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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Mammakarzinomst eine maligne Entartung der Brustdrise und laut Robert Koch
Institut (RKI) die haufigste Krebserkrankung bei Frabeva eine von acht Frauen
erkrankt in ihrem Lebemm Mammakarzinanin Deutschland selbstrkranken jahrlich
rund 70.000Frauen(RKI 2018. Weltweit betrachtegab es2018rund 2,1 Millionen
Neudiagnosen Brustkrebs und Uber .088b Frauen starbetetztendlich an der
KrebserkrankungHarbeck et al. 2019n Vergleth zu anderen Krebsentitaten ist das
Mammakarzinordie Krebsart, an der am meisten Frauen vers{@&tagnet al. 2018)

Fur das Erkrankungsrisiko spielenajische FaktoreHormone und Lebensstilfaktoren

eine Rolle. Dies sind Lebensstilfaktorefie beispielsweise Ubergewicht und
Bewegungsmangel nach den Wechselj#tseRisikofaktoregelteneinefriihe Menarche

und eine spate Menopause, Kinderlosigkeit (Nullipara) und eine erste Schwangerschaft im
hoheren Akr. Gesteigert werde das Erkrankungsrisiko beispielsweise auch durch eine
langere kombinierte Ostrog@rstageitiormonersatztherap{®<I und Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland (6EKID) 2019) Die familiare
Haufung von Brustkrebs weist alafs Vorliegen gemeinsargenetiscireFaktoren hin,
wobeidas Risiko fur eine Erkrankung am MammakarzinoMubaiionen irdenGenen

breast caBRCAL undBRCAR als erhéht giiAntoniou und Easton 200&)aktoren wie

Alter, Tumorstadium, Grading des Tumors, Subtyp und lymphovaskularer Status sind
entscheidend fiir die Praxpe(Harbeck et al. 2019ie relative Hahred)berlebensrate

fur erkranktd-rauen liegt beB8%6 (RKI 2018.

1.1.2 Histopathologische Klassifikation

Es gibt verschiedehgstopathologische Unterschieae molekulare Merkmaleodurch
diese Brustkrebserkrankung charaktetisiaverden kann Die Einteilung des
Mammakarzinoms ist insbesondere fir die therapeutischen Optionen und die daraus

resultierenden Prognosen wichtig.
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Histologisch kann das Mammakarzinwawh seinem Ursprungsgewebeweigrol3ere
Untertypenunterschieden werdem das invasive lobuldre Karzinom, welches von den
Zellen des Drusenlappchenepithels ausgehtdasdhvasive Mammakarzinom ohne
besonderen Tym¢ special 1y98T; vorher bezeichnet als invasitddals Karzirom),
ausgehendom MilchgangsepithglSinn und Kreipe 2013jur beide Typen gibt eme
nichtinvasive Vorstufejn Carcinoma in sitiDie invasiven Mammakarzinome vom NST
kommen mit ca. 7% am haufigsten vdlebendiesen zwei Untertypen gibt es noch weitere
spezielle UnterformdRlarbeck et al. 2019)

Hinsichtlich der spateren Therapieoptionesind vor allem dieExprimierungvon
Ostrogenezeptoren (ER)nd ProgesteronrezeporPR)sowiedeshuman epidermal growth

factor receptqHER?2) und des Proliferationsmarkers Kéhtscheiden@Harbeck et al.

2019) Ostrogen kodiert beispielsweisalurch Bindung an den Ostrogenrezeptor
Transkriptionsfaktoren. Liegen mutierte Krebszellenkdaonen Ostrogenoder auch

andere extrazellulare Signale das Wachstum diesest@idiéimulieren und so die weitere
Krebsentwicklungnterstiitzen. Daher ist es wichtig herauszufinden, ob Hormonrezeptoren
exprimiert werden und ob diese als therapkeat&elstruktur dienen konn@hilliams und

Lin 2013) Es kdénnen viemolekulare Subtypen anhand des Rezeptorstatus unterteilt
werden wobei i m Folgenden apositivo f¢r eir
anegativo f ¢r . kE€yg nuenidaeAkpa iSmibe ryyumdgPRpbsitiv'.  E R
sowieHER2negatiundKi 6 9 n i euwnmalfiked Degrmp ai rd nochmal
in einen HERzhegativen (EfRositiv und PRiegativ oder Ki67 hoch) und einen HER2

positiven (ERpositiv und Ki 6 7 niedrig oder hoch) Sub
cberexpr i migé HERRIbeérex@imibréowigkR- und PRnegativD e tbasa

liked S u b t-yng PRs@Mit HERhegativ) zeigt eine weitgehende Ubereinstimmung

mit demtriplenegative breast ¢ANEAL)(ER- und PRnegatiyHER2 nicht Gberexprimigrt

(Coates et al. 2015)

Fur das Grading evdendie Anzahl der zu TubudlifferenziertenTumorzellen, der
pleomorphen Zeah und der Mitosen betrachteund zur Beurteilung der
Wachstumsgeschwindigkeit und somit der Aggressivitat des ifueioesn dreistufigen
System von G4G3 bewerte(Elston und Ellis 1991pas Staging des Mammakarzinoms
erfolgt anhandlerTNM-KlassifikationDiese Klassifikation basiert auf ArbeitenRienre
Denoixaus da 1940er Jahren und wurde seitderoh die Union Internationale Contre le

Cancer (UICCveiterentwickelfCserni et al. 201&)ie Primartumorgrof3e (T), befallene
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Lymphknoten (N) und Fernmetastasen (M) sind fir die Stadieneinfeiluragh
Tumorausbreitungnd somit fir mogliche Therapdes Mammakarzinoms relevant.

1.1.3 Therapie

Es gibt verschieden&@herapiemdglichkeiten beiMammakarzinomDie Auswahl des
jeweiligen Térapieschemas vom Stadium und der Ausbreitung des Tumors abhangig.

Fur ein lokales Karzinom ohne Fernmetastasen erfolgt in der Regel eine operative Therapie
mit Ausrdumung der axillaren Lymphknoten smwti€trahlenund/oder Systemtherapie.

Die Systemtherapi€heme oder zielgerichtete Theragi@ann dabei neoadjuvant oder
adjuvant erfolgerDie Strahlentherapie wird nach der operativen Therapie durchgefiihrt
(Leitlinienprogramm Onkologz€2).

Fureine moglicheielgerichtet€herapie des Mammakarzin@imsisein Hormonrezepter

und sein HERStatus relevant. Bei HERZ2positiven Tumorenwird simultan zur
Chemotherapie eine zielgerichtete Therapie daih monoklonalen Antikorper
Trastuzumab Uber ein Jahr empfolf&iolff et al. 2013; Leitlinienprogramm Onkologie

202). Auch 1ir den Ki67Proliferationsindex konnte bereits 2usammenhang mit der
Prognose des Mammakarzinoms aufgezeigt werden, jedoch wird dieser in der aktuellen
Leitlinieweiterhinnicht als Entscheidungskriterititver die Durchfiihrungine Therapie

empfohlen(Harris et al. 2016; Leitlinienprogramm OnkoR@gd).

Bei Hormonrezeptegpositiven Karziomen, das heil3t bei ERnd/oder PRpositiven
Tumorenwird zu eineendokrine Therapie mittdlamoxifergerater{Early Breast Cancer
Trialistsd Coll abor at lLekNlieen@agamnpOnkob@R2Y CG) et
Bei pramenopausalen Frauen mit-fiRRitivem Brustkrebs, die kein Tamoxifen erhalten
konnen oder wollen, ist eine Behandlung mit egmeradotromheasing horr(@n&H-

YAgonisten empfohlen, um diearielléOstrogenproduktion zu unterdriick&mons et al.

2003; Leitlinienprogramm Onkolod82). Ebenso kann ein&€herapie mitGnRH-

Agonisten zusatzlich zu Tamoxifen bei hohem Rezidivrisiko abgewogeliHesmiddraw

et al. 2009; Leitlinienprograrmnkologie202).

Mit den derzeitig verfligbaren Therapieoptionen gilt ein fortgeschttanmakarzinom
mit Fernmetastaseallerdingsweiterhin als unheilbaeinzig die Uberlebenszeit kann

verlangert und die Symptome gelindert wefmoso et al. 2018)
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1.2 TNBC

10- 20% der Brustkrebserkankungeacht der Subtyp degplenegatbreast ca(iteBC)
aws. Oft betrifft dieser vor allem jingere PatientifiMenris et al. 2007)

TNBC-Zellen sind charakterisiert durch die fehlende ExprimierurigRvandPR sowie

keiner Uberexprimierung von HERBarbeck et al. 2019)edoch zeigte sich in
Untersuchungen bereits, dass der Subtyp des iN&¢h noch wesentlich heterogener

und komplexer ist und sich weiter in Unterformen einteilen l&shann et al.
prasentierten2011 sechs Arten des TNBC: eilasdike 1, einebasdike 2, eine
mesenchymale, eine stammartige mesenchymale, eine immunmodulatorische und eine
luminale Androgenrezeptor Unterform. Wenige Jahre spéater wurden diese auf vier
Unterformen verfeinert: eine basdike 1 immunaktivierte, einebasdike 2
immunsupprimierte, eine mesenchymale und eine luminale Androgenrezeptor Gruppe
(Lehmann et al. 2018Yach Untersuchungen der RNé#nd DNA-Profile von TNBC
identifiziertenBurstein et al(2015)eine ahnliche Klassifikation wiehmann et aDie
einzelnerUnterformendes TNBC zeichnen sich dabei durch verschiedene Gensignaturen
und dementsprechend unterschiedlichen Prognos@eagshe et al. 2018)

Fernrezidive treten beim TNBC im Vergleich zu anderen Subtypen haufiger und friiher auf
(Dent et al. 2007Zudem neigt das Mammakarzinom vom TNB@ mit hoherer
Wahrscheinlichkeit zur Biliy von Metastasen in Lunge und Gehirn, was die
Uberlebensprognose verschleclfténtet al. 2012§egeniber anderen Subtypen zeigt das
TNBC vor allem durch sein aggressiveres klinisches Verhalten eine schlechtere Prognose
auf Patientinnen mit der Diagnose TNBC haben eine héhere Wahrscheinlichkeit zu

verserben, als Patientinnen mit anderen Brustkreb@agenet al. 2007)

1.2.1 Therapie des TNBC

Die allgemeind herapie deMammakarzinomigestehtwie inKapitel 1.1.3beschrieben

aus einer operativen und einer systemischen Therapie sowie einer Strahlentherapie.

Als medikamentose Therapie derzeiteine Chmotherapie mit Anthrazyklinen und
Taxanenoder mit Docetaxel und Cyclophosplthrempfohlen (Nitz et al. 2019;
Leitlinienprogramm Onkologk02). AulRerdenkann eine Zugabe von Carboplatin zur
Therapie erwogen werden, da dies die Wahrscheinlichkeit einer pathologischen

Komplettremission erhdfiHfahnen et al. 201Zeitlinienprogramm Onkologk®2).
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Die Kenntnis Uber Subtypen dé#$BC und die weitere Forschung tber die Heterogenitat
des TNBC kann fur die therapeutischen Optionen von grol3er Bedeutudessélaiteren
riick sodie zielgerichtete Therages TNBCgiehel.2.2immermehr in den Vordergrund

1.2.2 Zielgerichtete Therapiedes TNBC

Zielgerichtete Therapien, auegeted theragiyd medikamentdse Therapien, die sich
spezifischad wachstumsfordernde Mechanismen in Tumorzellen ars\{i3&udino
2015)Bei HER2positiven Tumong wie in Kapitel.1.3eschriebemstbeispielsweise eine
zielgerichtete Therapie mibemHER2Inhibitor empfohlen.

Allerdingssind die Optionen fur den Subtyp des TNBC im Bereich der systemischen
zielgerichtetn Therapie eingeschrankt, da die Angriffspunkte an den Progestdron
Ostrogenrezeptoren sowie am HERZeptor durch die fehlende Exprimierung dieser als
therapeutische Zielstruktur nicht gegeben(siadeck et al. 2019)

In vielzahligen Studien wurden maogliche neue Angriffspunkte zur Therapie von TNBC
gepruft Dabei wurden PolyADP-RibosePolymeras&nzym(PARR)Inhibitoren,
CheclpointInhibitoren des Immunsystems und Konjugate gegen Wirkstoffe von
Antikdrpern untersuchZwei PARPInhibitoren und ein Checkpoiltthibitor erhielten die
Zulassung durch die ¥8zneimittelbehérde FDA.yons 2019)

PARRENnzyme reparieren Schaden der DNiagtiLeine BRCMutation vor fuhrt dies
dazu, dasdie homologen RekombinaticReparaturmechanismen deMA defektsind
und die Tumorzellen unkontrollievtachsen PARRInhibitoren hemmen die Reparatur
beschadigter DNA und fihren zum programmierten Z¢herther et al. 200Robson et
al. (2017) konnten aufzeigen, dass Olapadb einem signifikant verlangerten
progresionsfreien Uberlebaron ca. 3 Monaten im Vergleich zur Chemothefilpie
(ClinicalTrials.gov Nr.: NCT02000622penso konntader Vorteileiner Therapie mit
Talazoparib im Hinblick auf ein verlangertes progressionsfreies Uberleben aufgezeigt werden
(Litton et al. 201 &linicalTrials.gov Nr.: NCT01945Y Tiesebeiden PARMhibitoren
Olaparib und Talazopamdhielten von der FDA die Zsiundlir BRCAmutierte TNBC
(Lyons 2019)

In Forschungen zu mdglichen therapeutischen Ansatzpunkten konnte nachgewiesen
werden, dass in Brustkrebsgewebe und vor allem in TNBC tumorinfiltrierende Lymphozyten
aufzufindensind. Dadurch nimmt das Immunsystem Einfluss auf das Ansprechen einer

Chemotheapie in stark proliferierenden Tumaf@enkert et al. 2010oi et al. 2013Die
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Konzentration der tumorinfiltrierenden Lympyten korreliert dabei mit dem Ansprechen
auf eine neoadjuvante Chemotherapie und mit einem Uberlebensvorteil beim TNBC
(Denkert et al. 2018Beim Mammakarzinom vom Subtyp TNBC wird auf diesen
tumorinfiltrierenden Lymphozyten damogrammed dedith ligardid(PD-L1) exprimiet,
welcher gegedie Tumorzellergerichtetdmmunantworten inhibieren kari@hen und
Mellman 2013; Mittendorf et al. 20DHr PD-L1-Inhibitor Atezolizumab greiiih diesen
Mechanismsdes Immusystems ein, indem er die Wechselwinkuingemprogrammed cell
death proteiPD-1-Rezeptorauf T-Zellenunterbindet und wurde als erster Checkpoint
Inhibitor zur Therapie von metastasierfENBC von der USArzneimittelbehérde FDA
zugelassefLyons 2019)Schmid et a(2018)konnten nachweisen, dags Kombination

von Atezolizumab mit naBaclitxel bei Patientinnen mit metastasiertem TNBC zu einem

langeren progressionsfreien Uberleben fiihrt (ClinicalTrials.gov Nr.: NCT02425891).

Weitere Studien zu PARfhibitoren als Therapieoption fur Mammakarzinpmee
beispielsweise fur Veliparib if€alTrials.gov Nr.: NCT02163694) oder fir Olaparib
kombiniert mit einer Immuntherapie mit Duwwaab (ClinicalTrials.gov Nr.:
NCT03167619) werden durchgefuhrt. Auch wird weiter an Antikéviekstoff
Konjugaten wie Sacituzumabals mdgliche Therapieorv TNBC geforscht
(ClinicalTrials.gov Nr.: NCT025744595)e Identifizierung neuer Angriffspunkieim
TNBC und die Untersuchungen zu zielgerichteten Therapiensdlesieerein grol3es

Spektrum an therapeutischen Méglichkeiten fiir die Zukubigten

1.3 MAPK-Signalweg

Die am haufigsten mutierte Signalkaskade in menschlichen Krebszelferageatetivated
protein kina@@APK-)Signalwed)aher setzeniele Strategien der Tumortherapie hier an
(Liu et al. 2018)DiesermehrstufigeTransduktionsweg &b einzelneProteinkinasen
reguliertzellulareProzesse wie Wachstum, Differenzierung, Migration und Apdpiese
Aktivierung dereinzelnenSerin und ThreonirKinasen erfolgt dabgeweils durch
Phosphorylierunglie MAPK-KinaseKinase (MAPKKKMEKK) aktiviert die MAPK-
Kinase(MAPKK/MEK ) und diese aktiviert MAPKIAPK kann dann weitere Substrate,
wie zum Beispiel Transkriptionsfaktoedtivierer{(Schaeffer und Weber 198 )mulider
Signalkaskad@®nnenextrazellulare Signale wien BeispidlVachstumsfaktoren, Zytokine
oder Zellstress seiffreten Mutatioen m MAPK-Signalwg auf, sokdnnendiesezu

erhohten Proliferationsraten der Tumorzellen fi{d@@mson und Lapadat 2002)
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Es sind mehrere MARKaskaden B&nnt, die nach deorherigereschriebenen Abfolge
ablaufenDer allgemeine Aufbau eines MABgnalwegsist schematiscim Abbildungl
dargestellt

DaslInteressaler Forschung zur Tumortheramit abervor allen der extracellular signal
regulated kinfSRK-)MAPK-Kaskadgeda viele genetische Mutationen Rahmen von
Krebserkrankungdmeobachtetvurden, diggenau dieseSignalwedeeinflusse(Roberts
und Der 2007)Die ERK-MAPK-Kaskade besteht adem vorgeschaltetenRsoteinrat
sarcom®AS) undden folgenden Kinaserapidly accatied fibrosarc{rs-) MEK und
ERK (Liu et al. 2018pieist schematiscim Abbildungl dargestellt

Extrazellulares Signal lm
Rezeptm EGFRezeptor
B)—
MAPKKK RAF

MAPKK MEK

weitere
MAPK Substrate ERK

et "

Abbildung 1 MAPK-Signalweg Dargestellt isd) der allgemeine Aufbau eines MABiIgnavegsundB)

die ERKMAPK-KaskadeDurch einextrazellulares Signaile in der ERKMAPK-Kaskade EGF, kommt es
zur Dimerisierung des Rezeptors und dadurch zur Rekrutierung@E&-KBmplexes zur Membraim
derERK-MAPK-Kaskade ist der ABEF-Komplex der GRBSOSKomplex.DieseilKomplex sorgt flr die
Aktivierung eines ®roteins, wie RA®as G-Proten bzw. RAS phosphoryliert MAPKKK bzw. RAF und
setzt somit die Phosphorylierungskaskade in Berlgtzte Kinase kann direkt oder tUber weitere Substrate

im Zytosol Transkriptionsfaktoren im Zellkern aktivieEégeneDarstellungbasierend aufolch 2000;
Roberts und Der 2007; Liu et al. 20AB: Adapterprotein, GERguanine nucleotide exchange-factor
Transkriptionsfaktor, EGlepidermal growth,f@&@@2 growtfactereceptbound proted@Sson of sevenless
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Der RASRARMEK-ERK-Weg wird durch Wachstumsfaktoren iherStimulation von
Oberflachenrezeptorean der Zelleaktiviert, wahrend die anderen bekanMédrK-
Kaskaden durch Wachstumsfaktasewie auch Zellstreaktiviert werdeitRoberts und
Der 2007)Mit derallgemeinen BezeichnuM§PK-Kinasest ofteben diesERK-MAPK-
Signalkskadegemein(Liu et al. 2018)

Durch einenextrazellularerStimulus, wie zum Beispiel durch eiéschstumsfaktor
(epidermal growth ,f&€s67) kommt es zu Dimerisierung und Autophosphorylierung des
EGF-Rezeptoran der Plasmamembi@iuang und Fu 2015)

Im Zytosol befindet sich ein Komplex aus eigemwifactereceptboungrotei(GRB2)als
Adapterproteinund einem stabil vereinigten GuadirkleotidAustauschfaktofguanine
nucleotide exchangeG&éiprwie beispielsweisen of seveliiSs). Dieser GRBEROS

Komplex gelangt durch den Stimulus am Rezeptor zur Membran und bindet am aktivierten
EGF-RezeptorNun kannSOSammembrangebunden RASIlenAustausch von GDP zu

GTP katalysiereanddas GProteinRASaktivierer{Mitin et al. 2005; Liu et al. 2018)

RAS phosphoryliert und aktiviert im nachsten Schritt$o8gss es zur Dimerisierung von
RAF kommt(Weber et al. 2001RAFhat dresichahnelnddésoformen ARAF, BRAF und
CRAF(Samatar und Poulikakos 20D4s aktivierte RA&ktiviertdannMEK o wobei die
Isoform BRAF die starkste Aktivitat in der Aktivierung von MEK @sigtet al. 2018)
Aktiviertes MEK phosphoryliert im letzten Schritt ERK und stellt den entscheidenden
Schritt als Pfortner der Kaskade (@aunt et al. 2015)

AktiviertesERK kann dann mit vielen weiteren $u#ien interagieren. Eaktiviert zum

einen direkt Transkriptionsfaktoren im Nucleus und zum anderen Zielstrukturen im Zytosol,
wie zum Beispiel die p90ribosomalé&s6Kinase (RSK), welche ebenfalls
Transkriptionsfaktoren im Nucleus aktafierkann (Frodin und Gammeltoft 1999)
Dadurch kénnen Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose regulieen werd
(Samatar und Poulikakos 20D4¢ MAPK-Kaskade lauft allerdingght nur linear ab,
sondern es erfolgt eine Kommunikation mit einem Netzwerk von anderen Signalwegen,
wodurch es zur Aktivierung und Auslésung von weiteren Signalen komn{&ctagifier

und Weber 1999)Auch kommt es durch ERK zu einer Aktivierungn
Ruckkopplungsschlaifediesichdannauf dieKontrolle und dieRegulerungder MAPK
Kaskade und somatichaufERK selbemuswirkerfSamatar und Poulikakos 2014)
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1.3.1 Zielgerichtete Therapien in der MAPK-Kaskade

Es gstaltet sich schwierig, Ansatzpunkte zur direkten Hemmung von RAS zuistinden.
RAS mutiert, dann ist diesé-Proteinunempfindlich gegentber der GHidrolyse und

so bleibt GTP dauerhaft mit hoher Affinitat gebunBaa derzeit in Versuchen genutzten
RASInhibitoren kommen nicht gegen diese hohe Affinitat von GTP zum RAS an. Der
weitere Fokukegtnunauf der Erforschung einer Mdglichkeit zur indirekten Inhileitnes
mutierten RASroteingBaines et al. 20)

Bei der Aktivierung von RAIn nachsten Schritt der Kaskddenmt es durch die
Phosphorylierung von RAS fumerisierung von RAfVeber et al. 200Diesestellt den
entscheidenden Ansatzpunkt fir die derzeitigen TherapieGedanwartig existieren
bereits mehrere RARhibitoren. Vemurafenib und Dabrafenib sind fur die Behandlung
eines RAHMMutierten, metastasierten MelanbereitszugelassefBamatar und Poulikakos
2014)Poulikakos et gr011)Yanden heraus, dass mutiertes BRAF keine Aktivierung durch
RAS fir die Dirarisierung benétigt und auch ohne Dimerisierung als Monomer weitere
Signale in der Kaskade geben lKariiklinisch&ersuche midenRAFInhibitorenzeigten

auch dasdieseRAF und auch ERKn Tumoren ohne BRAMutationnicht inhibieen
sondern paradoxgeise die MAPKaskade und ERK aktivear und teilweise sogar
Resistenzen entwiakelSomit bieten dies&ledikamente bislang nur ein@gliche
therapeutisa@Option bei Tumoren mit BRAMutation(Halaban et a2010; Samatar und
Poulikakos 2014)

Anfangliche Versuche mit MBHKhibitoren wurdenoft durch Toxizitat begrenztund
erforderten weitere Studi@Rinehart et al. 2004; Haura et al. 2@)MEK-Inhibitor
Trametinikist derzejtwie auch die oben aufgefiihrten RatHbitoren, fur die Behandlung
eines RAFnutierten, metastasierten Melanoms zugel&s®matar und Poulikakos 2014)
In Versuchen zu ME#nhibitoren inRASmutierten Tumorekonnteebenso eine gute
Wirksamkeibeobachtet werdd€hlatzivassiliou et.2013)Allerdings zetgneinigeMEK -
Inhibitoren bei Patienten mit RARutiertem metastasiertem Melanom, die vodire
Behandlung miRAFInhibitoren erhielten keinen Erfolg(Kim et al. 2013)Mdgliche
Griunde dafur sind, dass der Tumor Resistenzen gegen dierémhditavickelt oder tGber
die Kommunikation mit anderen SignalkaskdigéeikinasdERK aktiviert werdekann Es
laufen weitere Studien, in denen mogliche Therapien mituRARVEK-Inhibitoren
einzeln und in Kombination untersucht werden. Auch scheineffiTlderapieerfolg
relevant zu sein, in welcher vorgeschalteten Kinase der-K&&R&de die Mutation

vorliegt(Samatar und Poulikakos 2014)
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Einige RAF und MEK-Inhibitoren befinden sich derzeit bereits in klinischer Anwendung.
Jedochtreten immer mehr Resistenzen gegen diese Inhibitoren auf. Durch die Resistenzen
kannes zu einer Reaktivierung von ERK und somit seiner Signalweitdwartonsgp Dies
kanniber parallele Wege zu einer Wiederherstellung der-KesREdeund somit zur
Aktivierung von ERKSignalerfiihren (Sullivan et al. 2018peshalbrichtet sich das
Interesse nunmehr auf dieekte Hemmung voBERK als neuen Ansatzpunkt

1.3.2 ERKZ1/2-Inhibitor

Es gibt mehrerERK-Kinasen, wobei die Kinasen ERK1 und ERK2 den letzten Schritt der
ERK-MAPK-Kaskade darstell¢riehel.3. Da dieERK1- und ERK2Kinas& zu 90%
ahnlich in der Bfolge ihrer Aminoséuresind und eine ahnliche Funktionalitében,
werdersieim Folgendemals ERK1/2 zusammengefa@bulton et al. 1991)

Bis vor Jahren sah man ERK1/2 nur als Zielstruktur von MEK an, weswegen sie bis dato
nicht im Fokus stan@amatar und Poulikakos 208ch Erkenntnissen aus préklinischen
Untersuchungen und Studien ist nun aber bekannt, dasd4/2HRibitoren
Resistenzentstehung hemmen und auch die Resistenzen geged REEK-Inhibitoren
bewaltigerkdnnen Der Inhibitor Ulixertinib (BVD-523)wurdedabeials erster ERK12
Inhibitor Uberhauptin die klinische Phase aufgenomn{&ullivan & al. 2018
ClinicalTrials.gov NINCT01781429Zum Beispiel wird Ulixertindguchin Kombination

mit einem CDK4/6Inhibitor in Anwendung bei Pankreesorenund anderen soliden
Tumoren untersuchC{inicalTrials.gov NrNCT03454036 Des Weiterenbefindet sich
Ulixertinibderzeitin einerklinischen Studieei Patienten mit MARKaskade veranderten
fortgeschrittenen, solid@&amoren ClinicalTrials.gov NINCT04566393)

SCH772984%in weitere ERK1/2-Inhibitor, inhibiert die intrinsisch&ktivitat als Kinase

von ERK1/2 und die Phosphorylierung von ERK1/2 durch MEEm&ar und Poulikakos
2014)DurchMorris et al(2013wurde bereits beschrieben, dass durch SCH772984 in RAS
oder BRAFmutierten Tumorzellen die Proliferation gehemmt und die Apoptose induziert
werden kand und das auch in Zellen, die sich auf BRWEr MEK:Inhibitoren resistent
zeigten. Daher scheinduch SCH772984 eine vielversprechende Therapieoption

darzustellen

Wie beschrieben, ist aarsten praklinischen Untersuchungen und Studien bekannt, dass
ERKZ1/2-Inhibitoren Resistenzen gegentber Inhibitoren der vorgeschalteten Kinasen im
MAPK-Signalweg und auch die dadurch resultierende Reaktivierung dieses Signalweges

uberwinden konneriGermann et al. 2017AuRerdemscheinenERK1/2-Inhibitoren
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weniger sensitiv gegenuBasistenzenu sein(Sullivan et al. 201&)ie Inhibition von
ERK1/2 als moglicheneue Therapiekdnnte in Zukunft erfolgreichwerden, waslie
Notwendigkeitund Bedeutsamkeitler weiteren Forschung uber die Wirkung und
pharmakokinetischen Eigenschaften von HRHKnhibitoren aufeigt

1.4 GnRH

Dashypothalamischgonadotrepiteasthorma@{GnRH)wurde estmalig vorSchally et al.
1971 beschriebenlm Menschen gibt es zwei Sgien GnRHA u n d -AGwWitR H
Ubereinstimmende@enom(White et al. 1998n gyndkologischen Tumorgteichtdie
Signaltransduktion nadlktivierung des GnRIA-Rezeptors dem Signalweg des GARH
Rezeptor¢Eicke et al. 2006)

GnRH reguliert die Sekretion vom Luteinisierenden Hormon und vom
Follikelstimulierenden Hormon in der Hypophy3e beiden sezernierten Hormone
stimulieren daufhinin den Ovarien die Ostrogeund Progesteronsynthese sowie die
Follikelreifung Stojilkovic et al. 1994uchin gynakologischelumoren wiein ca.80%

der Ovarialund Endometriumkarzinome und in ca.%@er Mammakarzinome konnten
Rezeptaen fur GnRHnachgewiesen werdgrmer et al. 1994; Emons et al. 1997; Volker
et al. 2002)n vorherigernntersuchungekonnte zudem belegt werden, dass Ub%s 70
derMammakarzinome vom SubfiidBC GnRHRezeptoren exprimier@duchholz et al.
2009; Fost et al. 2011)

Im Mammakarzinom hanRH einen groRen Einfluss auf das Zellwachstum und die
Metastasierunder Einsatz von GnRtAnalogabietet sontiinteressante therapeutische
Madglichkeiten(Griindkerund Emons 2017)Studien legten nahe, dass die getrennte
Zuordnung in Agonish und Antagonisin des GnRHSystems infumorzellennicht
zutrifft, sondernAntagonistersichin den meisten Krebszelllinien wie Agonisten verhalten
(Emons et al. 1993; 1997)

Eine Behandlung mit GnRAhaloga hemmt, neben der beschriebenen
Ostrogenproduktion (sielel.3, tiber die Aktivierung einer Phosphotyrosinphosphatase
die TyrosipAutophosphorylierung von Wachstumsfiakezeptoren Dadurch wird die
durch den Wachstumsfaktor EGF induzierte AktivierungRE-MAPK-Signalkaskade
inhibiert(Emons et al. 1997; Grundker et al. 2000;.20@Broliferation in menschlichen
Brustkrebszellen kamo durchGnRH-Agonisten wie audBnRH-Antagonisten inhibiert

werden(Emons und Schally 1924tiert nachGrindker et al. 200Zudem konntervon
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Alten et al(2006)nachweisen, dass eine Behandlung mit dem-@gBisten Triptorelin

oder dem GnRFAntagonisten Cetrorelix eben hticnur die Proliferation von
Mammakarzinomzellen beeinflussen kann, sondern auch die Invasion und Migration der
Zellen und somit die metastatische Fahigkaiifikantreduziert. Aucklie Ergebnisse von
Schubert et a(2011)bestétigten, daskirch GnRHAnaloga die Metastasenbildumg

TNBC reduziert werdétann.

1.5 CTGF

Der connective tissue growtfCia@teyr ist ein Wachstumsfaktor des Bindegewebes und
gehort zur CN-Familie. Namensgebend fur di€CNzFamilie waren die ersten
identifizierten Proteineysteineh angiogenic indu¢@Y&61), CTGF undephroblastoma
overexpregbiaV) (Bork 1993)

CCN-ProteinehaberEinfluss auf die Zeltpliferation, Migration und adie Tumorgenese

(Lau und Lam 1999; Perbal 20D4ssspezielein hoher CTGFSpiegeh Brustkrebzellen

mit dem Krebsstadium, der Tumorgréf3e und dem Lymphknotenstatus kdoelnten

Xie et al(2001)nachweiserin umfassende¥ersuchen vofhen et al2007)zeigte sich
zudem dass sicturch die vermehrte Expression von CTGF die Zellmorphologie verandert
und die Zelle eine erhdhte Migrationsfahigkeitesstf Auch wird der Wachstumsfaktor
wahrend der epithelialemesenchymalen Transitiam Mammakarzinomzellearhoht

exprimieri(Ziegler et al. 2014)

Diesen Einfluss auf intrazellulare Vorgange und Signalwege nehméN-Biet€ine
mittels Signalgebung Uber IntegrezeptorenZu den bekannten Oberflachenrezeptoren
von CTGF zahltachderlntegrindvA3-RezeptofBabic et al. 1999n Gegensatz zu den
anderemit OCN-Proteinen interagierendetegrinenist dasktivelntegrindvA3 mit einer
Zunahme desnetastasierenden Potenzials und somit der Invasiviténschlicha
Brustkrebsind fortgeschrittenen Tumoren assoZiigéapis etl. 1996; FeldiAgabermann

et al. 2001)n Versuchervon Chen et ali2007)konntegezeigiverden dass die CTGF
vermittelte Zellmigration von der ERR-Phosphorylierung abhangig Etenso konnte

in CTGFUberexprimierten Zellen eine Hochregulierung von S1@Aem Calcium
bindenden Proteibgobachtet werdeBurchinhibierung des ERKIAPK-Signalwed®}
sich diesavieder runterregulierdrindker et al. 2016jolglich konnte nachgewiesen
werden,dass CTGF durch die Bindung an den Intdiyd8-Rezeptor iber den ERK
MAPK-Signalweg zu eingesteigerten S10GE#pression und zu einer gesteigerten

Zellinvasionvon Brustkrebszellen fu{@hen et al. 200Die Identifizierung von CTGF
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als extrazellularer Treiber fur die Zellinvasion stellt eine interesshore fidpdie
Behandlung von invasivem BrustkrebssdiaeVVerminderung der CTGExpressiotihrt
zu einer verminderten Phosphorylierung von ERK1/2mindertso die Fahigkeit zu
Invasion CTGF kénnte demensprechend als therapeutischer Ansdiedsiisam sein
(Hellinger et al. 2019;21

1.6 Zielsetzungund Fragestellung

Es laufen viel8tudien zu zielgerichteten Theram@rRAF und MEK-Inhibitorenin der
ERK-MAPK-Kaskade Es konnte jedoclbereits beobachtet werden, dass desch
Resistenzen oder Signatan parallelen Kaskaden zZoee Reaktivierung von ERR

kommen kann. Dahdtomnmen ERK1/2-Inhibitoren als neue Therapieoption fur die
Behandlung von aggressiven Mammakarzineimeegrol3e Bedeutung Rie Folgen einer
moglichen ERK1/ZResistenz in TNBGindbisweilerallerdingsiicht bekanntund auch

fehlen mogliche Therapieansétze, die bei einer gebildeten Resistenz zum Einsatz kommen
konnen. Dahesolldie Auswirkung einer ERKX:Resistenz aufas Zellwachstuomddie
dreidimensional8D) Spharoidnvasion in TNBEellen analysiert werden urithema
dieserArbeitsein Es wird angenommen, dass eine ERKR€8istenz in TNBZellen zu

einer gesteigerten d&pharoidnvasion und CTGIEXpression fuhrt.

Zuerst soll der Einfluss von den ERKA4fhibitoren Ulixertinib und SCH77@29 auf die
Aktivierung und Expression von ERK1/2 in TNEEllen im Vergleich elExpression in
resistenten TNBellen untersucht werdeRir die Versuche soll mindestens eine
ERK1/2-resistente Zelllinie generiert werd@egenubeflachen 2BModellenauffesten
Membranen ahmen Versuche mit-Sfharoidernviel getreuer die Morphologie von
Tumoren naclfVinci et al. 2015Paher sollm Weiteren die Auswirkuegner ERK1/2
Resistenz auf die 3gpharoidnvasion undler Einfluss vorERK1/2-Inhibitoren auf @
Invasion der nicht resistenten sowie der resisterfibBC-Zellen analysiert werden.
Zusatzlichsoll mittels AlamarBluAssay der Einflusder ERK1/2-Resistenz aufad

Zellwachstundargestellt werden.

Wiein Kapitell.4aufgefuhrt liefern Studien zur Behandlung von Mammakarzinomen mit
GnRH-Analoga vielversprechende Ergebnisse. Als mogliclapi€bption von ERK1/2
resistenten TNBQellen soll eindBehandlungmit dem GnRHAgonistenTriptorelin
untersucht werderAus Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe karudembereits
aufgezeigt werden, dass CTGF einen wichtigen Treiber Halliieasion darstellt und

attraktive therapeutische Moglictdrezur Behandlung von invasilvammakarzinoen
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eroffnet(Hellinger et al. 2020paher soll uletzt eine mogliche Korrelation der CTGF
Expression underERK1/2-Resistenin TNBCuntersucht werden
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2  Materialund Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabellel: verwendete Geréte

Gerat

Hersteller

Analysawaage BP 161 P

Sartorius, Gottingen, DE

Arium® mini

Sartorius, Gottingen, DE

Autoklav KSG 112

KSG-Sterilisatoren GmbH, Olching, DE

Biofuge® pico

Heraeus, Hanau, DE

Bunsenbrenner Flammy S

schuetibiotec GmbH Gattingen, DE

C-DiGit® Blot Scanner

LI-COR BiosciencesLincoln, Nebraska
USA

COx-Inkubator SANYO (MC@LBAC)

Sanyo Electric Co. Ltd., Osaka, Japan

Eisflockenbereitde FBH358N

GGM Gastro
Ochtrup, DE

International GmbH,

ErgoOne® FAST Pipette Controller

STARLAB International GmbH, Hambu
DE

Fluoreszenzmikroskop OlympaX$1

+ Olympus URFL-T

Olympus, Shinjuku, Tak Japan

Flussigstickstoffbehét Arpege 140

Air Liquide, Paris, Frankreich

Gefrierschrank30°C und-25°C

LiebherrBiberach, DE

Kihl-Gefrierkombi

Bosch, Stuttgart, DE

Kihlschrank

Liebherr, Biberach, DE

Labofuge® 400R

Heraeus, Hanau, DE

LaborgefrierschranB0°C

Fisher

MassachusetidSA

Thermo Scientific, Waltha
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Gerat

Hersteller

Labormikroskop Axiovert 25

Zeiss, Oberkochen, DE

Laborschttler IKA MTS 4

IKA, Staufen im Breisgau, DE

Magnetrihrer RCT basic

IKA, Staufen im Breisgau, DE

Mini-PROTEAN® Vertica

Electrophores Cell

Tetra

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA

Minizentrifuge MCR2360

LMS, Hongo, Tokio, Japan

Mr. Frostf Gefrierbehalter

Thermo Fisher Walthg

Massachusetts, USA

Scientific,

Pipetten aPi p et ma nuf 200ull
100pl, 10ul, 2,5ul)

Gilson,Middleton, Wisconsin, USA

PowerPdg Basic Power Supply

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA

Prazisionswaage-Rbwer AZ1502

Sartorius, Gottingen, DE

gqTower 2.2

Analytikjena, Jena, DE

Reax top Schittaeind Mschgerat

Heidolph Instruments, Schwabach, DE

Rollenmischer

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & C
KG, Sondheim vor der Rhon, DE

Schittelwasserbad 1083

GFL, Burgwedel, DE

Sterilwerkbank

Clean Air Technigkjetzt CleanAir b
Baker, Utrecht, NL

Synergy HT Microplate Reader

BioTek Instruments, Inc. Winooski,

Vermont, USA

Taumelschittler 3011

GFL, Burgwedel, DE

Titramax 1000 Schittehd Mischgeréat

Heidolph Instruments, Schwabach, DE

Universalzentrifuge Megafuge® 1.0 R

Heraeus, Hanau, DE

Vakuumpumpe EcoVac

schuettbiotec GmbH, Géttingen, DE

Vibrax Schittler

SerongjetztMerck KGaA, Darmstadt, D




Material und Methoden 17

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Verbrauchsmaterialamrden von den FirmenBemis (Neenah,
Wisconsin, USA), Brand GmBHCo. KG (Wertheim, DE)Corning New York,USA),
Eppendorf (HamburgDE), Greiner Bio-One GmbH (Kremsmiunster, Oberdsterrgjch
KimberlyClark Professional (Roswell, Georgia, USA), Merck KGaA (Darmstadt, DE)
Nexcelom Bioscience (Lawrence, UBAul Hartmann AG (Heidenheim an der Brenz,
DE), Sarstedt AG & C&KG (Numbrecht, DE)STARLABInternational GmbH (Hamburg,
DE), Thermo Fisher Scientifigvaltham, Massachusetts, USA) TimdGeyer GmbH &
Co.KG (Renningen, DEhezogenDie Materialien waren steril verpackt oder wurden vor
ihrem Einsatz gereinigt oderaidaviert.

2.1.3 Chemikalien

Tabelle; verwendete Chemikalien

Chemikalien Hersteller
AlamarBlue Bio-Rad, Hercules, California, USA
Ampuwa Fresenius Kabi AG, Bad HombuBE

Ammoniumperoxdisulfat(APS10%) SigmaAldrich, jetzt Merck KGaA
Darmstadt, DE

Bovines SerumalbumiBSA Fraktion Carl Roth, Karlsruhe, DE

DAPI LosungBP231156, Lot. 177027 Novus Biologicals, Centennial, Colorg
USA

Dimethylsulfoxid DMSO) SigmaAldrich, jetzt Merck KGaA,
Darmstadt, DE

Ethylendiamintetraessigsa{EBTA) Affymetrix jetztThermo Fisher Scientifi
Waltham, Massachusetts, USA

Formaldehyd Lésung 8@ SigmaAldrich; jetzt Merck KGaA,
Darmstadt, DE

Kaliumchlorid KCI) Merck KGaA, Darmstadt, DE

2-Mercaptoethanol SigmaAldrich; jetzt Merck KGaA
Darmstadt, DE
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Chemikalien Hersteller
Methanol Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningg
DE
NatriumchloridNaC) Merck KGaA, Darmstadt, DE

Phalloidifluoresce¢b551 (Lot. 1170272| Abnova, Taipei, Taiwan

phosphdteffered sa(irBS) Pan Biotech GmbH, Aidenbach, DE
proteimssagyereageaincentrate Bio-Rad, Hercules, California, USA
sodium dodecyl {Sf28) 100 SigmaAldrich; jetzt Merck KGaA

Darmstadt, DE

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth, Karlsruhe, DE

Tris(hydroxymethyl)aminometh@mis) Alfa Aesar; jetzZThermo Fisher Scientifi
Waltham, Massachusetts, USA

TritonE X-100 SigmaAldrich; jetzt Merck KGaA
Darmstadt, DE

TrypanblafT8154) SigmaAldrich; jetzt Merck KGaA
Darmstadt, DE

Tween®20 PanReac AppliChem GmbH (IT
Reagents), Darmstadt, DE

2.1.4 Losungen und Puffer

Zum Ansetzen der verwendetetsungen und Puffedie inTabelle3 aufgelistet sind,
wurde doppelt destilliertes WasgddH;0) der Reinstwasseranlader Firma Sartorius

(Gottingen DE) genutzt.

Tabelle3: verwendetédsungen und Puffer

Loésungenund Puffer Hersteller/ Zusammensetzung

antibodstrippinguffer Interchim, Montlicon, Frankreich

dockingolution TBS 0,1% Twee®-20 5 % Milchpulver
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Losungenund Puffer

Hersteller/ Zusammensetzung

Bradford L6sung

protein assay dye reagentoncentrati: 5
Verdiinnung auf ddi®

CellLyti& buffer

SigmaAldrich;
Darmstadt, DE

jetzt Merck KGaA

Dulbecco’s phosphif¢éeed sali(i@PB
w/o Calcium, o Magnesium

Pan Biotech GmbH, Aidenbach, DE

Elphagpuffer (5x)

15,19 Tris; 72y Glycin; ad 1008l ddH20

fetale calf sefb@S)charcestripped

Pan Biotech GmbH, Aidenbach, DE

fetale bovine serum SiESipr

Biochrom GmbH, jetzt Merck KGaA,
Darmstadt, DE

Fluoreszenzfarbeltsung

2% BSA + 5% TritonE X-100 in PBS

Gibco® PenicillihStreptomycin
PenStrep, 1514022)

(PIS

Gibco, Life Technologids, jetzt Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachu
USA

Glycin Thermo Fisher Scientific, Walthg
Massachusetts, USA
Holo-Transferrin (t0665) human plasn SigmaAldrich; jetzt Merck KGaA,

gel6st in PBS (hg/ml)

Darmstadt, DE

Insuman® RapidnsulinhumadOl.E./ml

SanofiParis, Frankreich

L-AlanytL-Glutamin

Biochrom GmbH, jetzt Merck KGaA,
Darmstadt, DE

LaemmliPuffer

5ml Ampuwa, Bnl LDS sampleuffe(4 x),
1 ml sampleeduciragent10x)

Losung A= ProSievE 50 acrylamidgel
lution

Lonza Bioscience, Basel, Schweiz

LOosung B

90,9g Tris Puffer (1,9M Tris pH 8,8)in
400ml ddHO mit 1,5M HCL auf pH 8,8
einstellen
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Losungenund Puffer

Hersteller/ Zusammensetzung

Lésung C 109 10% SDS in 9@nl ddHO

Losung D 30,3g Tris Puffer (1,0M Tris pH 6,8
400ml ddH,O mit HCL konzentriert au
pH 6,8 einstellen

Lysepuffer 10ml CellLyti€ huffer 100ul Protease

Inhibitor (Q01%), 10Qul Phosphatast
Inhibitor (0,01%)

Magermilchpulver

PanReac AppliChem GmbH (IT
Reagents), Darmstadt, DE

PBSEDTA

200mg EDTA erst in 1@nl PBS ldsern
dann zu 90nl PBS geben

Phosphatasmhibitor

SigmaAldrich; jetzt Merck KGaA,
Darmstadt, DE

Proteasénhibitor

SigmaAldrich; jetzt Merck KGaA,
Darmstadt, DE

SDSElektrophoresepuffer

100ml ElphoPuffer (5x); 5ml SDS 10%;
ad 500n! ddH:0

Transferpuffer

3,03g Tris; 14,44 Glycin; 206 Methano
ad 1000nl H2O (pH 8,3)

trisbuffered sa(inBS)10 x

30g Tris; 8@ NaCl; 23 KCL ad 100énl
(pH 7.,6)

Trypsin/EDTA

c-c-pro GmbH, Oberdorla, DE

Twee®-TBSPuffer(TBST)

100ml TBS (10x); 1l Tween®20
(10%); ad 100én! ddHO
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2.1.5 Kommerzielle Reaktionssysteme

Tabelled: verwendete Reaktionssysteme

Reaktionssystem Hersteller

Immobilion® WesternGhemilumineszer| Merck KGaA, Darmstadt, DE
HRP-SubstrgtCat. No. WBKLS0100

NuPage®LDS sampléuffer Thermo Fisher Scientific, Walthan
Massachusetts, USA

NuPage®amplesduciragent Thermo Fisher Scientific, Walthg
Massachusetts, USA

Westar Supernova(Chemilumineszer| Cyanagen, Bologna, Italien
Substratluminednhancanlutiormndperoxid;
lution)ot MA21ALB-1, Cod. XLS3,010

2.1.6 Nahrmedien

Fur die Herstellung der Medien zur Kultivierung der Zellen wimmgdeum essential medium
(MEM)w/ Earle’s Salts, w/ stable Glutaoniowest (Nuaillé, Frankreich) verweridiet.

genaue Zusammensetzung der MedienTisbielles dargestellt.

Tabelleb: verwendete Nahrmied

Medium Zusammensetzung

- MEM

- 10% FCS

- 1% Penicillin/Streptomycin
- 0,1% Transferrin

- 261U Insulin

Kulturmedium

- MEM
- 20% FCS
- 5% DMSO

Einfriermedium
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2.1.7 Matrigel®

Fiur die 3DSphéaroieversuche wurde das Matrigel® MaBasalmembranprapader
Firma Corning (New York, USEot. Nr. 8332348 und 3220p62rwendeDiesesvurde

aus einem Engelbrettolm-SwarmMaussarkonextrahiert(Corning) Es wurde nach
Herstellerangabdrei-20°C gelageytvor Gebrauch tiber Nacht im Kihlschrank aufgetaut

und auf Eis verwendet

2.1.8 Zelllinien

Die Zelllinien HCC1806 und HCC70 wurdenderAmerican Type Culture Co{leT)
Manassas, VA, USA) beschafft.

Tabelles: verwendete Zelllinien

Zelllinie Herkunft Beschreibung Referenz

HCC70 | Primartumor | CRL-2313", duktaled ATCC(Gazdar et al. 1998)
Karzinom, Stadium A,
Grad 3

HCC1806| Primartumor | CRL-2333", ATCC(Gazdar et al. 1998)
Plattenepithelkarzinom,
Stadium B, Grad 2

2.1.9 ERKZ1/2-Inhibitoren

Fur die Versuche im Rahmen dieser Arbeit wurden die ER¥illitoren Ulixertinib
(BVD-523 VRT752271und SCH772984%erwendetBezogen wurden beide ERK4/2
Inhibitoren von Selleck Chemicals (Houstonag,edSA).

2.1.10 GnRH-Analogon

In den Versuchen wurdder gonadotrop@leasing horr@@n&H)Agonist Triptorelin
genutzt In diesemDekapeptidwurde an Position @ie Aminosaure Glycin durch- D
TryptophanausgetauschiD-Trp¢]. Das Triptorelirecetatwurdein PBSentsprechend der
Verdiinnungen I8 und 1M geldst.
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2.1.11 Antikorper
Die aufgefuhrten Antikbrper wurden nach Herstellerangaben eingesetzt.
Tabeller: verwendete Primarantikérper
Primarantikorper Herkunft/Verdiinnung Hersteller
Anti-CTGHCCN2 rabbit1: 50 Novus Biologicalg

(#NB100729

Centennial, Colorado, US

Anti-ERK1/2  (137F5)
p44/42 MAPK (#4695)

rabbijt1: 1000

Cell Signaling Technolod
Danvers, USA

Anti-GAPDH
XP® (#5174)

(D16H11)

rabbijt1: 1000

Cell Sigaling Technolog)
Danvers, USA

Anti-PhospheERK1/2
(Thr202/Tyr204)
Phosphep44/42
(#9101)

MAPK

rabbijt1: 1000

Cell Sigaling Technolog)
Danvers, USA

TabelleB: verwendet&ekundarantikorper

Sekundarantikdrper Herkunft Hersteller
Anti-rabbit IgG, | donkey GE Healthcare; jet@tytiva,
Amershar ECLE Washington, USA
horseradish Peroxidase
gekoppel{NA 9340)

Anti-rabbit 1gG, Alexal donkey Invitrogen; jetzt Thermo
FluorE 488 Fisher Scientific, Waltha

Massagusetts, USA
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2.1.12 Software

Tabelled: verwendete Software

Software Firma

cellSens Standard 2.3 Olympus, Shinjuku, Tokyo, Japan

Genk BioTek InstrumentdVinooski, Vermont,
USA

GraphPadPrism®6.01und 9.@ GraphPad Softwar8an Diego, USA

ImageJ Version 1.52a Wayne Rasband\ational Institutes g
Health,USA

Image Studie Digits Software4.0 LI-COR® BioscienseLincoln, USA

KC4E dataanalysi®ftware BioTek Instruments GmbH, Bag
Friedrichshall, DE

Microsoft® Office 2013 Microsoft Corporation, Redmond, USA

ZEN-Software Zeiss, Oberkochen, DE

ZoteroVersion5.0 Roy Rosenzweig Center for History
New MediaWashington DC, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1Kultivierung und Passagieren

Die verwendeteZellen wurdenn Zellkulturflaschen (#m2 Sarstedltmit jeweils 1@nl
Nahrmediumn wasserdampfgesattigter Atmosphare #itC8, bei 37°C inkubiert. Das
Nahrmediumgiehe2.1.6 wurde zweimal pro Woche gewechseiteiBer Konfluenz von
70-80% wurden die Zellen passagiedur Vorbereitung wurderMedium und
Trypsin/EDTA im Wasserbad bei 3Z erwarmt. Nachdem dalte Medium abgesaugt und
der Zellrasen mitfl PBS gewaschen wunrdeyden3 ml TrypsidEDTA hinzwegeben
Die Zellkulturflaschen wurden geschwenkt und b¥®C 3iikubiert, bis sich die Zellen

|6gen. Dann wurde il Medium hinzugeben,die Zellsusperm resuspediert und ein
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Anteil dieserauf andere Zellkultusgchen aufgeteilin ein Reagiergefal3 fur weitere
Versucheiberfiihrtoder verworfenDie in der Flasche verbliebende Zellsuspension wurde
mit Nahrmedium auf 1@l aufgefillt.

2.2.1.2Bestimmung derellzahl

Die Zellzahl wurde ithilfe einer Neubau&tdhlkamme(Blaubrand®; Brand, Wertheim,
DE) bestimmt. Diesist unterteilt in neun grof3e Quadrate mit einer Tiefe vom®nd
einer Flache von jeweilsin2.Die Zellsuspension wuraeach denfPassagieren der Zellen
in ein Reagiergefal’ Gberfidmt danachbei 130Gc¢f fur funf Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in geeignetem Volumen Medium
resuspetiert. Diese neue Zellsuspensiaurdemit Trypanblauerdinnt (1 2), um vitale
Zellenbessedifferenzieren zu konnetOpl der Verdinnung wurden auf die Zahlkammer
pipettiert.Mithilfe eines Lichtmikroskops wurden d&r gro3en Eckgadrateausgezéahlt
(ausgezahlte Flachen#v) und die Gesamtzellzgho mlwie folgt berechnet:

QQP@oEN o dQE  wQo a Qe

OQa" e WP TT——
T a o

Mit der berechneten Gesamtzellzahl wurde der Verdinnungsfaktor bestindas und

entsprechendéolumen deZellsuspensionumentsprehenderMediumhinzugegeben

2.2.1.3Kryokonservierungnd Auftauen

Fur die Konservierung der Zellen wurde das Zellpellgtl igiafriemedium(siehe2.1.§
resuspediert und in einenKryordhrchen (Nalgefe Cryogenic VialsSThermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, UB@) -80°C langsamim Mr. Frost§

Gefrierbehaltegingefroren. Die f@erfristige Lagerung erfelgt flissigem Stickstoff.

Zum Auftauen wurden die gefrorenen Zellen flr kurze Zeit im Wasseibad@C
aufgetaut und in einer Zellkulturflasche mit 8lahrmediungsiehe2.1.6 kultiviert. Nach

24 Stunden erfolgte ein Austausch des Nahrmediums.

2.2.1.43D-Sphéaroidnvasionsassay

Die 3D-SpharoidAssays wurdamach Vincimit kleinen Anderungen durchgefiihinci et

al. 2015) Fur die Versuche wurden .A@ Zellen/ml bendtigt. Jeweilsx 103
Brustkrebszellein 100ul wurden pronellauf ein@@6welkZellkulturplattgulralowadherence
ubottopNexcelom, Cenibra GmbH, Bramsche, Deutschland) Gbedéabint 48Stunden
wurde die Spharoidbilduagter dem Mikroskop tberprift. Danach wurdesichtigoO ul
Medium entfernt und 50 Matrige® (siehe2.1.7 auf Eisund mit eiskaltenSpitzen
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hinaufgegeben. Die Position der Spharoide wurde nochmals kontrolliert, damit die
Sphéaroide gleichméalig mittig in jedestiliegen. Gegebenenfalls wurde die Plegite

300x gfur dreiMinuten bei 4C zentrifugiert, undie Sphéroide in das Zentrum zu bringen
Zum Verfestigerdes Matrige® wurde die Zellkulturplatfér eineStundebei 37°C und

5% CO; inkubiert. Nach der Inkubation wurdenugbMedium in jedeselldazugegeben

und Bilder unter dem Mikroskop gemacht zum Zeitpundetnach Indikation wurde nun

die Behandlung (S@HA2984Ulixertinik Triptorelin10’M, Triptorelin 18M) dazugegeben.

Nach 48Stundemwurde ein zweites Bildsft gemacht. Das Wachstum der Spharoide wurde
mittels ImageJoolygonal seleatimth measuremenisgewertet. Zum Vergleichen des
prozentualen Wachstums zur jeweiligen Kontrolle wurden die Mittelwerte berechnet.

2.2.1.5ProliferationsassalamarBlue

Mit AlamarBlue(siehe2.1.3 kann die Proliferation von Zellegemessennd dies zur
guantitativerBestimmung der Viabilitat genutzt werdesenthalt den Indikatorfarbstoff
Resazurinder bei metabolischer Reduktion ainéarbumschlagvollzieht. Von der
oxidierten Form in blauer Farbe zur reduzierten Homreduzierte Form Resorufin ist
rosaundfluoreszrend und i& Intensitaproportional zur Anzahl lebender Zelle® & Br i e n
et al. 2000)

Es sollen ERK1/2-resistente TNB&elllinien generiert und die Resistenz durch einen
LDscViabilitatstest mittels AlamarBlue nachgewiesen w@&eden. wurde jeweils in
Dreifacthestimmungum einerl0000 Zellen in 100l und zum anderen®0 Zellen in
100ul der jeweiligen Zelllinipro welin einer 96velPlatte (Falcon®glear flat bottom; TC
treatt Corning, New York, USA) angeddach 24Stundenerfolgte die Zugabe des
entsprechenden ERKIahibitors in unterschiedlicher Konzeritom
(100nM - 10000nM) je Reihe, wie imabellel0 beschrieberNach 72 Stunden wurden
10ul AlamarBlue jerelhinzugegeben und die Mikroplatte fir 4 Stunden BEi @7d T

CO; inkubiert. Danach wurde die Absorptims 570m und 630im gemessen und aus
den Werten die relative AlamarBRezluktion bestimmt. Die Auswertung der Daten
erfolgte mittels GraphPad Prism®. So wurden zudeKodientrationen der ERK1/2

Inhibitoren fur die Behandlungen der beiden TiBITinien in den Versuchen abgeleitet.
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TabellelQ verwendete Konzentrationen

Reihe Konzentration Reihe Konzentration
1 unbehandelt 7 3200nM

2 100nM 8 4000nM

3 400nM 9 5000nM

4 800nM 10 7500nM

5 1600nM 11 10000nM

6 2400nM 12 bank

Des Weiteren wurde AlamarBluemiabilitdtsvergleich der 3&pharoide der resistenten
Zellen im Vergleich ziennicht resistenten ZetiggenutztDazu wurden den Versuchen

zu den 3BSphéaroidnvasionsassays (sieh.2.1.% nach den erfolgten
Mikroskopieaufnahmen zum Zeitgtys, jeweils 1p AlamarBlue in die einzelneells
aufgetragen. Nach vier Stunden Inkubationsze87°C wurdedie Absorptiomrmit dem
Synergy HT Microplate ReaHei 570hmund 63thm gemessemittels Genb Software
ausgewerteind dieprozentua Differenz deAlamarBlueReduktion der resistenten Zellen

im Vergleich zu den nicht resistenten Zeihehunter Einfluss der Behandlungen mit einem
GnRH-Analogon bestimmt. Ausgewertet und graphisch dargestellt wurden die Daten

ebenfalls mittels GraphPRdsm®.

2.2.2 Proteinchemische Methoden

2.2.2.1Proteinproben

Fur die Versuche wurden mindestensOB00Zellehml der jeweiligen Zelllinie in einer
Zellkulturflasche (28m2) angesat. Nach 24 Stunden wurde je nach Indikation die
Behandlung dazugege&CH772984, Ulixertinildriptoreli). Die Konzentréion der
BehandlungsieheTabellel4, Kapitel3.) wurde anhand der lsides AlamarBlu€ess
abgeleitetsiene2.21.5. Nach insgesamt 48 Stunden erfolgte die Proteinisolation.

2.2.2.2Proteinisaltion

Zur Proteinbestimmunmgusgen die Proteineunachsisoliert werderDazu wurde das alte
Medium aus der Zellkulturflasche abggsad 2ml PBSEDTA (2%) hinzugegeben.
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NachzehnMinuten Inkubation wurden die Zellen mit einemeB&thaberSarstedt AG

& Co. KG, Numbrecht, DEyom Boden geldst und in einrhbReagiergefald tberfuhrt.
Durch Hinzugabe vonrdl PBS in die Zellkulturflasche wurden die restlichen Zellen gespult
und indas gleiche Reagiergefal} gegBleZellsuspension wurdannfur finf Minuten

bei 1300rcf zentrifugiert der Uberstand abgesaugtl das Zellpellein 30ul Lysepuffer
(siehe2.1.4 lysiert. Die Proben konnten direkt fur die Proteinbestimmung genutzt oder bei
-20°C eingefrorerwerden.

2.2.2.3Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration der Proteine in der Zellsuspension wurdedaeadfiethodevon
Bradford bestimmt (Bradford 1976 Fur die Kalibrierungsgeradewvurde eine
Verdinnungsreingsieherabellell) ausBSAStammiésungnd PBS hergestelDie BSA
Stammlésungurdehierbeiin einemVeraltnisvon 10mg BSA pro Inl PBSangesetzt.

Tabellell Verdinnungsreihe

Konzentration [mg/ml ] BSA-Stammlésung[p] PBS[u]
(Verdiinnung)
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 10ulwurdenin Doppelbestimmung auf eimef Eis geleg@-welMikroplatte(F-bottom,
clearGreiner BieOne GmbH, Kremsmunster, Oberdsterrealifpetragerzudem wurde

fur die Nullwertbestimmungoch ddH:0 und PBSauf die MikroplattaufgetragerZur
Konzentrationsbestimmung wundelie Proben, welche vorher isoliert wurdéej
13000rpm fur funf Minuten zentrifugiert und eine Verdinnungl() hergestellt. Ba

wurde 5pl Proteinlosung aus dem Uberstand in ein Reagiergetaffll vorgelegtem
ddH;0 gegeben. Je fildieser Verdinnung wurden in Doppelbestimmung aufgetragen. Der
restliche Uberstand der Probe wimagnem neuen Reagiergefil aemmibPuffer(siehe

2.1.4 im Verhaltnis 12 versetztund bis zur Nutzung der Proben eingefroréra well
wurden 20Qul Bradford Losungsiehe2.1.4 hinzugegebeund die Platte fiftinf Minuten
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bei Raumtemperatur inkubiddie Absorption wurde bei 5881 mit demSynergy HT
Microplate Readgemesseuand mittels Gerls5 Software ausgewert®asproteimssayye
reagenbncertiein der Bradford Losungnthélt den FarbstobomasddliantdueG-250,
welcher bei Bindung &minosaurereste sein Absorptionsmaxivomd5nm zu595nm

verandertindsogemessen werden kann.

2.2.2.4SDSPolyacrylamielelektrophorese

In der sodium dodecyl g@fag)PolyacrylamitGelelektrophorese werden Proteine nach
ihrer Molekuihlg63e aufgetrenntDie Proteinproben wurden aufgefe®DS wurde im
Uberschuss dazugegebed die Proben wurden ffimf Minuten auf 98C erhitzt Dies
fuhrte zur Denaturierung der Proteine unat Bindung von SDSwodurch negative
Ladungerentstandendie proportional zu ihrer Molekihlgravseenunddie Eigenladung
der Proteine tUberdeek.In den Versuchen zu diegebeitwurde nach Laemmli verfahren
(Laemmli 1970)Die Proteine wurden zuerst in einem Sammelgel (Sabe#del?)
konzentriert. Danach folgte ddiftrennungder Proteine entsprechend ihrer Grafie i
Trenngel (siehTabellel3), wodurch ein spezifisches Bandenmuster erzeugt Digrde.
Elektrophoresépparatur (sieh@.1.) wurde nach Herstellerangaben zusammengesetzt
und mit SD<Elektrophoresepuffe(siehe2.1.4 geflllt. Damit die Proteine auf dem
Polyacrylamidgel wantder, wurde ardie Gelelektrophorese zuerst fir 30 Minuten eine
Spannung von 8@olt und danach fur eine Stunde eine SpannunfO@rolt angelegt.
Mittels Western Blotsighe2.2.2.5 wurden die Proteindanachauf eine Membran

ubertragen.

Tabellel2 Sammelgé&l %

Zusammensetzung Einsatz
H-0 5mi
Losung A 0,75ml
Ldsung C 75l
Ldsung D 1,9ml
TEMED 22l
APS10% 37l
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Tabellel3 Trenngel 5%

Zusammensetzung Einsatz
H-0 5,7ml
Losung A 2,3ml
LOsungB 2,8ml
Ldsung C 110ul
TEMED 20l
APS 10% 37l

2.2.2.5Western Blot

Mithilfe einesWestern Blots kénnen Proteine, welche vorher mittels Elektrophorese
aufgetrennt wurden, auf eipelyvinylided#uoridg®VDF)Membran (Immobiion®-P
TransferMenbran Merck KGaA, Darmstadt, DH)bertragen und durch Antikérper
sichtbar gemacht werdddazu wurde senkrecht zu dem Polyacrylamidgelca. eine
Stundeeine elektrische Spannumgn 100Volt angelegt, so dass die Proteine auf die
Tragerrembran wandtn. Die TransferApparaturwurde hierfur wie folgt aufgebaut:
Kathode, Schwammchen,x 3Filterpapier, Gel, PVDMembran, X Filterpapier,
Schwammchen, Anode undt Transferpuffer (siehz1.4 geflllt.Zur Aktivierung der
PVDF-Membran wurdaliese vor e@m blottingn Methanol geschwenkt, mit ddH

gewaschen und danach in TBST geschwenkt.

2.2.2.6Detektion Visualisierung und Auswertung

Nach dem Transfer und vdem spezifischen Antikbrp&fachweis wurdeie PVDF-
Membran mit eineblocking solut{siehe2.1.4 fir eine Stunde inkubierdamit freie
Bindungsstellen fur Antikérper blockiert werklennten Danach wurde die Membran
dreifachmit TBST gewaschemdim AnshlusderPrimarantikdrper (sieRel.11Tabelle

7) aufgetragen. Der Antikdrpekubierelber Nachbei 4°C auf einer SchittelplatBevor

der Sekundarantikorper (sigh&.11Tabelle8) am nachsten Téigr mindestensine Stunde
aufgetragen werddionnte wurde die Membrandreifach mit TBSTgewaschenum
unspezifisch gebundene Antikdrper zu entfeenzusammemit horseradish peroxidase

(HRP)gekoppelte Sekundarantikorpwerde mindestens eine Stunde langsam geschwenkt.
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Danach wurde die Membran mehrfach gewaschen, um Uuberschissige Antikérper zu

entfernen.

Durch Zugabe dechemilumineszieremi&ubstrats alismineénhancer soluti@peroxide
solutionfur die Primararkorper AntERK1/2 und AntipERK1/2 oder des
chemilumineserendeiRP-Substrats vormmobilion® Westerfiir Anti-GAPDH (siehe
2.1.5 wurden die an die Antikdrpebgadenen Proteine detektientd mittelsC-DiGit®
Blot ScannerisualisiertMit dem Programrmage Studie Digitswurden die spezifischen
Bandenausgeleseand die Farbintensitat gemesséam quantitativen Abgleich der
Proteinexpression in den einzelReaben wurde in den Western Blots zu dikdseit
Glycerinaldehy8-PhosphaDehydrogenad& APDH) verwendet undie Ergebnisse auf
GAPDH normiert.Die Auswertung und graphische Darstellung erfotgiteGraphPad
Prism®.

2.2.2.7Membran strippen

Um dieselbe PVDiMembrarfir neueAntikdrperzu nutzen, wurde diezaerst in TBST
geschwenkt und ausgewaschen. Damate dicPVDFMembran fur zwei Minuten bei
Raumtemperatuin einemantibody stripping b{signe2.1.4 inkubiert um gebundene
Antikorper zu loserDieserwurdeabgegossamddie PVDFMembrankurz mitddH.O
gespult. Bevor ein neuer Primarantikdrper aufgetrageée muste die PVDFMembran

erneut miblocking solutidwubieren.

2.2.3 Immunfluoreszenz

Zur immunzytochemischen Farbung der HCGE&dién bendétigt mart0000Z/ml, es
wurden jeweils 250 in cenwellsles Glasbjekttrages @wellauf Glas ablosbdrOT No.
0022321 Sarstad AG & Co. KG, Numbrecht, DE)angezichtetNach 24 Stunden
Inkubationerfolgte die Behandlungit dem ERKZ1/2Inhibitor SCH/72984o0der dem
GnRH-AnalgonTriptorelin in den Konzentrationen 14 oder 10M. Nach weiteren

24 Stundemwurde detJberstand abgesaugt und mitId®BS gespuEur Fixierung wurde
danach die Oberflache der einzelnen Vertiefungen des Objekttragers jeweilgl mit 200
Formaldehyd (3%) fur 30 Minutenbendzt. Nachdem der Objekttrager mit DPBS
gewachen und mit kloreszen&irbddsungsiehe2.1.4 permeabilisert wurde, gab man den
PrimarantikorpegegerCTGF (1: 50) mit jeweils 12l prowelldazu. NacteinerStunde
Inkubationszeit wurde mit PBS gewasclar Sekundarantikbrpeklexa FliorE 488
(siehe2.1.1]1TabelleB), dieDAPI Losung(Novus Biologicals, Centennial, Colorado, USA)
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und Phalloidinfluorescent @mnova, Taipei, Taiwawurden dannn die einzelnewells
gegebenndfur mindestens 3Winutenvor Licht geschitzt bei Raumtemperatkubiert.
Der hier genutzt@halloidiaFluoreszenzfarbstofarbt die Aktinfilamente der Zellen.rot
DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, welcher die DNA der Zellkerne anfarbt

Im Folgendenvurde der Objekttrager zemit Fluoreszengirbddsung und danach mit
DPBS gewaschefum Eindecken wurde der Uberstand abgeKipptreszierendes
EindeckmediumakofluseszenteuntingediumAgilent, Californien, USA) aufgetropft
und einMenzelDeckglag24 x 60mm; Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA)langsanauf den Objekttrager festgedriickt. Der Objekttrager wird imeBunk
gelagert. Zum Auswertemirde die Farbung un@gemFluoreszenzikroskopundmittels
ZEN-Software sichtbar gemadis wurdemilder mit 1€&facher und 4@acher
VergrofRerungufgenommerie Farbintensitater Bilder mit 1@acher Vergrof3erung
wurde mit Imageind der Funktiomuesaturatidsrightne@$SB)stackestimmt, welcher
das Bild in FarbtonSattigungsind Helligkésbilder teiltMittelsmeasurementdedie
integrierte DichteerHelligkeitsbildeanalysiert, welche die Summe der Pixelwerte des
Bildes darstellt. Die Wesen CTGF und Phalloidiwurden zum guantitativen Abgleich
auf DAPI normertund in GraphPadrBm®ausgewertet und graphisiengestellt

2.2.4 Statistische Analysen

Fur die statistische Auswertung wurden Microsoft® ExcébrapthPad Prism@enutzt.
Die Signifikanzen wurden wie jeweils angegeben entwedeunpittieémhavay ANOVA
oderunpairedest{tweailedgrmittelt. Diem ErgebnistetbeschriebeneDaten zeigen den
Mittelwertt StandardfehldSEM).

Fur die Resistenzbestimmuigrch einen LE-Vibilitatstest wurden die Wentattels
F-Test in einer nicht linearen Regression ermittadiei die Nullhypothese besagt, dass der
LDscWert fur alle Datensétze gleich ist. ubigerichtetélternativhypothedeesagt, dass
der LDs«Wet fur alle Datensétze unterschiedlichDsis Signifikanzniveau wurde mit

a= 0,05 festgelegt.
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3  Ergebnisse

3.1 Einfluss von ERK1/2-Inhibitoren auf die Expression von
ERK1/2 und PhosphoERK1/2

Zuerstwurdeder Einfluss der ERK1/hhibitoren SCH772984 und Ulixertinib auf die
Expression von ERK1/2 und PhospE®K1/2 (pERK) in TNBC-Zellen der Zelllinie
HCC1806 und HCC70 untersudbazu wurden di€elllinien mit deKonzentration der
initialenmittleren letalen Dosik@sq) der Inhibitoren Ulixéinib und SCH772984 nach 24
StundenbehandelisieheTabelle14). Diese liel3 sich ausndd.Ds¢Viabilitatstest i
AlamarBluableiter(sieh€2.2.1.p Die Proteingpression wurde mittels Western Blehe
2.2.2.pnachgewiesehlindestenfiinf Experimente mit unterschiedlichen Passagen wurden
durchgefuhrt.

Tabellel4 Konzentrationen der ERK1/hhibitoren

Zelllinie ERK1/2- CLDso [uM] | Verdinnungsfakto| Zugabgl]
Inhibitor (Stock 100QM) auf 2ml
HCC1806 | SCH772984 9,525 105 19,05
Ulixertinib 8,93 1121 17,84
HCC70 SCH772984 12,04 83,1 24,07
Ulixertinib 12,59 79,4 25,19
Es konnte nachgewiesen werden, dass der ERMiltor SCH772984 die

Proteinexpression von pERK1/2 der Zelllinie HCC1806 nach 48 Stunden signifikant
senkt Abbildung 2, SCH77298431,07+ 14,85 vs. Kontrollen= 12 P= 0,0077. Es
konnte eine signifikante Erh6hung der pERKEXpression nach 48 Stunden bei
Behandlung mit dem ERKI2hibitor Ulixertinib fetgestellt werdenAbbildung 2;
Ulixertinib 194,5+ 44,15 vs. Kontroljen = 5; P = 0,009. Eszeigte siclkein signifikanter
Einfluss der ERK1/Anhibitoren SCH772984d Ulixertinib auf die ERK1/Expression

im Vergleich zur Kontroll@Abbildung2, SCH772984 1014823,46 vs. Kontrolle; n 11

und Ulixertinib 75,58 38,24 vs. Kontrolle;n 5).

Das Verhaltnis der Expression von pERK1/2 zu ERK1/2 zeigte sich in de@rW72984
behandelten Zellen der Zelllinie HCC1806 signifikant vermindeety imit Ulixertinib
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behandelten Zellen signifikant erhdAbbildung 2, SCH77298446,29% 21,66 vs.
Kontrolle n=11, P=00169 und Ulixertinib 503#5141,2 vs. Kontrollen=15;
P = 0,0003).
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Abbildung 2: Einfluss der ERK1/2-Inhibitoren auf pERK1/2 und ERK1/2 in der Zelllinie HCC1806.

A: Die Proteinexpression von pERK1/2 und ERKif2der Zelllinie HCC180&urde nach Zugabe von
SCH772984 und Ulixertinib nach 48 Stunden mittels Western Blot im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
nachgewiesen. Als Ladekontrolle diente GAPDH.

B: Dargstellt ist der Einfluss der ERKZIghibitoren SCH772984 und Ulixertinib auf die Expression von
pPERK1/2 in der Zelllinie HCC1806 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Zum quantitativen Abgleich
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der Proteinexpression wurde GAPDH verwendet. Die Sigpdikavurden mittelsmpaireshavay ANOVA
ermittelt.

C: Dargestellt ist der Einfluss der ERKInBibitoren SCH772984 und Ulixertinib auf die Expression von
ERK1/2 in der Zelllinie HCC1806 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Zum quantitatigi Abg|
Proteinexpression wurde GAPDH verwendet. Es konnten keine Signifikanzen ermittelt werden.

D: Dargestellt ist das Expressionsverhéltnis von pERK1/2 zu ERK#& Zelllinie HCC180&ach der
Behandlung mit den ERKX&hibitoren SCH772984 und ixdrtinib im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Die Signifikanzen wurden mittelpairegds{twetailedgrmittelt.

Die Daten zeigen den MittelwerSEM.* P< 0,05** P< 0,03 *** P< 0,001

In der Zelllinie HCC70 konnteachgewiesen werden, dass der ERKihbitor
SCH772984 die Proteinexpression von pERK1/2 nach 48 Stunden signifikant senkt
(Abbildung3; SCH7729881,52+ 12,46 vs. Kntrolle n= 7;P = 0,002). Es konnte keine
signifikante Veranderung der pERKE®Zpression nach 48 Stunden bei Behandlung mit
dem ERKZ1/2Inhibitor Ulixertinib festgestellt werdembbildung 3; Ulixertinib

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

Es konnte eine signifikante Abnahme der ER¥EN@ression nach 48 Stunden nach
Behandlung mit dem Inhibitor Ulixertinib beobachtet werdehildung3; Ulixertinib
49,06t 19,6vs. Kontrollen = 5; P= 0,0404. Der ERK1/2-Inhibitor SCH772984 zeigte
keinen signifikanten Einflusaif die ERK1/2Expression Abbildung 3; SCH772984
87,86t 14,677vs. Kontrollen = 7).

Fur die Zelllinie HCC70 konnt#argelegiverden, dass das Expressionsverhéltnis von
pPERK1/2 zu ERK1/2 in den mit SCH772984 behandelten Zellen vermindert wurde
(Abbildung3; SCH7729880,3+ 11,92vs. Kontrole n= 7; P = 0,0060). Fur das Verhaltnis

der Expression von pERK1/2 zu ERK1/2 in den mit Ulixertinib behandelten Zellen im
Vergleich zur Kontrolle konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden
(Abbildungg; Ulixertinib 224,2 101,3 vs. Kontrolje = 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 ERKI1if2 der Zelllinie HCC7@urde nach Zugabe von
SCH772984 und Ulixertinib nach 48 Stunden mittels Western Blot im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
nachgewiesen. Als Ladekontrolle diente GAPDH.

B: Dargestellt igler Einfluss der ERK1/hhibitoren SCH772984 und Ulixertinib auf die Expression von
pPERK1/2 in der Zelllinie HCC70 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Zum quantitativen Abgleich der
Proteinexpression wurde GAPDH verwendet. Die Signifikanzen wnittiels unpairedtast(twetailed)
ermittelt. Fur Uxertinibvs. Kontrollekonnte keine Signifikanz ermittelt werden.

C: Dargestellt ist der Einfluss der ERKBibitoren SCH772984 und Ulixertinib auf die Expression von
ERK1/2 in der Zelllinie HCC70n Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Zum quantitativen Abgleich der
Proteinexpression wurde GAPDH verwendet. Die Signifikanzen wurdenumgsetednevay ANOVA
ermittelt.Fir SCH772984 vs. Kontrokennte keine Signifikanz ermittelt werden.
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D: Dargestellt ist das Expressionsverhaltnis von pERK1/2 zu ERKM&r Zelllinie HCC7@ach der
Behandlung mit den ERKX&hibitoren SCH772984 und Ulixertinib im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Die Signifikanzen wurden mittetpairedesitweailedgrmittelt. Fir Ulixertinib vs. Kontrolle
konnte keine Signifikanz ermittelt werden.

Die Daten zeigen den MittelwerSEM. *P < 0,05** P< 0,01

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

Im n&chsten Schritt wurderdEinflusseiner Behandlung n#RK1/2-Inhibitoren auf die
Invasion von 3BESphéaroiderder Zelllinien HCC1806 und HCCa0alysiertDie Bilder
unter dem Mikroskop der 38pharoidnvasionsassays erfolgten dabei zum Zeitpgnkt t
und ten (siehe2.2.1.4 Zur Auswertung wurdedie Mittelwerte deprozentual invadierie
Flachaim Vergleich zur unbehandelten Kontrolle beredBsetfolgten mindestens sechs
Experimente mit unterschiedlichexrs§agen.

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Behandlung mit den -BRiKit&en
SCH772984Abbildung4, Abbildung5; SCH772984 11,886,932 vs. Kontroljen = 6;

P < 0,0001) und UlixertinibAbbildung 4, Abbildung5; Ulixertinib 21,1% 3,227 vs.
Kontrolle n= 6; P< 0,0001) in der Zelllinie HCC1806 zu einem signifikant verminderten

Flachenwachstum der &pharoide fuhrt.
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Kontrolle

SCH772984

Ulixertinib

Abbildung 4: 3D-Sphéroide der Zelllinie HCC1806 zum Zeitpunktof und tasn  Zum Zeitpunkt gy
erfolgten die Fotos vor Zugabe der Behandlung mit SCH772984 und Ulixertinib. Zeiteigt die
Sphéroide nach der Behandlung mit den genannten ERKibRoren. Die Ansicht erfolgte mifdcher
VergroRRerung unter dem Mikroskder Messbalken zeigt 200.
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Abbildung 5: Einfluss der ERKL/2-Inhibitoren SCH772984 undUlixertinib auf die 3D-Sphéaroid
Invasion der Zelllinie HCC1806.Dargestellt ist der Einfluss d8RK1/2-Inhibitoren SCH772984 und
Ulixertinib auf die Invasivitéat der #Ephéaroide der Zelllinie HCC1806 im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Die Signifikanzen wurden mittelapairednevay ANOVA ermittelt. Die Daten zeigen den
Mittelwert: SEM.*** P < 0,0001

Es konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass die Behandlung mit den ERK1/2
Inhibitoren SCH772984Albbildung 6, Abbildung 7, SCH772984 44,%910,44 vs.
Kontrolle n=6; P=0,0024) und UlixertinibABbildung 6, Abbildung 7; Ulixertinib
46,31+ 12,97 vs. Kontrolj@ = 9; P = 0,0009in der Zelllinie HCC70 zu einasignifikant

verminderten Flachenwachstum detSgibaroide fihrt
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Abbildung 6: 3D-Sphéaroide der Zelllinie HCC7&um Zeitpunkt ton und tagn. ZUM Zeitpunkt g, erfolgten
die Fotos vor Zugabe der Behandlung mit SCH772984 und Ulixertinib. Zeipzrikt die Sphéroide nach
der Behandlung mit den genannten ERKnhibitoren. Die Ansicht erfolgte mitfdcher VergréRerung
unter dem Mikroskqpuker Messbalken igé 200um.
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Abbildung 7: Einfluss der ERK1/2-Inhibitoren SCH772984 und Ulixertinib auf die 3BSphéaroid
Invasion der Zelllinie HCC70. Dargestellt ist der Einfluss der ERKltihibitoren SCH772984nd
Ulixertinib auf die Invasivitat der #phéaroide der Zelllinie HCC70 im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Die Signifikanzen wurden mittelgairednavay ANOVA ermittelt. Die Daten zeigen den
Mittelwertt SEM.** P< 0,01; **P < 0,001

3.3 Resistente TNBG-Zelllinien

Im Rahmen dies@rbeitsolten vier ERK1/2resistente TNBZelllinien generiert werden
um den Einfluss der Resistenzdas Zellwachstunnddie Invasivitat von TNB&Zellen

zu analysierenDie Resistenz wurde hierbei durcherei LDi-Vibilitatstest mittels
AlamarBlue (sieh2.2.1.5 nachgewieseazu wurden die Zellen mit den ERK1/2
Inhibitoren in unterschiedlicheKonzentrationen behandelt und die AlamarBlue
Absorption bei 576m und 630m gemesserZur Auswertung wurde dieelative

AlamarBlueReduktion bestimmt.

In der Zelllinie HCC1806 konnten in einem Behandlungszeitraum von Uber vier Monaten
keine resistentedellen gegeniber dem ERK4fthibitor Ulixertinib generiert werden
(Abbildung8).
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Abbildung 8. ERK1/2-Resistenzest der Zelllinie HCC1806 gegeniiber UlixertinitDie Abbildung zeigt
die relative AlamarBHreduktion irf%] im Verhaltnis zur Konzentration des Inhibitors Ulixertinfif].

Es konnte keine Resistenz ermittelt werden.

Fir die ZellliniHCC1806 konnten weniger empfindliche Zellen gegenuber dem ERK1/2
Inhibitor SCH772984 generiert werdéire LDso lag bei den unbehandelten Zellen bei
15,4uM. Im Vergleich dazu lag diesBei derresistenten Zellen bei 17,8 (Abbildung

9). Diese generiert@eniger sensilbdellliniegegentuber SCH77298drde fur die weiteren
Resistenzrsuche genutzt.

1501
O+ SCH772984

& SCH772984 resistent
1008

50+

relative AlamarBlue Reduktion in [%0]

Abbildung 9: ERK1/2-Resistenzestder Zelllinie HCC1806 gegenliber SCH772983ie Abbildung zeigt
die relative AlamarBHhreduktion if%] im Verhaltnis zur Konzentration des Inhibitors SCH77298M]n
Die Wertewurdenmittels FTest in einer nichinearen Regression ermittefbbeidas Signifikanzniveau
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a= 0,05 festgelegt wurdeie Nullhypothese wurde nfiitt= 0,0038abgelehnt unist beweisend fiir einen
signifikanten Unterschiddie LDso liegt bei den unbehandelten Zellen bei 15,4 uM undrbegsitstente
Zellen bei 17,78 pM.

In einem Behandlungszeitraum von tber vier Monaten konnten in der Zelllinie HCC70 keine
resistenten Zellen gegeniber dem ERHdkibitor Ulixertinib generiert werden
(Abbildungl0).

-0~ Ulixertinib
-8 Ulixertinib resistent

relative AlamarBlue Reduktion in [%]

Abbildung 10 ERK1/2-Resistenzest der Zelllinie HCC70 gegenlber Ulixertinib Die Abbildung zeigt
die relative AlamarBHreduktion in [%] im Verhdltnis zur Konzentration des Inhibitors Ulixertinib in [uM].

Es konnte keine Resistenz ermittelt werden.

Es konnten zudem keine weiteren Resistenzversuche der Zellliiie¢ g¢Qentubelem
ERK1/2-Inhibitor SCH772984durchgefuhrt werdenda sich die Zellen bei weiteren
Dosisgaben letaligeen.

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

Im Weiteren solltels mogliche Therapieoption bgierERK1/2-Resistenader Einfluss
einer GnRHBehandlung audie resistente TNBC-Zellen analysiert werdébazu wurde

in den Versuchen mit mjenigengenerierteZellen der Zelllinie HCC1806 gearbeitet, die
gegentbeden ERK1/2-Inhibitor SCH77298¢esistent sin(siehe3.3 Abbildung9). Im
Vergleich dazu wurden unbehandelte Zellen der ZellB@41 806 genutzAls GnRH

Analogon wurde Triptorelin in den KonzentrationefvilQnd 10M verwendetNach
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erfolgter Proteinisolation (sieB&.2.2 wurde & Proténexpression von ERK1/2 und
pPERK1/2 mittels Western Blg¢siehe2.2.2.p5nachgewieseMindestensier Experimente
mit unterschiedlichen Passagen wurden durchgefihrt.
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Abbildung 11 pERK1/2- und ERK1/2-Expressionin nicht resistenten und resistenten Zellen der

Zelllinie HCC1806 Die Proteinexpression von pERK1/2 und ERK1/2 wurde nach Zugabe von SCH772984
und Triptorelin10’M bzw. 16M nach 48 Stunden mittels Western Blot im Vergleich zur Kontrolle
nachgewiese®argestellt sind hier Proben déght resistenterin-re§ und der rastenten(res) Zettn der

Zelllinie HCC180®Als Ladekontrolle diente GAPDH

Es konnteaufgezeigt werden, dass bei den resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806
vergleichend zu den nicht resistenten Zé#ledenziell weniger pERK1/2 exprimigitd
(Abbildung 11, Abbildung 12 res Kontrolle 56,7¥% 23,87 vs. snes Kontrolle n=7

P = 0,0953).

Der ERK1/2-Inhibitor SCH772984 flhrte in den nicht resistenten Zélenildungll,
Abbildungl2 n-res SCH772984 27 471,48 vs.mes Kontrollen = 5; P < 0,0001) sowie
auch in den resistenten Zelldbkildungll, Abbildungl2 res SCH772984 51,486,07

vs. res Kontrolten = 4; P=0,0024) der Zelllinie HCC1806 zu einer signifikanten
Minderung der pERK1/EXpression. Es konnte dargelegt werden, dass der ERK1/2
Inhibitor SCH772984 auf die pERK1EXpression in nicht resistenten Zellen aber einen
groRBeren senkenden Effekt hat als auf die resistenten Xleltidcugl?).

In dennicht resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 wurde eine signifikante Senkung der

pPERK1/2-Expression durch die Behandlung mit dem GAR&logon Triptorelin 1
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nachgewieseAljbildungl1, Abbildungl2 n-res Triptorelin 1M 63,26+ 13,09 vs. nes
Kontrolle n = 5; P= 0,0069). Die Behandlung der resistenten Zellen mit Triptd@éH

hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von pERK1/2 im Vergleich zur
resistenten unbehandelten Kontroflehildungll, Abbildung12 res Triptorelin IM

98,27+ 29,44 vs. res Kontrolle = 5). In Abbildung12 wurde der senkende Effekt von
Triptorelin 10M auf die pERK1/2Expression in den nicht resistenten Zellen der Zelllinie
HCC1806 dargestellt, vergleichend dazu der minimaleatffeie pERK1/ZExpression

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®0 tendenziell eher erhohAlpildung 11,
Abbildungl2 n-res Triptorelin 1M 150,6 32,04 vs.mes Kontrollen = 5; P = 0,0858).
Ebensocerkenntman einen Trendahingehenddass die pERK1/Expression in den mit
Triptorelin 1M behandelten resistenten Zellen im Vergleich zur resistenten unbehandelten
Kontrolle erhdht wurdeApbildungll, Abbildungl2 res Triptorelin 1M 187,3t 54,80

vs. res Kontrolten = 5; P = 0,0832)Vergleichend betratet, hatte Triptorelin 1M in den
resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 einen grof3eren erhfhenden Effekt auf die
Expression von pERK1/2 als in den nicht resistenten Zaldnldungl?).
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Abbildung 12 Einfluss von SCH772984 und Triptorelinauf pERK1/2 in nicht resistentan und
resistentan Zellen der Zelllinie HCC1806

A: Dargestellt ist der Einfluss des ERKIdRibitors SCH772984 und des GnRRHalogons Triptorelin auf

die Expression von pERK1/2 in nicht resistenteregh und resistenten (res) Zellen der Zelllinie HCC1806
bezogen auf die-nes unbehandelte Kontrolle. Zum quantitativen Abgleich der Protessexprgurde
GAPDH verwendet. Die Signifikanzen wurden miitghairgdesttwetailed@rmittelt.Die Daten zeigen den
Mittelwertt SEM, wobei die Werte durch den Bezug zur jeweiligen resrbzwanbehandelten Kontrolle
ermittelt wurden. *P < 0,01 **** P < 0,0001

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

im Vergleictzur res Kontrolle und nicht resistentesies) Zellenm Vergleictzur nres Kontrollein 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 ERKIE2xpression in den mit SCH772984 oder Triptorelin
behandelten nichesistenten Zellen bzw. resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 im
Vergleich zur jeweils unbehandelten Kontrolle konnten keine signifikanten Unterschiede
ermittelt werden Apbildung 11, Abbildung 13. In Abbildung 13 wurde graphisch
dargestellt, abs die TriptoreliBehandlung mit M und mit 10M in den resistenten
Zellen der Zellinie HCC1806erglichen zu den nicht resistenten Zebéer einen
erhohenden Effekt auf die ERK1EXpression hat. Im Hinblick auf die Behandlung mit
SCH772984 zgte sich graphisch, dass der ERKhfbitor in den nicht resistenten Zellen
einen gering hoheren steigernden Effekt auf die Expression von ERK1/2 als auf die
resistenten Zellen hat.
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Abbildung 13 Einfluss von SCH772984 und Triptorelinauf ERK1/2 in nicht resistenten und
resistentan Zellen der Zelllinie HCC1806

A: Dargestellt ist der Einfluss des ERKIdRibitors SCH772984 und des GnRRHalogons Triptorelin auf

die Expression von ERK1/2 in nicht resister{teres) und resistenten (res) Zellen der Zelllinie HCC1806
bezogen auf die-nes unbehandelte Kontrolle. Zum quantitativen Abgleich der Proteinexpression wurde
GAPDH verwendet. Es konnten keine Signifikanzen der Werte im Bezug zur jeweiligen ress bzw. n
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 resistenteesiriZellen im Vergleich zuregs Kontrollen der Zelllinie
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HCC1806Der Effekt wurde aus der Differenz der Mittelwerte von den behandelten Zellen im Vergleich zur
jeweiligen Kontrolle berechnet und graphisch aufgezeigt.

Die Expressionsverhéaltnisse von pERK1/2 zu ERK1/2 wurden anhand der graphischen
Darstellung irAbbildungl14 verglichen, Signifikanzen konnten nicht ermittelt werden.
Vergleich zur nicht resistenten unbehandelten Kontrolle geigt dass pERKA im
Verhéltnis zu ERK1/2 in der resistenten unbehandelten Kontditeldqung 14 res
Kontrolle 66,1% 25,20 vs. #mes Kontrolle n=7) sowie in den nicht resistenten und
resistenten mit SCH772984 behandelten ZeAdbildqung 14 n-res SCH772984
54,27+ 38,12 vs.mes Kontrollen = 5 und res SCH772984 414980,74 vs. res Kontralle

n = 4) ahnlichverminderexprimiert wirde In den nicht resistenten mit Triptorelir!NIO
behandelte Zellen wurdeshereine erhdhte Expression von pERK1/2 im Verhaltnis zu
ERK1/2 nachgewieserAlfbildung 14 n-res Triptorelin 16M 684,6t 493,9vs. nres
Kontrolle n = 5),in den nicht resistenten mit TriptoreliMiGbehandelten Zellen z&igt

sich ein minimal erhohtefrend der ExpressioifAbbildung14 n-res Triptorelin 10M

186,8 120 vsn-res Kontrollen = 5). Inden resisteen mit Triptorelin 1M und 16M
behandelten Zelldnnteein&hnliches Verhaltnis dgERK- zur ERK1/2-Expressionm
Vergleich zur resistenten Kontralenittelt werderfAbbildung14; resTriptorelin 16M

59,56+ 12,09 vs. res Kontrolle=5 und resTriptorelin 10M 92,96+ 29,17 vs. res
Kontrolle n = 5).
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Abbildung 14 Verhéltnis pERK1/2-Expression zur ERK1/2Expression in nicht resistenten und
resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806.Dargestellt ist das Expressionsverhaltnis von pERK1/2 zu
ERKZ1/2 nach der Behandlung mit dem ERKIiBibitor SCH772984 und dem Gnfralogon Triptorelin

der resistenten (res) Zellen und der nicht resistenten) (Bellen bezogen auf digem unbehandelte
Kontrolle. Es konnten keine Signifikanzen der Werte im Bezug zur jeweiligen resshanbehandeh
Kontrolle ermittelt werden.

3.5 Einfluss einer GnRH-Behandlung auf die3D-SphéaroidInvasion
ERK1/2-resistenter Zellen

Als eine mogliche Therapieoption fur ERkdé2istente TNBZellenwurdeweiterder
Einfluss einer GnRHBehandlung auflie InvasionERK1/2-resistente 3D-Sphéaroide
untersucht. In diesen Versuchen wurde ebenfalls nattiBCH772984 resistenten Zellen
der Zelllinie HCC1806 gearbeitet (skeB@bbildungd) und zum Vergleiahicht resistente
Zellen der Zelllinie HCC1806 herangezogen. Als &xRidgon wurde, wie auch in den
vorherigen Versuchen, Triptorelin verwendet. Bilder unter dem Mikroskop der -3D
Sphéaroidnvasionsassays erfolgten zum Zeitpusktund tis, (siehe 2.2.1.% Zur

Auswertung wurden die Mittelwerte der prozentual invadierten Flachen im Vergleich zur
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unbehandeltenicht resistenteiontrolle berechneks erfolgtedie Durchfihrung von

mindestens seck'grsuchen mit unterschiedlichen Passage

In Abbildungl5sind die Bilder der 3Bphé&roide der nicht resistenten Zellen im Vergleich

zu den resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 zusammengestellt. Es wurde jeweils ein
Foto vor der Behandlung zumipenkt t» und nach der Behandlung mit dem ERK1/2
Inhibitor SCH772984 oder dem GnRHalogon Triptorelin zum Zeitpunki-tabgebildet.

n-res

f ton tagh |

Kontrolle @ q ’

Triptorelin 10’'M ﬁ

Triptorelin 10°M 0 .

Abbildung 15 3D-Sphéaroide der nicht resistenten und resistenten Zellen der ZelllinieGC1806zum
Zeitpunkt ton und tagn. Abgebildet sind die 3Bphéaroide der resistenten (res) Zellen und der nicht resistenten
(n-res) Zellen der Zelllinie HCC1806. Zum Zeitpunlkdrfolgten die Fotos vor Zugabe der Behandlung mit
dem ERKZ1/2Inhibitor SCH72984 oder dem GnRAhalogoriTriptorelin. Zeitpunkttnzeigt die Sphéaroide

nach der Behandlung mit SCH772984 oder Triptorelin. Die Ansicht erfolgtacimér 4/ergréRerung unter
dem Mikroskop, der Messbalken zeig{.200

Im direkten Vergleich von deessistenten unbehandelten Kontrolle zur nicht resistenten

unbehandelten Kontrolle der 3&pharoide wurde ein signifikant erhohtes
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Flachenwachstum bei den resistenten Zellen ernéiteitdungl15 Abbildungl6 res
Kontrolle 422,4 112,2 vs.snes Kontrollen = 20 P = 0,0066).

Es konnte eine sigikante Verminderung des relativen Flachenwachstums bei den nicht
resistenten mit SCH772984 behandelten Sphéroiden vergleichend zu den nicht resistenten
unbehandelten Kontreiph&roiden nachgewiesen werdéibbi[dung 16 n-res
SCH7729843,86+ 4,53 vs. res Kontrolle n=6;, P< 0,0001). Ebenso konnte eine
signifikante Verminderung des relativen Flachenwachstums bei den resistenten mit
SCH772984 behandelten Spharoide Vergleich zu der resistenten unbehandelten
Kontrolle ermittelt werderAbbildungl6 res SCH7729842,26+ 0,45 vs. res Kontrojle

n=6; P< 0,0001). Es konnte s@anmachgewiesen werden, dass der ERKihbitor
SCH772984 in den nicht resistenten sowie in den resistenten Sphéroiden der Zelllinie
HCC1806 einen senkenden Effekt auf das relative Flachenwachstum aufzeigt

Es wurde kein signifikanter Einfluss und kesgepragter Effekt einer Behandlung mit
Triptorelin 10M auf dielnvasion demicht resistenten oder resistentenSgDaroide
nachgewiesei§bildung 16 n-res Triptorelin TM 117,4+ 15,32 vs. snes Kontrolle

n = 14 und res Triptorelin 101 94,56+ 13,4 vs. res Kontrojle = 14).

Bei den nicht resistenten mit TriptorelifMMehandelte Zellen wurde gegeniiber der

nicht resistenten unbehandelten Kontrolle ein erhodhtes relatives Flachenwachstum
nachgewieseibildung 16 n-res Triptorelin 1M 162,4+ 23,89 vs. mes Kontrolle

n= 13 P=0,0119). In den resistenten Spharoiden konnte kein erheblicher Einfluss auf das
Flachenwachstum durch eiBehandlung miffriptorelin 1M im Vergleich zu den
resistenten unbehandelten Kont&gharoiden dokumentieverden Abbildungl16 res
Triptorelin10’M 85,83t 9,59vs. res Kontrolten = 14).
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Abbildung 16 Einfluss von SCH772984 und@riptorelin auf die 3D-SphéroidInvasion nicht resistente
und resistente Zellen der Zelllinie HCC1806.

A: Dargestellt ist der Einfluss des ERKIIRibitors SCH772984 und des GnRRalogons Triptorelin auf
das relative Flachenwachstien 3DSphéaroidén resistenten (res) Zellen und nicht resistentes)Zellen
der Zelllinie HCC1806 bezogen auf diesunbehandelte Kontrolle. Die Signifikanzen wurden oniaised
ttest (twailedermittelt. Die Daten zeigen den Mittelte8EM, wobei die Werte durch den Bezug zur
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jeweiligen res bzw-ras unbehandelten Kontrolle ermittelt wurdéh< 0,05; *P < 0,01; ***P < 0,0001

B: Dargestellt ist der Effekt [%] von SCH772984 und Triptorelauf das relative Flachenwachstum der
resistenten (res) Zellen zur res Kontrolle und der nicht resistergsn4allen zur-res Kontrollein der
Zelllinie HCC1806Der Effekt wurde aus der Differenz der Mittelwerte von den behandelten Zellen im
Vergleich zur jeweiligen Kontrolle berechndtgraphisch aufgezeigt.

3.6 Viabilitatsvergleich der 3DSpharoide mittelsAlamarBlue

Zusétzlich erfolgtmach den Versuchen zu der-Spharoidnvasion (sieh&.5 ene
Viabilitatsanalyster resistenten TNBZellenim Vergleich zu den nicht resistenten TNBC
Zellen mittels AlamarBlugsiehe 2.2.1.5 Die prozentuale Differenzer relativen
AlamarBlueReduktion der resistenten Zellen im Vergleich zu den nicht resistenten Zellen
der Zelllinie HCC1808urde bestimmind mittels$sraphPad Psm®graphisch dargestellt.
Mindestens drei Experimente mit unterschiedlichen Passagen wurden durchgefiihrt

In den resistenten Kontredllen der Zelllinie HCC18®®nnteim Vergleich zur nicht
resistenten Kontrollekein signifikanter Unterschied in d&lamarBlueAbsorption

gemessewerden Abbildungl7 res Kontrolle 68,56 21,88 vs. 1nes Kontrok;n = 7).

Die Behandlung der nicht resistenten Zellen mitsRi1/2-Inhibitor SCH772984 hatte

keinen repréasentativen Einfluss auf die Zellviabilitat der Spharoide im Vergleich zur nicht
resistenten unbehandelten Kontrolehjldungl?, n-res SCH772984 69,922,68 vs.n

res Kontrollen = 3). Wohingegen in den resistenten Spharoiden durch eine Behandlung mit
SCH772984 weniger viable Zellen vergleichend zur resistenten unbehandelten Kontrolle
nachgewiesen wurdé&bbildungl7 res SCH772984 5;618,84 vs. res Kontrolle= 3;

P = 0,0285). Der Effekt von SCH772984 auf die Viabilitat der resistenterwidlian
Abbildungl7dargestellt.

In den mit Triptorelin IM behandelten resistenten sowie nicht resistenten Spharoiden
konnte kein signifikanter Unterschied der Alama#&iserption im Vergleich zur
resstenten bzw. nicht resistenten unbehandelten Kontrolle gemessen werden und somit kein
eindeutiger Effekt dargestellt werd&nbfldungl7 n-res Triptorelin TM 61,13+ 36,30

vs. nres Kontrollen = 4 und res Triptorelin IM 104,3t 78,48 vs. res Kontralie= 4).

Eine Behandlung der Spharoide mit TriptorelfMif@hrte in den nicht resistenten Zellen
im Vergleich zur nicht resistenten Kontrolle zu ein@fikamnt verminderten Zellviabilitat
(Abbildungl7 n-res Triptorelin 1M 42,55t 19,36 vs.4nes Kontrollen = 4; P = 0,0250).
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Dieser Effekt wird imAbbildung17 nochmals verdeutlicht. Im Gegensatz dazu zeigte die
Behandlung mifriptorelin 10M auf die resistenten Spharoide keinen reprasentativen
Effekt (Abbildungl7 res Triptorelin 18M 150,8t 65,65vs. res Kontrolten = 4).
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Abbildung 17 Einfluss von SCH772984 und Triptorelin auf digellviabilitat der 3D-Sphéaroide nicht
resistenter und resistenter Zellen der Zelllinie HCC1806.

A: Dargestellt ist der Einfluss des ERKIIRibitors SCH772984 und des GnRRalogons Triptorelin auf

die Viabilitdt der 3f3pharoidén resistenten (reselen und nicht resistentenrés) Zellen der Zelllinie
HCC1806 bezogen auf diges unbehandelte Kontrolle. Die Bestimmung der Zellviabilitat erfolgte durch
Absorptionsmessung von AlamarBlue. Die Signifikanzen wurderumpidéleeds{twetailedgrmittelt. Die
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Daten zeigen den MittelwerSEM, wobei die Werte durch den Bezug zur jeweiligen res-tesv. n
unbehandelten Kontrolle ermittelt wurder.< 0,05

B: Dargestellt ist der Effekt in [¥%gn SCH772984 und Triptorelin auf die Zellviatd@&3DSphéaroideler
resistenten (res) Zellen zur res Kontrolle und der nicht resistergsn4allen zur-res Kontrollein der
Zelllinie HCC1806Der Effekt wurde aus der Differenz der Mittelwerte von den behandelten Zellen im
Vergleich zur Kontral berechnet und graphisch aufgezeigt.

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

Zuletzt wurde m@hand einer Immunfluoreszenz die CTEXdpressionin ERK1/2-
resistenten TNBZellen im Vergleich zu nicht resistenten TREOendargestellt. Dazu
wurden unbehandelte Zellen und die auf den ERKbibitor SCH772984 resistenten
Zellen der Zelllinie HCC1806 verwendet (sBBeAbbildung9). Die Zellen wurden in
einem8wellGlasobjekttrager angesat uratth Behandlung und mehre&chritten der
immunzytochemischen Farbuwnger dem Fluoreszenzmikroskop rnat#EN-Software
und ImageJ ausgewertet (si2B6}. Zur Analyse der Farbintensitatsunterschiede wurde die
Summe der Pixelwerte der einzelnen Bildda¢heé Vergmderung) ausgemessen und die
Werte der CTGFund Phalloidifintensitat zum quantitativen Abgleich auf die DAPI
Intensitat normiert. Die graphische Darstellung der Intensitatsunterssfodgte in
GraphPad Prism®.

In Abbildung18wurden die Bilder der Immunfluoreszenzfarbungen der nicht resistenten
Zellen der Zellinie HCC1806 zusammengestellt. Es wurde jeweils ein Bild mit
CTGF+ DAPI, vergleichend dazu ein Bild mit PhallotdidAPI und ein Bild mit
CTGF+ Phalloidin+ DAPI Farbung abgebildet. InAbbildung 19 sind in gleicher
Systematik die Bilder der Immunfluoreszenzfarbungen der resistenten Zellen der Zelllinie

HCC1806 zusammengestellt.
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CTGF+DAPI

Phalloidin+DAP| CTGF+Phalloidin+DAPI

n-res

Kontrolle

SCH772984

Triptorelin
10'M

Triptorelin
10°M

Abbildung 18 Immunfluoreszenz der nicht resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806Abgebildet sind

die Immunfluoreszenzfarbungen mit CTGF, Phalloidin und DAPI der nicht resiGeetgizellen der
Zelllinie HCC1806 nach Behanmiy mit dem ERK1/2nhibitor SCH77298%zw.dem GnRHAnalogon
Triptorelin im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Kernfarbung durch DAPI stellt sich blau dar, die
Farbungvon CTGF griin und durch Phalloidin rot. Die Ansicht erfolgte nfidcter VegrofRerung unter

dem Fluoreszenzmikroskop und mittels Farbefilter, der Messbalkenpzaigt 20
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CTGF+DAPI

Phalloidin+DAPI CTGFE+Phalloidin+DAPI

res

Kontrolle
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Abbildung 19 Immunfluoreszenz der resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806Abgebildet sith die
Immunfluoreszenzfarbungen miT@F, Phalloidin und DAPI der resistent@ag Zellen der Zelllinie
HCC1806 nach Behandlung mit dem ERKbfdbitor SCH772984 bzw. dem Gr#RiHalogon Triptorelin

im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Kernfarbung durch DAPI stellt sich blau dar, di@dtérbung
CTGF grin und durch Phalloidin rot. Die Ansicht erfolgte milacter VergréRerung unter dem
Fluoreszenzmikroskop und mittetsiefilter, der Messbalken zeigh20

Die Abbildung20dient zur graphischen Darstellungldensitatsunterschiede von CTGF
in den nicht resistenten und resistedtdlen der Zelllinie HCC180Die CTGFWerteaus
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einen Versuchwurden mittels ImageJ Helligkeitsmesg@myessen und auf die DAPI

Messwerte normiert.

Im Vergleich zur nicht resistenten Kontrolle wurde bei den nicht resistenten Zellen, welche
mit dem ERKL/2-Inhibitor SCH772984 behandelt wurden, vermindert Car@gEfarbt.

Ebenso wurde bei den nicht resistenten mit Triptorelidl $0wie 1M behandelten

Zellen im Vergleich zur Kontrolle eher etwas weniger CTGF angefarbt.

Allgemein wurded den resistéen Kontrollzellen im Vergleich zu den nicht resistenten
Kontrollzellen weniger CTGF angefarbt. Innerhalb der resistenten Zelllinie ist bei den mit
Triptorelin 10M bzw. 10M behandelten resistenten Zellen im Vergleich zur resistenten
Kontrolle mehr CTGFdetektiert wordenNach SCH772988ehandlung ist bei den
resistenten Zellen vergleichend zu den resistenten unbeh#wfeit@izellen kein grol3er
Unterschied der Phalloidimtensitat beobachtbar.

Die Intensitatsunterschiede von Phalloidin in den nicht resistenten und resistenten Zellen
der Zelllinie HCC1806 wurdemihbildung20zur Veranschaulichung graphdatgestellt.
Die PhalloidinWerteaus einem Versusturdendazumittels ImageJ Helligkeitsmessung

gemessen und auf die DAREsswerte normiert.

In der Zelllinie HCC1806 wurde im Vergleich zur nicht resistenten unbehandelten Kontrolle
bei den nicht resisteen mit SCH772984 behandelten Zellen vermindert Phalloidin
angefarbtEbenso war nach einer Behandlung der nicht resistenten Zellen mit Triptorelin
10’M eher etwasveniger Phalloidin detektiert worden, wobei nach einer Behandlung mit
Triptorelin 10M sagar wesentlich weniger Phalloidin detektiert worden war. Bei den
resistenten Zellen war im Vergleich zu den nicht resistenten Kontrollzellen die Phalloidin
Intensitat weniger intensiv. Innerhalb der resistenten Zelllinie wurde bei den mit dem
ERKZ1/2-Inhibitor SCH772984 behandelten Zellen und auch bei den Zellen, welche mit dem
GnRH-Analogon Triptorelin 18 bzw. 16M behandelten wurdeweniger Phalloidin
detektiert.
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Abbildung 20 Intensitdt von CTGF und Phalloidin in nicht resistenten und resistenten Zellen der
Zelllinie HCC1806

A: Dargestellt ist die Intensitat von CTGF in [%] in den resistenten (res) Zellen und nicht resigshten (n
Zellen der Zelllinie HCC1806 im Verdierur unbehandeltenras Kontrolle aus einem Versuch. Zum
guantitativen Abgleich wurden die Werte auf die Intensitat von DAPI normiert.

B: Dargestellt ist die Intensitat von Phalloidin in [%] in den resistenten (res) Zellen und nicht resistenten (n
res)Zellen der Zelllinie HCC1806 im Vergleich zur unbehandeaksrkiontrolle aus einem Versuch. Zum
guantitativen Abgleich wurden die Werte auf die Intensitat von DAPI normiert.
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4  Diskussion

Der mitogeactivated protein kiMAPK-)Wegist sehbedeuted firdie Tumortherapie, da
er deram meisen mutierte Signalwag humanenTumorenist. Der Signalwegeguliert
ZellwachstunpDifferenzierungind Hemmung der Apopse(Liu et al. 2018)n Tumoren
wird durch eine durchgehende Aktivierung dieseRRAMEK-ERK-Signalweges das
Wachstum der Tumorzellen geford@wdem sindbeim TBNC durch die fehlende
Expression des Ostrogennd Progesteronrezeptors sowie keiner Uberexpression
HER2 die Therapieoptionestark eingeschrankt. B015% aller Brustkrebsarten &in
TNBC, was digroReBedeutungler MAPK-Kaskadeind vonrmdgliche Therapieansatzen
in diese verdeutlich{Kim et al. 20Q@auer et al. 2007)

Bis datobezogen sich moégliche Therapremieser Signalkaskaumuptsachlich auf die
Inhibition von RAF und MEKDie bisherige Annahme war, dass eine Inhibition von
ERKZ1/2 als nachgeschalté{ease keinen zusatzlichen Nutzen briAderdingstreten
immer mehr Resistenzeer ProteinkinaserRAF und MEK auf, sodassmmer mehr
ERK1/2 auch in den Fokus als mogliche Therapieopiickt (Samatar und Poulikakos
2014) Allerdings sind die Folgen einer mdglichen HRResistenz in TNBZellen
bisweilen nicht bekannt ued fergen mdgliche Therapieansétze, die bei einer gebildeten

Resistenzum Einsatz kommen kdnnten.

Daher wurde in dieser Arbeit die Auswirkurgyveier ERK1/2-Inhibitoren aufdas
Zellwachstumund die 3D-Spharoidnvasion in TNBEZelllinien untersucht.Fiur die
Veraiche mit TNBGZellen wurdenhierzu die Zelllinien HCC1806 und HCC70
herangezogehehmann et al. (201dipd Liu et al. (201Ronnten aufzeigen, dass diese
beidenzelllinien dem TNBC Subtyp &hneln und sich als gutes Modell fir Versuche eignen.
Des Weiteren wurde eine ERKZf8sistente Zelllinie generiert und als mégliche
Therapieoption die Behandlung dieser resistenten Zellen mit einermAGal&dbn
analysiertZuletzt wurde die Korrelation der CT&Kpression bei ERK1/Besistenten

Zellen im Vergleich zu nicht resistenten Zellen dargestellt.

4.1 Inhibition von ERK1/2

Zu Beginnwurdeder Effekt der ERK1/anhibitoren auf die Proteinexpression TNBC-
Zellenmittels Wetern Blotanalysiertsiehe2.2.2.;% Dazu wurden die Zelllinien HCC1806
und HCC70 mit der L{ von den ERKZ1/2Inhibitoren SCH772984 und Ulixertinib
behandelt, welcttirch einen LB-Viabilitatstest ermittelt wurde (si@&1.h
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4.1.1 SCH772984 reduziert die pERK1/Expression

Es konntewie erwarteeine signifikante Abnahme der pERKE&ressiorsowie dem
Verhaltnis von pERK1/2 zu ERK1/2n beiden Zelllinien durch dE&ehandlung mit
SCH77284 aufgezeigt werden, wahrend auf die EREfff2ession kein Einfluss
nachgewiesewurde SCH772984 hemmt die Phosphorylierung von ERK1/2 und von
ihrem Substratde p90ribosomalesS6Kinase (RSK Auch hemmt SCH772984 die
Phosphoryéirung von Bestandteilen in der eigenen Aktivierungss&rdeiiiech inhibiert

der ERKZ1/2Inhibitor die weitere MAPK-Signaliibertragung und folglich die
Zellproliferation in TumorzellefMorris et B 2013) Zudem gehenMorris et al(2013)
davon augdasslerERK1/2-Inhibitor SCH772984 ERK1/2 in einer stabilen Konformation
halt,sodass keinBhosphorylierundurch MEK oder RARnGglich istSCH772984 nimmt

wie beschrieben keinen direkten Einfluss auf die Expression von ERK1/2, was die
Ergebnssem Versuch bestatigen.

4.1.2 Ulixertinib reduziert die pPERK1/2-Expression nicht

Durch die Behandlung midlixertinib konnte eine signifikante Erhdhung deRk-
Expression in der Zelllinie HCC1806 analysiert werden, allerdings kein signifikanter Effekt
auf dieERK1/2-Expression. In der Zelllinie HCC70 konnte kein signifikanter Effekt auf
pPpERK aufgezeigt werden, hingegeben aber eine signifikante Abnahme H@r ERK
ExpressionDas Expressionsverhéltnis von pERK1/2 zu ERK1/2 zeigte nach Ulixertinib
Behandlung in beiden Zelllinien keine signifikanten Untersthieeitinib hemmt ebenso

wie SCH772984 die Phosphorylierung von ERKm® die Phosphorylierung derkRS
(Ward et al. 2015per ERK1/2-Inhibitor wird in mehreren Studien in Phas@ 1
untersucht, wie B. in der klinischen Studie NCT0178142@i Patienten mit
fortgeschrittenen Malignomé&sullivan et al. 2018a in beiden Zelllinien der ERK1/2
Inhibitor Ulixertinib nicht die erwartete Vermindgruon pERK1/2 bewirkt, lasst dieses
vermuten, dass es madglicherweise uUber Aktieierung alternativer Wegend
Signalkaskaderu einerPhosphorylierung von ERK1/2 und dadurch zu einer nicht
verminderten oder gar erhohpdERK1/2-Expression kommEu denselben Ergebnissen,
dass Ulixertinib zu einer erhéhten Expression von pERK1/2 kannenGermann et al.
2017 Sie konnten zeigeaass Ulixertinib trotz erhéhter Phosphorylierung von ERK1/2 die
Phosphorylierung von Zielsubstraten henmmat somitvielversprechend fir die Therapie
von MAPK-mutierten Krebserkrankungen dhabhéngig von ihrem Grad der ERK1/2
Phosphorylierungvird ihr Substrat RSKdurch die Inhibitoren Ulixenib und auch
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SCH772984 gehemnilass eine signifikante Abnahme BRK1/2-Expression in der
Zelllinie HCC70 durch Ulixertinib beobachtet werden konnte, lasst die Vermutung
aufkommen, dass es doch zu einer Beeinflussung von ERK1/2 komme® katwesler

direkt oder beispielsweise Uber RuckkopplungsmechaniBmenntershiedlichen
Ergebnisseerdeutlichezudem dassauch dagelllinienspezifische Verhalten HCC70

und HCC180&ls zwei Vertretater eher heterogenen TNBEgenuber den Irhioren
vermutlicheine Rolle spielt.

4.1.3 ERK1/2-Inhibitoren reduzieren die 3D-Sphawoid-Invasion in TNBC-Zellen

Im Weiteren wurde der Effekt der ERK4fthibitoren auf die 3Espharoidnvasion
untersucht Dazu wurden 3Espharoidnvasionsassays nach Vinci durchgef{gehe
2.2.1.4Vinci et al. 2015)

Es konnteim Rahmendieser Arbeitdargelegt werden, dass die Behandlung mit de
ERK1/2-Inhibitoren SCH772984 sowie Ulixertinib in den-S@haroiden beiddiNBC-
Zelllinien zu einem signifikant vermindertenhei@wachstum fuhrolch ein hemmender
Einfluss auf das Tumorwachstum dusshen ERKZ/2Inhibitor wurde bereitsvon
Ahronian et a[2015 in menschlichen Xenotransplantatibloslellenn BRAF undRAS
mutierten kolorektalen KrebszelmrfgezeigfSullivan et al. 2018)ies konnte somit in
den Versucheru dieser Arbeit mit TNBC 33pharoiden bestatigt werdéne 3D
Spharoidnvasonsassays eignen sich gut fur Versashinvasion vormfumorzellen, da
durch die 3BEStruktur eine Tumormikroregion bzw. eine Tumormetasitagel getreuerer
Morphologimachgeahmt werden kahim Gegensatz zu der flachen Morphologie auf einer
festen Mmbrann 2D-Modellen Vorteilhaft ist ebenfalls, da&s Invasionsassay direkt in

derselben Platte durchgefuhrt werden Reimti et al. 2015)

4.2 Resistente TNBGZelllinie

Um den Effekt voreiner ERK1/2Resistenz aufd Zellwachstunmnddie Invasivitat von
TNBC-Zellenim Rahmen dieser Arbeaihalysieren zu kdnnenusste mindestens eine
ERKZ1/2-resistente Zelllinie generiert werden. Diese wurdb einen DsqVibilitatstest

mittels AlamarBlue (sieB.1.bnachgewiesen.

Fur die Zelllinie HCC18@:langsweniger empfindliche Zellen gegentiber dem ERK1/2
Inhibitor SCH77298hnerhalb von vier Monaten generiegn (siehe3.3 Abbildung9).

Erfolgreiche Resistenzversuche mit diesem ERK@/Ritor konnten vodha et a(2016)
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bereits in kolorektalen Karzinomzellen beschrieben werden. Daher ist davon auszugehen,
dass bei einem langeren ZeitraunRaésistenzversuche nicht nur weniger sensible Zellen,
sondern resistente Zellen der Zelllinie HCC1806 gegenuber dem -HiRidit@r
generierbar waren. Im Weiteren werden die generierten, weniger sensiblen Zellen gegeniber
SCH772984 zur Vereinfachung algstente Zellen benannt. Diese resistenten Zellen
wurden im Vergleich zu nicht resistenten Zellen dieser Zelllinie fir die weiteren Versuche in
der Arbeit genutztlha et al(2016) konnten in ihren Resistenzversuchen gegeniber
SCH772984 aufzeigen, ddissResistenz auf einer Mutation von Gylcin pardginsaure

im AsparaginsauhenylalaniGlycinMotiv (auch DFGMotiv) von ERK12 beruht Die
spezifische Bindung von SCH772984 an ERKiird so verhindert Weiter konnte
dargelegt werden, dass die MutatiovalieSCH772984 gehaltene stabile Konfaomat

von ERK1/2 beeinflusst und die Interaktion zwischen MEK und ERKifi&der
ermdoglichtDadurchkannERK1/2 durch MEKphosphoryligrwerdenund eskommtzu

einer Reaktivierung der ERKAPK-Signalkaskaddha et al. 201@)urch Jaiswal et al.

(2018) konnten in ERK1/2Inhibitor-resistenten Zellewerschiedener Zelllinien, au.
Zelllinien vom kolorektalen Karzinom und Pankreaskarawaitare spezifische ERK1/2

Mutationen identifiziert werden, die zu einer ERKe8istenz fiihren.

In den Zelllinie HCC70 konntdweine weitereNersuche zur Genengng einer Resistenz
gegenuber SCH772984 erfolgen, da sich die Zellen bei weiteren Dosisgaben letal zeigten.
Grund daflur kénnte eine erhohte Anfélligkeit der Zelllinie HCC70 im Vergleich zur Zelllinie
HCC1806 fur Stress durch die weiteren Dosisgaben #eltkedturflasche sein. Dafir
sprache auch, dass in dieser Zelllinie gegentber dem ERKUitAr Ulixertinib ebenfalls

keine Resistenz generiert werden konhllerdingszeigten sich die Zellen bei den
Versuchen weiterhiebensfahigGegenuber dem ERK2-Inhibitor Ulixertinib konnten
hingegen auch in der Zelllinie HCC1806 keine resistenten Zellen innerhalb von vier Monaten
generiert werden. Die Ergebnisse zeigen saimtehrdie nicht generierbare Resistenz
gegenuber Ulixertiniim beiden Zelllinienm Vergleich zur mdglichen Generierung der
Resistenz gegeniber SCH772984 Auth Germann et al.(2017) konnten in
Resistenzversuchen gegeniuber Ulixeninibschwer resistente Zah generierenSie

wiesen nacldass sich diResistenzentstehung gegen diesen ERKRiBitor im Vergleich

zur Resistenzentstehung gegenitber R&&r MEK:Inhibitoren verzoégert zegtDiese
Erkenntnisse sprechen fur gerterziellenNutzen dese€£RK1/2-Inhibitorsim klinischen

Alltag da es schdirdass Resistenzen gedixertinibschwereentstehen.
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4.3 Auswirkungen einer ERK1/2Resistenz undGnRH-Behandlung

GnRH-Agonisten sind fur die Behandlung von prAmenopausalen FrauerpositizBm
Brustkrebs zur Therapie zugelassen (siglgeEmons et al. 20Q3)Vie bereits aufgezeigt
exprimierentzer auch Gber A der TNBC GnRFRezeptore(Buchholz et al. 2009; Fost

et al. 2011)GnRH hat in Mammakarzinomen einen entscheidenden Einfluss auf das
Zellwachstum und die Metastasierung. Somit kann die Behandlung miiahdéjd auch

bei TNBC einen wichtigen therapeutischen Ansatz p@&t@mdker und Emons 2017)

Es konnte bereits fgezeigt werden, dass der GAR&xzeptor an ein-Brotein bindet und

so die Phosphotyrosin Phosphatase (PTP) aktiviert, welche den Wachstireségttor
dephosphorylier{Griundker et al. 2001Eine durch den WachstumsfakRazeptor
ausgeloste Signalkaskasse z.B. der ERKMAPK-Transduktionsweg kann so
herunterreguliert werdgibondi et al. 1994)Als mdgliche Therapieoption bei einer
ERK1/2-Resistenz wde dahein dieser Arbeier Effekt einer GnR#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 mi der LD
von SCH772984 und Ttgelin behandelt und die Proteinexpression mittels Western Blot
nachgewiesen (sieh@.2.h

4.3.1 ERK1/2-resistente Zellen exprimieren weniger pERK1/2

Im Rahmendieser Versuche konnte gezeigt werden, dass bei einer IHRKis{2nz
tendenziell weniger pERK1/8 den HCC180&ellen exprimiert wird als in den nicht
resistenten Zellewie in Kapitefl.2beschrieben wieséhaet al(2016)nach, dass es durch

eine ERK1/2Resistenz zu einer Wiederherstellung der Interaktion zwischen MEK und
ERK1/2 kommt. Daaus folgkine erneute Phosphorylierung von ERKMi2,analysiert
werden konnteallerdings in einem niedrigeren Gesadau im Vergleich zu nicht
resistenten ZellerDas Resultat der Versuctiber en tendenziellerUnterschied der
pERK1/2-Expressiorewischen den resistenten und den nicht resistenten Zellen in dieser

Arbeitentsprichsomitdenbereis 2016beschriebeneBeobachtungen

4.3.2 SCH772984 reduziert die pERK1LEXpressionin ERK1/2-resistenten
Zellen

Es zeigte sich, dass der ERKIHBibitor SCH77298die pERK1/2Expression signifikant
in den nicht resistenten Zelleamdetwas geringauch in den resistenten Zellenmindert
Zu den selben Ergebnissen, dass SCH7228B4 den auf SCH772984 resistenten Zellen
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eine Downregulation von pERR induziert, kameiezzi et al(2018) Siegenerierten
erfolgreich resistente nidti¢inzellige Bronchialkarzinomzellen gegentiber SCH7AR2984.
ihren Versuchen konnten sie aufzeigess die maximale Aktivitdt der Downregulation
nachsechsStunderzu beobachten isind esnach 24 Stundezu eirem Wiederauftreten

von pERK1/2kommt Dies sei beweisend, dass der ERHilfibitor das Ziel in seinen

Zellen effizient erreithin dieser Arbeit erfolgte in den Versuchen die Proteinisolation 24
Stunden nach Behandlungomit kdnnte ein Grund fir die signifikant verminderte
pPERK1/2-Expression durch SCH772984in den ERK1/2resistenten Zellerein
zeitabhangiges Wiederauftreten von pERK1/2 sein, welches dann erneut durch den
ERK1/2-Inhibitor beeinflusst und gehemmt wird

lezzi et al(2018)konnten zudem darlegen, dass es in nicht resistétiekleinzelligen
Bronchigtarzinomellen zu einer verminderten Phosphoryliemergnachgeschalteten
RSKkommt Folglichfiihrt dieszu einer ebenfalls verminderten durch die RSK vermittelte
Phosphorylierung des ribosomalen Proteins S6.(ipe&Guf SCH772984esistenten
Zellen zegtenin ihren Versuchen hingedazine Downregulatioder RSK. Dies sprache
dafir, dassdiese nachgeschaltetinase keine Beteiligun@n der Entstehungon
Resistenzmechanismha. In Versuchervon Gao et al(2019)mit auf MEK:Inhibitor
generierterresistente Melanomzellerhingegenkonnte eineBeteiligung von RSKma
Resistennechanismus aufgezeigt werden Diese Ergebnissdegen nahe dass
unterschiedlicher zellularer Konteatich verschiedene molekulare Veranderungen
bezwecken kar(tezzi et al. 2018)

Interessanterweigennteaber aucteine Kreuzresistenz der beiden ERK und MEK-
resistenten Zellliniesher nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomzellerereinander gegen

den jeweils anderémhibitor beobachtet werdeDiese Ergebnidassesichlautlezzi et al.
(2018)durchdie ahnliche Modulation der nachgeschalteten RSK sowie derklifp®é
Dahersolltein weiteren Studiemtersucht 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 ncht resistenten Zellen der Zelllinie HCCX8@&edie Behandlung mifriptorelin
10'M zueine signifikante Minderung der pERK1AExpressionWie vorher beschrieben,
inhibiert das GnRKnalogon Triptorelin die Aktivierung der ERKAPK-Signalkaskade
Dadurch fehlt die Signaluberleituegtlang der Kaskade, sodass ERKZ1/2 nicht
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phosphoryliert wirdDie Behandlung der nicht resistenten ZellenTnptorelin 16M
zeigte keine signifikante Veranderdtige mdogliche Erklarung konnte die geringere
Konzentration von Triptorelin seiBie Abhangigkeit der Effekte von der Triptorelin
konzentratiorsolltein weiteren Versuchen abgeklart werden.

In den resistenten Zellen konnte kein signifikanter EinflussE®K1/2 durch eine
Behandlung mitTriptorelin 10M oder Triptorelin 10M beobachtet werderDie
Behandlung mifriptorelin 16M zeigte tendenziell aber eher eine erhthte pERK1/2
Expression aufDurch die Resistenzentwicklung kommt es zu einer wiedgicheb
Phosphorylierung von ERK1/2 durch MEK. Da Triptoreliie EGFinduzierte
Aktivierung der ERWMAPK-Kaskade hemmt, scheint es bei einer ERRE&stenz zu
einer anderen Signalgebung durch Parallelkaskaden zu komdmreRhd&phorylierung

von ERKY2 aktivieren Die parallele Signalkaskade Phosphatidylis®Kiimhse
(PI3K)/Proteinkinase B (AKT)hechanistic target of Rageniiyait) ist ebenso wie der
ERK-MAPK-Signalweg an Zellproliferation, Invasion, Migration und Apoptose beteiligt.
Beide Sigmaege konnen durch dasReotein RAS aktiviert werden (zitiert nisiaticescu

et al. 2020Auch haben beide Wetje RSK als Zielsubst(&uvinsky und Meyuhas 2006)
Das GProtein RAS, die RSK und das durch sie phosphorylierte rpS6 stellen somit
Uberschneidende Strukturen der beiden SignalwdéGadat al. 201%s komte bereits
aufgezeigt werden, dass die hauptséchlich durch didA&ARK-Kaskade vermittelte rpS6
Phosphorylierungp RAFR und MEK:-resistenten Melanomzelldurd diep70ribosomad
S6Kinase(p70S6K des PI3BK/AKT/mTOR -Signalwegiibernommen wirdGao et al.
2019) Die rpS6 nimmt Einfluss auf die Regulierung der Zellgnif3ger Zefiroliferation
(Ruvinsky und Meyuhas 20@Baher scheint es potenziell méglich zu sein, dass ERK1/2
bzw. desen Aktivierung durch MEK in ERKZI#2sistenten Zellen tber die p70S6K

vermittelte rpS@\ktivierung durch Rickkopplungsschleifen beeinflusst wird.

Allgemein konnte auch ein umfangreichesstalkwischen den Netzwerken der beiden
Signalwege registriert werderuman und Rommel 201¥pr allem auf dem Level von
RAF in der ERKMAPK-Kaskade und AKT im PI3K/AKT/mTORSignalweg konnte dies
beobachtet werdgZimmermann und Moelling 199Bgher scheint es auch mdglich zu
sein, dass Signalweg Ubergreifecdesstalklie ERK1/2Resistenzmechanismen mit
beeinflusst und fir eine erneute Aktivierung von ERK1/2 soriginBte es durctrosstalk
auf der RAFEbene zu einer Aktivierudgr ERKMAPK-Kaskade ab dem Level von RAF
kommen und folglich zu einer von TriptorelinunbeeinflusstenAktivierung der

nachgeschalteten Kinasen.



Diskussion 68

In den nicht resistenten sowie den resistetglen, die mit SCH772984 oder Triptorelin
behandelt wurderwiesendie ERK1/2Expressionund das Expressionsverhaltnis von
pPERK1/2 zu ERK1/2 keine signifikanten Unterschiede \Alé. in Kapite#t.1lbeschrieben,
hemmt SCH772984 ddosphorylierung von ERK1/2 und nimmt keinen direkten Einfluss
auf die ERK1/2Expressionin der graphischen Darstellung zeigte sich bei den resistenten
Zellen im Vergleich zu den nicht resistenten Zellen, ein Trend zur Erh6éhung der-ERK1/2
Expression nacBehandlung mitriptorelin 10M bzw. 10M. Da Triptorelin nicht den
erwarteteisenkenden Effekt auf die ERK16bwie die pERK1/Expression zeigt, wirde

dies fur die vorherige These sprechen, dass die Aktivierung von ERK1/2 bei einer ERK1/2
Resistenz Uber Rickkopplungsschlaiigneh die p70S6K/ermittelte rpS#ktivierung

oder ubecrosstatler Signalwedeeeinflusst wird.

4.3.4 ERK1/2-Resistenz fluhrt zurgesteigerten 3DSpharoidinvasion

Der Effekt einer GnRHBehandlung mit Triptorelin wurde ebenfalls irSpbharoie
Modellen analysiefdbazu wurden die resistenten Zellen der Zelllinie HCC18063§ehe
Abbildung9) und im Vergleich dazu nicht resistente Zellen der Zelllinie HCC1806 genutzt.
Die Durchfuhrung der 3i3pharoidinvasiomsassays erfolgte nadhci et al(2015 siehe
2214

Es konnte bei demnbehandelten resistenten-3phéaroiden ein signifikant erhéhtes
Flachenwachstum im Vergleich zu den miebkistenten 3f3pharoiden der Zelllinie
HCC1806 analysiert werdBieseErgebrisse bestatigatie aufgestelltélypothese, dass

eine ERK1/2Resistenzu einer gesteigerten-Bpharoidnvasion fihrt.

4.3.5 SCH772984 reduziert die 3i3pharoidInvasion von ERK1/2resistenten

Zellen

Der ERK1/2-Inhibitor SCH772984 zeigte in den nicht resistenten, aber auch in den
resistenten 3f3pharoiden einen verminderndenfliss auf das Flachenwachstidass
SCH772984 das Flachenwachstum der nicht resistenten Spharoide vermindert, zeigt die
funktionierende wachstumshemmende Wirkung dieses InhibitorEnaaftet war
allerdingsdass der Inhibitor keinen oder kaum EinBwgglie resistenten Zellen.lzies

konnte einerseitaufzeigen, dass die genutzten resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806
noch nicht vollstéandig resistent gegeniiber dem ERKHit&tor sind, sondern eben nur
weniger empfindlicheeagiererAndererseitkbnnte es daran liegen, wie bereits dezan

et al.(2018)beschrieben, dass es nach 24 Stunden zu einem Wiederauftret&Kddh pE
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und somit zueiner erneuten Aktivierung der Zielsubstrate von ERK1/2 kommt. Die
Messungles Spharoidwachstums erfolgte nach 48 Stunden im Vergleich zum Reitpunkt
vor Zugabe des InhibitoBurch das zeitabhangige Wiederauftreten von pERK1/2&k6nn
SCH772984 die Phosphorylierung von ERK1/2 erneut beeinflusst und folglich zum
verminderten Flachenwachstum der resistenten Zellen gefiihrt haben.

4.3.6 Triptorelin hat keinen signifikanten Einfluss auf die 3D-SpharoidInvasion
von ERK1/2-resistenten Zellen

Durch die Behandlung mit Triptorelin konntdén resistenten 38héaroiden der Zelllinie
HCC1806 kein signifikanter Einfluss auf diashénwachstuomd die Invasivité@rmittelt
werdenDiese Erkenntnis spricht wiederum fur die incAbgt 4.3.3erlauterte mdgliche
Erklarung, dass die ERKIPhosphorylierung in ERKI#&sistenten Zellen durch
Ruckkopplungsschleifen gemeinsamer Zielsubstrggaraiielen Signalwegen beeinflusst
werden kanrOder auch, wie bereits beschrieben, Uber weitere Verbindungen der Netzwerke
der beiden Signalwege Utressta(kruman und Romet 2014)Der PI3K/AKT/mTOR -
Signalwegst ebenso an der Regulierung der Zellinvasion bééikgt nachMiricescu et

al. 2020)Daher konnte auch eine mogliche Erklarung dags, umfangreicherosstalk
zwischen der ERMAPK-Kaskade und dem PI3K/AKT/mTOFRSgnalweg die erneute
Aktivierung von ERK1/2 und somit die Invasiviiat ERK1/2-resistenten Zellen
beeinflusst. Auckonnteder PI3K/AKT/mTOR -Signalweglie Invasivitat durckigene
Signale direkt beeinflass Bei der Resistenzentstehung gegeniber -INtiBitoren

konnte durchWon et al. (2012)ereits beobachtet werden, dasses Signalisierung in
Feedbackschleifen zur Aktivierung von parallelen Signalwegen, wie dem
PI3BK/AKT/mTOR -Signalweg kommt.

Einzigin dennicht resistenten Spharaidéhrteeine Behandlung niitiptorelin10°M zu

eirem erhohte Flachenwachstum im Vergleich zu den unbehandéitgnresistenten
SpharoiderkEs konnte bereits gezeigt werden, dass die Invasion in Mammakarzinomzellen
durch GrRH-Analogain vitro(von Alten et al. 200&)nd in vivqSchubert et al. 2011)
reduziert werden kanmaher stellt sich die Frage, vmarin den nicht resistenten
Spharoiden kein signifikant@rminderndeEffekt auf das Flachenwachstamalysiert
werden konntesondern sogar ein erhdhtes FlachenwachBinenmdgliche Erklarung

ware dasesdurch Hemmungler ERKMAPK-Kaskadelurch Triptorelireur vermehrten
Aktivierung vonparallelen Wegen, wie desreits erlauterten PI3K/AKT/mTOR

Signalwesg, kommt. Mdglich ware dibgispielsweisdurch das gemeinsame Zielsubstrat
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RSK(Ruvinsky und Meyuhas 20@®iVerminderung der RSKirch Hemmung der ERK
MAPK-Kaskade kbnnte die Signalgebung des PI3K/AKT/mT@Rgnalwegsiber
Ruckkopplungsschleifgarstarkt und so digellinvasion erhéht werden.

Eine weitere Moghdeit ware auch, dass die Auswertung d&@iaroidaicht ganzdeal

ist Wie schon in Kapitdl1.3eschrieben, kénnen die-3pharoide die Morphologie einer
Tumormikroregion getreuer nachahmen, im Vergleich zu Versuchen auf flachen
Membraner(Vinci et al. 2015Pie Bildanalyse der Spharoide erfolgte manuell mit einem
inversen Lichtmikroskop und einer Bildbearbeitungssofttdardie Spharoide jedoch

selten gleichmalfiig in alle drei Dimensionen wachsen,idgeBktchchtung detdritten
Dimension in der eher zweidimensionalen Auswertung des Flachenwadbssums.
Weiteren konnte in der Auswertung nicht zwischen letalen und vitalen Zellen unterschieden
werden. Mdgliche letale Zellen durch die Behandlung wurden somit in die Ausmessung der
Flache der Spharoide mit einberechnet.

Maritan et al(2017)konnten in ihrem Protokoll zu 3Bphé&roieMersuchen beobachten,
dassdie Spharoidbildung und die Z&#llF-Adhéasion stark von der von ihnen genutzten
Methylcellulos&onzentration abhangig sind. Auch zeigten sich zelllinienspezifische
Unterschiede. Daher kann die Methode deiS@Raroidnvasionsassays anfallig fur

methodishe Fehler, wie gering unterschiedliche Mengen Matrigel® oder Medium, sein.

Die Invasion der Spharoide in das umgebende Matrigel® stellt sich durch
Zellaussprossungen, die in das Matrigpel®@inragenund lose Zellaggregate dar. Die
verbundenen Zellen wden mit in die Flachenberechnung der Sphéaroide eingeschlossen.
Die einzelnen losen Aggregate hingegen nicht. Invadieren die verschieden behandelten
Spharoidaunterschiedlich schnell, kdnnte es vorkommen, dass durch eine schnellere
Invasion entstandeneneelne Aggregate nicht mit in die Auswertung einfloBgen.
Auswertung von 3ESpharoidnvasionsassays ist somit vom Anwender abhaligig.
Spharoide wurddn den Versuchen zu dieser Arleéiheitlich mit der gleichen Methodik
ausgewertet, dahast eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse des unterschiedlichen

Flachenwachstums der nigbdistenten und der resistenten Sphéroide anzunehmen.

4.3.7 ERK1/2-Resistenz hat keinen Einfluss auf ds Zellwachstum

Im Weiteren wurde die Viabilitat der-Spharoid derresistenten und der nicht resistenten
Zellender Zelllinie HCC180sowieder Einfluss einer GnRBehandlung mit Triptorelin

untersucht. Dazu wund&/ersuche milamarBlualurchgefihrt (sielH22.1.5 Bestimmt
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wurde die prozentuale Differender AlamarBluReduktion der resistenten Zellen der
Zelllinie HCC1806 vergleichend zu den nicht resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806.

Es konnte kein signifikanter Untersdhiler Zellproliferation als Ausdruck deiabilitat

zwischen resistenten und nicht resistenten Zellen der Zelllinie HCC1806 beobachtet werden.
Erwartet wurde, dass die resistenten Zalden der erhohten Invasivigihe erhthte
Zellviabilitatdurch erh@ites Zellwachstumufweisen. Dieses Ergebnis spricht dafur, dass
keine gravierenden Unterschiede der Proliferation und somit der Lebensfahigkeit zwischen
den nicht resistenten Zellen und den resistenten Zellen vorzufindételinger et al.
(2019)konnten aufzgen, dass esermitteltdurch eine Verminderung der CTGieler
CYRG621Expression imicht resistenten Zellesher TNBGZelllinie HCC1806 uber eine
Dephosphorylierung von ERK1/2 zu einer verminderters@Raroienvasion kommo

und dasinabhéangig von einezrénderten ProliferatioDie Ergebnisse der Versuche dieser
Arbeit deuterlarauf hin, dassichdiegesteigerte 33 phéroidnvasion bei einer ERK1/2

Resistenz nicht auf eine veranderte Proliferationsrate zuriickzufiihren ist.

4.3.8 SCH772984 reduziertas Zellwachstumin ERK1/2-resistenten Zellen

Durch die Behandlung der resistenten Sphéroide mit dem ERKib®or SCH772984

wurden signifikant weniger viable Zellen nachgewiesen, wahrend bei den nicht resistenten
Spharoiden kesignifikanteEinfluss beobachtevurde Morris et al. (2018pnnten bereits
aufzeigen, dass SCH772984 sogar in BR&kd MEK-Inhibitor-resistenten
Kolorektalkarzinomund Melanomzellen digellproliferation inhibier® und das auch in
Anwesenheit dieser Inhibitor&aher scheint SCH772984 trotz Resistenzentstehung in der

ERK-MAPK-Kaskade antiproliferativen Einfluss auf Krebszellen zu haben.

Allerdings ist eschwierig nachzuvollziehen, wiara den nicht resistenten Zellen nicht der
erwartetdffekt erzielt wurdeDie Nutzung von AlamarBlue als Test fig dellwachstum

wurde erstmals vdfields und Lancaster 198&chrieben. Es konnten ihneraufgezeigt
werden, dass AlamarBlue nicht toxisch auf die Zellen wirkt, unabhangig von der
Inkubationszeitlede Zellliniehat zudemauch eigene Stoffaleseleigenschaften, die als
individueller Parametedie Reduktionsrate von AlamarBlue beeinflussentektnn
(Nakayama et al. 1997aut Bio-Radkannaucheine erhdhte Zelldichte imwellzu einer
abnehmenden Zellproliferation fuhren, wodurch AlamarBlue weniger reduziert und
detektiert wirdDer fehlendesignifikante Effeklurch SCH772984 @en nicht resistenten
Zellenkoénntedurch einenicht optimaleZelldichteder Sphéaroidentglicherweiserklat

werdenDes Weiteren kann nicht kontrolliert werden, inwieweit AlamarBlue ins Innere der






