnach eine ligandenunabhangige Aktivierung des ErbB2-Signalweges statt
(Di Fiore et al. 1987).

Das gewonnene Verstandnis Uber die grof3e Bedeutung, die tibermafiig aktive ErbB-
Rezeptorsignalkaskaden in Tumorzellen spielen, fuhrte zur Entwicklung einer gro-
Ren Anzahl an Antikdrpern und Inhibitoren, die auf verschiedene Art und Weise und
auf unterschiedlichen Ebenen in die ErbB-Signalwege eingreifen. Dort fuhren sie
einheitlich zu einer Herabsenkung der Aktivierung dieser Signalwege. In Abbildung
1 findet sich eine Veranschaulichung der Angriffspunkte dieser Substanzen, von
denen inzwischen einige bereits erfolgreich Einzug in die Klinik gefunden haben
(z.B. Trastuzumab, Cetuximab, Erlotinib, Lapatinib) (Yarden und Pines 2012) oder
sich in der klinischen Erprobung finden wie beispielsweise der Hsp90-Inhibitor 17-
AAG (Modi et al. 2011).

Die molekularbiologischen Wirkungsmechanismen von Trastuzumab sind seit seiner
Markteinfihrung Gegenstand intensiver Forschung. Zwei der gut belegten Wirkun-
gen sind die Herabsenkung der Aktivitdt des Ras-Raf-MEK-ERK- und des PI3K-Akt-
Siganlweges (Vu und Claret 2012). Diese Wirkung wird auch mit dem ErbB2-
Tyrosinkinaseinhibitor CP724.714 erzielt (Jani et al. 2007), der in der vorliegenden
Arbeit viel zum Einsatz kam. CP724.714 wéare als Chemotherapeutikum sicher eine
Bereicherung in der Therapie Her2-positiven Brustkrebses, da im Gegensatz zu
Trastuzumab auch oral applizierbar, allerdings wurde die klinische Erprobung auf-

grund hepatotoxischer Effekte abgebrochen (Feng et al. 2009).

Als problematisch in der Trastuzumab-Therapie stellen sich priméare und sekundare
(also unter der Behandlung entstehende) Resistenzen der Tumorzellen gegen die
Behandlung dar. Ein Grof3teil der Patientinnen, deren Brusttumoren zunachst auf
eine Trastuzumabbehandlung ansprechen, zeigt im Laufe eines Jahres eine Resis-
tenzentwicklung der Tumorzellen, die ein Voranschreiten der Erkrankung sowie den
Abbruch der Trastuzumabtherapie bedeuten (Europaische Arzeneimittelagentur
2012). Es werden diverse Mechanismen diskutiert, die eine solche Resistenz bedin-
gen kénnten — viele haben jedoch gemeinsam, dass der ausbleibende Effekt der

Trastuzumabbehandlung auf tiefer in der ErbB2-Signhalkaskade liegende Verande-
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rungen zuriickzufiihren ist. Diese bedingen trotz Trastuzumabeinwirkung eine Dau-

eraktivierung des ErbB2-Signalweges oder zumindest eines Signalwegzweiges

davon (Nahta et al. 2006).

* Cetuximab
¢ Panitumumab

MEHD7945A
(dual-action

Ab targeting
EGFR and ERBB3)

* Gefitinib
¢ Erlotinib
* Lapatinib
* Neratinib
* Afatinib

BRAF inhibitors

(e.g. GSK2118436
and PLX4032) ) =1 @

MEK inhibitors
(e.g- GSK1120212
and AZD6244)

\/ EGFR ERBB2

* Trastuzumab
l— * Pertuzumab
* -DM1

(ALM (bispecific Ab) )

dl, b
ERBB2 ERBB3

HSP90 inhibitors

IP1-504)

(e.g. 17-AAG and

Survival

¢

[

Vs . N\
AKT inhibitors

* MM-121
* AMG-888

MEHD7945A
(dual-action

Ab targeting
EGFR and ERBB3),

Ly294002

PI3K inhibitors]
(e.g. GDC-0941
and PX-886)

(e.g. MK2206

and GDC-0068)

f o U
mTOR inhibitors
(e.g. rapamycin

and INK128)

Abbildung 1: Veranschaulichung der Angriffspunkte einer Auswahl an ErbB-
Signalwege-modulierenden Pharmaka.
Von besonderem Interesse fir diese Arbeit sind die Tyrosinkinaseinhibitoren Lapati-
nib (dualer Inhibitor des EGF- und ErbB2-Rezeptors) und CP724.714 (spezifischer
Inhibitor des ErbB2-Rezeptors), die jeweils die intrazelluldre Kinasedoméne der
ErbB-Rezeptoren inhibieren. AuRerdem der MEKZ1/2 Inhibitor U0126 und der
PI3Kinase-Inhibitor Ly294002, die jeweils nur einen der stromabwéarts des ErbB-
Rezeptors gelegenen Signalwegaste inhibieren. Die Abbildung ist Yarden und Pines
2012 erschienenem Review (Yarden und Pines 2012, S. 559) entnommen und

modifiziert worden.

Abbildung 1 - ErbB2-Signalwege-modulierende Pharmaka

Dieser Umstand verdeutlicht die Notwendigkeit weitergehender Forschung, die die

Mechanismen, mittels derer die ErbB2-Inhibtion eine Anti-Tumorwirkung erzielt,

weiter ergrindet. Ziel sollte das Aufdecken sinnvoller Angriffspunkte fir eine mogli-

che Kombinationstherapie, beispielsweise von Trastuzumab mit anderen auf den
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ErbB2-Signalweg einwirkenden Substanzen sein, um Resistenzentwicklungen
unwahrscheinlicher zu machen sowie ein tieferes Verstandnis der in Tumorzellen

fehlregulierten zellularen Ablaufe und deren Vernetzung zu erlangen.

1.3 Makrophagen-Migration-inhibierender Faktor (MIF)
und Brustkrebs - ein Zytokin auf Abwegen

Urspringlich wurde das Protein MIF wegen seiner Funktion als immun-
modulatorisches Zytokin entdeckt und hat binnen kurzer Zeit auf diesem Feld an
Bedeutung gewonnen (Calandra und Roger 2003). Unter anderem im Zusammen-
hang mit klinischen Krankheitsbildern wie dem septic inflammatory response syn-
drome (SIRS) (Larson und Horak 2006). Neben der Funktion als in die Blutbahn
sezerniertes Zytokin hat MIF jedoch auch bisher nur unzureichend untersuchte,
intrazellulare Funktionen, die ihn in Zusammenhang mit einer Vielzahl an Tumorer-
krankungen bringen. MIF-Uberexpression korreliert mit schlechterer Prognose,
gesteigerter Vaskularisierung, hoéherer Invasivitat und gréRerem Tumorvolumen
(Conroy et al. 2010). Auch fir Brustkrebszelllinien (Xu et al. 2008) und im MMTV-
ErbB2-Mausmodell flr ErbB2-tUberexprimierenden Brustkrebs (Schulz et al. 2012)
konnte fur MIF eine eindeutig pro-onkogene Wirkung nachgewiesen werden. Au-
Rerdem konnten Choi, Jung und Koo in der Untersuchung von 276 Brustkrebspro-
ben eine Korrelation (p<0.05) zwischen erh6hter MIF-Expression und gleichzeitigem
Vorliegen einer ErbB2-Uberexpression zeigen (Choi et al. 2013).

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass MIF speziell in Tumorzellen, sowohl in
vivo als auch in vitro, durch das Chaperon Hsp90 stabilisiert wird — MIF ist damit
also ein neu entdeckter Hsp90-Klient (s. Kapitel 1.4, S. 7). Die Behandlung mit dem
Hsp90-Inhibitor 17-AAG fihrte zu einem deutlichen Absinken der MIF-Level in
Tumorzellen, verlangsamte in vivo die Progression von Brusttumoren und MIF
knock-down mittels siRNA senkte in vitro die Proliferation von HCT116-Zellen und
induzierte Apoptose (Schulz et al. 2012). Diese Erkenntnisse zeigen den hohen

Stellenwert, den MIF in einigen Krebszellen einnimmt, deutlich auf.

Zwei der bislang schon untersuchten Mechanismen uber die MIF seine tumorfor-
dernde Wirkung ausubt, sind die Aktivierung des PI3K-Akt-Signalweges, dessen
Stimulation der Zelle essentielle Uberlebenssignale liefert und somit Apoptose
verhindert (Lue et al. 2007) und auch des Ras-Raf-MEK-ERK- Signalweges (Lue et
al. 2006). MIF beeinflusst also u.a. genau die Signalwege, die auch eine Schlissel-

rolle in den Signalkaskaden der ErbB-Rezeptoren, insbesondere ErbB2, einnehmen.
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AuRBerdem verstarkt MIF die Wirkung des hypoxieinduzierten Faktors HIF-1a und
fuhrt damit zu erhohter GefaRneubildung in Tumoren. HIF-1a ist ein Transkriptions-
faktor und bisher der einzige, fir den eine induzierbare, regulatorische Wirkung auf
die Transkription des MIF-Gens bekannt ist. HIF-1a induziert die Expression von
MIF, und MIF wiederum verstarkt die Aktivitdt von HIF-1a, was z.B. in einer gestei-
gerten Expression des vaskular-endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) zum
Ausdruck kommt (Rendon et al. 2009).

Fur die Regulation der intrazellularen MIF-Level sind also bisher zwei Mechanismen
bekannt: Die Regulation auf Transkriptionsebene mittels HIF-1a sowie die Stabilisie-
rung des Proteins MIF durch die Hsp90-Maschinerie.

1.4 Die zentrale Rolle der Hitzeschockproteine (HSP) als
essentielle Unterstiitzer entarteter Zellen

Die Entdeckung der Hitzeschockantwort, damals observiert als massiv erhohte
Transkriptionsaktivitat in Zellen von Drosophila melanogaster, die bei zu hoher
Temperatur kultiviert wurden, geht auf den Italiener Ferruccio Ritossa zurilick. Dies
ist nun Uber 50 Jahre her und seitdem hat sich aus der so entdeckten Hitzescho-
ckantwort ein riesiges Forschungsgebiet entwickelt (Maio et al. 2012). Wie sich
herausstellte flhrte die beobachtete hohe Transkriptionsaktivitat zur Synthese eini-
ger Proteine, die Hitzeschockproteine getauft wurden. Insbesondere das Hitze-
schockprotein von 90 kDa (Hsp90) ist hochkonserviert und in sehr @hnlicher Form in
Bakterien- wie auch Hefe-, Tier- und menschlichen Zellen gefunden worden. Die
HSP bzw. strukturell sehr nahe Verwandte davon werden allerdings auch unter
Normalbedingungen, nicht nur unter Einwirkung von Stress (wie Hitze, Nahrstoff-
mangel, Hypoxie oder pH-Anderungen), ubiquitar exprimiert. So macht z.B. Hsp90
etwa 1-2 % des Gesamtproteingehaltes einer ungestressten Zelle aus (Whitesell
und Lindquist 2005). Es existiert also sowohl eine basale HSP-Expression, wie auch
eine stressinduzierte und durch den Transkriptionsfaktor HSF-1 vermittelte (s. Kapi-
tel 1.5, S. 9).

Hitzeschockproteine werden oft auch als Chaperone (=Anstandsdame, Leibwéachter)
bezeichnet, was sich von ihrer biologischen Funktion ableitet: Sie ,bewachen® und
ermoglichen die korrekte Faltungsweise von Proteinen, was ebenfalls erklart wes-
halb unter Stressbedingungen eine Hochregulierung dieser HSP notwendig wird.
Hohere Temperaturen oder pH-Anderungen fiihren zu einer gréReren Anzahl fehl-

gefalteter Proteine, die wieder in den nativen Zustand zurlickversetzt werden mis-
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sen, um nicht zu aggregieren und ihre mit der spezifischen Faltung verbundene
biologische Funktion erfullen zu kdnnen. Ist diese Reparatur nicht moglich, werden
die fehlgefalteten Proteine im Proteasom degradiert und damit unschadlich ge-
macht. Die Hintergrinde und Mechanismen der komplexen Interaktionen von HSP,
die in grofRen Multiproteinkomplexen zusammen mit sog. Co-Chaperonen mit ihren
-Klienten* interagieren, hier naher zu erlautern wirde den Rahmen einer Einleitung
sprengen. Ich verweise daher auf die Reviews aus der Arbeitsgruppe um Susan
Lindquist, die auf dem Gebiet der Chaperone als fuhrend zu bezeichnen ist (Lindqu-
ist 1986; Whitesell und Lindquist 2005; Taipale et al. 2010).

Krebszellen sind durch ihr abberantes Zellprogramm und die damit verbundene
Produktion von durch Genmutationen dys- oder malfunktionalen Proteinen sowie die
Uberproduktion von onkogenen Proteinen konstantem, proteotoxischem Stress
ausgesetzt. Daher sind viele Tumorzellen regelrecht ,abhangig® (Trepel et al. 2010,
S. 537) von HSP, insbesondere Hsp90. Dies trifft sowohl auf viele Tumorzellen im
Allgemeinen wie auch auf Brustkrebszellen im Speziellen zu (Calderwood und Gong
2012). Eine riesige Anzahl an Proteinen, die mit Hsp90 interagieren (Picard 2013)
ist inzwischen bekannt und etliche davon sind wohlbekannte tumorférdernde
und/oder haufig in Tumoren mutierte Proteine sowie ,Drehscheibenproteine” an
Knotenpunkten von Signalwegen, die Zellproliferation und -Uberleben steuern. Dazu
gehoren auch einige der hier schon erwéhnten Molekille wie der ErbB2-Rezeptor
(Minster et al. 2002), der Transkriptionsfaktor HIF-1a (Isaacs 2002), die mutierte
Form des ,Wachter des Genoms® p53 (Li et al. 2011), die Signalkinase Akt (Basso
2002), das anti-apoptotische Bcl-xL (Caldas-Lopes et al. 2009) und MIF (Schulz et
al. 2012).

Besonders interessant ist, dass Hsp90 in Krebszellen abberant gefaltete (On-
ko)proteine (z.B. mutiertes p53) stabilisiert, die unter normalen Umstanden der
Degradierung im Proteasom zugefihrt werden missten. Insgesamt werden die
Funktion und Eigenschaften von Hsp90 in Tumorzellen regelrecht verdreht: Die
hochdynamischen, wenig stabilen Multiproteinkomplexe, in denen Hsp90 mit seinen
Co-Chaperonen und Klienten physiologischerweise interagiert, wandeln sich in
Krebszellen zu hochstabilen, hochaktivierten Super-Chaperon-Komplexen, welche
die mutierten, z.T. trunkierten Formen der Hsp90-Klienten stabilisieren. Damit ein-
hergehend steigt sowohl die Aktivitat der ATPase Doméane des Hsp90, sowie des-
sen Affinitat zu Inhibitoren wie 17-AAG auf das 100fache (Kamal et al. 2003), (Whit-
esell und Lindquist 2005). Die Unterschiede zwischen Hsp90 in untransformierten

Zellen und in Tumorzellen sind in Tabelle 1 (s.u.) veranschaulicht.
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Hsp90-Funktionen & Eigenschaften

Untransformierte
Zelle Tumorzelle
Stab”.'tat d’?r Chaperon- transient, dynamisch stabil, starr
Multiproteinkomplexe
ATPase Aktivitat gering hoch
- - S hoch
Affinitat zu Inhibitoren niedrig (100x fiir 17-AAG)
Affinitat zu Klienten gering hoch

Tabelle 1 - Hsp90-Funktionen & Eigenschaften

1.5 Hitzeschockfaktor-Protein 1 (HSF-1) - Der Regulator
der Hitzeschockantwort

Mittels des Transkriptionsfaktors HSF-1 kann eine Zelle ihr Transkriptionsprogramm
in Reaktion auf Stressfaktoren schnell und massiv abandern. In Saugetierzellen
existieren 4 Isoformen dieses Proteins (HSF-1/2/3/4), allerdings ist HSF-1 wohl die
am besten charakterisierte und funktional bedeutsamste fur die Hitzeschockantwort.
Murine embryonale HSF-1 knock-out Fibroblastenzellen verlieren die Fahigkeit auf
einen Hitzeschock mit Hochregulierung von HSP zu reagieren, haben aber weiterhin
eine basale HSP-Expression (McMillan 1998). HSF-1 reguliert also vorrangig die

stressinduzierte HSP-Expression.

HSF-1 besteht aus vier Domanen mit unterschiedlicher Funktion: Einer DNA-
Bindungsdomane (DBD), einer Transaktivationsdoméne (TAD), die fir die Rekrutie-
rung der Transkriptionsmaschinerie zu den HSF-1-Zielgenen sorgt, einer Oligomeri-
sierungsdomane, die eine Trimeriesierung dreier HSF-1-Molekile ermdglicht und
einer Regulatordomane (RD), die die Regulierbarkeit der HSF-1-Aktivierung ermog-
licht. Diese Aktivierung von HSF-1 (hin zu einem aktiven Transkriptionsfaktor) ist ein
komplexer Prozess, bezuglich dessen detailierter Ertrterung ich auf Anckar und
Sistonen verweisen mochte (Anckar und Sistonen 2011). Einige Kernpunkte sind
dabei die Interaktion von HSF-1-Monomeren mit Hsp90, die durch diese Interaktion
in einem inaktiven Zustand gehalten werden. Akkumulation fehlgefalteter Proteine
verdrangt in diesem Modell HSF-1-Monomere aus der Interaktion mit Hsp90 und
fordert so HSF-1-Aktivierung. Die freien HSF-1-Monomere lagern sich dann zu

Trimeren zusammen. Die Bildung dieser Trimere ist essentiell fur die Fahigkeit von
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HSF-1 als Transkriptionsfaktor zu fungieren. Ferner geschehen vielfaltige posttrans-
lationale Modifikationen von HSF-1 an seiner RD. Besonders bedeutsam dabei ist
die aktivierende Phosphorylierung von S326 (Guettouche et al. 2005).

Eine Beobachtung, deren funktionelle Bedeutung noch weitgehend ungeklart er-
scheint, ist die Formierung sog. nuklaerer Stresskdrperchen (nSBs) (Biamonti
2004), deren Bildung mit aktivierter Transkription HSF-1-regulierter Gene einhergeht
und die sich z.B. vermittels Immunfluoreszenzmikroskopie sichtbar machen lasst

(Sarge et al. 1993) - ein Verfahren, welches auch in dieser Arbeit Anwendung findet.

HSF-1 hat wegen seines Zusammenhanges mit der Produktion der fir viele Krebs-
zellen unentbehrlichen stressinduzierten HSP auch im Bereich der Krebsforschung
grolRe Bedeutung erlangt. Beispielsweise hat HSF-1-knock-out in M&usen einen
protektiven Effekt bezlglich der Entwicklung von Tumoren unterschiedlicher Gene-
se (Dai et al. 2007).

Um HSF-1 bezlglich des Einflusses auf Brustkrebs zu untersuchen, haben San-
tanaga et al. 1841 Tumorproben von Brustkrebspatientinnen aus der Nurses’s
Health Study analysiert und konnten zeigen, dass hohe nukléere Anfarbbarkeit von
HSF-1 mit gréReren Tumoren, hoherer Invasivitat und schlechterer Prognose korre-
liert. Insgesamt war die Intensitat der Kernanfarbung fir HSF-1 in der immunhisto-
chemischen Untersuchung in etwa 80 % aller in situ und invasiven Karzinome hoéher
als im gesunden Gewebe (Santagata et al. 2011). Meng, Gabai und Sherman konn-
ten ferner in vitro zeigen, dass HSF-1 fur die maligne Transformation von Brustdri-

senzellen durch ErbB2-Uberexpression essentiell ist (Gabai et al. 2012).

Im Jahr 2012 veroffentlichten Mendillo et al. aus der Arbeitsgruppe um Susan Lind-
quist einen Artikel in Cell tGber die Beobachtung, dass HSF-1 in hochgradig entarte-
ten Krebszellen - neben der physiologischen Funktion als Regulator der HSP-Level -
ein vom Muster her anderes Transkriptionsprogramm aktiviert als in nicht oder
geringergradig entarteten Zellen. Einige der Gene, die Bestandteil des Tumor-HSF-
1-Programms sind, ,unterstiitzen onkogene Prozesse: Zellzyklusregulation, Siganl-

wege, Metabolismus, Adhdsion und Translation® (Mendillo et al. 2012, S.549).

Dass ein Fehlen von HSF-1 onkogene Prozesse verlangsamt oder ganz ein-
schrankt, zeigt sich in vivo im MMTV-ErbB2-Mausmodell des ErbB2-
Uberexprimierenden Brustkrebses — knock-out von HSF-1 in diesen Tieren verrin-
gert die Invasivitat, Metastasierung und Proliferation von Mammakarzinomen (Xi et
al. 2012).
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Unabhangig von deren Funktion wurden fir die vorliegende Arbeit einige Gene, die
sich in Mendillos Arbeit als besonders stark HSF-1-reguliert gezeigt haben, fur
gPCR-Analysen ausgewahlt.

1.6 Ziel dieser Arbeit: Erkenntnisgewinn beziglich des
Zusammenspiels von ErbB2-Rezeptor, HSF-1, HSP
und Hsp90-Klienten in SK-BR-3-Brustkrebszellen

ErbB2-uberexprimierender oder klinisch Her2-positiver Brustkrebs ist bereits seit
1987, dem Jahr der Entdeckung des Zusammenhanges der ErbB2-Genamplifikation
mit der schlechteren Prognose fir die Patientinnen (Slamon et al. 1987), Gegen-
stand intensiver Forschung. Angesichts der Tatsache, dass statistisch gesehen ca.
2,6 % aller Frauen in Deutschland, also mehr als jede 40. Frau, in ihrem Leben von
dieser Erkrankung betroffen sein werden, ist es nicht vermessen, von einer schon

rein zahlenmafiig relevanten Erkrankung zu sprechen.

Zur Findung neuer und fortschrittlicher Therapieanséatze ist ein tiefes Verstandnis
der molekularbiologischen Vorgange, die innerhalb dieser spezifischen Tumorentitat
ablaufen, unabdingbar. Durch tieferes Verstéandnis ist die Ableitung besonders
geeigneter Angriffspunkte fir solche Therapieansatze tberhaupt erst moglich. Der
derzeitige Kenntnisstand liefert auch vielversprechende Vorschlage in dieser Rich-
tung, allerdings beschréanken sich die meisten Arbeiten nur auf kleinere Teilaspekte
der Funktion von ErbB2.

Ziel dieser Arbeit soll es sein zu prufen, ob die Expression des tumorférdernden
Proteins MIF vom Subtyp des Brustkrebses, speziell von einer Uberexpression des
ErbB2-Rezeptors, abhangt. Ferner soll der Mechanismus einer etwaigen Korrelation
untersucht und verstanden werden. Dabei soll durch Verknupfen der ,losen Faden-
enden®, die sich in der Literatur Uber die Funktion des ErbB2-Rezeptors in Zusam-
menhang mit HSF-1, Hitzeschockproteinen und Hsp90-Klienten wie MIF finden, ein
.foter Faden® geschaffen werden, der ein klareres Bild der Ablaufe in einer ErbB2-
Uberexprimierenden Brustkrebszelle liefert. Die daraus resultierenden Hypothesen
sollen anhand von Zellkulturexperimenten gepruft werden, um am Ende dieser

Arbeit ein vervollstandigtes Bild dieses roten Fadens darstellen zu kénnen.



2 Material & Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Puffer & Losungen

Material & Methoden

RIPA-Puffer

20 mM Tris pH7,5
1% TritonX-100

1% Desoxycholat
0,1% SDS

150 mM NacCl

10 mM EDTA
100000KIE/L Trasylol

Laemmli Puffer

0,35 M Tris pH 6,8
30% Glycerin

10% SDS

9,3% Dithiotreit

0,02% Bromphenolblau

25 mM Tris pH 8,3

Laufpuffer 0,1% SDS

192 mM Glycin

25 mM Tris pH 8,3

192 mM Glycin
Transferpuffer

5 mM SDS

20 % Methanol

0,1 M TrispH 7,5
Waschpuffer

0,15 M NacCl
(TBST)

0,05 % Tween20

Blockier-Puffer

50 g/L Milchpulver oder bovines Serum-Albumin in TBST

Rotiphorese ®
Gel 30 (37,5:1)

30 % Acrylamid/Bisacrylamid im Mischungsverhaltnis 37,5:1

Best.-Nr. 3029.1(1 )

Phosphatgepufferte
Salzlésung (PBS)
pH 7,4

150 mM NacCl
2,7 mM KCI
1,5 mM KH,PO,

4,3 mM Na;HPO,x 2 H,O

PBST

PBS + 0,05 % Tween20

Tabelle 2 - Puffer & Losungen



2.1.2 Antikorper

Material & Methoden

Die Antikorper sind in den angegebenen Verdinnungen in Blockier-Puffer nach

Herstellerangaben entweder auf Milchpulverbasis oder bovinem Serum-Albumin

(BSA)-Basis gelost worden — Phospho-Antikorper wurden immer in BSA-Blockier-

Puffer gel6st. Inkubation der Membranen fir Western Blots erfolgte jeweils bei 4° C

uber Nacht in verschlossenen 50-ml-Falcon-Roéhrchen auf einem automatischen

Roller. Die Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper wurden fir 30 min bei

Raumtemperatur mit den Membranen in Schalchen auf einem Schiittler inkubiert.

Antikorper fur die Ladekontrollen (B-Aktin und GAPDH) sind gemeinsam mit dem

Sekundarantikorper fur 30 min bei Raumtemperatur zur Inkubation auf die Membra-

nen gegeben worden.

. o . Katalog-  Verdiun-
Zielstruktur ~ Wirtstier  Klonalitat Hersteller NI nung
Akt Kaninchen polyklonal Cell Signaling #9272 1:1000
Bcl-xL Kaninchen monoklonal Cell Signaling #2764 1:1000
ErbB2 Kaninchen monoklonal Cell Signaling #2165 1:500
GAPDH Maus monoklonal abcam ab8245 1:10000
HSF-1 Kaninchen polyklonal Cell Signaling #4356 1:1000
Hsp27 Maus monoklonal Cell Signaling #2402 1:1000
Hsp70 Maus monoklonal Santa Cruz sc-24 1:500
Hsp90 Kaninchen polyklonal Santa Cruz SC-7947 1:2000
Hsp90a Kaninchen monoklonal Milipore #07-2174  1:4000
Kaninchen-
l9G (Fluo- Ziege Monoklonal L!fe Technolo- A-11008 1:600
reszenzmar gies
Kiert)

Kaninchen-

SR may monoklonal  Jackson 711-036- 410000

dase- 152

gekoppelt)

Maus-IgG e

(Peroxidase- Esel monoklonal Jackson 715036 1:10000
150

gekoppelt)

MIF Kaninchen monoklonal Sigma ;I;AOOBS 1:2000

p53 Maus monoklonal Santa Cruz sc-126 1:2000

pAkt (S473) Kaninchen polyklonal Cell Signaling #9271 1:500

pAkt (S473) Kaninchen monoklonal Cell Signaling #4060 1:2000

pPERK (Y204) Kaninchen monoklonal Santa Cruz sc-7383 1:500

pHSF-1 . ADI-SPA- .

(S326) Kaninchen polyklonal enzo 902 1:1000

B-Aktin Maus monoklonal abcam ab6276 1:10000

Tabelle 3 - Liste der Antikorper
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2.1.3 Reagenzien und Enzyme fiir RT- und qPCR-Reaktion

Produkt Hersteller Katalog-Nr.
dNTPs (ATP, TTP, CTP, GTP) 100mM Primetech 1202 - 1205
M-MuLV Reverse Transkriptase NEB M0253
NEB-Puffer fir M-MuLV, 10x NEB B0253
E;l(;ng_;zl\s/l\llﬁfur RT-PCR = zuféllige Nonamere Metabion

RNase Inhibitor NEB MO307
Taq DNA Polymerase Primetech 1800

SYBR Green Invitrogen S-7563
PCR-Reaktionsgefal 0,2 ml Sarstedt 1202 - 1205

Tabelle 4 — qPCR-Reagenzien

2.1.4 Primer
Alle Primer wurden bei metabion international AG, Martinsried, bestellt. Die lyophili-
sierten Primer wurden nach Herstellerangaben in sterilisiertem Wasser gel6st und

so auf eine Konzentration von 100 pmol/ul eingestellt und bei -20° C gelagert.

Gen Vorwartsprimer 5 nach 3‘ Rickwartsprimer 5‘ nach 3¢
GCAGATCGGGTAC-
36B4 CCAACTGTTG CAGCAGCCGCAAATGCAGATG

CBX3 GTTGAAGAGGCAGAGCCTGA | TCTTTGCCAGCTTTCTGAGAGT
CDC6 TCCTCGTGTAAAAGCCCTGC | TCTTGCCTTGCTTTGGTGGA
FASN GTGCCCATCCTGGAGAAGTT | GGTCACCTTGGTCTGCAGTG

HSP110* ACTGCTTGTTCA- AACATCCACACCCACACACAT-
AGAGGGCTGTGA GCT

HSP70 TCAAGGGCAAGATCAGCGAG | TGATGGGGTTACACACCTGC

MIF AGCAGCTGGCGCAGGCCAC | CTCGCTGGAGCCGCCGAAGG

SPTAN1 | GGATGAAGTGGCAGCTCGTA | CTGGAGGTTCTGCACATTGG
Tabelle 5 - Liste der Primer fur die gPCR

*aus der Arbeit von Chou et al. entnommen (Chou et al. 2012)

2.1.5 Inhibitoren

Inhibitorbezeichnung Hersteller Katalog-Nr.
Lapatinib Ditosylate (Tykerb) | Selleck Chemicals S1028
LY294002 Cell Signaling #9901
u0126 Cell Signaling #9903
Z-VAD-FMK Sigma-Aldrich V116
CP-724.714 Selleck Chemicals S1167

Tabelle 6 - Liste der Inhibitoren
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2.1.6 Zellkulturzubehor

Produkt

fetales Kéalberserum (FCS)
RPMI 1640 Medium
Penicillin/Streptomycin

Hersteller

GIBCO, Invitrogen
GIBCO, Invitrogen
GIBCO, Invitrogen

L-Glutamin GIBCO, Invitrogen

Zellkulturpetrischalen Greiner

Multiwellplatten 6er / 12er Greiner

Tabelle 7 - Zellkulturzubehor
2.1.7 Zelllinien
- p53 ER/PR - ErbB2-

Zelllinie Quelle Status Expression | Uberexpression
MCF-7 Brustkrebszellen wt tl+ _
MDA-MB-231 aus Pleuraerguss- mut -/ - -
SK-BR-3 flussigekeit mut /- +

Tabelle 8 - Liste der Zelllinien

Kulturmedium: RPM1640 Medium (10 % FCS, Glutamin und Penicillin/Streptomycin)

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle Zelllinien (Tabelle 8, S.15) wurden in RPM1640 Medium (10 % FCS, Glutamin
und Penicillin/Streptomycin) adhéarent auf Kunststoffpetrischalen wachsend, im
Brutschrank bei 37° C und 5 % CO; kultiviert. Sdmtliche Zellkulturarbeiten sind unter
der Sterilbank durchgefiihrt worden. Zum Anziichten gréRerer Zellzahlen fir die
Experimente wurden zunachst in 20% DMSO / 80 % FCS kryokonservierte Zellen
aufgetaut und mit dem 10-fachen Volumen Medium in ein Falcon-Réhrchen Ubertra-
gen. Nach Zentrifugieren bei Raumtemperatur und 900 x g fir 5 min wurde der
Uberstand aspiriert und das Zellpellet mit frischnem Medium resuspendiert. Die Zel-
len wurden dann in Petrischalen (10 cm — 10 ml Medium) bis zu 80 %iger Konfluenz
kultiviert. Nach dem Auftauen wurden die Zellen zunachst fur 3 Passagen in Kultur
gehalten, ehe sie fir Experimente verwendet wurden. Passagieren erfolgte nach
den in Tabelle 9, S.16, angegebenen Verhaltnissen. Dazu wurde zun&chst das
Zellkulturmedium aspiriert und die Zellen mit autoklaviertem PBS (Tabelle 2, S.12)
gewaschen um eine Inaktivierung des im Folgenden zugegebenen Trypsins durch
FCS-Reste zu verhindern. Durch Zugabe von 2 ml Trypsin-Losung auf eine 10cm-
Kulturschale, kurze Inkubation (<5 min) und vorsichtiges Klopfen wurden die Zellen
von der Petrischalen gel6st, das Trypsin durch Zugabe von frischem Medium inakti-

viert und die Zellen darin suspendiert. Die Zellsuspension wurde dann auf neue
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Kulturschalen verteilt und diese mit frischem Medium auf 10 ml aufgefullt. Medium-

wechsel erfolgte alle 2 — 3 Tage.

- Verdinnung beim Passagieren (Zell-
Zelllinie o9 :
suspension : Medium)
MCF-7 1:4
MDA-MB-231 1:10
SK-BR-3 1:6

Tabelle 9 - Verdinnungsverhaltnisse beim Passagieren

2.2.2 Zell-Behandlung

Fur die Zellkulturexperimente wurde die beim Passagieren gewonnene Zellsuspen-
sion nicht gleich ausplattiert, sondern bei Raumtemperatur und 900 x g fur 5 min
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 2 — 3 ml Medium resus-
pendiert. Nach Zellzahlerfassung mithilfe des automatischen Zellzhlers Count-
ess®, Invitrogen, wurden die Zellen in entsprechender Anzahl (Tabelle 10, S. 16) fur
Experimente auf 6er (2 ml Medium / Mulde) oder 12er (1 ml Medium / Mulde) Multi-
wellplatten ausplattiert. Vor Beginn einer Behandlung wurden die Zellen immer fir
24 Stunden unter Normalbedingungen kultiviert. Alle Inhibitoren wurden in DMSO
gelost. Zellen der Kontrollgruppen wurden immer der hodchsten DMSO-
Konzentration ausgesetzt, die im jeweiligen Experiment genutzt wurde. Der jeweilig
resultierende DMSO-Gehalt im Medium fir jeden Inhibitor ist Tabelle 11, S.16 zu
entnehmen.

Zelllinie Z__eIIzahI / ml Medium Z“eIIzahI / ml Medium

flr 24 h Behandlung flr 48 h Behandlung
MCF-7 1,25 * 10° 0,9 * 10°
MDA-MB-231 0,7 *10° 0,5 *10°
SK-BR-3 1,5*10° 1,0 * 10°

Tabelle 10 - Zellzahl bei Aussaat

Inhibitor DMSO-Gehalt im Medium [%o]
CP 724.714 (()110 inoizzxperimenten mit weiteren Inhibitoren)
Lapatinib 0,2
Ly294002 1,0
Rapamycin 1,0
u0126 1,0
Z-VAD-FMK 1,25

Tabelle 11 - DMSO-Gehalt im Kulturmedium behandelter Zellen
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2.2.3 Hitzeschockbehandlung

Fur die Hitzeschockbehandlung wurden die Zellen vor Ernte eine Stunde lang in
einem auf 43° C vorgeheizten Brutschrank inkubiert und darauffolgend wieder fir
drei Stunden unter Normalbedingungen (37° C) in einem anderen Inkubator gehal-

ten.

2.2.4 Proteinextraktion von Zellkulturen zur Western-Blot-Analyse

Die Zellkulturschalen wurden auf Eis gestellt, das Kulturmedium vorsichtig aspiriert
und in einem Reaktionsgefal3 gesammelt. Die Zellen wurden mit etwa der gleichen
Menge PBS (Tabelle 2, S.12) wie vorher auch flr das Nahrmedium verwendet
wurde gewaschen, das PBS wieder aspiriert und zum bereits entnommenen Kultur-
medium ins Reaktionsgefald hinzugesetzt. Das Reaktionsgefal wurde dann fir 5
min bei 800 x g und 4° C zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde verworfen
und das entstandene Pellet zur Weiterverwendung behalten. Als Lysispuffer kam
RIPA-Puffer zum Einsatz (Tabelle 2, S.12). Das eingesetzte Volumen richtete sich
dabei nach GroR3e der Kulturschale und Konfluenz der Zellen. Fur die meisten Ver-
suche wurden 2 cm 6er-Kulturschalen benutzt. Waren diese zu 100 % konfluent
bewachsen, wurden 250 pl RIPA-Puffer benutzt, bei nur 50 % Konfluenz entspre-
chend die Halfte. Der Grad der Konfluenz wurde jeweils kurz vor Ernte der Zellen
unter dem Mikroskop abgeschétzt. Der RIPA-Puffer wurde direkt auf die gewasche-
nen Zellen gegeben und diese mit einem Zellschaber von der Kulturschale gekratzt.
Durch Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen anschlieend in RIPA-Puffer lysiert
und homogenisiert. Die erhaltene Lésung wurde nun noch zur Resuspendierung des
Pellets aus dem ersten Zentrifugationsschritt benutzt, fir 30 min auf Eis inkubiert
und in einem Reaktionsgefal fir 10 min bei 13000 x g und 4° C abzentrifugiert. Der

Uberstand (das fertige Proteinlysat) wurde nun aliquotiert und bei -80° C gelagert.

2.2.5 Polyacrylamidgelelktrophorese (PAGE)

Zum Einsatz kam die erstmals von Ulrich Laemmli beschriebene Methode der dis-
kontinuierlichen SDS-Polyacylamidgelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli 1970).

Fur die PAGE wurde das miniVE Vertical Electrophoresis System von GE
Healthcare verwendet. Es wurden Gele eingesetzt, die in einer Rahmenkonstruktion
gegossen wurden. Diese bestand aus Teilen, die in der unserm Labor angeglieder-
ten Werkstatt gefertigt wurden. Ein Gel wurde dabei jeweils zwischen zwei Glasplat-
ten mit einem Abstand von 1 mm gegossen, Trenn- und Sammelgel wurden nachei-

nander gegossen. Nach GieRen des Trenngels wurde dieses mit Isopropanol Uber-
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schichtet, die Polymerisierung des Gels abgewartet (15 - 60 min) und das Isopropa-
nol durch AbgieRen und mithilfe von Filterpapier vollstandig entfernt. Anschliel3end
wurde darauf das Sammelgel gegossen und 10 Geltaschen (etwa 35 pl Volumen)
durch Einbringen eines 10er Kammes geformt. Zum Einsatz kamen 10 — 15 %
Acrylamid enthaltende Gele, Zusammensetzung s. Tabelle 12, S.19.

Als Proteinstandard wurde PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo
Fisher Scientific, in den beiden duReren Geltaschen verwendet. Jeweils 25 pl eines
Proteinlysats wurden mit 5 pl Laemmli-Puffer in einem 1,5-ml-Reaktionsgefald ge-
mischt, fir 5 min bei 95° C denaturiert, kraftig geschuttelt und anschlieend in einer
Tischzentrifuge kurz abzentrifugiert. Das gesamte Gemisch wurde dann in eine
Geltasche geladen. Durch das Anpassen des RIPA-Puffer-Volumens (s. Kapitel
2.2.4) an die Zellkonfluenz enthielten die Lysate, spater erkennbar an einer gleich-
mafig erscheinenden Ladekontrolle, vergleichbare Proteingesamtmengen. Von
einer vorhergehenden Bestimmung der Proteinkonzentration konnte somit abgese-
hen werden. Erschienen die Ladekontrollen ungleichmafig, wurde die Menge des
eingesetzten Proteinlysats in einer Wiederholung des Western Blots entsprechend

angepasst.

Die Gele wurden in der Elekrophoresekammer mit konstanter Spannung von 80 V
fur das Sammelgel und 120 V fur das Trenngel laufen gelassen. Wenn der blaue
Farbstoff des Laemmli-Puffers (Bromphenolblau) etwa 1 cm vor der Unterkante des
Trenngels angelangt war, wurde die Spannungsquelle ausgeschaltet und die Gele

fur den Western Blot weiter verwendet.
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Eingesetztes

Gelbezeichnung Volumen pro Reagenz
Gel
Sammelgel (4 ml)
2,7 ml | Wasser
0,67 ml | Rotiphorese ® Gel 30 (37,5:1)
0,5ml | 1 M Tris-Puffer (pH 6,8)
40 pl | 10 % SDS
40 pl | 10 % APS
4 ul | Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trenngel 10 % (10 ml)
4,0 ml | Wasser
3,3 ml | Rotiphorese ® Gel 30 (37,5:1)
2,5ml | 1,5 M Tris-Puffer (pH 8,8)
100 pl | 10% SDS
100 pl | 10% APS
4 ul | Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trenngel 12 % (10 ml)
3,3 ml | Wasser
4,0 ml | Rotiphorese ® Gel 30 (37,5:1)
2,5ml | 1,5 M Tris-Puffer (pH 8,8)
100 pl | 10% SDS
100 pl | 10% APS
4 ul | Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trenngel 15 % (10 ml)
2,3 ml | Wasser
5,0 ml | Rotiphorese ® Gel 30 (37,5:1)
2,5ml | 1,5 M Tris-Puffer (pH 8,8)
100 pl | 10% SDS
100 pl | 10% APS
4 ul | Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tabelle 12 - Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

2.2.6 Western Blot & Proteindetektion

Es wurde mit dem Tankblotverfahren gearbeitet. Dabei wurden bis zu 3 Gele gleich-

zeitig in einer mit eiskaltem Transferpuffer gefillten Kammer bei konstanter Span-

nung von 100 V und 4° C fur 90 min geblottet. Zwischen 2 Plastikhaltern wurde fur

das Blot-Sandwich immer folgender Aufbau fur den Transfer der Proteine aus einem

PAGE-Gel auf eine Nitrozellulose-Membran (Millipore) benutzt: Anode, 1 transfer-

puffergetrankter Schwamm, 3 Whatman-Papiere, die auf das Gel zugeschnittene
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Membran, das Gel selbst, 3 Whatman-Papiere und wieder ein Schwamm, Kathode.
Es wurde auf blasenfreies Aufbringen der Membran auf das Gel geachtet sowie
zwischen den Filterpapieren vorhandene Luftblasen durch Ausstreichen entfernt.

Die Membranen wurden nach Entnahme aus dem Tank zur Entfernung des Trans-
ferpuffers dreimal kurz in TBST (Tabelle 2, S.12) gewaschen, danach noch einmal
fur 5 min, dann erfolgte die Blockierung der noch unbesetzten Proteinbindekapazitat
der Membran durch Inkubation mit Blockierpuffer (5 % Milch in TBST) fir 30 min bei
Raumtemperatur auf dem Schittler. Die Membranen wurden nun wieder dreimal

kurz in TBST gewaschen und fir die Proteindetektion verwendet.

Inkubation mit Priméar- und Sekundarantikorper erfolgte nach folgendem Schema
(Tabelle 13, S. 20), fur Konzentrationsangaben s. Tabelle 3, S. 13:

Arbeitsschritt Bedingungen

4° C, Uber Nacht, in Falcon-R6hrchen auf

Inkubation mit Primarantikorper automatischem Roller (s. Tabelle 3, S. 13)

1 x Waschen in TBST, Raumtemperatur, kurz

in TBST, Raumtemperatur, jeweils 5 min, in

3 x Waschen Schalchen auf dem Schiittler

Raumtemperatur, 30 min, in Schalchen auf
dem Schuittler (s. Tabelle 3, S. 13)

1 x Waschen in TBST, Raumtemperatur, kurz

Inkubation mit Sekundarantikérper

in TBST, Raumtemperatur, jeweils 5 min, in

3 x Waschen Schalchen auf dem Schiittler

Tabelle 13 - Inkubation der Western-Blot-Membranen mit Antikérpern

Zur Detektion der gebundenen Sekundarantikorper wurden das SuperSignal West
Femto Chemiluminescent Substrat, Thermo Scientific oder das Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrat, Millipore, genutzt. Bei beiden Kits wurden die
zwei Komponenten 1 : 1 gemischt und auf die Membran gebracht und durch
Schwenken selbiger homogen verteilt. Nach kurzer Inkubation wurde diese blasen-
frei in Plastikfolie eingeschlagen und zur Detektion der Lumineszenz im Molecular

Imager® VersaDoc™ Imaging System analysiert.

2.2.7 RNA-Extraktion von Zellkulturen zur qPCR-Analyse

Die RNA-Extraktion wurde mithilfe der Trizol®-Reagenzien und unter Benutzung
des vom Hersteller mitgelieferten Protokolls durchgefuhrt, welches sich an der
Arbeit von Chomczynski orientiert (Chomczynski 1993). Fir RNA Untersuchungen

erfolgten die Zellkulturversuche immer in 12 x 1 cm — Kulturschalen. Das am Ende
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der Extraktion entstehende RNA Pellet wurde in 30 ul DEPC-Wasser (Diethyldicar-
bonat zur RNasen-Inaktivierung) geldst und bei -80° C gelagert.

Die RNA-Konzentration wurde mithilfe des NanoDrop-Spektrophotometers be-
stimmt. Dazu wurde die Extinktion bei 260 nm von 1 pl des gewonnen Extraktes in
der Maschine gemessen und aus dem bestimmten Koeffizienten durch die Nano-
Drop-Software direkt in die RNA-Konzentration umgerechnet.

2.2.8 Reverse Transkriptase (RT)-Reaktion

Fur die RT-Reaktion, mit der mRNA in cDNA umgeschrieben werden kann, wurde
das virale Enzym M-MuLV-RT verwendet sowie ein Mix aus poly-dT-Primern und
Zufalls-dNTP-Nonamern (vgl Tabelle 4, S. 14). Durch die Wahl dieses Primermixes
werden auch RNA-Molekile ohne poly-A-Schwanz und weit vom 3‘-Ende entfernte

Bereiche zuverlassiger in cDNA umgeschrieben.

Alle nun beschriebenen Arbeiten sind in verschlieBbaren PCR-Reaktionsgefal3en

auf Eis durchgefihrt worden, sofern nicht anders angegeben.

Pro Reaktionsgefald wurde ein Volumen der RNA-Extrakte zugesetzt, das 1 ug
RNA entsprach. Dieses wurde dann mit DEPC-Wasser auf 10 yul Gesamtvolumen
aufgefillt. Die gPCR-Reagenzien wurden als zwei Mastermixe (Zusammensetzung
s. Tabelle 14, S. 21) vorbereitet und wie folgt eingesetzt: Nach Zugabe von 6 ul RT-
Mix 1 wurden die Proben fur 5 min auf 70° C erwarmt und danach 4 ul RT-Mix 2 (mit
RT-Enzym bzw. ohne, als Negativkontrolle) hinzugesetzt und die RT-Reaktion flr
eine Stunde bei 42° C durchgefiihrt. Durch kurzes Erhitzen auf 95° C wurde das RT-
Enzym inaktiviert und die RT-Reaktion damit gestoppt. Nach Verdiinnen der ge-
wonnenen cDNA-L6sungen durch Zugabe von 30 pl DEPC-Wasser, wurden diese

bei -20° C gelagert und fur die quantitative PCR-Analyse verwendet.

ul / Reaktionsgefaf
RT - Mix 1 6.0
Primer-Mix (100uM) (Zufallsnonamere und dT»3VN) 2.0
dNTPs (2.5 mM) 4.0
RT - Mix 2 4.0
NEB-Puffer fur M-MuLV-RT, 10x 2.0
RNase Inhibitor (10U) 0.25
M-MuLV-RT(25U) 0.125
DEPC Wasser 1.625

Tabelle 14 - Zusammensetzung der qPCR-Mastermixe
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2.2.9 Quantitative real-time PCR (qPCR)

Der Gehalt an genspezifischer mMRNA der RNA-Extrakte wurde aus den cDNA-
Losungen mittels gPCR bestimmt. Zur Quantifizierung diente die Fluoreszenz des
interkalierenden Farbstoffes SYBR Green. Erreicht die Fluoreszenz erstmals einen
Wert, der tber dem gemessenen Grundwert liegt, markiert dies den Beginn der
exponentiellen Amplifizierung eines spezifischen cDNA-Fragments. Dieser soge-
nannte cycle threshold oder Ct-Wert ist bei einem hohen Gehalt an spezifischer
cDNA in der Probe niedrig. Bei einem niedrigen Gehalt steigt erst nach einer grof3e-
ren Anzahl abgelaufener PCR-Zyklen die Fluoreszenz Uber das Hintergrundrau-
schen an, der Ct-Wert liegt also héher. Um die Ergebnisse zu normalisieren, wurde
das weitgehend unabhangig von den Kultur- und Behandlungsbedingungen regulier-
te Gen 36B4, welches fiir ein ribosomales Protein kodiert, herangezogen. Als Nega-
tivkontrollen wurden DNA-freie Proben (Wasser) sowie no-RT-Proben, die aus einer
RT-Reaktion ohne Zugabe der reversen Transkriptase resultierten, gefuihrt. Die zu
36B4 relativierten mRNA-Expressionsraten wurden nach der AACt-Methode be-

stimmt, dazu wurde folgende Formel verwendet:

2—(Ct(Gen X - 36B4) Behandlungsgruppe) - (Ct(Gen X - 36B4) Kontrollgruppe)

Zur Untersuchung der einzelnen Gene wurden Primer designed (Tabelle 5, S. 14),
die Intron-Sequenzen Uberspannend gestaltet waren und PCR-Produkte mit einer
Lange zwischen 100 und 300 Basenpaaren ergaben. Dadurch konnte die Gefahr
einer Fehlbestimmung durch die Ampflifizierung von eventuell noch vorhandener
genomischer DNA oder nachtréaglich in die Probe gelangter DNA-Kontaminationen
minimiert werden. Diese enthalten im Gegensatz zur cDNA Intronsequenzen und
waren damit zu lang, um ein effizientes Ablaufen der PCR-Reaktion zu gestatten.

Jede Probe wurde pro qPCR-Analyse als Triplikat geflhrt.

Folgendes Protokoll wurde fur die Amplifikation im Cycler genutzt: Vorerhitzen der
Proben fur 2 min bei 95° C, danach 40 Zyklen bei 95° C fir 15 s, gefolgt von einer
einminltigen Elongationsphase bei 60° C, an deren Ende jeweils die Detektion des
Fluoreszenzsignals stand. Am Ende wurden unter kontinuierlicher Temperaturerh6-
hung Schmelzkurven als Qualitatskontrolle erstellt. Anhand dieser Kurven lieRen
sich Hinweise auf unspezifische PCR-Produkte finden, die fiir suboptimal gewahlte

Primer oder Fehler im Ablauf der gPCR spréachen.
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2.2.10 Immunfluoreszenz (IF)

Fur die IF-Farbung wurden Zellen, wie beschrieben (s. Kapitel 2.2.2), in 12er Multi-
wellplatten kultiviert und 48 Stunden lang behandelt. Auf den Boden der einzelnen
Mulden wurde vor Aussaat der Zellen jeweils ein rundes, gelatinetiberzogenes
Deckglaschen eingebracht, auf dem die Zellen anwachsen und mithilfe dessen die
Zellen entnommen werden konnten. Die bewachsenen Deckplatichen wurden fir
die einzelnen Schritte der Farbung auf einer beschrifteten Plastikfolie in einer
Feuchtkammer platziert. Zum Waschen wurden die Deckplattchen mit einer Pinzette
vorsichtig in PBS (Tabelle 2, S.12) getaucht. Zur Inkubation wurde jeweils etwa 200
ul Losung als Tropfen auf die Plastikfolie gegeben und die Deckplattchen mit der
bewachsenen Seite nach unten auf die Tropfen gelegt und die Feuchtkammer ge-

schlossen.

IF-Farbung der Zellen folgte dem folgenden Schema, alle Schritte bei Raumtempe-

ratur, wenn nicht anders angegeben:

Arbeitsschritt

Bedingungen

2 x Waschen

in PBS, kurz

Fixieren der Zellen

4 % Paraformaldehyd in PBS, 10 min

2 X Waschen

in PBS, kurz

Permeabilisieren der Zellen

0,1 % TritonX100 in PBS, 5 min

2 x Waschen

in PBS, kurz

Blockieren

10 % FCS in PBST (Tabelle 2, S.12), 1 Stunde

1 x Waschen

in PBST, kurz

Inkubation mit HSF-1-Antikorper
(s. Tabelle 3, S. 13)

in 10 % FCS in PBST, uber Nacht, 4° C

2 x Waschen

in PBST, kurz

Inkubation mit Fluoreszenz-
Sekundar-Antikorper
(s. Tabelle 3, S. 13)

in 10 % FCS in PBST, 30 min

2 x Waschen in PBST, kurz
Zellkernfarbung DAPI in PBST, 10 min
2 x Waschen in PBST, kurz

Tabelle 15 - Einzelschritte der Imnmunfluoreszenzfarbung

Die, wie in Tabelle 15, S. 23, beschrieben, gefarbten Zellen wurden anschlieRend
auf einen Objekttrager fur die Mikroskopie aufgebracht. Dazu wurden die bewach-
senen, gefarbten Deckglaschen mit der zellbewachsenen Seite nach unten auf
einen Tropfen Fluoromount-G (SouthernBiotech) auf den Objekttrager gelegt, vor-

sichtig angedrickt und die Seiten des Deckglaschens schlieRlich mit handelstbli-
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chem Nagellack versiegelt. Nach Aushéarten tber Nacht bei 4° C wurden die Proben

fur die IF-Mikroskopie verwendet und stets dunkel bei 4° C aufbewahtrt.

2.2.11 Bestimmung des Anteils der Zellen mit granularer

Kernanfarbung

Die fertig gefarbten Praparate wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss
AG, Jena) untersucht. Es wurden je elf Gesichtsfelder pro Praparat mit dem 10 x-
Objektiv ausgewertet. Die Gesichtsfelder lagen dabei immer etwa auf einer dem
Kreisdurchmesser der Deckglaschen folgenden Linie, sodass in jedem Préparat der
gleiche Streifen untersucht und verglichen werden konnte. In jedem Gesichtsfeld
wurden zunéchst die Zellkerne fotografiert (Fluoreszenz der DAPI-Zellkernfarbung
364/454 nm), um sie spater automatisch auszuzahlen. Daraufhin wurde die Wellen-
lange des anregenden Lichtes geédndert, so dass die grine Fluoreszenz
(488/546 nm) des Sekundarantikdrpers sichtbar wurde. Nun wurden alle Zellen mit

einem granularen Farbsignal im Zellkern von Hand ausgezahlt.

Die automatische Erfassung der Zellkernanzahl pro Gesichtsfeld erfolgte aus den
Fotografien des blauen DAPI-Fluoreszenzsignals mithilfe des Programms ImageJ.
Dazu wurden die Bilder in ein 8 bit Graustufenbild umgewandelt, dann in ein reines
Schwarz-Weil3-Bild, wobei die Erfassung des Grenzwertes fir die Entscheidung
schwarz oder wei3 vom Programm automatisch getroffen wurde und bei Bedarf
manuell so nachjustiert wurde, dass sich die Zellkerne deutlich abzeichneten und
keine artifiziellen Schatten als grof3e Objekte das Bild verdeckten. So entstand ein
Bild, auf dem die vorher blauen Zellkerne nun mit maximalem Kontrast als schwarze
Objekte auf weiRem Grund erkennbar waren. Dieses ist einer Partikelanalyse zu-

ganglich und lieferte so die Anzahl der sichtbaren Zellkerne.

Die Zellkernzahl sowie die Ergebnisse der manuellen Auszahlung wurden tber alle
Gesichtsfelder eines Praparates aufaddiert — so sind jeweils mindestens 3000 Zel-
len pro untersuchtem Praparat in die Auswertung eingeflossen. Die Summe der
manuell ausgezahlten granulér angefarbten Zellkerne konnte so ins Verhaltnis zur
automatisch bestimmten Gesamtzahl der Zellkerne gesetzt werden und wird in

dieser Arbeit als prozentualer Anteil angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswahl der Zelllinien - MIF und ErbB2-Proteinlevel
in MCF-7, MDA-MB-231 und SK-BR-3-Zellen

Zunéachst wurden in einem Vorversuch verschiedene Brustkrebszelllinien auf ihren
Gehalt an den Proteinen MIF und ErbB2 untersucht. Zur Prifung der Hypothesen
bezlglich funktioneller Zusammenhange zwischen diesen Proteinen wurde eine
Zelllinie als Negativkontrolle mit sehr niedriger MIF- und ErbB2-Expression gewahilt:
MDA-MB-231-Zellen. Als Positivkontrolle (sehr hohe MIF- und ErbB2-Expression)
sollten SK-BR-3-Zellen dienen sowie eine Zelllinie mit Intermediarstellung, MCF-7-
Zellen. Mithilfe von Western-Blot-Analysen wurden diese Zelllinien mit einem Pro-

teinlysat eines murinen, ErbB2-lberexprimierenden Brusttumors verglichen.

MDA-MB-231-Zellen (Abb. 2) enthalten im Vergleich am wenigsten MIF. MCF-7-
und SK-BR-3-Zellen enthalten jeweils dhnliche Mengen dieses Proteins. SK-BR-3-
Zellen zeigen zudem eine starke Expression des ErbB2-Rezeptors, vergleichbar der
Menge, die im Proteinlysat der Tumorprobe #25 (ErbB2-Uberexprimiernder, muriner

Brusttumor, freundlich zur Verfigung gestellt von R. Schulz, Géttingen) zu finden ist.
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Abbildung 2: Proteinlevel der Proteine MIF und ErbB2 in MDA-MB-
231-, MCF-7- und SK-BR-3-Zellen.

Die Zellen wurden unbehandelt fur 48 Stunden kultiviert und anschlie-
Rend in RIPA-Puffer geerntet. Darauf folgte die Western-Blot-Analyse
mit MIF bzw. ErbB2-Antikdrpern.

*als Vergleichsprobe wurde ein Proteinlysat, gewonnen aus einem
ErbB2-positiven Brusttumor murinen Ursprungs, verwendet (#25)
Anzahl der unabhéngigen Experimente n=3, reprasentatives Ergebnis
dargestellt.

Abbildung 2 - Charakterisierung der Zelllinien
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3.2 Eine Inhibition des ErbB2-Signalweges fiithrt zu einem

Absinken der MIF-Proteinlevel

Um die Frage zu beantworten, welchen Einfluss der ErbB2-Signalweg auf die MIF-
Proteinlevel hat, wurden Zellkulturversuche zunachst unter Einsatz des EGF- und
ErbB2-Rezeptorinhibitors Lapatinib, dann mit dem spezifischen ErbB2-Inhibitor
CP724.714 durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Zeit- und Konzentrationsreihen sind
Abbildung 3 zu entnehmen. Nach Inhibitorgabe zeigt sich in SK-BR-3- (Abb. 3 A)
und MCF-7-Zellen (Abb. 3 C) eine deutlichen Abnahme der MIF-Proteinlevel. In der
Negativkontrollzelllinie MDA-MB-231 kann dieser Effekt nicht gezeigt werden (Abb.
3 C). Das Absinken des Zellgehaltes an phosphoryliertem Akt bzw. ERK unter Inhi-
bitoreinfluss demonstriert die effektive Behandlung in den responsiven Zelllinien.
Beide Kinasen sind stromabwarts des ErbB2-Rezeptors gelegene Proteine im
ErbB2-Signalweg und werden bei dessen Aktivierung phosphoryliert (Xia et al.
2002). Hier zeigen sich auch Unterschiede in der Responsivitat der Zellen auf den
Inhibitor. Die ErbB2-uberexprimierenden SK-BR-3-Zellen reagieren mit einer deutli-
chen Reduktion der ERK und Akt Phosphorylierung nach ErbB2-Inhibitorbehandlung
(Abb. 3 A), wohingegen MCF-7 Zellen auf dieselbe Inhibitorkonzentration nur mode-
rat und MDA-MB-231 gar nicht reagieren (Abb. 3 C).

Um zu Uberprifen, auf welcher Ebene die Expression reprimiert ist, wurden die MIF-
MRNA-Level DMSO-behandelter SK-BR-3-Zellen mit denen CP724.714-
behandelter Zellen verglichen (Abb. 3 B). Die Transkription des MIF-Gens unter
einer Inhibition des ErbB2-Rezeptors bleibt unverandert (0,92 + 0,04, Standardfeh-
ler, n=3, Unterschied nicht signifikant, Student'scher t-Test, p=0,11).

Die Inhibition des ErbB2-Rezeptors senkt also den MIF-Gehalt in MCF-7- und SK-
BR-3-Zellen, nicht in MDA-MB-231-Zellen. Ferner bleibt die Expression des MIF-
Gens unter der Inhibitorbehandlung in ErbB2-uberexprimierenden SK-BR-3-Zellen
unverandert. Demzufolge kann das Abfallen der MIF-Proteinlevel nicht auf Verande-
rungen auf Transkriptionsebene beruhen, sondern kénnte auf Proteinebene vermit-

telt werden.
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Abbildung 3: Eine Inhibition des ErbB2-Signalweges fihrt zu einem Herabsinken
der MIF-Proteinlevel in SK-BR-3- und MCF-7-Zellen.

(A) Zeit- und Konzentrationsreihen - Humane SK-BR-3-Brustkrebszellen wurden fir
jeweils 48 Stunden, sonst wie angegeben, mit dem EGFR/ErbB2-Inhibitor Lapatinib oder
dem selektiven ErbB2-Inhibitor CP724.714 behandelt. DMSO-behandelte Zellen dienten
als Kontrolle. Mittels Immunoblot wurde ihr MIF-Proteingehalt untersucht. pERK und pAkt
dienten als Kontrolle der Inhibitorbehandlung, GAPDH als Ladekontrolle. Anzahl der
unabhangigen Experimente n=3, reprasentatives Ergebnis dargestellt. (B) Die Transkrip-
tion des MIF-Gens in SK-BR-3-Zellen bleibt durch die ErbB2-Inhibition unverandert. MIF-
MRNA-Analyse mittels qRT-PCR — SK-BR-3-Zellen wurden fir 48 Stunden mit dem
ErbB2-Inhibitor CP724.714 [2uM] behandelt. MIF-mRNA-Level in DMSO-
kontrollbehandelten Zellen diente als Referenzwert und wurde gleich 1 gesetzt. Anzahl
der unabhéngigen Experimente n=3. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. Stu-
dent'scher t-Test, p=0,11, n.s. = nicht signifikant. (C) Zeitreihe in humanen MDA-MB-231-
und MCF-7-Brustkrebszellen — Die Zellen wurden mit dem ErbB2-Inhibitor CP724.714
[2uM] fur die angegebenen Zeiten behandelt und als Kontrolle je eine Gruppe DMSO-
behandelter Zellen gefihrt. Im Western Blot wurden die MIF-Proteinlevel untersucht.
pERK als Kontrolle der erfolgreichen ErB2-Inhibition, GAPDH als Ladekontrolle. Anzahl

der unabhangigen Experimente n=2, reprasentatives Ergebnis dargestellt.
*bei der Lapatinibbehandlung handelt es sich um einen Vorversuch, der nur einmal durchgefihrt wurde

Abbildung 3 - MIF-Proteinlevel nach einer ErbB2-Inhibition
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3.3 Die Herabregulierung der MIF-Proteinlevel nach einer
ErbB2-Inhibition wird uber den PI3K-Akt-Signalweg

vermittelt

Der ErbB2-Signalweg moduliert das Verhalten einer Zelle hauptsachlich tber den
PI3K-Akt- und den MEK-ERK-MAPK-Signalweg (Xia et al. 2002). Es stellte sich also
die Frage, ob der beobachtete Effekt auf die MIF-Level priméar Gber einen der beiden
Wege vermittelt wird oder nicht. Um dieser Frage zu beantworten, wurde ein weite-
res Zellkulturexperiment entworfen, in welchem Inhibitoren dieser zwei Signalweg-
zweige zum Einsatz kamen: Ly294002 als Inhibitor der PI3Kinase und somit des
Akt-Signalweges, U0126 als Inhibitor der Kinasen MEK1/2 und damit des MEK-
ERK-MAPK-Signalweges. Zugleich wurde in diesem Experiment durch Verwendung
des Caspasen-Inhibitors zZVAD Uberpruft, ob das Absinken der MIF-Proteinlevel mit
einer Caspasenaktivierung in Zusammenhang steht. Die Inhibition der Caspasen
misste dieser Hypothese nach das Absinken der MIF-Level unter einer ErbB2-

Inhibitorbehandlung verhindern.

In Abbildung 4 sind die Ergebnisse der auf den Zellkulturversuch folgenden Wes-
tern-Blot-Analyse dargestellt. Sowohl der ErbB2-Inhibitor CP724.714 (Abb. 4 A & B,
Spur 2) als auch der PI3K-Inhibitor Ly294002 allein (Abb. 4 A, Spur 4) fihren zum
Absinken der MIF-Proteinlevel. Eine Kombination aus beiden Inhibitoren (Abb. 4 A,
Spur 3) hat denselben Effekt, bewirkt aber keine Verstarkung dessen. Der MEK1/2 —
Inhibitor U0126 (Abb. 4 A, Spur 6; B, Spur 3) fuhrt zu keiner Veranderung der MIF-
Level verglichen mit DMSO-behandelten Zellen (Abb. 4 A & B, je Spur 1).

Das Absinken der MIF-Level in SK-BR-3-Zellen lasst sich unter einer ErbB2-
Inhibition und auch bei einer Inhibition des PI3K-Akt-, aber nicht des MEK-ERK-
MAPK-Signalweges beobachten. Die MIF-Herabregulierung ist also abhéangig vom
PI3K-Akt-Signalweg. Eine kombinierte Inhibition von ErbB2 und PI3K verstarkt den
Effekt auf MIF nicht.

Ferner verhindert die Behandlung mit zVAD (Abb. 4 A, Spur 7; B, Spur 6) nicht die
durch CP724.714 bewirkte Verringerung des zellularen MIF- Gehaltes. Die Verringe-
rung des MIF-Proteingehaltes ist folglich unabhangig von einer etwaigen Caspasen-

aktivitat.

Die Farbung fur pERK bzw. pAkt demonstrieren den Erfolg der verschiedenen Inhi-
bitorbehandlungen: Sowohl alleinige CP724.714-Behandlung (Abb. 4 A & B, je Spur
2) als auch Kombinationsbehandlungen mit CP724.714 (Abb. 4 A, Spur 3, 5 und 7,
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B, Spur 4 und 6) fuhren zu verringerter Phosphorylierung beider Kinasen, Akt und
ERK. Behandlung mit dem PI3K-Inhibitor Ly294002 (Abb. 4 A, Spur 4) lasst die
ERK-Phosphorylierung unverandert. Die MEK1/2-Inhibiton mit U0126 bewirkt ver-
ringerte pERK-Level (Abb. 4 A, Spur 6), aber keine Anderung der pAkt-Level (Abb. 4
B, Spur 3).

Die Inhibitoren Ly294002 und U0126 wirken demnach wie gewunscht nur auf einen
- dem ErbB2-Rezeptor nachgeschalteten - Signalwegast. Die MIF-Herabregulierung
unter einer ErbB2-Inhibition ist PI3K-abhangig und unabhéangig von Caspasenaktivi-
tat.
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Abbildung 4: Die Herabregulierung der MIF-Proteinlevel durch eine ErbB2-
Inhibition wird Gber den ErbB2-PI3K-Akt-Signalweg und unabhangig von einer
etwaigen Caspasenaktivitat vermittelt.

(A) Nur Behandlungen mit Beteiligung der Inhibitoren CP724.714 oder Ly294002
fuhren zu einer Herabregulierung der MIF-Proteinlevel. SK-BR-3-Zellen wurden fir 48
Stunden mit folgenden Inhibitoren einzeln oder in Kombination behandelt (vgl. Abbil-
dung): CP724.714 [1 uM] — ErbB2-Inhibitor; Ly294002 [25 uM] — PI3K-Inhibitor;
U0126 [5 pM] — MEKZ1/2-Inhibitor; zVAD [50 uM] — Caspaseninhibtor. Als Kontrolle
dienten DMSO-behandelte Zellen. Im Immunoblot wurden die MIF-Proteinlevel und
als read-out der Inhibitoraktivitdten die Phosphoproteine pAkt und pERK untersucht.
GAPDH fungierte als Ladekontrolle. (B) Wiederholung des Experimentes fir die
Inhibitoren CP724.714 [1 uM], U0126 [5 pM] und zVAD [50 uM]. Anzahl der unabhan-
gigen Experimente: n=3 fir die CP724.714 Behandlung, n=2 fir die Ly294002-
Behandlung (jeweils reprasentatives Ergebnis dargestellt), fir alle anderen Inhibitoren
und Kombinationen n=1.

Abbildung 4 - MIF-Herabregulierung durch ErbB2-Inhibition via Akt-Signalweg
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3.4 Eine Inhibition des ErbB2-Rezeptors senkt die HSP-
Level, die Aktivitat der HSP und die Stabilitat ver-
schiedener Hsp90-Klienten

Wie in Kapitel 3.2 (S. 26, Abb. 3 B) gezeigt, bleibt die MIF-mRNA-Expression unter
ErbB2-Inhibition in SK-BR-3-Zellen unverandert. Unsere Arbeitsgruppe konnte
zeigen, dass MIF in Brustkrebszellen durch das Chaperon Hsp90 stabilisiert wird
(Schulz et al. 2012). Es ist also denkbar, dass das Absinken der MIF-Proteinlevel
nach ErB2-Inhibition durch ein Absinken der Konzentration an HSP, verringerte HSP
Aktivitat, und damit sinkender Stabilisierung des Hsp90-Klienten MIF bedingt ist. Um
diese Hypothese zu Uberprifen wurde eine weitere Zeitreihe einer CP724.714

Behandlung im Zellkulturversuch an SK-BR-3-Zellen durchgefiihrt.

Wie vorab beobachtet, sinken die MIF-Proteinlevel im zeitlichen Verlauf der 48-
stiindigen Behandlung (Abb. 3, S. 27; Abb. 5, S. 32). Parallel dazu ist in Abbildung 5
A ein Absinken der Konzentrationen der Hitzeschockproteine Hsp70 und Hsp27
sowie der induzierbaren Form des Hsp90, Hsp90-a, zu beobachten. Jedes der
Proteine ist Bestandteil der sog. Hitzeschockproteinmaschinerie (Whitesell und
Lindquist 2005), die u.a. MIF stabilisiert (Schulz et al. 2012). Eine weitere, wichtige
Beobachtung ist die bereits nach 6 Stunden CP724.714 Behandlung eintretende
verminderte Phosphorylierung von S326 an HSF-1. Diese Phosphorylierung fuhrt zu
einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors der HSP (Guettouche et al. 2005).

Unter der ErbB2-Inhibitorbehandlung sinken die Level einiger weiterer Hsp90-
Klienten, wie in Abbildung 5 B zu sehen ist. Neben (in SK-BR-3-Zellen mutiertem)
p53, MIF und Bcl-xL, auch die Kinase Akt und der Transkriptionsfaktor des Hitze-
schockprogrammes HSF-1. Vergleicht man die HSF-1-Level (Abb. 5 B) mit den
pHSF-1-Leveln (Abb. 5 A) fallt auf, dass die Abnahme der Phosphorylierung friher
im zeitlichen Verlauf der Behandlung und insgesamt prominenter auftritt, als die

Abnahme des totalen zelluldren Gehaltes an HSF-1.

S473-Phosphorylierung an Akt diente hier wieder als Kontrolle der erfolgreichen

Inhibitorbehandlung.

Die Behandlung mit dem ErbB2-Inhibitor CP724.714 bewirkt in SK-BR-3-Zellen also
eine verminderte HSF-1-Aktivierung, gefolgt von einem Absinken des Gehalts an
Hitzeschockproteinen. Damit einhergehend kommt es zur Destabilisierung von
Hsp90-Klienten.
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Die Aktivierung von HSF-1 durch S326-Phosphorylierung unterbleibt zeitlich deutlich
bevor die HSF-1-Proteinlevel sinken. Erst &ndert sich also die Regulation des Tran-
skriptionsfaktors unter der Inhibitorbehandlung, dann zeigt sich der Effekt auf die
HSP-Level und HSF-1 (selbst ein Hsp90-Klient) wird destabilisiert.
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Abbildung 5: Die ErbB2-Inhibition bewirkt eine Inhibition der HSP-
Maschinerie und destabilisiert Hsp90-Klienten.

(A) Die aktivierende S326-Phosphorylierung an HSF-1 sowie anschlieend der
Gehalt an Hitzeschockproteinen in SK-BR-3-Brustkrebszellen nehmen im zeitli-
chen Verlauf der Behandlung mit CP724.714 [2 uM] deutlich ab. Eine Kontroll-
gruppe wurde nur mit DMSO behandelt. Die in der Zeitreihe erhaltenen Proteinly-
sate sind im Western Blot analysiert worden. Dabei wurden Farbungen fir den
aktivierten Transkriptionsfaktor pHSF-1, MIF, sowie die Hitzeschockproteine
Hsp90-a, Hsp70 und Hsp27 durchgeflihrt. pAkt als Erfolgskontrolle der Inhibitor-
behandlung und GAPDH als Ladekontrolle. (B) Die Klientenproteine der Hitze-
schockmaschinerie erfahren durch die ErbB2-Inhibiton eine Destabilisierung.
Experimentelles Vorgehen wie in (A), immunochemische Analyse der Proteinlevel
von monomerem HSF-1 und den Hsp90-stabilisierten Proteinen MIF, Bcl-xL,
mutiertes p53 sowie Akt. Zur Erfolgskontrolle der Behandlung diente pAkt und als
Ladekontrolle GAPDH. Anzahl der unabhangigen Experimente n=2 (Ausnahme
Hsp27, n=1), reprasentatives Ergebnis dargestellt.

Abbildung 5 - ErbB2-Inhibition bewirkt eine Inhibition der HSP-Maschinerie
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3.5 Die Aktivierung von HSF-1 durch einen Hitzeschock

wird durch eine ErbB2-Inhibition eingeschrankt

Wie im vorangegangen Kapitel gezeigt, schrénkt eine ErbB2-Inhibition die aktivie-
rende S326-Phosphorylierung an HSF-1 ein und senkt so die HSP-Level. Eine
Hitzeschockbehandlung fuhrt zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors HSF-1
(Guettouche et al. 2005). Um eine funktionelle Verbindung zwischen dem ErbB2-
Sighalweg und der Hitzeschockantwort zu zeigen, wurden SK-BR-3-Zellen in einem
weiteren Experiment flr 48 Stunden kultiviert und wahrenddessen, neben DMSO als
Kontrolle, mit den bereits beschriebenen Inhibitoren CP724.714 und Ly294002
behandelt. Jeweils eine Untergruppe der verschieden behandelten Zellen wurde vor
Ernte einem einstindigen Hitzeschock bei 43° C ausgesetzt, gefolgt von einer drei-
stiindigen Erholungsphase bei Normalbedingungen. Die gewonnen Zelllysate wur-
den mithilfe von Western Blots untersucht (Abb. 6).

In der DMSO-behandelten Untergruppe (Abb. 6, Spur 1 und 2) erkennt man die
ohne Inhibitoreinfluss stattfindenden Veradnderungen an HSF-1 nach einem Hitze-
schock (Abb. 6, Spur 2): Der Gehalt an S326-phosphoryliertem HSF-1 nimmt zu.
Ebenso steigt das Molekulargewicht von HSF-1, durch seine zahlreichen posttrans-
lationalen Modifikationen. Dies wird erkennbar an der leicht verringerten Wanderge-
schwindigkeit in der SDS-PAGE und der damit etwas hoher liegenden Bande im
Western Blot. Sowohl die Veranderungen des Molekulargewichtes als auch die
S326-Phosphorylierung verschwinden nahezu vollstandig in den CP724.714- (Abb.
6, Spur 3 und 4) und Ly294002-behandelten Untergruppen (Abb. 6, Spur 5 und 6).

Folglich verhindert die Inhibition des ErbB2-Signalweges die aktivierende S326-
Phosphorylierung nach einem Hitzeschock. Dieser Effekt wird mindestens zum Teil
uber den PI3K-Akt-Signalweg bewirkt oder ist abhangig von diesem.
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Abbildung 6: Die ErbB2-Inhibition bewirkt eine Uber PI3K-Akt vermittelte verringer-
te Aktivierung des Transkriptionsfaktors HSF-1 durch einen Hitzeschock.

Der Effekt der ErbB2-Inhibition auf die HSF-1-Aktivierung wird sowohl bei Betrachtung
der pHSF-1-Banden als auch der Anderung im Molekulargewicht von HSF-1 deutlich, die
durch vielfaltige posttranslationale Modifikationen entsteht. Humane SK-BR-3-
Brustkrebszellen wurden fiir 48 Stunden mit dem ErbB2-Inhibitor CP724.714 [2uM], dem
PI3K-Inhibitor Ly294002 [25 uM] oder DMSO als Kontrolle behandelt. Hitzeschockbe-
handlung erfolgte flr eine Stunde bei 43°C. AnschlieRend folgte eine dreistiindige Erho-
lungsphase im Inukubator bei Normalbedingungen. Die gewonnen Lysate wurden im
Western Blot auf den HSF-1-Gehalt bzw. dessen transkriptionell aktive Form pHSF-1
untersucht, Aktin diente als Ladekontrolle. Bis auf die Ergebnisse fur CP724.714 (n=2,
reprasentatives Bild gezeigt) handelt es sich um einen Einzelversuch.

Abbildung 6 - ErbB2-Inhibition verringert HSF-1-Aktivierung

Ein analoges, funktionelles Experiment wurde zusatzlich durchgefihrt, um den
Einfluss der Inhibition des ErbB2-Signalweges auf HSF-1 weiter zu untersuchen.
Dazu wurde ein in der Literatur beschriebenes immunfluoreszenzmikroskopisch
darstellbares Korrelat der Aktivierung von HSF-1 herangezogen. Mit HSF-1-
Antikdrpern gefarbte, fixierte Zellen zeigen verstarkt eine granuldre Musterung im
Zellkern. Diese so genannten nukledren Stresskdrperchen (nSBs) (Biamonti 2004)
entstehen, wenn HSF-1 zuvor z.B. durch einen Hitzeschock aktiviert wurde (Sarge
et al. 1993). Inaktivierter HSF-1 korreliert mit einer homogenen Kernanfarbung. 48
Stunden mit DMSO, CP724.714 bzw. Ly294002 behandelte SK-BR-3-Zellen wur-
den, wie oben beschrieben, einem Hitzeschock ausgesetzt, fixiert und mit einem
HSF-1- Antikorper und fluoreszenzmarkiertem Sekundarantikorper gefarbt. Eine
DAPI-Kernfarbung diente als Gegenfarbung. Die Ergebnisse der Auswertung der

erhaltenen Immunfluoreszenzbilder sind in Abbildung 7 zu finden.
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Auch in der Immunfluoreszenzanalyse zeigt sich eine deutliche Abnahme der HSF-
1-Aktivierung nach dem Hitzeschock in den inhibitorbehandelten Zellgruppen.
DMSO-behandelte Zellen zeigen zu 18,3 % eine granulare Kernanfarbung,
CP724.714-behandelte nur zu 8,1 % und Ly294002 behandelte zu 6,0 % (Abb. 7 B).

Beide Experimente zeigen lUbereinstimmend eine verringerte Aktivierung von HSF-1
durch Hitzeschock unter der ErbB2-Inhibition, mindestens zum Teil PI3K-vermittelt.
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Abbildung 7: Sowohl eine ErbB2- als auch eine PI3K-Inhibition reprimieren die Akti-
vierung von HSF-1 durch einen Hitzeschock.

(A) CP724.714-behandelte Zellen zeigen nach einem Hitzeschock deutlich seltener ein
granulares Muster in der HSF-1-Anfarbung als kontrollbehandelte Zellen. Einige reprasen-
tative Gesichtsfeldausschnitte sind hier dargestellt. Pfeile markieren Zellen mit granulérer
HSF-1-Kernanfarbung, 40x-Objektiv. (B) Diagrammdarstellung der Ergebnisse der quanti-
tativen Analyse. Die CP724.714- und Ly294002-Behandlung verringern beide drastisch den
prozentualen Anteil an Zellen, die eine granulare HSF-1-Anfarbung nach Hitzeschock im
Kern zeigen. Pro untersuchter Zellgruppe wurden fur die Quantifizierung jeweils mindes-
tens 3000 Zellen im Hinblick auf granulare, nukledre HSF-1-Anfarbung unter dem Fluores-
zenzmikroskop ausgezahlt. Humane SK-BR-3-Brustkrebszellen wurden nach 48-stiindiger
Behandlung mit dem ErbB2-Inhibtor CP724.714 [2 uM], dem PI3K-Inhibitor Ly294002
[25uM] oder DMSO als Kontrolle, fiir eine Stunde einem Hitzeschock bei 43° C ausgesetzt.
Nach drei weiteren Stunden unter Normalbedingungen wurden die Zellen fiir die Immunflu-
oreszenzanalyse fixiert und HSF-1 gefarbt (griin). Eine Zellkernfarbung erfolgte mit DAPI
(blau). Es handelt sich um einen Einzelversuch.

Abbildung 7 - ErbB2-Inhibition reprimiert HSF-1-Aktivierung
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3.6 Die Inhibition des ErbB2-Signalweges verandert die

Transkriptionsrate HSF-1-regulierter Gene

Die bisherigen Ergebnisse, die eine verminderten Aktivierung von HSF-1 unter
Blockierung des ErbB2-Sighalweges zeigen, werfen die Frage auf, inwieweit sich
dies auf die Transkription von HSF-1-Zielgenen auswirkt. Zu erwarten waren eine
gesteigerte Transkriptionsrate negativ regulierter Gene und eine herabgesenkte
Transkriptionsrate positiv regulierter Gene. Um dies zu ergriinden wurden SK-BR-3-
Zellen erneut fir 48 Stunden mit dem ErbB2-Rezeptor-Inhibitor CP724.714 behan-
delt, DMSO-behandelte Zellen als Kontrollgruppe gefuihrt und eine gRT-PCR Analy-
se der mRNA-Level einer Auswahl an HSF-1-Zielgenen durchgeflhrt. Gewahlt
wurden dazu die positiv regulierten Gene der HSP Hsp70 und Hsp110, als Vertreter
der Hitzeschockantwort (Lindquist 1986) und die Gene CDC6, CBX3, FASN und
SPTAN1, welche als Bestandteil des in Tumorzellen alternierten HSF-1-
Programmes beschrieben sind (Mendillo et al. 2012), vgl. auch Kapitel 1.5, S. 9.

CDCE6 kodiert fur das cell division cycle 6 protein, steht im Zusammenhang mit der
Regulation des Zellzyklus (Liu et al. 2000) und wird positiv durch HSF-1 reguliert.
CBX3 kodiert fur das chromoboxprotein homolog 3, dem eine Funktion in der Orga-
nisation des Heterochromatin und dessen Anbindung an die innere Zellkernmemb-
ran zugeordnet wird (Ye and Worman 1996). CBX3 wird positiv durch HSF-1 regu-
liert. FASN kodiert fur die Fettsdure-Synthase, ein Protein des Fettstoffwechsels
(Witkowski et al. 1991) und wird negativ reguliert. SPTAN1 kodiert fur das Protein
spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1, welches Bestandteil des Zytoskeletts in
nicht erythrocytaren Zellen ist (Moon and McMahon 1990) und ebenfalls negativ
durch HSF-1 reguliert wird (Abbildung 8 A, S. 39).

Die Ergebnisse der gPCR-Analyse finden sich in Abbildung 8. Die mRNA-Level sind
jeweils relativ zu denen in DMSO-behandelten Zellen gefundenen angegeben.
Einen Uberblick tber die jeweilige Regulationsrichtung der Gene liefert Teil A der
Abbildung.

Die Expression der untersuchten Gene wird durch Behandlung mit CP724.714
verandert. Alle Gene zeigen dabei eine Alternierung ihrer Expressionsrate, die
entgegengesetzt zur HSF-1-Regulierung ausfallt. Die drei durch HSF-1 positiv regu-
lierten Gene fur die Proteine Hsp70 (0,82 + 0,09), Hsp110 (0,68 £ 0,06) und CDC6
(0,68 £ 0,07, jeweils Angabe des Standardfehlers, n=3) zeigen eine gesenkte Ex-
pressionsrate (Abb. 8 B und C). Die negativ regulierten Gene FASN (1,99 * 0,29)
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und SPTAN1 (1,40 £ 0,20, je Angabe des Standardfehlers, n=3) weisen eine ge-
steigerte Expressionsrate auf (Abb. 8 C). Die Ergebnisse sind dabei mindestens auf
dem 5 %-Niveau signifikant (p-Werte aus den durchgefiihrten, zweiseitigen Stu-
dent’schen t-Tests finden sich in der Abbildungsunterschrift). Fir CBX3, das positiv
durch HSF-1 reguliert wird, konnte ebenfalls eine Reprimierung der Expressionsrate
(0,79 + 0,13, Standardfehler, n =2) unter der ErbB2-Inhibition gezeigt werden (Abb.
8 C), das Ergebnis ist allerdings nicht signifikant.

Eine Behandlung mit dem ErbB2-Inhibitor CP724.714 bewirkt in SK-BR-3-Zellen
folglich eine Alternierung der Transkriptionsrate HSF-1-regulierter Gene. Positiv
regulierte Gene werden unter einer ErbB2-Inhibition reprimiert, negativ regulierte
hingegen werden vermehrt transkribiert. Dieser Zusammenhang trifft sowohl fir
Gene der HSP Hsp70 und Hspll0 zu als auch fir die Gene des HSF-1-

Tumorprogramms, das von Mendillo et al. beschrieben wurde.
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Abbildung 8: Eine Inhibition des ErbB2-Signalweges verandert die Transkription
von HSF1- regulierten Genen.

(A) Ubersicht lber die untersuchten, durch HSF-1 aktivierten bzw. reprimierten Gene.
Humane SK-BR-3-Brustkrebszellen wurden 48 Stunden lang mit dem ErbB2-Inhibtior
CP724.714 [2 uM] bzw. zur Kontrolle mit DMSO behandelt. AnschlieRend wurde der
MRNA-Gehalt in den erhaltenen Extrakten vermittels gRT-PCR untersucht: (B) Die HSF-
1-regulierten Gene flr die HSP Hsp70 (p=0.0396) und Hsp110 (p=0.001) werden durch
die ErbB2-Inhibition herunterreguliert. (C) Die Transkription der Gene des flr Tumorzel-
len spezifischen HSF-1-Programms wird durch die ErbB2-Inhibition alterniert: SPTAN1
(p=0.0362), FASN (p=0.0069), CDC6 (p=0.001) und CBX3 (p=0.067). Als Haushaltsgen
wurde 36B4 benutzt. Die Expression ist jeweils relativ zu den kontrollbehandelten Zellen
angegeben. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. Anzahl unabhéangiger Experimente
n=3, auller SPTAN1 n = 2. qPCR jeweils in Triplikaten. Student‘'scher t-Test *p<0.05,
**p<0.01 und ***p<0.001, n.s. = nicht signifikant.

Abbildung 8 - ErbB2-Inhibition alterniert die Transkription des HSF-1-Programms
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3.7 Eine ErbB2-Inhibition verhindert die transkriptionelle
Wirkung von HSF-1 auf seine Zielgene nach einem
Hitzeschock

Wie in Kapitel 3.6 (S. 37) gezeigt wurde, alterniert eine ErbB2-Inhibition die Tran-
skription HSF-1-kontrollierter Gene. Es sollte nun mithilfe eines weiteren Zellkul-
turexperimentes ergriindet werden, ob die Inhibition des ErbB2-Rezeptors - auch bei
gleichzeitiger Einwirkung eines Hitzeschockes - die transkriptionsregulierende Wir-
kung von HSF-1 verhindern kann. SK-BR-3-Zellen wurden dazu 48 Stunden entwe-
der mit DMSO als Kontrolle oder dem ErbB2-Inhibitor CP724.714 behandelt und je
eine Untergruppe einem einstiindigen Hitzeschock bei 43° C ausgesetzt. Nach
dreistiindiger Erholungsphase wurden alle Zellen geerntet und deren Gehalt an
Hspl110-, CDC6-, FASN- und SPTAN1-mRNA untersucht.

Die gemessenen mRNA-Level sind jeweils relativ zu DMSO-behandelten, nicht
hitzegeschockten Zellen angegeben (Abb. 9, S. 41). Der Hitzeschock bewirkt eine
Hochregulierung der Transkription der positiv durch HSF-1 regulierten Gene fir das
Hsp110 (Abb. 9 A, 7,32 + 0,38) und CDC6 (Abb. 9 B, 1,54 + 0,31, jeweils Saule 1
vs. 3). Eine Herunterregulierung der Expression bewirkt der Hitzeschock bei den
negativ durch HSF-1 regulierten Genen FASN (Abb. 9 C, 0,86 = 0,04) und SPTAN1
(Abb. 9 D, 0,67 = 0,04, jeweils Saule 1 vs. 3). Jeweils Angabe des Standardfehlers,
n=2. Dies veranschaulicht die durch Hitzeschock erzielte Aktivierung von HSF-1 auf

Ebene der Transkription.

Fur das Gen des Hspl10 (Abb. 9 A, 11,33 £ 4,40) zeigt sich, dass die nach einer
ErbB2-Inhibition beobachtete Herabregulierung unter normalen Temperaturbedin-
gungen (Abb. 8 B, S. 39) durch einen Hitzeschock tberwunden wird. Das Ergebnis
in Bezug auf die hitzeschockbehandelte DMSO-Kontrolle ist nicht signifikant. Bei
den tumorspezifischen HSF-1-Zielgenen fuhrt die Behandlung mit dem ErbB2-
Inhibitor CP724.714 einheitlich, auch nach einem Hitzeschock, zu einer Alternierung
der Expressionsrate. Im Falle des positiv regulierten Gens CDC6 (0,79 + 0,05, Abb.
9 B) wird die Transkription reprimiert. Bei den negativ durch HSF-1 regulierten
Genen des HSF-1-Tumorprogrammes, FASN (1,75 £+ 0,08, Abb. 9 C) und SPTAN1
(1,28 £ 0,1, Abb. 9 D) steigt die Transkriptionsrate. Als Vergleich diente hier die
DMSO-behandelte, hitzegeschockte Zellgruppe. Jeweils Angabe des Standardfeh-
lers, n=2. Die Ergebnisse sind mindestens auf 5 %-Niveau signifikant (p-Werte aus
den durchgefihrten, zweiseitigen, Student’'schen t-tests finden sich in der Abbil-

dungsunterschrift).
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Als Ergebnis fir die Gene des tumorspezifischen HSF-1-Programms (CDC6, FASN
und SPTAN1) lasst sich also festhalten, dass die ErbB2-Inhibitorbehandlung mit
CP724.714 die HSF1-typische-Regulation der Expressionsraten auch nach einem

Hitzeschock, also massiver HSF-1-Aktivierung, verhindert.
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Abbildung 9: Die Inhibition des ErbB2-Rezeptors verhindert die Wirkung von
HSF-1 auf einige seiner Zielgene, auch nach einem Hitzeschock.

SK-BR-3-Zelllen wurden flir 48 Stunden unter einer Behandlung mit DMSO bzw.
CP724.714 [2 uM] kultiviert. Eine Untergruppe wurde des Weiteren fur eine Stunde bei
43° C einem Hitzeschock ausgesetzt und abschlieRend fir 3 Stunden wieder bei 37° C
inkubiert. Die Expression der HSF-1-Zielgene fir Hsp110 (A) sowie CDC6 (B), FASN
(C) und SPTAN1 (D) wurde durch gPCR untersucht. Die Inhibitorbehandlung vermag
es, auch unter der Hitzeschockeinwirkung, die HSF-1-Gen-Regulation zu verhindern.
Dies trifft allerdings nur auf die Gene des tumorspezifischen HSF-1-Programms (CDC6
(p=0,0373), FASN (p=0,0161), SPTAN1 (p=0,0048)), nicht auf das Gen fir Hsp110
(p=0,4142)) zu. Als Haushaltsgen diente 36B4. Der mRNA-Gehalt ist jeweils relativ zu
DMSO-kontrollbehandelten, nicht hitzegeschockten Zellen angegeben. Anzahl der
unabhangigen Experimente n=2, gPCR jeweils in Triplikaten. Fehlerbalken indizieren
den Standardfehler. Student‘scher t-Test *p<0.05, **p<0.01, n.s. = nicht signifikant.

Abbildung 9 - ErbB2-Inhibition behindert HSF-1-Wirkung auch nach Hitzeschock
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4 Diskussion

Fragestellung dieser Dissertation war, ob der zellulare Gehalt des pro-onkogenen
Proteins MIF in Brustkrebszellen vom Subtyp des Brustkrebses, in Bezug auf eine
Uberexpression des ErbB2-Rezeptors, abhangt. Die Ergebnisse dieser Arbeit wei-
sen eindeutig darauf hin, dass eine ErbB2-Uberexpression mit hohen MIF-Leveln
einhergeht (s. Abb. 2, S. 25). Ferner war eine Zielsetzung die Zusammenfiihrung
bekannter Einzelzusammenhange zwischen den dem ErbB2-Rezeptor nachgeschal-
teten Signalwegen, dem Regulator der Hitzeschockantwort HSF-1, den HSP, insbe-
sondere Hsp90 und dessen Klientenproteinen, vorrangig MIF. Die herausragende
pro-onkogene Bedeutung von MIF fir ErbB2-positiven Brustkrebs ist von unserer
Arbeitsgruppe bereits gezeigt worden. Erstmals konnte in der vorliegenden Arbeit
eine klare Signalachse vom ErbB2-Rezeptor Uber die Akt-Kinase zum Transkripti-
onsfaktor HSF-1 gezeigt werden. Uber diese wird auch die Expression der HSP
reguliert, die viele bekannte tumorwachstumférdernde Proteine wie Akt, HSF-1

selbst, mutiertes p53 und MIF stabilisieren.

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die folgenden Aussagen beziehen sich auf Ergebnisse, gewonnen aus Zellkulturex-
perimenten in der ErbB2-Uberexprimierenden Zelllinie SK-BR-3 (s. Abb. 2, S. 25).

Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass die Inhibition des ErbB2-Rezeptors in
ErbB2-Uberexprimierenden Zellen ein Absinken der MIF-Protein-Level bewirkt,
welches nicht auf Transkriptionsebene vermittelt wird (s. Abb. 3, S. 27). Eine Desta-
bilisierung auf Proteinebene war als Erklarung denkbar. Zunachst wurde gepruft, ob
eine Caspasenaktivierung die sinkenden MIF-Level erklart und Gber welchen Sig-
nalweg die beobachteten Effekte vermittelt werden. Die beiden bedeutsamsten,
stromabwarts des ErbB2-Rezeptors gelegenen Signalwegdaste sind der MEK-ERK-
MAPK-Signalweg und der PI3K-Akt-Signalweg (Eccles 2011). Durch eine Behand-
lung mit flr diese Signalwege spezifischen Inhibitoren konnte der Effekt auf die MIF-
Level eindeutig dem PI3K-Akt-Signalwegast zugeordnet werden und durch Ko-
Behandlung mit dem Caspaseninhibitor zVAD eine Beteiligung der Caspasen aus-
geschlossen werden (s. Abb. 4, S. 30). MIF wird in Brustkrebszellen durch Hsp90
stabilisiert (Schulz et al. 2012). Wir konnten hier zeigen, dass eine ErbB2-Inhibition
die HSP-Maschinerie, inklusive Hsp90, inhibiert (s. Abb. 5 A, S. 32). Als Ausdruck
dessen kann die von uns gezeigte Abnahme der Level der Proteine Akt, HSF-1,

mutiertes p53, Bcl-xL und MIF gewertet werden (Abb. 5 B), welche allesamt als
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Hsp90-Klienten gelten (Basso 2002, Li et al. 2011, Caldas-Lopes et al. 2009, Picard
2013). Diese Beobachtungen lenkten die Aufmerksamkeit auf den Transkriptionsfak-
tor der HSP: HSF-1.

HSF-1 ist von auf3erordentlicher Bedeutung im Zusammenhang mit Brustkrebs.
Brusttumoren mit hdherem HSF-1-Gehalt in den Zellkernen der Krebszellen sind im
Schnitt grofer, invasiver und mit einer schlechteren Prognose fur die Patientinnen
vergesellschaftet (Santagata et al. 2011). Auch im Mausmodell konnte eine Steige-
rung von Invasivitat, Metastasierung und Proliferationsgeschwindigkeit durch HSF-1
beim Brustkrebs gezeigt werden (Xi et al. 2012). Wichtig ist, dass es sich dabei
ebenfalls um durch ErbB2-Uberexpression induzierte Tumoren handelte. Wir konn-
ten zeigen, dass die Aktivierung des Transkriptionsfaktors HSF-1 durch einen Hitze-
schock unter der Behandlung mit dem ErbB2-Inhibitor CP724.714 deutlich herabge-
senkt wird. Dies lieR sich anhand verminderter S326-Phosphorylierung und Ande-
rung des Molekulargewichts durch posttranslationale Modifikationen von HSF-1 auf
der Proteinebene (Abb. 6, S. 34) zeigen. AuRerdem in einem funktionellen Experi-
ment anhand der verringerten Bildung nuklearer Stresskérperchen in der Immunflu-
oreszenz (Abb. 7, S. 36). Es konnte zusatzlich demonstriert werden, dass dieselben
Effekte auch mit dem PI3K-Inhibitor Ly294002 erzielbar waren (Abb. 6 und 7, S.
34f), was ihre Vermittlung tUber den PI3K-Akt-Signalweg nahelegt.

Mendillo et al. beschrieben 2012, dass HSF-1 in Krebszellen ein distinktiv anderes
Genprogramm reguliert als in nicht entarteten Zellen. Einige dieser in Tumorzellen
unterschiedlich regulierten Gene ,unterstitzen onkogene Prozesse: Zellzyklusregu-
lation, Signalwege, Metabolismus, Adhasion und Translation“ (Mendillo et al. 2012,
S. 549). Zur Untersuchung der Auswirkungen einer ErbB2-Inhibition in ErbB2-
Uberexprimierenden Brustkrebszellen auf der Transkriptionsebene wahlten wir
einige der besonders praferenziell in Tumorzellen durch HSF-1 regulierten Gene
aus: CDC6, CBX3, FASN und SPTAN1. Zusatzlich untersuchten wir als Gene der
klassischen Hitzeschockantwort die HSP-Gene fir Hsp70 und Hsp110. Wir konnten
zeigen, dass letztere durch eine ErbB2-Inhibition reprimiert werden (Abb. 8 B, S.
39). Die Expressionsraten der Gene des HSF-1-Tumorprogramms wurden durch die
ErbB2-Inhibition jeweils in die der HSF-1-Regulierung entgegengesetzte Richtung
verandert. Positiv regulierte Gene wurden reprimiert, negativ regulierte verstarkt
transkribiert (Abb. 8 C, S. 39). Dieser Effekt konnte fur CDC6, SPTAN1 und FASN
auch nach zusatzlicher Stimulierung der HSF-1-Aktivitat durch einen Hitzeschock
noch aufrechterhalten werden. Unbehandelte Zellen reagierten darauf mit Regulati-

on der Transkriptionsraten in die Richtung, die jeweils von Mendillo et al. fiur HSF-1
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beschrieben wurde. Eine ErbB2-Inhibitorbehandlung hingegen bewirkte eine Regu-

lation in die entgegengesetzte Richtung (Abb. 9 B - C, S. 41).

Die hier erarbeiteten Ergebnisse sprechen fiir eine konstitutive Uberaktivierung von
HSF-1 in ErbB2-tberexprimierenden Brustkrebszellen. Diese wird tber die ErbB2-
PI3K-Akt-HSF-1-Achse, welche hier erstmalig beschrieben ist, vermittelt.

Insgesamt filhren die gewonnenen Evidenzen zu der in Abbildung 10 A (S. 45)
schematisch  dargestellten  Modellvorstellung der  Ablaufe in  ErbB2-
Uberexprimierenden Brustkrebszellen: Die Dimerisierung des ErbB2-Rezeptors, fur
die wegen der ErbB2-Uberexpression kein Ligand notwendig ist (Di Fiore et al.
1987, vgl. auch Kapitel 1.2, S. 3), fuhrt zur Aktivierung des PI3K-Akt-Signalweges
(reprasentiert durch die Akt-Kinase). Die Akt-Kinase liegt dann vermehrt in ihrer
aktiven, phosphorylierten Form (pAkt) vor. pAkt fuhrt nun tber einen in dieser Arbeit
nicht Gberpruften Mechanismus zur Aktivierung von HSF-1, erkennbar an dessen
S326-Phosphorylierung. Eines der Hauptziele der Signalkinase Akt ist die Kinase
mammalian target of rapamycin (mTOR). Chou et al. beschrieben mTOR in Hela-
Zellen als ,essentiell fur die (...) HSF-1-Aktivierung® (Titel der Arbeit) und als die
Kinase, die eben jenen S326-Rest phosphoryliert (Chou et al. 2012). Die S326-
Phosphorylierung fuhrt zu Anderungen der Expression von HSF-1-regulierten Ge-
nen, unter anderem werden HSP-Gene transkribiert. Die HSP, insbesondere Hsp90,
wiederum stabilisieren ihre Klienten, neben HSF-1 auch viele Onkoproteine, hier
exemplarisch MIF, mutiertes p53 und den ErbB2-Rezeptor. Eine weitreichende

Auflistung von Hsp90-Interaktoren liefert Picard (Picard 2013).

In Abbildung 10 B soll die Situation unter einer ErbB2-Inhibitorbehandlung (z.B.
CP724.714) bildlich verdeutlicht werden: Die Behandlung verhindert die Aktivierung
des stromabwarts des ErbB2-Rezeptors liegenden PI3K-Akt-Signalweges. Dadurch
kommt es zu keiner S326-Phosphorylierung von HSF-1, es sinkt die Transkriptions-
rate der HSP-Gene und anderer positiv HSF-1-regulierter Gene. Zugleich steigt die
Transkriptionsrate HSF-1-reprimierter Gene. Der sinkenden HSP-Gen-Transkription
folgt ein Absinken der zellularen HSP-Level und folglich kommt es zu einer Destabi-

lisierung der HSP-Klienten, deren Proteinlevel somit ebenfalls sinken.
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Abbildung 10: Hypothesen zur Interaktion von ErbB2, HSF-1 und seinen
Zielgenen sowie den HSP in einer ErbB2-Uberexprimierenden Tumorzelle.
(A) Hoch aktive ErbB2-Akt-HSF-1-Achse, aktive Transkriptionsregulierung durch
HSF-1, aktive Stabilisierung von Hsp90-Klienten (B) Inhibition der ErbB2-Akt-
HSF-1-Achse z.B. durch CP724.714, Destabilisierung von Hsp90-Klienten.

Abbildung 10 - Veranschaulichung der Hypothesen
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4.2 Ausblick

4.2.1 Die fehlende Verbindung zwischen Akt und HSF-1

In der Literatur findet sich eine Vielzahl von Forschungsergebnissen lber posttrans-
lationale Modifikationen des Transkriptionsfaktors HSF-1 wie Phosphorylierung,
Sumoylierung und Acetylierung. Den wenigsten konnte bisher eine eindeutige Rolle
bei der Regulation der Funktion von HSF-1 zugeordnet werden (Anckar und Sisto-
nen 2011). Die Mutationsanalyse der 12 gefundenen Serinreste, die nach einem
Hitzeschock phosphoryliert vorgefunden werden, zeigte, dass mit Ausnahme von
S326 kein anderer Serinrest fir die Funktionalitat von HSF-1 essentiell ist (Guettou-
che et al. 2005). S326-Phosphorylierung gilt somit als die am effizientesten stimula-
torisch wirkende bekannte Modifizierung an HSF-1. In Ubereinstimmung mit diesen
Ergebnissen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die durch eine ErbB2-
Inhibition vermittelte Verringerung der S326-Phosphorylierung mit einer gesenkten
HSF-1 Aktivierung einhergeht (Abb. 6 und 7, S. 34f). Chou et al. beschrieben mTOR
als die fur diese Phosphorylierung verantwortliche Kinase in HeLa-Zellen (Chou et
al. 2012). Neuere, auf der vorliegenden Arbeit aufbauende Ergebnisse unserer
Arbeitsgruppe konnten dies in ErbB2-Uberexprimierenden Brustkrebszellen bestati-
gen. Eine mTOR-Inhibition mit Rapamycin fuhrte genau wie die ErbB2- und die Akt-
Inhibition zu erniedrigter HSF-1Aktivierung, einer Inhibition der HSP-Maschinerie
und einer Destabilisierung des Hsp90-Klienten MIF (Schulz et al. 2014). Die be-
schriebene ErbB2-Akt-Achse konnte somit also um einen weiteren Schritt stromab-
warts vervollstandigt werden zur ErbB2-Akt-mTOR-HSF-1-Achse (Abb. 10 A).

4.2.2 Das HSF-1 Transkriptionsprogramm

Fur die gPCR-Analysen der Transkriptionsraten HSF-1-regulierter Gene wurden in
dieser Arbeit Gene aus zwei Gruppen gewahlt: Als Vertreter der klassischen Hitze-
schockproteine die Gene fur Hsp70 und Hspl110 und vier der von Mendillo et al.
beschriebenen Gene, die nur in Tumorzellen HSF-1-reguliert sind (Mendillo et al.
2012). Die induzierbare Form von Hsp90, Hsp90-a (Gen HSP90AA1), ist ebenfalls
untersucht worden (Daten hier nicht gezeigt), da Hsp90 zusammen mit Hsp70 wohl
funktionell das bedeutendste HSP darstellt (Taipale et al. 2010; Tavaria et al. 1996).
Die daraus gewonnenen Ergebnisse waren allerdings wenig einheitlich. Dem lag,
wie sich retrospektiv zeigte, ein Problem mit dem Primer fir die gPCR zugrunde, der
auch die konstitutiv exprimierte Form von Hsp90 miterfasste. Versuche aus unserer
Arbeitsgruppe mit spezifischen Hsp90-a-Primern lieferten Ergebnisse, die sich mit
den hier beschriebenen Beobachtungen fur Hsp70 und Hsp110 decken (Schulz et
al. 2014).
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Fur Hsp110 zeigten wir, dass die Hochregulierung der Genexpression durch einen
Hitzeschock, anders als bei den tumorspezifisch-HSF-1-kontrollierten Genen, durch
CP724.714-Behandlung nicht unterbunden werden kann (Abb. 9 A, S. 41). Dies
kann als Indiz dafir verstanden werden, dass weitere Aktivierungsmechanismen
von HSF-1 oder die wenig untersuchten Isoformen HSF-2/3/4 fur die Regulation der
HSP-Genexpression eine Rolle spielen, die bei den tumorzellspezifischen Genen

von untergeordneter Bedeutung sind.

4.2.3 ErbB2, HSF-1 und Brustkrebs - Implikationen fiir neue Thera-
pieansatze

Die hier vorgestellten Ergebnisse sind génzlich aus Zellkulturexperimenten, also in
vitro gewonnen worden. Es ist unabdingbar, deren Richtigkeit und Relevanz in
zukUnftigen Arbeiten auch in weiteren Zelllinien sowie in vivo, z.B. im Mausmodell,
zu bestatigen. Erfreulicherweise ist dies unserer Arbeitsgruppe z.T. in Zusammen-
arbeit mit anderen, in Aufbau auf diese Arbeit, inzwischen auch gelungen. Die hier
beschriebenen Ergebnisse auf Proteinebene (Abb. 3 bis Abb. 6, S. 27ff) konnten in
zwei weiteren humanen sowie einer murinen, ErbB2-Uberexprimierenden Brust-
krebszelllinie bestétigt werden. Ferner wurden die Effekte auf Proteinebene dort
auch durch siRNA-knockdown von ErbB2 und HSF-1 bestétigt. Besonders hervor-
zuheben sind die in vivo-Ergebnisse: Im Mausmodell des ErbB2-Uberexprimieren-
den Brustkrebses konnte das Tumorwachstum durch Behandlung mit dem
EGF/ErbB2-Rezeptor-Inhibitor Lapatinib stark beeintrachtigt werden. Auf3erdem
wurde in der Analyse der Tumorlysate im Western Blot die Inhibition der HSF-1-
Hsp90-MIF-Achse bestatigt. Zusatzlich zeigte die histopathologische Untersuchung
einiger humaner, invasiver duktaler Mammakarzinome eine positive Korrelation
zwischen der ErbB2-Expression und der Intensitat der Serin 326-Phosphorylierung
von HSF-1 (Schulz et al. 2014).

Neben der Publikation von Schulz et al. gibt es noch einige weitere Arbeiten, die
bereits Daten geliefert haben, die die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation
stltzen. Mir sind vier Arbeiten der letzten drei Jahre bekannt, die Hinweise darauf
liefern, dass der ErbB2-Rezeptor und der Transkriptionsfaktor der Hitzeschockant-
wort HSF-1 bei der Entstehung, dem Wachstum, der Invasivitat und der Metastasie-
rung von Brustkrebs funktionell in Zusammenhang stehen, ohne dabei jedoch den
genauen Mechanismus zu erklaren. Meng und Gabai konnten zeigen, dass die
neoplastische Transformation menschlicher epithelialer Brustdrisenzellen (MCF-
10A), die mittels ErbB2-Uberexpression herbeigefiihrt werden kann, durch knockout
von HSF-1 verhindert wird (Meng et al. 2010). Aul3erdem zeigten sie im ErbB2-
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Brustkrebs-Mausmodell, dass HSF-1-knockout die Tumorentstehung in diesen
Tieren stark verzogert. Zusatzlich wachsen diese Tumore langsamer und sind
schlechter vaskularisiert, was sie auf die Supression des Transkriptionsfaktors HIF-
la (vgl. Kapitel 1.3, S. 6) auf Translationsebene zurtckfiihren konnten (Gabai et al.
2012). Zhao et al. haben in ihrer Arbeit zu trastuzumabresistenten Brustkrebszellen
gezeigt, dass Trastuzumabbehandlung zur Inhibition der Glykolyse fihrt und dieser
Effekt HSF-1 vermittelt ist. Sie konnten einer Herabregulierung der HSF-1-Level auf
Proteinebene unter der Behandlung mit dem ErbB2-Antikérper beobachten (Zhao et
al. 2011), was sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit deckt (Abb. 5, S. 32). Xi et al.
schlie3lich liefern weitere in vivo gewonnene Ergebnisse. Knockout von HSF-1 in
Mausen, die ErbB2 im Brustdriisengewebe tberexprimieren (Mausestamm: FVB/N-
Tg(MMTVneu)202Mul/J), fuhrt zu einer drastischen Abnahme der Anzahl an Tieren,
die einen Tumor entwickeln verglichen mit HSF-1 wildtypischen Mausen. Nach
knapp eineinhalb Jahren hatte keines der HSF-1-knockout Tiere einen Tumor,
allerdings schon 22 % der HSF-1-wildtypischen Tiere. Uber den gesamten Be-
obachtungszeitraum von Uber 2 Jahren entwickelte nur ein HSF-1-knockout Tier
einen Tumor (7 %), aber 74 % der HSF-1-Wildtypen (Xi et al. 2012). Schulz et al.
konnten nun zeigen, dass eine ErbB2-Uberexpression HSF-1 konstitutiv aktiviert.
Dies stellt eine von vielen Mdglichkeiten dar das Hsp90-System Uberzuaktivieren.

Auch Dai et al. aus der Arbeitsgruppe um Susan Lindquist konnten bereits 2007 fir
andere Krebsentitaten umfanglich zeigen, dass HSF-1-knockout in Mausen tumor-
protektiv wirkt. Im Mausmodell der chemisch induzierten Hautkrebsentstehung
wurde durch knockout von HSF-1 die Gesamtanzahl an Tumoren gesenkt und die
Latenz bis zum Tumorauftreten sowie das Gesamtuberleben drastisch verlangert.
Ein deutlich verlangertes Gesamtiberleben hatten ebenfalls fir die p53 R172H
Mutation heterozygote Mause, die gleichzeitig den HSF-1 -/- Genotyp aufwiesen
(medianes Uberleben: HSF-1 +/+ 427 Tage versus HSF -/- >622 Tage) (Dai et al.
2007).

HSF-1 hat zwei fur entartete Zellen essentielle Funktionen: Durch Aktivierung der
Hitzeschockantwort unterstitzt er die Krebszelle, indem er so einen Kompensati-
onsmechanismus fir die kumulierenden fehlgefalteten Proteine, die aufgrund des
erhdhten zytotoxischen Stresses in Tumorzellen entstehen, liefert (Dai et al. 2007;
Whitesell und Lindquist 2009). Auferdem steuert HSF-1 in Tumorzellen ein onko-
genes Transkriptionsprogramm, das Bezlige zur Regulation des Zelliberleben und
Wachstum aufweist (Mendillo et al. 2012).
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Das direkte Zusammenspiel zwischen der Uberexpression des ErbB2-Rezeptors,
HSF-1 und Hitzeschockproteinen in SK-BR-3-Zellen konnte in dieser Arbeit Uber-
zeugend gezeigt werden. Zusammengenommen mit den beschriebenen in vivo-
Daten aus den Mausmodellen spricht vieles dafur, dass dieser Zusammenhang fur
die ErbB2-abhéngige Brustkrebserkrankung auch funktionell von grof3er Bedeutung
ist und damit einen potentiellen Therapieangriffspunkt liefert: den gleichzeitigen
Einsatz von ErbB2-Inhibitor oder -Antikdrper und Inhibitoren von HSF-1 (bislang
noch nicht bereit fir den klinischen Gebrauch) (Whitesell und Lindquist 2009) oder
Hitzeschockproteinen. Beim trastuzumabrefraktarem Brustkrebs beispielsweise ist
der Hsp90-Inhibitor Tanspimycin (17-AAG) im Rahmen einer Phase II-Studie bereits
erfolgreich in Kombination mit Trastuzumab eingesetzt worden (Modi et al. 2011).
Daher ist, gerade im Hinblick auf primare und sekundare Resistenzen gegen die
ErbB2-Antikérperbehandlung, die Nutzung eines weiteren Angriffspunktes in der in
dieser Arbeit erstmalig beschriebenen ErbB2-Akt-HSF-1-HSP-Achse eine vielver-

sprechende zusatzliche Therapieoption.
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5 Zusammenfassung

Her2-positiver Brustkrebs, der Subtyp des Mammakarzinoms, bei dem eine Uberex-
pression des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors-2 (ErbB2/Her2) vorliegt, hat
fur die betroffenen Frauen eine besonders schlechte Prognose. Eine positive Korre-
lation zwischen der ErbB2-Expression in Brusttumoren und der Expression des
Makrophagen-Migration-inhibierenden Faktors (MIF), einem inzwischen gut bekann-
ten tumorfoérdernden Protein, konnte bereits gezeigt werden. Ferner konnte gezeigt
werden, dass MIF durch das Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) in einem Mausmodell
des Her2-positiven Brustkrebses stabilisiert wird. Der zugrundeliegende Mechanis-

mus war bisher unverstanden.

In dieser Doktorarbeit konnte erstmalig demonstriert werden, dass Hitzeschockfak-
tor-1 (HSF-1), der Transkriptionsfaktor der stressinduzierten Hitzeschockproteine
(HSP), einschlieBBlich  Hsp90, in  ErbB2-lUberexprimierenden  SK-BR-3-
Brustkrebszellen konstitutiv durch ErbB2 aktiviert wird. Durch eine Behandlung mit
dem ErbB2-Inhibitor CP724.714 konnte die aktivierende Serin326-Phosphorylierung
von HSF-1 verhindert werden. Als Folge wird, wie durch Western-Blot-Analysen
gezeigt, die HSP-Maschinerie inhibiert und tumorférdernde Hsp90-Klienten wie MIF,
Akt, mutiertes p53, ErbB2 und HSF-1 destabilisiert. AuRBerdem konnte die unterblei-
bende HSF-1-Aktivierung durch quantitative PCR-Analysen und Immunfluores-
zenzmikroskopie bestatigt werden. Die mechanistischen Untersuchungen konnten
die hier erstmalig beschriebene ErbB2-Akt-HSF-1-Achse aufdecken, Uber die HSF-1
in SK-BR-3-Zellen reguliert wird. Ferner konnte eine ErbB2-Inhibition sogar die
HSF-1-Aktivierung durch einen Hitzeschock unterbinden.

Unsere Ergebnisse zeigen zum ersten Mal, dass die ErbB-2-Uberexpression in SK-
BR-3-Zellen eine konstitutive HSF-1-Aktivierung bewirkt, mit der Folge, dass tumor-
fordernde Hsp90-Klienten wie MIF, HSF-1 selbst, ErbB2 und mutiertes p53 stabili-
siert werden. Die neu entdeckte ErbB2-Akt-HSF-1-Hsp90-Klienten-Achse legt mog-
licherweise neue Angriffspunkte fiir zusétzliche Pharmaka bei der Therapie Her2-

positiven Brustkrebses offen.
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Lang, Goéttingen) sowie Abschluss des Dritten Abschnitts der Arztlichen Prifung,
voraussichtlich Mitte 2015, visiere ich eine Weiterbildung zum Facharzt der Allge-

meinmedizin an.
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