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1 Einleitung 

1.1 Mammakarzinom 

1.1.1 Epidemiologie und Ätiologie 

Das Mammakarzinom ist eine maligne Entartung der Brustdrüse und laut Robert Koch-

Institut (RKI) die häufigste Krebserkrankung bei Frauen. Etwa eine von acht Frauen 

erkrankt in ihrem Leben am Mammakarzinom. In Deutschland selbst erkranken jährlich 

rund 70.000 Frauen (RKI 2018). Weltweit betrachtet gab es 2018 rund 2,1 Millionen 

Neudiagnosen Brustkrebs und über 625.000 Frauen starben letztendlich an der 

Krebserkrankung (Harbeck et al. 2019). Im Vergleich zu anderen Krebsentitäten ist das 

Mammakarzinom die Krebsart, an der am meisten Frauen versterben (Bray et al. 2018).  

Für das Erkrankungsrisiko spielen genetische Faktoren, Hormone und Lebensstilfaktoren 

eine Rolle. Dies sind Lebensstilfaktoren wie beispielsweise Übergewicht und 

Bewegungsmangel nach den Wechseljahren. Als Risikofaktoren gelten eine frühe Menarche 

und eine späte Menopause, Kinderlosigkeit (Nullipara) und eine erste Schwangerschaft im 

höheren Alter. Gesteigert werde das Erkrankungsrisiko beispielsweise auch durch eine 

längere kombinierte Östrogen-Gestagen-Hormonersatztherapie (RKI und Gesellschaft der 

epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (GEKID) 2019). Die familiäre 

Häufung von Brustkrebs weist auf das Vorliegen gemeinsamer genetischer Faktoren hin, 

wobei das Risiko für eine Erkrankung am Mammakarzinom bei Mutationen in den Genen 

breast cancer(BRCA)1 und BRCA2 als erhöht gilt (Antoniou und Easton 2006). Faktoren wie 

Alter, Tumorstadium, Grading des Tumors, Subtyp und lymphovaskulärer Status sind 

entscheidend für die Prognose (Harbeck et al. 2019). Die relative 5-Jahres-Überlebensrate 

für erkrankte Frauen liegt bei 88 % (RKI 2018). 

1.1.2 Histopathologische Klassifikation 

Es gibt verschiedene histopathologische Unterschiede und molekulare Merkmale, wodurch 

diese Brustkrebserkrankung charakterisiert werden kann. Die Einteilung des 

Mammakarzinoms ist insbesondere für die therapeutischen Optionen und die daraus 

resultierenden Prognosen wichtig.  
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Histologisch kann das Mammakarzinom nach seinem Ursprungsgewebe in zwei größere 

Untertypen unterschieden werden: In das invasive lobuläre Karzinom, welches von den 

Zellen des Drüsenläppchenepithels ausgeht und das invasive Mammakarzinom ohne 

besonderen Typ (no special type, NST; vorher bezeichnet als invasives duktales Karzinom), 

ausgehend vom Milchgangsepithel (Sinn und Kreipe 2013). Für beide Typen gibt es eine 

nichtinvasive Vorstufe, ein Carcinoma in situ. Die invasiven Mammakarzinome vom NST 

kommen mit ca. 70 % am häufigsten vor. Neben diesen zwei Untertypen gibt es noch weitere 

spezielle Unterformen (Harbeck et al. 2019). 

Hinsichtlich der späteren Therapieoptionen sind vor allem die Exprimierung von 

Östrogenrezeptoren (ER) und Progesteronrezeptoren (PR) sowie des human epidermal growth 

factor receptor 2 (HER2) und des Proliferationsmarkers Ki67 entscheidend (Harbeck et al. 

2019). Östrogen kodiert, beispielsweise durch Bindung an den Östrogenrezeptor, 

Transkriptionsfaktoren. Liegen mutierte Krebszellen vor, können Östrogene oder auch 

andere extrazelluläre Signale das Wachstum dieser Zellen stark stimulieren und so die weitere 

Krebsentwicklung unterstützen. Daher ist es wichtig herauszufinden, ob Hormonrezeptoren 

exprimiert werden und ob diese als therapeutische Zielstruktur dienen können (Williams und 

Lin 2013). Es können vier molekulare Subtypen anhand des Rezeptorstatus unterteilt 

werden, wobei im Folgenden „positiv“ für eine Exprimierung des Rezeptors steht und 

„negativ“ für keine Exprimierung. Für den „luminal A-like“ Subtyp gilt: ER- und PR-positiv 

sowie HER2-negativ und Ki69 niedrig. Der „luminal B-like“ Typ wird nochmal unterschieden 

in einen HER2-negativen (ER-positiv und PR-negativ oder Ki67 hoch) und einen HER2-

positiven (ER-positiv und Ki67 niedrig oder hoch) Subtyp. Für den „HER2-

überexprimierten“ Subtyp gilt: HER2-überexprimiert sowie ER- und PR-negativ. Der „basal 

like“ Subtyp (ER- und PR- sowie HER2-negativ) zeigt eine weitgehende Übereinstimmung 

mit dem triple-negative breast cancer (TNBC) (ER- und PR-negativ, HER2 nicht überexprimiert) 

(Coates et al. 2015). 

Für das Grading werden die Anzahl der zu Tubuli differenzierten Tumorzellen, der 

pleomorphen Zellen und der Mitosen betrachtet und zur Beurteilung der 

Wachstumsgeschwindigkeit und somit der Aggressivität des Tumors in einem dreistufigen 

System von G1 - G3 bewertet (Elston und Ellis 1991). Das Staging des Mammakarzinoms 

erfolgt anhand der TNM-Klassifikation. Diese Klassifikation basiert auf Arbeiten von Pierre 

Denoix aus den 1940er Jahren und wurde seitdem durch die Union Internationale Contre le 

Cancer (UICC) weiterentwickelt (Cserni et al. 2018). Die Primärtumorgröße (T), befallene 
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Lymphknoten (N) und Fernmetastasen (M) sind für die Stadieneinteilung je nach 

Tumorausbreitung und somit für mögliche Therapien des Mammakarzinoms relevant.  

1.1.3 Therapie 

Es gibt verschiedene Therapiemöglichkeiten beim Mammakarzinom. Die Auswahl des 

jeweiligen Therapieschemas ist vom Stadium und der Ausbreitung des Tumors abhängig.  

Für ein lokales Karzinom ohne Fernmetastasen erfolgt in der Regel eine operative Therapie 

mit Ausräumung der axillären Lymphknoten sowie mit Strahlen- und/oder Systemtherapie. 

Die Systemtherapie, Chemo- oder zielgerichtete Therapie, kann dabei neoadjuvant oder 

adjuvant erfolgen. Die Strahlentherapie wird nach der operativen Therapie durchgeführt 

(Leitlinienprogramm Onkologie 2021). 

Für eine mögliche zielgerichtete Therapie des Mammakarzinoms sind sein Hormonrezeptor- 

und sein HER2-Status relevant. Bei HER2-positiven Tumoren wird simultan zur 

Chemotherapie eine zielgerichtete Therapie mit dem monoklonalen Antikörper 

Trastuzumab über ein Jahr empfohlen (Wolff et al. 2013; Leitlinienprogramm Onkologie 

2021). Auch für den Ki67-Proliferationsindex konnte bereits ein Zusammenhang mit der 

Prognose des Mammakarzinoms aufgezeigt werden, jedoch wird dieser in der aktuellen 

Leitlinie weiterhin nicht als Entscheidungskriterium über die Durchführung einer Therapie 

empfohlen (Harris et al. 2016; Leitlinienprogramm Onkologie 2021). 

Bei Hormonrezeptor-positiven Karzinomen, das heißt bei ER- und/oder PR-positiven 

Tumoren, wird zu einer endokrine Therapie mittels Tamoxifen geraten (Early Breast Cancer 

Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG) et al. 2011; Leitlinienprogramm Onkologie 2021). 

Bei prämenopausalen Frauen mit ER-positivem Brustkrebs, die kein Tamoxifen erhalten 

können oder wollen, ist eine Behandlung mit einem gonadotropin-releasing hormone-(GnRH-

)Agonisten empfohlen, um die ovarielle Östrogenproduktion zu unterdrücken (Emons et al. 

2003; Leitlinienprogramm Onkologie 2021). Ebenso kann eine Therapie mit GnRH-

Agonisten zusätzlich zu Tamoxifen bei hohem Rezidivrisiko abgewogen werden (Hackshaw 

et al. 2009; Leitlinienprogramm Onkologie 2021). 

Mit den derzeitig verfügbaren Therapieoptionen gilt ein fortgeschrittenes Mammakarzinom 

mit Fernmetastasen allerdings weiterhin als unheilbar, einzig die Überlebenszeit kann 

verlängert und die Symptome gelindert werden (Cardoso et al. 2018). 
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1.2 TNBC 

10 - 20 % der Brustkrebserkankungen macht der Subtyp des triple-negative breast cancer (TNBC) 

aus. Oft betrifft dieser vor allem jüngere Patientinnen (Morris et al. 2007).  

TNBC-Zellen sind charakterisiert durch die fehlende Exprimierung von ER und PR sowie 

keiner Überexprimierung von HER2 (Harbeck et al. 2019). Jedoch zeigte sich in 

Untersuchungen bereits, dass der Subtyp des TNBC in sich noch wesentlich heterogener 

und komplexer ist und sich weiter in Unterformen einteilen lässt. Lehmann et al. 

präsentierten 2011 sechs Arten des TNBC: eine basal-like 1, eine basal-like 2, eine 

mesenchymale, eine stammartige mesenchymale, eine immunmodulatorische und eine 

luminale Androgenrezeptor Unterform. Wenige Jahre später wurden diese auf vier 

Unterformen verfeinert: eine basal-like 1 immunaktivierte, eine basal-like 2 

immunsupprimierte, eine mesenchymale und eine luminale Androgenrezeptor Gruppe 

(Lehmann et al. 2016). Nach Untersuchungen der RNA- und DNA-Profile von TNBC 

identifizierten Burstein et al. (2015) eine ähnliche Klassifikation wie Lehmann et al. Die 

einzelnen Unterformen des TNBC zeichnen sich dabei durch verschiedene Gensignaturen 

und dementsprechend unterschiedlichen Prognosen aus (Bareche et al. 2018).  

Fernrezidive treten beim TNBC im Vergleich zu anderen Subtypen häufiger und früher auf 

(Dent et al. 2007). Zudem neigt das Mammakarzinom vom TNBC-Typ mit höherer 

Wahrscheinlichkeit zur Bildung von Metastasen in Lunge und Gehirn, was die 

Überlebensprognose verschlechtert (Lin et al. 2012). Gegenüber anderen Subtypen zeigt das 

TNBC vor allem durch sein aggressiveres klinisches Verhalten eine schlechtere Prognose 

auf. Patientinnen mit der Diagnose TNBC haben eine höhere Wahrscheinlichkeit zu 

versterben, als Patientinnen mit anderen Brustkrebsarten (Dent et al. 2007). 

1.2.1 Therapie des TNBC  

Die allgemeine Therapie des Mammakarzinoms besteht, wie in Kapitel 1.1.3 beschrieben, 

aus einer operativen und einer systemischen Therapie sowie einer Strahlentherapie.  

Als medikamentöse Therapie ist derzeit eine Chemotherapie mit Anthrazyklinen und 

Taxanen oder mit Docetaxel und Cyclophosphamid empfohlen (Nitz et al. 2019; 

Leitlinienprogramm Onkologie 2021). Außerdem kann eine Zugabe von Carboplatin zur 

Therapie erwogen werden, da dies die Wahrscheinlichkeit einer pathologischen 

Komplettremission erhöht (Hahnen et al. 2017; Leitlinienprogramm Onkologie 2021).  
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Die Kenntnis über Subtypen des TNBC und die weitere Forschung über die Heterogenität 

des TNBC kann für die therapeutischen Optionen von großer Bedeutung sein. Des Weiteren 

rückt so die zielgerichtete Therapie des TNBC (siehe 1.2.2) immer mehr in den Vordergrund.  

1.2.2 Zielgerichtete Therapie des TNBC 

Zielgerichtete Therapien, auch targeted therapy, sind medikamentöse Therapien, die sich 

spezifisch auf wachstumsfördernde Mechanismen in Tumorzellen auswirken (Baudino 

2015). Bei HER2-positiven Tumoren, wie in Kapitel 1.1.3 beschrieben, ist beispielsweise eine 

zielgerichtete Therapie mit einem HER2-Inhibitor empfohlen.  

Allerdings sind die Optionen für den Subtyp des TNBC im Bereich der systemischen 

zielgerichteten Therapie eingeschränkt, da die Angriffspunkte an den Progesteron- und 

Östrogenrezeptoren sowie am HER2-Rezeptor durch die fehlende Exprimierung dieser als 

therapeutische Zielstruktur nicht gegeben sind (Harbeck et al. 2019).  

In vielzähligen Studien wurden mögliche neue Angriffspunkte zur Therapie von TNBC 

geprüft. Dabei wurden Poly-ADP-Ribose-Polymerase-Enzym-(PARP-)Inhibitoren, 

Checkpoint-Inhibitoren des Immunsystems und Konjugate gegen Wirkstoffe von 

Antikörpern untersucht. Zwei PARP-Inhibitoren und ein Checkpoint-Inhibitor erhielten die 

Zulassung durch die US-Arzneimittelbehörde FDA (Lyons 2019).  

PARP-Enzyme reparieren Schäden der DNA. Liegt eine BRCA-Mutation vor, führt dies 

dazu, dass die homologen Rekombinations-Reparaturmechanismen der DNA defekt sind 

und die Tumorzellen unkontrolliert wachsen. PARP-Inhibitoren hemmen die Reparatur 

beschädigter DNA und führen zum programmierten Zelltod (Farmer et al. 2005). Robson et 

al. (2017) konnten aufzeigen, dass Olaparib zu einem signifikant verlängerten 

progressionsfreien Überleben von ca. 3 Monaten im Vergleich zur Chemotherapie führt 

(ClinicalTrials.gov Nr.: NCT02000622). Ebenso konnte der Vorteil einer Therapie mit 

Talazoparib im Hinblick auf ein verlängertes progressionsfreies Überleben aufgezeigt werden 

(Litton et al. 2018, ClinicalTrials.gov Nr.: NCT01945775). Diese beiden PARP-Inhibitoren 

Olaparib und Talazoparib erhielten von der FDA die Zulassung für BRCA-mutierte TNBC 

(Lyons 2019). 

In Forschungen zu möglichen therapeutischen Ansatzpunkten konnte nachgewiesen 

werden, dass in Brustkrebsgewebe und vor allem in TNBC tumorinfiltrierende Lymphozyten 

aufzufinden sind. Dadurch nimmt das Immunsystem Einfluss auf das Ansprechen einer 

Chemotherapie in stark proliferierenden Tumoren (Denkert et al. 2010; Loi et al. 2013). Die 
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Konzentration der tumorinfiltrierenden Lymphozyten korreliert dabei mit dem Ansprechen 

auf eine neoadjuvante Chemotherapie und mit einem Überlebensvorteil beim TNBC 

(Denkert et al. 2018). Beim Mammakarzinom vom Subtyp TNBC wird auf diesen 

tumorinfiltrierenden Lymphozyten der programmed cell death ligand 1 (PD-L1) exprimiert, 

welcher gegen die Tumorzellen gerichtete Immunantworten inhibieren kann (Chen und 

Mellman 2013; Mittendorf et al. 2014). Der PD-L1-Inhibitor Atezolizumab greift in diesen 

Mechanismus des Immunsystems ein, indem er die Wechselwirkung mit dem programmed cell 

death protein 1 (PD-1-Rezeptor) auf T-Zellen unterbindet und wurde als erster Checkpoint-

Inhibitor zur Therapie von metastasiertem TNBC von der US-Arzneimittelbehörde FDA 

zugelassen (Lyons 2019). Schmid et al. (2018) konnten nachweisen, dass die Kombination 

von Atezolizumab mit nab-Paclitxel bei Patientinnen mit metastasiertem TNBC zu einem 

längeren progressionsfreien Überleben führt (ClinicalTrials.gov Nr.: NCT02425891).  

Weitere Studien zu PARP-Inhibitoren als Therapieoption für Mammakarzinome, wie 

beispielsweise für Veliparib (ClinicalTrials.gov Nr.: NCT02163694) oder für Olaparib 

kombiniert mit einer Immuntherapie mit Durvalumab (ClinicalTrials.gov Nr.: 

NCT03167619), werden durchgeführt. Auch wird weiter an Antikörper-Wirkstoff-

Konjugaten, wie Sacituzumab, als mögliche Therapie von TNBC geforscht 

(ClinicalTrials.gov Nr.: NCT02574455). Die Identifizierung neuer Angriffspunkte beim 

TNBC und die Untersuchungen zu zielgerichteten Therapien dieser scheinen ein großes 

Spektrum an therapeutischen Möglichkeiten für die Zukunft zu bieten. 

1.3 MAPK-Signalweg 

Die am häufigsten mutierte Signalkaskade in menschlichen Krebszellen ist der mitogen-activated 

protein kinase-(MAPK-)Signalweg. Daher setzen viele Strategien der Tumortherapie hier an 

(Liu et al. 2018). Dieser mehrstufige Transduktionsweg über einzelne Proteinkinasen 

reguliert zelluläre Prozesse wie Wachstum, Differenzierung, Migration und Apoptose. Die 

Aktivierung der einzelnen Serin- und Threonin-Kinasen erfolgt dabei jeweils durch 

Phosphorylierung: die MAPK-Kinase-Kinase (MAPKKK/MEKK) aktiviert die MAPK-

Kinase (MAPKK/MEK) und diese aktiviert MAPK. MAPK kann dann weitere Substrate, 

wie zum Beispiel Transkriptionsfaktoren, aktivieren (Schaeffer und Weber 1999). Stimuli der 

Signalkaskade können extrazelluläre Signale wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren, Zytokine 

oder Zellstress sein. Treten Mutationen im MAPK-Signalweg auf, so können diese zu 

erhöhten Proliferationsraten der Tumorzellen führen (Johnson und Lapadat 2002).  
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Es sind mehrere MAPK-Kaskaden bekannt, die nach der vorherigen beschriebenen Abfolge 

ablaufen. Der allgemeine Aufbau eines MAPK-Signalweges ist schematisch in Abbildung 1 

dargestellt.  

Das Interesse der Forschung zur Tumortherapie gilt aber vor allem der extracellular signal-

regulated kinase-(ERK-)MAPK-Kaskade, da viele genetische Mutationen im Rahmen von 

Krebserkrankungen beobachtet wurden, die genau diesen Signalweg beeinflussen (Roberts 

und Der 2007). Die ERK-MAPK-Kaskade besteht aus dem vorgeschalteten G-Protein rat 

sarcoma (RAS) und den folgenden Kinasen: rapidly accelerated fibrosarcoma (RAF), MEK und 

ERK (Liu et al. 2018). Sie ist schematisch in Abbildung 1 dargestellt.  

 

 

Abbildung 1: MAPK-Signalweg.  Dargestellt ist A) der allgemeine Aufbau eines MAPK-Signalweges und B) 

die ERK-MAPK-Kaskade. Durch ein extrazelluläres Signal, wie in der ERK-MAPK-Kaskade EGF, kommt es 

zur Dimerisierung des Rezeptors und dadurch zur Rekrutierung des AP-GEF-Komplexes zur Membran. In 

der ERK-MAPK-Kaskade ist der AP-GEF-Komplex der GRB2-SOS-Komplex. Dieser Komplex sorgt für die 

Aktivierung eines G-Proteins, wie RAS. Das G-Protein bzw. RAS phosphoryliert MAPKKK bzw. RAF und 

setzt somit die Phosphorylierungskaskade in Gang. Die letzte Kinase kann direkt oder über weitere Substrate 

im Zytosol Transkriptionsfaktoren im Zellkern aktivieren. Eigene Darstellung basierend auf Kolch 2000; 

Roberts und Der 2007; Liu et al. 2018. AP: Adapterprotein, GEF: guanine nucleotide exchange factor, TF: 

Transkriptionsfaktor, EGF: epidermal growth factor, GRB2: growth-factor-receptor bound protein, SOS: son of sevenless. 
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Der RAS-RAF-MEK-ERK-Weg wird durch Wachstumsfaktoren über die Stimulation von 

Oberflächenrezeptoren an der Zelle aktiviert, während die anderen bekannten MAPK-

Kaskaden durch Wachstumsfaktoren sowie auch Zellstress aktiviert werden (Roberts und 

Der 2007). Mit der allgemeinen Bezeichnung MAPK-Kinase ist oft eben diese ERK-MAPK-

Signalkaskade gemeint (Liu et al. 2018).  

Durch einen extrazellulären Stimulus, wie zum Beispiel durch einen Wachstumsfaktor 

(epidermal growth factor, EGF) kommt es zu Dimerisierung und Autophosphorylierung des 

EGF-Rezeptors an der Plasmamembran (Huang und Fu 2015). 

Im Zytosol befindet sich ein Komplex aus einem growth-factor-receptor bound protein (GRB2) als 

Adapterprotein und einem stabil vereinigten Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor (guanine 

nucleotide exchange factor, GEF), wie beispielsweise son of sevenless (SOS). Dieser GRB2-SOS-

Komplex gelangt durch den Stimulus am Rezeptor zur Membran und bindet am aktivierten 

EGF-Rezeptor. Nun kann SOS am membrangebundenen RAS den Austausch von GDP zu 

GTP katalysieren und das G-Protein RAS aktivieren (Mitin et al. 2005; Liu et al. 2018).  

RAS phosphoryliert und aktiviert im nächsten Schritt RAF, sodass es zur Dimerisierung von 

RAF kommt (Weber et al. 2001). RAF hat drei sich ähnelnde Isoformen ARAF, BRAF und 

CRAF (Samatar und Poulikakos 2014). Das aktivierte RAF aktiviert dann MEK – wobei die 

Isoform BRAF die stärkste Aktivität in der Aktivierung von MEK zeigt (Liu et al. 2018). 

Aktiviertes MEK phosphoryliert im letzten Schritt ERK und stellt den entscheidenden 

Schritt als Pförtner der Kaskade dar (Caunt et al. 2015).  

Aktiviertes ERK kann dann mit vielen weiteren Substraten interagieren. Es aktiviert zum 

einen direkt Transkriptionsfaktoren im Nucleus und zum anderen Zielstrukturen im Zytosol, 

wie zum Beispiel die p90-ribosomale-S6-Kinase (RSK), welche ebenfalls 

Transkriptionsfaktoren im Nucleus aktivieren kann (Frödin und Gammeltoft 1999). 

Dadurch können Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose reguliert werden 

(Samatar und Poulikakos 2014). Die MAPK-Kaskade läuft allerdings nicht nur linear ab, 

sondern es erfolgt eine Kommunikation mit einem Netzwerk von anderen Signalwegen, 

wodurch es zur Aktivierung und Auslösung von weiteren Signalen kommen kann (Schaeffer 

und Weber 1999). Auch kommt es durch ERK zu einer Aktivierung von 

Rückkopplungsschleifen, die sich dann auf die Kontrolle und die Regulierung der MAPK-

Kaskade und somit auch auf ERK selber auswirken (Samatar und Poulikakos 2014).  
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1.3.1 Zielgerichtete Therapien in der MAPK-Kaskade 

Es gestaltet sich schwierig, Ansatzpunkte zur direkten Hemmung von RAS zu finden. Ist 

RAS mutiert, dann ist dieses G-Protein unempfindlich gegenüber der GTP-Hydrolyse und 

so bleibt GTP dauerhaft mit hoher Affinität gebunden. Die derzeit in Versuchen genutzten 

RAS-Inhibitoren kommen nicht gegen diese hohe Affinität von GTP zum RAS an. Der 

weitere Fokus liegt nun auf der Erforschung einer Möglichkeit zur indirekten Inhibition eines 

mutierten RAS-Proteins (Baines et al. 2011).  

Bei der Aktivierung von RAF im nächsten Schritt der Kaskade kommt es durch die 

Phosphorylierung von RAS zur Dimerisierung von RAF (Weber et al. 2001). Diese stellt den 

entscheidenden Ansatzpunkt für die derzeitigen Therapien dar. Gegenwärtig existieren 

bereits mehrere RAF-Inhibitoren. Vemurafenib und Dabrafenib sind für die Behandlung 

eines RAF-mutierten, metastasierten Melanoms bereits zugelassen (Samatar und Poulikakos 

2014). Poulikakos et al. (2011) fanden heraus, dass mutiertes BRAF keine Aktivierung durch 

RAS für die Dimerisierung benötigt und auch ohne Dimerisierung als Monomer weitere 

Signale in der Kaskade geben kann. Präklinische Versuche mit den RAF-Inhibitoren zeigten 

auch, dass diese RAF und auch ERK in Tumoren ohne BRAF-Mutation nicht inhibieren, 

sondern paradoxerweise die MAPK-Kaskade und ERK aktivieren und teilweise sogar 

Resistenzen entwickeln. Somit bieten diese Medikamente bislang nur eine mögliche 

therapeutische Option bei Tumoren mit BRAF-Mutation (Halaban et al. 2010; Samatar und 

Poulikakos 2014).  

Anfängliche Versuche mit MEK-Inhibitoren wurden oft durch Toxizität begrenzt und 

erforderten weitere Studien (Rinehart et al. 2004; Haura et al. 2010). Der MEK-Inhibitor 

Trametinib ist derzeit, wie auch die oben aufgeführten RAF-Inhibitoren, für die Behandlung 

eines RAF-mutierten, metastasierten Melanoms zugelassen (Samatar und Poulikakos 2014). 

In Versuchen zu MEK-Inhibitoren in RAS-mutierten Tumoren konnte ebenso eine gute 

Wirksamkeit beobachtet werden (Hatzivassiliou et al. 2013). Allerdings zeigten einige MEK-

Inhibitoren bei Patienten mit RAF-mutiertem, metastasiertem Melanom, die vorher eine 

Behandlung mit RAF-Inhibitoren erhielten, keinen Erfolg (Kim et al. 2013). Mögliche 

Gründe dafür sind, dass der Tumor Resistenzen gegen die Inhibitoren entwickelt oder über 

die Kommunikation mit anderen Signalkaskaden die Kinase ERK aktiviert werden kann. Es 

laufen weitere Studien, in denen mögliche Therapien mit RAF- und MEK-Inhibitoren 

einzeln und in Kombination untersucht werden. Auch scheint für den Therapieerfolg 

relevant zu sein, in welcher vorgeschalteten Kinase der MAPK-Kaskade die Mutation 

vorliegt (Samatar und Poulikakos 2014).  
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Einige RAF- und MEK-Inhibitoren befinden sich derzeit bereits in klinischer Anwendung. 

Jedoch treten immer mehr Resistenzen gegen diese Inhibitoren auf. Durch die Resistenzen 

kann es zu einer Reaktivierung von ERK und somit seiner Signalweiterleitung kommen. Dies 

kann über parallele Wege zu einer Wiederherstellung der MAPK-Kaskade und somit zur 

Aktivierung von ERK-Signalen führen (Sullivan et al. 2018). Deshalb richtet sich das 

Interesse nunmehr auf die direkte Hemmung von ERK als neuen Ansatzpunkt.  

1.3.2 ERK1/2-Inhibitor 

Es gibt mehrere ERK-Kinasen, wobei die Kinasen ERK1 und ERK2 den letzten Schritt der 

ERK-MAPK-Kaskade darstellen (siehe 1.3). Da die ERK1- und ERK2-Kinasen zu 90 % 

ähnlich in der Abfolge ihrer Aminosäuren sind und eine ähnliche Funktionalität haben, 

werden sie im Folgenden als ERK1/2 zusammengefasst (Boulton et al. 1991).  

Bis vor Jahren sah man ERK1/2 nur als Zielstruktur von MEK an, weswegen sie bis dato 

nicht im Fokus stand (Samatar und Poulikakos 2014). Nach Erkenntnissen aus präklinischen 

Untersuchungen und Studien ist nun aber bekannt, dass ERK1/2-Inhibitoren 

Resistenzentstehung hemmen und auch die Resistenzen gegen RAF- und MEK-Inhibitoren 

bewältigen können. Der Inhibitor Ulixertinib (BVD-523) wurde dabei als erster ERK1/2-

Inhibitor überhaupt in die klinische Phase aufgenommen (Sullivan et al. 2018, 

ClinicalTrials.gov Nr.: NCT01781429). Zum Beispiel wird Ulixertinib auch in Kombination 

mit einem CDK4/6-Inhibitor in Anwendung bei Pankreastumoren und anderen soliden 

Tumoren untersucht (ClinicalTrials.gov Nr.: NCT03454035). Des Weiteren befindet sich 

Ulixertinib derzeit in einer klinischen Studie bei Patienten mit MAPK-Kaskade veränderten 

fortgeschrittenen, soliden Tumoren (ClinicalTrials.gov Nr.: NCT04566393).  

SCH772984, ein weiterer ERK1/2-Inhibitor, inhibiert die intrinsische Aktivität als Kinase 

von ERK1/2 und die Phosphorylierung von ERK1/2 durch MEK (Samatar und Poulikakos 

2014). Durch Morris et al. (2013) wurde bereits beschrieben, dass durch SCH772984 in RAS- 

oder BRAF-mutierten Tumorzellen die Proliferation gehemmt und die Apoptose induziert 

werden kann – und das auch in Zellen, die sich auf BRAF- oder MEK-Inhibitoren resistent 

zeigten. Daher scheint auch SCH772984 eine vielversprechende Therapieoption 

darzustellen. 

Wie beschrieben, ist aus ersten präklinischen Untersuchungen und Studien bekannt, dass 

ERK1/2-Inhibitoren Resistenzen gegenüber Inhibitoren der vorgeschalteten Kinasen im 

MAPK-Signalweg und auch die dadurch resultierende Reaktivierung dieses Signalweges 

überwinden können (Germann et al. 2017). Außerdem scheinen ERK1/2-Inhibitoren 
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weniger sensitiv gegenüber Resistenzen zu sein (Sullivan et al. 2018). Die Inhibition von 

ERK1/2 als mögliche neue Therapie könnte in Zukunft erfolgreich werden, was die 

Notwendigkeit und Bedeutsamkeit der weiteren Forschung über die Wirkung und 

pharmakokinetischen Eigenschaften von ERK1/2-Inhibitoren aufzeigt.  

1.4 GnRH 

Das hypothalamische gonadotropin-releasing-hormone (GnRH) wurde erstmalig von Schally et al. 

1971 beschrieben. Im Menschen gibt es zwei Subtypen GnRH-І und GnRH-ІІ mit 

übereinstimmendem Genom (White et al. 1998). In gynäkologischen Tumoren gleicht die 

Signaltransduktion nach Aktivierung des GnRH-ІІ-Rezeptors dem Signalweg des GnRH-І-

Rezeptors (Eicke et al. 2006). 

GnRH reguliert die Sekretion vom Luteinisierenden Hormon und vom 

Follikelstimulierenden Hormon in der Hypophyse. Die beiden sezernierten Hormone 

stimulieren daraufhin in den Ovarien die Östrogen- und Progesteronsynthese sowie die 

Follikelreifung (Stojilkovic et al. 1994). Auch in gynäkologischen Tumoren wie in ca. 80 % 

der Ovarial- und Endometriumkarzinome und in ca. 50 % der Mammakarzinome konnten 

Rezeptoren für GnRH nachgewiesen werden (Irmer et al. 1994; Emons et al. 1997; Völker 

et al. 2002). In vorherigen Untersuchungen konnte zudem belegt werden, dass über 70 % 

der Mammakarzinome vom Subtyp TNBC GnRH-Rezeptoren exprimieren (Buchholz et al. 

2009; Föst et al. 2011). 

Im Mammakarzinom hat GnRH einen großen Einfluss auf das Zellwachstum und die 

Metastasierung. Der Einsatz von GnRH-Analoga bietet somit interessante therapeutische 

Möglichkeiten (Gründker und Emons 2017). Studien legten nahe, dass die getrennte 

Zuordnung in Agonisten und Antagonisten des GnRH-Systems in Tumorzellen nicht 

zutrifft, sondern Antagonisten sich in den meisten Krebszelllinien wie Agonisten verhalten 

(Emons et al. 1993; 1997).  

Eine Behandlung mit GnRH-Analoga hemmt, neben der beschriebenen 

Östrogenproduktion (siehe 1.1.3), über die Aktivierung einer Phosphotyrosinphosphatase 

die Tyrosin-Autophosphorylierung von Wachstumsfaktor-Rezeptoren. Dadurch wird die 

durch den Wachstumsfaktor EGF induzierte Aktivierung der ERK-MAPK-Signalkaskade 

inhibiert (Emons et al. 1997; Gründker et al. 2000; 2001). Die Proliferation in menschlichen 

Brustkrebszellen kann so durch GnRH-Agonisten wie auch GnRH-Antagonisten inhibiert 

werden (Emons und Schally 1994, zitiert nach Gründker et al. 2002). Zudem konnten von 
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Alten et al. (2006) nachweisen, dass eine Behandlung mit dem GnRH-Agonisten Triptorelin 

oder dem GnRH-Antagonisten Cetrorelix eben nicht nur die Proliferation von 

Mammakarzinomzellen beeinflussen kann, sondern auch die Invasion und Migration der 

Zellen und somit die metastatische Fähigkeit signifikant reduziert. Auch die Ergebnisse von 

Schubert et al. (2011) bestätigten, dass durch GnRH-Analoga die Metastasenbildung in 

TNBC reduziert werden kann. 

1.5 CTGF 

Der connective tissue growth factor (CTGF) ist ein Wachstumsfaktor des Bindegewebes und 

gehört zur CCN-Familie. Namensgebend für die CCN-Familie waren die ersten 

identifizierten Proteine: cysteine-rich angiogenic inducer 61 (CYR61), CTGF und nephroblastoma 

overexpressed (NOV) (Bork 1993).  

CCN-Proteine haben Einfluss auf die Zellproliferation, Migration und auf die Tumorgenese 

(Lau und Lam 1999; Perbal 2004). Dass speziell ein hoher CTGF-Spiegel in Brustkrebszellen 

mit dem Krebsstadium, der Tumorgröße und dem Lymphknotenstatus korreliert, konnten 

Xie et al. (2001) nachweisen. In umfassenden Versuchen von Chen et al. (2007) zeigte sich 

zudem, dass sich durch die vermehrte Expression von CTGF die Zellmorphologie verändert 

und die Zelle eine erhöhte Migrationsfähigkeit aufweist. Auch wird der Wachstumsfaktor 

während der epithelialen-mesenchymalen Transition in Mammakarzinomzellen erhöht 

exprimiert (Ziegler et al. 2014).  

Diesen Einfluss auf intrazelluläre Vorgänge und Signalwege nehmen die CCN-Proteine 

mittels Signalgebung über Integrin-Rezeptoren. Zu den bekannten Oberflächenrezeptoren 

von CTGF zählt auch der Integrin-αvβ3-Rezeptor (Babic et al. 1999). Im Gegensatz zu den 

anderen mit CCN-Proteinen interagierenden Integrinen, ist das aktive Integrin αvβ3 mit einer 

Zunahme des metastasierenden Potenzials und somit der Invasivität in menschlichem 

Brustkrebs und fortgeschrittenen Tumoren assoziiert (Liapis et al. 1996; Felding-Habermann 

et al. 2001). In Versuchen von Chen et al. (2007) konnte gezeigt werden, dass die CTGF-

vermittelte Zellmigration von der ERK1/2-Phosphorylierung abhängig ist. Ebenso konnte 

in CTGF-überexprimierten Zellen eine Hochregulierung von S100A4, einem Calcium 

bindenden Protein, beobachtet werden. Durch Inhibierung des ERK-MAPK-Signalwegs ließ 

sich diese wieder runterregulieren (Gründker et al. 2016). Folglich konnte nachgewiesen 

werden, dass CTGF durch die Bindung an den Integrin-αvβ3-Rezeptor über den ERK-

MAPK-Signalweg zu einer gesteigerten S100A4-Expression und zu einer gesteigerten 

Zellinvasion von Brustkrebszellen führt (Chen et al. 2007). Die Identifizierung von CTGF 
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als extrazellulärer Treiber für die Zellinvasion stellt eine interessante Option für die 

Behandlung von invasivem Brustkrebs dar. Eine Verminderung der CTGF-Expression führt 

zu einer verminderten Phosphorylierung von ERK1/2 und mindert so die Fähigkeit zur 

Invasion. CTGF könnte demensprechend als therapeutischer Ansatz sehr bedeutsam sein 

(Hellinger et al. 2019; 2020). 

1.6 Zielsetzung und Fragestellung 

Es laufen viele Studien zu zielgerichteten Therapien mit RAF- und MEK-Inhibitoren in der 

ERK-MAPK-Kaskade. Es konnte jedoch bereits beobachtet werden, dass es durch 

Resistenzen oder Signale von parallelen Kaskaden zu einer Reaktivierung von ERK1/2 

kommen kann. Daher kommen ERK1/2-Inhibitoren als neue Therapieoption für die 

Behandlung von aggressiven Mammakarzinomen eine große Bedeutung zu. Die Folgen einer 

möglichen ERK1/2-Resistenz in TNBC sind bisweilen allerdings nicht bekannt und auch 

fehlen mögliche Therapieansätze, die bei einer gebildeten Resistenz zum Einsatz kommen 

können. Daher soll die Auswirkung einer ERK1/2-Resistenz auf das Zellwachstum und die 

dreidimensionale (3D) Sphäroid-Invasion in TNBC-Zellen analysiert werden und Thema 

dieser Arbeit sein. Es wird angenommen, dass eine ERK1/2-Resistenz in TNBC-Zellen zu 

einer gesteigerten 3D-Sphäroid-Invasion und CTGF-Expression führt.  

Zuerst soll der Einfluss von den ERK1/2-Inhibitoren Ulixertinib und SCH772984 auf die 

Aktivierung und Expression von ERK1/2 in TNBC-Zellen im Vergleich zur Expression in 

resistenten TNBC-Zellen untersucht werden. Für die Versuche soll mindestens eine 

ERK1/2-resistente Zelllinie generiert werden. Gegenüber flachen 2D-Modellen auf festen 

Membranen ahmen Versuche mit 3D-Sphäroiden viel getreuer die Morphologie von 

Tumoren nach (Vinci et al. 2015). Daher soll im Weiteren die Auswirkung einer ERK1/2-

Resistenz auf die 3D-Sphäroid-Invasion und der Einfluss von ERK1/2-Inhibitoren auf die 

Invasion der nicht resistenten sowie der resistenten TNBC-Zellen analysiert werden. 

Zusätzlich soll mittels AlamarBlue-Assay der Einfluss der ERK1/2-Resistenz auf das 

Zellwachstum dargestellt werden.  

Wie in Kapitel 1.4 aufgeführt liefern Studien zur Behandlung von Mammakarzinomen mit 

GnRH-Analoga vielversprechende Ergebnisse. Als mögliche Therapieoption von ERK1/2-

resistenten TNBC-Zellen soll eine Behandlung mit dem GnRH-Agonisten Triptorelin 

untersucht werden. Aus Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe konnte zudem bereits 

aufgezeigt werden, dass CTGF einen wichtigen Treiber für die Zellinvasion darstellt und 

attraktive therapeutische Möglichkeiten zur Behandlung von invasiven Mammakarzinomen 



Einleitung 14 

  

eröffnet (Hellinger et al. 2020). Daher soll zuletzt eine mögliche Korrelation der CTGF-

Expression und der ERK1/2-Resistenz in TNBC untersucht werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Tabelle 1: verwendete Geräte 

Gerät Hersteller 

Analysenwaage BP 161 P Sartorius, Göttingen, DE 

Arium® mini Sartorius, Göttingen, DE 

Autoklav KSG 112 KSG-Sterilisatoren GmbH, Olching, DE 

Biofuge® pico Heraeus, Hanau, DE 

Bunsenbrenner Flammy S schuett-biotec GmbH, Göttingen, DE 

C-DiGit® Blot Scanner LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, 

USA 

CO2-Inkubator SANYO (MCO-18AC) Sanyo Electric Co. Ltd., Osaka, Japan 

Eisflockenbereiter EFBH358-N GGM Gastro International GmbH, 

Ochtrup, DE 

ErgoOne® FAST Pipette Controller STARLAB International GmbH, Hamburg, 

DE 

Fluoreszenzmikroskop Olympus IX51  

+ Olympus U-RFL-T  

Olympus, Shinjuku, Tokio, Japan 

Flüssigstickstoffbehälter Arpege 140 Air Liquide, Paris, Frankreich 

Gefrierschrank -30 °C und -25 °C Liebherr, Biberach, DE 

Kühl-Gefrierkombi Bosch, Stuttgart, DE 

Kühlschrank Liebherr, Biberach, DE 

Labofuge® 400R Heraeus, Hanau, DE 

Laborgefrierschrank -80 °C Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 
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Gerät Hersteller 

Labormikroskop Axiovert 25 Zeiss, Oberkochen, DE 

Laborschüttler IKA MTS 4 IKA, Staufen im Breisgau, DE 

Magnetrührer RCT basic  IKA, Staufen im Breisgau, DE 

Mini-PROTEAN® Tetra Vertical 

Electrophoresis Cell  

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

Minizentrifuge MCF-2360 LMS, Hongo, Tokio, Japan 

Mr. Frosty™ Gefrierbehälter  Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA  

Pipetten „Pipetman” (1000 µl, 200 µl, 

100 µl, 10 µl, 2,5 µl) 

Gilson, Middleton, Wisconsin, USA 

PowerPac™ Basic Power Supply Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 

Präzisionswaage M-Power AZ1502 Sartorius, Göttingen, DE 

qTower 2.2 Analytikjena, Jena, DE 

Reax top Schüttel- und Mischgerät Heidolph Instruments, Schwabach, DE 

Rollenmischer Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & CO. 

KG, Sondheim vor der Rhön, DE 

Schüttelwasserbad 1083 GFL, Burgwedel, DE 

Sterilwerkbank Clean Air Techniek; jetzt CleanAir by 

Baker, Utrecht, NL 

Synergy HT Microplate Reader BioTek Instruments, Inc., Winooski, 

Vermont, USA 

Taumelschüttler 3011 GFL, Burgwedel, DE 

Titramax 1000 Schüttel- und Mischgerät Heidolph Instruments, Schwabach, DE 

Universalzentrifuge Megafuge® 1.0 R Heraeus, Hanau, DE 

Vakuumpumpe EcoVac schuett-biotec GmbH, Göttingen, DE 

Vibrax Schüttler  Serono; jetzt Merck KGaA, Darmstadt, DE  
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Bemis (Neenah, 

Wisconsin, USA), Brand GmbH + Co. KG (Wertheim, DE), Corning (New York, USA), 

Eppendorf (Hamburg, DE), Greiner Bio-One GmbH (Kremsmünster, Oberösterreich), 

Kimberly-Clark Professional (Roswell, Georgia, USA), Merck KGaA (Darmstadt, DE), 

Nexcelom Bioscience (Lawrence, USA), Paul Hartmann AG (Heidenheim an der Brenz, 

DE), Sarstedt AG & Co. KG (Nümbrecht, DE), STARLAB International GmbH (Hamburg, 

DE), Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA) und Th. Geyer GmbH & 

Co. KG (Renningen, DE) bezogen. Die Materialien waren steril verpackt oder wurden vor 

ihrem Einsatz gereinigt oder autoklaviert.  

2.1.3 Chemikalien 

Tabelle 2: verwendete Chemikalien 

Chemikalien Hersteller 

AlamarBlue Bio-Rad, Hercules, California, USA 

Ampuwa Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, DE 

Ammoniumperoxodisulfat (APS 10 %)  Sigma-Aldrich, jetzt Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 

Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion Ⅴ Carl Roth, Karlsruhe, DE 

DAPI Lösung (NBP2-31156, Lot. 1770272) Novus Biologicals, Centennial, Colorado, 

USA 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  Sigma-Aldrich, jetzt Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Affymetrix; jetzt Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, USA 

Formaldehyd Lösung 37 % Sigma-Aldrich; jetzt Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 

Kaliumchlorid (KCl) Merck KGaA, Darmstadt, DE 

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich; jetzt Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 
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Chemikalien Hersteller 

Methanol Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, 

DE 

Natriumchlorid (NaCl) Merck KGaA, Darmstadt, DE 

Phalloidin fluorescent dye 555-I (Lot. 1170272) Abnova, Taipei, Taiwan 

phosphate buffered saline (PBS) Pan Biotech GmbH, Aidenbach, DE 

protein assay dye reagent concentrate Bio-Rad, Hercules, California, USA 

sodium dodecyl sulfate (SDS) 10 % Sigma-Aldrich; jetzt Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth, Karlsruhe, DE 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)  Alfa Aesar; jetzt Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, USA 

Triton™ X-100 Sigma-Aldrich; jetzt Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 

Trypanblau (T8154) Sigma-Aldrich; jetzt Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 

Tween®-20 PanReac AppliChem GmbH (ITW 

Reagents), Darmstadt, DE 

 

2.1.4 Lösungen und Puffer 

Zum Ansetzen der verwendeten Lösungen und Puffer, die in Tabelle 3 aufgelistet sind, 

wurde doppelt destilliertes Wasser (ddH20) der Reinstwasseranlage der Firma Sartorius 

(Göttingen, DE) genutzt.  

Tabelle 3: verwendete Lösungen und Puffer 

Lösungen und Puffer Hersteller/ Zusammensetzung 

antibody stripping buffer Interchim, Montluçon, Frankreich 

blocking solution TBS; 0,1 % Tween®-20; 5 % Milchpulver 
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Lösungen und Puffer Hersteller/ Zusammensetzung 

Bradford Lösung protein assay dye reagent concentrate 1 : 5 

Verdünnung auf ddH2O 

CellLytic™ buffer Sigma-Aldrich; jetzt Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 

Dulbecco´s phosphate-buffered saline (DPBS) 

w/o Calcium, w/o Magnesium  

Pan Biotech GmbH, Aidenbach, DE 

Elphopuffer (5 x) 15,1 g Tris; 72 g Glycin; ad 1000 ml ddH2O 

fetale calf serum (FCS), charcoal-stripped Pan Biotech GmbH, Aidenbach, DE 

fetale bovine serum superior (FBS) Biochrom GmbH, jetzt Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 

Fluoreszenzfärbelösung 2 % BSA + 0,25 % Triton™ X-100 in PBS 

Gibco® Penicillin/Streptomycin (P/S; 

Pen-Strep, 15140-122) 

Gibco, Life Technologies™, jetzt Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

USA 

Glycin Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 

Holo-Transferrin (t0665), human plasma, 

gelöst in PBS (1 mg/ml) 

Sigma-Aldrich; jetzt Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 

Insuman® Rapid, Insulin human 40 I.E./ml Sanofi, Paris, Frankreich 

L-Alanyl-L-Glutamin  Biochrom GmbH, jetzt Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 

Laemmli-Puffer 5 ml Ampuwa, 5 ml LDS sample buffer (4 x), 

1 ml sample reducing agent (10 x) 

Lösung A = ProSieve™ 50 acrylamide gel 

solution  

Lonza Bioscience, Basel, Schweiz 

Lösung B 90,9 g Tris Puffer (1,5 M Tris pH 8,8) in 

400 ml ddH2O mit 1,5 M HCL auf pH 8,8 

einstellen  
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Lösungen und Puffer Hersteller/ Zusammensetzung 

Lösung C 10 g 10 % SDS in 90 ml ddH2O 

Lösung D 30,3 g Tris Puffer (1,0 M Tris pH 6,8) 

400 ml ddH2O mit HCL konzentriert auf 

pH 6,8 einstellen 

Lysepuffer 10 ml CellLytic™ buffer, 100 µl Protease-

Inhibitor (0,01 %), 100 µl Phosphatase-

Inhibitor (0,01 %) 

Magermilchpulver PanReac AppliChem GmbH (ITW 

Reagents), Darmstadt, DE 

PBS-EDTA  200 mg EDTA erst in 10 ml PBS lösen, 

dann zu 90 ml PBS geben 

Phosphatase-Inhibitor Sigma-Aldrich; jetzt Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 

Protease-Inhibitor Sigma-Aldrich; jetzt Merck KGaA, 

Darmstadt, DE 

SDS-Elektrophoresepuffer 100 ml Elpho-Puffer (5 x); 5 ml SDS 10 %; 

ad 500 ml ddH2O 

Transferpuffer 3,03 g Tris; 14,41 g Glycin; 20 % Methanol 

ad 1000 ml H2O (pH 8,3) 

tris-buffered saline (TBS) 10 x 30 g Tris; 80 g NaCl; 2 g KCL ad 1000 ml 

(pH 7,6) 

Trypsin/EDTA  c-c-pro GmbH, Oberdorla, DE 

Tween®-TBS-Puffer (TBST)  100 ml TBS (10x); 10 ml Tween®-20 

(10 %); ad 1000 ml ddH2O 
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2.1.5 Kommerzielle Reaktionssysteme  

Tabelle 4: verwendete Reaktionssysteme 

Reaktionssystem Hersteller 

Immobilion® Western (Chemilumineszenz 

HRP-Substrat) Cat. No. WBKLS0100 

Merck KGaA, Darmstadt, DE 

NuPage® LDS sample buffer Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 

NuPage® sample reducing agent  Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 

Westar Supernova (Chemilumineszenz 

Substrat, luminol-enhancer solution and peroxide 

solution) Lot MA21A-LB-1, Cod. XLS3,0100 

Cyanagen, Bologna, Italien 

 

2.1.6 Nährmedien 

Für die Herstellung der Medien zur Kultivierung der Zellen wurde minimum essential medium 

(MEM) w/ Earle´s Salts, w/ stable Glutamine von Biowest (Nuaillé, Frankreich) verwendet. Die 

genaue Zusammensetzung der Medien ist in Tabelle 5 dargestellt. 

Tabelle 5: verwendete Nährmedien 

Medium Zusammensetzung 

Kulturmedium 
- MEM  

- 10 % FCS 

- 1 % Penicillin/Streptomycin 

- 0,1 % Transferrin 

- 26 IU Insulin 

Einfriermedium 
- MEM  

- 20 % FCS 

- 5 % DMSO 
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2.1.7 Matrigel® 

Für die 3D-Sphäroid-Versuche wurde das Matrigel® Matrix Basalmembranpräparat der 

Firma Corning (New York, USA; Lot. Nr. 8332348 und 3220662) verwendet. Dieses wurde 

aus einem Engelbreth-Holm-Swarm-Maussarkom extrahiert (Corning). Es wurde nach 

Herstellerangaben bei -20 °C gelagert, vor Gebrauch über Nacht im Kühlschrank aufgetaut 

und auf Eis verwendet. 

2.1.8 Zelllinien 

Die Zelllinien HCC1806 und HCC70 wurden von der American Type Culture Collection (ATCC, 

Manassas, VA, USA) beschafft.  

Tabelle 6: verwendete Zelllinien 

Zelllinie Herkunft Beschreibung Referenz 

HCC70 Primärtumor CRL-2315TM, duktales 

Karzinom, Stadium ⅢA, 

Grad 3 

ATCC (Gazdar et al. 1998) 

HCC1806 Primärtumor CRL-2335TM, 

Plattenepithelkarzinom, 

Stadium ⅡB, Grad 2 

ATCC (Gazdar et al. 1998) 

 

2.1.9 ERK1/2-Inhibitoren  

Für die Versuche im Rahmen dieser Arbeit wurden die ERK1/2-Inhibitoren Ulixertinib 

(BVD-523, VRT752271) und SCH772984 verwendet. Bezogen wurden beide ERK1/2-

Inhibitoren von Selleck Chemicals (Houston, Texas, USA).  

2.1.10 GnRH-Analogon 

In den Versuchen wurde der gonadotropin-releasing hormone-(GnRH-)Agonist Triptorelin 

genutzt. In diesem Dekapeptid wurde an Position 6 die Aminosäure Glycin durch D-

Tryptophan ausgetauscht [D-Trp6]. Das Triptorelinacetat wurde in PBS entsprechend der 

Verdünnungen 10-7M und 10-9M gelöst.  
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2.1.11 Antikörper  

Die aufgeführten Antikörper wurden nach Herstellerangaben eingesetzt.  

Tabelle 7: verwendete Primärantikörper 

Primärantikörper Herkunft/Verdünnung Hersteller 

Anti-CTGF/CCN2 

(#NB100-724) 

rabbit, 1 : 50 Novus Biologicals, 

Centennial, Colorado, USA 

Anti-ERK1/2 (137F5), 

p44/42 MAPK (#4695) 

rabbit, 1 : 1000 Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

Anti-GAPDH (D16H11) 

XP® (#5174) 

rabbit, 1 : 1000 Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

Anti-Phospho-ERK1/2 

(Thr202/Tyr204), 

Phospho-p44/42 MAPK 

(#9101) 

rabbit, 1 : 1000 Cell Signaling Technology, 

Danvers, USA 

 

Tabelle 8: verwendete Sekundärantikörper 

Sekundärantikörper Herkunft Hersteller 

Anti-rabbit, IgG, 

Amersham™ ECL™ 

horseradish Peroxidase-

gekoppelt (NA 9340) 

donkey GE Healthcare; jetzt Cytiva, 

Washington, USA  

Anti-rabbit, IgG, Alexa 

Fluor™ 488  

donkey Invitrogen; jetzt Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA 
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2.1.12 Software 

Tabelle 9: verwendete Software 

Software Firma 

cellSens Standard 2.3 Olympus, Shinjuku, Tokyo, Japan 

Gen5™ BioTek Instruments, Winooski, Vermont, 

USA 

GraphPad Prism® 6.01 und 9.02  GraphPad Software, San Diego, USA 

ImageJ Version 1.52a Wayne Rasband, National Institutes of 

Health, USA 

Image Studio™ Digits Software 4.0 LI-COR® Biosciences, Lincoln, USA 

KC4™ data analysis software BioTek Instruments GmbH, Bad 

Friedrichshall, DE 

Microsoft® Office 2013 Microsoft Corporation, Redmond, USA 

ZEN-Software Zeiss, Oberkochen, DE 

Zotero Version 5.0 Roy Rosenzweig Center for History and 

New Media, Washington DC, USA 

 

2.2 Methoden  

2.2.1 Zellkultur 

2.2.1.1 Kultivierung und Passagieren 

Die verwendeten Zellen wurden in Zellkulturflaschen (75 cm², Sarstedt) mit jeweils 10 ml 

Nährmedium in wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 5 % CO2 bei 37 °C inkubiert. Das 

Nährmedium (siehe 2.1.6) wurde zweimal pro Woche gewechselt. Bei einer Konfluenz von 

70 - 80 % wurden die Zellen passagiert. Zur Vorbereitung wurden Medium und 

Trypsin/EDTA im Wasserbad bei 37 °C erwärmt. Nachdem das alte Medium abgesaugt und 

der Zellrasen mit 5 ml PBS gewaschen wurde, wurden 3 ml Trypsin/EDTA hinzugegeben. 

Die Zellkulturflaschen wurden geschwenkt und bei 37 °C inkubiert, bis sich die Zellen 

lösten. Dann wurde 7 ml Medium hinzugegeben, die Zellsuspension resuspendiert und ein 
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Anteil dieser auf andere Zellkulturflaschen aufgeteilt, in ein Reagiergefäß für weitere 

Versuche überführt oder verworfen. Die in der Flasche verbliebende Zellsuspension wurde 

mit Nährmedium auf 10 ml aufgefüllt.  

2.2.1.2 Bestimmung der Zellzahl 

Die Zellzahl wurde mithilfe einer Neubauer-Zählkammer (Blaubrand®; Brand, Wertheim, 

DE) bestimmt. Diese ist unterteilt in neun große Quadrate mit einer Tiefe von 0,1 mm und 

einer Fläche von jeweils 1 mm². Die Zellsuspension wurde nach dem Passagieren der Zellen 

in ein Reagiergefäß überführt und danach bei 1300 rcf für fünf Minuten zentrifugiert. Der 

Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in geeignetem Volumen Medium 

resuspendiert. Diese neue Zellsuspension wurde mit Trypanblau verdünnt (1 : 2), um vitale 

Zellen besser differenzieren zu können. 10 µl der Verdünnung wurden auf die Zählkammer 

pipettiert. Mithilfe eines Lichtmikroskops wurden die vier großen Eckquadrate ausgezählt 

(ausgezählte Fläche 4 mm2) und die Gesamtzellzahl pro ml wie folgt berechnet:  

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙: 
𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑥 2

4
 𝑥 104

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛

𝑚𝑙
 

Mit der berechneten Gesamtzellzahl wurde der Verdünnungsfaktor bestimmt und das 

entsprechende Volumen der Zellsuspension zum entsprechenden Medium hinzugegeben.  

2.2.1.3 Kryokonservierung und Auftauen  

Für die Konservierung der Zellen wurde das Zellpellet in 1 µl Einfriermedium (siehe 2.1.6) 

resuspendiert und in einem Kryoröhrchen (Nalgene™ Cryogenic Vials, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) bei -80 °C langsam im Mr. Frosty™ 

Gefrierbehälter eingefroren. Die längerfristige Lagerung erfolgte in flüssigem Stickstoff. 

Zum Auftauen wurden die gefrorenen Zellen für kurze Zeit im Wasserbad bei 37 °C 

aufgetaut und in einer Zellkulturflasche mit 9 ml Nährmedium (siehe 2.1.6) kultiviert. Nach 

24 Stunden erfolgte ein Austausch des Nährmediums.  

2.2.1.4 3D-Sphäroid-Invasionsassay 

Die 3D-Sphäroid-Assays wurden nach Vinci mit kleinen Änderungen durchgeführt (Vinci et 

al. 2015). Für die Versuche wurden 10.000 Zellen/ml benötigt. Jeweils 1 x 10³ 

Brustkrebszellen in 100 µl wurden pro well auf eine 96-well Zellkulturplatte (ultra-low-adherence 

u-bottom; Nexcelom, Cenibra GmbH, Bramsche, Deutschland) überführt. Nach 48 Stunden 

wurde die Sphäroidbildung unter dem Mikroskop überprüft. Danach wurden vorsichtig 50 µl 

Medium entfernt und 50 µl Matrigel® (siehe 2.1.7) auf Eis und mit eiskalten Spitzen 
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hinaufgegeben. Die Position der Sphäroide wurde nochmals kontrolliert, damit die 

Sphäroide gleichmäßig mittig in jedem well liegen. Gegebenenfalls wurde die Platte bei 

300 x g für drei Minuten bei 4 °C zentrifugiert, um die Sphäroide in das Zentrum zu bringen. 

Zum Verfestigen des Matrigels® wurde die Zellkulturplatte für eine Stunde bei 37 °C und 

5 % CO2 inkubiert. Nach der Inkubation wurden 50 µl Medium in jedes well dazugegeben 

und Bilder unter dem Mikroskop gemacht zum Zeitpunkt t0h. Je nach Indikation wurde nun 

die Behandlung (SCH772984, Ulixertinib, Triptorelin 10-7M, Triptorelin 10-9M) dazugegeben. 

Nach 48 Stunden wurde ein zweites Bild (t48h) gemacht. Das Wachstum der Sphäroide wurde 

mittels ImageJ polygonal selection und measurement ausgewertet. Zum Vergleichen des 

prozentualen Wachstums zur jeweiligen Kontrolle wurden die Mittelwerte berechnet.  

2.2.1.5 Proliferationsassay AlamarBlue 

Mit AlamarBlue (siehe 2.1.3) kann die Proliferation von Zellen gemessen und dies zur 

quantitativen Bestimmung der Viabilität genutzt werden. Es enthält den Indikatorfarbstoff 

Resazurin, der bei metabolischer Reduktion einen Farbumschlag vollzieht. Von der 

oxidierten Form in blauer Farbe zur reduzierten Form. Die reduzierte Form Resorufin ist 

rosa und fluoreszierend und die Intensität proportional zur Anzahl lebender Zellen (O’Brien 

et al. 2000).  

Es sollten ERK1/2-resistente TNBC-Zelllinien generiert und die Resistenz durch einen 

LD50-Viabilitätstest mittels AlamarBlue nachgewiesen werden. Dazu wurden jeweils in 

Dreifachbestimmung zum einen 10.000 Zellen in 100 µl und zum anderen 5.000 Zellen in 

100 µl der jeweiligen Zelllinie pro well in einer 96 well-Platte (Falcon®, clear flat bottom, TC-

treated; Corning, New York, USA) angesät. Nach 24 Stunden erfolgte die Zugabe des 

entsprechenden ERK1/2-Inhibitors in unterschiedlicher Konzentration 

(100 nM - 10.000 nM) je Reihe, wie in Tabelle 10 beschrieben. Nach 72 Stunden wurden 

10 µl AlamarBlue je well hinzugegeben und die Mikroplatte für 4 Stunden bei 37 °C und 5 % 

CO2 inkubiert. Danach wurde die Absorption bei 570 nm und 630 nm gemessen und aus 

den Werten die relative AlamarBlue-Reduktion bestimmt. Die Auswertung der Daten 

erfolgte mittels GraphPad Prism®. So wurden zudem die Konzentrationen der ERK1/2-

Inhibitoren für die Behandlungen der beiden TNBC-Zelllinien in den Versuchen abgeleitet. 

  



Material und Methoden 27 

  

Tabelle 10: verwendete Konzentrationen 

Reihe Konzentration Reihe Konzentration 

1 unbehandelt 7 3200 nM 

2 100 nM 8 4000 nM 

3 400 nM 9 5000 nM 

4 800 nM 10 7500 nM 

5 1600 nM 11 10.000 nM 

6 2400 nM 12 blank 

 

Des Weiteren wurde AlamarBlue zum Viabilitätsvergleich der 3D-Sphäroide der resistenten 

Zellen im Vergleich zu den nicht resistenten Zellen genutzt. Dazu wurde in den Versuchen 

zu den 3D-Sphäroid-Invasionsassays (siehe 2.2.1.4) nach den erfolgten 

Mikroskopieaufnahmen zum Zeitpunkt t48h jeweils 15 µl AlamarBlue in die einzelnen wells 

aufgetragen. Nach vier Stunden Inkubationszeit bei 37 °C wurde die Absorption mit dem 

Synergy HT Microplate Reader bei 570 nm und 630 nm gemessen, mittels Gen5™ Software 

ausgewertet und die prozentuale Differenz der AlamarBlue-Reduktion der resistenten Zellen 

im Vergleich zu den nicht resistenten Zellen und unter Einfluss der Behandlungen mit einem 

GnRH-Analogon bestimmt. Ausgewertet und graphisch dargestellt wurden die Daten 

ebenfalls mittels GraphPad Prism®. 

2.2.2 Proteinchemische Methoden 

2.2.2.1 Proteinproben 

Für die Versuche wurden mindestens 500.000 Zellen/ml der jeweiligen Zelllinie in einer 

Zellkulturflasche (25 cm²) angesät. Nach 24 Stunden wurde je nach Indikation die 

Behandlung dazugegeben (SCH772984, Ulixertinib, Triptorelin). Die Konzentration der 

Behandlung (siehe Tabelle 14, Kapitel 3.1) wurde anhand der LD50 des AlamarBlue-Tests 

abgeleitet (siehe 2.2.1.5). Nach insgesamt 48 Stunden erfolgte die Proteinisolation. 

2.2.2.2 Proteinisolation 

Zur Proteinbestimmung mussten die Proteine zunächst isoliert werden. Dazu wurde das alte 

Medium aus der Zellkulturflasche abgesaugt und 2 ml PBS-EDTA (2 %) hinzugegeben. 
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Nach zehn Minuten Inkubation wurden die Zellen mit einem Zellen-Schaber (Sarstedt AG 

& Co. KG, Nümbrecht, DE) vom Boden gelöst und in ein 15 ml Reagiergefäß überführt. 

Durch Hinzugabe von 3 ml PBS in die Zellkulturflasche wurden die restlichen Zellen gespült 

und in das gleiche Reagiergefäß gegeben. Die Zellsuspension wurde dann für fünf Minuten 

bei 1300 rcf zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und das Zellpellet in 30 µl Lysepuffer 

(siehe 2.1.4) lysiert. Die Proben konnten direkt für die Proteinbestimmung genutzt oder bei  

-20 °C eingefroren werden.  

2.2.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Konzentration der Proteine in der Zellsuspension wurde nach der Methode von 

Bradford bestimmt (Bradford 1976). Für die Kalibrierungsgerade wurde eine 

Verdünnungsreihe (siehe Tabelle 11) aus BSA-Stammlösung und PBS hergestellt. Die BSA-

Stammlösung wurde hierbei in einem Verhältnis von 10 mg BSA pro 1 ml PBS angesetzt.  

Tabelle 11: Verdünnungsreihe 

Konzentration [mg/ml] 

(Verdünnung) 

BSA-Stammlösung [µl] PBS [µl] 

1 (1 : 10) 100 900 

0,75 (1 : 13,33) 75 925 

0,5 (1 : 20) 50 950 

0,25 (1 : 40) 25 975 

0,1 (1 : 100) 10 990 

 

Je 10 µl wurden in Doppelbestimmung auf eine auf Eis gelegte 96-well Mikroplatte (F-bottom, 

clear; Greiner Bio-One GmbH, Kremsmünster, Oberösterreich) aufgetragen. Zudem wurde 

für die Nullwertbestimmung noch ddH20 und PBS auf die Mikroplatte aufgetragen. Zur 

Konzentrationsbestimmung wurden die Proben, welche vorher isoliert wurden, bei 

13000 rpm für fünf Minuten zentrifugiert und eine Verdünnung (1 : 10) hergestellt. Dafür 

wurde 5 µl Proteinlösung aus dem Überstand in ein Reagiergefäß zu 45 µl vorgelegtem 

ddH20 gegeben. Je 10 µl dieser Verdünnung wurden in Doppelbestimmung aufgetragen. Der 

restliche Überstand der Probe wurde in einem neuen Reagiergefäß mit Laemmli-Puffer (siehe 

2.1.4) im Verhältnis 1 : 2 versetzt und bis zur Nutzung der Proben eingefroren. Pro well 

wurden 200 µl Bradford Lösung (siehe 2.1.4) hinzugegeben und die Platte für fünf Minuten 
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bei Raumtemperatur inkubiert. Die Absorption wurde bei 595 nm mit dem Synergy HT 

Microplate Reader gemessen und mittels Gen5™ Software ausgewertet. Das protein assay dye 

reagent concentrate in der Bradford Lösung enthält den Farbstoff coomassie brilliant blue G-250, 

welcher bei Bindung an Aminosäurereste sein Absorptionsmaximun von 465 nm zu 595 nm 

verändert und so gemessen werden kann.  

2.2.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

In der sodium dodecyl sulfate-(SDS-)Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine nach 

ihrer Molekühlgröße aufgetrennt. Die Proteinproben wurden aufgetaut, SDS wurde im 

Überschuss dazugegeben und die Proben wurden für fünf Minuten auf 95 °C erhitzt. Dies 

führte zur Denaturierung der Proteine und zur Bindung von SDS, wodurch negative 

Ladungen entstanden, die proportional zu ihrer Molekühlgröße waren und die Eigenladung 

der Proteine überdeckten. In den Versuchen zu dieser Arbeit wurde nach Laemmli verfahren 

(Laemmli 1970). Die Proteine wurden zuerst in einem Sammelgel (siehe Tabelle 12) 

konzentriert. Danach folgte die Auftrennung der Proteine entsprechend ihrer Größe im 

Trenngel (siehe Tabelle 13), wodurch ein spezifisches Bandenmuster erzeugt wurde. Die 

Elektrophorese-Apparatur (siehe 2.1.1) wurde nach Herstellerangaben zusammengesetzt 

und mit SDS-Elektrophoresepuffer (siehe 2.1.4) gefüllt. Damit die Proteine auf dem 

Polyacrylamidgel wanderten, wurde an die Gelelektrophorese zuerst für 30 Minuten eine 

Spannung von 80 Volt und danach für eine Stunde eine Spannung von 100 Volt angelegt. 

Mittels Western Blot (siehe 2.2.2.5) wurden die Proteine danach auf eine Membran 

übertragen.  

Tabelle 12: Sammelgel 5 % 

Zusammensetzung Einsatz 

H2O 5 ml 

Lösung A 0,75 ml 

Lösung C 75 µl 

Lösung D  1,9 ml 

TEMED 22 µl 

APS 10 % 37 µl 
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Tabelle 13: Trenngel 7,5 % 

Zusammensetzung Einsatz 

H2O 5,7 ml 

Lösung A 2,3 ml 

Lösung B  2,8 ml 

Lösung C 110 µl 

TEMED 20 µl 

APS 10 % 37 µl 

 

2.2.2.5 Western Blot 

Mithilfe eines Western Blots können Proteine, welche vorher mittels Elektrophorese 

aufgetrennt wurden, auf eine polyvinylidene difluoride-(PVDF-)Membran (Immobilion®-P 

Transfer Membran, Merck KGaA, Darmstadt, DE) übertragen und durch Antikörper 

sichtbar gemacht werden. Dazu wurde senkrecht zu dem Polyacrylamidgel für ca. eine 

Stunde eine elektrische Spannung von 100 Volt angelegt, so dass die Proteine auf die 

Trägermembran wanderten. Die Transfer-Apparatur wurde hierfür wie folgt aufgebaut: 

Kathode, Schwämmchen, 3 x Filterpapier, Gel, PVDF-Membran, 3 x Filterpapier, 

Schwämmchen, Anode und mit Transferpuffer (siehe 2.1.4) gefüllt. Zur Aktivierung der 

PVDF-Membran wurde diese vor dem blotting in Methanol geschwenkt, mit ddH2O 

gewaschen und danach in TBST geschwenkt.  

2.2.2.6 Detektion, Visualisierung und Auswertung 

Nach dem Transfer und vor dem spezifischen Antikörper-Nachweis wurde die PVDF-

Membran mit einer blocking solution (siehe 2.1.4) für eine Stunde inkubiert, damit freie 

Bindungsstellen für Antikörper blockiert werden konnten. Danach wurde die Membran 

dreifach mit TBST gewaschen und im Anschluss der Primärantikörper (siehe 2.1.11, Tabelle 

7) aufgetragen. Der Antikörper inkubierte über Nacht bei 4 °C auf einer Schüttelplatte. Bevor 

der Sekundärantikörper (siehe 2.1.11, Tabelle 8) am nächsten Tag für mindestens eine Stunde 

aufgetragen werden konnte, wurde die Membran dreifach mit TBST gewaschen, um 

unspezifisch gebundene Antikörper zu entfernen. Der zusammen mit horseradish peroxidase-

(HRP-)gekoppelte Sekundärantikörper wurde mindestens eine Stunde langsam geschwenkt. 
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Danach wurde die Membran mehrfach gewaschen, um überschüssige Antikörper zu 

entfernen. 

Durch Zugabe des chemilumineszierenden Substrats aus luminol-enhancer solution und peroxide 

solution für die Primärantikörper Anti-ERK1/2 und Anti-pERK1/2 oder des 

chemilumineszierenden HRP-Substrats von Immobilion® Western für Anti-GAPDH (siehe 

2.1.5) wurden die an die Antikörper gebundenen Proteine detektiert und mittels C-DiGit® 

Blot Scanner visualisiert. Mit dem Programm Image Studio™ Digits wurden die spezifischen 

Banden ausgelesen und die Farbintensität gemessen. Zum quantitativen Abgleich der 

Proteinexpression in den einzelnen Proben wurde in den Western Blots zu dieser Arbeit 

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet und die Ergebnisse auf 

GAPDH normiert. Die Auswertung und graphische Darstellung erfolgten mit GraphPad 

Prism®.  

2.2.2.7 Membran strippen 

Um dieselbe PVDF-Membran für neue Antikörper zu nutzen, wurde diese zuerst in TBST 

geschwenkt und ausgewaschen. Danach wurde die PVDF-Membran für zwei Minuten bei 

Raumtemperatur in einem antibody stripping buffer (siehe 2.1.4) inkubiert, um gebundene 

Antikörper zu lösen. Dieser wurde abgegossen und die PVDF-Membran kurz mit ddH2O 

gespült. Bevor ein neuer Primärantikörper aufgetragen wurde, musste die PVDF-Membran 

erneut mit blocking solution inkubieren.  

2.2.3 Immunfluoreszenz 

Zur immunzytochemischen Färbung der HCC1806-Zellen benötigt man 40.000 Z/ml, es 

wurden jeweils 250 µl in den wells des Glasobjektträgers (8-well, auf Glas ablösbar, LOT No. 

0022321, Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, DE) angezüchtet. Nach 24 Stunden 

Inkubation erfolgte die Behandlung mit dem ERK1/2-Inhibitor SCH772984 oder dem 

GnRH-Analgon Triptorelin in den Konzentrationen 10-7M oder 10-9M. Nach weiteren  

24 Stunden wurde der Überstand abgesaugt und mit 100 µl PBS gespült. Zur Fixierung wurde 

danach die Oberfläche der einzelnen Vertiefungen des Objektträgers jeweils mit 200 µl 

Formaldehyd (3,7 %) für 30 Minuten benetzt. Nachdem der Objektträger mit DPBS 

gewaschen und mit Fluoreszensfärbelösung (siehe 2.1.4) permeabilisert wurde, gab man den 

Primärantikörper gegen CTGF (1 : 50) mit jeweils 120 µl pro well dazu. Nach einer Stunde 

Inkubationszeit wurde mit PBS gewaschen. Der Sekundärantikörper Alexa Fluor™ 488 

(siehe 2.1.11, Tabelle 8), die DAPI Lösung (Novus Biologicals, Centennial, Colorado, USA) 
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und Phalloidin fluorescent dye (Abnova, Taipei, Taiwan) wurden dann in die einzelnen wells 

gegeben und für mindestens 30 Minuten vor Licht geschützt bei Raumtemperatur inkubiert. 

Der hier genutzte Phalloidin-Fluoreszenzfarbstoff färbt die Aktinfilamente der Zellen rot. 

DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, welcher die DNA der Zellkerne anfärbt. 

Im Folgenden wurde der Objektträger zuerst mit Fluoreszensfärbelösung und danach mit 

DPBS gewaschen. Zum Eindecken wurde der Überstand abgekippt, fluoreszierendes 

Eindeckmedium (Dako fluoreszence mounting medium, Agilent, Californien, USA) aufgetropft 

und ein Menzel-Deckglas (24 x 60 mm; Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

USA) langsam auf den Objektträger festgedrückt. Der Objektträger wird im Dunkeln 

gelagert. Zum Auswerten wurde die Färbung unter dem Fluoreszenzmikroskop und mittels 

ZEN-Software sichtbar gemacht. Es wurden Bilder mit 10-facher und 40-facher 

Vergrößerung aufgenommen. Die Farbintensität der Bilder mit 10-facher Vergrößerung 

wurde mit ImageJ und der Funktion hue-saturation-brightness-(HSB-)stack bestimmt, welcher 

das Bild in Farbton-, Sättigungs- und Helligkeitsbilder teilt. Mittels measurement wurde die 

integrierte Dichte der Helligkeitsbilder analysiert, welche die Summe der Pixelwerte des 

Bildes darstellt. Die Werte von CTGF und Phalloidin wurden zum quantitativen Abgleich 

auf DAPI normiert und in GraphPad Prism® ausgewertet und graphisch dargestellt.  

2.2.4 Statistische Analysen 

Für die statistische Auswertung wurden Microsoft® Excel und GraphPad Prism® genutzt. 

Die Signifikanzen wurden wie jeweils angegeben entweder mittels unpaired one-way ANOVA 

oder unpaired t-test (two-tailed) ermittelt. Die im Ergebnisteil beschriebenen Daten zeigen den 

Mittelwert ± Standardfehler (SEM).  

Für die Resistenzbestimmung durch einen LD50-Vibilitätstest wurden die Werte mittels  

F-Test in einer nicht linearen Regression ermittelt, wobei die Nullhypothese besagt, dass der 

LD50-Wert für alle Datensätze gleich ist. Die ungerichtete Alternativhypothese besagt, dass 

der LD50-Wert für alle Datensätze unterschiedlich ist. Das Signifikanzniveau wurde mit 

α = 0,05 festgelegt.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Einfluss von ERK1/2-Inhibitoren auf  die Expression von 

ERK1/2 und Phospho-ERK1/2  

Zuerst wurde der Einfluss der ERK1/2-Inhibitoren SCH772984 und Ulixertinib auf die 

Expression von ERK1/2 und Phospho-ERK1/2 (pERK) in TNBC-Zellen der Zelllinie 

HCC1806 und HCC70 untersucht. Dazu wurden die Zelllinien mit der Konzentration der 

initialen mittleren letalen Dosis (LD50) der Inhibitoren Ulixertinib und SCH772984 nach 24 

Stunden behandelt (siehe Tabelle 14). Diese ließ sich aus dem LD50-Viabilitätstest mit 

AlamarBlue ableiten (siehe 2.2.1.5). Die Proteinexpression wurde mittels Western Blot (siehe 

2.2.2.5) nachgewiesen. Mindestens fünf Experimente mit unterschiedlichen Passagen wurden 

durchgeführt.  

Tabelle 14: Konzentrationen der ERK1/2-Inhibitoren 

Zelllinie ERK1/2-

Inhibitor 

cLD50 [µM] Verdünnungsfaktor 

(Stock 1000 µM) 

Zugabe [µl] 

auf 2 ml 

HCC1806 SCH772984 9,525 105 19,05 

Ulixertinib 8,93 112,1 17,84 

HCC70 SCH772984 12,04 83,1 24,07 

Ulixertinib 12,59 79,4 25,19 

 

Es konnte nachgewiesen werden, dass der ERK1/2-Inhibitor SCH772984 die 

Proteinexpression von pERK1/2 in der Zelllinie HCC1806 nach 48 Stunden signifikant 

senkt (Abbildung 2; SCH772984 31,07 ± 14,85 vs. Kontrolle; n = 12; P = 0,0077). Es 

konnte eine signifikante Erhöhung der pERK1/2-Expression nach 48 Stunden bei 

Behandlung mit dem ERK1/2-Inhibitor Ulixertinib festgestellt werden (Abbildung 2; 

Ulixertinib 194,5 ± 44,15 vs. Kontrolle; n = 5; P = 0,005). Es zeigte sich kein signifikanter 

Einfluss der ERK1/2-Inhibitoren SCH772984 und Ulixertinib auf die ERK1/2-Expression 

im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 2; SCH772984 101,8 ± 23,46 vs. Kontrolle; n = 11 

und Ulixertinib 75,50 ± 38,24 vs. Kontrolle; n = 5 ).  

Das Verhältnis der Expression von pERK1/2 zu ERK1/2 zeigte sich in den mit SCH772984 

behandelten Zellen der Zelllinie HCC1806 signifikant vermindert, in den mit Ulixertinib 
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behandelten Zellen signifikant erhöht (Abbildung 2; SCH772984 46,29 ± 21,66 vs. 

Kontrolle; n = 11; P = 0,0169 und Ulixertinib 503,5 ± 141,2 vs. Kontrolle; n = 5; 

P = 0,0003). 

 

 

Abbildung 2: Einfluss der ERK1/2-Inhibitoren auf pERK1/2 und ERK1/2 in der Zelllinie HCC1806.  

A: Die Proteinexpression von pERK1/2 und ERK1/2 in der Zelllinie HCC1806 wurde nach Zugabe von 

SCH772984 und Ulixertinib nach 48 Stunden mittels Western Blot im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 

nachgewiesen. Als Ladekontrolle diente GAPDH.   

B: Dargestellt ist der Einfluss der ERK1/2-Inhibitoren SCH772984 und Ulixertinib auf die Expression von 

pERK1/2 in der Zelllinie HCC1806 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Zum quantitativen Abgleich 
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der Proteinexpression wurde GAPDH verwendet. Die Signifikanzen wurden mittels unpaired one-way ANOVA 

ermittelt.   

C: Dargestellt ist der Einfluss der ERK1/2-Inhibitoren SCH772984 und Ulixertinib auf die Expression von 

ERK1/2 in der Zelllinie HCC1806 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Zum quantitativen Abgleich der 

Proteinexpression wurde GAPDH verwendet. Es konnten keine Signifikanzen ermittelt werden.   

D: Dargestellt ist das Expressionsverhältnis von pERK1/2 zu ERK1/2 in der Zelllinie HCC1806 nach der 

Behandlung mit den ERK1/2-Inhibitoren SCH772984 und Ulixertinib im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle. Die Signifikanzen wurden mittels unpaired t-test (two-tailed) ermittelt.   

Die Daten zeigen den Mittelwert ± SEM. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 

 

In der Zelllinie HCC70 konnte nachgewiesen werden, dass der ERK1/2-Inhibitor 

SCH772984 die Proteinexpression von pERK1/2 nach 48 Stunden signifikant senkt 

(Abbildung 3; SCH772984 51,52 ± 12,46 vs. Kontrolle; n = 7; P = 0,0021). Es konnte keine 

signifikante Veränderung der pERK1/2-Expression nach 48 Stunden bei Behandlung mit 

dem ERK1/2-Inhibitor Ulixertinib festgestellt werden (Abbildung 3; Ulixertinib 

92,91 ± 48,20 vs. Kontrolle; n = 5).  

Es konnte eine signifikante Abnahme der ERK1/2-Expression nach 48 Stunden nach 

Behandlung mit dem Inhibitor Ulixertinib beobachtet werden (Abbildung 3; Ulixertinib 

49,06 ± 19,6 vs. Kontrolle; n = 5; P = 0,0404). Der ERK1/2-Inhibitor SCH772984 zeigte 

keinen signifikanten Einfluss auf die ERK1/2-Expression (Abbildung 3; SCH772984 

87,86 ± 14,67 vs. Kontrolle; n = 7). 

Für die Zelllinie HCC70 konnte dargelegt werden, dass das Expressionsverhältnis von 

pERK1/2 zu ERK1/2 in den mit SCH772984 behandelten Zellen vermindert wurde 

(Abbildung 3; SCH772984 60,3 ± 11,92 vs. Kontrolle; n = 7; P = 0,0060). Für das Verhältnis 

der Expression von pERK1/2 zu ERK1/2 in den mit Ulixertinib behandelten Zellen im 

Vergleich zur Kontrolle konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden 

(Abbildung 3; Ulixertinib 224,2 ± 101,3 vs. Kontrolle; n = 5). 
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Abbildung 3: Einfluss der ERK1/2-Inhibitoren auf pERK1/2 und ERK1/2 auf die Zelllinie HCC70.  

A: Die Proteinexpression von pERK1/2 und ERK1/2 in der Zelllinie HCC70 wurde nach Zugabe von 

SCH772984 und Ulixertinib nach 48 Stunden mittels Western Blot im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 

nachgewiesen. Als Ladekontrolle diente GAPDH.   

B: Dargestellt ist der Einfluss der ERK1/2-Inhibitoren SCH772984 und Ulixertinib auf die Expression von 

pERK1/2 in der Zelllinie HCC70 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Zum quantitativen Abgleich der 

Proteinexpression wurde GAPDH verwendet. Die Signifikanzen wurden mittels unpaired t-test (two-tailed) 

ermittelt. Für Ulixertinib vs. Kontrolle konnte keine Signifikanz ermittelt werden.   

C: Dargestellt ist der Einfluss der ERK1/2-Inhibitoren SCH772984 und Ulixertinib auf die Expression von 

ERK1/2 in der Zelllinie HCC70 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Zum quantitativen Abgleich der 

Proteinexpression wurde GAPDH verwendet. Die Signifikanzen wurden mittels unpaired one-way ANOVA 

ermittelt. Für SCH772984 vs. Kontrolle konnte keine Signifikanz ermittelt werden.   
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D: Dargestellt ist das Expressionsverhältnis von pERK1/2 zu ERK1/2 in der Zelllinie HCC70 nach der 

Behandlung mit den ERK1/2-Inhibitoren SCH772984 und Ulixertinib im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle. Die Signifikanzen wurden mittels unpaired t-test (two-tailed) ermittelt. Für Ulixertinib vs. Kontrolle 

konnte keine Signifikanz ermittelt werden.   

Die Daten zeigen den Mittelwert ± SEM. * P < 0,05; ** P < 0,01 

 

3.2 Einfluss von ERK1/2-Inhibitoren auf  die 3D-Sphäroid-Invasion 

Im nächsten Schritt wurde der Einfluss einer Behandlung mit ERK1/2-Inhibitoren auf die 

Invasion von 3D-Sphäroiden der Zelllinien HCC1806 und HCC70 analysiert. Die Bilder 

unter dem Mikroskop der 3D-Sphäroid-Invasionsassays erfolgten dabei zum Zeitpunkt t0h 

und t48h (siehe 2.2.1.4). Zur Auswertung wurden die Mittelwerte der prozentual invadierten 

Flächen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle berechnet. Es erfolgten mindestens sechs 

Experimente mit unterschiedlichen Passagen. 

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Behandlung mit den ERK1/2-Inhibitoren 

SCH772984 (Abbildung 4, Abbildung 5; SCH772984 11,58 ± 6,932 vs. Kontrolle; n = 6; 

P < 0,0001) und Ulixertinib (Abbildung 4, Abbildung 5; Ulixertinib 21,17 ± 3,227 vs. 

Kontrolle; n = 6; P < 0,0001) in der Zelllinie HCC1806 zu einem signifikant verminderten 

Flächenwachstum der 3D-Sphäroide führt. 
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Abbildung 4: 3D-Sphäroide der Zelllinie HCC1806 zum Zeitpunkt t0h und t48h.  Zum Zeitpunkt t0h 

erfolgten die Fotos vor Zugabe der Behandlung mit SCH772984 und Ulixertinib. Zeitpunkt t48h zeigt die 

Sphäroide nach der Behandlung mit den genannten ERK1/2-Inhibitoren. Die Ansicht erfolgte mit 4-facher 

Vergrößerung unter dem Mikroskop, der Messbalken zeigt 200 µm.  
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Abbildung 5: Einfluss der ERK1/2-Inhibitoren SCH772984 und Ulixertinib auf die 3D-Sphäroid-

Invasion der Zelllinie HCC1806. Dargestellt ist der Einfluss der ERK1/2-Inhibitoren SCH772984 und 

Ulixertinib auf die Invasivität der 3D-Sphäroide der Zelllinie HCC1806 im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle. Die Signifikanzen wurden mittels unpaired one-way ANOVA ermittelt. Die Daten zeigen den 

Mittelwert ± SEM. **** P < 0,0001 

 

Es konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass die Behandlung mit den ERK1/2-

Inhibitoren SCH772984 (Abbildung 6, Abbildung 7; SCH772984 44,19 ± 10,44 vs. 

Kontrolle; n = 6; P = 0,0024) und Ulixertinib (Abbildung 6, Abbildung 7; Ulixertinib 

46,31 ± 12,97 vs. Kontrolle; n = 9; P = 0,0009) in der Zelllinie HCC70 zu einem signifikant 

verminderten Flächenwachstum der 3D-Sphäroide führt. 
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Abbildung 6: 3D-Sphäroide der Zelllinie HCC70 zum Zeitpunkt t0h und t48h.  Zum Zeitpunkt t0h erfolgten 

die Fotos vor Zugabe der Behandlung mit SCH772984 und Ulixertinib. Zeitpunkt t48h zeigt die Sphäroide nach 

der Behandlung mit den genannten ERK1/2-Inhibitoren. Die Ansicht erfolgte mit 4-facher Vergrößerung 

unter dem Mikroskop, der Messbalken zeigt 200 µm.  
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Abbildung 7: Einfluss der ERK1/2-Inhibitoren SCH772984 und Ulixertinib auf die 3D-Sphäroid-

Invasion der Zelllinie HCC70.  Dargestellt ist der Einfluss der ERK1/2-Inhibitoren SCH772984 und 

Ulixertinib auf die Invasivität der 3D-Sphäroide der Zelllinie HCC70 im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrolle. Die Signifikanzen wurden mittels unpaired one-way ANOVA ermittelt. Die Daten zeigen den 

Mittelwert ± SEM. ** P < 0,01; *** P < 0,001  

3.3 Resistente TNBC-Zelllinien  

Im Rahmen dieser Arbeit sollten vier ERK1/2-resistente TNBC-Zelllinien generiert werden, 

um den Einfluss der Resistenz auf das Zellwachstum und die Invasivität von TNBC-Zellen 

zu analysieren. Die Resistenz wurde hierbei durch einen LD50-Vibilitätstest mittels 

AlamarBlue (siehe 2.2.1.5) nachgewiesen. Dazu wurden die Zellen mit den ERK1/2-

Inhibitoren in unterschiedlichen Konzentrationen behandelt und die AlamarBlue-

Absorption bei 570 nm und 630 nm gemessen. Zur Auswertung wurde die relative 

AlamarBlue-Reduktion bestimmt.  

In der Zelllinie HCC1806 konnten in einem Behandlungszeitraum von über vier Monaten 

keine resistenten Zellen gegenüber dem ERK1/2-Inhibitor Ulixertinib generiert werden 

(Abbildung 8). 

 



Ergebnisse 42 

  

0 5 10 15 20 25
0

50

100

150

µM

re
la

tiv
e
 A

la
m

a
rB

lu
e
 R

e
d
u
k
ti
o
n
 i
n
 [
%

]
Ulixertinib

Ulixertinib resistent

 

Abbildung 8: ERK1/2-Resistenztest der Zelllinie HCC1806 gegenüber Ulixertinib. Die Abbildung zeigt 

die relative AlamarBlue-Reduktion in [%] im Verhältnis zur Konzentration des Inhibitors Ulixertinib in [µM]. 

Es konnte keine Resistenz ermittelt werden. 

 

Für die Zelllinie HCC1806 konnten weniger empfindliche Zellen gegenüber dem ERK1/2-

Inhibitor SCH772984 generiert werden. Die LD50 lag bei den unbehandelten Zellen bei 

15,4 µM. Im Vergleich dazu lag die LD50 bei den resistenten Zellen bei 17,78 µM (Abbildung 

9). Diese generierte, weniger sensible Zelllinie gegenüber SCH772984 wurde für die weiteren 

Resistenzversuche genutzt.  
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Abbildung 9: ERK1/2-Resistenztest der Zelllinie HCC1806 gegenüber SCH772984. Die Abbildung zeigt 

die relative AlamarBlue-Reduktion in [%] im Verhältnis zur Konzentration des Inhibitors SCH772984 in [µM]. 

Die Werte wurden mittels F-Test in einer nicht linearen Regression ermittelt, wobei das Signifikanzniveau 
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α = 0,05 festgelegt wurde. Die Nullhypothese wurde mit P = 0,0038 abgelehnt und ist beweisend für einen 

signifikanten Unterschied. Die LD50 liegt bei den unbehandelten Zellen bei 15,4 µM und bei den resistenten 

Zellen bei 17,78 µM.  

 

In einem Behandlungszeitraum von über vier Monaten konnten in der Zelllinie HCC70 keine 

resistenten Zellen gegenüber dem ERK1/2-Inhibitor Ulixertinib generiert werden 

(Abbildung 10).  
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Abbildung 10: ERK1/2-Resistenztest der Zelllinie HCC70 gegenüber Ulixertinib. Die Abbildung zeigt 

die relative AlamarBlue-Reduktion in [%] im Verhältnis zur Konzentration des Inhibitors Ulixertinib in [µM]. 

Es konnte keine Resistenz ermittelt werden. 

 

Es konnten zudem keine weiteren Resistenzversuche der Zelllinie HCC70 gegenüber dem 

ERK1/2-Inhibitor SCH772984 durchgeführt werden, da sich die Zellen bei weiteren 

Dosisgaben letal zeigten.  

 

3.4 Einfluss einer GnRH-Behandlung auf  ERK1/2-resistente Zellen 

Im Weiteren sollte, als mögliche Therapieoption bei einer ERK1/2-Resistenz, der Einfluss 

einer GnRH-Behandlung auf die resistenten TNBC-Zellen analysiert werden. Dazu wurde 

in den Versuchen mit denjenigen generierten Zellen der Zelllinie HCC1806 gearbeitet, die 

gegenüber dem ERK1/2-Inhibitor SCH772984 resistent sind (siehe 3.3, Abbildung 9). Im 

Vergleich dazu wurden unbehandelte Zellen der Zelllinie HCC1806 genutzt. Als GnRH-

Analogon wurde Triptorelin in den Konzentrationen 10-7M und 10-9M verwendet. Nach 
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erfolgter Proteinisolation (siehe 2.2.2.2) wurde die Proteinexpression von ERK1/2 und 

pERK1/2 mittels Western Blot (siehe 2.2.2.5) nachgewiesen. Mindestens vier Experimente 

mit unterschiedlichen Passagen wurden durchgeführt. 

 

Abbildung 11: pERK1/2- und ERK1/2-Expression in nicht resistenten und resistenten Zellen der 

Zelllinie HCC1806. Die Proteinexpression von pERK1/2 und ERK1/2 wurde nach Zugabe von SCH772984 

und Triptorelin 10-7M bzw. 10-9M nach 48 Stunden mittels Western Blot im Vergleich zur Kontrolle 

nachgewiesen. Dargestellt sind hier Proben der nicht resistenten (n-res) und der resistenten (res) Zellen der 

Zelllinie HCC1806. Als Ladekontrolle diente GAPDH. 

Es konnte aufgezeigt werden, dass bei den resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806, 

vergleichend zu den nicht resistenten Zellen, tendenziell weniger pERK1/2 exprimiert wird 

(Abbildung 11, Abbildung 12; res Kontrolle 56,77 ± 23,87 vs. n-res Kontrolle; n = 7; 

P = 0,0953).  

Der ERK1/2-Inhibitor SCH772984 führte in den nicht resistenten Zellen (Abbildung 11, 

Abbildung 12; n-res SCH772984 27,17 ± 11,48 vs. n-res Kontrolle; n = 5; P < 0,0001) sowie 

auch in den resistenten Zellen (Abbildung 11, Abbildung 12; res SCH772984 51,48 ± 16,07 

vs. res Kontrolle; n = 4; P = 0,0024) der Zelllinie HCC1806 zu einer signifikanten 

Minderung der pERK1/2-Expression. Es konnte dargelegt werden, dass der ERK1/2-

Inhibitor SCH772984 auf die pERK1/2-Expression in nicht resistenten Zellen aber einen 

größeren senkenden Effekt hat als auf die resistenten Zellen (Abbildung 12). 

In den nicht resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 wurde eine signifikante Senkung der 

pERK1/2-Expression durch die Behandlung mit dem GnRH-Analogon Triptorelin 10-7M 

n-res res

pERK1/2

ERK1/2

GAPDH

44/42 kDa

44/42 kDa
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nachgewiesen (Abbildung 11, Abbildung 12; n-res Triptorelin 10-7M 63,26 ± 13,09 vs. n-res 

Kontrolle; n = 5; P = 0,0069). Die Behandlung der resistenten Zellen mit Triptorelin 10-7M 

hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von pERK1/2 im Vergleich zur 

resistenten unbehandelten Kontrolle (Abbildung 11, Abbildung 12; res Triptorelin 10-7M 

98,27 ± 29,44 vs. res Kontrolle; n = 5). In Abbildung 12 wurde der senkende Effekt von 

Triptorelin 10-7M auf die pERK1/2-Expression in den nicht resistenten Zellen der Zelllinie 

HCC1806 dargestellt, vergleichend dazu der minimale Effekt auf die pERK1/2-Expression 

der resistenten Zellen bezogen auf die Kontrolle.  

Die Expression von pERK1/2 wurde in den nicht resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 

durch die Behandlung mit Triptorelin 10-9M tendenziell eher erhöht (Abbildung 11, 

Abbildung 12; n-res Triptorelin 10-9M 150,6 ± 32,04 vs. n-res Kontrolle; n = 5; P = 0,0858). 

Ebenso erkennt man einen Trend dahingehend, dass die pERK1/2-Expression in den mit 

Triptorelin 10-9M behandelten resistenten Zellen im Vergleich zur resistenten unbehandelten 

Kontrolle erhöht wurde (Abbildung 11, Abbildung 12; res Triptorelin 10-9M 187,3 ± 54,80 

vs. res Kontrolle; n = 5; P = 0,0832). Vergleichend betrachtet, hatte Triptorelin 10-9M in den 

resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 einen größeren erhöhenden Effekt auf die 

Expression von pERK1/2 als in den nicht resistenten Zellen (Abbildung 12). 
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Abbildung 12: Einfluss von SCH772984 und Triptorelin auf pERK1/2 in nicht resistenten und 

resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806.  

A: Dargestellt ist der Einfluss des ERK1/2-Inhibitors SCH772984 und des GnRH-Analogons Triptorelin auf 

die Expression von pERK1/2 in nicht resistenten (n-res) und resistenten (res) Zellen der Zelllinie HCC1806 

bezogen auf die n-res unbehandelte Kontrolle. Zum quantitativen Abgleich der Proteinexpression wurde 

GAPDH verwendet. Die Signifikanzen wurden mittels unpaired t-test (two-tailed) ermittelt. Die Daten zeigen den 

Mittelwert ± SEM, wobei die Werte durch den Bezug zur jeweiligen res bzw. n-res unbehandelten Kontrolle 

ermittelt wurden. ** P < 0,01; **** P < 0,0001   

B: Dargestellt ist der Effekt in [%] von SCH772984 und Triptorelin auf pERK1/2 in resistenten (res) Zellen 

im Vergleich zur res Kontrolle und nicht resistenten (n-res) Zellen im Vergleich zur n-res Kontrolle in der 
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Zelllinie HCC1806. Der Effekt wurde aus der Differenz der Mittelwerte von den behandelten Zellen im 

Vergleich zur jeweiligen Kontrolle berechnet und graphisch aufgezeigt.  

In den Analysen der ERK1/2-Expression in den mit SCH772984 oder Triptorelin 

behandelten nicht resistenten Zellen bzw. resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 im 

Vergleich zur jeweils unbehandelten Kontrolle konnten keine signifikanten Unterschiede 

ermittelt werden (Abbildung 11, Abbildung 13). In Abbildung 13 wurde graphisch 

dargestellt, dass die Triptorelin-Behandlung mit 10-7M und mit 10-9M in den resistenten 

Zellen der Zelllinie HCC1806, verglichen zu den nicht resistenten Zellen, eher einen 

erhöhenden Effekt auf die ERK1/2-Expression hat. Im Hinblick auf die Behandlung mit 

SCH772984 zeigte sich graphisch, dass der ERK1/2-Inhibitor in den nicht resistenten Zellen 

einen gering höheren steigernden Effekt auf die Expression von ERK1/2 als auf die 

resistenten Zellen hat.  
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Abbildung 13: Einfluss von SCH772984 und Triptorelin auf ERK1/2 in nicht resistenten und 

resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806.   

A: Dargestellt ist der Einfluss des ERK1/2-Inhibitors SCH772984 und des GnRH-Analogons Triptorelin auf 

die Expression von ERK1/2 in nicht resistenten (n-res) und resistenten (res) Zellen der Zelllinie HCC1806 

bezogen auf die n-res unbehandelte Kontrolle. Zum quantitativen Abgleich der Proteinexpression wurde 

GAPDH verwendet. Es konnten keine Signifikanzen der Werte im Bezug zur jeweiligen res bzw. n-res 

unbehandelten Kontrolle ermittelt werden.   

B: Dargestellt ist der Effekt in [%] von SCH772984 und Triptorelin auf ERK1/2 in resistenten (res) Zellen im 

Vergleich zur res Kontrolle und nicht resistenten (n-res) Zellen im Vergleich zur n-res Kontrolle in der Zelllinie 
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HCC1806. Der Effekt wurde aus der Differenz der Mittelwerte von den behandelten Zellen im Vergleich zur 

jeweiligen Kontrolle berechnet und graphisch aufgezeigt.  

Die Expressionsverhältnisse von pERK1/2 zu ERK1/2 wurden anhand der graphischen 

Darstellung in Abbildung 14 verglichen, Signifikanzen konnten nicht ermittelt werden. Im 

Vergleich zur nicht resistenten unbehandelten Kontrolle zeigte sich, dass pERK1/2 im 

Verhältnis zu ERK1/2 in der resistenten unbehandelten Kontrolle (Abbildung 14; res 

Kontrolle 66,15 ± 25,20 vs. n-res Kontrolle; n = 7) sowie in den nicht resistenten und 

resistenten mit SCH772984 behandelten Zellen (Abbildung 14; n-res SCH772984 

54,27 ± 38,12 vs. n-res Kontrolle; n = 5 und res SCH772984 41,98 ± 20,74 vs. res Kontrolle; 

n = 4) ähnlich vermindert exprimiert wurde. In den nicht resistenten mit Triptorelin 10-9M 

behandelten Zellen wurde eher eine erhöhte Expression von pERK1/2 im Verhältnis zu 

ERK1/2 nachgewiesen (Abbildung 14; n-res Triptorelin 10-9M 684,6 ± 493,9 vs. n-res 

Kontrolle; n = 5), in den nicht resistenten mit Triptorelin 10-7M behandelten Zellen zeigte 

sich ein minimal erhöhter Trend der Expression (Abbildung 14; n-res Triptorelin 10-7M 

186,8 ± 120 vs. n-res Kontrolle; n = 5). In den resistenten mit Triptorelin 10-7M und 10-9M 

behandelten Zellen konnte ein ähnliches Verhältnis der pERK- zur ERK1/2-Expression im 

Vergleich zur resistenten Kontrolle ermittelt werden (Abbildung 14; res Triptorelin 10-7M 

59,56 ± 12,09 vs. res Kontrolle; n = 5 und res Triptorelin 10-9M 92,96 ± 29,17 vs. res 

Kontrolle; n = 5). 
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Abbildung 14: Verhältnis pERK1/2-Expression zur ERK1/2-Expression in nicht resistenten und 

resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806.  Dargestellt ist das Expressionsverhältnis von pERK1/2 zu 

ERK1/2 nach der Behandlung mit dem ERK1/2-Inhibitor SCH772984 und dem GnRH-Analogon Triptorelin 

der resistenten (res) Zellen und der nicht resistenten (n-res) Zellen bezogen auf die n-res unbehandelte 

Kontrolle. Es konnten keine Signifikanzen der Werte im Bezug zur jeweiligen res bzw. n-res unbehandelten 

Kontrolle ermittelt werden.  

 

3.5 Einfluss einer GnRH-Behandlung auf  die 3D-Sphäroid-Invasion 

ERK1/2-resistenter Zellen  

Als eine mögliche Therapieoption für ERK1/2-resistente TNBC-Zellen wurde weiter der 

Einfluss einer GnRH-Behandlung auf die Invasion ERK1/2-resistenter 3D-Sphäroide 

untersucht. In diesen Versuchen wurde ebenfalls mit den auf SCH772984 resistenten Zellen 

der Zelllinie HCC1806 gearbeitet (siehe 3.3, Abbildung 9) und zum Vergleich nicht resistente 

Zellen der Zelllinie HCC1806 herangezogen. Als GnRH-Analogon wurde, wie auch in den 

vorherigen Versuchen, Triptorelin verwendet. Die Bilder unter dem Mikroskop der 3D-

Sphäroid-Invasionsassays erfolgten zum Zeitpunkt t0h und t48h (siehe 2.2.1.4). Zur 

Auswertung wurden die Mittelwerte der prozentual invadierten Flächen im Vergleich zur 
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unbehandelten nicht resistenten Kontrolle berechnet. Es erfolgte die Durchführung von 

mindestens sechs Versuchen mit unterschiedlichen Passagen.  

In Abbildung 15 sind die Bilder der 3D-Sphäroide der nicht resistenten Zellen im Vergleich 

zu den resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 zusammengestellt. Es wurde jeweils ein 

Foto vor der Behandlung zum Zeitpunkt t0h und nach der Behandlung mit dem ERK1/2-

Inhibitor SCH772984 oder dem GnRH-Analogon Triptorelin zum Zeitpunkt t48h abgebildet.  

 

 

Abbildung 15: 3D-Sphäroide der nicht resistenten und resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 zum 

Zeitpunkt t0h und t48h.  Abgebildet sind die 3D-Sphäroide der resistenten (res) Zellen und der nicht resistenten 

(n-res) Zellen der Zelllinie HCC1806. Zum Zeitpunkt t0h erfolgten die Fotos vor Zugabe der Behandlung mit 

dem ERK1/2-Inhibitor SCH772984 oder dem GnRH-Analogon Triptorelin. Zeitpunkt t48h zeigt die Sphäroide 

nach der Behandlung mit SCH772984 oder Triptorelin. Die Ansicht erfolgte mit 4-facher Vergrößerung unter 

dem Mikroskop, der Messbalken zeigt 200 µm.  

 

Im direkten Vergleich von der resistenten unbehandelten Kontrolle zur nicht resistenten 

unbehandelten Kontrolle der 3D-Sphäroide wurde ein signifikant erhöhtes 

t0h

Kontrolle

t48h

n-res
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Triptorelin 10-7M
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Flächenwachstum bei den resistenten Zellen ermittelt (Abbildung 15, Abbildung 16; res 

Kontrolle 422,4 ± 112,2 vs. n-res Kontrolle; n = 20; P = 0,0066).  

Es konnte eine signifikante Verminderung des relativen Flächenwachstums bei den nicht 

resistenten mit SCH772984 behandelten Sphäroiden vergleichend zu den nicht resistenten 

unbehandelten Kontroll-Sphäroiden nachgewiesen werden (Abbildung 16; n-res 

SCH772984 -3,86 ± 4,53 vs. n-res Kontrolle; n = 6; P < 0,0001). Ebenso konnte eine 

signifikante Verminderung des relativen Flächenwachstums bei den resistenten mit 

SCH772984 behandelten Sphäroiden im Vergleich zu der resistenten unbehandelten 

Kontrolle ermittelt werden (Abbildung 16; res SCH772984 -2,26 ± 0,45 vs. res Kontrolle; 

n = 6; P < 0,0001). Es konnte somit nachgewiesen werden, dass der ERK1/2-Inhibitor 

SCH772984 in den nicht resistenten sowie in den resistenten Sphäroiden der Zelllinie 

HCC1806 einen senkenden Effekt auf das relative Flächenwachstum aufzeigt. 

Es wurde kein signifikanter Einfluss und kein ausgeprägter Effekt einer Behandlung mit 

Triptorelin 10-7M auf die Invasion der nicht resistenten oder resistenten 3D-Sphäroide 

nachgewiesen (Abbildung 16; n-res Triptorelin 10-7M 117,4 ± 15,32 vs. n-res Kontrolle; 

n = 14 und res Triptorelin 10-7M 94,56 ± 13,4 vs. res Kontrolle; n = 14). 

Bei den nicht resistenten mit Triptorelin 10-9M behandelten Zellen wurde gegenüber der 

nicht resistenten unbehandelten Kontrolle ein erhöhtes relatives Flächenwachstum 

nachgewiesen (Abbildung 16; n-res Triptorelin 10-9M 162,4 ± 23,89 vs. n-res Kontrolle; 

n = 13; P = 0,0119). In den resistenten Sphäroiden konnte kein erheblicher Einfluss auf das 

Flächenwachstum durch eine Behandlung mit Triptorelin 10-9M im Vergleich zu den 

resistenten unbehandelten Kontroll-Sphäroiden dokumentiert werden (Abbildung 16; res 

Triptorelin 10-7M 85,83 ± 9,59 vs. res Kontrolle; n = 14).  
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Abbildung 16: Einfluss von SCH772984 und Triptorelin auf die 3D-Sphäroid-Invasion nicht resistenter 

und resistenter Zellen der Zelllinie HCC1806.  

A: Dargestellt ist der Einfluss des ERK1/2-Inhibitors SCH772984 und des GnRH-Analogons Triptorelin auf 

das relative Flächenwachstum der 3D-Sphäroide in resistenten (res) Zellen und nicht resistenten (n-res) Zellen 

der Zelllinie HCC1806 bezogen auf die n-res unbehandelte Kontrolle. Die Signifikanzen wurden mittels unpaired 

t-test (two-tailed) ermittelt. Die Daten zeigen den Mittelwert ± SEM, wobei die Werte durch den Bezug zur 
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jeweiligen res bzw. n-res unbehandelten Kontrolle ermittelt wurden. * P < 0,05; ** P < 0,01; **** P < 0,0001

   

B: Dargestellt ist der Effekt in [%] von SCH772984 und Triptorelin auf das relative Flächenwachstum der 

resistenten (res) Zellen zur res Kontrolle und der nicht resistenten (n-res) Zellen zur n-res Kontrolle in der 

Zelllinie HCC1806. Der Effekt wurde aus der Differenz der Mittelwerte von den behandelten Zellen im 

Vergleich zur jeweiligen Kontrolle berechnet und graphisch aufgezeigt. 

 

3.6 Viabilitätsvergleich der 3D-Sphäroide mittels AlamarBlue 

Zusätzlich erfolgte nach den Versuchen zu der 3D-Sphäroid-Invasion (siehe 3.5) eine 

Viabilitätsanalyse der resistenten TNBC-Zellen im Vergleich zu den nicht resistenten TNBC-

Zellen mittels AlamarBlue (siehe 2.2.1.5). Die prozentuale Differenz der relativen 

AlamarBlue-Reduktion der resistenten Zellen im Vergleich zu den nicht resistenten Zellen 

der Zelllinie HCC1806 wurde bestimmt und mittels GraphPad Prism® graphisch dargestellt. 

Mindestens drei Experimente mit unterschiedlichen Passagen wurden durchgeführt. 

In den resistenten Kontrollzellen der Zelllinie HCC1806 konnte im Vergleich zur nicht 

resistenten Kontrolle kein signifikanter Unterschied in der AlamarBlue-Absorption 

gemessen werden (Abbildung 17; res Kontrolle 68,56 ± 21,88 vs. n-res Kontrolle; n = 7). 

Die Behandlung der nicht resistenten Zellen mit dem ERK1/2-Inhibitor SCH772984 hatte 

keinen repräsentativen Einfluss auf die Zellviabilität der Sphäroide im Vergleich zur nicht 

resistenten unbehandelten Kontrolle (Abbildung 17; n-res SCH772984 69,97 ± 22,68 vs. n-

res Kontrolle; n = 3). Wohingegen in den resistenten Sphäroiden durch eine Behandlung mit 

SCH772984 weniger viable Zellen vergleichend zur resistenten unbehandelten Kontrolle 

nachgewiesen wurden (Abbildung 17; res SCH772984 50,6 ± 18,84 vs. res Kontrolle; n = 3; 

P = 0,0285). Der Effekt von SCH772984 auf die Viabilität der resistenten Zellen wird in 

Abbildung 17 dargestellt.  

In den mit Triptorelin 10-7M behandelten resistenten sowie nicht resistenten Sphäroiden 

konnte kein signifikanter Unterschied der AlamarBlue-Absorption im Vergleich zur 

resistenten bzw. nicht resistenten unbehandelten Kontrolle gemessen werden und somit kein 

eindeutiger Effekt dargestellt werden (Abbildung 17; n-res Triptorelin 10-7M 61,13 ± 36,30 

vs. n-res Kontrolle; n = 4 und res Triptorelin 10-7M 104,3 ± 78,48 vs. res Kontrolle; n = 4). 

Eine Behandlung der Sphäroide mit Triptorelin 10-9M führte in den nicht resistenten Zellen 

im Vergleich zur nicht resistenten Kontrolle zu einer signifikant verminderten Zellviabilität 

(Abbildung 17; n-res Triptorelin 10-9M 42,55 ± 19,36 vs. n-res Kontrolle; n = 4; P = 0,0250). 
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Dieser Effekt wird in Abbildung 17 nochmals verdeutlicht. Im Gegensatz dazu zeigte die 

Behandlung mit Triptorelin 10-9M auf die resistenten Sphäroide keinen repräsentativen 

Effekt (Abbildung 17; res Triptorelin 10-9M 150,8 ± 65,65 vs. res Kontrolle; n = 4). 

 

Abbildung 17: Einfluss von SCH772984 und Triptorelin auf die Zellviabilität der 3D-Sphäroide nicht 

resistenter und resistenter Zellen der Zelllinie HCC1806.   

A: Dargestellt ist der Einfluss des ERK1/2-Inhibitors SCH772984 und des GnRH-Analogons Triptorelin auf 

die Viabilität der 3D-Sphäroide in resistenten (res) Zellen und nicht resistenten (n-res) Zellen der Zelllinie 

HCC1806 bezogen auf die n-res unbehandelte Kontrolle. Die Bestimmung der Zellviabilität erfolgte durch 

Absorptionsmessung von AlamarBlue. Die Signifikanzen wurden mittels unpaired t-test (two-tailed) ermittelt. Die 
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Daten zeigen den Mittelwert ± SEM, wobei die Werte durch den Bezug zur jeweiligen res bzw. n-res 

unbehandelten Kontrolle ermittelt wurden. * P < 0,05   

B: Dargestellt ist der Effekt in [%] von SCH772984 und Triptorelin auf die Zellviabilität der 3D-Sphäroide der 

resistenten (res) Zellen zur res Kontrolle und der nicht resistenten (n-res) Zellen zur n-res Kontrolle in der 

Zelllinie HCC1806. Der Effekt wurde aus der Differenz der Mittelwerte von den behandelten Zellen im 

Vergleich zur Kontrolle berechnet und graphisch aufgezeigt. 

 

3.7 CTGF- und Phalloidin-Expression in ERK1/2-resistenten Zellen 

Zuletzt wurde anhand einer Immunfluoreszenz die CTGF-Expression in ERK1/2-

resistenten TNBC-Zellen im Vergleich zu nicht resistenten TNBC-Zellen dargestellt. Dazu 

wurden unbehandelte Zellen und die auf den ERK1/2-Inhibitor SCH772984 resistenten 

Zellen der Zelllinie HCC1806 verwendet (siehe 3.3, Abbildung 9). Die Zellen wurden in 

einem 8-well Glasobjektträger angesät und nach Behandlung und mehreren Schritten der 

immunzytochemischen Färbung unter dem Fluoreszenzmikroskop mittels ZEN-Software 

und ImageJ ausgewertet (siehe 2.2.3). Zur Analyse der Farbintensitätsunterschiede wurde die 

Summe der Pixelwerte der einzelnen Bilder (10-fache Vergrößerung) ausgemessen und die 

Werte der CTGF- und Phalloidin-Intensität zum quantitativen Abgleich auf die DAPI-

Intensität normiert. Die graphische Darstellung der Intensitätsunterschiede erfolgte in 

GraphPad Prism®. 

In Abbildung 18 wurden die Bilder der Immunfluoreszenzfärbungen der nicht resistenten 

Zellen der Zelllinie HCC1806 zusammengestellt. Es wurde jeweils ein Bild mit 

CTGF + DAPI, vergleichend dazu ein Bild mit Phalloidin + DAPI und ein Bild mit 

CTGF + Phalloidin + DAPI Färbung abgebildet. In Abbildung 19 sind in gleicher 

Systematik die Bilder der Immunfluoreszenzfärbungen der resistenten Zellen der Zelllinie 

HCC1806 zusammengestellt. 
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Abbildung 18: Immunfluoreszenz der nicht resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806.  Abgebildet sind 

die Immunfluoreszenzfärbungen mit CTGF, Phalloidin und DAPI der nicht resistenten (n-res) Zellen der 

Zelllinie HCC1806 nach Behandlung mit dem ERK1/2-Inhibitor SCH772984 bzw. dem GnRH-Analogon 

Triptorelin im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Kernfärbung durch DAPI stellt sich blau dar, die 

Färbung von CTGF grün und durch Phalloidin rot. Die Ansicht erfolgte mit 40-facher Vergrößerung unter 

dem Fluoreszenzmikroskop und mittels Färbefilter, der Messbalken zeigt 20 µm.  
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Abbildung 19: Immunfluoreszenz der resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806.  Abgebildet sind die 

Immunfluoreszenzfärbungen mit CTGF, Phalloidin und DAPI der resistenten (res) Zellen der Zelllinie 

HCC1806 nach Behandlung mit dem ERK1/2-Inhibitor SCH772984 bzw. dem GnRH-Analogon Triptorelin 

im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Kernfärbung durch DAPI stellt sich blau dar, die Färbung von 

CTGF grün und durch Phalloidin rot. Die Ansicht erfolgte mit 40-facher Vergrößerung unter dem 

Fluoreszenzmikroskop und mittels Färbefilter, der Messbalken zeigt 20 µm.  

 

Die Abbildung 20 dient zur graphischen Darstellung der Intensitätsunterschiede von CTGF 

in den nicht resistenten und resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806. Die CTGF-Werte aus 

res
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einem Versuch wurden mittels ImageJ Helligkeitsmessung gemessen und auf die DAPI 

Messwerte normiert.  

Im Vergleich zur nicht resistenten Kontrolle wurde bei den nicht resistenten Zellen, welche 

mit dem ERK1/2-Inhibitor SCH772984 behandelt wurden, vermindert CTGF angefärbt. 

Ebenso wurde bei den nicht resistenten mit Triptorelin 10-7M sowie 10-9M behandelten 

Zellen im Vergleich zur Kontrolle eher etwas weniger CTGF angefärbt.  

Allgemein wurde bei den resistenten Kontrollzellen im Vergleich zu den nicht resistenten 

Kontrollzellen weniger CTGF angefärbt. Innerhalb der resistenten Zelllinie ist bei den mit 

Triptorelin 10-7M bzw. 10-9M behandelten resistenten Zellen im Vergleich zur resistenten 

Kontrolle mehr CTGF detektiert worden. Nach SCH772984-Behandlung ist bei den 

resistenten Zellen vergleichend zu den resistenten unbehandelten Kontrollzellen kein großer 

Unterschied der Phalloidin-Intensität beobachtbar. 

Die Intensitätsunterschiede von Phalloidin in den nicht resistenten und resistenten Zellen 

der Zelllinie HCC1806 wurden in Abbildung 20 zur Veranschaulichung graphisch dargestellt. 

Die Phalloidin-Werte aus einem Versuch wurden dazu mittels ImageJ Helligkeitsmessung 

gemessen und auf die DAPI-Messwerte normiert.  

In der Zelllinie HCC1806 wurde im Vergleich zur nicht resistenten unbehandelten Kontrolle 

bei den nicht resistenten mit SCH772984 behandelten Zellen vermindert Phalloidin 

angefärbt. Ebenso war nach einer Behandlung der nicht resistenten Zellen mit Triptorelin 

10-7M eher etwas weniger Phalloidin detektiert worden, wobei nach einer Behandlung mit 

Triptorelin 10-9M sogar wesentlich weniger Phalloidin detektiert worden war. Bei den 

resistenten Zellen war im Vergleich zu den nicht resistenten Kontrollzellen die Phalloidin-

Intensität weniger intensiv. Innerhalb der resistenten Zelllinie wurde bei den mit dem 

ERK1/2-Inhibitor SCH772984 behandelten Zellen und auch bei den Zellen, welche mit dem 

GnRH-Analogon Triptorelin 10-7M bzw. 10-9M behandelten wurden, weniger Phalloidin 

detektiert.  

 



Ergebnisse 60 

  

 

Abbildung 20: Intensität von CTGF und Phalloidin in nicht resistenten und resistenten Zellen der 

Zelllinie HCC1806.  

A: Dargestellt ist die Intensität von CTGF in [%] in den resistenten (res) Zellen und nicht resistenten (n-res) 

Zellen der Zelllinie HCC1806 im Vergleich zur unbehandelten n-res Kontrolle aus einem Versuch. Zum 

quantitativen Abgleich wurden die Werte auf die Intensität von DAPI normiert.   

B: Dargestellt ist die Intensität von Phalloidin in [%] in den resistenten (res) Zellen und nicht resistenten (n-

res) Zellen der Zelllinie HCC1806 im Vergleich zur unbehandelten n-res Kontrolle aus einem Versuch. Zum 

quantitativen Abgleich wurden die Werte auf die Intensität von DAPI normiert. 
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4 Diskussion 

Der mitogen-activated protein kinase-(MAPK-)Weg ist sehr bedeutend für die Tumortherapie, da 

er der am meisten mutierte Signalweg in humanen Tumoren ist. Der Signalweg reguliert 

Zellwachstum, Differenzierung und Hemmung der Apoptose (Liu et al. 2018). In Tumoren 

wird durch eine durchgehende Aktivierung dieses RAS-RAF-MEK-ERK-Signalweges das 

Wachstum der Tumorzellen gefördert. Zudem sind beim TBNC durch die fehlende 

Expression des Östrogen- und Progesteronrezeptors sowie keiner Überexpression von 

HER2 die Therapieoptionen stark eingeschränkt. 10 – 15 % aller Brustkrebsarten sind 

TNBC, was die große Bedeutung der MAPK-Kaskade und von möglichen Therapieansätzen 

in dieser verdeutlicht (Kim et al. 2006; Bauer et al. 2007).  

Bis dato bezogen sich mögliche Therapien in dieser Signalkaskade hauptsächlich auf die 

Inhibition von RAF und MEK. Die bisherige Annahme war, dass eine Inhibition von 

ERK1/2 als nachgeschaltete Kinase keinen zusätzlichen Nutzen bringe. Allerdings treten 

immer mehr Resistenzen der Proteinkinasen RAF und MEK auf, sodass immer mehr 

ERK1/2 auch in den Fokus als mögliche Therapieoption rückt (Samatar und Poulikakos 

2014). Allerdings sind die Folgen einer möglichen ERK1/2-Resistenz in TNBC-Zellen 

bisweilen nicht bekannt und es fehlen mögliche Therapieansätze, die bei einer gebildeten 

Resistenz zum Einsatz kommen könnten.  

Daher wurde in dieser Arbeit die Auswirkung zweier ERK1/2-Inhibitoren auf das 

Zellwachstum und die 3D-Sphäroid-Invasion in TNBC-Zelllinien untersucht. Für die 

Versuche mit TNBC-Zellen wurden hierzu die Zelllinien HCC1806 und HCC70 

herangezogen. Lehmann et al. (2011) und Liu et al. (2019) konnten aufzeigen, dass diese 

beiden Zelllinien dem TNBC Subtyp ähneln und sich als gutes Modell für Versuche eignen. 

Des Weiteren wurde eine ERK1/2-resistente Zelllinie generiert und als mögliche 

Therapieoption die Behandlung dieser resistenten Zellen mit einem GnRH-Analogon 

analysiert. Zuletzt wurde die Korrelation der CTGF-Expression bei ERK1/2-resistenten 

Zellen im Vergleich zu nicht resistenten Zellen dargestellt. 

4.1 Inhibition von ERK1/2 

Zu Beginn wurde der Effekt der ERK1/2-Inhibitoren auf die Proteinexpression von TNBC-

Zellen mittels Western Blot analysiert (siehe 2.2.2.5). Dazu wurden die Zelllinien HCC1806 

und HCC70 mit der LD50 von den ERK1/2-Inhibitoren SCH772984 und Ulixertinib 

behandelt, welche durch einen LD50-Viabilitätstest ermittelt wurde (siehe 2.2.1.5).  
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4.1.1 SCH772984 reduziert die pERK1/2-Expression 

Es konnte wie erwartet eine signifikante Abnahme der pERK1/2-Expression sowie dem 

Verhältnis von pERK1/2 zu ERK1/2 in beiden Zelllinien durch die Behandlung mit 

SCH772984 aufgezeigt werden, während auf die ERK1/2-Expression kein Einfluss 

nachgewiesen wurde. SCH772984 hemmt die Phosphorylierung von ERK1/2 und von 

ihrem Substrat der p90-ribosomalen-S6-Kinase (RSK). Auch hemmt SCH772984 die 

Phosphorylierung von Bestandteilen in der eigenen Aktivierungsschleife. Dadurch inhibiert 

der ERK1/2-Inhibitor die weitere MAPK-Signalübertragung und folglich die 

Zellproliferation in Tumorzellen (Morris et al. 2013). Zudem gehen Morris et al. (2013) 

davon aus, dass der ERK1/2-Inhibitor SCH772984 ERK1/2 in einer stabilen Konformation 

hält, so dass keine Phosphorylierung durch MEK oder RAF möglich ist. SCH772984 nimmt 

wie beschrieben keinen direkten Einfluss auf die Expression von ERK1/2, was die 

Ergebnisse im Versuch bestätigen. 

4.1.2 Ulixertinib reduziert die pERK1/2-Expression nicht 

Durch die Behandlung mit Ulixertinib konnte eine signifikante Erhöhung der pERK-

Expression in der Zelllinie HCC1806 analysiert werden, allerdings kein signifikanter Effekt 

auf die ERK1/2-Expression. In der Zelllinie HCC70 konnte kein signifikanter Effekt auf 

pERK aufgezeigt werden, hingegeben aber eine signifikante Abnahme der ERK1/2-

Expression. Das Expressionsverhältnis von pERK1/2 zu ERK1/2 zeigte nach Ulixertinib-

Behandlung in beiden Zelllinien keine signifikanten Unterschiede. Ulixertinib hemmt ebenso 

wie SCH772984 die Phosphorylierung von ERK1/2 und die Phosphorylierung der RSK 

(Ward et al. 2015). Der ERK1/2-Inhibitor wird in mehreren Studien in Phase 1/2 

untersucht, wie z. B. in der klinischen Studie NCT01781429 bei Patienten mit 

fortgeschrittenen Malignomen (Sullivan et al. 2018). Da in beiden Zelllinien der ERK1/2-

Inhibitor Ulixertinib nicht die erwartete Verminderung von pERK1/2 bewirkt, lässt dieses 

vermuten, dass es möglicherweise über eine Aktivierung alternativer Wege und 

Signalkaskaden zu einer Phosphorylierung von ERK1/2 und dadurch zu einer nicht 

verminderten oder gar erhöhten pERK1/2-Expression kommt. Zu den selben Ergebnissen, 

dass Ulixertinib zu einer erhöhten Expression von pERK1/2 führt, kamen Germann et al. 

2017: Sie konnten zeigen, dass Ulixertinib trotz erhöhter Phosphorylierung von ERK1/2 die 

Phosphorylierung von Zielsubstraten hemmt und somit vielversprechend für die Therapie 

von MAPK-mutierten Krebserkrankungen ist. Unabhängig von ihrem Grad der ERK1/2-

Phosphorylierung wird ihr Substrat RSK durch die Inhibitoren Ulixertinib und auch 
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SCH772984 gehemmt. Dass eine signifikante Abnahme der ERK1/2-Expression in der 

Zelllinie HCC70 durch Ulixertinib beobachtet werden konnte, lässt die Vermutung 

aufkommen, dass es doch zu einer Beeinflussung von ERK1/2 kommen könnte – entweder 

direkt oder beispielsweise über Rückkopplungsmechanismen. Die unterschiedlichen 

Ergebnisse verdeutlichen zudem, dass auch das zelllinienspezifische Verhalten von HCC70 

und HCC1806 als zwei Vertreter der eher heterogenen TNBC gegenüber den Inhibitoren 

vermutlich eine Rolle spielt.  

4.1.3 ERK1/2-Inhibitoren reduzieren die 3D-Sphäroid-Invasion in TNBC-Zellen 

Im Weiteren wurde der Effekt der ERK1/2-Inhibitoren auf die 3D-Sphäroid-Invasion 

untersucht. Dazu wurden 3D-Sphäroid-Invasionsassays nach Vinci durchgeführt (siehe 

2.2.1.4, Vinci et al. 2015).  

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit dargelegt werden, dass die Behandlung mit den 

ERK1/2-Inhibitoren SCH772984 sowie Ulixertinib in den 3D-Sphäroiden beider TNBC-

Zelllinien zu einem signifikant verminderten Flächenwachstum führt. Solch ein hemmender 

Einfluss auf das Tumorwachstum durch einen ERK1/2-Inhibitor wurde bereits von 

Ahronian et al. (2015) in menschlichen Xenotransplantations-Modellen in BRAF- und RAS-

mutierten kolorektalen Krebszellen aufgezeigt (Sullivan et al. 2018). Dies konnte somit in 

den Versuchen zu dieser Arbeit mit TNBC 3D-Sphäroiden bestätigt werden. Die 3D-

Sphäroid-Invasionsassays eignen sich gut für Versuche zur Invasion von Tumorzellen, da 

durch die 3D-Struktur eine Tumormikroregion bzw. eine Tumormetastase mit viel getreuerer 

Morphologie nachgeahmt werden kann – im Gegensatz zu der flachen Morphologie auf einer 

festen Membran in 2D-Modellen. Vorteilhaft ist ebenfalls, dass der Invasionsassay direkt in 

derselben Platte durchgeführt werden kann (Vinci et al. 2015).  

4.2 Resistente TNBC-Zelllinie  

Um den Effekt von einer ERK1/2-Resistenz auf das Zellwachstum und die Invasivität von 

TNBC-Zellen im Rahmen dieser Arbeit analysieren zu können, musste mindestens eine 

ERK1/2-resistente Zelllinie generiert werden. Diese wurde durch einen LD50-Vibilitätstest 

mittels AlamarBlue (siehe 2.2.1.5) nachgewiesen.  

Für die Zelllinie HCC1806 gelang es weniger empfindliche Zellen gegenüber dem ERK1/2-

Inhibitor SCH772984 innerhalb von vier Monaten zu generieren (siehe 3.3, Abbildung 9). 

Erfolgreiche Resistenzversuche mit diesem ERK1/2-Inhibitor konnten von Jha et al. (2016) 
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bereits in kolorektalen Karzinomzellen beschrieben werden. Daher ist davon auszugehen, 

dass bei einem längeren Zeitraum der Resistenzversuche nicht nur weniger sensible Zellen, 

sondern resistente Zellen der Zelllinie HCC1806 gegenüber dem ERK1/2-Inhibitor 

generierbar wären. Im Weiteren werden die generierten, weniger sensiblen Zellen gegenüber 

SCH772984 zur Vereinfachung als resistente Zellen benannt. Diese resistenten Zellen 

wurden im Vergleich zu nicht resistenten Zellen dieser Zelllinie für die weiteren Versuche in 

der Arbeit genutzt. Jha et al. (2016) konnten in ihren Resistenzversuchen gegenüber 

SCH772984 aufzeigen, dass die Resistenz auf einer Mutation von Gylcin zu Asparaginsäure 

im Asparaginsäure-Phenylalanin-Glycin-Motiv (auch DFG-Motiv) von ERK1/2 beruht. Die 

spezifische Bindung von SCH772984 an ERK1/2 wird so verhindert. Weiter konnte 

dargelegt werden, dass die Mutation die von SCH772984 gehaltene stabile Konformation 

von ERK1/2 beeinflusst und die Interaktion zwischen MEK und ERK1/2 wieder 

ermöglicht. Dadurch kann ERK1/2 durch MEK phosphoryliert werden und es kommt zu 

einer Reaktivierung der ERK-MAPK-Signalkaskade (Jha et al. 2016). Durch Jaiswal et al. 

(2018) konnten in ERK1/2-Inhibitor-resistenten Zellen verschiedener Zelllinien, u. a. 

Zelllinien vom kolorektalen Karzinom und Pankreaskarzinom, weitere spezifische ERK1/2-

Mutationen identifiziert werden, die zu einer ERK1/2-Resistenz führen. 

In den Zelllinie HCC70 konnten keine weiteren Versuche zur Generierung einer Resistenz 

gegenüber SCH772984 erfolgen, da sich die Zellen bei weiteren Dosisgaben letal zeigten. 

Grund dafür könnte eine erhöhte Anfälligkeit der Zelllinie HCC70 im Vergleich zur Zelllinie 

HCC1806 für Stress durch die weiteren Dosisgaben in der Zellkulturflasche sein. Dafür 

spräche auch, dass in dieser Zelllinie gegenüber dem ERK1/2-Inhibitor Ulixertinib ebenfalls 

keine Resistenz generiert werden konnte. Allerdings zeigten sich die Zellen bei den 

Versuchen weiterhin lebensfähig. Gegenüber dem ERK1/2-Inhibitor Ulixertinib konnten 

hingegen auch in der Zelllinie HCC1806 keine resistenten Zellen innerhalb von vier Monaten 

generiert werden. Die Ergebnisse zeigen somit vielmehr die nicht generierbare Resistenz 

gegenüber Ulixertinib in beiden Zelllinien im Vergleich zur möglichen Generierung der 

Resistenz gegenüber SCH772984 auf. Auch Germann et al. (2017) konnten in 

Resistenzversuchen gegenüber Ulixertinib nur schwer resistente Zellen generieren. Sie 

wiesen nach, dass sich die Resistenzentstehung gegen diesen ERK1/2-Inhibitor im Vergleich 

zur Resistenzentstehung gegenüber RAF- oder MEK-Inhibitoren verzögert zeigte. Diese 

Erkenntnisse sprechen für den potenziellen Nutzen dieses ERK1/2-Inhibitors im klinischen 

Alltag, da es scheint, dass Resistenzen gegen Ulixertinib schwerer entstehen.  
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4.3 Auswirkungen einer ERK1/2-Resistenz und GnRH-Behandlung 

GnRH-Agonisten sind für die Behandlung von prämenopausalen Frauen mit ER-positivem 

Brustkrebs zur Therapie zugelassen (siehe 1.1.3, Emons et al. 2003). Wie bereits aufgezeigt 

exprimieren aber auch über 70 % der TNBC GnRH-Rezeptoren (Buchholz et al. 2009; Föst 

et al. 2011). GnRH hat in Mammakarzinomen einen entscheidenden Einfluss auf das 

Zellwachstum und die Metastasierung. Somit kann die Behandlung mit GnRH-Analoga auch 

bei TNBC einen wichtigen therapeutischen Ansatz bieten (Gründker und Emons 2017).  

Es konnte bereits aufgezeigt werden, dass der GnRH-Rezeptor an ein G-Protein bindet und 

so die Phosphotyrosin Phosphatase (PTP) aktiviert, welche den Wachstumsfaktor-Rezeptor 

dephosphoryliert (Gründker et al. 2001). Eine durch den Wachstumsfaktor-Rezeptor 

ausgelöste Signalkaskade, wie z. B. der ERK-MAPK-Transduktionsweg, kann so 

herunterreguliert werden (Dondi et al. 1994). Als mögliche Therapieoption bei einer 

ERK1/2-Resistenz wurde daher in dieser Arbeit der Effekt einer GnRH-Behandlung auf die 

Expression von ERK1/2 und pERK1/2 in resistenten Zellen im Vergleich zu nicht 

resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 untersucht. Dazu wurden die Zellen mit der LD50 

von SCH772984 und Triptorelin behandelt und die Proteinexpression mittels Western Blot 

nachgewiesen (siehe 2.2.2.5). 

4.3.1 ERK1/2-resistente Zellen exprimieren weniger pERK1/2 

Im Rahmen dieser Versuche konnte gezeigt werden, dass bei einer ERK1/2-Resistenz 

tendenziell weniger pERK1/2 in den HCC1806-Zellen exprimiert wird als in den nicht 

resistenten Zellen. Wie in Kapitel 4.2 beschrieben wiesen Jha et al. (2016) nach, dass es durch 

eine ERK1/2-Resistenz zu einer Wiederherstellung der Interaktion zwischen MEK und 

ERK1/2 kommt. Daraus folgt eine erneute Phosphorylierung von ERK1/2, wie analysiert 

werden konnte allerdings in einem niedrigeren Gesamtniveau im Vergleich zu nicht 

resistenten Zellen. Das Resultat der Versuche über den tendenziellen Unterschied der 

pERK1/2-Expression zwischen den resistenten und den nicht resistenten Zellen in dieser 

Arbeit entspricht somit den bereits 2016 beschriebenen Beobachtungen. 

4.3.2 SCH772984 reduziert die pERK1/2-Expression in ERK1/2-resistenten 

Zellen 

Es zeigte sich, dass der ERK1/2-Inhibitor SCH772984 die pERK1/2-Expression signifikant 

in den nicht resistenten Zellen und etwas geringer auch in den resistenten Zellen vermindert. 

Zu den selben Ergebnissen, dass SCH772984 auch in den auf SCH772984 resistenten Zellen 



Diskussion 66 

  

eine Downregulation von pERK1/2 induziert, kamen Iezzi et al. (2018). Sie generierten 

erfolgreich resistente nicht-kleinzellige Bronchialkarzinomzellen gegenüber SCH772984. In 

ihren Versuchen konnten sie aufzeigen, dass die maximale Aktivität der Downregulation 

nach sechs Stunden zu beobachten ist und es nach 24 Stunden zu einem Wiederauftreten 

von pERK1/2 kommt. Dies sei beweisend, dass der ERK1/2-Inhibitor das Ziel in seinen 

Zellen effizient erreicht. In dieser Arbeit erfolgte in den Versuchen die Proteinisolation 24 

Stunden nach Behandlung. Somit könnte ein Grund für die signifikant verminderte 

pERK1/2-Expression durch SCH772984 in den ERK1/2-resistenten Zellen ein 

zeitabhängiges Wiederauftreten von pERK1/2 sein, welches dann erneut durch den 

ERK1/2-Inhibitor beeinflusst und gehemmt wird.  

Iezzi et al. (2018) konnten zudem darlegen, dass es in nicht resistenten nicht-kleinzelligen 

Bronchialkarzinomzellen zu einer verminderten Phosphorylierung der nachgeschalteten 

RSK kommt. Folglich führt dies zu einer ebenfalls verminderten durch die RSK vermittelte 

Phosphorylierung des ribosomalen Proteins S6 (rpS6). Die auf SCH772984 resistenten 

Zellen zeigten in ihren Versuchen hingegen keine Downregulation der RSK. Dies spräche 

dafür, dass diese nachgeschaltete Kinase keine Beteiligung an der Entstehung von 

Resistenzmechanismen hat. In Versuchen von Gao et al. (2019) mit auf MEK-Inhibitor 

generierten resistenten Melanomzellen hingegen konnte eine Beteiligung von RSK am 

Resistenzmechanismus aufgezeigt werden. Diese Ergebnisse legen nahe, dass 

unterschiedlicher zellulärer Kontext auch verschiedene molekulare Veränderungen 

bezwecken kann (Iezzi et al. 2018).  

Interessanterweise konnte aber auch eine Kreuzresistenz der beiden ERK1/2- und MEK-

resistenten Zelllinien der nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen untereinander gegen 

den jeweils anderen Inhibitor beobachtet werden. Dieses Ergebnis lasse sich laut Iezzi et al. 

(2018) durch die ähnliche Modulation der nachgeschalteten RSK sowie der rpS6 erklären. 

Daher sollte in weiteren Studien untersucht werden, inwieweit die nachgeschalteten Substrate 

an der Resistenzentstehung beteiligt sind. 

4.3.3 Triptorelin hat keinen signifikanten Einfluss auf die pERK1/2-Expression 

in ERK1/2-resistenten Zellen 

In den nicht resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 führte die Behandlung mit Triptorelin 

10-7M zu einer signifikanten Minderung der pERK1/2-Expression. Wie vorher beschrieben, 

inhibiert das GnRH-Analogon Triptorelin die Aktivierung der ERK-MAPK-Signalkaskade. 

Dadurch fehlt die Signalüberleitung entlang der Kaskade, sodass ERK1/2 nicht 
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phosphoryliert wird. Die Behandlung der nicht resistenten Zellen mit Triptorelin 10-9M 

zeigte keine signifikante Veränderung. Eine mögliche Erklärung könnte die geringere 

Konzentration von Triptorelin sein. Die Abhängigkeit der Effekte von der Triptorelin-

konzentration sollte in weiteren Versuchen abgeklärt werden. 

In den resistenten Zellen konnte kein signifikanter Einfluss auf pERK1/2 durch eine 

Behandlung mit Triptorelin 10-7M oder Triptorelin 10-9M beobachtet werden. Die 

Behandlung mit Triptorelin 10-9M zeigte tendenziell aber eher eine erhöhte pERK1/2-

Expression auf. Durch die Resistenzentwicklung kommt es zu einer wieder möglichen 

Phosphorylierung von ERK1/2 durch MEK. Da Triptorelin die EGF-induzierte 

Aktivierung der ERK-MAPK-Kaskade hemmt, scheint es bei einer ERK1/2-Resistenz zu 

einer anderen Signalgebung durch Parallelkaskaden zu kommen, die die Phosphorylierung 

von ERK1/2 aktivieren. Die parallele Signalkaskade Phosphatidylinositol-3-Kinase 

(PI3K)/Proteinkinase B (AKT)/mechanistic target of Rapamycin (mTOR) ist ebenso wie der 

ERK-MAPK-Signalweg an Zellproliferation, Invasion, Migration und Apoptose beteiligt. 

Beide Signalwege können durch das G-Protein RAS aktiviert werden (zitiert nach Miricescu 

et al. 2020). Auch haben beide Wege die RSK als Zielsubstrat (Ruvinsky und Meyuhas 2006). 

Das G-Protein RAS, die RSK und das durch sie phosphorylierte rpS6 stellen somit 

überschneidende Strukturen der beiden Signalwege dar (Gao et al. 2019). Es konnte bereits 

aufgezeigt werden, dass die hauptsächlich durch die ERK-MAPK-Kaskade vermittelte rpS6-

Phosphorylierung in RAF- und MEK-resistenten Melanomzellen durch die p70 ribosomale 

S6-Kinase (p70S6K) des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs übernommen wird (Gao et al. 

2019). Die rpS6 nimmt Einfluss auf die Regulierung der Zellgröße und der Zellproliferation 

(Ruvinsky und Meyuhas 2006). Daher scheint es potenziell möglich zu sein, dass ERK1/2 

bzw. dessen Aktivierung durch MEK in ERK1/2-resistenten Zellen über die p70S6K 

vermittelte rpS6-Aktivierung durch Rückkopplungsschleifen beeinflusst wird.  

Allgemein konnte auch ein umfangreicher crosstalk zwischen den Netzwerken der beiden 

Signalwege registriert werden (Fruman und Rommel 2014). Vor allem auf dem Level von 

RAF in der ERK-MAPK-Kaskade und AKT im PI3K/AKT/mTOR-Signalweg konnte dies 

beobachtet werden (Zimmermann und Moelling 1999). Daher scheint es auch möglich zu 

sein, dass Signalweg übergreifender crosstalk die ERK1/2-Resistenzmechanismen mit 

beeinflusst und für eine erneute Aktivierung von ERK1/2 sorgt. So könnte es durch crosstalk 

auf der RAF-Ebene zu einer Aktivierung der ERK-MAPK-Kaskade ab dem Level von RAF 

kommen und folglich zu einer von Triptorelin unbeeinflussten Aktivierung der 

nachgeschalteten Kinasen.  
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In den nicht resistenten sowie den resistenten Zellen, die mit SCH772984 oder Triptorelin 

behandelt wurden, wiesen die ERK1/2-Expression und das Expressionsverhältnis von 

pERK1/2 zu ERK1/2 keine signifikanten Unterschiede auf. Wie in Kapitel 4.1 beschrieben, 

hemmt SCH772984 die Phosphorylierung von ERK1/2 und nimmt keinen direkten Einfluss 

auf die ERK1/2-Expression. In der graphischen Darstellung zeigte sich bei den resistenten 

Zellen, im Vergleich zu den nicht resistenten Zellen, ein Trend zur Erhöhung der ERK1/2-

Expression nach Behandlung mit Triptorelin 10-7M bzw. 10-9M. Da Triptorelin nicht den 

erwarteten senkenden Effekt auf die ERK1/2- sowie die pERK1/2-Expression zeigt, würde 

dies für die vorherige These sprechen, dass die Aktivierung von ERK1/2 bei einer ERK1/2-

Resistenz über Rückkopplungsschleifen durch die p70S6K-vermittelte rpS6-Aktivierung 

oder über crosstalk der Signalwege beeinflusst wird. 

4.3.4 ERK1/2-Resistenz führt zur gesteigerten 3D-Sphäroid-Invasion 

Der Effekt einer GnRH-Behandlung mit Triptorelin wurde ebenfalls in 3D-Sphäroid-

Modellen analysiert. Dazu wurden die resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 (siehe 3.3, 

Abbildung 9) und im Vergleich dazu nicht resistente Zellen der Zelllinie HCC1806 genutzt. 

Die Durchführung der 3D-Sphäroid-Invasionsassays erfolgte nach Vinci et al. (2015, siehe 

2.2.1.4). 

Es konnte bei den unbehandelten resistenten 3D-Sphäroiden ein signifikant erhöhtes 

Flächenwachstum im Vergleich zu den nicht resistenten 3D-Sphäroiden der Zelllinie 

HCC1806 analysiert werden. Diese Ergebnisse bestätigen die aufgestellte Hypothese, dass 

eine ERK1/2-Resistenz zu einer gesteigerten 3D-Sphäroid-Invasion führt.  

4.3.5 SCH772984 reduziert die 3D-Sphäroid-Invasion von ERK1/2-resistenten 

Zellen 

Der ERK1/2-Inhibitor SCH772984 zeigte in den nicht resistenten, aber auch in den 

resistenten 3D-Sphäroiden einen vermindernden Einfluss auf das Flächenwachstum. Dass 

SCH772984 das Flächenwachstum der nicht resistenten Sphäroide vermindert, zeigt die 

funktionierende wachstumshemmende Wirkung dieses Inhibitors auf. Erwartet war 

allerdings, dass der Inhibitor keinen oder kaum Einfluss auf die resistenten Zellen hat. Dies 

könnte einerseits aufzeigen, dass die genutzten resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 

noch nicht vollständig resistent gegenüber dem ERK1/2-Inhibitor sind, sondern eben nur 

weniger empfindlicher reagieren. Andererseits könnte es daran liegen, wie bereits durch Iezzi 

et al. (2018) beschrieben, dass es nach 24 Stunden zu einem Wiederauftreten von pERK1/2 
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und somit zu einer erneuten Aktivierung der Zielsubstrate von ERK1/2 kommt. Die 

Messung des Sphäroidwachstums erfolgte nach 48 Stunden im Vergleich zum Zeitpunkt Null 

vor Zugabe des Inhibitors. Durch das zeitabhängige Wiederauftreten von pERK1/2 könnte 

SCH772984 die Phosphorylierung von ERK1/2 erneut beeinflusst und folglich zum 

verminderten Flächenwachstum der resistenten Zellen geführt haben.  

4.3.6 Triptorelin hat keinen signifikanten Einfluss auf die 3D-Sphäroid-Invasion 

von ERK1/2-resistenten Zellen 

Durch die Behandlung mit Triptorelin konnte in den resistenten 3D-Sphäroiden der Zelllinie 

HCC1806 kein signifikanter Einfluss auf das Flächenwachstum und die Invasivität ermittelt 

werden. Diese Erkenntnis spricht wiederum für die in Abschnitt 4.3.3 erläuterte mögliche 

Erklärung, dass die ERK1/2-Phosphorylierung in ERK1/2-resistenten Zellen durch 

Rückkopplungsschleifen gemeinsamer Zielsubstrate mit parallelen Signalwegen beeinflusst 

werden kann. Oder auch, wie bereits beschrieben, über weitere Verbindungen der Netzwerke 

der beiden Signalwege über crosstalk (Fruman und Rommel 2014). Der PI3K/AKT/mTOR-

Signalweg ist ebenso an der Regulierung der Zellinvasion beteiligt (zitiert nach Miricescu et 

al. 2020). Daher könnte auch eine mögliche Erklärung sein, dass umfangreicher crosstalk 

zwischen der ERK-MAPK-Kaskade und dem PI3K/AKT/mTOR-Signalweg die erneute 

Aktivierung von ERK1/2 und somit die Invasivität in ERK1/2-resistenten Zellen 

beeinflusst. Auch könnte der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg die Invasivität durch eigene 

Signale direkt beeinflussen. Bei der Resistenzentstehung gegenüber MEK-Inhibitoren 

konnte durch Won et al. (2012) bereits beobachtet werden, dass es über Signalisierung in 

Feedbackschleifen zur Aktivierung von parallelen Signalwegen, wie dem 

PI3K/AKT/mTOR-Signalweg kommt. 

Einzig in den nicht resistenten Sphäroiden führte eine Behandlung mit Triptorelin 10-9M zu 

einem erhöhten Flächenwachstum im Vergleich zu den unbehandelten nicht resistenten 

Sphäroiden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Invasion in Mammakarzinomzellen 

durch GnRH-Analoga in vitro (von Alten et al. 2006) und in vivo (Schubert et al. 2011) 

reduziert werden kann. Daher stellt sich die Frage, warum in den nicht resistenten 

Sphäroiden kein signifikanter vermindernder Effekt auf das Flächenwachstum analysiert 

werden konnte, sondern sogar ein erhöhtes Flächenwachstum. Eine mögliche Erklärung 

wäre, dass es durch Hemmung der ERK-MAPK-Kaskade durch Triptorelin zur vermehrten 

Aktivierung von parallelen Wegen, wie des bereits erläuterten PI3K/AKT/mTOR-

Signalweges, kommt. Möglich wäre dies beispielsweise durch das gemeinsame Zielsubstrat 
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RSK (Ruvinsky und Meyuhas 2006). Bei Verminderung der RSK durch Hemmung der ERK-

MAPK-Kaskade könnte die Signalgebung des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs über 

Rückkopplungsschleifen verstärkt und so die Zellinvasion erhöht werden.  

Eine weitere Möglichkeit wäre auch, dass die Auswertung der 3D-Sphäroide nicht ganz ideal 

ist. Wie schon in Kapitel 4.1.3 beschrieben, können die 3D-Sphäroide die Morphologie einer 

Tumormikroregion getreuer nachahmen, im Vergleich zu Versuchen auf flachen 

Membranen (Vinci et al. 2015). Die Bildanalyse der Sphäroide erfolgte manuell mit einem 

inversen Lichtmikroskop und einer Bildbearbeitungssoftware. Da die Sphäroide jedoch 

selten gleichmäßig in alle drei Dimensionen wachsen, fehlt die Betrachtung der dritten 

Dimension in der eher zweidimensionalen Auswertung des Flächenwachstums. Des 

Weiteren konnte in der Auswertung nicht zwischen letalen und vitalen Zellen unterschieden 

werden. Mögliche letale Zellen durch die Behandlung wurden somit in die Ausmessung der 

Fläche der Sphäroide mit einberechnet.  

Maritan et al. (2017) konnten in ihrem Protokoll zu 3D-Sphäroid-Versuchen beobachten, 

dass die Sphäroidbildung und die Zell-Zell-Adhäsion stark von der von ihnen genutzten 

Methylcellulose-Konzentration abhängig sind. Auch zeigten sich zelllinienspezifische 

Unterschiede. Daher kann die Methode der 3D-Sphäroid-Invasionsassays anfällig für 

methodische Fehler, wie gering unterschiedliche Mengen Matrigel® oder Medium, sein. 

Die Invasion der Sphäroide in das umgebende Matrigel® stellt sich durch 

Zellaussprossungen, die in das Matrigel® hereinragen, und lose Zellaggregate dar. Die 

verbundenen Zellen wurden mit in die Flächenberechnung der Sphäroide eingeschlossen. 

Die einzelnen losen Aggregate hingegen nicht. Invadieren die verschieden behandelten 

Sphäroide unterschiedlich schnell, so könnte es vorkommen, dass durch eine schnellere 

Invasion entstandene einzelne Aggregate nicht mit in die Auswertung einflossen. Die 

Auswertung von 3D-Sphäroid-Invasionsassays ist somit vom Anwender abhängig. Alle 

Sphäroide wurden in den Versuchen zu dieser Arbeit einheitlich mit der gleichen Methodik 

ausgewertet, daher ist eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse des unterschiedlichen 

Flächenwachstums der nicht resistenten und der resistenten Sphäroide anzunehmen.  

4.3.7 ERK1/2-Resistenz hat keinen Einfluss auf das Zellwachstum 

Im Weiteren wurde die Viabilität der 3D-Sphäroide der resistenten und der nicht resistenten 

Zellen der Zelllinie HCC1806 sowie der Einfluss einer GnRH-Behandlung mit Triptorelin 

untersucht. Dazu wurden Versuche mit AlamarBlue durchgeführt (siehe 2.2.1.5). Bestimmt 
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wurde die prozentuale Differenz der AlamarBlue-Reduktion der resistenten Zellen der 

Zelllinie HCC1806 vergleichend zu den nicht resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806. 

Es konnte kein signifikanter Unterschied der Zellproliferation als Ausdruck der Viabilität 

zwischen resistenten und nicht resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 beobachtet werden. 

Erwartet wurde, dass die resistenten Zellen neben der erhöhten Invasivität eine erhöhte 

Zellviabilität durch erhöhtes Zellwachstum aufweisen. Dieses Ergebnis spricht dafür, dass 

keine gravierenden Unterschiede der Proliferation und somit der Lebensfähigkeit zwischen 

den nicht resistenten Zellen und den resistenten Zellen vorzufinden sind. Hellinger et al. 

(2019) konnten aufzeigen, dass es vermittelt durch eine Verminderung der CTGF- oder 

CYR61-Expression in nicht resistenten Zellen der TNBC-Zelllinie HCC1806 über eine 

Dephosphorylierung von ERK1/2 zu einer verminderten 3D-Sphäroid-Invasion kommt – 

und das unabhängig von einer veränderten Proliferation. Die Ergebnisse der Versuche dieser 

Arbeit deuten darauf hin, dass auch die gesteigerte 3D-Sphäroid-Invasion bei einer ERK1/2-

Resistenz nicht auf eine veränderte Proliferationsrate zurückzuführen ist.  

4.3.8 SCH772984 reduziert das Zellwachstum in ERK1/2-resistenten Zellen 

Durch die Behandlung der resistenten Sphäroide mit dem ERK1/2-Inhibitor SCH772984 

wurden signifikant weniger viable Zellen nachgewiesen, während bei den nicht resistenten 

Sphäroiden kein signifikanter Einfluss beobachtet wurde. Morris et al. (2013) konnten bereits 

aufzeigen, dass SCH772984 sogar in BRAF- und MEK-Inhibitor-resistenten 

Kolorektalkarzinom- und Melanomzellen die Zellproliferation inhibiert – und das auch in 

Anwesenheit dieser Inhibitoren. Daher scheint SCH772984 trotz Resistenzentstehung in der 

ERK-MAPK-Kaskade antiproliferativen Einfluss auf Krebszellen zu haben. 

Allerdings ist es schwierig nachzuvollziehen, warum in den nicht resistenten Zellen nicht der 

erwartete Effekt erzielt wurde. Die Nutzung von AlamarBlue als Test für das Zellwachstum 

wurde erstmals von Fields und Lancaster 1993 beschrieben. Es konnte von ihnen aufgezeigt 

werden, dass AlamarBlue nicht toxisch auf die Zellen wirkt, unabhängig von der 

Inkubationszeit. Jede Zelllinie hat zudem auch eigene Stoffwechseleigenschaften, die als 

individueller Parameter die Reduktionsrate von AlamarBlue beeinflussen könnten 

(Nakayama et al. 1997). Laut Bio-Rad kann auch eine erhöhte Zelldichte im well zu einer 

abnehmenden Zellproliferation führen, wodurch AlamarBlue weniger reduziert und 

detektiert wird. Der fehlende signifikante Effekt durch SCH772984 in den nicht resistenten 

Zellen könnte durch eine nicht optimale Zelldichte der Sphäroide möglicherweise erklärt 

werden. Des Weiteren kann nicht kontrolliert werden, inwieweit AlamarBlue ins Innere der 



Diskussion 72 

  

3D-Sphäroide eindringt und ob es gleichmäßig von allen Zellen absorbiert wird oder nur von 

den außen am Sphäroid liegenden Zellen. Dies sollte in weiteren Versuchen untersucht 

werden. 

4.3.9 Triptorelin hat keinen signifikanten Einfluss auf das Zellwachstum von 

ERK1/2-resistenten Zellen 

Erwartungsgemäß führte die Behandlung mit Triptorelin 10-9M in den nicht resistenten 

Sphäroiden zu einer signifikant verminderten Zellviabilität. Durch Triptorelin 10-7M wurde 

jedoch kein Einfluss auf die nicht resistenten Sphäroide nachgewiesen. Auch in den 

resistenten Sphäroiden konnte durch Triptorelin 10-7M sowie Triptorelin 10-9M kein Einfluss 

auf die Zellviabilität beobachtet werden. Dies spricht wiederum dafür, dass es in den 

resistenten Zellen zu einer alternativen Aktivierung von pERK1/2 kommt. So hätte 

Triptorelin keinen Einfluss auf die resistenten Kinasen, die Signalgebung der ERK-MAPK-

Kaskade sowie die durch sie signalisierte Proliferation. Wie vorher genauer erläutert, könnten 

bei einer ERK1/2-Resistenz auch Signale über andere Kaskaden, wie beispielsweise des 

PI3K/AKT/mTOR-Signalweges für ein durch Triptorelin unbeeinflusstes Zellwachstum 

sorgen. Beispielsweise kann dies durch den umfangreichen Netzwerk-crosstalk der beiden 

Signalwege geschehen (Fruman und Rommel 2014). 

Übereinstimmend mit den Resultaten der vorherigen Western Blot Analyse und der 3D-

Sphäroid-Invasionsassays spricht auch dieses Ergebnis dafür, dass Triptorelin zur Therapie 

bei einer ERK1/2 Resistenz eher nicht geeignet scheint.  

4.4 CTGF- und Phalloidin-Expression  

In dieser Arbeit wurden die Unterschiede in der Expression von CTGF und Phalloidin in 

Zellen der auf den ERK1/2-Inhibitor SCH772984 resistenten Zelllinie im Vergleich zu nicht 

resistenten Zellen mittels Immunfluoreszenz veranschaulicht (siehe 2.2.3). Dazu wurde zur 

quantitativen Auswertung der Immunfluoreszenz-Bilder die Summe der Pixelwerte aus 

einem Versuch ausgemessen und die Werte der CTGF-Intensität auf die DAPI-Intensität 

normiert und graphisch dargestellt. Zur Analyse der CTGF-Expression sind Western Blots 

vorgesehen gewesen. Jedoch waren die Antikörper auf den Blots unzureichend detektierbar. 

Um den Aspekt der CTGF-Expression in dieser Arbeit darstellen zu können, wurde daher 

die Durchführung eines Immunfluoreszenz-Experimentes vorgenommen. Für signifikante 

Resultate müssen weitere Experimente vorgenommen werden.  
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CTGF führt über ERK1/2 in der ERK-MAPK-Signalkaskade zu einer gesteigerten S100A4-

Expression und folgend zu einer gesteigerten Zellinvasion (Chen et al. 2007). Eine 

verminderte CTGF- oder CYR61-Expression, so Hellinger et al. (2019), führt über eine 

Dephosphorylierung von ERK1/2 zu einer niedrigeren S100A4-Expression und zu einer 

verminderten 3D-Sphäroid-Invasion. Es stellte sich die Frage, ob durch die Inhibition von 

ERK1/2 auch die Expression von CTGF beeinflusst werden kann. Des Weiteren wurde die 

Hypothese aufgestellt, dass eine ERK1/2-Resistenz in TNBC-Zellen über die Reaktivierung 

der ERK-MAPK-Signalisierung zu einer gesteigerten CTGF-Expression führt.  

Die Behandlung der nicht resistenten Zellen mit dem ERK1/2-Inhibitor SCH772984 in den 

Versuchen dieser Arbeit führte zu einer verminderten CTGF-Detektion. Dieses Ergebnis 

stützt die Beobachtung von Chen et al. (2007), dass CTGF abhängig von ERK1/2-Signalen 

agiert. Auch konnte in den vorherigen Versuchen dieser Arbeit durch die Behandlung der 

nicht resistenten Zellen mit SCH772984 eine verminderte 3D-Sphäroid-Invasion 

nachgewiesen werden (siehe 4.3.5). Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass auch 

durch eine Inhibition von ERK1/2 die CTGF-Expression gesenkt und dadurch die 

Invasivität vermindert werden kann. Die resistenten Zellen zeigten hingegen keinen 

Unterschied in der CTGF-Intensität nach Behandlung mit SCH772984 im Vergleich zu den 

resistenten Kontrollzellen. Somit scheint der ERK1/2-Inhibitor keinen Einfluss auf die 

CTGF-Expression und folglich der Zellmorphologie in ERK1/2-resistenten Zellen zu 

haben.  

In den resistenten unbehandelten Zellen ist vergleichend zu den nicht resistenten 

unbehandelten Zellen weniger CTGF detektiert worden. Dies würde die Hypothese, dass 

eine ERK1/2-Resistenz zu einer erhöhten CTGF-Expression und somit zu einer erhöhten 

Invasivität führt, nicht bestätigen. In den vorherigen Versuchen dieser Arbeit konnte 

allerdings aufgezeigt werden, dass eine ERK1/2-Resistenz zu einer gesteigerten 3D-

Sphäroid-Invasion führt (siehe 4.3.4). Diese Ergebnisse sprechen dafür, dass die erhöhte 

Invasivität bei einer ERK1/2-Resistenz einen reduzierten Bedarf an Wachstumsfaktoren wie 

CTGF benötigt oder auch CTGF-unabhängig vermittelt werden könnte. Es müssen jedoch 

weitere Untersuchungen erfolgen, um eine signifikante Aussage treffen zu können. 

Die Invasion von Zellen kann durch eine Behandlung mit dem GnRH-Analogon Triptorelin, 

vermittelt über die Verminderung von S100A4 und CYR61, reduziert werden (Gründker et 

al. 2016). In Vorarbeiten aus der eigenen Arbeitsgruppe wurde außerdem aufgezeigt, dass 

eine Behandlung mit Triptorelin ebenso zu einer Herunterregulierung von CTGF und 

folgend zu einer verringerten Invasion führt (Hellinger et al. 2020). In den 
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Immunfluoreszenz-Bildern konnte bestätigend veranschaulicht werden, dass eine 

Behandlung nicht resistenter Zellen mit Triptorelin zu einer verminderten Anfärbung von 

CTGF führt.  

Innerhalb der resistenten Zelllinie ist bei den mit Triptorelin behandelten Zellen etwas mehr 

CTGF im Vergleich zu den resistenten unbehandelten Kontrollzellen detektiert worden. 

Dieses Resultat passt zu den Ergebnissen der vorherigen Versuche, dass Triptorelin keinen 

vermindernden Einfluss auf die 3D-Sphäroid-Invasion in resistenten Zellen hat (siehe 4.3.6). 

Bei ERK1/2-resistenten Zellen scheint CTGF und die von ihr abhängige Invasivität durch 

das GnRH-Analogon Triptorelin nicht reduzierbar zu sein. Dass aber im Vergleich zu den 

resistenten unbehandelten Zellen mehr CTGF detektiert wurde, könnte vermuten lassen, 

dass es durch Triptorelin trotzdem zu einer Beeinflussung der Signalgebung kommt. Wie in 

Kapitel 4.3.3 bereits beschrieben, kommt es bei einer ERK1/2-Resistenz möglicherweise 

über die vom parallelen PI3K/AKT/mTOR-Signalweg aktivierten gemeinsamen 

Zielsubstrate oder auch über crosstalk zur Aktivierung von ERK1/2. Beispielsweise könnte 

es, durch Triptorelin beeinflusst, zu einer verstärkten alternativen Aktivierung von ERK1/2 

und somit zu einer Erhöhung der ERK1/2-abhängigen CTGF Expression kommen. Diese 

Annahme kann durch die registrierte Tendenz zur Erhöhung der pERK1/2-Expression in 

den resistenten Zellen nach Behandlung mit Triptorelin 10-9M bestärkt werden (siehe 4.3.3). 

Allerdings kann die CTGF-Expression auch durch viele weitere Signale, wie verschiedene 

Wachstumsfaktoren oder Hormone, beeinflusst werden (zitiert nach Chaqour und Goppelt-

Struebe 2006). Daher müssen weitere Versuche erfolgen, um eine signifikante Aussage über 

die CTGF-Beeinflussung in ERK1/2-resistenten Zellen durch Triptorelin treffen zu können. 

Durch unsere Arbeitsgruppe konnte in vorherigen Experimenten in mesenchymal-

transformierten Brustkrebszellen nachgewiesen werden, dass die Invasion von 

Brustkrebszellen über CTGF zudem abhängig vom RAS-homologen-Familienmitglied A 

(RhoA) reguliert wird. Eine Verminderung der RhoA-Expression führte in den 

Experimenten zu einer erhöhten CTGF-Expression (Hellinger et al. 2020). 

Eine Behandlung mit Triptorelin reduziert die CTGF-Expression (Hellinger et al. 2020). 

Dies konnte auch in den Immunfluoreszenzversuchen in dieser Arbeit veranschaulicht 

werden. Weiter konnte durch Hellinger et al. (2020) nachgewiesen werden, dass es durch 

Triptorelin auch zu einer Aktivierung von RhoA kommt, während sich die Invasivität 

reduziert zeigt. Wie durch Chen et al. (2007) gezeigt, führt CTGF über ERK1/2 zu einer 

gesteigerten S100A4-Expression und folgend zu einer gesteigerten Zellinvasion. Auch eine 

Korrelation zwischen RhoA und ERK1/2 konnte bereits durch Tong et al. (2016) 
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nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass die RhoA-Phosphorylierung 

höchstwahrscheinlich durch ERK1/2 vermittelt wird. Ob durch Inhibition von ERK1/2 die 

RhoA-Phosphorylierung gehemmt werden kann, muss in weiteren Versuchen untersucht 

werden. 

 

Des Weiteren wurden die Intensitätsunterschiede von Phalloidin in den nicht resistenten und 

resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 veranschaulicht. Dafür wurden wie bei CTGF die 

Summe der Pixelwerte der Immunfluoreszenz-Bilder aus einem Versuch ausgemessen und 

die Werte der Phalloidin-Intensität auf die DAPI-Intensität normiert und graphisch 

dargestellt.  

Der genutzte Phalloidin Fluoreszenzfarbstoff färbt die Aktinfilamente an. Diese sind als 

Untereinheiten der Mikrofilamente und als Filamente des kontraktilen Apparats in 

Muskelzellen an zellulären Prozessen, wie z. B. der Zellmotilität und Zellstabilisierung, 

beteiligt (Dominguez und Holmes 2011). 

Bei den nicht resistenten Zellen wurde nach Behandlung mit SCH772984 und nach 

Behandlung mit Triptorelin 10-7M bzw. 10-9M jeweils weniger Phalloidin detektiert. Das 

könnte dafür sprechen, dass weniger zellstabilisierende Aktinfilamente vorhanden sind. 

Durch die Verhinderung der Signalgebung der ERK-MAPK-Kaskade durch Hemmung der 

Aktivierung dieser Kaskade oder Hemmung der Phosphorylierung von ERK1/2 könnte die 

Zelle destabilisiert worden sein. Dies könnte die verminderte Detektion von den 

zellstabilisierenden Aktinfilamenten erklären. Chen et al. (2007) konnten bereits aufzeigen, 

dass sich durch eine vermehrte CTGF-Expression die Zellmorphologie verändert und die 

Zelle eine erhöhte Migrationsfähigkeit aufweist. In den Versuchen konnte in den nicht 

resistenten Zellen nach der Behandlung von SCH772984 und Triptorelin eine verminderte 

CTGF-Expression detektiert werden. Im Hinblick auf den Beobachtungen von Chen et al. 

(2007) könnte eine mögliche Erklärung für die verminderte Detektion von Phalloidin die 

veränderte Zellmorphologie durch vermindertes CTGF sein.  

Die Regulierung von Aktin-Stressfasern ist eine bekannte Funktion von RhoA (Ridley und 

Hall 1992). Durch Tong et al. (2016) wurde nachgewiesen, dass die Bildung dieser 

Stressfasern durch Phosphorylierung von RhoA, vermittelt über ERK1/2, verstärkt wird. 

Daher könnte der Einsatz von ERK1/2-Inhibitoren durch Verminderung der RhoA-

Phosphorylierung auch die Bildung von Aktin-Stressfasern reduziert und so zu der 
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verminderten Detektion von Phalloidin in diesen Versuchen geführt haben. Dies würde 

dafürsprechen, dass ERK1/2-Inhibitoren Einfluss auf die RhoA-Phosphorylierung haben. 

Vergleichend zu den nicht resistenten Zellen war bei den resistenten Zellen die Phalloidin-

Intensität weniger intensiv. Erwartet war eine vermehrte Detektion von Phalloidin durch 

vermehrte Migrationsfähigkeit der resistenten Zellen. Allerdings werden durch Phalloidin die 

Aktinfilamente unabhängig von ihrer Funktion in Fortbewegung, Stabilisierung oder 

Adhäsion angefärbt. Daher könnte auch die veränderte Zellmorphologie bei einer ERK1/2-

Resistenz durch beispielsweise weniger adhäsive Zellverbindungen der Grund für eine 

verminderte Detektion sein. 

Die Behandlung der resistenten Zellen mit SCH772984 zeigte keinen gravierenden 

Unterschied in der Phalloidin-Intensität im Vergleich zu den unbehandelten resistenten 

Zellen. Dies spricht dafür, dass SCH772984 in den auf ihn resistenten Zellen keinen Einfluss 

auf die Zellmorphologie im Hinblick auf ihre Stabilität oder Motilität hat. Dies passt auch zu 

den Erkenntnissen der unveränderten CTGF-Intensität nach SCH772984-Behandlung in 

resistenten Zellen. 

Innerhalb der resistenten Zelllinie wurde ebenfalls nach Behandlung mit Triptorelin 10-7M 

weniger Phalloidin detektiert. Nimmt man wie vorher erläutert an, dass Triptorelin in 

ERK1/2-resistenten bestärkenden Einfluss auf die alternative ERK1/2-Aktivierung und die 

CTGF-Expression hat, so passt dieses Ergebnis eher nicht dazu. Durch ungleichmäßige 

Färbung der Zellen, ungleichmäßiges Waschen der Objektträger mit Fluoreszensfärbelösung 

oder auch ungleichmäßiges Auftragen des Eindeckmediums kann es zu ungenauen 

Ergebnissen oder Fehlern gekommen sein. Zudem können Fluoreszenzsignale durch 

übermäßige Lichtexposition beeinflusst werden (Mori und Cardiff 2016). In weiteren 

Immunfluoreszenz-Versuchen könnte zudem der Fokus mehr auf die qualitative Analyse der 

CTGF- und Phalloidin-Expression in den einzelnen Zellen sowie auch direkt in den 3D-

Sphäroiden gelegt werden. Beispielsweise könnte dies durch die Auswertung mit 

entsprechenden Fluoreszenzmikroskopen erfolgen, die einzelne Schichten der Zellen oder 

der Sphäroide scannen können.  

4.5 Ausblick 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine ERK1/2-Resistenz in TNBC-Zellen die 

3D-Sphäroid-Invasion signifikant steigert. Eine ERK1/2-Resistenz zeigte keinen 

signifikanten Einfluss auf das Zellwachstum resistenter Zellen. Diese Erkenntnis spricht 
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dafür, dass es in ERK1/2-resistenten Zellen zu einer proliferationsunabhängigen Steigerung 

der Invasivität kommt.  

Eine ERK1/2-Resistenz konnte in den Versuchen dieser Arbeit auf den ERK1/2-Inhibitor 

SCH772984 generiert werden. Auf den ERK1/2-Inhibitor Ulixertinib konnte innerhalb des 

Versuchszeitraum von vier Monaten keine Resistenz generiert werden. Diese Erkenntnis 

könnte für den klinischen Nutzen dieses Inhibitors sprechen. Auch in einer bereits 

stattgefundenen Studie (ClinicalTrials.gov Nr.: NCT01781429) bei Patienten mit 

fortgeschrittenen Malignomen konnte die therapeutische Wirkung des ERK1/2-Inhibitor 

Ulixertinib bereits aufgezeigt werden. Es traten häufig unerwünschte dermatologische 

Nebenwirkungen auf, die allerdings mit einer Stabilität der Erkrankung oder einem partiellen 

Ansprechen der Therapie assoziiert waren und somit als Marker für das Ansprechen der 

Therapie dienen können (Wu et al. 2021).  

Das GnRH-Analogon Triptorelin zeigte in den Versuchen keinen signifikanten Einfluss auf 

die pERK1/2-Expression sowie auf das Zellwachstum und die Invasivität von ERK1/2-

resistenten TNBC-Zellen. 

Da Triptorelin nicht geeignet scheint als Therapie einer ERK1/2-Resistenz, stellt sich die 

Frage, welche anderen therapeutischen Optionen möglich sind. Jaiswal et al. (2018) konnten 

aufzeigen, dass verschiedene ERK1/2-resistente Zelllinien (u. a. Zelllinien vom kolorektalen 

Karzinom und Pankreaskarzinom) weiterhin von MEK abhängig sind und sich MEK-

Inhibitoren als therapeutische Option zur Überwindung einer ERK1/2-Resistenz anbieten. 

Wie vorher beschrieben, konnte durch Iezzi et al. (2018) allerdings eine Kreuzresistenz bei 

ERK1/2- und MEK-resistenten Zellen untereinander gegen den jeweils anderen Inhibitor 

beobachtet werden. Der therapeutische Nutzen von weiteren ERK1/2 vorgeschalteten 

Kinasen scheint bei einer ERK1/2-Resistenz demnach unklar und muss in weiteren 

Versuchen untersucht werden.  

Daher lohnt sich hier auch der Blick auf die Zielsubstrate der ERK-MAPK-Signalkaskade. 

Die RSK ist nämlich nicht nur ein Zielsubstrat der ERK-MAPK-Kaskade, sondern wie 

bereits beschrieben ebenso ein nachgeschaltetes Zielsubstrat des mTOR (Ruvinsky und 

Meyuhas 2006). Das Protein mTOR ist Bestandteil des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs. 

Dieser Signalweg ist genauso wie die ERK-MAPK-Kaskade an Zellproliferation, Invasion, 

Migration und Apoptose beteiligt (zitiert nach Miricescu et al. 2020). In dem 

PI3K/AKT/mTOR-Signalweg konnten ebenfalls häufig Mutationen beim Brustkrebs und 

auch bei TNBC beobachtet werden (Costa et al. 2018). Die RSK und das durch sie 
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phosphorylierte rpS6 stellen somit überschneidende Strukturen der beiden Signalwege dar 

(Gao et al. 2019).  

Des Weiteren konnte von Fruman und Rommel (2014) ein umfangreicher crosstalk zwischen 

den Netzwerken dieser beiden Signalkaskaden registriert werden. Es konnte bereits 

beobachtet werden, dass es bei einer Resistenzentstehung gegenüber MEK-Inhibitoren über 

Signale in Feedbackschleifen zur Aktivierung von parallelen Signalkaskaden, wie dem 

PI3K/AKT/mTOR-Signalweg kommt (Won et al. 2012). Daher scheint es wahrscheinlich 

zu sein, dass es auch bei einer Resistenzentstehung gegenüber ERK1/2-Inhibitoren zu 

Signalen und Aktivierungen über den crosstalk dieser Signalwege kommt. 

Zudem konnten Iezzi et al. (2018) in ERK1/2- und MEK-resistenten nicht-kleinzelligen 

Bronchialkarzinomzellen keine Kreuzresistenz mit Inhibitoren nachweisen, die auf den 

parallelen PI3K/AKT/mTOR-Signalweg wirken. Dass ein PI3K/AKT/mTOR-Inhibitor 

die Signalgebung dieser Kaskade in ERK1/2-resistenten Zellen blockieren und so die 

Lebensfähigkeit der resistenten Zellen vermindern kann, wiesen Jaiswal et al. (2018) bereits 

in ihren Experimenten nach.  

Daher könnte der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg für die Zukunft einen vielversprechenden 

möglichen Ansatzpunkt zur Überwindung einer ERK1/2-Resistenz darstellen, der in 

Versuchen weiter untersucht werden sollte.   
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5 Zusammenfassung 

Das Mammakarzinom ist die häufigste Krebserkrankung bei Frauen. 10 – 20 % macht der 

Subtyp des triple-negative breast cancer (TNBC) aus. Durch fehlende Exprimierung der 

Hormonrezeptoren sowie keiner Überexprimierung des human epidermal growth factor receptor 2 

sind die therapeutischen Optionen eingeschränkt.  

Der mitogen-activated protein kinase-(MAPK-)Kaskadeweg ist der am häufigsten mutierte 

Signalweg in menschlichen Krebszellen. Er reguliert Zellwachstum, Migration und 

Differenzierung. Im Rahmen von Brustkrebserkrankungen wurden vor allen Dingen in der 

MAPK-Signalkaskade um die extracellular signal-regulated kinase (ERK1/2) viele genetische 

Mutationen beobachtet. Aufgrund von Resistenzentstehungen bei therapeutischer Inhibition 

von ihr vorgeschalteten Kinasen in diesem Signalweg, richtet sich das Interesse der 

Forschung nunmehr auf die ERK1/2-Kinase selbst. Die Auswirkungen einer ERK1/2-

Resistenz waren bisweilen allerdings nicht bekannt. Angenommen wurde, dass eine 

ERK1/2-Resistenz in TNBC-Zellen zu einer gesteigerten 3D-Sphäroid-Invasion führt. 

Die Expression von pERK1/2 in TNBC-Zellen der Zelllinie HCC1806 und HCC70 wurde 

durch den ERK1/2-Inhibitor SCH772984 gesenkt. Durch den ERK1/2-Inhibitor 

Ulixertinib wurde die pERK1/2-Expression nicht vermindert. Trotz fehlender pERK1/2-

Verminderung hemmt Ulixertinib jedoch die Phosphorylierung von Zielsubstraten, wie in 

der Literatur bereits beschrieben. Der Expressionsnachweis erfolgte mittels Western Blot. 

In 3D-Sphäroid-Invasionsassays konnte aufgezeigt werden, dass beide Inhibitoren die 3D-

Sphäroid-Invasion in TNBC-Zellen reduzieren. 

Eine ERK1/2-Resistenz gegenüber SCH772984 in der Zelllinie HCC1806 konnte generiert 

werden. Die Resistenz wurde durch einen LD50-Vibilitätstest mittels AlamarBlue 

nachgewiesen.  

Mittels Western Blot wurde gezeigt, dass ERK1/2-resistente Zellen pERK1/2 in einem 

geringeren Gesamtniveau als nicht resistente Zellen exprimieren. 

Es konnte mithilfe von 3D-Sphäroid-Invasionsassays aufgezeigt werden, dass eine ERK1/2-

Resistenz zu einer erhöhten Invasivität führt. Allerdings konnte kein Einfluss einer ERK1/2-

Resistenz auf das Zellwachstum anhand des Proliferationsassays mit AlamarBlue beobachtet 

werden. Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die gesteigerte 3D-Sphäroid-Invasion 

bei einer ERK1/2-Resistenz nicht auf einer veränderten Proliferationsrate beruht. 
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Es wurde bereits gezeigt, dass der connective tissue growth factor (CTGF), abhängig von der 

ERK1/2-Phosphorylierung, einen wichtigen Treiber der Zellinvasion darstellt. Daher wurde 

eine mögliche Korrelation der ERK1/2-Resistenz mit der Annahme einer erhöhten CTGF-

Expression untersucht. Anhand der Immunfluoreszenz konnte kein erhöhender Einfluss 

einer ERK1/2-Resistenz auf die CTGF-Expression beobachtet werden. Da die Ergebnisse 

der Immunfluoreszenz aus einem Versuch stammen, müssen für signifikante Ergebnisse 

weitere Versuche erfolgen. 

Studien zur Behandlung von Mammakarzinomen mit GnRH-Analoga liefern 

vielversprechende Ergebnisse. Sie hemmen die wachstumsfaktorinduzierte Aktivierung der 

ERK1/2-MAPK-Kaskade. Daher wurde Triptorelin als mögliche Behandlungsoption bei 

einer ERK1/2-Resistenz untersucht. In den Western Blot Analysen, den 3D-Sphäroid-

Invasionsassays sowie der Proflierationsanalyse mittels AlamarBlue konnte kein signifikanter 

Effekt von Triptorelin auf die ERK1/2-resistenten Zellen beobachtet werden. Bei ERK1/2-

resistenten Zellen ist anzunehmen, dass es durch crosstalk mit parallelen Signalwegen sowie 

Feedbackschleifen gemeinsamer nachgeschalteter Substrate zur Aktivierung von ERK1/2 

kommt – und das unabhängig von der Inhibierung der Aktivierung der Kaskade.  

Aufgrund vorliegender Ergebnisse scheint das GnRH-Analogon Triptorelin als potenzielles 

Medikament zur Überwindung einer ERK1/2-Resistenz in TNBC-Zellen eher ungeeignet. 

Andere therapeutische Möglichkeiten zur Überwindung einer ERK1/2-Resistenz, wie 

beispielsweise Ansätze in parallelen Signalkaskaden, sollten in weiteren Versuchen 

untersucht werden. 
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